
甘油二酯 (Diacylglycerol，DAG)是甘油三酯

(Triacylglycerol，TAG) 中一个脂肪酸被羟基取代

的结构脂质。它是天然植物油脂的微量成分及体

内脂肪代谢的内源中间产物，是 FDA 认证的安全

的食品成分。近年来发现，甘油二酯具有降血脂和

抑制体重增加等功效[1-3]，其作为一种功能添加剂，

在食品、医药、化工(化妆品)等行业中具有广泛的

应用。甘油二酯在我国尚处于研发阶段，市场上没

有相关产品出售 [4-5]。因此研究甘油二酯的合成
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与生产具有重大的理论意义和现实意义。
本研究以吉林省产量丰富的大豆油为原料，

采用脂肪酶催化，在无溶剂体系中合成甘油二酯，

并对其工艺条件进行优化。大豆油的脂肪酸构成

较好，含有丰富的亚油酸(50%～60%)，原料来源

丰富，成本低。采用酶法合成甘油二酯，条件温和，

产品得率高 [6]；整个反应在无溶剂体系中进行，相

比有溶剂体系，具有更高的底物浓度，有利于后续

分离以及更好地满足食品安全的要求，从而降低

生产成本。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂

大豆油 (市售大豆，本实验室压榨 )；Novoyzm

文章编号：1003- 8701(2012)06- 0072- 03

脂肪酶催化大豆油合成甘油二酯

吴 琼 1，邹险峰 1，陈丽娜 1，代永刚 2*

(1. 长春大学农产品深加工省重点实验室，长春 130022；2. 吉林省农业科学院，长春 130033)

摘 要：本研究在无溶剂体系中，采用 Lipozyme RM IM固定化脂肪酶催化大豆油合成甘油二酯，考察了

底物质量比(大豆油 / 甘油)、酶量、反应温度、反应时间对甘油二酯合成的影响。通过正交试验确定最佳工艺条

件为∶底物质量比(大豆油∶甘油)2∶1，酶量 11%，反应温度 60℃，反应时间 12 h，得到 DAG 含量为 52.6%。为合

成甘油二酯提供了一条新途径，为无溶剂体系中脂肪酶催化合成甘油二酯提供理论参考。
关键词：脂肪酶；甘油二酯；大豆油；合成

中图分类号：TS22 文献标识码：A

Preparation of Diacylglycerol from Soybean Oil by Lipase Catalyzed
Synthesis

WU Qiong1, ZOU Xian- feng1, CHEN Li- na1, Dai Yong- gang2*
(1. Key Laboratory of Agricultural Products Processing, Changchun University, Changchun 130022;

2. Jilin Academy of Agricultural Sciences, Changchun 130033, China)
Abstract: Lipase- catalyzed synthesis of DAG was produced with soybean oil in a solvent - free system

by Lipozyme RMIM. Effect of substance ratio (soybean / glycerol), the amount of enzyme, reaction tempera-
ture and reaction time on diacylglycerol yield was investigated. The results of orthogonal experiment showed
the optimal conditions were as follows: substance ratio 2: 1, the amount of enzyme 11%, the reaction tempera-
ture of 60℃, the reaction time 12 h, DAG yield of 52.6%. It provides a newway for the synthesis of diacylglyc-
erol and provides a theoretical reference for synthesis diacylglycerol in lipase- catalyzed solvent- free sys-
tems.
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435、Lipozyme RM IM、Lipozyme TL IM，诺维信

(中国)生物技术有限公司；甘油、正己烷等化学试

剂均为分析纯。
YJY- 2 型榨油机，北京益加益机械技术研究

所；SHA- B 水浴恒温振荡器，金坛市金南仪器制

造有限公司；循环水真空泵，LDZ4- 12 台式低速

离心机，北京医用离心机厂；LC- 14C 气相色谱

仪，日本岛津。
1.2 脂肪酶催化合成甘油二酯

精确称取 5 g 大豆油和一定质量比的甘油于

100 mL 的具塞锥形瓶中，在实验条件下预热 20
min，然后加入一定量的固定化脂肪酶，放入一定的

温度、转速为 120 r/min 的恒温水浴振荡器中，反应

一定的时间后，吸取 50μL 样品，用 4 mL 正己烷

溶解，离心除去脂肪酶，滤液低温保存待分析[7]。
1.3 甘油二酯含量的测定

采用气相色谱测定反应混合物中的甘油二酯含

量[8]。吸取滤液 1μL 试样进样。色谱条件: LC-14C
气 相 色 谱 仪 ，DB-WAX 毛 细 管 柱 (30 m×0.25
mm×0.1μm)，FID 检测器，载气为高纯 N2。采用

程序升温，柱温 130℃，维持 2 min；以 10℃ /min
的速度升至 190℃，维持 2 min；5℃/min 的速度升

至 215℃ ， 维 持 1 min；10℃ /min 的 速 度 升 至

350℃，维持 20 min。进样口温度和检测器温度分

别为 360℃和 380℃。甘油二酯含量的计算采用

面积归一法。
w=m (DAG)/ [m (FFA)+m (MAG)+m (DAG)+m

(TAG)]
式中：w 为甘油二酯的质量分数，m(FFA)、m

(MAG)、m(DAG)和 m(TAG)分 别 为 脂 肪 酸、单 甘

酯、二甘酯和三甘酯的质量。

2 结果与讨论

2.1 不同种类的酶对甘油二酯合成的影响

选择常用的 Novoyzm 435、Lipozyme RM IM、
Lipozyme TL IM 3 种固定化脂肪酶，在大豆油∶甘
油 =1 ∶1，酶量 5%，反应温度 60℃，反应时间 6 h
的条件下反应，考察 3 种酶对甘油二酯合成的影

响。结果见图 1。由图 1 可见，不同的脂肪酶催化

效率不同，Lipozyme RM IM 和 Novoyzm 435 催化

合成的甘油二酯含量明显高于 Lipozyme TLIM，

Lipozyme RM IM具有 1，3 位专一性，而 Novoyzm
435 的位置专一性不确定，有时表现 1，3 位专一

性，有时无专一性[9]，并且 Novoyzm 435 价格较高，

综合考虑，本实验选择 Lipozyme RM IM作为合成

甘油二酯的脂肪酶。

2.2 底物质量比对甘油二酯合成的影响

选择底物质量比(大豆油∶甘油) 为 1∶1、1.5∶1、
2 ∶1、2.5 ∶1、3 ∶1，固定酶的添加量 5%，反应温度

60℃，反应时间 6 h，考察底物质量比对甘油二酯

合成的影响。结果见图 2。随着底物质量比的增

加，DAG 的含量也逐渐增加，当底物质量比达到

2∶1 时，DAG 含量开始下降。改变底物的摩尔比不

仅可以改变脂肪酸的转化率，还可以改变整个反

应体系的稳定性。如果甘油含量过高，会使反应体

系极性增强，降低甘油与脂肪酸的混溶程度，从而

降低了反应速度[10]。如果脂肪酸含量较高，会给后

续的纯化带来困难，增加生产成本。

2.3 酶量对甘油二酯合成的影响

选择酶的添加 量 (占 底 物 的 质 量 )3%、5%、
7%、9%、11%、13%、15%，固定底物质量比为 2∶1，

反应温度 60℃，反应时间 6 h，考察酶添加量对甘

油二酯合成的影响。结果见图 3。随着酶添加量的

增加，DAG 的含量也逐渐增加，底物与酶的接触

面积增大，加快了反应速度；当酶量达到 13%时，

DAG 的含量增加比较缓慢，变化不大，酶与底物

反应的量是有限的，当达到底物需要的酶量以后，

继续再增加酶的浓度，也不会加快反应速度。

图 1 脂肪酶的种类对甘油二酯合成的影响

图 2 底物质量比对甘油二酯合成的影响
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表 1 正交试验结果

试验号
A底物质

量比(g/g)
B酶量

(%)
C反应温

度 (℃)
D反应

时间(h)
DAG

含量(%)

1 1(1.5:1) 1(7) 1(50) 1(10) 45.8
2 1 2(9) 2(60) 2(12) 46.9
3 1 3(11) 3(70) 3(14) 48.4
4 2(2:1) 1 2 3 50.6
5 2 2 3 1 48.5
6 2 3 1 2 51.7
7 3(2.5: 1) 1 3 2 49.8
8 3 2 1 3 48.3
9 3 3 2 1 50.6
k1 47.033 48.733 48.600 48.300
k2 50.267 47.900 49.367 49.467
k3 49.567 50.233 48.900 49.100
R 3.234 2.333 0.767 1.167

表 2 方差分析

因素 偏差平方和 自由度 F 比 F 临界值 显著性

底物质量比 17.362 2 11.453 6.940 *

酶量 8.389 2 5.534 6.940

反应温度 0.896 2 0.591 6.940

反应时间 2.136 2 1.409 6.940

误差 3.03 4

图 3 酶量对甘油二酯合成的影响

图 4 反应温度对甘油二酯合成的影响

图 5 反应时间对甘油二酯合成的影响

2.4 反应温度对甘油二酯合成的影响

根据脂肪酶的最适作用温度，选择反应温度

40、50、60、70℃，固定底物质量比为 2 ∶1，酶的添

加量 5%、反应时间 6 h，考察反应温度对甘油二

酯合成的影响。结果见图 4。随着温度的升高，

DAG 的含量也逐渐升高。温度升高有利于底物扩

散，提高酯交换的速度。

2.5 反应时间对甘油二酯合成的影响

选择反应时间 4、6、8、10、12、14、16 h，固定

底物质量比为 2 ∶1，酶的添加量 5%、反应温度

60℃，考察反应时间对甘油二酯合成的影响。结果

见图 5。随着反应时间的增加，DAG 含量也逐渐增

加，当反应时间达到 14 h 时，DAG 含量变化趋于

平稳，说明 14 h 后，反应已经达到了动力学平衡。

2.6 正交试验

正交试验及方差分析结果见表 1、表 2。
由表 1、表 2 可见，4 个因素对 DAG 合成的影

响顺序为：底物质量比＞酶量＞反应时间＞反应

温度。脂肪酶催化大豆油合成甘油二酯的最佳工

艺条件为 A2B3C2D2，即底物质量比 2 ∶1，酶量

11%，反应温度 60℃，反应时间 12 h。在此最佳条

件下做验证试验，得到 DAG 含量为 52.6%。

3 结 论

本研究在无溶剂体系中，采用 Lipozyme RM
IM固定化脂肪酶催化大豆油合成甘油二酯，通过

正交试验确定最佳工艺条件为：底物质量比(大豆

油∶甘油)2∶1，酶量 11%，反应温度 60℃，反应时间

12 h，得到 DAG 含量为 52.6%。本研究选用的大

豆油，原料来源丰富，成本低，为合成甘油二酯提

供了一条新途径，为无溶剂体系中脂肪酶催化合

成甘油二酯提供理论参考。
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