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固定化脂肪酶催化毛棉籽油制备生物柴油 

刘伟涛, 周丽亚, 姜艳军, 高静 

河北工业大学化工学院, 天津 300130 

摘  要: 研究了固定化脂肪酶 Lipozyme TL IM 和 Novozym 435 催化毛棉籽油和乙酸甲酯制备生物柴油的过程。通过向

反应体系中添加甲醇, 可减少乙酸的抑制, 明显提高生物柴油得率, 确定最佳反应条件为: 正己烷作溶剂, 乙酸甲酯与

油摩尔比 9:1, 添加油重 3%的甲醇、油重 10%的 Lipozyme TL IM 和 5%的 Novozym 435 复合使用, 温度 55°C, 反应 8 h, 

生物柴油得率达到 91.83%。最后探索了酶催化毛棉籽油合成生物柴油的动力学, 得到动力学方程。 
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Immobilized lipase-catalyzed synthesis of biodiesel from crude 
cottonseed oil 
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Abstract: We investigated the transesterification of crude cottonseed oil with methyl acetate to biodiesel, by using Lipozyme TL IM 

and Novozym 435 as catalysts. Results showed that the biodiesel yield significantly increased with the addition of methanol into the 

reaction system, and the highest biodiesel yield of 91.83% was achieved with the optimum conditions as follows: n-hexane as solvent, 

molar ratio of methyl acetate to oil 9:1, 3% methanol based on the oil mass to inhibit the creation of acetic acid, 10% Lipozyme TL 

IM and 5% Novozym 435 as catalyst based on the oil mass, reaction temperature 55°C and reaction time 8 h. Additionally, we 

explored the kinetics of lipase-catalyzed crude cottonseed oil to biodiesel, and proposed a kinetic model. 
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生物柴油是动植物油脂与短链醇等通过转酯反

应得到的长链脂肪酸单酯的混合物 [1], 与普通柴油

相比, 生物柴油具有可再生、环境友好等优点[2-4]。

目前工业生产生物柴油大多使用碱催化的化学方

法[5], 但是化学方法对原料油要求高、污染大、能耗

高。酶催化法很好地解决了化学方法的这些问题 , 

是更具竞争力的新工艺[6-8]。 

目前制约生物柴油发展的主要因素是原料油供

应不足。棉籽油中含有对人体有害成分(如棉酚)而不

被食用, 且我国是世界产棉大国, 选用棉籽油作为

原料 , 充分利用了现有资源 , 与可食用油相比 , 又

降低了成本[9]。碱催化精制棉籽油合成生物柴油的

文献已有报道[10], 但是碱催化方法的不足限制了其

应用。Royon 等[11]用精制的棉籽油为原料, 在固定

化脂肪酶 Novozym 435催化下制备生物柴油。虽然

生物柴油的得率较高, 但棉籽油在精制(脱酸、脱臭)
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过程中有效成分(游离脂肪酸和甘油酯)大量流失 , 

不但造成了原料的浪费, 而且增加了生产工序。以

未经脱酸、脱臭的棉籽油毛油为原料制备生物柴油

的方法还未见报道。乙酸甲酯作为酰基受体已有报

道 [12], 相对甲醇而言, 乙酸甲酯对酶的活性影响较

小, 故选择乙酸甲酯作为酰基受体。由于毛油中游

离脂肪酸较多, 易与乙酸甲酯反应生成乙酸, 乙酸

能降低酶周围环境的 pH, 且能与酶活性中心的氨基

酸反应使酶失活[13], 通过添加适量的甲醇可抑制乙

酸的生成。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料  

固定化脂肪酶 Lipozyme TL IM和 Novozym 435

购于诺维信公司; 棉籽油产于山东临清; 脂肪酸甲

酯标准品: 棕榈酸甲酯、硬脂酸甲酯、油酸甲酯和

亚油酸甲酯购于 Sigma 公司; 甲醇、乙酸甲酯、正

己烷、叔丁醇、水杨酸甲酯均为分析纯, 购于天津

江天化工技术有限公司。 

1.2  实验仪器 

恒温水浴振荡器(天津欧诺仪器仪表有限公司); 

电子天平(上海精密科学仪器有限公司); SP-2100 气

相色谱仪(北京北分瑞利分析仪器公司); SE-30 毛细

管色谱柱 (0.25 mm×0.25 μm×30 m), 购自兰州中科

安泰分析科技有限公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  原料油的预处理和平均分子量的确定 

通过过滤、水化脱胶、干法脱胶、吸附脱色除

去毛油中的磷脂等对酶有害的物质 [14], 根据

GBT5530-2005和 GBT5334-1995测出脱胶后的棉籽

油的酸价为 7.39、皂化价为 202.76, 算出棉籽油的

平均分子量为 861.4。 

1.3.2  生物柴油的合成   

在 50 mL具塞锥形瓶中加入一定量的脱胶后的

棉籽油、乙酸甲酯和固定化脂肪酶等, 在恒温水浴

振荡器中反应, 振荡频率为 150 r/min。 

1.3.3  产物的测定   

反应物中长链脂肪酸甲酯的含量由气相色谱测

定, 测定方法为内标法, 以水杨酸甲酯作为内标物, 

气相色谱柱为 SE-30 毛细管柱(0.25 mm×0.25 μm× 

30 m), FID 检测器, 采用程序升温, 柱温 120°C, 保

持 2 min, 以 12°C/min 的速度升温至 210°C, 保持

3 min, 再以 3°C/min 的速度升温至 240°C, 保持

5 min。生物柴油得率的计算公式:  

100% 
测 长链得的 脂肪酸甲酯的量

生物柴油得率
油完全甲酯化后脂肪酸甲酯的量

 

2  结果与讨论 

2.1  乙酸甲酯与油的摩尔比对生物柴油得率的 

影响 

乙酸甲酯作酰基受体既避免了甲醇以及副产物

甘油对酶活的影响, 又避免了分批添加甲醇的繁琐

步骤。经过预实验证明乙酸甲酯做酰基受体时, 酶

的重复利用率明显高于甲醇, 虽然乙酸甲酯的价格

高于甲醇, 但从乙酸甲酯能很好的保护酶活, 提高

脂肪酶的重复使用次数方面考虑, 生物柴油的总生

产成本仍是降低的。乙酸甲酯与油的摩尔比对生物

柴油得率的影响如图 1 所示, 随着乙酸甲酯量的增

加, 生物柴油得率不断提高, 当乙酸甲酯与油的摩

尔比为 9:1 时生物柴油得率最高。继续添加乙酸甲

酯, 生物柴油得率没有明显增加甚至略有降低。可

归因于: 1) 在乙酸甲酯浓度较低时增加其浓度有利

于反应向正方向进行, 生物柴油得率提高; 2) 反应

体系中乙酸甲酯浓度过高 , 会稀释底物油的浓度 , 

这可能影响了油与酶的结合, 使生物柴油得率降低。 
 

 
 

图 1  乙酸甲酯与油摩尔比对生物柴油得率的影响 
Fig. 1  Effect of molar ratio of methyl acetate to oil on 
biodiesel yield. Reaction conditions: cottonseed oil 2.0 g, 1.5% 
Novozym 435 and 3.5% Lipozyme TL IM based on the oil mass, 
50°C, 150 r/min. 
 

2.2  有机溶剂对生物柴油得率的影响 

在反应过程中加入有机溶剂作用如下: 1) 降低
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底物的黏度, 提高底物与产物的传质; 2) 由于其惰

性, 有机溶剂使得脂肪酶保持其天然构象, 从而保

持活性; 3) 有机溶剂在反应体系中可构建一个较低

的水活度的反应环境, 降低酯化和水解反应的热力

学和动力学障碍[15]。鉴于此, 本研究比较了当前研

究较多的叔丁醇和正己烷作有机溶剂对生物柴油得

率的影响, 如图 2 所示, 适量添加有机溶剂使得生

物柴油得率明显提高, 但溶剂过多会稀释底物浓度, 

导致生物柴油得率降低。与叔丁醇相比, 正己烷表

现出更好的疏水性, 能更好地保持酶分子的稳定性, 

与刘伟东等报道的一致[16]。故选用油重 25%的正己

烷作溶剂。 
 

 
 

图 2  有机溶剂对生物柴油得率的影响 
Fig. 2  Effect of organic solvents on biodiesel yield. Reaction 
conditions: cottonseed oil 2.0 g, 1.5% Novozym 435 and 3.5% 
Lipozyme TL IM based on the oil mass, the molor ratio of 
methyl acetate to oil 9:1, 50°C, 150 r/min, 8 h. 
 

2.3  复合酶的配比及加酶总量对生物柴油得率的

影响 

在预实验中分别研究了 Lipozyme TL IM 和

Novozym 435两种酶的用量对反应的影响(数据未显

示)。由 Lipozyme TL IM催化的转酯反应, 生物柴油

得率较低, 可能由于 Lipozyme TL IM在本反应体系

中表现出 1, 3 位专一的催化特性, 即使油脂在反应

过程中存在酰基转移作用, 但酰基转移速度慢, 要

想达到最终优化后得到的 90%以上的生物柴油得率, 

需要的酶量非常大(>40%), 反应时间也较长(>24 h), 

李俐林等也有类似报道 [17]。而本反应体系中

Novozym 435 表现出较高的催化活性, 生物柴油得

率较高, 与 Türkan等的报道一致[18]。Novozym 435

的价格过高, 限制了其应用, 综合 Novozym 435 高

效和 Lipozyme TL IM低成本的优点, 选用 Novozym 

435和 Lipozyme TL IM的复合酶作为催化剂。在酶

总量一定的条件下, 不同配比的复合酶对生物柴油

得率的影响如图 3所示, 随着 Novozym 435的比例

增加, 生物柴油得率显著提高, 当 Novozym 435 与

Lipozyme TL IM质量比为 1:2时生物柴油得率达到

53.81%, 随后再增加 Novozym 435 的比例, 生物柴

油得率没有明显增加 , 故选择 Novozym 435 与

Lipozyme TL IM质量比为 1:2。 

 

 
 

图 3  Novozym 435 和 Lipozyme TL IM 的质量比对生物

柴油得率的影响 
Fig. 3  Effect of mass ratio of Novozym 435 to Lipozyme TL 
IM on biodiesel yield. Reaction conditions: cottonseed oil 2.0 g, 
total amount of lipase 5% based on the oil mass, the molor ratio 
of methyl acetate to oil 9:1, 25% n-hexane as solvent based on 
oil mass, 50°C, 150 r/min, 8 h. 
 

在固定Novozym 435与 Lipozyme TL IM质量比

1:2的条件下, 复合酶总量对生物柴油得率的影响如

图 4 所示, 随着总酶量的增加, 生物柴油得率显著

提高, 在总酶量为油重的 15%时生物柴油得率达到

72.76%, 再增加酶的量, 得率没有明显增加。综合考

虑生产成本和生物柴油得率 , 确定油重 5%的

Novozym 435和 10%的 Lipozyme TL IM的复合酶作

为催化剂。 

2.4  温度对生物柴油得率的影响 

温度对生物柴油得率的影响如图 5 所示, 随着

温度的升高, 生物柴油得率明显增加, 在 55°C 反应

10 h时生物柴油得率达到 77.97%。温度升高到 60°C 

时, 反应初期生物柴油得率显著提高, 反应 6 h, 可

达到 69.08%, 随着反应继续进行, 生物柴油得率没 
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图 4  复合酶量对生物柴油得率的影响 
Fig. 4  Effect of compound lipases dosage on biodiesel yield. 
Reaction conditions: cottonseed oil 2.0 g, the mass ratio of 
Novozym 435 to Lipozyme TL IM 1:2,the molor ratio of methyl 
acetate to oil 9:1, 25% n-hexane as solvent based on oil mass, 50°C, 
150 r/min, 8 h. 
 

 
 

图 5  反应温度对生物柴油得率的影响 
Fig. 5  Effect of temperature on biodiesel yield. Reaction 
conditions: cottonseed oil 2.0 g, 5% Novozym 435 and 10% 
Lipozyme TL IM based on the oil mass, the molor ratio of 
methyl acetate to oil 9:1, 25% n-hexane as solvent based on the 
oil mass, 150 r/min. 
 

有明显增加。可归因于: 1) 随着温度的升高, 分子运

动加剧, 扩散阻力减小, 增加了酶和底物结合的机

率, 提高了反应速率; 2) 酶本身是蛋白质, 较高的

温度会导致部分酶失活。综合考虑酶稳定性和生物

柴油得率, 选用 55°C作为反应的最适温度。 

2.5  甲醇对生物柴油得率的影响 

甲醇的量对生物柴油得率的影响如图 6 所示, 

不加甲醇时反应 10 h时生物柴油得率为 77.97%, 加

油重 3%的甲醇反应时间 8 h, 生物柴油得率达到

91.83%, 提高了 13.86%。可能因为毛油中含有大量

的游离脂肪酸, 当反应体系中不加甲醇时, 乙酸甲

酯与油中游离脂肪酸反应生成乙酸, 陈志峰等也报

道了类似反应体系中乙酸的生成[19]。乙酸不但在酶 

 
 

图 6  甲醇的量对生物柴油得率的影响 

Fig. 6  Effect of methanol quantity on biodiesel yield. 
Reaction conditions: cottonseed oil 2.0 g, 5%Novozym 435 and 
10% Lipozyme TL IM based on the oil mass, the molor ratio of 
methyl acetate to oil 9:1, 25% n-hexane as sovlent based on the 
oil mass, 55°C, 150 r/min. 

 

周围形成低 pH环境, 影响酶的活性, 还能与酶活性

中心的氨基酸残基反应使酶失活而影响生物柴油得

率, 与 Huang 等的报道一致[20]。为了证明甲醇抑制

了乙酸的生成, 本实验分别测定了不加甲醇反应 2 h

后底物的酸价和加甲醇反应 2 h 后底物的酸价, 分

别为 7.13和 2.07。结果表明加入甲醇可以在短时间

内明显降低反应底物的酸价, 抑制乙酸生成, 可能

由于甲醇与游离脂肪酸分子较小 , 更易与酶结合 , 

甲醇的加入能够与油中的游离脂肪酸发生酯化反应

生成目的产物脂肪酸甲酯, 从而避免了乙酸的生成, 

保证了酶的稳定性, 故生物柴油得率随着反应体系

中甲醇量的增加而提高。但添加甲醇的量超过 3%后, 

部分不能被油溶解的甲醇集结在酶表面使酶失   

活[21-22], 导致生物柴油得率下降。 

2.6  动力学模型的建立 

通过反应动力学的研究, 可对生物柴油生产设

计提供理论基础。将 Novozym 435与 Lipozyme TL 

IM 比例为 1:2 时的复合酶视为一种催化剂, 研究了

此催化剂的反应机理。 

2.6.1  恒温水浴振荡器的转速对反应初速度的影响 

反应条件中, 恒温水浴振荡器的转数是影响传

质效果的主要因素。在其他反应条件相同的情况下, 

50~250 r/min 范围内测定反应在不同转速条件下对

反应初速度的影响, 结果见图 7。在转速较低时, 由

于传质阻力的存在, 反应初速度较小; 随着转速增

大, 反应初速度也随之逐渐增大; 当摇床转速增大 
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图 7  转速对反应初速率的影响 
Fig. 7  Effect of agitation speed on initial reaction rate. 
Reaction conditions: compound lipases 0.06 g/mL, cottonseed 
oil 0.4 mol/L , methyl acetate 4.0 mol/L, adding n-hexane until 
the total volume reaches 5.0 mL, 55°C, 150 r/min. 
 

至 150 r/min时, 再增加转速, 反应初速度基本保持

恒定。这也说明在转速增大过程中, 固定化酶反应

体系中的扩散限制对反应的影响逐渐减小。为消除扩

散限制 , 保证反应受动力学控制 , 将转速定为 150 

r/min。 

2.6.2  底物对反应的抑制作用 

底物浓度对反应初速度的影响如图 8、9 所示,

固定乙酸甲酯的浓度为 4.0 mol/L时, 反应初速度随

着棉籽油浓度的增加不断增大, 当棉籽油的浓度超

过一定临界值后, 反应初速度反而有所降低(图 8)。

固定棉籽油的浓度为 0.4 mol/L时, 反应初速度随着

乙酸甲酯浓度增加而增大 , 乙酸甲酯浓度为

4.0 mol/L 时, 反应初速度达到最大, 继续增加乙酸

甲酯浓度, 反应初速度呈现下降趋势(图 9)。可能的

原因为: 过量的油、乙酸甲酯和酶形成反应终止复合

物, 与 Xu等[23]报道的一致。因此, 该反应属双底物抑

制反应。 

2.6.3  方程的建立 

目前, 一般认为有机相中酶催化转酯反应符合

乒乓机制[24]。综合图 8 和图 9 的结果, 该反应属双

底物抑制的乒乓机制, 示意图见图 10。 

双底物抑制的乒乓机制的动力学模型被描述为

以下方程:  

 

max

1 1

A B

B A
A B B AA B

iB iA

V C C
v

C C
C C K C K C

K K


   

      
   

 

(1-1)
 

 
 

图 8  棉籽油的浓度对反应初速度的影响 
Fig. 8  Effect of concentration of cottonseed oil on initial reaction 
rate. Reaction conditions: compound lipases 0.06 g/mL, methyl 
acetate 4.0 mol/L, adding n-hexane until the total volume reaches 
5.0 mL, 55°C, 150 r/min. 
 

 
 

图 9  乙酸甲酯的浓度对反应初速度的影响 
Fig. 9  Effect of concentration of methyl acetate on initial reaction 
rate. Reaction conditions: compound lipases 0.06 g/mL, cottonseed 
oil 0.4 mol/L, adding n-hexane until the total volume reaches 
5.0 mL, 55°C, 150 r/min. 
 

 
 

图 10  双底物抑制的双乒乓机制示意图 
Fig. 10  Representation of the Ping-Pong Bi-Bi mechanism 
with inhibition by both substrates. E: lipase; A: cottonseed oil; 
B: methyl acetate; TG: triacetylglycerol; P: biodiesel.  

 
利用 Lineweaver-Burk双倒数法, 将方程(1-1)两

边取倒数整理得:  

max 1
1 1B B

A
B iB A

B
A

iA B

V K C
K

v C K C

K
C

K C

  
      
   
 
 
 

    (1-2)       
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令 1/ v =Y; 1/CA=X, 整理得:  

Y=P1+P2×X+P3/X           (1-3) 
 

由于双底物抑制的酶促动力学方程中有 2 个自

变量 , 因此实验中固定了乙酸甲酯的浓度为常数 , 

建立棉籽油浓度和反应初始速率的关系。分别固定

乙酸甲酯浓度为 4.0 mol/L和 5.0 mol/L, 改变油的浓

度, 其他反应条件不变。利用 origin软件建立油的浓

度对反应初速度的 Lineweaver-Burk图, 并进行非线

性拟合, 结果如图 11 所示, 分别得到两组 P1、P2

和 P3的值。联立求解方程组得出 5个待求参数, 并

在相同条件下 , 用相同的方法求出单一脂肪酶

Lipozyme TL IM和 Novozym 435分别催化转酯反应

的动力学参数, 见表 1。根据不同脂肪酶催化棉籽油

酯交换反应得到的 3 组动力学参数, 通过最大初速

度的比较可以看出, 复合脂肪酶 Lipozyme TL IM和

Novozym 435 的催化能力要比单独使用其中一种脂

肪酶的能力强, 反应效果好。使用复合酶在提高了

反应速率的同时还降低了反应的成本。 

2.6.4  验证试验 

固定乙酸甲酯浓度为 4.5 mol/L, 通过改变棉籽油

的浓度进行验证试验, 得到复合酶反应动力学方程式: 

0.3473

0.0939 1 0.066 1
0.0937 0.0006

A B

B A
A B B A

C C
v

C C
C C C C


            

(1-4) 

实验测得的复合酶催化反应初速度, 与计算得

到的初速度进行对比, 结果如图 12所示, 理论值与 

 
 

 
 

图 11  棉籽油的浓度对反应初速度的 Lineweaver-Burk 图 
Fig. 11  Lineweaver-Burk plot of reciprocal cottonseed oil 
concentrations versus reciprocal initial reaction rates. Reaction 
conditions: compound lipases 0.06 g/mL, adding n-hexane until 
the total volume reaches 5.0 mL, 55°C, 150 r/min. 

实验值吻合较好, 因此用双底物抑制的乒乓机制模

型可以较好地描述该反应。 

 
表 1  双乒乓机制的非线性拟合动力学常数 
Table 1  Kinetic constants from non-linear regression of 
initial reaction rate data with Ping-Pong Bi-Bi mechanism 

Parameters 
Compound 

lipases 
Lipozyme 

TL IM 
Novozym 

435 

Vmax (mol/(min·L·g)) 0.3473 0.2471 0.3204 

KA (mol/L) 0.0939 0.6489 0.1137 

KB (mol/L) 0.066 0.0788 0.2986 

KIa (mol/L) 0.0006 0.0007 0.0025 

KiB (moll) 0.0937 0.8071 0.1131 
 

 
 

 
 

图 12  模型预测值与实验值的比较 
Fig. 12  Comparison of model simulated and experimental data 
of initial reaction rate. Reaction conditions: compound lipases 
0.06 g/mL, methyl acetate 4.5 mol/L, adding n-hexane until the 
total volume reaches 5.0 mL, 55°C, 150 r/min. 

3  结论 

利用来源丰富并且廉价的棉籽油毛油作为原料, 

以正己烷为反应介质, 复合酶为催化剂, 在乙酸甲

酯与油摩尔比为 9:1、甲醇的添加量为油重的 3%, 温

度为 55°C 的条件下反应 8 h, 生物柴油得率达到

91.83%。在高酸价油与乙酸甲酯的反应体系中添加

适量的甲醇, 成功地抑制了乙酸的产生, 保证了酶

的稳定性 , 既缩短了反应时间又提高了产物得率 , 

对于高酸价毛油的充分利用具有重要意义。最后研

究了酶催化毛棉籽油与乙酸甲酯合成生物柴油的动

力学, 结果表明符合双底物抑制的乒乓机制, 得到

了动力学参数 : Vmax=0.3473 mol/(min·L·g); KA= 

0.0939 mol/L; KB=0.066 mol/L; KiA=0.0006 mol/L; 

KiB=0.0937 mol/L。以上数据为工业化生产提供一定

的理论依据和基础数据支持。 
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符  号  说  明 

CA ——棉籽油的浓度, mol/L; 

CB——乙酸甲酯的浓度, mol/L; 

V——反应初速度, mol/(min·L·g); 

Vmax ——最大反应速度, mol/(min·L·g); 

KA ——棉籽油的表观米氏常数, mol/L; 

KB——甲醇的表观米氏常数, mol/L; 

KiA ——棉籽油的表观抑制常数, mol/L; 

KiB——乙酸甲酯的表观抑制常数, mol/L。 
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