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水相酶解法提取菜籽油与菜籽蛋白工艺的优化
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摘　要: 为提高菜籽蛋白的利用率,采用水相酶解法提取菜籽油与菜籽蛋白,以超滤法分离菜籽蛋白,重点对酶处理的工艺

参数进行了研究。试验对各种酶的作用效果进行了比较,确定采用纤维素酶、果胶酶按活力比 3∶1配方的复合酶处理效果

较好; 由优化试验得出酶处理的工艺参数为: 固液比 1∶5,酶用量 30 U ög,酶处理时间 100 m in; 在最佳工艺条件下获得高

质量的菜籽油与菜籽蛋白,油与蛋白质得率分别为 92. 6%、82. 3%。
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0　引　言
从菜籽中提取油脂的常规方法有压榨法和浸出法,

这些方法均需对原料进行强烈的湿热处理,在这种作用

下,菜籽蛋白严重变性,一些营养物质和生理活性物质

也遭破坏。同时菜籽中含有硫代葡萄糖甙和植酸、单宁、

芥子碱等有毒及抗营养因子[ 1 ]。因此,菜籽饼粕目前只

能在饲料中限量使用甚至少部分用作肥料,造成了这种

优质蛋白资源的极大浪费[ 2 ]。

水剂法提取植物油的最大优点是提油后的蛋白变

性程度低[ 3, 4 ] ,有利于再加工,特别是对菜籽采用该法可

以将油脂、蛋白质的提取与脱毒同步进行,缩短了生产

过程,且效果较好,但得率较压榨法和溶剂浸出法低。

为提高水剂法的油脂及蛋白质得率,国内外许多学

者等将酶运用于油脂提取工艺 (采用水相酶解法)。王素

梅等利用纤维素酶处理玉米胚芽, 使出油率提高到

88. 72% [ 5 ];刘志强等利用以纤维素酶、蛋白酶为主体的

复合酶对花生采用水剂法制油,出油率比传统水剂法提

高 4%～ 8%、蛋白质得率提高 3%～ 9% [ 6 ]; Kw aku [ 7 ]、

Ro sen tha l[ 8 ]、钱俊青[ 9 ]等分别以可可、大豆等为样品展

开了类似的研究,均取得了较好的效果。由于菜籽中含

有有毒及抗营养因子,因此酶在菜籽制油中的应用研究

大多集中于溶剂浸取前的预处理阶段[ 10, 11 ] , 随着低毒

或无毒菜籽品种的推广及膜分离技术的应用,开展水相

酶解法同时提取菜籽油与无毒菜籽蛋白质的研究已成

为一件很有现实意义和应用前景的工作。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

1. 1. 1　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%。

1. 1. 2　酶

根据菜籽的化学组成选用 4 种酶: 纤维素酶、半纤

维素酶、果胶酶、蛋白酶。

纤维素酶: Sigm a 公司生产,商品名 no C2415,最适

pH 值与温度为: pH 5. 0、温度 50℃, 宣称活力为 5100

U ög,实测CM C 酶活为 2540 U ög。

果胶酶: N ovo 公司生产,商品名 Pect inex u lt ra sp ,

最适 pH 值与温度为: pH 4. 0～ 5. 0、温度 45℃,宣称活

力为 26000 PGömL ,实测果胶酶活力为 11350 U ömL。

半纤维素酶: Sigm a 公司生产,商品名 no H 2125,最

适 pH 值与温度为: pH 5. 0、温度 37℃,宣称活性为 260

U ög,实测酶活为 223 U ög。

复合酶É :选用蛋白酶、纤维素酶、果胶酶按活力比

5∶3∶2组成。

复合酶Ê :选用纤维素酶、果胶酶按活力比 3∶1组

成。

1. 2　检测方法

蛋白酶活力测定: 酪蛋白法[ 12 ]; 纤维素酶活力

(CM C 酶活)的测定: DN S法[ 12 ];果胶酶活力测定: 亚碘

酸法[ 12 ]; 蛋白质含量的测定: 凯氏定氮法 (K jeldah l)测

定[ 13 ] , 参照 GB 5497285; 油脂含量测定: 索氏抽提法

( Soxh let m ethod ) [ 13 ]; 水分测定: 常压烘干法, 参照

GB 5495285; 异硫氰酸酯的测定, 参照 GB 1308721991;

恶唑烷硫酮的测定,参照 GB 1308921991。

1. 3　试验方法

1. 3. 1　水相酶解法提取菜籽油与菜籽蛋白的工艺

称取经清理、干燥、去皮后的油菜籽 100 g、干碾磨

至 124 Λm [ 4 ] , 置于浸取器中; 调节固液比、加酶量、pH

值、温度等参数, 以 50 röm in 搅拌进行酶反应一定时

间。酶反应后,调固液比 1∶6. 5、pH 9. 0,室温下以 50

röm in 搅拌碱提 1 h。碱提后以 3000 röm in 离心分离 10

～ 15 m in,吸出清油,乳化油用沸点 60～ 90℃的石油醚

萃取,溶剂蒸发后,再加上清油质量计算出油率。分离出

菜籽蛋白水提液,控制操作压力 0. 20～ 0. 30M Pa,温度

50℃,料液 pH 9～ 10左右,对菜籽蛋白进行超滤提取,

然后对蛋白质超滤截流液喷雾干燥,得菜籽蛋白粉。试
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验中菜籽油与菜籽蛋白得率以提取物的质量占原料中

该物质质量的百分比表示。工艺流程如图 1所示。

图 1　水相酶解法提取菜籽油与菜籽蛋白工艺流程

F ig. 1　P rocess flow of aqueous enzym atic ex tract ion

of rapeseed p ro tein and o il

1. 3. 2　酶的筛选

在酶反应阶段,于反应器中加入酶,分别进行单因
素试验,以评价各种酶的单独作用效果。单一酶的酶反
应在各种酶的最适 pH 值和温度下进行, 复合酶Ê 调
pH 4. 5、温度 50℃, 然后调固液比 1∶4、加酶量为 35

U ög 菜籽粉, 酶反应 1 h 后, 调 pH 9. 0, 室温下以 50

röm in搅拌碱提 1 h,计算菜籽油与菜籽蛋白得率。

复合酶É :加酶量取 35 U ög,考虑到纤维素酶与果
胶酶的最适 pH 值、温度比较接近,而蛋白酶与纤维素

酶、果胶酶的最适 pH 值与温度相差较远,因此酶反应

分 2步进行 (分步反应时间为酶反应总时间的一半) :首

先调 pH 4. 5、温度 50℃, 加入复合酶配方中的纤维素
酶、果胶酶,搅拌反应; 纤维素酶、果胶酶反应后,调 pH

8. 0、温度 50℃,加入配方中的蛋白酶搅拌反应。为评价

酶作用的效果, 同时以预处理后的油料不加酶直接调

pH 9. 0,室温下以 50 röm in 搅拌 2 h 进行水剂法制油

做对照。
1. 3. 3　酶处理工艺参数的优化

影响菜籽油与菜籽蛋白得率的因素除了酶的种类
外,还有酶反应的参数,采用响应面分析方法 (R SA )进
行酶处理参数的优化。需要探索的主要酶反应参数为固

液比、加酶量、酶反应时间。根据单因素试验的情况,选

定R SA 试验的因素和水平的取值见表 1。
表 1　试验设计中因子的水平及编码表

T ab le 1　Facto rs and levels of the independen t

variab les used in design of test

因　　素
因素水平

- 1 0 + 1

X 1 固液比 1∶8 1∶6 1∶4

X 2 加酶量öu õ g - 1 25 30 35

X 3 酶反应时间öh 60 90 120

根据Box - Behnken 中心组合设计原理, 以固液
比、加酶量、酶反应时间为自变量,以菜籽油与菜籽蛋白

得率为响应值设计了三因素三水平 15个试验点的响应

面分析试验,试验安排及结果见表 3。

2　结果与分析
2. 1　酶的种类与配方对菜籽油与菜籽蛋白得率的影响

在植物油料中,油脂存在于植物油料的细胞内,并

通常与其它大分子 (蛋白质和碳水化合物)结合存在,构

成脂蛋白、脂多糖等复合体。因此只有将油料的细胞结

构及油脂复合体破坏,才能取出其中的油脂。酶的作用

主要是破坏植物细胞或油脂与蛋白质或糖类的复合体,

菜籽细胞壁的主要成分是纤维素、半纤维素、果胶,故本

试验选取的酶有纤维素酶、半纤维素酶、果胶酶、蛋白

酶。
表 2　酶对菜籽油与菜籽蛋白得率的影响

T ab le 2　Effect of enzym es on o il ex tract ion

rate and p ro tein p roduction

酶 无酶
纤维
素酶
半纤维
素酶
果胶
酶
复合酶

Ê
复合酶

É

蛋白质得率ö% 64. 0 72. 4 58. 2 67. 3 75. 2 78. 5

油脂得率ö% 78. 5 80. 3 69. 3 75. 6 87. 3 89. 2

由表 2可知,不加酶和加入不同种类的酶,其出油

率与蛋白质得率差异较大,即复合酶É 作用较明显,复

合酶Ê次之,单独的纤维素酶、果胶酶、半纤维素作用不

明显。采用单独纤维素酶、果胶酶、半纤维素酶作用较差

的原因是单独一种酶的使用对植物细胞、脂蛋白、脂多

糖等脂类复合体的破坏效果不好。采用复合酶更有得利

于各组分的协同作用,有利于油脂与蛋白质的释出。但

采用复合酶É ,由于蛋白酶对蛋白质的水解作用,菜籽

蛋白水提液中产生低分子量的短肽及氨基酸,在后续蛋

白质的超滤过程中不利于蛋白质与小分子的有毒及抗

营养因子的分离,或导致短肽及氨基酸的流失而影响蛋

白质的得率。因此本试验采用复合酶Ê 对菜籽进行处
理。

2. 2　复合酶Ê 提取菜籽蛋白工艺参数的 R SA 试验优

化

优化试验结果见表 3。
表 3　试验安排与结果

T ab le 3　O bserved and p redicted values fo r differen t

levels of experim en tal design

序号 X 1 X 2 X 3

出油率

实测值 预测值

蛋白质得率

实测值 预测值

1 - 1 - 1 0 68. 7 69. 1 53. 4 54. 4

2 - 1 0 - 1 73. 9 74. 5 57. 5 58. 2

3 - 1 0 1 78. 8 78. 5 58. 7 60. 0

4 - 1 1 0 83. 1 82. 5 63. 3 62. 8

5 0 - 1 - 1 83. 7 82. 9 66. 4 66. 6

6 0 - 1 1 84. 3 85. 0 68. 3 69. 1

7 0 1 - 1 90. 2 90. 4 74. 7 74. 5

8 0 1 1 89. 4 88. 9 79. 6 78. 5

9 1 - 1 0 75. 3 76. 0 58. 5 57. 9

10 1 0 - 1 77. 9 78. 9 61. 9 61. 1

11 1 0 1 81. 2 80. 3 66. 8 63. 8

12 1 1 0 83. 6 83. 0 67. 4 67. 5

13 0 0 0 84. 5 84. 6 74. 6 75. 7

14 0 0 0 85. 2 84. 6 76. 3 75. 7

15 0 0 0 86. 6 84. 6 75. 4 75. 7

对试验结果用 SA S 软件进行回归分析,得到复合

酶Ê提取油脂与蛋白质的回归方程如下:
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Y o (油脂得率) = 88. 43 + 2. 25X 1 + 7. 05X 2 +

0. 275X 3 - 12. 69X 2
1 - 0. 51X 1X 2 - 2. 45X 2

2 -

0. 43X 1X 3 - 0. 10X 2X 3 + 0. 28X 2
3 (1)

Y p (蛋白质得率) = 76. 23 + 3. 05X 1 + 1. 64X 2 +

5. 54X 3 - 12. 93X 2
1 - 0. 35X 1X 2 - 0. 93X 2

2 +

0. 30X 1X 3 - 1. 73X 2X 3 + 2. 93X 2
3 (2)

对回归方程各项方差分析,结果见表 4。
表 4　回归方程方差分析

T ab le 4　A nalysis of variance componen ts

方差来源 自由度
油脂得率

均方 F 值

蛋白质得率

均方 F 值

一次项 3 59. 3 41. 123 69. 6 151. 33 3

二次项 3 83. 1 57. 73 206. 3 448. 53 3

交互项 3 0. 82 0. 57 1. 16 2. 52

失拟项 3 3. 37 2. 34 1. 74 3. 78

误　差 2 1. 44 0. 46

R 2 R 2 = 0. 9689 R 2 = 0. 9834

由表 4知,所有回归方程的相关系数 R 2 达到 0. 95

以上, 说明方程适用于复合酶 Ê 提取油脂与蛋白质的
理论预测。

表 4回归方程各项的方差分析结果表明,复合酶Ê
对油脂及蛋白质提取率 Y o 与 Y p 的 2 个回归方程一次

项、二次项都很显著,说明响应值的变化相当复杂,试验

因子对响应值的影响不是简单的线性关系;交互项不显

著,说明三因素之间的相互影响不大;失拟项F 值很小,

表明该方程对试验拟合情况好,试验误差小。

对影响因子 X 1 (固液比)、X 2 (加酶量)、X 3 (酶反应

时间) 的方差分析表明: X 1 (固液比) 对蛋白质提取率与

油脂提取率影响显著; X 2 (加酶量) 对油脂提取率影响

显著,对蛋白质提取率影响不显著; X 3 (酶反应时间) 对

油脂提取率影响不显著,对蛋白质提取率影响显著。

根据响应曲面分析 (R SA )绘出油脂提取率 Y o及蛋

白质提取率 Y p 的响应面分析图,见图 2、图 3。

图 2　复合酶Ê对油脂提取的响应面分析 (X 3 = 90 m in)

F ig. 2　R esponse su rface p lo t fo r o il yield resu lt ing

from comp lex enzym e p rocess

总的来说, 2 个曲面是相似的, 在 2 个模型中,

X 1 (固液比) 对油脂与蛋白质得率影响较大, 固液比对

油脂与蛋白质提取率存在双重影响, 一方面, 就酶反应

来讲,固液比减小,底物浓度增大,在加酶量一定的情况

下有利于酶的作用,但底物浓度过大会对酶反应产生底

物抑制,固液比增大, 底物浓度减小, 不利于酶的作用;

另一方面,就油脂与蛋白质提取而言,固液比越高,越有

利于油脂与蛋白质的释出。由曲面图得出, 其最佳值在

1∶5左右。

由图 2知, X 2 (加酶量)对油脂提取率影响较明显,

理论上取值越大提取率越高,但当酶用量超过 30 U ög

后,油脂提取率增长趋缓。当然考虑到成本,加酶量以取

30 U ög 左右。

图 3　复合酶Ê对蛋白质提取的响应面分析 (X 2 = 30 U ög)

F ig. 3　R esponse su rface p lo t fo r p ro tein yield

resu lt ing from comp lex enzym e p rocess

由图 3知, X 3 (酶反应时间)对蛋白质提取率影响较

明显,理论上提取时间越长越好,然而水相酶解制油最

大的问题是产品易被微生物污染,适当缩短时间有助于

减少污染, 同时考虑到处理时间延长直接影响生产周

期,造成能耗增加和生产效率的下降,因此处理时间宜

控制在 100 m in 左右。进一步分析可知,达到最大蛋白

质与油脂提取率所需的因素条件基本相近,说明酶处理

过程中蛋白质与油脂提取率密不可分。

根据以上分析,酶处理参数取值为: 固液比 1∶5、

酶用量 30 U ög、酶处理时间 100 m in。采用以上参数做

验证试验得出: 油脂得率为 92. 6% , 蛋白质得率为

82. 3%。对所得蛋白质产品进行检测,产品中异硫氰酸

酯、恶唑烷硫酮均未检出,产品中蛋白质含量达 90%以

上,粗脂肪、粗纤维较低,说明水相酶解法提取菜籽油与

菜籽蛋白、菜籽蛋白超滤工艺所选工艺参数是合理的。

3　结　论

采用本文所提出的优化工艺提取菜籽蛋白与油脂,

和传统水剂法相比较, 油与蛋白质得率及质量大大提

高,分别达到 92. 6%和 82. 3% ,所得蛋白质产品中异硫

氰酸酯、恶唑烷硫酮均未检出。同时工艺路线简单,所需

设备少,在生产过程中不需改变原有工艺路线,效益比

效明显。可以相信,随着酶质量的不断提高、酶成本的降

低、膜分离技术的发展,采用水相酶解法同时提取菜籽

油与菜籽蛋白的产业化应用已为期不远。
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Optim ization of the technology for aqueous enzymatic extraction
of rapeseed o il and prote in

L iu Zhiq ia ng
1, L ing Yulin

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: In o rder to fu lly exp lo re the rapeseed p ro tein resou rces, aqueou s enzym atic ex tract ion m ethod w as

adop ted to ex tract rapeseed o il and p ro tein and then u lt rafilt ra t ion techn ique w as u sed to separa te the rapeseed

p ro tein. E specia lly, the op t im ized techno logy param eters of enzym atic t rea tm en t w ere stud ied. A fter the

com parison of the effect of a ll k inds of enzym e, com p lex2enzym e (cellu lase, pect inase in line w ith their act ivity

ra t io of 3∶1) w as selected. W ith the op t im ized experim en ts, the techno log ica l param eters of enzym atic t rea tm en t

w ere ob ta ined as fo llow s: the ra t io of so lid to liqu id is 1∶5, the quan t ity of enzym e is 30 U ög, the enzym atic

t rea tm en t t im e 100 m in. U nder th is op t im ized condit ion, the rapeseed o il and p ro tein w ith h igh quality w ere

ob ta ined and the yields of them w ere 92. 6% and 82. 3% , respect ively.

Key words: rapeseed p ro tein; rapeseed o il; aqueou s enzym atic ex tract ion; aqueou s ex tract ion
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