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摘要:为了使富硒茶茶渣中的硒蛋白具有更高的提取率,以单

因素试验作为硒蛋白提取试验的基础,选择液固比、碱液浓

度、提取时间和温度进行正交试验提取富硒茶中硒蛋白并对

冻融法辅助提取硒蛋白的相关参数进行优化处理。结果显

示,提 取 硒 蛋 白 的 最 佳 工 艺 条 件 为:NaOH 溶 液 浓 度

0.10mol/L,液固比60∶1(V∶m),提取温度70℃,提取时间

3h,提 取 次 数 2 次。在 该 条 件 下,硒 蛋 白 粗 品 提 取 率 为

60.93%,硒蛋白粗品纯度为52.07%。并进一步利用乙醇沉

淀法对所得硒蛋白粗品进行纯化,得到纯度为78.26%的硒蛋

白,纯化过程中蛋白质的损失率为7.21%。
关键词:富硒茶;硒蛋白;冻融;碱提法

Abstract:Orthogonaltestwascarriedon,choosingfourfactors:liquid-
solidratio,alkaliconcentration,extractiontimesandtemperature,three
levelstooptimizetheextractingtechnologyofselenium-protein,onthe
basisofsinglefactorexperiments.Throughthistest,aseriesofrelated
coefficientsaboutalkalineextractionassistedbyfreeze-thawmethodwere
optimized.Theoptimumextractiontechnologicalconditionswereobtained
asfollows:NaOH solution0.1 mol/L,solid-liquidratio60 ︰ 1
(V ︰m),extractingtemperature70 ℃,extractingtime3h,andex-
tractingtimestwice,.Undertheseconditions,theextractionratioofsele-
nium-proteinwas60.93%,thepurityofwhichwas52.07%.Theresul-
tingcrudeproteinwasfurtherpurifiedbyethanolprecipitation.Thea-
mountofselenium-proteininobtainedproductwas78.26%,andtheloss
rateofproteinduringpurificationwas7.21%.
Keywords:selenium-enrichedtea;selenium-protein;freeze-thawmethod;

alkaliextraction

硒是氧族元素,具有金属和非金属特性[1]。硒可以增强

自由基的清除能力,提高体内的抗氧化能力,此外硒还有提高

免疫能力[2-4]、降血脂、抗肿瘤[5-7]、抗疲劳、解毒、防治心脑血

管疾病、提高生殖机能、预防老年性疾病、预防多种地方性疾

病等多重功效。茶叶中所含蛋白质的量为茶叶干重的15%~

30%。胡秋辉等[8]的研究发现茶叶中的硒大部分都与蛋白质

相结合,其蛋白硒的含量占有机硒含量的79.56%~88.70%。

目前中国对茶叶蛋白提取方法研究较多的为碱法提取[9]、酶

法提取[10]、盐法提取[11]、超声辅助提取[12]和反复冻融法辅

助提取[13],硒蛋白多采用传统碱法进行提取,提取液一般选

用 NaOH[14-16]。反复冻融法辅助提取是利用低温冰箱把提

取液于-40℃冷冻1h,然后加热溶化,反复3次[17,18],在冻

融过程中实现细胞壁破碎的目的,使得 硒 蛋 白 更 容 易 被

提出。

本研究拟通过三冻三融技术辅助传统碱提法提取硒蛋

白,研究在辅助手段影响下液固比、提取温度、提取液浓度、

提取时间以及提取次数等因素对硒蛋白提取率的影响,进而

使富硒茶茶渣中硒蛋白提取率大幅度升高,提高富硒茶利用

价值。

1　材料与方法

1.1　材料与仪器

1.1.1　材料与试剂

富硒夏 秋 茶 茶 粉:陕 西 安 康 紫 阳 富 硒 绿 茶 有 限 责 任

公司;

乙醇:分析纯,天津市富宇精细化工有限公司;

牛血清蛋白:分析纯,上海励瑞生物科技有限公司;

考马斯亮蓝 G-250、磷酸、NaOH:分析纯,天津市富宇精

细化工有限公司;

HCl、K2SO4:分析纯,北京化工厂;

H2SO4:分析纯,成都市科龙化学试剂有限责任公司;
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CuSO4:分析纯,西安市科洛试剂有限公司。

1.1.2　主要仪器设备

移液枪:DV31142型,大龙医疗设备(上海)总部;

万分之一电子天平:BT354S-XM 型,北京赛尔斯精密仪

器有限公司;

电热鼓风干燥箱:101-1AB型,天津市泰斯特仪器有限

公司;

精密增力电动搅拌器:JJ-1型,常州国华电器有限责任

公司;

低速离心机:TM-7706型,上海湘仪科学仪器有限公司;

真空干 燥 箱:DZ-1BC 型,北 京 博 医 康 实 验 仪 器 有 限

公司;

精密 pH 计:PHS-3C 型,北 京 赛 尔 斯 精 密 仪 器 有 限

公司;

可见光分光光度计:UV-2800型,上海安亭科学仪器厂。

1.2　方法

1.2.1　 硒 蛋 白 含 量 测 定 　 采 用 凯 氏 定 氮 法。按 GB

5009.5—2010执行,蛋白质换算系数为6.32。

1.2.2　硒蛋白的提取　称取5g茶粉用75mL40%乙醇

60℃水浴浸提15min,离心(3500r/min,10min)后去除上

清液,重复2次,茶渣干燥至恒重。加一定浓度的 NaOH 溶

液于茶渣中水浴搅拌浸提(200r/min),然后在-40 ℃条件

下冷冻1h,水浴加热使其融化,反复3次后以3600r/min
的转速离心15min取上清液,此上清液即为硒蛋白提取液,

用1mol/L的盐酸调上清液pH 值至等电点,静置15min后

离心(8000r/min,15min),沉淀干燥至恒重即为硒蛋白粗

品。用凯氏定氮法(GB5009.5—2010)测定硒蛋白粗品中的

蛋白质含量,以此来计算提取率。每组做3次平行试验,取

其平均值。

蛋白质提取率的计算公式见式(1):

提取率=
提取物中的蛋白含量

原样中蛋白含量百分比×原样干重×100%

(1)

1.2.3　硒蛋白等电点的确定　称取去酚后的茶渣4.000g,

在液固比60∶1(V∶m),NaOH 浓度为0.1mol/L,提取温

度为 60 ℃ 的 条 件 下 提 取 2 次,离 心 后 合 并 提 取 液。取

20mL硒蛋白提取液分别装入8支按顺序编号试管中,依次

用0.1mol/LHCl和0.1mol/LNaOH 溶液调节使得提取

液的pH 值分别为5.5,5.0,4.5,4.0,3.5,3.0,2.5,静止

10min用转速为3600r/min的机器离心,以此测定上清液

蛋白含量,残留量最低即是硒蛋白质等电点。

1.2.4　硒蛋白提取工艺的优化　本试验在三冻三融技术的

辅助下,分别考察了液固比、提取液浓度、提取温度、提取时

间以及提取次数对硒蛋白提取率的影响。

(1)液固比的影响:分别称取5g经去酚后的茶渣,选取

10∶1,20∶1,30∶1,40∶1,50∶1,60∶1,70∶1,80∶1(V∶

m),提取液为0.1mol/LNaOH,70℃下水浴搅拌提取3h,

考察液固比对硒蛋白提取率的影响。

(2)碱液浓度的影响:分别称取5g经去酚后的茶渣,以

50∶1(V∶m)的液固比,将其分别溶解于浓度为0.05,0.10,

0.15,0.20,0.25,0.30mol/L的 NaOH 溶液中,在70 ℃下

水浴搅拌提取3h,考察碱液浓度对硒蛋白提取率的影响。

(3)提取温度的影响:分别称取5g经去酚后的茶渣,以

液固比为50∶1(V∶m),提取液为0.1mol/LNaOH 在提取

温度分别为30,40,50,60,70,80,90,100℃的条件下水浴搅

拌提取3h,考察提取温度对硒蛋白提取率的影响。

(4)提取时间的影响:分别称取5g经去酚后的茶渣,以

液固比为50∶1(V∶m),提取液为0.1mol/LNaOH,70℃
分别水浴搅拌提取1,2,3,4,5,6,7,8h,考察提取时间对硒

蛋白提取率的影响。

(5)提取次数的影响:分别称取5g经去酚后的茶渣,以

浓度为0.1mol/LNaOH 按液固比50∶1(V∶m)分别提取

1,2,3,4次,温度为70℃,每次提取时间为3h。首次提取过

后把第一次提取后余留残渣用同方法再提取一次,以此类

推,测定不同提取次数所得提取物中蛋白含量。考察提取次

数对硒蛋白提取率的影响。

1.2.5　硒蛋白粗品的纯化　准确称取4.000g硒蛋白粗品

(硒蛋白粗品由本试验研究所得的最优提取工艺提取),加入

40%乙醇溶液60mL,在60℃下水浴1.5h,以6000r/min
的转速离心10min取其沉淀,60℃下烘至恒重后测定其纯

度。其中硒蛋白含量的测定用凯氏定氮法(GB5009.5—

2010)。每组做3次平行试验,取其平均值。

2　结果与分析

2.1　硒蛋白的标准曲线

由图1可知,蛋白质含量在0~100μg时呈线性良好,其

线性方程为y = 0.0070x + 0.0083,相关系 数 R2 =

0.9993。

2.2　硒蛋白等电点的确定

由图2可知,上清液中蛋白质残留率在pH 为3.5时最
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图1　蛋白质标准曲线

Figure1　Thestandardcurveofprotein
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图2　硒蛋白等电点

Figure2　Theisoelectricpointofselenoproteins

低,即在此pH 值下硒蛋白胶体溶液最不稳定,蛋白质沉淀

量最多,也最接近等电点。因此,选取pH=3.5为硒蛋白的

等电点,用以沉淀硒蛋白。

2.3　硒蛋白提取工艺的优化

2.3.1　液固比对提取率的影响　由图3可知,硒蛋白提取

率随液固比增加先增后减,在70∶1(V∶m)时提取率达到最

大值40.81%。说明在液固比为70∶1(V∶m)时,硒蛋白在

碱液中的溶解度已经饱和,而过量的碱液会破坏氨基酸的结

构,然而在液固比50∶1,60∶1(V∶m)时,提取率分别为

38.54%和38.61%。综合考虑提取率和耗碱耗水等生产成

本,最终确定液固比为50∶1(V∶m)。
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图3　液固比对提取率的影响

Figure3　Effectofliquid-solidontheextraction

rateforselenoproteins

2.3.2　提取液浓度对提取率的影响　由图4可知,硒蛋白

质提取率随 NaOH 浓度递增而先增后减,在 NaOH 浓度在

0.10mol/L时,提取率最大达到35.58%。因为随着 NaOH
浓度的增大,对蛋白质和氨基酸的破坏越大,最终导致提取

率降低。而且 NaOH 浓度过高不仅降低硒蛋白的质量,还

对提取设备和环境造成不利影响。因此,选取 NaOH 浓度

0.10mol/L最佳。

2.3.3　温度对提取率的影响　由图5可知,硒蛋白提取率

随温度的增加而降低。在70 ℃时硒蛋白提取率最大达到

41.69%。下降原因可能是温度过高,导致蛋白质和细胞中
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Figure4　EffectofAlkaliconcentrationontheextraction
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图5　温度对提取率的影响

Figure5　Effectoftemperatureontheextraction

rateforselenoproteins

其他物质结合,从而影响提取效果。而且温度越高,对硒蛋

白的结构破坏越大,还造成能耗过高,增加生产成本,所以,

提取温度确定为70℃。

2.3.4　提取时间的影响　由图6可知,硒蛋白的提取率随

着提取时间的增长而先增后减,在提取时间为3.5h时,提

取率最高达到45.05%。这可能是由于时间过长,碱液对蛋

白质破坏越大,导致蛋白质损失变大,最终影响蛋白质的提

取 率。此外,时间过长能耗变大,生产成本增加,因此综合考
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虑。确定提取时间为3.5h,提取率可达45.05%。

2.3.5　提取次数对提取率的影响　由图7可知,增加提取

次数,提取率逐渐降低。综合考虑提取率和能耗、设备折旧

等因素,确定提取次数为2次。
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图7　提取次数对提取率的影响

Figure7　EffectofextractionFrequency
ontheextractionrate

2.3.6　正交优化试验　根据单因素试验结果,设计了以液

固比、碱液浓度、提取时间和提取温度的4因素3水平即

L9(34),进行正交试验,以此正交试验进一步优化硒蛋白提

取的工艺参数。正交试验因素水平见表1,试验结果见表2,

方差分析见表3。

表1　正交试验因素水平表

Table1　Factorsandlevelsintheorthogonalarraydesign

水平
A 液固比

(V∶m)

B碱液浓度/

(mol·L-1)

C提取

时间/h

D 提取

温度/℃

1 40∶1 0.05 3.0 60

2 50∶1 0.10 3.5 70

3 60∶1 0.15 4.0 80

　　由表2和3可知,4个因素中液固比相对于提取时间有

显著差异,碱液浓度和提取温度相对于提取时间都有极显著

差异。因此以上4个因素在硒蛋白提取过程中影响大小的

先后顺序为:碱液浓度、提取温度、液固比、提取时间。由此

得出最宜提取组合为 A3B2C1D2,即采用液固比为 60∶1
(V∶m),NaOH 溶液浓度为0.10mol/L,在70℃的条件下

提取2次,每次提取3h。

2.3.7　验证实验　验证实验按照最佳组合 A3B2C1D2 进

行,最终测得硒蛋白粗品的提取率为60.93%,与正交所得结

果基本一致,证实了提取硒蛋白的最佳工艺条件为:NaOH
溶液浓度0.10 mol/L,液 固 比 60∶1(V∶m),提 取 温 度

70℃,提取次数2次,每次提取3h。

2.4　粗蛋白纯化

由表4可知,准确称取4.000g硒蛋白粗品(硒蛋白粗品

表2　试验结果

Table2　Resultsoftheexperiment

试验号 A B C D 提取率/%

1 1 1 1 1 23.40

2 1 2 2 2 57.41

3 1 3 3 3 53.19

4 2 1 2 3 35.43

5 2 2 3 1 51.85

6 2 3 1 2 56.96

7 3 1 3 2 36.01

8 3 2 1 3 60.29

9 3 3 2 1 50.17

k1 44.667 31.613 46.883 41.807
┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈

k2 48.080 56.517 47.670 50.127

k3 48.823 53.440 47.017 49.637

R 4.156 24.904 0.787 8.320

表3　方差分析表†

Table3　Analysisofvariancetableoforthogonal

因素
偏差

平方和

自由

度
F 值

Fa+0.05

临界值

Fa+0.01

临界值

显著

性

A 　29.481 2 27.734 19.000 99.000 ∗

B 1106.045 2 1040.494 19.000 99.000 ∗∗

D 130.771 2 123.021 19.000 99.000 ∗∗

误差(C) 1.063 2
┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈

†　因正交表的四列已被占满,且C因子的均方较小,所以将 C作为

误差项进行方差的分析以及F 值的检验。

表4　粗蛋白初步纯化结果

Table4　Purificationresultsofthecrudeprotein %

试验号
粗蛋白中蛋白质

纯度

纯化后蛋白质

纯度

蛋白质

损失率

1 52.07 78.63 7.78

2 52.07 77.89 6.23

3 52.07 78.27 7.61

平均值 78.26 7.21
┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈

为本试验所得最优提取工艺提取),经过乙醇沉淀进行初步

纯化,可得到纯度为78.26%的蛋白质,纯化过程中蛋白质的

损失率为7.21%。

3　结论

本试验结果表明以反复冻融法辅助碱提法提取硒蛋白

可有效提高其提取率,较高二东等[19]利用超声辅助浸提硒
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蛋白的提取率增长了20%,可有效提高其经济效益。利用反

复冻融辅助手段使细胞壁破损,硒蛋白更易被提取出来,且

提取过程中不加入其他试剂,相较酶提取法试剂更加单一。

然而反复冻融辅助提取时间长、步骤繁杂,有待进一步研究。
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1000mg/kg样品的检测结果偏差范围为<15%的要求。
采用《食品中对羟基苯甲酸酯类的测定》(GB/T5009.

31—2003)与本法分别对食用槟榔、酱油、果汁、果酱中对羟

基苯甲酸酯的含量进行测定,比对结果见表10。相对偏差

符合《实验室质量控制规范 食品理化检测》(GB/T27404—

2008)附录F的要求。

3　结论
本试验建立了采用气相色谱仪一次性同时检测12种食

品中防腐剂的检验方法。该方法选择了毒性较低、稳定性较

好,费用较低的乙酸乙酯作为溶剂。通过涡旋提取2min、超
声波提取20min,待测组分提取完全,分离度好,灵敏度高、
干扰少,具有操作简便、效率高、能耗低、时间短等优点,解决

了多种防腐剂提取过程过于繁杂的问题,并采用毛细管柱和

程序升 温 进 行 气 相 色 谱 分 离 测 定。本 方 法 的 回 收 率 为

92.1%~108.3%,平均回收率 98.5%,回收率 标 准 偏 差

3.0%,测定结果准确可靠。通过与标准方法规定的气相色

谱方法、液相色谱方法进行比对,结果偏差符合方法学要求。
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