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改性方法对核桃浓缩蛋白凝胶性的影响
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摘要#分别采用物理及化学方法对核桃浓缩蛋白进行改性#

通过测定改性后蛋白中游离巯基$二硫键含量及表面疏水性

指数等指标#研究不同的改性方法及条件对核桃浓缩蛋白质

凝胶性的影响#以获得具有形成强凝胶潜力的蛋白质#确定

适宜的改性条件#并对改性前后蛋白凝胶质构性进行分析%

结果表明'物理改性!超声处理"的适宜条件为超声功率

.@$M

#超声时间
%J7<

&化学改性!还原剂亚硫酸钠"的适宜

条件为还原剂加入量
$)%"/JJ'(

)

]

#处理时间
%$J7<

%经

超声改性后的核桃浓缩蛋白#其凝胶性能最优%

关键词#核桃&蛋白质&改性&凝胶性&质构性
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核桃又名胡桃&羌桃!是世界四大干果之一!也是中国重

要的木本油料来源$据统计,

#

-

!

"$##

年中国核桃产量已占

世界核桃年产量的
@.)!%b

!远超过其它国家!产量的增加为

其深加工及核桃油生产提供了充足的原料来源$核桃粕是

核桃榨油的副产物!核桃仁的油脂含量约为
%$b

!

C$b

!而

一般榨油方法的出油率在
/$b

!

B$b

,

"

-

!因此!每吨核桃仁

榨油后!大约会产生
!C$

!

C$$8

Q

核桃粕$蛋白质是核桃粕

的主要成分!在核桃粕中的含量为
!$b

!

@$b

$核桃蛋白富

含
#.

种氨基酸!其中的
.

种人体必需氨基酸含量和比例合

理!是一种优质蛋白资源,

!A@

-

!但往往因为核桃粕的废弃而

造成资源浪费$

植物蛋白在肉制品&饮料&焙烤食品等产品的加工中应

用广泛!尤以大豆蛋白的应用最多,

/

-

$核桃蛋白不仅营养价

值高!而且可消化率达
.C)"b

!生物价达
B.)CCb

,

%

-

!以核桃

蛋白取代大豆蛋白添加到食品中!不仅能够增加食品的营养

价值!还可使食品呈现出独特的质构特性和感官品质$然

而!核桃蛋白在榨油过程中往往发生了不同程度的变性!其

较低的凝胶性会使火腿肠等肉制品的成型性差!易散开!限

制了核桃蛋白在此类食品中的应用,
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!
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$目前!对核桃蛋

C#



白功能特性的研究主要集中在溶解性&乳化性和起泡性方

面,

@

-

!而对于植物蛋白凝胶性的研究多见于大豆蛋白和花生

蛋白的研究中,

.A#$

-

!对核桃蛋白凝胶特性的研究尚未见报

道$本研究以核桃粕中提取制备的核桃浓缩蛋白为原料!拟

分别采用物理&化学方法对其进行改性!通过测定蛋白中游

离巯基'%

3W

(&二硫键'%

3

%

3

%(的含量及表面疏水性指

数'

3

$

(和质构特征!来判断核桃浓缩蛋白凝胶性质的变化!

以期获得凝胶强度较好的核桃浓缩蛋白!为其在食品特别是

肉制品中的应用提供试验依据!促进核桃加工副产物的再利

用!并为食品加工提供优质的植物蛋白来源$

#

!

材料与方法
#)#

!

试剂与材料

核桃浓缩蛋白+实验室自制!采用二次乙醇浸提法!将核

桃粕粉碎并过
%$

目筛后与
C/b

乙醇溶液以
#

)

#$

'

Q

)

J]

(混

合均匀!振荡浸提
%$J7<

!以
@"$$H

)

J7J

离心
"$J7<

!去上

清液!将沉淀与
B$b

乙醇以
#

)

.

'

Q

)

J]

(混合均匀!振荡浸提

!$J7<

!离心后将沉淀冷冻干燥!即得核桃浓缩蛋白!置于冰

箱备用$

无水亚硫酸钠+分析纯!天津市福晨化学试剂厂*

/

!

/P

二硫二硝基苯甲酸'

V4*X

(&三氯乙酸&三羟甲基氨

基甲烷'

47HN

(&甘氨酸'

:(

=

,7<9

(&乙二胺四乙酸'

RV4>

(&

#

/

巯基乙醇&

#P

苯胺基
P.P

苯磺酸'

>*3

(&考马斯亮蓝
E"/$

等+分析纯!索莱宝生物技术有限公司$

#)"

!

主要设备

质构仪+

4>P̂ 4"7

型!英国
3-G;(967,H'3

=

N-9J

公司*

原位冷冻干燥机+

]:KP!$

型!北京松源华兴科技发展有

限公司*

超声波细胞粉碎机+

KFB.P

'

V*

型!宁波新艺超声设备

有限公司*

紫外可见分光光度计+

D&P!.$"

型!尤尼柯仪器有限

公司*

荧光分光光度计+

2B%?E+

型!上海棱光技术有限公司*

恒温双向磁力搅拌器+

B$P!

型!上海振荣科学仪器有限

公司*

O

W

计+

?W3P!0

型!上海精密科学仪器有限公司$

#)!

!

试验方法

#)!)#

!

核桃浓缩蛋白的纯化
!

参照吴海文,

C

-

"#A""的方法$

#)!)"

!

超声改性处理条件的确定

'

#

(超声处理强度的确定+

.b

蛋白悬浮液磁力搅拌均

匀后!置于超声波细胞粉碎机内!将变幅杆末端插入液面

",J

处!并使其位于容器中心位置$分别在
!%$

!

@.$

!

%$$

!

C"$

!

.@$

!

B%$

!

#$.$M

功率下处理
#J7<

!冷冻干燥后得到

改性核桃浓缩蛋白!测定蛋白中游离巯基&二硫键的含量及

表面疏水性指数$

'

"

(超声处理时间的确定+样品处理同上!在
#)!)"

'

#

(的

最佳功率下对蛋白分别处理
#

!

"

!

@

!

%

!

.J7<

!冷冻干燥后得

到改性蛋白!测定蛋白中游离巯基&二硫键的含量及表面疏

水性指数$

#)!)!

!

还原剂亚硫酸钠处理条件的确定

'

#

(亚硫酸钠浓度的确定+取
B)%b

的核桃浓缩蛋白悬

浮液
"/J]

加入一组烧杯中!然后向每个烧杯中分别加入

/J]

浓度为
$)"/$

!

$)!C/

!

$)/$$

!

$)%"/

!

$)C/$

!

$).C/JJ'(

)

]

的还原剂亚硫酸钠溶液!将其置于室温下振荡反应
!$J7<

$

冷冻干燥后得到改性蛋白!测定蛋白中游离巯基&二硫键的

含量及表面疏水性指数$

'

"

(亚硫酸钠处理时间的确定+取
B)%b

的核桃浓缩蛋

白悬浮液
"/J]

加入一组烧杯中!然后向每个烧杯中加入

#)!)!

'

#

(中最佳浓度的亚硫酸钠溶液
/J]

!将其置于室温下

分别振荡反应
#/

!

!$

!

@/

!

%$

!

B$

!

#"$J7<

$冷冻干燥后得到

改性蛋白!测定蛋白中游离巯基&二硫键的含量及表面疏水

性指数$

#)!)@

!

游离巯基和二硫键含量的测定
!

参照文献,
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-$在

#$J]

含有
.J'(

)

]

尿素的
4H7N

%

:(

=
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O

W.)$

(的缓冲溶液

'每升溶液含
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Q
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中混合振荡溶解
#I

后离心'

#$$$$H

)

J7<

!

#$J7<

(!保留上

清液$

'

#

(游离巯基'

3W

2

(的测定+取
! J]

上清液加入

#"$

#

]R((JG<

4

N

试剂'

@$$J

Q

V4*X

溶于
#$$J]4H7N

%

:(

=

缓冲溶液中(!混匀后静置
/J7<

!利用紫外分光光度计

测定
@#"<J

处吸光值$游离巯基含量按式'

#

(计算+

>*

<

I

C!;/!

K

F

@#"
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K

#$$b

! '

#

(

式中+

>*

<

%%%游离巯基含量!

#

J'(
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Q

*

C!)/!

%%%

#$
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#)!%g#$

@

(!其中
#)!%g#$

@为
R((JG<

4

N

试剂巯基的摩尔吸光系数*

F

@#"

%%%

@#"<J

处吸光值*

$

%%%样品蛋白浓度!

J

Q

)

J]

$

'

"

(总巯基'

3W

4

(的测定+取
!J]

上清液!加入
#b

#

P

巯基乙醇
!$

#

]

!对样品处理
")/I

后!再加入
#"b

三氯乙

酸
@J]

进行蛋白沉淀处理
#)/I

后离心'

#$$$$H

)

J7<

!

#$J7<

(!然后弃除上清液!利用
#"b

三氯乙酸洗涤沉淀

!

次!再将沉淀溶于
!J]4H7N

%

:(

=

缓冲溶液中!取出
"J]

溶液以游离巯基的测定方法进行测定$

'

!

(二硫键的含量+按式'

"

(计算+

>>

I

>*

Q

J

>*

<

"

K

#$$b

! '

"

(

式中+

>>

%%%游离巯基含量!
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Q

*
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Q

%%%总巯基含量!
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Q

*
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%%%游离巯基含量!

#

J'(

)

Q

$
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!

表面疏水性指数的测定方法
!

采用
>*3

荧光探针

法,

#"

-

!当
>*3

与蛋白中膜或者相对疏水区域键合时!发出

荧光!利用此特性来检测蛋白的表面疏水性指数$将蛋白样

品溶于
$)$#J'(

)

]

的磷酸缓冲溶液中!配制成
#J

Q

)

J]

的

蛋白液!然后离心'

#$$$$H

)

J7<

!

"$J7<

($取上清液利用考

马斯亮蓝法测定上清液中的蛋白浓度!再利用
$)$#J'(

)

]

.#

基础研究
!

"$#%

年第
#$

期



的磷酸缓冲溶液将上清液分别稀释到
$)"$$

!

$)#$$

!

$)$/$

!

$)$"/J

Q

)

J]

$取不同浓度的样品
@J]

!分别加入
"$

#

]

浓

度为
$)$$.J'(

)

]

的
>*3

溶液'使用
$)$#J'(

)

]

!

O

WC)$

的

磷酸缓冲溶液配制(!混匀后静置
#$J7<

利用荧光分光光度

计测定其荧光强度!本试验采用的发射波长为
!B$<J

!激发

波长为
@C$<J

$最后以荧光强度对蛋白质浓度做出曲线

图!曲线的初始斜率即为蛋白质样品的表面疏水性指数$

#)!)%

!

核桃浓缩蛋白最低胶凝点的测定
!

取
$)@

!

#)%

Q

蛋

白样品溶于
#$J]

的去离子水或
$)#J'(

)

]

的
*G0(

溶液

中!将样品配制成了
@

!

#%

Q

)

J]

的蛋白液!用
#J'(

)

]

的

*G+W

调节
O

W

至
C)$

后!室温下磁力搅拌
%$J7<

!用封口膜

封口!置于
B$c

水浴中加热
!$J7<

!取出后迅速用冰水使其

冷却至室温!置于
@c

冰箱保存
#.I

$取出后对凝胶情况进

行观察+将试管倒置!若凝胶不流出来则定义为"

f

#!为可形

成自持凝胶的样品*相反则为"

A

#!不能形成凝胶$以此来

判断能够形成凝胶的最低蛋白浓度!即最低凝胶点$

#)!)C

!

核桃浓缩蛋白凝胶质构性的测定
!

利用
4>P̂ 4"7

型

质构仪对核桃浓缩蛋白凝胶的硬度&弹性及黏结力进行测

定$测定参数+探头+

?$)/

*每个数据采集时间+

@$N

*运行模

式+

4>?

*测试前速度+

"JJ

)

N

*测试速度+

$).JJ

)

N

*测试后

速度+

"JJ

)

N

*下压距离+

/$b

*力量源+

/$8

Q

*测试温度+室

温$每个处理设置
!

次重复进行测定!平均值为最终测定

结果$

"

!

结果与讨论
")#

!

超声处理对凝胶性的影响

")#)#

!

超声功率的对凝胶性的影响
!

由图
#

可知!当超声功

率在
!%$

!

.@$M

时!随着功率的增大!游离巯基含量总体呈

现先上升后下降趋势*在超声功率为
%$$M

和
C"$M

时!游

离巯基含量略有降低!但与
@.$M

功率下的游离巯基含量差

异不显著!二硫键含量呈先下降后上升趋势$由图
"

可知!

表面疏水性指数呈现出与游离巯基含量相应的变化趋势$

这是由于在超声波作用下蛋白分子之间及内部的非共价键

及二硫键断裂!从而使蛋白中的游离巯基含量增加!提高了

蛋白的表面疏水性指数!同时保存了蛋白质中游离巯基的含

量!并使其能够在速凝阶段持续发挥作用,

#!A#@

-

$而当继续

增加超声功率后!游离巯基含量及表面疏水性指数缓慢下

降!二硫键含量迅速上升!这可能是超声波声强过大!空化泡

图
#

!

超声处理强度对蛋白游离巯基和二硫键含量的影响

27

Q

LH9#

!

RYY9,-'YL(-HGN'<7,

O

'U9H'<-I93W

)

P3P3P,'<-9<-

图
"

!

超声处理强度对蛋白表面疏水性指数的影响

27

Q

LH9"

!

RYY9,-'YL(-HGN'<7,

O

'U9H'<-I9NLHYG,9

I

=

5H'

O

I';7,7-

=

7<59['Y

O

H'-97<

在声波膨胀相内还来不及发生崩溃或是太高的声强产生的

大量空泡通过反射声波而减少了能量的传递,

#!

-

$因此在功

率为
.@$M

时!游离巯基含量及表面疏水性指数均达最高

值!分别为
#B)"/

#

J'(

)

Q

和
#@)!/

!二硫键含量降为最低

值
/)@!

#

J'(

)

Q

$

")#)"

!

超声时间对凝胶性的影响
!

确定超声功率为
.@$M

后!继续考察不同超声时间'

#

!

.J7<

(对蛋白速凝性的影

响$由图
!

&

@

可知!当超声时间在
#

!

%J7<

时!游离巯基含

量始终呈逐渐上升的趋势!二硫键则是逐渐下降!在
"

!

%J7<

内下降尤为明显$当时间为
%J7<

时!表面疏水性指

数也达到最大值$继续延长处理时间到
.J7<

时!游离巯基

及二硫键含量均与
%J7<

时无显著变化!但随着超声时间的

图
!

!

超声处理时间对蛋白游离巯基和二硫键含量的影响

27

Q

LH9!

!

RYY9,-'YL(-HGN'<7,-H9G-J9<--7J9'<-I9

3W

)

P3P3P,'<-9<-

图
@

!

超声处理时间对蛋白表面疏水性指数的影响

27

Q

LH9@

!

RYY9,-'YL(-HGN'<7,-H9G-J9<--7J9'<-I9NLHYG,9

I

=

5H'

O

I';7,7-

=

7<59['Y

O

H'-97<

B#

第
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延长!会使物料温度持续上升!导致分子链断裂!最终引起大

分子链降解$因此超声处理时间
%J7<

为最佳!此时的游离

巯基含量为
#B)B/

#

J'(

)

Q

!二硫键含量为
/)/$

#

J'(

)

Q

!表面

疏水性指数为
#@)B%

$

")"

!

亚硫酸钠处理对凝胶性的影响

")")#

!

亚硫酸钠加入量的确定
!

由图
/

&

%

可知!当亚硫酸钠

的加入量'

)

$)%"/JJ'(

)

]

(比较低时!蛋白质中游离巯基的

含量增加迅速!二硫键含量的下降趋势也很明显!这是由于

还原 剂 的 使 用 打 破 了 蛋 白 中 的 二 硫 键$加 入 量 为

$)%"/JJ'(

)

]

时!蛋白质的游离巯基含量为
"!)%/

#

J'(

)

Q

!

与原始核桃浓缩蛋白相比提高了
C!)"%b

*二硫键含量为

@)B$

#

J'(

)

Q

!与原始核桃浓缩蛋白相比降低了
!C)."b

*此

时蛋白质的表面疏水性指数为
#C)#/

!与原始核桃浓缩蛋白

相比提高了
CC)C"b

$之后!继续增加亚硫化钠的添加量!而

蛋白质的游离巯基含量&二硫键含量及表面疏水性指数均没

有显著性的变化'

?

$

$)$/

($因此!亚硫酸钠适宜加入量为

$)%"/JJ'(

)

]

$

")")"

!

亚硫酸 钠 处 理 时 间 的 确 定
!

在 加 入 量 固 定 在

$)%"/JJ'(

)

]

的条件下!由图
C

&

.

可知!当处理时间为
#/

!

%$J7<

时!蛋白质游离巯基含量和表面疏水性指数均呈缓慢

增加的趋势!二硫键含量则呈缓慢下降趋势$在处理时间为

%$J7<

时!蛋白质游离巯基含量为
"!)B/

#

J'(

)

Q

!表面疏水

性指数达到
#%)B$

!与原始核桃浓缩蛋白相比分别提高了

C/)!.b

和
C/)#!b

!二硫键含量降至
@)B!

#

J'(

)

Q

!与原始核

图
/

!

亚硫酸钠加入量对蛋白游离巯基和二硫键含量的影响

27

Q

LH9/

!

RYY9,-'YG557-7Z9GJ'L<-'YN'57LJNL(Y7-9'<

-I93W

)

P3P3P,'<-9<-'Y

O

H'-97<

图
%

!

亚硫酸钠加入量对蛋白表面疏水性指数的影响

27

Q

LH9%

!

RYY9,-'YL(-HGN'<7,-H9G-J9<--7J9'<-I9NLHYG,9

I

=

5H'

O

I';7,7-

=

7<59['Y

O

H'-97<

图
C

!

亚硫酸钠作用时间对蛋白游离巯基和

二硫键含量的影响

27

Q

LH9C

!

RYY9,-'YH9G,-7'<-7J9'YN'57LJNL(Y7-9'<-I9

3W

)

P3P3P,'<-9<-'Y

O

H'-97<

图
.

!

亚硫酸钠加入量对蛋白表面疏水性指数的影响

27

Q

LH9.

!

RYY9,-'YG557-7Z9GJ'L<-'YN'57LJNL(Y7-9'<-I9

NLHYG,9I

=

5H'

O

I';7,7-

=

7<59['Y

O

H'-97<

桃浓缩蛋白相比降低了
@.)@Bb

$继续延长处理时间!则发

现游离巯基含量及表面疏水性指数开始缓慢下降!二硫键缓

慢上升!这可能是亚硫酸钠处理是在振荡条件下进行的!振

荡作用增加了蛋白分子间的相互摩擦碰撞的机会!巯基从蛋

白中游离出来后!又形成了二硫键交联$因此!亚硫化钠处

理适宜时间为
%$J7<

$

")!

!

改性方法对核桃浓缩蛋白最低凝胶点的影响

由于食品体系中
O

W

值大多在中性范围内!因此本研究

考察了在中性'

O

WC)$

(条件下蛋白浓度对胶凝性的影响!结

果见表
#

$

!!

由表
#

可知!当
O

WC)$

时!改性前后的蛋白质最低凝胶

点是不同的!原始蛋白在浓度为
#"b

时能够形成自持凝胶*

而经超声改性后的蛋白在浓度为
#$b

时就能形成较好的自

表
#

!

蛋白浓度对胶凝性的影响h

4G;(9#

!

RYY9,-'Y

O

H'-97<,'<,9<-HG-7'<'<7-N

Q

9(G-7'<

,IGHG,-9H7N-7,

样品
蛋白质浓度)

b

@ % . #$ #" #@ #%

原始蛋白
A A A A f f f

超声改性蛋白
A A A f f ff ff

还原剂改性蛋白
A A A d f f f

!!

h

!

"

A

#表示没有自持凝胶形成*"

f

#表示有自持凝胶形成$

$"

基础研究
!

"$#%

年第
#$

期



持凝胶*经还原剂亚硫酸钠改性的蛋白在浓度为
#$b

时能够

形成半流动性固体!在
#"b

时能形成很好的自持凝胶$由此

可见!改性后的核桃浓缩蛋白更容易形成凝胶!其中!超声处

理的核桃浓缩蛋白速凝性更为明显$超声处理和还原剂亚

硫酸钠处理使蛋白质原来紧密有序的结构变成了松散的结

构!疏水基团部分暴露!游离巯基含量增多!因此!一定浓度

的蛋白溶液经过热诱导的过程!较易形成热稳定性凝胶$

")@

!

改性方法对核桃浓缩蛋白凝胶质构特性的影响

蛋白质的凝胶特性主要表现在拥有高硬度&弹性和黏结

力!这一性质在肉制品加工中极为重要,

#/

-

$由表
"

可知!改

性方法对核桃浓缩蛋白的凝胶硬度具有显著影响!并且经过

改性的蛋白凝胶硬度要显著高于改性前的蛋白!尤以超声改

性后的凝胶硬度最大!比原始蛋白增加了
#@B)./b

!比还原

剂改性的蛋白增加了
"%)""b

!而经还原剂改性的蛋白凝胶

硬度比原始蛋白增加了
BC)B/b

*经不同改性方法处理的蛋

白凝胶的弹性并没有显著差异!但改性后的蛋白凝胶的弹性

均显著高于原始蛋白!超声改性蛋白的凝胶弹性比原始蛋白

增加了
%%)%Cb

!还原剂改性蛋白的凝胶弹性比原始蛋白增

加了
C.)B/b

*经不同改性方法处理的蛋白凝胶的黏结力没

有显著差异!但改性后的蛋白凝胶的黏结力要显著高于原始

蛋白!超声改性蛋白的凝胶黏结力比原始蛋白增加了

B")/b

!还原剂改性蛋白的凝胶黏结力比原始蛋白增加了

.$b

$综合上述结果!能够说明超声改性对核桃浓缩蛋白凝

胶性的改善作用更大$

表
"

!

改性方法对核桃浓缩蛋白凝胶质构性的影响h

4G;(9"

!

RYY9,-N'Y57YY9H9<-J'57Y7,G-7'< J9-I'5N'<-I9

-9[-LH9,IGHG,-9H7N-7,N'YUG(<L-

O

H'-97<,'<,9<P

-HG-9

样品 硬度)
*

弹性 黏结力

原始蛋白
.%)""d$)B.

,

$)/Cd$)$"

;

$)@$d$)$#

;

超声改性蛋白
"#/)@"d!)$@

G

$)B/d$)$!

G

$)CCd$)$"

G

还原剂改性蛋白
#C$)%Cd")!.

;

#)$"d$)$!

G

$)C"d$)$"

G

!

h

!

同列不同字母表示在
?

#

$)$/

时差异显著性$

!

!

结论
超声波处理和亚硫酸钠改性均可打破核桃浓缩蛋白的

二硫键!提高游离巯基含量!从而提高核桃浓缩蛋白形成凝

胶的特性$改性后的蛋白凝胶硬度&弹性&黏结力等质构特

征均显著优于改性前!超声改性对蛋白凝胶速凝性和硬度提

高尤为显著$由于化学改性存在化学成分和副产物残留!因

此!超声改性处理在提高核桃浓缩蛋白的凝胶性方面更具有

应用前景$
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