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反胶束体系中脂肪酶催化合成生物柴油 

刘伟东, 聂开立, 鲁吉珂, 谭天伟, 王 芳 
北京化工大学, 北京市生物加工过程重点实验室, 北京 100029 

摘  要: 本文采用了实验室自制的Candida sp.99-125 脂肪酶, 研究了其在丁二酸二酯磺酸钠(AOT)反胶束体系中, 催化

大豆色拉油合成生物柴油的新方法。考察了溶剂极性、AOT浓度、W0(水与表面活性剂质量比)、缓冲溶液pH值、温度

等因素对脂肪酶催化合成生物柴油的影响。研究结果表明: AOT/异辛烷反胶束体系为Candida sp.99-125 脂肪酶催化提供

了较为合适的微环境, 在W0为 11, 表面活性剂浓度为 50 mmol/L, 温度为 40℃, 缓冲液pH值为 7 的AOT/异辛烷反胶束

体系中, 醇油摩尔比为 3∶1, 摇床转速为 180 r/min, 采用 12h3 次流加 1 mol当量的甲醇, 单批最高酯转化率可以达到

90%。 
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Biodiesel Production by Lipase in Reversed Micellar Systems 

Weidong Liu, Kaili Nie, Jike Lu, Tianwei Tan, and Fang Wang 

Beijing Key Laboratory of Bioprocess, Beijing University of Chemical Technology, Beijing 100029, China 

Abstract: We used Candiada sp. 99-125 lipase in bis (2-ethylhexyl) sulfosuccinate (AOT) reversed micellar systems to produce 
biodiesel from soybean oil. We studied the effects of solvent, concentration of AOT, ratio of water and AOT, buffer pH, temperature 
and rotating speed on the transesterification. Results showed that AOT reversed micellar systems provided a suitable mi-
cro-environment for biodiesel production. The optimal parameters were: the ratio of water and AOT 11, AOT concentration 50  
mmol/L, temperature 40℃, pH 7, molar ratio of methano and oil 3, and rotating speed 180 r/min. The transesterification rate reached 

90% when a 3-step methanolysis protocol was used. 

Keywords: reversed micellar, lipase, biodiesel, transesterification 

反胶束是表面活性剂在非极性有机溶剂中自发

形成的纳米集聚体, 其内部可溶解水和其它水性分

子,反胶束具有独特的结构特征, 所成的膜能将油水

两相分开, 高度分散的反胶束体系不仅为酶催化提

供巨大的相界面 , 且避免了酶和周围有机相接触 , 

从而使酶保持较高活性[1]。 

脂肪酶(Lipase,EC3.1.1.3,甘油酯水解酶)是一种

作用于油水界面上的水解酶, 其底物油脂在水中不

易分散, 需借助于有机溶剂才能溶解, 而酶直接暴

露于有机溶剂中容易失活, 反胶束介质提高了脂肪
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酶的催化活性, 一方面, 反胶束介质能提供巨大的

油水相界面; 另一方面, 增溶于反胶束中的脂肪酶

又得到有效的保护, 而且反胶束在一定程度上还可

排除底物或产物对酶催化活性的抑制现象[2, 3]。聂开

立等 [4]人用织布固定脂肪酶来生产生物柴油; 邓利

等[5]用固定化脂肪酶通过酯化和酯交换两条工艺路

对色拉油催化合成生物柴油进行了初步研究; 但在

反胶束体系中用脂肪酶来生产生物柴油还尚未见 

报道。 

    本文采用丁二酸二酯磺酸钠(AOT)反胶束作为

酶的催化介质, 研究了 AOT 反胶束体系中, 实验室

自制的 Candida sp.99-125脂肪酶催化大豆色拉油合

成生物柴油的微环境, 考察了各个因素-溶剂极性、

水含量、温度、摇床转速等对酯转化率的影响。 

1  实验部分 

1.1  实验材料 
    大豆色拉油,福临门牌, 购于北京市场, 甲醇、

异辛烷、苯、正己烷、环己烷、庚烷(均为化学纯), 北

京试剂公司; Candida sp. 99-125脂肪酶(由实验室自

制),  磷酸缓冲液, 橄榄油(化学纯), AOT(丁二酸二

酯磺酸钠)纯度 96%。 

1.2  实验仪器 
  摇床 , 哈尔滨东联电子公司 ; 电子天平 , 塞多

利斯公司; GC-14A 气相色谱仪, 岛津公司; 空气发

生器, 氢气发生器, 北京东西电子研究所。 

1.3  实验方法 
1.3.1  AOT反胶束体系的制备 

  按照一定的比例先后向 50 mL平底烧瓶中加入

50 mmol/LAOT 异辛烷溶液和溶有 50 mg 脂肪酶

(24000 u/g)的缓冲溶液, 在振荡器上振荡 10 分钟, 

制成反胶束体系。 

1.3.2  基本反应体系 

  在 50 mL的具塞锥形瓶反胶束体系下依次加入

1 g大豆色拉油和 139.5 微升甲醇[4], 采用不同的流

加方式, 然后在 40℃密闭条件下振荡反应。在改变

不同的反应条件(温度、含水量、pH、摇床转速)下

进行实验。 

1.3.3  产物的分析 

产物采用气相色谱法分析, 利用 GC-2010 气相

色谱仪(日本岛津), DB1-1ht毛细管柱 0.25 mm×30 

m, Agilient),高纯氮作载气 , 二阶程序升温 , 柱温

100℃到 300℃, 升温速率 5℃/min。利用氢火焰离子

检测器, 检测温度 375℃, 气化室温度 370℃。 

1.3.4  酶活的测定 

采用橄榄油乳化液水解滴定法测定, 一个酶活

单位指在 40℃, pH 8.0 条件下, 每分钟内转化一微

摩尔底物的酶量, 酶的比活力指每克酶蛋白所具有

的酶活力。本文采用 3次平行测定。 

2  结果与讨论 

2.1  不同溶剂对反胶束体系酯转化率的影响 
有机溶剂的疏水性是影响反胶束体系中酯转化

率的主要因素, 不管酶在何种介质中催化反应, 都

需要一定量的水分来维持酶的催化构象和催化作用,

有机溶剂通过直接与酶相互作用或脱出表面的水影

响反应, 疏水性强的溶剂分子, 不易破坏酶分子的

水层, 且渗透到胶核的能力越差, 破坏酶分子构象

的能力就相对较小[6]。 

实验结果(见表 1)表明: 在本文所考察的五种有

机溶剂中 , 随着疏水性增强 , 酯转化率升高 , 在异

辛烷溶剂体系下 , 酯转化率达到了最高为 73.4%, 

疏水性(LogP)强的有机溶机比疏水性弱的有机溶机

更能发挥 Candida sp.99-125脂肪酶的催化活性, 因

此本文采用异辛烷作溶剂。 

2.2  表面活性剂(AOT)浓度对酯转化率的影响 
表面活性剂的浓度关系到反胶束的形成和酶的

催化活性。表面活性剂浓度要保证形成稳定的反胶

束体系的同时还要考虑对脂肪酶的毒害作用。浓度

太低 , 无法形成反胶束溶液 , 而浓度太高 , 阴离子

表面活性剂对脂肪酶有毒害作用, 抑制酶的活性。

如图 1所示, 表面活性剂浓度控制在 50 mmol/L时, 
 

表 1  溶剂对酯转化率的影响 
Table 1  Effect of solvent on transesterification rate 

Organic solvents Benzene Cyclohexane Hexane Heptane Isooctane 

Conversion rate/% 29.17 54.89 63.81 68.68 73.38 
LogP 2.0 3.2 3.5 4.0 4.5 
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即能维持反胶束的稳定又能保持酶的最高催化活性, 

在后续试验中采用 50 mmol/L的 AOT浓度。 

 
图 1  AOT浓度对酯转化率的影响 

Fig. 1  Effect of concentration of AOT on           
transesterification rate 

 
2.3  水与 AOT 质量比对反胶束体系下酯转化率

的影响 
    水含量和表面活性剂的质量比W0对反胶束体系

中酯转化率的影响如图 2 所示: 转化率随着W0的增

加而升高, W0为 11时, 转化率达到最高为 73.4%, W0

超过 11, 随着W0的增加, 转化率降低。从反胶束的

构成来说, 水含量的高低决定了反胶束水池直径的

大小, W0较小时, 反胶束水池尺寸较小, 不能完全容

纳下酶分子 , 导致部分酶分子在有机溶剂中失活 , 

W0值太大, 酶分子虽然能完全增溶于反胶束水池内, 

但反胶束的稳定性下降。从酶的角度而言, 当W0小

于 11 时, 整个反应体系含水量低, 反胶束体系中的

绝大部分水以表面活性剂结合, 而不能提供足够保

持反胶束里酶活性构象所需要的自由水, 导致酶的

活力不高。对于本实验, W0为 11是最佳的水分含量

值。 
 

 
图 2  水与 AOT质量比对酯转化率的影响 
Fig. 2  Effect of ratio of water and AOT on 

transesterification rate 
 

2.4  温度对反胶束体系酯转化率的影响 
 温度对酯转化率的影响如图 3 所示: 在较低的

温度范围内 , 随温度升高 , 酯转化率升高 , 温度为

40℃时, 转化率达到了最高为 73.4%, 超过 40℃后, 

酯转化率降低 , 一方面可能是反胶束结构不稳定 ; 

另一方面是温度升高改变了酶的活性构象, 酶活降

低。当温度升至 50℃时, 转化率仅有 51.5%, 说明反

胶束体系中 Candida sp.99-125脂肪酶的活性对高温

相对较敏感。因此在实验中采用 40℃为最佳的反应

温度。 

 
图 3  温度对酯转化率的影响 

Fig.3  Effect of temperature on transesterification rate 
 
2.5  反胶束体系中缓冲液 pH 值对酯转化率的影

响 
反胶束体系核心水团的pH值决定酶分子和反胶

束膜所带电荷的种类, 所以, pH值不仅决定酶的催

化构象和在反胶束体系中的溶解能力等, 而且其变

化也可能引起酶分子与反胶束膜之间相互作用的改

变, 从而多方面地影响酶的催化活力[7]。 

如图 4 所示: 随着 pH 值增加, 酯转化率升高, 

pH值为 7时到达 72.3%, 超过 7, 转化率又随着 pH  

 
图 4  pH值对酯转化率的影响 

Fig.4  Effect of pH value on transesterification rate 
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值得增加而降低。脂肪酶分子上有许多酸性、碱性

氨基酸的侧链基团, 它随着pH的变化处于不同的解

离状态, 直接影响底物的结合和进一步反应, 从而

影响酶的活性[8], 即体系pH的改变将引起酶构象的

变化, 导致酶的催化活力改变。本实验采用pH值为

7的缓冲液。 

2.6  反胶束体系中底物摩尔比对酯转化率的影响 
底物的摩尔比对酯化率的影响如图 5 所示: 随

着醇和油的摩尔比增大, 酯转化率升高, 当甲醇和

油的摩尔比达到 3∶1 时 , 酯转化率达到最高为

82.7%, 底物摩尔比继续增加 , 酯转化率迅速降低 , 

到 5∶1时, 酯转化率仅为 6.5%。随着甲醇浓度的增

加 , 反应向正方向进行 , 酯转化率升高 , 甲醇浓度

继续增加, 超过一定量时, 较高甲醇浓度降低了酶

的活性, 酯化率随之降低。在后续试验中, 采用甲醇

与油的摩尔比为 3∶1较为理想。 

 
图 5  油醇摩尔比对酯转化率的影响 

Fig. 5  Effect of molar ratio of methanol and oil on 
transesterification rate 

 
2.7  摇床转速对反胶束体系下酯转化率的影响 
    摇床转速影响着反胶束体系下酶催化反应的传

质和传热, 同时还影响底物和酶的接触几率。如图 6

所示: 随着转速增加, 酯转化率升高, 到 180 r/min

时, 酯转化率达到最大为 75.6%, 但随着转速的进 

 
图 6  转速对酯转化率的影响 

Fig. 6  Effect of rotate speed on transesterification rate     

一步增加, 酯转化率略有降低。转速升高, 更多的底

物易与反胶束中的酶接触, 增加了酶的活性; 但转

速继续增加, 反胶束的稳定性可能受到影响, 各胶

束之间的碰撞几率增加, 导致反胶束破裂重新并合

和形成, 使得部分酶在有机溶剂中失活。在试验过

程中, 摇床转速控制在 180 r/min。 

2.8  甲醇流加对酯转化率的影响 
    如图 7 所示: 本试验对同一反应采用不同的甲

醇流加方式来研究甲醇对酯转化率的影响。采用 1

次甲醇流加, 酯转化率仅达到 74.1%, 在 3次流加后, 

酯转化率高达 90.7%, 采用多次流加后, 转化率没

有明显的变化。在转酯化过程中, 较高浓度甲醇容

易进入反胶束内部的水相, 对酶产生毒害作用, 直

接影响着酶的活性。所以在后续的试验过程中, 考

虑到经济可行, 采用 3次流加 1 mol当量的甲醇较为

理想。 
 

 
图 7 甲醇流加对酯转化率的影响 

Fig.7  Effect of adding methanol on transesterification rate 

3  结语 

    AOT 反胶束体系为 Candida sp.99-125 脂肪酶催

化大豆色拉油合成生物柴油提供了合适的微环境。通

过试验 , 证实了利用实验室发酵提取的脂肪酶

(Candida sp.99-125脂肪酶)在 AOT/异辛烷反胶束体系

下, AOT浓度为 50 mmol/L, 水与表面活性剂质量比为

11, 温度为 40℃, pH值为 7, 醇油摩尔比为 3∶1, 摇床

转速为 180 r/min, 采用 12小时 3次流加 1 mol当量的

甲醇, 最高酯转化率可以达到 90%。反胶束体系下脂

肪酶的重复利用和动力学研究正在进行中。 
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多途径开发优质生物能源 

人们很熟悉从生物质，特别是一些有机废弃物如农业秸秆、树枝落叶等，通过生物技术途径生产醇类

燃料等产品，如乙醇、甲醇及其他等等。这是一个长期探究的方向。从物质循环再利用、循环经济的发展

以及人类生存环境及其保护方面思考，把握这个方向，既有现实意义，又有长远之所需。美国威斯康星大

学研究人员开发一种新的液体燃料，即从植物的果糖转化成二甲基呋喃液体燃料，其能量密度和石油相当，

比乙醇高 40%。植物果糖不仅可从一些水果如苹果、柑桔等获取果糖，亦可从那些废弃植物（如纤维素等）

糖转化索取果糖，借助酶技术将其转化成可以燃烧产生能量的燃料（如同石油一样高效能的燃料），也即果

糖转化成二甲基呋喃的液体燃料。据研究人员称，目前，乙醇是唯一大规模生产的可再生液体燃料，但也

有一些不足，它的能量密度相对较低、易挥发、会吸收空气中的水分而受污染；而且将乙醇与水分分离的

蒸馏过程消耗大量能量。尽管如此，“混合乙醇”燃料已商品化，在实际应用中有所发展。因此，二甲基呋

喃液体燃料的优越性日益引起注意，它不仅能量含量高，而且没有植物乙醇的缺点。它不吸水，而且挥发

性弱，储存起来更方便。虽然目前这种液体燃料的产业化、商业化仍面临一些困难，但因其既有助于降低

对石油的依赖、又可以与石油燃料相媲美的优越性，研究人员将致力于克服这些困难，使其发挥更大的    

作用。 
（柯  为） 
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