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红花籽水解蛋白的精制

赵丽，王佳，李君，朱丹实，王胜男，王勃，何余堂，马涛，刘贺+

(渤海大学食品科学与工程学院，辽宁省食品安全重点实验室，生鲜农产品贮藏加工及

安全控制技术国家地方联合工程研究中心，辽宁锦州，121013)

摘 要 以水酶法制油工艺得到的红花籽水解蛋白为原料，对比了DA20l—c、xADll80N、D3520三种大孔吸

附树脂对红花籽水解蛋白的静态吸附性能，并对其组成成分进行分析。结果表明：DA201一c树脂对水解蛋白

吸附率与解吸率最高，能有效去除糖类等杂质；DA20l—C树脂对水解蛋白的吸附平衡时间为2 h，吸附率为

48．39％，体积分数70％乙醇解吸效果最好，解吸率为90．44％。经DA20l—c树脂纯化后的水解蛋白，蛋白质

含量提高了30．10％，脂肪含量降低了91．53％，糖含量降低了95．52％，色差￡+值提高了11．63％，6‘值降低

了20．91％。
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红花(C口r琥口mMs“nc￡orius G．Samower)，又称红

兰花或草红花，属于菊科、红花属，是一年生双子叶植

物⋯，其花冠、籽实、茎叶、秸秆都可利用。红花籽，

是红花的种子，俗称为“白平子”，红花籽蛋白含有许

多氨基酸，且绝大多数为必需氨基酸旧’，可作为一种

蛋白质营养强化剂和食品添加剂，从而缓解植物蛋白

质资源的缺乏，具有较高的开发利用价值。

水酶法是以机械和生物酶解为手段来破坏植物

种子细胞结构，增加油料组织中油的流动性，继而

分离出油脂同时制得蛋白质"1。水酶法反应条件

温和，周期短，工艺简单，制成的水解蛋白营养价值

高，且主要以低分子质量的短肽和游离氨基酸为

主，易于人体吸收。但水酶法制得的红花籽水解蛋

白中含有较多的脂肪、糖类、灰分等杂质，严重影响

其色泽、货架期等，极大地限制了在食品行业中的

应用。

蛋白质的分离纯化有溶剂法、沉淀法、超滤法、层

析法等H]。层析法中，柱填料有大孔吸附树脂、离子

交换树脂、凝胶、硅胶、聚丙烯酰胺等¨o。大孔吸附

树脂主要通过分子间作用力如范德华引力或氢键等

对被吸附的分子进行吸附，吸附剂表面的亲水性或疏
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水性决定了具有不同的吸附特性；同时其本身的多孔

性结构亦决定其具有一定的分子筛作用¨。。大孔吸

附树脂由于具有比表面积大、理化性质稳定、吸附量

大、选择性好、吸附速度快、解吸条件温和、易再生、可

重复利用等优点。71，现已广泛应用于环保、化工、医

药和食品行业。

本试验以水酶法制油工艺得到的红花籽水解蛋

白为原料，对比了DA201一c、xADll80N、D3520三种

大孔吸附树脂对红花籽水解蛋白的静态吸附性能，筛

选出最佳大孔吸附树脂以除去其中糖类、脂肪及色素

等杂质，以提高红花籽水解蛋白的纯度。

1 材料与方法

1．1材料与仪器

红花籽，新疆红花缘科技有限公司；胰蛋白酶，酶

活4 000 u／g，南宁庞博生物工程有限公司；牛血清白

蛋白标准品，上海如吉生物科技发展有限公司；

NaOH、酒石酸钾钠、无水Na：CO，，分析纯，天津市风

船化学试剂科技有限公司；福林酚试剂，分析纯，上海

荔达生物科技有限公司；cusO。、正丁醇、葡聚糖，分

析纯，天津市化学试剂三厂；石油醚，分析纯，天津市

致远化学试剂有限公司；蒽酮，分析纯，天津市科密欧

化学试剂有限公司；三氯甲烷、浓H：s0。、浓Hcl，分

析纯，锦州古城化学试剂厂；无水乙醇，分析纯，天津

市光复科技发展有限公司；DA201一C、D3520、

xADll80N大孔吸附树脂，郑州勤实科技有限公司，

具体物理参数见表1。
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表l 不同大孔吸附树脂的物理参数

Table 1 Physical parameters of different macroporous

adsOrption resins

SL-205A高速多功能粉碎机，浙江省永康市松青

五金厂；DzF-6050真空干燥箱，上海博迅实业有限

公司医疗设备厂；PHS一3C精密pH计，上海雷磁仪器

厂；DK．8D电热恒温水浴槽，上海一恒科技有限公

司；RE．3000旋转蒸发仪，上海亚荣生化仪器厂；L一

535R离心机，长沙湘仪仪器有限公司；JA21002精密

电子天平，上海舜宇恒平科技仪器有限公司；sP一1500

喷雾干燥机，上海顺仪试验设备有限公司；DHG一

9055A电热鼓风干燥箱，上海一恒科学仪器有限公

司：uV．2550紫外分光光度计，日本岛津公司；CR400

型色彩色差计，Konica Minolta。

1．2 实验方法

1．2．1 红花籽水解蛋白的制备工艺

将红花籽干燥粉碎后，与去离子水以1：5

(g：mL)比例混匀，置于80℃水浴中灭酶10 min，调

pH 9～12，加人156 u／g胰酶，50～55℃酶解3 h；

80℃水浴灭酶10 min后，4 000 r／min离心20 min；

移取上层清油和少许乳化层，得到水解蛋白液‘8。；再

进行真空浓缩(比例0．6)；然后喷雾干燥，雾化频率

60 Hz，撞针间隔时间5 s，进气压力0．3 MPa，进料速

度276．5 mL／h、进口温度175℃，最终制得红花籽水

解蛋白粉"1。

1．2．2 大孔吸附树脂的预处理

将不同型号的大孔吸附树脂先用无水乙醇浸泡

24 h，使树脂充分溶胀，然后用无水乙醇洗至220 nm

处无吸收峰，再用去离子水洗净至无乙醇味备用。接

着浸泡于5倍体积的质量分数5％NaOH溶液中2 h，

用蒸馏水洗至pH值为7；最后浸泡于5倍体积的体

积分数5％Hcl溶液中浸泡2 h后，用蒸馏水洗至pH

值为7，备用¨⋯。

1．2．3 大孔吸附树脂的筛选

(1)静态吸附：称取处理好的DA20l-C、D3520、

xADll80N树脂各10 g，分别加入质量浓度8 mg／mL

的红花籽水解蛋白溶液50 mL，在25℃恒温摇床振

荡12 h，速度为150 r／min。测定溶液中蛋白质含量，

2016 VOI．42 No．1(TotaI 337)

计算各型号树脂的吸附率及吸附量，公式如下‘11|：

吸附率／％=型塑塑坠塾}橐篆辜妻考芸豢妻幽×·oo
吸憎(嘴．g-1)-塑监丛篱然竽幽
×1∞

(2)静态解吸：取上述已经吸附平衡的各型号树

脂10 g过滤，加入75％乙醇40 mL作为洗脱剂，在

25℃恒温摇床振荡12 h，速度为150 r／min，测定溶

液中蛋白质含量，计算解吸率，公式如下⋯1：

解吸率／％=石丽云彳耍言案等薹毒要嘉喾鬟挈篓丽×·oo
1．2．4 DA201．C大孔吸附树脂静态吸附能力

称取DA201．c大孔吸附树脂10 g，加入质量浓

度8 mg／mL红花籽水解蛋白溶液50 mL，在25℃恒

温摇床振荡12 h，速度为150 r／min，间隔1 h取

样¨2。，测定溶液中蛋白质含量，计算树脂的吸附率。

1．2．5 DA201．C大孔吸附树脂解吸剂的确定

称取10 g DA201-c大孔吸附树脂，加入质量浓

度8 mg／mL红花籽水解蛋白溶液50 mL，在25℃恒

温摇床振荡2 h，速度为150 r／min。将吸附后的10 g

DA201一C树脂过滤，分别加入体积分数(下同)65％、

70％、75％、80％、85％、90％乙醇40 mL作为洗脱剂，

在25℃恒温摇床振荡12 h，速度为150 r／min，测定

解附液中蛋白质含量，计算解吸率¨3|。

1．2．6样品成分分析

蛋白质含量的测定：F01in．酚测定法¨4。；粗脂肪

含量的测定：索氏抽提法，参照GB／T5009．6—2003；

糖含量的测定：葸酮．硫酸法¨5‘；水分含量的测定：直

接干燥法，参照GB／T5009．3—2003。

1．2．7 色差的测定

用CR400型色彩色差计测定色差。

1．2．8 统计分析

试验数据平行测定3次，结果以×±s表示，采用

0RIGIN(0riginPro 8．6．0 SRl)软件作图，应用

SPSSl9．O软件对数据进行方差分析，差异显著性水

平为P<O．05。

2 结果与分析

2．1 最佳大孔吸附树脂的确定

不同大孔吸附树脂对红花籽水解蛋白的吸附性

能见图1。

由图1可知，DA201一c树脂对红花籽水解蛋白的

吸附性能最好，吸附率为48．39％，吸附量为13．9

 



蓬己窆
料曼爵

萋耋蓬
督

图1 不同大孔吸附树脂对红花籽水解蛋白的吸附性能

Fig．1 Effect of different macroporous adsorption

resins on adsorption perfbmance of s棚ower seeds

protein hydrolysate

mg／g，解吸率为85．60％，而D3520和xADll80N树

脂对红花籽水解蛋白的吸附率和解析率相对较低，表

明DA20l—C大孔吸附树脂对红花籽水解蛋白不仅具

有较强的吸附能力，而且容易洗脱，适用于红花籽水

解蛋白的分离精制。

大孔树脂的吸附性能主要取决于树脂的极性和

空间结构(孔径、比表面积等)。大孔吸附树脂的吸

附主要为物理吸附，吸附树脂的比表面积决定了其饱

和吸附量，随着比表面积的增加，表面张力也在增大，

吸附量提高，对吸附有利¨1|。DA20l_C大孔吸附树

脂的比表面积最大，所以DA20卜C大孔吸附树脂为

纯化红花籽水解蛋白的最佳树脂。这与杨万根¨酬等

学者试验时筛选的最佳树脂结果类似。

2．2 DA201-C大孔吸附树脂的静态吸附过程

图2是DA201．C大孔吸附树脂的静态吸附动力

学曲线。
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图2 DA20l—c大孔吸附树脂的静态吸附动力学曲线

Fig．2 Static adsorption kinetics curve of DA201一C

type macmporous adsorption resin

吸附速度是树脂吸附性能的重要参考指标，由

图2可见，DA20卜C大孔吸附树脂对红花籽水解蛋白

的吸附属于快速平衡型，吸附率在0～1 h较快，1 h

时吸附率达到40．24％，2 h时达到吸附平衡，此时吸

附率为48．39％。DA201．C大孔吸附树脂是由偶极

矩很小的单体聚合制得，不带任何功能基，孔表的疏

水性较强¨7]。在红花籽水酶法制油过程中，随着酶

解的进行，红花籽水解蛋白逐渐被水解，更多疏水性

氨基酸暴露，在吸附过程中，通过疏水相互作用从水

相转移到树脂的疏水表面上。

王旭苹等¨引利用大孔树脂纯化酒花多酚，SP850

树脂对酒花多酚的吸附量在0～2 h内，随时间延长

而增大，之后吸附量趋于平衡，表明SP850树脂对酒

花多酚能快速吸附平衡，与本研究结果类似。

2．3 DA201-C大孔吸附树脂解吸剂的确定

根据相似相溶原理，对非极性大孔吸附树脂，解

吸剂极性越小，其解吸能力越强¨9|。本试验选用水-

乙醇作为解吸剂，将已吸附了红花籽水解蛋白达到饱

和的DA201-C大孔吸附树脂在25℃下分别用65％、

70％、75％、80％、85％、90％乙醇解吸12 h，其解吸率

见图3。
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图3 乙醇浓度对DA20卜C树脂解吸率的影响

Fi昏3 Effect of dimrent etllanol concentration on desorption

rate of DA201一C type macmporous adsorption resin

从图3可以看出，一定浓度的乙醇溶液利于树脂

解吸，随着乙醇浓度的增加，树脂的解吸率显著提高，

当乙醇浓度为70％时，DA201一c树脂解吸率最高，为

90．44％；继续增加乙醇浓度时，树脂解吸率反而下

降，当乙醇体积分数达到90％时，溶液出现浑浊并且

分层现象，这可能与红花籽水解蛋白中存在一部分相

对分子质量较大的肽有关，这部分物质在乙醇体积分

数较大时溶解性较差，使得解吸剂与吸附的红花籽水

解蛋白的相互作用受到影响，因此选择70％乙醇为

解吸剂。

过振宇等Ⅲ1在大孔吸附树脂吸附分离家蝇抗菌

肽的研究中，选用乙醇-水体系进行洗脱，随着乙醇浓

度的增加，解吸率上升，75％乙醇溶液解吸率最高为

74．79％。安晓婷等旧叫利用大孔树脂纯化蓝莓果渣

多酚，选用了乙醇一水体系进行洗脱时，60％乙醇解吸

率达到最高。

2．4 纯化前后红花籽水解蛋白组成成分分析

表2是红花籽水解蛋白经过DA201．C树脂处理
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前后的组成成分。

表2纯化前后红花籽水解蛋白组成成分比较％

Table 2 Comparision of main component analysis of

samower seeds protein hydrolysate before

and after purified

由表2可知，红花籽水解蛋白在DA201一C树脂

吸附下，蛋白质含量70．1％提高到了91．2％，纯度较

之前提高了30．10％；脂肪含量由5．9％降低至

0．5％，降低了91．53％；糖含量由6．7％降低至

0．3％，降低了95．52％。可见，DA201-c树脂可显著

降低其脂肪和糖含量，提高红花籽水解蛋白的纯度。

马寒冰等旧1。采用DA201．C大孔吸附树脂纯化

豆粕蛋白酶解液中的大豆多肽，纯化后大豆多肽含量

提高了70．35％，糖含量降低了70．80％，盐含量降低

了93．93％，说明DA20l-c大孔吸附树脂能去除豆粕

蛋白酶解液中大部分无机盐及糖类。章绍兵等‘2“采

用DA201一C大孔吸附树脂纯化水酶法提取的麦胚水

解蛋白，可溶性总糖含量由33．72％降至10．95％，蛋

白质含量由43．82％增加到76．64％，纯化效果明显。

2．5 纯化前后红花籽水解蛋白色差分析

表3是红花籽水解蛋白经过DA201．C树脂处理

前后的色差比较。

表3纯化前后红花籽水解蛋白色差比较

Table 3 Comparision of color VaIue of samower seeds

protein hydrolysate before and after purified

水解蛋白 ￡+ n‘ 6+

纯化前红花籽水解蛋白75．48±0．60—4．25±0．09 17．98±0．12

纯化后红花籽水解蛋白84．26±0．29—4．09±0．03 14．22±0．21

由表3可知，经DA201-C树脂纯化后，工+值由

75．48提高到了84．26，提高了11．63％；6+值由

17．98降低至14．22，降低了20．91％。纯化前红花籽

水解蛋白颜色较暗，且比较偏黄；而经DA20l—c树脂

纯化后的水解蛋白颜色变亮，黄色明显变浅，脱色效

果明显。

3 结论

(1)比较了DA201一C、xADll80N、D35203三种

大孔吸附树脂对红花籽水解蛋白的静态吸附性能，结

1∞}2Q!鱼塑!：丝堂：!(卫塑!i曼型

果表明，DA201．c树脂对水解蛋白吸附率与解吸率最

高，因此DA201一C为纯化红花籽水解蛋白最佳的树

脂。

(2)DA201一c静态吸附动力学曲线表明，DA201一

C树脂对水解蛋白的吸附平衡时间为2 h，吸附率为

48．39％；静态解吸以70％乙醇效果最佳，解吸率为

90．44％。

(3)经DA201．C树脂纯化后的红花籽水解蛋白，

蛋白质含量提高了30．10％，脂肪含量降低了

91．53％，糖含量降低了95．52％，色差￡’值提高了

11．63％，6 4值降低了20．9l％。

(4)在后续研究中，可对红花籽水解蛋白进行动

态吸附试验，并对其进行功能性质检测(起泡性、乳

化性、溶解性和抗氧化性等)，将其生产成功能性饮

料、咀嚼片和速溶冲剂等。
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The re6nement of samower seeds protein hydrolysates

ZHA0 Li，WANG Jia，LI Jun，ZHU Dan-shi，WANG Sheng—nan，

WANG Bo，HE Yutang，MA Tao，LIU He+

(School of Food Science and Technology，Bohai University；Food Safbty Key Lab of Liaoning ProVince；

National＆Local Joint Engineering Research Center of Storage，Processing and Safety Contml Technology{．or

Fresh Agricultural and Aquatic Products；Jinzhou 121013，China)

ABSTRACT In this paper，the macroporous adsorption resins DA20l-C、XADl 1 80N and D3520 were chosen for

purifying protein hydrolysates extracted by aqueous-enzymatic extraction of samower seeds oil． The chemical composi—

tion of purified samower seeds protein hydrolysates was studied． The results of static adsorption peI如rmance indicated

that DA20 1一C showed higher adsorption rate and desorption rate． The adsorption equilibrium time of protein hydroly-

sates was 2 h，and the adsorption ration was 48．39％． The best desorption solvent was 70％ethanol，and the desorp—

tion rate was 90．44％． After purification by DA20 l—C，the protein content in sa{nower seeds protein hydrolysates in-

creased with 30．10％，fat content decreased 91．53％， sugar content decreased 95．52％，L
4

increased with

11．63％．b+decreased 20．91％．

1【ey words samower seeds protein hydrolysates；macroporous adsorption resin；purification
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