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综  述                                                               

酶法合成生物柴油工业化研究进展 

谭天伟 1，鲁吉珂 1,2，聂开立 1，张海霞 1，邓利 1，王芳 1 
1 北京化工大学生命科学与技术学院 北京市生物加工过程重点实验室，北京 100029 
2 郑州大学生物工程系，郑州 450001 

摘  要: 介绍了北京化工大学近年来酶法合成生物柴油工业化研究的结果。主要内容包括以下几个方面：高产脂肪酶

菌株的选育、脂肪酶发酵工艺优化及放大、脂肪酶固定化方法、酶反应器放大、生物柴油分离精制及副产物甘油综合

利用。该脂肪酶假丝酵母 Candida sp. 99-125 在 5 m3 罐发酵活力不低于 8 000 IU/mL，然后将该脂肪酶吸附固定在织物

膜上并进行表面改性，用于搅拌罐式反应器生产每吨甲酯的需酶量仅为 4.2 kg，产品经分离精制调质后，其各项指标完

全符合德国生物柴油生产标准。副产物甘油可用于 1,3-丙二醇发酵，30 L 发酵罐中 1,3-丙二醇的产量可达到 76.1 g/L。 

关键词 : 生物柴油，酶催化转化，脂肪酶固定化，1,3-丙二醇联产 

Progress on biodiesel production with enzymatic catalysis  
in China 
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Abstract:  This paper reports the progress of biodiesel production with enzymatic catalysis in Beijing University of Chemical 
Technology, one of the leaders in biodiesel R & D in China, which includes screening of high-yield lipase production strains, 
optimization and scale-up of the lipase fermentation process, lipase immobilization, bioreactor development and scale-up, biodiesel 
separation and purification and the by-product glycerol utilization. Firstly, lipase fermentation was carried out at industrial scale with 
the 5 m3 stirred tank bioreactor, and the enzyme activity as high as 8 000 IU/mL was achieved by the species Candida sp. 99-125. 
Then, the lipase was purified and immobilized on textile membranes. Furthermore, biodiesel production was performed in the 5 m3 
stirred tank bioreactor with an enzyme dosage as low as 0.42%, and biodiesel that met the German biodiesel standard was produced. 
And in the meantime, the byproduct glycerol was used for the production of 1,3-propanediol to partly offset the production cost of 
biodiesel, and 76.1 g/L 1,3-propanediol was obtained in 30 L fermentor with the species Klebsiella pneumoniae. 
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随着经济的发展和人民生活水平的提高，人类

对能源的需求量持续上升，而在所有能源消费中一

直居榜首的石化能源储量有限。从能源安全和环境

保护的角度考虑，发展石油替代能源是世界许多国

家缓解能源供应紧张、应对气候变暖 (温室气体减

排) 的重要举措 [1]。生物质能源除了可再生和清洁

外，它是可以直接大规模生产和替代运输燃料的能

源产品，兼有提供能量和物质性生产 (生物基产品) 

的功能。生物质能以有机废弃物或污染物为原料，

可实现资源的循环利用与保护环境相结合。 

生物柴油 (Biodiesel，fatty acid methyl esters) 

是以油脂和短链醇为底物，经过酯交换反应而得到

的脂肪酸短链醇酯。生物柴油环境友好、安全环保、

燃烧性能优异，是一种绿色可再生的生物质能源。

生物柴油中有害物质 (硫和灰分等) 的含量仅为中

质烟煤的 1/10 左右，采用生物柴油燃烧尾气中颗粒

物为石化柴油的 20％，有毒有机物排放量仅为 1/10，

无 SO2、铅等有毒物质的排放。因此，生物柴油的

开发利用是一种高度清洁的能源技术，是减少温室

气体排放，防止全球环境恶化的一种有效选择。生

物柴油也日益成为一种重要的可再生燃料油，用其

替代石化柴油已成为国内外能源发展的必然趋势，

在我国也同样拥有巨大的市场潜力和发展前景。 

目前合成生物柴油最常用的方法是以油脂和短

链醇类进行酯交换反应合成脂肪酸短链醇酯。酯交

换反应也称为醇解，类似于水解的过程，用一种醇

置换酯分子中的醇，从而降低底物油脂的粘度。如

果甲醇用于上述反应中，则称之为甲醇解。油脂中

主要成分是三甘酯，一分子三甘酯与三分子甲醇在

催化剂或高温高压下酯交换，生成三分子脂肪酸甲

酯和一分子甘油，其反应可用下面的方程式表示： 
 

Triglyceride + 3CH3OH            Glycerol + 3RCOOCH3 
三甘酯     甲醇                甘油   脂肪酸甲酯 

 
醇解反应可以由碱、酸或酶催化剂来催化完成。碱

催化剂包括 NaOH、KOH、碳酸盐和钠、钾的对应

醇类化合物，如甲醇钠、乙醇钠等。硫酸、磺酸和

盐酸通常被用作酸性催化剂，脂肪酶也经常作为生

物催化剂使用。由于碱催化的转酯化反应比酸催化

和酶催化的反应速率快，反应时间较短，其在实际

生产中应用最广。但同时化学法也有一些缺陷，比

如高能耗、甘油分离较困难、催化过程及产物分离

精制过程会产生许多废液等[2]。 

酶法合成生物柴油，是利用脂肪酶能够催化转

酯化反应的功能，完成酯交换反应的工艺。酶法具

有反应条件温和、环境友好、可处理多种油脂、副

产物少、产品易提取和精制等优点，目前已成为生

物柴油研究的重要发展方向 [3]。但目前制约酶法合

成生物柴油的关键在于催化剂脂肪酶的成本较高；

底物甲醇、乙醇等短链醇对脂肪酶活力存在着较强

的抑制作用，脂肪酶在短链醇中容易失活，催化剂

的寿命较低；反应过程中产生的副产物甘油附着在

脂肪酶表面，阻碍了底物和催化剂接触，从而降低

反应效率。为了提高脂肪酶的操作稳定性、降低催

化剂使用成本，前人做了大量的研究工作。首先采

用各种固定化酶的手段，提高生物催化剂的使用寿

命[4]。为了减弱甲醇等短链醇对脂肪酶的毒性，经

常采用以下 3 种策略：甲醇分批加入、溶剂选择和

酰基受体的选择。其中分批加入甲醇的方式便于实

现，可有效降低甲醇浓度从而提高最终反应转化率，

因此应用很广[5]。此外，也有研究者采用叔丁醇体

系来改善甲醇和甘油在油脂中的溶解度，避免甲醇

毒性和甘油附着，因此该体系中酶操作稳定性良

好[6]。乙酸甲酯代替甲醇参与反应，也可有效避免

极性底物对脂肪酶的毒性，但反应速率较慢 [7]。总

体来说，脂肪酶催化合成生物柴油的很多研究仍处

于实验室阶段，脂肪酶成本仍然较高，高效稳定廉

价的脂肪酶的生产和制备仍然是制约工业化酶法生

产生物柴油的关键所在。 

本课题组经过多年选育，得到了适合脂肪酸酯

的专一性的假丝酵母脂肪酶，并开发出一种新的膜

固定化方法，将该脂肪酶固定在织物膜上。该固定化

脂肪酶是目前国内外用于酯化反应性价比较好的脂

肪酶，大大降低了酶法合成生物柴油的催化剂成本。 

1  脂肪酶菌种选育及发酵生产 

首先针对得到的原始菌株，采用化学诱变技术，

选育得到高产假丝酵母脂肪酶菌种 Candida sp. 

Catalyst
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99-125。根据脂肪酶的部分氨基酸序列设计引物，

PCR 扩增得到脂肪酶成熟肽序列，该脂肪酶成熟肽

氨基酸序列由 301 个氨基酸组成。将该序列克隆到

pPICZαA 载体中，然后转化到毕赤酵母中进行脂肪

酶的分泌重组表达。将重组质粒转化毕赤酵母

GS115 后，利用质粒 pPICZαA 上的 Zeocin 筛选标

记，通过高抗生素浓度 (500 μg/mL Zeocin) 成功筛

选得到脂肪酶高产菌株 YlLip 的 2 个多拷贝菌株[8]。

摇瓶产酶实验证实，胞外重组脂肪酶活性可达到

350 U/mL；在 5 L 发酵罐内发酵液中酶活达到

11 000 U/mL，重组蛋白含量达到了 2.3 g/L 发酵液。

优良菌株的选育和对应基因工程菌的构建为大规模

发酵生产高活力脂肪酶奠定了基础。 

研究发现利用油脂诱导脂肪酶合成方法，可以

显著提高脂肪酶产量，用界面响应方法优化了脂

肪酶发酵工艺，小罐脂肪酶产量可达 9 000 IU/mL

以上 [9]。在 1 m3 生产罐中成功地进行了放大试验，

脂肪酶发酵水平达到 8 200 IU/mL，在此基础上进一

步放大至 5 m3 发酵罐，脂肪酶活力均不低于

8 000 IU/mL。发酵水平的提高大大降低了催化剂的

成本，脂肪酶的成本已降至 60 元/kg。 

2  脂肪酶固定化 

吸附法固定化酶具有操作简单、载体便于重复

利用、酶活损失小以及成本较低等优点，是目前最

普遍采用的一种固定化方法。我们自主开发的固定

化酶为一种新的膜固定化方法，用廉价的织物布，

经过表面改性，将该脂肪酶固定在织物膜上。并进

一步研究了织物膜表面亲疏水性对固定化酶酶活和

稳定性的影响，利用疏水界面的活化作用提高固定

化酶在有机相中的催化活性。利用改性剂对载体进

行表面处理，提高载体的表面疏水性。经表面改性

后载体制备的固定化酶，在 10％(V/V) 的高含水量

体系中仍然保持高催化活力，重复使用稳定性提高

1 倍，大大提高了生物柴油酶促合成体系中脂肪酶

的耐受性。 

3  生物柴油反应器及放大 

在脂肪酶的高效表达系统构建、脂肪酶发酵工

艺优化和新型固定化方法的研究基础上，将该固定

化酶布应用在生物柴油反应器中。将酶布平铺在 36

目的不锈钢丝网上，卷成紧密的筒状，放入填充床

反应器中，反应器外有夹套通过水浴保持 35℃~40℃

恒温。反应底物在 40℃下充分搅拌，溶解混匀后由

反应器底部打入填充床，反应液经填充床后由顶部

流出。以此种形式填充在减小流体的压力同时又起

到了液体再分布器的作用。该反应器具有操作压力

小、反应液体在反应器内分布均匀、固定化酶利用

率高等优点。对于植物油及废油等原料生产生物柴

油转化率均可达到 90％以上，最高转化率可以达到

96％。在优化反应条件下，该固定化酶在可连续使

用 10 d 以上，显示了良好的操作稳定性[10]。 

由于该固定化酶催化生物柴油反应时间较长，

尝试采用搅拌罐式反应器来提高脂肪酶的使用效

率。在实验室 5 L 三口烧瓶试验基础上，将反应器

放大 40 倍，搅拌罐体积放大至 200 L。投入 150 kg

原料油，投入 480 g 酶，在最优条件下，产物中甲

酯含量为 85％。进一步将反应器放大至 1 m3 规模，

每次投入原料油 818 kg (酸价 133 mg KOH/g)，固

定化酶 3.2 kg，在最优反应条件下，最终产物酸价

24.97 mg KOH/g，甲酯含量达到 85％。经过计算，

该放大实验生产每吨甲酯的需酶量为 4.2 kg 酶/t 甲

酯，结果重复性良好。在工业规模 5 m3 搅拌罐上进

一步放大，也得到了相似的结果，表明该方法在工

业上是非常可行的。 

4  生物柴油分离及精制 

针对生物柴油的分离精制，采用降膜蒸器发串

联刮板式薄膜蒸发器的工艺。利用降膜蒸发器来分

离除去粗产品的甲醇、水等低沸点物质，然后利用

刮板式薄膜蒸发器或分子蒸馏装置来分离脂肪酸甲

酯即生物柴油。该方法分离后产品中甲酯含量大于

97％，方法收率大于 85％。分离之后的生物柴油粗

甲酯，经过脱酸、真空脱水，再加入调制其低温性

能与氧化稳定性能的降凝剂抗氧化剂之后，即得到

生物柴油产品。该工艺制得的生物柴油，其产品各

项指标完全符合德国生物柴油生产标准 (表 1)，生

产成本同化学法相当，但能耗和三废排放大大降低。 
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表 1  生物柴油产品质量检验 
Table 1  Report of the biodiesel product quality 

Items Analytical results Analytical methods

Density (20°C) 869 (kg/m3) GB/T 2540 

Kinematic viscosity (40°C) 4.39 (mm3/s) ASTM D445 

Flash point (Closed cup) 169 (°C) ASTM D93 

Sulfur 0.0005 (wt, %) SH/T 0689b 

Acid value 0.26 (mg KOH/g) GB/T 7304 

Methyl esters content >98% (wt, %) GC 

Carbon residue <0.05 (wt, %) ASTM D4530 

Cetane number 73.6 GB/T 386 

Water content 0.029 (wt, %) SH/T 0246 

Copper strip corrosion  
(3 h 50°C) 1a ASTM D130 

Total glycerine Not detected ASTM D6584 

5  副产物甘油高附加值化 

为了进一步降低生物柴油的生产成本，将副产

物甘油进行选择性的脱羟基制备 1,3-丙二醇。以克

雷伯氏菌 Klebsiella pneumoniae 为研究对象，进行

了微生物代谢途径的改造，构建了一株高产 1,3-丙

二醇的重组克雷伯氏菌。之后将酶催化工段的废甘

油进行了预处理，通过简单的减压蒸馏浓缩除去甲

醇。摇瓶发酵结果显示，经过预处理的甘油溶液可

以用于 1,3-丙二醇发酵，且产物浓度与使用纯甘油

相当。然后在 30 L 发酵罐进行了批式发酵，最终发

酵液中 1,3-丙二醇的产量可达到 76.1 g/L。由此可

见，使用生物柴油副产物甘油作为原料用于 1,3-丙

二醇发酵，可以较好地实现甘油的综合利用，提高

产品的附加值，降低整个过程的成本。 

6  结论 

酶法合成生物柴油因为其反应条件温和、反应

过程绿色环保等优点，是近年来研究的热点。酶法

合成生物柴油的关键在于催化剂脂肪酶的活性和稳

定性。目前研究中应用较广的 Novozym435 脂肪酶

由于其成本较高，限制了其在工业生产中的应用。

我们经过多年研究，成功开发出一种新的高效假丝

酵母脂肪酶，通过菌种选育、基因工程菌构建、发

酵工艺优化及放大，最终在 5 m3 罐中脂肪酶发酵活

力不低于 8 000 IU/mL，脂肪酶的成本仅为 60 元/kg。

采用廉价的无纺布及丝绸布等，通过表面改性，成

功地使脂肪酶固定在廉价的膜布上，使用完后的膜

布洗涤后可重复使用多次。分别在固定床和搅拌罐

中进行生物柴油合成反应，自制的固定化脂肪酶显

示了良好的催化性能。生物柴油经分离精制调质后，

其产品各项指标完全符合德国生物柴油生产标准，

生产成本同化学法相当，但能耗和三废排放大大降

低。副产物甘油可以经过克雷伯氏菌发酵脱羟基制

备 1,3-丙二醇，降低整个生物柴油生产的工艺成本，

提高产品附加值。 
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