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牡丹籽粕蛋白提取工艺优化和功能性质分析
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（1.江苏农牧科技职业学院，江苏泰州 225300；
2.江苏海洋大学食品科学与工程学院，江苏连云港 222005）

摘　要：以酶水解-超声辅助碱溶酸沉法提取蛋白工艺为基础，初步对牡丹籽中粗蛋白进行分离提取。通过单因素实

验和响应面试验，考察料液比、超声温度、酶用剂量、超声时间四个因素对牡丹籽粕蛋白提取率的影响，确定最

佳提取工艺，并测定其功能特性。结果表明，酶水解-超声辅助碱溶酸沉法提取牡丹籽粕蛋白最优工艺条件为：料

液比为 1:9.8（w/v），超声温度为 49.5 ℃，酶用剂量为 1.9%，超声时间为 119 min。在此条件下，蛋白质提取率

达到 90.95%。此时所得蛋白与常规法提取蛋白相比，氨基酸种类齐全、必需氨基酸含量均有所提高，功能特性如

持水性、吸油性、乳化性皆优于常规法提取蛋白的功能特性，且乳化的稳定性更优，由此推测可作为食品加工乳

化剂。因此酶水解-超声辅助碱溶酸沉法提取的牡丹籽粕蛋白具有更高的营养价值和更好的功能特性。
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Abstract：On the basis of enzymatic hydrolysis and ultrasound-assisted extraction of protein by alkaline solution and acid
precipitation,  the  crude  protein  from  peony  seeds  was  initially  separated  and  extracted.  The  effects  of  solid-liquid  ratio,
ultrasonic  temperature,  enzyme  dosage  and  ultrasonic  time  on  the  extraction  rate  of  peony  seed  meal  protein  were
investigated by single factor experiments and response surface experiment. The optimal extraction process was determined
and  its  functional  characteristics  were  determined.  The  optimal  extraction  conditions  of  peony  seed  meal  protein  by
enzymatic  hydrolysis  and  ultrasound-assisted  alkaline  solubilization  and  acid  precipitation  were  as  follows:  Solid-liquid
ratio  was  1:9.8,  ultrasonic  temperature  was  49.5 ℃,  enzyme dosage was  1.9%,  and ultrasonic  time was  119 min.  Under
these conditions, the extraction yield of protein reached 90.95%. At this time, compared with the conventional method of
protein  extraction,  the  protein  obtained  had  a  complete  range  of  amino  acids,  the  content  of  essential  amino  acids  was
improved, and the functional properties such as water holding capacity, oil absorption and emulsification were better than
those of the conventional method, and the emulsification stability was better. Therefore, it was speculated that the protein
could be used as a food processing emulsifier.  Therefore,  the peony seed meal protein extracted by enzymatic hydrolysis
and  ultrasound-assisted  alkaline  solution  and  acid  precipitation  method  had  higher  nutritional  value  and  better  functional
characteristics.
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acid composition

 

油用牡丹（Paeonia suffruticosa Andr.）是一种新

兴木本油料作物，主要分布于我国山东省等内陆地

区，种植面积广泛，据统计，截止到 2019 年 6 月牡丹

籽年产量 24000 万公斤[1]。压榨法作为传统提取工

艺，是目前国内常用的榨油方法之一。除此之外，还

有微波辅助提取、超声波辅助提取等方法也在实践

研究中。牡丹籽油中含有大量的不饱和脂肪酸，其中

多不饱和脂肪酸含量约占 2/3[2]。牡丹籽经榨油后易

产生大量的籽粕，但是这些籽粕仅用于饲料或者丢弃

处理，针对目前作为牡丹籽油副产品之一的牡丹籽粕

的开发利用，研究发现，牡丹籽粕富含脂类、蛋白质

和多糖等成分。潘婷婷等[3] 发现牡丹籽粕中蛋白质

富集（含量可达 28% 以上），氨基酸种类齐全，具有降

低胆固醇、抗氧化、改善心血管疾病等对人体健康有

益的作用，可用于天然植物蛋白的开发利用。因此促

进牡丹籽粕蛋白的深加工与应用，具有极高的经济与

营养保健价值。

目前应用最广泛的植物蛋白提取技术主要有以

下几种：碱溶酸沉法、酶提取法、有机溶剂提取法、

盐溶提取法和反胶束提取法等[4]，其中碱溶酸沉法应

用最为广泛，但蛋白提取率往往不高。在常规法提取

的基础上辅以超声波能改变蛋白空间结构或聚集方

式，促进蛋白溶出、疏水基团暴露，从而提高蛋白的

提取率。同时酶水解通过改变氨基酸残基或多肽链

引起蛋白分子空间结构和理化性质改变，从而获得较

好的营养和功能特性，具有步骤简单、条件温和、专

一性强等优点。对牡丹籽粕的研究中，和蛋白质比

较，对脂类和多糖的文献报道较多。徐玥等[5] 发现使

用碱溶酸沉法提取牡丹籽粕中蛋白的最佳条件为料

液比 1:12、45 ℃、pH8.5 下提取 1 h，蛋白质的含量

可达 73%。王敏等[6] 也使用碱溶酸沉法，结果发现

蛋白提取率为 56.77%，并且发现在高温条件、pH 为

3.0~9.0 的时候牡丹籽粕蛋白有良好的抗氧化性能。

本研究以脱脂牡丹籽粕为原料，重点研究酶水解-超
声辅助碱溶酸沉法对蛋白提取率的影响，将本法提取

蛋白同常规碱溶酸沉法提取牡丹籽粕蛋白和大豆分

离蛋白进行理化性质和氨基酸组成的比较，从而为牡

丹籽粕蛋白的提取提供理论基础。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

牡丹籽粕　市售；糖化酶（80 U/g）　生化试剂，

夏盛（北京）生物科技开发有限公司；氢氧化钠、盐

酸、石油醚、硼酸　上海杰星生物科技公司；所有分

离用有机溶剂等　均为国产分析纯。

KQ-250B 超声清洗器　杭州宝珀超声波科技有

限公司；Centrifuge 5810R 高速冷冻离心机　湖南凯

达科学仪器有限公司；Labconoo FreeZone 6L 台式冻

干机　北京亚星仪科科技发展有限公司；DFT-100

手提式高速中药粉碎机　青岛聚创嘉恒分析仪器有

限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   牡丹籽粕蛋白等电点测定　于 250 mL 烧杯

中称取适量脱脂牡丹种子粉，按适当液固比加入蒸

馏水，用 0.5 mol/L 氢氧化钠调节 pH 至 10.0，于超声

清洗器中 50 ℃ 超声恒温反应 100 min。4800 r/min
离心 15 min，取 15 mL 上清液将其分成 6 等份，用

0.5 mol/L 盐酸调节酸沉液 pH 至 3.0、3.5、4.0、4.5、
5.0、5.5，再 4800  r/min 离心 20  min。称量剩余沉

淀，将沉淀中的牡丹种子蛋白产量与对应酸度作关系

图。反复 1 次，牡丹种子蛋白等电点是沉淀量最优

时的 pH。

 1.2.2   牡丹籽粕蛋白提取工艺　酶水解-超声辅助碱

溶酸沉法：将牡丹籽粕洗净后置于烘箱中 55 ℃ 干

燥，冷却后粉碎、过 200 目筛，加入石油醚脱脂，加入

不同 pH 碱液配制成不同的分散液，搅拌均匀，接着

在超声波 200 W、一定的温度和时间下超声辅助碱

提，然后 5000 r/min 下离心 20 min，收集上清液。使

用 HCl 调节 pH 至等电点，离心后沉淀复溶，调节

pH，加入一定剂量的糖化酶酶解一定时间，沸水浴灭

酶，再将 pH 调节至中性，高速离心后洗涤沉淀，并进

行冷冻干燥，即为牡丹籽粕蛋白[4−6]。

常规法提取：牡丹籽经 55 ℃ 烘干 12 h，剥壳，将

所得牡丹籽粕烘干粉碎，加入石油醚脱脂，加入不同

pH 碱液配制成不同的分散液，搅拌均匀。50 ℃ 水

浴 2 h，4000 r/min 离心 15 min，收集上清液；4 mol/L
盐酸调节 pH 至等电点，离心后沉淀复溶，调节 pH
至中性，4000 r/min 离心 15 min 弃上清。将所得沉

淀进行冷冻干燥，过 40 目筛得牡丹籽蛋白。

 1.2.3   单因素实验设计　单因素实验主要研究料液

比、碱提 pH、超声温度、超声时间、酶解时间、酶用

剂量、酶解 pH 七个因素对牡丹籽粕蛋白提取率的影

响。设计各单因素条件为：料液比（w/v）1:1、1:5、
1:10、1:15、1:20；碱提 pH8.0、9.0、10.0、11.0、12.0；
超声温度 40.0、45.0、50.0、55.0、60.0 ℃；超声时间

60.0、80.0、100.0、120.0、140.0 min；酶解 pH3.0、3.5、
4.0、4.5、5.0；酶解时间 0.5、1.0、1.5、2.0、2.5 h；酶
用剂量 1.0%、2.0%、3.0%、4.0%、5.0%。基本条件

设定为：料液比 1:10、碱提 pH10.0、超声温度 50.0 ℃、

超声时间 100.0 min、酶解 pH4.0、酶解时间 1.5 h、
酶用剂量 2.0%，进行牡丹籽粕蛋白提取，测定蛋白提

取率。采用控制变量法，分别考察各因素对蛋白提取

率的影响，每组实验重复 3 次。常规碱溶酸沉法则

不使用超声波仪器，其余条件相同。

 1.2.4   响应面试验设计　根据单因素实验优化结果，

试验设计的因素水平见表 1，选取对蛋白提取率影响
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显著的料液比、超声温度、酶用剂量、超声时间为因

素，采用 Box-Benhnken 中心组合设计实验，进行 4
因素 3 水平分析实验，确定最佳工艺参数，利用响应

面试验设计进行实验优化，建立牡丹籽粕蛋白提取率

的二次多项式数学模型[7]。
 
 

表 1    Box-Benhnken 试验设计的因素水平
Table 1    Factors and levels of Box-Benhnken experimental

design

编码 A料液比 B 超声温度（℃） C酶用剂量（%） D 超声时间（min）

−1 1:5 45.0 1.0 100.0

0 1:10 50.0 2.0 120.0

1 1:15 55.0 3.0 140.0
 

 1.2.5   牡丹籽粕蛋白质提取率测定　蛋白质含量的

测定使用凯氏定氮法，具体操作参照参考文献 [8]。

蛋白中提取率(%) =
上清液蛋白质量(mg/mL)

脱脂牡丹籽粕蛋白质量(mg/mL)
×100

 1.2.6   牡丹籽粕蛋白功能性质测定　

 1.2.6.1   持水性测定　称取 1.0 g 牡丹籽粕蛋白样品

于离心管中，加入 20  mL 蒸馏水搅拌均匀，调节

pH 至 8.0，置于 50 ℃ 水浴中保温 20 min，冷却至室

温。3000 r/min 离心 5 min，弃去上清液，测定离心管

和残留物的质量[9]，按下式计算持水性。

持水性 =

弃去上清液后离心管质量−离心管与样品总质量
牡丹籽蛋白质量

 1.2.6.2   吸油性测定　称取 0.5 g 牡丹籽粕蛋白，加

入 5.0 mL 大豆油混匀，室温下静置 30 min，5000 r/min
离心 15 min，测量游离油体积[10]，则样品的吸油性

为：

吸油性(mL/g) =
5.0−游离油体积
牡丹籽蛋白质量

 1.2.6.3   乳化性和乳化稳定性测定　乳化性测定[11]：

称取 1.0 g 牡丹籽粕蛋白分散于 25 mL 蒸馏水中，

加 5 mL 大豆油，2000 r/min 搅拌成匀浆，后 3000 r/min
离心 5 min，则样品乳化性为：

乳化性(%) =
乳化层高度(mm)

离心管中液体总高度(mm)
×100

乳化稳定性测定[12]：将以上乳化样品置于 80 ℃
水浴中保温 30 min，冷水冲洗冷却 15 min， 3000 r/min
离心 5 min，则样品乳化稳定性为：

乳化稳定性(%)=
保持乳化状态的液层高度(mm)

原乳化层高度(mm)
×100

 1.2.6.4   起泡性和泡沫稳定性测定　称取 1.5 g 牡丹

籽粕蛋白溶于 50 mL 去离子水中，调节 pH 至中性，

搅拌 10 min，定容至 100 mL 作为测试液，1000 r/min
搅拌 3 min，记录上层出现的泡沫体积（mL），静置

30 min 后再次记录上层泡沫体积（mL），并按以下公

式计算[13]：

起泡性(%) =
上层泡沫体积

100
×100

泡沫稳定性(%) =
静置30 min后上层泡沫体积

上清层泡沫体积
×100

 1.2.6.5   氨基酸组分测定　使用氨基酸全自动分析

仪，根据 GB 5009.124-2016 对制备得到的牡丹籽粕

蛋白进行水解氨基酸组成分析[14]。

 1.3　数据处理

所有试验测定均重复 3 次。测定结果表示为平

均值±标准差（SD）。使用 SPSS statistics 23 对试验

数据进行方差分析确定差异显著性。图表使用 Origin
2018 和 Excel 进行绘制。

 2　结果与分析

 2.1　牡丹籽粕蛋白等电点

由图 1 可发现，当溶液 pH=4.0 时，牡丹种子蛋

白沉淀量最大，因此牡丹籽蛋白等电点为 4.0。
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图 1    酸沉 pH 对牡丹籽粕蛋白沉淀量的影响
Fig.1    Effect of acid precipitation ph on protein precipitation of

peony seed meal
 

 2.2　各因素对蛋白质提取率的影响

溶剂比例的增加能提高提取目标物在物料中的

浓度差，从而不断提高提取效率。料液比对牡丹籽粕

蛋白质提取率的影响如图 2 所示：料液比在 1:1~1:20
之间时，牡丹籽粕蛋白提取率先增加后降低。当料液

比为 1:10 时，蛋白提取率最高，达到 85.56%。当底

物浓度过高时，易造成体系粘度过大，分子扩散受到

阻碍，水分活度变弱，影响蛋白溶出，对水解反应产生

一定抑制作用，因此蛋白提取率较低[15]。但随着溶剂

比例的增加，牡丹籽粕与溶剂充分接触，使蛋白质易

于溶解到提取液中，从而提高蛋白质分散效率，促使

蛋白提取率升高。但过大的料液比反而降低了蛋白

质提取率，可能是因为在浓度过低的分散体系中易导

致处理时溶质丢失[16]。考虑后续成本和用水量，因

此，选取料液比 1:5、1:10、1:15 进一步实验。

随着氧化还原电位水碱性增强，当碱提 pH 在

8.0~10.0 之内时，一些具有极性基团的蛋白质分子二

级键发生解离，使同样的电荷体出现在其他蛋白质分
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子表面，促使蛋白质分子被二级键增溶，从而发生分

离[17]。当 pH 为 10.0 时，蛋白提取率达到 81.88%。

但随着溶剂碱性增加，蛋白提取率反而呈现降低趋

势，这可能是因为过碱条件会破坏蛋白质的次级键，

使蛋白质二、三级结构解体引起极端变性；同时部分

蛋白质发生水解，引起脱氨、脱羧、肽键断裂反

应[18]。故推测溶剂酸碱性对牡丹蛋白的提取呈现出

双向调节作用，因此碱提 pH10.0 时较合适。

各单因素对牡丹籽粕蛋白质提取率的影响如

图 2 所示，由图 2 可知，超声温度对蛋白质提取率有

一定影响。随着试验过程处理温度的上升，蛋白提

取率先升高后降低。提取率在 50 ℃ 时最大，达到

88.93%，可能是因为随着提取温度的升高，分子间的

布朗运动不断增强，使细胞壁的渗透性不断增强，促

进蛋白质溶解，也增加水分子的热运动，增大蛋白质

与水分子接触概率，从而提高蛋白提取率[19]。但温度

超过 50 ℃ 后，蛋白因过热发生变性，部分溶解的蛋

白质出现交联聚合现象，易与不溶物质一起被离心去

除，导致上清液中蛋白质含量降低，提取率减小。因

此，选取超声温度 45、50、55 ℃ 进一步实验。
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图 2    各单因素对牡丹籽粕蛋白质提取率的影响

Fig.2    Effect of each single factor on the extraction rate of protein from peony seeds
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超声提取时间对牡丹籽粕蛋白提取率影响显

著。当超声处理 120 min 时，蛋白提取率最高达到

87.66%，这是因为牡丹籽粕在溶液中需一定时间溶

胀，待溶胀充分后才有利于蛋白提取。随着提取时间

增加，超声波机械与空化作用的影响，会增加碱液对

原料细胞的渗透，使牡丹籽粕蛋白尽可能溶解在溶剂

中，目标提取物得以释放，提取率持续增加[20]。但当

处理时间过长时，蛋白产量开始随着时间的推移而降

低，可能因为超声对物料的空泡效应持续增强，使部

分蛋白质性质发生变化或开始水解。因此，选取超声

时间 100、120、140 min 进一步实验。

随着酶用剂量增加，牡丹籽粕蛋白提取率也随

之增加。在 2% 酶用剂量时，蛋白提取率最高达到

84.42%，这可能是因为酶用量的增加，增加了酶与底

物结合的概率，从而提高水解度。继续添加酶用量后

蛋白质提取率变化并不大，原因可能是酶本身也是蛋

白质，是被作用的类似物质，酶浓度过大时，添加过多

的蛋白酶会抑制酶的催化能力作用，使底物与酶结合

过程中阻碍作用增大。因此，选取酶用量 1%、2%、

3% 进一步实验。

酶解 pH 和酶解时间对牡丹籽粕蛋白提取率影

响不大，均呈现先上升后降低的趋势。当 pH 为 4.0
时，能增强蛋白质和水之间的相互作用，使其溶解性

提高，蛋白提取率达到 82.88%；此后，随 pH 增大，酶

活性逐渐降低，蛋白提取率也随之降低，推测 pH 过

高或过低都对酶的活性造成一定影响，故本试验过程

中选择 pH4.0 作为酶解最佳 pH。当酶解 1.5  h
时，蛋白提取率最高达到 82.92%。适当延长酶解时

间可以充分发挥酶的功能，使蛋白成分完全被析出。

此后处理的时间越久，提取率降低，但幅度不大，推测

可能伴随逆反应增多引起的。所以选择的酶解时间

是 1.5 h。

 2.3　响应面试验优化设计

 2.3.1   模型的建立及显著性检验　选取料液比、超

声温度、酶用剂量、超声时间四个单因素设计实验。

根据单因素实验结果，采用 Box-Benhnken 中心组合

试验，考察各个因素对蛋白质提取率的影响，进行

4 因素 3 水平的响应面优化试验，响应面优化试验设

计及结果见表 2。
通过 Design-Expert 软件对表 2 中的数据进行

多元回归拟合分析后，牡丹籽粕蛋白质提取率的预测

回归模型为：

Y(%)=91.40−0.092A−0.93B−0.69C−0.42D+
2.83AB+0.45AC+0.05AD+0.71BC+1.63BD+1.56CD−
5.8A2−6.14B2−3.84C2−6.68D2

方差分析见表 3，是响应面结果的方差分析。预

测值与真实值之间具有较好的相关性，R2=0.9596，
R2

Adj=0.9193，这进一步表明该模型具有良好的拟合

度和较小的实验误差。该回归方程可用于酶法辅助

超声提取牡丹籽粕中蛋白的过程进行初步分析和预

测。二次回归方程中 AB、A2、B2、C2 和 D2 对蛋白

质提取率的影响极显著（P<0.01），B、BD 和 CD 差异

显著（P<0.05），其他差异均无统计学意义（P>0.05）。
因此，各测试因子对响应值的影响显示出二次抛物线

 

表 2    响应面优化试验设计及结果

Table 2    Response surface optimization experimental design
and results

实验号 A B C D 蛋白质提取率（%）

1 −1 −1 0 0 83.56
2 1 −1 0 0 78.81
3 −1 1 0 0 73.64
4 1 1 0 0 80.23
5 0 0 −1 −1 83.65
6 0 0 1 −1 78.33
7 0 0 −1 1 79.51
8 0 0 1 1 80.41
9 −1 0 0 −1 80.60
10 1 0 0 −1 78.59
11 −1 0 0 1 78.85
12 1 0 0 1 77.04
13 0 −1 −1 0 83.24
14 0 1 −1 0 80.44
15 0 −1 1 0 80.66
16 0 1 1 0 80.72
17 −1 0 −1 0 82.91
18 1 0 −1 0 82.44
19 −1 0 1 0 81.24
20 1 0 1 0 82.58
21 0 −1 0 −1 80.64
22 0 1 0 −1 77.42
23 0 −1 0 1 77.55
24 0 1 0 1 80.85
25 0 0 0 0 90.89
26 0 0 0 0 90.33
27 0 0 0 0 92.18
28 0 0 0 0 91.33
29 0 0 0 0 92.25

 

表 3    方差分析

Table 3    Analysis of variance

来源 平方和 自由度 均方 F值 P值 显著性

模型 632.36 14 45.17 26.94 <0.0001 **
A 0.10 1 0.10 0.061 0.8082
B 10.38 1 10.38 6.19 0.0261 *
C 5.67 1 5.67 3.38 0.0872
D 2.10 1 2.10 1.25 0.2819

AB 32.15 1 32.15 19.17 0.0006 **
AC 0.82 1 0.82 0.49 0.4961
AD 0.01 1 0.01 5.963E-003 0.9395
BC 2.04 1 2.04 1.22 0.2881
BD 10.63 1 10.63 6.34 0.0246 *
CD 9.67 1 9.67 5.77 0.0308 *
A2 218.18 1 218.18 130.11 <0.0001 **
B2 244.61 1 244.61 145.87 <0.0001 **
C2 95.88 1 95.88 57.18 <0.0001 **
D2 289.52 1 289.52 172.66 <0.0001 **

残差 23.48 14 1.15
失拟 20.74 10 1.34 3.03 0.1486

纯误差 2.74 4 0.69
总和 655.83 28

注：*差异显著，P<0.05；**差异极显著，P<0.01。
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关系。此外，在料液比、超声温度、酶用剂量、超声

时间这四个关键因素中，对蛋白质提取率的影响顺序

为：超声温度（B）>酶用剂量（C）>超声时间（D）>料液

比（A）。失拟项 P=0.1486> 0.05，表明未知干扰因素

对测试结果的影响很小，模型拟合良好，测试误差

小。以上建立的模型可用来显示每个因素和响应值

之间的差异。

 2.3.2   验证试验　通过 Design-Expert  V8.0.6 软件

响应面优化试验，对各工艺参数进行优化分析后，牡

丹籽粕蛋白提取率（预测值）为 91.49%，其对应的因

素为料液比 1:9.82、超声温度 49.51 ℃、酶用剂量

1.89%、超声时间 118.87 min。根据实际应用情况，

测试该方法的最佳有效性，将牡丹籽粕蛋白提取的最

优条件修正值定为：料液比设定为 1:9.8（w/v），超声

温度设定为 49.5 ℃，酶用剂量 1.9%，超声时间设定

为 119 min。在最佳工艺条件下设定最佳工艺参数，

并进行 3 次平行实验，牡丹籽粕蛋白提取率分别为

90.85%、89.68%、92.33%，平均值为 90.95%±1.18%，

接近模型的预测值，表明使用 Box-Benhnken 中心组

合获得的工艺参数和响应面分析准确可靠，具有一定

的应用价值。

 2.4　牡丹籽粕蛋白氨基酸组分分析

对牡丹籽粕蛋白氨基酸组成进行测定，比较常

规碱溶酸沉和酶水解-超声辅助碱溶酸沉法对牡丹籽

粕蛋白氨基酸组成成分的影响（表 4）。由表 4 可知，

牡丹籽粕蛋白中氨基酸种类齐全，酶水解-超声辅助

碱溶酸沉法制备的牡丹籽粕蛋白各氨基酸含量均高于

常规碱溶酸沉，且总含量更高，达到 88.17 g·（100 g）−1，

因此酶水解-超声辅助碱溶酸沉法明显优于常规碱溶

酸沉。牡丹籽粕蛋白经酶解超声碱提后，其中必需氨

基酸总含量明显上升，达到 25.79 g·（100 g）−1，这提

高了牡丹籽粕蛋白的营养价值。氨基酸的种类和比

例在很大程度上决定了蛋白或多肽的特性，包括其抗

氧化特性[21]。彭吟雪等[22] 研究表明，蛋氨酸和半胱

氨酸因其具有亲核性，可作为氢受体提高抗氧化活

性。牡丹籽粕蛋白中蛋氨酸和半胱氨酸提高明显，故

推测其抗氧化性可能有所提高[23−25]。

 2.5　牡丹籽粕蛋白功能性质分析

对牡丹籽粕蛋白功能特性进行分析，比较大豆

分离蛋白与常规碱溶酸沉、酶水解-超声辅助碱溶酸

沉法对其功能特性的影响（表 5）。
  
表 5    常规碱溶酸沉、酶水解-超声辅助碱溶酸沉法制备牡丹

籽粕蛋白及大豆分离蛋白功能特性的比较
Table 5    Comparison of functional characteristics of peony seed

protein and soybean protein isolate prepared by conventional
alkali-soluble acid precipitation, enzymatic hydrolysis-

ultrasonic-assisted alkali-soluble acid precipitation

项目 常规碱溶酸沉
酶水解-超声辅助

碱溶酸沉法
大豆分离蛋白

持水性（g/g） 9.42±0.51b 16.59±0.68a 3.87±0.75c

吸油性（mL/g） 1.58±0.23b 2.57±0.32a 1.60±0.97b

乳化性（%） 26.71±0.48b 35.93±0.56a 17.46±0.48c

乳化稳定性（%） 68.66±0.71b 75.52±0.43a 22.38±0.55c

起泡性（%） 36.78±0.14b 40.58±0.55a 42.07±0.37a

泡沫稳定性（%） 68.03±0.34a 63.18±0.28b 68.86±0.74a

 

大豆分离蛋白与常规碱溶酸沉制备的牡丹籽粕

蛋白持水能力均低于酶水解-超声辅助碱溶酸沉法，

超声辅助有助于提高牡丹籽粕蛋白持水性，这可能是

因为在恒温水浴中，适当升高温度能直接使蛋白质组

成和构造分子变得舒展膨松，超声波处理使蛋白充分

由大分子解离为小分子，蛋白分子亲水基团暴露在表

面，因此与水组分子间的相互结合作用力增强，形成

网状结构从而获得更高的蛋白持水性[26]。大豆分离

蛋白与常规碱溶酸沉制备的蛋白吸油能力要比酶水

解-超声辅助碱溶酸沉法的稍低，推测可能由于超声

波处理使蛋白中的疏水充分外露，增强了与油分子的

相互作用，使吸油能力增强，从而吸油性增强[27]。相

关研究[28] 表明乳化性能和分子中疏水基与亲水基的

比例及溶解度有关，且超声辅助更有利于乳化性及其

稳定性的增强，这可能是因为超声辅助提取使蛋白间

肽键断裂、疏水基团充分暴露，引起表面活性及吸附

力增强，从而具有良好的乳化性。当大量蛋白分子进

入油水界面时，降低了界面张力，疏水基团向里包裹

在蛋白表面起到保护作用，从而提高乳化稳定性[29]。

考虑牡丹籽粕蛋白乳化功效和乳化稳定性能，它可被

 

表 4    常规碱溶酸沉与酶水解-超声辅助碱溶酸沉法制备牡丹
籽粕蛋白氨基酸组分的比较 （g·（100 g）−1）

Table 4    Comparison of amino acid components of peony seed
protein prepared by conventional alkali-soluble acid

precipitation and enzymatic hydrolysis-ultrasound-assisted
alkali-soluble acid precipitation (g·(100 g)−1)

氨基酸种类 常规碱溶酸沉 酶水解-超声辅助碱溶酸沉法

天冬氨酸Asp 7.13±0.58b 8.28±0.42a

苏氨酸Thr 2.46±0.27a 2.94±0.36a

丝氨酸Ser 3.90±0.39b 4.56±0.78a

谷氨酸Glu 18.62±0.45b 21.93±0.91a

甘氨酸Gly 3.42±0.61b 4.88±0.53a

丙氨酸Ala 3.22±0.18b 4.61±0.47a

半胱氨酸Cys 0.71±0.93a 1.38±0.63a

缬氨酸Val 3.68±0.42b 4.97±0.58a

蛋氨酸Met 1.62±0.92a 1.76±0.24a

异亮氨酸Ile 2.87±0.31b 4.16±0.72a

亮氨酸Leu 6.69±0.67b 7.72±0.49a

酪氨酸Tyr 1.94±0.47a 2.33±0.22a

苯丙氨酸Phe 2.71±0.26b 3.96±0.15a

赖氨酸Lys 1.56±0.74a 2.04±0.45a

组氨酸His 1.98±0.58b 2.36±0.70a

精氨酸Arg 5.72±0.23a 6.15±0.68a

脯氨酸Pro 3.57±0.83b 4.14±0.41a

总氨基酸（TAA） 71.80±0.52b 88.17±0.51a

必需氨基酸（EAA） 21.59±0.45b 27.55±0.46a

EAA/TAA 30.07±0.86b 31.25±0.90a

注：同行肩标小写字母不同表示差异显著（P<0.05）；表5同。
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认为是一种优良的食品加工乳化剂。此外，牡丹籽粕

蛋白具有低起泡性，其发泡性能的主要影响因素有蛋

白质分子柔性、疏水性、电荷和极性基团的类型[30]。

由表 5 可看出，酶水解-超声辅助碱溶酸沉法的起泡

性高于常规碱溶酸沉，但低于大豆分离蛋白的起泡

性，这可能是因为超声处理使蛋白在起泡过程使蛋白

分子结构完全展开，促使与水分子相互作用形成薄

膜，从而增加了起泡性[31−32]。但常规碱溶酸沉泡沫稳

定性更好，这可能是因为超声辅助碱提牡丹籽粕蛋白

水解度更高，水解使蛋白空间结构发生改变，分子间

相互作用力减小，薄膜难以长时间维持，因此影响泡

沫稳定性。

 3　结论
与已有研究相比，本研究使用酶水解-超声辅助

碱溶酸沉法提取牡丹籽粕蛋白比酶水解-碱溶酸沉法

提取牡丹籽粕蛋白的提取率更高。根据中心组合设

计原理，在单因素实验的基础上，设计 4 因素 3 水平

的响应面优化试验，并以料液比 1:9.8（w/v）、超声温

度 49.5 ℃、酶用剂量 1.9%、超声时间 119 min 为条

件，得到牡丹籽粕蛋白提取最佳制备工艺条件。在此

条件下牡丹籽粕蛋白提取率达到 90.95%，接近预测

值 91.49%，证明了所获得的实验结果可靠。

试验研究发现，牡丹籽粕蛋白等电点为 4.0，此
时蛋白沉淀量最大。现有研究大多以常规碱溶酸沉

法来制备牡丹籽粕蛋白，但与其相比而言，本研究使用

的酶水解-超声辅助碱溶酸沉法制备的牡丹籽粕蛋白

具有更好的持水、吸油、乳化等功能特性，且超声辅

助碱提后，牡丹籽粕蛋白必需氨基酸组分均有所提

高，从而很大程度上改善了蛋白的营养价值，为牡丹

籽粕蛋白的综合利用提供了更广泛的理论基础。
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