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摘要:针对榛子蛋白提取中存在提取率低、效率低及蛋白易变性等问题ꎬ采用球磨联合超声波方法提取榛子蛋白ꎮ 通过单

因素试验研究了超声时间、超声功率、榛子粉中位粒径及液料比对榛子蛋白提取率的影响ꎬ同时结合响应面试验进行优化并确

定最佳提取工艺ꎮ 结果表明ꎬ在超声时间为 ８ ｍｉｎ、超声功率为 １８０ Ｗ、榛子粉中位粒径为 １０􀆰 ９６ μｍ、液料比为 ２５ ｍＬ / ｇ 的条件

下ꎬ榛子蛋白提取率可达 ８４􀆰 ７％ꎮ 球磨联合超声波方法提取榛子蛋白具有提取率高、效率高、易操作等优点ꎬ为榛子蛋白及其

他植物蛋白的提取研究提供理论基础ꎮ
关键词:球磨ꎻ超声波ꎻ榛子蛋白ꎻ提取率
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　 　 榛子为榛属类植物的种仁[１]ꎬ通常含有 １１％碳

水化合物、１６％蛋白质[２]及人体所需的 ８ 种氨基酸ꎬ
具有较高营养价值[３]ꎮ 榛子蛋白具备增强体质、促
进胆固醇代谢等药用价值[４]ꎮ 去脂后的榛子粕含

有较高蛋白质成分ꎬ对榛子粕中蛋白质进行提取并

应用在食品加工中ꎬ可有效提高榛子副产物的利用

率与经济价值ꎮ
目前针对榛子蛋白的提取方法主要有水酶

法[５]、低温预榨－浸出法[６] 等ꎮ 但酶解和试剂会使

多数蛋白质转化为肽和氨基酸ꎬ不能保持蛋白质原

有结构和加工性能[７]ꎮ 球磨作为蛋白提取的一种

预处理方式ꎬ利用研磨介质在研磨罐中高速旋转对

榛子蛋白细胞破壁ꎬ使细胞内物质得以释放ꎬ从而提

高榛子蛋白提取率[８]ꎮ 超声波应用于食品加工中

具有提取时间短、提取效率高及产物纯度高等优

点[９]ꎬ与其他方法相比ꎬ超声波作用可避免蛋白变

性及降解ꎮ 关于球磨联合超声波方法提取榛子蛋白

的研究尚未见报道ꎮ
笔者以脱脂榛子粕为原料ꎬ采用球磨联合超声

波法提取榛子蛋白ꎬ考察了超声时间、超声功率、榛
子粉中位粒径和液料比对榛子蛋白提取率的影响ꎬ
并利用响应面法确定榛子蛋白提取的最佳工艺

条件ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料与试剂
脱脂榛子粕ꎬ三羊榛缘生物科技有限公司生产ꎻ

牛血清白蛋白(ＢＳＡ)ꎬ飞净生物科技有限公司生产ꎻ
考马斯亮蓝 Ｇ－２５０、氢氧化钠、氯化钠、盐酸等ꎬ均为

分析纯ꎬ国药集团生产ꎻ试验用水均为去离子水ꎮ
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１􀆰 ２　 仪器与设备

Ｋ－３５７ 自动凯氏定氮仪ꎬ瑞士 ＢＵＣＨＩ 公司生

产ꎻＰＭ１００ 行星式球磨仪ꎬ德国莱驰科技公司生产ꎻ
ＪＹ９９－ⅡＤＮ 超声波细胞粉碎机ꎬ宁波新芝生物科技

公司生产ꎻＢｅｔｔｔｅｒｓｉｚｅ２６００ 激光粒度分析仪ꎬ丹东百

特仪器公司生产ꎻＵＶ－１８００ 紫外－可见光分光光度

计ꎬ日本岛津公司生产ꎻＴＧＬ－１６Ｃ 台式离心机ꎬ上海

安亭科学仪器厂生产ꎮ
１􀆰 ３　 试验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 榛子蛋白提取流程

取适量脱脂榛子粕于电热鼓风干燥箱中ꎬ６０℃
恒温烘干ꎬ粉碎后经 ４０ 目筛ꎬ制得榛子粉ꎮ 榛子蛋

白提取流程为:榛子粉(８ ｇ)→球磨超细粉碎→加去

离子水溶解→调 ｐＨ→超声波提取→离心分离

(６ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ１０ ｍｉｎ)→取上清液(蛋白提取液)→
测定蛋白含量(考马斯亮蓝法)ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 脱脂榛子成分的测定

脱脂榛子水分含量测定:采用直接干燥法(ＧＢ
５００９􀆰 ３—２０１６)ꎻ脱脂榛子中的灰分含量的测定:采
用高温灰化法(ＧＢ ５００９􀆰 ４—２０１６)ꎻ脱脂榛子中的

粗蛋白含量的测定:采用凯氏定氮法(ＧＢ ５００９􀆰 ５—
２０１６)ꎮ

经测定ꎬ脱脂榛子中水分质量分数为 ５􀆰 １２％ꎬ灰
分质量分数为 ７􀆰 ４５％ꎬ粗蛋白质量分数为 ３０􀆰 ０８％ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 榛子蛋白提取率的测定

采用 ０􀆰 ５ ｍｇ / ｍＬ 的 ＢＳＡ 为标准蛋白并配置不

同质量浓度的蛋白溶液ꎬ在 ５９５ ｎｍ 处测定其吸光

度[１０]ꎮ 得到线性回归方程为 ｙ ＝ ０􀆰 ４４７ｘ＋ ０􀆰 ０９８ ６
(Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ４)ꎮ

取榛子蛋白上清液 １ ｍＬ 加入 ＮａＣｌ 溶液稀释至

１０ ｍＬꎬ再从稀释后的溶液中取 １ ｍＬ 溶液ꎬ加入

５ ｍＬ 考马斯亮蓝溶液混匀后静置ꎬ在 ５９５ ｎｍ 处测

定吸光度ꎬ根据标准曲线计算榛子蛋白提取液质量

浓度(ｍｇ / ｍＬ)ꎮ 蛋白提取率计算式为:
蛋白提取率 ％ ＝

[(榛子蛋白提取液质量浓度 × 榛子蛋白提取液体积) /
(榛子粕中蛋白含量 × 榛子粉质量)] × １００％ (１)

１􀆰 ３􀆰 ４　 单因素试验

以榛子蛋白提取率为因变量ꎬ分别研究超声时

间(３、５、８、１０、１２、１５ ｍｉｎ)、超声功率(９０、１８０、２７０、
３６０、４５０、５４０ Ｗ)、榛子粉中位粒径(１６􀆰 ０９、１２􀆰 ０４、
１０􀆰 ９６、８􀆰 ０５、５􀆰 ９８、２􀆰 ６７ μｍ)、液料比 ( １５、２０、２５、
３０、３５、４０ ｍＬ / ｇ)对榛子蛋白提取率的影响ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 响应面优化试验

以榛子蛋白提取率为响应值ꎬ超声功率、超声时

间、榛子粉中位粒径、液料比为自变量ꎮ 利用 Ｄｅｓｉｇｎ－
Ｅｘｐｏｒｔ １０􀆰 ０􀆰 ７ 软件并根据 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ 设计原理

设计 ４ 因素 ３ 水平响应面优化试验ꎮ 试验因素水平

及编码表如表 １ 所示ꎮ
表 １　 试验因素水平及编码表

水平

因素

超声时间

(Ａ) / ｍｉｎ
榛子粉中位粒径

(Ｂ) / μｍ
超声功率

(Ｃ) / Ｗ

液料比(Ｄ) /

(ｍＬ􀅰ｇ－１)

－１ ５ ８􀆰 ０５ ９０ ２０

０ ８ １０􀆰 ９６ １８０ ２５

１ １０ １２􀆰 ０４ ２７０ ３０

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 单因素试验结果与分析

２􀆰 １􀆰 １　 超声时间对榛子蛋白提取率影响

在超声功率为 １８０ Ｗ、 榛子粉中位粒径为

１０􀆰 ９６ μｍ、液料比为 ２５ ｍＬ / ｇ 情况下ꎬ超声时间对

榛子蛋白的提取效果如图 １ 所示ꎮ 由图 １ 中可以看

出ꎬ当超声时间为 ８ ｍｉｎ 时ꎬ榛子蛋白提取率为

８５􀆰 １５％ꎮ 超声波引起的机械振动增加了榛子粉与

碱溶液的接触面积ꎬ且随着时间的增加ꎬ蛋白的溶胀

时间增加ꎬ有利于蛋白提取ꎮ 同时ꎬ超声空化产生的

剪切力、微射流与湍流可破坏植物细胞壁ꎬ使溶剂渗

透到组织中ꎬ提高蛋白质提取效率[１１]ꎮ 但超声产生

的热效应增强ꎬ溶液的温度增加ꎬ会导致榛子蛋白变

性沉淀ꎮ 因此ꎬ选取最佳超声时间为 ８ ｍｉｎꎮ

图 １　 超声时间对榛子蛋白提取率影响

２􀆰 １􀆰 ２　 超声功率对榛子蛋白提取率影响

在超声时间为 ８ ｍｉｎ、 榛子粉中位粒径为

１０􀆰 ９６ μｍ、液料比为 ２５ ｍＬ / ｇ 情况下ꎬ超声功率对

榛子蛋白的提取效果如图 ２ 所示ꎮ 由图 ２ 中可以看

出ꎬ当超声功率为 １８０ Ｗ 时ꎬ榛子蛋白提取率为

８４􀆰 ４１％ꎮ 随着超声功率的增大ꎬ蛋白提取率先增后

减ꎮ 这是由于超声功率增加时ꎬ超声产生的空化作

用与热效应增强ꎬ空化形成的气泡在破裂瞬间产生
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强烈的液体射流ꎬ导致细胞壁破裂ꎬ提高蛋白质在溶

剂中的溶解性ꎬ有效增加榛子蛋白率[１２]ꎮ 但当功率

超过 １８０ Ｗ 后ꎬ过强的空化作用使蛋白质受到极强

的冲击波和剪切应力而产生破坏和降解ꎬ同时会使

蛋白的黏滞性增加ꎬ导致榛子蛋白提取率降低ꎮ 因

此ꎬ选取最佳超声功率为 １８０ Ｗꎮ

图 ２　 超声功率对榛子蛋白提取率的影响

２􀆰 １􀆰 ３　 榛子粉中位粒径对榛子蛋白提取率影响

在超声时间为 ８ ｍｉｎ、超声功率为 １８０ Ｗ、液料

比为 ２５ ｍＬ / ｇ 情况下ꎬ榛子中位粒径对榛子蛋白提

取的作用效果如图 ３ 所示ꎮ 在球磨时间为 ５、１０、
１５、２０、 ２５、 ３０ ｍｉｎ 时ꎬ 榛子粉中位粒径分别为

１６􀆰 ０９、１２􀆰 ０４、１０􀆰 ９６、８􀆰 ０５、５􀆰 ９８、２􀆰 ６７ μｍꎮ 由图 ３
可知ꎬ随着榛子粉中位粒径的减小ꎬ榛子蛋白提取率

先增后减ꎮ 当榛子粉中位粒径为 １０􀆰 ９６ μｍ 时ꎬ榛
子蛋白提取率为 ８５􀆰 ７２％ꎮ 球磨实质上是利用研磨

介质与榛子粉在罐体内的撞击、剪切和磨损对榛子

细胞进行破碎ꎬ促进榛子细胞内蛋白质的释放[１３]ꎮ
在一定的粒度范围内ꎬ当榛子粉组织结构被破坏ꎬ榛
子蛋白及其他成分可以充分溶出ꎬ可提高榛子蛋白

的提取率ꎮ 随着球磨时间增加ꎬ榛子粉产生一定的

塑性变形ꎬ同时增加体系温度ꎬ导致榛子蛋白提取率

降低ꎮ 因此ꎬ选取榛子粉中位粒径 １０􀆰 ９６ μｍ 进行

后续研究ꎮ

图 ３　 榛子粉中位粒径对榛子蛋白提取率的影响

２􀆰 １􀆰 ４　 液料比对榛子蛋白提取率影响

在超声时间为 ８ ｍｉｎ、超声功率为 １８０ Ｗ、榛子

粉中位粒径为 １０􀆰 ９６ μｍ 情况下ꎬ液料比对榛子蛋

白的提取效果如图 ４ 所示ꎮ 由图 ４ 中可以看出ꎬ当
液料比为 ２５ ｍＬ / ｇ 时ꎬ榛子蛋白提取率为 ８４􀆰 ３％ꎮ

在一定范围内ꎬ提高液料比有利于榛子粉在碱液中

的溶解性ꎬ从而提高蛋白的提取率[１４]ꎮ 进一步提高

液料比ꎬ榛子蛋白提取率没有明显变化ꎬ这是由于当

液料比较高时ꎬ过大的液料比会导致蛋白沉淀效果

较差ꎬ从而影响榛子蛋白提取率[１５]ꎮ 因此ꎬ选取最

佳液料比为 ２５ ｍＬ / ｇꎮ

图 ４　 液料比对榛子蛋白提取率的影响

２􀆰 ２　 响应面优化试验结果与分析

２􀆰 ２􀆰 １　 响应面试验设计与结果

选取超声时间、榛子粉中位粒径、超声功率和液

料比 ４ 个影响因素ꎬ以榛子蛋白提取率为响应值ꎬ设
计 ４ 因素 ３ 水平试验ꎮ 榛子蛋白提取率的响应面试

验设计方案和结果如表 ２ 所示ꎮ
表 ２　 榛子蛋白提取率的响应面试验设计方案和结果

试验号

因素

超声时间

(Ａ) / ｍｉｎ
榛子粉中位

粒径(Ｂ) / μｍ
超声功率

(Ｃ) / Ｗ

液料比(Ｄ) /

(ｍＬ􀅰ｇ－１)

榛子蛋

白提取

率 / ％

１ ０ －１ －１ ０ ７７􀆰 ４３

２ １ ０ －１ ０ ７７􀆰 ７６

３ －１ －１ ０ ０ ６７􀆰 ０７

４ ０ ０ －１ １ ７８􀆰 ８７

５ ０ ０ ０ ０ ８５􀆰 １１

６ ０ ０ ０ ０ ８５􀆰 １５

７ ０ ０ －１ －１ ７７􀆰 ９０

８ ０ －１ ０ １ ７６􀆰 １７

９ －１ ０ ０ １ ７２􀆰 ３４

１０ ０ －１ ０ －１ ７９􀆰 ６７

１１ ０ －１ １ ０ ７７􀆰 ６３

１２ ０ １ ０ １ ７８􀆰 ３０

１３ １ －１ ０ ０ ７７􀆰 ９６

１４ －１ ０ －１ ０ ６８􀆰 ３０

１５ ０ １ １ ０ ７９􀆰 ２１

１６ －１ ０ １ ０ ７３􀆰 ５８

１７ ０ １ ０ －１ ７９􀆰 ８２

１８ ０ ０ ０ ０ ８５􀆰 ２０

１９ １ １ ０ ０ ７６􀆰 ６３

２０ １ ０ ０ －１ ７８􀆰 ５９

２１ ０ ０ ０ ０ ８５􀆰 ８２

２２ ０ ０ ０ ０ ８６􀆰 ２４
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续表

试验号

因素

超声时间

(Ａ) / ｍｉｎ
榛子粉中位

粒径(Ｂ) / μｍ
超声功率

(Ｃ) / Ｗ

液料比(Ｄ) /

(ｍＬ􀅰ｇ－１)

榛子蛋

白提取

率 / ％

２３ －１ ０ ０ －１ ７１􀆰 １８

２４ １ ０ ０ １ ７７􀆰 ８５

２５ ０ ０ １ １ ７６􀆰 ８０

２６ １ ０ １ ０ ７６􀆰 ８２

２７ ０ ０ １ －１ ８０􀆰 ３３

２８ ０ １ －１ ０ ７７􀆰 ９０

２９ －１ １ ０ ０ ７４􀆰 ５１

２􀆰 ２􀆰 ２　 二次回归模型的建立及显著性分析

对该模型进行回归拟合ꎬ建立响应值榛子蛋白

提取率(Ｙ)与超声时间(Ａ)、榛子粉中位粒径(Ｂ)、
超声功率(Ｃ)与液料比(Ｄ)的多元二次回归模型:
Ｙ＝ ８５􀆰 ５０＋３􀆰 ２２Ａ＋０􀆰 ８７Ｂ＋０􀆰 ５２Ｃ－０􀆰 ６０Ｄ－２􀆰 １９ＡＢ－
１􀆰 ５６ＡＣ － ０􀆰 ４８ＡＤ ＋ ０􀆰 ２８ＢＣ ＋ ０􀆰 ５０ＢＤ － １􀆰 １３ＣＤ －
７􀆰 ５４Ａ２－３􀆰 ８２Ｂ２－３􀆰 ７９Ｃ２－３􀆰 １３Ｄ２ꎮ

回归模型方差分析表如表 ３ 所示ꎮ 由表 ３ 可

知ꎬ模型 Ｆ 值为 ６３􀆰 ５９ꎬＰ 值<０􀆰 ０００ １ꎬ表示该模型显

著ꎻ失拟项 Ｐ 值 ０􀆰 １２２ ６>０􀆰 ０５(不显著)ꎬ该模型可

被接受ꎻ模型决定系数 Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９８４ ５ꎬ校正系数

ＲＡｄｊ２ ＝ ０􀆰 ９６９ ０ꎬ说明该模型与实际提取率的拟合程

度较高ꎬ可有效说明各个因素与榛子蛋白提取率的

关系ꎮ 对 Ｐ 值和 Ｆ 值进行分析可知ꎬ模型中超声时

间、超声功率、榛子粉中位粒径与液料比对榛子蛋白

提取率均影响显著ꎬ超声时间、超声功率、液料比分

别与榛子粉中位粒径的交互作用对蛋白提取率的影

响显著ꎬ其余交互项均不显著ꎮ 超声时间、超声功

率、榛子粉中位粒径与液料比的二次项对榛子蛋白

提取率均影响显著ꎮ 由此可知ꎬ各因素对榛子蛋白

提取率的影响大小顺序为:超声时间>榛子粉中位

粒径>液料比>超声功率ꎮ
表 ３　 回归模型方差分析表

变异来源 ＳＳ ｄｆ ＭＳ Ｆ 值 Ｐ 值 显著性

模型 ６１９􀆰 ３４ １４ ４４􀆰 ２４ ６３􀆰 ５９ <０􀆰 ０００１ ∗∗

Ａ １２４􀆰 ３６ １ １２４􀆰 ３６ １７８􀆰 ７５ <０􀆰 ０００１ ∗∗

Ｂ ９􀆰 ０８ １ ９􀆰 ０８ １３􀆰 ０６ ０􀆰 ００２８ ∗

Ｃ ３􀆰 ２１ １ ３􀆰 ２１ ４􀆰 ６２ ０􀆰 ０４９６ ∗

Ｄ ４􀆰 ２７ １ ４􀆰 ２７ ６􀆰 １４ ０􀆰 ０２６６ ∗

ＡＢ １９􀆰 ２３ １ １９􀆰 ２３ ２７􀆰 ６４ ０􀆰 ０００１ ∗

ＡＣ ９􀆰 ６７ １ ９􀆰 ６７ １３􀆰 ９０ ０􀆰 ００２２ ∗

ＡＤ ０􀆰 ９０ １ ０􀆰 ９０ １􀆰 ３０ ０􀆰 ２７３８ 　

ＢＣ ０􀆰 ３１ １ ０􀆰 ３１ ０􀆰 ４４ ０􀆰 ５１６６ 　

ＢＤ ０􀆰 ９８ １ ０􀆰 ９８ １􀆰 ４１ ０􀆰 ２５５０ 　

ＣＤ ５􀆰 ０６ １ ５􀆰 ０６ ７􀆰 ２８ ０􀆰 ０１７３ ∗

Ａ２ ３６８􀆰 ５１ １ ３６８􀆰 ５１ ５２９􀆰 ７２ <０􀆰 ０００１ ∗∗

Ｂ２ ９４􀆰 ８４ １ ９４􀆰 ８４ １３６􀆰 ３２ <０􀆰 ０００１ ∗∗

Ｃ２ ９３􀆰 ４１ １ ９３􀆰 ４１ １３４􀆰 ２８ <０􀆰 ０００１ ∗∗

Ｄ２ ６３􀆰 ７０ １ ６３􀆰 ７０ ９１􀆰 ５６ <０􀆰 ０００１ ∗∗

残差 ９􀆰 ７４ １４ ０􀆰 ７０ 　 　 　

失拟项 ８􀆰 ７３ １０ ０􀆰 ８７ ３􀆰 ４４ ０􀆰 １２２６ 不显著

纯误差 １􀆰 ０１ ４ ０􀆰 ２５ 　 　 　

总离差 ６２９􀆰 ０８ ２８ 　 　 　 　

　 　 注:∗差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ∗∗差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ

２􀆰 ２􀆰 ３　 响应面分析各因素的交互作用

响应面分析各因素的交互作用结果分别如图 ５~
图 １０ 所示ꎮ 响应面图曲面越陡峭ꎬ表明该因素对榛

子蛋白提取率影响越大ꎮ 由图 ５ 和图 ６ 可知ꎬ超声

时间与榛子粉中位粒径的相互作用以及超声时间与

超声功率的相互作用的曲面较为陡峭ꎬ说明该交互

作用对蛋白提取率的影响较大ꎬ这与表 ３ 中方差分

析结果一致ꎮ 由图 ９ 与图 １０ 中可以看出ꎬ曲面较为

平缓ꎬ表明榛子粉中位粒径与液料比的交互作用以

及超声功率与液料比的交互作用对榛子蛋白提取率

的影响较小ꎮ 经分析可知ꎬ最优提取条件为:超声时

间为 ８ ｍｉｎ、超声功率为 １８０ Ｗ、榛子粉中位粒径为

１０􀆰 ９６ μｍ、液料比为 ２５ ｍＬ / ｇꎬ榛子蛋白提取率理论

值为 ８５􀆰 ５％ꎬ按照该工艺条件进行试验验证ꎬ蛋白

提取率为 ８４􀆰 ７％ꎬ与模型的理论偏差值为 ０􀆰 ９４％ꎬ
说明该模型对榛子蛋白提取率预测可靠性好ꎮ

(ａ)平面图

(ｂ)３Ｄ 图

图 ５　 超声时间与榛子粉中位粒径对

榛子蛋白提取率影响的响应面图
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(ａ)平面图

(ｂ)３Ｄ 图

图 ６　 超声时间与超声功率对榛子蛋白

提取率影响的响应面图

(ａ)平面图

(ｂ)３Ｄ 图

图 ７　 超声时间与液料比对榛子蛋白

提取率影响的响应面图

(ａ)平面图

(ｂ)３Ｄ 图

图 ８　 榛子粉中位粒径与超声功率对榛子

蛋白提取率影响的响应面图

(ａ)平面图

(ｂ)３Ｄ 图

图 ９　 榛子粉中位粒径与液料比对榛子蛋白

提取率影响的响应面图

(ａ)平面图

(ｂ)３Ｄ 图

图 １０　 超声功率与液料比对榛子蛋白

提取率影响的响应面图
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３　 结论

以榛子蛋白提取率为指标ꎬ通过球磨联合超声

波方法研究超声时间、超声功率、榛子粉中位粒径及

液料比对榛子蛋白提取率的影响ꎬ利用响应面优化

得到榛子蛋白的最佳提取工艺ꎮ 结果表明ꎬ超声时

间为 ８ ｍｉｎ、超声功率为 １８０ Ｗ、榛子粉中位粒径为

１０􀆰 ９６ μｍ、液料比为 ２５ ｍＬ / ｇ 时ꎬ榛子蛋白提取率

可达 ８４􀆰 ７％ꎮ 球磨联合超声波是一种从脱脂榛子

中提取蛋白的有效手段ꎬ具有提取率高、效率高、成
本低等优点ꎮ 该研究方法可为其他植物蛋白质的提

取提供一定的理论参考和应用基础ꎮ
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