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摘要!以榛子粕为原料!采用碱性蛋白酶酶解辅助碱溶酸沉法提取榛子蛋白!然后加入碱液复溶$碱

性蛋白酶酶解$酸沉纯化% 在单因素试验的基础上采用响应面法对提取过程中酶解工艺条件进行

优化!采用正交试验优化榛子蛋白纯化工艺% 结果表明'最优酶解工艺条件为酶解温度 Y>n$LW

[$酶解时间 %9' R!在此条件下榛子蛋白提取率达到 ?%9#>Z&最佳纯化条件为反应温度 ?"n$液料

比 ?c#$复溶 LW##!在此条件下榛子蛋白纯度为 &?9!%Z%
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等$属桦木科植物的种仁,#-

$是极具营养价值的坚

果,!-

% 榛子性味甘(平$ 具有滋气养血和和补脾健

胃等功效,%-

% 榛子仁的蛋白质含量为 #>9!Z _

!%9>Z$脂肪含量为 ?"9>Z _>%9[Z

,Y-

% 榛子仁在

提油后得到的副产品榛子粕$也有丰富的营养成

分,?-

$但其多被作为饲料(肥料使用$没有得到最大

限度的利用,>-

$造成资源浪费%

本研究以榛子粕为原料$采用碱性蛋白酶酶解

辅助碱溶酸沉法提取榛子蛋白$ 采用单因素试验研

究酶解温度(LW(酶解时间对榛子蛋白提取率的影

响$确定各因素的最佳水平值范围$并采用响应面法

优化榛子蛋白提取过程中的酶解工艺条件$ 同时加

入碱液复溶(碱性蛋白酶酶解(酸沉纯化榛子蛋白$

并对纯化工艺条件进行优化$为榛子蛋白的提取及

纯化提供理论支持%

>?材料与方法

#9#@试验材料

#9#9#@原料与试剂

榛子粕$实验室自制$由榛子仁超临界 MC

!

流

#'
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体提油后得到!碱性内切蛋白酶"!"" """ K:0#$南

宁庞博生物工程有限公司!氢氧化钠(盐酸(乙醚(硫

酸铜(硫酸钾(硫酸等$均为分析纯$国药集团化学试

剂有限公司%

#9#9!@仪器与设备

m&[Y" 自动凯氏定氮仪$徐州淮博仪器设备有

限公司!mh$ED?"""\(型数控超声波清洗器$北京

海天友诚科技有限公司!\N$#"#D集热式恒温加热

磁力搅拌器$上海霓癑仪器有限公司!中型冷冻干燥

机$北京博医康实验仪器有限公司!#"# $# $D 数显

鼓风干燥箱$上海昕怡仪器仪表有限公司!B\?E$

AD 台式离心机$张家港鑫中大离心机有限公司!

N(!" LW计$上海名君国际贸易有限公司%

#9!@试验方法

#9!9#@榛子粕主要成分的测定

粗脂肪的测定$GQ:B#Y''!)!""[ /食品中粗

脂肪的测定0!粗蛋白质的测定$ GQ:B#YY[&9!)

!""[/粮油检验 植物油料粗蛋白质的测定0!灰分的

测定$GQ?""&9Y)!"#"/食品安全国家标准 食品中

灰分的测定0!水分的测定$GQ?""&9%)!"#"/食品

安全国家标准 食品中水分的测定0%

#9!9!@榛子蛋白的提取

将榛子粕粉碎$称取 ?" 0榛子粕粉$按液料比

>c#与水混匀得到一次浆液$调节 LW至 [ _[9?$在

Y"" A功率下超声辅助萃取 ! R$离心$取下层沉淀

与按液料比 >c# 水混匀得到二次浆液$调节 LW至

[9? _&$在 Y"" A功率下超声辅助萃取 ! R$离心$

合并两次上清液$得到榛子蛋白萃取液!调节萃取液

LW$加入 "9!Z的碱性蛋白酶进行超声辅助酶解一

定时间!在 &"n下灭酶 #" *,/$冷却至室温$调节溶

液 LW至 Y9? 进行酸沉$离心"Y """ O:*,/(? *,/#$

得到榛子粗蛋白% 按式"##计算榛子蛋白提取率

",#%

,̀ 9

#

=9

!

a#""Z "##

式中&9

#

为产品中蛋白质质量!9

!

为原料中蛋

白质质量%

#9!9%@榛子蛋白的纯化

向榛子粗蛋白中加入一定量的水$用 F+CW溶

液调节 LW$并在一定温度下完全溶解$得到蛋白复

溶液!维持温度不变$按研究确定的碱性蛋白酶酶解

条件加入 "9!Z碱性蛋白酶进行酶解!调节 LW至

Y9Y _Y9> 进行酸沉$沉淀进行微波灭酶处理后$水

洗至中性$经冷冻干燥后得到榛子蛋白%

@?结果与分析

!9#@榛子粕的主要成分

经测定$本试验所用榛子粕的主要成分含量为&

粗蛋白质 YY9>Z$粗脂肪 [9&Z$水分 >9[Z$灰分

'9?Z%

!9!@榛子蛋白提取的单因素试验

!9!9#@酶解温度对榛子蛋白提取率的影响

在榛子蛋白萃取液 LW为 [9?$碱性蛋白酶添加

量 "9!Z$酶解温度分别为 Y"(Y?(?"(??n$酶解时

间 % R条件下$按 #9!9! 方法提取榛子蛋白$考察酶

解温度对榛子蛋白提取率的影响$结果见图 #%

图 >?酶解温度对榛子蛋白提取率的影响

@@由图 # 可知$随酶解温度的升高$榛子蛋白提取

率增加$在酶解温度为 ?"n时$榛子蛋白提取率最

大$超过 ?"n时$榛子蛋白提取率降低% 其原因是

所用碱性蛋白酶的最适温度为 ?"n$当温度升高

时$酶的活性增加$对底物的作用显著!当酶解温度

高于 ?"n时$酶的活性中心结构被破坏$导致酶部

分或完全失去催化活性,[-

% 因此$最适的酶解温度

为 ?"n%

!9!9!@LW对榛子蛋白提取率的影响

在碱性蛋白酶添加量 "9!Z$榛子蛋白萃取液

LW分别为 '9"('9?([9"([9?$酶解温度 Y?n$酶解

时间 % R条件下$按 #9!9! 方法提取榛子蛋白$考察

LW对榛子蛋白提取率的影响$结果见图 !%

图 @?4O对榛子蛋白提取率的影响

@@由图 ! 可知$随着 LW的增加$榛子蛋白提取率

逐渐增加$在 LW为 [ 时榛子蛋白提取率最高$LW

超过 [ 时$榛子蛋白提取率降低% 其原因是碱性蛋

白酶的最适 LW在 [ 左右$当 LW在 [ 附近时$酶的

!'
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活力最高$对底物的作用效果最好$使得蛋白提取率

高,&-

% 因此$酶解的最适 LW为 [%

!9!9%@酶解时间对榛子蛋白提取率的影响

在榛子蛋白萃取液 LW[9?$碱性蛋白酶添加量

"9!Z$酶解温度 ?"n$酶解时间分别为 !(%(Y(? R

条件下$按 #9!9! 方法提取榛子蛋白$考察酶解时间

对榛子蛋白提取率的影响$结果见图 %%

图 B?酶解时间对榛子蛋白提取率的影响

@@由图 % 可知$当酶解时间低于 % R 时$榛子蛋白

提取率随着酶解时间的延长呈快速上升趋势$酶解

时间超过 % R时$随酶解时间延长$榛子蛋白提取率

增加缓慢% 这表明随着酶解时间的延长$底物不断

减少$酶解充分,#"-

% 因此$最佳的酶解时间为 % R%

!9%@榛子蛋白提取的响应面优化试验

!9%9#@响应面试验设计及结果

在单因素试验的基础上$采用Q72$Q4R/;4/ 试

验设计方案$选取酶解温度(LW(酶解时间为自变

量$以榛子蛋白提取率作为响应值$优化榛子蛋白提

取工艺% 响应面试验因素与水平见表 #$响应面试

验设计及结果见表 !%

表 >?响应面试验因素与水平

水平 )酶解温度:n *LW +酶解时间:R

$#9>[! %>9?& '9#?& #9%#[

$# Y" '9? !

$" Y? [9" %

$# ?" [9? Y

$#9>[! ?%9Y# [9[Y# Y9>[!

表 @?响应面试验设计及结果

试验号 ) * + 蛋白提取率:Z

# $# $# $# %[9"!

! $# $# $# Y!9?'

% $# $# $# YY9[%

Y $# $# $# YY9Y[

? $# $# $# Y!9%?

> $# $# $# Y>9?"

' $# $# $# Y>9&>

[ $# $# $# Y[9Y'

& $#9>[! $" $" %[9>[

续表 @

试验号 ) * + 蛋白提取率:Z

#" #9>[! $" $" Y>9>'

## " $#9>[! $" Y!9'%

#! " $#9>[! $" YY9?Y

#% " $" $#9>[! Y>9!Y

#Y " $" $#9>[! ?#9[%

#? " $" $" ?#9'[

#> " $" $" ?#9!Y

#' " $" $" ?#9?>

#[ " $" $" ?!9??

#& " $" $" ?!9%'

!9%9!@多元二次响应面回归模型的建立与方差

分析

通过统计分析软件 \([9"> 进行数据分析$%

个因素经过拟合建立二次响应面回归模型为&,`

?!-%! b#-'#)b#-%Y*b#-'Y+$"-&Y)*b"-#[)+$

"-!'*+$%-Y&)

!

$%-#?*

!

$#-!Y+

!

%

回归方程方差分析见表 %%

表 B?回归方程方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 . (

模型 %'&9!" & Y!9#% !"9#Y

p"9""" #

!!!

) %&9'Y # %&9'Y #&9""

p"9""# [

!!

* !Y9>Y # !Y9>Y ##9'[

p"9""' ?

!!

+ Y#9Y# # Y#9Y# #&9["

p"9""# >

!!

)* '9## # '9## %9Y" p"9"&[ Y

)+ "9!' # "9!' "9#% p"9'!& Y

*+ "9?' # "9?' "9!' p"9>#% ?

)

!

#>>9!% # #>>9!% '&9Y'

p"9""" #

!!!

*

!

#%?9Y' # #%?9Y' >Y9''

p"9""" #

!!!

+

!

!#9"! # !#9"! #"9"?

p"9"## Y

!

残差 #[9[! & !9"&

失拟 ##9[! ? !9%> #9%? p"9#%& %

纯误差 '9"# Y #9'?

总误差 %&[9"% #[

@注&

!

代表有显著性影响"(p"9"?#$

!!

代表有非常显

著性影响 "(p"9"# #$

!!!

代表有极显著性影响

"(p"9""##%

@@由表 % 可知$该模型回归极显著"(p"9""" ##$

失拟项不显著$并且该模型 '

! 为 &Y9Y?Z$'

!

EU1

为

&"9?YZ$说明该模型与试验拟合良好$试验误差

小$可以用此模型来分析和预测碱性蛋白酶酶解

辅助碱溶酸沉法提取榛子蛋白的结果% 因此$ 可

认为此回归方程模型是合适的$由 .检验可以得

到各因素影响大小依次为 +q)q*$即酶解时

间 q酶解温度 qLW%

通过对拟合回归方程模型进行分析$得到榛子

%'
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蛋白提取过程的最优酶解工艺条件为&酶解温度

Y>9!#n$LW[9"'$酶解时间 %9' R% 在最优工艺条

件下$榛子蛋白提取率为 ?%9!%Z%

!9%9%@验证试验

为便于试验操作$将最优工艺条件修正为&酶解

温度 Y>n$LW[$酶解时间 %9' R% 在修正的工艺条

件下进行 % 次平行试验$榛子蛋白提取率平均值为

?%9#>Z$与回归方程预测的 ?%9!%Z吻合良好$证

明通过响应面法优化的榛子蛋白提取工艺具有可

行性%

!9Y@榛子蛋白纯化的单因素试验

!9Y9#@反应温度对蛋白纯度影响

在液料比 ?c#$复溶 LW#"$反应温度分别为 Y"(

Y?(?"(??n条件下$按 #9!9% 方法进行榛子蛋白的

纯化$考察反应温度对榛子蛋白纯度的影响$结果如

图 > 所示%

图 F?反应温度对榛子蛋白纯度的影响

@@由图 > 可知$随反应温度升高$榛子蛋白纯度增

大$在反应温度为 ?"n时榛子蛋白纯度达到最大$

随着反应温度的继续升高$榛子蛋白纯度下降$这是

因为温度大于 ?"n后酶的活性降低% 因此$选择反

应温度为 ?"n%

!9Y9!@液料比对蛋白纯度的影响

在反应温度 ?"n$复溶 LW#"$液料比分别为

%c#(Yc#(?c#(>c# 的条件下$按 #9!9% 方法进行榛子

蛋白的纯化$考察液料比对榛子蛋白纯度的影响$结

果如图 ' 所示%

图 G?液料比对榛子蛋白纯度的影响

@@由图 ' 可知$随着液料比的增加$榛子蛋白纯度

先升高后缓慢下降$在液料比 ?c# 时达到峰值% 这

是因为加水量太少$料液非常黏稠$导致酶与底物反

应不完全!加水量过大$在反应体系中酶与底物浓度

都会降低$酶分子与底物分子碰撞的概率降低$导致

酶作用效果下降,##-

% 因此$选择液料比为 ?c#%

!9Y9%@复溶 LW对蛋白纯度影响

在反应温度 ?"n$液料比 ?c#$复溶 LW分别为

[(&(#"(## 的条件下$按 #9!9% 方法进行榛子蛋白

的纯化$考察复溶 LW对榛子蛋白纯度的影响$结果

如图 [ 所示%

图 H?复溶4O对榛子蛋白纯度的影响

@@由图 [ 可知$随着复溶 LW的升高$榛子蛋白纯

度增大$在 LW达到 #" 后榛子蛋白纯度增大趋势变

缓% 因此$选择复溶 LW为 #"%

!9?@榛子蛋白纯化的正交优化试验

在榛子蛋白纯化单因素试验的基础上$以复溶

LW(反应温度和液料比为因素$榛子蛋白纯度为考

察指标$进行I

&

"%

Y

#正交试验% 正交试验因素与水

平见表 Y$正交试验设计及结果见表 ?%

表 D?正交试验因素与水平

水平 E反应温度:n Q液料比 M复溶 LW

# Y" Yc# "&

! Y? ?c# #"

% ?" >c# ##

表 E?正交试验设计及结果

试验号 E Q M 空列 蛋白纯度:Z

# # # # # '"9#!

! # ! ! ! [[9>!

% # % % % [?9?'

Y ! # ! % &"9!'

? ! ! % # &%9Y#

> ! % # ! ['9>!

' % # % ! &Y9?#

[ % ! # % &%9?Y

& % % ! # [&9?'

>

#

[#9YY [Y9&' [%9'> [Y9%'

>

!

&"9Y% &#9[> [&9Y& &"9!?

>

%

&!9?Y ['9?& &#9#> [&9'&

' ##9#" ">9[& "'9Y" "?9[[

"下转第 [# 页#

Y'

MWJFECJID EF\NEBD@@@@@@@@@@@@@@!"!# ]7-̂Y> F7̂?



,/P4O+6P,7/ S4P.44/

!

$-+6P70-7S3-,/ +/U PRO4467**7/

L7-=LR4/7-T3T,/0*3-P,$TL46PO7T67L=+/U *7U4-,/0

*4PR7UT,H-9N77U MR4*$ !"#'$ !![& #Y% $#?#9

,%'- AKgI$ IKfh$ gKW g$ 4P+-9e4U36,/0PR4

+--4O04/,66+L+6,P= 78

!

$-+6P70-7S3-,/ S= 67V+-4/P

67/130+P,7/ .,PR U,4P+O=L7-=LR4/7-T,H-9N77U MR4*$

!"#[$ !?>& Y!' $Y%Y9

,%[- eCWFD9l7TT,S,-,P,4T+/U -,*,P+P,7/T,/ PR4+/+-=T,T78

67V+-4/P,/P4O+6P,7/TS4P.44/ LR4/7-,667*L73/UT+/U

LO7P4,/T,H-9N77U e4TJ/P$ !"#Y$ >?& #% $#&9

,%&- iWEFGf$ W(D \$ DJjlDCFQm9(/<=*4T,/ 877U

S,7LO764TT,/0& /7V4-877U 4/<=*4T$ +LL-,6+P,7/T$ +/U

O4-+P4U P46R/,X34T,H-9M3OOCL,/ N77U D6,$ !"#[$ #&&

%" $%?9

,Y"- \QeCADmEE$ QEHi(eBH$ QEQJHm$ 4P+-9e4U364U

J0( +/U J0G +/P,04/,6 O4TL7/T4 P7 *,-; LO7P4,/T

R=UO7-=T+P4T7SP+,/4U .,PR PR43T478/7/ $67**4O6,+-

T4O,/4LO7P4+T48O7* ,3774L&3 5&#45$<&63 ,H:CI-9N77U

MR4*$ !"#&$ %"!&#!?%?" ,!"!" $"' $##-9RPPLT&::

U7,97O0:#"9#"#>:19877U6R4*9!"#&9#!?%?"9

,Y#- N(FGF$ iWEFGWf$ IJf$ 4P+-9E/7V4-6+P+-=P,6

*+P4O,+-87OR=UO7-=<,/067.uT*,-; +--4O04/,6LO7P4,/T&

L+L+,/ $M3

%

"lC

Y

#

!

1%W

!

C$*+0/4P,6/+/78-7.4OT,H:

CI-9N77U MR4*$ !"#&$ %##&#!?&##,!"!" $"' $##-9

RPPLT&::U7,97O0:19877U6R4*9!"#&9#!?&##9

,Y!- (m(iJ(NG$ MW(FGHW$ DKF\A9(8846PT78

/7/PR4O*+-877U LO764TT,/0P46R/7-70,4T7/ 877U +--4O04/T&

+O4V,4.78O464/PO4T4+O6R +UV+/64T,H-9BO4/UTN77U D6,

B46R$ !"#[$ 'Y& #! $!?9

,Y%- lEFMWEIQ$ MWEFGB$ hJFD B$ 4P+-9CLP,*,<+P,7/

+/U ;,/4P,6T78P3/0 /3P7,-PO+/T4TP4O,8,6+P,7/ .,PR

*4PR+/7-3T,/0/7V4-T7-,U +6,U,6,7/,6-,X3,U L7-=*4O+T

6+P+-=TP87O*4PR=-4TP4OT=/PR4T,T,H-9e4/4.(/4O0$

!"!"$ #?#&'&> $["Y9

,YY- iWEFGh$ MW(FhW$ W(Gh9(8846P783-PO+T7/,6$

,7/,6-,X3,U LO4PO4+P*4/P7/ PR4R=UO7-=T,TU40O44+/U

+/P,04/,6,P=784/<=*+P,6R=UO7-=T+P4T8O7*.R4=LO7P4,/

,H:CI-9K-PO+T7/ D7/76R4*$ !"!"$ >%& #"Y&!>,!"!" $

"' $ ## -9RPPLT&::U7,97O0:#"9#"#>:193-PT7/6R9

!"#&9#"Y&!>9

,Y?- iWCFGH$ IKCD$ IJKM$ 4P+-9DP4+U=$TP+P4;,/4P,6T

78PO=LP,6R=UO7-=T,T78

!

$-+6P70-7S3-,/ +8P4OU=/+*,6R,0R$

LO4TT3O4 *,6O78-3,U,<+P,7/ PO4+P*4/P ,/ O4-+P,7/ P7

+/P,04/,6,P=,H-9(3ON77U e4TB46R/7-$ !"#Y$ !%&"%#&

?!? $?%#9

,Y>- 俞宏达9\Wlj处理对
!

$乳球蛋白与油酸复合物的
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-+6P70-7S3-,/ O4U364U S=67*S,/,/0.,PR 7-4,6+6,U U3O,/0

U=/+*,6R,0R$LO4TT3O4*,6O78-3,U,<+P,7/&*3-P,$TL46PO7T67L=

+/U *7-463-4U=/+*,6TT,*3-+P,7/ +/+-=T,T,H-9H\+,O=

D6,$ !"#&$ #"!"##& #Y? $#?Y9

,Y[- gKI$ GCFGfD$ G(eFH($ 4P+-9J/8-34/6478.R4=

LO7P4,/ R=UO7-=T,T,/ 67*S,/+P,7/ .,PR U42PO+/ 0-=6+P,7/ 7/

,**3/70-7S3-,/ ( S,/U,/0 6+L+6,P= .,PR S-77U T4O+

7SP+,/4U 8O7*L+P,4/PT.,PR +67.*,-; LO7P4,/ +--4O0=,H-9
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由表 ? 可知$各因素对榛子蛋白纯度影响的主

次顺序为EqMqQ$即反应温度 q复溶 LWq液料

比$最优组合为 E

%

Q

!

M

%

$即反应温度 ?"n$液料比

?c#$复溶 LW##% 在最佳条件下$进行 % 次平行试

验$榛子蛋白纯度平均值为 &?9!%Z%

B?结?论

采用碱性蛋白酶酶解辅助碱溶酸沉法提取榛子

蛋白$采用单因素试验和响应面试验对提取过程中

的酶解工艺条件进行优化$得到最优酶解工艺条件

为&酶解温度 Y>n$LW[$酶解时间 %9' R% 在最优

酶解工艺条件下$榛子蛋白提取率达到 ?%9#>Z%

对得到的粗蛋白碱液复溶后再次碱性蛋白酶酶解(

酸沉纯化榛子蛋白$经单因素试验和正交试验优化

得到的最佳纯化工艺条件为反应温度 ?"n(液料比

?c#(复溶 LW##% 在最佳纯化工艺条件下$榛子蛋

白纯度为 &? !̂%Z%
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