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摘要!金属有机骨架"gQS$具有多样性%高比表面积%化学稳定性和易于后修饰等优势!是固定化

酶的优良载体& 为了促进生物柴油的发展!针对gQS固定化脂肪酶的方法及其在生物柴油生产中

的应用进展进行了综述& gQS固定化脂肪酶的方法有物理吸附法%共价结合法%原位包埋法等!采

用gQS固定脂肪酶生产生物柴油!在一定程度上降低了生产成本和提高了产率& 开发新型的脂肪

酶固定化方法及寻求合适的固定化载体是生物柴油发展的关键&
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BB目前$人口的快速增长和不断扩大的工业生产

对能源提出了巨大的需求'%(

% 作为一种典型的生

物质能源$生物柴油以其可再生性)可持续性)最小

化碳氢化合物排放等优点而被公认为是石油的理想

替代品'!(

% 生物柴油是由食用或非食用植物油合

成的脂肪酸单烷基酯$典型的为脂肪酸甲酯"S/\\>

/80] .T\̀>1T̂\T[$SHg,#%

目前生物柴油的生产方法主要为化学催化法$

该方法使用酸或碱为催化剂进行催化转酯反应'&(

$

然而该方法对原料的酸值要求较高$还存在醇油比

高)催化剂难回收再利用以及腐蚀设备)污染环境等

缺点'$(

% 酶法生产生物柴油是利用脂肪酶的催化

作用$实现油脂与短链醇的酯交换反应$是生物柴油

工业化生产的发展方向% 与化学法相比$酶法因反

应条件温和)纯化程序简单)产物较易回收)对含水量

和酸值不敏感等优点而受到广泛关注'4(

%

游离脂肪酶由于其稳定性差)重复使用率低和

'&
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分离复杂等问题$限制了其在生物柴油工业化生产

中的应用% 而酶的固定化策略在一定程度上可以有

效提高脂肪酶的重复利用率和稳定性% 迄今为止$

已经提出了将酶固定在载体上的各种策略$其中金

属有机骨架"gT\/19[</;08Z[/.T:9[@$gQS#具有较

优的化学稳定性和热稳定性$且其高比表面积可确

保酶负载能力$从而表现出理想的载体特性% 以

gQS为载体固定化脂肪酶可解决生物柴油生产中

酶的稳定性差和重复使用率低等问题%

本文主要以gQS固定化脂肪酶催化制备生物

柴油为中心$对gQS固定化脂肪酶的研究进展进行

综述$总结 gQS固定化脂肪酶的方法$并对其在生

物柴油生产中应用的研究进展进行概述$最后对生

物柴油的发展方向提出展望$以期为实现生物柴油

高效生产提供参考%

?@R"S固定化脂肪酶方法

gQS是由有机配体连接在一起的金属离子或

金属离子簇组成的多孔结晶材料$其中 (Y

!

#gJI#

4&"ST#

'2(

)U0Q#33 #(Y

!

''(

)fJS#2

'%"(

)fJS#3+

"*9#?gM*(F

'%%(是当前较常用的酶固定化载体材料%

gQS固定化脂肪酶的方法主要有物理吸附法'%!(

)共

价结合法'%&(

)原位包埋法"共沉淀和仿生矿化#

'%$(

%

%7%B物理吸附法

物理吸附法是最常见的脂肪酶固定方法之一$

是依靠氢键)

*

#

*

相互作用)范德华力等相对较弱

的物理作用力将酶吸附到多孔或无孔材料的预合成

载体中'%!(

% 物理吸附法反应条件较温和$尽管能保

留酶的结构和较高的活性$但由于大部分酶是直接

暴露的$很容易受到外界刺激'%4(

% 酶的成功吸附固

定主要取决于酶#载体的亲和力'%3(

$即通过载体上

特定活性基团的存在来保证% 如果不存在特定活性

基团$则需要通过对载体改性来保证其与酶的相互

作用% 酶的吸附强度受多种因素影响$如酶的浓度)

溶剂的性质)吸附条件"温度)cY)离子强度#等% 随

着酶催化反应时间的延长或反应次数的增加$酶的

活性会降低$因此当固定化脂肪酶作为催化剂应用

到生物柴油的实际生产中时$更需要关注固定化酶

的重复利用率和活性% W/[̂/; 等'%+(将脂肪酶固定

在既可作为生物受体的载体又可作为固定支持物的

金属纳米颗粒"gT(b̂#上$通过磁力直接固定酶的

悬浮液制备了具有较高灵敏度和较好选择性的新型

生物传感器"NQL#(0(b?(0#$证明孵育时间的延长

和温度的升高都会提高生物传感器的灵敏度% S/;

等'%2(研究发现$较小粒径的介孔二氧化硅"gbG#比

较大粒径的常规 gbG 具有更多的捕获酶的入口$通

过仔细控制gbG的形态可大大提高酶吸附固定在孔

内的能力% G`9./1等'%'(将脂肪酶 ,aT[̂/

+

F[/; Ẑ9[.

!7" 吸附固定在fJS#2)fJS#3+)Y)UGF#%上$并用

固化化脂肪酶催化橄榄油生产生物柴油$结果发现$

在温度 $"i)醇油比 %!k% 的条件下$固定在 fJS#3+

上的脂肪酶显示出最高的催化活性$生物柴油转化率

为'"74E$且在&种gQS载体中Y)UGF#%在可重复

性方面表现最好$在第 & 个周期内固定化脂肪酶保

持了 +"E以上的初始活性%

%7!B共价结合法

为了增强载体与酶之间键的稳定性$防止使用

过程中酶的释放$可通过共价结合作用将酶固定在

载体上% 为了达到高结合活性$活化的载体表面呈

现许多反应基团$同时还必须保证这些基团在反应

条件下具有良好的稳定性"因为酶 #载体的反应是

一个缓慢的过程#% 此外$当载体表面的活性基团

与脂肪酶表面的活性基团反应时 "例如赖氨

酸#

'!"(

$还须防止脂肪酶中具有催化能力的氨基酸

残基与载体发生共价结合$以免影响酶的催化活性%

共价结合法通常是将脂肪酶通过醚键)酰胺键)氨基

甲酸酯键连接到载体上$使基质和酶之间形成牢固

的结合$这种结合通常非常稳定% 但一旦酶活性开

始降低$共价结合法制备固定化酶的基质和酶需同

时废弃$因此也表现出成本高的问题%

多点共价结合进行的固定化策略虽然已被证明

是一种非常强大的脂肪酶固定化手段$既可以将酶

的稳定性提高至数百或数千倍$又可以保留较优的

酶活$但强烈的多点共价固定并不容易实现'!%(

%

Ǹ /̂T.0等'!!(将柔性纳米多孔 gJI#4&"ST# 用作

共价结合法固定 ';0$5"7:57*"04;40脂肪酶"dgI#

的载体$在超声辐射下合成的载体通过 ($(#二环

己基碳二亚胺功能化$然后通过共价结合与酶连接$

结果发现$所制备的固定化脂肪酶有更宽的 cY曲

线和温度曲线$在 3"i时保留了超过 2"E 的初始

活性$比游离酶更稳定% H<̀/T0等'!&(将环氧活化的

8190̂0\T&"W",*I#共价结合固定的 =,9<0<, *735-,

脂肪酶成功用于橄榄油水解)乙酸异戊酯"香蕉香

精#合成和生物柴油生产中$发现与游离脂肪酶相比$

固定化脂肪酶的水解活性为 "%724 n"7"4# U?.<$乙

酸异戊酯和生物柴油的最大收率分别为 '%e3E 和

'47$E$而且固定化脂肪酶显示出良好的热稳定性

和储存稳定性%

%7&B原位包埋法

gQS物理吸附和共价结合固定化脂肪酶通常

"$
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包括两个步骤$即先合成载体再进行酶的固定化%

两步固定化过程中所涉及的合成和分离会影响最终

的反应效率$增加成本% 原位包埋法$也称自封装

法$它可以将酶通过一步法固定$最大程度简化固定

化过程% 原位包埋法的机制依赖于将酶包封在聚合

物网络中$保留酶的同时允许产物和底物通过%

N/̂8v; 等'!$(通过原位包埋法将来自南极念珠菌的

脂肪酶 W"*HIW#固定在 W/̂910\TS&"" 材料上$得到

的固定化脂肪酶在 4 个循环催化后保留了超过

2"E的初始活性% d/Z0T0等'!4(提出了一种在 fJS#

3+ 中封装 =,9<0<, *735-4脂肪酶"*dI#的方法$制

备的 *dI5fJS#3+ 在 3 个循环的酯交换反应"大

豆油与甲醇反应#中仍保持了优异的催化活性$与

初始活性相比没有显著下降% YR 等'%$(通过原位包

埋法将 G-!4*30..7-9034*脂肪酶"H(I#固定在大孔

fJS#2"g#fJS#2#及聚二甲基硅氧烷"bPgG#改

性的g#fJS#2 上$并将其应用于生物柴油的生产

中$结果发现$相比 H(I5g#fJS#2$H(I5g#

fJS#2 #bPgG 具有更高的酶活回收率和更好的催

化性能$并且 H(I5g#fJS#2 #bPgG 在重复使

用 4 个循环后仍保持 '3E 以上的活性% f̀/;<

等'!3(用硅酸前体"FgQG#对含有多组氨酸标签的重

组H45>,:0..7-/;4*"5:,/497.,/7-10c/̂T!"NFI!# 进行

仿生固定$即聚阳离子催化剂"Y*1#和 FgQG 可以

一步形成二氧化硅$在此过程中加入的重组 NFI!

可以被捕获在二氧化硅载体上$从而获得仿生固定

化脂肪酶% 在最佳仿生固定条件下$固定效率为

'+e+%E$酶活回收率为 2'73!E%

A@R"S固定化脂肪酶在生物柴油生产中的应用

gQS具有可变的拓扑结构'!+(

$具有提供良好催化

特性的优点使其作为固定化的最优材料% gQS固定不

同脂肪酶在生物柴油生产中的部分应用详见表 %%

表 ?@R"S固定化脂肪酶催化生产生物柴油

脂肪酶 载体 固定化方法
生物柴油

产率?E

生产条件 参考文献

I7*J;5.<4*0,

:4!,:0,

fJS#2 物理吸附 '&7$

温度 $"i)醇油物质的量比 $k%)搅

拌速度 !"" [?.0;

'!2(

=,9<0<, *735-,

ST

&

Q

$

5gJI#%"""ST# 共价结合 '!7&

温度 $"i)醇油物质的量比 $k%)搅

拌速度 %!" [?.0;

'!'(

G-!4*30..7-5*+$,4 bPgG #fJS#I 物理吸附 '$

温度 $"i)醇油物质的量比 $k%)搅

拌速度 !"" [?.0;

'&"(

K5*:094!,9:*4,/0: bQG #bDH 物理吸附 %273

温度 $"i)醇油物质的量比 %2k%)

搅拌速度 %4" [?.0;

'&%(

=,9<0<, G9/,*:/0:,

I0c/̂TW

gQS 共价结合 '27' 温度 $37&i)醇油物质的量比 &734k% '&!(

,aT[̂/

+

F[/; Ẑ9[.!7"

fJS#3+ 物理吸附 '"74

温度 $"i)醇油物质的量比 %!k%)

搅拌速度 %%" [?.0;

'%'(

XIg 生物基gQS 仿生矿化 3" 温度 4"i)醇油物质的量比 2k% '&&(

BB脂肪酶固定化方法会影响其可重复使用次数$

相比原位包埋法和共价结合法$物理吸附法固定在

gQS表面的脂肪酶较容易脱落$导致最终生物柴油

产率较低% 通过对载体进行改性能增强固定化酶的

效率$如&负载在 U0Q#33 上的黑曲霉脂肪酶

"H(I#的催化活性在第一次使用后就丧失了$但通

过聚二甲基硅氧烷对 U0Q#33 疏水改性$固定化的

H(I性能得到显著提高$即使重复使用 %" 个循环$

仍可保留 2&E的催化活性$生物柴油产率达到

22E$而未改性的H(I?U0Q#33 催化合成生物柴油

的产率仅为 !"E

'&$(

%

W/]9T0#]/1Z/[] 等'&4(将 f[#gQS在室温环境

条件下通过经济实惠且直接的静电纺丝法固定在

bDb纤维网络中$将脂肪酶 gN%" 通过共价结合法

固定在 f[#gQS?bDb纳米纤维膜上$对固定化条

件进行了优化% 结果表明$脂肪酶 gN%" 固定化的

最佳条件为戊二醛含量 !74E)交联时间 ! `)固定

化时间 3 `和 cY'7"$经过 + 次重复使用后$固定化

脂肪酶保留了超过 33E的初始活性$且与游离脂肪

酶相比$固定化脂肪酶催化 'L:5""790油制备生物

柴油的产率高达 2&E%

P0A<T等'4(将脂肪酶固定在整体新型微孔聚合

基质 "gbb# 上制备了微孔聚合物生物催化剂

"gbbW#$并通过酶促酯交换催化 & 种不同的植物

油脂"葵花籽油)大豆油和废弃食用油#合成生物柴

油$结果表明$在醇油物质的量比 3k%)反应温度

%$
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34 i和反应时间 4 ` 条件下$以葵花籽油制备的生

物柴油产率最高"3&72E#$而以大豆油和废弃食用

油制备的生物柴油产率分别为 4474E和 4"7'E%

H];/;等'!2(以十六烷基三甲基溴化铵"*FHW#

为形态调节剂$氨基酸"A #组氨酸#为辅助模板剂$

制备了分级介孔沸石咪唑酯骨架"fJS#2#$再以

fJS#2 为载体$通过物理吸附法成功固定化洋葱伯

克霍尔德菌脂肪酶"W*I#$研究发现$W*I#fJS#2

催化合成生物柴油的最佳条件为固定化脂肪酶用量

3E)油与乙醇物质的量比 %k$)反应体系含水量

&E)反应温度 $"i)反应时间 %! `"三步法$每 $ `

加醇#$在最佳条件下生物柴油产率为 '&7$E%

H];/;等'&3(通过使用包封在 V形 fJS#2 中的米黑

根霉脂肪酶$催化大豆油合成生物柴油$在最佳条件

"固定化酶用量 2E$异辛烷添加量 !"E$反应体系

含水量 'E$反应温度 $4i$油与乙醇物质的量比

%k$$反应时间 2 `#下转化率为 '473E$经 %" 次循

环后$该酶保留了 2$7+E的初始活性%

随着人们对生物柴油的关注和重视$制备生物

柴油的方法研究也较完善$不同固定化酶催化合成

生物柴油的最优条件也得以明确$这在一定程度上

降低了生产成本和提高了产率$对未来的工业生产

有深远的实际应用意义%

D@结@语

生物柴油已然是可再生和环保的化石衍生燃料

多功能替代品$通过酯交换或酯化方法将植物油转

化为生物柴油是实验室和工业水平广泛使用的方

法% 为了进一步提高酶的催化效率和催化性能$将

脂肪酶固定在 gQS上并实际应用也备受关注% 在

实际应用时$必须考虑所选择的酶)合适的载体以及

固定化方法才能达到理想的固定化率$只有酶与底

物的相互作用最优$催化性能最优$所涉及的成本也

相对降低$才是实现预期生物柴油高效生产的正确

解决方案% gQS的应用可以降低生产过程的能源

和经济要求$使生物柴油成为传统燃料有竞争力的

替代品% 开发新型的脂肪酶固定化方法及寻求合适

的固定化载体已成为生物柴油发展的关键%
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