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超声波辅助下脂肪酶催化高酸值废油脂制备生物柴油
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摘 要 探讨了超声波辅助条件下脂肪酶催化高酸值废油脂转化为生物柴油的反应。来源于 9&?%*1#,,)& (*28+% 和 !+$4#4+
+$/+*0/#0+ 的固定化脂肪酶，在超声波辅助下，对高酸值废油脂转化为生物柴油具有高的催化活性。以来自于 ! * +$/+*0/#0+ 的

固定化脂肪酶 +(,(ZA.M"; 为催化剂，以酸价为 &;%.B [\P]B 的高酸值废油脂为原料在超声波辅助下与丙醇反应，在脂肪酶用

量为油质量的 L^、初始醇油摩尔比为 "_&、反应温度控制在 M$ ‘ M;a、超声波频率和功率分别采用 !L?PZ 和 &$$S 的条件下，

反应 ;$.3C 转化率达到 bMcL#^。在此条件下，不同碳原子数（J& ‘ J;）的直链和支链醇均有较高的转化率，在短链醇的选择上

具有宽广的适应性。超声波还减少了反应产物和反应体系中其他黏性杂质在固定化脂肪酶表面的吸附，回收的 +(,(ZA.M";
相较单纯机械搅拌条件下回收的外观干净、分散良好无结块现象、易于洗涤和再次利用，具有良好的操作稳定性。
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生物柴油是指利用植物油、动物脂肪或废油脂

等与短链醇进行酯交换或酯化反应而形成脂肪酸烷

基酯混和物，与常规石油柴油相比，具有环境友好性

和可再生性两大突出优点，是一种新型的石油柴油

替代能源。自上世纪 J/ 年代以来，由于化石能源的

大量开采和消耗，造成能源危机频发和生态环境恶

化，调整能源结构，走可持续发展道路成为普遍共

识。而生物柴油作为新兴可再生能源，由于其独特

的优势成为新能源开发热点领域。

目前生物柴油技术研究有三个方面：化学催化

油脂转化技术、酶催化油脂转化技术、无催化的超临

界甲醇转化技术。目前生物柴油的工业生产均采用

化学催化法，这种方法存在醇必须大大过量、能耗

高、产物难于回收和废碱液污染环境等缺点，并且对

原料要求高。我国每年直接产生下脚酸化油 K1/
万吨，大中城市餐饮业的发展也产生废油脂 1// 万

吨，但餐饮业和工业废油脂酸败严重，游离脂肪酸含

量通常较高，若不经过复杂的前处理过程，难于用作

化学法生产生物柴油的原料。酶催化技术不仅具有

生产过程反应条件温和、醇用量少、产物易于分离及

无污染物排放等优点，而且是对原料要求低，能够很

好的适应废油脂中高含量的游离脂肪酸，在利用废

油脂为原料的生物柴油生产中具有独特的优势，成

为生物柴油技术研究的热点。目前，如何提高酶催

化效率是酶催化废油脂转化为生物柴油研究中的重

点问题。

超声波是物质介质中一种弹性机械波，在物质

介质中形成介质粒子的机械振动，这种含有能量的

超声振动在亚微观范围内引起的机械作用有机械传

质作用、加热作用和空化作用。超声波辅助技术已

应用于化学法生产生物柴油中，L!&4&%&,-"［D，K］等人认

为超声波的空化作用和机械传质作用促进了醇油相

互混和、增加了反应界面和强化了传质作用，在超声

波辅助下，反应时间可以明显缩短，碱催化剂用量降

低 K 0 @ 倍。朱宁［@］等人研究了超声波频率对醇油

反应体系温度和空化作用的影响，对比了超声波辅

助和传统化学法生产的生物柴油的理化性质和发动

机燃烧性能，认为超声波不仅缩短了碱催化生产生

物柴油的反应时间，而且还改善了生物柴油的分子

结构，减少了生物柴油分子簇的大小，从而提高了生

物柴油产品的理化性质和燃烧性能。王建黎［.］等人

研究了低频超声外场辐射下碱催化酯交换生产生物

柴油，结果表明，超声波外场乳化作用和强化反应起

到了很好的协同作用，与机械搅拌反应体系相比，极

大的缩短了反应时间和提高了生物柴油的转化率。

超声波除了对部分不相溶的反应体系有着很好的乳

化作用和反应强化作用外，有研究表明，适宜频率和

功率的超声波还可以增强蛋白酶［1，=］、纤维素酶［J］、

磷脂酶［<］和脂肪酶［=］等的活性和提高酶催化反应速

度。将超声波辅助技术应用于酶法催化生产生物柴

油中，则有望降低脂肪酶用量和缩短反应时间。

杂醇油是工业发酵生产乙醇的蒸馏副产物，主

要含有戊醇、异戊醇以及其他短链醇，是一种低价值

的工业杂醇混和物。如果应用于酶法催化生产生物

柴油的生产中，不仅能够降低生物柴油的生产成本，

还可以改善生物柴油的低温性能［:］。这就要求酶催

化生产生物柴油在短链醇的选择上具有宽广的适应

性。对此，本文采用丙醇和酸值高达 D1J#? MFNO?
的高酸值废油脂为原料，对几种不同来源的脂肪酶

进行了筛选，开展了超声波辅助条件下酶催化高酸

值废油脂转化为生物柴油的研究，并考察了不同碳

原子数（CD 0 C1）短链醇的反应特异性。

) 材料与方法

)*) 试验材料

固 定 化 脂 肪 酶 I(4(H7#.@1 来 源 于 !"#$%$"
"#&"’(&%("，吸附在丙烯酸大孔树脂上；固定化脂肪酶

P6$(H7#" QP RS 来源于 )*+,’-%../* 0’12",，固定在颗粒

硅 胶 上；液 体 脂 肪 酶 P6$(H7# QP D//P 来 源 于

)*+,’-%../* 0’12",；液体脂肪酶 T&8&!&5" K////P 来源于

KKDD !3%#,*, 40/’#". 05 6%0&,(3#0.0-1 生物工程学报 K//J，U(8;K@，I(;=



!"#$%&’(%) &#*"*#，由诺维信（中国）投资有限公司赠

送。固定化脂肪酶 !"#$%& ’(“’)$*+”,- 来源于

+,-.#., )’/%0,，固定化脂肪酶 !"#$%& ’.“’)$*+”/-
来源于 10*’.%&%-,0 23’%)*0(*-0 来自于日本天野酶制

品株 式 会 社。棕 榈 酸 甲 酯（001），硬 脂 酸 甲 酯

（001）和油酸甲酯（001）购于上海至鑫化工有限公

司。高酸值废油脂来源于北京奔骥公司。其他试剂

均为分析纯。

!"# 仪器

.2,/--345 型双频数控超声波清洗器（昆山市

超声仪器有限公司）；6678 大功率电动搅拌器（常州

国华电器有限公司）；电热恒温水浴锅（天津中环）；

电子分析天平（梅特勒公司）；安捷伦 9:0-; 型气相

色谱仪，配备 <=&)>?$?"+* 5<@-8A-8 色谱工作站，BC4
检测 器 和 4578DEF 毛 细 管 柱（,-) G -A,/)) G
-A8H!)，最高使用温度 ,I-J）。

!"$ 实验方法

!"$"! 高酸值废油脂的预处理及部分理化性质的

检测：过滤废油脂，除去其中食物残渣和其他固体杂

质，磷酸水化脱胶法除去废油脂中残留的少量磷脂

物质，再利用活性白土 8--J真空脱色，然后减压蒸

馏出废 油 脂 中 残 留 的 水 分。参 照 国 家 标 准 K5L
F8D,D97800:、K5HH,-7:H 和 K5LFHH,I7800H 分别检测

预处理后的废油脂的脂肪酸组成、皂化价和酸价。

气相色谱分析表明，废油脂中主要含有棕榈酸、亚油

酸 酸、油 酸 和 硬 脂 酸，含 量 分 别 为 8DA-901，

,8A---1，,9A-001和 ,A9,:1。皂化价为 809，由皂

化价可知废油脂的平均分子量为 :H:AD。废油脂的

酸价是 8HD)M .NELM，属于高酸值废油脂。

!"$"# 酶催化反应：将一定量的废油脂放入 8--)!
两孔瓶中，外接搅拌器搅拌，参照废油脂的质量按一

定质量百分比添加脂肪酶，放入已开启超声波的水

浴中（装 置 自 制，见 图 8），水 浴 温 度 控 制 在 I- O
IHJ，然后依据不同醇油摩尔比加入一定量丙醇，定

时取样 -AH)!，高速离心，取上层酯层参照国家标准

K5HH,-7:H 进行酸价测定，同时取 H-!! 溶于一定量

色谱纯正己烷中，进行气相色谱分析，测定样品中丙

酯含量，计算酯化率。

!"$"$ 分析方法：实验采用的废油脂的酸价高达

8HD)M .NELM，其中含有大量的游离脂肪酸和少量的

甘油三酯，甘油二酯和甘油单酯，在酶催化高酸值废

油脂转化为生物柴油的过程中，同时发生着酯化反

应和转酯化反应，可以通过检测反应后样品酸价和

丙酯含量的变化来分别来考察反应过程中脂肪酶酯

图 8 超声波辅助反应装置

B"M@ 8 PQ#&R")&*?$S "*%?RT)&*? U"?= $%%"%?$*? +V TS?R$%+*"W
8：X&$?&R；/：R&$W?"+* Y&%%&S；,：TS?R$%+*"W "*%?RT)&*?；

I：XR$WZ&?；H：U$?&R X$?=@

化活力和转酯化活力的变化。

（8）酸价测定：参照国家标准 K5HH,-7:H 对定时

所取样品进行酸价测定。

（/）转化率的测定：

转 化 率 [ 反应后样品中脂肪酸丙酯的含量
油脂完全丙酯化后的脂肪酸丙酯的含量

G 8--1
脂肪酸丙酯由气相色谱测定，测定条件为：气化

室温度：/9-J，检测室温度：,,-J。程序升温为：初

始柱 温 89-J，保 持 -AH)"* 后，以 8-JL)"* 升 到

/--J，保持 8)"*，然后以 -A/JL)"* 升到 /-8J，保

持 -AH)"*，后再以 H-JL)"* 升到 ,/-J，保持 H)"*。

载气为氮气，流速为 8A9)!L)"*；分流比 /H \ 8，进样

量 为 -A/!!；E/ 流 量 为 IH)!L)"*，空 气 流 量 为

IH-)!L)"*。

# 实验结果与讨论

#"! 脂肪酶的筛选

不同的脂肪酶在不同的反应条件下表现出的催

化特性和催化活性不同。根据反应后测定的酸价，

结果见表 8，在无水无溶剂的反应体系下，催化高酸

值废油脂和丙醇发生酯化反应转化为生物柴油的反

应过程中，来源于 1 @ 23’%)*0(*-0 的固定化脂肪酶

!"#$%& ’.“’)$*+”/- 和来源于 + @ )’/%0, 固定化脂

肪酶 !"#$%& ’(“’)$*+”,- 的催化酯化反应的活性

极低，这可能是由于这两种脂肪酶催化特性更有利

于催化甘油酯水解或者是反应体系中水分的缺失限

制了其催化酯化反应的活性，这与已有的研究报

道［8-］结果相一致。来源于 4 @ %)5$,* 的液体脂肪酶

!"#+]^) F! 8--! 和来源于 ! @ &#*"*# 的液体脂肪酶

,/88王建勋等：超声波辅助下脂肪酶催化高酸值废油脂制备生物柴油



!"#"$"%& ’(((() 具有一定的酯化催化能力，但催化活

性 较 低，其 中 )*+,-./ 0) 1(() 要 优 于 !"#"$"%&
’(((()，这与这两种脂肪酶的催化特性有关，!"#"$"%&
’(((() 利于催化甘油酯的水解，尤其是水解小分子

脂 肪 酸。 来 源 于 ! 2 "#$%&’ 的 固 定 化 脂 肪 酶

)*+,-./& 0) 34 和来源于 ( 2 &)*&#+*,+& 的固定化脂

肪酶 5,6,-./789 具有极高的酯化催化活性，能够很

好的适应高酸值废油脂中大量的游离脂肪酸，可以

有效的降低高酸值废油脂的酸价，其中 5,6,-./789
酯化催化活性更为突出。固定化脂肪酶 )*+,-./&
0) 34 虽然和液体脂肪酶 )*+,-./ 0) 1(() 同样来源

于微生物 ! 2 "#$%&’，但可能液体脂肪酶固定化处理

改变了脂肪酶的某些催化特性并提高了脂肪酶的催

化活性。由于 5,6,-./789 能够很好的适应高酸值

废油脂中高含量的游离脂肪酸，具有极高的催化活

性，故选用 5,6,-./789 作为酶催化剂。

表 ! 不同脂肪酶在无溶剂无水反应体系下催化高酸值废油酯化反应后酸价的变化

"#$%& ! ’()* +#%,& -. /#01& -)% #.1&2 &01&2).)(#1)-3 (#1#%45&* $4 +#2)-,0
%)6#0&0 )3 #$0&3(& -. /#1&2 )3 0-%+&31 .2&& 0401&7

)*+"%& :$"$& ;<*= 6"#>&% "?$&@ @&"<$*,AB（/CDEFBC）

)*+"%& ;D ;/"A, ’(（- 2 ./0"#’1+’)1） 3//,G*#*-&= #*+"%& 17HIH1

)*+"%& ;J ;/"A, 8(（( 2 #02"1&） 3//,G*#*-&= #*+"%& 17KIL7

)*+,-./& 0) 34（! 2 "#$%&’） 3//,G*#*-&= #*+"%& ’9I7

5,6,-./789（( 2 &)*&#+*,+&） 3//,G*#*-&= #*+"%& 1HIH9

)*+,-./ 0) 1(()（! 2 "#$%&’） M@&& #*+"%& HNI77

!"#"$"%& ’(((()（3 2 4,’5’,） M@&& #*+"%& 1(’ILK

OD 19L

1(C P"%$& ,*#；HQ 5,6,-./&789；*A*$*"$,@. /,#"@ @"$*, ,? +@,+"A,# $, ,*# 1 R 1，@&%*=>"# 1S+@,+"A,#% P&@& "==&= $P*<& "$ 7(/*A "A= 1I9T，@&%+&<$*6&#.；
79UF-；7(V；7( W 79X；8T）

898 脂肪酶用量对酶促酯化转酯化反应的影响

脂肪酶的用量直接影响到酶促酯化和转酯化反

应速率并决定最终转化率，脂肪酶用量存在着一个

最佳浓度范围。如图 ’ 所示，高酸值废油脂酶促反

应 8T 后酸价和转化率随着 5,6,-./789 用量的增大

而分别降低和提高，并逐步达到平衡。5,6,-./789
用量由 ’Q增加到 NQ时，反应后酸价和转化率变化

显著，酸价从 N9IL /C DEFBC 迅速的降低到 LI71 /C
DEFBC，最 终 转 化 率 从 77I8LQ 迅 速 的 提 高 到

K7IL8Q，此阶段酶用量的增加对酯化和转酯化反应

影响很大；而在 5,6,-./789 用量由 NQ增加到 1(Q
时，反应后酸价和转化率变化不明显，此阶段酶用量

的增加对酯化和转酯化反应几乎没有影响，说明反

应体系中的底物已经被 5,6,-./789 所饱和，再增加

酶用量几乎影响不到酯化和转酯化反应。综合考虑

节约酶制剂，5,6,-./789 的用量以废油脂质量 NQ
为宜。

89: 初始醇油比对酶促酯化转酯化反应的影响

初始醇油摩尔比的变化会影响到反应体系中底

物浓度的变化，理论上，初始醇油摩尔比越大，底物

初始浓度越高，酶促反应速率就越大，最终转化率就

可能达到更高。而在 5,6,-./789 催化高酸值废油

脂和丙醇发生酯化转酯化反应转化为生物柴油的过

程中，过量的丙醇有可能会对 5,6,-./789 产生失活

图 ’ 脂肪酶用量对酶促酯化转酯化反应的影响

M*C2 ’ Y??&<$ ,? #*+"%& "/,>A$% ,A &A-./&S<"$"#.-&=
&%$&@*?*<"$*,A "A= $@"A%&%$&@*?*<"$*,A

’( C P"%$& ,*#；*A*$*"$,@. /,#"@ @"$*, ,? +@,+"A,# $, ,*# 1 R 1，@&%*=>"# 1S
+@,+"A,#% P&@& "==&= $P*<& "$ 7(/*A "A= 1I9T，@&%+&<$*6&#.；79UF-；
7(V；7( W 79X；’T2

作用，所以初始醇油摩尔比并不是越大越好。如图

’ 所示，当初始醇油摩尔比由 1 R 1 提高到 ’ R 1 时，酯

化和转酯化反应初速率都逐步的提高，初始醇油摩

尔比由 ’ R 1 提高到 8 R 1 时，酯化和转酯化反应初速

率几乎没有差别，当初始醇油摩尔比提高到 7 R 1 时，

酯化和转酯化反应初速率反而都下降，说明反应体

系中丙醇开始过量，已经影响到 5,6,-./789 的活

性。此外，当初始醇油摩尔比分别为 1 R 1 和 ’ R 1 时，

由于不能及时向反应体系添加丙醇，酯化和转酯化

反应受丙醇含量的限制，反应后的酸价和转化率都

呈明显的阶梯状下降和增长。因此，当反应体系中

初始醇油摩尔比为 8 R 1 时，反应体系中的丙醇既能
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满足 !"#"$%&’() 所需的底物浓度，又可以避免过量

丙醇对 !"#"$%&’() 产生失活作用，与理论上废油脂

全部转化为生物柴油所需的醇摩尔数相等，简化了

操作过程，因此初始醇油摩尔比采用 ( *+ 为宜。

图 ( 醇油比对酶促酯化转酯化反应的影响

,-./ ( 011234 "1 -5-4-64"7% &"867 764-" "1 97"965"8 4" "-8 "5 25$%&2:36468%$2; 2<427-1-364-"5 65; 4765<2<427-1-364-"5
=>. ?6<42 "-8；@A !"#"$%&2’()；’)BC$；’>D；’> E ’)F；=G/

!"# 超声波对酶促酯化转酯化反应的影响

!"#"$ 超声波频率对酶促酯化转酯化反应的影响：

如图 ’ 所示，反应初期，=@BC$ 超声波频率下酶促转

酯化反应速率明显高于 ’)BC$ 频率下的，而酶促酯

化反应速率却相差不大，反应体系的最终平衡也没

有受到影响。酯化反应的速率无明显差别说明在较

低频率范围内，超声波产生的空化作用对反应体系

的乳化和传质的促进和强化作用的相差不大。类似

的，H46#6763G2［=］等 人 和 王 建 黎［’］等 人 分 别 在 比 较

’>BC$、=@BC$ 和 (IBC$、+IJKBC$ 两组低频超声波对

化学法生产生物柴油影响的研究中，发现了相同的

现象。但是，超声波频率的变化可能会改变稳态空

化泡［++，+=］在振动过程中产生的辐射压力和微射流对

!"#"$%&’() 酶分子的影响，在更低频率 =@BC$ 的超

声波下，有利 !"#"$%&’() 酶分子形成转酯化活性更

强的空间构象，因此能够在反应初期迅速的催化高

酸值废油脂中少量的甘油酯（约 =>A质量比）发生

转酯 化 反 应。综 上，超 声 波 频 率 采 用 较 低 频 率

=@BC$ 为宜。

图 ’ 超声波频率对酶促酯化转酯化反应的影响

,-./ ’ 011234 "1 172LM253% "1 M8476<"5-3 "5 25$%&2:36468%$2; 2<427-1-364-"5 65; 4765<2<427-1-364-"5
=>. ?6<42 "-8；@A 5"#"$%&’()；-5-4-64"7% &"867 764-" "1 97"965"8 4" "-8：(*+；’>D；’> E ’)F；=G/

!"#"! 超声波功率对酶促酯化转酯化反应的影响：

超声波功率的改变会影响到超声波能量，能量温和

的超声波能提高酶的活力，能量剧烈的超声波会破

坏酶分子结构，造成酶的失活［+=，+(］，因此实验将超声

波功率控制在 +>>D 的范围内。如图 ) 所示，超声

波功率由 ’>D 向 @>D 增加时，酶促酯化和转酯化反

应速率都随之增加，反应平衡时间缩短，说明此超声

波功 率 范 围 内，超 声 波 能 量 的 提 高 有 助 于 提 高

!"#"$%&’() 的催化活性和进一步强化反应体系中质

量传递作用。而 @>D 和 +>>D 超声功率下酶促反应

初速度和反应平衡时间相差不大，说明此阶段超声

能量的提高对 !"#"$%&’() 和反应体系的影响作用

)=++王建勋等：超声波辅助下脂肪酶催化高酸值废油脂制备生物柴油



逐渐饱和。综上，在 !"#$% 超声波频率下，超声波功 率采用 &’’( 为宜。

图 ) 超声波功率对高酸值废油脂酶促酯化转酯化反应的影响

*+,- ) .//012 3/ 43506 3/ 78269:3;+1 3; 0;%<=0>19298<%0? 0:206+/+192+3; 9;? 269;:0:206+/+192+3;
!’, 59:20 3+8；"@ ;3A3%<=BC)；+;+2+9236< =3896 692+3 3/ 46349;38 23 3+8：C D&；!"#$%；B’ E B)F；!G-

!"# 超声波对酶促酯化转酯化反应的强化作用

如图 H 所示，和单纯机械搅拌相比，超声波辅助

条件下，提高了酶促酯化和转酯化反应速率，尤其是

转酯化反应速率提高明显，反应 )’=+; 后将单纯机

械搅拌条件下达到的最高转化率 "BIBC@和混和产

物最低酸价 &"IC=,JK$L, 分别提高到 MBI"H@和降

低到 NI)!=,JK$L,。此外，从两种反应条件下回收

的 O3A3%<=BC) 的外观上看，单纯机械搅拌条件下回

收的 O3A3%<=BC) 上吸附了较多的黏性物质和油，存

在严重的结块现象，而超声波辅助条件下回收的

O3A3%<=BC) 外观干净，颗粒分散良好，便于洗涤和再

次利用。一般认为，超声波对酶促反应主要有两方

面的促进作用［&&，&!，&B］，一是低频率能量温和的超声

波产生的空化作用是稳态空化作用，稳态空化过程

中产生的稳态空化泡在振动过程中引发的辐射压力

和微射流，使其周围的悬浮的酶生物大分子的构象

发生改变，可能会使酶分子的构象更加合理，外观上

其活性升高；二是在超声波的空化作用和机械传质

作用下，反应体系中底物和产物分子以较高的频率

振动，使固定化酶活性中心与底物的接触频率大大

提高，同时也加快产物的释放，从而使固定化酶的表

观米氏常数减少，外观上反应速率增加。在 !"#$%，
&’’( 超声波作用下，O3A3%<=BC) 形成了酯化和转酯

化催化活性更高的构象，提高了底物游离脂肪酸、甘

油酯和醇与 O3A3%<=BC) 酶活性中心的接触几率，使

产物丙酯和少量甘油迅速的与酶分离扩散到反应体

系中，同时机械振动作用还避免和减少了少量副产

物甘油在载体表面上的吸附，从而提高了酶促反应

速率，使反应进行的更加彻底。

图 H 超声波对酶促酯化转酯化反应的强化作用

*+,- H P;20;:+/<+;, 0//012 3/ 78269:3;+1 3; 0;%<=0>19298<%0? 0:206+/+192+3; 9;? 269;:0:206+/+192+3;
Q8269:3;+1 9::+:29;2：!’, 59:20 3+8；"@ ;3A3%<=BC)；+;+2+9236< =3896 692+3 3/ 46349;38 23 3+8：CD&；!"#$%；&’’(；B’ E B)F；!G- R3;A0;2+3;98 =01G9;+198
9,+292+3;：B)F；CI)G；2G0 60:2 13;?+2+3;: 5060 2G0 :9=0 9: 2G92 3/ 78269:3;+1 9::+:29;2 -

!"$ 不同碳原子数（%& ’ %#）的短链醇的反应特异

性

为了避免过量甲醇乙醇等低碳醇对酶催化反应

的抑制作用，反应过程中采用分流加入甲醇和乙醇

的方式。不同碳原子数的短链醇在超声波辅助反应

条件下反应 ! G 后的转化率见图 N。异丙醇转化率

较低的原因可能是叔醇增大了空间位阻，反应活性

要低于伯醇，而其他几种短链醇均能以较高的转化
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率与高酸值废油脂反应生成相应的脂肪酸烷基酯生

物柴油，说明直链醇和支链醇的反应活性相差不大。

在其他研究中，!"#$%&% 等［’(］以煎炸废油为原料，分

别采用间歇式和连续式生产方式在分流添加甲醇的

条件下酶催化反应 )* " 后，转化率达到 +,-).。谭

天伟［’/］等人利用在正庚烷介质中大孔树脂吸附固

定的自主选育假丝酵母 ++0’1( 脂肪酶采用分流加

入甲醇的方式，甲酯化率可以达到 +2-3.。4567［’2］

等人利用 8595:;$)3( 催化棉子油与不同醇转酯化

反应 2" 后，异戊醇的转化率最高达到 +).，而异丙

醇的转化率仅为 21-3.。!%<#6［+］等人利用固定在硅

藻土上的 ! = "#$%"&% 脂肪酶催化甘油三油酸酯与丙

醇、异丙醇、丁醇、异丁醇及戊醇异构体混和醇转酯

化反应 ’1" 后，转化率可以达到 ’,,.。实验中不同

碳原子数的短链醇在较短的反应时间内获得较高转

化率可能有两方面的原因：一是实验采用的高酸值

废油脂与其他研究采用的精炼油、毛油或废油脂有

所差别，其中游离脂肪酸高达 *,.左右，酶催化反

应主要以酯化反应为主，副产物甘油生成较少，减轻

了甘油对脂肪酶的毒害作用；二是超声波辅助对反

应的强化作用。综上，此方法在短链醇的选择上具

有宽广的适应性，适用于范围很广的直链或支链醇

和高酸值废油脂反应转化为生物柴油。这样可以降

低对醇原料的要求，有望能够利用杂醇油等工业废

醇，进一步降低生产成本。

图 2 不同碳原子数（>’ ? >(）的短链醇的反应特异性

@#A= 2 !B7C#D#C#E#76 5D &#DD7F7GE 6"5FE C"%#G %<C5"5<6
’,A H%6E7 5#<；*. 8595:;$)3(；#G#E#%E5F; $5<%F F%E#5 5D %<C5"5< E5 5#<：
’I’ %G& F76#&J%< %<C5"5<6 H7F7 %&&7& EH#C7 %E 3,$#G %G& ’"；1*KL:；
’,,M；), ? )(N；1"=

!"# 固定化脂肪酶 $%&%’()*+, 操作的稳定性

脂肪酶制剂高昂的成本是制约酶催化生产生物

柴油产业化一个重要的因素，固定化脂肪酶的回收

再利用是降低脂肪酶成本的关键手段，因此，固定化

脂肪酶操作的稳定性是脂肪酶催化生产生物柴油研

究中一个重要方面。在上述超声波辅助反应条件

下，将每批次回收的 8595:;$)3( 利用少量的正己烷

和丙酮交替洗涤，在相同的条件下重复使用，考察了

8595:;$)3( 操作的稳定性，结果见图 *，8595:;$)3(
在连续使用 ’, 个周期，催化活性基本无变化。

图 * 固定化脂肪酶 G595:;$)3( 操作稳定性

@#A= * OB7F%E#5G%< 6E%P#<#E; 5D G595:;$)3( #G 76E7F#D#C%E#5G
%G& EF%G676E7F#D#C%E#5G 5D "#A" %C#& 9%<J7 H%6E7 5#<

H#E" E"F5JA" %66#6E%GE 5D J<EF%65G#C
1,A H%6E7 5#<，*. 8595:;$7)3(，#G#E#%E5F; $5<%F F%E#5 5D BF5B%G5< E5 5#<：
3 I’，1*KL:，’,,M，), ? )(N，1"=

+ 结论

超声波辅助下，来源于 ’ = ()*+%# 的商品化固定

化脂肪酶 Q#B5:;$7 RQ ST 和来源于 , = %-.%)".&"% 的

商品化固定化脂肪酶 8595:;$)3( 对酶催化高酸值

废油脂转化为生物柴油是一种高效催化剂。在能量

温和的低频率超声波辅助下，8595:;$)3( 可以高效

催化高酸值废油脂与丙醇等短链醇发生酯化和转酯

化反应转化为生物柴油。与单纯机械搅拌相比，提

高了酶促转化反应速率，促进了反应平衡的正向移

动。在 8595:;$)3( 用 量 为 高 酸 值 废 油 脂 质 量 的

*.，初始醇油摩尔比为 3 I ’，超声波频率和功率分

别为 1*KL: 和 ’,,M，反应温度控制在 ), ? )(N的反

应条件下，反应 (,$#G 后，酸值为 ’(2$A 4OLUA 的高

酸值废油脂和丙醇酶促生产生物柴油的转化率为

+)-*/.。在此条件下，不同碳原子数（>’ ? >(）的直

链和支链醇均能以很高的转化率与高酸值废油脂反

应生成生物柴油，此工艺在短链醇的选择上具有宽

广的适应性。回收的 8595:;$)3( 较单纯机械搅拌

下回收的外观干净，黏性物质和油吸附较少，分散良

好且无结块现象，易于洗涤和再次利用，具有良好的

操作稳定性。能量温和的低频率超声波在酶催化生

产生物柴油中极具应用潜力，而在此基础上如何实

现工业杂醇的利用将是一个很有价值的课题。
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中国工业生物技术发展高峰论坛·CDDI
《生物工程学报》专刊征文通知

继 CDDY 年 ! 月首次中国工业生物技术发展高峰论坛成功召开之后，中国科学院生命科学与生物技术局将携手科技部中

国生物技术发展中心、天津市科委、中国生物工程学会于 CDDI 年 K 月在天津共同主办“中国工业生物技术发展高峰论坛·

CDDI”。为传播会议成果，促进我国工业生物技术领域的交流和发展，《生物工程学报》将特辟专刊，于会后推出“工业生物技术

创新与发展”———中国工业生物技术发展高峰论坛·CDDI 专集。现面向国内外相关的专家学者和研发人员公开征集稿件，经

专家评审后，优秀论文将在专刊上发表。并从中遴选出一定数量的优秀论文，在“中国工业生物技术发展高峰论坛·CDDI”上作

会议报告。

专刊主题：工业生物技术创新与发展

一、征文范围：

本专刊收录如下研究方向的论文，但不限于此：生物炼制和生物基化学品；微生物基因组学和生物信息学；代谢工程与抗

生素创新药物研发；纳米科学与现代工业酶技术；生物炼制细胞工厂的基础与应用；生物催化与生物转化；工业生物过程技

术；等等。

二、投稿要求：

G, 投稿方式：请将稿件电子版直接发送至生物工程学报邮箱：(a8b (<, +(, (1。（注意投稿时，请在主题栏注明“工业生物

技术专刊”字样。）

C, 稿件格式：参照《生物工程学报》论文格式（学报网站上提供了论文模板，可下载）。

!, 投稿文章应未在正式出版物上发表过，也不在其他刊物或会议的审稿过程中，不存在一稿多投现象；保证投稿文章的

合法性（无抄袭、剽窃、侵权等不良行为）。

K, 其他投稿须知请参阅《生物工程学报》投稿须知（#..F：cca0$;1+: , )<, +(, (1 c(a8）。

E, 专刊投稿文章不收审理费；录用刊发文章将按照《生物工程学报》相关规定收取版面费并提交版权承诺书；发表之后，

按照《生物工程学报》相关规定支付作者稿酬，并赠送样刊及单行本。

三、截稿日期：CDDI 年 ! 月 GE 日

四、《生物工程学报》编辑部联系方式：=Q<+):：(a8b )<, +(, (1；&2:：DGDQRKIDYEDX
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