
书书书

收稿日期!!"!# $"% $"#!修回日期!!"!! $"! $"!

作者简介!王亚萍"#&'(#$女$助理研究员$硕士$研究方向

为经济林采后处理及质量控制")*+,-.#/012,304#%5678+%

通信作者!姚小华$研究员")*+,-.#0,89:#%(4#%5678+%

油脂加工
!"#! #"6#&&"!;<67=>-6?@0?6#""5 $'&%&6!#"5!'

薄壳山核桃油水酶法提取工艺优化及品质分析

王亚萍!姚小华!常A君!任华东!张成才

"中国林业科学研究院 亚热带林业研究所!杭州 5##B""#

摘要!为优化薄壳山核桃油水酶法提取工艺!以薄壳山核桃仁为原料!采用水酶法提取油脂!筛选出

水酶法提油的适宜酶制剂$ 在单因素试验基础上!采用正交试验研究料液比%加酶量%酶解温度%酶

解时间和酶解 1C对薄壳山核桃油提取率的影响!并对比了水酶法%压榨法和溶剂浸提法 5 种方法

制取的薄壳山核桃油的品质$ 结果表明&蛋白酶为适宜的酶制剂'水酶法提取薄壳山核桃油的最佳

工艺条件为料液比 #DB%加酶量 !6EF%酶解温度 EEG%酶解时间 !6" :%酶解 1C(!在此条件下薄壳

山核桃油提取率为 %(6BBF'薄壳山核桃油中含有 ' 种主要脂肪酸!分别是棕榈酸%硬脂酸%油酸%

亚油酸%

!

$亚麻酸%花生酸和顺$## $二十碳烯酸!不饱和脂肪酸含量高达 &"F以上!且以油酸和

亚油酸为主!油酸含量高达 '"F以上!亚油酸含量在 #EF以上$ 5 种制油方法中!水酶法制取的薄

壳山核桃油具有较高的油酸%生育酚%总酚%

"

$谷甾醇和角鲨烯含量!油脂品质最好$ 水酶法是一

种较为理想的核桃油提取方法$

关键词!薄壳山核桃'水酶法'油脂提取'品质'活性成分
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AA薄壳山核桃"$%&'% "((")*+)#"#"K,=@2=:6# a6

a87:6#$又名美国山核桃'长山核桃$是胡桃科山核

桃属植物$原产于美国和墨西哥$是世界上重要的干

果树种之一$也是珍贵的干果和木本油料树种(#)

%

薄壳山核桃壳薄易剥$出仁率高$果仁中富含油脂'

蛋白质'碳水化合物$还含有对人体有益的维生素和

矿质元素等(!)

$具有较高的营养和保健价值% 与我

国的核桃 ",-.(%)#&+."% b6# 和山核桃 "$%&'%

!%/0%'+)#"#I,W06#相比$薄壳山核桃具有明显的易于

机械剥壳取仁'果味纯正'贮藏性好等优点$其油脂

是高档优质的木本食用油(5)

% 目前$国内对薄壳山

核桃的研究主要集中在产地及其分布'生态要求'生

物学特性'品种类型'繁殖培育'病虫害防治'栽培技

术'生长发育'遗传多样性'品种鉴定和化学成分等

方面(B $E)

% 随着薄壳山核桃产量的增大和人们营养

保健意识的增强$有必要对薄壳山核桃油的加工及

开发利用进行研究%

水酶法提油具有条件温和'无需经高温高压及

有机溶剂处理$能够较完整地保留油脂固有的天然

活性成分等特点$目前国内已在核桃油(% $&)和山核

桃油(#" $#!)提取方面有相关研究$但在薄壳山核桃油

提取方面还鲜见报道%

本研究以薄壳山核桃仁为原料$采用水酶法提

取薄壳山核桃油$在单因素试验的基础上进行正交

试验优化$探求水酶法提取薄壳山核桃油的最佳工

艺条件$旨在更好地利用薄壳山核桃资源$开发具有

高附加值的薄壳山核桃油产品$推动国内水酶法提

取薄壳山核桃油在生产中的应用%

;<材料与方法

#6#A试验材料

薄壳山核桃坚果$建德市敏捷家庭农场有限公

司% 将薄壳山核桃坚果去壳$坚果仁 "含油率为

'"_"5F#用粉碎机粉碎为 "6B!E ++"B" 目#左右的

颗粒%

蛋白酶'纤维素酶'果胶酶'植物复合水解酶$诺

维信"中国#生物技术有限公司% B 种酶制剂的特性

见表 #%

表 ;<= 种酶制剂的特性

酶种类 适宜温度;G 适宜 1C

蛋白酶 E" cEE '6" c(6E

植物复合水解酶 BE cEE 56E cE6E

果胶酶 BE cEE 56E cE6E

纤维素酶 BE cEE 56E cE6E

AA#(")$N耐欧小型粉碎机!T$5 旋转蒸发仪'

d$(## 索氏提取仪$瑞士布奇公司!dI $#\全温度

振荡培养摇床!MR$!"#" 1.Q3气相色谱仪' è$

!EE" 紫外分光光度计$日本岛津公司!J@-.2=Y#!&"

高效液相色谱仪$美国安捷伦公司!Ĵ,=Y-S$)高

速冷冻离心机$德国贝克曼公司!VNS$&"#( 家用榨

油机%

#6!A试验方法

#6!6#A水酶法提油

称取 E @粉碎的薄壳山核桃仁$装入 E" +b离

心管中$按一定料液比加入蒸馏水$调节 1C$于

&"G水浴中灭酶 #" +-=$然后快速冷却% 加入一定

量的酶制剂$混匀后于一定温度摇床 "转速 #!"

W;+-=#酶解一定时间$结束后于 &"G水浴中灭酶 #"

+-=$冷却$于 #" """ W;+-=离心 !" +-=$用移液枪小

心吸取上层清油$离心管内的残油再用 #" +b正己

烷分 5 次溶解后倾出$倾出液合并$旋转蒸发除去溶

剂后与上层清油合并$称重后于 BG冷藏备用% 按

下式计算油脂提取率"1#%

1f2

#

3"2

"

g$# g#""F "##

式中&2

#

为清油质量$@!2

"

为薄壳山核桃仁质

量$@!$为薄壳山核桃仁含油率%

#6!6!A溶剂浸提法提油

称取 !" @粉碎的薄壳山核桃仁$加入石油醚

"沸程 5" c%"G#于 E"G浸提 ( :$在 E"G下旋转

蒸发除去石油醚$得到薄壳山核桃油$于 BG冷藏

备用%

#6!65A压榨法制油

称取 !" @薄壳山核桃仁放入榨油机$选择冷榨

模式$压榨'过滤后用无水硫酸钠脱水$得到薄壳山

核桃油$于 BG冷藏备用%

#6!6BA测定方法

酸值测定采用 MdE""&6!!&*!"#% 方法$过氧

化值测定采用 MdE""&6!!'*!"#% 方法$脂肪酸测

定采用 MdE""&6#%(*!"#%"第三法#$生育酚测定

采用MdE""&6(!*!"#% "第二法#$总酚测定采用

bI;H%##&*!"#'$角鲨烯测定采用 bI;H%#!"*

!"#'$

"

$谷甾醇测定采用LN;H5###*!"#'%

#6!6EA数据处理

采用)972.!"#% 软件进行基础数据处理'分析

与作图% 采用 IhII #&6" 作正交试验并进行显著性

及相关性分析%

><结果与分析

!6#A酶制剂的筛选

设置加酶量分别为 #6"F' #6EF' !6"F'

!_EF'5_"F$料液比为 #DB$纤维素酶'果胶酶'植

物复合水解酶的酶解 1C均为 B6E$蛋白酶酶解 1C

!
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为 '6E$酶解温度为 E"G"水浴#$酶解时间为 !6" :%

以山核桃油提取率为指标$考察酶制剂的影响$结果

见图 #%

图 ;<不同酶制剂对薄壳山核桃油提取率的影响

AA植物细胞的细胞壁主要由果胶和纤维素'半纤

维素'木质素等多糖类物质组成$其中嵌入一些功能

性蛋白质$油脂通常与其他大分子物质"蛋白质'碳

水化合物等#结合构成脂多糖'脂蛋白等复合体%

因此$采用酶解工艺可以快速有效地瓦解细胞壁结

构$促使细胞内物质释放出来(#5)

% 由图 # 可见$与

纤维素酶'果胶酶和植物复合水解酶 5 种酶制剂相

比$蛋白酶的酶解效果最好$薄壳山核桃油提取率最

高$这可能是由于在提取过程中蛋白酶酶解了细胞

中包被在油脂周围的蛋白质和蛋白质膜$使细胞壁

结构瓦解$从而促进了油脂从脂质体中释放出

来(#B)

% 因此$选择蛋白酶进行后续的酶解工艺

优化%

!6!A蛋白酶酶解工艺的优化

!6!6#A单因素试验

!6!6#6#A料液比

理论上$加水量越大油脂提取率越高(#E)

$适宜

的料液比可以使溶液具有较好的流动性$有利于酶

解反应的进行$从而有效提高油脂的提取率% 设置

料液比分别为 #D5'#DB'#DE'#D%$在酶解 1C'6E'加

酶量 !6"F'酶解温度 E"G'酶解时间 !6" : 条件

下$考察料液比对薄壳山核桃油提取率的影响$结果

见图 !%

图 ><料液比对薄壳山核桃油提取率的影响

AA由图 ! 可见$当料液比从 #D5 增加到 #DB 时$提

取率从 %#65'F提高到 %56B&F$此后随着料液比的

继续增大$提取率呈显著下降趋势"4j"_"E#% 这

是由于酶解体系中溶剂"水#的量过低时$酶解液黏

稠$不利于酶与底物的充分接触$使得酶解反应不彻

底$不利于油脂分子充分迁移出来!溶剂"水#的量

过高时$酶解液的浓度降低$酶与底物分子的碰撞概

率降低$酶解反应的效率也随之降低(#%)

% 因此$选

择料液比为 #DB%

!6!6#6!A加酶量

加酶量会影响酶与底物的接触概率$进而影响

酶促反应效率$其是影响油脂提取率的重要因素之

一% 设置加酶量分别为 #6"F' #6EF' !6"F'

!_EF'5_"F$在料液比 #DB'酶解温度 E"G'酶解时

间 !_" :'酶解 1C'6E 条件下$考察加酶量对薄壳山

核桃油提取率的影响$结果见图 5%

图 ?<加酶量对薄壳山核桃油提取率的影响

AA由图 5 可见$在加酶量 #6"F时提取率为

%'_E&F$此后随加酶量的增加$酶解体系中的酶浓

度增大$酶与底物的接触概率增大$促进酶解反应的

进行$进而增加油脂的提取率(#')

% 当加酶量增大到

!6"F 时$ 薄壳山核桃油提取率达到最大值

"'"_(5F#$当加酶量继续增加时$提取率开始下

降% 这是由于底物的量有限$继续增大加酶量$过量

的酶会附着在薄壳山核桃仁表面$影响了油脂的释

放!同时$加酶量过多也易使酶解体系发生深度水

解$水解产物增强蛋白质的乳化性$使油脂分子再度

被蛋白质包裹$产生乳化现象$增加了油脂的分离难

度!另外$加酶量过多会使酶分子间产生竞争作用$

降低了酶的作用效率$致使薄壳山核桃油提取率降

低(#()

% 因此$选择加酶量为 !6"F%

!6!6#65A酶解时间

一般来说$酶解时间越长$物料细胞的降解程度

越大$油脂提取率越高$但酶解时间过长也可能使体

系中乳状液趋于稳定$造成破乳困难% 设置酶解时

间分别为 #6"'#6E'!6"'!6E'56" :$在料液比 #DB'

酶解 1C'6E'加酶量 !6"F'酶解温度 E"G条件下$

考察酶解时间对薄壳山核桃油提取率的影响$结果

见图 B%

5
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图 =<酶解时间对薄壳山核桃油提取率的影响

AA由图 B 可见$酶解时间为 #6" : 时$提取率为

%E6%#F$#6E : 时提取率稍有下降"%B65#F#但不

显著"4k"6"E#$当酶解时间延长至 !6" : 时$提取

率达到峰值"%&6('F#$此后随着酶解时间的继续

延长提取率稍微下降% 这可能是由于底物的量和酶

的总量有限$反应完全后停止酶解$持续延长时间不

会增加提取效率还可能会加重油脂乳化现象(#&)

$从

而导致提取率在酶解 !6" : 后有所下降% 且酶解时

间过长$易使油脂发生氧化导致油脂品质下降(!")

%

因此$选择酶解时间为 !6" :%

!6!6#6BA酶解温度

酶解温度过高或过低都不利于油脂的提取$升

高温度能够提高反应体系的活化能进而提高反应速

率$但过高的温度又会使酶失活$因此适当的酶解温

度十分重要(!#)

% 设置酶解温度分别为 B"'BE'E"'

EE'%"G$在料液比 # DB'酶解 1C '6E'加酶量

!_"F'酶解时间 !6" : 条件下$考察酶解温度对薄

壳山核桃油提取率的影响$结果见图 E%

图 @<酶解温度对薄壳山核桃油提取率的影响

AA由图 E 可见$随酶解温度升高$提取率先增大后

降低$在 EEG时提取率达到最大$为 %%6E"F% 这是

由于随温度升高酶解反应的速率增大$相同反应时

间内细胞壁裂解程度加大$有利于油脂从细胞中释

放出来!同时$酶解体系温度升高可以增大分子扩散

系数$降低溶剂及油脂的黏度$加快油脂分子的扩散

速度(!!)

!过高的温度超过了蛋白酶的最适温度$酶

活力降低$酶解反应速度降低$从而导致提取率下

降% 因此$选择酶解温度为 EEG%

!6!6#6EA酶解 1C

酶解 1C既影响酶的活性$又影响油脂的提取

和分离% 设置酶解 1C分别为 E'%'''('&$在料液比

#DB'加酶量 !6"F'酶解温度 E"G'酶解时间 !6" :

条件下$考察酶解 1C对薄壳山核桃油提取率的影

响$结果见图 %%

图 A<酶解$B对薄壳山核桃油提取率的影响

AA由图 %可见$酶解 1C由 E增大到 '时$提取率逐

渐下降$但变化不显著"4k"6"E#$当酶解 1C增至 (

时$提取率最高% 这可能是因为过高或过低的 1C均

会影响酶的空间构象$从而影响酶的活力$当酶解体

系的 1C逐渐接近蛋白酶的最适 1C时$蛋白酶活力

升高$酶反应速度加快(!5)

!而当酶解 1C大于 ( 时$蛋

白酶活力下降$同时 1C过高时溶液的乳化程度提

高$导致提取率下降(!B)

% 因此$选择酶解 1C为 (%

!6!6!A正交试验

在单因素试验基础上$以蛋白酶为酶制剂$选取

料液比'加酶量'酶解温度'酶解时间和酶解 1C为

因素$以薄壳山核桃油提取率为指标$进行五因素四

水平正交试验$优化水酶法提取薄壳山核桃油的工

艺条件% 正交试验因素水平'正交试验设计和结果

分别见表 ! 和表 5%

表 ><正交试验因素水平

水平
J料

液比

d加酶

量;F

R酶解

温度;G

i酶解

时间;:

)酶解

1C

# #D5 #6E BE #6E E

! #DB !6" E" !6" %

5 #DE !6E EE !6E '

B #D% 56" %" 56" (

表 ?<正交试验设计和结果

试验号 J d R i ) 提取率;F

# # # # # # %!6%5

! # ! ! ! ! %56EE

5 # 5 5 5 5 %56&&

B # B B B B %%65E

E ! # ! 5 B %!6&#

% ! ! # B 5 %56B#

' ! 5 B # ! %E6('

B
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续表 ?

试验号 J d R i ) 提取率;F

( ! B 5 ! # %'6'(

& 5 # 5 B ! %56&5

#" 5 ! B 5 # %B6E!

## 5 5 # ! B %%6(5

#! 5 B ! # 5 %56""

#5 B # B ! 5 %56BB

#B B ! 5 # B %E6%5

#E B 5 ! B # %B6&(

#% B B # 5 ! %56%'

5

#

%B6#5 %56!5 %B6#B %B6!( %B6&(

5

!

%B6&& %B6!( %56%# %E6B" %B6!%

5

5

%B6E' %E6B! %E655 %56'' %56B%

5

B

%B6B5 %E6!" %E6"B %B6%' %E6B5

6 ""6(% "!6#& "#6'5 "#6%5 "#6&'

AA由表 5 可知$E 个因素对薄壳山核桃油提取率

影响的主次顺序为加酶量 k酶解 1Ck酶解温度 k

酶解时间k料液比$即加酶量对薄壳山核桃油提取

率的影响最大$酶解 1C和酶解温度次之$料液比的

影响最小% 薄壳山核桃油的最佳提取条件为

J

!

d

5

R

5

i

!

)

B

$即料液比 #DB'加酶量 !_EF'酶解温度

EEG'酶解时间 !6" :'酶解 1C(% 在最佳条件下进

行验证试验$薄壳山核桃油提取率达到 %(6BBF%

!65A制油方法对薄壳山核桃油品质的影响

!656#A薄壳山核桃油的酸值'过氧化值及脂肪酸组

成"见表 B#

由表 B 可知$薄壳山核桃油中主要含有 ' 种脂

肪酸$分别是棕榈酸'硬脂酸'油酸'亚油酸'

!

$亚

麻酸'花生酸和顺$## $二十碳烯酸$其中不饱和脂

肪酸含量高达 &"F以上$且以油酸和亚油酸为主$

油酸含量最高$达 '"F以上$亚油酸含量在 #EF以

上% 对比 5 种制油方法$水酶法制取的薄壳山核桃

油中油酸含量最高$为 '56(!F$显著高于溶剂浸提

法和压榨法"4j"6"E#% 5 种制油方法中$水酶法

制取的薄壳山核桃油过氧化值和酸值最低$与溶剂

浸提法和压榨法相比$过氧化值分别降低了 %!_EF

和 !E6"F$酸值分别降低了 #B65F和 B!6EF% 可

见$水酶法更有利于保持薄壳山核桃油的品质%

表 =<不同方法制取的薄壳山核桃油的酸值%

过氧化值%脂肪酸组成及含量

项目 水酶法 溶剂浸提法 压榨法

过氧化值;"@;#"" @# "6"5 "6"( "6"B

酸值"aOC#;"+@;@# "6B! "6B& "6'5

脂肪酸含量;F

A棕榈酸 %6BE E6'5 E6%(

A硬脂酸 !65( !6B! !6%'

A油酸 '56(! '#6'" '"6&#

A亚油酸 #E6#" #(6'E #&6#&

A

!

$亚麻酸 #6'# "6&! #6"(

A花生酸 "6#! "6#! "6#5

A顺$## $二十碳烯酸 "65! "65" "6!&

A不饱和脂肪酸 &"6&E &#6%' &#6B'

A饱和脂肪酸 (6&E (6!' (6B(

!656!A薄壳山核桃油中的活性物质"见表 E#

表 @<不同方法制取的薄壳山核桃油中的活性物质及含量

项目 水酶法 溶剂浸提法 压榨法

生育酚含量;"+@;#"" @#

A

!

$生育酚 "6BB #65" #6#5

A

"

$生育酚 Li Li Li

A

#

$生育酚 !#6"" #"6"" #(6!"

A

$

$生育酚 Li Li Li

总酚含量;"+@;>@# #B6!" #"65" #!6%"

角鲨烯含量;"+@;>@# #(B6&" #'E6#" #'!6""

"

$谷甾醇含量;

"+@;>@#

# B!(6"" 5%"6E" # "!B6E"

A注&Li表示未检出%

由表 E 可见$薄壳山核桃油中含有
!

$生育酚

和
#

$生育酚$且以
#

$生育酚为主% 5 种方法制取

的薄壳山核桃油中
#

$生育酚含量呈现极显著差异

"4j"6"##$以水酶法的最高$达 !#6"" +@;#"" @!

此外$水酶法制取的薄壳山核桃油中的总酚'角鲨烯

和
"

$谷甾醇含量均极显著高于其他两种方法

"4j"_"##%

对不同方法制取的薄壳山核桃油的过氧化值'

酸值'主要脂肪酸与其活性物质进行了相关性分析$

结果如表 % 所示%

表 A<薄壳山核桃油的过氧化值%酸值%主要脂肪酸与其活性物质的相关性

项目 过氧化值 酸值 油酸 亚油酸 生育酚 总酚 角鲨烯

油酸 $"6""

$"6%!

!

$#

亚油酸 $"6#' $"6B&

$"6&&

!!

$#

生育酚
$"6&"

!!

$"6B5 $"6BB $"6E( #

总酚
$"6'(

!

$"6!!

$"6%5

!

$"6'E

!

"6&(

!!

#

角鲨烯 $"6"5

$"6%"

!

$#6""

!!

$"6&&

!!

"6B'

"6%E

!

#

"

$谷甾醇
$"6("

!!

$"6!E

$"6%"

!

$"6'!

!

"6&(

!!

#6""

!!

"6%!

!

A注&

!

表示差异显著"4j"6"E#$

!!

表示差异极显著"4j"6"##%

E
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AA由表 % 可以看出&薄壳山核桃油的过氧化值与

生育酚和
"

$谷甾醇含量存在极显著的负相关$与

总酚含量存在显著的负相关!酸值与油酸'角鲨烯含

量存在显著的负相关$说明油脂中较高含量的生育

酚'总酚'

"

$谷甾醇'角鲨烯和油酸更有利于油脂

品质的保持% 因此$水酶法制取的薄壳山核桃油中

较高的生育酚'总酚'

"

$谷甾醇'角鲨烯和油酸含

量$使得薄壳山核桃油具有较高的抗氧化性%

?<结<论

"##蛋白酶可作为水酶法提取薄壳山核桃油的

适宜酶制剂% 薄壳山核桃油的最佳提取工艺条件

为&料液比 #DB$加酶量 !6EF$酶解温度 EEG$酶解

时间 !6" :$酶解 1C(% 在最佳提取工艺条件下$薄

壳山核桃油提取率为 %(6BBF%

"!#薄壳山核桃油中含有棕榈酸'硬脂酸'油

酸'亚油酸'

!

$亚麻酸'花生酸和顺 $## $二十碳

烯酸 ' 种主要脂肪酸$其中不饱和脂肪酸含量高达

&"F以上$且以油酸和亚油酸为主$油酸含量高达

'"F以上$亚油酸含量在 #EF以上$是一种优质木

本食用油%

"5#与传统制油方法相比$水酶法制取的薄壳

山核桃油中生育酚'总酚'

"

$谷甾醇和角鲨烯含量

较高$水酶法是一种较为理想的油脂提取方法%
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