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微藻直接离子液体脂肪酶制备生物柴油
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摘 要：采用小球藻、甲醇为原料，脂肪酶为催化剂，离子液体为提取剂和反应介质，直接提取酯交换制备生物柴

油。考察不同工艺条件对产率的影响，结果表明：甲醇用量和藻粉质量比为 8∶1，离子液体［BMIM］［DCA］和藻粉质

量比为1∶1，脂肪酶用量为藻粉质量的12%，反应温度为50 ℃，酯交换反应时间为16 h条件下，生物柴油的转化率可

达 69.6%。采用微藻直接离子液体脂肪酶制备生物柴油无需从微藻粉中提取油脂，因此降低过程成本、缩短工艺，

能实现含油微藻到生物柴油的一步转化。
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0 引 言

传统微藻生物柴油首先提取微藻油脂，然后

微藻油脂在催化剂作用下酯化或转酯，生成脂肪

酸酯［1，2］。然而由于大部分含油微藻细胞壁较厚，

用常规有机溶剂提取时，细胞内的油脂难以渗出细

胞壁，耗时长，且需耗用大量有机提取剂，加大了分

离难度［3~5］；其次，传统工艺采用酸碱催化剂制备生

物柴油存在产物难回收、环境污染严重等缺点。利

用酶法制备生物柴油具有反应条件温和、特异性

强、产品易分离、对环境无污染等优势［6］，但利用酶

法制备生物柴油，往往要在有机溶剂反应介质中进

行，强极性的有机溶剂会夺取酶表面微环境中必需

水，严重影响酶反应活性，降低酶使用寿命［7］。

离子液体是近年来新出现的一种可取代常规

挥发性有机溶剂进行酶催化的新型绿色非水溶剂，

正受到广泛关注［8］。此外，离子液体对纤维素（细胞

壁的主要成分）具有较高的溶解性，进而可使胞内

油脂渗出，提高油脂提取率［9］。因此，若采用离子液

体提取微藻油脂并在离子液体介质体系下脂肪酶

转化制备生物柴油，将油脂提取与酯交换反应 2 部

分耦合成 1 个单元，可避免油脂的提取过程，对微

藻生物柴油制备具有一定意义［10］。

本研究将产油微藻油脂提取和微藻生物柴油

制备 2 个步骤合二为一，对微藻直接离子液体脂肪

酶制备生物柴油可行性进行研究，并考察离子液

体、脂肪酶、甲醇与小球藻粉质量比、反应时间、温

度等对生物柴油转化率的影响。

1 材料与方法

1.1 实验材料

小球藻藻粉，由中国科学院广州能源研究所佛

山三水能源微藻培养示范基地提供。离子液体

［BMIM］［Cl］、［BMIM］［BF4］、［BMIM］［PF6］、

［BMIM］［OAc］、［BMIM］［HCOO］、［BMIM］［DCA］，

均为化学纯，上海成捷化学有限公司；脂肪酶

Novozyme435，丹麦诺维公司；其他试剂均为市售分

析纯。

NewClassic 电子天平，上海梅特勒-托利多仪器

有限公司；THZ-D 台式恒温振荡摇床，河南巩义予

华仪器有限公司；RE-52 型旋转蒸发仪，上海亚荣生

化仪器厂；GC-2010 气相色谱仪，日本岛津公司，配

备岛津 GC solution 色谱工作站，FID 检测器和 RTX
WAX 毛细管柱（30 m×0.25 mm×0.25 μm，最高使用

温度为 330 ℃）。
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1.2 实验方法

1.2.1 微藻油脂的提取

将干燥的微藻除杂，取 1 g 干藻粉，加入 1 g 离

子液体，8 g 甲醇，在 50 ℃恒温水浴摇床上进行油脂

提取 16 h，反应完全后的物料冷却至室温，添加石

油醚和水，静止分层，使有机相和水相分离；取上层

石油醚相进行减压蒸馏得粗油脂［11］。

提取率 = 实验所得总油脂含量
藻粉质量 ×微藻含油率

× 100% （1）
微藻含油率的测定采用 Bligh-Dyer 的快速油脂

提取方法［12］，经测定本实验所用微藻的含油率为

11.07%。

1.2.2 生物柴油的制备

将干燥的微藻除杂，加入离子液体，然后依次

加入甲醇、脂肪酶催化剂，在恒温水浴摇床上进行

油脂提取及酯化反应；反应完全后的物料冷却至室

温，过滤，滤液静置分层，上层溶液进行减压蒸馏得

粗生物柴油，用气相色谱测定其中脂肪酸甲酯的含

量，并计算生物柴油的转化率，下层为离子液体、甘

油和过量甲醇的混合物，减压蒸馏，除去未反应的

甲醇；再加入乙酸乙酯，磁力搅拌 10 min 后，取出静

置冷却至室温，倾倒出上层溶有甘油的乙酸乙酯，

再反复提取 3 次，得到黏稠离子液体，减压蒸馏除

去离子液体中残留的乙酸乙酯溶剂，再经真空干燥

后，直接套用到下次实验。

以小球藻总含油量为基准计算微藻粗生物柴

油的产率为：

产率 = 粗生物柴油含量
藻粉质量 ×微藻含油率

× 100% （2）
1.3 产物的分析

收集上清液装入试管中静置分层，用移液枪

小心吸取上层酯类产物，利用旋转蒸发仪干燥去

除残余甲醇，产物用气相色谱进行定性定量分析，

检测条件为：FFAP 毛细柱 30 m，He 载气，流速

1.0 mL/min；H2流速 40 mL/min；空气流速 30 mL/min；
进样口温度 280 ℃；检测器温度 300 ℃；程序升温，

起始温度 170 ℃，保持 1 min，以 12 ℃/min 升温至

250 ℃，停留 2 min；分流进样，分流比 1∶20，进样

量 1 μL［13］。

以微藻总含油量为基准，计算制得的生物柴油

的转化率为：

转化率 = 气相测得甲酯含量
粗生物柴油产率

× 100% （3）

2 结果与讨论

2.1 离子液体选择

首先考察由 1-丁基-3-甲基咪唑阳离子和 Cl-、
PF6-、BF4-、OAc-、HCOO-、DCA-阴离子构成的离子液

体［BMIM］［Cl］、［BMIM］［BF4］、［BMIM］［PF6］、

［BMIM］［OAc］、［BMIM］［HCOO］、［BMIM］［DCA］对

微藻直接转化制备生物柴油的影响。反应条件为：

1 g 微藻粉，离子液体与藻粉质量比为 1∶1，甲醇与

藻粉质量比为 8∶1，脂肪酶用量为藻粉质量的 12%，

反应温度为 50 ℃，反应时间为 16 h。结果如图 1
所示。
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图1 不同离子液体催化反应效果

Fig. 1 Catalytic reaction effects of different ionic liquid

从图 1 中可看出，无任何离子液体添加，微藻

油脂的提取率和生物柴油的转化率分别为 16.66%
和 5.63%，加入离子液体后，在阳离子相同情况下，

不同阴离子的离子液体催化效果相差较大。分析

微藻油脂提取率可知：［BMIM］［HCOO］提取率最

高 ，为 89.66% ；［BMIM］［PF6］提 取 率 最 低 ，为

17.52% 。 阴 离 子 对 油 脂 提 取 率 影 响 大 小 为

HCOO-＞Cl-＞OAc-＞DCA-＞BF4-＞PF6-，阴离子为

Cl-、OAc-、HCOO-的离子液体的油脂提取率明显高

于 BF4-、PF6-，原因可能是较难溶解在传统有机溶剂

中的微藻细胞，能溶解到阴离子为 Cl-、OAc-、HCOO-

的离子液体中，这与离子液体的溶解能力与阴离子

的吸电子能力有较大关系，Cl-、OAc-、HCOO-阴离子

的电负性强，能与微藻细胞壁碳水化合物分子上的



9期 苗长林等：微藻直接离子液体脂肪酶制备生物柴油 2697

羟基形成氢键，从而破坏微藻细胞壁碳水化合物分

子间或分子内的氢键作用，并最终使其溶解，促进

油脂的提取释放［14］。另外，油脂的提取率和离子液

体的黏度有关，较低黏度的离子液体在溶解过程中

使阴离子呈现出更强的氢键接受能力，更有利于其

与微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。而离子液体中

含有阴离子 BF4-或 PF6-时，则不能溶解微藻细胞壁

碳水化合物分子，可能是这 2 种阴离子与微藻细胞

壁碳水化合物分子羟基质子形成氢键的能力低，或

者这 2 种阴离子打开微藻细胞壁碳水化合物分子

内部氢键，促进纤维素溶解的能力低［15］。

分析微藻生物柴油的转化情况可知：［BMIM］
［DCA］转化率最高，为 66.89%；［BMIM］［PF6］转化

率最低，为 10.11%。［BMIM］［HCOO］、［BMIM］［Cl］、

［BMIM］［OAc］虽然微藻油脂提取率较高，但微藻生

物柴油的转化率较低，由文献［16，17］可知，离子液

体在脂肪酶催化酯交换反应中作为溶剂，生物柴油

收率随离子液体疏水性的增加而增大，随离子液体

水溶性的增强而降低。这可能由于疏水性离子液

体不能使脂肪酶催化活性位点失去水分而失活，并

可维持其催化结构，保证催化单元的有效性。亲水

性离子液体不具有这样的能力，限制其在酶促制备

生物柴油反应中的应用，导致生物柴油收率较低。

而［BMIM］［DCA］对微藻具有较好的溶解性，且对

酶活影响较小，故可被用于优化酶促合成反应。

2.2 离子液体用量影响

在甲醇与藻粉质量比为 8∶1，脂肪酶用量为藻

粉质量的 12%，反应温度 50 ℃，反应时间 16 h，冷
凝回流，考察离子液体［BMIM］［DCA］用量（相对藻

粉质量）对催化效果的影响，结果如图 2 所示。

由图 2 可看出，随着离子液体用量的增多，离

子液体的提取作用及溶剂介质效应使微藻提取率

和生物柴油转化率增加呈现先剧烈增加后平缓的

趋势。当离子液体的用量由 50%增加到 90%时，细

胞壁中的纤维素类化合物与离子液体间的相互作

用增强，微藻油脂提取率和油脂转化率的增幅较

大；离子液体的用量为 100%时，微藻油脂提取率和

油脂转化率分别达到 83%和 69%，再增加离子液体

的用量，微藻油脂提取率和油脂转化率趋于平缓。

继续加大离子液体的量则不利于生物柴油的生成，

当离子液体的量为 200%时，微藻油脂提取率和油

脂转化率分别下降到 68%和 40%。其原因可能与

溶液粘度有关；离子液体浓度进一步增加，溶液粘

度也会继续增大，扩散能力减弱，离子液体渗透到

细胞壁组织的能力和油脂溶出的能力都降低；另

外，过多的离子液体稀释反应物的浓度，降低反应

速率，也不利于反应平衡向正反应进行。考虑生产

成本等因素，离子液体质量分数为 100%~120%时

为最佳。
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图2 离子液体质量比对催化反应的影响

Fig. 2 Catalytic reaction effects of ionic liquid amount

2.3 反应温度的影响

在甲醇与藻粉质量比为 8∶1，离子液体与藻粉

质量比为 1∶1，脂肪酶用量为藻粉质量的 12%，反应

时间为 16 h，冷凝回流，考察反应温度对催化效果

的影响，结果如图 3 所示。
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图3 反应温度对催化反应的影响

Fig. 3 Catalytic reaction effects of temperature

由图 3 可看出，温度对离子液体提取微藻油

脂、脂肪酶催化剂的催化活性具有较大影响，随着

温度的升高，微藻油脂提取率、生物柴油转化率逐
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渐增大；30 ℃时，微藻油脂提取率和油脂转化率分

别为 44%和 38%，反应温度达到 50 ℃时，微藻油脂

提取率和油脂转化率分别达到 83.0%和 69.2%。超

过 50 ℃后，反应温度继续升高，生物柴油得率会减

小，这是由于较高的反应温度可提高溶剂的运动频

率和速度，加速溶剂渗透到细胞壁组织细胞中，有

利于油脂的溶出；同时，底物与脂肪酶在较高温度

下的运动速度也会加快，从而增加它们之间的接触

机会，使脂肪酶转化效率得到提高。但当温度高于

50 ℃时，这些效应及其协同作用的贡献不大，对油

脂提取率和微藻粗生物柴油转化率贡献不明显，主

要是因为温度升高改变酶的活性构象，酶活性下

降，酶反应速度反而减小，综合考虑反应速度、酶操

作稳定性及能耗，结合本实验结果，在 50 ℃可取得

较好的酯化效果。

2.4 反应时间的影响

在甲醇与藻粉质量比为 8∶1，离子液体与藻粉

质量比为 1∶1，脂肪酶用量为藻粉质量的 12%，反应

温度 50 ℃冷凝回流，考察反应时间对催化效果的影

响，实验结果如图 4 所示。
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图4 反应时间对催化反应的影响

Fig. 4 Catalytic reaction effects of time

由图 4 可看出，在反应开始时，由于反应底物

浓度较大，反应快速进行，酯转化率增长速率较快，

反应时间达到 16 h，酯化率可达 69.5%，继续增加反

应时间，转化率增长速度较为缓慢，酯转化率变化

不大，到反应 18 h，微藻油脂提取率和转化率呈下

降趋势。这可能是因为提取时间过长，导致植物基

质中的其他成分也溶出增加，引起溶液黏度增加，

降低目标物的溶出；进而引起转化率降低。考虑到

实际工艺需要，反应时间定为 16 h。

2.5 藻粉与甲醇质量比的影响

考察藻粉与甲醇质量比对收率的影响，实验条

件为：1 g 微藻粉，离子液体用量与藻粉质量比为 1∶1，
脂肪酶用量为藻粉质量的 12%，反应温度为 50 ℃，

反应时间为 16 h。实验结果如图 5 所示。
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图5 藻粉与甲醇质量比对催化反应的影响

Fig. 5 Catalytic reaction effects of methanol amount

对油酯的酯化反应，醇油物质的量比理论计

量为 3∶1，但在实际反应中，为了更有效促进油酯

的转化，通常会提高醇油物质的量比，增加甲醇用

量，有利于反应向正反应方向进行，而且离子液体

在甲醇中的溶解性较好，适量增大甲醇含量，促进

离子液体在反应体系中的分散。另外，过量甲醇

能使微藻细胞蛋白缓慢脱水、变性、沉淀，能在细

胞表面蛋白未完全变性前，逐渐不断地向细胞内

部渗入，因而增强微藻细胞渗透性，有利于油脂

的渗出。从图 5 可见，甲醇和微藻粉质量比在（5
∶1）~（8∶1）时，随着质量比的增加，微藻油脂提取

率和转化率呈增大趋势。质量比增加到 11∶1 时，

由于甲醇的稀释作用，离子液体的浓度下降，进而

离子液体的提取作用和介质效应减小，导致微藻

油脂提取率降低，而且过量的甲醇对脂肪酶的抑

制作用较明显，造成脂肪酶的不可逆失活，导致酯

转化率的降低。在本实验中，考虑甲醇后续的回

收负荷、能耗及经济成本的因素，选择以醇油的质

量比 8∶1 为宜。

2.6 酶添加量对甲酯得率的影响

在甲醇与藻粉质量比 8∶1，离子液体与藻粉质

量比 1∶1，反应时间 16 h，反应温度 50 ℃冷凝回

流，考察脂肪酶用量对催化效果的影响，实验结果

如图 6 所示。
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图6 酶添加量对催化反应的影响

Fig. 6 Catalytic reaction effects of lipase amount

脂肪酶的量直接影响酯交换反应的速率及最

终的转化率，从图 6 中可看出，酶用量从 5%增加到

10%时，最终的酯转化率有明显增大，而且反应达到

平衡的时间也由原来的 20 h 缩短至约 16 h，脂肪酶

用量从 12%提高到 15%，转化率增大不明显，但增

加脂肪酶的用量无疑会大大增加生产成本。综合

考虑，脂肪酶用量选为 12%适宜。

3 结 论

1）直接以微藻粉为原料，脂肪酶作为催化剂，

利用离子液体的破壁提取油脂效应和脂肪酶催化

反应介质保护作用，能同时实现微藻油脂的提取与

微藻油脂的酯化或转酯化工艺制备生物柴油。

2）利用离子液体对微藻细胞壁较好的溶解性，

提高油脂的释放，同时避免传统方法中有机溶剂对

脂肪酶催化剂的毒害作用，提高脂肪酶的热稳定性

及其对底物的立体选择性、延长脂肪酶催化剂的稳

定性。

3）以离子液体［BMIM］［DCA］为提取剂及介

质，脂肪酶为催化剂催化微藻粉直接合成生物柴

油，实验结果表明，甲醇与藻粉质量比为 8∶1，离子

液体［BMIM］［DCA］与藻粉质量比为 1∶1，脂肪酶用

量为藻粉质量的 12%，反应温度为 50 ℃，酯交换反

应时间为 16 h 条件下，生物柴油的转化率可达

69.6%。

本工艺制备生物柴油无需从含油原料中提取

油脂，可降低过程成本，缩短工艺，实现含油原料到

生物柴油的一步转化。经实验验证，该方法实用

可靠。
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PREPARATION OF BIODIESEL FROM MICROALGAE BY DIRECT
TRANSESTERIFICATION UNDER IONIC LIQUID LIPASE CONDITIONS

Miao Changlin1， Fan Pei1，2，Lyu Pengmei1，Wang Zhongming1，Zhuang Xinshu1，Yuan Zhenhong1

（1. Guangzhou Institute of Energy Conversion，Chinese Academy of Sciences，Key Laboratory of Renewable Energy，Chinese Academy of

Sciences，Guangzhou 510640，China；2. University of Chinese Academy of Sciences，Beijing 100049，China）

Abstract：Biodiesel from Chorella was prepared via in- situ transesterification method using Ionic liquids as extraction
agent and reaction medium，lipase as catalyst. The effects of mass ratio of methanol to microalgae powder，reaction
temperature，reaction time and lipase ionic liquid dosage on the transesterification were investigated. Under the
conditions of mass ratio of methanol to microalgae powder at 8∶1，mass ratio of ionic liquid to microalgae powder at
1∶1，mass fraction of lipase 12%，reaction temperature 50 ℃ and reaction time 16 h，the yield of fatty aid methyl ester
reached 69.6%. Preparation of biodiesel from microalgae by direct transesterification under ionic liquid lipase conditions
do not need to extract oil from microalgae powder，thus reducing the process cost，shorten the process，which can realize
oil micro algae directly esterification into biodiesel.
Keywords：ionic liquids；biodiesel；lipase；transesterification；microalgae


