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ＬｉｐｏｚｙｍｅＴＬ１００Ｌ催化米糠酸化油制备
生物柴油的工艺研究
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摘要：旨在为米糠酸化油的产业化应用提供参考，以米糠酸化油为原料，经丙酮提取预处理后，采用

酶法催化制备生物柴油。通过单因素实验考察脂肪酶种类、酶添加量、醇油物质的量比和反应温度

对生物柴油产率的影响，结合正交实验对生物柴油制备的工艺条件进行优化，并采用分子蒸馏对生

物柴油进行精制，同时对精制生物柴油进行表征。结果表明：米糠酸化油经预处理后，过氧化值、谷

维素及不皂化物含量无显著变化，酸值、皂化值显著升高，水分及挥发物含量、磷脂含量、灰分和皂

含量显著降低；生物柴油制备的最优工艺条件为醇油物质的量比３∶１、液体脂肪酶ＬｉｐｏｚｙｍｅＴＬ１００Ｌ
添加量４％、反应温度３０℃、反应时间４ｈ，在此条件下生物柴油产率达（８６．７７±０．５４）％，经分子
蒸馏纯化后脂肪酸甲酯含量达（９７．００±０．０４）％；精制生物柴油理化指标均符合 ＧＢ２５１９９—２０１７
要求；傅里叶红外光谱分析证实了产物中含脂肪酸甲酯，热重分析表明精制生物柴油在

１７８．０～２９３．２℃区间内失重最快，差示扫描量热分析表明－３７．５～－４７．２℃的峰与不饱和脂肪酸
甲酯的晶体有关，－７．９～－３．７℃的峰与饱和脂肪酸甲酯的晶体相关，生物柴油的结晶起始温度
为－８．８７℃。综上，以米糠酸化油为原料采用酶法制备生物柴油具有极大的发展潜力。
关键词：米糠酸化油；脂肪酶；酯化反应；生物柴油
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　　随着化石燃料的不断开采，能源日渐紧缺，化
石燃料燃烧产生有害物质导致的环境污染问题也

亟待解决。生物柴油是长碳链的单烷基脂肪酸

酯，可通过油脂中游离脂肪酸与短链醇（甲醇、乙

醇等）酯化或油脂醇解反应获得［１］。与化石燃料

相比，生物柴油是一种绿色可持续能源，具有环境

友好［２］、无毒无害等［３］优点，市场发展潜力巨

大［４］。目前，制备生物柴油的原料包括大豆油、菜

籽油、花生油、鸡油、牛油等食用动植物油，麻疯树

籽油、蓖麻籽油等非食用植物油，藻油和菌油等微

生物油脂，地沟油、酸化油等餐饮废油及油脂下脚

料［５－７］。研究表明，原料成本占生物柴油总成本

的６５％ ～８０％［８］。因此，开发廉价、来源广泛的生

物柴油原料对于能源可持续发展和环境保护具有

非常重要的意义。

米糠酸化油是米糠油碱炼脱酸主要副产物———

皂脚酸化的产物［９］，其脂肪酸含量高，是生产生物

柴油的优良原料［１０］。据估算，目前世界米糠油年产

量约７５０万ｔ［１１］，若将碱炼产生的皂脚全部酸化处
理，理论上将产生７５万 ｔ米糠酸化油（以米糠原油
游离脂肪酸含量１０％计）。米糠酸化油价格低廉，
因此以米糠酸化油为原料制备生物柴油不仅能够降

低生产成本，而且可以在一定程度上弥补化石燃料

的短缺，更符合我国“不与人争粮，不与粮争地”的

政策导向［１２］。

生物柴油的制备方法主要有物理法和化学

法［７］。物理法指将原料油、柴油和添加剂直接混合

制得生物柴油，包括微乳液法和直接混合法［６］。化

学法包括高温裂解法、酶法、酸催化剂法、碱催化剂

法。其中，酸、碱催化剂法是目前制备生物柴油较为

成熟的方法［１３］，但其对原料油的品质要求较高，对

设备腐蚀严重［１４－１５］，反应结束后需多次水洗，能耗

大，存在“三废”排放严重，易对环境造成二次污染

等问题［１２，１６］，而采用酶法制备生物柴油可避免上述

问题。米糠酸化油含有磷脂、蜡、色素等成分，杂质

多、稳定性差，由其制备生物柴油存在一定的技术难

题，且目前尚未有酶法催化米糠酸化油制备生物柴

油的研究报道。因此，本研究以廉价的米糠酸化油

为原料，采用酶法催化米糠酸化油制备生物柴油，探

索最佳制备工艺条件，并对制备的生物柴油的理化

指标和结构进行测定与分析，以期为米糠酸化油产

业化应用提供理论基础。

１　材料与方法
１．１　实验材料
１．１．１　原料与试剂

米糠酸化油，浙江得乐康食品股份有限公司；

固定化脂肪酶 Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５（来自于南极假丝酵
母，酶活 ８０００ＰＬＵ／ｇ）、固定化脂肪酶 Ｌｉｐｏｚｙｍｅ
ＲＭＩＭ（来自于米曲霉，酶活２７５ＩＵＮ／ｇ）、固定化脂
肪酶 ＬｉｐｏｚｙｍｅＴＬＩＭ（来自于疏棉状嗜热丝孢菌，
酶活２５０ＩＵＮ／ｇ）、液体脂肪酶 ＬｉｐｏｚｙｍｅＴＬ１００Ｌ
（来自于疏棉状嗜热丝孢菌，酶活１００００Ｕ／ｇ）、液
体脂肪酶 ＬｉｐｏｚｙｍｅＣＡＬＢ（来自于南极假丝酵母，
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酶活 ５０００ＬＵ／ｇ），郑州贝莱德生物技术有限
公司。

慢速定性滤纸（孔径１０～１５μｍ），杭州富阳北
木浆纸有限公司；十七烷酸甲酯（纯度９８．８５％），上
海皓鸿生物医药科技有限公司；氧化锌、无水甲醇、

无水硫酸钠、乙醚、冰乙酸、淀粉、硫酸联氨、盐酸、磷

酸二氢钾、钼酸钠、氢氧化钾、正己烷，均为分析纯；

异丙醇，天津市恒兴化学试剂制造有限公司；三氟化

硼乙醚，国药集团化学试剂有限公司；碱性蓝６Ｂ指
示剂、甲醇钠溶液，上海麦克林生化科技股份有限公

司；正己烷、丙酮，色谱纯，赛默飞世尔科技（中国）

有限公司。

１．１．２　仪器与设备
ＧＣ８８６０气相色谱仪，分析天平，水浴磁力搅拌

器，顶置式磁力搅拌器，台式高速离心机，循环水式

多用真空泵，紫外分光光度计，旋转蒸发仪，ＡＬＰＨＡ
傅里叶变换红外光谱仪，ＶＫＬ－７０分子蒸馏仪，ＳＴＡ
２５００同步热分析仪，２０４Ｆ１差示扫描量热仪。
１．２　实验方法
１．２．１　米糠酸化油预处理

将米糠酸化油加热至３０℃，按１∶１０的料液比与
提取溶剂丙酮混合，采用顶置式磁力搅拌器在３５０
ｒ／ｍｉｎ条件下混合９０ｍｉｎ，然后用慢速定性滤纸过滤
两次，旋转蒸发仪除去溶剂后得预处理米糠酸化油。

以预处理后脂肪酸质量与预处理前的比值计算

脂肪酸提取率。

１．２．２　生物柴油的制备
在两口圆底烧瓶中分别加入预处理米糠酸化

油、无水甲醇、脂肪酶，充分混合均匀，置于一定温度

的磁力搅拌器上，调节转速为３５０ｒ／ｍｉｎ，连接冷凝
装置，反应一定时间后，于 １００００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，用无水硫酸钠除水得粗生物柴油。
１．２．３　生物柴油的纯化

参考于涵等［１７］的方法，采用分子蒸馏对粗生物

柴油纯化，分子蒸馏条件：真空度－０．０９９ＭＰａ，刮膜
转速９０ｒ／ｍｉｎ，进料温度７０℃，进料速度９５ｍＬ／ｈ，
蒸馏温度１６４℃，重相出料温度４０℃，轻相出料温
度４０℃，冷凝温度２５℃。
１．２．４　生物柴油产率计算

参考 Ｊｉｎ等［１８］方法并稍作修改。称取 ０．０１ｇ
（精确至 ０．０００１ｇ）产物，加入 ２ｍＬ质量浓度
１０ｍｇ／ｍＬ十七烷酸甲酯溶液为内标，无水硫酸钠除
水后，过 ０．２２μｍ有机滤膜，进气相色谱仪分析。
气相色谱条件：ＤＢ－ＦａｓｔＦＡＭＥ色谱柱（３０．０ｍ×
０２５ｍｍ×０．２５μｍ）；ＦＩＤ检测器；进样口、检测器

温度２６０℃；分流比２０∶１；柱升温程序为初始温度
８０℃，保持 ０．５ｍｉｎ，以 ４０℃／ｍｉｎ的速率升至
１６５℃，保持１ｍｉｎ，以４℃／ｍｉｎ的速率升至２３０℃，
保持４ｍｉｎ；Ｎ２流速２５ｍＬ／ｍｉｎ，Ｈ２流速４０ｍＬ／ｍｉｎ，
空气流速４００ｍＬ／ｍｉｎ；进样量１μＬ。

按式（１）计算生物柴油产率（Ｙ）。

Ｙ＝∑Ａ－Ａ１７Ａ１７
×
ρ１７×Ｖ１７×ω

ｍ ×１００％ （１）

式中：∑Ａ为所有脂肪酸甲酯的色谱峰面积；
Ａ１７为十七烷酸甲酯的色谱峰面积；ρ１７为十七烷酸甲
酯溶液的质量浓度，ｍｇ／ｍＬ；Ｖ１７为十七烷酸甲酯溶
液的体积，ｍＬ；ω为十七烷酸甲酯的纯度；ｍ为称样
（产物）质量，ｍｇ。
１．２．５　米糠酸化油理化指标测定

参照ＧＢ５００９．２３６—２０１６测定水分及挥发物的
含量；参照ＧＢ５００９．４—２０１６测定灰分的含量；参照
ＧＢ５００９．２２９—２０１６测定酸值；参照ＧＢ５００９．２２７—
２０１６测定过氧化值；参照 ＬＳ／Ｔ６１２１．１—２０１７测定
谷维素含量；参照ＧＢ／Ｔ５５３４—２００８测定皂化值；参
照 ＧＢ／Ｔ５５３７—２００８测定磷脂含量；参照 ＧＢ／Ｔ
５５３３—２００８测定皂含量；参照 ＧＢ／Ｔ５５３５．２—２００８
测定不皂化物含量；参照ＧＢ／Ｔ２６５—１９８８测定运动
黏度。

１．２．６　生物柴油的表征
１．２．６．１　理化指标测定

参照 ＧＢ／Ｔ２５８—２０１６测定酸值；参照 ＳＨ／Ｔ
０２４６—１９９２测定水分含量；参照 ＧＢ／Ｔ２６５—１９８８
测定运动黏度；参照 ＳＨ／Ｔ０７９６—２００７测定单甘酯
含量；参照 ＧＢ／Ｔ５１１—２０１０测定机械杂质；参照
ＧＢ／Ｔ１３３７７—２０１０测定密度；参照 ＧＢ／Ｔ２６１—
２０２１测定闪点（闭口）；参照ＳＨ／Ｔ０２４８—２０１７测定
冷滤点；参照ＧＢ／Ｔ２３８０１—２００９测定脂肪酸甲酯含
量；参照ＧＢ／Ｔ１７１４４—２０２１测定残碳质量分数；参
照 ＧＢ／Ｔ５０９６—２０１７测定铜片腐蚀；参照 ＳＨ／Ｔ
０６８９—２０００测定硫含量；参照 ＧＢ／Ｔ６５４０—１９８６测
定色度。

１．２．６．２　傅里叶红外光谱（ＦＴＩＲ）分析
采用傅里叶变换红外光谱仪对样品进行分析。

分析条件：光谱范围 ５００～４０００ｃｍ－１，分辨率 ４
ｃｍ－１，扫描次数３２次。
１．２．６．３　热重－微商热重（ＴＧ－ＤＴＧ）分析

采用同步热分析仪对生物柴油进行热重分析。

分析条件：样品 １０ｍｇ，Ｎ２流量 ５０ｍＬ／ｍｉｎ，以 １０
℃／ｍｉｎ的速率从室温升至５００℃。
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１．２．６．４　差示扫描量热（ＤＳＣ）分析
采用差示扫描量热仪对生物柴油进行 ＤＳＣ分

析。分析条件：氮气条件下，样品１０ｍｇ，在４０℃保
持 ３ｍｉｎ，以 １０℃／ｍｉｎ的速率降至 －８０℃，在
－８０℃保持３ｍｉｎ，再以１０℃／ｍｉｎ的速率升至４０℃。
１．２．７　数据处理

实验均重复３次，结果以“平均值 ±标准偏差”
表示，使用ＳＰＳＳ２２软件处理数据，ｐ＜０．０５表示差
异显著，ｐ＜０．０１表示差异极显著。
２　结果与讨论
２．１　原料米糠酸化油和预处理米糠酸化油理化指
标分析

原料米糠酸化油组分复杂，影响生物柴油的酶

法制备，因此需要对其进行预处理［１９］。按１．２．１方
法以丙酮为溶剂对米糠酸化油进行预处理后，脂肪

酸提取率为（９２．０９±０．１５）％，表明经过丙酮预处
理大部分脂肪酸被提取出来。米糠酸化油预处理前

后理化指标变化如表１所示。
表１　米糠酸化油预处理前后理化指标对比

Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ
ｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆａｃｉｄｉｆｉｅｄｒｉｃｅｂｒａｎｏｉｌ

理化指标 原料酸化油 预处理后酸化油

过氧化值／（ｍｍｏｌ／ｋｇ） １．７４±０．０８ａ １．７６±０．０５ａ

酸值（ＫＯＨ）／（ｍｇ／ｇ） １４４．４９±０．２０ｂ １７８．１７±０．９５ａ

灰分／％ １．５８±０．０４ａ ０．２６±０．０１ｂ

水分及挥发物／％ ３．４２±０．７０ａ ０．３５±０．０１ｂ

皂化值（ＫＯＨ）／（ｍｇ／ｇ） １６３．６４±０．３７ｂ １８５．６７±０．５７ａ

磷脂／％ ０．９２±０．３４ａ ０．３１±０．００ｂ

皂／％ ８．２４±０．０６ａ ０．４２±０．０１ｂ

谷维素／％ ０．９０±０．００ａ ０．９０±０．０１ａ

不皂化物／％ ３．３９±０．１６ａ ３．２６±０．１１ａ

运动黏度（４０℃）／（ｍ２／ｓ） ７４３．００±２．１１ａ ７６．００±１．３５ｂ

　注：同行不同小写字母表示差异显著（ｐ＜０．０５）
　Ｎｏｔｅ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
（ｐ＜０．０５）

由表１可知：米糠酸化油的过氧化值、谷维素及
不皂化物含量在预处理前后无显著变化；预处理后，

米糠酸化油的酸值、皂化值显著升高，高脂肪酸含量

的米糠酸化油有利于生物柴油的制备［２０］；预处理

后，米糠酸化油的水分及挥发物、灰分和磷脂含量显

著下降，改善了米糠酸化油的品质，而水分含量的

降低可使脂肪酸酯化反应向促进脂肪酸甲酯生成

的方向进行［２１］，有利于生物柴油的制备；此外，预

处理后，米糠酸化油的皂含量显著下降，致使其运

动黏度显著下降（降幅高达 ８９．７７％），运动黏度

下降有利于液体脂肪酶与底物更充分接触，使反

应更易进行。

２．２　米糠酸化油制备生物柴油的工艺条件优化
２．２．１　单因素实验
２．２．１．１　脂肪酶种类对生物柴油产率的影响

在醇油物质的量比４∶１、酶添加量４％（以预处理米
糠酸化油的质量为基准）、反应温度３０℃条件下，探究脂
肪酶种类对生物柴油产率的影响，结果如图１所示。

图１　脂肪酶种类对生物柴油产率的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｌｉｐａｓｅｔｙｐｅｏｎｔｈｅｙｉｅｌｄｏｆｂｉｏｄｉｅｓｅｌ

　　由图１可知，随着反应时间的延长，生物柴油
产率均先快速增加后趋于平缓。其中，Ｌｉｐｏｚｙｍｅ
ＴＬ１００Ｌ的催化效果最好，反应 ３６ｈ时，生物柴油
产率达（８４．８３±１．１１）％，是 ＬｉｐｏｚｙｍｅＲＭＩＭ的
２．５倍左右。与固定化脂肪酶 ＬｉｐｏｚｙｍｅＲＭＩＭ、
ＬｉｐｏｚｙｍｅＴＬＩＭ相比，液体脂肪酶 ＬｉｐｏｚｙｍｅＣＡＬＢ
和 ＬｉｐｏｚｙｍｅＴＬ１００Ｌ具有更强的油 －水界面作用
力［２２］，且与底物接触更充分，因而其催化效果更

好。与 ＬｉｐｏｚｙｍｅＣＡＬＢ相比，ＬｉｐｏｚｙｍｅＴＬ１００Ｌ的
催化活性位点更难被甲醇破坏［２３］，甲醇耐受性更

强，因而其催化活性更好，这与 Ｓｕｎ等［２４］研究

ＬｉｐｏｚｙｍｅＴＬ１００Ｌ催化梧桐籽油制备生物柴油的结
果一致。尽管固定化脂肪酶 Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５也具有
较好的催化效果，但液体脂肪酶 ＬｉｐｏｚｙｍｅＴＬ１００Ｌ
价格更为低廉。因此，选择液体脂肪酶 Ｌｉｐｏｚｙｍｅ
ＴＬ１００Ｌ作为催化用酶。
２．２．１．２　酶添加量对生物柴油产率的影响

在醇油物质的量比３∶１、反应温度３０℃条件下，
探究液体脂肪酶 ＬｉｐｏｚｙｍｅＴＬ１００Ｌ添加量对生物柴
油产率的影响，结果如图２所示。

由图２可知，在反应时间１２ｈ时，随着酶添加
量的增加，生物柴油产率总体先增加后趋于平缓，但

反应达到平衡的时间缩短，这主要由于酶添加量的

提高增加了脂肪酶与酸化油反应的活性位点［２４］，从

而提高了反应速率。酶添加量过高会增加生产成

本，因此选择酶添加量为４％。
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图２　酶添加量对生物柴油产率的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｌｉｐａｓｅｄｏｓａｇｅｏｎｔｈｅｙｉｅｌｄｏｆｂｉｏｄｉｅｓｅｌ

２．２．１．３　醇油物质的量比对生物柴油产率的影响
在液体脂肪酶ＬｉｐｏｚｙｍｅＴＬ１００Ｌ添加量４％、反

应温度３０℃条件下，探究醇油物质的量比对生物柴
油产率的影响，结果如图３所示。

图３　醇油物质的量比对生物柴油产率的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆａｌｃｏｈｏｌ－ｏｉｌｍｏｌａｒｒａｔｉｏｏｎｔｈｅ

ｙｉｅｌｄｏｆｂｉｏｄｉｅｓｅｌ

　　由图３可知，当醇油物质的量比从２∶１增加至
３∶１时，生物柴油产率均在４ｈ达到最大，且产率由
（８３．５４±０．４２）％升高至（８６．４５±０．３５）％。进一
步提高醇油物质的量比，过量的甲醇对酶、酸化油的

催化稀释作用变强，导致生物柴油产率下降，且反应

达到平衡的时间延长。高浓度的甲醇还可改变脂肪

酶的活性位点，破坏酶的三级结构，使脂肪酶不稳

定，从而引起酶催化活性降低甚至失活［２５－２６］。另

外，过量的甲醇使生产成本增加，且加大了甲醇的回

收难度。因此，选择醇油物质的量比为３∶１。
２．２．１．４　反应温度对生物柴油产率的影响

在醇油物质的量比３∶１、液体脂肪酶 Ｌｉｐｏｚｙｍｅ
ＴＬ１００Ｌ添加量４％条件下，探究反应温度对生物柴
油产率的影响，结果如图４所示。

由图４可知，在反应时间１２ｈ时，当反应温度
从２５℃升高至３０℃时，生物柴油产率相差不大，但
随着反应温度继续升高，生物柴油产率不断下降。

这是因为在一定温度下，升高反应温度可增加甲醇

与酸化油的混溶性，降低体系的黏度和扩散阻力［２７］，

同时，可增加脂肪酶的催化活性，促进脂肪酶－底物
复合物形成［２８］，更有利于生物柴油的合成。但过高

的温度会破坏脂肪酶结构甚至使酶失活［２９－３０］，从而

使生物柴油产率下降。因此，选择反应温度为３０℃。

图４　反应温度对生物柴油产率的影响
Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅｙｉｅｌｄｏｆｂｉｏｄｉｅｓｅｌ

２．２．２　正交实验
根据单因素实验结果固定反应时间４ｈ，以液体

脂肪酶 ＬｉｐｏｚｙｍｅＴＬ１００Ｌ添加量、醇油物质的量比
和反应温度为因素，生物柴油产率为指标，设计正交

实验，确定制备生物柴油最优工艺条件。正交实验

因素水平见表２，正交实验设计与结果见表３。
表２　正交实验因素水平

Ｔａｂｌｅ２　Ｆａｃｔｏｒｌｅｖｅｌｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

水平
Ａ酶添加
量／％

Ｂ醇油
物质的量比

Ｃ反应
温度／℃

１ ３ ２∶１ ２５
２ ４ ３∶１ ３０
３ ５ ４∶１ ３５

表３　正交实验设计与结果
Ｔａｂｌｅ３　Ｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

实验号 Ａ Ｂ Ｃ 产率／％
１ １ １ １ ８２．５５
２ １ ２ ２ ８３．４９
３ １ ３ ３ ６３．６７
４ ２ １ ２ ８１．２１
５ ２ ２ ３ ７８．１１
６ ２ ３ １ ８２．０６
７ ３ １ ３ ７３．２５
８ ３ ２ １ ８０．６３
９ ３ ３ ２ ８２．６２
ｋ１ ７６．５７ ７９．００ ８１．７５
ｋ２ ８０．４６ ８０．７４ ８２．４４
ｋ３ ７８．８３ ７６．１２ ７１．６８
Ｒ ０３．８９ ０４．６３ １０．７６

　　由表３可知，影响生物柴油产率的因素主次顺
序为Ｃ＞Ｂ＞Ａ，即反应温度 ＞醇油物质的量比 ＞酶
添加量，制备生物柴油的最优反应条件为 Ａ２Ｂ２Ｃ２，
即液体脂肪酶ＬｉｐｏｚｙｍｅＴＬ１００Ｌ添加量４％、醇油物
质的量比３∶１、反应温度３０℃。在最优条件下，生物
柴油产率达（８６．７７±０．５４）％。
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２．３　生物柴油的表征
２．３．１　理化指标

采用分子蒸馏技术对最优条件下制备的粗生物

柴油进行精制，结果表明，进料量１２５４．５ｇ时，经分
子蒸馏后得１０５６．６４ｇ轻相、１１２．２８ｇ重相，轻相
（精制生物柴油）得率为８４．２３％，经分子蒸馏纯化
后脂肪酸甲酯含量达（９７．００±０．０４）％。测定精制
生物柴油的理化指标，并与 ＧＢ２５１９９—２０１７中
ＢＤ１００生物柴油标准进行对比，结果见表４。

表４　生物柴油的理化指标
Ｔａｂｌｅ４　Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｏｆｂｉｏｄｉｅｓｅｌ

理化指标 生物柴油 ＧＢ２５１９９—２０１７要求
酸值（ＫＯＨ）／（ｍｇ／ｇ） ０．３０±０．００ ≤０．５０
水分含量／（ｍｇ／ｋｇ） ０２００±０．００ ≤５００
运动黏度（４０℃）／（ｍｍ２／ｓ） ５．００±０．４０ １．９～６．０
单甘酯含量／％ ０．０４±０．００ ≤０．８０
机械杂质 无 无

密度（２０℃）／（ｋｇ／ｍ３） ８６６．００±１．５８００ ８２０～９００
闪点（闭口）／℃ １７９．００±０．５２００ ≥１３０
冷滤点／℃ ０．００±０．０４ 报告

脂肪酸甲酯含量／％ ９７．００±０．０４０ ≥９６．５
残碳质量分数／％ ０．０２±０．００ ≤０．０５０
色度（号） ０．５
铜片腐蚀（５０℃，３ｈ）（级） １ ≤１
硫含量／（ｍｇ／ｋｇ） ２．５０±０．０３ ≤５０（Ｓ５０）

　　由表４可见，精制生物柴油的各项理化指标均
符合ＧＢ２５１９９—２０１７中ＢＤ１００生物柴油的要求。
２．３．２　红外光谱分析

对预处理前后的米糠酸化油和精制生物柴油进

行红外光谱分析，结果见图５。

图５　预处理前后的酸化油和精制生物柴油的ＦＴＩＲ图
Ｆｉｇ．５　ＦＴＩＲｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆａｃｉｄｉｆｉｅｄｏｉｌｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒ

ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔａｎｄｒｅｆｉｎｅｄｂｉｏｄｉｅｓｅｌ

　　如图５所示，３００６．６１ｃｍ－１处为 Ｃ Ｃ—Ｈ上
碳氢键伸缩振动峰，２９２５．１３ｃｍ－１和２８５３．０６ｃｍ－１

处分别为亚甲基碳氢单键和甲基不对称伸缩振动

峰［３１］，１４５９．５１ｃｍ－１处属于 Ｃ—Ｈ的弯曲振动峰，
１１９５．６４、１１６８．８４ｃｍ－１附近为—ＣＨ２—ＣＯＯＣＨ３基
团的伸缩振动峰，７２１．５１ｃｍ－１处为甲基振动峰，
１７４３．９９ｃｍ－１处为典型的— Ｃ Ｏ伸缩振动峰［３２］。

精制生物柴油在１４３４．７７ｃｍ－１与１１９５．６４ｃｍ－１处
有峰，而预处理前后的米糠酸化油在此区域无峰，表

明米糠酸化油在脂肪酶的催化下成功转化为脂肪酸

甲酯，这与先前的研究［３３－３４］一致。由此证明了精制

生物柴油中含有脂肪酸甲酯。

２．３．３　ＴＧ－ＤＴＧ和ＤＳＣ分析
图６为生物柴油的 ＴＧ－ＤＴＧ曲线。图７为生

物柴油ＤＳＣ曲线。

图６　生物柴油的ＴＧ－ＤＴＧ曲线

Ｆｉｇ．６　ＴＧ－ＤＴＧｃｕｒｖｅｏｆｂｉｏｄｉｅｓｅｌ

　　由图６可知，生物柴油在１４８．６℃时开始失重
分解，随着温度的继续升高，生物柴油失重速率不断

加快，在１７８．０～２９３．２℃区间内失重最快，失重率
为 ８７．５１％，并在 ２７８．１℃达到 ＤＴＧ曲线峰值。
１７８．０～２９３．２℃区间快速失重表明生物柴油的着
火性能和可燃性良好，可充分燃烧［３５］。

图７　生物柴油的ＤＳＣ曲线

Ｆｉｇ．７　ＤＳＣｃｕｒｖｅｏｆｂｉｏｄｉｅｓｅｌ

　　由图７可知，沿着加热方向，生物柴油有３个清
晰的吸热峰，－３７．５～－４７．２℃区间的２个峰与不
饱和脂肪酸甲酯（油酸甲酯、亚油酸甲酯）的晶体有

关［３６］，－７．９～－３．７℃区间的峰与饱和脂肪酸甲酯
（棕榈酸甲酯）的晶体相关。沿着冷却方向，可知生

物柴油的结晶起始温度为 －８．８７℃，表明精制生物
柴油有较好的低温流动性［３７］。

３　结　论
以生物柴油产率为指标，通过单因素实验和正

交实验对酶法催化米糠酸化油制备生物柴油的工艺

条件进行优化，确定生物柴油制备的最优工艺条件
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为醇油物质的量比 ３∶１、液体脂肪酶 Ｌｉｐｏｚｙｍｅ
ＴＬ１００Ｌ添加量４％、反应温度３０℃、反应时间４ｈ，
在此条件下生物柴油产率达（８６．７７±０．５４）％，经分
子蒸馏纯化后脂肪酸甲酯含量达（９７．００±０．０４）％，
且精制生物柴油理化指标均符合 ＧＢ２５１９９—２０１７
要求。ＦＴＩＲ分析证实了产物为脂肪酸甲酯；热重分
析表明精制生物柴油着火性能和可燃性良好；ＤＳＣ
分析表明生物柴油的结晶起始温度为 －８．８７℃，有
较好的低温流动性。液体脂肪酶 ＬｉｐｏｚｙｍｅＴＬ１００Ｌ
作为一种游离酶难以回收重复利用，若能将其改性

或固定化修饰，不仅能降低酶法生产生物柴油的成

本，也可增加脂肪酶对甲醇的耐受性，使生物柴油的

产率更高，增加工业化利润，未来可以向此方向进行

尝试。
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ｂｉｏａｎａｌｙｔｉｃａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｏｆｉｎｆｒａｒｅｄ ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ： Ａ
ｒｅｖｉｅｗ［Ｊ］．ＡｎａｌＣｈｉｍＡｃｔａ，２０２０，１１３３：１５０－１７７．

［２１］辜明．香菇多糖 ＬＴ１的提取纯化及结构鉴定［Ｄ］．武
汉：华中科技大学，２００９．

［２２］徐阳阳．不同提取方法对灵芝活性成分提取率及抗氧
化活性的影响［Ｄ］．福州：福建农林大学，２０１４．

［２３］ＺＨＯＵＬ，ＬＵＯ Ｓ，ＬＩＪ，ｅｔａｌ．Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅ
ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｆｒｏｍｔｈｅｓｈｅｌｌｓｏｆＣａｍｅｌｌｉａ
ｏｌｅｉｆｅｒａａｎｄｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｎｔｈｅａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｐｏｔｅｎｔｉａｌｉｎｖｉｔｒｏ
ａｎｄｉｎｖｉｖｏ［Ｊ／ＯＬ］．ＪＦｕｎｃｔＦｏｏｄｓ，２０２１，８６：１０４６７８
［２０２３－１１－２９］．ｈｔｔｐｓ：／／ｄｏｉ．ｏｒｇ／１０．１０１６／ｊ．ｊｆｆ．
２０２１．１０４６７８．

［２４］许盈盈．灰树花多糖的提取、分离纯化、表征及生物活
性的研究［Ｄ］．杭州：浙江工商大学，２０２２．

［２５］董文霞．桦褐孔菌多糖结构、硫酸化修饰及其降血糖活
性研究［Ｄ］．山东 曲阜：曲阜师范大学，２０１８．

［２６］林欣颖，谢传奇．油茶果壳多糖的提取工艺及免疫活
性研究［Ｊ］．生物化工，２０２２，８（５）：２４－２８，５９．
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