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摘要!采用超声辅助核桃饼脱脂$并以脱脂核桃粉为原料制备核桃蛋白$采用碱性蛋白酶酶解核桃

蛋白制备多肽& 通过单因素实验和正交实验对超声辅助核桃饼脱脂和核桃多肽制备工艺条件进行

优化$并对最优条件下制备的核桃多肽的特性进行分析& 结果表明'超声辅助核桃饼脱脂最优条件

为料液比 $l!""超声功率 8"" @"超声时间 $<" Q-+$在最优条件下脱脂率为 '$&!1;$蛋白损失率

为 $$&1!;%酶解制备核桃多肽的最优工艺条件为酶解温度 8"U"酶解 aA'"加酶量 1&";"酶解时

间 8&" F$在最优条件下水解度达到 !!&%1;$多肽得率为 99&!<;& 核桃多肽粗蛋白质含量约为

'8;$相对分子质量小于 $ """ IG的多肽占比达 '$&%$;&
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66核桃 &=6,1+02*7,.+ H&' $是胡桃科中重要的胡

桃属植物$也是我国重要的木本油料资源$我国核桃

产量和种植面积均居世界第一,$ #!-

# 核桃中蛋白质

含量为 !2;$核桃蛋白的消化率和净蛋白比值比其

他普通植物蛋白更高,1-

$营养价值与动物蛋白相

近$含有较丰富的 9 种人体必需氨基酸$也满足

=>?(@A?对成年人必需氨基酸摄入量的建议$是

一种优质的植物蛋白,< #%-

# 核桃饼是核桃压榨制油

的副产物# 以核桃饼为原料制备核桃蛋白要先进行
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脱脂处理# 超声辅助提取法相比于传统的提取方法

具有耗时短(有利于改善蛋白质功能性质等优点$被

广泛应用于辣木籽,2-和大豆,9-等油料蛋白的研究中#

研究发现$人类摄入的蛋白质需要经过消化酶

酶解$然后以小分子肽的形式被吸收,' #$$-

# 多肽不

仅能提供人体生长(发育所需要的营养物质$同时还

具备多种生理活性功能,$! #$8-

# 因此$核桃多肽是良

好的核桃深加工产品$制备和开发核桃多肽具有良

好的应用前景和潜在的市场价值# 目前$国内外制

备多肽的方法主要有蛋白酶水解法(化学合成法(基

因重组法(分离提取法(酸碱水解法等,$%-

# 其中蛋

白酶水解法反应条件较为温和$水解程度易控制$对

氨基酸破坏和环境污染程度低$且酶具有高效性和

专一性$水解产物的相对分子质量分布比较均

一,$2-

$是生产活性肽的主要方法# 目前核桃多肽的

研发相对较少$优化核桃多肽制备工艺$提高核桃多

肽的得率具有重要意义# 本文以核桃蛋白为研究对

象$采用正交实验设计的分析手段$围绕核桃饼脱脂

和核桃多肽的制备工艺进行研究$提出了高品质的

核桃副产品适宜加工方式和优化条件#

$%材料与方法

$&$6实验材料

$&$&$6原料与试剂

核桃$由湖北圭萃园农林股份有限公司提供#

正己烷(盐酸(氢氧化钠(硼酸溶液(浓硫酸(亚

甲基蓝(硫酸铜(硫酸钾(硫酸(甲基红指示剂(溴甲

酚绿指示剂('8;乙醇溶液(乙醚$国药集团化学试

剂有限公司%碱性蛋白酶&! j$"

8

Z(/'$诺维信&中

国'生物技术有限公司#

$&$&!6仪器与设备

I=#$"$4 集热式恒温加热磁力搅拌器$V'9<

自动凯氏定氮仪$八孔消化炉$V5#>48"""IO型数

控超声波清洗器$家用螺旋榨油机&东莞市民健食

品机械厂'$=̀$"! 型微型植物粉碎机$通用实验室

aA计$Ì=#%"!$ 真空干燥箱$4`#'1 自动双重纯

水蒸馏器$$"$ #$ #4 数显鼓风干燥箱$3I4`台式

离心机$=I#9 型冷冻干燥机$@G:T̂_$8!8 高效液

相色谱仪&配 !<92 紫外检测器和 OQaKcT̂工作站

Xh7软件'#

$&!6实验方法

$&!&$6超声辅助核桃饼脱脂制备脱脂核桃粉

将核桃去壳去皮留仁$经压榨处理得到核桃饼$

将核桃饼粉碎$过 "&<!8 QQ&<" 目'筛$得到核桃饼

粉# 取一定质量的核桃饼粉$用滤纸包好$置于一定

体积的正己烷中浸泡$在 1"U(一定超声功率下超声

提取一定时间后$将提取液旋转蒸发回收正己烷得核

桃油$脱脂后的核桃饼粉真空干燥获得脱脂核桃粉#

$&!&!6核桃蛋白的制备

以脱脂核桃粉为原料$参照文献,$9-的方法制

备核桃蛋白#

$&!&16核桃多肽的制备

核桃蛋白
%

加水混合搅拌
%

调节温度和 aA

%

加入碱性蛋白酶酶解
%

高温灭酶&'"U$$" Q-+'

%

离心
%

取上清液
%

冷冻干燥
%

核桃多肽#

$&!&<6理化指标的测定

粗蛋白质含量的测定$参照 XY8""'&8.!"$%%

粗脂肪含量的测定$参照 XY8""'&%.!"$%%水分含

量的测定$参照 XY8""'&1.!"$%%水解度的测定采

用 aA#_:G:法%相对分子质量分布(酸溶蛋白含量(

游离氨基酸含量的测定$参照XY(3!!<'!.!""9#

脱脂率&;

"

'(脱脂过程蛋白损失率&;

$

'和多肽

得率&;

!

'按下式计算#

;

"

i&"

"

#"

$

'("

"

j$""; &$'

;

$

i&$ #"

!

("

1

' j$""; &!'

;

!

i&"

<

#"

8

'("

%

j$""; &1'

式中)"

"

为原料核桃饼粉的脂肪质量$/%"

$

为

所得脱脂核桃粉的脂肪质量%"

!

为所得脱脂核桃粉

的蛋白质质量$/%"

1

为原料核桃饼粉的蛋白质质

量$/%"

<

为核桃蛋白酶解离心后上清液中酸溶蛋白

含量$/%"

8

为酶解离心后上清液中游离氨基酸含

量$/%"

%

为核桃蛋白的蛋白质质量$/#

$&!&86数据处理

单因素实验数据均重复 1 次$利用 Oe*TL!"$%

对数据进行整理(作图#

&%结果与讨论

!&$6超声辅助核桃饼脱脂制备脱脂核桃粉工艺

优化

!&$&$6单因素实验

!&$&$&$6料液比的影响

在超声功率 <"" @(超声时间 $!" Q-+ 条件下$

考察料液比对脱脂率和蛋白损失率的影响$结果如

图 $ 所示#

图 $%料液比对脱脂率和蛋白损失率的影响
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66由图 $ 可见$脱脂率随着料液比的增加而增大$

当料液比大于 $l!" 时$脱脂率开始趋于平缓$原因

可能是当料液比达到 $l!" 时$溶剂可萃取的原料脂

肪相对达到了最大$脱脂率不再明显增加# 蛋白损

失率随着料液比的增加变化不明显$但仍呈缓慢上

升的趋势# 综合考虑$选择料液比为 $l!"#

!&$&$&!6超声功率的影响

在料液比 $l!"(超声时间 $!" Q-+条件下$考察

超声功率对脱脂率和蛋白损失率的影响$结果如图

! 所示#

图 &%超声功率对脱脂率和蛋白损失率的影响

66由图 ! 可见$脱脂率随着超声功率的增加而增

大$当超声功率超过 <"" @时$脱脂率变化不大$这

是因为超声加快了原料与萃取剂的碰撞概率$从而

增大了萃取剂萃取油脂的速度$当超声功率达到

<"" @时$在给定的时间内油脂萃取基本完全$脱脂

率变化不再显著# 蛋白损失率随着超声功率的增加

而增大# 综合考虑$选择超声功率为 <"" @#

!&$&$&16超声时间的影响

在料液比 $l!"(超声功率 <"" @条件下$考察

超声时间对脱脂率和蛋白损失率的影响$结果如图

1 所示#

图 '%超声时间对脱脂率和蛋白损失率的影响

66由图 1 可见$脱脂率随着超声时间的延长呈先

增加而后趋于平稳的趋势$其原因可能是随着超声

时间的延长$萃取剂萃取脂肪的量也相应增加$但当

超声时间达到 $!" Q-+ 后$萃取剂萃取脂肪的量达

到了最大$继续延长超声时间脱脂率不再上升# 蛋

白损失率随着超声时间的延长而增加# 综合考虑$

选择超声时间为 $!" Q-+#

!&$&!6正交实验

在单因素实验的基础上$以脱脂率和蛋白损失

率为考察指标$选择料液比(超声功率和超声时间 1

个因素$采用 H

'

&1

<

'正交表进行正交实验优化$正

交实验因素水平见表 $$正交实验设计及结果见

表 !#

表 $%正交实验因素水平

水平 >料液比 Y超声功率(@ 7超声时间(Q-+

$ $l$8 1"" $""

! $l!" <"" $!"

1 $l!8 8"" $<"

表 &%正交实验设计及结果

实验号66 > Y 7 空列
脱脂率(

;

蛋白

损失率(;

$ $ $ $ $ 2%&81 "9&%'

! $ ! ! ! 2'&<$ $!&!$

1 $ 1 1 1 92&'2 $1&82

< ! $ ! 1 21&$! $$&18

8 ! ! 1 $ '"&98 $$&<'

% ! 1 $ ! 99&$< $"&8%

2 1 $ 1 ! 22&92 $!&9!

9 1 ! $ 1 98&9' "'&88

' 1 1 ! $ 92&<% $!&"<

脱脂率66

6$

$

9$&1" 28&9< 91&8! 9<&'8

6$

!

9<&"< 98&19 9"&"" 9$&9$

6$

1

91&2< 92&9% 98&8% 9!&11

6% "!&2< $!&"! "8&8% "1&$<

蛋白损失率

6$

$

$$&<' $"&'8 "'&%" $"&2<

6$

!

$$&$1 $$&"9 $$&92 $$&9%

6$

1

$$&<2 $!&"% $!&%1 $$&<'

6% ""&1% "$&$$ "1&"1 "$&$!

66由表 ! 可知)对于脱脂率而言$各因素影响的主

次顺序为Ym7m>$即超声功率 m超声时间 m料液

比$最优方案为>

!

Y

1

7

1

%对于蛋白损失率而言$各因

素影响的主次顺序为7mYm>$即超声时间 m超声

功率m料液比$由于蛋白损失率是越小越好$故最优

方案为>

!

Y

$

7

$

$两目标值的最优方案不相同$需要

采用综合平衡法进行比较分析#

对于因素 >$二者的最佳水平都相同$故选择

>

!

水平为宜%对于因素 Y&超声功率'$其对脱脂率

的影响最大$是主要因素$故选择Y

1

水平为宜%对于

因素7&超声时间'$通过比较其对脱脂率和蛋白损

失率的极差值可知$因素 7对脱脂率的影响高于对

蛋白损失率的影响$因此选择7

1

水平为宜# 综上所

'8
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述$选择最优方案为>

!

Y

1

7

1

$即料液比为 $l!"$超声

功率为 8"" @$超声时间为 $<" Q-+# 在最优条件下

进行验证实验$脱脂率为 '$&!1;$蛋白损失率为

$$&1!;#

!&!6酶解法制备核桃多肽工艺优化

!&!&$6单因素实验

!&!&$&$6酶解温度的影响

在底物质量分数 8&";(加酶量 1&";(酶解 aA

9(酶解时间 <&" F 条件下$考察酶解温度对水解度

和多肽得率的影响$结果如图 < 所示#

图 =%酶解温度对水解度和多肽得率的影响

66由图 < 可见$水解度和多肽得率均随着酶解温

度的升高呈先增加后降低的趋势$均在 8"U时达到

最高值$这是因为酶存在最适的作用温度$过低或过

高的温度都会导致蛋白酶活性降低$从而导致蛋白

水解度和多肽得率降低# 因此$选择酶解温度

为 8"U#

!&!&$&!6酶解 aA的影响

在底物质量分数 8&";(加酶量 1&";(酶解温

度 8"U(酶解时间 <&" F条件下$考察酶解 aA对水

解度和多肽得率的影响$结果如图 8 所示#

图 >%酶解(J对水解度和多肽得率的影响

66由图 8 可见$随着酶解 aA的增加$水解度和多

肽得率都呈先增加后降低的趋势$在 aA为 ' 时均

达到最大值$这是因为随着 aA的增加$酶活性越来

越高$在 aA为 ' 时达到最大$而当 aA过高$导致蛋

白酶活性降低$从而导致水解度和多肽得率降低#

因此$选择酶解 aA为 '#

!&!&$&16加酶量的影响

在底物质量分数 8&";(酶解 aA9(酶解温度

8"U(酶解时间 <&" F条件下$考察加酶量对水解度

和多肽得率的影响$结果如图 % 所示#

图 ?%加酶量对水解度和多肽得率的影响

66由图 % 可见$水解度和多肽得率均随着加酶量

的增加呈先增后趋于平稳的趋势$这是因为原料浓

度是固定的$当加酶量达到 1&";时达到了基本完

全酶解# 因此$选择加酶量为 1&";最佳#

!&!&$&<6酶解时间的影响

在底物质量分数 8&";(加酶量 1&";(酶解温

度 8"U(酶解 aA9 条件下$考察酶解时间对水解度

和多肽得率的影响$结果如图 2 所示#

图 @%酶解时间对水解度和多肽得率的影响

66由图 2 可见$水解度和多肽得率均随着酶解时

间的延长而增加$当酶解时间超过 <&" F 后$水解度

增加趋势变缓$这是因为随着酶解时间的延长$酶的

活性开始降低$多肽得率在 8&" F 后开始降低$此时

游离的肽过多$对蛋白酶的继续酶解产生抑制作用#

因此$综合考虑选择酶解时间为 <&" F#

!&!&!6正交实验

在单因素实验的基础上$以水解度和多肽得率

为考察指标$以酶解温度(酶解 aA(加酶量和酶解时

间为因素$在底物质量分数为 8&";条件下$采用

H

'

&1

<

'正交表进行正交实验$正交实验因素水平见

表 1$正交实验设计及结果见表 <#

表 '%正交实验因素水平

水平
>酶解

温度(U

Y酶解 aA

7加酶量(

;

I酶解

时间(F

$ <8 "9 !&" 1&"

! 8" "' 1&" <&"

1 88 $" <&" 8&"

"%

7AED>?EH4 >DI=>3466666666666666!"!$ JKLM<% DKM1



表 =%正交实验设计及结果

实验号6 > Y 7 I

水解度(

;

多肽得率(

;

$ $ $ $ $ $8&!< 98&19

! $ ! ! ! !"&$8 9%&81

1 $ 1 1 1 $'&!2 9%&!2

< ! $ ! 1 !$&'! 9%&29

8 ! ! 1 $ !!&"< 92&<"

% ! 1 $ ! !"&<% 9<&'8

2 1 $ 1 ! $'&$8 2'&$!

9 1 ! $ 1 $'&<1 9%&81

' 1 1 ! $ $9&8$ 9%&2!

水解度6

6$

$

$9&!! $9&22 $9&19 $9&%"

6$

!

!$&<2 !"&8< !"&$' $'&'!

6$

1

$'&"1 $'&<$ !"&$8 !"&!$

6% "1&!8 "$&22 "$&9$ "$&%$

多肽得率

6$

$

9%&"% 91&2% 98&%! 9%&8"

6$

!

9%&19 9%&9! 9%&%9 91&81

6$

1

9<&$! 98&'9 9<&!% 9%&81

6% "!&!% "1&"% "!&<! "1&""

66由表 < 可见)对于水解度$< 个因素影响的主次

顺序为>m7mYmI$即酶解温度 m加酶量 m酶解

aAm酶解时间$最优方案为 >

!

Y

!

7

!

I

1

%对于多肽得

率$< 个因素影响的主次顺序为 YmIm7m>$即酶

解 aAm酶解时间m加酶量m酶解温度$最优方案为

>

!

Y

!

7

!

I

1

$两种目标值的最优方案相同$故选择最

优方案为 >

!

Y

!

7

!

I

1

$即酶解温度为 8"U$酶解 aA

为 '$加酶量为 1&";$酶解时间为 8&" F# 在最优条

件下进行验证实验$水解度为 !!&%1;$多肽得率为

99&!<;#

!&!&16核桃多肽特性

对最优条件下制备的核桃多肽特性进行分析$

结果见表 8#

表 >%核桃多肽特性

项目 指标

水分(; "&9!

粗蛋白质&Dj%&!8'(; '<&%'

残油率(; "&<2

相对分子质量(IG

m8 """ "&<1

61 """ B8 """ "&8$

6! """ B1 """ $&$1

6$ """ B! """ %&1!

68"" B$ """ !8&9$

6$9" B8"" 81&!1

q$9" $!&82

66由表 8 可见$所制备的核桃多肽的水分含量和

残油率均小于 $;$粗蛋白质含量约 '8;$相对分子

质量主要分布在小于 $ """ IG的范围内$占比为

'$M%$;# 相对分子质量小于 $ """ IG的多肽具有

更好的功能活性$因此本实验可为制备小分子核桃

多肽提供参考#

'%结%论

以核桃饼为原料$采用超声辅助溶剂萃取法进

行脱脂$以脱脂率和蛋白损失率为考察指标$通过单

因素实验和正交实验分析了料液比(超声功率和超

声时间 1 个因素的影响$得到最优的超声辅助脱脂

条件$即料液比 $l!" (超声功率 8"" @(超声时间

$<" Q-+$在最优条件下脱脂率为 '$&!1;$蛋白损失

率为 $$&1!;# 以核桃蛋白为原料$采用酶解法制

备核桃多肽$通过单因素实验和正交实验考察了酶

解温度(酶解 aA(加酶量和酶解时间 < 个因素对水

解度和多肽得率的影响$得到最优工艺条件为)酶解

温度 8"U$酶解 aA'$加酶量 1&";$酶解时间 8&"

F# 在最佳酶解条件下$水解度为 !!&%1;$核桃多

肽得率为 99&!<;# 核桃多肽中相对分子质量小于

$ """ IG的多肽占比达 '$&%$;#
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a K̂L-aK_KQT_QT:FKC) *FĜG*:T̂-.G:-K+ G+C _FTL\L-\TK\

aKcCT̂_G+C aFK_aFKL-a-C ]T_-*LT_,W-&E+:W=KKC 4*-

3T*F+KL$ !"$1$ <9&!') !2< #!9!&
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