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大孔树脂 NKA-9负载 RML催化高酸价油脂脱酸 

及制备甘油二酯 
 

钟南京，林少燕，冯思婷，李丹，吴瑶 

（广东药科大学食品科学学院，广东中山 528458） 

摘要：本文采用了大孔树脂 NKA-9 作为载体负载脂肪酶 RML，然后用于催化油酸含量为 25%的大豆油脂以酶促脱酸并同时制

备富含甘油二酯（DAG）的油脂产品。研究采用了扫描电镜（SEM）和 X-射线光电能谱仪（XPS）对 NKA-9 负载酶前后进行了结构

表征，结果表明 RML 已成功负载在 NKA-9 上。所得固定化酶RML@NKA-9 催化油酸含量为 25%的大豆油脱酸及 DAG 制备的优化

条件为：反应温度 50 ℃，甘油用量为油脂质量的 8%，RML@NKA-9 用量为油脂质量的 3%，在该条件下反应 8 h 后达到平衡，此时

DAG 含量 58.95%，游离脂肪酸（FFA）含量降低至 1.50%。此外研究了 RML@NKA-9 的重复利用性，结果表明，RML@NKA-9 重

复使用 4 次后其酶活几乎没有损失，重复使用 6 次后其酶活为初始酶活的 49.10%。本研究制备的 RML@NKA-9 能有效脱除高酸价油

脂中的 FFA，并获得了可观含量的 DAG，具有一定的重复利用性，因此，RML@NKA-9 具有较大的应用前景。 
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Enzymatic Deacidification of High-Acid Oil for Diacylglycerol Production 
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Abstract: Macroporous resin NKA-9 was used as the support for the immobilization of lipase from the fungus Rhizomucor miehei (RML). 

The resin-supported RML (RML@NKA-9) was then used in the enzymatic deacidification of high-acid soybean oil with an oleic acid content of 

25% for diacylglycerol (DAG) production. Structural characterization of the resin before and after RML loading using SEM and XPS revealed 

that RML had been successfully immobilized onto NKA-9. The optimized reaction conditions for enzymatic deacidification and DAG 

production were as follows: reaction temperature, 50°C; amount of glycerol, 8 wt% of the high-acid oil; and amount of RML@NKA-9, 3 wt% 

of the high-acid oil. Under these conditions, equilibrium was reached after 8 h of reaction, DAG content of 58.95% was achieved, and free fatty 

acid (FFA) content was reduced to 1.50%. Subsequently, the reusability of RML@NKA-9 was evaluated. Results indicated almost no activity 

loss after four cycles of use, and the retention of 49.10% of initial activity after six cycles of use. The RML@NKA-9 prepared in this study 

enabled the effective removal of FFAs from high-acid oil, achieved the production of considerable DAG content, and demonstrated a certain 

degree of reusability. Therefore, RML@NKA-9 possesses promising prospects for applications in oil processing. 
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油脂质量与其游离脂肪酸（FFA）含量密切相关，

脱酸是油脂精炼的重要操作。高酸价油脂（如米糠毛 
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油）的脱酸并不适合采用传统的化学或物理脱酸法。

化学碱炼法油脂损耗大，一般中性油脂的损耗是 FFA
含量的 3 倍，而且强碱的大量使用将给环境造成很大

的污染；物理脱酸采用的高温（200~270 ℃）蒸汽，

一方面耗能大，另一方面也易使不饱和脂肪酸产生异

构化反应[1,2]。相比而言，酶促酯化脱酸反应条件温和，
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过程绿色环保，且可将 FFA 转化为中性甘油酯，提高

中性甘油酯的含量[3]。尤其是高酸价油脂，采用酶促

酯化脱酸是其发展方向。 
酶促酯化脱酸常采用甘油作为酰基受体，如图 1

所示，酯化产物有甘油一酯（MAG），甘油二酯（DAG）

和甘油三酯（TAG）。也有采用 MAG、植物甾醇、乙

醇胺和乙醇作为酰基受体进行酯化脱酸，均能有效降

低 FFA 的含量[4-7]。 

 
图 1 酶促甘油与脂肪酸酯化反应路线 

Fig.1 Reaction scheme for the enzymatic esterification of 

glycerol with FFA 

在以甘油或 MAG 为酰基受体的酶促脱酸过程

中，通过控制反应条件可获得不同组成的甘油酯产品。

DAG 是一种功能性油脂，是甘油中的两个羟基与脂肪

酸酯化的产物，包括 1,2-DAG 和 1,3-DAG，其中

1,3-DAG 是主要成分。DAG 的代谢途径与普通 TAG
不同，其在人体内摄入后不会产生脂肪堆积，具有减

肥的功效[8,9]。Song 等和 Schweiggert-Weisz 等采用

MAG 作为酰基受体，酯化脱酸制备 DAG，分别获得

DAG 含量为 27.98%和 23.00%，脂肪酸含量分别降低

至 0.28%和 0.30%[10,11]。本课题采用 Novozym 435 催

化高酸价大豆油脂酯化脱酸，以甘油作为酰基供体，

可获得 DAG 含量 60%~62%，脂肪酸含量降低至

0.36%~0.66%[3]。 
脂肪酶 Rhizomucor miehei (RML)稳定性好，1,3-

选择性强，酶活性高，是催化性能良好的一种脂肪酶
[12]。RML 的商业化固定化酶 Lipozyme RM IM 在催化

FFA与甘油酯化制备高纯度1,3-DAG过程中体现了良

好的催化活性，1,3-位选择性和稳定性[13,14]。本文采用

大孔树脂 NKA-9 作为载体，负载 RML 用于催化高酸

价油脂脱酸并同时制备富含 DAG 的油脂产品。对负

载酶 RML@NKA-9 进行了形貌和元素分析表征，详

细研究了RML@NKA-9 催化反应条件对脱酸和DAG
制备的影响，同时研究了其重复利用性。 

1  材料与方法 

1.1  原料与试剂 

甘油酯标准品 1-油酸甘油一酯（1-O）、1,3-油酸

甘油二酯（1,3-OO）、三油酸甘油三酯（OOO）购于

Sigma-Aldrich（上海）贸易有限公司，纯度≥99%；RML 
 

（Palatase®）购于 Sigma-Aldrich（上海）贸易有限公

司，酶活≥20000 U/g；流动相乙腈、正己烷和异丙醇

购于德国 Merk 公司，均为色谱纯；磷酸氢二钠、磷

酸二氢钠、甘油等试剂购于国药化学试剂公司，均为

分析纯；油酸购于阿拉丁试剂（上海）有限公司，分

析纯；大孔树脂 NKA-9 购于武汉力博瑞生物科技有

限公司；大豆油购于当地超市。 

1.2  仪器与设备 

加热磁力搅拌器，德国 IKA 公司；PHSJ-4A 型

pH 计，上海仪电科学仪器股份有限公司；真空干燥箱，

上海精宏实验设备有限公司；电子分析天平 Sartorius 
BSA-224S，赛多利斯科学仪器（北京）有限公司；反

相液相色谱柱 Purospher® STAR RP-18e（250×4.6 
mm；5 µm），德国 Merk 公司；岛津 LC-2010AHT 高

效液相色谱仪，日本岛津公司；蒸发光散射检测器

ELSD-LTII，日本岛津公司；扫描电镜GeminiSEM500，
德国ZEISS 公司；K-Alpha+X 射线光电能谱仪（XPS），
美国 Thermo Fisher Scientific 公司。 

1.3  试验方法 

1.3.1  大孔树脂 NKA-9 的活化 
称取 50 g 大孔树脂置于 250 mL烧杯中，加入 150 

mL 乙醇（95%纯度），封上保鲜膜，避光浸泡 24 h。
之后，布氏漏斗进行抽滤，然后反复多次地用超纯水

冲洗至树脂没有乙醇味；然后分别用 150 mL 盐酸溶

液（5%浓度）和 150 mL 氢氧化钠溶液（5%浓度）浸

泡，封上保鲜膜放置于避光处，静止浸泡 4 h 后，布

氏漏斗抽滤，用超纯水洗反复冲洗至中性（pH=7.0）。
接下来用 pH=7.0 的磷酸缓冲溶液浸泡 2 h 抽滤，直至

浸泡液与原磷酸缓冲液 pH 相同。 
1.3.2  大孔树脂 NKA-9 负载 RML 

取 30 mL 磷酸缓冲液（pH 为 5.0，浓度为 25 
mmol/L），加入 1.00 g 大孔树脂，然后加入 600 mg 
RML（Palatase®）酶液，水浴振荡 4 h（转速为 180 
r/min）；之后抽滤，在 30 ℃真空干燥 6 h，即得到固

定化酶，记为 RML@NKA-9。其酶活经测定为

1200.00±115.47 U/g。 
1.3.3  SEM 和 XPS 表征 

SEM 表征测试主要技术指标：加速电压 0.02~30 
kV，连续可调放大倍数范围 20~500000。XPS 表征测

试条件：单色化的 Al-Ka 光源，能量 1486.68 eV，12 
kV；扫描模式 CAE；分析室工作时的真空度约为

5×10-9 Pa。 
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1.3.4  固定化酶 RML@NKA-9 催化高酸价油
脂脱酸及 DAG 的制备 

称取油酸含量为 25%的高酸值大豆油 10 g，加入

一定量的甘油，置于 150 mL 三口圆底烧瓶，搅拌，

温度达到预定值后，加入一定量的 RML@NKA-9 引

发反应。期间通入氮气，反应一定时间后，取样分析。 
1.3.5  产物甘油酯的 HPLC-ELSD 分析 

产物的甘油酯成分分析采用 HPLC-ELSD，等梯

度洗脱，流动相为乙腈/正己烷/异丙醇=27/8/10；色谱

柱温度 40 ℃；ELSD 漂移管温度 35 ℃，氮气气压 350 
kPa。甘油酯组分的定性和定量根据我们之前建立的方

法进行[15]。 
1.3.6  RML@NKA-9 重复利用性研究 

称取油酸含量为 25%的高酸值大豆油 10 g，甘油

0.80 g，置于 150 mL 三口圆底烧瓶，搅拌，温度达到

50 ℃，加入 0.30 g 固定化酶 RML@NKA-9 引发反应。

期间通入氮气，反应 8 h 后，取样分析，同时对产物

离心，取出固定化酶，用 10 mL 叔戊醇洗涤，然后用

于催化下一次反应。RML@NKA-9 的相对酶活性定义

为每个循环的脱酸率与第一次使用时的脱酸率的比

值。脱酸率和相对活性的计算如下： 
25%- %= 100%

25%
FFA

×脱酸率  

Relative activity 100%×
每个循环所得的脱酸率

相对活性( ) =
首次催化时的脱酸率

 

1.4  数据分析 

实验数据采用 SPSS 13.0 进行分析，结果以平均

值±标准偏差表示，显著性水平 p <0.05。 

2  结果与讨论 

2.1  载体 NKA-9 及固定化酶RML@NKA-9 的

SEM 和 XPS 表征 

对载体 NKA-9 及其负载 RML 进行了 SEM 分

析，结果如图2所示。a、b为NKA-9的SEM图，c、
d 为 NKA-9 负载 RML 之后（RML@NKA-9）的 SEM
图。由图可见，大孔树脂 NKA-9 负载脂肪酶之前其

表面较光滑，而负载 RML 之后，其表面有突起附着

物，表明 RML 酶分子被树脂成功吸附[16]。该研究结

果与刘宁研究结果相一致，其采用大孔树脂 DA-201
负载磷脂酶Lecitase® Ultra，DA-201负载磷脂酶之前

的 SEM 图像是光滑的，负载之后其表面有明显的突

起附着物，表明磷脂酶 Lecitase® Ultra 有效吸附在

DA-201 表面上[16]。 
同时对 NKA-9 和 RML@NKA-9 进行了 XPS 元

素分析，结果见表 1。大孔树脂 NKA-9 的主要结构为

苯乙烯型共聚体 PDVB。从表中可以看出，其负载

RML 之后，氮元素的含量增加。酶的本质为蛋白质，

增加氮元素的来源是脂肪酶 RML，再次表明 RML 已

成功负载于大孔树脂 NKA-9 上。本课题组在采用有

机功能化 SBA-15 负载 RML 时，XPS 表征也得到了

类似的结果。其中，正十二烷基功能化 SBA-15 在负

载 RML 之前，其氮元素的含量仅为 0.33%，而负载

RML 之后，氮元素的含量增加至 5.54%；该氮元素的

增加表明 RML 已成功负载在 SBA-15 载体上[17]。 

    

  
图 2 NKA-9(a、b)及 RML@NKA-9(c、d)的 SEM图 

Fig.2 SEM images of the NKA-9 (a, b) and the RML@NKA-9 

(c, d) 

表 1 NKA-9及 RML@NKA-9的 XPS元素分析 

Table 1 XPS elemental concentrations of the NKA-9 and 

RML@NKA-9 

样品 C1s/% N1s/% O1s/% Na1s/% 

NKA-9 89.13 6.31 4.31 0.25  

RML@NKA-9 74.68 10.84 14.25 0.23 

2.2  反应条件对酶促脱酸及产物组成的影响 

2.2.1  反应温度对酶促脱酸及产物组成的影响 
酶促反应中，温度是一个重要的因素。在一定范

围内，温度升高有利于促进反应速率加快；温度升高

也有利于反应底物的相互接触从而加快反应。但是温

度不能无限制提高，酶在较高的温度下容易失活[18]。

本文研究了温度 40~80 ℃对反应的影响，结果见表 2。
本反应体系中所涉及的反应包括油酸与甘油的酯化反

应，以及甘油与 TAG 的甘油解反应。从表中可以看出，
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在所研究的温度范围内，经 12 h 反应后，均能大幅降

低 FFA 的含量，可获得较高的 DAG 含量。表明

RML@NKA-9 在较低的温度下（40~50 ℃）也保持高

的催化酯化反应和甘油解反应活性。我们在采用

Lipozyme RM IM 催化酯化反应制备高纯度 1,3-DAG

过程中，也发现温度在 50 ℃时，Lipozyme RM IM 能

有效催化酯化反应[13]；Rosu 等在 1,3-DAG 制备过程

中发现 RML 在 35~50 ℃范围内均具有较高的催化酯

化反应活性[14]；表明 RML 酶在相对较低的温度下具

有较高的反应活性。本文选取 50 ℃作为优化温度。 
表 2 反应温度对酶促脱酸及产物组成的影响 

Table 2 Effects of reaction temperature on the deacidification and the composition of the reaction products 

反应温度/℃ MAG/% DAG/% TAG/% FFA/% 

40 13.80±0.29 54.48±2.47 30.03±2.87 1.69±0.69 

50 11.94±0.66 58.28±0.14 28.70±1.26 1.08±0.47 

60 14.27±1.72 57.19±1.97 26.90±2.74 1.64±0.96 

70 13.47±1.26 59.44±1.35 25.65±0.37 1.43±0.47 

80 15.50±0.66 59.06±4.73 23.11±4.34 2.33±0.27 

注：反应条件：反应时间 12 h，NKA-9-RML 用量 0.50 g，油酸含量 25%的油脂 10 g，甘油 0.80 g。 

表 3 脂肪酶用量对酶促脱酸及产物组成的影响 

Table 3 Effects of the RML@NKA-9 amount on the deacidification and the composition of the reaction products 

脂肪酶用量/% MAG/% DAG/% TAG/% FFA/% 

2 12.11±0.65 48.25±4.21 37.36±4.17  2.27±0.61 
3 11.16±4.10 59.63±0.38 27.44±5.32 1.76±0.83 
4 13.81±0.82 55.73±2.52 28.96±2.10 1.51±0.40 

5 11.94±0.66 58.28±0.14 28.70±1.26 1.08±0.47 

6 13.25±3.61 54.27±2.99 30.20±5.82 2.28±0.77 

7 11.65±3.00 59.54±0.30 28.29±3.36 0.52±0.07 
注：反应条件：反应温度 50 ℃，时间 12 h，油酸含量 25%的油脂 10 g，甘油 0.80 g。 

2.2.2  RML@NKA-9 用量对酶促脱酸及产物组
成的影响 

脂肪酶的用量影响反应速率，在一定范围内，酶

用量增加，反应速率加快。本文研究了酶用量 2%~7%
（基于油脂的质量）对脱酸及产物组成的影响，结果

见表 3。可以看出，酶用量 3%时，DAG 含量达到较

高值，进一步增加酶的用量，DAG 含量不会随着增加，

而 FFA 的含量则在酶用量为 7%时达到最低。我们前

期采用 Novozym 435 作为催化剂，其用量为 5%时能

有效降低 FFA 的含量，同时也获得了 60%~62%含量

的 DAG[3]；Song et al 研究发现，Lipozyme RM IM 用

量为 4.77%是其优化酶用量，可将 FFA 降低至 0.28%，

并可获得 27.98%的 DAG 含量[10]。本文选取 3%作为

优化酶用量。 
2.2.3  甘油用量对酶促脱酸及产物组成的影响 

甘油用量影响反应产物的组成，从反应平衡的角

度看，甘油用量增加有利于生成更多的 MAG，因此

以 DAG 为目标产物需要适当控制甘油的用量。此外，

从反应速率的角度看，甘油用量增加会延缓反应的进

行，因为甘油与 TAG 和 FFA 的互溶性低，甘油量的

增加会阻碍脂肪酶与底物（TAG 和 FFA）的接触；但

是，反应一旦进行，生成的 MAG 和 DAG 具有乳化

作用，将大大促进酶与反应底物的接触，从而加快反

应的进程[3]。本文研究了甘油用量 6%~10%（基于油

脂的质量）对脱酸及产物组成的影响，结果见表 4。 

表 4 甘油用量对酶促脱酸及产物组成的影响 

Table 4 Effects of glycerol amount on the deacidification and the composition of the reaction products 

甘油用量/% MAG/% DAG/% TAG/% FFA/% 

6 6.05±2.32 53.59±1.34 39.45±4.09  0.92±0.43 

7 

8 

9 

10 

7.77±1.95 

11.16±4.10 

15.40±0.01 

14.50±3.79 

52.79±3.82 

60.26±0.54 

49.69±1.37 

55.78±2.34 

38.45±5.57 

27.44±5.32 

32.08±1.25 

28.22±2.12 

 0.99±0.20 

1.13±0.67 

2.82±0.13 

1.51±0.67 
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注：反应条件：反应温度 50 ℃，时间 12 h，油酸含量 25%的油脂 10 g，NKA-9-RML 用量 0.30 g。 

从表中可以看出，甘油用量较低时（6%~7%），

MAG 和 DAG 含量均略微较低，但是 FFA 含量能降

低至 1%左右；当甘油用量为 8%时 DAG 含量达到最

高，进一步增加甘油用量，DAG 的含量下降，且 FFA
的含量也没有随之而降低。我们前期采用 Novozym 
435 作为催化剂，详细研究了甘油用量与酸价的关系，

得出 8%用量时可获得较好的脱酸及 DAG 制备效果
[3]，本研究结果与此相一致。因此，选取 8%作为优化

甘油用量。 
2.2.4  反应时间对酶促脱酸及产物组成的影响 

研究了反应时间对脱酸及产物组成的影响，反应

条件为：温度 50 ℃，甘油 0.80 g，油酸含量 25%的油

脂 10 g，NKA-9-RML 用量 0.30 g；结果见图 3a，可

以看出，反应 8 h 后，基本达到平衡，此时 DAG 含量

58.95%±1.51%，FFA 含量降低至 1.50%±0.13%。 

 
图 3 反应时间对脱酸及产物组成的影响（a）；RML@NKA-9的重

复利用性（b） 

Fig.3 Effects of time on the deacidification and the composition 

of the reaction products (a); Reusability of the RML@NKA-9 

(b) 

2.3  固定化酶 RML@NKA-9 的重复利用性 

固定化酶的重复利用性在实际过程中具有重要

的意义。稳定性好、重复利用性高，则有利于降低生

产成本。本文得到的固定化酶 RML@NKA-9 的重复

利用性结果见图 3b，从图中可见，RML@NKA-9 重

复使用 4 次后其酶活几乎没有损失；从重复使用的第

五次开始其酶活开始下降，重复使用 6 次后，其酶活

是初始酶活的 49.10%，表明该固定化酶具有一定的重

复利用性。有趣的是，Novozym 435 催化高酸价油脂

体系时，重复利用 10 之后，其酶活并没有损失[3]。 

3  结论 

SEM 和 XPS 表征结果表明 RML 已成功负载于

NKA-9 上。所得固定化酶 RML@NKA-9 催化含油酸

25%的大豆油的优化条件为：反应温度 50 ℃，甘油用

量为油脂质量的 8%，RML@NKA-9 用量为油脂质量

的 3%，在该条件下反应 8 h 后达到平衡，此时 DAG
含量 58.95%±1.51%，FFA 含量降低至 1.50%±0.13%。

RML@NKA-9 重复使用 4 次后其酶活几乎没有损失，

重复使用 6 次后其酶活为初始酶活的 49.10%。 
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