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水酶法从花生中提取蛋白质与油
———酶解工艺参数
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摘 要：采用水酶法从花生中同时提取油与水解蛋白质，对酶制剂的筛选，酶解工艺中酶用量、蛋

白质的水解度（!"）、降低乳状液稳定性以及部分破乳的方法等进行了研究)确定选用4(56(678作
为水解酶，酶与底物比为!)39／:;)推断了!"与清油得率及等电可溶水解蛋白质得率的关系，并
对花生水解蛋白质的部分功能性质及花生油质量进行了分析)
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花生是世界上占第四位的植物油料，约占世界

油料年产量的-"X［-］)花生中油脂含量高达质量分
数"")!%X!30)!2X，大多数为不饱和脂肪酸，特
别是人体必需的亚油酸含量丰富)花生内蛋白质质
量分数占到!$)%2X!$$)%"X，可消化性达..X，
含人体必需的0种氨基酸［!］，是世界第三位的植物

蛋白源，约可提供世界需要量的--X［$］)因而花生
是一种很好的油与蛋白供给源，从花生中同时提取

蛋白质与油在!#世纪3#年代就开始受到人们的重
视)探求一种可以提高花生油与花生蛋白质的得率
和品质，降低花生蛋白质产品中含油率，延长货架

期，降低能耗的新工艺已成为油脂工业的发展要求
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之一!
随着酶制剂工业的发展，人们开始把酶应用于

油脂工业!与传统提油工艺相比水酶法提油工艺具
有处理条件温和，能同时得到纯度高可利用性强的

蛋白质和质量较高的油等优点!本实验就水酶法从
花生中提油与蛋白质进行了研究，在确定了生产工

艺路线和碱提工艺参数的基础上［"］，对酶解过程进

行了探讨，选出了最佳用酶和酶用量，同时对酶解

后得到的#／$型乳状液进行破乳研究，以提高花
生水解蛋白质与清油得率!

! 材料与方法

!"! 实验材料
花生仁：购自无锡市北塘顺达食品厂；酶制剂：

由%&’&公司生产；花生蛋白：自制；花生水解蛋白
（!"()*）：自制!
!"# 检测方法
蛋白质含量测定：凯氏定氮法［+］；蛋白质水解

度（!"）的测定与控制：,-./010法［2］；

!"$ 实验方法

!!$!! 水酶法从花生中提蛋白质与油工艺流程

清油得率3总的游离油／原料中的油
花生水解蛋白得率3水解液中蛋白的质量／原

料中总的蛋白质质量

!!$!# 蛋白酶的筛选试验4 将在最佳碱提取条件
下［"］处理后得到的碱提取液按表4中的条件进行
酶水解!经不同酶作用不同时间后再经离心，测定
游离油!得率，选出最佳酶制剂!

表! 各种酶对碱提液的水解条件

%&’"! %()(*+,-.*/0/1-2+030-2/-44-5,602+/-4)27*8)/3-

3()&.6&.02))93,&130-2/-.530-2

酶名称
（5／/）／
（6／78）

初始反应

,-
温度／

9
时间／

:

;<4=>?
中性蛋白酶 + @!) ") "

%A0B1<A + @!) +) "

C1,1DE ( ?!+ 2) +

;FG1F1<A ( ?!) 2) +

!!$!$ 破乳的研究及水解条件的确定 从花生中
提取油与蛋白质的酶解过程中，将酶解参数中的

,-值和温度固定在;FG1F1<A酶的最适,-值和温度
范围内!;FG1F1<A用量为(6／78（5／/），自然酶解+:

后，游离油!得率为2+*，还有=)*左右的油以#／

$型乳状液形式存在［"］!为降低乳状液稳定性提高
清油得率和水解花生蛋白得率，采用如下两种途

径：4）酶解后得到的乳状液在>)9下加热+HDE后
再次进行离心；(）在酶解的过程中用,-./010法控
制体系的,-值等于?直至达到所需的水解度!
通过比较不同酶用量（5／/）、水解时间对清油

得率和花生水解蛋白回收率的影响，确定了酶用量

和水解时间!
!!$!: 水解度对等电点可溶水解蛋白得率与清油
得率的影响4 将碱提取液,-值调至适当值，加入
一定量的;FG1F1<A，以"H&F／8的%1#-滴定保持酶
反应体系的,-值恒定，反应达到一定水解度（!"）
后，加酸灭酶终止酶反应!按如下公式计算!"：［2］

!"3（#I$J）／（!I%,I&总）
其中，#为滴定时耗碱量（8）；

$J为碱液的质量浓度；

%,为反应体系中蛋白质的量（$I2!(+）；

&总 为每公斤蛋白质中肽键的总摩尔数；

!为!.%-(的平均解离度!
!!$!; 花生水解蛋白相对分子质量的测定 采用
凝胶过滤色谱法测定花生水解蛋白的相对分子质

量的分布，其基本条件如下：凝胶材料：/A,:17AKL.
4+；柱体积："4!2I4))GH；洗脱液：)!(H&F／8，,-
值为+!)的 -;G.%1;G溶液；洗脱液体积流量：()
H8／:；标准分子质量物质：谷胱甘肽，相对分子质量

=)@；酪氨酸，相对分子质量4?4!
!!$!< 产品性能研究

4）花生水解蛋白部分性能测定：花生水解蛋白
质溶解度的测定［@］，即测定不同,-值下各样品的
氮溶解性指数%/M值：以考玛斯亮蓝法测蛋白质含
量；起泡能力的测定［?］：=6蛋白产品溶解到4))
H8蒸馏水中，调节,-值等于@!)，然后在NO.=型
匀浆机中以?)))B／HDE的速度均质(HDE，记录均
质停止时泡沫体积!

起泡性3
均质停止时泡沫体积（H8）

4))
记录均质停止4，4)，=)，2)，4()HDE后泡沫的

体积，用其来衡量泡沫稳定性!
(）花生油性质测定见参考文献［>］!

# 结果与讨论

#"! 几种酶对花生蛋白碱提取液水解能力的比较

"种酶对花生碱提取液水解后游离油!的得率
见图4!不经酶作用，清油得率很低，只有+*左右!
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酶水解液经离心后发现，!"#$%&中性蛋白酶和’()
*+,"(的量即使达到-.／/0（1／2），仍有沉淀即等电
点不溶的花生蛋白存在，而且清油得率较低3这是
因为经!"#$%&和’(*+,"(酶解后，456的油与等电
不溶花生蛋白紧密结合残留在沉淀中，因而这两种

酶不适合用于花生碱提取液的水解3从图#可见，4
种酶提高游离油!得率的能力依次为7,7,89!
!:;,:,"("!"#$%&"’(*+,"(，说明7,7,89能作用的
肽键数量较多3但7,7,89的价格比!:;,:,"(高，为降
低生产成本，选用!:;,:,"(为水解酶3

图! "种酶对花生碱提取液水解的能力

#$%&! ’()*$++),)-.(/*,01/2$234$1$./0+.()*$++),)-.
)-5/6)2.0.()31731$-))8.,39.$0-201:.$0-

;&; 破乳的研究及水解条件的确定
碱提取液在不同!:;,:,"(量（1／2）作用下自然

酶解-<，得到的乳状液在%5=下加热->89后再
次进行离心，合并游离油!与游离油"，计算清油
得率，结果见表?3

表; 酶量及热破乳对清油得率的影响

’34&; ’())++)9.0+.())-5/6)90-9)-.,39.$0-3-*.()()3.
.,)3.6)-.0-.()+,))0$1/$)1*

1／2／（.／/0） 乳状液中油质量分数／6 清油得率6

#3- $53-$ @-3?4

?35 ?43-5 A?355

?3- #&35$ A&34&

酶解过程中用7B)2*,*法控制体系7B值等于

&，同时对得到的乳状液进行热处理（%5=加热-
>89）后再次进行离心，合并游离油!与游离油"，
计算清油得率，结果见表$3
从图#可知，!:;,:,"(用量为?.／/0（1／2），自

然酶解-<后，清油得率@-3&63从表?可看出，在
相同条件下，对得到的乳状液加热后再次离心，清

油得率上升到A?63说明加热法可以部分地破乳，
这是因为温度高，分子的热运动加剧，有利于油珠

的聚结，而且温度升高时，外相粘度降低，从而降低

了乳状液的稳定性3
表< 酶量、盐及热破乳对清油得率的影响

’34&< ’())++)9.0+.())-5/6)90-9)-.,39.$0-，231.3-*.()
()3..,)3.6)-.0-.()+,))0$1/$)1*

酶用量

1／2／
（.／/0）

酶解
时间／<

清油
得率／6 !"／6

乳状液中油
质量分数／6

#3- A A-35 — ?53AA

?35 @ &?35 ?535 #43-5

?3- - &@3? ?535 #53$5

从表?与表$结果可知，用7B)2*,*法控制体
系7B值使清油得率比相同1／2（?3-.／/0），相同
酶解时间（-<）自然酶解的结果高近&63说明体系
中加入一定浓度的水溶性无机盐，乳状液的稳定性

变差3实验中一直滴加’,CB以控制体系的7B值，
而后加入BD:调7B值到花生蛋白的等电点灭酶，
因此在体系中存在一定浓度的无机盐’,D:3由于

C／E乳状液的分散油滴带负电荷，钠离子的存在有
电性中和作用，使带电的油滴失去电荷，在碰撞中

容易聚结［#5］3同时’,D:有一定的水合能力，它能破
坏表面活性剂在油滴表面形成的界面膜上的水化

层，使界面膜变得不稳定［#5］，而且水溶性无机盐的

存在会使水相密度进一步提高，使油水相密度差进

一步加大，有利于离心时油水分离3
从表?，$可看出，随加酶量从#3-.／/0上升到

?3-.／/0，清油得率相应上升3为提高清油得率和最
大限度的回收花生水解蛋白，酶量选择为?3-
.／/0，酶解时间为-<3
;&< 水解度与等电点可溶水解蛋白得率、清油得
率关系

测定不同!" 时相应的清油得率及水解蛋白
回收率的结果见图?3
一般球状蛋白质经酶解至!"#-6时，水解液

中已不再有等电点不溶的肽，然而，从图?可知，随
水解度从#-6上升到?56，等电点可溶水解蛋白得
率仍然有明显增加3根据7B)2*,*原理，蛋白质的水
解度仅仅是一个表观水解度，而在实际酶反应体系

中并不是所有的蛋白质都以相同的方式同时发生

降解，其反应机制可用F9()GH)F9(模式解释［##］，即
蛋白质分子一个接一个发生降解，且降解后的短肽

由于肽键暴露更易被酶作用，使反应体系中同时有

较小的肽和较大分子的蛋白质3当到达一定水解度
后，酶作用于与脂结合的能形成乳状液的那部分大

分子蛋白质，从而提高了油与花生水解蛋白的得
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率，降少了乳状液质量!对不同!" 下得到的乳状
液中的蛋白质含量进行分析，结果发现!" 等于

"#$的乳状液中蛋白质含量比!" 等于%&$的高

’!’’$!但随水解度增加，花生球蛋白分子中的疏
水区逐渐暴露，得到的水解蛋白苦味加重!

图! 水解度与等电点可溶花生蛋白得率、清油得率的
关系

"#$%! &’()(*+,#-./’#0+1-.$,’(23，,’(4#(*5-66)((
-#*，+.5,’(789:(*(;,)#;/-*<=*(’45)-*4/+,(/

!%> 不同水解度花生水解蛋白相对分子质量分布
水解度为"($和%&$的水解液中蛋白质相对

分子质量分布见图’!从图’可知，随水解度从"($
升高到%&$，相对分子质量较低的花生水解蛋白所
占的比例稍有增大，但相对分子质量分布范围并无

显著差异，相对分子质量集中在%&&!’&&之间，相
当于为二肽至三肽!从图中还可看出，当水解度达

%&$时，水解蛋白中已存在一定比例的氨基酸，水
解产物相对分子质量太小，给脱盐脱苦和回收利用

带来限制!为此，在酶解过程中应选择合适的水解
度，既保证有较高的清油得率，又使水解产物相对

分子质量处于合适的范围以利于脱盐脱苦处理!

图? 不同!"的水解蛋白相对分子质量分布

"#$%? &’()(*+,#@(1-*(;<*+)A(#$’,-6,’(’45)-*4B(5

0)-,(#.A#,’5#66()(.,23

在应用凝胶过滤色谱测定蛋白质相对分子质量时，

如果被测定的是球状蛋白质，那么得到的结果比较

准确!花生蛋白被水解至很高的水解度，此时，短肽
没有呈球状构象的可能性，因此，从凝胶过滤色谱

得到的相对分子质量分布的数据也只能提供比较

或参考而已!
!%C 产品性能
蛋白质的溶解性是最重要的一个功能特性，如

蛋白产品在制备过程中由加热或其他处理，造成蛋

白质溶解度的降低，则其乳化性、起泡性等功能特

性都会受影响，从而限制蛋白产品在食品工业中的

应用!从图)可知，花生水解蛋白的溶解度几乎不
受*+值的影响，在花生蛋白的等电点)!#时花生
水解蛋白的,-.达/0$，溶解性能很好!

图> 不同03值下花生蛋白及其水解物的溶解度

"#$%> &’(/-*<=#*#,4-6,’(0(+.<,0)-,(#.+.50(+.<,
D)-,(#.’45)-*4/+,(/<.5()5#66()(.,03

起泡性是指蛋白产品搅打起泡的能力；泡沫稳

定性是指泡沫保持稳定的能力!蛋白产品的起泡性
一般随蛋白质质量浓度的增加而增加，在蛋白质质

量浓度为’1／23时，有最高的起泡性［"%］!从表)可
看出，花生蛋白经水解后，其泡沫稳定性明显下降!
花生油理化指标见表#!从表#可看出用水酶

法制得的油品质较好，无需再经精制处理，可节约

能源!
表> 花生蛋白与花生水解蛋白的起泡性与泡沫稳定性

&+=%> &’(6-+1#.$;+0+;#,4+.5,’(6-+1/,+=#*#,4-60(+.<,

0)-,(#.+.50(+.<,0)-,(#.’45)-*4/+,(/

蛋白质
类 型
起泡
性／$

泡沫稳定性／43

"456 "&456’&456(&456"%&456

花生
蛋白质 /& 7% 0% (& #% )’

花生水解
蛋白质 (# "# "& # & &
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表! 花生油质量

"#$%! "&’()#*+,-./0&’1’#2)0.+*

花生油
折光指数

（!"#）
比重

酸价

（$%&’(／(）
水分及

挥发物

自制

花生油
)*+,!! "*-)./ "*0-)) "*"-+"

精炼

花生油

)*+/-.1
)*+,!"

"*-))"1
"*-),.

!)*" !"*)"

3 结 论

)）几种蛋白酶对花生碱提取液的水解能力依
次为：232345"6783739:#69)0-;#<:=>39:，综合考
虑6783739:是水酶法提取油与水解蛋白的理想蛋白

酶*
!）加热及在酶解体系中加入一定质量浓度的
水溶性盐有利于降低乳状液稳定性，提高清油得

率*当?／@为!*.(／AB，酶解.C后，清油与花生水
解蛋白得率分别为;/D与;-D*
0）随!"升高，清油得率与等电可溶花生水解
蛋白得率相应增加*随!" 从)/D上升到!"D，相
对分子质量较低的花生水解蛋白所占的比例稍有

增加，但相对分子质量分布范围无显著差异，它集

中在!""!0""之间*
+）花生水解蛋白的溶解性能不受2&值影响；水
酶法制得的花生油品质符合精练花生油的质量要求*
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