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加压条件下油菜籽中硫普非酶

降解规律及其机理

钱 和 雕鸿荪

(食 品学院 )

沈蓓英

摘要 研究了加压条件下油 菜籽中硫普非酶降解规律
,

探讨 了硫普非酶降解机理
。
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0 前 言
前文报道川

,

加压热处理可加速硫昔降解反应
,

提高单位时间内硫昔降解率
,

但最终各

种硫曹及其降解产物在菜籽粕中的残留情况
,

影响到菜籽粕饲用质量
,

有必要深人研究
。

同

时
,

一

了解各种硫昔的非酶降解规律及其降解产物
,

有助于分析探讨硫昔非酶降解机理
,

因此

具有重要的理论意义
。

本文研究了加压条件下油菜籽中硫昔非酶降解规律
,

探讨了硫昔非酶

降解机理
。

1 材料和方法
1

.

1 材料

样品来 自绍兴
,

属甘蓝型双高油菜籽
。

1
.

2 色质联用测定样品中各种硫昔的含量

1
.

2
.

1 原理 用 T M S 试剂与脱硫的硫曹作用生成相应的衍生物
,

衍生物具有挥发性
,

有

利于用气相色谱法分离和定量测定比
3 〕。

1
.

2
.

2 主要试剂

硫酸醋酶 ( A R
,

S , g m
a ,

H
一

1 型 ) 醋酸钡 ( A R )

烯丙基硫昔 ( A R
,

iS g m a ) 醋酸铅 ( A R )

M S H F B A ( N
一

甲基
一

N
一

三甲基硅烷基
一

七氟丁酞胺 ) 色谱纯 毗陡 (硅烷化级 )

M A T F A ( N
一

甲基
一

N
一

三甲基硅烷基
一

三氟乙酞胺 ) 色谱纯 毗咙 ( A R )
.

T M C (S 三 甲基氯硅烷 )色谱纯

收稿日期
:

; , %
一

沂 月
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1
.

2
.

3 前处理

)l 醋酸型和醋酸毗睫型的 D E A E SPe h a d e x A
一

25 的制备 (二乙基氨乙基葡聚糖凝胶

A
一

2 5 型 ) 称取 1 09 D E A E S e p h a d e x A
一

2 5放人 2 5 0m l的烧杯中
,

加约 1 5 o m l 水
,

浸泡过夜

(约 8一 1 h0 )完全膨胀后
,

将凝胶与水一并倾人 20 火 40 0 m m 的玻璃层析柱
,

待水大部分流完

后加人 30 Om l 的 0
.

sm ol / L 氢氧化钠溶液
,

让其流干后
,

再用约 25 o ml 水洗涤层析柱
,

使流

出液的 p H 值约为 7
,

凝胶备用
; 醋酸型葡聚糖凝胶

。

取上述经过处理后的葡聚糖凝胶约 1/

1 0
,

放人适量水 中
,

混合以后
,

倾人 15 火 2 00 m m 的层析柱
,

待水流尽后
,

再从柱 口处加人约

I OOm l 0
.

s m ol / L 醋酸溶液
,

再用约 2 50 m l 水洗至中性
,

并将凝胶转移至一个适 当的带盖容

器中
,

加适量水浸泡备用 ; 醋酸毗咙盐型葡聚糖凝胶
。

取剩余的 9 / 10 葡聚糖凝胶
,

放人适量

水中
,

混合以后
,

倾人层析柱中
,

再从柱 口处加人 0
.

s m ol / L 毗睫醋酸盐 (取 19
.

8m l 毗咙
,

加

人 15 m l 冰醋酸
,

再用水稀释至 5 00 m l ) 40 0 m !
,

待其流尽后
,

用约 2 5 Om l 水洗涤后
,

将凝胶转

移至一个带盖的适 当容器中
,

加适 当的水浸泡
,

备用
。

2 ) 钠型的 S P S e p h a d e x C
一

2 5 型葡聚糖凝胶的制备 称取约 19 的 S P S e p h a d e x C
一

2 5

型葡聚糖凝胶
,

放人烧杯 中
,

用约 80 ml 水浸泡过夜 (约 8一 1h0 )后
,

将水连 同凝胶一并倾人

层析柱中
,

并用约 2 5 Om l 水洗涤之
,

将凝胶转移至带盖容器中加适 当水浸泡
,

备用
。

3) 硫酸醋酶的精制 称取约 7 0 m g 硫酸酷酶放人 10 ml 离心管中
,

加 3m l 水溶解后
,

再加人等体积 乙醇
,

离心约 10 m in ( 20 00
r

n/
、 in)

,

将上清液倾人另一个 25 m l 的离心管 (或其

他适当试管 )
,

弃 去沉淀
,

加人 g m l 的 乙醇
,

再在相 同转速下离心 10 m l n ,

弃去上清液
,

再用

2 m l 水溶解之
;
取两个 下端开有一小孔的筒型塑料尖 头管

,

在其尖端分别塞以一小束玻璃

棉
;
在其中一个塑料管中

,

加人约 1。。川 浸泡醋酸型葡聚凝胶 ( A
一

2 5) 上面的水
,

再加人适量

的该凝胶
,

制成一个高约 15 m m 的层析柱 (相当于 20 m g 干凝胶 ) ;
在另一个塑料管 中

,

加入

约 1 00 浏 浸泡钠型的 S P S e p h a d e x C
一

2 5 型葡聚糖凝胶上面的水溶液
,

再加人适量的该凝

胶
,

制成一个高约 15 m m 的层析柱 (相当于 20 m g 干凝胶 ) ; 将 Zm l 的硫酸醋酶水溶液先通过

A
一

2 5 层析柱
,

再通过 C
一

25 层析柱
。

装人带盖小瓶中
,

贮人
一

4 C 冰箱中
,

备用
。

1
.

2
.

4 内标制备 1拼m ol / L 浓度的烯丙基硫营的配制
。

称取 (准确至 0
.

01 m g )烯丙基硫昔

20
.

7 5m g
,

加水溶解后
,

定容至 S Om l
.

1
.

2
.

5 样品处理 准确称取 0
.

19 菜籽饼粕置于 15 义 10 o m m 试管中
,

再放人 90 C 热水浴

中预热 s m i n
,

然后加人 l ml 沸水
。

适当混合后 (不能让其降温 )
,

再在热水浴上浸提 4m in ;
冷

却后
,

加 人 1
.

Om l 内标混 合后 离 心 10 m in ;
将 上 清液倾入 另 一 个 试 管 中

,

加 人 12 5川

l : l ( v
: v ) 的 0

.

s m o l / L B a ( A c )
:

和 0
.

s m o l / L p b ( A C )
:

的混合溶液
,

适当混合后
,

离心

10 m ; n ,

备用
;
将一笔型尖头塑料管的尖端处塞一小束玻璃棉

,

加人醋酸毗咤型凝胶
,

制成一

个 15 m m 高的层析柱
,

用少量的水洗涤之 ;
将处理过的备用上清液 0

.

4 m l 小心加入到制好

的层析柱中
,

当柱子滤干后
,

用 l m l 0
.

02 m ol / L 醋酸毗陡盐溶液洗涤之 (4 m l 0
.

s m ol / L 醋酸

毗咙盐溶液
,

用水稀释至 1 00 m l ) ; 在此柱上
,

加人约 5印 l 精制的硫酸酷酶溶液
,

用一适 当盖

子盖紧
,

以减缓蒸发
,

放置过夜 (约 8 一 1h0 ) ; 用约 0
.

s m l 水将脱硫酸的硫昔洗脱于 s m l 具

塞试管中 (可用其他适当容器 ) 真空干燥或用氮气 吹干
,

依次加入 1 0 0浏无水毗陡 ( 甲硅烷

化规格 )
,

10 0拼1 M S H F B A 以及 1 0拼l
`

TM C S 试剂
,

立即塞上玻璃塞
,

在 1 2 O C 下加热 Zo m i n
.

取约 2
.

5川 溶液注人色谱仪
。

(注
:

进行上述衍生反应操作时
,

其用具应是干燥的
,

药品应是

不含水的
,

室内相对湿度也应小于 70 % )
.
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1
.

2
.

6 质谱分析 仪器 Fi n ni g a n 4 51 5 型四极质谱仪
;
色谱柱 S C O T O V

一

10 1石英毛细

管柱
,

L = 2 5m
,

I D 一 0
.

2 4 m m ;
分流比 l ; 1 0 ;

载气 H e ;柱温 起始 2 0 0 C
,

恒定 Zm i n
,

再

以 I O C / m i n 升至 2 7 0 (
、 ,

恒定 Zo m i n ;
离子源 E l ; 电子轰击能量 7 O e V ; 质量范围 4 0 一

7 5 0 ; 进样量 1拼1
.

1
.

2
.

7 色谱分析 仪器 美国 V a lr an 公司 3 7 0 0 型气相色谱仪
; 色谱柱 S C O T O V

一

1 石

英毛细管柱
,

L = 2 5 m
,

ID = 0
.

2 2 m m ;分流比 l , 2 0 ; 柱温 起始 ZO O C
,

恒定 Zm l n ,

然后以

10 C / m
, n 升至 2 80 C

,

恒定 20 m m ; 汽化室温度 2 80 C ;
检验器温度 2 8 O C ;

氮气流速

3Om l / m i n ; 氢气流速 4 5 m l / m i n ; 空气流速 4 5 o m l / m i n
.

1
.

2
.

8 计算结 果 ( 用烯丙基硫普作内标 )

1) 风干样 品

某一硫营 ( 拜m ol / L )

脱脂风干饼粕 ( g )

某一硫昔的 T M S 峰面积 烯丙基硫昔的 T M S 碳原子数

烯丙基硫昔的 T M S 峰面积 某一硫昔的 T M S 碳原子数

加人的烯丙基硫昔 (拌m ol / L )

脱脂风干饼粕 (g )

烘干样 品

风干样品的某一硫昔含量 又
1 0 0

10 0 一样品含水百分率

表 l 有关硫普降解产物碳原子数表

硫 昔

烯丙基
一 ( 内标 )

3
一

丁烯基
-

4
一

戊烯基
-

碳 原 子 数

2 5

2 6

2 7

硫 营

2
一

经基
一

3
一

丁烯基
-

2
一

经基
一

4
一

戊烯基
-

碳 原 子 数

2 9

30

硫 昔

节基
一

`内标 )

4
一

经基
一

节基
-

碳 原 子 数

2 9

3 2

关于色质联用测定硫昔降解产物的种类与含量
,

请参阅参考文献 [ 4 ]
.

2 结果与讨论
.2 1 硫普的降解规律

实验设计 油菜籽脱壳 (减少壳中色素
、

多酚类化合物等成分对分析过程的干扰 ) ~ 钝

化硫昔酶~ 轧胚一室温脱脂~ 低温真空脱溶 ~ 调至一定含水量~ 不同条件下加压热处理~

低温真空干燥~ 准确称取 5 9 样品用氯仿回流 h8 以提取其中的硫昔分解产物
,

提取液定容

至 l m l
,

待用~ 回流后样品低温真空干燥
,

待测其中各种硫昔含量
。

2
.

1
.

1 菜籽粕中硫普组成 采用色
一

质联用测定样品中硫昔组成与含量
,

实验结果见表 2
.

表 2 菜籽粕中硫普的组成 (两次结果平均值 )

名名 称 简 称 含量 (l, m ol/ g 粕 ,

…
,,
… 名 称 简 称 含量 (阿 ol/ “ 粕 ,,

333
一

丁烯基硫昔 G N 3 5
.

111

1
3
一

嘿
一

甲基硫 “ G
旦

`
·

222

444
一

戊烯基硫昔 G BC 3
.

222 …甲氧基
一

3
一

叫嵘 甲基硫营 M洲
`

·

。。

222
一

经基
一

3
一

丁烯基硫昔 P (R ) 68
.

777

…
其它 〔’ 1 ’ E R S “

`

777

222
一

经基
一

4
一

戊烯基硫昔 G N I 4
.

44444

表 2 可知
,

样品中硫昔以 3
一

丁烯基硫昔和 2
一

轻基
一

3
一

丁烯基硫昔为主
。

2
.

1
.

2 各种硫普的降解规律 各种硫昔在加压热处理过程中的变化情况见 图 1( 压力为

0
.

1 ZM P a )
.
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实验结果表明
,

各硫昔的降解速率存在一

定差 别
,

当硫昔总降解率达到 90 % 以 上时
,

粕

中残留硫昔主要是 3
一

丁烯基硫昔
,

2
一

轻基
一

3
一

丁

烯基硫昔
,

少量 4
一

戊烯基硫昔和极少量未鉴定

硫昔
。

M
.

V e r m o r e
l [

5」等进行的动物试验表明
,

2
一

经基
一

3
一

丁烯基硫昔
,

3
一

丁烯基硫昔是引起抗

营养性和毒性的主要硫昔
,

进一步动物试验表

明
,

残留硫昔镇 l m g / g 粕
,

对动物没有显著不 良

影响
。

因此
,

对双高品种菜籽粕而言
,

总硫昔降

解率达到 90 % 一 95 %时
,

粕 中残 留硫昔的毒性

作用基本可忽略不计
。

2
.

2 硫普降解产物的测定

时间

2 。
、

气【J l l l l Z

4 0 6 0

图 1 加压热处理过程中各种硫普降解情况

采用色
一

质联用法对硫昔降解产物进行分离和鉴定
。

发现 3 个令人感兴趣的组分
: 2

一

经

基
一

3
一

丁烯睛
,

苯乙睛
,

叫噪睛
。

用 2
一

经基
一

3
一

丁烯睛标准样品进一步确证了它的存在
,

未检 出

硫氰酸醋及异硫氰酸醋的存在
。

月青的含量随着热处理时间的增加而增加
;
加压热处理 20 m in

时开始 出现叫噪睛
; 2

一

轻基
一

3
一

丁烯基睛是菜籽粕中存在的主要睛
,

其在加压热处理过程中

生成趋势的详细分析见表 3
.

由表 3 可知
,

加压热处理时间越长
,

2
一

轻基
一

3
一

丁烯基硫昔分解

成相应的睛的百分率越高
。

表 3 热处理过程中形成睛的趋势

热处理时间 ( m : n ) P R( ) ( 拼m o l / g 粕 ) 已分解 P R ( ) (拜m o l / g 粕 ) C H B ( 肛m o l / g 粕 ) P R ( )~ 睛 ( % )
·

t j 6 8
.

7

10 3 5
.

8 32
.

9 1 2
.

1 3 6
.

8

2 0 2 2
.

7 4 6
.

0 2 1
.

5 4 6
.

7

4 0 1 4
.

6 5 4
.

1 3 5
.

3 6 5
.

2

6 0 1
.

8 6 6
.

9 4 2
.

9 6 4
.

2

C H B Z
一

经基
一

3
一

丁烯基睛
,

C H B ( 拜 n : 〔〕
l / g 粕 )一 已分解 P R ( ) (拜m o l /g 粕 )

2
.

3 硫昔非酶降解反应机理的探讨

2
.

3
.

1 硫普的分子结构 1 9 5 6 年
,

tE t ing
e r 和 L u

nd
e e

n[
6

,

7」采用 X
一

射线结晶法证实了硫昔

的分子结构 (图 2 )
,

并于 1 9 5 7 年又人工合成了节基硫昔
,

进一步确证 了硫昔的上述结构
。

基

团 R 是硫昔分子中的可变基团
。

所有硫昔可视为由两部分组成
,

一为非糖部分
,

另一为 件D
-

葡萄糖部分或简称葡萄糖部分
,

二者通过硫昔键联接起来
。

对硫昔分子结构的进一步研究
,

证实了硫昔中的一些原子
,

围绕着碳氮双键均近乎处于

同一平面上
。

也就是说 0 原子
、

N 原子
、

C 原子 ( 与 N 原子直 S一C 6H ll O
5

,

一一
“

~ ~ ~
“ 。

-

~
’ `

”
“

’ ` ’ 一
~

’ ` 、 `
~

’ `

一 /

接相连的 C 原子
,

称零号碳原子 )
,

以及 S 原子和 1 号 C 原子 R一 C
-

一
_ _

一 、
(基团 R 中与零号碳原子直接相连接的 C 原子 )均 围绕着碳

’

N 一《 〕一5 0 歹

氮双键共处于同一平面上
。

硫酸根与基团 R 围绕着碳氮双键 图 2 硫昔的分子结构

呈反式构型 ( a n t iC o n f u g u r a t i o n ) [ 8
·
9」

.

.2 3
.

2 硫替非酶降解产物 硫昔非酶降解产物相当复杂
,

长期 以来一直有所争议
。

刘多敏

等匕’ `
, , ” J认为硫昔非酶降解产物主要是睛类化合物

,

但 J
.

lA
e ax n d e r

报道 l[ 2〕 ,

将烯丙基硫昔
、

苯甲基硫昔
、

苯 乙基硫昔在色谱柱上进行热降解
,

其降解产物与一般酶解产物相似
,

主要是
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睛和异硫氰酸醋
,

在 1 25 C 更容易生成睛
。

异硫氰酸醋的形成与硫昔的种类有关
,

在 1 50 C

时苯乙基硫昔更易生成异硫氰酸醋
。

作者对加压条件下硫昔热降解产物 的研究结果只鉴定

出 3 种睛
: 2

一

羚基
一

3
一

丁烯基睛
、

叫噪睛和苯乙睛
,

未发现异硫氰酸醋和硫氰酸醋
,

但通过对

2
一

轻基
一

3
一

丁烯基硫昔 以及 2
一

轻基
一

3
一

丁烯基睛在热降解过程 中变化情况的综合比较与分析

可知 (表 3 )
,

2
一

经基
一

3
一

丁烯基硫昔并不是 1 00 %降解成相应的睛
,

遗憾 的是由于体系过于复

杂
,

未能检 出其它相应的降解产物
.

不过若不考虑基团 R 对硫昔降解产物的影响
,

可认为硫

昔降解产物主要有三类
:

月青类化合物
、

异硫氰酸醋及硫氰酸酷
。

2
.

3
.

3 硫普非酶降解反应的性质 综合文献报道及前文研究结果
,

硫昔非酶降解性质如

下
:

温度越高
,

降解反应速度越快
,

生成睛 的趋势越大
;
硫昔降解反应速度与体系含水量有

关
,

体系含水量低
,

硫昔降解反应速度很慢
,

要求的温度较高
;
体系含水量高

,

硫昔降解反应

速度随之增加
;
硫营降解反应速度随碱性 七学试剂浓度的增加而增加

;
过渡金属的盐类可催

化硫昔降解反应
; 加压热处理过程 小硫昔降解反应速度高于常压热处理过程

。

2
.

4 硫昔非酶降解反应机理

2
.

4
.

1 S N Z 亲核取代
’ 1 化学反应机理指 由反应物转化到产物时所经历 的各个步骤

,

迄

今尚无直接的方法 可以 观察到真实的反 应过程
,

只能从 间接 的实验结果来推 导反应机

理 t ` 3 一 `弓」
。

作者根据硫普的结构
、

降解性质及产物推断
,

在硫 昔非酶降解反应过程 中
,

首先发生典

型的双分子亲核取代反应
,

生成葡萄糖及非糖部分中间体
。

其过程如下
:

。 R

C H L ) H \
+ C o H 12 ( ) 。

苦̀

{琴御
C二 N

es
, 卜

s / \ ( )

S( )厂

R
\

_

R 戈 t
一

= 洲
、

、

一
_ / \

_
_

4 L 曰 2、 , n 飞
一

二 N I
-

一
一 5 ( )

H。

今长么厂
、
.()

_
_ 、

、 (S --s)

丝 U七尹 认( )
7

5 ` ’ “

H石--)

反应中硫昔键受相邻官能团的影响而极

化
,

结果 硫带部分 负电荷
,

而碳带部分正 电

荷
。

碱性亲核试剂一氢氧根离子从硫原子的

背面攻击带正电荷的部分
,

形成过渡状态
。

在

过渡状态中
,

氢氧根离子引起电子密度转移
,

使氧的电荷减少
,

而硫的电荷增多
。

键的形成

和断裂同时发生 仁̀ 6一 ` 8〕 。

表 4

亲核试剂

亲核试剂的亲核性

相对速度
`

I一
,

H S 一
,

R S 一

B
r 一

,

H ( )一 R ( ) 一
,

C N 一冈
a 一

N H
3 ,

C I一
,

F一
,

R C O 了

H ( )
,

R ( ) H

R C ( ) ( ) H

> 工O匕

1 0 4

1 ( ) l一 10 2

1

10 一 2

亲核性很强

亲核性强

亲核 性中等

亲核性弱

亲核性很弱

以甲醇为标准

对这类双分子亲核取代反应
,

其反应速度在很大程度上决定于亲核试剂的
“

亲核性
” ,

即

亲核试剂取代饱和碳原子上一个离去基团的相对能力
。

根据碘 甲烷与不同亲核试剂在甲醇

溶液中反应速度的快慢
,

可以推测试剂亲核性的强弱
,

其结果见表 4 仁̀9」
.

作者认为
,

根据亲核取代反应机理
,

可解释 以下几个问题
:

l) 温度及样品含水量与硫昔降解反应 的关系 由于作为亲核试剂进攻硫昔键的亲

核基团是 O H
一

而不是 H 必
,

通常 H
2
0 离解生成 O H 一

的 比例极低
,

[K
w

(0 C ) ~ 14
.

9 44
,

K
w
( Z o C ) = 1 4

.

1 6 7
,

K
w
( 2 5 C ) = 1 3

.

9 9 6
,

K
w
( 6 o C ) = 1 3

.

0一7
,

K
w
( I Oo C ) 一 12

.

2 6〕
,

但随

着温度升高
,

水的电离度很快增大
,

100 C 时电离度比 20 C 时增大 了近 100 倍
; 因此

,

硫普

的降解反应速率随温度和含水量的增加而迅速增加
。
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2) 相同条件下加压热处理过程中硫昔降解率更高 对相同含水量的样品
,

由于加压

热处理过程中水分子的活度高于常压热处理过程 中水分子的活度
,

相应 的 O H 一
的活度亦

高
,

因此加压热处理可增加硫昔热降解反应速度
,

提高硫昔降解率
。

3) 碱在硫昔降解反应中的作用 碱是 比 H ZO 更强的亲核试剂 (表 4 )
,

因此碱性体系

中硫昔降解反应速度高于中性体系
。

由于 O H 一

参与形成过渡态
,

最终成为产物葡萄糖分子

中的一个官能团
,

因此
,

O H 一

是反应物
,

而不是催化剂
。

长期以来将 N a
O H

、

C a O 等碱性试剂

说成催化硫昔降解的催化剂是不确切的
。

2
.

4
.

2 中间体 非糖配基的 重排反应 作者根据有机化学理论推测
,

非糖配基 中间体存在

图 3 所示的共振式

S 一 S

/ /

R一C ~ 一 R一厂
、

、

、

N一 O一 S 0
3 K N一( )一5 0

3 1、

( a ) ( b )

图 3 非糖配基中间体共振式

由于 N 的电负性大于硫 ( N 3
.

0
,

5 2
.

5 )
,

故上述共振结构式中应 以 ( b) 式为主
; (b ) 再继

续发生 H of f m a n n 重排 (或 L os
s e n 重排 )首先生成酞基氮烯

,

然后基团 R 带一对电子重排到

氮上生成异硫氰酸醋 ( R一 N一C一S )

\/

C
一

R

一

S

/

R一 (
、

N一 ( )一S O
3
K 」

一
R一N一 C一 S

对 (a )式而言
,

R 基团则以正碳离子形式重排到硫上生成硫氰酸醋 ( R一S一C二N )

S
一

/
R一 C

一
R一 S一 C一 N

、
N一O一 S O

3K

硫氛酸醋为有大蒜气味的液体
,

是一类不稳定的化合物
,

在加热条件下很快转化成异硫

氰酸酷 [ , , 〕

R一 s一 e一N 兰沐 R一 N一 e一 s

油菜籽加工过程主要是湿热处理过程
,

因此
,

上述重排机理可解释在硫营热降解产物中

很少检出硫氰酸醋的原因
。

2
.

4
.

3 E Z 消去反应 从有机化学的角度分析
,

作者认为睛是通过顺式消去反应生成的
,

其反应形式一种可能是硫昔在加热条件下直接发生顺式消去反应
,

生成睛
。

根据 E Z 消去反

应理论
,

发生这种顺式消去反应的机率较小
。

另一种形式可能是非糖配基中间体发生顺式消

去反应
,

生成睛和单质 5
.

由于温度升高有利于消去反应
,

因此在硫昔热降解过程中生成相

应腊的机率随温度的升高而增加
。

S
一

/
R一C

一
R一 C二N + S 十

、
N一O 一 S O

3K
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