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Abstract: Non-renewable energy sources are declining. As a renewable energy and friendly to the environ-
ment, the technology of lipase catalyzed synthesis biodiesel has received extensive attentions. This paper re-
views the sorts of lipase, resources of materials, and the methods of lipase use. Meanwhile, it points out the 
tendency of the research and development of lipase catalyzed synthesis biodiesel. It also provides ideas of 
biodiesel in the future. 
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摘  要：不可再生能源日益减少，生物柴油具有可再生、环保等优点，脂肪酶催化合成生物柴油已受

到普遍关注. 本文对用于制备生物柴油的脂肪酶、用于脂肪酶制备生物柴油的原料油脂，脂肪酶制备

生物柴油的使用方式等方面进行了综述。提出了脂肪酶制备生物柴油的研究与发展方向，为今后脂肪

酶催化制备生物柴油提供思路。 
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1 引言 

生物柴油和传统的石化柴油相比具有很多的优

点，发展生物柴油在我国具有巨大的潜力，将有利于

保障我国的石油安全、生态环境的保护、促进农村的

经济和产业发展、提高农民收入方面产生相当重要的

作用[1]。生物柴油主要是以动、植物油为原料，通过

转酯反应而制备成的长链脂肪酸酯类物质（脂肪酸甲

酯或乙酯）。目前生物柴油的制备方法主要有化学法

和生物酶法。化学法生产工艺较成熟，是目前制备生

物柴油常用的方法。但化学法存在能耗高、工艺复杂、

醇消耗量大、环境污染等缺点。生物酶法制备生物柴

油具有反应条件温和、醇用量小、产物易分离、环保

等优点。此外，酶法对原料要求低，游离脂肪酸完全

可以被脂肪酶直接酯化，副产物甘油分离简单，降低

了生产工艺要求和生产成本，因而酶法制备生物柴油

被认为是取代化学法生产生物柴油的绿色工艺[2]。酶

法合成生物柴油也存在一些缺点，目前的脂肪酶对长 

链脂肪醇有效，而对短链脂肪醇的转化率低；短链醇

对酶有一定的毒性，酶的使用寿命短；副产物甘油和

水难以回收，不但对产物形成抑制，而且产物甘油也

对酶有毒性，使酶使用寿命缩短[3]。本文对脂肪酶制

备生物柴油的研究现状进行了综述。 

2 生物酶法制备生物柴油现状 

2.1 用于制备生物柴油的脂肪酶 

脂肪酶全称为甘油三酰水解酶,其基本功能是催
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化甘油酯水解为甘油和脂肪酸。脂肪酶最早应用于油

脂工业是由油酯水解生产脂肪酸[4]。随着非水相酶学

研究的深入开展，以及对脂肪酶的热力学和动力学的

研究发现[5]：在一定的反应体系中，利用脂肪酶的催

化作用，还可实现油脂与短链醇的酯交换反应，用于

制备生物柴油。脂肪酶广泛存在于动物肝脏、植物种

子和微生物中[5]。不同来源的脂肪酶具有不同的催化

特点和催化活力。目前，用于催化制备生物柴油的脂

肪酶主要有 Novozym435 脂肪酶[6-7]、南极假丝酵母 

Candida antarctia  脂肪酶[8-9]、Candida rugosa[10]、固

定化假丝酵母 Candida sp.99-125 脂肪酶[11]、米根霉 

Rhizopus oryzae 脂肪酶[12-13]、米根霉 IFO4697[14-15]、华

根霉 CCTCC M201021[16]、葡枝根霉 YF6[17]、洋葱假

单胞菌 Pseudomonas cepacia 脂肪酶[18-21]、荧光假单胞

菌新型[22]。此外，还有猪胰脂肪酶[23-24]、Penicillium 

Expansum TS414[25]、 Enterobacter agglomerans 脂肪

酶[26]，它们催化而得脂肪酸甲酯得率一般在 70％～

100％之间[27]。  

2.2 用于脂肪酶制备生物柴油的原料油脂 

2.2.1 植物油脂 

来源于植物的油脂是较好的制备生物柴油原料。

生产生物柴油原料的油料要具备生长快、单产高、含

油量高的条件。不饱和脂肪酸含量高的油脂可避免冬

季气温下降而凝固，油酸含量高的油脂所制备的生物

柴油具有良好的贮存稳定性及燃烧特性[28]。大豆油、

棕榈油、棉籽油、葵花籽油、红花籽油、菜籽油、花

生油、蓖麻籽油皆可作为酶法制备生物柴油的原料。

此外，一些木本植物油脂，如桐油、麻疯树籽油，其

中含有佛波酯 (phorbol ester)而不可食用，但油酸含量

较高，也是制备生物柴油较好的原料[12]。刘伟涛等[29]

研究了固定化脂肪酶 Lipozyme TLIM 和 Novozym 435

催化毛棉籽油和乙酸甲酯制备生物柴油，生物柴油得

率达到 91.83%。李俊奎等[30]研究了以石油醚提取的小

桐子毛油和甲醇为原料，利用固定化 Candida 

sp.99-125 脂肪酶催化反应合成生物柴油，最高产率可

达 93%，酶连续使用 14 批，产率仍然可保持在 70%

以上。 

2.2.2 动物油脂 

动物油脂含较高的饱和脂肪酸，是制备生物柴油

的原料之一，但目前以动物油脂为原料，采用酶法催

化制备生物柴油的报道并不多见。Lu 等[31]以猪油为

原料，在 Candida sp.99-125 催化下制备生物柴油，产

率达 87.4%。Yuji 等[32]以金枪鱼油为原料，采用固定

化 Candida antarctica 脂酶逐步醇解工艺，生物柴油产

率达 90%。凌云等[24]等以混合猪油菜油为原料，采

用猪胰脂肪酶为催化剂制备生物柴油，转化率偏低，

只有 36%。 

2.2.3 微藻油脂 

微藻油脂是制备生物柴油的另一原料来源。Li 等

[33]曾报道利用 Chlorella protothecoids 微藻油脂，在

固定化的 Candida sp. 脂肪酶催化下制备生物柴油，转

化率达 98%，且该微藻的油脂含量达 44%~48% (细胞

干重)。借助基因工程和遗传工程技术手段及光照培养

技术，培养繁衍能力强、油脂含量高、生长周期短的

工程微藻，降低微藻生物柴油生产成本，比植物油脂

生产生物柴油更具有商业竞争力。 

2.2.4 废弃油脂 

餐饮业废弃的食用油、地沟油、植物油脂加工后

的油脚可作为制备生物柴油的原料。虽然原料成本低，

但在这些原料中聚合物和游离脂肪酸含量高，黏度高，

进行转酯化反应前必须进行预处理，如用硅酸镁吸附

除去游离脂肪酸等杂质，否则易导致催化剂失活[34]。

韩春阳等[35]以餐饮废油为原料，固定化脂肪酶催化

制备生物柴油，甲酯转化率达到 85.7%，脂肪酶在连

续反应 266h 后，催化活性基本没有下降。苏敏光等[36]

利用中性脂肪酶催化泔水油与甲醇反应制备生物柴

油，生物柴油产率可达 89.7%以上。 

2.3 脂肪酶制备生物柴油的使用方式 

2.3.1 游离酶法制备生物柴油 

游离脂肪酶通过催化双相(O/W) 体系界面的转

酯／酯化反应而制备生物柴油。基于油水界面活化效

应的特点，脂肪酶催化制备生物柴油的反应速度较快，

不受底物、产物的扩散限制，产物、副产物分离简单。

Kaieda 等[37]利用 Rhizopus oryze 游离脂肪酶催化大

豆油和甲醇的酯交换反应， 发现 4％～30％水的存在

有利于反应的进行。Kaieda 还比较了 Candida rugosa，

Pseudomnas cepacia，Pseudomonas flurescenes 3 种游离

脂肪酶在无溶剂反应体系中转酯化大豆油生产生物柴

油，发现 Pseudomnas cepacia 和 Pseudomonas flures-

cenes 菌脂肪酶对甲醇有着非常好的稳定性，其中又以

Pseudomnas cepacia 脂肪酶稳定性最好，转 化率最高。

苏敏光等[36]利用游离中性脂肪酶催化泔水油与甲醇
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反应制备生物柴油。通过 50g 泔水油正交实验获得最

佳转酯化反应条件：油醇摩尔比 1︰3，油酶质量比 1

︰1，温度 45℃，油溶剂质量比 1︰0.6，反应时间 10h

后，生物柴油产率可达 89.7%以上。吕丹等[38]采用游

离脂肪酶 NS81006 催化含酸油脂制备生物柴油，生物

柴油得率达 90%，离心分离可有效实现 NS81006 的回

复使用，连续回用 5 个批次，游离脂肪酶活性未出现

明显下降。 

游离脂肪酶在反应体系中分散不均且容易聚集结

块，不利于回收和重复利用，以及甲醇对酶的失活效

应等因素，限制了其在工业规模生产生物柴油中的应

用：通过固定化技术和全细胞催化剂的采用、甲醇流

加方式的改进等技术手段的应用，改善酶的催化活力

和稳定性，从而降低整个生产工艺成本，加快生物柴

油工业化进程[2]。 

2.3.2 固定化酶制备生物柴油 

酶是高效专一性强的生物催化剂，但是自由酶在

水溶液中很不稳定，可溶性酶一般只能一次起催化作

用。同时酶是蛋白质，在高温、高离子浓度、强酸、

强碱及部分有机溶剂等条件下均不够稳定，容易失活

而降低其催化能力，这些不足大大限制了酶促反应的

广泛应用[39]。20 世纪 70 年代出现的固定化酶技术

克服了游离酶的不足。固定化细胞技术，是指用物理

或化学的手段将游离细胞固定于限定的空间区域，并

使固定后的细胞拥有良好的催化活性和重复使用性的

一种方法[40]。近年来在生物柴油的制备研究中固定

化酶有所应用，有望成为一种新型、高效、无污染、

低成本的生物柴油工业化生产方法[41-43]。 

  溶胶-凝胶法固定化脂肪酶制备工艺简单、力

学性能稳定、生物相容性好，已成为当今酶固定化的

热点研究领域之一。Noureddini 等[19]人利用以四甲氧

基硅烷和异丁基三甲氧基硅烷为前驱体的溶胶——凝

胶法固定 Pseudomonas cepacia脂肪酶催化大豆油转酯

化反应，酶的稳定性和催化活性显著提高，重复使用 

11 次后，酶的活性仅丧失 5%。Yagiz 等[44]人以人工

合成水滑石为载体制备固定化 Lipozyme TLIM 脂肪

酶，并考察了温度、pH、粒径、时间对固定化效率的

影响，用该固定化酶进行废油脂的转酯化反应，室温 

(24 )℃ 反应 105h 后转化率达 92.8%，重复使用 7 次后，

酶的残余活力为 36%。高阳等[45]人以非极性大孔树

脂  NK A 为载体，用物理吸附法进行 Candida 

sp.99-125 脂肪酶的固定化，该法简便易行，在低水的

庚烷反应体系中，进行大豆油的转酯化反应，单批转

化率为 97.3%,连续反应 19 批次，转化率为 70.2%，酶

残余活力为 85.1%。上海大学的张宝华等[46]以丝瓜络

为载体，对 Pseudomonas fluorescens 脂肪酶进行固定

化，催化餐饮废油制备生物柴油，在 40C、醇油摩尔

比为 3︰1，水质量分数 0.4%、无溶剂条件下，甲酯收

率最高达 88.7%，重复使用 10 次后甲酯收率任达

85.5%，适合于工业化应用。李治林等[47]以硅藻土、

聚氨酯树脂、氧化铝和海藻酸钠 4 种载体固定化米根

霉细胞，结果表明聚氨酯树脂为适宜的固定载体，在

80mL 液体发酵培养基中，加入聚氨酯树脂 0.6g 时所

制备得到的固定化细胞性能最佳，此时固定上细胞干

质量为 0.556g,培养液酶活为 17.4U/mL。将此固定化

细胞用于催化大豆油甲酯化反应，在 m(甲醇) ︰m(大

豆油)为 5︰1 甲醇分批加入(每 12 h 加 1 批)的情况下，

甲酯得率可达 94%。 

2.3.3 复合脂肪酶协同催化制备生物柴油 

复合脂肪酶的协同转酯作用可解决单一脂肪酶受

酰基转移速度的影响，而导致转化效率低的问题。对

复合酶与单一脂肪酶催化进行比较研究，可探索出能

有效提高脂肪酶转化效率的生物酶法新工艺。周位等

[2]研究了在无溶剂体系中，Novozym 435 分别与 Lipo 

zyme TLIM和Lipozyme RMIM均以 70/30质量比混合

时，甲酯得率分别达到 94.52％和 96.25％，比

Novozym435 单独催化时的甲酯得率分别提高了 9.52

％和 9.99％。在叔丁醇体系中，当 Novozym435 与 

Lipozyme TLIM 和 Lipozyme TLIM 分别以 60/40 和

80/20的质量比混合时，其甲酯得率分别为 85.06％81.5

％，比 Novozym 435 单独催化的效率分别提高了 9.89 

％和 7.48％。优化叔丁醇体系中复合酶催化条件后，

甲酯得率达 92%。蒋建新等[48]研究了 Novozym435

和Lipozyme TLIM混合脂肪酶催化香叶树籽油制备生

物柴油，采用叔丁醇作为反应体系的溶剂，最优反应

条件为反应温度 38.5℃、甲醇与油摩尔比 4︰1、叔丁

醇与油体积比 1︰1.5、酶用量为油质量的 4%,此时反

应转化率达 90.09%。当两种酶按 1︰3 质量比混合使

用时，具有协同催化作用，既可提高反应转化率，又

可降低酶的使用成本。 

3 展望 

脂肪酶法制备生物柴油已成为国内外研究者关注

的热点。国内外研究者已取得的研究成果，特别是获
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得了许多转化率极高的不同来源脂肪酶，为脂肪酶催

化制备生物柴油的产业化进程奠定了坚实的基础。笔

者认为今后的研究方向为：①对酶制剂的研究，利用 

DNA 重组技术可生产重组脂肪酶，降低酶的生产成

本，改变其热稳定性、脂肪酸链长度专一性、底物专

一性、醇链长度专一性、醇耐受性及 pH 稳定性。对

于已发现的转化率高、连续生产酶活损失少的脂肪酶，

应着重考虑如何降低其制造成本和使用成本。②原料

的解决，鉴于国家产业政策不允许利用食用油生产生

物柴油，应加大对非食用油脂，如餐饮废油脂等的脂

肪酶催化转化研究，还可加大以动物油脂为原料，使

用酶法制备生物柴油的研究。③对酶的使用方式进行

改进，脂肪酶固定化技术的成功与否是酶法合成生物

柴油能否得以工业化应用的关键，获得廉价、易于活

化和制备的固定化酶是研究的重点。 

随着石油资源的日益枯竭以及人们对环境的日益

关注，可再生、对环境友好的生物柴油已被认为是一

种新的可替代石化柴油的清洁燃料，国内外已经建成

了各种规模的生物柴油生产厂。随着生物酶法合成生

物柴油的研究与产业化进程的加速，酶法催化制备生

物柴油技术将会以其高效、安全、节能、环保、成本

低等优点得到广泛推广应用。 
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