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大豆水酶法水解液中蛋白质超滤回收及特性研究
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摘要：采用超滤法回收水解液中的蛋白质，在单因素试验的基础上，通过 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应面法试验设计建立了操

作压力、溶液质量分数、溶液 ｐＨ值对膜通量影响的模型。研究结果表明，各因素对膜通量的影响由大到小依次为

溶液质量分数、操作压力、溶液 ｐＨ值。经优化得到的最佳工艺参数为：操作压力 ０２０ＭＰａ、溶液质量分数 ５６０％、

溶液 ｐＨ值 ８５０。在此条件下超滤膜通量为 ７０２Ｌ／（ｍ２·ｈ），回收物中蛋白质质量分数增至 ８８６３％，红外光谱显

示构成大豆蛋白的各官能团特征峰明显，高效液相色谱结果显示超滤对水解液中低聚糖类物质的脱除效果较好，

所回收蛋白在功能特性上溶解性得到提升，且在酸性 ｐＨ值范围内有明显改善，而乳化活性指数和乳化稳定性指数

有所降低。超滤法回收水解液蛋白可实现同步浓缩与杂质分离，为水解液的增值利用提供了可行方法。
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　　引言

水酶法是一种新兴的绿色提油技术，通过机械

破碎和酶解手段，破坏细胞壁及油脂体膜，使油脂得

以释放。该方法萃取条件温和，避免了传统提油工

艺中有机试剂及高温处理的介入，所制油品质高、杂

质含量低
［１］
，具有十分广阔的应用前景。通过对原

料预处理及乳状液破乳工艺的研究，大豆水酶法游

离油得率已提升至 ９２６％［２－３］
。但与此同时，水相

提取体系伴随产生的副产物———水解液，由于含有

大部分原料中的可溶性物质，作为废液会造成大量

资源浪费，极大地限制水酶法提油技术的经济可行

性。已有研究表明，大豆水酶法水解液的主要成分

为限制性酶解蛋白
［４－５］

，可作为大豆蛋白的丰富来

源，但水解液中可溶性糖类、细小油滴、盐类等其他

成分的存在会对产品的感官品质及功能特性产生不利

影响。因此，提取回收水解液中的蛋白质、脱除非蛋白

组分对大豆水酶法工艺的产业化推广具有重要意义。

传统的大豆分离蛋白提取方法主要利用其在等

电点（ｐＨ值 ４５）附近溶解度较低的特性进行提取，
但由于酶解处理后大豆蛋白在酸性 ｐＨ值范围内溶
解度提升，碱溶酸沉法仅能回收约 ３０％水解液蛋
白

［６］
。超滤技术作为一种膜分离方法，通过压力差

的推动可选择性地将溶液中较大溶质分子截留于微

孔滤膜之上，具有操作简捷、分离系数大、高效节能、

无相变、无二次污染等特点
［７］
，已广泛应用于蛋白

质提取、分离纯化等领域。李旭等
［８］
利用不同截留

分子量的超滤膜分离油茶籽蛋白并对各组分的功能

特性进行了研究；ＹＡＮＧ等［９］
利用植酸酶酶解辅助

超滤分离法大幅度降低了大豆分离蛋白中植酸及异

黄酮的含量。ＣＡＭＰＢＥＬＬ等［６］
利用超滤回收水酶

法蛋白但仅得到 ７０％纯度的产品，且仍含有油脂、
低聚糖等杂质成分。将超滤技术应用于水解液蛋白

质的回收，可为开发利用水解液资源提供一种行之

有效的方法，该领域国内尚无相关报道。在超滤操

作过程中，工艺条件的选择是决定超滤效果及工艺

成本的关键因素。因此，本文在探讨水解液蛋白超

滤过程中影响膜通量及蛋白质截留率主要因素的基

础上，通过响应面法试验设计确定最佳的超滤工艺

条件，并进一步对所得水解液蛋白的功能特性进行

研究，为大豆水酶法水解液蛋白超滤回收的工业化

生产提供参考。

１　材料与方法

１１　材料与仪器
全脂大豆片（东农 ４２号，含水率 １０５４％，粗脂

肪质量分数 １９７３％，粗蛋白质量分数 ３８４８％，灰
分质量分数４２１％），大豆分离蛋白（粗蛋白质量分
数９２３７％），聊城蓝山集团；Ａｌｃａｌａｓｅ２４Ｌ碱性内
切蛋白酶，杰能科（中国）生物工程有限公司；蔗糖、

水苏糖、棉籽糖标准品，Ｓｉｇｍａ Ａｌｄｒｉｃｈ公司；乙腈、
三氟乙胺均为色谱纯，石油醚、乙醚、ＳＤＳ等均为分
析纯。

Ｔ２０型双螺杆挤压机，法国 Ｃｌｅｘｔｒａｌ公司；ＰＨＳ
２５型数显台式酸度计，上海雷磁仪器厂；ＦＤ５型冷
冻干燥机，美国西盟国际集团；ＲＥ ５２ＣＳ １型旋转
蒸发仪，上海亚荣生化仪器厂；３ １８Ｋ型高速冷冻
离心机，Ｓｉｇｍａ Ａｌｄｒｉｃｈ公司；１、３、５ｋＤａ平板聚醚
砜超滤膜、ＭＳＣ３００型杯式超滤器，上海摩速科学器
材有限公司；Ｋ ４３６型快速消解仪、Ｋ ３７０型自动
凯氏定氮仪，瑞士步琦有限公司；高速剪切乳化机，

上海昂尼仪器仪表有限公司；分光光度计，上海精密

科学仪器有限公司；ｅ２６９５型高效液相色谱仪（配有
四元溶剂管理器、自动进样器、柱温箱、示差折光检

测器），美 国 Ｗａｔｅｒｓ公 司；ＢＥＨ Ａｍｉｄｅ色 谱 柱
（４６ｍｍ×１５０ｍｍ，３５μｍ），美国 Ｗａｔｅｒｓ公司；
ＩＲＴｒａｃｅｒ １００型傅里叶变换红外光谱仪，日本岛津
公司。

１２　试验方法
１２１　基本化学成分测定

含水率，依据 ＧＢ／Ｔ５４９７—１９８５《粮食、油料检
验　水分测定法》进行测定；粗脂肪质量分数，依据
ＧＢ／Ｔ１４７７２—２００８《食品中粗脂肪的测定》进行测
定；粗蛋白质量分数，依据 ＧＢ５００９５—２０１０《食品
中蛋白质的测定》进行测定；灰分质量分数，依据

ＧＢ／Ｔ５００９４—２０１０《食品中灰分的测定》进行测
定。

１２２　大豆水酶法水解液的制备
水解液作为大豆水酶法提油工艺的副产物，所

采用的提取条件为 ＬＩ等［２－３］
优化的最佳提油工艺，

其主要流程如下：全脂大豆片→粉碎→调节含水率
为１４５％→挤压膨化（６０℃、３００ｒ／ｍｉｎ）→粉碎过
６０目筛→调节固液比至６ｍＬ／ｍｇ→调节温度为５０℃、
ｐＨ值为８５→酶解３ｈ（加酶量１８５ｍＬ／（１００ｇ））→灭
酶（１００℃、１０ｍｉｎ）→离心分离（８０００ｇ、２０ｍｉｎ）→
收集水解液→冷冻干燥→水解液冻干粉。
１２３　水解液蛋白质的超滤回收及膜的选择

为避免水解液中的少量油滴污染超滤膜，提升

所得蛋白的产品质量，预先将水解液冻干粉经正己

烷浸提１２ｈ以除去残余油脂，再用超纯水复溶。通
过实验室级超滤装置对水解液中的蛋白质进行回

收，如图１所示，考虑到水解液中杂质成分的种类，
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分别采用截留分子量为１、３、５ｋＤａ的超滤膜进行蛋
白回收，待系统稳定后准确记录一段时间内透过液

的体积，当体积缩减至初始值 １／４时分别收集透过
液和截留液，冷冻干燥备用。膜通量及蛋白质截留

率计算公式
［７，９－１０］

分别为

Ｒ＝Ｖ
ＡＴ

（１）

式中　Ｒ———膜通量，Ｌ／（ｍ２·ｈ）
Ｖ———透过液体积，Ｌ　　Ｔ———超滤时间，ｈ
Ａ———膜有效面积，ｍ２

Ｐ (＝ １－Ｃ′)Ｃ ×１００％ （２）

式中　Ｐ———蛋白质截留率，％
Ｃ———初始溶液的蛋白质量浓度，ｍｇ／ｍＬ
Ｃ′———透过液的蛋白质量浓度，ｍｇ／ｍＬ

图 １　超滤装置示意图

Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｕｌｔｒａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｄｅｖｉｃｅ
１．氮气瓶　２．磁力搅拌器　３．超滤杯　４．搅拌杆　５．进料口　

６．出料口
　

１２４　试验设计
（１）单因素试验
在超滤回收水解液蛋白的过程中，影响超滤效

果的因素主要有操作压力、溶液质量分数及溶液 ｐＨ
值。首先进行单因素试验，以选取试验因素及水平。

选取 操 作 压 力 为 ０１０、０１４、０１６、０１８、０２０、
０２２ＭＰａ，溶液质量分数为 ２５％、４０％、５５％、
７０％、８５％、１００％，溶液 ｐＨ值为 ３５、４５、５５、
６５、７５、８５、９５。以膜通量和蛋白质截留率为评
价指标确定最佳超滤工艺。

（２）响应面试验
在上述单因素试验基础上，采用 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ

设计原理，以操作压力、溶液质量分数及溶液 ｐＨ值
为自变量，以膜通量为响应值，试验因素水平与编码

见表１。
１２５　可溶性糖类测定

大豆水酶法水解液中除蛋白外还含有部分糖类

物质，为分析水解液中可溶性糖类的组成及分布以

及超滤操作对于糖类的脱除效果，采用 ＨＰＬＣ ＲＩＤ

表 １　响应面试验因素水平

Ｔａｂ．１　Ｌｅｖｅｌｓａｎｄｖａｒｉａｂｌｅｓｏｆｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄ

编码
因素

操作压力ｘ１／ＭＰａ 溶液质量分数ｘ２／％ 溶液ｐＨ值ｘ３
－１ ０１８ ４０ ７５

０ ０２０ ５５ ８５

１ ０２２ ７０ ９５

方法进行测定
［４，１１］

。分析前，为除去蛋白质，先将

０３ｍＬ样品与０７ｍＬ乙腈混合，在１００００ｇ下离心
１０ｍｉｎ。取１０μＬ上清液注入高效液相色谱仪，柱温
为３５℃。采用 ７５％乙腈溶液（添加 ０２％ＴＥＡ）在
０６ｍＬ／ｍｉｎ的流速下进行等度洗脱。将样品峰的
保留时间与标准品进行对照，并根据各糖标准品的

外标曲线进行定量。

１２６　红外光谱测定
将水解液蛋白冻干粉与 ＫＢｒ以质量比１∶１００混

合后在玛瑙研钵中研磨均匀，并用压片机压成薄片，

在５００～４０００ｃｍ－１
范围内以 ４ｃｍ－１

的分辨率扫描

３２次，采集样品图谱数据，并在样品测试相同条件
下采集背景

［１２－１３］
。

１２７　蛋白质功能特性测定
（１）蛋白质氮溶解指数
参照 ＬＩＵ等［１４］

的方法测定超滤回收蛋白在不

同 ｐＨ值下的氮溶解指数（Ｎｉｔｒｏｇｅｎｓｏｌｕｂｌｅｉｎｄｅｘ，
ＮＳＩ），即利用微量凯氏定氮法测定离心后上清液中
的氮含量占总氮含量的百分比，氮溶解指数计算公

式为

Ｎ＝ｍ
ｍ′
×１００％ （３）

式中　Ｎ———氮溶解指数，％
ｍ———上清液中的氮质量，ｇ
ｍ′———初始溶液中的氮质量，ｇ

（２）蛋白质乳化性
参照 ＧＨＲＩＢＩ等［１５－１６］

的方法测定超滤回收蛋

白的乳化活性指数（Ｅｍｕｌｓｉｆｙｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｄｅｘ，ＥＡＩ）
及乳化稳定性指数（Ｅｍｕｌｓｉｆｙｉｎｇｓｔａｂｉｌｉｔｙｉｎｄｅｘ，ＥＳＩ）
并做若干修改：将质量浓度 ００２ｇ／ｍＬ蛋白质样品
溶液与大豆油以体积比例 ３∶１混合，置于高速均质
机在２００００ｒ／ｍｉｎ下均质 １ｍｉｎ。立即用 ０００１ｇ／ｍＬ
ＳＤＳ溶液稀释 １０００倍，记录此时及 １５ｍｉｎ后在
５００ｎｍ处的吸光度，乳化活性指数和乳化稳定性指
数计算公式为

ＥＡＩ＝
２×２３０３ＡＤ
１００００φｃ

（４）

ＥＳＩ＝
Ａｔ
Ａ－Ａ′

（５）
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式中　ＥＡＩ———乳化活性指数，ｍ
２／ｇ

ＥＳＩ———乳化稳定性指数，ｍｉｎ
Ａ———乳液在０ｍｉｎ时在５００ｎｍ处吸光度
Ａ′———乳液在１５ｍｉｎ时在５００ｎｍ处吸光度
φ———油脂所占体积分数，％
ｃ———样品溶液中蛋白质质量浓度，ｇ／ｍＬ
Ｄ———稀释倍数，取１０００
ｔ———间隔时间，取１５ｍｉｎ

２　结果与讨论

２１　大豆水酶法水解液的主要化学组成
表 ２所示为大豆水酶法水解液的主要化学组

成。由表２可知，水解液中主要含有 ７０４６％蛋白
质、１１４８％脂肪、１２９９％碳水化合物及 ５０７％灰
分。若１ｋｇ大豆经水酶法提取后产生 ４６ｋｇ水解

液，以１０％干物质计，则水解液中将包含大豆原料
中约 ４６％的固形物，其中包括 ８４２３％蛋白质、
２６７７％油脂及２２１０％糖类，若加以分离利用将能
产生可观的经济效益。脱去油脂后，水解液中蛋白

质质量分数提升至 ７８６２％，超过市售大豆浓缩蛋
白纯度（７０％），可作为大豆蛋白的丰富来源，具有
较高的潜在经济价值。水酶法水解液中除蛋白质外

的主要非蛋白组分是可溶性碳水化合物，主要为蔗

糖、水苏糖和棉籽糖。其中后两者属大豆低聚糖类，

由于人体或动物缺乏 α半乳糖苷酶而易引起胀气、
消化不良等症状

［１７－１８］
，被认为是大豆蛋白产品中的

主要抗营养因子之一。此外，由于水解液中干物质

含量较低，常规浓缩方法将增加蛋白回收耗能
［１９］
，

利用超滤操作回收蛋白可实现同步浓缩与杂质分

离，为水解液的增值利用提供了可行办法。

表 ２　大豆水酶法水解液的化学成分组成（质量分数，以干基计）

Ｔａｂ．２　ＣｈｅｍｉｃａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｓｋｉｍｆｒｏｍＥＡＥＰｏｆｓｏｙｂｅａｎｓ ％

水解液类别 油脂 蛋白 蔗糖 水苏糖 棉籽糖 灰分

原始　 １１４８±００９ ７０４６±０２１ ７５８±００７ ４０６±００５ ０７５±００３ ５０７±００９

脱脂后 ７８６２±０１３ ８５０±００５ ４５６±００８ ０８１±００５ ５７７±００７

２２　膜截留分子量对超滤效果的影响
膜截 留 分 子 量 （Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｃｕｔｏｆｆｓ，

ＭＷＣＯ）对超滤效果及工艺成本具有重要影响，根据
水解液中杂质成分的分子量特征，分别选择截留分

子量为１、３、５ｋＤａ的平板聚醚砜超滤膜对水解液中
的蛋白进行回收，考察膜截留分子量对膜通量及蛋

白质截留率的影响，结果如图２所示。

图 ２　膜截留分子量对超滤效果的影响

Ｆｉｇ．２　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｍｅｍｂｒａｎｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔ

ｃｕｔｓｏｆｆｏｎｕｌｔｒａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ
　

由图２可知，随超滤膜截留分子量的降低，膜通
量随之下降，且当 ＭＷＣＯ为 １ｋＤａ时下降较为剧
烈，其原因可能是 １ｋＤａ时，绝大部分蛋白质被截
留、聚集并压实于超滤膜表面，出现了浓差极化现象

进而形成凝胶层，部分堵塞超滤膜孔，使膜通量大幅

下降
［２０－２１］

。另一方面，ＭＷＣＯ的降低使蛋白质截

留率由 ９１３８％升至 ９７３２％，说明低 ＭＷＣＯ超滤
膜对水解液蛋白有较好的回收效果，且当 ＭＷＣＯ为
３ｋＤａ时，膜通量及蛋白质截留率均较理想，考虑到
超滤效率及操作成本，后续试验将选择 ３ｋＤａ作为
水解液蛋白回收所用膜的截留分子量。

２３　超滤回收水解液蛋白的单因素试验分析

２３１　操作压力
在溶液质量分数为 ５５％，ｐＨ值为 ８５条件

下，操作压力对膜通量及蛋白质截留率的影响如

图３所示。

图 ３　操作压力对超滤效果的影响

Ｆｉｇ．３　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌｐｒｅｓｓｕｒｅｏｎｕｌｔｒａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ

ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ
　
压力是影响超滤效果的重要因素，由图３可知，

随操作压力的增大，膜通量呈上升趋势，这是由于跨

膜压力的增加，使料液流速加快并呈现湍流状，此时
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浓差极化现象不显著，膜通量显著上升。但当压力

超过一定范围时，浓差极化现象加剧并导致部分溶

质聚集于膜表面形成凝胶层，使得膜通量增幅趋

慢
［２２］
；操作压力对蛋白质截留率影响较小，跨膜压

力由０１０ＭＰａ增加至０２２ＭＰａ可使蛋白质截留率
提高２１７％，但压力过大易导致超滤膜孔堵塞及污
染，增加后续不必要的能耗损失，因此在优化操作压

力时选择０２０ＭＰａ为中心点。
２３２　溶液质量分数

在操作压力为０２０ＭＰａ、溶液 ｐＨ值为 ８５时，
溶液质量分数对膜通量及蛋白质截留率的影响如

图４所示。

图 ４　溶液质量分数对超滤效果的影响

Ｆｉｇ．４　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｓｏｌｕｔｉｏｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｕｌｔｒａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ

ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ
　

由图 ４可知，膜通量随料液质量分数的增加而
逐渐降低，且在大于 ５５％时下降较为剧烈。产生
这一现象的原因可能是料液体积分数增大使得溶液

粘度增加，溶质分子间相互作用增强，扩散系数降

低，更易在超滤膜表面形成浓差极化及凝胶层，增大

透过阻力，使得膜通量逐渐下降
［２３］
，但料液质量分

数过低时会导致超滤时间延长，增大工艺耗能，为后

续膜清洗带来困难；随溶液质量分数的增加，蛋白质

截留率稍有上升，其原因可能是蛋白质分子间较

强的相互作用阻碍了小分子蛋白透过超滤膜，使

透过液中蛋白质浓度降低，综合考虑膜通量与蛋

白回收效果，在优化溶液质量分数时选择 ５５％为
中心点。

２３３　溶液 ｐＨ值
在操作压力为 ０２０ＭＰａ、溶液质量分数为

５５％时，溶液 ｐＨ值对膜通量及蛋白质截留率的影
响如图５所示。

由图５可知，当溶液 ｐＨ值为 ４５和 ５５时，膜
通量达到最低值，蛋白质截留率最高，此时接近水解

液蛋白等电点，溶解度最小，蛋白质分子间静电斥力

几乎为零，易析出并聚集于膜表面形成吸附层，增加

透过阻力
［２４］
，该结论与黄群等

［１０］
研究结果相一致。

图 ５　溶液 ｐＨ值对超滤效果的影响

Ｆｉｇ．５　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｓｏｌｕｔｉｏｎｐＨｖａｌｕｅｏｎｕｌｔｒａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ

ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ
　
当 ｐＨ值小于４５或大于５５时，膜通量随 ｐＨ值偏
离等电点程度的增加而上升，且在６５～８５范围内
增幅显著，此时溶液中蛋白质与水分子亲和作用增

强，分子间静电斥力可削弱膜表面的浓差极化现象，

蛋白质截留率有小幅降低，当 ｐＨ值大于 ８５时，继
续增加 ｐＨ值对膜通量及蛋白质截留率影响不大，
且 ｐＨ值８５接近水酶法酶解体系终点 ｐＨ值，可避
免额外加入碱类物质。因此，在优化溶液 ｐＨ值时
选择８５为中心点。
２４　超滤回收水解液蛋白的响应面试验分析

在上述单因素试验中，可以看出各因素对膜通

量有显著影响，而对蛋白质截留率影响较小（回归

模型不显著），蛋白质截留率始终在 ９４％以上，说明
超滤操作对水解液蛋白截留效果良好。为进一步确

定超滤操作的最佳工艺，以膜通量为响应值，选择操

作压力、溶液质量分数和溶液 ｐＨ值 ３个因素，采用
ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验设计进行响应面分析。试验设计
及结果见表３，表中 Ｘ１～Ｘ３为 ｘ１～ｘ３的编码值。

表 ３　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验设计及结果

Ｔａｂ．３　ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ

试验序号 Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３ Ｒ／（Ｌ·（ｍ２·ｈ）－１）
１ －１ －１ ０ ５５０
２ １ －１ ０ ５７５
３ －１ １ ０ ５７４
４ １ １ ０ ５８１
５ －１ ０ －１ ５５６
６ １ ０ －１ ５６８
７ －１ ０ １ ５７２
８ １ ０ １ ５７９
９ ０ －１ －１ ５６３
１０ ０ １ －１ ５９８
１１ ０ －１ １ ５８０
１２ ０ １ １ ５８６
１３ ０ ０ ０ ７０３
１４ ０ ０ ０ ７０３
１５ ０ ０ ０ ７０１
１６ ０ ０ ０ ６９８
１７ ０ ０ ０ ６９５
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　　通过 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８０６软件，对表 ３中数据
进行多元回归拟合，得到超滤膜通量（Ｒ）对操作压
力（Ｘ１）、溶液质量分数（Ｘ２）、溶液 ｐＨ值（Ｘ３）的回
归方程模型为

Ｒ＝７００＋００６４Ｘ１＋００８９Ｘ２＋００４０Ｘ３－００４５Ｘ１Ｘ２－

００１３Ｘ１Ｘ３－００７３Ｘ２Ｘ３－０７２Ｘ
２
１－０５９Ｘ

２
２－０６０Ｘ

２
３

对膜通量数据进行 ＡＮＯＶＡ方差分析，结果见
表４。由方差分析结果可知，所得回归模型极显著
（Ｐｒ＜００１），失拟项不显著（Ｐｒ＞００５），模型 Ｒ

２＝
０９９７５，说明该方程中参数可解释 ９９７５％的因变
量变化，模型与试验数据拟合效果较好，可通过该模

型对实际超滤工艺参数进行预测。由表 ３可以看
出，回归方程中一次项 Ｘ１、Ｘ２极显著，说明操作压力
和溶液质量分数对膜通量的线性效应显著，平方项

Ｘ２１、Ｘ
２
２、Ｘ

２
３极显著，说明各参数对膜通量的曲面效应

极显著，交互项 Ｘ２Ｘ３影响显著（Ｐｒ＜００５），表明各
参数对膜通量的影响不是简单的线性关系。从回归

方程中各因素回归系数绝对值大小，判断各因素对

膜通量的影响由大到小次序为：溶液质量分数、操作

压力、溶液 ｐＨ值。
在回归方程基础上，对模型进行降维分析，以考

表 ４　响应面结果方差分析

Ｔａｂ．４　ＡＮＯＶＡｏｆｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｒｅｓｕｌｔｓ

平方和 自由度 均方 Ｆ Ｐｒ
模型 ５８３０ ９ ０６５０ ３１３１０ ＜００００１
Ｘ１ ００３３ １ ００３３ １５７２ ０００５４
Ｘ２ ００６３ １ ００６３ ３０４７ ００００９
Ｘ３ ００１３ １ ００１３ ６１９ ００４１７
Ｘ１Ｘ２ ０００８ １ ０００８ ３９２ ００８８３
Ｘ１Ｘ３ ０００６ １ ０００６ ０３０ ０５９９６
Ｘ２Ｘ３ ００２１ １ ００２１ １０１７ ００１５３

Ｘ２１ ２１５０ １ ２１５０ １０４０９５ ＜００００１

Ｘ２２ １４４０ １ １４４０ ６９６８３ ＜００００１

Ｘ２３ １５００ １ １５００ ７２６９３ ＜００００１

残差 ００１４ ７ ０００２

失拟项 ００１０ ３ ０００３ ２６９ ０１８１７

纯误差 ０００５ ４ ０００１

总和 ５８４ １６ Ｒ２＝０９９７５　Ｒ２ａｄｊ＝０９９４３

察各因素及因素间交互作用对膜通量的影响，所得

响应曲面如图６所示。由图６可知在所考察因素范
围内，膜通量均随操作压力、溶液质量分数、溶液 ｐＨ值
的增大呈现先上升后下降的趋势，与上述单因素试验

结果相一致，且各曲面均为下开口凹面，中心位于所考

察区域内，说明所考查范围内存在膜通量的最大值。

图 ６　超滤回收工艺参数对膜通量影响的响应曲面

Ｆｉｇ．６　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｓｅｘｈｉｂｉｔｉｎｇｅｆｆｅｃｔｓｏｆｕｌｔｒａｆｉｔｒａｔｉｏｎｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｎｍｅｍｂｒａｎｅｆｌｕｘ
　
　　通过ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ软件分析，得到超滤回收水解
液蛋白的最佳工艺参数为：操作压力０２０ＭＰａ、溶液质
量分数５６１％、溶液ｐＨ值８４９，在此条件下超滤膜通
量预测值为７０３５３Ｌ／（ｍ２·ｈ）。考虑到实际可操作性，
将上述条件修正为：操作压力０２０ＭＰａ，溶液质量分数
５６０％、溶液ｐＨ值８５０，在此最优条件下进行验证试
验，得到的超滤膜通量为７０２Ｌ／（ｍ２·ｈ），与预测值较
为接近，说明响应面优化得到的超滤工艺条件准确可

靠，具有一定的实际参考价值。

在上述最佳超滤回收工艺基础上，进一步考察超

滤法对水解液蛋白中杂质的脱除效果，对回收物中可

溶性糖类物质及灰分含量进行了测定，结果见表５。
由表５可知，超滤法对水解液中可溶性糖类物

质的脱除效果较好，其中对蔗糖和水苏糖的脱除率

分别为 ５４９４％和 ４９１２％，棉籽糖脱除率高达
１００％，但对盐类物质脱除效果欠佳，增加超滤、反渗

表 ５　超滤回收水解液蛋白中的杂质组成
（质量分数，以干基计）

Ｔａｂ．５　Ｉｍｐｕｒｉｔｙｃｏｎｔｅｎｔｓｉｎｓｋｉｍｐｒｏｔｅｉｎｒｅｃｏｖｅｒｅｄｆｒｏｍ
ＥＡＥＰｏｆｓｏｙｂｅａｎｓ ％

参数 蔗糖 水苏糖 棉籽糖 灰分

质量分数 ３８３±００５ ２３２±００４ ５２２±０１１

脱除率　 ５４９４±００８４９１２±００９ １００±００９ ９５３±０２０

透等膜分离工序可能会改善脱除效果。超滤操作

后，回收物中蛋白纯度可提升至 ８８６３％，超过市售
大豆浓缩蛋白纯度，并接近大豆分离蛋白纯度，且抗

营养性低聚糖含量较低，可作为蛋白质的优质来源，

具有巨大的附加经济价值。

２５　水解液蛋白的红外光谱分析
超滤回收处理前后水解液蛋白的红外光谱如

图７所示。
由图７可知，３３０５ｃｍ－１

处较宽的吸收峰对应为
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图 ７　水解液蛋白的红外光谱图

Ｆｉｇ．７　Ｉｎｆｒａｒｅｄｓｐｅｃｔｒａｏｆｓｋｉｍｐｒｏｔｅｉｎ
　

分子间氢键 Ｏ—Ｈ和 Ｎ—Ｈ的伸缩振动；２９５６ｃｍ－１

和２９２９ｃｍ－１
处重叠峰对应—Ｃ—Ｈ２的不对称伸缩

振动；１６５３ｃｍ－１
处强吸收为酰胺Ⅰ带— Ｃ Ｏ伸缩

振动
［１２］
；１５４１ｃｍ－１

处和１２４１ｃｍ－１
处的吸收峰则分

　　

别对应酰胺Ⅱ带 Ｎ—Ｈ面内弯曲振动峰和酰胺Ⅲ带
Ｃ—Ｎ伸缩振动峰，这２处吸收峰的减弱说明在水酶
法提取过程中，蛋白酶解作用下，部分肽键被水解且

有部 分—ＮＨ２参 与 了 反 应
［１３］
；１３９８ｃｍ－１

处 是

ＣＯＯ—的特征峰，１０５３ｃｍ－１
处为伯醇吸收带。上述

红外光谱结果表明构成大豆蛋白的各官能团特征峰

明显，所得蛋白制品纯度较好。

２６　水解液蛋白的功能特性分析
水酶法提取过程中伴随着大豆蛋白的限制性酶

解，蛋白多肽链长短及三维空间结构发生变化，并导

致部分被包埋的氨基酸残基曝露出来
［１２］
，这一过程

必然对蛋白质的功能特性产生影响，本研究分别考

察了超滤回收后水解液蛋白质的氮溶解指数、乳化

活性指数及乳化稳定性指数，并与大豆分离蛋白进

行对比，结果如图８所示。

图 ８　水解液蛋白质的功能特性

Ｆｉｇ．８　Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｓｋｉｍｐｒｏｔｅｉｎ
　

　　如图８所示，水解液蛋白及分离蛋白的溶解性
ｐＨ值曲线呈现典型的 Ｕ型曲线，即在 ｐＨ值 ４５
（大豆蛋白等电点）附近溶解性最低，在 ｐＨ 值
２０～７０范围内，水解液蛋白的溶解性均较分离蛋
白有所提升，且在酸性条件下提升较显著，如在 ｐＨ
值３０和４５处，水解液蛋白的氮溶解指数较大豆
分离蛋白分别提高了０５１和１５６倍。蛋白酶解后
小分子片段的增加、亲水性基团的释放以及表面积

的增大促进了水合作用，使蛋白溶解性得到增强。

大豆蛋白由于其酸溶性的限制在饮料加工领域应用

十分有限，而水解液蛋白这一特性的改善可在一定

程度上扩大其在酸性食品体系中的应用，如果汁、酸

乳饮料、碳酸饮料等。图 ８所示为水解液蛋白及分
离蛋白的乳化活性指数及乳化稳定性指数随 ｐＨ值
变化的曲线。与分离蛋白相比较，水解液蛋白的乳

化性略有下降，其乳化活性指数及乳化稳定性指数

分别较分离蛋白下降了 ４５４２％和 １８６１％。这一
结论与 ＡＬＭＥＩＤＡ等［２５］

对 Ｐｒｏｔｅｘ６Ｌ酶解后蛋白的
乳化特性测定结果趋势相似。水酶法提取过程中蛋

白酶的介入在不同程度上破坏了蛋白质结构中氢

键、疏水相互作用、离子键等作用力，并产生较小分

子量的肽段或氨基酸，它们无法同大分子蛋白一样

稳定存在于油水界面并维持界面张力
［１６］
，致使乳化

活性指数及乳化稳定性指数有所降低。

３　结束语

采用超滤法回收水解液中的蛋白质，在单因素

试验的基础上，通过响应面法试验设计建立了操作

压力、溶液质量分数、溶液 ｐＨ值对膜通量影响的模
型。研究结果表明，各因素对膜通量的影响由大到

小依次为溶液质量分数、操作压力、溶液 ｐＨ值。经
优化得到的最佳工艺参数为：操作压力 ０２０ＭＰａ、
溶液质量分数５６０％、溶液 ｐＨ值 ８５０。在上述条
件下超滤膜通量为 ７０２Ｌ／（ｍ２·ｈ），回收物中蛋白
质质量分数增至 ８８６３％，接近市售大豆分离蛋白
纯度。红外光谱结果显示构成大豆蛋白的各官能团

特征峰明显，蛋白制品纯度较理想，色谱结果显示超滤

对水解液中的可溶性糖类物质尤其是棉籽糖脱除效果

较好，所回收蛋白在功能特性上溶解性得到明显改善，

而乳化活性指数及乳化稳定性指数有所降低。
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