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摘  要：为高值化利用油脂加工业的副产物——核桃饼粕，采用碱溶酸沉法从冷榨核桃饼中提取

核桃蛋白（walnut protein，WP），以水解度为指标，用单因素和正交实验优化胰蛋白酶的最优酶

解工艺；以脱色率和蛋白回收率为指标，确定核桃蛋白酶解液的最佳脱色工艺条件。结果表明，

所提取核桃蛋白样品的纯度较高，可用于下一步的酶解和脱色实验。胰蛋白酶酶解核桃蛋白的最

优条件为：pH7.5、底物浓度 3%（W/V）、温度 55 ℃、加酶量 6 250 U/g 蛋白质、酶解时间 5 h。

在此条件下核桃蛋白的水解度可达 21.08%。活性炭对核桃蛋白酶解液的最优脱色工艺为：pH 为

4.5、活性炭用量为 1.2%（W/V）、温度为 45 ℃、脱色时间为 90 min。在此条件下脱色率为 78.05%，

蛋白回收率为 82.16%，加权综合评分为 80.11 分。优化了胰蛋白酶水解核桃蛋白和酶解液脱色的

工艺，可为核桃饼粕的开发利用提供借鉴。 
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Abstract: This paper aimed at the high-value utilization of walnut cake, a by-product of oil processing 

industry. The walnut protein (WP) was extracted by alkali extraction-acid precipitation method from 

cold-pressed walnut cake, then trypsin hydrolysis process was optimized by single factor experiment and 

orthogonal design, with degree of hydrolysis (DH) as the indicator. Subsequently, the decolorization process 

of WP hydrolysate was optimized with protein recovery rate and decolorization rate as the indicators. The 

results showed that the extracted walnut protein was of high purity and could be used for further enzymatic 

hydrolysis and decolorization tests. After optimization, the DH of WP could be increased to 21.08% under 

the following conditions: the substrate concentration of 3%, the hydrolysis temperature of 55 ℃, the enzyme 

addition of 6 250 U/g protein, and the enzymatic hydrolysis time of 5 h. The optimal process of 
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decolorization of walnut protease hydrolysate was obtained at an activated carbon addition of 1.2% (W/V), a 

pH of 4.5, a adsorption temperature of 45 ℃, and a decolorization time of 90 min. Under these conditions, 

the decolorization rate of walnut protease hydrolysate was 78.05%, protein recovery rate was 82.16%, and 

the combined weighted mean score was 80.11. The optimization process of trypsin hydrolysis and 

decolorization could provide some references for the development and utilization of walnut cake. 

Key words: walnut cake; trypsin; degree of hydrolysis (DH); decolorization; protein recovery rate 

核桃（Juglans regia L.）富含油脂、蛋白质及

维生素等营养成分，其中蛋白质含量占比 14%~ 

28%，消化吸收率可达 85%[1-2]。核桃仁经榨油后

的饼粕是潜在的食品蛋白质来源，但因所含蛋白

质的加工特性不理想，且色泽较深，限制了其在

食品工业上的高值化应用。 

酶法水解蛋白质具有反应条件温和、高效、

成本低等优点[3]。研究发现核桃蛋白经不同程度

酶解后，其溶解度、持水性、乳化性能、起泡性

能等加工特性有所提高[4-5]，此外，核桃蛋白的抗

氧化活性、二肽基肽酶 IV 抑制肽含量等也显著增

加[6-8]。因此，可通过蛋白酶的选择和参数的优化，

获得水解度（degree of hydrolysis，DH）较高的

蛋白酶解产物，从而达到改善其功能性质的目的。

但由于蛋白质经酶解后色泽加深，限制了其在食

品工业等领域的应用。活性炭吸附常用于蛋白酶

解液的脱色，如焦涵等研究了活性炭对卵黄多肽

的最优脱色工艺[9]，肖怀秋等优化了活性炭对花

生蛋白酶解液的脱色工艺[10]，而目前关于核桃蛋

白酶解液脱色方面的研究较少，活性炭脱色可能

会使蛋白被吸附损失，因此如何控制脱色的工艺

条件，以获得理想的脱色率和蛋白回收率，是核

桃蛋白酶解液脱色的关键。 

本文以核桃饼粕中蛋白质为研究对象，采用

单因素和正交实验优化胰蛋白酶水解核桃蛋白的

工艺条件，并以脱色率和蛋白回收率为考察指

标，优化活性炭对核桃蛋白酶解液的脱色工艺，

以期获得优良加工特性的核桃蛋白制品，本文对

于核桃产业加工副产物的进一步开发利用具有一

定意义。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

冷榨核桃饼：由迪庆香格里拉舒达有机食品

有限公司提供。胰蛋白酶（酶活力 70 000 U/g）、

Folin-酚试剂：索莱宝生物科技有限公司；牛血清

蛋白：上海伯奥生物科技有限公司；氢氧化钠、

盐酸、活性炭：天津市大茂化学试剂厂。以上试

剂均为分析纯。 

1.2  仪器与设备 

5804R 型多功能台式高速冷冻离心机：美国

Eppendorf 公司；FJ200-SH 数显高速分散均质机：

上海标本模型厂；UV-2600 紫外可见分光光度计：

日本岛津公司；F50 型酶标仪：瑞士 Tecan 公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  工艺流程 

冷榨核桃饼→粉碎过筛→碱提酸沉→核桃蛋

白→酶解工艺的优化→灭酶（90 ℃, 15 min）→

离心→上清液→脱色工艺的优化[11] 

1.3.2  核桃蛋白的制备 

采用碱溶酸沉法提取核桃蛋白。核桃饼粕经

粉碎过 60 目筛后，按料液比 1∶25（W/V）加入

蒸馏水，以 NaOH 溶液调 pH 至 8.7，于 48 ℃搅

拌提取 1 h 后，4 000 r/min 离心 20 min，取上清

液以盐酸溶液调至 pH 5 并在 4 ℃静置过夜，按

上述条件离心取沉淀洗涤至中性，冻干为核桃蛋

白（walnut protein，WP）[12]。 

1.3.3  冷榨核桃饼和核桃蛋白主要理化指标的

测定 

观察冷榨核桃饼、所提取核桃蛋白样品的色

泽和形态，其粗蛋白、水分、粗脂肪和灰分含量

分别按照 GB 5009.5—2016《食品中蛋白质的测

定》、GB 5009.3—2016《食品中水分的测定》、

GB 5009.6—2016《食品中脂肪的测定》和 GB 

5009.4—2016《食品中灰分的测定》中方法测定。 

1.3.4  核桃蛋白酶解单因素实验 

称取 0.25 g 核桃蛋白，控制底物质量浓度为

3%（W/V），pH 为 7.5，酶解温度为 55 ℃，加酶

量为 5 000 U/g，分别酶解 1，2，3，4 和 5 h，经
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90 ℃，15 min 灭酶后，测定相应条件下核桃蛋白

酶解液的水解度，考察酶解时间对核桃蛋白水解

度的影响。 

同时，固定其它酶解参数条件，分别以底物

浓度（2%、3%、4%、5%和 6%，W/V），酶解温

度（45、50、55、60 和 65 ℃），加酶量（2 500、

3 750、5 000、6 250 和 7 500 U/g）为单因素变量，

考察底物浓度、酶解温度、加酶量对核桃蛋白水

解度的影响[16]。 

1.3.5  核桃蛋白酶解正交实验   

根据单因素实验所得结果，以酶解时间、底

物浓度、酶解温度、加酶量为影响因素，每个因

素选 3 个水平，设计 L9(34)正交实验（如表 1 所

示），以水解度为指标，确定胰蛋白酶酶解核桃蛋

白的最优条件。 

 
表 1  酶解工艺正交实验因素水平表 

Table 1  Factor level of enzymolysis orthogonal experiment 

因素 
水平 

A 时间/h B 底物浓度/(%, W/V) C 温度/℃ D 加酶量/(U/g)

1 3 2 50 5 000 

2 4 3 55 6 250 

3 5 4 60 7 500 

 

1.3.6  水解度的测定 

核桃蛋白酶解液的水解度参照公式（1）和

（2）计算。其中酶解液的总氮含量采用凯氏定氮

法测定，氨基氮的含量采用甲醛滴定法测定，分

别称取一定量的两份样品于三角烧瓶，一份加入

中性红指示剂 2~3 滴，用 0.100 mol/L NaOH 溶液

滴定终点，另一份加入麝香草酚酞 3 滴和中性甲

醛 20 mL，摇匀，以 0.100 mol/L NaOH 准溶液滴

定至淡蓝色[13]。 

0

N
DH 100%

N
   （1） 

式中：DH 为酶解液的水解度，%；N 为氨基氮含

量，%；N0 为总氮含量，%。 

2 10.1 (V V ) 0.014
 N 100%

W

  
   （2） 

式中：N 为氨基氮含量，%；V1 为以中性红为指

示剂滴定到终点所消耗的标准 NaOH 溶液体积，

mL；V2 为以麝香草酚酞为指示剂滴定到终点所消

耗的标准 NaOH 溶液体积，mL；W 为样品的重

量，g。 

1.3.7  核桃蛋白酶解液脱色的单因素实验   

取核桃蛋白酶解液 50 mL，调 pH 至 4.5，分

别添加 0.6%、0.8%、1.0%、1.2%和 1.4%的活性

炭（W/V），于 45 ℃水浴 90 min 后，6 000 r/min

离心 15 min，取上清液测定吸光度值和蛋白质含

量，以脱色率和蛋白质回收率为指标，考察活性

炭添加量对脱色效果的影响。 

同时，固定其它脱色参数条件，分别以 pH

（2.0、3.0、4.0、5.0、6.0）、温度（35、40、45、

50、55 ℃）、时间（30、45、60、75、90 min）

为单因素变量，考察 pH、温度和时间对脱色效果

的影响。 

1.3.8  核桃蛋白酶解液脱色的正交实验   

在单因素实验的基础上，选取活性炭用量、

pH、温度、时间四个因素进行正交实验，每个因

素三个水平，选择 L9(3
4)正交表进行实验，分别

以脱色率、蛋白回收率和加权评分为考察指标，

优化核桃蛋白酶解液的脱色工艺，正交实验因素

水平表如表 2 所示。 

 
表 2  脱色工艺正交实验因素水平表 

Table 2  Factor level of decolorization orthogonal experiment 

因素 
水平

A 时间/min B 活性炭用量/% C pH D 温度/℃

1 60 1.0 3.5 40 

2 75 1.2 4.0 45 

3 90 1.4 4.5 50 

 

1.3.9  核桃蛋白酶解液的脱色评价方法   

取一定体积核桃蛋白酶解液，添加 1.2%

（W/V）的活性炭，调节 pH 为 4.5，并保温 90 min

后，于 6 000 r/min 离心 15 min，取上清液分别测

定吸光度值和蛋白质含量，根据公式（3）和（4）

计算脱色率和蛋白质回收率[14]。采用公式（5）

的加权评分法考察酶解液的脱色效果[10,15]。 

0

0

A A
X 100%

A
 

-
 （3） 

式中：X 为脱色率，%；A0 为核桃蛋白酶解液在

314.5 nm 处的吸光度；A 为核桃蛋白酶解脱色液

在 314.5 nm 处的吸光度。 

1

2

W
Y 100%

W
   （4） 
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式中：Y 为蛋白回收率，%；W1 为脱色后蛋白质

的含量，mg/mL；W2 为脱色前蛋白质含量，

mg/mL。 

Z 0.5X 0.5Y   （5） 

式中：Z 为脱色综合评分；X 为脱色率，%；Y 为

蛋白回收率，%。 

1.4  数据分析 

所有实验重复 3 次，正交实验采用 SPSS 软 

件分析，采用 OriginPro 2019b 64-bit 绘图。 

2  结果与分析 

2.1  冷榨核桃饼、核桃蛋白的主要物理化学指标 

冷榨核桃饼、核桃蛋白的主要物理化学指标

如表 3 所示。相较冷榨核桃饼，所提取的核桃蛋

白色泽较浅，粒度较小，粗脂肪、水分和灰分含

量低，粗蛋白含量接近 90%，说明核桃蛋白样品

的纯度较高，可用于下一步的酶解和脱色实验。 

 

表 3  冷榨核桃饼及核桃蛋白的主要物理化学指标 

Table 3  Main physicochemical indicators of cold-pressed walnut meal and WP                    % 

指标 色泽 形态 粗蛋白 粗脂肪 水分 灰分 

冷榨核桃饼 深褐色 片状 59.61±0.58 10.32±1.16 11.48±0.64 6.72±0.85 

核桃蛋白 浅黄色 粉状 89.23±0.77 2.81±0.83 3.89±0.37 1.87±0.51 

 

2.2  核桃蛋白酶解单因素水平的确定 

2.2.1  加酶量对核桃蛋白水解度的影响 

胰蛋白酶添加量对核桃蛋白水解度的影响如

图 1 所示，随着胰蛋白酶添加量的增大（2 500~ 

6 250 U/g），核桃蛋白水解度的增幅较大，而当加

酶量继续增加（>6 250 U/g），水解度上升的趋势

变缓，因此综合成本等因素，选择胰蛋白酶添加

量为 6 250 U/g 进行下一步实验。 
 

 
 

图 1  加酶量对核桃蛋白水解度的影响 

Fig.1  Effect of enzyme dosage on DH of WP 
 

2.2.2  底物浓度对核桃蛋白水解度的影响 

底物浓度对核桃蛋白水解度的影响如图 2 所

示，随着底物浓度的增加（1%~3%，W/V），核桃

蛋白的水解度大幅度上升，但当底物浓度达 3%

（W/V）后，水解度呈下降趋势，这可能是因为

在低底物浓度时，核桃蛋白分散液的流动性好，

酶与核桃蛋白更易接触反应，从而使水解度呈上

升趋势[17]；而当底物浓度>3%（W/V），蛋白分散

液的流动性变小，不利于酶的作用，水解度也随

之下降。因此，底物浓度宜选取 3%（W/V）进行

正交实验。 
 

 
 

图 2  底物浓度对核桃蛋白水解度的影响 

Fig.2  Effect of substrate concentration on DH of WP 

 

2.2.3  酶解温度对核桃蛋白水解度的影响 

酶解温度对核桃蛋白水解度的影响如图 3 所

示，随着酶解温度的升高（45~55 ℃），核桃蛋白

的水解速度随之加快，而当温度升高到一定程度

（>55 ℃），酶在高温的作用下变性甚至失活，导

致核桃蛋白的水解度下降[18]。因此，选取酶解温

度为 55 ℃进行下一步优化。 

2.2.4  酶解时间对核桃蛋白水解度的影响 

酶解时间对核桃蛋白水解度的影响如图 4 所

示，随着酶解时间的增加，核桃蛋白的水解度一

开始呈大幅上升的趋势，而当酶解时间超过 4 h 
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图 3  酶解温度对核桃蛋白水解度的影响 

Fig.3  Effect of enzymolysis temperature on DH of WP 

 

 
 

图 4  酶解时间对核桃蛋白水解度的影响 

Fig.4  Effect of enzymolysis time on DH of WP 

 

后，水解度增幅减缓，综合考虑生产效率和时间

成本，选择酶解时间 4 h 进行正交实验优化。 

2.3  正交实验优化核桃蛋白酶解工艺 

核桃蛋白酶解的正交实验结果及分析如表 4

所示。由极差 R 可知，影响核桃蛋白酶解的各因

素主次顺序为 B（底物浓度）> C（温度）> D（加

酶量）> A（时间），核桃蛋白的最佳酶解工艺为

A3B2C2D2，即底物浓度 3%，加酶量 6 250 U/g，

酶解温度 55 ℃，酶解时间 5 h，在此条件下核桃

蛋白的水解度最大。为避免偶然实验因素造成误

差，对优化的酶解工艺进行验证，测得水解度为

21.08%，高于表 4 中的最大水解度（19.24%），

说明 L9(3
4)正交实验优化的核桃蛋白酶解工艺准

确可靠。 

2.4  核桃蛋白酶解液脱色单因素水平的确定 

2.4.1  活性炭用量对核桃蛋白酶解液脱色效果的

影响 

活性炭对核桃蛋白酶解液脱色的单因素实验

结果如图 5 所示。随着活性炭用量的增大，核桃

蛋白的脱色率逐渐增大，回收率逐渐减小。这是

由于活性炭的用量增大，比表面积也随之增加，

可更高效地吸附酶解液中的色素物质，同时，活

性炭也会吸附酶解液中的蛋白（肽），导致蛋白含

量的降低[19-20]。当活性炭用量为 1.2%（W/V）时，

脱色率达 68.68%，蛋白回收率为 81.75%，可在

保留大部分核桃蛋白的前提下达到较好的脱色效

果，因此选择活性炭用量为 1.20%（W/V）进行

正交实验。 

 
表 4  酶解正交实验结果及分析 

Table 4  Results and analysis of enzymolysis  
orthogonal experiment 

实验号 
A 时间/

h 

B 底物 

浓度/% 

C 温度/ 

℃ 
D 加酶量/

(U/g) 
水解度/

% 

1 1 1 1 1 9.28

2 1 2 2 2 19.24

3 1 3 3 3 14.78

4 2 1 2 3 12.97

5 2 2 3 1 16.09

6 2 3 1 2 14.90

7 3 1 3 2 13.24

8 3 2 1 3 16.87

9 3 3 2 1 15.63

k1 14.43 11.83 13.68 13.67  

k2 14.65 17.40 15.95 15.79  

k3 15.25 15.10 14.70 14.87  

R 0.81 5.57 2.26 2.13  

因素主次 B>C>D>A 

优组合 A3B2C2D2 

 

 
 

图 5  活性炭用量对核桃蛋白酶解液脱色效果的影响 

Fig.5  Effect of activated carbon dosage on  
decolorization of WP hydrolytes 

 

2.4.2  pH 对核桃蛋白酶解液脱色效果的影响 

pH 对核桃蛋白酶解液脱色效果的影响如图 6
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所示。当 pH 值为 2.0~3.0 时，活性炭对酶解液的

脱色率逐渐增大，蛋白回收率逐渐减小；而当 pH

值为 3.0~6.0 时，活性炭对酶解液脱色率逐渐减

小，蛋白回收率逐渐增大。可能是因为酶解液中

的色素物质在酸性条件下与活性炭有较强的亲和

力，因而更容易被吸附脱色，同时，pH 的变化也

会影响蛋白酶解物的电荷和活性炭的表面化学性

质，导致一些小肽被活性炭吸附损失[14]。综合考

虑蛋白回收率和脱色率，选择脱色 pH 值 4.0 进行

下一步实验。 
 

 
 

图 6  pH 对核桃蛋白酶解液脱色效果的影响 

Fig.6  Effect of pH on decolorization of WP hydrolytes 
 

2.4.3  温度对核桃蛋白酶解液脱色效果的影响 

温度对核桃蛋白酶解液脱色效果的影响如图

7 所示。随着温度的升高，酶解液的脱色率呈先

上升后下降的趋势，而蛋白回收率则呈下降的趋

势。这是由于温度升高可使酶解液的粘度降低，

有利于色素物质的扩散，从而与活性炭充分接触，

增强脱色的效果。但温度继续升高（>50 ℃）不

利于物理吸附，脱色率随之下降[19]。综合考虑蛋 
 

 
 

图 7  温度对核桃蛋白酶解液脱色效果的影响 

Fig.7  Effect of incubating temperature on  
decolorization of WP hydrolytes 

白回收率和脱色率，选择脱色温度 45 ℃进行优

化实验。 

2.4.4  时间对核桃蛋白酶解液脱色效果的影响 

时间对酶解液脱色效果的影响如图 8 所示。

随着脱色时间的延长，脱色率逐渐增大，蛋白回

收率则逐渐减小。当脱色时间为 75 min 时，脱色

效果较好，且蛋白回收率也相对较高。因此选择

脱色时间为 75 min 进行下一步实验。 

 

 
 

图 8  时间对核桃蛋白酶解液脱色效果的影响 

Fig.8  Effect of incubating time on  
decolorization of WP hydrolytes 

 

2.5  正交实验优化核桃蛋白酶解液的脱色工艺 

核桃蛋白酶解液脱色正交实验的结果和直观

分析如表 5 所示。影响核桃蛋白酶解液脱色率的

各因素主次顺序为 C(pH) > B(活性炭用量) > A(时

间) > D(温度)，最高脱色率的工艺为 A3B2C1D3，

即 pH 为 3.0，活性炭用量为 1.2%（W/V），温度

为 50 ℃，脱色时间为 90 min。影响核桃蛋白酶

解液中蛋白回收率的各因素主次顺序为 C(pH) > 

B(活性炭用量) > D(温度) > A(时间)，最高蛋白回

收率的工艺为 A1B2C3D1，即 pH 为 5.0，活性炭用

量为 1.2%（W/V），温度为 40 ℃，脱色时间为

60 min。对加权综合评分影响的主次顺序为 B(活

性炭用量) > C(pH) > A(时间) > D(温度)，最佳综

合评分组合为 A3B2C2D2，即 pH 为 4.5，活性炭用

量为 1.2%（W/V），温度为 45 ℃，脱色时间为

90 min。为避免偶然因素造成误差，对加权综合

评分的最佳实验条件进行验证，测得脱色率为

78.05%，蛋白回收率为 82.16%，加权综合评分为

80.11，说明 L9(3
4)正交实验优化的核桃蛋白酶解

液最佳脱色工艺准确可靠。 
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表 5  核桃蛋白酶解液脱色正交实验结果及分析 

Table 5  Results and analysis of decoloring orthogonal 
experiment of WP hydrolytes 

实验号 
A 

时间/ 
min 

B 活性

炭用 

量/% 

C pH

D 
温度/ 

℃ 

脱色 

率/% 

蛋白

回收

率/%

加权

综合

评分/分

1 1 1 1 1 69.47 79.79 74.63

2 1 2 2 2 70.88 87.73 79.31

3 1 3 3 3 59.08 87.27 73.18

4 2 1 2 3 66.04 83.43 74.74

5 2 2 3 1 61.04 89.65 75.35

6 2 3 1 2 75.37 78.06 76.72

7 3 1 3 2 56.02 86.85 71.44

8 3 2 1 3 78.30 80.16 79.23

9 3 3 2 1 69.32 85.23 77.28

k1 66.48 63.84 74.38 66.61    

k2 67.48 70.07 68.75 67.42    

k3 67.88 67.92 58.71 67.81    

脱色率/ 
% 

R 1.40 6.23 15.67 1.20    

k1 84.93 83.36 79.34 84.89    

k2 83.71 85.85 85.46 84.21    

k3 84.08 83.52 87.92 83.62    

蛋白回

收率/% 

R 1.22 2.49 8.59 1.27    

k1 75.71 73.60 76.86 75.75    

k2 75.60 77.96 77.11 75.82    

k3 75.98 75.73 73.32 75.72    

加权综

合评分/

分 
R 0.38 4.36 3.79 0.11    

 

3  结论 

本文以水解度为考察指标，通过单因素和正

交实验确定胰蛋白酶酶解核桃蛋白的最佳工艺为

底物浓度 3%（W/V），温度 55 ℃，加酶量为

6 250 U/g，酶解时间 5.0 h，在此条件下核桃蛋白

的水解度为 21.08%。以脱色率和蛋白回收率的加

权综合评分为考察指标，确定了活性炭对核桃蛋

白酶解液脱色的最佳工艺条件为 pH 为 4.5，活性

炭用量 1.2%（W/V），温度 45 ℃，脱色时间为

90 min，在此条件下脱色率为 78.05%，蛋白回收率

为 82.16%，加权综合评分为 80.11 分。研究可为

核桃饼粕中蛋白质的高值化利用提供一定参考。 
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