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菜籽蛋白的弱酸高盐法提取工艺优化及品质分析
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摘要：旨在揭示弱酸高盐法提取菜籽蛋白的潜力，以脱脂低温压榨菜籽饼为原料，ＭｇＣｌ２溶液为提取
液，采用弱酸高盐法提取菜籽蛋白，采用单因素实验研究提取温度、提取ｐＨ、提取时间、提取液浓度及
料液比对菜籽蛋白提取率的影响，采用正交实验进行菜籽蛋白的弱酸高盐法提取工艺优化，并比较弱

酸高盐法菜籽蛋白与碱提酸沉法菜籽蛋白在抗营养因子（植酸、硫苷和单宁）含量与感官特性（气味、

色泽）上的差异。结果表明：弱酸高盐法提取菜籽蛋白的最佳工艺条件为提取温度５０℃、提取 ｐＨ
６．５、提取时间１５０ｍｉｎ、提取液浓度１５０ｍｍｏｌ／Ｌ、料液比１∶３０，在最佳工艺条件下菜籽蛋白提取率为
（４８．００±１．１２）％，纯度为（７３．９９±２．８７）％；弱酸高盐法菜籽蛋白的单宁含量为（０．９０±０．０６）％，植
酸含量为（０．０４±０．０１）％，未检测出硫苷，色泽为浅黄色，各指标明显优于碱提酸沉法菜籽蛋白。弱
酸高盐法作为一种温和的工艺在菜籽蛋白提取方面具有较好的开发潜力和应用前景。
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　　油菜，学名芸薹，十字花科植物，是世界四大油料
作物之一，是我国第一大油料作物［１－２］。菜籽饼粕是

油菜籽榨油后的副产物，含３５％～４５％的蛋白质，主
要由储藏蛋白和膜蛋白组成，其中储藏蛋白由１２Ｓ球
蛋白和２Ｓ清蛋白组成［３］，其氨基酸组成平衡且具有

较高含量的含硫氨基酸，接近联合国粮农组织／世界
卫生组织／联合国大学（ＦＡＯ／ＷＨＯ／ＵＮＵ）的参考蛋
白模式［４］，因此菜籽饼粕被视为一种优质蛋白质的

来源。

目前广泛使用碱提酸沉法制备菜籽蛋白，但该

方法产品色泽深、抗营养因子（硫苷、植酸和多酚类

化合物）含量高、部分功能性质较差［５］，无法满足加

工以及消费者要求，因此需要寻找新的提取方法。

陈卓［６］采用ＣａＣｌ２溶液（ｐＨ３～８）作提取液对大豆
蛋白的酸性可溶蛋白组分进行提取，结果发现，当

Ｃａ２＋浓度在０．４～０．５ｍｏｌ／Ｌ时，大豆蛋白的提取率
和回收率接近峰值。由于菜籽蛋白与大豆蛋白具有

相似的结构（球蛋白均为六聚体），高浓度的二价金

属盐离子可能也适用于菜籽蛋白的提取。胡志和

等［７］研究发现，菜籽蛋白在０．８ｍｏｌ／Ｌ的 ＭｇＣｌ２溶
液（ｐＨ３．８～８．０）中的溶解度显著优于相同浓度的
ＣａＣｌ２溶液和 ＮａＣｌ溶液。除此之外，植酸作为强金

属螯合剂，与 Ｍｇ２＋可以通过离子键形成络合物［８］，

降低菜籽蛋白中的植酸含量，而将提取过程控制在

弱酸性环境下，也可有效避免碱性 ｐＨ引起的多酚
氧化［９］。综上，弱酸性盐溶液理论上有利于菜籽蛋

白的提取，但前人研究多关注于提取效率，而少有涉

及菜籽蛋白的品质评价。

本研究在前人的研究基础上，以脱脂低温压榨

菜籽饼为原料，探究弱酸（ｐＨ５．０～７．０）高浓度盐
溶液（５０～２５０ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２）对菜籽蛋白提取的影
响，并采用单因素实验和正交实验优化提取工艺，同

时，比较该法制备的菜籽蛋白与传统的碱提酸沉法

制备的菜籽蛋白的感官特性（气味、色泽）和抗营养

因子含量差异，以期为弱酸高盐法菜籽蛋白的应用

提供理论依据与科学基础。

１　材料与方法
１．１　实验材料

低温压榨菜籽饼，购自湖北仙桃。正己烷、氯化

镁、盐酸、氢氧化钠、碳酸钠，国药集团化学试剂有限

公司；单宁、植酸，阿拉丁试剂有限公司；黑芥子硫苷

酸钾，麦克林生化科技有限公司；ＢＳＡ试剂盒，碧云
天生物科技。

ＡＬ２０４分析天平，梅特勒－托利多仪器有限公
司；ＤＦ－１０１Ｓ集热式恒温加热磁力搅拌器；ＴＧＬ２０５
离心机；ＦＤ５－３冷冻干燥机；ＥｎＳｐｉｒｅ酶标仪，珀金
埃尔默仪器有限公司；Ｖ１２００可见分光光度计；ＪＫ
９８７０凯氏定氮仪；ＳＴ２１００ｐＨ计；电子鼻 Ｃ－Ｎｏｓｅ；
ＵｌｔｒａＳｃａｎＶＩＳ色差仪，ＨｕｎｔｅｒＬａｂ公司。
１．２　实验方法
１．２．１　菜籽蛋白的提取

对低温压榨菜籽饼采用乙醚浸泡脱脂后进行蛋

白提取。

弱酸高盐法：取５ｇ脱脂低温压榨菜籽饼，按照
一定料液比加入一定浓度的 ＭｇＣｌ２提取液，用 １
ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＯＨ溶液调节ｐＨ至一定值，一定水浴温
度下搅拌提取一定时间，离心（４℃，４０００ｒ／ｍｉｎ，１５
ｍｉｎ）后取上清液，再用１ｍｏｌ／Ｌ的ＨＣｌ溶液调节ｐＨ
为４．０，静置１ｈ，离心收集沉淀，将沉淀真空冻干后
得到菜籽蛋白（ＲＰ１）。

碱提酸沉法：取５ｇ脱脂低温压榨菜籽饼按料
液比１∶３０加入去离子水，用１ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＯＨ溶液
调 ｐＨ到 １１．０，５０℃水浴搅拌提取 ９０ｍｉｎ，离心
（４℃，４０００ｒ／ｍｉｎ，１５ｍｉｎ）后取上清液，用１ｍｏｌ／Ｌ
的ＨＣｌ溶液将 ｐＨ调为４．０，静置１ｈ，离心收集沉

５５２０２４年第４９卷第５期　　　　　　　　　　　　　中　国　油　脂



淀，冷冻干燥后得到菜籽蛋白（ＲＰ２）。
１．２．２　蛋白质含量及菜籽蛋白提取率的测定

参考ＧＢ５００９．５—２０１６中凯氏定氮法（蛋白质
换算系数Ｎ＝６．２５）测定蛋白质的含量，按照公式
（１）计算菜籽蛋白提取率（Ｙ）。

Ｙ＝Ａ２／Ａ１×１００％ （１）
式中：Ａ１为原料中蛋白质的质量，ｇ；Ａ２为提取

上清液中蛋白质的质量，ｇ。
１．２．３　感官特性的测定

气味：采用电子鼻测定。分别称取 ５ｇＲＰ１、
ＲＰ２于２０ｍＬ顶空瓶内，５０℃水浴加热３０ｍｉｎ，进样
针插入顶空瓶，电子鼻进行测定，测定条件为进样时

间１２０ｓ，检测时间３０ｓ，清洗时间１２０ｓ，气体流速
１Ｌ／ｍｉｎ，电子鼻传感器类型见表１。

表１　电子鼻传感器类型

传感器 　　响应物质 传感器 　　响应物质
Ｓ１ 短链烷烃 Ｓ１５ 对含氮类物质敏感

Ｓ２ 含碳物质等 Ｓ１６ 对硫化物敏感

Ｓ３ 氢气 Ｓ１７ 含氢物质

Ｓ４ 硫化物 Ｓ１８ 酒精，部分有机溶剂等

Ｓ５ 含氮类物质 Ｓ１９ 对醇类、醛类、酮类、

苯类敏感

Ｓ６ 醛酮类 Ｓ２０ 对短链烷烃类敏感

Ｓ７ 短链烷烃类可燃性

气体
Ｓ２１ 可燃性气体等

Ｓ８ 液化气 Ｓ２２ 挥发性有机化合物

Ｓ９ 烷烃类、醇类、酮

类等
Ｓ２３ 对烷烃、烯烃、芳烃等

敏感

Ｓ１０ 氢气、含氢物质 Ｓ２４ 对烷烃、烯烃、氢气等

敏感

Ｓ１１ 烷烃、一氧化碳等 Ｓ２５
对烷烃类、一氧化碳、

烯醛类、醇类、氮氧化

物、酮类、醛类等敏感

Ｓ１２ 部分有机溶剂 Ｓ２６ 对部分有机溶剂敏感

Ｓ１３ 短链烷烃类 Ｓ２７
硫化物、氮化物、碳化

物、碳氢化合物以及

氮氧化合物等

Ｓ１４ 短链烷烃 Ｓ２８ 对短链烷烃敏感

　　色泽：采用色差仪进行测定。用黑白板对仪器
进行校正，设置反射模式为镜面反射，取适量样品加

入比色皿，记录样品的Ｌ、ａ、ｂ值。
１．２．４　抗营养因子含量的测定

参照ＧＢ／Ｔ２７９８５—２０１１的 Ｆｏｌｉｎ－Ｄｅｎｉｓ比色
法测定单宁含量；参考时侠清等［１０］的方法，采用硫

酸铁铵－双吡啶比色法测定植酸含量。
硫苷含量的测定参考王宁惠［１１］的方法，并稍作

修改。取１００ｍｇ样品加入１０ｍＬ具塞试管中，沸水

浴中干蒸１０ｍｉｎ，向样品中加入１０ｍＬ９０℃热水，
再在沸水浴中蒸煮３０ｍｉｎ，中间搅动两次，冷却后加
水稀释至１０ｍＬ，摇匀，离心取上清液，向上清液中
加入２ｍＬ０．１％羧甲基纤维素钠溶液，再加入１ｍＬ
氯化钯显色溶液，摇匀后于２４℃水浴锅中放置３ｈ，
在５４０ｎｍ处测定吸光度，以含有０．１％羧甲基纤维
素钠的氯化钯溶液作参比溶液，代入以黑芥子硫苷

酸钾绘制的标准曲线方程中计算硫苷含量。

１．２．５　数据处理
采用 Ｅｘｃｅｌ２０１９统计分析和 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ

９．０软件进行数据处理、分析、作图，所有实验数据
平行测定３次。
２　结果与分析
２．１　弱酸高盐法菜籽蛋白提取单因素实验
２．１．１　提取温度对菜籽蛋白提取率的影响

在料液比１∶２０、提取液浓度 ２００ｍｍｏｌ／Ｌ、提取
ｐＨ６．０、提取时间９０ｍｉｎ的条件下，考察提取温度
对菜籽蛋白提取率的影响，结果如图１所示。

　注：不同字母表示存在显著差异（ｐ＜０．０５）。下同

图１　提取温度对菜籽蛋白提取率的影响

　　由图１可知，菜籽蛋白提取率随着提取温度的
升高呈现先上升后下降的趋势。在２５～５０℃时，随
着提取温度的上升，菜籽蛋白提取率升高，在５０℃
达到最大，为（３９．７１±０．７８）％。然而，当提取温度
超过５０℃后，菜籽蛋白提取率明显下降，当提取温度
升到７０℃时，菜籽蛋白提取率急速降低到（１７．１４±
１．０２）％，仅约为 ２５℃时的 １／２。这是由于在一定
温度范围内，温度的升高可以降低体系黏度从而加

快分子运动，增加蛋白质的溶解度，而温度过高导致

菜籽蛋白变性，如１２Ｓ清蛋白的变性温度为６０℃，蛋
白质变性后，其高级结构被破坏，溶解度降低，导致提

取液中的蛋白质含量下降［１２］。因此，选择提取温度

为５０℃。
２．１．２　提取ｐＨ对菜籽蛋白提取率的影响

在料液比１∶２０、提取液浓度２００ｍｍｏｌ／Ｌ、提取
温度５０℃、提取时间９０ｍｉｎ的条件下，考察提取ｐＨ
对菜籽蛋白提取率的影响，结果如图２所示。
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图２　提取ｐＨ对菜籽蛋白提取率的影响

　　由图２可知，随着提取ｐＨ从５．０升高至６．０，菜
籽蛋白提取率显著升高（ｐ＜０．０５），在 ｐＨ６．０时菜
籽蛋白提取率达到（３１．５７±０．５４）％，在 ｐＨ升至
６５时菜籽蛋白提取率略有上升，为（３１．６８±
１０８）％，但与 ｐＨ６．０的无显著差异（ｐ＞０．０５）。
当ｐＨ继续升高至７．０时，菜籽蛋白提取率下降至
（２８．１０±１．０１）％。菜籽１２Ｓ球蛋白的等电点在ｐＨ
７．０附近［３］，在等电点时，蛋白质由于强烈的分子间

相互作用而聚集沉淀，从而降低蛋白质的溶解

度［１３］。另外，实验发现，随着 ｐＨ的逐渐升高，提取
液颜色由浅棕色转为深褐色，这可能是由于多酚类

化合物通过共价作用与蛋白质结合形成了更多的复

合物［５］。综合考虑，选择ｐＨ６．０为最佳ｐＨ。
２．１．３　提取时间对菜籽蛋白提取率的影响

在料液比１∶２０、提取液浓度２００ｍｍｏｌ／Ｌ、提取
ｐＨ６．０、提取温度５０℃的条件下，考察提取时间对
菜籽蛋白提取率的影响，结果如图３所示。

图３　提取时间对菜籽蛋白提取率的影响

　　由图３可知，随着提取时间的延长，菜籽蛋白提
取率呈现先上升后下降的趋势。在３０～１５０ｍｉｎ时，
菜籽蛋白提取率由（３０．３８±１．０５）％上升至（３９．０８±
０．８４）％，随提取时间的延长，可溶性蛋白溶解增加，
当提取时间达到１５０ｍｉｎ时，可溶性蛋白已经基本完
全溶解，达到传质平衡［１４］。继续延长提取时间至１８０
ｍｉｎ后，提取率下降至（３５．０６±０．６７）％，说明继续延
长提取时间对菜籽蛋白提取率并没有促进作用。综

合考虑，选择提取时间１５０ｍｉｎ较合适。
２．１．４　提取液浓度对菜籽蛋白提取率的影响

在料液比 １∶２０、提取 ｐＨ６．０、提取时间 １５０

ｍｉｎ、提取温度５０℃的条件下，考察提取液浓度对菜
籽蛋白提取率的影响，结果如图４所示。

图４　提取液浓度对菜籽蛋白提取率的影响

　　由图４可知，菜籽蛋白提取率随着提取液浓度
的增大呈先上升后下降的趋势，提取液浓度为５０～
１５０ｍｍｏｌ／Ｌ时，菜籽蛋白提取率由 （２４．７５±
０６０）％上升至（３２．７６±０．１６）％。在盐浓度较低
时，随盐浓度增大，蛋白质与水分子的相互作用加

强，溶解度增加，表现为盐溶效应［１５］，因此菜籽蛋白

提取率逐渐上升，但当提取液浓度超过１５０ｍｍｏｌ／Ｌ
时，盐离子破坏了菜籽蛋白水化层，蛋白质溶解度降

低，表现为盐析效应［１６］，菜籽蛋白提取率反而会下

降。因此，选择提取液浓度为１５０ｍｍｏｌ／Ｌ较合理。
２．１．５　料液比对菜籽蛋白提取率的影响

在提取液浓度１５０ｍｍｏｌ／Ｌ、提取 ｐＨ６．０、提取
时间１５０ｍｉｎ、提取温度５０℃的条件下，考察料液比
对菜籽蛋白提取率的影响，结果如图５所示。

图５　料液比对菜籽蛋白提取率的影响

　　由图５可知，在料液比１∶１０～１∶２５时，菜籽蛋
白提取率先上升后平缓，之后在料液比１∶３０时达到
最大〔（４４．９２±０．１５）％〕，料液比继续增加至１∶３５
时，菜籽蛋白提取率下降。综合考虑，选择最佳料液

比为１∶３０。
２．２　弱酸高盐法菜籽蛋白提取的正交实验优化

在单因素实验的基础上选择提取温度（Ａ）、提
取ｐＨ（Ｂ）、提取时间（Ｃ）、提取液浓度（Ｄ）和料液比
（Ｅ）为考察因素，以菜籽蛋白提取率（Ｙ）为考察指
标，设计Ｌ１６（４

５）正交实验，优化菜籽蛋白质提取工

艺参数。正交实验因素与水平见表２，正交实验设
计及结果见表３。
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表２　正交实验因素与水平

水平
Ａ提取
温度／℃

Ｂ提取
ｐＨ

Ｃ提取
时间／ｍｉｎ

Ｄ提取液浓度／
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

Ｅ料液
比

１ ３０ ５．５ ６０ １００ １∶２０
２ ４０ ６．０ ９０ １５０ １∶２５
３ ５０ ６．５ １２０ ２００ １∶３０
４ ６０ ７．０ １５０ ２５０ １∶３５

表３　正交实验设计及结果

实验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ Ｙ／％
１ １ １ １ １ １ ３１．８１±１．１６
２ １ ２ ２ ２ ２ ３４．８４±１．９７
３ １ ３ ３ ３ ３ ３６．１１±１．７２
４ １ ４ ４ ４ ４ ３７．０４±０．５９
５ ２ １ ２ ３ ４ ３７．４５±１．８８
６ ２ ２ １ ４ ３ ３７．９７±１．０８
７ ２ ３ ４ １ ２ ３９．７７±２．８３
８ ２ ４ ３ ２ １ ３０．０７±２．７４
９ ３ １ ３ ４ ２ ３６．７１±０．８２
１０ ３ ２ ４ ３ １ ３３．５９±０．５１
１１ ３ ３ １ ２ ４ ４２．７７±２．２２
１２ ３ ４ ２ １ ３ ３９．１９±２．６４
１３ ４ １ ４ ２ ３ ３７．４２±０．７７
１４ ４ ２ ３ １ ４ ３１．６０±１．２６
１５ ４ ３ ２ ４ １ ３０．６０±０．６１
１６ ４ ４ １ ３ ２ ２９．９２±１．４６
ｋ１ ３４．９５３５．８５３５．６２３５．５９３１．５２
ｋ２ ３６．３２３４．５０３５．５２３６．２８３５．３１
ｋ３ ３８．０６３７．３１３３．６２３４．２７３７．６７
ｋ４ ３２．３８３４．０６３６．９５３５．５８３７．２２
Ｒ　 ５．６８ ３．２５ ３．３３ ２．０１ ６．１５

　　由表３可知，５个因素对菜籽蛋白提取率的影
响大小为Ｅ＞Ａ＞Ｃ＞Ｂ＞Ｄ，即料液比＞提取温度＞
提取时间 ＞提取 ｐＨ＞提取液浓度，最优方案为
Ａ３Ｂ３Ｃ４Ｄ２Ｅ３，即提取温度５０℃、提取 ｐＨ６．５、提取
时间１５０ｍｉｎ、提取液浓度１５０ｍｍｏｌ／Ｌ、料液比１∶３０。
在最优方案下进行３次重复实验，菜籽蛋白提取率为
（４８．００±１．１２）％，纯度为（７３．９９±２．８７）％。
２．３　菜籽蛋白的感官特性
２．３．１　气味

两种菜籽蛋白的电子鼻测定结果如图６所示。

图６　两种菜籽蛋白的电子鼻雷达图

　　由图６可知，Ｓ１、Ｓ２、Ｓ１５、Ｓ１６、Ｓ２４传感器对两
种菜籽蛋白样品的气味响应值存在差异，其对 ＲＰ１
的响应值分别为 ０．９５、０．９８、０．９８、０．９８、０．７９，对
ＲＰ２的响应值分别为１．０５、１０５、１．１０、１．０５、０．８７，
ＲＰ１的响应值整体低于ＲＰ２的。根据表１中传感器
对应的响应物质可知，相比ＲＰ２，ＲＰ１含有较少的硫
化物、烷烃类物质，气味更佳。

硫苷在不同环境下降解生成的物质不同，在偏中

性（ｐＨ５～８）条件下生成异硫氰酸酯，在碱性条件下
生成唑烷、二硫化碳［１７］等，因此推断硫苷降解产物

的不同可能导致了ＲＰ１和ＲＰ２气味的差异。综上所
述，弱酸高盐法菜籽蛋白比碱提酸沉法菜籽蛋白具有

更易于让人接受的气味。

２．３．２　色泽
两种菜籽蛋白的色泽测定结果见表４和图７。

表４　两种菜籽蛋白色差值

样品 Ｌ值 ａ值 ｂ值

ＲＰ１ ８８．６±０．２ａ －２．０±０．０ｂ １３．２±０．３ａ

ＲＰ２ ４３．７±０．８ｂ ３．４±０．１ａ ６．７±０．６ｂ

　注：同列不同小写字母表示差异显著（ｐ＜０．０５）。下同

图７　两种菜籽蛋白粉末颜色对比

　　由表４可知，ＲＰ１的Ｌ、ａ、ｂ值分别为８８．６±
０．２、－２．０±０．０和１３．２±０．３，ＲＰ２的 Ｌ、ａ、ｂ

值分别为４３．７±０．８、３．４±０．１和６．７±０．６，两种
菜籽蛋白的Ｌ、ａ、ｂ值差异显著（ｐ＜０．０５）。结
合图７观察，ＲＰ１为浅黄色，ＲＰ２为棕褐色，这种强
染色主要是由于酚类化合物氧化产物的存在所导致

的，一般来说，酚类化合物可以通过共价相互作用与

菜籽蛋白形成深色复合物［１８］。综上，弱酸高盐法菜

籽蛋白色泽较碱提酸沉法的浅。

２．４　菜籽蛋白的抗营养因子含量
两种菜籽蛋白的抗营养因子含量见表５。

表５　两种菜籽蛋白的抗营养因子含量

样品 单宁／％ 植酸／％ 硫苷／（μｍｏｌ／ｇ）
ＲＰ１ ０．９０±０．０６ａ ０．０４±０．０１ｂ ＮＤ
ＲＰ２ ０．７１±０．０１ｂ ０．４２±０．０２ａ ２１．７１±０．２２

　注：ＮＤ表示未检出
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　　由表５可知，ＲＰ１的单宁含量显著高于 ＲＰ２的
（ｐ＜０．０５），说明提取方式对单宁含量有明显的影
响。ＲＰ１的植酸含量显著低于 ＲＰ２的（ｐ＜０．０５），
这是因为弱酸高盐法提取过程中，植酸与Ｍｇ２＋螯合
生成沉淀［８］后可以通过离心除去，而在碱性溶液中

无沉淀产生，因此 ＲＰ２中植酸含量更高。ＲＰ２中硫
苷含量为（２１．７１±０．２２）μｍｏｌ／ｇ，而 ＲＰ１中未检测
到硫苷，表明相比弱酸环境提取，碱性溶液提取不利

于去除菜籽蛋白中的硫苷，Ｚｈａｎｇ等［１９］研究发现在

ｐＨ８～１２范围内，硫苷含量与 ｐＨ成正比。综合来
看，采用弱酸高盐法提取对降低菜籽蛋白中抗营养

因子含量是有积极作用的，这对于菜籽蛋白在食品

中的开发利用非常重要。

３　结　论
本实验确定了弱酸高盐法提取菜籽蛋白的最佳

工艺条件为提取温度５０℃、提取 ｐＨ６．５、提取时间
１５０ｍｉｎ、提取液 ＭｇＣｌ２浓度 １５０ｍｍｏｌ／Ｌ、料液比
１∶３０，在最佳条件下菜籽蛋白提取率为（４８．００±
１．１２）％，纯度为（７３．９９±２．８７）％。最佳条件下制
备的菜籽蛋白的单宁含量为（０．９０±０．０６）％，植酸
含量为（０．０４±０．０１）％，未检测出硫苷。与传统的
碱提酸沉法制备的菜籽蛋白相比，弱酸高盐法提取

的菜籽蛋白具有植酸低、色泽浅和气味佳等特性。

本研究结果可为菜籽蛋白高值化利用及其资源开发

提供科学基础与理论支撑。今后还可以结合超滤法

分离菜籽蛋白，降低盐分，进一步促进食用化菜籽蛋

白产品的开发。
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