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水酶法提取南瓜籽油过程中乳状液酶法

联合化学法破乳工艺研究
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摘要!为提高水酶法提取南瓜籽油的提油率"采用地衣芽孢

杆菌碱性蛋白酶并联合化学破乳法对水酶法提取南瓜籽油

过程中产生的乳状液进行破乳研究#通过单素试验并结合

响应曲面优化试验"得出酶法破乳的最佳工艺为%液料比
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$酶解温度

#"X

$酶解时间
45#/

"验证实验得破乳率为
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#酶解

破乳后调节
>

?

对乳状液稳定性及破乳率影响的研究发现

当酶解破乳后调节
>

?

至
95#

时"破乳率增至
&#59$C
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随着科技的发展$很多非传统的植物油提取工艺受到关

注)

"

*

%水酶法作为一种新型提油方法$被广泛地应用在大

豆(花生(油菜籽(松籽和玉米胚芽等多种油料作物的油提取

上)

4W9

*

%在使用水酶法提取南瓜籽油时$反应温度低$保持

油的品质同时又提高了蛋白质利用率)

#

*

%但是油提取率较

低$只有小部分的油以游离油的形式存在$大部分的油是乳

化状态$存在于离心后的乳状膏或乳状液中%为了提高游离

油提取率$乳状液破乳至关重要%乳状液是由蛋白质(磷脂

和碳水化合物等组成的稳定状态)

'

*

%两亲性水溶性蛋白吸

附在
<

'

O

型乳状液界面上$形成一层具有立体屏障的硬质

膜$阻止油的释放%

Y7.

等)

$

*研究表明磷脂具有很高的表面

活性$对乳状液稳定性影响显著%而碳水化合物通过增加黏

度或使水相凝胶)

%W&

*

$来减少油体的聚集影响游离油的释

放$且效果随其浓度的增加而增加)
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%

水酶法提取植物油中乳状液的破乳方法有"物理破乳方

法)

""W"!

*

(化学破乳方法)

"9

*

(生物酶法破乳及多种方法联合

使用)

"#W"'

*

%其中生物酶法破乳通过水解乳状液中的蛋白质

或表面磷脂来释放油脂$实现破乳%朱敏敏等)

"$

*对水酶法

提取番茄籽油过程中乳状液破乳进行了研究$使用风味蛋白

酶破乳$出油率提高至
#"5#$C

%
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等)
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*采用蛋白酶对水

酶法提取的大豆油乳状液进行破乳$游离油得率为
%%C

%

D/+KG+1J
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*在大豆乳状液中添加溶血磷脂酶
U

"

破乳$游

离油提取率为
&#C

%目前$对于水酶法提大豆油乳状液酶法

破乳研究较多$而对南瓜籽油破乳研究较少%王丽波等)
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*

进行水酶法提取南瓜籽油研究$南瓜籽出油率为
!%5!9C

$提

取率为
%#C

左右$虽然提取率较高$但是在最后提取南瓜籽

油时$直接在离心液中加入正已烷进行萃取$使用有机试剂

破乳$违背了水酶法提油绿色安全的初衷%本研究拟采用酶

法对水酶法提南瓜籽油的乳状液进行破乳$同时对破乳后

>

?

对乳状液稳定性的影响进行分析$从而通过生物酶法联

合化学法提高破乳率$并且比较破乳前后油体平均粒径大小

分布$为提高水酶法提南瓜籽油的提取率提供参考%

&!"
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材料与方法
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材料与仪器

"5"5"
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材料与试剂

南瓜籽"黑龙江赛美食品有限公司+

地衣芽孢杆菌碱性蛋白酶!酶活力
458]"8

#

d

'

2

#(枯草

芽孢杆菌中性蛋白酶!酶活力
'58]"8

9

d
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#(木瓜蛋白酶

!酶活力
#58]"8

#
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#"北京奥博星生物技术有限责任

公司+

磷脂酶!

"58]"8

#
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#"湖南世纪华星生物工程有限

公司+

硫酸铜(硫酸钾(浓硫酸(无水乙醇(氨水(石油醚(氢氧

化钠(盐酸"分析纯$天津市富宇精细化工有限公司%

"5"54

!

主要仪器

电热鼓风干燥箱"

V?A)&948U

型$上海一恒科学仪器有

限公司+

中草药粉碎机"

[O"!#

型$天津市泰斯特仪器有限

公司+

恒温水浴锅"

V\)&%)"

型$天津市泰斯特仪器有限公司+

集热式恒温磁力搅拌器"

DB)488

型$巩义市予华仪器有

限责任公司+

酸度计"

FY)"8

型$赛多利斯科学仪器有限公司+

凯氏定氮仪"

\Ve)&%48

型$苏州江东精密科学仪器有限

公司+

旋转蒸发器"

T48#

型$上海申胜生物技术有限公司+

台式高速离心机"

RA"')OE

型$上海卢湘仪离心机仪器

有限公司+

gH=+.,QHG;+17

粒度分析仪"

g(;!#88

型$英国马尔文仪

器有限公司%
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方法

"545"

!

乳状膏主要成分测定
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#水分含量的测定"按
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的直接干燥

法执行%
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#油脂含量的测定"按
AY#88&5&

&

48"'

的碱水解法

执行%
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#蛋白质含量的测定"按
AY#88&5#

&

48"'

的凯氏定

氮法执行%

!
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#总灰分含量的测定"按
AY#88&59

&

48"'

执行%
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#磷脂含量测定"按
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R##!$
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488%

执行%
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乳状膏制备工艺流程

南瓜籽仁
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木瓜蛋白酶酶解'酶添加量
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$酶解
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$酶解温度
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灭酶'
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离心分离'
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乳状液
+

静置

"4/

+

取上层乳状膏

"545!
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酶法破乳工艺流程

乳状膏加去离子水
+

搅拌
+

酶解
+

灭酶'

%8X

$
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(
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离心分离'
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离心
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游离油
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酶的种类对破乳率的影响
!

取一定质量的乳状膏加

入去离子水使液料比为
"

#

"

!

*B

'
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#$搅拌成均一的乳状液

后分别调节
>

?

和温度为各酶最适$依次添加
4888d

'

2

的

地衣芽孢杆菌碱性蛋白酶(枯草芽孢杆菌中性蛋白酶(黄曲

霉酸性蛋白酶(木瓜蛋白酶(磷脂酶进行酶解$酶解时间为

4/

$灭酶$冷却至室温后离心$抽取游离油称量并计算破乳

率%通过比较分析这
#

种酶对破乳率的影响%

"545#

!

酶法破乳工艺单因素试验

!

"

#液料比对破乳率的影响"取一定质量的乳状膏$分

别以
85#
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45#
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#的液料比添加去离子水$搅拌成均一的乳状液后调

节
>

?

为
"85#

$添加地衣芽孢杆菌碱性蛋白酶
4888d

'

2

$

#8X

酶解
458/

$灭酶$冷却至室温后离心$抽取游离油称量

并计算破乳率%

!
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#酶添加量对破乳率的影响"取一定质量的乳状膏加

入去离子水使液料比为
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#$搅拌成均一的乳状液

后调节
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为
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$分别添加地衣芽孢杆菌碱性蛋白酶的量

为
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酶解
458/

$灭

酶$冷却至室温后离心$抽取游离油称量并计算破乳率%
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#酶解温度对破乳率的影响"取一定质量的乳状膏加

入去离子水使液料比为
"
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4888d

'

2

$

分别在
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酶解
458/

$灭酶$冷却至室温后离

心$抽取游离油称量并计算破乳率%

!

9

#酶解
>

?

对破乳率的影响"取一定质量的乳状膏加

入去离子水使液料比为
"
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后分别调节
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$添加地衣芽孢

杆菌碱性蛋白酶
4888d
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$

#8X

酶解
458/

$灭酶$冷却至室

温后离心$抽取游离油称量并计算破乳率%
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#

#酶解时间对破乳率的影响"取一定质量的乳状膏加

入去离子水使液料比为
"

#
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#$搅拌成均一的乳状液

后调节
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4888d
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酶解时间分别为
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458

$

45#
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!58/

$灭酶$冷却至

室温后离心$抽取游离油称量并计算破乳率%
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破乳率的测定
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式中"
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&&&乳状液的破乳率$
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&&&破乳所得游离油质量$
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&&&乳状液中含油质量$

2

%

"545$

!

响应面优化试验
!

以酶法破乳单因素试验结果为基

础$依据
Y7N)YH/1SH1

的原理设计四因素三水平的优化试

验$选液料比(酶添加量(酶解温度(酶解
>

?9

个因素为自变

量$每个因素做
!

个水平%以破乳率为响应值$采用
VH.,

2

1)

(N

>

HG=%58

作图$通过响应面分析法优化酶法破乳工艺条件%
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南瓜籽油滴粒径分布和
gH=+

电位测定
!

在离心分离

前$分别取一定质量未破乳和经优化的酶法破乳的乳状液$

加去离子水配置成
85"

2

'

B

的溶液$分别取
"*B

放入可抛

89"

提取与活性
!

48"%

年第
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期



弃型聚苯乙烯样品池%设置折射率!

TP

#

"59$

$吸收值
8588"

$

使用粒度分析测定油滴粒径%在离心分离前$取等质量经酶

法破乳的乳状液$分别调节不同
>

?

!

!

$

9

$

95#

$

#

$

'

$

$

$

%

$

&

#后

配置成
85"

2

'

B

的溶液$取样注入弯曲式毛细管样品池中$进

行
gH=+

电位测定%
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!

结果分析
45"

!

乳状膏主要成分

乳状膏主要成分测定结果见表
"

%由表
"

可知$乳状膏

中的水分(脂肪(蛋白质含量较高%

表
"

!

乳状膏主要成分含量

R+K-H"

!

R/H*+,167*

>

7.,=,717M=/H6GH+* C

水分 脂肪 蛋白质 磷脂 灰分

4'588c"54# '!588c#5'8 '5#8c85#8 8548c858$ "588c8548
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!

酶种类的选择

由图
"

可知$在各酶最适条件和相同添加量的情况下进

行酶解反应$地衣芽孢杆菌碱性蛋白酶破乳率最高$破乳所

得游离油最多$而磷脂酶破乳率低于大多数蛋白酶%因为木

瓜蛋白酶酶解所制得的南瓜籽乳状膏中的蛋白质被地衣芽

孢杆菌碱性蛋白酶水解形成小分子肽或氨基酸$使得由蛋白

质形成的膜所包围的油脂释放出来$得到游离油$实现破乳%

虽然水解磷脂也是影响乳状液稳定性重要因素之一)

"&

*

$但

是由表
"

可知$南瓜籽乳状膏中磷脂含量偏低而蛋白质含量

较高$所以对于南瓜籽乳状膏来说$蛋白酶更适合破乳$最后

选择地衣芽孢杆菌碱性蛋白酶为反应酶%

不同字母表示差异显著!

F

$

858#

#

图
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酶的种类对破乳率的影响

[,

2

0GH"

!

(MMH6=.7MH1Q

L

*H=

L>

H71=/HJH*0-.,M,6+=,71G+=H

45!

!

酶法破乳工艺单因素试验

45!5"

!

液料比对破乳率的影响
!

由图
4

可知$液料比对破乳

率影响显著$随着水相的增加破乳率也明显升高$当液料比

为
"

#

"

!

*B

'

2

#时破乳率达到最高值为
%!C

+继续增大水

相$破乳率逐渐下降%这是由于在乳状液中添加少量的水$

可以降低乳状液的黏度同时增加液体的流动性)

4"

*

$增大酶

与底物的接触面积$使得酶解更加充分%但是过量添加水相

会导致底物质量浓度变小$酶浓度变低就不能充分地与底物

反应$破乳率会因此下降%

不同字母表示差异显著!

F

$

858#

#

图
4

!

液料比对破乳率的影响

[,

2

0GH4

!

(MMH6=.7M-,

^

0,J

)

.7-,JG+=,771=/H

JH*0-.,M,6+=,71G+=H

45!54

!

酶添加量对破乳率的影响
!

由图
!

可知$破乳率随着

酶添加量增加而逐渐变大$当酶添加量为
!888d

'

2

时$破

乳率达到最高值!

%#5"%C

#+继续增加酶添加量时$破乳率缓

慢下降并趋于平稳%说明当酶添加量逐渐增加至
!888d

'

2

时$乳状液中酶浓度增大$可以渗透到脂质体膜内$大部分的

蛋白质被水解$脂多糖被分解$由大量蛋白质构成的膜结构

被破坏$更多游离油被释放出来$破乳率变大+而再继续添加

更多酶只会影响游离油的释放$因为未反应的地衣芽孢杆菌

碱性蛋白酶附着在油体上或者其周围$使得游离油不能被提

取完全)

44

*

%

不同字母表示差异显著!

F

$

858#

#

图
!

!

酶添加量对破乳率的影响

[,

2

0GH!

!

(MMH6=.7MH1Q

L

*HJ7.+

2

H71=/H

JH*0-.,M,6+=,71G+=H

45!5!

!

酶解温度对破乳率的影响
!

由图
9

可知$在地衣芽孢

杆菌碱性蛋白酶的适宜反应温度范围内进行单因素试验$当

温度在
98

#

#8X

时$破乳率随着温度的升高而迅速增大直

至最高点$破乳率为最大值!

%#58%C

#+当酶解温度继续升高

时$破乳率缓慢下降直至平稳%因为当温度逐渐升高至

#8X

$温度接近酶的最适反应温度$可更好地作用于底物+

而当温度升至
'8X

时$小部分酶因为温度上升而活力下降$

导致破乳率小幅度下降%

45!59

!

酶解
>

?

对破乳率的影响
!

由图
#

可见$随着酶解

>

?

的增加$

>

?

在
&5#

#

"85#

时$破乳率也明显增大%当
>

?

增加至
"85#

#

""5#

时$破乳率下降%这可能是当
>

?

调节至

""5#

时$乳状液中负电荷增多$蛋白质和油滴形成了极稳定

"9"

第
!9

卷第
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不同字母表示差异显著!

F

$

858#

#

图
9

!

酶解温度对破乳率的影响

[,

2

0GH9

!

(MMH6=.7M/

L

JG7-

L

.,.=H*

>

HG+=0GH71=/H

JH*0-.,M,6+=,71G+=H

不同字母表示差异显著!

F

$

858#

#

图
#

!

酶解
>

?

对破乳率的影响

[,

2

0GH#

!

(MMH6=.7M/

L

JG7-

L

.,.

>

?71=/HJH*0-.,M,6+=,71G+=H

状态$对游离油的释放造成阻碍%

45!5#

!

酶解时间对破乳率的影响
!

由图
'

可知$随着酶解时

间的延长$破乳率缓慢上升了
#5$C

$当酶解时间超过
45#/

时$破乳率迅速下降了
"45$C

%这可能是随着时间的延长$

酶与底物发生反应$大量小油体聚集成大油滴$更多的游离

油逐渐被释放出来$破乳率升高+而当时间超过
45#/

$酶解

时间过长$由于蛋白质乳化特性$部分大油滴变成乳化油$无

法以游离油的形式释放出来$导致破乳率大幅度下降)

44

*

%

459

!

响应面优化酶法破乳工艺条件

4595"

!

响应面试验设计及结果
!

根据酶法破乳的单因素试

验结果$设计四因素三水平设计见表
4

%以破乳率为响应值$

不同字母表示差异显著!

F

$

858#

#

图
'

!

酶解时间对破乳率的影响

[,

2

0GH'

!

(MMH6=.7M/

L

JG7-

L

.,.=,*H71=/HJH*0-.,M,6+=,71G+=H

进行响应面分析$其试验设计及结果见分别表
4

(

!

%

45954

!

响应面结果分析
!

通过
VH.,

2

1)(N

>

HG=%58

统计分析

软件对破乳率的数据结果进行分析$建立破乳率对反应温

度(液料比(酶添加量(

>

?

的二次回归模型如下"

G %̀%594a85"!,W85##Ua854!6W85!&YW85!$,Ua

85!9,6W859',YW85'9U6a"59%UYa85"46YW85%%,

4

W

!58!U

4

W454%6

4

W45#&Y

4

% !

4

#

表
4

!

响应面试验因素水平表

R+K-H4

!

[+6=7G.+1J-H3H-.0.HJM7GGH.

>

71.H.0GM+6H

*H=/7J7-7

2L

编码
U

酶解温度'

X

Y

液料比

!

*B

'

2

#

D

酶添加量'

!

d

,

2

W"

#

V

酶解

>

?

W" 9# 85#

#

"58 4888 "858

8 #8 "58

#

"58 !888 "85#

" ## "5#

#

"58 9888 ""58

表
!

!

响应面试验方案及结果

R+K-H!

!

(N

>

HG,*H1=

>

G7

2

G+*+1JGH.0-=.M7GGH.

>

71.H

.0GM+6H+1+-

L

.,.

序号
U Y D V G

破乳率'
C

" 8 8 8 8 %%5!9

4 W" " 8 8 %95#!

! 8 8 " " %!59#

9 " W" 8 8 %95&8

# " " 8 8 %!5'%

' 8 " 8 " %!5$'

$ 8 W" 8 W" %#5%$

% " 8 " 8 %'5"9

& W" 8 8 W" %95&8

"8 8 " " 8 %459#

"" " 8 8 W" %'5"4

"4 8 8 8 8 %%5#%

"! 8 8 W" W" %!5#%

"9 8 8 8 8 %%5#&

"# 8 8 8 8 %$5&$

"' W" 8 W" 8 %#58#

"$ 8 8 W" " %45!'

"% 8 W" " 8 %95&#

"& 8 " W" 8 %45%8

48 W" 8 8 " %95&#

4" 8 W" W" 8 %!5$4

44 8 8 " W" %95"%

4! " 8 W" 8 %95&#

49 8 8 8 8 %%59'

4# W" W" 8 8 %954&

4' " 8 8 " %95!4

4$ 8 " 8 W" %"5!"

4% 8 W" 8 " %"59'

4& W" 8 " 8 %95&%

49"
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!!

利用
VH.,

2

1)(N

>

HG=%58

对二次回归方程模型进行分析$

破乳率的方差分析结果及其显著性结果见表
9

%

!!

由表
9

可知$模型的
F

$

85888"

$说明二次响应面回归

模型极显著+失拟项
F̀ 854'#9

"

858#

$这表示失拟项差异不

显著+决定系数
G

4

`&95"9C

$说明模型能够解释
&95"9C

的

响应值变化%根据以上各值可以判断出$该模型与试验拟合

度较高$试验误差小$可信度较高$可以很好地描述试验结

果$可实现酶法破乳工艺条件的优化%由各因素的
M

值可以

得到
9

个因素对破乳率影响大小顺序为"

Y

!液料比#

"

V

!

>

?

#

"

D

!酶添加量#

"

U

!酶解温度#%

4595!

!

交互作用分析
!

由表
9

及图
$

可知$

YV

的
F

$

85888"

$

Y

和
V

交互作用对破乳率影响极显著$破乳率随着
Y

与
V

水

平的增加而升高+

YD

的
F

$

858#

$说明
Y

和
D

交互作用对破

乳率影响显著$破乳率随着液料比和酶添加量交互作用的增

加先增加后下降+随着
U

和
V

交互水平增加$破乳率变化比

较平缓$与前
4

个交互作用相比较$此交互作用对破乳率影

响不显著%

45959

!

酶法破乳最佳工艺条件验证实验
!

通过响应面法优

化出最佳酶法破乳工艺为"液料比
85&

#

"58

!

*B

'

2

#(酶添加

量
!8$%d

'

2

(酶解
>

?"859

(温度
#"X

%由响应面法得出此

条件下酶法破乳的破乳率理论值为
%%5#8C

%为了验证该试

验的准确性和可靠性$将最佳工艺条件进行验证实验$每组

重复
!

次取平均值%最后测得破乳率为
%%5!&C

$与响应面

预测所得的理论值相比$相对误差为
85"4C

$此结果表明经

响应面优化后的条件可以更好地预测酶法破乳工艺%

45#

!

破乳前后油滴粒径分布及
>

?

对乳状液稳定性的影响

45#5"

!

破乳前后的油滴粒径分布
!

由图
%

可知$酶法破乳前

油滴的平均粒径为
45&#8

"

*

$破乳后平均粒径增加至

9%5888

"

*

$粒径明显增大%这是因为破乳前油体被蛋白质

所形成的膜包裹着$以较小的油滴形式不均匀地分布在乳状

图
$

!

各因素交互响应面图

[,

2

0GH$

!

TH.

>

71.H.0GM+6H./7I,1

2

=/H,1=HG+6=,3HHMMH6=.7MM70GHN=G+6=,71

>

+G+*H=HG.71=/H

L

,H-J7M

>

0*

>

S,1.HHJ7,-

!9"
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表
9

!

响应面方差分析

R+K-H9

!

U1+-

L

.,.7M3+G,+16HM7GGH.

>

71.H.0GM+6H

方差来源 平方和 自由度 均方
M

值
F

值 显著性

模型
""&5"9 "9588 %5#" !!5"!

$

85888"

&&

U 85"& "588 85"& 85$9 859894

Y !5'9 "588 !5'9 "95"$ 85884"

&&

D 85'# "588 85'# 45#! 85"!9!

V "5%# "588 "5%# $548 858"$%

&

UY 85#! "588 85#! 458$ 85"$"%

UD 859' "588 859' "5%8 8548"8

UV 85%' "588 85%' !5!! 858%&9

YD "5'' "588 "5'' '59% 8584!!

&

YV %5$! "588 %5$! !!5&&

$

85888"

&&

DV 858' "588 858' 854! 85'!'!

U

4

95&& "588 95&& "&599 85888'

&&

Y

4

#&5'# "588 #&5'# 4!454!

$

85888"

&&

D

4

!!5'# "588 !!5'# "!85&&

$

85888"

&&

V

4

9!5#" "588 9!5#" "'&598

$

85888"

&&

残差
!5'8 "9588 854'

%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%

失拟项
45&& "8588 85!8 "5&& 854'#9

净误差
85'8 9588 85"#

总和
"445$! 4%588

图
%

!

粒径分布

[,

2

0GH%

!

F+G=,6-H.,QHJ,.=G,K0=,71

液中$经过酶法破乳后$蛋白质膜被水解破坏$油体被释放出

来聚集成更大的油滴%比较破乳前后油滴平均粒径大小$更

加直观地表达了破乳的重要性%

45#54

!

不同
>

?

下乳状液的
gH=+

电位
!

由图
&

可知$

gH=+

电

位值随着
>

?

增加而降低%当
>

?

在
954#

#

95#8

时$

>

?

接

近南瓜籽蛋白的等电点$

gH=+

电位值接近于
8

$此时蛋白质

溶解性最差乳化力最小$吸附在油滴和水之间的蛋白最少$

由于不存在静电排斥作用$油滴易聚集在一起$乳状液处于

极 不 稳 定 的 状 态)

4!

*

+当
>

?

在
%

#

&

时$

gH=+

电 位

值
$

W!$5!*:

$乳状液负电荷增多$蛋白质带相同电荷相

斥$由蛋白质膜所包裹的油滴不易上浮聚集在一起$乳状液

处于稳定状态)

49

*

%这也证明为了酶法破乳后酸化处理的意

义$酶法处理后乳状液
>

?

值在
%

#

&

时$乳状液处于稳定状

态$为了再次提高破乳率$调节
>

?

为
954#

#

95#8

时接近南

图
&

!>

?

对乳状液
gH=+

电位的影响

[,

2

0GH&

!

(MMH6=7M

>

?71gH=+

>

7=H1=,+-7M6GH+*

H*0-.,71

瓜籽蛋白等电点$使乳状液处于极不稳定状态$游离油释放

的更充分%为方便工业化生产$调节
>

?

至
95#

$使破乳率提

高至
&#59$C

%

!

!

结论
本试验选用地衣芽孢杆菌碱性蛋白酶$酶解由水酶法提

取南瓜籽油过程中产生的乳状液$实现破乳提高南瓜籽油的

提取率%通过单因素试验和响应曲面优化试验$得出酶法破

乳的最佳工艺为液料比
85&

#

"58

!

*B

'

2

#(添加地衣芽孢杆

菌碱性蛋白酶
!8$%d

'

2

(调节
>

?"859

(酶解温度
#"X

(酶

解时间
45#/

$验证所得破乳率为
%%5!&C

%同时还研究了

>

?

对乳状液稳定性的影响$发现在酶法破乳后进行酸化处

理$通过调节
>

?

至
95#

$破乳率可达到
&#59$C

%通过比较

破乳前后油体粒径分布的变化趋势$更加确定了本试验所研

究的破乳方法的优势$为水酶法提取南瓜籽油的破乳工艺条

件提供了可靠的理论依据%但本试验只适用于水酶法提取

南瓜籽油的破乳研究$有局限性$还需更深入地研究各种油

料作物水酶法提取的破乳工艺%
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