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摘　要：以椰子油为原料利用固定化 Ｃａｎｄｉｄａａｎｔａｒｃｔｉｃａｓｐ．９９１２５脂肪酶转酯化制备了脂肪酸甲酯。分析了椰子

油的脂肪酸组成，并测定了椰子油平均分子量，考查了关键因素对反应的影响及反应历程。实验结果表明：椰子油

平均分子量为 ６５５２７；最优反应条件为：酶最小加入量为２０％，水加入量为１５％，正己烷加入量为４ｍＬ／２ｇ椰子油。

此反应条件下原料油转化率达到 ９０％。
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引　言

生物柴油是一种绿色能源，作为石化柴油的替

代品和补充品具有可再生、易于生物降解、燃烧排放

的污染物低、基本无温室效应等特点
［１－２］

。菜籽油、

大豆油、蓖麻油、动物脂肪、米糠油、桐油、餐厨废油

等都可以作为生物柴油的原料油。目前研究和报道

多为以大豆油、菜籽油、动植物油脂和餐厨废油等高

产量油脂为原料
［３－７］

。

大多数天然油脂脂肪酸主要为十六碳到二十

碳
［８－９］

，而椰子油中链长较短的十二碳和十四碳脂

肪酸含量丰富。植物油生物柴油主要由混合脂肪酸

甲酯组成，其脂肪酸甲酯的分布与所用的植物油密

切相关，并决定生物柴油的物性，故植物油的脂肪酸

分布可预测生物柴油的物性。黏度是生物柴油最重

要的理化性质之一，大多数油脂的脂肪酸甲酯的粘

度在３３１～３９４ｍＰａ·ｓ范围内，油菜籽油甲酯的黏
度较高为４７２ｍＰａ·ｓ，椰子油为 ２２５ｍＰａ·ｓ［１０］。以
椰子油为原料生产的脂肪酸甲酯可调和其他类型脂

肪酸甲酯的品质（降低动力粘度）以达到使用标准，

所以椰子油为原料制备生物柴油有研究前景。

本文以气相色谱法分析了椰子油的脂肪酸组成

和甘油酯组成，优化了影响椰子油甲酯化的关键因

素并考查了最优条件下的反应历程。

１　实验部分

１１　材料与试剂
甲醇、正己烷、三氟化硼、氢氧化钾、椰子油，北

京市化学试剂公司。标准品：棕榈酸、棕榈酸单甘

酯、棕榈酸二甘酯、棕榈酸三甘酯、油酸、油酸单甘

酯、油酸二甘酯、油酸三甘酯，Ｓｉｇｍａ化学试剂公司。
固定化 Ｃａｎｄｉｄａｓｐ９９１２５脂肪酶，实验室自制［１１］

，

表观酶活力２５０００Ｕ／ｇ。分析用试剂为色谱纯，其他
试剂为分析纯。

１２　主要仪器设备
ＨＺＱＸ１００型振荡培养箱，哈尔滨东联电子技

术开发有限公司；电子天平，赛多利斯公司；ＧＣ２０１０
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　酶催化实验
反应体系含椰子油、甲醇、正己烷和固定化酶，

于５０ｍＬ具塞锥形瓶中密闭，恒温摇床内反应。将
固定化酶、椰子油和正己烷置于锥型瓶中 ４０℃下振
摇１０ｍｉｎ使体系混合均匀。加入水和３６１９９μＬ甲
醇（１ｍｏｌ当量）开始反应。反应中甲醇分 ３次等量
加入，每次加入间隔为４ｈ，总反应时间为１２ｈ。
１４　气相色谱法分析椰子油组分
１４１　气相色谱仪升温程序

岛津 ＧＣ２０１０型气相色谱仪，ＤＢ１ｈｔ毛细管柱
（０２５ｍｍ×１５ｍｍ，Ａｇｉｌｉｅｎｔ）；高纯氮载气；二阶程
序升温，升温速率：柱温１００～３００℃，１０℃／ｍｉｎ；３００～
３５０℃，５℃／ｍｉｎ；氢离子火焰检测器，检测器温度
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３７５℃，气化室温度３７０℃。
１４２　甘油酯组成分析

２０μＬ油脂溶于 １ｍＬ正己烷中，分析确定游离
脂肪酸（ＦＦＡ），单脂肪酸甘油酯（ＭＡＧ），二脂肪酸
甘油酯（ＤＡＧ），三脂肪酸甘油酯（ＴＡＧ）质量分数。
１４３　脂肪酸组成分析

三氟化硼甲醇法进行油脂甲酯化。取椰子油
３０ｍｇ于１０ｍＬ试管，加入 １０ｍＬ氢氧化钾甲醇溶
液，６０℃ 恒温水浴 １０ｍｉｎ，冷却后加入 １０ｍＬ
１２５％三氟化硼甲醇溶液，恒温水浴煮沸 ２ｍｉｎ；冷
却后加入１５ｍＬ石油醚震荡，使脂肪酸甲酯转入醚
层，再向试管中加入一定量饱和氯化钠溶液，使醚层

上浮至管颈，分析脂肪酸组成。

１５　原料油转化率测定
取２０μＬ反应液，加入１ｍＬ正己烷，充分混合，

取１μＬ样品气相色谱分析。产品转化率采用峰面
积归一化法计算。反应体系中脂肪酸甲酯（ＦＡＭＥ）
质量分数为原料油转化率。

２　结果与讨论

２１　椰子油脂肪酸组成
图１为实验用椰子油甲酯化后的气相谱图，计

算后椰子油脂肪酸组成见表 １。甲酯化常用植物油
及动物油脂脂肪酸组成以 Ｃ１６碳以上脂肪酸为主，
而椰子油中含有大量 Ｃ１２和 Ｃ１４脂肪酸，这使得椰
子油平均分子量小于常用油脂。计算得椰子油脂肪

酸平均分子量为 ２０９８６。实验用椰子油甘油酯成
分见表２，可见有少量酸败。由表 １和表 ２结果计
算得椰子油平均分子量６５５２７。

图 １　椰子油甲酯化后 ＧＣ分析

Ｆｉｇ．１　ＧＣａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｃｏｃｏｎｕｔｏｉｌｍｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒｓ

２２　椰子油甲酯化反应条件优化
实验室前期大量工作表明，Ｃａｎｄｉｄａｓｐ９９１２５

固定化脂肪酶用于合成生物柴油具有良好的反应特

性，反应所需水含量较高
［３，１２－１４］

，并且原料不同，所

需水含量及溶剂量有所变化，因此本文重点考察了

酶用量、水加入量及溶剂量几个工艺参数，并研究了

最优反应条件下椰子油甲酯化历程。

表 １　椰子油脂肪酸组成

Ｔａｂｌｅ１　Ｆａｔｔｙａｃｉｄｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｃｏｃｏｎｕｔｏｉｌ

峰序号 脂肪酸种类 ｗ／％

１ Ｃ６∶０ ０４４２５

２ Ｃ８∶０ ６９２４５

３ Ｃ１０∶０ ５５２８

４ Ｃ１２∶０ ４５３９４４

５ Ｃ１４∶０ １８０２１

６ Ｃ１６∶０ ９５１８９

７ Ｃ１８∶０ ２５４４７

８ Ｃ１８∶１ ８０９２７

９ Ｃ１８∶２ ３１８６

１０ Ｃ１８∶３ ０１８４１

１１ Ｃ２０∶０ ００７６７

表 ２　椰子油甘油酯组成

Ｔａｂｌｅ２　Ｇｌｙｃｅｒｉｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｃｏｃｏｎｕｔｏｉｌ

甘油酯成分 ｗ／％ 甘油酯成分 ｗ／％

ＦＦＡ ０８ ＤＡＧ ０１３９

ＭＡＧ ００６３ ＴＡＧ ８９９

２２１　酶使用量
酶用量直接影响反应速度和转化率。酶剂量越

大，催化活性越强，剂量达饱和后，由于酶促反应界

面的限制，再增加酶用量不会提高催化效率。实验

条件为１５％外加水（水与油质量比），正己烷 ４ｍＬ，
考察了１０％ ～４０％（酶质量与椰子油质量比）酶用
量，反应结果如图 ２。反应 １２ｈ后 １０％酶用量下反
应转化率为 ７６％，增加到 ２０％后转化率提升至
９０％，再增加酶用量转化率没有提高。说明 ２０％的
固定化酶使用量对该反应体系达到饱和。

２２２　水加入量
酶需要少量水保持其活性三维构象。酶周围的

水能降低酶分子中极性氨基酸的相互作用，防止产

生不正确构象结构。有证据表明，酶分子周围水化

层作为酶表面和反应介质之间的缓冲剂，它是酶微

环境主要成分。有机溶剂中酶含水量低于最适水含

量时酶构象过于“刚性”而失去催化活性；含水量过
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图 ２　酶使用量对原料油转化率的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｎｚｙｍｅｄｏｓａｇｅｏｎｔｈｅ

ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｒａｔｅｏｆｔｈｅｒａｗｏｉｌ

高时，酶结构柔性过大，酶的构象将向疏水环境下热

力学稳定状态变化，引起酶结构改变和失活。只有

在最适水量时蛋白质结构的动力学刚性和热力学稳

定性之间达到平衡，酶才表现出最大活力。

图 ３　水加入量对原料油转化率的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｗａｔｅｒｄｏｓａｇｅｏｎｔｈｅｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ

ｒａｔｅｏｆｔｈｅｒａｗｏｉｌ

实验条件为２０％酶，４ｍＬ正己烷。实验研究了
０～４０％（水与油质量比）外加水量对反应的影响，
结果如图３所示。发现无外加水条件下，反应转化
率极低（２２％），反应甲酯产率随反应外加水含量升
高而迅速增大，并在１５％外加水条件下出现一极值
（９１％）；继续增加外加水量，反应甲酯产率开始缓
慢下降。分析其原因可能有 ３点：①水改变了酶的
活性中心的构象，降低了甲醇对酶的毒性；②水稀释
了反应体系中底物甲醇，减少了甲醇对脂肪酶的毒

性作用，同时也稀释了产物甘油，使反应平衡向正方

向移动；③水加入后，油脂会在脂肪酶的催化下发生
水解反应，水解生成的脂肪酸又会和甲醇发生酯化

反应，致使甲酯由酯化和转酯化两反应同时生成，并

且研究表明，Ｃａｎｄｉｄａｓｐ９９１２５脂肪酶催化水解及
酯化反应的能力远远高于其催化转酯化反应能力。

过量水的加入引起了酶活性中心水簇形成，影响脂

肪酶活力，并造成固定化酶脱落，反应转化率下降。

确定最佳水加入量为１５％。
２２３　溶剂加入量

溶剂可能与许多因素有关，如体系传质，反应体

系匀质性，底物抑制等等。实验选择了文献中经常

使用的几种酶促反应体系
［１５］
有机溶剂，并对比了无

溶剂体系与各种溶剂体系对 Ｃａｎｄｉｄａｓｐ９９１２５脂
肪酶催化效果的影响。使用的有机溶剂为正己烷、

正庚烷、环己烷、石油醚和三氯甲烷，正己烷做溶剂

转化率最高。因此，对正己烷作溶剂条件下的溶剂

量进行优化。实验条件为 ２０％酶，１５％水，结果如
图４所示。

图 ４　溶剂用量对原料油转化率的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｏｌｖｅｎｔｄｏｓａｇｅｏｎｔｈｅ

ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｒａｔｅｏｆｔｈｅｒａｗｏｉｌ

在无正己烷情况下反应的转化率为 ７８％，随着
溶剂量增大甲酯产率升高，并在溶剂用量为 ４ｍＬ时
出现最大值９０％。当体系中溶剂量超过５ｍＬ后，反
应转化率又有所降低。这种现象说明反应体系中加

入溶剂后，反应底物的浓度降低，活动空间大，有利

于与酶活性中心进行立体定位接触，使反应转化率

提高。但是底物浓度稀释到一定程度后，底物与酶

的接触机率变小，不利于反应的进行。确定 ４ｍＬ正
己烷／２ｇ油的比例为最佳溶剂比例。
２３　椰子油甲酯化反应历程

在单因素实验基础上对实验体系以进行了放

大，采用４０ｇ油，２０％酶，１５％水，８０ｍＬ正己烷的实
验条件。甲醇分 ３次等量加入，为了减小反应体系
中累积甲醇对脂肪酶毒性，每次加入甲醇间隔增加

至５ｈ。１５ｈ后 ＦＡＭＥ质量分数为８７８％，ＦＦＡ质量
分数为５７２％。图５为该反应体系的反应历程。

３次加入甲醇反应过程中，ＦＡＭＥ质量分数增
加趋势基本一致，每次加入甲醇后 ２０ｍｉｎ，ＦＡＭＥ质
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图 ５　椰子油甲酯化反应历程

Ｆｉｇ．５　Ｖａｒｉａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｆａｔｔｙａｃｉｄａｎｄｆａｔｔｙ

ａｃｉｄｍｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒｄｕｒｉｎｇｔｈｅｍｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒ

ｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃｏｃｏｎｕｔｏｉｌ

量分数迅速增长，之后 ＦＡＭＥ质量分数增长缓慢，
说明在固定化 Ｃａｎｄｉｄａｓｐ９９１２５酶催化下，甲酯化
反应初速度非常高，２０ｍｉｎ内反应可进入减速阶段，
之后反应速度较慢。

酯肪酸含量在反应开始后持续升高，体系内

ＴＡＧ不断被水解；第 ２次加入甲醇后，由于 ＦＦＡ同
甲醇酯化生成脂肪酸甲酯，体系内 ＦＦＡ质量分数迅
速下降；３６０ｍｉｎ后，ＦＦＡ质量分数又有提高的趋势，
此时，体系内的甲醇消耗殆尽，水解反应又成为反应

体系内主导反应。从 ＦＡＭＥ质量分数变化情况可
知，反应达平衡时间较长，超过 ３００ｍｉｎ，平衡时间过
长可能是受传质条件制约。

３　结论

以椰子油（平均分子量６５５２７）为原料，利用固
定化 Ｃａｎｄｉｄａｓｐ９９１２５脂肪酶制备脂肪酸甲酯的
最优反应条件为：酶用量２０％，水加入量 １５％，４ｍＬ
正己烷／２ｇ椰子油。最优反应条件下原料转化率达
９０％。反应分为２个阶段，第１阶段反应速度快；第
２阶段反应速度慢且平衡时间长。
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