
!" 卷 ! 期

#$$% 年 ! 月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
&’()!" *’)!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
+,-.,/0 #$$%

收稿日期：#$$#1$21#2，修回日期：#$$#1$31%$。

基金项目：国家自然科学基金资助（*’)#$!42$$#），十五攻关“酯化用脂肪酶及应用”项目资助。

"通讯作者。56( ,-7 8,9：321!$12::!22"!；;1<,=(：76->(=!%?#2%) -6@

脂肪酶催化合成生物柴油的研究

邓 利 谭天伟" 王 芳
（北京化工大学生物工程系，北京市生物加工过程重点实验室，北京 !$$$#"）

摘 要 生物柴油是用动植物油脂或长链脂肪酸与甲醇等低碳醇合成的脂肪酸甲酯，是一种替代能源。这里探讨

了生物法制备生物柴油的过程，采用脂肪酶酯化和酯交换两条工艺路线进行催化合成。深入研究制备过程中，不

同脂肪酶、酶的用量和纯度、有机溶剂、低碳醇的抑制作用、吸水剂的作用、反应时间和进程、底物的特异性和底物

摩尔比等参数对酯化过程的影响。试验结果表明，采用最佳酯化反应参数和分批加入甲醇并用硅胶作脱水剂的工

艺过程，酯化率可以达到 "#A，经分离纯化后的产品 BC 分析的纯度可达 "3A以上，固定化酶的使用半衰期可达到

%2$D。同时对酯交换制备生物柴油过程中，甲醇的用量和甲醇的加入方式对脂肪酶催化过程的影响作了初步研

究，优化后的酯交换率可达到 3%A。
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石化柴油应用的主要问题是燃烧效率较低，对

空气污染严重，如产生大量的颗粒粉尘，CI# 排放量

高等［!］。为解决柴油的尾气污染问题及日益恶化的

环境压力，一百年前，J.7’(K 就开始研究用植物油直

接代替柴油作燃料［#］，但是存在不完全燃烧物，对发

动机的长期运转不利，需要经常清洗发动机。!"3%
年美国和德国等国的科学家研究了采用脂肪酸甲酯

或乙酯代替柴油作燃料，即采用动物或植物油脂与

甲醇或乙醇进行反应合成脂肪酸单酯代替柴油，这

种改性后的油脂（脂肪酸低碳醇酯）有着与柴油十分

相似的理化性质，而且燃烧完全，无污染排放，称之

为“生物柴油”。

从生物柴油的制备原料来看，有着传统石化柴

油不可比拟的优点，即原料可再生、产品本身环境友

好、而且不用更换和经常清洗发动机等优点［%］。目

前生物柴油主要是用化学法生产，即动植物油脂与

甲醇在高强度酸或碱催化剂下制备。化学法［:］存在

工艺复杂，醇消耗量大，产物不易回收，环境污染大

等缺点。用脂肪酶代替酸碱催化剂催化合成生物柴

油的报道已有很多［F L 4］，酶法合成生物柴油具有条

件温和、醇用量小、产品易于收集、无污染物排放等

优点，但目前主要问题：低碳醇转化率低，酶成本高，

酶的寿命短等。本文采用酯化和酯交换两条工艺路

线研究生物法合成生物柴油工艺。我们采用我们自

己发酵提取的粗酶制剂，经固定化后作为生物催化

剂，对酶促酯化工艺合成脂肪酸酰基酯工艺进行了

研究，探讨了不同的脂肪酶、酶用量、底物特异性、底

物浓度、摩尔比、水含量，以及固定化酶的寿命等因

素对生物柴油合成的影响。并对酯交换过程的部分

反应参数进行了初步研究。

! 材料与方法

! "! 实验材料

油酸（化学纯），硬脂酸，棕榈酸，甲醇，乙醇，丙

醇，丁醇，均采购于北京试剂公司，菜子油（毛油），东

营油品厂提供，硅藻土（上海化学试剂公司），各种脂

肪酶（酵母脂肪酶，根霉脂肪酶，猪胰酶等）。

! "# 仪器

摇床（哈尔滨东联电子公司），电子天平（赛多利

斯公司），磁力搅拌器，气相色谱（北京东西电子）。

! "$ 实验方法

! "$ " ! 固定化脂肪酶：以硅藻土为载体，吸附法制



备。取 !"#$ 含 !"#% 椰子油、!"#% 吐温 &" 的己烷

溶液与 ’ ( ’#$ ’)（! *"）的 +%,-. 溶液，搅拌制成

乳浊液。与 !" (""% 硅藻土混合，干燥。称出 & ( /0%，
与 !"#$ 酶液（含 ! (.’% 酶粉）混合，室温放置直至干

燥。

! "# "$ 酯化过程合成脂肪酸甲酯：基本反应体系：

/"#$具塞锥形瓶中，加入 ! ( 1&% 油酸和 " ( 2."1#$
的甲醇（摩尔比为 ! 3 !），/#$ 石油醚，" ( "&.% 固定化

假丝酵母 44 5 !2/ 脂肪酶（/)67），."8密闭振荡反

应 2.9。改变不同的条件（流加方式、不同底物、不

同溶剂、不同浓度脂肪酶等）。

体系一（一次加入甲醇）：油酸和甲醇一次性加

入，!"9 加入硅胶吸水剂；

体系二（分批加入甲醇）：甲醇分 2 次加入，在

!"9 加入另一半甲醇，同时加入吸水剂硅胶。

! "# "# 酯化过程酯化率的测定：用 :;-< 滴定反应

体系内酯化所减少的油酸的量，计算酯化率：酯化率

= 反应的油酸质量*初始加入的油酸的质量 > !"")
! "# "% 酯交换过程合成脂肪酸甲酯：基本体系为

/"#$具塞锥形瓶中，加入 2 ( 44%（’ ( .’’##?@）油和

"A’’%（!" (’##?@）甲醇（摩尔比为 ! 3 ’），/#$ 石油醚，

" (!/% 固定化酶（/)67)），."8密闭振荡反应 2.9。

改变甲醇的加入方式。

! "# "& 酯交换合成酯化率的测定：气相色谱分析脂

肪酸甲酯的含量，酯交换获得的样品中脂肪酸甲酯

含量*油 脂 完 全 甲 酯 化 后 脂 肪 酸 甲 酯 的 含 量 >
!"")。

! "# " ’ 气相色谱分析生物柴油：取样 " ( 2#$，用

2#$ 的石油醚（1" 5 4"8）溶解，吸取 " ( /!$ 样品进

样。

! "# "( BC 分析条件：不锈钢填充柱，2# > ’##，

!")DEB, 涂在 FGHD+C, 白色单体，载气 :2，柱前

压 " (!2+I;（." 5 /"#$*#JK），LMD 检测器，柱箱温度：

!4"8，汽化室温度 2/"8，检测器温度：2/"8。

$ 实验结果与讨论

$ "! 酯化过程合成生物柴油

$ "! "! 底物抑制作用：底物为甲醇、乙醇、丙醇、丁

醇，这些短链醇对蛋白质是有变性作用的，通过实验

表明，见 LJ% (!，当过量的醇底物对脂肪酶的催化作

用有很强的抑制作用。对于甲醇和油酸体系（有溶

剂体系）的反应中，我们采用理论最佳底物摩尔比

（! 3!），分别实验了甲醇一次加入、分 ! 次、2 次、’ 次

或 . 次加入甲醇（总甲醇量不变）。

从 LJ% (! 结果表明，甲醇的底物抑制量为 !#?@

当量（" ( 2."1#$）。如果一次性加入 !#?@ 当量甲醇

将大大降低酯化率，这是因为体系中甲醇的浓度过

大对脂肪酶产生很强的抑制作用；降低甲醇的浓度

可明显降低对脂肪酶的活性抑制，当分批加入小于

!*2#?@ 当量的甲醇时，酯化率得到明显提高。但是

并不是分批加入甲醇的次数越多酯化率越高。在后

面的实验中，我们采用分 2 次加入甲醇的条件进行

其他实验。

图 ! 甲醇的对酯化过程的抑制作用

LJ%(! MK9JNJ7J?K ?O #P79;K?@ 7? PQ7PRJOJS;7J?K
:T#NPR ?O ;UUJK% #P79;K?@ Q7PV6JQP：! ( JK ?KPH?OO；

2 ( JK QPV;R;7P 76? 7J#PQ；’( JK QPV;R;7P 79RPP 7J#PQ；

.( JK QPV;R;7P O?TR 7J#PQ；/( JK QPV;R;7P OJWP 7J#PQ

$ "! "$ 溶剂对反应的影响：我们对比了无溶剂体系

与有溶剂体系对反应的影响，以及不同溶剂对催化

反应的影响。我们使用油酸和甲醇在石油醚（馏程

1"8 5 4"8）、异辛烷、正庚烷、正己烷、环己烷和无

溶剂体系中进行酶促酯化反应。

图 2 溶剂对酯化过程的影响

LJ%(2 EOOPS7 ?O Q?@WPK7 ?K PQ7PRJOJS;7J?K
!( IP7R?@PT# P79PR（1" 5 4"8）；2 ( MQ??S7;KP；’ ( KH9PV7;KP；

. ( KH9PX;KP；/( CYS@?9PX;KP；1( LRPP Q?@WPK7

从 LJ% ( 2 的结果中发现，反应体系中加入溶剂

后，反应底物的浓度降低，与酶接触的表面积增大，

酯化率明显提高。不同溶剂对脂肪酶酯化反应的影

响主要是由于溶剂的疏水性的不同引起的。疏水性

从左至右由大变小，疏水性影响脂肪酶的活性，疏水

性越强，脂肪酶的活性越高，酯化效果越好，但是该

体系中甲醇的亲水性太强，在反应中起着控制因素

的作用，因此溶剂体系的极性大小对脂肪酶的活性

和酯化效果影响不大，从经济角度考虑选用石油醚

较为合适。
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! "# "$ 不同脂肪酶对反应的影响：

表 # 不同脂肪酶对酯化过程的影响

%&’() # *++),- .+ /&01.23 (14&3) .5 )3-)01+1,&-1.5
!"#$%& ’()*&+%"() +$,&-.

/+(0")& /$)0+&$%（1+(2 3"42$ ’(5） 66578
922(:";"<&= /+(0")& /$)0+&$% >? 5@A
!"#(;$%& >BBC（1+(2 D(*( ’(5）（"22(:";"<&= ;"#$%&） 765>@
E+&& ;"#$%& 1+(2 !"#$%&’( )**"#$&(（1+(2 (F+ ;$:） GG5?A
922(:";"<&= ;"#$%& 1+(2 !"#$%&’( )**"#$&( 6G5?>
E+&& ;"#$%& 1+(2 !"#$%&’( &()+#,（1+(2 (F+ ;$:） G>5>H
922(:";"<&= ;"#$%& 1+(2 !"#$%&’( &()+## 6B5GB
E+&& -)./#/) -0,#./*)12)（1+(2 3"42$） >A5@6
922(:";"<&= -)./#/) -0,#./*)12) >@56B
E+&& ;"#$%& 1+(2 -)./#/) (’ 5 AAI>68（1+(2 (F+ ;$:） HB58B
922(:";"<&= ;"#$%& 1+(2 -)./#/) (’ 5AAI >68 H> 58>

J2(F), (1 ;"#$%&：?.（1+&&），8.（9K）；(,L&+ 0()=","()% "% %$2& $% > 5 ? 5 6；

,( $== 2&,L$)(; %,&#M"%&5

上述表 > 的结果表明，-)./#/) %#5 AAI>68 获得

的脂肪酶（实验室自己发酵提取获得）对于生物柴油

的合成具有很强的实用潜力，从生产经济性考虑，固

定化酶是首选，以后的实验中均采用该种酶的固定

化形式。

! "# "6 吸水剂的加入：酯化反应是水解反应的逆反

应，反应中产生等摩尔的水，必须及时除去，否则会

抑制反应的进行，同时破坏酶的微环境而导致活性

和稳定性的下降。

表 ! 吸水剂对酯化过程的影响

%&’() ! *++),- .+ &’3.0’)5- &7)5- .5 )3-)01+1,&-1.5

C"2& $==")4 "),(
$:%(+:&), $4&),

’()*&+%"() +$,&-.

E&=I:$,0L 2&,L$)(; D( 1&=I:$,0L 2&,L$)(;

B,LL G6 57H 6B 5A7

7,LL @H 5?? 6B 5@A

@,LL HB 5? 6B 5?8

>B,LL @H 58G 6B 5HA

D( $=%(+:&), $4&), $==&= G7 56? 6B 578

J:%(+:&), $4&),：$)LN=+(F% %";"0$ 4&;

C$:;& 6 的结果表明，反应体系中以不流加方式

加入甲醇，反应的控制步骤是底物甲醇的抑制作用，

加吸水剂对反应影响不大。流加甲醇后消除了底物

的抑制作用，加吸水剂能够明显提高反应转化率，而

且在反应的初期加入吸水剂效果不明显，其主要原

因可能是初期加入的吸水剂与甲醇的亲和作用而影

响反应过程。

! "# "8 反应进程和反应时间的确定：E"4 5 ? 是反应

体系加吸水剂和不加吸水剂条件下，酯化反应的反

应历程。

结果表明，油酸和甲醇在摩尔比为 > O B 5 8 的条

件下，酯化反应速度很快，也很快达到了平衡（甲醇

的转化达到 AG.以上），在 >BL 流加甲醇和吸水剂以

后，反应速度明显减慢，67L 达到反应终点。加入吸

水剂（E"4 5? 中 6 号线）与不加吸水剂（> 号线）相比

较，能够明显加快进程和最终反应得率。主要因素

是水的抑制作用，甲醇加入后可能也被吸水剂吸附

从而影响酶催化。

从实验中我们发现，第一份甲醇（B 5 82(; 当量）

加入后，6L 很快达到平衡，酸的转化率为 7H.以上，

醇的转化率为 AG.以上。于是我们将第二次流加

甲醇和吸水剂的时间提前到 6L（E"4 5 ? 中，? 号线），

达到反应终点仍然需要 67L。酯化反应体系的最佳

反应时间控制在 67L。

! "# "9 底物特异性：月桂酸、棕榈酸、硬脂酸、油酸、

亚油酸、亚麻酸、山嵛酸和芥酸分别与甲醇、乙醇、丙

醇和丁醇反应合成脂肪酸低碳醇酯，这些不同性质

的生物柴油在酯化过程中的酶促反应不同。酶对不

同的底物是有特异性的。E"4 57 结果表明，对于不同

链长的饱和脂肪酸来说，’ 原子数越多，酯化率越

高；相同 ’ 数的不饱和脂肪酸的酯化率要低于饱和

酸的酯化率。对于不同长度的低碳醇来说，’ 原子

数越多，酯化率相对较高。

为了更接近真实反应体系，我们采用等摩尔量

的混合脂肪酸（棕榈酸、油酸和硬脂酸）与甲醇反应，

相同条件下可以得到 H?.的酯化率。

! "# ": 底物摩尔比对反应的影响 ：在基本反应体

系中两种底物是按照等摩尔比加入的，但是等摩尔

比不一定是最佳的反应比例，因而对于酸与醇的比

例也需进行优化。分别试验了油酸与甲醇的摩尔比

为 > OB 5H、> O >、> O > 5 >、> O > 5 6、> O > 5 ?、> O > 5 7、> O > 5 8、

> O6 5B、> O6 58 几种情况，甲醇等比例分 6 P 8 次加入

反应体系（使每次加入的甲醇为 B 5 8 摩尔当量），其

结果见 E"4 58。从图中可以看出，最佳的反应底物摩

尔比应该是 > O> 57，酯化率可以达到 A6.。

! "# "; 酶的用量和纯度：酶量的不同直接影响着酯

化反应速度和酯化率，我们实验了不同浓度的固定

化酶，E"4 5G 结果表明当酶的用量为 8.M,（酶 O酸）是

最佳的，再增加酶的用量，反应转化率没有明显的提

高。此时固定化酶活为 8BBBF-4。
! "# "< 固定化酶的寿命：固定化酶的使用寿命和半

衰期是评价它的重要指标。我们选用硅藻土和纺织

品（一种无纺布的边角余料）两种载体固定化酶，最

终确定使用廉价的纺织品作为固定化载体，易于回

收和反复使用，制备的固定化酶可以连续使用多次，

提 高了酶的使用寿命。从E"4 5 @中可知，当采用酸

AA> 期 邓利等：脂肪酶催化合成生物柴油的研究



图 ! 酯化过程的反应历程

"#$%! &#’( )*+,-(- *. (-/(,#.#)0/#*1
2% 3* 04-*,4(1/ 0$(1/ 055(5（.(5640/)7 ’(/701*8 0/ 297）；

:% ;4-*,4(1/ 0$(1/ 055(5（.(5640/)7 ’(/701*8 015 04-*,4(1/ 0$(1/ 0/ 297）；

! % ;4-*,4(1/ 0$(1/ 055(5（.(5640/)7 ’(/701*8 015 05-*,4(1/ 0$(1/ 0/ :7）

图 < 不同底物对酯化的影响

"#$%< =..()/ *. -+4-/,0/( *1 (-/(,#.#)0/#*1
2 % >0+,#) 0)#5 -?-/(’；: % @08’#/#) 0)#5 -?-/(’；

! % A/(0,#) 0)#5 -?-/(’；<% B8(#) 0)#5 -?-/(’；

C % >#1*8(#) 0)#5 -?-/(’；D% >#1*8(1#) 0)#5 -?-/(’；

E % F*)*-01*#) 0)#5；G % F*)*-(1*#) 0)#5

图 C 底物摩尔比对酯化过程的影响

"#$%C =..()/ *. -+4-/,0/( ’*80, ,0/#* *1 (-/(,#.#)0/#*1

醇摩尔比为 2 H 2 的条件进行油酸和甲醇酯化反应，

固定化酶的半衰期为 !D97，反应 :<97 时，反应酯化

率下降 2:I。

!"#"#$ 酯化产物的纯度分析：将产物与酶分离后，

碱中和除去未反应的酸，然后水洗除去甲醇和盐，分

层，再用水和石油醚反复萃取，最后蒸发去有机溶

剂，得到淡黄色、基本无味的液体。经 JK 分析，见

图 G。酶法合成的油酸甲酯、棕榈酸甲酯和硬脂酸

甲酯的纯度 L MGI。

图 D 酶浓度对酯化的影响

"#$%D =..()/ *. 8#N0-( 0’*+1/ *1 (-/(,#.#)0/#*1
（*8(#) 0)#5 015 ’(/701*8 -?-/(’）

图 E 固定化酶的使用寿命

"#$%E =..()/ *. ,(0)/#*1 40/)7 *1 (-/(,#.#)0/#*1
（*8(#) 0)#5 015 ’(/701*8 -?-/(’）

! %! 酯交换合成脂肪酸甲酯

生物柴油合成的另一条途径是酶促动植物油脂

与甲醇的酯交换。我们选用理论底物摩尔比（2 H !），

在石油醚体系下进行了初步实验，实验结果表明，甲

醇的抑制作用是同样存在的，我们采取分批流加甲

醇的方式效果明显。反应初期，反应体系中底物摩

尔比为 2 H2（菜子油O甲醇，’*8O’*8），2:7 的酯化率可

达到 !: %2I，然后再加入 2’*8 当量的甲醇继续反应

2:7，酯化率可以达到 CGI，最后第三次加入 2’*8 当

量的甲醇继续反应 2:7，酯化率最终可以达到 G!I。

从 "#$ % M 的结果可以看到，与 !’*8 当量的甲醇一次

性加入相比，三步流加甲醇的反应体系其酯化率可

得到明显提高。
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图 ! 脂肪酸甲酯气相色谱谱图

"#$%! &’ ()(*+,#, -. .(//+ (0#1 23/4+* 3,/35
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图 > 甲醇对酶促酯交换过程的抑制作用
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! 结 论

酶法合成生物柴油是一个十分有潜力的生物催

化过程。通过我们的初步试验，我们实验室发酵提

取的脂肪酶（ !"#$%$" ,@% >>G69<）采用吸附法固定

化，可以用于酯化和酯交换两条途径来制备生物柴

油。其中酯化工艺的最佳条件是，在石油醚体系中，

<H（I/H）固定化脂肪酶，温度为 78J，油酸和甲醇

摩尔比为 6 K6 %7，低碳醇分两次等摩尔流加，在反应

过程中加入硅胶吸水剂，反应时间为 974，酯化率可

以达到 >9H。试验结果表明，脂肪酸和低碳醇的碳

原子数越多，酯化率越高。对于硬脂酸体系酸醇摩

尔比为 6 K 6 的条件下，酯化率可达到 ><H以上。酯

化后产物经初步分离纯化后进行 &’ 分析，脂肪酸

甲酯的纯度可达到 >!H。

酯交换过程同样存在甲醇对酶反应的抑制作

用，我们采用三步流加流加甲醇可消除底物对酶的

抑制，转化率可达到 !;H。
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