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摘要：为促进栀子的开发利用，以栀子成熟果实为原料，采用水酶法提取栀子油。采用单因素实验

研究酶种类、加酶量、酶解ｐＨ、酶解温度、液料比、酶解时间对栀子油得率的影响，在此基础上采用
均匀设计实验进行工艺条件优化，并对各种酶提取的栀子油进行脂肪酸组成分析。结果表明：水酶

法提取栀子油的最佳工艺条件为采用中性蛋白酶、加酶量０．７％、液料比３∶１、酶解ｐＨ７、酶解温度
６０℃、酶解时间７ｈ，在此条件下栀子油得率为７．２７％，与空白组（３．３４％）相比提高了１１７．６６％；
栀子油中亚油酸含量最高，超过５６％，不饱和脂肪酸含量为８０％左右。不同酶提取栀子油的脂肪
酸组成及含量没有显著差异。
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　　栀子（ＧａｒｄｅｎｉａｊａｓｍｉｎｏｉｄｅｓＥｌｌｉｓ）为茜草科栀子
属的一种常绿灌木［１］，主要分布于湖南、江西、湖

北、福建、贵州等地［２］，是我国颁布的第一批药食两

用资源。研究发现，栀子成熟果实油脂含量在１２％
以上，栀子油中脂肪酸含量比例接近大豆油，其中以

亚油酸含量最高，达４０％以上，且具有较好的稳定
性和较高的食用价值［３－４］。此外，栀子油还富含甾

醇、角鲨烯等活性物质［５］，具有增强免疫力、抗炎、

抗衰老等作用［６］。现代药理学研究表明，栀子油具

有镇静、催眠、抗惊厥以及促进学习记忆的作用［７］。

张俊逸等［８］研究表明，栀子油对对乙酰氨基酚致小

鼠急性肝损伤具有保护作用。潘文文等［９］研究表

明，栀子油可以促进糖酵解，同时还可能通过改善健

美操运动员的心肌和血液的供氧环节，改善抗缺氧

和耐酸的水平，且无任何不良反应。因此，栀子油具

有较高的利用价值。

我国食用油进口依存度高，栀子作为木本食用

油料作物具有不与粮争地、一次栽植多年结实等优

点，且研究发现栀子油中饱和脂肪酸与单不饱和脂

肪酸、多不饱和脂肪酸含量的比值更接近世界卫生

组织和中国营养学会提出的 １∶１∶１的黄金比
例［１０－１１］，符合国家粮油战略方向，可作为食用植物

油的有效补充。目前国内多地建立了栀子发展合作

社，栀子要作为一个产业发展，栀子油的提取方法也

是实现栀子产业健康可持续发展的“助推器”。目

前，栀子油提取方法主要为溶剂提取法、压榨法以及

亚临界提取法等。溶剂提取法中溶剂具有毒性，且

挥发性较强，对环境和栀子油的品质均会造成一定

的影响；压榨法提取效率较低，浪费原料且油品颜色

较深；亚临界提取法设备复杂，操作起来具有一定难

度。水酶法是以水为介质通过酶的作用来破坏油料

细胞壁，从而促使油脂的释放，其反应条件温和、耗

能低且无需有机溶剂，所获得油脂品质高、色泽浅且

副产物少，接近国家一级压榨油标准，是一种具有应

用前景的提油技术［１２－１３］。

本研究以栀子成熟果实为原料，从多种水解酶

中遴选出最佳酶，并采用均匀设计法优化水酶法提

取栀子油的工艺条件，旨在为工业化应用水酶法提

取栀子油提供理论依据。

１　材料与方法
１．１　实验材料

栀子果实，采用高温杀青干燥后贮存１年的栀
子果实。

中性蛋白酶（１０万Ｕ／ｇ）、纤维素酶（５万Ｕ／ｇ）、
α－淀粉酶（１０万Ｕ／ｇ），上海蓝季生物公司；半纤维

素酶（１０万Ｕ／ｇ）、果胶酶（１０万 Ｕ／ｇ），上海源丰生
物科技有限公司；磷酸二氢钠、磷酸氢二钠，西陇科

学股份有限公司。

ＧＺＸ－９２４０ＭＢＥ电热鼓风干燥箱，ＨＬ－２００型
高速粉碎机，ＦＡ２２０４电子天平，ＨＨ－４恒温水浴
锅，ＷＨＹ－２水浴恒温振荡器，ＴＤＬ５Ｍ台式低速离
心机，笔式酸度计，ＴＲＡＣＥ１３００气相色谱仪。
１．２　实验方法
１．２．１　水酶法提取栀子油

参照季泽峰等［１４］的方法并进行改进。将栀子

果实粉碎过０．４２５ｍｍ（４０目）筛，称取２０ｇ栀子粉，
加入一定量的缓冲液混合浸泡，置于９０℃恒温水浴
锅搅拌１０ｍｉｎ高温灭酶，将其冷却至酶的最适反应
温度，调节 ｐＨ，加入一定量的酶，恒温搅拌一定时
间，然后升温至 ９０℃灭酶，于 ４５００ｒ／ｍｉｎ离心
２０ｍｉｎ，分离出清油层和乳化层，将乳化层置于
－１８℃冷藏２４ｈ，５０℃水浴加热２ｈ，获取上层清油
并与首次所得清油合并称量质量，４℃下保存备用。
按下式计算栀子油得率（ｗ）。

ｗ＝ｍ１／Ｍ１×１００％ （１）
式中：ｍ１为栀子清油质量，ｇ；Ｍ１为栀子粉质

量，ｇ。
１．２．２　栀子油的脂肪酸组成分析

参考ＧＢ５００９．１６８—２０１６方法进行样品甲酯
化，采用ＧＣ－ＭＳ测定栀子油的脂肪酸组成。

ＧＣ条件：ＨＰ－５弹性石英毛细管柱（３０ｍｍ×
０．２５ｍｍ×０．２５μｍ）；载气为氦气，流速２ｍＬ／ｍｉｎ；升
温程序为初始温度７０℃，以１０℃／ｍｉｎ的速率升温至
２８０℃；进样口温度２８０℃；进样量１μＬ，不分流进样。

ＭＳ条件：ＥＩ离子源，电离电压７０ｅＶ，溶剂延迟
时间５ｍｉｎ，离子源温度２８０℃，质量扫描范围（ｍ／ｚ）
３０～４００。根据峰面积归一化法计算脂肪酸含量。
１．２．３　数据统计

所有实验均设计３个重复，采用 ＤＰＳ软件进行
回归分析，利用Ｏｒｉｇｉｎ２０１８绘制图表。
２　结果与讨论
２．１　酶种类对栀子油得率的影响
２．１．１　单一酶对栀子油得率的影响

考察中性蛋白酶、果胶酶、纤维素酶、半纤维素

酶、α－淀粉酶５种酶对栀子油得率的影响。分别在
５种酶的最适 ｐＨ以及最适温度（见表１）、液料比
４∶１、加酶量３％、酶解时间４ｈ条件下提取栀子油，同
时设计对照组（ＣＫ，对照组不加酶，反应温度５０℃，不
调节ｐＨ，其他反应条件均与水酶法相同），计算栀子
油得率，结果见图１。
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表１　５种酶的最适温度和ｐＨ

酶种类 温度／℃ ｐＨ
中性蛋白酶 ５０ ７．０
果胶酶 ５０ ３．５
纤维素酶 ５０ ４．８
半纤维素酶 ５０ ４．８
α－淀粉酶 ５５ ５．０

　注：ＮＰ．中性蛋白酶；ＣＥ．纤维素酶；ＨＥ．半纤维素酶；
ＰＥ．果胶酶；ＡＭＹ．α－淀粉酶；ＣＫ．对照。下同

图１　单一酶对栀子油得率的影响

　　由图１可以看出，与对照组相比，５种酶对栀子
油得率均有促进作用，其中中性蛋白酶的效果最好，

栀子油得率为７．１９％，与对照组（３．３４％）比提高了
１１５．２７％，果胶酶和纤维素酶次之。可能是由于栀
子果实中大部分油滴被纤维素以及果胶等包裹，且

与蛋白质结合形成脂蛋白复合物，因此果胶酶、纤维

素酶以及中性蛋白酶对栀子油得率的促进作用较

大［３］。另外，中性蛋白酶不仅能破坏脂蛋白、脂多

糖等复合物使其释放油脂［１５］，也能破坏蛋白质结构

减少乳化现象的产生从而使油脂释放率更高。因

此，选择中性蛋白酶进行复合酶的筛选。

２．１．２　复合酶对栀子油得率的影响
将２．１．１筛选出的酶与其他酶两两复合进行实

验，实验条件为：加酶量３％，酶配比１∶１，液料比４∶１，酶
解时间４ｈ，酶解ｐＨ和酶解温度分别为两种酶适宜反
应范围的折中点。复合酶对栀子油得率的影响见图２。

图２　复合酶对栀子油得率的影响

　　从图２可以看出，中性蛋白酶与果胶酶复合的
栀子油得率最高，为６．８２％，与对照组相比栀子油
得率提高了１０４．１９％，中性蛋白酶与纤维素酶复合
次之，栀子油得率为５．７５％，与对照组相比提高了

７２．１６％，可能是由于栀子果肉中含有丰富的果胶且
大部分脂质与蛋白质结合形成复合物，所以这两种

酶复合对细胞壁的破坏程度较高，促进油脂的释放。

但从栀子油得率来看，中性蛋白酶水解的效果优于

其与其他酶复合的效果，可能是在两种酶复合时，由

于酶解时间分配以及酶解温度、酶解 ｐＨ与单一酶
的最适温度、ｐＨ差异较大，且酶与酶之间的相互作
用会使酶解液产生更多的乳化层，使油脂不易游

离［１６］，导致栀子油得率较低。因此，选择中性蛋白

酶进行单因素实验。

２．２　栀子油提取单因素实验
２．２．１　加酶量对栀子油得率的影响

在液料比３∶１、酶解温度５０℃、酶解 ｐＨ７、酶解
时间４ｈ的条件下，考察中性蛋白酶加酶量对栀子
油得率的影响，结果见图３。

图３　加酶量对栀子油得率的影响

　　从图３可以看出，随着加酶量的增加，栀子油得
率呈先增加后减少的趋势，当加酶量为１％时，栀子
油得率达到最高，为７．１３％。当加酶量较少时，栀子
油得率随着加酶量的增大而提高，可能由于酶与反应

底物分子碰撞的概率变大，反应速度提高，可促进栀

子油的释放［１７］。但随着加酶量的持续增加，底物与

酶的反应达到饱和［１８］，同时过多酶导致乳化现象严

重，栀子油得率减少。因此，选择加酶量为１％。
２．２．２　液料比对栀子油得率的影响

在加酶量１％、酶解时间４ｈ、酶解温度５０℃、酶
解ｐＨ７的条件下，考察液料比对栀子油得率的影
响，结果如图４所示。

图４　液料比对栀子油得率的影响
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　　从图４可以看出，随着液料比的增大，栀子油得
率呈先增加后减少的趋势，在液料比为４∶１时栀子
油得率达到最大，为７．０７％。可能是因为当液料比
较小时，溶液比较黏稠，酶与底物接触不够充分，所

以反应不完全，且油脂不易从残渣中释放出来［１９］。

随着液料比的增加，两者充分接触，达到最佳反应效

果。液料比过大时，降低了酶的浓度，使酶分子与底

物分子之间的碰撞概率下降，导致只有部分底物反

应。因此，选择液料比为４∶１。
２．２．３　酶解ｐＨ对栀子油得率的影响

在加酶量１％、酶解时间４ｈ、酶解温度５０℃、液
料比４∶１的条件下，考察酶解 ｐＨ对栀子油得率的
影响，结果如图５所示。

图５　酶解ｐＨ对栀子油得率的影响

　　由图５可以看出，随着酶解 ｐＨ不断增大，栀子
油得率呈现先增大后减小的趋势。当酶解 ｐＨ为７
时，栀子油得率达到最大，为７．０２％。因此，选择酶
解ｐＨ为７。
２．２．４　酶解时间对栀子油得率的影响

在加酶量１％、酶解温度５０℃、液料比４∶１、酶
解ｐＨ７的条件下，考察酶解时间对栀子油得率的影
响，结果如图６所示。

图６　酶解时间对栀子油得率的影响

　　由图６可以看出，随着酶解时间的不断延长，栀
子油得率先增加后稍下降再增加，可能是由于酶解

时间越长，酶与底物反应得更充分。考虑时间成本，

选择酶解时间为７ｈ。
２．２．５　酶解温度对栀子油得率的影响

在加酶量１％、液料比４∶１、酶解 ｐＨ７、酶解时

间７ｈ的条件下，考察酶解温度对栀子油得率的影
响，结果如图７所示。

图７　酶解温度对栀子油得率的影响

　　从图７可以看出，随着酶解温度的升高，栀子
油得率呈先增加后稍减少的趋势，在酶解温度

５０℃时，栀子油得率达到最高，为６．８２％。酶解温
度较低，酶的活性较低，不利于反应的进行；随着

酶解温度升高，酶的活性不断增强，催化效果提

高，但温度过高时，会破坏蛋白质结构，引起酶变

性或失活，导致栀子油得率降低。因此，选择酶解

温度为５０℃。
２．３　均匀设计法优化水酶法提取栀子油工艺
２．３．１　均匀设计实验与结果

根据均匀设计原理结合单因素实验结果，以栀子

油得率为指标，利用ＤＰＳ软件以加酶量、酶解ｐＨ、酶解
温度、酶解时间、液料比为因素设计五因素六水平的均

匀设计实验，均匀设计方案与结果如表２所示。
表２　均匀设计方案与结果

实验

号

Ｘ１加酶
量／％

Ｘ２酶解
温度／℃

Ｘ３液
料比

Ｘ４酶
解ｐＨ

Ｘ５酶解
时间／ｈ

Ｙ得率／
％

１ １．５ ６０ ８∶１ ６．８ ３ ４．８８

２ ２．０ ４０ ５∶１ ７．４ ２ ５．９８

３ ０．５ ３５ ６∶１ ６．６ ５ ５．６７

４ １．０ ５５ ４∶１ ７．２ ６ ６．９７

５ ２．５ ５０ ３∶１ ６．４ ４ ５．９３

６ ３．０ ４５ ７∶１ ７．０ ７ ５．０１

２．３．２　均匀设计优化
运用 ＤＰＳ软件对实验结果进行二次多项式逐

步回归分析，以栀子油得率为评价指标分别对各因

素进行拟合，得到二次多元回归方程：Ｙ＝７．０６０６
－０．３３４０Ｘ２１ －０．０５６ ２Ｘ

２
３ ＋０．１５６ ３Ｘ１ Ｘ３

＋０．００１６Ｘ２Ｘ５。回归方程相关系数（Ｒ）为０．９９９７，调
整相关系数（Ｒａ）为０．９９８６，Ｆ为４４１．４４５６，ｐ为
０．０３５７。ｐ小于０．０５，显著，说明回归准确性较好。
同时说明Ｘ１与Ｘ３、Ｘ２与 Ｘ５存在交互作用，Ｘ

２
１、Ｘ

２
３与

栀子油得率存在负相关关系，Ｘ１Ｘ３、Ｘ２Ｘ５与栀子油
得率存在正相关关系。
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２．３．３　单因子效应分析
根据二次多项式逐步回归分析得出回归方程的

通径系数，结果见表３。

表３　各个因素对Ｙ值的通径系数

因素 通径系数

Ｘ２１ －１．４９７１
Ｘ２３ －１．５３６１
Ｘ１Ｘ３ －１．３５０６
Ｘ２Ｘ５ －０．１９４４

　注：决定系数为０．９９９４，剩余通径系数为０．０２３８

由表３可知，各因素对得率的影响大小为 Ｘ１Ｘ３
（１．３５０６）＞Ｘ２Ｘ５（０．１９４４）＞Ｘ

２
１（－１．４９７１）＞

Ｘ２３（－１．５３６１），表明在水酶法提油过程中，加酶量
和液料比交互作用对栀子油得率影响最大，起决定

性作用，其次为酶解温度和酶解时间的交互作用。

而酶解ｐＨ对栀子油得率无显著影响，故酶解 ｐＨ在
６．４～７．４之间可取任意水平。
２．３．４　模型验证实验

根据二次回归方程的数学模型进行综合分析得

到水酶法提取栀子油最佳工艺条件：加酶量

０．６５５４％，酶解时间７ｈ，酶解 ｐＨ６．９７９２，酶解温
度５９．９４９１℃，液料比３∶１。在最佳条件下，栀子油
得率预测值为７．３７％。为了便于实际操作，将最佳
工艺条件修正为加酶量０．７％、液料比３∶１、酶解ｐＨ
７、酶解温度６０℃、酶解时间７ｈ。在修正工艺条件
下进行３次验证实验，栀子油得率为７．２７％，与理
论预测值接近，表明均匀设计所建模型有效。另外，

Ｄｕｒｂｉｎ－Ｗａｔｓｏｎ统计量 ｄ为１．８７７１４０４４，接近２，
进一步说明所建模型有效。

２．４　不同种类酶提取栀子油的脂肪酸组成（见表４）

表４　不同种类酶提取栀子油的脂肪酸组成及含量 ％

脂肪酸 ＨＥ ＣＥ ＰＥ ＮＰ ＡＭＹ ＮＰ＋ＨＥ ＮＰ＋ＣＥ ＮＰ＋ＰＥ ＮＰ＋ＡＭＹ
豆蔻酸 ０．２６±０．０１ ０．２５±０．００ ０．２５±０．０１ ０．２５±０．０６ ０．２７±０．０６ ０．２７±０．０６ ０．２４±０．０６ ０．２５±０．０６０ ０．２５±０．０１０
棕榈酸 １４．９３±０．０１ １４．５４±０．０２ １４．７５±０．０２ １４．８９±０．０３ １４．８０±０．０２ １５．３２±０．０３ １５．１２±０．０３１５．５８±０．０２０１５．１５±０．０１０
十七碳酸 ０．１５±０．０１ ０．１５±０．０１ ０．１４±０．００ ０．１４±０．０１ ０．１４±０．０１ ０．１４±０．０１ ０．１４±０．００ ０．１５±０．０１０ ０．１４±０．０１０
硬脂酸 ４．２０±０．０２ ４．３１±０．０２ ４．２０±０．０１ ４．２８±０．０２ ４．３１±０．０２ ４．１６±０．０３ ４．２９±０．０１ ４．１９±０．０２０ ４．２１±０．０１０
花生酸 ０．４７±０．０１ ０．４７±０．００ ０．４５±０．０１ ０．４７±０．００ ０．４８±０．０１ ０．４４±０．０１ ０．４７±０．００ ０．４４±０．０１０ ０．４５±０．０１０
山嵛酸 ０．１７±０．０１ ０．１４±０．００ ０．１４±０．００ ０．１３±０．００ ０．１６±０．０１ ０．１４±０．０１ ０．１４±０．０１ ０．１３±０．０００ ０．１３±０．０００
棕榈油酸 ０．１９±０．０１ ０．１９±０．０１ ０．２０±０．０１ ０．１９±０．００ ０．１９±０．００ ０．２０±０．０１ ０．１９±０．０１ ０．２１±０．０１０ ０．２０±０．０１０
油酸 ２２．７７±０．０２ ２２．４１±０．０３ ２２．３０±０．０１ ２２．４３±０．０１ ２２．４９±０．０１ ２２．３３±０．０１ ２２．２２±０．０１２２．５２±０．０１０２２．４０±０．０１０
二十碳烯酸 ０．２４±０．０１ ０．２３±０．０１ ０．２２±０．０１ ０．２３±０．０１ ０．２３±０．００ ０．２２±０．０１ ０．２３±０．０１ ０．２２±０．０１０ ０．２１±０．０００
亚油酸 ５５．７５±０．０３ ５６．４３±０．０２ ５６．４４±０．０１ ５６．２３±０．０１ ５６．０８±０．０２ ５５．８６±０．０１ ５６．０８±０．０１５５．４１±０．０２０５５．９７±０．０１０
亚麻酸 ０．８５±０．０１ ０．８８±０．０１ ０．８９±０．０１ ０．８６±０．０１ ０．８４±０．０２ ０．９２±０．０２ ０．８７±０．０１ ０．９２±０．０２０ ０．８７±０．０２０

　注：ＨＥ．半纤维素酶；ＣＥ．纤维素酶；ＰＥ．果胶酶；ＮＰ．中性蛋白酶；ＡＭＹ．α－淀粉酶

　　由表４可知：亚油酸含量最高的为果胶酶提取
栀子油，高达５６．４４％；其次为纤维素酶（５６．４３％）
以及中性蛋白酶（５６．２３％）的。单一酶提取栀子油
中油酸、亚油酸、花生酸总体高于复合酶的，而复合

酶提取栀子油的亚麻酸、棕榈酸含量整体比单一酶

的高。单一酶提取栀子油的不饱和脂肪酸含量整体

略高于复合酶提取栀子油的。整体来看，不同酶单

一或复合提取栀子油的脂肪酸组成及含量无显著

差异。

本文水酶法提取栀子油中亚油酸含量较高，孙

谙等［２０］采用索氏提取法和冷榨法提取的栀子油中

亚油酸含量分别为 ５０．３３％和 ５０．５８％，而李昊阳
等［２１］的超临界萃取法为５０．４５％，正己烷萃取法为
５２．５１％。栀子油的亚油酸含量接近核桃油的亚油
酸含量，因此栀子油可作为一种高级小型木本油料

来开发。

３　结　论
以高温杀青干燥贮藏１年的栀子果实为原料，

采用均匀设计优化水酶法提油工艺。结果表明：水

酶法提取栀子油最佳工艺条件为中性蛋白酶加酶量

０．７％、液料比３∶１、酶解ｐＨ７、酶解温度６０℃、酶解
时间７ｈ，在此条件下栀子油得率为７．２７％。栀子
油中共检测出６种饱和脂肪酸以及５种不饱和脂肪
酸，其中亚油酸含量高达５６％以上，总不饱和脂肪
酸含量达到８０％左右。

本研究由于供试材料是通过高温杀青且贮存１
年的陈旧栀子果实，受温度、湿度以及脂肪酸氧化等

因素的影响，栀子油得率相对较低。为能更全面地

指导栀子产业的开发利用，还需进一步从贮藏时间、

贮藏条件以及不同贮藏处理对油脂成分的影响等方

面进行综合分析，以期为栀子的开发利用提供技术

指导和理论支持。
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