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响应面法优化超声辅助提取茶渣蛋白质的工艺条件
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摘要：以茶渣为原料，采用超声波技术辅助提取茶渣蛋白质，考察了超声功率、超声频率、超声温
度、超声时间、碱液浓度、料液比对茶渣蛋白质提取率的影响，并以响应曲面法优化工艺条件；比
较分析了超声辅助碱提和热水浴碱提茶渣蛋白质提取率的差异。结果表明，超声波辅助提取茶
渣蛋白质最佳提取工艺条件为：超声功率３００Ｗ、超声频率为２６Ｈｚ、超声温度５４℃、超声时间
６１ｍｉｎ、碱液浓度０．３５ｍｏｌ／Ｌ、料液质量比比１ｇ∶２７ｍＬ，在此条件下，茶渣蛋白质一次提取率
为８６．５０％，超声碱提相对于热水浴碱提，一次提取率提高了３７．２％。
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　　茶渣是茶叶经过饮用、初、深加工等利用后的
剩余残渣。据ＦＡＯ－ＩＧＧ统计，２００９年全球茶叶产

量达到３９２．８４万ｔ。近１０年中国茶叶产量持续增
长，２００９年已达到１３１ 万ｔ，是全球最大的产茶
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国［１］。在我国，随着茶叶消费量的逐年增加以及茶
叶产业初、深加工技术的不断发展，产生大量废弃
的茶渣。目前，大批量茶渣的主要来源有茶多酚等
功能成分的工业提取残渣以及饮料工业残渣。茶
渣若是被焚烧或废弃，不但是资源的巨大浪费，也
是对环境的极大污染，大量茶渣的处理成了一个急
需解决的问题［２］。
茶饮料、速溶茶等深加工所提取的物质只占茶

叶干重的３０％左右。所利用的成分主要是茶多
酚、咖啡碱、糖类、氨基酸和维生素等。经加工后的
茶渣中仍残留１％～２％的茶多酚，０．１％～０．３％
的咖啡碱，１７％～１９％的粗蛋白，１６％～１８％的粗
纤维。目前对于茶渣的研究利用有：利用茶渣固体
发酵成饲料，有机无机复合肥，开发重金属吸附剂
等［３］。合理的茶渣综合利用技术对于增加茶叶产
业链经济价值以及环境保护都有良好的作用。
茶蛋白氨基酸分析表明：茶蛋白中氨基酸组成

丰富，８种必需氨基酸均含有，谷氨酸、天冬氨酸和
亮氨酸含量最高，其中苯丙氨酸、酪氨酸、异亮氨
酸、亮氨酸、缬氨酸、组氨酸等含量都明显高于

ＦＡＯ／ＷＨＯ／ＵＮＵ１９８５年的推荐值［４］，是一种优质
的叶蛋白质资源。因此从茶渣中提取蛋白质具有
很好的现实意义。
超声波提取技术是利用超声波的机械破碎和

空化作用，加速浸提物从原料向溶剂的扩散速率，
具有提取率高、能耗低、时间短等优点［５－８］。作者对
超声辅助提取茶渣蛋白质的工艺条件进行优化，探
讨超声辅助提取技术在茶渣蛋白质提取中的应用。

１ 材料与方法

１．１　材料与试剂
茶渣：浙江塔塔茶叶科技有限公司提供，凯氏

定氮法测定其蛋白质质量分数为２３．５０％；氢氧化
钠、盐酸、硫酸、硼酸、硫酸铜、硫酸钾：均为国产分
析纯。

１．２　仪器与设备

ＤＦＹ－５００摇摆式高速中草药粉碎机：温州温岭
林大机械有限公司；超声波药品处理机：济宁金百
特工程机械有限公司；ＪＢ９０－Ｄ型电动搅拌机：上海
标本模型厂；ＴＤＬ－５低速大容量离心机：上海安亭
科学仪器厂；ＫＤＮ－０８消化炉：上海昕瑞仪器仪表

有限公司。

１．３　方法

１．３．１　超声波辅助提取茶渣蛋白质工艺流程　茶
渣→粉碎→过筛→加碱液混合→超声处理→离心

→取上清液→凯氏定氮法测定茶渣蛋白质提取率。

１．３．２　蛋白质测定法　 凯氏定氮法［９］，换算系数
为６．２５。

１．３．３　蛋白质提取率的计算

提取率＝
提取液中蛋白质质量
茶渣中总蛋白质质量

×１００

１．３．４　单因素实验　研究超声功率、超声频率、超
声温度、超声时间、碱液浓度和料液比对茶渣蛋白
质提取率的影响。

１．３．５　响应面法实验设计　依据单因素实验结
果，利用ｄｅｓｉｇｎ－ｅｘｐｏｒｔ软件进行响应面实验设计，
优化超声辅助茶渣蛋白质提取工艺。

２ 结果与分析

２．１　单因素实验结果

２．１．１　超声波功率对茶渣蛋白质提取率的影响　
称取５ｇ茶渣，分别做空白对照、２００、２５０、３００Ｗ 条
件下进行提取实验，其他条件一定，提取液经离心
后测定茶渣蛋白质提取率，结果见图１。

图１　超声功率对茶渣蛋白质提取率的影响
Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ　ｐｏｗｅｒ　ｏｎ　ｙｉｅｌｄ　ｏｆ　ｔｅａ　ｒｅｓｉｄｕｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ

　　超声功率越高，越容易获得较大的声强［１０］。对
于一定频率和一定发射面的超声波，功率增大，声
强随之增大后，声压幅值以及液体中压力亦增大，空
化泡崩溃时间变短，有利于内容物与提取剂的接
触［１１］。从图１可以看出，超声功率增大，有利于内容
物溶出，茶渣蛋白质提取率随超声功率增大而提高，
从蛋白质提取率考虑，选取超声波药品处理机最大功
率３００Ｗ为超声辅助提取茶渣蛋白质的最佳功率。
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２．１．２　 超声波频率对茶渣蛋白质提取率的影响　
称取５ｇ茶渣，在超声功率３００Ｗ 条件下，分别做
空白对照、低频（２６Ｈｚ）、中频（４７Ｈｚ）、高频（６８
Ｈｚ）条件下茶渣蛋白质提取实验，其他条件同

２．１．１，提取液经离心后，测定茶渣蛋白质提取率，
结果见图２。

图２　超声波频率对茶渣蛋白质提取率影响
Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ　ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ　ｏｎ　ｙｉｅｌｄ　ｏｆ　ｔｅａ　ｒｅｓｉｄｕｅ

ｐｒｏｔｅｉｎ

　　由图２可以看出，超声条件下茶渣蛋白质提取
率均高于空白对照，超声有利于茶渣蛋白质提取，
随着超声频率的提高，茶渣蛋白质提取率有所下
降，２６Ｈｚ条件下，茶渣蛋白质提取率最高。这是因
为超声波频率越低，在液体中产生空化越容易，作
用也越强。以提取率为目标，选取超声波频率２６
Ｈｚ为超声辅助提取茶渣蛋白质最佳频率。

２．１．３　 超声温度对茶渣蛋白质提取率的影响　称
取５ｇ茶渣，在超声功率３００Ｗ，超声频率为２６Ｈｚ
条件下分别在３０、４０、５０、６０、７０℃下进行茶渣蛋白
质提取实验，其他条件同２．１．１，结果见图３。

图３　超声温度对茶渣蛋白质提取率的影响
Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｏｎ　ｙｉｅｌｄ　ｏｆ　ｔｅａ　ｒｅｓｉ－

ｄｕｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ

　　由图３可以看出，３０～５０℃之间，随着温度提
高茶渣蛋白质提取率提高。５０℃以后提取率稍有
下降，但变化不大。综合考虑能量消耗、茶渣蛋白

质提取率以及温度对蛋白质的影响，５０℃条件下进
行提取较为适宜。

２．１．４　 超声作用时间对提取率的影响　称取５ｇ
茶渣，在超声功率３００Ｗ，频率为２６Ｈｚ条件下分
别对茶渣蛋白质进行３０、４０、５０、６０、７０ｍｉｎ处理，其
他条件同２．１．１，提取结果见图４。

图４　超声时间对茶渣蛋白质提取率的影响
Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ　ｔｉｍｅ　ｏｎ　ｙｉｅｌｄ　ｏｆ　ｔｅａ　ｒｅｓｉｄｕｅ　ｐｒｏ－

ｔｅｉｎ

　　由图４可知，超声辅助提取茶渣蛋白质提取率
随时间增加先提高后稍有降低，３０～６０ｍｉｎ间随时
间增加提取率不断提高，６０ｍｉｎ时茶渣蛋白质提取
率达到最大，超过６０ｍｉｎ后蛋白质提取率稍有降
低，本实验采用６０ｍｉｎ的超声作用时间。

２．１．５　料液比对提取率的影响 　称取５ｇ茶渣，
在超声功率３００Ｗ，频率为２６Ｈｚ条件下分别在料
液比为１∶１５、１∶２０、１∶２５、１∶３０、１∶３５条件下
进行茶渣蛋白质提取实验，其他条件同２．１．１，结果
见图５。

图５　料液比对茶渣蛋白质提取率的影响
Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｍａｔｅｒｉａｌ－ｌｉｑｕｉｄ　ｒａｔｉｏ　ｏｎ　ｙｉｅｌｄ　ｏｆ　ｔｅａ　ｒｅｓｉｄｕｅ

ｐｒｏｔｅｉｎ

　　由图５可知，料液质量体积比为１ｇ∶２５ｍＬ
时，茶渣蛋白质提取率最高；１ｇ∶１５ｍＬ～１ｇ∶２５
ｍＬ之间，料液比过小时，茶渣蛋白质提取率偏低，
随着料液比的增大，提取率不断增加。这是因为茶
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Ｔｅａ　Ｒｅｓｉｄｕｅ　ｂｙ　Ｒｅｓｐｏｎｓｅ　Ｓｕｒｆａｃｅ　Ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ａｒｔｉｃｌｅ

３２２　　 　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｆｏｏｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｖｏｌ．３１Ｎｏ．３　２０１２

渣吸水性强，料液比低，在短时间内蛋白质浸提就
达到平衡，不利于蛋白质的提取；１ｇ∶２５ｍＬ～１ｇ
∶３５ｍＬ之间，茶渣蛋白质提取率稍有下降，且料
液比过大，不利于蛋白质提取后的浓缩沉淀。综合
考虑，料液比１ｇ∶２５ｍＬ适宜于茶渣蛋白质提取。
２．１．６　 碱液浓度对茶渣蛋白质提取率的影响　称
取５ｇ茶渣，在超声功率３００Ｗ，频率为２６Ｈｚ条件
下分别在碱液浓度为０．１、０．２、０．３、０．４、０．５ｍｏｌ／Ｌ
条件下进行茶渣蛋白质提取实验，其他条件同
２．１．１，结果见图６。

图６　碱液浓度对茶渣蛋白质提取率的影响
Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ａｌｋａｌｉ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｎ　ｙｉｅｌｄ　ｏｆ　ｔｅａ　ｒｅｓｉｄｕｅ

ｐｒｏｔｅｉｎ

　　由图６可以看出，碱液浓度在０．１～０．３ｍｏｌ／Ｌ
之间，茶渣蛋白质提取率不断提高。稀碱有利于蛋白
质的提取，过高碱液浓度时，蛋白质提取率有所下降，
并且过高碱液浓度会改变蛋白质的营养学特性，生成
赖氨酰丙氨酸，这种物质有毒，引起营养物质的损
失［１２］；除此之外，高碱条件下还会使蛋白质变性和水
解；加速美拉德反应，产生黑褐色物质；使提取物中非
蛋白质含量增加，分离效果降低［１３］。并且考虑到过
高浓度的碱液会引入大量的离子，增加产品的盐分，
后期还需消耗大量水进行洗涤［１４］，所以在茶渣蛋白
质提取时碱液浓度选择０．３ｍｏｌ／Ｌ为宜。

２．２　 响应面试验结果

２．２．１　响应面试验设计与结果分析　根据单因素
实验结果，超声功率为３００Ｗ，超声频率为２６Ｈｚ
时茶渣蛋白质提取率最大，从提取率出发，选定超
声功率３００Ｗ，超声频率为２６Ｈｚ，以下实验设计中
选择超声温度、超声时间、碱液浓度、料液比４个因
素，以茶渣蛋白质提取率为响应值进行优化。根据

Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ的中心组合试验设计原理，设计四因
素三水平的试验方案，试验因素和水平见表１。

表１　实验因素和水平

Ｔａｂ．１　Ｆａｃｔｏｒｓ　ａｎｄ　ｌｅｖｅｌｓ　ｏｆ　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ　ｔｅｓｔ

因素
水平

－１　 ０ １

Ａ超声时间／ｍｉｎ　 ５０　 ６０　 ７０

Ｂ料液比／（ｇ／ｍＬ） １∶２０　 １∶２５　 １∶３０

Ｃ碱液浓度／（ｍｏｌ／Ｌ） ０．２　 ０．３　 ０．４

Ｄ超声温度／℃ ４０　 ５０　 ６０

表２　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验设计及结果

Ｔａｂ．２　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ　ｄｅｓｉｇｎ　ａｎｄ　ｒｅｓｕｌｔｓ

试验号 Ａ　 Ｂ　 Ｃ　 Ｄ
茶渣蛋白质
提取率／％

１　 ０ １　 １　 ０ ９１．００

２ －１　 ０ －１　 ０ ５１．５１

３　 １ －１　 ０ ０ ５６．４３

４　 ０ ０ ０ ０ ８９．５７

５ －１　 ０ ０ －１　 ３９．４５

６　 ０ ０ １ －１　 ５６．３０

７　 １　 １　 ０ ０ ７３．６０

８　 １　 ０ －１　 ０ ４７．０７

９　 ０ ０ ０ ０ ８９．１１

１０　 ０ －１　 ０ １　 ５０．１０

１１　 ０ －１　 ０ －１　 ４４．１７

１２　 ０ ０ －１ －１　 ３９．２６

１３　 ０ ０ ０ ０ ８２．１１

１４　 ０ －１　 １　 ０ ５１．７４

１５　 ０ ０ ０ ０ ８６．９０

１６　 ０ １ －１　 ０ ４６．３３

１７ －１　 ０ １　 ０ ７６．７６

１８　 ０ ０ －１　 １　 ５８．２２

１９ －１　 ０ ０ １　 ６６．５０

２０　 ０ １　 ０ ０ ６８．７０

２１ －１　 １　 ０ ０ ６９．２１

２２　 １　 ０ １　 ０ ８１．４９

２３　 １　 ０ ０ １　 ７０．５０

２４ －１ －１　 ０ ０ ４９．８７

２５　 ０ １　 ０ １　 ７８．３８
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续表２

试验号 Ａ　 Ｂ　 Ｃ　 Ｄ
茶渣蛋白质
提取率／％

２６　 ０ ０ １　 １　 ６４．５６

２７　 ０ －１ －１　 ０ ４２．４０

２８　 １　 ０ ０ －１　 ４３．０８

２９　 ０ ０ ０ ０ ８１．１０

　　利用Ｄｅｓｉｇｎ－ｅｘｐｏｒｔ对表２试验数据进行回归，
得到茶渣蛋白质对以上四因素的二次多项回归模

型为：茶渣蛋白质提取 率 ＝８５．７６＋１．５７Ａ＋
７．９４Ｂ＋１１．４２Ｃ＋１１．２１Ｄ＋８．８３ＢＣ－１１．２２Ａ２－
１１．６６Ｂ２－１３．５８Ｃ２－１７．００Ｄ２

对模型进行回归方差分析显著性检验，结果见
表３。对回归模型系数显著性检验，结果见表４。

表３　回归模型方差分析

Ｔａｂ．３　Ｖａｒｉａｎｃｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ　ｍｏｄｅｌ

方差
来源

平方和
自由
度
均方 Ｆ值 Ｐ值

回归
模型

７２９４．７３　 ９　 ８１０．５３　２２．４７ ＜０．０００１，
显著

残差 ６８５．４８　 １９　 ３６．０８

失拟 ６２３．４１　 １５　 ４１．５６　 ２．６８ ０．１７６０，
不显著

纯误差 ６２．０８　 ４　 １５．５２

总和 ７９８０．２２　 ２８

Ｒ＝０．９５６１　　Ｒ２＝０．９１４　１　　Ｒ２Ａｄｊ＝０．８７３　４

　　由表３结果可知，模型Ｐ＜０．０００　１，回归模型
极其显著。表４结果表明：模型的一次项Ｃ，Ｄ极其

显著，Ｂ 显著；二次项Ｂ２，Ｃ２，Ｄ２ 极其显著，Ａ２ 显
著；交互项ＢＣ显著；结果表明，各因素对茶渣蛋白
质提取率的影响不是简单的线性关系。失拟项Ｐ＝
０．１７６　０，不显著，相关系数Ｒ２＝０．９１４　１，说明模型
拟合程度良好，该模型可以较好的分析和预测超声
辅助提取茶渣蛋白质提取率。

表４　回归模型系数显著性检验

Ｔａｂ．４　Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ　ｔｅｓｔ　ｏｆ　ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ　ｍｏｄｅｌ　ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

系数项
回归

系数

自由

度

标准

差

９５％置信

下限 上限
Ｐ值

常数项 ８５．７６　 １　 ２．６９　 ８０．１４　 ９１．３８

Ａ　 １．５７　 １　 １．７３ －２．０６　 ５．２０　 ０．３７５８

Ｂ　 ７．９４　 １　 １．７３　 ４．３１　 １１．５７　 ０．０００２

Ｃ　 １１．４２　 １　 １．７３　 ７．７９　 １５．０５ ＜０．０００１

Ｄ　 １１．２１　 １　 １．７３　 ７．５８　 １４．８４ ＜０．０００１

Ａ２ －１１．２２　 １　 ２．３６ －１６．１６ －６．２９　 ０．０００１

Ｂ２ －１１．６６　 １　 ２．３６ －１６．６０ －６．２９ ＜０．０００１

Ｃ２ －１３．５８　 １　 ２．３６ －１８．５１ －８．６４ ＜０．０００１

Ｄ２ －１７．００　 １　 ２．３６ －２１．９４ －１２．０７ ＜０．０００１

ＢＣ　 ８．８３　 １　 ３．００　 ２．５５　 １５．１２　 ０．００８４

２．２．２　因素间交互作用　从回归方程可以看出，
超声时间和料液比、碱液浓度以及超声温度，料液
比和超声温度，碱液浓度和超声温度之间交互作用
不是特别明显，料液比和碱液浓度之间的交互作用
最为显著。根据回归方程，利用 Ｄｅｓｉｇｎ－ｅｘｐｏｒｔ做
因子间的响应面分析图和等高线图，最为显著的料
液比和碱液浓度间交互作用对茶渣蛋白质提取率

的影响见图７。
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图７　料液比和碱液浓度及其交互作用对茶渣蛋白质提取率影响的响应面图和等高线图
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　　由图７可以看出，料液比和碱液浓度之间交互
作为非常显著，表现在等高线图为椭圆形；当超声
功率为３００Ｗ，超声频率为２６Ｈｚ，超声温度５０℃，
超声提取时间６０ｍｉｎ时，料液质量体积比１ｇ∶２０
ｍＬ～１ｇ∶３０ｍＬ之间，提取率先提高，然后随料液
比继续增大，提取率降低；碱液浓度为０．２～０．４
ｍｏｌ／Ｌ时，对茶渣蛋白质提取率的影响也是如此。
由分析结果可知，超声时间５７～６４ｍｉｎ，料液

质量体积比１ｇ∶２５ｍＬ～１ｇ∶２９ｍＬ之间，碱液
浓度０．３２～０．３９ｍｏｌ／Ｌ之间，提取温度５１～５６℃
之间最适宜茶渣蛋白质的提取。响应面法对超声
辅助提取茶渣蛋白质提取率的优化结果为：料液质
量体积比１ｇ∶２７ｍＬ，碱液浓度０．３５ｍｏｌ／Ｌ，温度

５４℃，提取时间６１ｍｉｎ。

２．２．３　实验验证　为了检验响应面模型的合适性
和有效性，进行一组验证试验，超声功率３００Ｗ，超
声频率２６Ｈｚ条件下，料液比１ｇ∶２７ｍＬ，碱液浓
度０．３５ｍｏｌ／Ｌ，温度５４℃，提取时间６１ｍｉｎ，蛋白
质提取率分别为：８３．６８％，８９．１２％，８６．７０％，蛋
白质提取率试验值（８６．５０％）与模型预测值（９２．９７
％）的差值仅占预测值的６．８１％。

２．３　超声波辅助提取与热水浴碱提法的比较
由表５可以看出，超声辅助提取茶渣蛋白质比

热水浴提取茶渣蛋白质提取率提高了３７．２％，碱
液浓度从０．５ｍｏｌ／Ｌ降低到０．３５ｍｏｌ／Ｌ，料液质量
体积比从１ｇ∶４０ｍＬ减少到１ｇ∶２７ｍＬ，提取时
间缩短５９ｍｉｎ。结果表明，超声辅助提取是一种有
效的茶渣蛋白质提取方式。

表５　超声辅助提取与热水浴提取比较

Ｔａｂ．５　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ－ａｓｓｉｓｔｅｄ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｈｏｔ　ｗａｔｅｒ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

提取方式 提取率／％ 碱液浓度／（ｍｏｌ／Ｌ） 料液比／（ｇ／ｍＬ） 提取时间／ｍｉｎ

超声辅助提取 ８６．５　 ０．３５　 １：２７　 ６１

热水浴提取＊ ４９．３　 ０．５０　 １：４０　 １２０

注：＊实验结果为作者所在实验室茶渣蛋白质热水浴碱法提取优化数据。

３ 结　语

　　１）采用响应面试验设计，优化超声辅助茶渣蛋
白质提取实验，利用 Ｄｅｓｉｇｎ－ｅｘｐｏｒｔ软件对实验数
据进行分析拟合，得出超声辅助提取茶渣蛋白质的

提取率的数学模型，超声辅助提取茶渣蛋白质的最
佳工艺条件为：超声功率３００ Ｗ、超声频率为２６
Ｈｚ、超声温度５４℃、超声时间６１ｍｉｎ、碱液浓度

０．３５ｍｏｌ／Ｌ、料液比１ｇ∶２７ｍＬ；在此条件下，茶渣
蛋白质一次提取率为８６．５０％。

２）通过比较超声辅助提取与热水浴提取茶渣
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蛋白质实验，得出超声辅助提取茶渣蛋白质提取率
明显高于热水浴提取，超声辅助提取是一种高效的

茶渣蛋白质提取方式。
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