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摘要：为获得高纯度的澳洲坚果蛋白粉，以低纯度澳洲坚果蛋白粉为原料，采用单因素试验和正交试

验确定糖化酶纯化澳洲坚果蛋白粉的最佳工艺条件，在最佳工艺条件下进行中试生产实践（澳州坚果

仁—压榨制油—粉碎—脱脂饼粉—加水磨浆—碱溶酸沉—酶解纯化—喷雾干燥—纯化蛋白粉），对

纯化后蛋白粉的溶解度、乳化性、持水性和吸油性进行测定，并比较了纯化前后蛋白粉的氨基酸组成

及含量。结果表明：澳洲坚果蛋白粉最佳纯化工艺条件为加酶量１００Ｕ／ｇ、酶解温度５５℃、酶解时间
９０ｍｉｎ、料液比１∶８，在此条件下进行中试生产实践，制备的蛋白粉蛋白质含量为７６．８７％，蛋白得率为
３２．５６％，蛋白质提取率为９４．８１％；纯化蛋白粉在ｐＨ５．０时溶解度最小、乳化性最低，持水性和吸油
性在６０℃时达到最大；纯化后蛋白粉的氨基酸组成丰富，富含７种必需氨基酸，氨基酸总量为６５１７
ｇ／１００ｇ，高于纯化前的。综上，澳洲坚果纯化蛋白粉具有良好的品质和功能特性。
关键词：澳洲坚果；蛋白粉；糖化酶；生产实践；功能特性
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　　澳洲坚果是我国重要的木本油料之一，因富含油
脂和蛋白质，具有较高的营养和商业价值［１－２］。澳洲

坚果饼粕中蛋白质含量高达２５％，是蛋白质的优质
来源［３－４］。澳洲坚果蛋白主要由谷蛋白（６３．１８％）、
球蛋白（１４．５８％）、醇溶蛋白（１４．９５％）、清蛋白
（７２９％）组成，经碱溶酸沉方法制备的澳州坚果蛋
白粉中蛋白质含量为６５．４６％，纯度较低，不适合应
用于高品质蛋白粉的精深加工，因此须对其进行纯

化处理［５］。

蛋白纯化方法主要有沉淀法、层析法、过滤法、

酶解法等，其中酶解法主要是将蛋白粉中可溶性糖

等非蛋白质组分溶出，在蛋白纯化方面有着广泛的

应用［６－７］。目前，糖化酶已在核桃蛋白［８－９］、米糠蛋

白［１０］、棉籽蛋白［１１］、美藤果蛋白［１２］等蛋白的纯化

中应用，并取得了较好的纯化效果。例如：高盼

等［８］采用糖化酶纯化核桃分离蛋白，蛋白纯度高达

９４３７％，并证明了糖化酶纯化法得到的核桃分离蛋
白品质较好；代蒧鑫等［９］采用糖化酶对核桃分离蛋

白进行了纯化，最佳纯化条件为加酶量０．４％、料液
比１∶４０、ｐＨ４．５、酶解温度５３℃、酶解时间１２９ｍｉｎ，
在此条件下蛋白质含量提高至９４．４８％；彭吟雪等［１２］

采用糖化酶纯化美藤果蛋白，产品纯度高达９０％。
本研究采用糖化酶对澳洲坚果分离蛋白进行纯

化，通过单因素试验和正交试验确定最佳纯化工艺

条件，并结合云南省木本油料工程研究中心建立的

木本油料蛋白粉制备中试生产线，对澳洲坚果分离

蛋白的最佳酶法纯化工艺进行中试生产实践，以期

为澳洲坚果蛋白的精深加工提供技术支撑。

１　材料与方法
１．１　试验材料

澳洲坚果蛋白粉〔由澳洲坚果仁经液压压榨制

油后获得的脱脂饼（蛋白质含量 ２６．４０％）经碱溶
（ｐＨ１０．０）、酸沉（ｐＨ５．０）、喷雾干燥后［５］获得（蛋

白质含量为６４３７％）〕，云南省木本油料工程技术研
究中心；糖化酶（酶活力２０万Ｕ／ｇ），庞博生物公司。

ＵＤＫ－１５９全自动凯氏定氮仪，意大利ＶＥＬＰ公
司；６ＹＹ－２８０全自动液压榨油机，山东沂水阳东机
械有限公司；４０ｋｇ／ｄ蛋白粉生产线，云南省木本油
料工程技术研究中心；Ａ３００氨基酸自动分析仪，德
国曼默博尔公司；ＬＧＪ－１００Ｆ真空冷冻干燥机，北京
松源华兴科技发展有限公司。

１．２　试验方法
１．２．１　澳洲坚果蛋白粉的纯化流程

取１０ｇ澳洲坚果蛋白粉，按照一定料液比向其
中加入一定质量的水，混合均匀，调节混合液 ｐＨ至
５．０，添加一定量的糖化酶，在一定温度下酶解一定
时间，酶解完成后高温灭酶（９０℃，１５ｍｉｎ），５０００
ｒ／ｍｉｎ下离心２０ｍｉｎ，收集提取液，调节 ｐＨ为７．０，
真空冷冻干燥后获得纯化蛋白粉。

１．２．２　澳洲坚果蛋白粉中试生产实践工艺流程
澳洲坚果蛋白粉制备中试生产线主要由胶体

磨、碱溶罐、酸沉罐、酶解罐、卧式离心机、浓缩机、高

压均质机、喷雾系统、包装机等组成，产量为

４０ｋｇ／ｄ。工艺流程如图１所示。

图１　澳洲坚果蛋白粉中试生产实践工艺流程
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１．２．３　蛋白纯度测定
参考ＧＢ５００９．５—２０１６《食品安全国家标准 食

品中蛋白质的测定》，采用全自动凯氏定氮仪测定

蛋白质含量，产品中蛋白质含量即为其纯度。中试

生产线中，蛋白质提取率（Ｘ１）按照式（１）计算，蛋白
得率（Ｘ２）按照式（２）计算。

Ｘ１＝ｍ１Ｃ１／（ｍ２Ｃ２）×１００％ （１）
Ｘ１＝ｍ１／ｍ２×１００％ （２）
式中：ｍ１为纯化蛋白粉质量，ｇ；Ｃ１为纯化蛋白

粉中蛋白质含量；ｍ２为澳洲坚果脱脂饼粉质量，ｇ；
Ｃ２为澳洲坚果脱脂饼中蛋白质含量。
１．２．４　功能特性的测定

参考程赞等［１３］的方法对澳洲坚果纯化蛋白粉

在不同ｐＨ条件下的溶解性和乳化性以及不同温度

条件下的持水性和吸油性进行测定。

１．２．５　氨基酸组成及含量的测定
依据ＧＢ５００９．１２４—２０１６《食品安全国家标准

食品中氨基酸的测定》采用氨基酸自动分析仪测定

纯化前后澳洲坚果蛋白粉的氨基酸组成及含量。

１．２．６　数据处理
分别采用 Ｅｘｃｅｌ和 ＳＰＳＳ软件进行数据处理和

绘图。

２　结果与分析
２．１　澳洲坚果蛋白粉纯化工艺单因素试验

按１．２．１方法，采用单因素试验考察加酶量、酶
解温度、酶解时间、料液比４个因素对澳洲坚果蛋白
纯度的影响，结果如图２所示。

　　

　　
　注：基础试验条件为料液比１∶６、酶解时间６０ｍｉｎ、酶解温度５５℃、加酶量１００Ｕ／ｇ；不同小写字母表示具有显著性差异（ｐ＜
００５）

图２　加酶量、酶解温度、酶解时间和料液比对澳洲坚果蛋白纯度的影响

　　由图２可知：随着加酶量的增加，澳洲坚果蛋白
纯度不断提高，当加酶量超过１００Ｕ／ｇ时，蛋白纯度
增幅趋于平缓，考虑到生产成本，选取最适加酶量为

１００Ｕ／ｇ；当酶解温度为４５～６５℃时，澳洲坚果蛋白
纯度呈现典型的峰形，在５５℃时达到最大值，因此
选取最适酶解温度为５５℃；随着酶解时间的延长，
澳洲坚果蛋白纯度先上升后下降，在酶解９０ｍｉｎ时
达到最大值，因此选取最适酶解时间为９０ｍｉｎ；随着
料液比的减小，澳洲坚果蛋白纯度逐渐增加，当料液

比达到１∶６后，蛋白纯度增幅趋于平缓，当料液比超
过１∶８后，蛋白纯度下降，因此选取最适料液比为
１∶６。

２．２　澳洲坚果蛋白粉纯化工艺正交试验
在单因素试验的基础上，选取加酶量（Ａ）、酶解

温度（Ｂ）、酶解时间（Ｃ）、料液比（Ｄ）为考察因素，以
蛋白纯度为考察指标，设计 Ｌ９（３

４）四因素三水平正

交试验，以优化澳洲坚果蛋白粉纯化工艺。正交试验

因素与水平见表１，正交试验设计及结果见表２。
表１　正交试验因素与水平

水平
Ａ加酶量／
（Ｕ／ｇ）

Ｂ酶解
温度／℃

Ｃ酶解时间／
ｍｉｎ

Ｄ料液比

１ ５０ ５０ ６０ １∶４

２ ７５ ５５ ９０ １∶６

３ １００ ６０ １２０ １∶８
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表２　正交试验设计及结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 蛋白纯度／％
１ １ １ １ １ ７０．２６
２ １ ２ ２ ２ ７３．８６
３ １ ３ ３ ３ ７３．９３
４ ２ １ ２ ３ ７２．１４
５ ２ ２ ３ １ ７３．５６
６ ２ ３ １ ２ ７２．５８
７ ３ １ ３ ２ ７２．６５
８ ３ ２ １ ３ ７５．３４
９ ３ ３ ２ １ ７４．６８
ｋ１ ７２．６８ ７１．６８ ７２．７３ ７２．８３
ｋ２ ７２．７６ ７４．２５ ７３．５６ ７３．０３
ｋ３ ７４．２２ ７３．７３ ７３．３８ ７３．８０
Ｒ １．５４ ２．５７ ０．８３ ０．９７

　　由表２可知，４个因素对澳洲坚果蛋白纯度影
响的主次顺序为 Ｂ＞Ａ＞Ｄ＞Ｃ，即酶解温度 ＞加酶
量＞料液比＞酶解时间。澳洲坚果蛋白粉纯化最佳
工艺条件为Ａ３Ｂ２Ｃ２Ｄ３，即加酶量１００Ｕ／ｇ、酶解温度
５５℃、酶解时间９０ｍｉｎ、料液比１∶８。
２．３　澳洲坚果蛋白粉纯化中试生产实践

采用正交试验最佳工艺条件进行澳洲坚果蛋白

粉纯化中试生产实践，具体操作如下。

（１）脱脂饼粉制备：将澳洲坚果仁通过全自动液
压榨油机进行压榨制油（室温，４８ＭＰａ，４ｈ），饼经万能
粉碎机粉碎后过２５０μｍ（６０目）筛，获得脱脂饼粉。

（２）加水磨浆：将３０ｋｇ脱脂饼粉加入到物料

罐，加入３０Ｌ软水进行搅拌，输送至胶体磨进行磨
浆２～３次。

（３）碱溶酸沉：将浆料输送至碱溶罐中，加入
２７０Ｌ软水，６０ｒ／ｍｉｎ搅拌并加热至４５℃，调 ｐＨ至
１０．０，碱溶６０ｍｉｎ，泵入卧螺离心机分离，固相可进
行二次碱溶萃取，萃取液泵入酸沉罐（加热至

４５℃），调ｐＨ至５．０，酸沉３０ｍｉｎ，泵入卧螺离心机
分离，固相蛋白凝胶输送至酶解罐。

（４）酶解纯化：由于糖化酶最适 ｐＨ与酸沉 ｐＨ
相近，故酸沉获得蛋白凝胶后直接进行酶解纯化工

艺。按料液比１∶８加入软水，６０ｒ／ｍｉｎ搅拌并加热
至 ５５℃，调节 ｐＨ至 ５．０，加入 １５ｇ糖化酶
（１００Ｕ／ｇ），酶解９０ｍｉｎ后，泵入卧螺离心机分离，
固相蛋白凝胶输送至水洗罐，水洗３～４次。

（５）喷雾干燥：按固形物２５％加入软水，泵入高
压均质机均质 ３次，再泵入喷雾干燥塔进行干燥
（进风温度１７０～１９０℃，出风温度７０～８５℃），获得
澳洲坚果分离蛋白粉。

中试生产实践结果表明，澳洲坚果分离蛋白得

率为３２．５６％，蛋白质提取率为９４．８１％，蛋白纯度
为７６８７％。
２．４　澳洲坚果蛋白粉的功能特性

澳洲坚果纯化蛋白粉的溶解度、乳化性、持水性

和吸油性如图３所示。

　　　

　　　
图３　澳洲坚果蛋白粉的溶解度、乳化性、持水性、吸油性

　　由图３可知：澳洲坚果蛋白粉的溶解度随 ｐＨ
的升高先下降后升高，在等电点ｐＨ５．０［５］时溶解度
最小；在等电点ｐＨ５．０时，澳洲坚果蛋白粉乳化性
最低，在碱性条件下其乳化性增加，与溶解度变化规

律相似，均呈Ｖ型曲线，说明蛋白粉的溶解性越好，
其乳化性也越好，但蛋白粉的乳化性主要与蛋白质

的亲水亲油平衡性密切相关［１４］；澳洲坚果蛋白粉持

水性随着温度的升高先增高，在６０℃时持水性达到
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最大值，超过６０℃时持水性降低，这是因为温度过
高促使蛋白质变性，导致吸水能力变弱；随着温度的

升高，澳洲坚果蛋白粉的吸油性先升高后降低，在

６０℃时达到最大值。
２．５　澳洲坚果蛋白粉氨基酸组成

纯化前后澳洲坚果蛋白粉的氨基酸组成与含量

见表３。
表３　纯化前后澳洲坚果蛋白粉的

氨基酸组成及含量 ｇ／１００ｇ

氨基酸 纯化前 纯化后

谷氨酸Ｇｌｕ １１．６０ １３．８４
精氨酸Ａｒｇ ７．８３ ８．０４
天冬氨酸Ａｓｐ ５．５０ ５．９２
亮氨酸Ｌｅｕ ４．５４ ５．２４
甘氨酸Ｇｌｙ ３．２５ ３．７６
酪氨酸Ｔｙｒ ３．３２ ３．６６
缬氨酸Ｖａｌ ２．８９ ３．３４
丙氨酸Ａｌａ ２．６６ ３．１６
丝氨酸Ｓｅｒ ２．５９ ２．８６
苯丙氨酸Ｐｈｅ ２．２５ ２．７４
异亮氨酸Ｉｌｅ ２．２９ ２．６８
苏氨酸Ｔｈｒ ２．１５ ２．４８
赖氨酸Ｌｙｓ ２．３０ ２．３０
脯氨酸Ｐｒｏ １．９９ ２．１４
组氨酸Ｈｉｓ １．３７ １．５２
蛋氨酸Ｍｅｔ １．０５ １．４９
合计 ５７．５８ ６５．１７

　注：表示必需氨基酸

由表３可知，纯化后澳洲坚果蛋白粉氨基酸总
量为６５．１７ｇ／１００ｇ，含有７种人体必需氨基酸（色
氨酸未测），必需氨基酸含量为２０．２７ｇ／１００ｇ，总体
均高于未纯化的。澳洲坚果纯化蛋白粉必需氨基酸

中第一限制氨基酸为蛋氨酸，第二限制氨基酸为赖

氨酸。澳洲坚果纯化蛋白粉中含量高于５ｇ／１００ｇ
的氨基酸有４种，即 Ｇｌｕ、Ａｒｇ、Ａｓｐ和 Ｌｅｕ，Ｇｌｕ含量
高达１３．８４ｇ／１００ｇ。Ｇｌｕ、Ａｒｇ、Ａｓｐ等具有较强的抗氧
化活性［１５］。

３　结　论
本研究采用单因素试验和正交试验优化得到糖

化酶纯化澳洲坚果蛋白粉的最佳工艺条件为加酶量

１００Ｕ／ｇ、酶解温度５５℃、酶解时间９０ｍｉｎ、料液比
１∶８，在此条件下进行中试生产实践，形成了澳洲坚
果分离纯化蛋白粉特殊生产工艺，制备的纯化蛋白

粉蛋白质含量为７６．８７％，蛋白得率为３２．５６％，蛋

白质提取率为９４．８１％，且氨基酸组成丰富，具有良
好的品质和功能特性。
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