
基金项目!青海省基础研究计划项目!编号"

9$"=0+.0="9

#

作者简介!刘龙%男%青海师范大学在读硕士研究生&

通信作者!张炜!

"/=9

'#%女%青海师范大学教授%硕士&

&01234

"

p82A

L

UC3

!X

8A@:CP@:;A

收稿日期!

9$"=

'

$!

'

9!

第
!!

卷第
%

期

9$"=

年
%

月
! " # $ %

!!"#$%&'()*+,

><4:!!

%

?<:%

.@A :9$"=

!"#

"

$%&$'()*

(

+

&,--.&$%%'/)011&*%$0&%(&%'>

菠菜叶蛋白泡沫法分离工艺的优化
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摘要!为有效开发利用菠菜叶蛋白资源#以菠菜叶为原料#在

单因素试验基础上#以回收率和富集比为指标#选取稀释倍

数$气速$温度和
T

B

值为考察因素#根据
[<b0[C8AVCA

试验

设计原理进行响应面试验设计优化得出泡沫法分离菠菜叶

蛋白的最佳工艺条件为&稀释倍数
"%

倍$气速
9%$1G

'

13A

$

温度
#$ ]

$

T

B=:Z

#在该条件下#回收率和富集比分别达

)":Z%N

$

"#:/#

%研究结果表明泡沫分离技术是实现菠菜叶

蛋白粗分离的一种有效方法%

关键词!菠菜叶(蛋白(泡沫分离(回收率(富集比
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叶蛋白是植物叶体内各种氨基酸组成的具有特定空间

结构的高分子聚合物,

"

-

%是世界上最大的可再生蛋白质资源

之一%营养均衡+不含胆固醇%是优质蛋白的重要来源,
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-
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菠菜!

:

O

/*&8/&<?5>&85&1:

#原产于伊朗%又称波斯菜+

菠棱菜+赤根菜等%富含多种蛋白质+氨基酸+维生素及铁+

钙+镁等多种矿物质%有0菜中之王10维生素宝库1之美

称,

!Y#

-

&目前%有关菠菜的研究大多都集中于维生素及微量

元素%并已研制出菠菜蛋糕+菠菜冰淇淋+菠菜饮料等,

Z

-

%而

有关菠菜叶蛋白的理论研究却很少%舒友琴等,

%

-对菠菜叶蛋

白进行了碱液提取%梁丽琴等,

=

-对菠菜叶蛋白进行了酶解多

肽的制备%但未见对其分离纯化的报道&据测定%每
Z$$

L

菠菜中含蛋白
"9:Z

L

%相当于
9

个鸡蛋的含量%比白菜高

9

倍,

)

-

$与大豆饼蛋白相比较%必需氨基酸的数量和所占比

例均优于大豆饼蛋白,

/

-

$由于菠菜中的许多蛋白质与酚类和

黄酮类化合物以复合体的形式存在%因此具有较强的抗氧化

能力%也是良好的天然抗氧化剂来源,

"$Y""

-

&另外菠菜种植

面积广+生长周期短+是人类的常食蔬菜之一%因此开发利用

菠菜叶蛋白%不仅能缓解蛋白质资源的紧缺%还能减少人们

摄入过多动物蛋白造成的危害%对提高人类膳食水平具有重

要的现实意义,

"9Y"!

-

&

目前%叶蛋白的主要提取分离方法有直接加热法+酸

!碱#加热法+盐析法+有机溶剂法+酸碱沉淀法+发酵酸法和

酶法等,

"#Y"Z

-

&但在通常的工业规模条件下%一系列的层析+

超滤+沉淀等步骤用于蛋白质的分离和浓缩%能耗高+耗时

长,

"%

-

%且这些方法大多只考虑了蛋白分离的单个因素%削弱

了蛋白的分离效果%因此寻找一个综合有效的菠菜叶蛋白提

取分离方法势在必行,
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-

&

泡沫分离技术是基于表面活性物质在泡沫上的选择性

物理吸附%从而达到表面活性物质与多组分体系分离+浓缩

的技术,

"%

-

&它具有能耗低+条件温和+有机溶剂用量少+易

于工业放大+可连续操作等优点%是一种具有广泛发展前景

的分离技术,

")Y"/

-

&目前%泡沫分离技术不仅被广泛用于矿

物浮选+石油污染废水处理,

9$

-

%还用于生化+蛋白,

9"Y99

-

+多

糖,

9!

-等领域的分离浓缩&将泡沫分离法用于菠菜叶蛋白的

分离提取可将几种常用叶蛋白提取方法的关键因素结合在

一起%实现分离效果的最大化&

本研究以菠菜为原料%采用泡沫分离技术%通过响应面

优化分析稀释倍数+气速+温度和
T

B

值等因素对泡沫分离

/%"



菠菜叶蛋白的影响%以确定菠菜叶蛋白的最佳提取工艺参

数%旨在为今后菠菜叶蛋白的开发利用提供理论依据&

"

!

材料与方法
":"

!

材料与试剂

菠菜"选购于青海湟源县草原村韩国大叶菠菜种植

基地$

牛血清蛋白标准品!批号"

9$"9$9$9

#"上海源叶生物科

技有限公司$

考马斯亮蓝
O09Z$

!批号"

F9$.=&/9%)

#"高纯%上海源叶

生物科技有限公司$

磷酸+无水乙醇"

ED

级%天津市开通化学试剂有限公司&
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!

主要仪器设备

双光束紫外
0

可见分光光度计"

K̀ 0"/$"

型%北京普析通

用仪器有限责任公司$

玻璃转子流量计"

G+[

型%南京顺来达测控设备有限

公司$

空压机"

-[#Z

(

=

型%上海捷豹压缩机制造有限公司$

T

B

计"

([0"$

型%梅特勒
0

托利多!上海#仪器有限公司$

分析天平"

['E99#'0*F

型%赛多利斯科学仪器!北京#

有限公司$

恒温水浴锅"

IHEI*

型%广州仪科实验室技术有限公司$

旋转蒸发仪"

IHED>0"$

型%广州仪科实验室技术有限

公司$

循环水恒温泡沫分离柱!见图
"

#"内径
!Z11

+外径

#$11

+柱高
)$$11

%本实验室自制&

":

空压机
!

9:

压力表
!

!:

阀门
!

#:

缓冲瓶
!

Z:

转子流量计
!

%:

泡

沫分离柱
!

=:

循环水入口
!

):

循环水出口
!

/:

泡沫接收器

图
"

!

泡沫分离装置图
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方法
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!

菠菜预处理
!

将采购的新鲜菠菜洗净后%

ZZ]

烘干%

粉碎过
)$

目筛%备用&

":!:9

!

菠菜叶蛋白的提取
!

按
E

菠菜
"

E

水
f"

"

"$

的比例%

准确称取过筛后的菠菜叶粉末%在
ZZ]

条件下%用
T

Bf/:Z

的氢氧化钠水溶液磁力搅拌提取
$:Z8

%重提
"

次%合并提取

液%滤纸抽滤%备用,

%

-

&

":!:!

!

菠菜叶蛋白含量的测定
!

采用考马斯亮蓝比

色法,

9#

-

&

":!:#

!

菠菜叶蛋白泡沫分离的评价指标
!

分别按式!

"

#+!

9

#

计算菠菜叶蛋白的回收率和富集比&

L

P

A

B

Z

B

A

$

Z

$

R

"$$N

% !

"

#

N

P

A

B

A

$

% !
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#

式中"

L

'''菠菜叶蛋白回收率%

N

$

N

'''菠菜叶蛋白富集比$

A

$

'''菠菜叶蛋白初始液质量浓度%

#

L

(

1G

$

A

B

'''菠菜叶蛋白泡沫层质量浓度%

#

L

(

1G

$

Z

$

'''菠菜叶蛋白初始液体积%

1G

$

Z

B

'''菠菜叶蛋白泡沫层体积%

1G

&

":!:Z

!

泡沫分离菠菜叶蛋白单因素试验
!

!

"

#稀释倍数对泡沫分离菠菜叶蛋白的影响"控制装液

量
%$$1G

%气速
!$$1G

(

13A

%温度
#Z]

%

T

B=:$

%选取稀释

倍数为
!$

%

9Z

%

9$

%

"Z

%

"$

%

=

倍进行泡沫分离%以回收率和富

集比为评价指标来确定最佳稀释倍数&

!

9

#温度对泡沫分离菠菜叶蛋白的影响"在控制装液量

%$$1G

%稀释倍数
"Z

%气速
!$$1G

(

13A

%

T

B=:$

的条件下%

选取温度为
9Z

%

!$

%

!Z

%

#$

%

#Z

%

Z$]

%以回收率和富集比为评

价指标来确定最佳温度&

!

!

#气速对泡沫分离菠菜叶蛋白的影响"在控制装液量

%$$1G

%稀释倍数
"Z

%温度
#Z]

%

T

B=:$

的条件下%选取气

速为
9$$

%

9Z$

%

!$$

%

!Z$

%

#$$

%

#Z$1G

(

13A

进行泡沫分离%以

回收率和富集比为评价指标来确定最佳气速&

!

#

#

T

B

对泡沫分离菠菜叶蛋白的影响"在控制装液量

%$$1G

%稀释倍数
"Z

倍%气速
!$$ 1G

(

13A

%温度
#Z ]

%

T

B=:$

的条件下%选取
T

BZ:Z

%

%:$

%

%:Z

%

=:$

%

=:Z

%

/:$

进行泡

沫分离%以回收率和富集比为评价指标来确定最佳
T

B

&

":!:%

!

泡沫分离菠菜叶蛋白响应面优化试验设计
!

利用软

件
\C53

L

A0&b

T

C76):$:%

%根据
[<b0[C8AVCA

试验设计原理%在

单因素试验基础上%选择
#

因素
!

水平进行响应面试验设

计%即稀释倍数+温度+气速+

T

B#

个因素为自变量%回收率

和富集比为响应值%探究菠菜叶蛋白泡沫分离的最佳工艺条

件组合&

9

!

结果与分析
9:"

!

单因素试验结果与分析

9:":"

!

稀释倍数对泡沫分离菠菜叶蛋白的影响
!

由图
9

可

知%在稀释倍数为
=

$

!$

时%随着稀释倍数的增大%菠菜叶蛋

白回收率从
)):!N

降低到
)#:!N

%富集比从
%:%

上升到
9%:/

&

因为稀释倍数减小%吸附在泡沫上的蛋白质双分子层逐渐趋

于饱和,

9Z

-

%且浓度越高%泡沫上蛋白质分子排列越紧密%起

泡性越强%液膜越厚%排液速率越慢%持水量越多&考虑到泡

沫分离工艺过程应尽量保证较低的稀释倍数%选取稀释
"Z

倍作为下一步的研究条件&

$="

提取与活性
!

9$"=

年第
%

期



图
9

!

稀释倍数对泡沫分离菠菜叶蛋白的影响
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!

气速对泡沫分离菠菜叶蛋白的影响
!

由图
!

可知%在

气速为
9$$

$

#Z$1G

(

13A

时%随着气速的增大%泡沫分离菠

菜叶蛋白回收率从
==:#N

增大到
)%:$N

%而富集比从
"!:)

降

低到
Z:)

&这是因为气速增大%单位时间产生的泡沫增多%滞

留时间较短%持液量增加,

9%

-

&综合考虑气速对泡沫分离菠

菜叶蛋白回收率和富集比的影响%选取气速为
!$$1G

(

13A

作为下一步的研究条件&

图
!

!

气速对泡沫分离菠菜叶蛋白的影响
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!

温度对泡沫分离菠菜叶蛋白的影响
!

由图
#

可知%在

温度为
9Z

$

Z$]

时%随着温度的升高%菠菜叶蛋白回收率从

=):/N

降低到
=":$N

%富集比从
):%

上升到
"#:9

&这是因为

温度升高%泡沫黏度降低%稳定性变差%聚并加剧%排液速率

加快,

9=

-

&此外%研究还发现升高温度能显著提高泡沫分离

菠菜叶蛋白的时间效率!

!Z ]

约为
!$ 13A

%

#Z ]

仅需

"Z13A

#&综合考虑%选取
#Z]

作为下一步的研究条件&

9:":#

!T

B

对泡沫分离菠菜叶蛋白的影响
!

由图
Z

可知%在

T

B

为
Z:Z

$

/:$

时%随着
T

B

的增大%菠菜叶蛋白的回收率先

升高后降低%

T

Bf=:$

时最高!

=#:=N

#%富集比先降低后升

高%

T

Bf%:Z

时最低!

/:"

#&这是因为
T

B

较低时!

#

=:$

#%随

T

B

升高%菠菜叶蛋白的溶解度增加%起泡性变好,

9)

-

%回收率

升高%持液量增加%富集比降低$

T

B

较高时!

&

=:$

#%溶解度

的增加对菠菜叶蛋白起泡性的影响不再显著%而是随着
T

B

值的增大%分子间静电荷增加%分子间排斥力增大%泡沫聚并

图
#

!

温度对泡沫分离菠菜叶蛋白的影响
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C726@7C<AS<21S72;63<A263<A

S7<15

T

3A2;8

T

7<6C3A

图
Z

!T

B

对泡沫分离菠菜叶蛋白的影响

-3

L

@7CZ

!

&SSC;6<S

T

B<AS<21S72;63<A263<AS7<1

5

T

3A2;8

T

7<6C3A

现象加重%总体泡沫吸附量降低%单位泡沫吸附量增加&考

虑到泡沫分离应在保证一定回收率的前提下来提高富集比%

且中性对工业设备损害较小%选取
T

B=:$

作为下一步的研

究条件&

9:9

!

响应曲面法优化泡沫分离菠菜叶蛋白工艺试验结果及

分析

9:9:"

!

菠菜叶蛋白响应面因素水平设计表
!

根据单因素试

验结果确定的因素水平表见表
"

&

表
"

!

菠菜叶蛋白响应面因素水平设计表

K2M4C"

!

-2;6<752AP4CRC45<S'

T

3A2;8

T

7<6C3A@5CP3A

7C5

T

<A5C5@7S2;C

水平
E

稀释倍数
[

气速(

!

1G

/

13A

Y"

#

*

温度(
] \

T

B

Y" "$ 9Z$ #$ %:Z

$ "Z !$$ #Z =:$

" 9$ !Z$ Z$ =:Z

9:9:9

!

响应面试验结果
!

响应面试验设计及试验结果见

表
9

&对表
9

试验数据进行多元回归拟合%得到泡沫分离菠

菜叶蛋白回收率!

L

#和富集比!

N

#的拟合方程"
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9

d

$_/%;

9

Y$@99A

9

d9@$#%

9

& !

#

#

9:9:!

!

回归模型差异显著性检验及方差分析
!

由表
!

可知%

模型
7f"%:))

%

(

#

$:$$$"

%说明所建立模型是极显著的$因

变量和全体自变量之间的复相关系数
L

9

f$:/##"

%修正复

相关系数
L

9

#K

V

f$@)))9

%说明有
/#:#"N

的响应值是来自于

所选变量$失拟项
7f!:##

%

(

&

$:$Z

%说明失拟项对纯误差来

说是不显著的$由因素项中的
(

值可以看出%一次项
E

+

[

+

*

%二次项
E

9

+

[

9

+

\

9差异极显著%交互作用项
[\

+

*\

差异显

著%其余项不显著&影响作用大小顺序为"

*

&

E

&

E

9

&

\

9

&

[

9

&

[

&

[\

&

*\

&

由表
#

可知%模型
7f#%:Z"

%

(

#

$:$$$"

%表明建立的回

归模型也是极显著的$

L

9

f$@/=/$

%修正复相关系数
L

9

#K

V

f

$@/Z=/

%说明有
/=:/$N

的响应值是来自于所选变量$失拟项

7f":#"

%

(

&

$:$Z

%说明失拟项对纯误差来说也是不显著的&

一次项
E

+

[

+

*

+

\

%二次项
[

9

+

\

9

%交互作用项
E[

差异极显

表
9

!

响应面试验设计及结果

K2M4C9

!

\C53

L

A3A

L

2APCb

T

C731CA6247C5@465U368

7C5

T

<A5C5@7S2;C

试验序号
E [ * \

回收率(
N

富集比

" $ " $ Y" =%:$! ):!"

9 $ Y" $ " ==:Z" "!:!/

! $ Y" $ Y" =$:$) "9:!9

# " Y" $ $ =":#Z "Z:"=

Z Y" Y" $ $ =%:Z! Z:=$

% $ $ $ $ =/:)" =:#%
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9) $ Y" Y" $ )$:#/ ):=!
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表
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回收率线性回归分析表r

K2M4C!

!
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L
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Q

535<S68C7C;<RC7

Q

726C

来源 平方和 自由度 均方
7

值
(

值 显著性

模型
=Z=:"%#Z "# Z#:$) "%:))

#
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$$

E 99/:"$)# " 99/:"" =":Z9

#
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r
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(

#
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#

$:$"
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L

9

f

$:/##"

$

L
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V

P
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表
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富集比线性回归分析表r

K2M4C#
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DC

L
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Q
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来源 平方和 自由度 均方
7

值
(

值 显著性

模型
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#
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著%

E\

差异显著%其余项不显著&影响作用大小顺序为"

E

&

[

&

\

9

&

\

&

E[

&

[

9

&

*

&

E\

&综上所述%回收率和富

集比的回归模型对试验的拟合较好%都可以较好地描述因素

与响应值之间的真实情况&因此%可以利用该回归模型来预

测泡沫分离菠菜蛋白的最佳工艺条件&

9:9:#

!

!\

响应面分析
!

由图
%

可知%回收率随着气速的增

加而增大!

2

%

P

%

C

#%随着稀释倍数+温度的升高而减小!

2

%

M

%

;

%

P

%

S

#%随着
T

B

的升高先升高后降低!或趋于平缓#!

;

%

C

%

S

#&

两因素交互作用由大到小为"

[\

&

*\

&

E*

&

E[

&

E\

&

[*

%和方差分析的结论一致&

!!

由图
=

可知%富集比随着稀释倍数的降低+气速的增大

而减小!

2

%

M

%

;

%

P

%

C

#%随着温度的升高而增大!

M

%

P

%

S

#%随着

T

B

的升高先减小后增大!

;

%

C

%

S

#&两因素交互作用由大到

小为"

E[

&

E\

&

*\

&

[\

&

E*

&

[*

%和方差分析的结论

一致&

9:!

!

最佳工艺条件的确定及验证

9:!:"

!

最佳工艺条件的确定
!

模型!

!

#得出的最佳组合为"

稀释倍数
"!:Z$

%气速
!9Z:$$ 1G

(

13A

+温度
#$:!/ ]

+

T

B=:$9

%最佳回收率为
)%:Z#N

!富集比为
Z:"=

#$模型!

#

#得

出的最佳组合为"稀释倍数
"/:/"

+气速
9%#:)91G

(

13A

+温

图
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!

回收率响应面
!\

图
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图
=

!

富集比响应面
!\

图
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L

@7C=

!

!\(4<6<S68CCA73;81CA6726CU3687C5

T

<A5C5@7S2;C

度
#=:"# ]

+

T

B =:#"

%最佳富集比为
"%:Z$

!回收率为

%=:Z%N

#%可以看出
9

个指标是相反的过程!与单因素试验结

果一致#&基于回收率和富集比是泡沫分离的
9

个重要指

标%缺一不可%且一般应在保证一定回收率的条件下来提高

富集比&因此%调整确定最佳优化工艺条件为"稀释倍数

"Z://

%气速
9Z/:#)1G

(

13A

%温度
#$:$$]

%

T

B=:Z$

%理论回

收率
)!:ZZN

%理论富集比
"!:"=

%可信度达
$:/9%

%模型拟合

度较高&

9:!:9

!

验证实验
!

为了验证建立模型的可靠性%利用响应面

软件所给的最优工艺条件并结合实际操作%选取稀释倍数

"%

+气速
9%$1G

(

13A

+温度
#$]

+

T

B=:Z

进行实验验证%重

复
!

次&在此条件下%验证结果为"回收率
)":Z%N

%富集比

"#:/#

%均与预测值接近&说明采用响应面法得到的拟合模

型能很好地预测回收率和富集比与各试验因素之间的关系%

工艺参数可靠%具有一定的实际应用价值&

!

!

结论
!

"

#本研究在单因素试验基础上%以回收率和富集比

为指标%根据
[<b0[C8AVCA

试验设计原理%对泡沫法分离菠

菜叶蛋白进行响应面工艺优化验证%得出最佳工艺条件为"

稀释倍数
"%

%气速
9%$1G

(

13A

%温度
#$]

%

T

B=:Z

%在此条
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件下%回收率
)":Z%N

%富集比
"#:/#

&试验结果表明%泡

沫分离技术是一种实现菠菜叶蛋白粗分离的有效%低成

本方法%为菠菜叶蛋白的开发利用提供了理论依据和试

验参考&

!

9

#本研究证实了泡沫法分离菠菜叶蛋白的可行性%拓

展了泡沫分离技术在分离提取叶蛋白领域的应用&

!

!

#然而%目前泡沫分离技术大多适用于低浓度%具有

表面活性物质的分离提取%有关菠菜叶蛋白功能性质的改善

及高浓度下的泡沫分离提取有待进一步研究&
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