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中水溶性蛋白及多肽' 通过单因素试验研究温度(^@(反应时间(液料比对水溶性蛋白及多肽得率

的影响#再通过正交试验分别优化水溶性蛋白及多肽的提取工艺参数' 结果表明*低强度亚临界水

可显著提高水溶性蛋白及多肽的得率)低强度亚临界水提取水溶性蛋白的最优工艺参数为温度
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ÙIWO+ITOIUW$YGH\_HU^WGIU., O,X ^ÛI.XU'5RUUZZU+IYGZIUN̂UWOI\WU! ^@! WUO+I.G, I.NUO,X WOI.GGZ

H.Q\.X IGNOIUW.OHG, IRU1.UHXYGZTOIUW$YGH\_HU^WGIU., O,X ^ÛI.XUTUWUYI\X.UX _1Y.,0HUZO+IGW
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88芝麻*H(1.,0,#$)#/0,E'+!又称胡麻%脂麻%

乌麻%小胡麻!是世界上重要的油料作物之一0# $!1

#

芝麻含有丰富的蛋白质%油脂%糖类%维生素和矿物

质等!营养价值丰富!同时具有重要的生物活性!如

降血压%抗氧化%抗菌%降低胆固醇等02 $>1

# '本草

纲目(记载, $芝麻补五内!益气力!长肌肉!填髓

脑#&芝麻主要经高温烘烤生产芝麻油!制油后会产

生大量的芝麻粕!芝麻粕中的蛋白质含量高!且氨基

酸种类丰富!是一种具有开发利用价值的植物蛋白

资源04 $31

# 然而!经过高温处理后的芝麻粕中蛋白质

发生严重变性!限制其加工利用0&1

# 因而有必要对高

温芝麻粕中蛋白质进一步处理以进行深入开发#

近年来!亚临界水以其环保%方便%无毒%低成本

的优点在副产物深加工方面得到了广泛关注# 亚临

界水是温度在沸点*#""e+以上临界温度*23%e+

以下仍保持为液体状态的水!又称为高温水%超加热

水等0( $#"1

# 利用亚临界水技术可提高蛋白质的溶

解性!且通过控制其反应参数*如时间和温度+!可

以控制蛋白质向肽%游离氨基酸甚至有机酸的转

化0## $#21

# 这种灵活性在当前可用的其他水解技术

*如酶解或化学水解+中是不存在的#

传统的亚临界水技术采用的温度在 !""e以

上!能耗大# 目前!利用低强度亚临界水技术从高温

芝麻粕中提取水溶性芝麻蛋白及多肽的研究鲜有报

道# 因此!本研究以高温芝麻粕为原料!采用碱溶酸

沉法提取芝麻蛋白!再利用低强度亚临界水提取芝

麻蛋白中的水溶性芝麻蛋白和多肽!通过单因素试

验及正交试验分别优化水溶性芝麻蛋白及多肽的提

取工艺!从而提高高温芝麻粕中蛋白质的加工利用

率!为水溶性芝麻蛋白的功能特性研究及功能食品

的开发提供理论基础#

$%材料与方法

#'#8试验材料

高温芝麻粕!实验室自制"牛血清白蛋白!美国

6.0NO公司"二喹啉甲酸*[9C+!:U, $].UT科技有

限公司"其他试剂均为分析纯!购自国药集团化学试

剂有限公司#

j$"> 型自动定氮仪!上海晟声自动化分析仪

器有限公司"V@7$"'> 型反应釜!威海自控反应釜

有限公司"E1G]O+:5# 冷冻真空干燥机!德国 6dj

系统技术有限公司";E$> $[离心机%5:E$#4C

离心机!上海安亭科学仪器厂"i6!"> 电子天平!梅

特勒$托利多仪器有限公司"7L!" 实验室 ^@计!

上海梅特勒$托利多仪器有限公司"A,Z.,.IU!"" <WG

酶标仪!奥地利 5U+O, 公司";7$#"#6 集热式恒温

加热磁力搅拌器!巩义予华仪器有限公司#

#'!8试验方法

#'!'#8高温芝麻粕的脱脂

将高温芝麻粕进行粉碎!采用索氏抽提器进行

脱脂!获得脱脂高温芝麻粕!于 %e储存备用#

#'!'!8脱脂高温芝麻粕成分测定

蛋白质含量的测定参照 :[>""('>/!"#"!采

用凯氏定氮法!其中B换算系数为 >'2"粗脂肪含量

的测定参照:[)5#%33!/!""&"水分含量的测定参

照 :[>>#!/#(&>"灰分含量的测定参照 :[)5

>>">/!""&"总糖含量的测定采用差值法!即总糖含

量l#""= $蛋白质含量 $粗脂肪含量 $水分含

量$灰分含量#

#'!'28芝麻蛋白的提取

采用碱溶酸沉法提取芝麻蛋白# 将脱脂高温芝

麻粕与蒸馏水以料液比 #f!" 的比例于室温搅拌混

匀!用 > NGH)EBOD@调节 ^@为 ##'"!搅拌 4" N.,!

在 %e下以 > """ W)N.,离心 !" N.,!收集上清液并

用 > NGH)E@9H将 ^@调节至 %'2!> """ W)N., 离心

!" N.,!收集沉淀!冷冻干燥!得芝麻蛋白!于 %e储

存备用#

#'!'%8低强度亚临界水提取水溶性蛋白及多肽

称取一定量芝麻蛋白!按一定比例加入蒸馏水!

!>e磁力搅拌混匀!用 > NGH)E@9H)BOD@将混合

液 ^@调节至一定值后!转移入反应釜中加热到设

定温度反应一定时间后!以 > """ W)N., 离心 !"

N.,!收集上清液并调节 ^@至 3'"!再次离心!取上

清液于 %e储存备用# 对照组为未采用亚临界水处

理*反应时间为 "+#

#'!'>8水溶性蛋白得率测定

按 #'!'% 方法获得的上清液中蛋白质含量采用

[9C法0#%1测定!以牛血清白蛋白作为标准蛋白#

[9C工作液由 >" NEC液和 # NE[液现配而成!其

中,C液为 > 0[9C%#" 0无水碳酸钠%"'& 0酒石酸

钠%! 0BOD@和 %'3> 0BO@9D

2

溶于蒸馏水!定容

至 >"" NE!调节 ^@至 ##'!>"[液为 ! 0无水硫酸

铜溶于蒸馏水并定容至 >" NE#

标准曲线的绘制,取牛血清白蛋白标准品适量

配制成 # N0)NE的标准蛋白储备溶液!再配制一系

列蛋白质量浓度梯度的标准蛋白溶液!取 #'" NE标

准蛋白溶液!与 !'" NE[9C工作液混合!于 23e下

(2
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水浴孵育 2" N.,!在 >4! ,N处测定吸光度!以标准

蛋白质量浓度*8+为横坐标%吸光度*3+为纵坐标绘

制标准曲线!建立的回归方程为 3l"'423 %8a

"?""3 4*=

!

l"'((& #+#

样品的测定,取 "'# NE样品溶液与 !'" NE

[9C工作液混合!混匀后于 23e下水浴孵育 2"

N.,!在 >4! ,N处测定吸光度!根据标准曲线回归方

程计算上清液中蛋白质含量# 采用下式计算水溶性

蛋白得率*5

#

+#

5

#

l@

#

F

#

9,k#"": *#+

式中,@

#

为上清液中蛋白质含量!N0)NE"F

#

为

上清液体积!NE",为原料芝麻蛋白中蛋白质的质

量!N0#

#'!'48多肽得率测定

参考芦鑫等0#>1的方法并稍作改进# 取 # NE按

#'!'% 方法获得的上清液!加入到 CN.+G, cHIWO$

"?> 超滤离心管*截留相对分子质量为 #" -;O滤

芯+中!以 % """ W)N., 离心 2" N.,!重复超滤 2 次!

取透过液# 采用 #'!'> 中 [9C法测定透过液中蛋

白质含量!按下式计算多肽得率*5

!

+#

5

!

l@

!

F

!

9,k#"": *!+

式中,@

!

为透过液中蛋白质含量!N0)NE"F

!

为

透过液体积!NE",为原料芝麻蛋白中蛋白质的质

量!N0#

#'!'38数据处理与分析

所有试验均重复测定 2 次!采用 6<66 #2'" 进

行方差分析!其中 4m"'"# 表示差异极显著!4m

"?"> 表示差异显著!4p"'"> 表示差异不显著#

&%结果与分析

!'#8脱脂高温芝麻粕成分

经测定!脱脂高温芝麻粕的蛋白质含量为

*%>'"" n"'3%+=!粗脂肪含量为*!'>% n"'"2+=!

水分含量为*4'(& n"'#3+=!灰分含量为*#"'%> n

"?#%+=!总糖含量为*2>'"2 n#'#"+=#

!'!8亚临界水提取水溶性蛋白及多肽单因素试验

!'!'#8温度对水溶性蛋白及多肽得率的影响

固定 ^@为 2'"!反应时间为 %" N.,!液料比为

%"f# !考察不同亚临界水温度对水溶性蛋白及多肽

得率的影响!结果见图 ##

由图 # 可知,采用亚临界水提取的水溶性蛋白

与多肽得率明显高于对照组!随着亚临界水温度的

升高!水溶性蛋白得率逐渐升高随后又下降!当温度

为 #!"e时!水溶性蛋白得率最大!为 *!3'"% n

#?2%+=!当温度继续上升至 #!>e时水溶性蛋白得

率下降为*!%'"! n"'%"+=# 这是由于高温改变了

亚临界水的性质!水的电离常数增加!其性质随着温

度的升高由极性变为非极性!促进了极性较小的化

合物在水中的溶解0#41

!但温度过高!蛋白质发生部

分聚集造成水溶性蛋白得率下降# SRO,0等0#31研

究发现!亚临界水温度升高至 #!"e时!蛋白质粒径

减小!溶解度显著增加!当温度达到 #4"e时!蛋白

质开始聚集!溶解度下降!随着温度的进一步升高!

其诱导蛋白质降解成多肽%氨基酸# SOR,0等0#&1等

也报道了类似的结果!即在 ##"e时玉米醇溶蛋白

的溶解性显著升高!随后蛋白质发生聚集!溶解性开

始下降# 由图 # 可知!亚临界水提取的多肽得率在

设定温度范围内随着温度的上升呈逐渐上升的趋

势!在 #!>e时达到*4'&! n"'#3+=# 因此!提取水

溶性蛋白宜选择温度为 #!"e!提取多肽宜选择温

度为 #!>e#

8注,图中不同字母表示同曲线不同点间差异显著*4m

"?">+# 下同

图 $%亚临界水温度对水溶性蛋白及多肽得率的影响

!'!'!8^@对水溶性蛋白及多肽得率的影响

固定温度为 #!"e*提取水溶性蛋白+或 #!>e

*提取多肽+!反应时间为 %" N.,!液料比为 %"f#!考

察不同 ^@对水溶性蛋白及多肽得率的影响!结果

见图 !#

图 &%2N对水溶性蛋白及多肽得率的影响

88由图 ! 可知!随着 ^@从 !'" 增加到 4'"!亚临

界水提取的水溶性蛋白与多肽得率呈逐渐下降的趋

势# 在 ^@为 !'" 时!水溶性蛋白与多肽的得率均

为最大值!且均明显高于对照组# 这可能是在此 ^@

条件下!酸催化提高了蛋白质的溶解性!水溶性蛋白

浓度增大!同时肽键断裂速度加快!在该条件下多肽

"%
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浓度也表现为最高!因而二者得率最高# 因此!选择

体系的 ^@为 ! 较为合适#

!'!'28反应时间对水溶性蛋白及多肽得率的影响

固定 ^@为 !'"!温度为 #!"e*提取水溶性蛋

白+或 #!>e*提取多肽+!液料比为 %"f#!考察不同

反应时间对水溶性蛋白及多肽得率的影响!结果见

图 2#

图 '%反应时间对亚临界水提取的水溶性蛋白

及多肽得率的影响

88由图 2 可知!反应时间在 " J2" N., 时!水溶性

蛋白得率不断增大!在 2" N., 时达到最大值!为

*>4'%4 n#'(3+=# 当反应时间超过 2" N., 时!蛋

白质水解程度提高!部分蛋白质转化为多肽!从而造

成蛋白质浓度下降!水溶性蛋白得率开始下降# 反

应时间在 " J>" N., 时!多肽得率不断增大!在 >"

N.,时达到最大值# 当反应时间超过 >" N., 时!多

肽得率受反应时间影响不显著!这可能是多肽生成

速率与分解速率达到平衡的结果# 此结果与芦鑫

等0#(1的研究结果一致# 因此!提取水溶性蛋白宜选

取反应时间为 2" N.,!提取多肽宜选取反应时间为

>" N.,#

!'!'%8液料比对水溶性蛋白及多肽得率的影响

固定 ^@为 !'"!温度为 #!"e*提取水溶性蛋

白+或 #!>e*提取多肽+!反应时间为 2" N.,*提取

水溶性蛋白+或 >" N.,*提取多肽+!考察不同液料

比对水溶性蛋白及多肽得率的影响!结果见图 %#

图 (%液料比对水溶性蛋白及多肽得率的影响

88由图 % 可知!与对照组相比!亚临界水提取的水

溶性蛋白及多肽得率明显增大# 亚临界水提取时!

随液料比的增加!水溶性蛋白及多肽得率逐渐增大!

这是因为随着液料比的增加!溶液黏度随之减小!更

多的水渗透到物料中!水与目标成分的接触面积增

加!从而使目标成分更充分地被提取0!"1

# 在液料比

为 %"f# 时!亚临界水提取的水溶性蛋白及多肽得率

均达到最大值! 分别为 * >4'>4 n"'42 += 和

*!!'&> n"'34+="而当液料比继续增大时!二者均

有所降低!且易造成溶剂的浪费!不利于后续试验的

开展# 因此!选取液料比 %"f# 较为合适#

!'28亚临界水提取水溶性蛋白的正交试验

在单因素试验基础上!固定反应时间为 2" N.,!

对 ^@%液料比与温度进行E

(

*2

%

+正交试验设计!以

获得最优的水溶性蛋白提取工艺参数# 表 # 为亚临

界水提取水溶性蛋白的正交试验设计及结果!表 !

为亚临界水提取水溶性蛋白正交试验的方差分析#

表 $%亚临界水提取水溶性蛋白的正交试验设计及结果

试验号 C^@ [液料比 9温度
水溶性蛋白

得率)=

# #*#'>+ #*2"f#+ #*##>e+ 3"'##>

! # !*%"f#+ !*#!"e+ 3>'32(

2 # 2*>"f#+ 2*#!>e+ ("'#44

% !*!'"+ # ! 2>'&!(

> ! ! 2 %('#%%

4 ! 2 # 2%'4(>

3 2*!'>+ # 2 %!'!2(

& 2 ! # 2('#4#

( 2 2 ! 2"'!"%

<

#

3&'43% %('2(> %3'(("

<

!

2('&&( >%'4&# %3'!>3

<

2

23'!"# >#'4&& 4"'>#4

= %#'%32 ">'!&4 #2'!>(

表 &%亚临界水提取水溶性蛋白正交试验的方差分析

因素 平方和 自由度 均方 G 4

模型 2 4>('(# 4 4"('(& %4'&> "'"!# "

C 2 "#!'(4 ! # >"4'%& ##>'3# "'""& 4

[ ##('>( ! >('3( %'>( "'#3& &

9 >!3'24 ! !42'4& !"'!> "'"%3 #

误差 !4'"% ! #2'"!

88由表 # 可知!各因素对水溶性蛋白得率影响的

主次顺序为 ^@*C+ p温度*9+ p液料比*[+!最优

组合为 C

#

[

!

9

2

# 由表 ! 可知!正交模型显著*4m

"?">+!可以客观真实地反映 ^@%液料比%温度对水

溶性蛋白得率的影响规律# 其中!^@是极显著因

素!温度是显著因素!而液料比影响不显著# 因此!

从经济角度考虑!选择最优水平组合为 C

#

[

#

9

2

!即

^@为 #'>!液料比为 2"f#!温度为 #!>e# 在最优

工艺条件下进行 2 次重复验证性试验!得到水溶性

#%
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蛋白得率为 &>'"#>=#

!'%8亚临界水提取多肽的正交试验

在单因素试验基础上!固定亚临界水温度为

#!>e!对 ^@%液料比与反应时间进行 E

(

*2

%

+正交

试验设计!以获得最优的多肽提取工艺参数# 表 2

为亚临界水提取多肽的正交试验设计及结果!表 %

为亚临界水提取多肽正交试验的方差分析#

表 '%亚临界水提取多肽的正交试验设计及结果

试验号 C^@ [液料比 9反应时间 多肽得率)=

# #*#'>+ #*2"f#+ #*%" N.,+ !"'#32

! # !*%"f#+ !*>" N.,+ 2%'(!&

2 # 2*>"f#+ 2*4" N.,+ %"'>23

% !*!'"+ # ! #3'!#4

> ! ! 2 !!'!2"

4 ! 2 # !#'%>"

3 2*!'>+ # 2 #('>("

& 2 ! # #%'!#4

( 2 2 ! !('>#%

<

#

2#'&3( #&'((2 #&'4#2

<

!

!"'!(( !2'3(# !3'!#(

<

2

!#'#"3 2"'>"" !3'%>!

= ##'>&" ##'>"3 "&'&2(

表 (%亚临界水提取多肽正交试验的方差分析

因素 平方和 自由度 均方 G 4

模型 4"2'># 4 #""'>& >>'&% "'"#3 3

C !>"'&" ! #!>'%" 4('4# "'"#% !

[ !""'%> ! #""'!2 >>'4% "'"#3 3

9 #>!'!> ! "34'#! %!'!4 "'"!2 #

误差 ""2'4" ! ""#'&"

88由表 2 可看出!各因素对多肽得率影响的主次

顺序为 ^@*C+ p液料比*[+ p反应时间*9+# 由表

% 可看出!正交模型显著!可以客观真实地反映 ^@%

液料比%反应时间对多肽得率的影响规律# 其中!

^@是第一显著因素!其次是液料比!最后是反应时

间# 最优水平组合为C

#

[

2

9

2

!即 ^@为 #'>!液料比为

>"f#!反应时间为 4" N.,# 在最优工艺条件下进行 2

次重复验证性试验!得到多肽得率为 %"'>23=#

'%结%论

本研究对影响水溶性芝麻蛋白与多肽得率的亚

临界水温度%^@%反应时间及液料比进行了单因素

试验优化!在此基础上分别进行了正交试验优化#

结果表明,低强度亚临界水可以用于提取水溶性芝

麻蛋白及多肽"亚临界水提取水溶性芝麻蛋白的最

优工艺参数为亚临界水温度 #!>e%^@#'>%反应时

间 2" N.,%液料比 2"f#!在最优工艺条件下水溶性

芝麻蛋白得率为 &>'"#>="亚临界水提取多肽的最

优工艺参数为亚临界水温度 #!>e%^@#'>%反应时

间 4" N.,%液料比 >"f#!在最优工艺条件下多肽得

率为 %"'>23=# 在此研究基础上!后续将对水溶性

芝麻蛋白的功能特性%多肽活性进一步研究!从而为

高温芝麻粕中蛋白质的高值化利用提供理论参考与

数据支持#

参考文献!

0#1 李娜'芝麻的营养成分与食疗保健作用0b1'中国食物

与营养!!""&*>+,>> $>3'

0!1 袁东振'亚临界芝麻粕中蛋白提取及制备 C9L抑制肽

的研究0;1'郑州,河南工业大学!!"#>'

021 VCB:d;! Eci! 6cBg! UIOH'BG]UHC9L.,R._.IGW1
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