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响应面法优化胰蛋白酶酶解核桃蛋白的工艺

柳　荫，吴凤智，王晓丹，邱树毅，周鸿翔
（贵州大学／发酵工程与生物制药省级重点实验室，贵州贵阳５５００２５）

　　摘要：以液压冷榨油后的核桃饼粕为原料，综合单因素试验分析，并利用响应面分析方法获得胰蛋白酶酶解核桃
蛋白的优化条件：酶解温度３７℃、底物质量浓度３１ｇ／Ｌ、反应时间１２５ｍｉｎ、加酶量［Ｅ］∶［Ｓ］＝３．２∶１００，各因素对核
桃蛋白酶解的影响顺序为酶解时间＞加酶量＞底物质量浓度。通过验证试验表明，利用优化的酶解条件，核桃蛋白利
用指数可达４７．２５％，效果较好。
　　关键词：胰蛋白酶；酶解条件；蛋白利用指数；工艺优化
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作者简介：柳　荫（１９８７—），女，满族，硕士研究生，主要从事食品生
物技术研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｉｕｙｉｎ０１３０＠１６３．ｃｏｍ。

通信作者：周鸿翔（１９７５—），男，副教授，主要从事油脂加工和食品生
物技术研究工作。Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｈｏｕ－ｈｘ＠１６３．ｃｏｍ。

　　核桃别称羌桃、胡桃，隶属胡桃科胡桃属。核桃蛋白含有
人体所必需的８种氨基酸，且含量接近世界卫生组织（ＷＨＯ）
和联合国粮农组织（ＦＡＯ）规定的标准［１－２］，是一种氨基酸齐

全的植物蛋白资源。目前，国内外对核桃的研究偏重于对核

桃油的提取与精炼，而对核桃蛋白质的开发利用研究很少。

生物活性肽是指能够调节生物机体生命活动或某些生理活性

的一类肽的总称［３－４］。某些低肽不仅能提供人体生长、发育

所需的营养物质，而且还能调节人体机能［５－８］。经酶解后的

蛋白质主要以低肽的形式存在并被吸收。采用现代酶解技术

对核桃蛋白进行酶解，不仅可改变其物理化学性质和功能特

性，还能产生营养丰富、供人体生长发育所需要的物质。因

此，对核桃蛋白的开发利用具有十分重要的意义。本试验在

前期筛选出胰蛋白酶为酶解核桃蛋白最佳用酶的基础上，利

用胰蛋白酶酶解核桃饼粕，对其酶解条件进一步优化，为核桃

功能多肽开发的利用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
试验原料为实验室液压冷榨油后的核桃饼粕；胰蛋白酶，

由北京索来宝公司生产；Ｋ２ＳＯ４、ＣｕＳＯ４、Ｈ２ＳＯ４、ＨＣｌ、ＮａＯＨ、
Ｈ３ＢＯ３及混合指示剂等均为国产分析纯。
１．２　仪器与设备

ＦＷ－１００高速万能粉碎机，天津市泰斯特仪器有限公司
生产；集热式恒温加热磁力搅拌器，郑州长城科工贸有限公司
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生产；ＦＡ－１００４型电子分析天平，上海良平仪器仪表有限公
司生产；消化炉、凯氏定氮仪，上海洪纪仪器设备有限公司

生产。

１．３　试验方法
１．３．１　核桃粗蛋白的制备　冷榨后的核桃饼粕加入沸程为
６０～９０℃的石油醚，在５０℃、料液比１ｇ∶３ｍＬ、浸提２次的
条件下浸泡去除残油；脱脂后，将蛋白粉置于通风橱中风干

７２ｈ，粉碎，过１００目筛，即得核桃粗蛋白。
１．３．２　氮含量的测定　参照ＧＢ５００９．５—２０１０《食品中蛋白
质的测定》，采用凯式定氮法测定可溶性氮含量和核桃蛋白

的总氮含量。

１．３．３　核桃蛋白的蛋白利用指数计算　蛋白利用指数 ＝可
溶性氮含量／核桃蛋白总氮含量×１００％。
１．４　酶解条件的确定
１．４．１　底物质量浓度　加酶量为［Ｅ］∶［Ｓ］＝３∶１００、温度
为３７℃，在底物质量浓度分别为１０、３０、５０、７０、９０ｇ／Ｌ条件
下水解１ｈ，以蛋白利用指数为指标，分析底物质量浓度对核
桃蛋白酶解的影响。

１．４．２　加酶量　底物质量浓度为３０ｇ／Ｌ、温度为３７℃，在加
酶量［Ｅ］∶［Ｓ］分别为 １∶１００、２∶１００、３∶１００、４∶１００、
５∶１００的条件下水解１ｈ，以蛋白利用指数为指标，分析加酶
量对核桃蛋白酶解的影响。

１．４．３　酶解时间　底物质量浓度为 ３０ｇ／Ｌ、加酶量
［Ｅ］∶［Ｓ］＝３∶１００，在 ３７℃分别水解３０、６０、９０、１２０、１５０、
１８０ｍｉｎ，以蛋白利用指数为指标，分析酶解时间对核桃蛋白
酶解的影响。

１．４．４　酶解条件的优化　基于单因素试验数据，根据Ｃｅｎｔｒａｌ
ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ试验设计原理，选择对蛋白利用指数有影响的３个
因素即底物质量浓度、加酶量和酶解时间，进行３因素３水平
的响应面分析试验，酶解温度固定在 ３７℃，经过 Ｄｅｓｉｇｎ－
Ｅｘｐｅｒｔ优化胰蛋白酶酶解核桃蛋白的条件。响应面分析与水
平编码表见表１。

表１　响应面分析与水平编码

水平
Ａ：底物质量浓度

（ｇ／Ｌ）
Ｂ：加酶量
（％）

Ｃ：酶解时间
（ｍｉｎ）

－１　 ２０ ２．５ １００
０ ３０ ３．０ １２０
１ ４０ ３．５ １４０

２　结果与分析

２．１　核桃饼粕和去除残油后的核桃粗蛋白的基本成分
由表２可见，核桃粗蛋白与核桃饼粕相比，粗蛋白含量明

显上升，粗脂肪含量显著降低；除粗纤维含量有所下降外，其

他成分含量均有所增加，且差异不大。

表２　核桃饼粕和核桃粗蛋白基本成分

原料
基本成分的含量（％）

粗蛋白 粗脂肪 水分 灰分 还原糖 淀粉 粗纤维

核桃饼粕 ４７．８３ ２５．６４ ７．０４ ５．９９ ０．９９ ７．０１ ５．２１
核桃粗蛋白 ５９．５８ ７．３４ ９．２６ ６．５４ １．３７ １１．９ ３．８３

２．２　各因素对胰蛋白酶酶解核桃蛋白的影响
２．２．１　底物质量浓度　由图 １可知，底物质量浓度低于
３０ｇ／Ｌ时，蛋白利用指数随着底物质量浓度的增大而升高，
之后蛋白利用指数上升趋势趋于平缓甚至有下降趋势。这可

能是因为低质量浓度时，溶液的流动性较好，酶与底物接触比

较充分；而在高质量浓度时，溶液的流动性较差，酶与底物接

触不够充分，限制了酶解反应的进行。综合考虑，选择胰蛋白

酶酶解核桃蛋白的最佳底物质量浓度为３０ｇ／Ｌ。

２．２．２　加酶量　由图２可知，随着加酶量的增加，蛋白利用
指数增加，在加酶量为［Ｅ］∶［Ｓ］＝３∶１００达到最高，随后基
本稳定。这是因为加酶量过大时，蛋白质分子可能已被酶所

饱和，过多的酶量并没有提高蛋白利用指数，反而使其下降。

选择适宜的加酶量［Ｅ］∶［Ｓ］＝３∶１００。

２．２．３　酶解时间　由图３可知，酶解反应开始后，蛋白利用
指数随酶解时间的延长而升高，胰蛋白酶酶解到达１２０ｍｉｎ
后，反应趋于平缓，变化幅度很小。这可能是由于随着反应的

进行，酶的浓度逐渐降低，活性降低，酶的活性部位已被核桃

蛋白分子所饱和，反应趋于平衡。适宜的酶解时间为

１２０ｍｉｎ。
２．３　响应面优化酶解工艺
２．３．１　二次方程数学模型的建立及最佳化分析　综合单因
素数据，基于Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ中心组合设计原理［９－１０］，以蛋白

利用指数为评价指标，采用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ７．１软件设计响应
面试验方案（表３），建立数学回归模型，以反映不同因素间的
交互影响，最佳化分析酶解工艺参数。

２．３．２　响应面结果分析　为了检验回归方程的有效性，进一
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表３　 响应面试验设计方案及结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ 蛋白利用指数

（％）

１ －１　 ０ －１　 ３３．５１
２ ０ ０ ０ ４７．４２
３ ０ ０ ０ ４５．６３
４ ０ ０ ０ ４６．４０
５ １ ０ １ ３９．３６
６ ０ －１　 －１　 ３４．３７
７ ０ ０ ０ ４６．５２
８ －１　 ０ １ ３８．１５
９ ０ －１　 １ ３９．４２
１０ ０ １ １ ４２．９５
１１ －１　 １ ０ ４０．６１
１２ １ －１　 ０ ４１．２４
１３ １ ０ －１　 ３５．６１
１４ －１　 －１　 ０ ３３．５１
１５ １ １ ０ ４２．７８
１６ ０ ０ ０ ４７．４０
１７ ０ １ －１　 ３７．８０

步确定各单因素对蛋白利用指数的影响程度，对回归模型进

行了方差分析（表４）。以蛋白利用指数为响应值的函数二次
回归方程为：Ｒ＝－３４２．４７５５０＋３８．６７５７５Ａ＋７３．８７８００Ｂ＋
３．４１７０１Ｃ－２．７８０００ＡＢ－０．０１１１２５ＡＣ＋０．００２５ＢＣ－
４．５５８２５Ａ２－１０．３２３００Ｂ２－０．０１３６４６Ｃ２。由表４可见，一次
项中Ａ、Ｂ、Ｃ偏回归系数均极显著，说明加酶量、底物质量浓
度、酶解时间对蛋白利用指数均具有显著性影响；交互项中

ＡＢ达显著水平，二次项中 Ａ２、Ｂ２、Ｃ２偏回归系数达极显著水
平；失拟项Ｐ＞０．０５，差异不显著，说明残差均由随机误差引
起。该模型Ｒ２＝０．９７７６，说明响应值的变化有９７．７６％来源
于底物质量浓度、加酶量、酶解时间，影响蛋白利用指数的因

素作用大小为酶解时间＞加酶量＞底物质量浓度。
　　由图４可见，核桃蛋白利用率曲线出现先升高到平缓再
略下降的状态；提高底物质量浓度与加酶量均能提高核桃蛋

白利用指数，当底物质量浓度和加酶量分别增大到一定程度

时，蛋白利用率趋于饱和，响应曲面变平缓；随后，若再增大底

物质量浓度和加酶量，提取率会略有下降。因此，最佳取值点

应取蛋白利用率不再显著增高的坐标点处。

　　由图５可见，底物质量浓度在［２，３．１］范围内、时间在
［１００，１２０］范围内时，两者的增效作用明显，蛋白利用指数随
着底物质量浓度和时间的增加而升高，超过这个范围之后趋

于平缓，再增加蛋白利用指数下降。底物质量浓度在３．１附

表４　回归方程的方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值 显著性

模型 ３６９．６２ ９ ４１．０７ ３３．９７ ＜０．０００１ 
Ａ ２１．８１ １ ２１．８１ １８．０４ ０．００３８ 
Ｂ ３０．４２ １ ３０．４２ ２５．１６ ０．００１５ 
Ｃ ４３．２０ １ ４３．２０ ３５．７３ ０．０００６ 
ＡＢ ７．７３ １ ７．７３ ６．３９ ０．０３９３ 
ＡＣ ０．２０ １ ０．２０ ０．１６ ０．６９７８
ＢＣ ０．００２５ １ ０．００２５ ０．００２６ ０．９６５０
Ａ２ ８７．４８ １ ８７．４８ ７２．３６ ＜０．０００１ 
Ｂ２ ２８．０４ １ ２８．０４ ２３．２０ ０．００１９ 
Ｃ２ １２５．４４ １ １２５．４４ １０３．７６ ＜０．０００１ 

残差误差 ８．４６ ７ １．２１
失拟 ６．１９ ３ ２．０６ ３．６３ ０．１２２４
纯误差 ２．２７ ４ ０．５７
合计 ３７８．０８ １６

　　注：为显著（Ｐ＜０．０５）；为极显著（Ｐ＜０．０１）。

近、时间在１２０左右时，两者的协同作用达到最大。
　　由图６可见，当加酶量在［２．５，３．２５］范围时、酶解时间
在［１００，１２０］范围时，两者存在显著的增效作用，蛋白利用指
数值随着加酶量和酶解时间的增加而增加。加酶量在３．２附
近、酶解时间在１２０ｍｉｎ左右时，两者的协同作用达到最大，
继续增加时蛋白利用指数反而下降，这说明此时两者在此区

间存在明显的拮抗作用。

　　利用 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０５软件求解方程，得出蛋白利用
指数的最优工艺条件为加酶量［Ｅ］∶［Ｓ］＝３．２∶１００，反应时
间１２５ｍｉｎ，底物质量浓度３１ｇ／Ｌ，由回归方程预测蛋白利用
指数的理论值可达４７．３５８１％。
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２．４　验证试验
为证实模型预测值与实测值之间的拟合程度，在优化的

理论值下进行验证试验。由表５可见，试验得到的蛋白利用

指数为４７．２５％，与预测值接近，预测值与试验值之间具有良
好的拟合性，表明该模型具有有效性。这说明回归方程能够

比较真实地反映各因素对蛋白利用指数的影响。

表５　验证试验结果

序号
实测蛋白利用

指数（％）
平均值

（％）
模型预测蛋白利用

指数（％）

１ ４７．２４ ４７．２５ ４７．３５８１
２ ４７．２０
３ ４７．３２

３　小结

本试验研究了底物质量浓度、加酶量、酶解时间对蛋白利

用的影响，各因素对胰蛋白酶酶解核桃蛋白的影响顺序为酶

解时间＞加酶量＞底物质量浓度。
响应面优化设计法是一种常用的优化试验条件的数学统

计方法［１１－１４］。经检验，证明该模型切实可行，能较好地预测

蛋白利用指数。确定核桃蛋白的蛋白利用指数最佳酶解条件为

反应时间１２５ｍｉｎ、底物质量浓度３１ｇ／Ｌ、加酶量［Ｅ］∶［Ｓ］＝
３．２∶１００、酶解温度３７℃，蛋白利用指数可达４７．２５％。
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