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摘  要: 超声波协同固定化脂肪酶催化制备生物柴油的最佳工艺条件为: 超声波功率 70W、叔丁醇为反应介质、

叔丁醇用量 3% ( v /v)、醇油比 3B1且甲醇分三批加入、反应温度 40 e 、水含量为 2% ( v /v)。副产物甘油对固定

化脂肪酶使用寿命影响最大,使用后的固定化脂肪酶用丙酮洗去表面的甘油, 进行酯交换反应, 酶的稳定性大

为提高, 可连续使用 16批次。
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Abstract: A ssisted w ith u ltrasonic rad ia liza tion in m icroaqueous media, the optim ized conditions o f prepa ration b iodiese l

ca talyzed by the imm ob ilized lipase were confirm ed. The optim ized conditions, such as u ltrasonic pow er 70W, n-butyl a-l

coho l amount 3% ( v / v o f o il), m o lar ratio o f them ethano l to o il 3B1, 40 e , wa ter 2% ( v / v o f o il) when adding m etha-

no l accord ing to the sam e propo rtions three tim es, obta ined am ax imum ester y ield 98. 6% . By-produc t g lycero lw as the

key po int to influence the cata lyst serv ice life. If rem ov ing the g lycero l on the surface of the imm obilized lipase, it could

be used for 16 tim es.

K ey words: the imm obilized lipase; b iod iese ;l u ltrason ic; m icroaqueous m edia; transester ification

  生物柴油是利用动植物油脂等可再生资源提取
制造出来的可以替代石化柴油清洁安全的新型燃

料,具有可再生、易生物降解、无毒、含硫量低和废气

中有害物质排放量小等优点, 属环境友好型燃

料
[ 1-5]
。以植物油、动物油和废食用油等为原料与醇

(甲醇、乙醇、丁醇 )酯交换反应, 产物即为生物柴油

(脂肪酸甲酯 ),副产物为甘油。

脂肪酶是一类特殊酯键水解酶。脂肪酶催化制

备生物柴油由于其工艺简单, 条件温和, 反应时间

短,环境友好,无三废,副产物甘油易分离等优点,成

为国内外研究的热点。陈志锋等
[ 6 ]
固定化脂肪酶

N ovozym435催化高酸废油脂与乙酸甲酯酯交换生

产生物柴油, 12 h后甲酯收率达 85. 9%。唐良华

等
[ 7]
用青霉 P en icillium sp. TS414发酵产脂肪酶催

化制备生物柴油, 反应 72 h甲酯收率达 96%。

CN1923960微生物发酵油脂及其用于制备生物柴油

的方法,采用未固定的啤酒酵母菌, 价格低廉, 但使

用寿命短,易失活。CN1891786乌桕油制备生物柴

油的生产技术和 CN 1730613生物催化高酸值油脂

进行酯交换反应生产生物柴油的方法,采用的菌株

为南极假丝酵母,其商品价格较高,酶活化繁琐且易

失活。CN1687313一种不同脂肪酶细胞相结合生产

生物柴油的工艺, 固定化细胞为 Cand ida an tarctic、

Thermomyces lanuginosus和 Rhizmucor m iehei,固定化

后酯交换制备生物柴油, 但这些固定化细胞的商品

价格昂贵,酶活不稳定, 半衰期短。

针对脂肪酶催化制备生物柴油中反应时间长,

商品酶价格高,酶的使用寿命短等问题,本文提出超

声波协同固定化脂肪酶催化制备生物柴油, 已申报

专利 CN 101230320A。通过复合诱变筛选出面包酵

母菌株 DX213,该面包酵母产脂肪酶经纳米晶镁铝

LDH固定化后酶活性强、使用寿命高长、价格低廉、



抗酸性强。在超声波反应器中,该固定化酶催化制

备生物柴油,反应 30m in甲酯产率达 98. 6%。

1 实验部分

1. 1 固定化脂肪酶的制备
将 100mg脂肪酶溶解在 5 mL 0. 1 mo l/L pH

810的磷酸盐缓冲液中, 5000 r /m in离心 4次, 每次

3 m in, 吸取 5mL脂肪酶上清液并加入 8 g纳米晶镁

铝水滑石, 磁力搅拌 1. 5 h,加 20mL冷丙酮,布氏漏

斗过滤,再加 20mL冷丙酮洗涤, 冷冻干燥, 即得固

定化脂肪酶。

1. 2 生物柴油的制备
见文献

[ 4]
。

1. 3 生物柴油的分析方法

1. 3. 1 生物柴油气相色谱分析方法

见文献
[ 4]
。

1. 3. 2 生物柴油薄层层析分析方法

图 1 生物柴油成分薄层层析分析

F ig11 TLC analysis o f b iod iese l com ponent

A.脂肪酸甲酯标样; B.酶催化酯交换产物

A. S tandard of m ethyl ester; B. Com pon ent of b iod iesel pre-

pared by us ing imm ob il ized lipase as catalyst

  将上述制备的生物柴油精炼后, 薄层层析检测。

吸附剂:硅胶板 GF254;展开剂:三氯甲烷-丙酮 ( 24B1, v /

v); 显色剂:碘;薄层层析用量: 2~ 5 LL。

2 结果与讨论

2. 1 有机溶剂

有机溶剂作为反应介质,在酶的有机相催化反

应中起重要作用。有机溶剂由于其惰性使得脂肪酶

的天然构型变化较小, 此外有机溶剂在反应体系中

可构建一个较低水活度的反应环境, 提高酯化和水

解反应的热力学和动力学进程。另外, 根据相似相

溶原理,有机底物会在有机溶剂中具有较高的溶解

度, 提高了传质传热效率, 从而提高反应速度。同

时,固定化脂肪酶不溶于有机介质,易于分离回收再

利用。本文选择正己烷、叔丁醇、丙酮、四氢呋喃、无

溶剂等几种反应体系, 在超声波功率 70W,醇油比

3B1, 甲醇均分三批 (每隔 10 m in )加入, 反应 30

m in, 考察有机溶剂对酯交换反应的影响,其结果见

图 2。从图 2知, 叔丁醇作为有机溶剂, 在酯交换反

应的甲酯收率为 97. 1%。

  以四氢呋喃作溶剂, 甲酯收率为 96. 1% , 与叔

丁醇的并无太大差异,但因四氢呋喃价格较高且对

脂肪酶的毒副作用。因此,选叔丁醇作有机溶剂。

图 2 反应介质对酯交换反应的影响

F ig1 2 Influence of transesterification w ith different organ-

icm edia

1.丙酮 Acetone; 2.四氢呋喃 furan id ine; 3.正己烷 n-hexane; 4.

叔丁醇 trat-butyl alcoho;l 5.无溶剂 no solvent

2. 2 叔丁醇用量

图 3 有机溶剂用量对酯交换反应的影响

F ig13 Influence of transester ification w ith d iffe rent a-

moun t of trat-buty l a lcoho l

  超声波功率 70W, 醇油比 3B1, 甲醇均分三批

(每隔 10 m in )加入, 反应 30 m in, 考察叔丁醇用量

对酯交换反应的影响,其结果见图 3。从图 3可知,

随着叔丁醇的加入,酯交换反应收率缓慢上升,当叔

丁醇用量为菜子油 3% ( v /v)时,酯交换反应收率高

达 97. 1%,叔丁醇用量进一步加大, 反应收率逐渐

降低。可能由于低含量叔丁醇可以降低反应体系的

黏度,甲醇更易均匀分散于溶液中,使固定化酶与菜

子油能够更有效地接触从而加速酯交换反应, 所以

适量的叔丁醇对反应是有利的。但过多的溶剂使得

反应底物的浓度过低,从而使反应收率降低。所以,

叔丁醇最佳用量为菜子油的 3% ( v /v)。
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2. 3 醇油比

超声波功率 70W, 3%叔丁醇, 反应 30 m in,醇

油摩尔比对菜子油酯交换反应的影响见图 4。从图

4可知,当反应混合物中的甲醇含量较低时 (醇油摩

尔比小于 1),甲醇收率均可达 99. 3%, 甲醇几乎完

全参加反应。醇 /油摩尔比为 1~ 2. 5B1时, 甲醇收

率随醇油摩尔比的增大缓慢下降, 醇油摩尔比超过

2. 5B1时,甲醇收率随醇油摩尔比的增大而急剧下

降。可能由于甲醇与油脂不相溶,甲醇含量高,从而

使酶微环境中甲醇浓度高,导致酶蛋白变性;同时高

浓度甲醇剥夺酶的 /必需水 0间接导致酶的失活。

说明甲醇对脂肪酶有较强的毒副作用, 脂肪酶催化

反应时,不能一次性加入过多甲醇。综合考虑,一次

加入甲醇不宜过多, 一次性加入反应体系中最佳醇

油摩尔比 1B1。

图 4 醇油比对酯交换的影响

F ig1 4 In fluence o f transeste rifica tion w ith different n

( me thano l) /n( o il) m o la r ra tio

2. 4 甲醇加入次数

为了提高产物中甲酯含量,避免酶的失活,本文

采用了分批加入甲醇, 实验结果如图 5所示。甲醇

1次加入和分批加入在相同条件下反应 30 m in(图

5) , 1次加入甲酯收率仅为 54. 1% ;而甲醇分 3次加

入甲酯收率高达 98. 6%, 第 1次加入甲醇反应 10

m in后甲酯收率为 32. 7%, 第 2次加入并继续反应

10m in, 甲酯收率为 65. 8% , 第 3次加入甲醇反应

图 5 甲醇加入方式对酯交换的影响

F ig15  In fluence of transester ification w ith different

added tim es

10 m in, 甲酯收率高达 98. 6%。甲醇不宜一次性加

入, 否则易引起酶的失活
[ 8]

, 而采用分批加入甲醇

是提高甲酯收率行之有效的方法。因此,酶催化植

物油酯交换反应最适醇与油摩尔比为 3B1,甲醇分 3

次加入,可提高甲酯收率。

2. 5 温度对酯交换反应的影响

图 6 温度对酯交换反应的影响

F ig16  In fluence of transesterifica tion w ith different

temperature

  温度是影响固定化酶催化反应的一个重要参

数, 选择适当反应温度既可提高反应速率,又有助于

延长酶使用寿命, 利于反应平衡向产物生成的方向

移动。在一定的温度范围内,温度升高,传质传热效

率增高,固定化酶反应速率加快;但温度过大时, 由

于酶蛋白变性,酶活性下降, 酶催化反应速率下降。

本实验考察温度 30、35、40、45、50 e 时酶催化酯交

换收率的影响,其结果见图 6。从图 6可知,酯交换

收率随温度的升高而升高, 温度 40 e 时,甲酯收率

高达 98. 6%。温度超过 40 e ,收率随温度升高迅

速下降。因为温度继续攀升,固定化酶酶活性下降,

超声波空化作用导致反应系统中的甲醇挥发至气相

中, 使液相中甲醇浓度降低, 致使反应收率下降。

2. 6 水含量对酯交换反应的影响

图 7 水含量对酯交换反应的影响

F ig17 Influence of transester ification w ith different a-

m ount o f wa ter

  在有机介质固定化酶催化反应中,微量水对酶

催化是必需的。这主要是因为, 酶的活性取决于被

酶分子吸附的水分,因此要有足够的水分吸附在酶

分子的微环境中才能保证酶分子的正常催化功
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能
[ 9]
。水参与酶天然构象中所有的非共价键间的

相互作用, 包括氢键、静电作用、疏水相互作用和

V an derW aals力
[ 10]
。有机溶剂中存在着少量的水

时可以增加酶的水化程度, 在结构上增加酶的柔韧

性,提高酶活。水含量对酯交换反应的影响见图 7。

从图 7可知,固定化脂肪酶催化酯交换,甲酯收率随

水含量 ( 0. 5% ~ 2. 0% )的增加而增大。水含量为

2%时, 甲酯收率最高, 为 98. 4%。此时, 固定化脂

肪酶分子表现出最大活性,脂肪酶具最佳含水量,这

些 /必需水0与酶分子表面的亲水基团相互作用,改

变酶分子内氢键,使酶分子结构变得松散,酶的活性

构象处于最佳状态。当水含量 (大于 2. 0% )继续增

加时,甲酯收率随之降低。由于过量的水使酶聚集

成团, 增大了传质阻力, 降低了固定化酶的催化活

性,加速酶的失活过程
[ 11]
。试验结果可知, 酯交换

反应最佳水含量为 2. 0%。

2. 7 催化剂使用寿命

图 8 催化剂使用寿命

F ig1 8 Se rv ice life of cata lyst

1.游离酶 Free lipase; 2.固定化酶 (未洗脱 ) Immob ilized l-i

pase; 3.固定化酶 (洗脱甘油 ) Immob ilized lipase( de-glycerin)

  叔丁醇为反应介质,醇油摩尔比 3B1,甲醇分三

次加入,超声波反应器中反应 30m in,考察固定化脂

肪酶使用寿命对酯交换反应的影响, 其结果见图 8。

从图 8知,固定化脂肪酶催化剂重复使用 9次, 酯交

换收率仍高达 90% ,催化剂使用 12次,甲酯收率降

至 81. 4% ,此后随使用次数的增加, 甲酯收率急剧

下降。其原因可能由于叔丁醇为一种支链化程度很

高的短链醇,具有 3个甲基, 形成较大的空间位阻,

可促进甲醇和甘油在反应体系中的溶解, 在适当比

例下, 使整个反应体系呈均相, 有效地解除了底物甲

醇和产物甘油对固定化脂肪酶的抑制作用。但随着

反应的进行,甘油在酶表面富集,从而导致酶在使用

12次后酯交换收率急剧下降。

为确定甲酯收率受副产物甘油的影响, 将已用

固定化酶从反应液中滤出,正己烷洗涤固定化酶,除

去植物油及甲酯。水洗涤固定化酶, 离心,得到粘稠

液体。将粘稠液体配制成 0. 7 g /100 mL溶液,其紫

吸收曲线与甘油标准紫外吸收曲线一致。为进一步

证明固定化脂肪酶表面吸附的为甘油,将粘稠液体

的红外图谱与甘油标准红外图谱相比较 (图 9), 从

图 9可知,粘稠液体的红外图谱与甘油标准红外图

谱基本一致,即可表明附着于固定化脂肪酶表面的

粘稠状液体为甘油。一些亲水性的有机溶剂可溶解

甘油,对酶活影响较小, 故用丙酮替代水洗脱固定化

脂肪酶表面甘油, 进行酯交换反应, 结果发现, 水洗

脱固定化脂肪酶催化所得甲酯收率为 58. 7% ,丙酮

洗脱后固定化脂肪酶催化所得甲酯收率 98. 4%。

丙酮洗脱后固定化酶的稳定性大为提高,连续反应

16批次后,甲酯收率 88. 1%。从结果可知, 吸附在

固定化酶载体表面的甘油可降低固定化酶催化活

性。

图 9 甘油的红外图谱

F ig19 IR spectra o f g lycerin

1.甘油标准红外图谱 S tandard IR spectra of glycerin; 2.甘油

图谱 IR Spectra of glycerin

3 结论

3. 1 超声波协同固定化脂肪酶催化酯交换制备生
物柴油的最佳工艺条件: 超声波反应器功率 70W、

叔丁醇为反应介质、叔丁醇用量 3% ( v /v)、醇油比 3B1

且甲醇分三批加入、反应温度 40 e 、水含量为 2% ( v /

v)。在此最优条件下,脂肪酸甲酯产率高达 98. 6%。

3. 2 影响固定化脂肪酶使用寿命的主要物质是副

产物甘油,使用后的固定化脂肪酶用丙酮洗去表面

的甘油,进行酯交换反应, 酶的稳定性大为提高, 可

连续使用 16批次。
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运动负荷的适应性降低及蛋白质和含氮化合物的分

解代谢作用加强, 血尿素氮增加就越明显。本实验

研究可见,霞水母糖蛋白中、高剂量组的肝糖原储备

量明显高于对照组, 具有增加机体肝糖原的储备作

用;血尿素氮明显低于对照组, 具有减少血清尿素氮

产生的作用;运动后的血乳酸值均明显低于对照组,

因此能够加快运动后血乳酸水平的恢复
[ 3]
。本研

究中各项实验结果有剂量一效应关系, 剂量越高效

应越明显。

根据功能学评价检验方法, 实验小鼠负重游泳

实验结果阳性,血乳酸、血清尿素、肝糖元三项生化

指标中任二项指标阳性, 可判定该受试样品具有缓

解体力疲劳功能的作用
[ 7]
。本实验在实验小鼠负

重游泳实验结果阳性基础上,其余三项生化指标均

阳性, 因此可判定霞水母糖蛋白能改善机体能量代

谢,加速肝糖原分解供能, 减少蛋白质和含氮化合物

分解, 从而降低血尿素氮, 具有抗疲劳作用。
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