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摘要!将核桃饼脱脂%碱溶酸沉制备核桃蛋白!再利用碱性蛋白酶对核桃蛋白酶解!采用单因素实验

研究底物质量分数%酶解 [Q%酶用量%酶解温度%酶解时间对水解度的影响!在此基础上采用正交实

验对酶解工艺条件进行优化!同时测定了酶解产物的溶解特性%乳化特性和起泡特性& 结果表明'

碱性蛋白酶酶解核桃蛋白最优酶解条件为底物质量分数 &;"J%酶解 [Q,;"%碱性蛋白酶"活性为

$" """ U@>$用量 +;"J%酶解温度 &"L%酶解时间 ! 5#相较核桃蛋白!不同水解度的核桃蛋白酶解

产物的表面疏水性下降!溶解特性%乳化特性和起泡特性提高&
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EE核桃$9457'2-(/5)' G;%为胡桃科)胡桃属多年

生乔木*$+

&其果实具有丰富的营养成分和经济价

值&在我国种植广泛&深受大众喜爱*!+

' 核桃粕是

核桃仁榨油后的剩余产物&富含大量的营养成分&但

目前主要用作肥料或动物饲料&利用价值低廉*D #++

'

核桃粕中蛋白质含量高达 +"JM&"J&主要是水不溶

性谷蛋白&溶解度较低&乳化特性和起泡特性不良'

酶是活细胞产生的具有高度催化活性和高度专

一性的生物催化剂*&+

' 蛋白质酶解是指利用酶的

内切或者外切作用对蛋白质进行部分降解和修饰&

或通过增加分子间的交联形成特殊功能基团&得到

小分子肽或氨基酸的过程*'+

' 酶解能改善蛋白质

的功能&且不破坏蛋白质的营养&能使蛋白质具有新

的加工特性*%+

' 蛋白质酶解产物应用广泛&既可以

作为特定食品的配料&也可以作为肠道疾病病人饮

食中的氮源&或者用于低过敏婴儿配方食品或运动
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IQPRHdPGO HR*)HNOEEEEEEEEEEEEEE!"!$ j93g+' R9g$"



员饮料*-+

' 潘芬等*,+研究发现豌豆蛋白酶解物具

有促进益生菌生长的作用!张怡等*$"+指出哈蟆油蛋

白酶解物可以治疗酒精性肝损伤!费烨等*$$+报道苦

荞清蛋白酶解物可以改善胰岛素抵抗' 目前对多种

食料蛋白酶解产物有比较广泛的研究&但对核桃蛋

白酶解产物的研究较少' 因此&本研究以核桃饼为

原料提取核桃蛋白&用碱性蛋白酶酶解&并优化酶解

工艺参数&通过测定不同水解度下酶解产物的表面

疏水性)溶解度)乳化特性和起泡特性&评价核桃蛋

白酶解产物的功能特性&旨在为拓宽核桃蛋白酶解

产物在食品中的应用提供参考'

:;材料与方法

$;$E实验材料

$;$;$E原料与试剂

核桃饼&陕西省香玲核桃仁冷榨制油后的副产

物!市售鲁花 &O 压榨一级花生油!碱性蛋白酶$活

性 $" """ U@>%&美国 O2>01公司!考马斯亮蓝

S!&")牛血清白蛋白 $]OH%)三羧甲基氨基甲烷

$NK24%)- #苯胺 #$ #萘磺酸$HRO%&均为分析纯&

美国 O2>01公司' 其他试剂均为国产分析纯'

$;$;!E仪器与设备

GSe#$-I冷冻干燥机&北京四环科学仪器厂!

QQ#O 数显恒温水浴锅&江苏省金坛市医疗仪器

厂!bTD!""*.数控超声波清洗器&昆山市超声仪器

有限公司!OQV#-! 恒温振荡器&金坛市富华仪器有

限公司!FQO #DI精密 [Q计&上海精密科学仪器有

限公司!Uj#$$"" 紫外可见分光光度计&上海美谱

达仪器有限公司'

$;!E实验方法

$;!;$E脱脂核桃粕的制备

核桃饼
%

粉碎
%

过 ";$&" 00$$"" 目%筛
%

&"L干燥 !+ 5

%

按料液比 $m& 加入石油醚
%

振动脱

脂 + 5

%

过滤
%

弃掉滤液
%

重复脱脂 ! MD 次
%

脱脂

核桃粕
%

F.袋封装备用'

$;!;!E核桃蛋白的制备

参考郭兴峰等*$!+的方法&略作修改'

脱脂核桃粕
%

按照料液比 $m$& 加入蒸馏水浸

泡
%

调 [Q至 ,;"

%

'"L下磁力搅拌 ! 5

%

过滤并收

集滤液
%

滤渣再次提取 ! 5

%

过滤并收集滤液
%

合

并滤液
%

调 [Q至 +;& $";& 093@GQI3%

%

+ """

K@02= 离心 D" 02=

%

去除上清液
%

调 [Q至中性

$! 093@GR1dQ溶液%

%

真空冷冻干燥
%

核桃蛋

白
%

置于#!"L冰箱备用'

$;!;DE主要成分测定

蛋白质含量测定采用S]&"",;&,!"$' 凯氏定

氮法&蛋白质系数按 &;D" 计算!粗脂肪含量测定采

用S]&"",;',!"$' 索氏抽提法!水分含量测定采

用S]&"",;D,!"$' 直接干燥法!灰分含量测定采

用S]&"",;+,!"$''

$;!;+E核桃蛋白的酶解

将核桃蛋白悬浮于去离子水中&加入一定量的

碱性蛋白酶$用量以核桃蛋白质量计%&在适宜温度

和 [Q的条件下酶解一段时间&在 $""L水浴中加热

$" 02=灭酶&冷却至室温&离心并收集上清液&真空

冷冻干燥&得核桃蛋白酶解产物'

$;!;&E水解度$*Q%的测定

采用甲醛滴定法*$D+测定 *Q&略作修改' 取

&g" 0G核桃蛋白酶解液的上清液&加入 !& 0G蒸馏

水并用 ";"& 093@GR1dQ标准溶液滴定至 [Q为

-g!&加入 $";" 0G[Q-;! 甲醛溶液&准确记录将溶

液体系滴定至 [Q,;! 时消耗 ";"& 093@GR1dQ标

准溶液的体积' 同时以 D" 0G水做空白实验&每次

平行测定 D 次' 水解度按式$$%计算'

:

Q

h*1i$;#;

"

% i"<"$+%=+ i$""J $$%

式中(:

Q

为 *Q的值!1为 R1dQ标准溶液浓

度&093@G!;为酶解液消耗的 R1dQ标准溶液体积&

0G!;

"

为空白液消耗的 R1dQ标准溶液体积&0G!

"g"$+ 为 $ 0G浓度为 $;""" 093@GR1dQ标准溶液

相当于氮的质量$>%!=为底物样品总氮含量&>'

$;!;'E表面疏水性的测定

参考X1=>等*$++的 HRO 荧光探针法' 激发波

长为 D," =0&发射波长为 +%" =0&间隙 & =0' 利用

蛋白质浓度和荧光强度作响应曲线&曲线斜率为待

测样品的表面疏水性指数'

$;!;%E溶解性的测定

参照G1<13等*$&+的方法&略作修改' 将 $!& 0>

样品分散在 !& 0G去离子水中&调节 [Q至 !;& M

,g&&离心 D" 02=&收集上清液' 测定上清液和样品

的蛋白质含量&每个样品平行测定 D 次&取平均值'

按式$!%计算溶解性$>%'

>h1

$

%1

!

i$""J $!%

式中(1

$

为上清液中的蛋白质含量!1

!

为样品

中的蛋白质含量'

$;!;-E乳化性与乳化稳定性的测定

不同 [Q下核桃蛋白酶解产物的乳化性和乳化

稳定性测定参考 F61K86

*$'+

)Q6=K2kZ6

*$%+等的方法&

略作修改' 调节样品溶液 [Q至 !;" M$";"&将 D

0G不同 [Q样品溶液分别与 $ 0G大豆油混合&在

YQ)#*型高速分散器中分散 ," 4' 迅速从试管底

部吸取 ";$ 0G乳浊液&加入 +;, 0G";$J O*O 溶

,$
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液中&以 ";$J O*O溶液为空白对照&摇匀后迅速在

&"" =0处测得吸光值$?

"

%&放置 $" 02= 后测得吸

光值$?

,

%' 按式$D%)式$+%分别计算乳化性$.HP%

和乳化稳定性$.OP%'

@

.H

h!A?

"

i2@$1i

%

i$" """% $D%

@

.O

h?

,

%?

"

i$""J $+%

式中(@

.H

为 .HP的值!@

.O

为 .OP的值!A取

!gD"D!1为核桃蛋白酶解产物溶液质量浓度&取

"g""$ >@0G!

%

为油相体积分数&取 ";!&!2 为稀释

倍数&取 &"'

$;!;,E起泡性与泡沫稳定性的测定

核桃蛋白酶解产物的起泡性和泡沫稳定性的测

定参照F2K64等*$-+的方法' 取 D" 0G";& 0>@0G核

桃蛋白酶解产物溶液&调节 [Q至 !;" M$";"&使用

YQ)#*型高速分散器分散 $!" 4&立即转移到玻璃

量筒中记录泡沫体积$;

"

%&室温环境下放置 D" 02=

后记录泡沫体积$;

,

%' 分别按式$&%)式$'%计算起

泡性$B

"

%和泡沫稳定性$B

$

%'

B

"

h;

"

%D" i$""C $&%

B

$

h;

,

%;

"

i$""C $'%

$;!;$"E数据处理

用.W863!"$" 软件分析&计算平均值并作图&结

果表示为">l$ #&采用 OFOO $, *Z=81=s4多重比

较&显著水平取Dn";"&'

<;结果与分析

!;$E核桃饼%脱脂核桃粕和核桃蛋白中的主要成分

核桃饼)脱脂核桃粕和核桃蛋白中的主要成分

见表 $'

;表 :;核桃饼&脱脂核桃粕和核桃蛋白的主要成分 F

主要成分 核桃饼 脱脂核桃粕 核桃蛋白

蛋白质
+%;!' l";!D

8

'D;,- l";&!

^

--;,$ l";++

1

粗脂肪
$!;-, l";'&

1

!;D+ l";$&

^

$;$& l";",

8

水分
$';", l";-+

1

-;'+ l";!&

^

D;%! l";"&

8

灰分
+;&% l";$!

1

D;," l";$-

1

D;+& l";"-

1

E注(同行不同小写字母表示差异显著$Dn";"&%'

由表 $看出&核桃饼经脱脂和碱溶酸沉&蛋白质

含量显著提高$Dn";"&%&粗脂肪和水分含量显著减

少$Dn";"&%&但灰分含量变化不显著$Dp"g"&%'

!;!E碱性蛋白酶酶解核桃蛋白的单因素实验

!;!;$E酶解 [Q对核桃蛋白水解度的影响$见图 $%

由图 $ 看出&在酶解 [Q为 %;" M,;" 的范围

内&随着酶解 [Q的升高&核桃蛋白的水解度逐渐增

大&当酶解 [Q为 ,;" 时&水解度达到 &;+!J&随后

随着酶解 [Q升高&核桃蛋白的水解度略有下降&这

可能是因为 [Q过高造成酶的活性降低' 因此&核

桃蛋白酶解最佳 [Q为 ,;"'

E注(底物质量分数 +;"J)酶用量 &;"J)酶解温度 &"L)

酶解时间 ! 5'

图 :;酶解%H对核桃蛋白水解度的影响

!;!;!E底物质量分数对核桃蛋白水解度的影响

$见图 !%

EE注(酶解 [Q,;")酶用量 &;"J)酶解温度 &"L)酶解时

间 ! 5'

图 <;底物质量分数对核桃蛋白水解度的影响

EE由图 ! 看出&底物质量分数在 $;"J M+;"J的

范围内&随着底物质量分数的增加核桃蛋白的水解

度增加' 当底物质量分数达到 +;"J时&核桃蛋白

的水解度达 &;D+J&随后随着底物质量分数的继续

增大&核桃蛋白水解度出现降低的趋势&这可能是因

为随着底物质量分数的增大溶液的黏度增加&从而

降低了酶分子与底物的相互作用' 因此&核桃蛋白

酶解最佳底物质量分数为 +;"J'

!;!;DE酶用量对核桃蛋白水解度的影响$见图 D%

E注(酶解 [Q,;")底物质量分数 +;"J)酶解温度 &"L)酶

解时间 ! 5'

图 ?;酶用量对核桃蛋白水解度的影响

EE由图 D 看出&碱性蛋白酶用量在 $;"J M+;"J

"!
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的范围内&随着酶用量的增加&核桃蛋白的水解度迅

速增加' 当酶用量为 +;"J时&核桃蛋白的水解度

达到 &;D!J&随后酶用量再增加&核桃蛋白水解度

趋于平稳&这可能是因为底物已经全部参与反应&核

桃蛋白水解度达到了饱和' 因此&核桃蛋白酶解最

佳酶用量为 +;"J'

!;!;+E酶解温度对核桃蛋白水解度的影响$见图 +%

E注(酶解 [Q,;")底物质量分数 +;"J)酶用量 +;"J)酶

解时间 ! 5'

图 @;酶解温度对核桃蛋白水解度的影响

EE由图 + 看出&酶解温度在 +" M&&L的范围内&

随着酶解温度的继续升高&核桃蛋白的水解度逐渐

升高&当酶解温度为 &&L时&核桃蛋白水解度达到

&;-"J&之后随着酶解温度的继续升高&核桃蛋白的

水解度均较 &&L时的低&这可能是因为酶解温度升

高&导致酶的活性受到一定的影响&从而使得核桃蛋

白的水解度降低' 因此&核桃蛋白用碱性蛋白酶酶

解最佳酶解温度为 &&L'

!;!;&E酶解时间对核桃蛋白水解度的影响$见图 &%

EE注(酶解 [Q,;")底物质量分数 +;"J)酶用量 +;"J)

酶解温度 &"L'

图 A;酶解时间对核桃蛋白水解度的影响

EE由图 & 看出&酶解时间在 $ 5 以内&随着酶解时

间的延长&核桃蛋白的水解度迅速增加&而酶解 ! 5

以后&核桃蛋白的水解度趋于平缓' 这可能是因为

随着酶解反应的进行&需要酶解的蛋白质不断减少&

同时酶的活性和浓度逐渐降低&导致核桃蛋白的水

解度变化不大' 因此&核桃蛋白酶解最佳酶解时间

为 ! 5'

!;DE碱性蛋白酶酶解核桃蛋白的正交实验

在单因素实验的基础上&固定酶解时间 ! 5&以

酶解 [Q)酶用量)底物质量分数)酶解温度为因素&

核桃蛋白水解度$*Q%为指标&进行四因素三水平

正交实验&正交实验设计及结果见表 !'

表 <;正交实验设计及结果

实验号 H[Q ]酶用量 I底物质量分数 *酶解温度 *Q@J

$ $$-;&% $$D;"J% $$D;"J% $$&"L% &;D' l";&$

! $ !$+;"J% !$+;"J% !$&&L% &;,+ l";&D

D $ D$&;"J% D$&;"J% D$'"L% +;-& l";++

+ !$,;"% $ ! D ';"! l";&-

& ! ! D $ ';+- l";'!

' ! D $ ! ';$, l";&+

% D$,;&% $ D ! &;%& l";&!

- D ! $ D &;!, l";+%

, D D ! $ &;"- l";+'

E

$

$'<$& $%<$D $'<-+ $'<,!

E

!

$-<', $%<%$ $%<"+ $%<--

E

D

$'<$! $'<$! $%<"- $'<$'

F !;&% $;&, ";!+ $;%!

EE由表 ! 看出&最优因素水平组合为 H

!

]

!

I

D

*

!

&

在该组合条件下进行核桃蛋白的酶解&测得水解

度为 ';&!J&与正交实验处理 &$H

!

]

!

I

D

*

$

%的水

解度$';+-J%差异不显著$Dp";"&%&综合考虑&

确定碱性蛋白酶酶解核桃蛋白的最优工艺组合为

H

!

]

!

I

D

*

$

&即酶解 [Q,;"&酶用量 +;"J&底物质量

分数 &;"J&酶解温度 &"L'

!;+E核桃蛋白酶解产物的特性

考虑酶解时间对产物的特性存在一定的影响&

本文对在最优的酶解条件$酶解 [Q,;")酶用量

$!
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+g"J)底物质量分数 &;"J)酶解 &"L%下分别酶

解 ";&)$)! 5 的核桃蛋白酶解产物$对应水解度分

别为 !;!"J)+g,%J和 ';'DJ%的特性进行研究'

!;+;$E表面疏水性$见图 '%

图 B;核桃蛋白酶解产物的表面疏水性

EE由图 ' 看出&核桃蛋白的表面疏水性指数为

'!&&高于燕麦分离蛋白*$,+和小麦谷蛋白*!"+

' 用碱

性蛋白酶酶解&随着酶解时间的延长&核桃蛋白酶解

产物的水解度增加&表面疏水性指数呈下降趋势&这

可能是因为酶解减少了核桃蛋白分子表面疏水基团

的含量&使得表面疏水性指数降低'

!;+;!E溶解性$见图 %%

图 I;核桃蛋白酶解产物的溶解性

EE由图 % 看出&[Q为 +;& 时核桃蛋白及其酶解产

物的溶解性最差&核桃蛋白溶解性只有 D;-%J&这

是由于 [Q+;& 是核桃蛋白的等电点所致' 当 [Q

不断升高时&核桃蛋白及其酶解产物的溶解性逐渐

升高&当 [Q为 ,;& 时&核桃蛋白溶解性达到

'-g,J' [Q,;& 时&水解度分别为 !;!"J)+;,%J

和 ';'DJD 种酶解产物的溶解性分别为 %';D+J)

-$;",J和 -$;&'J&这可能是因为 [Q影响蛋白质

的疏水性)极性和可离子化基团的数量*!$ #!++

&导致

产物溶解性提高'

!;+;DE乳化特性$见图 -)图 ,%

由图 -)图 , 看出&水解度为 !;!"J)+;,%J和

';'DJ D 种酶解产物的乳化性和乳化稳定性都高于

核桃蛋白&这可能是因为酶解降低了核桃蛋白的表

面疏水基团含量和表面疏水性指数&酶解产物的亲

水基团)疏水基团以及相关电荷促进了 d@X乳液

的形成'

图 J;核桃蛋白酶解产物的乳化性

图 K;核桃蛋白酶解产物的乳化稳定性

!;+;+E起泡特性$见图 $")图 $$%

图 :L;核桃蛋白酶解产物的起泡性

图 ::;核桃蛋白酶解产物的泡沫稳定性

EE由图 $")图 $$ 看出&水解度为 !;!"J)+;,%J

和 ';'DJ D 种酶解产物的起泡性和泡沫稳定性均

高于核桃蛋白&这可能是因为酶解使得蛋白质表面

净电荷数目增加&有利于多肽链的交联&从而使酶解

产物表现出较高的起泡性和泡沫稳定性' 核桃蛋白

酶解产物起泡性在 [Q为 ! 时最好&泡沫稳定性在

[Q为 ' M- 时较好'

?;结;论

香玲核桃仁冷榨制油后的核桃饼经脱脂)碱溶

酸沉得到核桃蛋白&采用碱性蛋白酶酶解核桃蛋白&

以水解度为指标采用单因素实验和正交实验对酶解

!!

IQPRHdPGO HR*)HNOEEEEEEEEEEEEEE!"!$ j93g+' R9g$"



工艺条件进行优化&并研究了核桃蛋白酶解产物的

表面疏水性)乳化特性)起泡特性和溶解特性' 结果

表明&碱性蛋白酶酶解核桃蛋白的最佳工艺条件为(

底物质量分数 &;"J&酶解 [Q,;"&碱性蛋白酶$活

性 $" """ U@>%用量 +;"J&酶解温度 &"L&酶解时

间 ! 5' 与核桃蛋白相比&核桃蛋白酶解产物的表面

疏水性指数降低&溶解特性)乳化特性和起泡特性

提高'
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