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水酶法提花生油中乳状液性质及破乳方法
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摘 要：为了破除花生水酶法提油时形成的乳状液，提高出油率，研究了乳状液的性质，比较了界面吸附肽和水相中肽

的相对分子质量分布、非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳和反相色谱图，发现使乳状液稳定的界面吸附肽性质主要与其构象、

组成、电荷等性质有关。通过测定乳状液的静态、动态流变学性质发现，该乳状液是一个典型的以弹性为主的体系，随

温度及剪切速率的提高，乳状液的稳定性下降。在上述研究基础上，采用 4 种物理机械方法破乳，结果显示，冷冻解冻

结合离心的方法破乳效果最佳，乳状液中油回收率超过 91.6%；而高速剪切是一个再乳化的过程，不能回收乳状液的油。
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0 引 言

水酶法提油技术是新近国内外比较关注的油脂提取

技术，它最显著的优势是：作用条件温和、能耗低；避

免使用有机溶剂；得到的油透明、清香，后续精炼工艺

少、成本低；能同时回收油料中的蛋白质、可溶性糖类

等物质。但现在很多研究表明，对于一些蛋白质含量高

的油料作物，采用水酶法提油过程中，会不同程度地形

成乳状液，从而给工艺的下游操作及经济效益带来限制。

为此，工艺中需要优化操作参数（包括物料前处理

方式、酶品种、酶复配、酶添加次序、酶作用条件等），

以避免形成稳定的乳状液。在工艺设计中，必须同时考

虑游离油得率、蛋白质等的回收率、乳状液稳定性乃至

回收的蛋白质等物质的功能特性等多种指标。如椰子[1]、

玉米胚芽[2]在水酶法处理工艺中，虽然会形成乳状液，但

乳状液稳定性低，非常容易破乳回收其中的油，工艺技

术简单可行。然而对于大豆，采用水酶法提油虽然能得

到等电点可溶的水解蛋白，但工艺中形成的大量稳定乳

状液限制了油得率[3,4]，影响了工艺的技术、经济可行性。

20 世纪 70 年代末以来，国内外学者对不同油料的水

酶法提油进行了各种探索，但大部分研究集中在工艺路

线、操作参数方面。迄今为止，对水酶法提油中形成的

乳状液性质及如何进行破乳研究报道极少。蛋白质具有

很好的界面稳定特性，本文以花生水酶法提油中形成的

乳状液为研究对象，比较了界面吸附蛋白和水相中蛋白

的性质差异，研究了乳状液的流变学特性，在此基础上，

收稿日期：2007-11-16 修订日期：2008-04-08

作者简介：王瑛瑶（1978－），女，浙江人，博士，副研究员，主要从事粮

油深加工与脂质技术研究。北京 国家粮食局科学研究院，100037。

Email: wyy@chinagrain.org

※通讯作者：王 璋（1941－），男，教授，主要从事食品生物技术的教学

与科研。无锡 江南大学食品学院，214122

比较几种物理破乳方法的效果，以期为水酶法工艺中筛

选破乳方法、优化破乳参数奠定基础。

1 材料与方法

1.1 乳状液形成工艺

乳状液形成工艺参照文献[6]方法，花生粉碎（平均

粒径为28.79 μm）→加入5倍体积的水→碱提→酶解→离

心→（离心后的一相）乳状液

碱提条件为：pH8.50，温度60℃，提取时间30 min；

酶解条件：60℃，pH 8.50，加入1.5%（酶体积与蛋白质

质量之比），蛋白酶Alcalase酶解5 h；离心条件：3000

r/min，离心10 min。

1.2 仪器

812 型磁力恒温搅拌器（上海华岩仪器设备有限公

司），TG16-WS 台式高速离心机（湘潭离心机有限公司），

DY -501 型电泳仪（上海万达科技器材服务部）；AR1000

型流变仪（美国 TA 公司）。

1.3 方法

1.3.1 乳状液主要成分的测定

乳状液水分的测定：真空干燥法[5]；乳状液蛋白质的

测定：凯氏定氮法[5]；乳状液油脂的测定：罗紫-哥特里

（Rose-Gottlieb）法[5]；乳状液纤维的测定：酸性洗涤纤

维法[5]；乳状液淀粉的测定：酸水解法[5]。

1.3.2 乳状液水相中和界面上肽的分离

参考文献[7,8]方法，分离乳状液水相中和界面上肽。

30 g 乳状液室温下以 10000 r/min 离心 10 min，乳状液分

为 3 层：油相、乳化层和水相。去除油相后，用注射器

移取下层水相，并加入适量的氯仿/甲醇（2︰1，V/V），

10000 r/min 离心 10 min，取出上层，旋转蒸发脱去有机

溶剂后冷冻干燥得到处于乳状液水相中的肽。

乳化层重新分散到20 mL pH7.0的20 mmol/L磷酸钾

缓冲液中，加入 Tween 20 使其最终浓度为 1%，室温下
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搅拌 1 h，然后加入氯仿/甲醇（2︰1，V/V）3 mL，

10000 r/min 离心 10 min，取出上层，旋转蒸发脱去其中

的有机溶剂，用 C18 吸附柱过滤透析液并冷冻干燥得到吸

附在乳状液界面上的肽。

1.3.3 乳液水相中肽与界面吸附肽的性质分析

1）非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳

取 20%乳状液水相中肽和界面吸附肽各 10 μL 进行

丙烯酰胺凝胶电泳，对电泳胶带扫描并进行图谱分析[10]。

2）相对分子质量分布的凝胶色谱

用 Sepharose CL-6B（φ1.6 cm×100 cm）凝胶柱过

滤色谱法测定肽相对分子质量的分布，洗脱液：0.05 mol/L，

pH9.5 的 Na2B4O7-NaOH 溶液，洗脱液流速：18 mL/h；

相对分子质量（Mw）校正曲线所用标准品：甲状腺球蛋

白（Mw669000）、铁蛋白（Mw440000）、过氧化氢酶

（Mw232000）、醛缩酶（Mw158000）、牛血清白蛋白

（Mw67000），相对分子质量（Mw）与洗脱体积（x）的

回归方程是 lgMw=-0.009x+6.511，R=0.9922。

3）反相高效液相色谱

WatersTM650E HPLC 系统，色谱柱：BondaparkTM

C18；检测器：Dual λAbsorbance Detector 220nm；进样

量：20 μL；流速 1 mL/min；洗脱条件：乙腈梯度洗脱，

在 0～45 min 之内，乙腈浓度由 0 上升到 100%。

1.3.4 乳状液静态流变性质

采用 AR1000 型流变仪测定乳状液在剪切速率为

5s-1，升温速率为 5℃/min 条件下黏度随温度的变化。

采用 AR1000 型流变仪测定乳状液在 25℃时黏度随

剪切速率的变化。

1.3.5 乳状液动态流变性质

采用 AR1000 型流变仪，选择直径为 40 mm 不锈钢

平行板测量系统，平行板间距为 1 mm，测定乳状液复合

模量 G* 随振荡应力的变化。复合模量 G* 恒定的振荡应

力区为线性黏弹区。在线性黏弹区范围内，固定振荡应

力，测定乳状液样品的贮能模量 G’、损耗模量 G”和动力

学黏度 η’随振荡频率的变化。

1.3.6 物理机械破乳

取相同质量的乳状液，分别采用如下方法破乳，收

集油层，真空干燥至恒重，称量。

冷冻解冻：乳状液在-20℃冻结 15 h，然后在 35℃解

冻 2 h，3000 r/min 离心 20 min；

高速剪切：乳状液用高速分散器在 21000 r/min 下剪

切 5 min，然后 3000 r/min 离心 20 min；

加热离心：把乳状液加热到 90℃并保持 10 min，

3000 r/min 离心 20 min；

微波破乳：微波辐射（功率 850 W，频率 915 MHz）

2 min，3000 r/min 离心 20 min。

1.3.7 破乳效果的评价

%100
乳状液中油质量

量破乳离心后得到的油质
乳状液中油回收率

2 结果与分析

2.1 乳状液成分

用冲淡法测定乳状液的类型，将两滴乳状液放在载

玻片上，一滴中加入水，一滴中加入油，轻轻搅拌，在

10×显微镜下观察，发现水相易于和乳状液搀合在一起，

所以得到的是 O/W 型乳状液。乳状液主要成分见表 1。

从中可以看出，乳状液中油的比例占到 43.97%，蛋白质

含量为 5.59%，此外，还有少量淀粉与纤维颗粒。这些组

分的存在，可以降低界面张力或是可以在液滴间形成静

电或空间阻碍，防止液滴絮凝或者聚集。此外，它们还

可以增加有效吸附层的厚度和界面黏度，使乳状液具有

空间和时间上的稳定性。这意味着要破坏乳状液的稳定

性达到相分离是有难度的。

表 1 乳状液主要成分

Table 1 Main components of the emulsion

组分 水 油 蛋白质 淀粉 纤维

含量/% 44.53±0.31 43.97±0.20 5.59±0.19 2.11±0.27 3.68±0.17

2.2 酶解对乳状液中蛋白质的影响

两亲的蛋白质不仅有助于乳状液的形成，而且还是

乳状液的稳定剂。本文体系中，花生蛋白质经过蛋白酶

水解以后，水解度（DH）在 20%左右[6]，理论上形成的

肽类物质已不足以起到稳定乳状液的作用。但在实际体

系中，并非如此。

非变性聚丙烯酰胺（PAGE）分离蛋白质的原理是基

于蛋白质的分子量、形状和所带电荷的不同，蛋白质作

为乳状液界面大分子稳定剂，其上述性质都会影响乳状

液的稳定性。从图 1 可以看出，界面吸附肽与乳状液水

相中肽的 PAGE 电泳图有明显差异。界面吸附肽中 4 号

峰的光密度积分占总量的 41.9%，这组分的特性可能为乳

状液的稳定性做了很大的贡献。从图 2 可以看出，界面

吸附肽和水相中肽的相对分子质量都主要集中在 71.9

万、23.8 万、11.1 万和 8.5 万，而且主要以 11.1 万和 8.5

万的组分为主。参考图 1、图 2 结果推断认为，界面吸附

的肽之所以能稳定乳状液，不仅是因为它相对分子质量

较大，具有较长的链，能形成较厚的保护层围绕在粒子

周围，提供较好的抗絮凝与聚结作用，这部分肽具有良

好乳化稳定作用与其构象、氨基酸组成、带电性质也有

很大关系。

图 1 样品聚丙烯酰胺电泳扫描图

Fig.1 Polyacrylamide gel electrophoresis(PAGE) scanning

graphs of peptide in the emulsion
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图 2 样品肽的相对分子质量分布

Fig.2 Molecular weight distribution of peptide in the emulsion

要真正了解蛋白质在乳状液稳定中起到的作用，需

要分析界面吸附蛋白的分子结构，色谱及质谱联用的发

展为解析界面吸附蛋白的一级结构提供了可能。笔者采

用反相高效液相色谱对水相中肽和界面吸附肽的肽谱图

进行分析（图 3），可以看出界面吸附肽的数量与构成与

水相中肽都存在比较大的差别，这再次证实界面吸附肽

的乳化特性与其组成电荷等有很大关系。因此，后续研

究中优化色谱条件对肽进行分离以便定性主要肽的一级

结构，将有助于更好地解释界面吸附肽在乳状液稳定中

起到的作用。

图 3 乳状液中肽类物质的反相色谱图

Fig.3 Reversed-phase high performance liquid

chromatography(RP-HPLC) graphs of peptide in the emulsion

2.3 乳状液流变性质的研究

蛋白质、淀粉等物质吸附在油滴与水的界面上影响

着分散体系的流变性质，如黏度、弹性等，这些性质决

定油滴耐聚集的特性。为此，对乳状液的流变性质进行

研究，以期为寻求合适的破乳方法提供指导。

2.3.1 花生乳状液的静态流变性质

1）温度对乳状液黏度的影响

从图 4 可以看出，随着温度升高，乳状液的黏度不

断降低。这是由于温度升高，乳状液中粒子布朗运动加

剧，粒子间相互作用减弱，分子流动阻力降低，从而使

黏度下降。所以要降低乳状液稳定性，提高温度是一种

途径。

注：剪切速率：5 s-1，升温速率 5℃/min

图 4 温度对乳状液黏度的影响

Fig.4 Effect of temperature on the emulsion viscosity

2）剪切速率对黏度的影响

乳状液是一种复杂的流体，它的流变模型与乳状液

液滴间的相互作用及液滴的性质有关。由图 5 可知，温

度 25℃，在剪切速率为 0～100 s-1 的范围内，乳状液的黏

度随着剪切速率的增加而降低，表现为剪切变稀，呈现

假塑性流体特性。但当剪切速率大于 100 s-1，乳状液的黏

度不再随着剪切速率的变化而变化，呈现牛顿流体的性

质。有研究表明[7]，乳状液从非絮凝状态到絮凝状态的转

变常伴随着流体性质的改变。随着剪切速率提高，乳状

液的流体性质发生改变，所以试验中可以尝试采用提高

剪切速率的方法来破坏乳状液的稳定性。

图 5 剪切速率对黏度的影响

Fig.5 Effect of shear rate on the emulsion viscosity

2.3.2 乳状液的动态流变性质

在乳状液的线性黏弹区，即振荡应力为0.2～1.1Pa的

范围内来测定乳状液的动态流变性质。图6显示了1.0 Pa

的振荡应力下乳状液的G'、G''及动力黏度η'随振荡频率

的变化。G'反映体系类固体的性质即黏性，G''反应体系

类液体性质即黏性。从中可以看出，乳状液的η'随振荡

频率的增大而减小，表现出剪切变稀的特性，这与静态

流变测定的性质相符。在所采用的振荡频率范围内，乳
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状液的贮能模量G'始终大于损耗模量G''，因此乳状液是

一个典型的以弹性为主的体系。乳状液的弹性特性主要

是由吸附在其中的蛋白质、淀粉等大分子物质的弹性变

形引起的。对于黏弹性物质来说，三维弹性网络结构越

是完整、坚固，弹性就会越明显[8]。乳状液界面膜的弹性

特性能使乳状液承受机械冲击，因而比低相对分子质量

表面活性剂所稳定的分散体系更稳定，要降低其稳定性，

必须破坏界面膜的结构。

注：振荡应力：1.0 Pa，温度：25℃

图 6 乳状液的动态流变性质图

Fig.6 Dynamic rheological spectra of emulsion

2.4 水酶法工艺中乳状液的破乳

依据乳状液静态、动态流变学性质的研究结果，结

合水酶法技术，避免有机溶剂及极端条件（高压、高温

等）使用的优势，本文考察了 4 种物理破乳方法的不同

效果，结果见表 2。从中可以看出：不同的破乳方法，破

乳效果差异很大。冷冻解冻后离心破乳效果最好，乳状

液中油的回收率达到 91.6%；微波辐照结果次之；采用高

速剪切离心的方法起到了再次乳化的作用，不能达到破

坏乳状液的效果。Boekel 等人[9]认为冷冻解冻能较好地破

坏乳状液稳定性是因为冷冻过程中乳状液中出现油相结

晶，这些脂肪晶体可以刺入水相，假如脂肪晶体恰好出

现在相邻油滴之间，则将刺穿界面膜引起油滴的聚集，

从而大幅度降低乳状液稳定性达到破乳的目的。

表 2 各种破乳方法破乳效果的比较

Table 2 Efficiencies of different demulsification methods

破乳方法 乳状液中油回收率/%

高速剪切后离心 0

加热（90℃）后离心 32.7±0.94

冷冻解冻后离心 91.6±1.17

微波辐照 44.5±1.41

注：试验结果以 2 次试验结果的平均值与标准偏差表示。

乳状液的存在及稳定性强限制了水酶法工艺的游离

油得率及经济效益，成了现阶段制约该技术大规模应用

的因素之一。表 2 的研究结果表明，花生水酶法提油工

艺中形成的乳状液完全可以采用简单的物理机械法加以

破乳回收其中的油，在后续研究中，对冷冻解冻法和微

波辐照法的破乳参数进行优化，以达到进一步提高乳状

液中油回收率、减少污染、提高工艺经济效益的目的。

3 结 论

1）花生水酶法技术中形成的 O/W 型乳状液中界面吸

附的肽与水相中肽的相对分子质量分布接近，但构成与

电荷等性质存在很大差异，这也是导致界面吸附肽具有

强的乳化稳定性的因素之一。

2）乳状液是一个典型的以弹性为主的体系，随温度

升高、剪切速率增加，其稳定性下降。

3）采用 4 种不同的物理机械方法破乳，冷冻解冻方

法的破乳效果最佳，乳状液中油回收率达到 91.6%；微波

辐照方法次之，乳状液中油回收率为 44.5%；高速剪切是

一个再乳化的过程，不能回收乳状液的油。
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Property of the emulsion formed in aqueous enzymatic extraction of oil

from peanut and demulsification methods
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Abstract: In order to demulsify the emulsion forming in the aqueous enzymatic extraction of oil from peanut and

improve the free oil yield, the property of the emulsion was studied. The molecular weight distribution, the

Polyacrylamide gel electrophoresis(PAGE) and reversed-phase high performance liquid chromatography(RP-HPLC)

graphs of the peptide in aqueous phase and in interface were compared. The results indicated that the property of the

interfacial peptide contributing to stability of emulsion were relative to its conformation, composition and electric charge.

The rheological characteristics of the emulsion showed that the emulsion was a typical elasticity system, and the stability

of emulsion could be reduced by improving the temperature and shear rate of the emulsion. Based on those results, the

effects of four different demulsification methods were compared and the results showed the effect of the method of

freezing and thawing combining with centrifugation was the best and the oil recovery was more than 91.6%. High-speed

shearing couldn’t recover the oil from emulsion and it caused the emulsion to emulsify again.

Key words: aqueous enzymatic extraction, peptides, emulsions, demulsification, peanut


