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黑大豆与扁豆活性蛋白质提取工艺的研究
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摘　要: 利用较先进的冷却粉碎、膜分离、真空冷冻干燥等技术对黑大豆与扁豆活性蛋白质的提取进行研究分析。

试验证明冷却粉碎、低温离心分离、膜分离及真空冷冻干燥等工艺对胰蛋白酶抑制剂、糜蛋白酶抑制剂的活性无明

显影响,可以很好地保持黑大豆与扁豆功能性蛋白质的活性。
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　　豆类含有丰富的蛋白质,是人类重要的植物蛋

白资源。不同豆类蛋白质含量、活性物质的含量、以

及蛋白质的功能不同。目前有关豆类功能性活性蛋

白的研究深受国内外研究者的重视[ 1～ 3 ]。但是在豆

类蛋白质提取过程中,提取工艺、提取条件对蛋白质

的生物活性的丢失与否、提取效果有着重要的影响。

因此,本研究利用较先进的冷却粉碎、膜分离、真空

冷冻干燥技术对黑大豆与扁豆活性蛋白质的提取进

行了研究分析,为豆类功能性活性蛋白质的进一步

开发利用提供一定的参数。

1　试验材料与方法

1. 1　试验材料

材料:山西产扁豆 (红皮)、黑大豆。

分离膜: Seam less Cellu lo se T ub ing. Sm all

Size 18. W ake Chem ica ls U SA , lnc.

主要试剂: T ryp sin 、Chym o tryp sin、酪蛋白

(Casein)、三氯乙酸、磷酸缓冲液、福林试剂 (Fo lin)、

N a2CO 3 等。

1. 2　主要设备仪器

冷却式粉碎机: A nalysenm uhce A 10 (德国W 2

Germ any公司)。

冷却式离心分离机, 5800型,日本久保制作所。

真空冷冻干燥机, EYELA FD. 81 型,日本东京

理化器械株式会社。

U best230 分光光度计, 日本光学机械株式会

社。

1. 3　试验方法

1. 3. 1　工艺流程

原料清选→冷却粉碎→盐析提取→离心去杂→

膜透析分离→冻结→真空冷冻干燥→活性蛋白质

1. 3. 2　蛋白质活性测定方法

豆类普遍存在的功能性活性蛋白—胰蛋白酶抑

制剂、糜蛋白酶抑制剂 (T ryp sin Inh ib ito rs、Chy2

m o tryp sin Inh ib ito rs)对胰蛋白酶 (T ryp sin)、糜蛋

白酶 (Chym o tryp sin)有抑制作用[ 3 ] ,我们利用豆类

功能性活性蛋白对胰蛋白酶、糜蛋白酶的抑制效果

进行分析测定[ 4 ] ,来判断豆类功能性蛋白质的活性。

2　结果与分析

2. 1　原料粉碎方式对蛋白质活性的影响

蛋白质在 40～ 50℃以上大部分变得不稳定并

开始变性[ 5 ]。豆类所含有的活性蛋白质一般在温度

低于 50℃时不容易失活[ 1 ]。本试验采用普通粉碎机

和冷却式粉碎机对原料进行粉碎处理,发现用普通

粉碎机进行粉碎时,原料往往会由于摩擦产生热,温

度可达到 55～ 60℃以上; 而利用冷却式粉碎机对原

料进行粉碎处理,温度一般在 40℃以下。我们通过

对豆类普遍存在的功能性活性蛋白胰蛋白酶抑制

剂、糜蛋白酶抑制剂对胰蛋白酶抑制剂、糜蛋白酶抑

制剂抑制效果进行了测定,其结果如表 1所示。结果

说明冷却式粉碎可以较好地保持胰蛋白酶抑制剂、

糜蛋白酶抑制剂的活性,可以明显地抑制胰蛋白酶、

糜蛋白酶对酪蛋白的分解,而非冷却式粉碎原料则

使其丢失生物活性,对胰蛋白酶、糜蛋白酶均无抑制

作用。黑大豆活性蛋白对胰蛋白酶、糜蛋白酶均有很

好的抑制作用,而扁豆则对对胰蛋白酶有很好的抑

制作用,对糜蛋白酶的抑制作用比黑大豆弱。

2. 2　盐析提取液用量对蛋白质提取的影响

为了较好地分离提取豆类功能性活性蛋白,本

试验利用 10%的食盐溶液对粉碎后的原料进行盐

析处理,在盐析时将盐溶液与原料的用量设置了 5

种不同的比例,试验发现由于浸提液用量不同对蛋
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白质的提取过程与提取效果有较大程度的影响,其 结果如表 2所示。

表 1　不同粉碎方式对胰蛋白酶抑制剂、糜蛋白酶抑制剂活性的影响

T ab le 1　 Influence of crush ing styles on the act ivit ies of inh ib ito rs of T ryp sin and Chymo tryp sin

主要反应物投放顺序及主要反应条件
不同蛋白酶 660 nm A bs

胰蛋白酶 糜蛋白酶

黑大豆

空白 ①+ ④+ ②+ ③ (37℃, 10 m in反应) 0. 000 0. 000

对照 ①+ ② (37℃10 m in反应后) + ④+ ③ 0. 133 0. 243

冷却式粉碎 ①+ ③+ ② (37℃10 m in反应后) + ④ 0. 000 0. 051

非冷却式粉碎 ①+ ③+ ② (37℃10 m in反应后) + ④ 0. 131 0. 240

扁　豆
冷却式粉碎 ①+ ③+ ② (37℃10 m in反应后) + ④ 0. 003 0. 151

非冷却式粉碎 ①+ ③+ ② (37℃10 m in反应后) + ④ 0. 128 0. 245

　注:①为酪蛋白素;②胰蛋白酶或糜蛋白酶;③缓冲液浸提豆类蛋白;④反应终止剂 (三氯乙酸)。

表 2　盐析溶液用量对蛋白质的提取效果的影响

T ab le 2　Effects of salt ing ou t so lu t ion do sage

on ex tract ion p ro tein

盐溶液∶
原料

浸提
时间ö h

膜透析
时间ö h

真空冷冻
干燥时间ö h

蛋白质
提取率ö %

4∶1 1 24 44 75. 4

6∶1 1 32 56 81. 3

8∶1 1 40 68 94. 6

10∶1 1 48 76 95. 2

12∶1 1 56 94 95. 8

14∶1 1 64 120 96. 1

由表 2 结果可见,浸提液∶原料的比值越大蛋

白质的提取率越高,但是其后处理时膜透析和真空

冷冻干燥所需要的时间长、膜用量及离心分离量也

增大,提取耗费大。以利用浸提液∶原料的比值为

10∶1 左右为好,这样既能够取得较高的蛋白质的

提取率,又可以节约时间和干燥动力。

2. 3　离心分离与膜分离

豆类组成成分中除了含有丰富的蛋白质外,还

含有丰富的淀粉和油脂,如: 大豆含有 26%的淀粉、

17. 5%的油脂, 扁豆含有 60%的淀粉、1. 1%的油

脂,其他豆类也基本如此。我们根据豆类蛋白质多为

水溶性的特点,并且淀粉、油脂、蛋白质的比重的不

同,选用离心分离法进行分离,结果如表 3所示。

经过离心分离去除分离液表面的油脂和底部沉

淀的淀粉,取其澄清溶液,而所得澄清溶液中还含有

盐分、水溶性糖类等小分子物质。为了脱除澄清液中

的盐分、水溶性糖类等小分子物质本试验采用无缝

管状醋酸纤维膜 (0. 015～ 0. 02 Lm )对经过离心去

杂的蛋白质溶液进行透析分离,即将离心分离出的

溶液装入无缝管状醋酸纤维膜中,利用蒸馏水进行

透析,透析温度为 4℃,每隔 3～ 5 h 换一次水,直至

水中无N aC l检出为止。

表 3　不同离心速度与时间对黑大豆淀粉、

油脂分离效果的影响

T ab le 3　Effects of rate and tim e of cen trifuge

on separat ing starch and o il from b lack soybeans

离心速
度ö r·m in- 1

离心时
间öm in

离心温
度ö℃
澄清
效果

备　　注

1 000 10 10 + + + 淀粉沉淀较好,油脂无析出

1 000 50 10 + + 淀粉沉淀良好,油脂无析出

2 000 10 10 + + 淀粉沉淀良好,油脂无析出

2 000 50 10 + 淀粉沉淀良好,油脂稍析出

3 000 10 10 - 淀粉沉淀良好,油脂析出

3 000 50 10 - - 淀粉沉淀良好,油脂析出良好

3 500 10 10 - - 淀粉沉淀良好,油脂析出良好

5 000 10 10 - - 淀粉沉淀良好,油脂析出良好

　注:澄清效果表示: + + + 很混浊; + + 混浊; + 较混浊; - 较澄清;

- - 澄清。

2. 4　真空冷冻干燥

将透析液盛放于广口塑料容器中, 首先利用

- 30℃低温冻结,然后用具有针孔的铝箔封口,移入

真空冷冻干燥室内进行冻结干燥。获得具有金属光

泽的豆类蛋白质。其蛋白质的功能性活性经过测定

(主要反应物投放顺序及主要反应条件同 2. 1) , 结

果如表 4。
表 4　真空冷冻干燥对胰蛋白酶抑制剂、

糜蛋白酶抑制剂活性的影响

T ab le 4　 Influence of vacuum freeze drying on the

act ivit ies of inh ib ito rs of T ryp sin and Chymo tryp sin

种　类 处　理
不同蛋白酶活性 660 nm A bs

胰蛋白酶 糜蛋白酶

黑大豆

空　白 0. 000 0. 000

对　照 0. 133 0. 243

缓冲液浸提蛋白质 0. 000 0. 051

真空冷冻干燥蛋白质 0. 011 0. 056

扁　豆
缓冲液浸提蛋白质 0. 003 0. 151

真空冷冻干燥蛋白质 0. 012 0. 146
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　　结果说明真空冷冻干燥胰蛋白酶抑制剂、糜蛋

白酶抑制剂的活性无明显影响,可以很好地保持豆

类功能性活性蛋白质。通过对黑大豆与扁豆真空冷

冻干燥所得到的提取物蛋白质进行测定分析,黑大

豆提取物中蛋白质的含量为 99. 3% ,扁豆提取物中

蛋白质的含量为 98. 1%。

3　结论与讨论

1) 在豆类活性蛋白质提取过程中,利用低温粉

碎、低温离心分离、膜分离及真空冷冻干燥可以很好

地保持豆类功能性蛋白质——胰蛋白酶抑制剂、糜

蛋白酶抑制剂的活性。

2) 黑大豆与扁豆的活性蛋白对胰蛋白酶、糜蛋

白酶均有抑制作用,黑大豆比扁豆对胰蛋白酶的抑

制作用强。

3) 在豆类活性蛋白质提取时,利用原料 10 倍

左右的食盐提取液进行浸提分离效果较好。低温离

心分离可以很好地除去蛋白质提取液中的脂肪和淀

粉。

4) 利用本试验所采用的提取工艺可以得到具

有生物活性的蛋白质,提取物蛋白质含量可以达到

98. 1%以上。

目前,对大豆功能蛋白质的生物活性及利用研

究较多,但是对其他豆类研究报道较少。而豆类蛋白

质含量丰富,蛋白质的功能有所不同,因此对豆类活

性蛋白质的提取分离将为其他豆类的开发和利用提

供一定的参考。
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Extraction Technology of Active Prote in From

Black Soybean s and L en tils
Ha o L ip ing , Ha o L in

(Colleg e of f ood S cience and E ng ineering , S hanx i A g ricu ltu ra l U n iversity , T a ig u S hanx i 030801, Ch ina)

Abstract: T h is paper repo rts a study on the techno logy fo r ex tract ing act ive p ro tein from b lack soybean s

and len t ils. T he techno logy includes coo ling2cru sh, low tem pera tu re cen trifuge, m em b rane separa t ion and

vacuum freeze drying. R esu lts show tha t none of these p rocesses have any obviou s influence on the act ivi2

t ies of inh ib ito rs of T ryp sin and Chym o tryp sin, and tha t the act ivity of the funct iona l p ro tein in b lack soy2

bean and len t ils cou ld be m ain ta ined.

Kye words: act ive p ro tein; coo ling2cru sh; m em b rane separa t ion; vacuum freeze drying
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