
※工艺技术	                            食品科学	 2013, Vol.34, No.20   23

碱提酸沉法提取黄秋葵籽蛋白的工艺条件优化
李加兴1，向 东1，周炎辉2，黄 诚1

(1.吉首大学食品科学研究所，湖南 吉首 416000；2.湖南奇异生物科技有限公司，湖南 长沙 410008)

摘  要：以黄秋葵籽为原料，采用碱提酸沉法提取其蛋白质，对提取条件进行优化。首先采用单因素试验考察料

液比、提取时间、提取温度、pH值等因素对黄秋葵籽蛋白提取率的影响，再以此四因素进行L9(3
4)正交试验以确

定最佳工艺条件。结果表明：碱提黄秋葵籽蛋白的最佳工艺条件为料液比1:30(g/mL)、提取时间60min、提取温度

50℃、pH9.0，在此工艺条件下黄秋葵籽蛋白提取率可达72.3%。
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Abstract：The extraction process for okra seed protein by alkaline extraction and acid precipitation method was optimized. 

Four process conditions including solid/solvent ratio, extraction time and temperature and solvent pH were investigated for 

their effect on the extraction efficiency of okra seed protein and optimized using an L9(3
4) orthogonal array design. Results 

showed that the optimal extraction conditions were solid/solvent ratio of 1:30 (g/mL), extraction time of 60 min, extraction 

temperature of 50 ℃, and extraction pH of 9.0. Under these conditions, the yield of okra seed protein was 72.3%.
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黄秋葵(Hibiscus esculentus L.)，别名秋葵夹、羊角

豆等，为锦葵科秋葵属一年生草本植物，原产于非洲，

20世纪引入中国，目前在我国各地均有种植[1]，而且种植

规模还在不断扩大，常见的品种有长绿、绿星、琦玉五

角、东京五角、新东京5号、清福、五福、三乡等[2]。据

测定[3]，每100g干燥的嫩黄秋葵果实中含蛋白质22.98g、

总糖19.92g、脂肪9.4g、多糖2g、黄酮2.56g；每100g干

燥的老果中含蛋白质15.78g、总糖9.48g、脂肪14.36g、

多糖1.1g、黄酮1.48g。其种子中的蛋白含量更是高达

26.82%，且富含人体必需氨基酸[4]，极具开发价值。

植物蛋白资源丰富、廉价，并具有独特的生理功

能，对其开发利用已成为当今的热点[5]。可用于提取植物

蛋白的方法很多，如碱提酸沉法、酶法、超声波辅助提

取法、微波法等，其中碱提酸沉法所需设备简单且便于

操作，更适用于提取植物蛋白的工业化生产[6-13]。因此，

本研究对黄秋葵籽蛋白的碱提酸沉提取工艺进行优化，

以期为开发蛋白新资源提供一定的理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

黄秋葵籽，产于湖南浏阳，经检测其蛋白质含量为

26.13%。

石油醚(60～90℃)、无水碳酸钠、邻苯二甲酸氢钾、

磷酸、无水乙醇、牛血清蛋白、考马斯亮蓝-G250、浓盐

酸、浓硫酸、无水硫酸铜、硼酸、氢氧化钠、硫酸钾均

为国产分析纯。

1.2 仪器与设备

KDN-2C型定氮仪  上海纤检仪器有限公司；

FZ102型微型植物粉碎机 天津市泰斯特仪器有限公

司；SXT-02型索氏抽提装置 上海洪纪仪器设备有限

公司；LXJ-IIB飞鸽牌离心机 上海安亭科学仪器厂；

雷磁PHS-J4A型实验室pH计 上海精密科学仪器有限公

司；723可见分光光度计 上海菁华科技有限公司；二

列四孔HH.S21-Ni4恒温水浴锅 上海寰熙医疗器械有限
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公司；101-2AB型电热鼓风干燥箱 天津市泰斯特仪器

有限公司；JA-5103N高精度电子天平 上海民桥精密科

学仪器有限公司。

1.3 方法 

1.3.1 黄秋葵粗蛋白的制备

黄秋葵籽→干燥→粉碎→脱脂→碱提→离心沉淀→

调pH值至中性→沉淀干燥→黄秋葵粗蛋白

将黄秋葵籽干燥后粉碎，以石油醚为溶剂，用索

氏抽提装置脱除其中的油脂，低温烘干备用。称取脱脂

粉末置于烧杯中，按一定的料液比加入蒸馏水，并加碱

液调整pH值，在一定的温度和时间条件下提取蛋白，

5000r/min离心20min后去除籽粕，收集上清液，上清

液加1mol/L稀盐酸调节pH值至蛋白质等电点4.0，静置

2～3h，离心收集沉淀，干燥后即得蛋白粗品。

1.3.2 影响黄秋葵籽蛋白提取率的单因素试验

1.3.2.1 料液比对黄秋葵籽粕蛋白提取率的影响

在pH10.0、提取时间90min、提取温度40℃条件下，

分别按照料液比为1:10、1:20、1:30、1:40、1:50(g/mL)进

行黄秋葵籽蛋白质的提取，探讨料液比对其蛋白提取率

的影响。

1.3.2.2 提取时间对黄秋葵籽蛋白提取率的影响

在pH10.0、提取温度40℃、料液比1:30(g/mL)条件

下，分别提取40、50、60、70、80min，探讨提取时间对

黄秋葵籽蛋白提取率的影响。

1.3.2.3 提取温度对黄秋葵籽粕蛋白提取率的影响

在pH10.0、提取时间60min、料液比1:30(g/mL)的条

件下，控制提取温度分别为30、40、50、60、70℃，探

讨提取温度对黄秋葵籽蛋白提取率的影响。

1.3.2.4 pH值对黄秋葵籽粕蛋白提取率的影响

在提取温度50℃、料液比1:30(g/mL)、提取时间

60min的条件下，分别调节提取液的pH8.0、9.0、10.0、

11.0、12.0，探讨pH值对黄秋葵籽蛋白提取率的影响。

1.3.3 黄秋葵籽蛋白提取工艺优化试验

在单因素试验的基础上，对料液比、提取时间、提

取温度和pH值采用正交试验进行优化，以确定提取黄秋

葵籽蛋白的最佳工艺条件，正交试验因素水平表见表1。

表 1 正交试验因素水平表

Table 1 Factors and levels for orthogonal array design

水平 A料液比(g/mL) B提取时间/min C提取温度/℃ D pH

1 1:20 50 40 8.0

2 1:30 60 50 9.0

3 1:40 70 60 10.0

1.3.4 蛋白质含量的测定

采用微量凯氏定氮法测定黄秋葵籽蛋白质含量，采

用考马斯亮蓝法测定上清液中的蛋白质含量[14]。

1.3.4.1 标准曲线的制作

分别取0.1mg/mL牛血清蛋白标准溶液0.0、0.2、

0 .4、0 .6、0 .8、1 .0mL，置于带塞试管中，加水至

1.0mL，分别加入5.0mL考马斯亮蓝G-250，充分振荡混

合，放置5min后，于595nm波长处测吸光度[15]。以蛋白

质含量为横坐标，吸光度为纵坐标，绘制标准曲线，得

线性回归方程为y=6.5743x－0.007(R2=0.9995)。

1.3.4.2 样品测定

将离心后的黄秋葵籽蛋白溶液5mL定容到100mL，从

中取1mL再次定容到50mL后，取1mL溶液按上述步骤测定

吸光度A，根据标准曲线计算出样品蛋白质含量(mg/g)。

1.3.4.3 蛋白质提取率的计算

/% =                                             100
/g

/g

1.4 数据处理

每组实验重复3次，结果取平均值。采用SAS v6.12

软件对实验数据进行方差分析。

2 结果与分析

2.1 料液比对黄秋葵籽蛋白提取率的影响
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图 1 料液比对黄秋葵籽蛋白提取率的影响

Fig.1 Effect of solid/solvent ratio on the yield of okra seed protein

由图1可知，黄秋葵籽蛋白提取率随着提取液用量的

增大而逐渐提高。在料液比为1:10(g/mL)时，由于溶液的

黏度较大，分子扩散速率较低，体系分散不均匀，导致

体系pH值不均匀，影响了提取液中蛋白质的溶出，因此

蛋白质的提取率较低[6]。当料液比为1:30(g/mL)时，提取

率达到最大。若再继续增加提取液用量，对提取率无明

显影响。因此，料液比以1:30(g/mL)为宜。

2.2 提取时间对黄秋葵籽蛋白提取率的影响

由图2可知，随着提取时间的延长，黄秋葵籽蛋白提

取率逐渐增加。当提取时间为60min时，黄秋葵籽蛋白的

提取率达到最大。若继续延长提取时间，提取率增幅较

小。因此，提取时间以60min左右为宜。
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图 2 提取时间对黄秋葵籽粕蛋白提取率的影响

Fig.2 Effect of extraction time on the yield of okra seed protein

2.3 提取温度对黄秋葵籽蛋白提取率的影响
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图 3 提取温度对黄秋葵籽粕蛋白提取率的影响

Fig.3 Effect of extraction temperature on the yield of okra seed protein

由图3可知，黄秋葵籽蛋白提取率随着温度的升高

而增加，当温度为50℃时，提取率达到最高[16]。这是由

于温度的上升使蛋白质的构象发生改变，分子的立体结

构变得伸展，有利于蛋白质分子和水分子的相互作用，

使蛋白质的溶解性增大，提高了黄秋葵籽蛋白的提取

率。提取温度继续升高时，由于维持蛋白质空间构象的

次级键被破坏，促进了蛋白质分子间相互结合而形成沉

淀[17-19]，提取率不再增加。因此，提取温度以50℃左右

较为适宜。

2.4 pH值对黄秋葵籽蛋白提取率的影响
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图 4 pH值对黄秋葵籽蛋白提取率的影响

Fig.4 Effect of solvent pH on the yield of okra seed protein

由图4可知，当提取液pH＜9.0时，黄秋葵籽蛋白提

取率随着pH值的升高而升高。这是因为黄秋葵籽蛋白

在碱性环境中带负电荷，蛋白质分子间相互排斥，使溶

液分散性、溶解性较好，提高了蛋白提取率[20]。此外，

碱液对蛋白质分子的次级键有破坏作用，使蛋白质分子

表面具有相同电荷，也起到了增溶的作用。当pH＞9.0

时，由于蛋白质过度水解，导致了蛋白质提取率反而有

所降低[21-22]。

2.5 黄秋葵籽蛋白的提取工艺优化

碱提酸沉法提取黄秋葵籽蛋白的工艺优化正交试验

结果见表2，方差分析见表3。

表 2 L9(3
4)正交试验设计及结果

Table 2 L9(3
4) orthogonal array design and results

试验号 A B C D
蛋白质提取率/%

Ⅰ Ⅱ Ⅲ 平均值

1 1 1 1 1 53.93 56.71 56.04 55.56

2 1 2 2 2 71.31 73.15 70.34 71.60

3 1 3 3 3 60.33 59.98 63.77 61.36

4 2 1 2 3 65.05 68.40 70.46 67.97

5 2 2 3 1 65.25 63.71 61.60 63.52

6 2 3 1 2 61.21 61.78 63.16 62.05

7 3 1 3 2 58.98 61.32 60.01 60.04

8 3 2 1 3 58.54 61.75 59.98 60.09

9 3 3 2 1 50.12 53.24 52.64 52.00

k1 62.84 61.19 59.23 57.02

k2 64.51 65.07 63.85 64.56

k3 57.37 58.47 61.64 63.14

R 7.14 6.60 4.62 7.54

最优方案 A2 B2 C2 D2

表 3 方差分析

Table 3 Analysis of variance for the experimental results of orthogonal 

array design

因素 自由度 离均差平方和 方差 F值 P值
A 2 249.15 124.57 41.45 0.0001
B 2 197.89 98.95 32.92 0.0001
C 2 96.27 48.13 16.02 0.0001
D 2 289.74 144.87 48.20 0.0001

误差 18 54.10 3.01

由表2极差R值分析可知，各因素对黄秋葵籽蛋白

提取效果的影响大小顺序依次为D＞A＞B＞C，即pH

值＞料液比＞提取时间＞提取温度，最佳工艺组合为

A2B2C2D2。由于该工艺条件组合不在正交试验表中，故

开展3组平行验证实验，得出黄秋葵籽蛋白提取率平均为

72.3%。由表3方差分析可知，各因素对黄秋葵籽蛋白提

取率均有极显著影响。因此，黄秋葵籽蛋白最佳提取条

件为A2B2C2D2，即料液比1:30(g/mL)、提取时间60min、

提取温度50℃、pH9.0。

3 结 论

采用碱提酸沉法提取黄秋葵籽蛋白，pH值对蛋白

提取率的影响最大，其次为料液比与提取时间，而提取

温度的影响最小；碱提黄秋葵籽蛋白的最佳工艺条件为
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料液比1:30(g/mL)、提取时间60min、提取温度50℃、

pH9.0，提取率可达72.3%。本实验结果可为规模化提取

黄秋葵蛋白提供参考，但其理化性质有待进一步深入研

究。此外，由于碱法也常用于多糖等物质的提取，因此

在后续研究中也应对黄秋葵蛋白的纯化工艺进行探讨。
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