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摘　要: 为探索油菜籽水相酶解法萃取菜籽油的机理, 以A lcalase 蛋白酶在温度 50℃、pH 8. 0 条件下, 对以水剂法从菜籽

中提取的含油菜籽蛋白进行酶解处理。试验研究结果表明: 含油菜籽蛋白乳液的固形物颗粒度对酶解反应速率有明显影

响, 总的趋势是颗粒度越小, 酶促反应速率越大; 酶催化水解速率随水解进程呈指数下降, 在反应过程中过高的底物浓度会

抑制酶的失活。在此基础上由试验数据推导出描述催化水解含油菜籽蛋白的动力学方程, 由此通过控制酶与底物浓度之

比、反应时间, 可以控制水解作用的程度, 从而指导和优化菜籽水相酶解法提取菜籽油的工艺。
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0　引　言

菜籽蛋白是一种优质蛋白, 营养价值优于其它植物

蛋白[ 1 ] , 因此, 在菜籽制油过程中寻找一种制取菜籽油

与获得无毒菜籽蛋白二者兼顾的新工艺至关重要。

研究表明: 对植物油料如大豆[ 2 ]、可可[ 3 ]、玉米胚芽

等采用水相酶解法制油, 在提取植物油的同时可以得到

优质低变性植物蛋白。在水相酶解法制油过程中, 采用

蛋白酶处理能降解大分子蛋白质的肽键, 使包裹在蛋白

质内部的油脂释出, 减少因脂蛋白膜形成乳化状态以及

亲脂性固体吸附, 造成部分油脂难以取出的现象[ 4, 5 ] , 从

而提高油脂及蛋白质的得率与质量。该技术应用于油菜

籽, 在流程中结合萃取超滤技术, 有望在提高出油率及

蛋白质得率的同时获得无毒食用菜籽蛋白。

在水相酶解菜籽制油过程中, 菜籽蛋白酶解程度的

控制至关重要。常规方法是采用高度酶解, 如王璋等

人[ 6 ]用蛋白酶降解大豆蛋白至等电点可溶, 以水剂法提

取大豆油, 水解蛋白和油的得率分别达到 74% 和 66% ;

Ro sen tha l[ 7 ]、Guerard [ 8 ]等也开展了类似的研究。这样

做一方面酶的用量增加, 另一方面不利于产品的加工利

用, 钱俊青[ 9 ]、刘志强[ 10 ]等分别在大豆、花生制油中采

用蛋白质低度水解, 不仅能显著提高蛋白质和油脂的得

率, 且所得蛋白质功能特性较好, 有利于加工利用。

为更好地拟合实际生产条件, 本项目在水剂法制油

基础之上对菜籽进行水相酶解法制油, 采用A lca lase

蛋白酶, 在温度 50℃、pH 8. 0 条件下对水剂法制油所得

含油菜籽蛋白低度水解, 研究酶解反应过程中处理参数

的影响, 并从反应机理出发建立描述水解过程规律的动

力学关系式, 为后续油菜籽水相酶解制油工艺的优化奠

定基础。

1　材料和方法

1. 1　试验材料

油菜籽: 市售双低油菜籽, 清选、干燥, 脱皮后测得

蛋白质含量 26. 4%、脂肪含量 44. 5%、水分含量 8%。

蛋白酶: A lca lase 蛋白酶: 丹麦N ovo 公司, 经测定

酶活力为 2. 8×104 uög。

1. 2　检测方法

固体样本中油脂含量测定: 索氏抽提法 (Soxh let

m ethod) [ 11 ]

液体样本中油脂含量测定:W erner2Schm idt [ 12 ]

蛋白质含量的测定: 凯氏定氮法, 参照 GB 5497285

氨基氮的测定: 甲醛滴定法[ 13 ]

水解度的测定[ 14 ]

水解度 (DH ) = (水解后生成的- N H 2 基的量ö样

品总含N 量)×100%

水解后生成的2N H 2 基的量由甲醛滴定法法测得,

样品总含氮量由凯氏定氮法测定。

蛋白酶活力测定: Fo lin 酚法, 参照 GB 547280

水分测定: 常压烘干法, 参照 GB 5495285

1. 3　含油菜籽蛋白浆的制备及酶水解工艺流程

准确称取经清理、干燥、去皮后的油菜籽 500g, 粉

碎过 80 目标准筛, 置于浸取器中沸水处理 5 m in 使芥

子酶失活, 调 pH 4. 5、加水比 1∶5 水浸取, 除去菜籽粉

中的类酚物质, 过滤后调 pH 9. 0、温度 25℃、加水搅拌

浸提 3h, 分离出上层乳油得含油菜籽蛋白浆。

将含油菜籽蛋白配制成不同的蛋白质浓度, 置于酶

反应器中, 控制 pH 8. 0、温度 50℃, 按不同加酶量及不

同时间进行水解, 测水解度。

2　结果与分析

2. 1　底物固形物颗粒粒度对酶解反应的影响

取等量含油菜籽蛋白浆充分水磨, 分别过 100 目、

120 目、140 目、160 目、180 目、200 目标准筛, 形成固形

物含量一致 (蛋白质含量 4. 87 gö100 mL ) 而颗粒度不

同的系列乳液, 各取样 200 mL , 在恒定温度 50℃、pH

8. 0条件下, 加入 0. 6% 蛋白酶 (gö100 mL ) , 在水浴磁力

搅拌器上反应, 测定不同酶解时间下乳液蛋白质的水解
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度。结果见图 1 所示。

图 1　不同颗粒度乳液在不同时间下的水解度

F ig. 1　D egrees of hydro lysis of differen t part icle sizes

of m ilk under differen t t im e of enzym atic hydro lysis

依米氏方程, 当反应体系酶用量与底物浓度一致

时, 则在同一反应条件下反应速率应相同, 但图 1 结果

表明, 不同固形物颗粒度的乳液在同一时间内酶促反应

速率相差很大, 说明乳液体系中固形物颗粒度对酶反应

速率有明显影响, 总的趋势是颗粒度越小, 酶促反应速

率越大, 从 80 目至 140 目趋势十分明显, 140 目以上颗

粒度的乳液水解度增加不明显。原因是固形物颗粒较大

时, 底物与酶接触的比表面积较小, 必然影响反应速率,

颗粒度减小时反应速率明显增加。固形物颗粒在 120 目

以下时, 反应的开始阶段速率较小, 以后由于酶解作用,

颗粒结构被破坏, 增加了反应接触面, 使速率有所加快。

工业上限于能耗及工艺因素, 固形物不可能磨得很

细, 同时为避免因微生物繁殖而影响产品品质, 反应时

间不宜太长, 因此了解适宜颗粒度 (120 目) 乳液酶促反

应速率变化对实际生产有现实意义。

2. 2　底物浓度对酶解反应的影响

取含油菜籽蛋白浆水磨, 过 120 目筛, 配制成不同

浓度的乳液, 测蛋白质含量, 各取样 200 mL , 在恒定温

度 50℃、pH 8. 0 条件下, 加入 0. 4% 蛋白酶 ( gö100

mL ) , 在水浴磁力搅拌器上反应, 测定不同酶解时间下

乳液蛋白质的水解度, 结果见图 2、图 3。

图 2 不同蛋白浓度乳液在不同酶解时间下的水解度

F ig. 2　D egrees of hydro lysis of differen t

concen trat ions of p ro tein in m ilk under

differen t t im e of enzym atic hydro lysis

图 3　不同时间水解度2底物浓度曲线

F ig. 3　H ydro lysis degree2substra te concen trat ion

cu rves under differen t t im e of enzym atic hydro lysis

从图 2、图 3 可以看到, 在试验范围内, 水解度随底

物浓度 (乳液蛋白浓度)的提高而下降, 这一现象表明在

反应体系中底物对酶反应存在抑制作用, 当底物浓度达

到一定值时, 这种抑制作用大大加强, 因此底物存在着

促进反应速度和对酶产生抑制的双重作用。在有限水解

的过程中, 底物对酶产生抑制及失活而引起活力下降是

反应速度下降的主要原因。因此, 在实际生产中, 合理设

置物料加水比尤其重要。

2. 3　酶浓度对水解反应的影响

取含油菜籽蛋白浆水磨, 过 120 目筛, 配制成蛋白

质含量 5. 12 gö100 mL , 各取样 200 mL , 在恒定温度

50℃、pH 8. 0 条件下, 分别设定初始酶浓度 (gö100 mL )

0. 2%、0. 3%、0. 4%、0. 5%、0. 6% 加入蛋白酶, 在水浴

磁力搅拌器上反应, 按不同的时间下取样测定水解度,

结果见图 4。

图 4　不同酶浓度水解度2时间曲线

F ig. 4　H ydro lysis degree2t im e cu rves under

differen t enzym e concen trat ions

从图 4 不同初始酶浓度的水解进程曲线可以看出:

水解速率随着水解时间的延长而下降, 同时水解度趋向

于一个极限值, 不同的初始酶浓度, 水解度的极限值不

同, 其值随初始酶浓度的提高而提高; 在同一处理时间

下, 水解度随初始酶浓度的增加而增加。

在实际生产中宜采用较低酶浓度, 可以减少加酶

量, 降低成本, 且在较低酶浓度条件下, 产物的水解度易

于控制。
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2. 4　反应时间对水解反应的影响

结合图 1～ 4 的情况可知: 在不同的初始酶浓度, 初

始底物浓度条件下, 水解度随处理时间的增加而增加,

但水解速率随时间的增加而减小, 在反应时间 60 m in

内水解度增加较为明显, 以后水解速度随反应时间的增

加而降低, 反应 3 h 后水解度趋于一稳定的值, 水解速

率随反应时间的增加而降低的原因有如下几个方面: 1)

经酶作用后, 底物中易被酶水解的肽键数目减少; 2) 产

物对酶的抑制效应随产物浓度增大而增大; 3)酶的变性

失活随反应的进行而加重。

2. 5　含油菜籽蛋白酶水解过程中酶活力的变化

在以上反应体系中, 定时取样测定酶活力的变化,

结果如表 1 所示。

表 1　含油菜籽蛋白水解过程中酶活力的变化

T ab le 1　Changes of enzym e activity du ring the p rocess of

enzym atic hydro lysis of rapeseed p ro tein con tain ing o il

水解时间
öm in

0 30 60 90 120 150 180 210

存活率ö% 100 71. 5 62. 3 48. 4 39. 2 32. 5 29. 4 27. 2

由表 1 可见, 在含油菜籽蛋白酶水解体系中, 酶活

力随水解时间的增加而逐渐下降, 酶解反应 30 m in 时,

酶活力丧失 30% , 酶解反应达 120 m in 时, 酶活力丧失

39% 左右, 造成酶活力的下降的原因主要有如下几个方

面: 1) 底物对酶反应存在抑制作用, 这主要表现在反应

初始阶段酶活力的损失, 也是引起活力下降的主要原

因; 2) 水解产物含有对酶有抑制作用的成分, 且抑制效

应随产物浓度的增大而增大; 3)酶的变性失活随反应的

进行而加重。前两点已从前面的试验得到了证实。

3　含油菜籽蛋白酶水解的动力学探讨

根据已掌握的水相酶解制油工艺资料[ 2, 9, 10 ]及对目

标产物的质量要求, 酶解反应的水解度不宜过大 (x <

6) , 属低度水解过程, 水解过程符合双底物顺序反应机

理[ 15 ] , 在恒定 pH 值和温度的条件下, 含油菜籽蛋白的

总水解速率可用下述方程表示

V = a [S 0 ]exp (- bx ) (1)

式中 　V —— 总水解速率; S 0—— 初始底物浓度;

x —— 蛋白质水解度。

对方程 (1) 积分可得水解速度 dx öd t 随水解度呈指

数递减关系, 关系方程如下

dx
d t

= aexp (- bx ) (2)

对 (2) 进行积分, 可得描述水解度与水解时间的关

系方程如下

x = (1öb) ln (1 + abt) (3)

根据方程 (3) , 对试验中的 x - t关系数据进行非线

性回归运算, 可得 (3) 中的动力学参数 a 和 b (见表 2)。

表 2　含油菜籽蛋白酶水解动力学参数值

T ab le 2　V alues of k inet ics of enzym atic hydro lysis

of rapeseed p ro tein of con tain ing o il

S 0

ögõ (100 mL ) - 1

E 0

ögõ (100 mL ) - 1 E 0öS 0 a b am

9. 73 0. 4 0. 041 1. 34 0. 432 1. 4

6. 22 0. 4 0. 064 2. 78 0. 428 2. 98

5. 12 0. 4 0. 078 3. 97 0. 512 3. 56

4. 21 0. 4 0. 095 4. 94 0. 509 4. 72

5. 12 0. 2 0. 039 1. 39 0. 477 1. 50

5. 12 0. 3 0. 059 2. 46 0. 482 2. 29

5. 12 0. 5 0. 098 5. 87 0. 496 5. 03

5. 12 0. 6 0. 117 6. 13 0. 452 5. 61

表中 S 0—— 初始底物浓度, E 0—— 初始酶浓度, E 0öS 0—— 初始酶浓度

与初始底物浓度之比, a、b、am —— 回归方程系数。

从表 2 可看出, b 值总是接近于一个常数, 其值在平

均值 0. 4735 左右波动; 另外, a 值随着 E 0 的增加而增

加, 随着 S 0 的增加而减小。取 b 值的平均值代入上述的

拟合方程中, 重新计算 a 值, 得 am 值 (如表 2 所示)。当使

用 am 值和 b 值时, 重复上述水解试验, 误差小于

±10%。

am 对 E 0öS 0 通过计算机处理得到一元线性方程。

am = 57. 1
E 0

S 0
- 0. 84 (4)

线性相关系数: r = 0. 976

综合方程 (2)、(3) 和 (4) 可得总水解速率的方程如

下

V = S 0
dx
d t

= S 0aexp ( - bx ) = 57. 1 (E 0 -

0. 84
57. 1

S 0) exp (- 0. 474x ) (5)

方程 (5) 表明:

E 0 =
0. 84S 0

57. 1
时, 此酶浓度为临界酶浓度, 低于或等

于此浓度, 水解反应不会发生, 因为这时候总水解速率

变为负数。这个结果一方面可能是由于方程 (5) 对于较

低的 E 0öS 0 值不适用; 另一方面, 由于底物或底物水解

过程产生的产物对酶反应存在不可逆抑制。

同理, E 0 =
57. 1S 0

0. 84
时, 此底物浓度为临界底物浓

度, 高于或等于此浓度, 水解反应不会发生。

将表2所得动力学参数b = 0. 4735与方程 (4) 的am

代入方程 (3) 可得描述A lca lase 蛋白酶在 50℃、pH 8. 0

条件下催化水解含油菜籽蛋白的动力学方程如下:

X = 2. 112ln [1 + 27. 04 (
E 0

S 0
- 0. 3987) t ] (6)

方程 (6) 表明, 在A lcalase 蛋白酶催化水解含油菜

籽蛋白的体系中, 水解度 x 与初始酶浓度 E 0、初始底物

浓度 S 0 和时间 t 存在一定关系: 在S 0 不变的情况下, 水

解度随着初始酶浓度 E 0 的提高而提高; 反之, 在 E 0 不

变的情况下, 水解度随着初始底物浓度 S 0 提高而降低;

这与上面讨论到的试验结果是一致的。
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　　为检验所得方程与试验的符合情况, 随机抽取试验

中 20 组数据与方程预测值拟合对比, 结果发现, 酶促反

应的水解度小于 6 时, 试验值与预测值无显著差异。

4　结　论

1) 在水相酶解法制油菜过程中, 固形物颗粒度对

酶反应速率有明显影响, 总的趋势是颗粒度越小, 酶促

反应速率越大, 从 80 目至 140 目趋势十分明显, 140 目

以上颗粒度的乳液水解度增加不明显。

2) A lca lase 蛋白酶催化水解含油菜籽蛋白时水解

产物及过高的底物浓度对酶反应起抑制作用。根据酶动

力学的基本理论, 由试验数据得到描述A lca lase 蛋白

酶在温度 50℃、pH 8. 0 的条件下催化水解含油菜籽蛋

白的动力学方程, 该方程可以用来指导和优化水相酶解

法同时提取菜籽油与菜籽蛋白的酶解试验。
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M echan ism and k inetic ana lysis of enzymatic l im ited
hydrolysis of rapeseed prote in con ta in ing o il

L iu Zhiq ia ng
1, Ze ng Yunlong

1, J in Hong
2

(1. D ep artm en t of Chem ica l E ng ineering , H unan U niversity of S cience and T echnology , X iang tan 411201, Ch ina;

2. Colleg e of A n im a l S cience and T echnology , H unan A g ricu ltu ra l U n iversity , Chang sha 410128, Ch ina)

Abstract: To study the m echan ism of aqueou s enzym atic ex tract ion of o il from rapeseed, the enzym atic hydro lysis

of rapeseed p ro tein con ta in ing o il by a lca lase w as carried ou t a t pH 8. 0 and 50℃. T he resu lts ind ica ted tha t the

part icle size of the so lid in m ilk influenced react ion velocity obviou sly, and the velocity increased grea t ly w ith the

size decreasing. T he overa ll ra te of hydro lysis d im in ished exponen t ia lly versus the degree of hydro lysis. Based on

th is app roach and experim en ta l da ta, a k inet ic m odel equat ion sim u la t ing the enzym atic hydro lysis of rapeseed

p ro tein con ta in ing o il w ith A lca lase w as ob ta ined and it cou ld be u sed to gu ide and op t im ize the techno logy of

aqueou s enzym atic ex tract ion of o il from rapeseed.

Key words: rapeseed p ro tein; aqueou s ex tract ion; aqueou s enzym atic ex tract ion; k inet ic m odel equat ion
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