
苜蓿叶蛋白提取工艺参数优化试验研究

吴万灵1 ,2 　韩鲁佳1 ,2 　王唯涌1 ,2 ,3

(11中国农业大学工学院 , 北京 100083 ; 21现代精细农业系统集成研究教育部重点实验室 , 北京 100083 ;

31中国水产科学研究院 , 北京 100039)

收稿日期 : 2006 03 31

基金项目 : 北京市科技计划项目课题 ( Y0704003040511)

作者简介 : 吴万灵 ,硕士研究生 ;韩鲁佳 ,教授 ,博士生导师 ,通讯作者 ,主要从事生物质资源开发与利用研究 , E2mail : hanlj @

cau. edu. cn

摘　要　以水为提取溶剂 ,对热絮凝法提取苜蓿中叶蛋白的工艺参数进行优化。分别考察了加水倍量、打浆时间、

苜蓿汁液 p H、保温时间和温度对提取效果的影响 ;在单因素基础上 ,采用四因素三水平正交试验对工艺进行了优

化。试验结果表明 :保温 10 min蛋白提取率达 2414 % ;随着苜蓿汁液 p H的增大 ,叶蛋白中蛋白提取率和质量分数

总体上呈下降趋势 :p H为 3时提取率最高 ,为 2313 % ,p H为 6 (原浆)时质量分数最高 ,为 6115 % ;p H对叶蛋白中

叶黄素质量分数有显著影响 ,p H为 6时叶黄素质量分数最高 ,为 1 02211μg/ g ,碱性时次之 ,酸性最小。综合考虑

的优化工艺参数为 :温度 90 ℃、p H6、打浆时间 3 min、加水倍量 215 ,此条件下蛋白提取率为 3311 % ,叶蛋白中叶黄

素质量分数为 1 200μg/ g。
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Abstract　Using water as extracting s olvent , the extraction processing p arameters of leaf protein from alfalfa were

s tudied. The effects of the ratio of water to alfalfa , pulping time , pH of juice , heat pres ervation time and temp erature

were investigated , resp ectively. Bas ed on thes e exp eriments , the orthogonal exp erimental design was adopted in an

extraction process with heat pres ervation time of 10 min. The res ults show that pH of juice has significant effects on the

yield of protein , protein content and lutein content of leaf protein. But the other p arameters have a remarkable influence

on the yield of protein only. From the analysis by synthesis the optimized extraction processing p arameters , at constant

pH value of 6 , are temp erature of 90 ℃, pulping time of 3 min. and the ratio of water to alfalfa of 215.
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　　叶蛋白是一种植物性蛋白质 ,由茎叶细胞质内

可溶性良好的细胞质蛋白和叶绿体内的基质蛋白 ,

以及一部分线粒体蛋白组成 ,具有很高的营养价值。

叶蛋白主要从新鲜牧草或青绿植物的茎叶中提取得

到。从苜蓿中提取叶蛋白不仅可以缓解当前蛋白饲

料资源短缺的局面 ,也是对牧草深加工和综合利用

的有效途径之一[1 ]。

近年来 ,对叶蛋白提取工艺及其参数的研究报

道中 ,常用的提取方法为热絮凝法[2 ] ,也有其他如

超滤[3 ]、盐析、结晶等[4 ]。相关工艺参数主要有溶

剂倍量、溶剂盐浓度[5 ]、溶剂 p H[6 7 ]、溶剂温度[8 ]、

提取时间、汁液 p H[9 ]、絮凝时保温温度和保温时间

等[10 12 ] ;多数研究都以叶蛋白中蛋白质量分数、蛋

白提取率或叶蛋白得率为考察指标 ,对不同提取工
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艺对叶蛋白中胡萝卜素的影响[13 ] ,以及对所得叶蛋

白进行化学成分和功能特性分析[14 15 ]的研究较少 ;

将叶蛋白中叶黄素质量分数为考察指标的未见报

到。叶黄素有很高的价值[16 17 ] ,考察提取工艺参数

对叶黄素的影响具有现实意义。

本研究以苜蓿为原料 ,采取常用的热絮凝法 ,以

蛋白提取率、蛋白质量分数和叶蛋白中叶黄素质量

分数为指标 ,考察各工艺参数对考察指标的影响 ,以

期获得叶蛋白提取的优化工艺参数。

1　材料与方法
111　原料、试剂及仪器

原料 :第 1 茬生长期全株紫花苜蓿 ,含水率为

21192 % ,干基蛋白质量分数 23169 % ,2005 05 10

前后采自北京小汤山科技农业示范园 ,于 - 5 ℃密

闭保存。

主要试剂 :盐酸、氢氧化钠、硼酸、溴甲酚绿、甲

基红、乙醇、浓硫酸、凯氏消化片、丙酮、甲苯、正己

烷、硫酸钠 ,分析纯 ;叶黄素标准品 ,购自美国 Chro2
madex公司 ;乙腈、乙酸乙酯 ,色谱纯。

主要仪器 :ARC120 电子精密天平 ,量程 3 100

g ,感量 0101 g ,奥豪斯国际贸易 (上海)有限公司 ;

AB2042E 型电子分析天平 ,量程 210 g ,感量 011

mg ,瑞士梅特勒公司 ;多功能搅拌打浆机 EBR100 ,

伊莱克斯电器有限公司 ;数显恒温水浴锅 HH24 ,国

华电器有限公司 ;L XJ2ⅡB 型低速大容量多管离心
机 ,上海安亭科学仪器厂 ;电热干燥箱 ,重庆银河试

验仪器有限公司 ;L GJ218 型冷冻干燥机 ,北京四环

科学仪器厂 ; Foss 2300自动凯氏定氮仪 ,消化炉 ;日

立高效液相色谱仪 ,包括 L27200 自动进样器 ,L2
7420型紫外可见检测器 ,L27300 柱温箱 ,L27100 泵

和 L27610真空脱气机 ; HI9024型便携式高精度 p H

计 ,精度 011 ,北京哈纳科仪科技有限公司。

112　试验设计

提取叶蛋白工艺路线为 :鲜苜蓿剪切至 1～2

cm ,混匀 ,称取约 100 g按一定质量比加水 ,用打浆

机第 1档打浆 ,过滤 ;将得到的浆液调整 pH ,在设定

温度下水浴加热 ;以 3 000 r/ min离心 10 min ,得到沉

淀物叶蛋白 ;冷冻干燥得到叶蛋白提取物 ,称其质量。

叶蛋白提取物进行蛋白质量分数和叶黄素质量

分数的测定。计算公式为 :

叶蛋白得率 =

叶蛋白质量
鲜苜蓿质量×(1 - 苜蓿含水率) ×100 %

蛋白提取率 =

叶蛋白得率×叶蛋白蛋白质量分数
苜蓿干物质蛋白质量分数 ×100 %

11211　单因素试验

1)加水倍量对蛋白提取率及蛋白质量分数的影

响。打浆时间 2 min ,汁液 p H 6 ,保温时间 10 min ,

温度 70 ℃,加水倍量分别为 115、210、215和 310时

测定叶蛋白得率和蛋白质量分数。

2)打浆时间对蛋白提取率及蛋白质量分数的影

响。加水倍量 2 ,汁液 p H 6 ,保温时间 10 min ,温度

70 ℃,打浆时间分别为 1、2、3 和 4 min时测定叶蛋

白得率和蛋白质量分数。

3) p H对蛋白提取率及蛋白质量分数的影响。

加水倍量 2 ,打浆时间 2 min ,保温时间 10 min ,温度

70 ℃,p H分别为 310、510、610、910、1110、1310 和

1410时测定叶蛋白得率和蛋白质量分数。

4)保温时间对蛋白提取率及蛋白质量分数的影

响。加水倍量 2 ,打浆时间 2 min ,汁液 p H 6 ,温度

70 ℃,保温时间为 5、10、15、20 和 25 min时分别测

定叶蛋白得率和蛋白质量分数。

5)温度对蛋白提取率及蛋白质量分数的影响。

加水倍量 2 ,打浆时间 2 min ,汁液 p H 6 ,保温时间

10 min ,温度为 60、70、80 和 90 ℃时分别测定叶蛋

白得率和蛋白质量分数。

11212　正交试验　在单因素试验基础上 ,采用四因

素三水平正交试验考察各因素对蛋白提取率和叶蛋

白中叶黄素质量分数的影响 ,正交试验设计见表 1。

表 1　叶蛋白提取试验因素及水平

Table 1　Factors and levels of extraction experiments

水平
因　素

温度/ ℃ p H 打浆时间/ min 加水倍量

1 80 310 1 115

2 90 610① 2 210

3 100 910 3 215

　　注 :①p H 610为原浆 p H。

113　检测分析方法

蛋白质量分数测定方法按 GB/ T6432—94《饲

料中粗蛋白测定方法》;叶黄素质量分数的测定 ,前

处理提取方法按 AOAC970164 ,提取液用 HPLC法

测定叶黄素质量浓度。

色谱条件 :色谱柱 ,SupelocosilTML C18 (416 mm×

250 mm ,5μm) ;紫外检测波长 447 nm ;柱温26 ℃;
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流速 110 mL/ min ;流动相 A为乙酸乙酯 ,B为乙腈 ,

梯度洗脱 ,0～35 min乙腈体积比从 100 %降低到 0 ,

35～40 min 乙腈体积比保持 100 % ;停止时间 40

min ;进样量 10μL。

试验数据用 SPSS分析。单因素试验以蛋白提

取率为指标 ,正交试验分别以蛋白提取率和叶黄素

质量分数为指标。

2　结果与讨论

211　单因素试验

1)加水倍量对蛋白提取率及蛋白质量分数的影

响。加水倍量对提取叶蛋白的蛋白质量分数影响不

大 ,对蛋白提取率有显著影响 (图 1 (a) ) 。当加水倍

量为 2 时 ,蛋白提取率最高 ,为 18101 % ,分别为加

水倍量为 115 和 215 时的 115 和 113 倍 ,即高出了

518 %和 319 %。

2)打浆时间对蛋白提取率及蛋白质量分数的影

响。打浆时间对叶蛋白蛋白质量分数影响不大 ,对

蛋白提取率有显著影响 (图 1 (b) ) 。打浆时间 1～3

min时 ,蛋白提取率随打浆时间的延长而提高 ,打浆

时间分别为 3和 4 min时的蛋白提取率没有显著差

异。随着打浆时间的延长 ,蛋白溶出就越多 ,因此蛋

白提取率提高。

3) p H对蛋白提取率及蛋白质量分数的影响。

试验结果表明 ,p H对叶蛋白蛋白质量分数和蛋白提

取率都有显著的影响 (图 1 (c) ) 。总体看 ,随着 p H

的增加 ,蛋白质量分数和提取率均下降 ;p H为 3时 ,

蛋白提取率最高 ,达 2313 % ;p H在 5～9之间时 ,蛋

白提取率和质量分数变化不大。

4)保温时间对蛋白提取率及蛋白质量分数的影

响。保温时间对叶蛋白蛋白质量分数的影响不大 ,

对蛋白提取率有较大影响 (图 1 (d) ) 。保温 5 min提

取率较低 ,可能是由于时间太短 ,汁液内部温度还没

有来得及上升到可以使蛋白絮凝的温度。保温 10

min后 ,保温时间对蛋白提取率的影响不大。

5)温度对蛋白提取率及蛋白质量分数的影响。

温度对叶蛋白蛋白质量分数的影响不大 ;而对蛋白

提取率有显著影响 (图 1 (e) ) 。随着温度的升高 ,蛋
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白提取率一直呈上升的趋势。

212　正交试验

21211　以蛋白提取率为指标

各因素对蛋白提取率都有显著影响 (表 2) 。温

度 2、3水平间没有显著差异 ,且都显著好于 1水平 ,

但从经济性考虑 ,选择 2水平、90 ℃。p H的 1水平

显著好于 2水平 ,且均与 3水平无显著差异 ,从实际

生产角度选择不加酸碱的 2 水平 ,即用原始浆汁。

打浆时间 3个水平间都有显著差异 ,选择效果最好

的 3水平 ,即打浆时间 3 min。加水倍量 2水平显著

好于 1水平 ,2、3水平间无显著差异 ,因此选择加水

倍量为 210。以蛋白提取率为指标的叶蛋白提取优

化工艺参数为 :温度 90 ℃、p H6、打浆时间 3 min、加

水倍量 210。

表 2　叶蛋白提取工艺参数优化试验结果

Table 2　Result analysis of parameter optimization experiment of leaf protein extracting process

水平
蛋白提取率/ % 叶黄素质量分数/ (μg/ g)

温度 p H 打浆时间 加水倍量 温度 p H 打浆时间 加水倍量

1 1917 a 2214 a 1415 a 1411 a 72715 a 48512 a 71610 a 70718 a

2 2211 b 1919 b 2219 b 2414 b 81913 b 1 02211 b 73412 a 71712 a

3 2118 b 2113 ab 2612 c 2511 b 76717 a 80712 c 86413 b 89010 b

　　注 :同一列数字尾字母相同表示无显著差异 ( P > 0105) ,不同为差异显著 ( P < 0105)。

21212　以叶蛋白中叶黄素质量分数为指标

HPLC法测定的叶黄素标准谱图和提取液谱图

见图 2。以叶蛋白中叶黄素质量分数为指标的正交

试验结果 (表 2)表明 ,各因素对叶蛋白中的叶黄素

质量分数有显著影响。

图 2　叶黄素标准品 (a)和提取液 (b)的 HPLC色谱图
Fig. 2　HPLC chromatograms of lutein standard and

lutein extraction

温度 2 水平 (90 ℃)显著好于 1 和 3 水平。p H

的 3个水平间都有显著差异 ,2 水平 (p H6)最好 ,其

次是 3水平 ,1 水平时叶黄素质量分数最低。打浆

时间 3水平 (3 min)显著优于其他水平。加水倍量 3

水平 (215)显著优于其他水平。以叶蛋白中叶黄素

质量分数为指标的叶蛋白提取优化工艺参数为 :温

度 90 ℃、p H6、打浆时间 3 min、加水倍量 215。

从以上 2 个优化工艺的结果看 ,工艺参数基本

相同 ,只在加水倍量上有些差异。而从表 2 中可以

看出 ,加水倍量为 2 水平和 3 水平时蛋白提取率无

显著差异 ,因此选择 3水平对蛋白提取率没有影响。

综合考虑确定的优化工艺参数为 :温度 90 ℃、p H6、

打浆时间 3 min、加水倍量 215。

3　结　论

除 p H外 ,其他因素对叶蛋白中蛋白质量分数

的影响不大 ,而对蛋白提取率和叶蛋白中叶黄素质

量分数有显著影响 ;p H对这 3 个指标都有显著影

响 ,p H为 6时提取效果最好。

综合考虑蛋白提取率和叶蛋白中叶黄素质量分

数 2 个指标 ,确定的优化工艺参数为 :温度 90 ℃、

p H6、打浆时间 3 min、加水倍量 215 ,此条件下蛋白

提取率为 3311 % ,叶蛋白中叶黄素质量分数为

1 200μg/ g。
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