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摘要!以裂壶藻干藻粉为原料!以清油得率为评价指标!采用两步酶解法提取油脂% 在单因素实验

的基础上!对清油得率影响较大的碱性蛋白酶的作用条件应用响应面法进行优化!依据回归分析确

定碱性蛋白酶的最适作用条件% 结果表明!水酶法提取裂壶藻油的最适工艺条件为&料液比 #C$!

中性蛋白酶添加量 $G!酶解温度 '0c!酶解时间 ( 7!酶解 :U/40#碱性蛋白酶添加量 #"G!酶解

温度 /1c!酶解时间 / 7!酶解 :U&4'% 在最适工艺条件下!裂壶藻清油得率可以达到"&#4($ n

"a#'$G% 气相色谱 %质谱分析裂壶藻油中不饱和脂肪酸含量为 '$4'(G!其中 BUL含量为

(04"&G%
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KK微藻分布广泛$含有丰富的蛋白质%碳水化合

物%脂肪酸等$是生产食品%药品等高价值生物活性

物质和生物柴油的重要来源(# %!)

$高产油品种微藻

的筛选及培养%微藻油的提取已经成为人们的研究

热点(( %')

& 目前人们研究酶法提取微藻油$大多是

利用生物酶酶解藻细胞$然后对酶解液用有机溶剂

萃取$油脂提取率一般在 0"G左右(0)

& 水酶法是一

种新兴的油脂提取方法$通常使用机械来破碎油料$

利用相关的生物酶酶解油料$从而使油脂从油料中

被释放出来$利用蛋白质%多糖%淀粉等非油组分对

油和水的双亲性以及油水相对密度的不同将非油组

分与油分离(/ %$)

& 水酶法提油作用条件较温和$提

取的油脂不与酶解产物发生反应$因此所得油的纯

度高%品质好!水酶法提油工艺能耗小$污染小$可以

有效保护环境(1 %&)

&

本研究采用水酶法提取裂壶藻油$通过酶种类

筛选实验$发现单一酶法提取裂壶藻油的提取率不

高$为了提高油脂提取率$采用两步酶法提取裂壶藻

油$在单因素实验的基础上应用响应面进行优化$得

到水酶法提取裂壶藻油的最佳工艺& 并利用气相色

谱%质谱"RV%DJ#联用仪对裂壶藻油的脂肪酸组

成进行分析$为进一步分离纯化裂壶藻油中的 BUL

成分提供参考&

67材料与方法

#4#K实验材料

#4#4#K原料与试剂

裂壶藻" I=@(J;=@<)7("+[:4#'由本实验室利用

松花粉垂钓法对采自广州南沙红树林腐烂树叶进行

分离纯化获得$经鉴定确定为裂壶藻$保存于本实验

室藻种库中&

杰能科 ;@6=8̂ /M细菌碱性蛋白酶 "01" """

OFE#%杰能科 ;@6=8̂ $M细菌中性蛋白酶 "# /""

OFE#$广州柏棠贸易有限公司!木瓜蛋白酶 "1""

OF+E#$广州市齐云生物技术有限公司! 柠檬酸%柠

檬酸钠%氢氧化钠%氯仿%甲醇%石油醚均为分析纯$

广州华屿欣实验器材有限公司&

#4#4!K仪器与设备

>J!!'J 分析天平$美国 J,@=6@-?[公司!UU%'

快速恒温数显水浴箱!X6A_-6%'1]高通量组织研

磨仪!RVDJ %r;!"#" ;.?[气相色谱%质谱联用仪$

日本岛津公司!NJ#!/ :U计!NlLI!0 数显匀浆机$

德国艾卡仪器设备有限公司!IBi0 %XJ 台式低速

离心机! Jr0#"V立式压力蒸汽灭菌器$ 日本

mLDLI\公司!irIm%$"W台式全温振荡培养箱!

LZ,A=-P%!/b;高效离心机$贝克曼库尔特有限公

司!BiW/"0" 真空干燥箱!JX%VP%#WB超净工作

台!L.:7,# %' 冷冻干燥机$德国V7@-[=有限公司&

#4!K实验方法

#4!4#K裂壶藻的培养及收集

培养基'葡萄糖 !0 EFM$酵母提取物 0 EFM$细菌

学蛋白胨 #" EFM$海水晶 (" EFM& 摇瓶培养条件'温

度 !1c$转速 #1" @F+-A$培养时间 &/ 7$:U/41&

收集培养液$在 1 """ @F+-A%'c条件下离心

#" +-A$收集底部藻泥$经真空冷冻干燥得到裂壶藻

藻粉&

#4!4!K两步酶法提油工艺

前处理'称 !" E裂壶藻藻粉$按既定的比例加

入 "4# +6.FM:U'41 的柠檬酸 %柠檬酸钠缓冲液$

利用数显匀浆机处理 0 次$将均质后的藻液利用高

通量组织研磨仪在 00 Ù 的条件下研磨 #0" [&

碱提'用氢氧化钠溶液调节体系的 :U为 &40$

在温度 /"c%匀速搅拌下碱提 ! 7&

酶解'用柠檬酸 %柠檬酸钠缓冲液调节体系的

:U为 /40$先加入一定量的中性蛋白酶$于数显恒

温水浴锅中酶解一段时间$随后用氢氧化钠溶液调

节体系的 :U到一定的值$再加入一定量的碱性蛋

白酶$于数显恒温水浴锅中继续酶解一段时间&

离心'酶解结束后取出酶解液$于 ' 1"" @F+-A

离心 #" +-A后分层$取出上层清油& 将取出的清油

放入真空干燥箱中"#"( n!#c条件下处理 (" +-A$

冷却后称重$所得结果即为清油质量&

按下式计算清油得率'

清油得率e

清油质量

样品总油脂量
d#""G

裂壶藻总油脂量的测定'称量 !" E裂壶藻干藻

粉$采用氯仿 %甲醇法(#")提取总油脂$经真空干燥

后称重&

#4!4(K单因素条件对清油得率的影响

利用单因素实验的方法$考察各因素"固定水

平'料液比 #C/!中性蛋白酶添加量 0G%酶解温度

'0c%酶解时间 ! 7%酶解 :U/40!碱性蛋白酶添加

量 #"G%酶解温度 /"c%酶解时间 0 7%酶解 :U

&a0#对裂壶藻清油得率的影响$考察的因素为'料

液比 #C'%#C0 %#C/%#C$%#C1%#C&!中性蛋白酶影响

因素为添加量 #G%(G%0G%$G%&G%##G$酶解温

度 (0%'"%'0%0"%00%/"c$酶解时间 #%!%(%'%0%/

7!碱性蛋白酶影响因素为酶解 :U140%&%&40%#"%

#"40%##$添加量 'G%/G%1G%#"G%#!G%#'G$酶

解温度 0"%00%/"%/0%$"%$0c$酶解时间 (%'%0%/%

$%1 7&对某一单因素进行考察时$其余因素均取固

&&
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定水平值$以裂壶藻清油得率作为考察指标&

#4!4'K响应面对碱性蛋白酶提取条件的优化

在单因素实验的基础上$根据>6̂%>87A<8A 的

中心组合实验设计原理$ 利用 B8[-EA )̂:8@=14"4/

软件设计响应面实验方案并进行实验&

#4!40K裂壶藻油脂肪酸组成的分析

甲酯化'取 0"" +E裂壶藻油$加入 ! +M#'G三

氟化硼%甲醇溶液$进行甲酯化反应 (" +-A"/"c

水浴#$冷却至室温$分别加入 # +M正己烷和蒸馏

水$振荡 # +-A$静置分层后$吸取上层有机层$挥干

溶剂$用正己烷定容$过 "4!!

!

+有机滤膜后$用

RV%DJ进行分析测定&

RV条件'B>%0DJ 色谱柱"(" +d"4!0 ++$

"4!0

!

+#!进样口温度 !("c!升温程序为 ##"c保

持 ' +-A$以 #"cF+-A升温到 #/"c$保持 # +-A$最

后以 0cF+-A 升到 !'"c$保持 #0 +-A!载气为氦

气$流量为 #40! +MF+-A!采用恒线速度$分流比

("C#!进样量 #

!

M&

DJ条件'离子源温度 !""c!电子能量 $" 8H!

质量扫描范围"+FJ# '" p00"!溶剂切除时间 ( +-A&

#4!4/K数据处理

每组实验做 ( 次$结果以平均值表示& 表格以

及单因素结果分析图用 )̂58.软件绘制$显著性分

析用 J;JJ !" 软件$响应面实验设计以及分析用

B8[-EA )̂:8@=14"4/ 软件&

87结果与分析

!4#K单因素实验

!4#4#K料液比对清油得率的影响

采用 #4!4! 的工艺流程进行提取油脂的实验&

料液比对两步酶法提取油脂的清油得率影响见图

#& 由图 # 可知$料液比从 #C' p#C$ 递变时$清油得

率逐渐增加$料液比由 #C$ p#C& 递变时$清油得率

降低& 这是因为料液比过低时$体系黏度过大$流动

性较差$不利于酶与底物充分反应!料液比过高时$

底物浓度还有酶浓度都被稀释$相互碰撞的概率降

低$进而影响清油得率(##)

& 因此$选择合适的料液

比为 #C$&

图 67料液比对清油得率的影响

!4#4!K中性蛋白酶作用条件对清油得率的影响

中性蛋白酶作用条件对清油得率的影响因素主

要有 ( 个'中性蛋白酶添加量%中性蛋白酶酶解时间

和中性蛋白酶酶解温度$结果见图 !& 由图 !L可

知$中性蛋白酶添加量在 #G p$G范围内递增时$

清油得率逐渐增加$中性蛋白酶添加量超过 $G时$

清油得率变化不大$所以中性蛋白酶的最适添加量

为 $G!由图 !>可知$初期随着酶解时间延长清油

得率不断增加$( 7时清油得率最高$为 1&4/(G$此

时中性蛋白酶酶解反应完全!继续延长酶解时间$清

油得率变化不大$酶解时间延长不仅会影响油的品

质$而且会导致成本上升$所以中性蛋白酶的最适酶

解时间为 ( 7!由图 !V可知$酶解温度低于 '0c时$

随着酶解温度的升高$清油得率不断增加$超过

'0c后$随着酶解温度升高$清油得率有所降低$这

是因为中性蛋白酶有最适温度$超过最适温度后酶

活性会降低甚至部分或全部失去(#!)

$因此中性蛋白

酶最适温度为 '0c&

图 87中性蛋白酶作用条件对清油得率的影响

!4#4(K碱性蛋白酶作用条件对清油得率的影响

碱性蛋白酶作用条件对清油得率的影响因素主

要有 ' 个'碱性蛋白酶添加量%碱性蛋白酶酶解时

间%碱性蛋白酶酶解温度和碱性蛋白酶酶解 :U$结

果见图 (& 由图 (L可知$随着碱性蛋白酶添加量的

增大$清油得率不断增加$添加量达 #"G时清油得

率最高$为 104/#G$随后增大碱性蛋白酶的添加

量$清油得率几乎不变$因此从成本方面考虑$碱性

""#
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蛋白酶最适添加量为 #"G& 由图 (>可知$在酶解

时间 / 7以内$随着酶解时间的延长$清油得率不断

增加$这是因为碱性蛋白酶不断与底物反应$底物反

应完全!/ 7 后$延长碱性蛋白酶酶解时间$清油得

率变化不大$这是因为随着酶解时间的延长$酶解反

应逐渐完全$物料中流出来的油脂的量逐渐减少$已

提取出来的游离态的油在搅拌以及温度的作用下发

生部分乳化现象$使清油得率略有减小$同时时间过

长也会使油的品质降低$成本升高& 因此$碱性蛋白

酶最适酶解时间为 / 7& 由图 (V可知$当酶解 :U

小于 &40 时$随着酶解 :U的升高清油得率不断增

加$酶解 :U为 &40 时清油得率最高为 11410G$随

后增大酶解 :U$清油得率不断降低$这是因为酶都

有最适 :U$过高或过低对酶的活性都有抑制作

用(#()

$甚至会使酶失去活性& 因此$碱性蛋白酶的

最适 :U为 &40& 由图 (B可知$酶解温度在 0" p

/0c范围内$随着酶解温度升高清油得率不断增

加$超过 /0c后$继续升高酶解温度清油得率不断

降低$这是因为酶都有最适的温度$当温度低于该温

度时会抑制酶的活性$温度高于该温度时也会使酶

的活性降低且温度过高时甚至会使蛋白质变性从而

使酶失去活性(#')

$因此碱性蛋白酶的最适温度为

/0c&

利用 J;JJ软件对碱性蛋白酶作用条件对清油

得率影响的显著性差异进行分析& 从图 ( 可以看

出$' 个因素对于清油得率的影响均显著 "4f

"a"0#$对于碱性蛋白酶添加量$在 #"G时清油得率

最高$之后继续增大添加量对清油得率的影响差异

不显著!碱性蛋白酶在 / 7 时清油得率最高$之后延

长酶解时间对清油得率的影响差异不显著!酶解 :U

为 &40时清油得率最高$酶解 :U为 &和 #"时清油得

率与 :U为 &40时清油得率差异显著!碱性蛋白酶在

温度为 /0c时清油得率最高$温度为 /"c和 $"c时

清油得率与温度为 /0c时清油得率差异显著&

KKKKK

KKKKK

注'4f"4"0$差异显著$,h_ h5h9 h8&

图 =7碱性蛋白酶作用条件对清油得率的影响

!4!K响应面分析

!4!4#K实验设计及结果

料液比是水酶法提取油脂的重要影响因素$因

为料液比不仅影响着底物浓度$同时也影响添加的

酶的浓度$从而影响清油得率& 通过两步酶法提取

裂壶藻油的清油得率与前期酶筛选中只用中性蛋白

酶提取裂壶藻油的清油得率相比可知$碱性蛋白酶

对破壁后的裂壶藻的作用较大$破乳效果较好$因此

该工艺的关键一步是添加碱性蛋白酶继续酶解增大

清油得率& 通过 J;JJ软件对碱性蛋白酶的作用条件

的单因素结果进行显著性分析$在单因素实验结果的

基础上$以碱性蛋白酶酶解 :U%料液比%碱性蛋白酶

酶解温度为自变量$以清油得率"H#作为响应值$采

用三因素三水平响应面实验对碱性蛋白酶提取裂壶

藻油的提取条件进行优化& 响应面实验因素水平见

表 #$响应面实验设计及结果见表 !&

表 67响应面实验因素水平

水平
.碱性蛋白

酶酶解 :U

/料液比
0碱性蛋白酶

酶解温度Fc

%# &4" #C/ /"

" &40 #C$ /0

# #"4" #C1 $"

#"#
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KK 表 87响应面实验设计及结果

实验号 . / 0 HFG

# %# %# " 104$(

! " " " &"4&#

( " %# # 1&4##

' # " %# 1'4!$

0 %# " # 114(0

/ %# # " 104$&

$ # " # 1/4&(

1 " " " &"4($

& %# " %# 1(4#"

#" " %# %# 1(4!#

## " " " &"410

#! " # # 1&4!$

#( " " " &#4#0

#' " # %# 104(0

#0 " " " &#4!#

#/ # # " 1041(

#$ # %# " 1/4"0

!4!4!K回归方程及参数分析

利用B8[-EA )̂:8@=14"4/ 软件对表 ! 的实验结

果进行多元回归拟合分析$得到二次回归模型为'

He&"4&" g"4"#'.g"4!$/g!4!!0%"4"$"./%

"a/0.0%"40"/0%(4"/.

!

%#4&&/

!

%!4#10

!

&

回归模型的方差分析结果见表 (& 由表 ( 可

知$失拟项"4e"4##0 # h"4"0#不显著$模型的 4

小于 "4""" #$表明该回归模型极显著!该模型 5

!

e

"4&1/ 1$ 5

!

L9q

e"4&/& 1$表明该模型的拟合程度良

好$ 实验误差小$能较好地反映出裂壶藻清油得率

与料液比%酶解温度%酶解 :U之间的关系(#0)

$因

此可以用此模型进行分析和预测& 根据表 ( 中 3

值的大小$可以知道各因素对清油得率的影响顺

序为 0h/h.!根据 4值变化可以知道 0%.

!

%/

!

%

0

! 对清油得率的影响极显著$.0对清油得率的影

响显著&

表 =7回归模型的方差分析结果

方差来源 平方和 K自由度 均方 3 K4

模型 #!$4"# & #'4## 014"$ f"4""" #

. #40#()%"4"( K # #40#()%"4"( /4!!')%"4"( "4&(& (

/ "40$ # "40$ !4(/ "4#/1 $

0 (&4!& # (&4!& #/#4$" f"4""" #

./ "4"! # "4"! "4"1 "4$1' /

.0 #4/1 # #4/1 /4&" "4"(' #

/0 "4&1 # "4&1 '4"( "4"1' /

.

!

(&4'( # (&4'( #/!4!$ f"4""" #

/

!

#/4/' # #/4/' /14'/ f"4""" #

0

!

#&4&! # #&4&! 1#4&& f"4""" #

残差 #4$" $ "4!'

失拟项 #4!/ ( "4'! (41" "4##0 #

纯误差 "4'' ' "4##

总和 #!14$# #/

K注' 4f"4"0$差异显著!4f"4"#$差异极显著&

!4!4(K最佳提取工艺的确定

通过B8[-EA )̂:8@=14"4/ 软件进行预测分析$

并考虑到实际的操作$最终得到水酶法提取裂壶藻

油的工艺条件为'料液比 #C$$中性蛋白酶添加量

$G$酶解时间 ( 7$酶解温度 '0c$酶解 :U/40!碱

性蛋白酶添加量 #"G$酶解时间 / 7$酶解温度

/1c$酶解 :U&4'& 在优化条件下进行 ( 次验证性

实验$得到的裂壶藻清油得率为"&#4($ n"4#'#G$

与预测值 &#4'$G相接近$表明优化后所得出的参

数条件是可靠的&

!4(K裂壶藻油脂肪酸组成

对裂壶藻油脂肪酸组成进行了 RV%DJ 分析$

根据RV%DJ联用仪获得质谱信息经数据库检索与

标准谱图对照$并分别对色谱图进行面积归一化定

量各种脂肪酸含量$结果见表 '& 由表 ' 可知$裂壶

藻油不饱和脂肪酸含量为 '$4'(G$其中 BUL含量

为 (04"&G&

表 >7裂壶藻油脂肪酸组成及含量 J

脂肪酸 含量 脂肪酸 含量

十二烷酸 "4!# 硬脂酸 #41/

十三烷酸 "4!! 油酸 #4'"

十四烷酸 '4#1 亚麻酸 "4&/

十四碳烯酸 "4// 花生四烯酸 /410

十五烷酸 #"40" 二十碳五烯酸");L# "4&#

肉豆蔻酸 (!40/ 二十二碳烷酸 "4#'

十六碳烯酸 #40/ 二十二碳六烯酸"BUL# (04"&

十七烷酸 !4$(

!"#
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=7结7论

以裂壶藻藻粉作为原料$采用水酶法提取裂壶

藻油& 通过单因素实验和响应面实验确定了水酶法

提取裂壶藻油的最佳工艺条件& 最终得到水酶法提

取裂壶藻油的最佳工艺条件为'料液比 #C$$中性蛋

白酶添加量 $G$酶解时间 ( 7$酶解温度 '0c$酶解

:U/40!碱性蛋白酶添加量 #"G$酶解时间 / 7$酶

解温度 /1c$酶解 :U&4'& 在最佳工艺条件下裂壶

藻清油得率为"&#4($ n"4#'#G& 应用该方法提取

裂壶藻油清油得率高$乳化程度低$乳油产量低$具

有较高的工业推广应用价值&

通过RV%DJ对裂壶藻油的脂肪酸组成进行分

析$结果表明裂壶藻油不饱和脂肪酸含量为

'$a'(G$其中BUL含量为 (04"&G$藻油的营养价

值高&
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