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摘　 要：以脱脂豆粕为原料，通过“碱提酸沉”法制备大豆分离蛋白，经正交实验确定的最适条件是
碱液萃取温度为５０ ℃、碱液萃取ｐＨ值为８、酸沉淀ｐＨ值为４． ０。以所得的大豆分离蛋白为反应
底物制备大豆胨并优化其制备工艺。结果表明，反应的最佳条件为：酶解温度为５５ ℃，酶解ｐＨ值
为７． ５，底物浓度为５％，Ｅ ／ Ｓ为１６ ｇ ／ ｋｇ。将按照此工艺条件制备出的大豆胨的各项理化指标与所
购标准品相比，差异不大。氨基酸分析结果表明，大豆胨中必需氨基酸种类丰富齐全，可为微生物
的生长提供丰富的营养。
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　 　 大豆原产于中国，是世界上产量最大的食用、饲
用蛋白资源，大豆经高温提取豆油后所得的豆粕中
含有丰富的蛋白质［１］，但其并没有得到充分的利
用［２ － ３］。大豆分离蛋白具有一定的乳化特性，在天
然食品添加剂中应用广泛，提高其加工性能是研究
的热点［４ － ６］。大豆胨（Ｓｏｙａ Ｐｅｐｔｏｎｅ）是一种关键的
培养基原材料，含有丰富的碳水化合物和维生素，维
生素Ｂ１含量较高，它适用于包括真菌在内的极广泛
的微生物的生长。在一般培养基上无法生长的链球
菌、肺炎球菌、巴斯德菌等在含大豆胨的培养基上能
有很好的生长效果，大豆胨制备工艺以及制备出的
大豆胨质量直接影响微生物实验的结果［７ － ８］。目前

国内对从大豆到大豆胨提取工艺的研究报道较
少［９］，大部分的研究都直接采用市售的大豆分离蛋
白进行研究，没有对脱脂豆粕中提取物的完整工艺
流程的研究，不利于脱脂豆粕的大规模应用。本文
采用当地所产的脱脂豆粕，经过“碱提酸沉”法制备
出大豆分离蛋白［１０ － １３］，将制备出的大豆分离蛋白作
为底物，通过木瓜蛋白酶水解后得到大豆胨。木
瓜蛋白酶酶解效率低于动物蛋白酶，但其原料丰
富、生产简单、价格低廉，有利于大豆胨产品的大
规模生产。分别研究ｐＨ值、底物浓度、水解温度、
酶与底物的浓度比对木瓜蛋白酶水解效率的影
响，通过Ｌ９（３４）正交表排列优化提取工艺参数，提
高大豆分离蛋白的利用率，获得成本低、水解度
高、氨基酸及其他各项理化性质达标的大豆胨产
品，为脱脂豆粕的进一步应用和大豆胨的工业化
生产提供理论依据。
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１　 材料与方法
１． １　 材料与试剂

低温脱脂豆粕：宁夏恒生源生物有限公司，饲料
级黄大豆；木瓜蛋白酶：Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司；大豆胨标准
品：ＯＸＯＩＤ公司；大豆蛋白标准品：上海丰寿实业有
限公司。
１． ２　 仪器设备

ＴＵ１８１０型紫外可见分光光度仪：北京普析通用
仪器；Ｌ － ８８００型氨基酸分析仪：日本ＨＩＴＡＣＨＩ公
司；ＰｏｗｅｒＤｒｙ ＬＬ３０００冻干机：丹麦Ｈｅｔｏ公司；Ａｎ
ｋｅＴＤＬ － Ｓ － Ａ台式离心机：上海安亭科学仪器厂；
ＤＫ － ｓ２４恒温水浴箱：上海精密实验设备有限公司；
Ｚ － ２０００原子吸收光谱仪：日本ＨＩＴＡＣＨＩ公司；高
效液相色谱仪：日本ＨＩＴＡＣＨＩ公司。
１． ３　 实验方法
１． ３． １　 大豆分离蛋白的制备流程

大豆分离蛋白的制备采用“碱提酸沉”法，具体
工艺流程为［１４］：豆粕粉碎（１００目过筛）→碱提→离
心去杂→调节ｐＨ值→酸沉→静置分离→中和杀菌
（ｐＨ ７． ０ ）→干燥储存。
１． ３． ２　 大豆蛋白制备工艺条件的优化

为确定大豆蛋白制备的最佳工艺条件，以制备
出的大豆蛋白中蛋白质的含量（总氮）为考察指标，
对碱液萃取温度、碱液萃取ｐＨ值和酸沉淀ｐＨ值进
行三因素三水平正交实验，总氮含量为三次平行实
验的平均值。实验因素和水平排列见表１。

表１　 大豆分离蛋白制备因素水平表

水平 Ａ
碱液萃取温度／ ℃

Ｂ
碱液萃取ｐＨ值

Ｃ
酸沉淀ｐＨ值

１ ５０ ７． ５ ４
２ ５５ ８ ４． ５
３ ６０ ８． ５ ５

１． ３． ３　 大豆胨的制备流程
大豆分离蛋白→配液→高温灭菌（９０ ℃，１０

ｍｉｎ），自然冷却→酶解（４ ｈ）→高温灭酶（９０ ℃，５
ｍｉｎ）→干燥储存。
１． ３． ４　 大豆胨制备工艺条件的优化
１． ３． ４． １　 酶解温度的选择　 大豆分离蛋白溶液的
质量分数５％、ｐＨ值为７． ５、酶／底物质量比（Ｅ ／ Ｓ）
为８ ｇ ／ ｋｇ时，分别在５０、５５、６０、６５、７０ ℃条件下水
解４ ｈ，测定其水解度，找出最适酶解温度。
１． ３． ４． ２ 　 酶解ｐＨ值的选择　 大豆分离蛋白溶液
的质量分数５％、酶解温度为６０ ℃、Ｅ ／ Ｓ为８ ｇ ／ ｋｇ
时，在ｐＨ值分别为６． ５、７． ０、７． ５、８． ０和８． ５的条件
下水解４ ｈ，测定其水解度，找出酶解最适ｐＨ值。
１． ３． ４． ３　 底物浓度的选择　 设定大豆分离蛋白溶
液的质量分数分别为２％、３％、４％、５％、６％、７％，

在ｐＨ值为７． ５、酶解温度为６０ ℃、Ｅ ／ Ｓ为８ ｇ ／ ｋｇ的
条件下水解４ ｈ，测定其水解度，找出最适底物浓度。
１． ３． ４． ４　 酶浓度的选择　 选择大豆分离蛋白溶液
的质量分数为５％、温度为６０ ℃、ｐＨ值为７． ５，分别
在Ｅ ／ Ｓ为２、４、８、１６、３２ ｇ ／ ｋｇ的条件下水解４ ｈ，测
定其水解度，找出最适Ｅ ／ Ｓ。
１． ３． ４． ５　 酶解最优工艺条件的确定　 以水解度为考
察指标，对水解条件进行优化，确定酶解的最佳工艺。
以底物浓度、Ｅ ／ Ｓ、水解温度和ｐＨ值为因素，进行四
因素三水平正交实验。因素和水平排列如表２所示。

表２　 大豆胨制备因素水平表

水平 Ａ
温度／ ℃

Ｂ
ｐＨ值

Ｃ
底物浓度／ ％

Ｄ
Ｅ ／ Ｓ ／（ｇ ／ ｋｇ）

１ ５５ ７． ０ ４ ４
２ ６０ ７． ５ ５ ８
３ ６５ ８． ０ ６ １６

１． ３． ５　 检测方法
为确定所制备的大豆胨是否符合市售大豆胨产

品的理化指标要求，分别对各项理化性质进行检
测［１５ － １６］。
１． ３． ５． １　 水解度（ＤＨ）的测定　 水解度测定采用
ｐＨ － ＳＴＡＴ法。
１． ３． ５． ２　 总脂、水分、灰分和总氮的测定　 参照国
家标准测定。总氮的测定：ＧＢ ／ Ｔ５００９． ５—２００３；总
脂的测定：ＧＢ ／ Ｔ５００９． １０—２００３；水分的测定：ＧＢ ／
Ｔ５００９． ３—２００３；灰分的测定：ＧＢ ／ Ｔ５００９． ４—２００３。
１． ３． ５． ３ 　 氨基酸的测定　 采用国家标准ＧＢ ／
Ｔ１８２４６—２０００进行测定。
２　 结果与分析
２． １　 脱脂豆粕制备大豆分离蛋白正交实验

以所制备的大豆分离蛋白中的总氮含量为指标
进行正交实验，所得结果见表３。

表３　 大豆分离蛋白制备正交实验结果

序号 Ａ
碱液萃取温度

Ｂ
碱液萃取ｐＨ值

Ｃ
酸沉淀ｐＨ值

总氮含
量／ ％

１ １ １ １ ８７． ３
２ １ ２ ２ ９３． ７
３ １ ３ ３ ８５． ７
４ ２ １ ２ ８０． ８
５ ２ ２ ３ ８６． ９
６ ２ ３ １ ８４． ４
７ ３ １ ３ ７９． ７
８ ３ ２ １ ９０． ２
９ ３ ３ ２ ８１． ５
ｋ１ ８８． ９ ８２． ６ ８７． ３
ｋ２ ８４． ０３３ ９０． ２６７ ８５． ３３３
ｋ３ ８３． ８ ８３． ８６７ ８４． １
极差 ５． １ ７． ６６７ ３． ２
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由表３可得出，以产物中的总氮含量为指标，根
据极差分析得出利用“碱提酸沉”法制备大豆分离
蛋白的最适条件是Ａ１Ｂ２Ｃ１，各因素影响顺序为碱液
萃取ｐＨ值＞碱液萃取温度＞酸沉淀ｐＨ值。对此
最适工艺组合进行三次平行实验验证，三次实验制
备出的产物总氮含量分别为９２． １％、９３． ８％、
９３． ４％，优于大部分实验组，因此确立“碱提酸沉”
法制备大豆分离蛋白的最适条件是碱液萃取温度为
５０ ℃、碱液萃取ｐＨ值为８、酸沉淀ｐＨ值为４． ０。
２． ２　 大豆蛋白理化性质分析

对制备出的大豆分离蛋白进行理化性质分析，
并与标准品进行比较，结果见表４。

表４　 大豆分离蛋白与标准品理化性质比较结果 ％

成分 水分 灰分 脂肪 蛋白质
大豆分离蛋白标准品 ７ ６ １ ９０
大豆分离蛋白成品 ７． １８ ４． ８５ ０． ８３ ９１． ２４

　 　 由表４可以得出，根据以上制备工艺制得的大
豆分离蛋白与市场所售标准品各项理化性质差别不
大，满足下一步实验需要。
２． ３　 大豆胨制备酶解温度的确定

在蛋白质酶解过程中，在一定范围内升高温度，
酶解效率相应提高底物转变成产物的速度加快。温
度过高，酶蛋白变性，酶的稳定性下降，酶解效率
随之降低。分别在５０、５５、６０、６５、７０ ℃时测定木瓜
蛋白酶水解大豆分离蛋白后的水解度，结果如图１
所示。

图１　 温度对水解性能的影响
由图１可以看出，水解度随着温度的增大先升

后降，因此选择温度调控范围为５５ ～ ６５ ℃。
２． ４　 大豆胨制备酶解ｐＨ值的确定

ｐＨ值可以影响酶的稳定性以及酶催化底物转
变成产物的效率。分别在ｐＨ值为６． ５、７． ０、７． ５、
８． ０和８． ５的条件下测定酶解液的水解度，结果如图
２所示。

由图２可以看出，水解度随着ｐＨ值的增大先
升后降，因此选择ｐＨ值调控范围为７． ０ ～ ８． ０。

图２　 ｐＨ值对水解性能的影响
２． ５　 大豆胨酶解底物浓度的确定

底物浓度可以影响酶解反应的速度。分别设置
大豆分离蛋白溶液的质量分数为２％、３％、４％、
５％、６％和７％，水解结果见图３。

图３　 底物浓度对蛋白质水解的影响
由图３可以看出，随着底物浓度的增加，水解度

先上升，当底物浓度到达５％后底物浓度再增加时
水解度反而下降，所以选择底物浓度的调控范围为
４％ ～６％。　
２． ６　 大豆胨制备酶解Ｅ ／ Ｓ的确定

酶浓度与底物溶液浓度（Ｅ ／ Ｓ）之比，比酶浓度
本身能更好地反映酶解过程中的反应速度特征。当
底物浓度一定、增加的酶量未使底物饱和时，Ｅ ／ Ｓ越
大，酶解反应速度越快，蛋白质的水解率也越高。但
Ｅ ／ Ｓ过大有可能导致酶自身相互水解，使酶活力降
低，同时也提高了生产成本。

图４　 酶与底物比对水解性能的影响
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由图４可以看出，随着酶与底物比的增加，水
解度呈上升趋势，但是当Ｅ ／ Ｓ达到１６ ｇ ／ ｋｇ后，再
增加酶与底物比，水解度的增加不明显，这可能是
因为酶与底物比高于１６ ｇ ／ ｋｇ以后酶在底物表面
的吸附作用已达到饱和，多出的酶不能在底物上起
作用。考虑到成本问题，我们选择Ｅ ／ Ｓ的调控范围
为４ ～ １６ ｇ ／ ｋｇ。
２． ７　 大豆分离蛋白水解条件正交实验结果

考虑到各因素的相互依赖和相互制约对酶解效
果的影响［１７］，进行正交实验以确定各参数的最佳组
合，结果见表５。

表５　 大豆胨制备正交实验结果

序号 Ａ
温度

Ｂ
ｐＨ值

Ｃ
底物浓度

Ｄ
Ｅ ／ Ｓ

水解度
／ ％

１ １ １ １ １ １３． ７３

２ １ ２ ２ ２ ２２． ３１

３ １ ３ ３ ３ １９． ５６

４ ２ １ ２ ３ ２４． ６４

５ ２ ２ ３ １ １４． １９

６ ２ ３ １ ２ １５． ３

７ ３ １ ３ ２ １２． ５８

８ ３ ２ １ ３ ２１． １９

９ ３ ３ ２ １ １８． ６２

ｋ１ １８． ５３３ １６． ９８３ １６． ７４ １５． ５１３

ｋ２ １８． ０４３ １９． ２３ ２１． ８５７ １６． ７３

ｋ３ １７． ４６３ １７． ８２７ １５． ４４３ ２１． ７９７

极差 １． ０７ ２． ２４７ ６． ４１４ ６． ２８４

由表５可得出，以水解度为指标，根据极差分析
得出木瓜蛋白酶酶解大豆分离蛋白制备大豆胨的最
适条件是Ａ１Ｂ２Ｃ２Ｄ３，各因素影响顺序为底物浓度＞
Ｅ ／ Ｓ ＞ ｐＨ值＞温度。对此工艺组合进行三次平行
实验验证，三次实验的水解度分别为２４． ６７％、
２３． ６８％、２４． ６％，高于大部分实验组，因此确立最适
条件是酶解温度为５５ ℃、酶解ｐＨ值为７． ５、底物
浓度为５％、Ｅ ／ Ｓ为１６ ｇ ／ ｋｇ。
２． ８　 大豆胨各项理化指标

对制备出的大豆胨进行理化分析，并与标准品
比较，结果见表６。

表６　 大豆胨与标准品理化指标比较结果 ％

成分 水分灰分总脂总氮 总磷
大豆胨标准品 ５． ８ １３． ５ １． １２ ９． １ ０． ７

大豆胨成品 ４． ２ ６． ７ ０． ９５ ９． ７ ０． ６８

经过以上工艺流程制备的大豆胨与所购标准品

进行比较，两者各项理化指标接近。所制大豆胨的
总磷、总脂、灰分的测定结果都小于标准品，其中总
脂小于标准品是因为对样品采用了脱脂的实验
操作。　 　

将用木瓜蛋白酶水解１ ｈ后的大豆蛋白水解物
进行ＨＰＬＣ分析，得出大豆蛋白水解物主要成分的
分子量为１ ０９２ Ｄａ，能有效提供培养所需氮源。
２． ９　 氨基酸检测结果

氨基酸是蛋白胨中的主要成分之一，也是细胞
生长过程中的重要营养成分［１８］。对所制备的大豆
胨进行氨基酸分析，结果见表７。表７显示，该大豆
胨中的必需氨基酸种类齐全且含量高，因此自制大
豆胨产品具有较高的营养价值。

表７　 氨基酸组分分析 ｍｇ ／ １００ ｍｇ

氨基酸 大豆胨 大豆胨标准品
天冬氨酸 ７． ７７ ７． ０６

苏氨酸 １． ８５ １． ６８

丝氨酸 ０． ９２ ０． ６７

谷氨酸 １６． ２４ １４． ７１

甘氨酸 ２． ５５ ２． ８３

丙氨酸 ２． ６９ ２． ５７

异亮氨酸 ２． ９７ ２． ５１

亮氨酸 ５． ８７ ４． ３１

色氨酸 ０． ９７ ０． ６４

苯丙氨酸 ０． ６２ ０． ３８

赖氨酸 ４． ３６ ３． ７７

精氨酸 ５． ０１ ４． ６４

脯氨酸 ３． ２２ ３． ４０

３　 结论
本研究以当地所产脱脂豆粕为原料，通过“碱

提酸沉”法制备大豆分离蛋白。通过三因素三水平
的正交实验得出大豆分离蛋白制备的最适条件是碱
液萃取温度为５０ ℃，碱液萃取ｐＨ值为８，酸沉淀
ｐＨ值为４． ０。以制备出的大豆分离蛋白作为反应
底物，再通过单因素和正交实验优化出制备大豆胨
的最佳条件，即酶解温度为５５ ℃、酶解ｐＨ值为
７． ５、底物浓度为５％、Ｅ ／ Ｓ为１６ ｇ ／ ｋｇ，此时水解效
率最高达到２４． ６７％。将制备出的大豆胨与市售的
进口大豆胨标准品的理化性质进行比较，差异不大，
满足大豆胨产品的规格要求，符合微生物实验所需。
对所制得的大豆胨进行氨基酸分析，发现微生物生
长所需的谷氨酸、赖氨酸等氨基酸质量分数较高，其
他必需氨基酸种类齐全且丰富，可为微生物的生长
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提供丰富的营养。
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（上接第３７页）
０． ０５显著统计水平，因此该建模能用于樟树籽油的
超声波提取工艺优化。用回归方程对樟树籽油的超
声波提取过程进行分析预测，软件分析得回归方
程为：Ｙ ＝ ３７． ６８ ＋ １． ６４１ ２５Ｘ１ ＋ ０． ７７８ ７５Ｘ２ ＋
０． ７２２ ５Ｘ３ － ２． ２３８ ７５Ｘ１

２ ＋ ０． １１２ ５Ｘ１Ｘ２ ＋ ０． ８Ｘ１Ｘ３ －

１． ９６３ ７５Ｘ２
２ －０． ５２Ｘ２Ｘ３ －２． ２０６ ２５Ｘ３

２。拟合方程的一
次项系数均为正，二次项系数均为负，表明这三个因
素都对樟树籽油提取有正效应并且存在固定值使得
转化率达到最大。ＳＡＳ程序预测最佳值：Ｘ１ ＝
０． ４０９ ８２４、Ｘ２ ＝ ０． １８１ ３３３、Ｘ３ ＝ ０． ２１６ ６７２时，预测
的提取率达到最大值，为３８． １６５ １９１％，且最大值处
于稳定点（Ｓｔａｔｉｏｎａｒｙ Ｐｏｉｎｔ）。将Ｘ编码值分别回代
到表１ 中求得对应参数，得超声波提取温度
６９． ０９８ ２４ ℃、超声波提取时间３１． １８１ ３３３ ｍｉｎ、料
液比１∶ ２１． ０８３ ３６ ｇ ／ ｍＬ，为了方便该模型的实际生
产操作，分别选取超声波提取温度７０ ℃、超声波提
取时间３２ ｍｉｎ、料液比１∶ ２１ ｇ ／ ｍＬ，在此条件下进行
三次平行验证试验，得樟树籽油的平均提取率为
３８． １２％，仅与预测值相差０． １２％，说明此模型可信
度高，可用于樟树籽油超声波提取工艺优化。

３　 结论
超声波提取樟树籽油提取率高，提取时间短，作

为植物油的新型提取技术值得推广。响应面优化超
声波提取樟树籽油的最佳提取工艺参数为：超声波提
取温度７０ ℃、超声波提取时间３２ ｍｉｎ、料液比
１∶ ２１ ｇ ／ ｍＬ，此条件下的樟树籽油提取率为３８． １２％，
与模型预测结果相差甚小，模型可信度高。
参考文献：
［１］熊建华，吴琴，林丽萍，等．响应面分析法优化超声提取樟树籽油
的工艺［Ｊ］．中国粮油学报，２０１３，２８（３）：６５ － ６８．

［２］黄喜根，任建敏，刘晓庚，等．樟树籽核油的开发与利用研究［Ｊ］．
食品科学，２００２，３６（３）：１９ － ２０．

［３］李福星，张彬，周武，等．几种植物种子油脂的脂肪酸组成研究
［Ｊ］．中国油脂，２００５，３０（１０）：７４ － ７６．

［４］周武，张彬，邓丹雯． 樟树籽油提取的研究［Ｊ］．中国油脂，２００４，
２９（２）：３０ － ３１．

［５］赵晓霞，董振浩，刘光斌，等．香樟树籽油提取及其在化妆品中的
应用［Ｊ］．应用化工，２０１３，４２（９）：１６２０ － １６２３．

［６］史亚亚，陶武辉，曾哲灵．樟树籽油酯交换法制备生物柴油的研
究［Ｊ］．中国油脂，２０１４，３９（１）：５４ － ５７．

［７］史亚亚．樟树籽油制备轻质型生物柴油［Ｄ］．南昌：南昌大学，

２００８．●完


