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液体脂肪酶催化制备甘油二酯油连续化工艺研究
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摘要：旨在强化酶催化大豆油的甘油解反应为甘油二酯油的工业化生产提供技术支持，以大豆油和

甘油为原料，液体脂肪酶为催化剂，利用微通道反应器制备甘油二酯油。通过单因素实验考察了液

体脂肪酶用量、大豆油与甘油质量比、反应温度、反应时间对反应粗产物中甘油二酯质量分数的影

响，设计中试放大实验考察工艺的稳定性，并采用分子蒸馏对中试粗产物进行纯化。结果表明：甘

油二酯油制备的最佳工艺条件为液体脂肪酶（１００００Ｕ／ｍＬ）用量３％（以大豆油质量计）、大豆油
与甘油质量比１０∶１、反应温度５０℃、反应时间９．０ｓ，在此条件下粗产物中甘油二酯的质量分数达
４４％；经中试实验放大后，粗产物中各组分（游离脂肪酸、单甘酯、甘油二酯和甘油三酯）的质量分
数无明显变化，甘油二酯的质量分数为４２％，反应可在微通道反应器中连续进行；经分子蒸馏纯化
后，产物中甘油二酯的质量分数达到４８％。综上，通过微通道反应器可以实现液体脂肪酶催化大
豆油甘油解制备甘油二酯油的连续化生产，且该方法稳定性较好。
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　　甘油二酯（Ｄｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌ，ＤＡＧ）是甘油三酯
（Ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｓ，ＴＡＧ）分子中一个脂肪酸被羟基取代
的产物［１］，天然存在于动植物油脂中，是公认的食

品安全成分［２］。根据脂肪酸在甘油分子碳骨架上

的结合位置不同，ＤＡＧ分子有两种异构体，即１，２－
ＤＡＧ和１，３－ＤＡＧ［３］，其中１，３－ＤＡＧ被证实具有
防止体质量增长、抑制脂肪在体内过多累积［６－８］、调

节血脂水平、缓解糖尿病及其并发症等功能［４－８］。

但天然来源的食用油中ＤＡＧ含量较低［９］，不能很好

地发挥上述功能。

脂肪酶可以催化甘油三酯的水解、甘油解和转

酯化等反应［１０］，其催化天然油脂的水解或甘油解制

备ＤＡＧ是现代工业常用的方法。Ｋａｈｖｅｃｉ等［１１］以

菜籽油和甘油为原料，用 Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５脂肪酶催化
反应，所得产物中 ＤＡＧ含量为４０％ ～５０％。孙晓
雪等［１２］研究了在无溶剂条件下用 ＬｉｐｏｚｙｍｅＣＡＬＢ
脂肪酶催化亚麻籽油和甘油合成 ＤＡＧ，结果表明，
在甘油与亚麻籽油物质的量比 ２０∶１、反应时间
１０ｈ、反应温度８０℃、加酶量２．０％的条件下，合成
产物中ＤＡＧ质量分数可达到 ４７．１３％，分子蒸馏后
ＤＡＧ质量分数达到５７．１８％。在脂肪酶催化甘油解
制备 ＤＡＧ的反应中，由于甘油黏度大、亲水性强且
与油脂互不相溶，脂肪酶难以在甘油／水－油脂界面
上实现快速传质，导致反应效率低。另外，催化剂成

本高。因此，如何降低催化剂的成本和提高反应效

率是工业化合成ＤＡＧ的关键。
微通道反应器是近十年发展起来的高效连续流

反应器［１３］。在微通道内，流体以数微米厚的薄层相

互接触，具有混合速率快、传质传热效率高、停留时

间短、响应快、反应速率高的特点，可有效抑制副反

应，提高转化率和目的产物的选择性［１４］。通过微混

合器和管道反应器的组合，微通道反应器能极大提

高油水介质的传质速率，同时具有占地面积小、无放

大效应等优点［１４］。目前，微通道反应技术在油脂化

工生产中已获得成功的应用。Ｓａｎｔａｎａ等［１５］以葵花

籽油和乙醇为原料，氢氧化钠为催化剂，采用 ＰＤＭＳ
微通道反应器生产生物柴油，室温下、反应时间

１ｍｉｎ内可实现９５．８％的原料转化率，而在间歇反
应釜内，反应时间１８０ｍｉｎ才能实现９４．１％的原料
转化率。张健［１６］设计并构建了一台连续式微通道

反应器用于油酸甲酯环氧化反应，该反应以油酸甲

酯、双氧水为原料，甲酸为催化剂，采用错流剪切和

对流碰撞两种方式实现了液液两相的高效混合，在

催化剂用量４％，反应温度７０℃，碳碳双键、甲酸与
双氧水的物质的量比１∶９∶９，停留时间１７ｍｉｎ条件
下，油酸甲酯环氧化率达８１．６２％。然而，目前利用
微通道反应器进行酶法制备ＤＡＧ的研究鲜有报道。

本研究以大豆油、甘油为原料，国产液体脂肪酶

为催化剂，通过微流体反应制备ＤＡＧ，对反应条件进
行了优化，以期为ＤＡＧ的工业化生产提供技术支持。
１　材料与方法
１．１　实验材料

一级大豆油，益海嘉里食品有限公司；液体脂肪酶

（Ｅ．Ｃ３．１．１．３，假丝酵母生产，酶活力１０００００Ｕ／ｇ），青
岛蔚蓝生物技术公司；甘油单油酸酯（纯度９９％）、
甘油二油酸酯（纯度９９％），上海Ｍｅｒｃｋ公司；甘油，
分析纯，天津市天力化学试剂有限公司；正己烷、叔

丁基甲醚，均为色谱纯。

ＣＰＭＭ－Ｒ３００－ＳＳ微混合器；Ｗａｔｅｒｓ２６９５高效
液相色谱仪、Ｗａｔｅｒｓ２６９５蒸发光检测器，沃特世科技
（上海）有限公司；分子蒸馏仪，美国 Ｐｏｐｅ科学公
司；星层式微混合器，参数为通量１２～１５０Ｌ／ｈ，混
合通道尺寸５０μｍ，停留时间２４～８４０ｍｓ，内部体积
２．８ｍＬ，设计流量６０ｋｇ／ｈ，配备高压柱塞泵（压力
５０ＭＰａ，流量１～１９５Ｌ／ｈ），连续运行时间５０ｈ。
１．２　实验方法
１．２．１　ＤＡＧ油的制备及纯化

ＤＡＧ油制备实验装置如图１所示。

　注：Ｐ１．大豆油进料泵；Ｐ２．液体脂肪酶进料泵；Ｐ３．甘油进
料泵；Ｍ１．酶－油微混合器；Ｍ２．反应微混合器；Ｌ１、Ｌ２．预热
管；Ｌ３．延时管；ＢＰＶ．背压阀；Ｈ．恒温浴槽
　Ｎｏｔｅ：Ｐ１．Ｓｏｙｂｅａｎｏｉｌｆｅｅｄｐｕｍｐ；Ｐ２．Ｌｉｑｕｉｄｌｉｐａｓｅｆｅｅｄ
ｐｕｍｐ；Ｐ３．Ｇｌｙｃｅｒｏｌｆｅｅｄｐｕｍｐ；Ｍ１．Ｌｉｐａｓｅ－ｏｉｌｍｉｃｒｏｍｉｘｅｒ；
Ｍ２．Ｒｅａｃｔｉｏｎｍｉｃｒｏｍｉｘｅｒ；Ｌ１、Ｌ２．Ｐｒｅｈｅａｔｉｎｇｐｉｐｅ；Ｌ３．Ｄｅｌａｙ
ｔｕｂｅ；ＢＰＶ．Ｂａｃｋｐｒｅｓｓｕｒｅｖａｌｖｅ；Ｈ．Ｃｏｎｓｔａｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｂａｔｈ

图１　ＤＡＧ油制备实验装置

Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｅｖｉｃｅｆｏｒｐｒｅｐａｒｉｎｇＤＡＧｏｉｌ

　　ＤＡＧ油的制备：如图１所示，将一定流速的大
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豆油、液体脂肪酶分别经进料泵 Ｐ１、Ｐ２进入酶 －油
微混合器Ｍ１进行预混合，然后进入预热管 Ｌ２预热
至一定温度，与来自 Ｐ３经 Ｌ１预热至一定温度的甘
油在反应微混合器 Ｍ２中混合，进入延时管 Ｌ３中反
应一定时间后进入背压阀 ＢＰＶ，在恒定压力下流
出，得到粗产物ＤＡＧ油。

ＤＡＧ油的纯化：ＤＡＧ油经过滤后，利用分子蒸
馏除去其中残留的甘油、游离脂肪酸（ＦＦＡ）和单甘
酯（ＭＡＧ），收集重相得到纯化后的ＤＡＧ油。分子蒸
馏条件：蒸发面温度１８０℃，进料速度 １０ｍＬ／ｍｉｎ，蒸
馏压力 １Ｐａ，冷凝面温度 ４０℃，刮膜电机转
速 ２５０ｒ／ｍｉｎ。
１．２．２　产物的组成分析

取２０μＬ样品，加入１ｍＬ正己烷－叔丁基甲醚
（体积比１５∶１）溶解混匀，高速离心后取上清进高效
液相色谱（ＨＰＬＣ）分析。

ＨＰＬＣ条件：配备 Ｗａｔｅｒｓ２６９５蒸发光检测器的
Ｗａｔｅｒｓ２４２４系统；ＫｒｏｍａｔＵＮｉｖｅｒｓｉｌＣＮ色谱柱（４．６ｍｍ×
２５０ｍｍ，５μｍ）；柱温 ３０℃；流动相为正己烷 －叔
丁基甲醚（体积比１５∶１）；流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ；进样量
１０μＬ。

利用标准品保留时间进行定性，产物中 ＦＦＡ和
甘油酯的质量分数按式（１）计算。

Ｘｉ＝
Ａｉ

Ａ１＋Ａ２＋Ａ３＋Ａ４
×１００ （１）

式中：Ｘｉ为第 ｉ组分的质量分数，％；Ａｉ为第 ｉ
组分的峰面积；Ａ１为 ＦＦＡ的峰面积；Ａ２为 ＭＡＧ峰
面积；Ａ３为ＤＡＧ的峰面积；Ａ４为ＴＡＧ的峰面积。
２　结果与讨论
２．１　液体脂肪酶活力的确定

脂肪酶为水溶性蛋白质，在油脂体系中不溶，可

产生细小的颗粒，ＣＰＭＭ－Ｒ３００－ＳＳ微混合器通道
直径为３００μｍ，市售液体脂肪酶（１０００００Ｕ／ｍＬ）和
大豆油在微混合器中产生的固体颗粒可造成微混合

器通道堵塞，而将液体脂肪酶用水稀释１０倍时，产
生的固体颗粒较少，不影响微混合器的运行，此时液

体脂肪酶的活力为１００００Ｕ／ｍＬ。故实验中采用的
液体脂肪酶活力为１００００Ｕ／ｍＬ。
２．２　微通道反应器制备ＤＡＧ油单因素实验
２．２．１　脂肪酶用量对甘油解反应的影响

设定甘油进料速度为１０ｇ／ｍｉｎ，大豆油进料速
度为１００ｇ／ｍｉｎ，反应温度为５０℃，延时管长度为１２
ｍ（反应时间为９ｓ），当脂肪酶进料速度分别为１、２、
３、４、５ｇ／ｍｉｎ时，脂肪酶用量对大豆油甘油解反应的
影响见图２。

图２　脂肪酶用量对反应粗产物中

各组分质量分数的影响

Ｆｉｇ．２　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｌｉｐａｓｅｄｏｓａｇｅｏｎｍａｓｓｆｒａｃｔｉｏｎｏｆ

ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎｃｒｕｄｅｐｒｏｄｕｃｔ

　　由图２可知，随着脂肪酶用量的增加，粗产物中
ＦＦＡ、ＭＡＧ的质量分数逐渐上升，ＴＡＧ的质量分数
逐渐下降，而ＤＡＧ的质量分数先升高后下降。当脂
肪酶进料速度为３ｇ／ｍｉｎ时，粗产物中ＤＡＧ的质量
分数最高，为 ４４％，脂肪酶的进料速度继续增加，
ＤＡＧ的质量分数降低，这是因为随着脂肪酶进料速
度的增大，酶分子在微通道中被底物吸附饱和，未被

吸附的酶分子与大豆油相遇时可能会凝结成颗粒，

并随着进料速度增大聚集的颗粒物逐渐增大，进而

影响物料的传质速率。因此，选择最佳脂肪酶进料

速度为３ｇ／ｍｉｎ，此时脂肪酶用量为３％（以大豆油
质量计），反应器中酶分子的活力相当于３００Ｕ／ｇ
（以大豆油质量计）。

２．２．２　底物质量比对甘油解反应的影响
设定脂肪酶进料速度为３ｇ／ｍｉｎ，大豆油进料速

度为１００ｇ／ｍｉｎ，反应温度为 ５０℃，延时管长度为
１２ｍ（反应时间９ｓ），当甘油进料速度分别为２、４、
６、８、１０ｇ／ｍｉｎ时，大豆油与甘油质量比对大豆油甘
油解反应的影响见图３。

图３　大豆油与甘油质量比对反应粗产物中

各组分质量分数的影响

Ｆｉｇ．３　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｍａｓｓｒａｔｉｏｏｆｓｏｙｂｅａｎｏｉｌｔｏｇｌｙｃｅｒｏｌｏｎ

ｍａｓｓｆｒａｃｔｉｏｎｏｆｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎｃｒｕｄｅｐｒｏｄｕｃｔ

　　由图３可知，甘油进料速度的增加会促进反应
向正反应方向进行。当甘油进料速度为 １０ｇ／ｍｉｎ
时，反应粗产物中 ＤＡＧ质量分数达到最大值
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（４４％），此时粗产物中ＴＡＧ质量分数为３８％，ＭＡＧ
质量分数为１０％，ＦＦＡ质量分数为６％，这是由于在
甘油解反应中，首先是甘油分子与ＴＡＧ在脂肪酶的
作用下生成 ＭＡＧ和 ＤＡＧ，然后 ＭＡＧ和 ＴＡＧ反应
生成２分子的ＤＡＧ，适中的甘油浓度可产生较多的
ＤＡＧ。因此，选择最佳甘油进料速度为１０ｇ／ｍｉｎ，此
时大豆油与甘油的质量比为１０∶１。
２．２．３　反应温度对甘油解反应的影响

设定脂肪酶进料速度为３ｇ／ｍｉｎ，甘油进料速度
为１０ｇ／ｍｉｎ，大豆油进料速度为１００ｇ／ｍｉｎ，延时管
长度为１２ｍ（反应时间９ｓ），当反应温度分别为３０、
４０、５０、６０℃ 时，反应温度对大豆油甘油解反应的影
响见图４。

图４　反应温度对反应粗产物中各组分质量分数的影响

Ｆｉｇ．４　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｍａｓｓ

ｆｒａｃｔｉｏｎｏｆｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎｃｒｕｄｅｐｒｏｄｕｃｔ

　　由图４可知，随着反应温度的升高，粗产物中
ＴＡＧ质量分数先降低后升高，ＦＦＡ和 ＭＡＧ质量分
数波动较小，ＤＡＧ质量分数先升高后下降，其中
５０℃时ＤＡＧ质量分数最高。这说明５０℃是该脂肪
酶的最适宜温度，超过５０℃则可能导致部分酶分子
失去活性，反应速度减慢。因此，选择反应温度为

５０℃。
２．２．４　反应时间对甘油解反应的影响

本实验中微反应器是由微混合器和延时管串联

构成，微混合器主要起到使反应物料高效混合的作

用，物料的反应主要在延时管中进行，改变延时管的

长度，相当于改变反应时间（延时管为直径为６ｍｍ
的不锈钢管，每段长度为６ｍ，内部体积为７．５ｍＬ，
当物料流速为１００ｍＬ／ｍｉｎ时，物料在延时管中的停
留时间为４．５ｓ），因此通过改变延时管长度改变反
应时间。设定脂肪酶进料速度为３ｇ／ｍｉｎ，甘油进料
速度为１０ｇ／ｍｉｎ，大豆油进料速度为１００ｇ／ｍｉｎ，反
应温度为５０℃。当延时管长度分别为０、６、１２、１８ｍ
时，考察反应时间对大豆油甘油解反应的影响，结果

见图５。
　　由图５可知，增加延时管长度有助于提高粗产

物中ＤＡＧ质量分数，但延时管的长度超过１２ｍ后，
ＤＡＧ质量分数增加缓慢，可能原因是此时反应已接
近平衡，反应时间继续延长对ＤＡＧ质量分数的影响
减小。因此，选择最佳延时管长度为１２ｍ，此时反
应时间为９．０ｓ。而间歇法合成ＤＡＧ反应时间大多
在６～１０ｈ［１５］，可见微通道反应能极大地提高反应
效率。

图５　反应时间对反应粗产物中各组分

质量分数的影响

Ｆｉｇ．５　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎｍａｓｓｆｒａｃｔｉｏｎｏｆ

ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎｃｒｕｄｅｐｒｏｄｕｃｔ

２．３　中试放大实验
为了考察液体脂肪酶催化大豆油甘油解法制备

ＤＡＧ油的连续化工艺的稳定性，选用星层式微混合
器进行了 １０倍放大实验，运行条件：大豆油流速
６０ｋｇ／ｈ，脂肪酶（１００００Ｕ／ｍＬ）流速１．８ｋｇ／ｈ，甘油
流速６ｋｇ／ｈ，预热管为６ｍｍ ×１０ｍ盘管，延时管为
６ｍｍ×６０ｍ盘管，物料流经延时管时间约为６０ｓ。
该条件下连续运行１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、
１９、２０ｈ时粗产物中各组分质量分数如图６所示。

图６　放大实验粗产物中各组分质量分数的变化

Ｆｉｇ．６　Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｍａｓｓｆｒａｃｔｉｏｎｏｆｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎ

ｐｒｏｄｕｃｔｏｆａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

　　由图６可以看出，中试放大实验各运行时间下
粗产物中各组分的质量分数波动不大，粗产物中

ＤＡＧ质量分数最高为４３％，最低为３８％，平均值为
４２％。因此，微通道反应器性能比较稳定，无明显放
大效应。此处中试反应时间（延时管长度）明显延

长，这是因为微通道反应器分为实验型和生产型，鉴

于市售商品型号限制，放大实验中选择的微混合器
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型号和小试微混合器型号并不相同，设备参数差别

大，故工艺参数做了相应的调整，优化后的结果差别

不大，这是因为大豆油与甘油的反应是一个平衡反

应，中试设备微观传质效率较小试设备差，故反应时

间相对长，但达到平衡后，粗产物中 ＤＡＧ的质量分
数接近。

将中试放大实验得到的粗产物进行分子蒸馏，

纯化后产物中 ＤＡＧ的质量分数为４８％，ＭＡＧ的质
量分数为１．２％，ＦＦＡ的质量分数为０．２％，ＴＡＧ的
质量分数为５０．６％，产物符合中华人民共和国卫生
部２００９（１８）号公告关于新资源食品 ＤＡＧ油的质量
标准（ＤＡＧ含量≥４０％，ＴＡＧ含量≤５８％，ＭＡＧ含
量≤１．５％，ＦＦＡ含量≤０．５％）。
３　结　论

通过微通道反应器可实现液体脂肪酶催化大豆

油甘油解反应制备ＤＡＧ油的连续化生产，最佳工艺
条件为液体脂肪酶（１００００Ｕ／ｍＬ）用量３％（脂肪酶
进料速度３ｇ／ｍｉｎ）、大豆油与甘油质量比１０∶１（大
豆油进料速度１００ｇ／ｍｉｎ、甘油进料速度１０ｇ／ｍｉｎ）、
反应温度 ５０℃、反应时间 ９．０ｓ（延时管长度 １２
ｍ）。在最佳工艺条件下，粗产物中 ＤＡＧ的质量分
数达到４４％。经中试实验放大后，粗产物中各组分
的质量分数没有明显的改变，分子蒸馏纯化后产物

中ＤＡＧ的质量分数可达４８％。综上，以液体脂肪
酶为催化剂，利用微通道反应制备ＤＡＧ具有较好的
稳定性，且反应效率高，所生产的 ＤＡＧ油符合中华
人民共和国卫生部２００９（１８）号公告关于新资源食
品ＤＡＧ油的质量标准，该方法具有良好的应用
前景。
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