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摘要:在单因素试验基础上,选取脂肪酶 TLIM 浓度、酶解温

度、搅拌 转 速 为 试 验 因 子,水 解 率 为 响 应 值,运 用 Box-
Benhnken试验设计对探头式超声波乳化催化脂肪酶 TLIM
水解茶叶籽油工艺进行优化,建立数学回归模型。结 果 表

明,茶叶籽油酶解优化工艺为:超声波功率320W,搅拌转速

840r/min,酶解温度50.5 ℃,脂肪酶 TLIM 浓度3.0%(油

重),缓冲液初始pH8.5,酶解时间8h。该条件下,茶叶籽

油水解率达73%,说明该法酶解效率高。
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Abstract:Basedonthesinglefactortest,anBox-Benhnkendesign
wasusedtooptimizetheparameters,LipaseTLIM dosage,bath
temperature,speedofstirring,forteaseedoilenzymatichydrolysis
catalyzedbylipaseTLIM underprobeultrasonicemulsify,anda
mathematicalregressionmodelwasestablished.Theoptimalparam-
eterswereobtainedasfollows:ultrasonicpower320 W,speedof
stirring840r/min,reactiontemperature50.5 ℃,concentrationof
lipaseTLIM3.0%(asoilweight),initialpH value8.5,reaction
time12h.Underthisconditions,thehydrolysisrateofteaseedoil
reaches73%,andhasagoodeffectonteaseedoilenzymatichydrol-
ysis.
Keywords:teaseedoil;proveultrasonic;lipaseTLIM;hydrolysis

脂肪酶催化油脂水解因具有反应条件温和、效率高、产

物杂质少等优势而成为制备甘油二酯、甘油单脂、脂肪酸、结

构脂质及油脂深加工的有效手段[1,2]。超声波的空化、乳化

效应较强,能降低界面张力和溶液黏度、增加非均相之间接

触界面,从而促进油脂酶解[3,4]。

近年来,国内外对茶叶籽油的研究主要集中于提取精炼

工艺、脂肪酸组成[5]、理化特性、保健功能[6]等方面,暂无运

用探头式超声波对油脂酶解工艺进行强化处理的文献报道。

本试验在前期研究[7]的基础上,拟采用 Box-Benhnken试验

设计,对 探 头 式 超 声 波 耦 合 磁 力 搅 拌 协 同 辅 助 脂 肪 酶

TLIM,催化茶叶籽油水解工艺条件进行优化,以期进一步为

茶叶籽油的综合加工利用及脂肪酶 TLIM 的酶学性质研究

提供试验依据。

1　材料与方法

1.1　材料与仪器

茶叶籽油:由湖南省古丈县茶叶基地提供茶叶籽,机械

压榨制油;

脂肪酶:TLIM(250IU/g),诺维信生物技术有限公司;

磷酸二氢钠、磷酸氢二钾、氢氧化钠、氢氧化钾、邻苯二

甲酸氢钾、无水乙醇等:分析纯,天津市科密欧化学试剂有限

公司;

超声波细胞破碎机:JY92-IIDN 型,宁波新芝生物科技

股份有限公司;

双数显恒温测速磁力搅拌器:85-2A 型,金坛市白塔新

宝仪器厂;

电子天 平:FA2004 型,上 海 舜 宇 恒 平 科 学 仪 器 有 限

公司。

1.2　试验方法

1.2.1　茶叶籽油酶解　在文献[7]的基础上加以改进,将所

需配比的茶叶籽油、TLIM 脂肪酶及pH 缓冲液于30mL反
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应釜中混匀,调节水浴温度、磁力搅拌转速,设置超声波发生

器参数,开始反应。反应结束后,直接测定茶叶籽油酶解产

物———油水乳化液酸值。

1.2.2　水解率计算　参照 GB/T5530—2005《动植物油脂

酸值和酸度测定》测定油水乳化液酸值,参照 GB/T5534—

2008《动植物油脂皂化值的测定》测定茶叶籽油皂化值。酸

值[8]及水解率[2,3]分别按式(1)和(2)计算:

AV =
CKOH ×(V滴 -V空 )×MKOH

m样 ×f0
(1)

式中:

AV———乳化油样酸值,mgKOH/g;

CKOH———氢氧化钾浓度,mol/L;

V滴 ———滴定油样所耗氢氧化钾,mL;

V空 ———对照试验所耗氢氧化钾,mL;

MKOH———KOH 摩尔质量,g/mol;

m样 ———所取乳化液质量,g;

fo———乳化液中油所占质量分数。

DH =
AVt -AV0

SV-AV0
×100% (2)

式中:

DH———茶叶籽油水解率,%;

SV———皂化值,mgKOH/g;

AV0、AVt———分别表示酶解前后酸值,mgKOH/g。

1.2.3　单因素试验设计

(1)超声波功率:固定油水比1︰1.5(m ︰V),搅拌转

速600r/min,脂肪酶 TLIM 浓度1.0%(油重),温度50℃,

缓冲液初始pH6.5,时间2h,研究超声波功率(20,80,140,

200,260,320,380W,空占比=1s︰2s)对茶叶籽油酶解的

影响。

(2)搅拌转速:固定油水比1︰1.5(m ︰V),超声波功

率320W,脂肪酶 TLIM 浓度1%,温度50℃,pH6.5,时间

2h,研究搅拌转速(200,400,600,800,1000,1200r/min)对

茶叶籽油酶解率的影响。

(3)酶解温度:固定油水比1︰1.5(m ︰V),超声波功

率320W,转速800r/min,脂肪酶 TLIM 浓度1%,pH6.5,

时间2h,研究水浴温度(35,40,45,50,55,60,65℃)对茶叶

籽油酶解率的影响。

(4)脂肪酶 TLIM 浓度:固定油水比1︰1.5(m ︰V),

超声波功率320W,转速800r/min,温度50℃,pH6.5,时

间2h,研究脂肪酶 TLIM 浓度(0.5%,1.0%,1.5%,2.0%,

2.5%,3.0%,3.5%)对茶叶籽油酶解率的影响。

(5)缓冲液初始pH:固定油水比1︰1.5(m ︰V),超

声波功率320 W,转速800r/min,温度50 ℃,脂肪酶浓度

2.5%,时间2h,研究缓冲液初始pH(6.5,7,7.5,8,8.5,9,

9.5)对茶叶籽油酶解率的影响。

(6)酶解时间:固定油水比1︰1.5(m ︰V),超声波功

率320W,转速800r/min,温度50 ℃,脂肪酶 TLIM 浓度

2.5%,pH8.5,研究酶解时间(0,2,4,6,8,10,12,14h)对茶

叶籽油酶解率的影响。

1.2.4　响应面优化设计　本试验在单因素试验结果的基础

上,以茶叶籽油水解率为响应值,运用 minitab.16中 Box-

Benhnken设计四因素三水平响应面分析试验对超声波辅助

脂肪酶 TLIM 水解茶叶籽油工艺进行优化。

1.3　数据处理

单因素试验数据使用 Origin8软件进行分析,响应面试

验数据使用 minitab.16软件进行分析,每组试验设计3个

平行。

2　结果与讨论

2.1　单因素试验结果

2.1.1　超声波功率对茶叶籽油水解率的影响　由图1可

知,茶叶籽油水解率随超声波功率的增加先呈指数型增长而

后变缓,这与马歌丽等[9]报道的超声波对脂肪酶酶学特性的

影响所得结论相似。此结果表明,适当功率的超声波强化能

促进脂肪酶催化茶叶籽油水解,其原因可能是超声波的乳化

效应能增大反应底物油水之间的接触面积、空化效应能促使

产物释放[3]。因此,综合考虑超声波的催化效率及仪器的使

用寿命,选择超声波功率为320W 为宜。

2.1.2　磁力搅拌转速对茶叶籽油水解率的影响　由图2可
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图1　超声波功率对茶叶籽油水解率的影响

Figure1　Effectofpowerofultrasonicontea
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图2　磁力搅拌转速对茶叶籽油水解的影响

Figure2　Effectofspeedofmagneticstirringon

Teaseedhydrolysis
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知,当搅拌转速小于800r/min时,茶叶籽油水解率随转速增

加而增大,当搅拌转速大于1000r/min时其水解率反而有

所降低。其原因可能是增大搅拌转速能有效加大油水接触

界面,而转速过高又可能破坏酶蛋白结构[10];此外,也可能

是由于当转速高于1000r/min后,磁力搅拌的磁子不稳定

而导致茶叶籽油水解率降低。因此,选择磁力搅拌转速在

800r/min左右为宜。

2.1.3　酶解温度对茶叶籽油水解率的影响　由图3可知,

在该酶解体系中,脂肪酶 TLIM 催化茶叶籽油水解反应的最

适温度为50℃,这与向小乐等[7]、高巍等[11]所得结论相近。

因此,选择酶解温度在50℃左右为宜。
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图3　酶解温度对茶叶籽油水解率的影响

Figure3　Effectofbathtemperatureonteaseedhydrolysis

2.1.4　脂肪酶 TLIM 浓度对茶叶籽油水解率的影响　由

图4可知,在 该 试 验 范 围 内,茶 叶 籽 油 水 解 率 随 脂 肪 酶

TLIM 浓度的增加先急速增长,当其浓度达2.5%后水解增

长放缓,说明脂肪酶基本饱和。与文献[7]相比,此酶解体系

的脂肪酶浓度稍低于机械搅拌联合超声波震浴酶解体系的

饱和浓度,说明探头式超声波乳化促进了脂肪酶溶解及其与

油水乳化液的结合。因此,综合考虑水解效率及脂肪酶成

本,选择脂肪酶 TLIM 浓度在2.5%左右为宜。
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图4　脂肪酶 TLIM 浓度对茶叶籽油水解率的影响

Figure4　EffectofconcentrationoflipaseTLIMontea

seedhydrolysis

2.1.5　pH 对茶叶籽油水解率的影响　酶促反应最适pH

由酶分子本质特性及外界环境酸碱度共同决定,即反应体系

中酸碱度可通过改变酶分子表面电荷及酶蛋白构象来影响

酶的催化活性[12,13]。由图5可知,脂肪酶 TLIM 催化茶叶籽

油水解反应的最适pH 为8.5,说明 TLIM 是一种碱性脂肪

酶,与向小乐等[7]所得结论基本一致。
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图5　缓冲液初始pH 对茶叶籽油水解率的影响

Figure5　EffectofinitialpHofbufferontea

seedhydrolysis

2.1.6　酶解时间对茶叶籽油水解率的影响　由图6可知,

在该酶解体系中,反应8h左右即可使水解率达70%左右

(理论水解率为66.67%,水解率高于66.67%的原因可能是

2位上脂肪酸异构到1,3位来参与反应[14,15],因此水解速率

增长大幅下降)。与文献[7]中机械搅拌联合超声波震浴辅

助茶叶籽油酶解17h方可使水解率达到70%相比,探头式

超声波乳化工艺的水解效率显著提高。因此,综合考虑水解

程度及酶解效率,选择酶解时间为8h为宜。
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图6　酶解时间对茶叶籽油水解率的影响

Figure6　Effectofreactiontimeonteaseedhydrolysis

2.2　响应面优化试验结果与分析

2.2.1　响应面试验设计及结果　Box-Benhnken响应面试验

设计因素及水平见表1,结果及预测值见表2、方差分析见

表3。运用软件 minitab.16对表2中试验结果进行回归分

析,得预测模型方程:

表1　Box-Benhnken设计水平编码表

Table1　VariablesandcodedlevelsusedintheB-BD

水平 A温度/℃ B脂肪酶 TLIM 浓度/% C转速/(r·min-1)

-1 45 2.0 600

0 50 2.5 800

1 55 3.0 1000
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　　Y=71.077+1.503A-2.539B+0.394C-2.036A2-

0.343B2-1.473C2-1.128AB-0.752AC-0.415BC (3)

表2　Box-Benhnken响应面试验设计及结果

Table2　 DesignandresultsofBox-BenhnkenDesign

试验号 A B C
Y 水解率/%

实测值 预测值

1 -1 -1 0 63.81 63.53

2 1 -1 0 68.32 68.79

3 -1 1 0 71.33 70.86

4 1 1 0 71.33 71.61

5 -1 0 -1 63.81 64.92

6 1 0 -1 69.07 69.43

7 -1 0 1 67.57 67.21

8 1 0 1 69.82 68.71

9 0 -1 -1 67.57 66.74

10 0 1 -1 71.63 70.99

11 0 -1 1 66.06 66.70

12 1 0 1 71.78 72.60

13 0 0 0 70.57 71.08

14 0 0 0 71.33 71.08

15 0 0 0 71.33 71.08

表3　方差分析

Table3　Varianceanalysis

方差来源 自由度 平方和 均方 F P 显著性

回归模型 9 100.676 11.1863 9.50 0.012 ∗

线性 3 70.862 23.6208 20.06 0.003 ∗∗

A 1 18.060 18.0600 15.34 0.011 ∗

B 1 51.562 51.5620 43.79 0.001 ∗∗

C 1 1.240 1.2403 1.05 0.352

平方 3 21.775 7.2583 6.16 0.039 ∗

A2 1 15.303 15.3032 13.00 0.025 ∗

B2 1 0.435 0.4352 0.37 0.570

C2 1 8.015 8.0149 6.81 0.048 ∗

交互作用 3 8.039 2.6796 2.28 0.197

AB 1 5.085 5.0850 4.32 0.092

AC 1 2.265 2.2650 1.92 0.224

BC 1 0.689 0.0689 0.59 0.479

残差误差 5 5.887 1.1775
┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈

失拟 3 5.502 1.8341 9.53 0.096 不显著

纯误差 2 20.385 0.1925

总离差 14 106.564

†　相关系数R2 为0.9448;调整复相关系数R2
Adj为0.8453。

　　由表3可知,所建模型P<0.05(显著),相关系数R2=

0.9448,决定系数(调整相关系数)R2
Adj=0.8453,失拟项

P=0.096>0.05(不显著),说明该模型拟合程度较高,能在

84.53%的变更范围内解释茶叶籽油的酶解情况[16];试验因

子对茶叶籽油酶解的影响顺序为 TLIM 脂肪酶浓度>温

度>转速。

2.2.2　 因 素 交 互 作 用 　 根 据 方 差 分 析 结 果,利 用 软 件

minitab.16对茶叶籽油酶解影响较大的两交互因子进行响

应面分析,结果见图7、8。响应曲面的陡度和等高线与坐标

轴交点数能在一定程度上反映试验因子对响应值的贡献

大小。

由图7、8可知,试验因素曲面陡度及其等高线与坐标轴

的交点数大小顺序为B>A>C,即说明各试验因子对超声波

辅助 TLIM 脂肪酶催化茶叶籽油水解影响的大小顺序:脂肪

酶 TLIM 浓度>温度>转速,此结论与方差分析结果一致。

综合考虑反应效率和经济效益对茶叶籽油酶解工艺进行优

化,结果见2.2.3。

2.2.3　优化工艺确定和验证实验　运用软件 minitab.16中

响应优化器对 A、B、C三因素进行寻优处理,结果见图9。

由图 9 可知,超声波耦合磁力搅拌协 同 辅 助 脂 肪 酶

TLIM 水解茶叶籽油的优化工艺为:A=0.0909,B=1.0000,

C=0.2121,经编码公式转换为实际参数值:温度为50.45℃,

（b） 等高线图

（a） 响应面图

）
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图7　A—B因素交互作用的响应面及等高线图

Figure7　Responsesurfaceandcontourplotforthe

interactionofAandB
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图8　A—C因素交互作用的响应面及等高线图

Figure8　Responsesurfaceandcontourplotforthe

interactionofAandC

 

图9　响应因子优化图

Figure9　optimizingfigureofresponsetestfactor

TLIM 脂肪酶浓度为3.0%,转速为842.42r/min。考虑实

际情况,选取:温度50.5 ℃,TLIM 脂肪酶浓度3.0%,转速

840r/min进行3次平行验证实验,测得茶叶籽油的平均水

解率 为 73%,与 模 型 预 测 值 73.38% 的 相 对 标 准 偏 差 为

0.52%。说明在本试验范围内,所建模型拟合程度较好,预

测能力较强。

3　结论

探头式超声波耦合磁力搅拌协同辅助脂肪酶 TLIM 催

化茶叶籽油水解的优化工艺条件为:超声波功率320 W,搅

拌转速840r/min,酶解温度50.5 ℃,脂肪酶 TLIM 浓度

3.0%,缓冲液初始pH8.5,酶解时间8h,在该条件下茶叶

籽油水解率约达73%。与机械搅拌联合超声波震浴(清洗

器)酶解体系[7]相比,此法酶解 8h左右即可完成脂肪酶

TLIM 催化茶叶籽油水解的主体反应(选择性水解1,3位上

脂肪酸,理论水解率67%),催化效率高,操作简便易行。但

该法酶解增大了反应产物———油水乳化混合液的分离难度。
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