
微生物学通报 Mar. 20, 2016, 43(3): 471−478 
Microbiology China http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 
tongbao@im.ac.cn DOI: 10.13344/j.microbiol.china.150422 
 

                           
Foundation item: National Natural Science Foundation of China (No. 31270612, 31170537); Priority Academic 

Program Development of Jiangsu Higher Education Institutions (PAPD) 
*Corresponding author: Tel/Fax: 86-25-85427649; E-mail: hgwf@njfu.edu.cn 

Received: May 27, 2015; Accepted: October 20, 2015; Published online (www.cnki.net): November 10, 2015 
基金项目：国家自然科学基金项目(No. 31270612，31170537)；江苏高校优势学科建设工程资助项目(PAPD) 

*通讯作者：Tel/Fax：86-25-85427649；E-mail：hgwf@njfu.edu.cn 
收稿日期：2015-05-27；接受日期：2015-10-20；优先数字出版日期(www.cnki.net)：2015-11-10 

研究报告 

复合脂肪酶协同催化制备生物柴油的研究 
李迅1,2  邓若冰1,2  段成元1,2  王亮亮1,2  王飞1,2* 

(1. 南京林业大学化学工程学院  江苏 南京  210037) 
(2. 江苏省生物质绿色燃料与化学品重点实验室  江苏 南京  210037) 

 
 

摘  要：【目的】探讨复合酶协同催化体系在含水量较高的体系中催化油脂制备生物柴油的工艺

条件。【方法】通过基因工程手段在毕赤酵母中分别高效分泌表达南极假丝酵母脂肪酶(CALB)
和米根霉脂肪酶(ROL)，构建 CALB 和 ROL 复合酶协同催化体系制备生物柴油，利用单因素实

验优化工艺条件，以甲酯化得率作为复合酶协同催化体系效能的评价标准。【结果】优化工艺条

件为：CALB׃ROL 最佳复合酶配比为 每克大豆油中加入，3׃7 16 U 的复合脂肪酶，甲醇与大豆

油摩尔比为 并按，1׃4 0 h 时 1׃2 醇油摩尔比，12 h 和 24 h 时以 1׃1 醇油摩尔比分批加入甲醇，

含水量为 30%−60%之间，40 °C 反应 29−34 h，甲酯得率达到 93%。【结论】该复合酶协同催化

体系对环境友好，与常规酶法制备生物柴油工艺相比对酶的使用量和催化时间减少幅度都在 50%
以上，本复合酶协同催化体系能有效降低生物柴油制备成本，具有较好的工业化应用前景。 
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High efficient biodiesel production by synergistic catalysis with 
combined lipases 

LI Xun1,2  DENG Ruo-Bing1,2  DUAN Cheng-Yuan1,2  WANG Liang-Liang1,2  WANG Fei1,2* 
(1. College of Chemical Engineering, Nanjing Forestry University, Nanjing, Jiangsu 210037, China) 

(2. Jiangsu Key Laboratory of Biomass-Based Green Fuels and Chemicals, Nanjing, Jiangsu 210037, China) 

Abstract: [Objective] To optimize the process for transesterification reaction in biodiesel production 
by the synergistic biocatalyst in high water content system. [Methods] The synergistic biocatalyst of 
Candida antarctica lipase B (CALB) and Rhizopus oryzae lipase (ROL) were expressed and secreted in 
Pichia pastoris using genetic engineering techniques. The single factor experiment was used to 
optimize the process conditions, and the methyl ester (ME) yield was used to evaluate the 
transesterification ability of synergistical biocatalyst. [Results] The maximum ME yield of 93% could 
be achieved using 16 U/g oil combined with mixed lipase (CALB:ROL=7:3) for the methanolysis. The 
molar ratio of methanol to oil is 4:1 (initial methanol/oil molar ratio 2:1 and 1:1 at 12 h and 24 h, 
respectively), water content 30%−60% (W/W) (based on oil weight), temperature 40 °C for 29−34 h. 
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[Conclusion] This synergistic catalytic system is environmental friendly. Furthermore, both the 
consumption of lipase and reaction time were decreased more than 50% compared with the 
conventional enzymatic preparation of biodiesel. Therefore, this study provides an effective way to 
decrease the cost of biodiesel preparation and also has great potential in biodiesel industry. 

Keywords: Biodiesel, Synergistic catalysis, Candida antarctica, Rhizopus oryzae, Lipase 

生物柴油无毒且可生物降解，这种液体燃料可

以减少二氧化碳、颗粒物和硫的排放，是环境友好

的可再生能源[1-3]。碱法催化油脂转酯化制备生物柴

油应用最广泛、转化率高，但其缺点也显而易见，

比如能耗高、对环境污染严重、对原料要求高及易

皂化等[4-5]。酶法催化反应因具有条件温和、对原料

要求低和产物易分离等特点，使其成为最具发展前

景的制备生物柴油方法之一[6]。目前多种来源的脂

肪酶已经被有效应用于生物柴油的转酯化反应，如

荧光假单胞菌脂肪酶 (Pseudomonas fluorescens 

lipase ， PFL) 、南极假丝酵母脂肪酶 (Candida 

antarctica lipase B，CALB)、疏棉状嗜热丝袍菌脂

肪酶(Thermomyces lanuginose lipase，TLL)、嗜热链

状杆菌脂肪酶(Bacillus thermocatenulatus lipase，

BTL)和米根霉脂肪酶 (Rhizopus oryzae lipase，

ROL)[7-11]。其中具有广谱底物接受性的 CALB 和具

有较高水含量耐受性的 ROL 在制备生物柴油中的

应用较为广泛，但这两种酶各自的催化特性限制了

其在生物柴油生产中的应用。 

为了降低生物柴油生产成本，近年来开发出用

复合脂肪酶生产生物柴油的新工艺[12-15]，有的选择

共溶剂系统，有的选择超临界流体系统，虽然复合

脂肪酶能有效地克服单一脂肪酶的底物专一性，提

高复合脂肪酶的甲醇耐受力，缩短反应时间，降低

酶的使用成本，但都使用有机溶剂或特殊溶剂，这

些因素决定这些体系都无法最终解决生物柴油酶

法制备成本过高的瓶颈问题。广谱底物接受性的

CALB 在含水量较高的体系中酶活较低，在有机相

体系中酶活较高[16]；而 ROL 具有较高的水含量耐

受性，但由于 Sn-2 酰基转移过程慢而使反应时间过

长[17]。有关 CALB 和 ROL 协同作用的研究尚未见

报道，构建重组 CALB 和 ROL 的协同催化体系，

研究在含水量较高的体系中复合酶催化油脂制备

生物柴油的影响因素，为解决生物柴油酶法制备成

本过高、酶对甲醇的耐受力差及反应时间较长等瓶

颈问题提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株与质粒：南极假丝酵母(C. antarctica，
NRRL No. Y-7954)来源于美国农业研究菌种保藏中

心。大肠杆菌(Escherichia coli) DH5α、毕赤酵母

(Pichia pastoris) KM71H 和质粒 pPICZαA 购自

Invitrogen (Carlsbad ， California ， USA) 公 司 。

pPICZαA-CALB 及 pPICZαA-ROL 为实验室构

建 [18-19]。引物由上海生工生物工程有限公司合成。 
1.1.2  试剂：胰蛋白胨、酵母提取物购于 Oxoid 
(Hampshire，England)公司；棕榈酸甲酯 (Methyl 
palmitate)、硬脂酸甲酯(Methyl stearate)、油酸甲酯

(Methyl oleate)、亚油酸甲酯(Methyl linoleate)、亚

麻酸甲酯(Methyl linolenate)、三辛酸甘油酯、对硝

基苯酚辛酸酯(pNPO，4-Nitrophenyl octanoate)、
RNase A、Tris-HCl 和氨苄青霉素 (Amp)等购自

Sigma 公司；ExTaq 聚合酶和限制性内切酶等购自

TaKaRa 公司；PCR 纯化、低分子量标准蛋白质和

Gel/PCR Extraction Kit、质粒小量提取试剂，购自

Biomiga 公司；引物由上海生工生物工程有限公司

合成；测序由上海捷瑞生物工程有限公司完成。其

余生化试剂和药品均为分析纯。 
1.1.3  培 养 基 ： 用 于 细 菌 常 规 培 养 的 LB 
(Luria-Bertani)培养基(g/L)：蛋白胨 10，酵母粉 5，

氯化钠 10，调 pH 至 7.0。用于重组载体转化的 YPD

培养基(g/L)：酵母提取物 10，蛋白胨 20，D-葡萄

糖 20。用于重组菌筛选的 YPDS 培养基(g/L)：在

YPD 培养基的基础上添加 Sorbital 182.2 和 100 g/L 
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Zeocin 1 mL。脂肪酶的诱导表达使用 BMGY 培养

基(g/L)：酵母提取物 10，蛋白胨 20，YNB 134 (含

硫酸铵不含氨基酸的酵母氮基)，生物素 0.2 和甘油

100，加 0.1 mol/L pH 6.0 的磷酸钾缓冲液至 1 L。
培养基配方参照 Invitrogen 公司的毕赤酵母表达

手册。三辛酸甘油酯聚乙烯醇乳化液：以三辛酸

甘油酯2%׃聚乙烯醇溶液体积比为 3׃1 配制，在

9 500 r/min 高速匀浆 7 min，若不均匀或分层，可

稍微加热或增加搅拌次数和时间。 

1.2  实验方法 
1.2.1  脂肪酶工程菌的筛选：重组质粒 pPICZαA- 

CALB 及 pPICZαA-ROL 分别以限制性酶 Sac I 进行

线性化，电击转入毕赤酵母 KM71H 感受态细胞中，

立即加入预冷的 1 mol/L 山梨醇，于 30 °C 水浴静

置培养 1−2 h，取出菌液涂布于含适宜浓度 Zeocin

的 YPDS 平板上，30 °C 培养 3−5 d，分别获得分泌

表达重组 ROL 和 CALB 的基因工程菌。具体步骤

参考 Invitrogen 公司的毕赤酵母表达手册。三辛酸

甘油酯平板筛选法：挑取产 CALB 和 ROL 的重组

酵母单菌落，接种于含 5%三辛酸甘油酯的 YNB

基础培养基的平板上，培养 3−5 d，每隔 24 h 补充

100 μL 甲醇至平板盖上，观察并选取水解圈较大的

表达 ROL 和 CALB 的基因工程菌，将菌体于含有

15%甘油的 YPD 管中−80 °C 保存。 

1.2.2  酶活测定方法：以对硝基苯酚辛酸酯(pNPO)

为底物测定脂肪酶酶活 [20]。13.5 mmol/L pNPO 

50 μL 和 0.05 mol/L pH 7.5 Tris-HCl 850 μL 缓冲液

混合均匀，在 40 °C 预热，加入 100 μL 适宜浓度的

酶液反应 5 min，在 410 nm 处测吸光值。空白样

则用缓冲代替酶液。一个酶活单位(U)定义为在

pH 7.5、40 °C 条件下，每分钟释放 1 μmol 对硝基

苯酚(pNP)所需要的酶量。蛋白浓度的测定方法采

用 Bradford 法[21]。 

1.2.3  重组酶 CALB 和 ROL 的制备：将脂肪酶基

因工程菌挑取单菌落接种于BMGY培养基中 30 °C、

200 r/min 培养，再转接 BMGY 培养基中获得种子

液。将种子液接种于生物反应器(BioFlo/CelliGen 
115，Eppendorf，USA)中，工作体积为 7 L，培养

温度为 28 °C，控制溶氧值 DO 为 35%，自动流加

25%氨水维持 pH 值为 6.0，发酵 24 h 至基础培养基

碳源耗尽，以 40%的流速恒速补加甘油，至 OD600

达到 200，停止补加甘油。2 h 后进入甲醇诱导阶段，

为了减少高密度发酵中的重组脂肪酶被蛋白酶降

解，采用优化的诱导条件培养至 72−84 h[22]。分别

收集 2 种重组菌的发酵上清液，分别进行酶活测定

及保存。 

1.2.4  复合酶催化大豆油甲酯化方法：5 g 大豆油

中，加入 20−100 U 的复合酶(CALB 与 ROL 的酶活

配比为 含水量为，(1׃9−9׃1 5%−110% (相对于大豆

油重量 )，分批加入一定量的甲醇，醇油比为

在，1׃1−5׃3 50 mL 具塞三角瓶中混合，在 40 °C、

200 r/min 条件下进行转酯化反应。反应结束后

12 000 r/min 离心 5 min，取上层油状液体进行气相

色谱分析。 

1.2.5  复合酶催化大豆油甲酯化产物分析：将上层

油状液体用正己烷稀释成一定浓度，加入等体积的

1 g/L 内标(十七烷酸甲酯，正己烷配制)，混匀后进

行色谱分析。采用 Agilent-7890A 气相色谱仪，分

析条件为：HP-5 毛细管柱，FID 检测器，进样量

2 μL，初始温度 170 °C ，以 3 °C/min 升温至 200 °C

保温 10 min，以 20 °C/min 升温至 260 °C，进样口温

度 250 °C，检测器温度 260 °C，以内标法计算甲酯

得率[23]。以碱法催化大豆油甲酯化(1% NaOH 为催

化剂，醇油摩尔比为 C° 1，40׃7 反应 70 min)获得

的脂肪酸甲酯量为油脂完全甲酯化后脂肪酸甲酯

的质量。每组实验重复 3 次，数据为 3 次的平均值，

误差线显示标准差值。 

(%)

100 

=

×

甲酯得率

复合酶催化获得甲酯化产物中脂肪酸甲酯的质量分数

油脂完全甲酯化后脂肪酸甲酯的质量分数

。

 

对甲酯化反应后所得脂肪酸甲酯产品进行气

相质谱 GS-MS 分析，以确定产物组成。采用 Agilent 
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GC-MS Trace DCQ 气质联用仪，分析条件为：

HP-5M (0.25 mm×30 m×0.25 μm)毛细管柱，离子源

温度 230 °C，MS 四极杆温度 150 °C，载气高纯 He，

载气流速 1 mL/min，分流比 进样量为，1׃50 1 μL。

汽化室温度 250 °C。程序升温：初始柱温 150 °C 保

温 0 min 后，以 5 °C/min 升至 190 °C，再以 1 °C/min

升至 205 °C，然后以 10 °C/min 升至 260 °C 并保

温 5 min。 

2  结果与分析 

2.1  CALB 和 ROL 的制备 
三辛酸甘油酯平板的筛选结果如图 1 所示，阴

性对照的原始菌在三辛酸甘油酯平板上无透明圈，

重组菌在三辛酸甘油酯平板上的透明圈大小不一，

显示重组菌分泌表达的 CALB 和 ROL 降解三辛酸

甘油的能力不一，挑选透明圈直径与菌落直径之比

较大的菌落供后续研究。30 °C、200 r/min 培养重

组菌，经诱导，CALB 重组酶酶活达 42.9 U/mL，

蛋白浓度为 0.5 g/L，ROL 重组酶脂肪酶酶活最高为

137.2 U/mL，蛋白浓度为 0.3 g/L。如图 2所示，CALB

和 ROL 以胞外酶的形式分泌表达于发酵液中，胞

外酶以重组蛋白为主，重组酶无需纯化即可使用。

筛选到的 CALB 和 ROL 的重组酵母菌株分别进行 
 

 
 
图 1  三辛酸甘油酯筛选平板 
Figure 1  Tricaprylin screening plate of recombinant P. 
pastoris with high lipase activity 
注：黑线标注为阴性对照. A：pPICZαA-CALB+KM71H 重组菌；

B：pPICZαA-ROL+KM71H 重组菌. 
Note: The strains with black line marked are negative 
control. A: pPICZαA-CALB+KM71H recombinant strain; B: 
pPICZαA-ROL+KM71H recombinant strain. 

   
 
图 2  重组菌发酵液上清 SDS-PAGE 分析 
Figure 2  SDS-PAGE analysis of supernatants of 
recombinant P. pastoris  
注：M：蛋白质标准分子量. A：pPICZαA-CALB+KM71H 重组

菌发酵液上清 SDS-PAGE 分析；1：pPICZαA-CALB+KM71H
重组菌发酵液上清. B：pPICZαA-ROL+KM71H 重组菌发酵液上

清 SDS-PAGE 分析；1：pPICZαA-ROL+KM71H 重组菌发酵液

上清. 
Note: M: Protein marker. A: SDS-PAGE analysis of supernatants of 
pPICZαA-CALB+KM71H; 1: Supernatants of pPICZαA- 
CALB+KM71H. B: SDS-PAGE analysis of supernatants of 
pPICZαA-ROL+KM71H; 1: Supernatants of pPICZαA- 
ROL+KM71H. 
 
高密度发酵，蛋白浓度和单位体积酶活都获得

有效提高，发酵液中 CALB 重组酶酶活可达

179.2 U/mL，蛋白浓度为 1.4 g/L，发酵液中 ROL 重

组酶酶活可达 171.4 U/mL，蛋白浓度为 1.0 g/L。分

别保存重组 CALB 和 ROL 酶液，供后续大豆油甲

酯化制备生物柴油的生物催化剂。 

2.2  CALB 和 ROL 的酶量对转酯化效果的影响 
利用重组CALB及ROL酶液构建复合酶催化

体系，酶用量为 16 U CLAB-ROL/g 油，醇油比

为 其他条件同，1׃4 1.2.4，尝试了不同的 CALB 与

ROL 的酶活配比，复合酶以 CALB׃ROL 为 3׃7 配

比时转酯化效率最高，甲酯得率达到 87.4%。当

CALB:ROL 为 5׃5、4׃6、3׃7 的复合配比时甲酯得

率均较高(85.8%−87.4%)，而当 CALB:ROL 为 7׃3
时，甲酯得率下降至 78.1%，由此可以推断复合酶

催化体系中需要较多的 CALB 和较少的 ROL 可达

到较好的催化效果。 
在确认 CALB:ROL 为 3׃7 是最佳复合酶配比的
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基础上，选取 CALB:ROL 为 、7׃3、5׃5、3׃7、0׃10
10׃0 的具有代表性的复合酶配比，探讨复合酶用量

对催化效果的影响。结果如图 3 所示，当复合酶用

量仅为 ROL 单一酶用量的 50%时，即复合酶用量

约为 60 U (16 U/g油)时即可达到ROL用量为 120 U 
(32 U/g 油)的催化效果。复合酶的最佳酶活用量为

80 U (18 U/g 油)，且复合酶配比 CALB:ROL 为 3׃7
效果最好，甲酯得率为 88.6%。该实验结果显示，

复合酶的催化效率明显优于单一的脂肪酶，不仅有

效减少了酶的使用量，且最终的甲酯得率获得提高。 

2.3  含水量对转酯化效果的影响 
探讨含水量对催化效率的影响，酶用量为

18 U CLAB-ROL/g 油，复合酶配比 CALB׃ROL 为

其他反应条件同，3׃7 2.2，结果如图 4 所示，当含

水量为 50%时催化效果最好，甲酯得率达 91.8%。

这个结果验证了 ROL 具有较高的水含量耐受性，

且当含水量为 6%−90%之间时复合酶催化甲酯化得

率都为 75%以上。 

2.4  甲醇流加方式对转酯化效果的影响 
已验证甲醇与大豆油的摩尔比为 1׃4 时甲酯得

率最高(数据未显示)，因此固定醇油摩尔比为 。1׃4
为了获得该复合酶体系最佳的甲醇流加方式，比较

在 0 h 加入醇油摩尔比 1׃1−4׃1 的甲醇添加方式(表
1)，其他反应条件同 2.3，结果如图 5 所示，发现 

 
 

图 3  CALB 和 ROL 的酶量对转酯化效果的影响 
Figure 3  Effect of different amount of lipases on 
transesterification 
Note: ◆: C3R7; □: C5R5; ▲: C3R7; ※: ROL; ■: CALB. 

 
 

图 4  含水量对转酯化效果的影响 
Figure 4  Effect of water content on transesterification 
 
反应时间与甲醇的流加方式直接相关。起始醇油比

为 1׃2 时，甲酯得率较原有方法有很大提高，且有

效缩短了反应时间；而起始醇油比高于 1׃2 时，甲

酯得率较原有方法下降较多，分析为过多甲醇对脂

肪酶产生了毒害作用。方法 1 和方法 2 的差别是在

12 h 时加入的甲醇量不同，结果显示 12 h 加入过多

甲醇(方法 1 和方法 3)，使得甲酯得率有明显下降，

分析原因为在 12 h 不能添加过多甲醇，否则会导致

甲醇积累而对脂肪酶产生毒性。综合以上实验结

果，显示复合酶对甲醇的耐受性有明显提高，特别

是在起始阶段，所以可选择 0 h 时，使醇油比为 2:1

加入甲醇；12 h 和 24 h 时，为了防止过多的甲醇累

积，适当减少甲醇的加入量，使醇油比为 1:1 加入

甲醇，甲酯得率快速上升，反应时间为 36 h 时，甲

酯得率已达 92.6% (图 5)。 

2.5  最佳转酯化反应条件的验证 
由以上结果得出，该复合酶协同催化体系制备

生物柴油的反应优化条件为：40 °C、200 r/min，
CALB:ROL 最佳复合酶配比为 加入的复合酶；3׃7

的总酶活为 18 U/g 大豆油；甲醇与大豆油摩尔比为

并按；1׃4 0 h 加入 h 1，12׃2 加入 h 1，24׃1 加入 1׃1

的醇油摩尔比分批加入甲醇；含水量为 50%。在最

佳条件下进行甲酯化反应，绘制时间曲线，结果如

图 6 所示，反应了 29 h，甲酯得率即达 90.2%，之 



476 微生物学通报 Microbiol. China 2016, Vol.43, No.3 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

表 1  甲醇流加方式 
Table 1  Methanol addition methods  

方法 
Method 

0 h 醇油摩尔比 
The molar ratio of methanol 

and oil on 0 h 

12 h 醇油摩尔比 
The molar ratio of methanol 

and oil on 12 h 

24 h 醇油摩尔比 
The molar ratio of methanol 

and oil on 24 h 

36 h 醇油摩尔比 
The molar ratio of methanol 

and oil on 36 h 

方法 1  Method 1 2:1 2:1 − − 

方法 2  Method 2 2:1 1:1 1:1 − 

方法 3  Method 3 1:1 2:1 1:1 − 

方法 4  Method 4 1:1 1:1 1:1 1:1 

方法 5  Method 5 3:1 1:1 − − 

方法 6  Method 6 4:1 − − − 

 

 
 
图 5  甲醇流加方式对转酯化效果的影响 
Figure 5  Effect of methanol addition method on 
transesterification 
Note: □: Method 1; ■: Method 2; △: Method 3; ◇: Method 4; 

※: Method 5; ●: Method 6. 
 

 
 

图 6  最佳条件下转酯化反应的时间曲线 
Figure 6  Typical time-course profiles of the ME yield in 
transesterification reaction with optimal conditions 

后甲酯得率维持在 93%左右。与已报道的其他复

合酶体系所取得的效果相比，本复合酶体系效果

相当[24-25]。 

3  结论与讨论 

获得重组脂肪酶 CALB 及 ROL，在高水含量体

系中复合酶催化油脂制备生物柴油。ROL 为 1、3
位特异性的脂肪酶，催化甲酯化反应到后期，2 位

酯键的酰基迁移过程会使得反应时间加长，且其最

终转酯得率要低一些[26]。然而 CALB 无位置特异

性，1、2、3 位酯键均直接被 CALB 有效水解，提

高了最终的甲酯得率，但在含水体系中 CALB 的酶

活要低于 ROL。酶量对转酯化效果影响的实验结果

验证了以上分析，复合酶体系在催化过程中产生了

协同效应，不仅有效减少了酶的使用量，且最终的

甲酯得率获得提高。 
选择合适的含水量对于构建复合酶制备生物

柴油的体系十分重要。甲酯化反应为可逆反应，因

而过量的水存在时可能导致平衡向逆反应方向移

动，从而导致甲酯得率下降。水量过少，酶的活动

空间受限，也会使脂肪酶因失水而失活[27]。重组米

根霉脂肪酶在催化制备生物柴油时，最佳的含水量

为 80%[19]，而南极假丝酵母脂肪酶 B 在非水相环境

中有较好的稳定性[28]，协同催化体系显示当含水量

为 50%时催化效果最好，与文献[19]对比，协同催

化体系需水量与所含 ROL 酶量呈正比关系，实验
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结果验证了 ROL 具有较高的水含量耐受性，而

CALB 的需水量极小。 
甲酯化反应中理论醇油摩尔比为 甲酯化，1׃3

反应为可逆反应，甲醇需过量才可使反应正向进

行，但甲醇量过大会对脂肪酶有抑制作用，影响其

催化活性及效率。为了使加入的甲醇既与大豆油充

分反应，又能减少对脂肪酶的毒性作用，前期实验

还尝试了以少量多次的方式加入甲醇，实验结果并

未达到预期的目的，甲酯得率较原有方法均有较多

下降，且甲酯得率的提升速度也更为缓慢。同时发

现在转酯化反应的最初 12 h，ROL 的反应速度比

CALB 快，ROL 与混合酶的反应初速度接近(数据

未显示)，且在催化反应的最初 12 h 混合酶的反应

速度是最快的。之后尝试在 0 h 加入多量甲醇，满

足复合酶较高的反应初速度所需要的甲醇，快速生

成大量的脂肪酸甲酯，甲醇的快速消耗降低了甲醇

对酶催化剂的毒害作用。同时 CALB 又确保 1、2、
3 位酯键均直接被脂肪酶催化水解，提高了最终的

甲酯得率。复合酶体系的甲醇流加方式实验验证了

反应时间与甲醇的流加方式直接相关，通过优化，

使反应时间减少了 50%以上，即该复合酶协同催化

体系的工艺有效缩短了甲酯化反应的时间，反应 29 h
即可获得了 90%以上的甲酯得率。 

总之，本复合酶协同催化体系无需加入任何有

机溶剂，对环境友好，并能适应高水含量的体系；

克服单一脂肪酶的底物专一性，提高了对甲醇的耐

受力；与常规酶法制备生物柴油工艺相比，酶的使

用量和催化时间都减少 50%以上，有效提高了酶法

催化制备生物柴油的效率，并降低了催化剂使用成

本；甲酯得率大于 93%，产品易于分离，因此该复

合酶体系较单酶体系具有更多工业化应用的优势。 
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