
收稿日期!!"!% #%! #!(!修回日期!!"!! #"( #%&

基金项目!国家自然科学基金资助项目"(!""%&(>#!云南省

重大科技专项计划222生物种业和农产品精深加工重大专

项"!"!%"!H*")"">>#

作者简介!高C盼"%))"#$女$讲师$博士$研究方向为油脂

及植物蛋白"*+,-./#1-8<-A)!>5%$(678,%

油料蛋白
!"#! %"6%))"!?@67AB.601206%""( #&)$)6!%"&)>

核桃分离蛋白的制备工艺优化及功能特性

高C盼%!!!(

! 李恒彬%

! 陈C哲(!=

! 杨歆萌%

! 胡传荣%

!

何东平%!(

! 张C晖>!$

! 张跃进$

! 王兴国%!>!$

"%6武汉轻工大学 食品科学与工程学院!武汉 =(""!(# !6大宗粮油精深加工教育部重点实验室!武汉 =(""!(#

(6国家市场监管重点实验室"食用油质量与安全$!武汉 =(""%!# =6武汉食品化妆品检验所!武汉 =(""%!#

>6江南大学 食品学院!江苏 无锡 !%=%!!# $6云南摩尔农庄生物科技开发有限公司!云南 楚雄 $&>"""$

摘要!为制备蛋白纯度高于 )"g的核桃分离蛋白!采用糖化酶纯化核桃蛋白!探究了酶解温度&酶

解 <P&酶解时间&加酶量和料液比 > 个因素对核桃蛋白提取率和纯度的影响!并与低变性核桃蛋白

粉"由核桃仁仅经过脱脂制备$比较考察其氨基酸组成与功能特性% 结果表明!核桃蛋白纯化的最

佳工艺条件为'加酶量 '" O?1!料液比 %o'!酶解温度 >>m!酶解时间 =" ,.A!酶解 <P>6"% 在最优

条件下!蛋白纯度为 )=6(&g% 制备的核桃分离蛋白氨基酸组成合理!持水性为 (6&! 1?1!吸油性

为%6>& 1?1!乳化性为 >&6$"g!均明显优于低变性核桃蛋白粉% 研究证明糖化酶纯化法得到的核

桃分离蛋白品质较好%
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CC我国是全球最大的核桃生产国$同时也是全球

最大的核桃消费国$核桃主要的消费方式是作为坚

果食用和提取核桃油$对于核桃提油后产生的核桃

粕的利用却很少"核桃粕中含有大量蛋白质-%.

#$造

成了极大的资源浪费% 核桃蛋白是一种优质的植物

蛋白$含有丰富的人体必需氨基酸$同时也满足

THK?GPK对氨基酸摄入量的建议-! #>.

% 目前核桃

蛋白多数仅为初加工产品$缺少高纯度的产品$无法

占领食品原料和功能性食品添加剂市场$制约了核

桃蛋白产品的发展% 虽然已有研究者-$.优化了工

艺$提高了核桃粕中蛋白质的提取率$但得到的蛋白

纯度仍较低$不适合直接利用% 高品质的核桃蛋白

主要来源于蛋白质含量高于 )"g的核桃分离蛋白$

而为了提高核桃蛋白的市场占有率$有必要对其进

行纯化处理-&.

%

蛋白纯化是利用蛋白质物理+化学性质的差异$

使其达到纯化的目的-&.

% 蛋白纯化的传统方法是

沉淀法$该方法具有成本低+操作简单+回收率高+设

备要求低的优点$但是对蛋白的选择性不高$适用于

蛋白的初步纯化和浓缩-'.

% 酶法是现今蛋白提取

纯化的常用方法-'.

$其中糖化酶纯化是较为普遍的

提纯方法$可将可溶性糖等非蛋白质组分溶出-).

$在

蛋白提取纯化方面有着广泛的应用-%".

$已在棉籽蛋

白-).和米糠蛋白-%%.中被证明具有很好的纯化效果%

因此$本实验选择糖化酶作为纯化用酶$纯化核桃蛋

白制备核桃分离蛋白$采用单因素实验和正交实验对

糖化酶纯化工艺进行优化$通过与低变性核桃蛋白粉

比较考察核桃分离蛋白的氨基酸组成及功能特性$为

高品质的核桃分离蛋白开发利用提供指导依据%

:;材料与方法

%6%C实验材料

%6%6%C原料与试剂

核桃蛋白$由实验室制备"核桃仁经脱脂+粉碎

后经酶法辅助碱溶酸沉制备#$其蛋白质含量约为

&"g$水解度为 =6>"g%

糖化酶"%6> n%"

>

O?1#$南宁庞博生物工程有

限公司!氢氧化钠+硫酸+硼酸溶液+硫酸铜+盐酸+硫

酸钾+乙醚+)>g乙醇溶液+溴甲酚绿指示剂+甲基红

指示剂$国药集团化学试剂有限公司%

%6%6!C仪器与设备

E #̀)( 自动双重纯水蒸馏器$上海亚荣生化

仪器厂!TQ#' 型冷冻干燥机$北京博医康实验仪

器有限公司!QT#%"%E 集热式恒温加热磁力搅拌

器$巩义市英峪予华仪器厂!DQE`台式离心机$湖

南凯达科学仪器有限公司!Z)'=" 自动凯氏定氮

仪$济南海能仪器有限公司!八孔消化炉$上海纤

检仪器有限公司!通用实验室 <P计$上海奥豪斯

仪器有限公司!<P#EV-V装置$上海亚荣生化仪器

厂!%"% #% #E数显鼓风干燥箱$上海博迅实业有限

公司医疗设备厂!J''"" 型全自动氨基酸分析仪$日

本日立公司%

%6!C实验方法

%6!6%C核桃分离蛋白的纯化工艺

核桃蛋白
"

加水溶解
"

调节 <P

"

调节温度
"

加入糖化酶
"

酶解
"

高温灭酶"'>m$%> ,.A#

"

调

节 <P至 &6"

"

> """ U?,.A 离心 %" ,.A

"

加水洗涤

"=>m$%" ,.A#

"

调节 <P至 &6"

"

真空冷冻干燥
"

核桃分离蛋白%

%6!6!C基本指标的计算

蛋白提取率 r提取液中蛋白质总量?原料中蛋

白质总量 n%""g!蛋白纯度 r干物质的蛋白质质

量?干物质的质量n%""g%

%6!6(C核桃蛋白的氨基酸组成及功能特性分析

%6!6(6%C氨基酸组成

在核桃蛋白中加入 %" ,J$ ,8/?J盐酸溶液$

真空充氮后封口% 在 %%"m恒温干燥箱内水解 !=

9$取出过滤定容至 >" ,J% 取 % ,J滤液真空干燥$

用蒸馏水溶解$过膜备用%

氨基酸自动分析仪测定条件&阳离子交换树脂

色谱柱"=6$ ,,n$" ,,$(

!

,#$进样量 !"

!

J$柠

檬酸钠缓冲液流速 "6= ,J?,.A$茚三酮流速 "6=

,J?,.A$衍生温度 %(>m$测定波长 >&"+==" A,%

%6!6(6!C功能特性

参考H@.38/-等-%!.的方法并略作修改对持水性

和吸油性进行测定!参考李超等-%(.的方法并略作修

改对乳化性进行测定%

"%#持水性的测定

称取 %6" 1待测样品$加入 %" ,J蒸馏水$充分

>(
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搅拌混匀后$放在恒温加热磁力搅拌器中$设置不同

温度保温 (" ,.A% 将混合溶液倒入离心管中$= >""

U?,.A离心 !" ,.A$去除上层溶液后$称离心管质

量% 按下式计算持水性"0

%

#%

0

%

r"6

!

#6

%

#<6 "%#

式中&6为样品质量$1!6

!

为离心管和沉淀物

的总质量$1!6

%

为离心管和样品的总质量$1%

"!#吸油性的测定

称取 %6" 1待测样品$加入 %" ,J一级大豆油$

充分搅拌混匀后$放在恒温加热磁力搅拌器中$设置

不同温度保温 (" ,.A% 将混合溶液倒入离心管中$

= >"" U?,.A 离心 !" ,.A$去除上层溶液后$称离心

管质量% 吸油性"0

!

#计算按式"%#%

"(#乳化性的测定

称取 !6" 1样品$加入 =" ,J蒸馏水溶解$将溶

液调节为不同 <P$再加入 =" ,J一级大豆油$

%" """ U?,.A均质 ! ,.A$% >"" U?,.A 离心 %" ,.A$

测定离心管中乳化层高度"=

%

#和液体总高度"=#%

按下式计算乳化性"0

(

#%

0

(

r=

%

<=n%""> "!#

%6!6=C数据处理

本实验采用 *a7:/!"%$ 统计分析和 Q:X.1A #

*a<:UV'6"6$ 软件进行数据处理+分析+作图$所有

实验数据以)平均值 s标准差* " 4 r(#表示% 用

ELEE !(6" 的QMA7-A法对数据进行显著性分析%

<;结果与分析

!6%C核桃蛋白纯化的单因素实验

!6%6%C加酶量对蛋白提取率和蛋白纯度的影响

取 '6" 1核桃蛋白$在料液比 %o%"+酶解温度

$"m+酶解时间 (" ,.A+酶解 <P=6" 的条件下$调节

加入糖化酶的量分别为 !"+="+$"+'"+%""+%!"+

%="+%$" O?1$探究加酶量对核桃蛋白提取率和蛋白

纯度的影响$结果如图 % 所示%

图 :;加酶量对蛋白提取率和蛋白纯度的影响

CC由图 % 可见$随着加酶量的增加$蛋白提取率先

增加后减少$当加酶量为 '" O?1时$蛋白提取率最

高$为 '!6"=g$其后蛋白提取率逐渐下降% 而蛋白

纯度的变化相对较小$在加酶量为 '" O?1时$蛋白

纯度也达到了最高$为 '%6)"g% 因此$确定最佳的

加酶量为 '" O?1%

!6%6!C料液比对蛋白提取率和蛋白纯度的影响

取 '6" 1核桃蛋白$在加酶量 '" O?1+酶解温度

$"m+酶解时间 (" ,.A+酶解 <P=6" 的条件下$调节

料液比分别为 %o$+%o&+%o'+%o)+%o%"+%o%%+%o%!$

探究料液比对核桃蛋白提取率和蛋白纯度的影响$

结果如图 ! 所示%

图 <;料液比对蛋白提取率和蛋白纯度的影响

CC由图 ! 可见$随着料液比的增加$蛋白提取率逐

渐增加$当料液比超过 %o%" 时$再增加料液比$蛋白

提取率增速明显减缓% 而蛋白纯度随着料液比的增

加呈先上升后降低的趋势$在料液比为 %o%" 时$蛋

白纯度最高$为 '(6'=g% 因此$选择最佳料液比为

%o%"%

!6%6(C酶解温度对蛋白提取率和蛋白纯度的影响

取 '6" 1核桃蛋白$在加酶量 '" O?1+料液比

%o%"+酶解时间 (" ,.A+酶解 <P=6" 的条件下$调节

酶解温度分别为 ="+=>+>"+>>+$"+$>m$探究酶解

温度对核桃蛋白提取率和蛋白纯度的影响$结果如

图 ( 所示%

图 =;酶解温度对蛋白提取率和蛋白纯度的影响

CC由图 (可见$随着酶解温度的升高$蛋白提取率

变化很小$其提取率范围为 '!6&&g h'=6%$g$提取

率在 >>m时达到最高% 蛋白纯度随着酶解温度的

上升呈先升高后下降的趋势$当酶解温度为 $"m

时$蛋白纯度达到最高$为 '=6'!g% 而继续升高

温度$蛋白纯度显著下降$这可能是由于温度过高

导致蛋白质发生不可逆的热变性$导致其溶解度

$(
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下降$从而造成蛋白纯度下降% 综合考虑提取率

和纯度结果$当酶解温度为 $"m时$蛋白提取率为

'(6)$g$仅次于峰值$因此选择 $"m为最佳酶解

温度%

!6%6=C酶解时间对蛋白提取率和蛋白纯度的影响

取 '6" 1核桃蛋白$在加酶量 '" O?1+料液比

%o%"+酶解温度 $"m+酶解 <P=6" 的条件下$调节

酶解时间分别为 %"+!"+("+="+>"+$" ,.A$探究酶解

时间对核桃蛋白提取率和蛋白纯度的影响$结果如

图 = 所示%

图 >;酶解时间对蛋白提取率和蛋白纯度的影响

CC由图 = 可见$随着酶解时间的延长$蛋白提取率

逐渐降低$从 '(6&!g下降到 &(6"'g$下降了 %"6$=

百分点$而核桃蛋白纯度呈先显著增加后趋于稳定

的趋势$特别是在酶解时间 (" ,.A 之后$蛋白纯度

不再增加% 这可能是由于初始酶解时$核桃蛋白的

溶出速率较大$但随着酶解时间的延长$整个体系黏

度增大$未溶出的核桃蛋白在传质过程中受到黏度

的牵制$其溶出速率减慢$糖化酶酶解达到饱和后蛋

白纯度不再提高% 酶解 (" ,.A 时$蛋白纯度为

'(6$=g$而提取率为 &)6='g$也相对较高% 因此$

综合考虑选择最佳酶解时间为 (" ,.A%

!6%6>C酶解 <P对蛋白提取率和蛋白纯度的影响

取 '6" 1核桃蛋白$在加酶量 '" O?1+料液比

%o%"+酶解温度 $"m+酶解时间 (" ,.A的条件下$调

节酶解 <P分别为 (6"+(6>+=6"+=6>+>6"+>6>+$6"$

探究酶解 <P对核桃蛋白提取率和蛋白纯度的影

响$结果如图 > 所示%

图 ?;酶解AQ对蛋白提取率和蛋白纯度的影响

CC由图 >可见$随着酶解 <P的增大$核桃蛋白提取

率和蛋白纯度都呈先上升后下降的趋势$两者都在 <P

为 =6"时达到最大$分别为 '(6&!g和 '!6$=g% 这可

能是由于糖化酶的最适 <P在 =6" 左右$<P过高或

过低都会降低糖化酶的活性$导致蛋白提取率和纯

度下降% 因此$选择 <P=6" 为最佳酶解 <P%

!6!C核桃蛋白纯化的正交实验

在单因素实验的基础上$选择酶解温度"H#+酶

解 <P"j#+酶解时间"R#+加酶量"Q#和料液比"*#

> 个因素为考察对象$蛋白纯度为指标$设计

J

%$

"=

>

#正交实验优化酶解工艺参数$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 j R Q *

蛋白

纯度?g

%% %">"m# %"(6># %"!" ,.A# %"$" O?1#% %"%o'#% &=6"'

%! % !"=6"# !"(" ,.A# !"'" O?1#% !"%o)#% '(6$&

%( % ("=6># ("=" ,.A# ("%"" O?1# ("%o%"# '%6!(

%= % =">6"# =">" ,.A# ="%!" O?1# ="%o%%# &)6!=

%> !">>m# % ! ( = '>6)>

%$ ! ! % = ( '$6!)

%& ! ( = % ! '!6>'

%' ! = ( ! % )=6(&

%) ("$"m# % ( = ! '&6==

%" ( ! = ( % )!6&'

%% ( ( % ! = '(6&&

%! ( = ! % ( '!6%(

%( ="$>m# % = ! ( '"6$(

%= = ! ( % = ''6"&

%> = ( ! = % '>6$%

%$ = = % ( ! '(6>&

7

%

&)6>$ '!6"( '%6)( '%6&! '$6&%

7

!

'&6(" '&6&" '=6(= '>6$% '=6(!

7

(

'$6>( '(6(" '&6&' '>6'' '!6>&

7

=

'=6=& '=6'( '(6'% '=6$> '=6!$

8 &6&= >6$& >6'> =6%$ =6%=

CC由表 % 可知$> 个因素对蛋白纯度影响大小顺

序为HqRqjqQq*$即酶解温度q酶解时间q酶

解 <Pq加酶量q料液比%

蛋白纯度直观图如图 $ 所示% 由图 $ 可知&酶

解温度以 >>m最佳!酶解 <P以 =6" 最佳!酶解时间

以 =" ,.A 最佳!虽然图中加酶量 %"" O?1最佳$但

与 '" O?1的结果相差不大$且通过极差分析发现$

加酶量对蛋白纯度的影响不大$从节约资源的角度

出发$加酶量以 '" O?1最佳!料液比以 %o' 最佳%

因此$理论最优方案为 H

!

j

!

R

(

Q

!

*

%

% 通过 ( 次平

行实验发现$理论最优方案的蛋白纯度为 )(6'$g$

&(
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蛋白提取率为 )%6"$g$略差于实验组的最优方案

H

!

j

=

R

(

Q

!

*

%

下的结果"蛋白纯度为 )=6(&g$蛋白提

取率为 )%6&&g#% 因此$以实验组的条件为最优方

案$即酶解温度 >>m+酶解 <P>6"+酶解时间 ="

,.A+加酶量 '" O?1+料液比 %o'$在此条件下蛋白纯

度可达到核桃分离蛋白的标准%

图 J;蛋白纯度直观分析趋势图

!6(C核桃分离蛋白与低变性核桃蛋白粉的氨基酸

组成与功能特性比较

!6(6%C氨基酸组成比较

为了进一步验证制备的核桃分离蛋白品质$将

最优条件下制备的核桃分离蛋白与仅由核桃仁脱脂

制备的低变性核桃蛋白粉进行比较% 核桃分离蛋白

与低变性核桃蛋白粉的氨基酸组成比较结果见

表 !%

表 <;核桃分离蛋白和低变性核桃蛋白粉的氨基酸

组成及含量 1P:EE 1

氨基酸 核桃分离蛋白 低变性核桃蛋白粉

谷氨酸"F/M# !=6$' %"6)"

精氨酸"HU1# %&6>" $6>"

天冬氨酸"HX<# )6!" =6(>

亮氨酸"J:M#

#

$6%= (6&"

甘氨酸"F/2# >6>= !6>"

丝氨酸"E:U# >6%" !6%>

苯丙氨酸"L9:#

#

=6!$ (6!"

缬氨酸"b-/#

#

(6() (6%"

异亮氨酸"Y/:#

#

(6"" %6'"

脯氨酸"LU8# !6'( !6)"

组氨酸"P.X# !6&> %6>"

丙氨酸"H/-# !6$" !6$"

苏氨酸"D9U#

#

!6>! !6(>

赖氨酸"J2X#

#

!6%> %6&"

酪氨酸"D2U# %6'" %6'"

蛋氨酸"\:V#

#

"6'( "6$=

胱氨酸"R2X# "6$= "6$=

合计 )=6)( >!6((

C注&

#

表示必需氨基酸

由表 ! 可知$核桃分离蛋白和低变性核桃蛋白

粉的氨基酸组成都较为全面$均含有 & 种人体必需

氨基酸"色氨酸未测#$证明了核桃是一种优质的蛋

白来源% 其中$核桃分离蛋白的氨基酸总量高达

)=6)( 1?%"" 1$必需氨基酸含量为 !!6!) 1?%"" 1$均

高于低变性核桃蛋白粉"氨基酸总量 >!6(( 1?%"" 1$

必需氨基酸含量 %$6=) 1?%"" 1#% 此外$对人体有

着重要生理功能的谷氨酸+天冬氨酸+精氨酸含量均

高于低变性核桃蛋白粉%

!6(6!C持水性比较

核桃分离蛋白和低变性核桃蛋白粉随着温度变

化的持水性比较如图 & 所示% 由图 & 可知$随着温

度的升高$核桃分离蛋白和低变性核桃蛋白粉的持

水性都先上升后下降$在温度为 >"m时$持水性都

达到最大值$分别为 (6&! 1?1和 %6'( 1?1% 对于核

桃蛋白样品而言$温度升高会增加蛋白质分子的延

展性$利于水分的吸收!但当温度持续升高后$蛋白

质的热变性程度增加$蛋白质分子的氢键和离子基

团水合作用减弱$使其吸水性降低% 而在相同温度

条件下$核桃分离蛋白的持水性始终优于低变性核

桃蛋白粉% 说明经过糖化酶纯化后$核桃分离蛋白

的持水性得到了提升%

C注&图中同一曲线不同字母表示差异显著")p"6">#%

下同

图 V;核桃分离蛋白和低变性核桃蛋白粉的持水性比较

!6(6(C吸油性比较

核桃分离蛋白和低变性核桃蛋白粉随着温度变

化的吸油性比较如图 ' 所示% 由图 ' 可知$随着温

度的升高$核桃分离蛋白和低变性核桃蛋白粉吸油

性都先上升后下降% 而核桃分离蛋白的变化程度明

显大于低变性核桃蛋白粉$在温度为 >"m时$核桃

'(
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分离蛋白和低变性核桃蛋白粉的吸油性都达到最大

值$分别为 %6>& 1?1和 "6$! 1?1% 对于核桃蛋白样

品而言$当温度高于 >"m时$油脂黏度下降$流动性

增大$蛋白质分子间的吸附作用减弱$吸油性变差%

而在相同温度条件下$核桃分离蛋白的吸油性始终

优于低变性核桃蛋白粉% 说明经过糖化酶纯化后$

核桃分离蛋白的吸油性得到了提升%

图 W;核桃分离蛋白和低变性核桃蛋白粉的吸油性比较

!6(6=C乳化性比较

核桃分离蛋白和低变性核桃蛋白粉随着 <P变

化的乳化性比较如图 ) 所示% 由图 ) 可知$随着 <P

的增加$核桃分离蛋白和低变性核桃蛋白粉的乳化

性都呈先略微下降后显著上升的趋势% 而核桃分离

蛋白的上升程度明显大于低变性核桃蛋白粉$在 <P

为 )6"时$核桃分离蛋白和低变性核桃蛋白粉的乳化

性都达到最大值$分别为 >&6$"g和 !%6!!g% 蛋白

质分子中存在大量亲水或亲油的基团$这些基团在乳

化体系形成过程中起到了乳化作用$核桃蛋白的等电

点在 >6"左右$当溶液体系接近等电点时$蛋白质分

子所带电荷为零$蛋白质表面无法形成水化层$使得

乳化粒子发生絮凝和聚集作用$乳化性能降低!当溶

液体系在非等电点时$蛋白质溶解性增加$乳化程度

升高% 而在相同 <P条件下$核桃分离蛋白的乳化性

始终优于低变性核桃蛋白粉% 说明经过糖化酶纯化

后$核桃分离蛋白的乳化性得到了提升%

图 X;核桃分离蛋白和低变性核桃蛋白粉的乳化性比较

=;结;论

本研究采用糖化酶酶解纯化核桃蛋白制备核桃

分离蛋白% 通过单因素实验$分析加酶量+料液比+

酶解温度+酶解时间和酶解 <P> 个因素对核桃蛋白

提取率和纯度的影响$并采用正交实验优化了工艺

条件$最终得到了最佳工艺条件为加酶量 '" O?1+

料液比 %o'+酶解温度 >>m+酶解时间 =" ,.A+酶解

<P>6"$在此条件下蛋白纯度为 )=6(&g$符合核桃

分离蛋白标准% 通过比较核桃分离蛋白和低变性核

桃蛋白粉的氨基酸组成及功能特性发现$核桃蛋白

的氨基酸组成全面$含有 & 种人体必需氨基酸$且核

桃分离蛋白的氨基酸总量和必需氨基酸含量均高于

低变性核桃蛋白粉$且核桃分离蛋白产品持水性

"(6&! 1?1#+吸油性"%6>& 1?1#和乳化性">&6$"g#

皆优于低变性核桃蛋白粉$说明制备的核桃分离蛋

白具有良好的品质及功能特性%
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