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摘要:以商业固定化脂肪酶复配的组合酶(米黑毛霉脂肪酶＋南极假丝酵母脂肪酶)为催化剂、栅藻藻油为原料制备生物柴

油ꎬ对反应体系和条件进行全面优化ꎬ得出最理想的酶催化反应体系和条件分别为:藻油与甲醇摩尔比为 １ ∶１２、助溶剂(叔丁
醇) ∶藻油为１ ∶１(Ｖ / ｍ)、藻油与固定化脂肪酶质量比为 ５０ ∶１、反应温度为 ４５℃、反应时间为 ９~ １２ ｈ、摇床转速为 ２５０ ｒ / ｍｉｎꎮ 在
此条件下ꎬ制得的生物柴油(ＦＡＭＥ)最高转化率达 ９８􀆰 ６７％ꎬ为微藻生物柴油的工业化开发和应用提供了参考依据ꎮ
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为反应催化ꎬ通讯联系人ꎬｌｉｎｙｕｅｘｕ＠ １６３.ｃｏｍꎮ

　 　 微藻与传统的油料作物或高等植物相比ꎬ易于

实现规模化培养、产油量高ꎬ可达传统油料作物产油

量的 ２５ 倍以上ꎬ含油量最高可以达到生物量干重的

７０％左右[１－２]ꎮ
近年来ꎬ人们初步探索了利用脂肪酶催化技术

制备微藻生物柴油ꎬ发现该方法能够得到较高的生

物柴油转化效率[３]ꎬ但酶催化反应体系和反应条件

仍有待于深入优化ꎬ以获得较高的产物纯度和转化

率ꎬ并降低微藻生物柴油的生产成本ꎮ
栅藻(Ｓｃｅｎｅｄｅｓｍｕｓ)隶属绿藻门栅藻科ꎬ生长迅

速且生物量高ꎬ易于规模化培养ꎬ目前在污水处理和

饲料开发中已有应用ꎮ 有研究表明ꎬ栅藻属某些种

的油脂质量可达其生物量的近 ５０％ꎬ是制备微藻生

物柴油的理想原料ꎬ但目前有关脂肪酶催化栅藻油

脂转化生物柴油的报道很少ꎮ 为探讨其可行性并确

定理想的反应条件和体系ꎬ笔者选用固定化脂肪酶

催化栅藻藻油制备生物柴油ꎬ并将实验结果与传统

的硫酸转化法进行对比ꎬ系统研究了脂肪酶催化转

化栅藻藻油的过程ꎬ对反应工艺进行了优化ꎬ初步构

建了脂肪酶催化栅藻藻油制备生物柴油的反应体系

和方法ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １　 实验材料

所用栅藻藻油由实验室培养栅藻经收集、浓缩

并参照文献[４]中所述的方法进行制备ꎮ

􀅰７４１􀅰
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１􀆰 ２　 仪器与试剂

恒温摇床ꎻ烘箱ꎻ离心机ꎻ气相色谱仪(ＦＩＤ－ＧＣꎻ
毛细管色谱柱:ＨＰ －８８ꎬ１００ ｍ)ꎬ美国安捷伦公司

生产ꎮ
脂肪酸(甲酯)标准品、脂质标准品、不同商业

化固定化脂肪酶ꎬＳｉｇｍａ 公司(Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ)生产ꎻ
正己烷、叔丁醇、甲醇等ꎬ分析纯ꎬ赛默飞世尔(中
国)有限公司(Ｔｈｅｒｍｏ ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃꎬＣｈｉｎａ)生产ꎻ浓硫酸

等其他试剂ꎬ国药集团化学试剂有限公司生产ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 酸催化栅藻藻油制备生物柴油的反应体系

和方法

参照文献[３ꎬ５]中所述的方法并略加改进ꎮ 将

５０ ｍｇ 粗藻油和 ５ ｍｇ 十七烷酸(内标物)加入带有

ＰＴＦＥ 内衬的 ８ ｍＬ 旋盖玻璃反应瓶中ꎬ然后加入

２ ｍＬ ２％硫酸－甲醇溶液并混匀ꎮ 将反应瓶在 ８０℃
恒温箱中反应 ２ ｈꎬ每 １５ ｍｉｎ 取出快速振荡 １ 次ꎮ
反应结束后ꎬ将 ２ ｍＬ 饱和氯化钠溶液和 ２ ｍＬ 正己

烷加入瓶中并混匀ꎮ 离心(２ ０００ ｒ / ｍｉｎ)后小心取

出含有 ＦＡＭＥｓ 的正己烷层ꎬＮ２ 吹干浓缩ꎮ 最后ꎬ用
１ ｍＬ 正己烷溶解ꎬ进行薄层色谱(ＴＬＣ)和气相色谱

(ＧＣ)分析ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 酶催化栅藻藻油制备生物柴油的反应体系

和方法

固定化酶催化的酯交换反应在恒温摇床中进

行ꎬ使用带有 ＰＴＦＥ 内衬的玻璃反应瓶ꎮ 摇床参数:
温度为 ４５℃、震荡速率为 ２５０ ｒ / ｍｉｎꎬ反应时间为 ９~
１２ ｈꎮ 反应体系包括粗藻油和不同剂量的脂肪酶、
助溶剂和甲醇ꎮ 反应结束后ꎬ将样品离心并进行

ＴＬＣ 分析ꎮ 取 １０ μＬ 上清液ꎬ与 ５０ μＬ 十七烷酸甲

酯标准品(１􀆰 ０５ ｍｇ / ｍＬ)和 ４４０ μＬ 正己烷充分混

匀ꎬ用 ＧＣ 进行分析[３ꎬ５]ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 酶催化反应条件和参数优化

为提高酶催化法中藻油转化率和反应过程的经

济性ꎬ分别考察了不同种类助溶剂、脂肪酶、藻油与

甲醇摩尔比、助溶剂与藻油比、藻油与脂肪酶质量

比、固定化酶的重复使用次数等因素对反应过程和

转化率的影响ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 转化产物的薄层色谱 ( ＴＬＣ) 和气相色谱

(ＧＣ)分析

利用 ＴＬＣ 和 ＧＣ 对酸催化法和酶催化法获得反

应产物中生物柴油组分进行分析ꎬ以确定转化产物

中 ＦＡＭＥ 的纯度和藻油转化率ꎮ

ＴＬＣ 分析中ꎬ展开剂为正己烷、乙醚、乙酸(体
积比为 ８０ ∶２０ ∶２)ꎬ显影剂为磷酸 ∶３３％乙酸 ∶硫酸 ∶
０􀆰 ５％硫酸铜(体积比为 ５ ∶ ５ ∶ ０􀆰 ５ ∶ ９０)ꎬ１８０℃ 加热

７ ｍｉｎ[５]ꎮ
ＧＣ 分析中ꎬ选用极性毛细管柱(ＨＰ－８８ꎬ１００ ｍ)ꎮ

色谱条件为:起始温度为 １００℃ꎬ保留 ５ ｍｉｎꎻ然后以

３􀆰 ５℃ / ｍｉｎ 加热到 ２４０℃ꎬ保留 ５ ｍｉｎꎮ 进样口温度

为 ２６０℃ꎬ载气(Ｈｅ)流速为 １􀆰 ５ ｍＬ / ｍｉｎꎬ进样量为

１ μＬ[５]ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 藻油转化率计算

生物柴油转化率通过比较酶法和化学法(理论

转化率为 １００％)催化转酯化得到的气相色谱图相

对应的峰面积进行计算ꎬ计算式为:
生物柴油转化率(％) ＝ Ｙ(脂肪酶) / Ｙ(化学) × １００％ [３]

式中:Ｙ(ｘ)为不同条件下ꎬ相同剂量藻油转酯化后

得到 ＦＡＭＥ 的产量ꎮ 进行平行实验ꎬ 结果取平

均值ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 助溶剂对生物柴油转化率的影响

助溶剂种类对转化率的影响如表 １ 所示ꎮ 由

表 １ 中可以看出ꎬ助溶剂的引入极大地提高了转化

效率ꎬ其中ꎬ叔丁醇作为酶催化反应助溶剂得到最高

转化效率 ９８􀆰 ２０％ꎮ 叔丁醇的引入ꎬ稀释了反应体

系ꎬ同时对脂肪酶起到独特的保护作用ꎬ提高了固定

化酶的催化活性和再利用能力ꎮ 此外ꎬ从生物柴油

的商业发展前景分析ꎬ助溶剂的成本和其环境效应

也需要考虑ꎮ 因此ꎬ叔丁醇是较为理想的栅藻生物

柴油转化制备工艺中的助溶剂ꎮ
表 １　 助溶剂种类对转化率的影响

助溶剂 丙酮 甲基叔丁醚 叔丁醇

转化率 / ％ ９４􀆰 ６０ ９１􀆰 ７２ ９８􀆰 ２０

　 　 注:实验条件:南极假丝酵母脂肪酶ꎻｎ(藻油) ∶ｎ(甲醇)＝ １ ∶１２ꎻ

Ｖ(助溶剂) ∶ｍ(藻油)＝ １ ∶１ꎻｍ(藻油) ∶ｍ(脂肪酶)＝ ５０ ∶１ꎻ摇床转速

为 ２５０ ｒ / ｍｉｎꎬ反应温度为 ４５℃ꎬ反应时间为 ９~１２ ｈꎮ

２􀆰 ２　 固定化脂肪酶种类对生物柴油转化率的影响

为探究不同脂肪酶对藻油的转化效果ꎬ考察了

酶种类对生物柴油转化率的影响ꎬ结果如表 ２ 所示ꎮ
由表 ２ 中可以看出ꎬ南极假丝酵母脂肪酶的催化效

率(９３􀆰 ９１％)显著高于其他种类固定化脂肪酶ꎬ米
黑毛霉脂肪酶的催化效率较低ꎬ但其与南极假丝酵

母脂肪酶复配的复合酶(质量比为 １ ∶１)的催化效率
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进一步提高ꎬ达到最高转化率 ９６􀆰 ６０％ꎮ 这是因为

将单一品种脂肪酶复配后ꎬ可以加合多种酶的底物

特异性催化活性ꎬ扩大了脂肪酶的底物催化范围ꎬ从
而使藻油中不同脂类都可被有效催化转化ꎮ 综合分

析ꎬ米黑毛霉脂肪酶＋南极假丝酵母脂肪酶的复合

酶(质量比为 １ ∶１)是一种催化栅藻藻油转酯化制备

微藻生物柴油较为理想的脂肪酶选择方案ꎮ
表 ２　 酶种类对生物柴油转化率的影响

酶种类 １ ２ ３ ４ １＋２

转化率 / ％ ５０􀆰 ６８ ７１􀆰 ８３ ９３􀆰 ９１ ２５􀆰 １１ ７３􀆰 １９

酶种类 １＋３ １＋４ ２＋３ ２＋４ ３＋４

转化率 / ％ ８６􀆰 ８８ ６５􀆰 ８９ ９６􀆰 ６０ ７１􀆰 ０９ ９２􀆰 ６２

　 　 注:１ 为南极假丝酵母脂肪酶 Ｂꎻ２ 为米黑毛霉脂肪酶ꎻ３ 为南极

假丝酵母脂肪酶ꎻ４ 为洋葱假单胞菌脂肪酶ꎮ 实验条件:复合酶质量

比为 １ ∶１ꎻｎ(藻油) ∶ｎ(甲醇) ＝ １ ∶ １２ꎻＶ(助溶剂) ∶ｍ(藻油) ＝ １ ∶ １ꎻ
ｍ(藻油) ∶ｍ(脂肪酶) ＝ ５０ ∶ １ꎻ摇床转速为 ２５０ ｒ / ｍｉｎꎬ反应温度为

４５℃ꎬ反应时间为 ９~１２ ｈꎮ

２􀆰 ３　 藻油与甲醇摩尔比对生物柴油转化率的影响

甲醇对酶具有毒性ꎬ促使酶构象改变ꎬ从而降低

固定化酶循环利用的能力ꎮ 固定助溶剂和藻油添

量ꎬ考察藻油与甲醇摩尔比对生物柴油转化率的影

响ꎬ结果如图 １ 所示ꎮ 由图 １ 中可以发现ꎬ藻油与甲

醇摩尔比从 １ ∶３增加到 １ ∶１２ 后ꎬ生物柴油转化率提

高约 ２０％ꎬ继续增加甲醇添加量ꎬ转化率逐渐下降ꎬ
支持了前期相关的研究结果[３ꎬ６]ꎮ 脂肪酶催化的藻

油转酯化反应是一个可逆的过程ꎬ甲醇作为反应物ꎬ
浓度过低不利于反应平衡正向移动ꎬ其结果表现为

转化率较低ꎻ而当甲醇浓度过高会加剧脂肪酶变性ꎬ
使其催化活性下降ꎬ转化率降低ꎮ 因此ꎬ通过实验分

析ꎬｎ(藻油) ∶ｎ(甲醇)＝ １ ∶１２ 有利于复合酶体系催

化的藻油制备生物柴油的反应ꎮ

图 １　 藻油与甲醇摩尔比对转化率的影响
　 　 注:实验条件:米黑毛霉脂肪酶与南极假丝酵母脂肪酶复合

酶ꎻＶ(助溶剂) ∶ｍ(藻油)＝ １ ∶１ꎻｍ(藻油) ∶ｍ(脂肪酶)＝ ５０ ∶１ꎻ转

速为 ２５０ ｒ / ｍｉｎꎬ反应温度为 ４５℃ꎬ反应时间为 ９~１２ ｈꎮ

２􀆰 ４　 助溶剂与藻油比对生物柴油转化率的影响

反应体系中助溶剂的含量是影响酶促酯交换反

应的关键因素ꎬ会改变甲醇在底物中的分散程

度[７]ꎮ 助溶剂与藻油比(Ｖ / ｍ)对转化率的影响如

图 ２ 所示ꎮ 由图 ２ 可以看出ꎬ助溶剂与藻油的比例

从 ０ ∶１升至 １ ∶１的过程中ꎬ转化效率快速提高ꎻ继续

增加助溶剂与藻油的比例至 ３０ ∶ １的过程中ꎬ转化

效率逐渐下降ꎮ 表明少量助溶剂的加入可保护脂

肪酶ꎬ同时降低天然藻油的黏度ꎬ提高酶与底物结

合效率ꎮ 而当助溶剂过量使用ꎬ将会大幅稀释反

应体系ꎬ降低反应物浓度ꎬ造成反应速率下降ꎮ 因

此ꎬ选择 Ｖ(助溶剂) ∶ｍ(藻油)＝ １ ∶１以获得最大的

转化效率ꎮ

图 ２　 助溶剂与藻油比(Ｖ / ｍ)对转化率的影响
　 　 注:实验条件:米黑毛霉脂肪酶与南极假丝酵母脂肪酶复合

酶ꎻｎ(藻油) ∶ｎ(甲醇)＝ １ ∶１２ꎻｍ(藻油) ∶ｍ(脂肪酶)＝ ５０ ∶１ꎻ转

速为 ２５０ ｒ / ｍｉｎꎬ反应温度为 ４５℃ꎬ反应时间为 ９~１２ ｈꎮ

２􀆰 ５　 藻油与脂肪酶质量比对生物柴油转化率的影响

脂肪酶的添加量对生物柴油生产中的转化效率

和成本控制具有决定性意义[８]ꎮ 为获得理想的转

化效率和最优的酶用量ꎬ考察了藻油与脂肪酶质量

比对栅藻生物柴油转化率的影响ꎬ结果如图 ３ 所示ꎮ
由图 ３ 中可以看出ꎬ随着体系中酶用量的增加ꎬ转化

率显著升高ꎻ当藻油与酶质量比达到 ５０ ∶１后ꎬ转化

率趋向平稳ꎬ即使再继续提高酶的用量ꎬ转化率也几

乎不再升高ꎬ而酶用量的增加会使生产成本快速上

升ꎮ 因此ꎬ复合酶催化转化藻油制备生物柴油的反

应体系中ꎬ藻油与脂肪酶的最佳质量比为 ５０ ∶１ꎮ

图 ３　 藻油与脂肪酶之比(ｍ / ｍ)对转化率的影响
　 　 注:实验条件:米黑毛霉脂肪酶与南极假丝酵母脂肪酶复合

酶ꎻｎ(藻油) ∶ｎ(甲醇)＝ １ ∶１２ꎻＶ(助溶剂) ∶ｍ(藻油)＝ １ ∶１ꎻ转速

为 ２５０ ｒ / ｍｉｎꎬ反应温度为 ４５℃ꎬ反应时间为 ９~１２ ｈꎮ
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２􀆰 ６　 固定化酶的循环利用

固定化脂肪酶可以从产物中通过过滤、溶剂润

洗的步骤回收而继续使用ꎬ从而降低生物柴油的生

产成本[９－１０]ꎮ 考察了所选复合酶的回收再利用能

力ꎬ结果如表 ３ 所示ꎮ 由表 ３ 可以看出ꎬ固定化脂肪

酶在第 ５ 次重复利用时ꎬ生物柴油的转化效率仍能

达到 ８９􀆰 ８９％ꎬ与首次使用没有显著差异ꎮ
表 ３　 固定化复合脂肪酶重复使用次数对转化率的影响

使用次数 １ ２ ３ ４ ５

转化率 / ％ ９５􀆰 ４０ ９３􀆰 ４０ ９１􀆰 ２１ ９１􀆰 ６０ ８９􀆰 ８９

　 　 注:实验条件:米黑毛霉脂肪酶与南极假丝酵母脂肪酶复合酶ꎻ

ｎ(藻油) ∶ｎ(甲醇)＝ １ ∶１２ꎻＶ(助溶剂) ∶ｍ(藻油)＝ １ ∶１ꎻｍ(藻油) ∶

ｍ(脂肪酶)＝ ５０ ∶１ꎻ摇床转速为 ２５０ ｒ / ｍｉｎꎬ反应温度为 ４５℃ꎬ反应时

间为 ９~１２ ｈꎮ

２􀆰 ７　 中性脂和极性脂的酯交换反应

与传统的生物柴油原料不同ꎬ微藻油富含糖

脂、磷脂等极性脂质ꎮ 为避免高成本的油品纯化

或精炼ꎬ减少油脂浪费ꎬ将极性脂高效转化为生物

柴油是很有必要的探索ꎮ 研究了 ３ 种脂肪酶催化

转化栅藻提取出中性脂、极性脂的效果ꎬ结果如表

４ 所示ꎮ
表 ４　 栅藻藻油中性脂、极性脂的酶促转酯化反应 ％

酶种类 １ ２ ３

中性脂 ６７􀆰 ３６ ７０􀆰 ５４ ７０􀆰 ９８

极性脂 ３６􀆰 ８５ ７１􀆰 ５１ ７８􀆰 ９３

　 　 注:１ 为南极假丝酵母脂肪酶 Ｂꎻ２ 为米黑毛霉脂肪酶ꎻ３ 为南极

假丝酵母脂肪酶ꎮ

由表 ４ 可知ꎬ作为藻油主要成分的中性脂和极

性脂都可以被米黑毛霉脂肪酶、南极假丝酵母脂肪

酶有效地转化为生物柴油ꎬ转化率在 ７０％以上ꎮ 南

极假丝酵母脂肪酶 Ｂ 对中性脂具有较好的转化效

果ꎬ但不适于催化极性脂的酯交换反应ꎬ这主要由酶

对底物的选择性催化导致ꎮ 此外ꎬ对于多种糖脂和

磷脂标准品进行的复合酶催化转化实验(见表 ５)ꎬ
也得到了较高的转化率ꎮ

表 ５　 磷脂、糖脂标准品的酶促转酯化反应

脂标准品 ＰＥ ＰＧ ＰＣ ＭＧＤＧ ＤＧＤＧ ＳＱＤＧ

转化率 / ％ ９４􀆰 ７０ ７７􀆰 ４２ ７３􀆰 ８３ ８４􀆰 ６８ ７６􀆰 ３５ ５８􀆰 ０５

　 　 注:ＰＥ 为磷脂酰乙醇胺ꎻＰＧ 为磷脂酰甘油ꎻＰＣ 为磷脂酰胆碱ꎻ

ＭＧＤＧ 为单半乳糖甘油二酯ꎻＤＧＤＧ 为双半乳糖甘油二酯ꎻＳＱＤＧ 为

硫代异鼠李糖甘油二酯ꎮ

３　 结论

系统地探索了固定化复合脂肪酶(米黑毛霉脂

肪酶＋南极假丝酵母脂肪酶ꎬ质量比为 １ ∶１)催化天

然栅藻藻油制备生物柴油的反应过程ꎬ对主要的反

应工艺进行了优化ꎬ以提高生物柴油转化率和降低

生产成本ꎮ 通过对比研究获得最优化的栅藻藻油脂

肪酶催化转化反应工艺:反应温度为 ４５℃、反应时

间为 ９~１２ ｈ、以叔丁醇作为助溶剂、栅藻藻油与甲

醇摩尔比为 １ ∶１２、叔丁醇与藻油比为 １ ∶１、藻油与脂

肪酶质量比为 ５０ ∶１、摇床转速为 ２５０ ｒ / ｍｉｎꎮ
在该反应体系和最优条件下ꎬ藻油的转化率最

高可以达到 ９８􀆰 ６７％ꎮ 对生物柴油产物的 ＴＬＣ 分析

表明ꎬ生物柴油产品杂质极少(谱图未列出)ꎮ 为后

续以固定化脂肪酶为催化剂催化转化微藻生物柴油

的实验研究和产业化开发提供了参考依据ꎮ
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