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核桃乳酶解工艺及稳定性研究 
 

姚奎章，齐兵，路敏，夏君霞，赵慧博，李喜层 

（河北养元智汇饮品股份有限公司，河北衡水 053000） 

摘要：采用胰蛋白酶对未脱脂的核桃浆液进行酶解，并利用 Turbiscan 稳定性分析仪对酶解核桃乳的稳定性进行了考察。通过单

因素与正交试验优化得到最佳的酶解工艺条件为：核桃浆液浓度 9%（m/m）、胰蛋白酶添加量 0.4%（m/m）、反应初始 pH 9.0、酶解

温度 55 ℃、酶解时间 1 h，在此条件下，蛋白水解度为 13.67%±0.41‰。在此基础上，利用 Turbiscan 稳定性分析仪考察了水解度分

别为 13.70%、10.20%、7.01%的酶解核桃乳样品与常规工艺样品的稳定性差异。对比背散射光谱图得出，通过酶解工艺产品底部析水

层高度由 0~10 mm 减小至 0~5 mm。由底部稳定性动力学指数曲线得到，酶解核桃乳样品稳定性动力学指数均小于对照样品，且水解

度较大样品（13.70%）的稳定性指数更小。与常规工艺相比较，酶解核桃乳产品底部 TSI 曲线均无明显拐点，说明其底部浓度和颗

粒粒径的变化幅度小且平缓，稳定性更好。 
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Abstract: Walnut milk was hydrolyzed by trypsin, and the stability of the enzymatic prepared walnut milk was studied. The most optimal 

conditions for enzymatic hydrolysis were as follows: walnut slurry concentration 9% (m/m), trypsin amount 0.4‰ (m/m), pH 9.0, reaction time 

1h and temperature 55 ℃. Under these conditions, the degree of hydrolysis (DH) reached 13.67 ± 0.41%. The stability of three hydrolysates 

with DH of 13.70%, 10.20% and 7.01%compared to the non-hydrolytic process were investigated by Turbiscan. Back scattering curve showed 

that the height of water separating layer from bottom was reduced from 0~10 mm to 0~5 mm by using the technique of enzymatic hydrolysis. 

The bottom stability indices  of the hydrolysates were lower than the non-hydrolytic sample, and the higher the DH, the lower the stability 

index. . Compared with the non-hydrolytic process, the stability index curves of the hydrolytic process samples were smoother with unobvious 

inflection points. All the results indicated that the stability of the enzymatic hydrolysis process was better than the non-hydrolytic process. 
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核桃仁中含有丰富的脂肪酸、蛋白质、维生素和

矿物质等营养成分，其中蛋白质含量 15%左右，脂肪

含量 60%左右。核桃蛋白质主要由谷蛋白、球蛋白、

清蛋白和醇溶蛋白四种蛋白质组成，它们分别占核桃

蛋白总量的 70.11%、17.57%、6.81%和 5.33%。核桃

仁中脂肪酸的主要成分是不饱和脂肪酸，约总量的

90%，且富含人体必需脂肪酸亚麻酸，是优质的天然

“脑黄金”[1]。 
核桃乳饮料是以核桃仁、纯净水为主要原料加工

制得料的乳状液，其体系以水为分散介质，蛋白、脂

肪为主要分散相，具有热力学不稳定性。核桃乳体系

中蛋白、脂肪是影响体系稳定性的主要因素，其中蛋 
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白质大分子不断聚集，最终沉淀影响产品稳定性。常

规核桃乳生产工艺通常是通过均质等条件，并调配不

同的稳定体系来改善产品的沉淀问题，但是效果不明

显。 
蛋白酶是能够水解蛋白质的一类酶，可以破坏植

物细胞壁及细胞内的蛋白质，利用蛋白酶对肽键的水

解作用可以将大分子的蛋白质切断，形成小分子的氨

基酸和多肽等物质[2,3]。，目前，国内学者对于核桃蛋

白的酶解工艺研究，偏重于先将核桃仁脱油脂再进行

蛋白酶水解工艺的研究[4]，操作步骤繁琐且造成了对

核桃仁资源的浪费。核桃仁磨浆后的浆液直接进行酶

解，酶解工序相对简单易行，且能够实现较高水解度
[5]。同时，将酶解液制作成核桃乳产品实现了核桃仁

营养物质的完全利用。 
本文在核桃乳的加工过程中，利用胰蛋白酶的水

解作用直接对核桃浆液进行酶解反应，并优化得到最
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适酶解工艺条件。通过酶解技术将核桃浆液中大分子

蛋白质水解为小分子的多肽、氨基酸，并将酶解后的

核桃浆液加工制得核桃乳产品，有效地控制产品底部

地析水、沉淀问题，进而极大提高了核桃乳产品的稳

定性。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

核桃仁，河北养元智汇饮品股份有限公司；胰蛋

白酶，诺维信（中国）有限公司，食品级；复配乳化

增稠剂，丹尼斯克（中国）投资有限公司；白砂糖，

广西大新县雷平永鑫糖业有限公司；氢氧化钠，天津

坤鹏化工有限公司，分析纯；食品添加剂碳酸钠，唐

山三友化工股份有限公司。 

1.2  仪器与设备 

METTLER TOLEDO 型 pH 计，梅特勒一托利仪

器有限公司；HENC 实验室搅-HW30，上海恒川机械

设备有限公司；电热恒温水浴槽，上海沃迪自动化装

备股份有限公司；AL204/01 电子分子天平，梅特勒-
托利多仪器（上海）有限公司；Turbiscan LAB
（Formulaction）全方位稳定分析仪，北京朗迪森科技

有限公司；JMS-80A 胶体磨，廊坊市惠友机械有限公

司；GYB60-6S 高压均质机，上海市东华高压均质机

厂；XT-FGJ100S 型手动封盖机，广州市喜泰包装设

备有限公司；LDZM-60KCS 立式压力蒸汽灭菌器，上

海市申安医疗器械厂；SG400 型实验室乳化机，上海

尚贵流体设备有限公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  酶解核桃乳制备 
辅料：核桃仁→去皮→磨浆→调节 pH→酶解→85 ℃灭

酶→定容→均质→封盖→杀菌→成品 

1.3.2  核桃浆液酶解工艺优化实验 
1.3.2.1  单因素实验 

核桃浆液浓度（6%、8%、10%、12%、14%）（m/m）、
加酶量（0.1‰、0.3‰、0.5‰、0.7‰、0.9‰）（m/m）、
酶解温度（30、40、50、60 ℃）、初始 pH（7.0、8.0、
9.0、10.0）和酶解时间（0.5、1.0、1.5、2.0、2.5、3.0 
h）为单因素，其他条件一定的前提下，进行单因素水

平的预实验。 
1.3.2.2  正交试验 

在单因素试验的基础上，以核桃浆液浓度（A）、

加酶量（B）、酶解温度（C）、和初始 pH（D）为研

究对象，采用 L9（34）正交试验来研究不同条件下的

酶解效果，并做平行试验。以水解度为指标，因素水

平表如表 1 所示。 
表1 正交试验因素水平表 

Table 1 Factors and levels of orthogonal experiment 

 
水平

因素 

A 浆液浓度
/% 

B 加酶量
/% 

C 酶解温

度/℃ D 初始 pH

1 9 0.4 45 8.0 

2 10 0.5 50 8.5 

3 11 0.6 55 9.0 

1.3.3  水解度的测定 
准确称取一定质量酶解后的核桃浆液，测定其 pH

值，用一定浓度的 NaOH 溶液将反应体系的 pH 调到

酶解初始的 pH 值，记录下所消耗的碱液用量，计算

核桃蛋白的水解度按照以下公式计算
[6]
： 

100
HM

CV%/DH
totS

NaOHNaOH ×
××

×
=

α
 

式中：VNaoH 为碱液的体积，mL；CNaOH 为碱液的浓度，

mol/mL；α为氨基的解离度；MS为底物中蛋白质的总质量，g；

Hto为底物蛋白质中肽键的总数(取 8.0)，mmoL/g。 

1.3.4  核桃乳的稳定性 
采用 Turbiscan 稳定性分析仪对核桃乳的稳定性

进行分析。通过检测样品的透射光和背散射光的光强

值变化，反映样品的稳定性。主要仪凭借垂直扫描工

作原理，能在不稳定现象发生的初期定性定量的分析

出体系不稳定性发生的机理和速度，给出相厚度（沉

淀层、浮油层、澄清层）随时间变化关系曲线，粒子

的迁移速度（沉淀或絮凝）及粒子平均粒径随时间的

变化关系曲线。 
将待测样品放入测量池，装液量为 20 mL，选取

背散射光对样品进行分析，通过扫描模式进行测量，

探头从样品池的底部到样品池的顶部每隔 40 μm测量

一次，完成样品池从底部到顶部的测量称为 1 次扫描。

设定样品扫描时间为 23 h，扫描间隔为 1 h，测试温度

恒定为 25 ℃，扫描曲线第一次为蓝色，最后一次为红

色[7]。 

2  结果与讨论 

2.1  单因素实验结果与讨论 

2.1.1  核桃浆液浓度对酶解效果的影响 
核桃浆液浓度对水解度的影响如图 1 所示，浆液

浓度为 10%时，蛋白水解度最大。之后，继续增大浆

液浓度，酶解效果变差，这是由于核桃中富含脂肪、
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纤维等物质，随着浆液浓度的增加，这些物质会降低

底物蛋白质的溶解度，并限制了底物蛋白质与蛋白酶

的充分接触，进而影响酶解效果，因此最适底物浓度

为 10%。 

 
图1 浆液浓度对水解度的影响 

Fig.1 Effect of seriflux concentration on degree of hydrolysis 

2.1.2  加酶量对酶解效果的影响 
加酶量对水解度的影响如图 2 所示，核桃蛋白水

解度随加酶量增加而提高，当加酶量达到 0.5‰之后

蛋白酶用量再增加，水解度增加很缓慢，这是由于底

物蛋白质浓度一定时，加酶量过高，部分蛋白酶无法

与底物相互作用，因而水解度不再增大。同时，增大

加酶量会提高生产成本，综合考虑经济因素，选择

0.5‰为最适加酶量。 

 
图2 加酶量对水解度的影响 

Fig.2 Effect of enzyme amount on degree of hydrolysis 

2.1.3  酶解温度对酶解效果的影响 
酶解温度对水解度的影响如图 3 所示，酶解反应

过程温度低于 50 ℃时，水解度随着温度升高而提高，

温度较低时，蛋白酶的催化活性较低，提升温度，蛋

白酶的催化活性提高，另一方面，温度的提高有利于

核桃蛋白质的溶解度提升。当温度超过 50 ℃后，水

解度明显下降，主要是由于温度过高会导致蛋白酶的

变性失活，因此，酶解温度最适为 50 ℃。 
2.1.4  初始 pH 对酶解效果的影响 

初始 pH 对水解度的影响如图 4 所示，从图中可

以看出，在 pH 9.0 时，水解度最大，说明调节浆液的

初始值为 pH 9.0 时，整个酶解过程中酶解效果最好，

pH 主要通过影响酶活力进而影响酶解反应，过酸或者

过碱的环境都会影响蛋白酶的活性进而影响酶解效果
[8]，因此选择最适初始 pH 为 9.0。 

 
图3 酶解温度对水解度的影响 

Fig.3 Effect of temperature on degree of hydrolysis 

 
图4 初始pH对水解度的影响 

Fig.4 Effect of pH on degree of hydrolysis 

2.1.5  酶解时间对酶解效果的影响 

 
图5 酶解时间对水解度的影响 

Fig.5 Effect of time on degree of hydrolysis 

酶解时间对水解度的影响如图 5 所示，从图中可

以看出反应时间越长，蛋白的水解度越高，但 1 h 之

后，水解度增加幅度变缓，且考虑酶解时间对生产周

期和能耗的影响，选择控制酶解时间为 1 h。 

2.2  核桃浆液酶解工艺的优化 
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表2 正交试验设计及结果 

Table 2 Design and result of orthogonal experiment 

实验号 A B C D 水解/%

1 1 1 1 1 7.01 

2 1 2 2 2 10.55 

3 1 3 3 3 13.70 

4 2 1 2 3 10.20 

5 2 2 3 1 8.93 

6 2 3 1 2 7.05 

7 3 1 3 2 11.02 

8 3 2 1 3 9.45 

9 3 3 2 1 8.99 

1K  10.420 9.410 7.837 8.310  

2K  8.727 9.643 9.913 9.540  

3K  9.820 9.913 11.217 11.117  
R 1.693 0.503 3.380 2.807  

表3 正交试验的方差分析表 

Table 3 Variance analysis of orthogonal experiment 

方差来源 偏差平方和 自由度 F 值 显著性

A 4.423 2 11.609  

B 0.381 2 1.000  

C 17.436 2 45.764 * 

D 11.876 2 31.171 * 

误差 0.38 2   

注：“*”表示差异显著（p<0.05）。 

由正交试验结果与方差分析表可知，四个因素对

酶解效果的影响大小依次为 C>D>A>B，即酶解温度>
初始 pH>浆液浓度>加酶量。由 F 值判断可以，C、D
为显著性影响因素，A、B 为次要影响因素。选取出

最佳水平酶解温度 55 ℃，初始 pH 9.0，加酶量与浆液

浓度为次要影响因素，从时间操作与经济因素考虑，

选择浆液浓度 9%，加酶量 0.4‰，最终确定最优水平

组合为 A1B1C3D3，在此条件下，水解度为 13.67% 
±0.41%。 

2.3  核桃乳产品稳定性分析 

将酶解工艺制得的核桃乳样品（水解度分别为

13.70%、10.20%、7.01%）与正常工艺制得的对照样

品在相同条件下放置一段时间后，利用 Turbiscan 稳定

性分析仪进行快速检测。 
2.3.1  背散射光谱图分析 

根据扫描曲线给出的扫描时间与背散射光随样品

高度的变化关系，以样品初始值为对照，样品与之的

差值（变化率，ΔBS）可以反映体系的变化。 

 
（a）常规工艺核桃乳 

 

（b）酶解工艺核桃乳（水解度 7.01%） 

 

（c）酶解工艺核桃乳（水解度 10.20%） 

 

（d）酶解工艺核桃乳（水解度 13.70%） 

图6 样品背散射光光强值与样品池高度的关系图谱 

Fig.6 Scheme of relationship between back scattering light 

intensity and pool height 

背散射光的强度随着体系浓度的增加而增强
[9]
， 
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从背散射光图谱（图 6）可以看出，对照样品底部 0~10 
mm 处，ΔBS 值由 0%减少至-4%，而三个酶解样品，

底部 0~5 mm 处，ΔBS 值由 0%减少至-4%，说明对照

样品底部析水层高度大于酶解样品，三个不同水解度

酶解样品的差别不明显。由于大分子的蛋白质沉淀与

脂肪上浮是造成核桃乳底部析水的主要原因，因而由

背散射光谱图可以看出，通过酶解工艺的核桃乳产品，

减小了底部析水层高度，实现了对底部大分子蛋白沉

淀与脂肪上浮的控制，改善了产品的稳定性。 
2.3.2  稳定性指数曲线分析 

 
图7 底部稳定指数曲线 

Fig.7 Bottom stability index curves 

通过 Turbiscan 仪器的稳定性参数计算软件 Easy 
Soft 可以计算得出各样品的稳定性动力学指数。底部

稳定性动力学指数（TSI）曲线反映样品底部在整个扫

描时间内浓度和颗粒粒径的变化幅度的综合情况，TSI
变化幅度越大，稳定性动力学指数越大，说明体系越

不稳定。由底部稳定性指数曲线（图 7）可知，相同

扫描时间点，三个不同水解度的酶解样品稳定性动力

学指数均小于对照样品，进一步分析 TSI 曲线可看出，

对照样品 TSI 曲线扫描 4 h 位置出现明显拐点，说明

前 4 h 产品浓度和颗粒粒径的变化幅度大，而三个不

同水解度酶解核桃乳样品底部 TSI 曲线均无明显拐

点，证明酶解核桃乳样品的底部浓度和颗粒粒径的变

化幅度小且平缓，进而证明通过酶解后核桃乳产品稳

定性得到提高。对比三个不同水解度样品可看出，水

解度较大样品（13.70%）的稳定性指数更小，说明其

稳定性更好。综合分析后推断，通过蛋白酶水解作用

将大分子核桃蛋白水解成小分子氨基酸、多肽物质，

底部不容易形成沉淀分层，进而析水层不明显[10]。另

一方面，是由于蛋白分子量变小，分子结构部分展开，

内部疏水集团暴露，其乳化性能提高[11,12]，进一步控

制了脂肪的上浮，进而提高了核桃乳产品的稳定性。 

3  结论 

3.1  为了解决核桃乳稳定性、提高其生物利用度的问

题，采用胰蛋白酶对未经脱脂的核桃浆进行了酶解，

获得了胰蛋白酶水解核桃乳浆液的最优条件为：浆液

浓度 9%（m/m）、加酶量 0.4‰（m/m）、酶解温度 55 ℃、

酶解初始 pH 9.0，酶解时间 1 h，此条件下核桃蛋白水

解度最大为 13.67%±0.41%。 
3.2  将水解后浆液按照核桃乳加工工艺制得了核桃

乳产品，利用 Turbiscan 稳定性分析仪考察三个不同

水解度（水解度分别为 13.70%、10.20%、7.01%）的

酶解核桃乳样品与常规工艺样品的稳定性。对比背散

射光谱图得到，通过酶解工艺实现了将产品底部析水

层高度由 0~10 mm 减小至 0~5 mm。由 Turbiscan Easy 
Soft 软件计算各样品的底部稳定性指数曲线得到，三

个不同水解度的酶解样品稳定性动力学指数均小于对

照样品，水解度较大样品（13.70%）的稳定性指数更

小。酶解核桃乳产品底部 TSI 曲线无明显拐点，说明

酶解核桃乳样品的底部浓度和颗粒粒径的变化幅度小

且平缓，稳定性好。但稳定性与水解程度之间的关系

有待进一步研究。 
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