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固定化脂肪酶Lipozyme TL IM催化菜籽油
醇解反应合成生物柴油的工艺条件

徐炜枫， 陆兆新，
(篱京农建大学食

吕凤霞， 别小妹， 房耀维
蒹辩援学院，江苏鬻索210095)

摘要：脂肪酶Lipozyme TL IM雀有机相体系中能有效催化菜籽油醇解反应生成擞物柴油。作

者研究了酶蚤、底耪毙零、反应跨鬻、反应温度、转速、水分覆量分数、有机溶裁对产物得率镌影嚷。

最佳工艺条件为：在正已烷的反庶介质中，酶量50％，醇油摩尔比3：1，反应温度50℃，转速150

r／min，添加质量分数5％的水分，反应12 h后产物脂肪酸甲酯得睾可达92．3％。
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Study on Methanolysis of Rapeseed Oil by Lipozyme TL IM for

Biodiesel Production

XU Wei-feng， LU Zhao-xin，LU Feng-xia， BIE Xiao-mei， FANG Yao-wei

(College of Food Science and Technology，Nanjing Agricultural University，Nanjing 210095，China)

Abstract：Lipozyme TL IM can efficiently catalyze methanolysis tfansesterification of rapeseed oil

for biodiesel production．In this manuscript，the effects of enzyme concentration，substrate ratio，

raction time，raetion temperature，shaking speed，added water and organic solvent content were

investigated。The optimal condition of the methanolysis transesterification was as follows：50％

enzyme based on oil weight；methanol／oil mote ratio 3：1；shaking speed 1 50 r／min；added water

content 5％；reacting at 50℃for 1 2 h．Under that condition，the maximum fatty acid metyl

esters(FAME)yield was 92。3％。

Key words：biodiesel；methanolysis；Lipozyme TL IM

生物柴油(biodiesel)作为可再生能源的一种，

主要指以任何天然的油或脂为原料与甲醇、乙醇等

进行醇解纯反应褥舞酶脂肪酸荦酯(藏脂肪黢乙

酯)混合物，不仅可以作为燃料直接燃烧，而且也可

作为柴油清洁燃烧的添加剂。生物柴油是一种新

壅酶替代燃料，因箕环保和酉再生，鞠益被入翻黧

视。目前工业化生产主要使用化学法合成生物柴

油，但存在工艺复杂、能耗较高、产品色泽较深、酯

偬产物难霞收、成本高等缺点H13。秀解决上述阉

题，人们研究用生物酶法合成生物柴油，即通过脂

肪酶催化醇解反应，制备相应的脂肪酸甲酯

(FAME)或乙酯。酶法合成生物柴油具奄条斧溢
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和、醇用量小、无污染物排放等优点，但酶法反应过

程中存在甲醇，容易导致脂肪酶失活、反应时间较

长、转化率较低等问题[1'3]，仍需深入研究和解决。

目前我国采用酶法制备生物柴油的研究还处

于实验室研究阶段，因酶本身的价格昂贵，采用固

定化脂肪酶可以进行分离、再生、循环使用，降低成

本。国内外研究较多的成品酶是固定化Candida

antarctica(Novozym 435)，催化速率快，产率高，但

其成本高。固定化脂酶Lipozyme TL IM价格低

廉，但其酶活较低，反应所需酶量大，反应时间长，

将其和Novozym 435混合使用，可以适当降低酶的

成本[2⋯，而单独使用的较少。清华大学[173研究了

单独使用Lipozyme TL IM催化大豆油合成生物柴

油，当酶量为油的60％时，5 h得率可以达到92％。

为了进一步了解固定化脂酶Lipozyme TL IM

的催化特性，作者研究了有机溶剂体系中固定化脂

酶Lipozyme TL IM催化菜籽油进行甲醇解反应生

产生物柴油，探讨了相关因素对反应得率的影响，

如酶量、反应温度、底物比率、添加水分、有机溶剂

加入量等。

1材料与方法

1．1材料

固定化脂肪酶Lipozyme TL IM(75 IUN／g，来

源于T．1anguginosa)，固定在硅胶颗粒上，购自于

丹麦诺维信酶制剂公司。软脂酸甲酯、油酸甲酯、

亚油酸甲酯、亚麻酸甲酯、芥酸甲酯、十七碳酸甲

酯，均为色谱纯，Sigma公司产品；二级菜籽油购自

于南京江宁植物油厂；其他溶剂均为分析纯或者色

谱纯。

1．2试验设计与测定方法

1．2．1 醇解反应 在50 mL具塞烧杯中放人9．75

g菜籽油和适量的甲醇混合物，加入5 mL有机溶

剂混匀后，置于自动控温往复水浴摇床中加热至一

定温度后，加入一定量的脂肪酶Lipozyme TL IM

开始反应，定时取上层液100"L用正己烷稀释至1

mL，再取100雎L与等量的2 mg／mL十七碳酸甲酯

(内标物)正己烷溶液混匀，由气相色谱仪进行脂肪

酸甲酯(FAME)含量测定。

1)温度试验：在正己烷体系下，选用35、40、

45、50、55、60、65、70、75℃作为温度研究的变量，醇

油摩尔比率为3：1，加入酶量30％，摇床转速为

150 r／min，测各温度下反应12 h后的脂肪酸甲酯

得率，重复3次。

2)时间进程试验：在正已烷体系下，反应条件

为甲醇与菜籽油的底物摩尔比为3：1，加入酶量为

30％，摇床转速为150 r／min，反应温度为50℃。

不同时间取样，观察72 h。重复3次。

3)酶量试验：在正己烷体系下，甲醇与菜籽油

的底物摩尔比为3：1，摇床转速为150 r／min，反应

温度为50℃。在此反应条件下，加入的脂肪酶占

菜籽油的质量的10％、30％、50％、60％。不同时间

取样，观察48 h。重复3次。

4)底物比率试验：在正己烷体系下，底物醇油

摩尔比率选择从1：2～6：1，反应条件为反应温度

50℃，30％酶量，摇床转速为150 r／min，不同时间

取样，观察72 h。重复3次。

5)水分含量试验：在正己烷体系下，研究水分

含量(以脂肪酶的量来计)在0～30％下的产率，醇

油摩尔比率为3：1，加入酶量30％，摇床转速为

150 r／min，反应温度50℃，测各个条件下反应12 h

的脂肪酸甲酯得率。重复3次。

6)转速试验：在正己烷体系下，摇床转速从

120 r／min增至200 r／min，醇油摩尔比率为3：1，

加入酶量30％，反应温度50℃，测各摇床转速下反

应12 h的脂肪酸甲酯得率。重复3次。

7)有机溶剂试验：选用了异辛烷、正庚烷、正己

烷、氯仿、乙醚、乙酰乙酯作为反应介质研究对象，

加入量均为5 mL，并与无溶剂体系进行比较，测各

个体系下反应12 h的脂肪酸甲酯得率，重复3次。

固定反应介质为正己烷条件下，选择加入3、5、8、10

mL作为研究对象，重复3次。其余反应条件固定

为醇油摩尔比为3：1，酶量30％，摇床转速为150

r／min，反应温度50℃。

1．2．2 气相色谱分析 使用Angilent 6890气相

色谱仪进行气相分析，DB-1701毛细管柱(半径

0．32 mm，长30 m)，FID检测器。载气(氮气)流速

20 mL／min，氢气流速30 mL／min，空气流速300

mL／min。采用程序升温，220℃维持30 S，之后以

5℃／min升温至250℃，维持该温度55 min。进样

口与检测器温度分别为245℃与280℃。

2结果与分析

2．1温度对醇解反应得率的影响

图1研究了温度对脂肪酶醇解反应的影响。

低于50℃时，随着温度的升高，酶活增大，FAME

得率升高；50～75℃时，随着温度的升高，酶逐渐失

活，FAME得率降低。50℃时得率最高为

79．36％，故选择50℃为最佳的反应温度。
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图2反应时间对脂肪酸甲酯得翠的影响

Fig．2 Effect of reaction time on the yield of FAME

2．3脂肪酶量对醇解反应得率的影响

从表1可知，随着反应时间的增加，FAME的

产量逐渐增加，同时发现随着酶量的增加，最终

FAME得率增加，但当酶量增至60％时，最终得率

反而有所下降。这说明酶的过量加入，酶与底物的

接触已达饱和，FAME产率不再增加，过量的酶反

而会增加反应过程中的传质阻力。因而酶量选择

50％为宜。

表1脂肪酶量对脂肪酸甲酯得率的影响

Tab．1 Effect of lipase dosage 0111 yield of FAME

2．4底物比率对醇解反应得率的影响

当甲醇与菜籽油的底物摩尔比小于3：1时，

最终得率随着醇油比的增加而增加，见图3(a)。当

醇油摩尔比大于3：1时，最终得率并没有呈现递

增或减小的趋势，见图3(b)。这说明，甲醇为3摩

尔时，底物与酶的接触已达饱和。从图3(b)还可以

看出，随着底物摩尔比的增加，虽然最终产率并未

减少，但达到反应平衡点的时间在延长。

过量甲醇会导致脂肪酶的失活[1卜13]。图3(b)

中发现甲醇对脂肪酶的毒害作用并不体现在减少

最终产率上，而是影响了反应初速度，体现在影响

到达平衡态所需时间。这可能由于固定化酶Li—

pozyme TL IM是一种具有良好耐有机溶剂特性的

脂肪酶，另外可能是脂肪酶在甲醇中为积累中毒，

单次试验不影响产率，但仍会大大减少固定化酶的

使用寿命，杜伟等人的试验中也得到这个结论[1卜16]。

Taichi SamukawaE¨1等人研究甲醇浓度与反应

初速率的关系认为，随着甲醇浓度的增加，反应初

速度增大，而超过一定量，随着甲醇浓度的增大而

反应初速度的减小。本试验中甲醇浓度与反应初

速度也呈现此规律。

反应时间／h

(a)底物醇油比3：l，2：l，l：1，1：2下的时间进程曲线

摹、僻靶田苫《_
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(b)物醇油比3：1，4：1，5：1，6；1 F的时I司进程曲线

图3底物醇油比对脂肪酸甲酯得率的影响

Fig．3 Effect of substrate ratio oil the yield of FAME

2．5水分质量分数对醇解反应的影响

在有机介质中，微量水对维持酶的构象以及发

挥催化作用是必需的。在一定范围内，随着水分的

增加，酶活也逐渐提高，但过多的水分会导致酶活

降低[43以及甘油三酯的水解[5叫]。因而特定反应须

要确定其水分含量。本研究中使用的固定化酶Li-

pozyme TL IM，其固定介质是硅胶，水分含量过高，

会使脂肪酶溶解。试验发现水分质量分数在5％

时，产率最高，结果见图4。

水分质量分数慌

图4水分质量分数对脂肪酸甲酯得率的影响

Fig．4 Effect of water content on the yield

2．6转速对醇解反应的影响

提高摇床转速可以减小传质阻力，增加底物与酶

的接触，因此可提高其反应得率。由图5可见，当转

速增加时，FAME碍率增加，但当转速大于150 r／min

时，不影响产率，说明此时传质阻力已达最小。

2．7有机溶剂对醇解反应的影响

大量研究证明，有机溶剂可以改变酶的催化活

性[719]，但有机溶剂改变酶催化活性的机制还存在

争议[7’10]。有人建议用溶剂的极性参数lgP来反映

有机溶剂对酶活的影响[1引。表2表明，选用lgP：>

2的有机溶剂适用于Lipozyme TL IM催化醇解反

应的反应介质，正己烷是最适宜的反应介质。这可

能由于在lgP(2的极性溶剂中，溶剂极性极强，容

易夺取酶分子表面水分而降低酶活，而疏水性强的

摇床转速，(r，min)

图5转速对脂肪酸甲酯得率的影响

Fig．5 Effect of shaking speed on the yield of FAME

溶剂可以保持酶分子的必需水分。

表3表明，正己烷加入量大于8 mL时，底物浓

度的降低显著影响了产物得率。同时考虑到反应

过程中的多次取样不影响底物浓度以及成本问题，

选择5 mL的加入量最适宜。

袭2溶剂对脂肪酸甲醺得率的影响

Tab．2 Effect of solvent on the yield of FAME

表3添加正己烷的量对脂肪酸甲酯得率的影响

Tab．3 Effect of hexane volume oil the yield of FAME

2．8最佳条件试验

综合以上单因子实验的最佳条件，即在加入5

mL正己烷的有机体系下，醇油比为3：1，加入酶量

50％，反应温度选择50℃，添加5％的水分，摇床转

速150 r／rain，反应12 h后脂肪酸甲酯得率可以达

到(92．3±5．12)％。

3 结 语

1)作者将酶量、底物比、反应时间、反应温度、

转速、水分添加量、有机溶剂作为产物得率的影响

因素，所得的最佳反应条件为5 mL正己烷的有机

体系，醇油比为3：1，酶量50％，反应温度50℃，添

加5％的水分，摇床转速150 r／rain。

2)试验中采用的Lipozyme TI。IM是一种1，3一

∞

∞

柏

加

。

摹、静稚田芝司冉
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位置特异性的脂肪酶，理论上最高产率应为66％，

但由于实际反应过程中发生了酰基转移，2位的酰

基转移到了1位和3位，因而继续被脂肪酶催

化‘6d1|，从而产率会远大于66％。因而Lipozyme

TL IM可应用于生物柴油生产。
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