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摘要!为绿色高效制备生物柴油!利用 V $天冬氨酸离子液体",NY_-T0`

J

$联合猪胰脂肪酶催化油

酸制备油酸甲酯!采用单因素实验探究了反应时间%醇酸物质的量比%,NY_-T0`

J

用量%猪胰脂肪酶

用量和反应温度对转化率的影响!在此基础上!采用正交实验进行优化!得到,NY_-T0`

J

联合猪胰

脂肪酶催化油酸酯化反应的最优工艺条件为,NY_-T0`

J

用量 Ae%醇酸物质的量比 KBKo#%猪胰脂

肪酶用量 Je%反应时间 !# W%反应温度 JKp!在此条件下转化率可达 )#B)#e& ,NY_-T0`

J

可降

低甲醇和温度对猪胰脂肪酶催化活性的影响!对猪胰脂肪酶催化油酸酯化具有协同效应&

关键词!油酸甲酯#天冬氨酸离子液体#脂肪酶#酯化反应
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MM生物柴油是一种可再生能源$因其优良特性成

为石化柴油的绿色替代品+#,
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环境污染+! $J,

% 生物柴油的主要成分包括棕榈酸甲

酯'硬脂酸甲酯'油酸甲酯等+K $A,

% 生物柴油的传统

生产工艺使用酸或碱作为催化剂$但通常存在腐蚀

和乳化问题$且回收困难+&,

% 酶法催化制备生物柴

油$在反应速度和成本上具有一定优势+%,

$但普遍

存在产物产率较低$且通常须添加有机溶剂才能最

大限度发挥酶的催化潜力$而部分有机溶剂对环境

有危害$从而限制了酶法的工业应用+) $#",

% 离子液

体是一类由阴离子和阳离子组成的低温熔融盐+##,

$

既可发挥有机溶剂的性质也具有催化作用$在药物

合成'生物质降解'气体吸收等诸多领域均有研究应

用+#!,

% 将离子液体用于酶法催化制备生物柴油中$

可在一定程度降低甲醇对脂肪酶的破坏+#.,

$实现对

脂肪酶的保护作用$有利于降低酶的使用成本$苗长

林+#J,

'朱广琪+#K,

'U8R

+#A,

'Q7;R[R;?

+#&,等学者已开

展了相关研究并获得了相应的成果% 以氨基酸为原

料合成的氨基酸离子液体不仅具有传统离子液体的

优良特性+#% $!",

$还克服了部分传统离子液体易对环

境造成危害的缺点+!#,

% 基于天然氨基酸合成的绿

色离子液体联合脂肪酶催化制备生物柴油$可发挥

氨基酸离子液体可生物降解'绿色环保'制备简

单+!!,

'可作为溶剂+!.,的特点$保护脂肪酶$提高催

化效率$且目前相关报道较少$有待进一步探究%

本文以 V $天冬氨酸离子液体联合猪胰脂肪酶

催化油酸酯化反应制备油酸甲酯$在单因素实验的

基础上$采用正交实验优化了 V $天冬氨酸离子液

体联合猪胰脂肪酶催化油酸酯化反应制备油酸甲酯

的工艺条件$以期为进一步探究离子液体联合脂肪

酶催化反应的机制提供参考依据%

=>材料与方法

#B#M实验材料

V $天冬氨酸"L,!"."!#$上海颖心实验室设备

有限公司!油酸'甲醇'硫酸")%e#'乙醇")Ke#和

乙酸乙酯$天津市致远化学试剂有限公司!猪胰脂肪

酶"3N0&)""# $A! $##$阿拉丁试剂"上海#有限公

司!氢氧化钾$天津市风船化学试剂科技有限公司!

所有试剂均为分析纯%

b-$#"#0型恒温油浴磁力搅拌器$杭州明远仪

器有限公司!#"# 型电热鼓风恒温干燥箱$北京市光

明医疗仪器有限公司%

#B!M实验方法

#B!B#M离子液体的制备

参考赵振兴等+!J,的方法$将一定量 V $天冬氨

酸加入烧瓶中$加去离子水溶解$待 V $天冬氨酸溶

解后$再按照与 V $天冬氨酸物质的量比为 #o# 的

比例缓慢加入硫酸$在 %"p下反应 #! W$反应结束

后用乙酸乙酯反复洗涤$干燥后即得 V $天冬氨酸

离子液体"+NY_,T0`

J

#%

#B!B!M+NY_,T0`

J

联合猪胰脂肪酶催化油酸酯化

反应

将油酸'+NY_,T0`

J

'猪胰脂肪酶'甲醇按照设

计的量加入圆底烧瓶中$置于恒温油浴磁力搅拌器

中反应一定时间后$取出圆底烧瓶$将反应物倒入分

液漏斗中$静置分层$取上层油酸甲酯相采用热乙醇

滴定法+!K,测定酸值$按下式计算转化率"9#%

9m"/ $J#C/ r#""e "##

式中& / 为油酸酸值$6?F?!J为产物酸值$

6?F?%

?>结果与讨论

!B#M离子液体的溶剂性能鉴定

在醇酸物质的量比为 Ko#'反应时间为 A W'反

应温度为 JKp "经预实验确定酶反应温度为

JKp#'猪胰脂肪酶用量为 Je"基于油酸的质量#

的条件下$通过单独添加 Ke"基于油酸的质量#的

+NY_,T0`

J

'去离子水'正己烷作为溶剂来探究不同

反应体系对猪胰脂肪酶催化油酸酯化的效果$结果

见图 #%

图 =>不同溶剂实验结果

MM从图 # 可以看出$使用猪胰脂肪酶催化油酸酯

化反应$不使用任何溶剂时$油酸甲酯的转化率仅为

#B"#e$使用正己烷作为溶剂时转化率为 !B#!e$

说明正己烷的加入有利于脂肪酶活性的提高$但对

转化率提升较小% 而使用离子液体作为溶剂时$转

化率可达 &)B%%e$说明离子液体的加入可以明显

提升转化率$说明离子液体在体系中既发挥了溶剂

作用也发挥了催化作用$且相对于正己烷更易促使

脂肪酶发挥催化作用%

!B!M酯化反应单因素实验

!B!B#M反应时间对酯化反应的影响

在醇酸物质的量比为 .o#'反应温度为 .Kp'

+NY_,T0`

J

用量为 %e'猪胰脂肪酶用量为 !e的条

件下$考察反应时间对转化率的影响$结果如图 !

所示%

&!#
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图 ?>反应时间对酯化反应的影响

MM从图 ! 可以看出$反应时间在 A f!# W 时$转化

率随着反应时间的延长基本呈增大趋势$且增加速

度总体较快% 在反应 !# W 时$转化率达到最大$为

A#B&%e$继续延长反应时间转化率降低$这是因为

酯化反应是一个可逆的化学过程$反应 !# W 时已经

达到了正反应的极限$继续延长反应时间会导致反

应向负反应方向进行% 继续延长反应时间不仅提高

了成本$还会导致产物产率降低% 因此$最适反应时

间确定为 !# W%

!B!B!M醇酸物质的量比对酯化反应的影响

在反应温度为 .Kp'+NY_,T0`

J

用量为 %e'猪

胰脂肪酶用量为 !e'反应时间为 !# W的条件下$考

察醇酸物质的量比对转化率的影响$结果如图 .

所示%

图 B>醇酸物质的量比对酯化反应的影响

MM从图 . 可以看出$随着甲醇用量的增大$转化

率也随之增大% 在醇酸物质的量比为 #BKo# 时$

转化率仅有 JABK)e$在醇酸物质的量比为 JBKo#

时转化率达到最大$为 %JB%.e$而当醇酸物质的

量比为 Ko# 时$转化率略有降低$为%JB!)e$继续

增加醇酸物质的量比$转化率基本不变% 考虑到

实验能耗'成本等因素$最适醇酸物质的量比为

JBKo#%

!B!B.M+NY_,T0`

J

用量对酯化反应的影响

在醇酸物质的量比为 JBKo#'反应温度为 .Kp'

猪胰脂肪酶用量为 !e'反应时间为 !# W的条件下$

考察+NY_,T0`

J

用量对转化率的影响$结果如图 J

所示%

图 C>)9*,*TZ"

C

用量对酯化反应的影响

MM从图 J 可以看出$在+NY_,T0`

J

用量为 !e时$

转化率就达到 &)B#"e$呈现较高的转化效率% 继

续增加+NY_,T0`

J

用量到 Je时$转化率达到最大$

为 %KB#)e% 之后继续增加+NY_,T0`

J

用量$转化

率反而降低% 推测可能是因为+NY_,T0`

J

由 V $天

冬氨酸和浓硫酸合成$反应体系整体呈酸性$大量离

子液体存在时$T

n增加$体系酸性增强$继而影响了

猪胰脂肪酶的活性$导致转化率降低% 因此$最适

+NY_,T0`

J

用量为 Je%

!B!BJM猪胰脂肪酶用量对酯化反应的影响

在醇酸物质的量比为 JBKo#'反应温度为 .Kp'

+NY_,T0`

J

用量为 Je'反应时间为 !# W的条件下$

考察猪胰脂肪酶用量对转化率的影响$结果如图 K

所示%

图 D>猪胰脂肪酶用量对酯化反应的影响

MM从图 K 可以看出$仅在离子液体催化下$转化率

为 K"B.&e$随着猪胰脂肪酶的加入$转化率有了明

显提高$当猪胰脂肪酶用量为 #e时$转化率增加至

&&B!#e$继续增加猪胰脂肪酶用量到 .e时$转化

率达到最大$为 %AB&#e$此时的猪胰脂肪酶用量在

反应体系中趋于饱和% 继续增加猪胰脂肪酶用量$

转化率略有下降$可能是猪胰脂肪酶用量的增加提

高了与离子液体直接接触的机会$导致部分猪胰脂

肪酶活性降低% 因此$最适猪胰脂肪酶用量为 .e%

!B!BKM反应温度对酯化反应的影响

在醇酸物质的量比为 JBKo#'反应时间为 !# W'

+NY_,T0`

J

用量为 Je'猪胰脂肪酶用量为 .e的条

件下$考察反应温度对转化率的影响$结果如图 A

所示%

%!#
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图 A>反应温度对酯化反应的影响

MM由图 A 可以看出$在常温"!% q!#p反应时$转

化率就达到了 &)B&Ke$说明+NY_,T0`

J

联合猪胰

脂肪酶催化体系在低温时具有较好效果% 提高反应

温度至 .Kp"经前期研究得到#$猪胰脂肪酶在此温

度下呈现最优的催化效果$转化率达到 %.BJ!e%

继续升高反应温度至 AKp$此时反应温度已经接近

猪胰脂肪酶失活温度+!A,

$猪胰脂肪酶的活性可能大

幅降低$但实际上转化率继续增加$说明+NY_,T0`

J

在此时发挥了良好的催化效果% +NY_,T0`

J

能在

高温时展现其优良的催化效果+!J,

$但高温影响酶

的活性$考虑到酶的活性以及能耗问题$以 JKp作

为该实验的最优反应温度$此时转化率达到

%)B)Ae% 结合课题组前期研究成果+!J,

$即在催化

剂+NY_,T0`

J

用量 !"e'醇酸物质的量比 &o#'反应

温度"%K q!#p'反应时间 !J W的条件下$可实现油

酸转化率为 )&B&!e$认为+NY_,T0`

J

与猪胰脂肪

酶联合催化油酸酯化反应可促进猪胰脂肪酶高效反

应$减少离子液体的用量$降低催化剂制备成本$使

酯化反应可以在较低温度下取得较好效果%

!B.M酯化反应正交实验

根据单因素实验结果$固定反应温度为 JKp$

以转化率为指标$以+NY_,T0`

J

用量"N#'醇酸物质

的量比"'#'猪胰脂肪酶用量"3#'反应时间"b#为

因素$采用U

)

".

J

#正交表进行实验$用 0h00 #)B" 对

数据进行分析$优化+NY_,T0`

J

联合猪胰脂肪酶催

化油酸制备油酸甲酯工艺条件% 正交实验因素水平

见表 #$正交实验设计及结果见表 !$方差分析见

表 .%

表 =>正交实验因素水平

水平
+NY_,T0`

J

用量Fe

醇酸物质

的量比

猪胰脂肪酶

用量Fe

反应

时间FW

# ! .BKo# ! #%

! J JBKo# . !#

. A KBKo# J !J

表 ?>正交实验设计及结果

实验号 N ' 3 b 转化率Fe

# # # # # &.BA"

! # ! ! ! &)B!A

. # . . . %AB!K

J ! # ! . %JB&%

K ! ! . # %AB%&

A ! . # ! )#B)"

& . # . ! %)BKK

% . ! # . )"BK&

) . . ! # )#BJ&

;

#

&)B&" %!BAJ %KB.A %.B)%

;

!

%&B%K %KBK& %KB#& %AB)"

;

.

)"BK. %)B%& %&BKA %&B!"

) #"B%. &B!. !B.) .B!!

表 B>方差分析

来源 平方和 自由度 * (

N A"!B.&% ! # J"#BJJA k"B"#

' !.#BJA% ! K.%BK#A k"B"#

3 !.BJAJ ! KJBK)" k"B"#

b K"BJ&A ! ##&BJ.J k"B"#

误差 .B%A% !

MM从表 ! 可知$+NY_,T0`

J

联合猪胰脂肪酶催

化油酸制备油酸甲酯实验中主次影响因素为

+NY_,T0`

J

用量l醇酸物质的量比l反应时间l猪

胰脂肪酶用量% 从表 . 可以看出$+NY_,T0`

J

用量'

醇酸物质的量比'猪胰脂肪酶用量'反应时间都对

该实验有极显著性影响$影响大小与表 ! 结果一

致$最优组合为 N

.

'

.

3

.

b

.

% 对表 ! 中 ;值进行分

析$可以看出反应时间中 ;

!

和 ;

.

值接近$考虑到工

程中应兼具高效和低耗$因此选择b

!

作为最优反应

时间% 因此$最优工艺条件组合调整为 N

.

'

.

3

.

b

!

$

即+NY_,T0`

J

用量 Ae'醇酸物质的量比 KBKo#'猪

胰脂肪酶用量 Je'反应时间 !# W$重复 . 次实验得

出转化率为 )#B)#e%

B>结>论

"##在单因素实验基础上$通过正交实验优化

+NY_,T0`

J

联合猪胰脂肪酶催化油酸酯化工艺$得

出+NY_,T0`

J

用量'醇酸物质的量比'猪胰脂肪酶用

量'反应时间对转化率有显著性影响$且影响的主次

顺序为+NY_,T0`

J

用量l醇酸物质的量比l反应时

间l猪胰脂肪酶用量% 最优工艺条件为+NY_,T0`

J

用量 Ae'醇酸物质的量比 KBKo#'猪胰脂肪酶用量

)!#
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Je'反应时间 !# W$在此条件下油酸的转化率为

)#B)#e%

"!#+NY_,T0`

J

联合猪胰脂肪酶催化油酸酯化

反应$发挥了+NY_,T0`

J

催化剂和溶剂的双重特性$

降低了甲醇和温度对脂肪酶的影响$使酯化反应可

以在更低温度下进行并获得较高的转化率%
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