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摘要：为探究环境友好型高效催化剂原位催化小球藻制备生物柴油，采用５种氨基酸（甘氨酸、天
冬氨酸、Ｌ－谷氨酸、Ｌ－赖氨酸、Ｌ－脯氨酸）分别与盐酸和氢氧化钾反应合成氨基酸离子液体，以
氨基酸离子液体为提取剂和催化剂，对小球藻进行原位催化制备生物柴油，并采用单因素实验对反

应条件进行优化。结果表明：Ｌ－脯氨酸与盐酸反应合成的氨基酸离子液体（［Ｌ－Ｐｒｏ］［Ｃｌ］）具有
更好的生物柴油提取率和催化率；小球藻生物柴油的最优制备条件是［Ｌ－Ｐｒｏ］［Ｃｌ］用量１００％（以
小球藻藻粉质量计）、甲醇与藻粉质量比１１∶１、反应温度６５℃、反应时间１８ｈ，在此条件下小球藻生
物柴油的提取率为８３．１６％，催化率为６４．５４％。综上，氨基酸离子液体［Ｌ－Ｐｒｏ］［Ｃｌ］适合用于原
位催化小球藻制备生物柴油。
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　　藻类作为制备生物柴油的原料具有培养周期
短、占地面积小、油脂含量与质量高等优势，已受到

广泛关注［１－２］。然而微藻粒径微小且细胞壁较厚，

在传统的微藻生物柴油制备方法中，往往需要使用

大量有机溶剂先将油脂提取出来，然后再进行酯交

换反应以制备生物柴油，在整个过程中，油脂提取步

骤的能耗占比高达９０％以上［３］。为了提高经济性，

必须避免传统方法中烦琐的油脂提取过程，可采用

原位法同时进行油脂的提取和酯交换，将存在于微

藻细胞内的油脂直接转化为脂肪酸甲酯［４－８］。如

Ｗａｈｌｅｎ等［９］以硫酸催化藻类原位酯交换制备生物

柴油，不仅实现了几种不同微藻和蓝藻中甘油三酯

的定量转化，对于某些样品，甚至还可以转化其他分

子（例如磷脂）中所含的脂肪酸，生产比现有甘油三

酯预期更多的生物柴油。

离子液体是一种由阳离子和阴离子组成的低温

熔融盐，作为制备生物柴油的新型催化剂，不仅具备

优秀的催化能力，与传统催化剂硫酸、氢氧化钾等相

比还更加绿色、环保［１０－１２］。有研究表明离子液体对

纤维素（细胞壁的主要成分）具有较高的溶解性，可

以使藻类细胞内的油脂渗出［１３］。苗长林等［１４－１５］使

用离子液体［ＢＭＩＭ］［ＤＣＡ］作为提取剂，以脂肪酶
为催化剂在一定条件下采用原位法制备小球藻生物

柴油，转化率达到６９．６％，之后在超声波辅助下以
［ＢＭＩＭ］［ＨＣＯＯ］为提取剂，［ＳＯ３Ｈ－ＢＭＩＭ］［ＨＳＯ４］
为催化剂，使用两种离子液体组合物，生物柴油转化

率达到９３．３％。
为探究出一种更加环保并且能在原位法制备微

藻生物柴油中兼具提取和催化能力的离子液体，采

用与传统离子液体原料相比更加绿色的氨基酸为原

料，合成相应的氨基酸离子液体，以此为提取剂与催

化剂，在同一体系中对小球藻进行油脂的提取与催

化直接制备生物柴油，并以生物柴油提取率和催化

率为衡量指标，筛选出效果最好的氨基酸离子液体，

优化反应条件（氨基酸离子液体用量、甲醇与藻粉

质量比、反应温度和反应时间），以期为氨基酸离子

液体原位催化小球藻制备生物柴油提供参考依据。

１　材料与方法
１．１　实验材料
１．１．１　原料与试剂

干燥的小球藻藻粉（未破壁），海口美兰莱云生

物科技经营部；甘氨酸（Ｇｌｙ）、天冬氨酸（Ａｓｐ）、Ｌ－
谷氨酸（Ｌ－Ｇｌｕ）、Ｌ－赖氨酸（Ｌ－Ｌｙｓ）、Ｌ－脯氨酸
（Ｌ－Ｐｒｏ），福州飞净生物科技有限公司；石油醚、甲
醇、氯仿、乙酸乙酯、蒸馏水、盐酸、氢氧化钾，天津市

致远化学试剂有限公司。

１．１．２　仪器与设备
ＤＦ－１０１Ｓ恒温磁力搅拌器，杭州明远仪器有限

公司；ＦＡ２０１４Ｎ分析天平，上海民桥精密科学仪器
有限公司；１０１电热恒温鼓风干燥箱，北京市光明医
疗仪器有限公司；ＧＣ９７气相色谱仪，浙江福立分析
仪器有限公司；ＲＥ５２９８Ａ旋转蒸发仪，上海亚荣生
化仪器厂；ＳＨＺ－Ｄ循环水式真空泵；巩义市予华仪
器有限责任公司；ＳＫ８２００ＬＨＣ超声清洗器，上海科
导超声仪器有限公司。

１．２　实验方法
１．２．１　氨基酸离子液体的制备

参照文献［１６］采用一步合成法制备氨基酸离
子液体。称取一定质量的 Ｇｌｙ、Ａｓｐ、Ｌ－Ｇｌｕ、Ｌ－Ｌｙｓ
和Ｌ－Ｐｒｏ，分别加入５０ｍＬ圆底烧瓶中，用适量去
离子水溶解后缓慢加入与氨基酸物质的量比为１∶１
的ＨＣｌ（质量分数３７％）或 ＫＯＨ，在８０℃恒温磁力
搅拌器中连续搅拌反应１２ｈ后，冷却至室温，以乙
酸乙酯洗涤４～６次，旋转蒸发去除样品中残留的
乙酸乙酯后，在干燥箱中烘干至恒重，得到相应的５
种酸性氨基酸离子液体［Ｇｌｙ］［Ｃｌ］、［Ａｓｐ］［Ｃｌ］、［Ｌ－
Ｇｌｕ］［Ｃｌ］、［Ｌ－Ｌｙｓ］［Ｃｌ］、［Ｌ－Ｐｒｏ］［Ｃｌ］以及相应
的５种碱性氨基酸离子液体［Ｋ］［Ｇｌｙ］、［Ｋ］［Ａｓｐ］、
［Ｋ］［Ｌ－Ｇｌｕ］、［Ｋ］［Ｌ－Ｌｙｓ］和［Ｋ］［Ｌ－Ｐｒｏ］。
１．２．２　小球藻含油率的测定

参照文献［１７］的方法测定小球藻含油率。将
充分干燥的小球藻藻粉进行除杂后，准确称取０．１ｇ
置于１０ｍＬ离心管内，加入７．６ｍＬ体积比１∶２∶０．８
的氯仿－甲醇 －Ｈ２Ｏ溶液充分振荡。在超声波频
率３５ｋＨｚ、功率４５０Ｗ的条件下超声提取２０ｍｉｎ，
然后以３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。将上层提取液倒
入１２５ｍＬ分液漏斗中，下层藻粉重复上述提取操
作，合并２次提取液。向提取液中依次加入４ｍＬ氯
仿和４ｍＬＨ２Ｏ，振荡后静置分层，下层为水相，中层
为氯仿相，上层为甲醇与油脂相。将上层样品旋转

蒸发至恒重，得到小球藻油脂，以获得的油脂质量除

以藻粉质量得到藻粉的含油率。
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１．２．３　小球藻生物柴油的制备
将１０ｇ小球藻藻粉置于圆底烧瓶中，依次加入

一定质量的甲醇和氨基酸离子液体，安装好冷凝回

流装置后放入恒温磁力搅拌器中，在一定温度下反

应一定时间。反应结束后，将冷却至室温的反应物

过滤并用甲醇反复冲洗残渣３次，冲洗液与滤液合
并，旋转蒸发除去甲醇后加入石油醚和水，静置分

层，取上层有机相，经减压蒸馏去除有机溶剂后，得

到粗生物柴油。按照公式（１）计算生物柴油提取率
（Ｙ）。参照文献［１５］使用 ＧＣ９７气相色谱仪检测粗
生物柴油中脂肪酸甲酯的含量，以其表征生物柴油

催化率。

Ｙ＝
ｍ１
ｍ２×ｗ

×１００％ （１）

式中：ｍ１为粗生物柴油质量；ｍ２为藻粉质量；ｗ
为藻粉含油率。

２　结果与讨论
２．１　小球藻含油率

经实验测得小球藻含油率为２０．８９％。
２．２　氨基酸离子液体的选择

在甲醇与藻粉质量比８∶１、氨基酸离子液体用
量１００％（以藻粉质量计）、反应温度５０℃、反应时
间１６ｈ条件下，考察不同氨基酸离子液体对小球藻
生物柴油提取率和催化率的影响，结果如图１所示。

图１　不同氨基酸离子液体对生物柴油
提取率和催化率的影响
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　　由图 １可知，空白对照组生物柴油提取率为
７．５１％，而催化率为０，说明在不添加任何氨基酸离
子液体的情况下仍然有少量小球藻油脂渗出，但并

未被催化，这是因为甲醇对小球藻油脂存在一定的

提取作用，但提取出来的油脂在无催化剂的作用下

难以被转化为脂肪酸甲酯。其余组别的生物柴油提

取率和催化率均高于空白对照组，说明这些氨基酸

离子液体都具备一定的提取和催化转化小球藻油脂

的能力。其中［Ｌ－Ｐｒｏ］［Ｃｌ］的生物柴油提取率和
催化率均最高，分别达到 ８２．１５％和 ６０．１９％，而
［Ｇｌｙ］［Ｃｌ］和［Ｌ－Ｌｙｓ］［Ｃｌ］的生物柴油提取率和催
化率明显低于其他组别，主要原因是盐酸与这２种
氨基酸组合制备的离子液体形成了固体结晶，结晶

体与其他液态的离子液体相比，虽然分离较为容易，

但不能均匀地分散到整个体系中，导致提取效率和

催化效率偏低。除去以上２种结晶体外，其他盐酸
型氨基酸离子液体的生物柴油提取率和催化率普遍

高于氢氧化钾型氨基酸离子液体的，提取率呈现差

异的原因可能是Ｃｌ－相比Ｋ＋拥有极强的电负性，能
够更大程度破坏小球藻细胞壁碳水化合物分子或分

子内的氢键作用，更利于小球藻油脂的渗出［１８］，而

催化率呈现差异的原因可能是两者的化学性质不

同，盐酸型氨基酸离子液体表现为酸性，氢氧化钾型

氨基酸离子液体表现为碱性，碱性催化剂在催化小

球藻油脂进行酯交换时，容易与游离脂肪酸发生皂

化反应，降低了酯交换的催化效率，这与张艳［６］的

研究结果相符，进一步说明了酸性催化剂在催化藻

类油脂酯交换时比碱性催化剂更高效。在所有酸性

氨基酸离子液体中，［Ｌ－Ｐｒｏ］［Ｃｌ］的生物柴油提取
效果和催化效果均最高的原因在于其具有较低的黏

度，这一特性使其在溶解小球藻细胞壁时其阴离子具

有更强的氢键接受能力，更有利于与小球藻细胞壁

碳水化合物分子中的活性羟基形成氢键，进而达到

溶解细胞壁的目的，促进小球藻油脂的释放［１９］。同

时低黏度的环境使油脂分子和甲醇分子运动时受到

的阻力更小，在提取和催化时效率更高。因此，后续

选择［Ｌ－Ｐｒｏ］［Ｃｌ］作为提取剂和催化剂进行实验。
２．３　氨基酸离子液体原位催化反应条件对生物柴
油提取率和催化率的影响

２．３．１　氨基酸离子液体用量的影响
在甲醇与藻粉质量比８∶１、反应温度５０℃、反应时

间１６ｈ条件下，考察氨基酸离子液体（［Ｌ－Ｐｒｏ］［Ｃｌ］）
用量对生物柴油提取率和催化率的影响，结果如图

２所示。
由图２可知，在氨基酸离子液体用量为７０％ ～

１００％范围内，随着氨基酸离子液体用量的增加，生
物柴油的提取率和催化率升高，这是因为增加氨基

酸离子液体的用量可增加其与小球藻细胞壁和油脂

分子的碰撞概率，有利于小球藻油脂快速渗出细胞

的同时被催化转化为生物柴油，提高了生物柴油的

提取率和催化率。在氨基酸离子液体用量 １００％
时，生物柴油的提取率和催化率都达到峰值，分别为

７７．１３％和６３．３４％，但随着氨基酸离子液体用量继
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续增多，生物柴油的提取率和催化率呈下降趋势，可

能是因为过多的氨基酸离子液体使整个反应体系变

得黏稠，油脂分子向外界扩散速率变慢，同时在黏稠

的反应体系中，参与酯交换反应的各分子运动速率

变慢，催化效率降低。过多的氨基酸离子液体还稀

释了反应物甲醇的浓度，不利于催化反应向正反应

方向移动。因此，选择氨基酸离子液体用量１００％
进行后续实验。

图２　氨基酸离子液体用量对生物柴油提取率和催化率的影响
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２．３．２　甲醇与藻粉质量比的影响
在氨基酸离子液体（［Ｌ－Ｐｒｏ］［Ｃｌ］）用量

１００％、反应温度５０℃、反应时间１６ｈ条件下，考察
甲醇与藻粉质量比对生物柴油提取率和催化率的影

响，结果如图３所示。

图３　甲醇与藻粉质量比对生物柴油提取率和催化率的影响
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　　由图３可知，随着甲醇用量的增加，生物柴油提
取率和催化率均呈现先上升后逐渐平缓的趋势，且

均在甲醇与藻粉质量比为１１∶１时达到峰值，此时生
物柴油提取率为８１．３４％，催化率为６２．３３％。形成
这种趋势的原因可能是甲醇作为油脂提取的溶剂，

在前期增加甲醇用量提高了小球藻细胞内和外界溶

剂中油脂的浓度差，更有利于油脂分子向外部扩散，

此外，甲醇用量的增加一定程度上稀释了黏稠的氨

基酸离子液体，使氨基酸离子液体作为提取剂更容

易分散到小球藻细胞周围溶解细胞壁，促进油脂的

释放，进而提高了生物柴油的提取率。而催化率的

提升是因为甲醇还作为催化反应的反应物，增加反

应物的浓度可以使整个化学反应向正反应方向移

动。在后期继续增加甲醇用量，提取率和催化率均

无明显变化，可能是因为受限于离子液体的提取能

力，同时酯交换反应已经达到化学平衡。因此，选择

甲醇与藻粉质量比１１∶１进行后续实验。
２．３．３　反应温度的影响

在氨基酸离子液体（［Ｌ－Ｐｒｏ］［Ｃｌ］）用量
１００％、甲醇与藻粉质量比１１∶１、反应时间１６ｈ的条
件下，考察反应温度对生物柴油提取率和催化率的

影响，结果如图４所示。

图４　反应温度对生物柴油提取率和催化率的影响
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　　由图４可知，随着反应温度的升高，生物柴油的
提取率和催化率也随之升高，可能是温度的升高为

氨基酸离子液体破坏溶解小球藻细胞壁提供了充足

的能量，同时加快了催化反应中的分子运动速率，提

高了分子的有效碰撞概率。在反应温度为６５℃时，
提取率达到８１．１１％，催化率达到６２．１３％，并且不
再随反应温度升高而上升。综合考虑实验效率和节

能环保因素，选择反应温度６５℃进行后续实验。
２．３．４　反应时间的影响

在氨基酸离子液体（［Ｌ－Ｐｒｏ］［Ｃｌ］）用量
１００％、甲醇与藻粉质量比１１∶１、反应温度６５℃的条
件下，考察反应时间对生物柴油提取率和催化率的

影响，结果如图５所示。

图５　反应时间对生物柴油提取率和催化率的影响
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　　由图５可知，生物柴油提取率和催化率随着反
应时间的延长而升高，说明反应时间越充足，油脂的

提取和催化转化进行得越充分，当反应时间为１８ｈ
时，生物柴油提取率为８３．１６％，催化率为６４．５４％，
并且之后不再随反应时间延长而继续上升，可能是

反应１８ｈ时目标油脂的提取已经完成，同时酯交换
反应达到了化学平衡，继续延长反应时间既增加成

本又无益于油脂的提取和催化，因此选择反应时间

１８ｈ作为最优条件。
综上，氨基酸离子液体原位催化小球藻制备生物

柴油的最优条件为以氨基酸离子液体［Ｌ－Ｐｒｏ］［Ｃｌ］
为催化剂和提取剂、氨基酸离子液体用量１００％、甲
醇与藻粉质量比 １１∶１、反应温度 ６５℃、反应时间
１８ｈ。
３　结　论

本文采用氨基酸离子液体原位催化小球藻制备

生物柴油，通过单因素实验对反应条件进行优化。

结果表明：制备小球藻生物柴油的最优工艺条件为

以氨基酸离子液体［Ｌ－Ｐｒｏ］［Ｃｌ］为催化剂和提取
剂、氨基酸离子液体用量１００％、甲醇与藻粉质量比
１１∶１、反应温度６５℃、反应时间１８ｈ，在此条件下小
球藻生物柴油的提取率达到８３．１６％，催化率达到
６４．５４％。在不增加其他辅助手段的情况下，氨基酸
离子液体［Ｌ－Ｐｒｏ］［Ｃｌ］作为同时发挥提取和催化
的单种试剂，具有较好的原位提取和催化转化效果，

值得进一步探究。
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