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竹豆清蛋白提取工艺优化及亚基组成分析
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摘要!采用
WBC+G-0

分级法提取竹豆清蛋白!设计响应面试

验优化提取工艺!并分析其亚基组成"通过
>0B)

.
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H
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5/$UC

软件建立二次多项式数学模型!得最佳提取工艺$搅拌

速率
6U8G

*
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%提取温度
77̀ ]

%提取时间
!/UI

%料液比
!

"

!!/4$
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'!该条件下提取率为
4#/U8T

&

&j6

'!与预测值

4#/4UT

无明显 差 异"最 优 条 件 下 竹 豆 清 蛋 白 纯 度 为
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凝胶电泳分析发现!竹豆清蛋

白含有
"

个亚基条带!最主要的亚基分子量分布在
7"/8

!
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关键词!竹豆#清蛋白#提取#亚基
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竹豆#

C('C++C0(-

%为豇豆属!又称饭豆+爬豆等"其资

源丰富+种植地广!目前全国各地!云南+吉林+山西+贵州等

均有种植"竹豆营养丰富!其富含淀粉+蛋白质+钙+磷+铁及

粗纤维+类胡萝卜素+
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"与绿豆+小豆相

比!竹豆具有抗虫害+产量高+适应力强等优势)
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*

!适合在高

温干旱或土壤贫瘠地区种植"然而!它却只被当作饲料和绿

肥!其种子资源未被有效开发和利用"

目前!国内外对竹豆的农艺性状)

7

*

+栽培措施)

U

*

+种质资

源多样性)

8

*等均有报道!但关于竹豆清蛋白的研究报道几乎

没有"植物清蛋白的研究大多集中在芸豆)
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+绿豆)
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米糠)
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+菜籽粕)
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*等农作物!研究表明植物清蛋白具有较好

的起泡性及乳化性!可部分替代动物鸡蛋蛋白!在食品应用

上具有较大潜力!可应用于蛋糕+面包+冰淇淋或者饼干等食

品)
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!具有来源广+成本低的优势"国内外研究发现蛋白

亚基对功能性质具有重要作用)
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!在凝胶性和乳化性方

面的研究已较为广泛)
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"本试验拟以竹豆为原材料!采

用
WBC+G-0

分级法)

!#

*提取清蛋白!通过响应面试验优化提

取工艺!进一步分析其亚基组成!以期为研究竹豆清蛋白的

理化性质及功能性质提供依据"
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材料与方法
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主要材料与试剂

竹豆&购于云南昆明兰姐特产店(

乙醇+硼酸+盐酸+氢氧化钠+氯化钠&分析纯!江苏强盛

功能化学股份有限公司(
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方法
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竹豆基本成分的测定
!

竹豆水分+灰分+蛋白+脂肪+

淀粉的测定分别按照7食品安全国家标准8中直接干燥法
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%进行测定"
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竹豆清蛋白制备工艺流程
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竹豆清蛋白
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竹豆清蛋白等电点的测定
!

配置
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竹豆清蛋

白溶液!分别将
H

Y

调至
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"
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!每
$/4

一个梯度!静置
!I

后离心取上清!采用考马斯亮蓝法测定蛋白含量!分别计算

其溶解度!溶解度最低的
H

Y

即为等电点"
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单因素试验提取
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!考察搅拌速率对竹豆清蛋白提取率的影响"
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!设置提取温度为
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!考察搅拌温度对竹豆清蛋白提取率的影响"
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%搅拌时间&固定料液比
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!设置提取时间为
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!考察搅拌时间对竹豆清蛋白提取率的影响"

#
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%料液比&固定提取温度
7U^

+搅拌速率
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提取时间
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%!考察料液比对竹豆清蛋白提取率的影响"
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响应曲面试验优化工艺
!

根据单因素试验结果!本试

验选取了搅拌速率+搅拌温度+搅拌时间+料液比
7

个因素作

为工艺参数!以竹豆清蛋白的提取率为参考指标"根据
\+F&

\0I-E0-

的原理进行试验设计!建立相关模型!确定最优提

取工艺"
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竹豆清蛋白提取率的计算
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式中&
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$$$竹豆清蛋白质量!

.

(
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$$$竹豆干豆的质量!
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(
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$$$竹豆干豆中总蛋白质量分数!
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#前期测得为
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竹豆清蛋白的亚基组成
!

精确称取竹豆清蛋白
!
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#精确至
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%至
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蒸馏水中!超声提取
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心#
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%取上清!作为待测液"取
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煮沸
U')-

!取

!$

%

X

上样"分别制备
UT

浓缩胶和
!4T

分离胶!对其进行

不连续垂直电泳!设置浓缩胶电压
#$9

分离胶
!!$9

!至溴

酚蓝跑至分离胶底部
!3'

处结束"采用考马斯亮蓝
O&4U$

染色!充分脱色后拍照保存"

4
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结果与分析
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竹豆基本成分

竹豆基本成分见表
!

"

表
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竹豆基本成分含量
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竹豆清蛋白等电点

由图
!

可知!竹豆清蛋白在
H

Y6/U

"

7/U

时有较低的溶

解度!在
H

Y7/$

时最低!该处即为其等电点"研究)

!5

*表明大

多数蛋白质在等电点处起泡性最差!但起泡稳定性较好(刘

永创等)

!"

*发现等电点处的大豆分离蛋白比中性条件下制备

的乳液具有更高的乳化稳定性及储藏稳定性"因此!蛋白质

的等电点对其功能性质的研究具有重要意义"

图
!

!

竹豆清蛋白的等电点测定
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单因素试验

4/6/!

!

搅拌速率对竹豆清蛋白的影响
!

由图
4

可知!竹豆清

蛋白提取率随搅拌速率先上升后下降!最后趋于平稳!当搅

拌速率为
7$$G

'

')-

时!提取率达到最高"在一定范围内!增

加搅拌速度可以促进蛋白与水分子的接触!促进溶解!但达

U#!

提取与活性
!
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图
4

!

搅拌速率对竹豆清蛋白提取率的影响
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到一定限度后!过高的搅拌速率产生的剪切力可能导致蛋白

变性!破坏其原有结构)
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!77V!U6

!使溶解度降低!提取率降低"
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!

搅拌温度对竹豆清蛋白提取率的影响
!

由图
6

可知!

在
6U

"

7U^

时竹豆清蛋白提取率随温度升高而逐渐增大!

在
U$^

时下降较为缓慢!而在
UU^

时急速下降"这是因为

在
6U

"

7U^

时!竹豆清蛋白的水合能力随着温度的升高而

增强!而随着温度的进一步升高!氢键作用和离子基团的水

合作用减弱!蛋白质水合能力下降)

4$

*

!6$V!6!

!提取率随之下

降"而在
UU^

时!下降极为显著!可能是此时温度过高!蛋

白质的高级结构遭到破坏!导致变性聚集"

图
6

!

搅拌温度对竹豆清蛋白提取率的影响

Q)

.

2G06

!

%PP03@+PB@)GG)-

.

@0'

H

0G(@2G0+-@I00F@G(3@)+-

G(@0+PC('C++C0(-(*C2')-

4/6/6

!

搅拌时间对竹豆清蛋白提取率的影响
!

由图
7

可知!

竹豆清蛋白提取率在搅拌时间为
!/UI

达到最大"当搅拌时

间为
$/U

"

!/UI

时!竹豆清蛋白充分展开!同水稳定结合!逐

步接近饱和!提取率上升(而在
!/UI

后!清蛋白与水分子结

合达到饱和!增加搅拌时间只会破坏维持蛋白质结构作用力

的平衡!部分基团的水化层被破坏!使原来结合好的蛋白质

分子又脱离水分子!提取率下降"
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!

料液比对竹豆清蛋白提取率的影响
!

由图
U

可知!竹

豆清蛋白提取率随提取溶剂体积量增大而先增后降!且增减

幅度较大!在料液比为
!

"
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#

.

'

'X

%时达到最大"当溶剂

较少时!竹豆清蛋白随着溶剂的增加充分浸出!同水结合越

充分!提取率增大!在料液比为
!

"
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#

.

'

'X

%时!同水结合

力达到最大(而溶液较多时!竹豆清蛋白过度肿胀!与水结合

力减弱!提取率下降"

图
7

!

搅拌时间对竹豆清蛋白提取率的影响

Q)

.

2G07

!

%PP03@+PB@)GG)-

.

@)'0+-@I00F@G(3@)+-G(@0+P

C('C++C0(-(*C2')-

图
U

!

料液比对竹豆清蛋白提取率的影响

Q)

.

2G0U

!

%PP03@+PG(@)+ +P '(@0G)(*@+*)

i

2)1 +-@I0

0F@G(3@)+-G(@0+PC('C++C0(-(*C2')-

4/7

!

响应面试验

4/7/!

!

响应面试验设计与结果
!

响应面因素与水平的试验

设计及相应试验结果见表
4

+

6

"

4/7/4

!

模型的建立与分析
!

采用
>0B)

.

-&%F

H

0G@5/$UC

软件

对表
6

数据进行拟合!得回归方程&

Ij48/UUV$/$44-V$/48Xe!/U7<V4/#U,e$/U8-XV

$/U5-<e$/"8-,V$/64X<e$/!"X,e$/4!<,V!/68-

4

V

!/64X

4

VU/!"<

4

V6/#6,

4

" #

4

%

其中!校正系数
N

4

j$/""67

!变异系数
<Zj!/55T

!说

明该模型拟合度较好!可对竹豆清蛋白的提取工艺进行分析

和预测!能较好地反映真实值"

!!

响应面数据的方差分析结果见表
7

!结果显示模型
M

$

$/$$$!

!表明回归模型极显著"失拟误差
Mj$/$"4

#

$/$U

!

表明所用模型与试验拟合误差不显著!未知因素对试验干扰

少!数据较准确)

4!

*

"由表
7

可知!单因素对竹豆清蛋白提取

表
4

!

响应面因素与水平的试验设计

J(C*04

!

%F

H

0G)'0-@(*10B)

.

-+PP(3@+GB(-1*0R0*B+P

@I0G0B

H

+-B0B2GP(30

水平
N

搅拌速率'

#

G

.

')-

V!

%

\

提取温

度'
^

]

提取时

间'
I

>

料液比

#

.

'

'X

%

V! 4$$ 7$ !/$ !

"

!$

$ 7$$ 7U !/U !

"

!4

! 8$$ U$ 4/$ !

"

!7

8#!
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率影响顺序依次为&

>

#

]

#

\

#

N

(因素之间交互作用大小依

次为&

N>

#

N]

#

N\

#

\]

#

]>

#

\>

(各因素的二次方对提

取率影响大小为&

]

4

#

>

4

#

N

4

#

\

4

"

4/7/6

!

响应曲面三维图和等高线分析
!

竹豆清蛋白提取的

等高线图与响应面
6>

图见图
8

"

5

"由图
8

可知!响应曲面

较陡峭!等高线形状为宽椭圆!表明搅拌速率和温度对竹豆

清蛋白提取率具有较显著影响(由图
#

可知!响应曲面陡峭!

等高线形状为较细椭圆!表明搅拌速率和时间交互作用显

著!且时间对提取率的影响大于搅拌速率(由图
5

可知!响应

曲面比之前更加陡峭!椭圆形状更细长!表明搅拌速率和料

液比之间的交互作用更加显著!这也与方差分析结果相一

致!表明了模型的可靠性与真实性"

表
6

!

响应面试验结果

J(C*06

!

JI00F

H

0G)'0-@(*G0B2*@+P@I0G0B

H

+-B0B2GP(30

试验号
N \ ] >

提取率'
T

试验号
N \ ] >

提取率'
T

! $ $ $ $ 48/5$ !8 ! $ ! $ 4!/76

4 $ ! $ V! 46/U5 !# $ ! V! $ !5/67

6 $ $ V! ! !6/46 !5 ! ! $ $ 47/86

7 $ V! $ V! 4U/$4 !" $ $ ! V! 4!/#8

U V! ! $ $ 46/U5 4$ V! $ ! $ 44/76

8 $ V! $ ! !"/6$ 4! $ ! $ ! !5/86

# V! V! $ $ 47/65 44 $ $ $ $ 48/#5

5 ! V! $ $ 46/!" 46 $ $ $ $ 48/7#

" $ V! ! $ 4!/"5 47 $ $ $ $ 48/7$

!$ $ $ ! ! !8/U$ 4U V! $ V! $ !#/85

!! $ ! ! $ 4$/U$ 48 $ $ V! V! !"/6$

!4 $ V! V! $ !5/U6 4# V! $ $ ! 44/76

!6 ! $ $ V! 44/"6 45 $ $ $ $ 48/6$

!7 ! $ V! $ !5/"" 4" V! $ $ V! 4U/$8

!U ! $ $ ! !"/6U

表
7

!

方差分析表p

J(C*07

!

N-(*

D

B)B+PR(G)(-30@(C*0

方差来源 自由度 平方和 均方
=

值
M

值 显著性

模型
!7 6U4/#6 4U/4$ !U$/U#

$

$/$$$!

..

N ! 8/$5%V$$6 8/$5%V$$6

!

$/$7

!

$/5U!8

\ !

!

$/54 $/54

!

7/"!

!

$/$765

.

] ! 45/UU 45/UU !#$/86

$

$/$$$!

..

> ! "$/#U "$/#U U74/64

$

$/$$$!

..

N\ ! !/4U !/4U #/U$ $/$!8$

.

N] ! !/66 !/66 #/"# $/$!6U

.

N> ! 6/8U 6/8U 4!/5$ $/$$$7

..

\] ! $/74 $/74 4/7" $/!6#4

\> ! $/!U $/!U $/5" $/6848

]> ! $/!# $/!# !/$6 $/64#8

N

4

! !4/$4 !4/$4 #!/56

$

$/$$$!

..

\

4

! !!/48 !!/48 8#/4"

$

$/$$$!

..

]

4

! !#7/87 !#7/87 !$76/86

$

$/$$$!

..

>

4

! "$/6# "$/6# U7$/$7

$

$/$$$!

..

总残差
!7 4/67 $/!#

/////////////////////////////////

失拟误差
!$ 4/!7 $/4! 7/!6 $/$"4$

纯误差
7 $/4! $/$U

总和
45 6UU/$#

!!!!!!!!!!

p

!.

差异显著!

M

$

$/$U

(

..

差异极显著!

M

$

$/$!

"
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图
8

!

搅拌速率和温度对竹豆清蛋白提取率的响应面与等高线图

Q)

.

2G08

!

JI0)-@0G(3@)+-0PP03@+P@I0B@)GG)-

.

G(@0(-1@0'

H

0G(@2G0+-@I00F@G(3@)+-G(@0+PC(-C++C0(-

(*C2')-C

D

@I0G0B

H

+-B0B2GP(30(-13+-@+2G

H

*+@

图
#

!

搅拌速率和时间对竹豆清蛋白提取率的响应面与等高线图

Q)

.

2G0#

!

JI0)-@0G(3@)+-0PP03@+P@I0B@)GG)-

.

G(@0(-1@)'0+-@I00F@G(3@)+-G(@0+PC(-C++C0(-(*C2')-

C

D

@I0G0B

H

+-B0B2GP(30(-13+-@+2G

H

*+@

图
5

!

搅拌速率和料液比对竹豆清蛋白提取率的响应面与等高线图

Q)

.

2G05

!

JI0)-@0G(3@)+-0PP03@+P@I0B@)GG)-

.

G(@0(-1G(@)++P'(@0G)(*@+*)

i

2)1+-@I00F@G(3@)+-G(@0+PC('C++

C0(-(*C2')-C

D

@I0G0B

H

+-B0B2GP(30(-13+-@+2G

H

*+@

4/U

!

最佳工艺参数确定与模型验证

通过响应面模型可知!提取竹豆清蛋白的最佳工艺为&

搅拌速率
6UU/56G

'

')-

+提取温度
77/$4^

+提取时间
!/U5I

+

料液比
!

"

!!/4$

#

.

'

'X

%!提取率的预测值为
4#/4UT

"为实

际操作方便!将最佳参数调整为&搅拌速率
6U8G

'

')-

+提取

温度
77^

+提取时间
!/UI

+料液比
!

"

!!/4$

#

.

'

'X

%!此条

件下提取率为
4#/U8T

#

&j6

%!与预测值相差
!/!7T

!说明该

模型用于提取竹豆清蛋白是可靠的"最优条件下!竹豆清蛋

白纯度为#

58/U$l4/!#

%

T

#

&j6

%!与其他豆类蛋白)

44

*比较!

纯度相差不大!可用于后续功能性质的研究"

4/8

!

竹豆清蛋白的亚基组成

竹豆清蛋白的
L>L&MNO%

电泳如图
"

所示!通过
S'(

.

0

X(C

软件!将蛋白质
?(GE0G

的分子量对数#

:

%与条带相对迁

移率#

E

%作标准曲线方程&

:

jV4/7Ee4/55

!

N

4

j$/"566

"

将竹豆清蛋白条带相对迁移率带入标准曲线方程!计算其

主要亚基分子量"竹豆清蛋白含有
"

个亚基条带!分别为

5#!
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图
"

!

竹豆清蛋白的
L>L&MNO%

还原电泳

Q)

.

2G0"

!

=0123)-

.

L>L&MNO%

H

G+P)*0+PC('C++

C0(-(*C2')-

!!6/6

!

!$6/U

!

"7/8

!

7"/8

!

6U/6

!

64/6

!

4#/8

!

47/$

!

!"/#E>(

"其

中最主要亚基分布在
7"/8

!

4#/8E>(

!分别占总量的
8!/!T

!

4$/8T

!与李永武)

5

*

74V7U提取的绿豆清蛋白亚基分子量分布

相似"

6

!

结论
通过响应面试验确定竹豆清蛋白的最佳提取工艺为&搅

拌速率
6U8G

'

')-

+提取温度
77^

+提取时间
!/UI

+料液比

!

"

!!/4$

#

.

'

'X

%!在此条件下提取率为
4#/U8T

!纯度为

#

58/U$l4/!#

%

T

"

L>L&MNO%

电泳分析表明!竹豆清蛋白含

有
"

个亚基条带!其中最主要亚基分布在
7"/8

!

4#/8E>(

"

目前!关于竹豆清蛋白提取工艺报道几乎没有!通过优

化其提取工艺!有助于获得更高产量的竹豆清蛋白(通过

L>L&MNO%

电泳进一步分析亚基组成!为进一步研究其功能

性质及结构特征提供理论依据!有助于竹豆清蛋白在食品领

域的加工及应用"
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