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摘要：采用二次正交旋转组合试验设计对碱提酸沉法提取山

核桃饼粕蛋白的工艺进行优化。结果表明，山核桃饼粕蛋白

的等电点为ｐＩ５．０；其最佳提取条件为提取液ｐＨ值９．０，提

取时间１２４ｍｉｎ，提取温度５３℃，料液比１∶２２（犿∶犞），该

条件下的实际平均提取率为（６７．９４±０．０５）％。

关键词：山核桃；饼粕；蛋白质；等电点；碱提酸沉法

犃犫狊狋狉犪犮狋：Ｕｓｉｎｇｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｌｙｒｏｔａｔｉｏｎａｌｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｄｅｓｉｇｎ，ａｌｋａｌｉ

ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎａｎｄａｃｉｄｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎｗａｓｐｒｏｐｏｓｅｄｆｏｒｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｆｐｒｏ

ｔｅｉｎｆｒｏｍ ｗａｌｎｕｔｄｒｅｇｓ．Ｔｈｅｏｐｔｉｍａｌｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅ

ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｅｒｅａｓｆｏｌｌｏｗｓ：ｅｘｔｒａｃｔｉｎｇ ｐＨ ９．０，ｅｘｔｒａｃｔｉｎｇｔｉｍｅ

１２４ｍｉｎ，ｅｘｔｒａｃｔｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ５３℃ａｎｄｓｏｌｉｄｌｉｑｕｉｄｒａｔｉｏ１∶２２

（犿∶犞）．Ｕｎｄｅｒｔｈｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ，ｔｈｅｙｉｅｌｄｏｆｐｒｏｔｅｉｎｗａｓ（６７．９４±

０．０５）％，ａｎｄｉｔｓｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃｐｏｉｎｔｗａｓｐＨ５．０．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｗａｌｎｕｔ；ｄｒｅｇｓ；ｐｒｏｔｅｉｎ；ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃｐｏｉｎｔ；ａｌｋａｌｉｅｘｔｒａｃ

ｔｉｎｇａｃｉｄｓｅｄｉｍｅｎｔａｔｉｏｎｔｅｃｈｎｉｑｕｅ

　　山核桃（犆犪狉狔犪犮犪狋犺犪狔犲狀狊犻狊犛犪狉犵．）是胡桃科山核桃属植

物，主要分布在浙、皖两省交界的天目山一带，是中国特产的

优良干果、油料树种［１，２］。目前，山核桃大部分被用于油脂榨

取，压榨后的饼粕基本被直接丢弃［３］。研究［４，５］发现，山核桃

饼粕中约含有２０％的蛋白质，其蛋白的效价与动物蛋白相

近，含有多种人体必需氨基酸，尤其是精氨酸、谷氨酸、组氨

酸、酪氨酸的含量非常高，且必需氨基酸的含量比例合理，接

近联合国粮农组织和世界卫生组织规定的标准氨基酸配比，

具有很高的食用价值和保健功能。

　　目前用于蛋白提取的方法主要有十六烷基三甲基溴化

铵法、尿素法、脂肪酸盐法、碱提酸沉法等［６］，其中碱提酸沉

法因为操作简单、提取率高，被广泛应用于实际生产中［７］，其

在山核桃饼粕上的应用也倍受关注。赵见军等［８］曾对核桃

粕中蛋白的提取工艺进行优化，但其采用的超声波辅助浸提

法，由于设备的限制离实际生产应用还有一定距离。杨瑾

等［９］曾优化了碱提酸沉法提取山核桃饼粕的工艺，但其是以

冷冻干燥后的粗蛋白为评价指标，有失偏颇。

　　本课题汲取前人
［８，９］的研究经验并做适当调整，以山核

桃为原料，借助二次正交旋转组合试验设计，对碱提酸沉法

提取山核桃饼粕蛋白工艺进行优化，以期为山核桃资源的充

分利用提供理论依据。

１　材料与方法
１．１　材料与试剂

　　冷榨山核桃饼粕：河北黄金龙食用油有限公司；

　　牛血清白蛋白：≥９８．５％，上海金穗生物科技有限公司；

　　石油醚（６０～９０℃）、氢氧化钠、盐酸：分析纯，国药集团

化学试剂有限公司。

１．２　主要仪器设备

　　摇摆式粉碎机：ＤＦＹ５００Ｄ型，温岭市林大机械有限公司；

　　智能型蒸馏器：ＨＲ１０００型，上海华睿仪器有限公司；

　　数显定时消化炉：ＨＲ０８型，上海华睿仪器有限公司；

　　台式高速离心机：ＴＧ１６ＷＳ型，湖南湘仪科学设备有限

公司；

　　数显恒温水浴锅：ＨＨ８型，江苏省金坛市环宇科学仪

器厂；

　　冷冻干燥机：ＦＤ２Ａ型，上海争巧科学仪器有限公司；

　　台式精密酸度计：ＴＰ３１０型，上海雷磁新泾仪器有限

公司；

　　可见分光光度计：７２２Ｎ型，上海圣科仪器设备有限公司。

１．３　方法

１．３．１　工艺流程

　　山核桃饼粕→粉碎（过３０目筛）→干燥（５０℃，２４ｈ）→

脱脂（索氏抽提８ｈ）→调至碱性（ＮａＯＨ）→恒温浸提→离心

（３０００ｒ／ｍｉｎ，２０ｍｉｎ）→上清液→调至酸性（ＨＣｌ）→离心

（３０００ｒ／ｍｉｎ，２０ｍｉｎ）→沉淀→洗至中性（蒸馏水）→真空冷

冻干燥（－１０℃预冻１２ｈ，－３０℃干燥２４ｈ）→山核桃蛋白
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１．３．２　山核桃饼粕蛋白等电点的测定　准确称取山核桃饼

粕２０．０ｇ于烧杯中，按料液比１∶１５（犿∶犞）加入蒸馏水，用

１ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＯＨ溶液调节体系ｐＨ至９．０，于５０℃的恒温

水浴锅内浸提１２０ｍｉｎ。浸提完成后，３０００ｒ／ｍｉｎ离心

２０ｍｉｎ，获取上清液。取１ｍＬ待测液（将１ｍＬ的提取上清

液定容至１００．０ｍＬ）用分光光度计测吸光度值（在５９５ｎｍ

波长下），并根据标准曲线（详见１．３．６）计算出蛋白质含量；

另取７份１５ｍＬ的上清液，以１ｍｏｌ／Ｌ的ＨＣｌ溶液调节体系

ｐＨ分别为３．０，３．５，４．０，４．５，５．０，５．５，６．０，分别离心

（３０００ｒ／ｍｉｎ，２０ｍｉｎ）并取１ｍＬ稀释了１００倍的上清液用

可见分光光度计测吸光度值（在５９５ｎｍ波长下），根据标准

曲线（详见１．３．６）计算出蛋白质含量。以式（１）计算山核桃

饼粕蛋白质的沉淀率，最大时的ｐＨ值即为其等电点。

　　犚１＝
犿１－犿２
犿２

×１００％ （１）

　　式中：

　　犚１———山核桃蛋白质的沉淀率，％；

　　犿１———酸沉前的蛋白质含量，ｍｇ／ｍＬ；

　　犿２———酸沉后的蛋白质含量，ｍｇ／ｍＬ。

１．３．３　单因素试验设计

　　（１）提取时间：在提取温度为５０℃、料液比为１∶１５（犿∶

犞）、ｐＨ为９．０的条件下，考察提取时间（３０，６０，９０，１２０，１５０，

１８０ｍｉｎ）对山核桃饼粕蛋白提取率的影响。

　　（２）提取温度：在提取时间为１２０ｍｉｎ、料液比为１∶１５

（犿∶犞）、ｐＨ为９．０的条件下，考察提取温度（４０，４５，５０，５５，

６０，６５℃）对山核桃饼粕蛋白提取率的影响。

　　（３）料液比：在提取时间为１２０ｍｉｎ、提取温度为５５℃、

ｐＨ为９．０的条件下，考察料液比（１∶１０，１∶１５，１∶２０，１∶

２５，１∶３０，犿∶犞）对山核桃饼粕蛋白提取率的影响。

　　（４）ｐＨ值：在提取时间为１２０ｍｉｎ、提取温度为５５℃、

料液比为１∶２０（犿∶犞）的条件下，考察ｐＨ（８，９，１０，１１，１２）

山核桃饼粕蛋白提取率的影响。

１．３．４　二次正交旋转组合优化试验　根据单因素试验的结

果，并考虑到ＴＰ３１０型台式精密酸度计灵敏度的实际情况，

固定浸提的ｐＨ为９．０不变，以提取时间、提取温度、料液比

为试验因素，山核桃粕蛋白提取率为响应值，采用二次正交

旋转组合试验设计对提取工艺进行优化。

１．３．５　山核桃饼粕中蛋白质含量的测定　按ＧＢ５００９．５—

２０１０执行。

１．３．６　上清液中蛋白含量的测定　采用考马斯亮蓝法。

　　（１）绘制标准曲线：参照文献［１０］的方法，以蛋白质含

量（犡，ｍｇ／ｍＬ）为横坐标，吸光度（犃）为纵坐标，绘制标准曲

线得线性回归方程犃＝４．９５１４犡－０．０１３５（犚２＝０．９９８）。

　　（２）对样品的测定：将离心分离后的山核桃饼粕蛋白提

取液定容至１００ｍＬ，静置后取出１ｍＬ稀释１００倍待测。测

定时，取待测液１ｍＬ参照文献［１０］测吸光度犃 值，并计算

蛋白含量。

１．３．７　蛋白质提取率的测定　蛋白质提取率按式（２）计算：

　　犚２＝
犿３
犿４
×１００％ （２）

　　式中：

　　犚２———蛋白沉淀率，％。

　　犿３———上清液蛋白含量，ｍｇ／ｍＬ；

　　犿４———脱脂后山核桃饼粕中的蛋白含量，ｍｇ／ｍＬ。

１．４　数据处理

　　每次试验重复３次，结果以 珚狓±狊表示。运用ＳＰＳＳ１７．０

进行统计分析，显著水平取Ｐ＜０．０５（差异显著）；借助ＤＰＳ

７．０５进行二次正交旋转组合优化试验。

２　结果与分析
２．１　山核桃饼粕蛋白等电点分析

　　由图１可知，在浸提液ｐＨ为３．０～６．０时，随着ｐＨ的

增加，蛋白的沉淀率呈先增后减的趋势，在ｐＨ为５．０时，沉

淀率最大（Ｐ＜０．０５）。这与文献［８］报道的当ｐＨ 值在５．０

时蛋白质沉淀迅速，离心后上清液清亮，效果较好的情况一

致，故山核桃蛋白的等电点是ｐＩ为５．０。
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图１　ｐＨ对蛋白沉淀率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＥｔｔｅｃｔｓｏｆｐＨｖａｌｕｅｓｏｎｐｒｏｔｅｉｎｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎｒａｔｅ

２．２　单因素试验结果

２．２．１　提取时间对山核桃饼粕蛋白质提取率的影响　由

图２可知，随着提取时间的延长，山核桃饼粕蛋白的提取率

逐渐增加；当提取时间为１２０ｍｉｎ时，蛋白的提取率增幅趋

于平缓（与１５０ｍｉｎ时没有显著性差异，Ｐ＞０．０５）。故提取

时间宜控制在１２０ｍｉｎ左右。
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图２　提取时间对提取率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｅｔｔｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎｐｒｏｔｅｉｎｙｉｅｌｄ

２．２．２　提取温度对山核桃饼粕蛋白提取率的影响　由图３

可知，随着提取温度的升高，蛋白质提取率呈先增后减的趋

势，当提取温度为５５℃时提取率达到最大值（Ｐ＜０．０５）。可

能与蛋白质分子构象随着提取温度的升高而发生改变有关，

提取温度的升高，促进了山核桃蛋白立体结构的伸展，使其

在水分子的热运动下更易溶解［１１］；当提取温度过高时，使得

维持蛋白质空间构象的次级键断裂，天然构象解体，蛋白变

性，提取率降低［１２］。故提取温度宜控制在５５℃左右。
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图３　提取温度对提取率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｅｔｔｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ｏｎｐｒｏｔｅｉｎｙｉｅｌｄ

２．２．３　料液比对山核桃饼粕蛋白提取率的影响　由图４可

知，当料液比≤１∶２０（犿∶犞）时，蛋白提取率随其增大而增加

（Ｐ＜０．０５），之后趋于稳定。可能是在较低料液比时，由于溶

液的黏度较大，分子扩散速率较低，体系分散不均匀，导致体

系中的蛋白溶出困难；随着液料比的增大，蛋白质更易溶出，

因而提取率增加，直至其完全浸出，体系保持动态平衡，提取

率不再改变［１３］。故料液比宜控制在１∶２０（犿∶犞）左右。
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图４　料液比对提取率的影响
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２．２．４　ｐＨ值对山核桃饼粕蛋白质提取率的影响　由图５

可知，当ｐＨ值为９．０时蛋白提取率最高（Ｐ＜０．０５），过高或

者过低的ｐＨ值都不利于蛋白的提取。可能是蛋白的基本

结构中含有氨基和羧基两种官能团，不同的ｐＨ环境会影响

其存在的方式，进而改变溶出效果。并考虑到 ＴＰ３１０型台

式精密酸度计灵敏度的实际情况，确定后续试验提取液的

ｐＨ值为９．０。
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图５　ｐＨ值对提取率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＥｔｔｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｐＨ

ｏｎｐｒｏｔｅｉｎｙｉｅｌｄ

２．３　二次正交旋转组合试验结果

　　二次正交旋转组合设计的因素水平安排及试验结果分

别见表１、２。

表１　二次正交旋转组合设计因素水平表

Ｔａｂｌｅ１　Ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｃｏｄｅｌｅｖｅｌｓｏｆｑｕａｄｒａｔｉｃｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ

ｒｏｔａｔｉｏｎｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｄｅｓｉｇｎ

水平 Ｘ１提取时间／ｍｉｎ Ｘ２提取温度／℃ Ｘ３料液比（犿∶犞）

－１．６８１８ ９５ ４７ １∶１２

－１ １０５ ５０ １∶１５

０ １２０ ５５ １∶２０

１ １３５ ６０ １∶２５

１．６８１８ １４５ ６３ １∶２８

表２　二次正交旋转组合试验结果

Ｔａｂｌｅ２　Ｔｈｅｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｑｕａｄｒａｔｉｃｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｒｏｔａｔｉｏｎ

ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｄｅｓｉｇｎ

序号 Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３ 提取率／％

１ １ １ １ ６７．８

２ １ １ －１ ６６．１

３ １ －１ １ ６６．４

４ １ －１ －１ ６４．２

５ －１ １ １ ６４．４

６ －１ １ －１ ６２．４

７ －１ －１ １ ６３．７

８ －１ －１ －１ ６２．６

９ －１．６８１８ ０ ０ ６３．９

１０ １．６８１８ ０ ０ ６４．２

１１ ０ －１．６８１８ ０ ６６．２

１２ ０ １．６８１８ ０ ６６．４

１３ ０ ０ －１．６８１８ ６５．８

１４ ０ ０ １．６８１８ ６７．７

１５ ０ ０ ０ ６８．３

１６ ０ ０ ０ ６７．９

１７ ０ ０ ０ ６８．１

１８ ０ ０ ０ ６５．５

１９ ０ ０ ０ ６７．８

２０ ０ ０ ０ ６８．２

２１ ０ ０ ０ ６８．１

２２ ０ ０ ０ ６７．７

２３ ０ ０ ０ ６７．９

９８１
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　　对试验结果进行拟合得到回归方程：

　　犢＝６７．７４１１２＋０．８７１６９犡１＋０．３０２８８犡２＋０．７４６５４犡３－

１．４８０２４犡２１－０．６８４７５犡
２
２－０．５２５６５犡

２
３＋０．３５０００犡１犡２＋

０．１００００犡１犡３＋０．０５０００犡２犡３ （３）

　　由表３可知，回归方程的失拟性检验犉１＝２．５９８２０＜

犉０．０１（５，８）＝３．６９不显著（Ｐ＝０．０７６８＞０．０５），说明所选的

二次回归模型适当；回归显著性检验 犉２ ＝６．２５３０４＞

犉０．０１（９，１３）＝４．１７极显著（Ｐ＝０．００４７＜０．０１），说明模型的

预测值与实测值接近，模型成立［９］。在α＝０．１０显著水平剔

除不显著项后，得到简化后的回归方程：

　　犢＝６７．７４１１２＋０．８７１６９犡１＋０．７４６５４犡３－１．４９１６１犡
２
１－

０．６８４７５犡２２－０．５２５６５犡
２
３ （４）

　　由式（４）的各项系数可知，对山核桃饼粕蛋白提取率影

响较大的因素依次为犡１（提取时间）＞犡３（料液比）＞犡２（提

取温度），且这３因素之间不存在差异显著性（Ｐ＜０．０５）的两

两交互作用，故未列出等高线及交互作用图。

　　由表４可知，在９５％的置信区间内当提取时间为１２４～

表３　试验结果方差分析

Ｔａｂｌｅ３　Ｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓ

变异来源 平方和 自由度 均方 偏相关 比值犉 Ｐ值

Ｘ１ １０．３７７１ １ １０．３７７１ ０．６３４９ ８．７８０２ ０．０１１０

Ｘ２ １．２５２８ １ １．２５２８ ０．２７４６ １．０６００ ０．３２２０

Ｘ３ ７．６１１３ １ ７．６１１３ ０．５７５６ ６．４４０１ ０．０２４８

Ｘ２１ ３４．８１５６ １ ３４．８１５６ －０．８３３０ ２９．４５８２ ０．０００１

Ｘ２２ ７．４５０２ １ ７．４５０２ －０．５７１５ ６．３０３８ ０．０２６１

Ｘ２３ ４．３９０４ １ ４．３９０４ －０．４７１４ ３．７１４８ ０．０７６１

Ｘ１Ｘ２ ０．９８００ １ ０．９８００ ０．２４４９ ０．８２９２ ０．３７９１

Ｘ１Ｘ３ ０．０８００ １ ０．０８００ ０．０７２０ ０．０６７７ ０．７９８８

Ｘ２Ｘ３ ０．０２００ １ ０．０２００ ０．０３６１ ０．０１６９ ０．８９８５

回归 ６６．５１２３ ９ ７．３９０３ 犉２＝


６．２５３０４０．００４７

剩余 １５．３６４２ １３ １．１８１９

失拟 ９．５０８７ ５ １．９０１７ 犉１＝２．５９８２００．０７６８

误差 ５．８５５６ ８ ０．７３１９

总和 ８１．８７６５ ２２

表４　各因素的频率分布

Ｔａｂｌｅ４　Ｔｈｅｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｖａｌｕｅｓ

ｏｆｅａｃｈｖａｒｉａｂｌｅ

水平
Ｘ１提取时间

次数 频率

Ｘ２提取温度

次数 频率

Ｘ３料液比

次数 频率

－１．６８１８ ０ ０．００００ ０ ０．００００ ０ ０．００００

－１ ０ ０．００００ ６ ０．３１５８ １ ０．０５２６

０ １０ ０．５２６３ ７ ０．３６８４ ６ ０．３１５８

１ ９ ０．４７３７ ６ ０．３１５８ ６ ０．３１５８

１．６８１８ ０ ０．００００ ０ ０．００００ ６ ０．３１５８

加权数


０．４７４０ ０．００００ ０．７９４０

标准误 ０．１１５０ ０．１８２０ ０．１８２０

９５％置信区间 ０．２４９～０．６９８ －０．３５７～０．３５７ ０．４３７～１．１５１

提取条件 １２４～１３０ ５３～５７ １∶２２～１∶２６

１３０ｍｉｎ，提取温度为５３～５７℃，料液比为１∶２２～１∶２６

（犿∶犞），ｐＨ值９．０时，山核桃蛋白的提取率较高。为节约

生产成本，在实际应用中选定各因素的最低值，即提取时间

１２４ｍｉｎ，提取温度５３℃，料液比１∶２２（犿∶犞），并进行５次

验证实验，其山核桃蛋白的平均提取率为（６７．９４±０．０５）％，

与预测最高值６７．９８％不存在显著性差异（Ｐ＜０．０５），说明

拟合所得的回归方程能较好地指导山核桃蛋白的提取。

３　结论
　　（１）山核桃蛋白的等点电为ｐＩ５．０，这与文献［６］报道的

（ｐＩ４．５～５．５）结果相近，但在该等电点下的最大沉淀率仅为

８９．８％，要低于文献［６］报道的９４．５％，可能是试验原料及蛋

白质检测方法的差异造成的。由于本试验选用的考马斯亮

蓝法极易受到样品中多糖等成分的干扰，所以其检测线性范

围和结果的准确性均比文献［８］所用的双缩脲法差，下一步

将针对此进行对比试验，以明确山核桃蛋白的等电点。

　　（２）山核桃蛋白的最佳提取条件为：ｐＨ９．０，提取时间

１２４ｍｉｎ，提取温度５３℃，料液比１∶２２（犿∶犞），在该条件山

核桃饼粕蛋白的平均提取率为（６７．９４±０．０５）％，与预测的

最高值６７．９８％不存在显著性差异（Ｐ＜０．０５）。考虑到考马

斯亮蓝法仅能检测水溶性蛋白［１４］，故推测山核桃中的实际

蛋白含量要高于该值，未来将借助于液相色谱等技术对其进

行精确测定。
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