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摘!要!通过试剂筛选!以无水乙醇为浸提剂!研究了不同条件对苜蓿浓缩叶蛋白脱色"脱腥的影

响!通过正交试验得出了脱色的最佳工艺条件#液固体积质量比%345.6!浸提温度1"7$浸提

时间#8$浸提级数/级%此工艺参数的确定为苜蓿叶蛋白的脱色"脱腥提供了新方法!提高了苜

蓿浓缩叶蛋白在食品中应用的可行性%
关键词!苜蓿#叶蛋白浓缩物#脱色#脱腥#工艺参数
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!!浓缩叶蛋白#4\F$是绿色植物嫩茎叶经粉碎压

榨后提取的蛋白质浓缩物%它是一种营养价值较好

的食用蛋白新资源(.]!)*苜蓿叶蛋白中含有高质量

蛋白质%其主要氨基酸含量高于H:S推荐值%营养

价值高于 大 豆 饼+花 生 饼(/)*国 外 实 验 表 明%苜 蓿

叶蛋 白 的 生 物 价 高 达1$̂ %可 与 牛 乳 和 肉 类 相 媲

美(#)*将叶蛋白添加到婴儿食品中%实验结果证实

含叶蛋白 的 食 物 与 全 牛 乳 的 营 养 品 质 相 当(")*叶

蛋白作为一 类 低 纤 维+低 脂 肪 的 蛋 白 原%富 含 胡 萝

卜素和叶黄 素%无 动 物 蛋 白 所 含 的 胆 固 醇%更 适 合
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作为儿童!孕妇!贫血病人!高血脂病人及老年人的

保健品"%]&#$苜 蓿 叶 蛋 白 中 还 含 有 ’:%’J%’_
等维生素和铁!镁!钙!锌!铜等矿物质元素%具有多

种生理功能"1#$若将4\F作为食品 的 营 养 强 化 成

分%可以提高食品中蛋白质含量%提高其营养价值$
目前国内对 苜 蓿 浓 缩 叶 蛋 白 的 研 究 大 多 局 限 于 提

取方法的研究"10./#%有关脱色!脱腥及苜蓿浓缩叶蛋

白应用的研究还较少".#].%#$由于苜蓿浓缩叶蛋白

带有很深的绿色和青草味%从视觉和味觉上使人难

于接受%如果脱去叶蛋白的色素及草腥味可以开发

苜蓿 叶 蛋 白 食 品%同 时 还 可 以 得 到 天 然 色 素%对 苜

蓿的综合利用有较大价值$

A!材料与方法

ABA!试验材料与试剂

ABABA!试验材料!紫花苜蓿%处于营养生长阶段%
取距顶部约.$N3长的新鲜的嫩茎叶%采集地为河

北科技师范学院动物科技系牧场$

ABABC!试剂!盐酸%无水乙醇%浓硫酸%硼酸%磷苯

二甲酸氢钾%硫酸铜%硫酸钾%甲基红0溴甲酚氯指示

剂%丙酮%过氧化氢&均为分析纯试制$

ABC!仪器与设备

打浆机%恒 温 水 浴 锅%\<90/J型T< 计%电 子

天平%4B,0%#0$.型离心机%&!.型分光光度计%自动

凯氏定氮仪%粉碎机%蒸汽回流装置$

ABD!方法

ABDBA!苜蓿叶蛋白的制备!紫花苜蓿"打浆"榨

汁"絮凝"离 心"沉 淀 物"干 燥"粉 碎"取 样"
浸提"离心"叶蛋白

!!!#
!!浸提液"叶绿素

ABDBC!操作要 点!采 摘 紫 花 苜 蓿 嫩 茎 叶%用 打 浆

机打 浆 %打 浆 原 料 与 水 比 为!65.34%时 间2
3C@%浆液用#层纱布过滤$调浆液T< 值 为#%在

1$7条 件 下 加 热"3C@进 行 絮 凝$在 絮 凝 的 基 础

上%进一步将其离心.$3C@%/$$$K’3C@%去除上清

液%将沉淀物在常温条件下自然干燥即得浓缩叶蛋

白(4\F)$将浓缩叶蛋白以.!$目筛粉碎%按照实

验所 需 取 样%装 与 烧 瓶 中%采 用 回 流 装 置 分 别 在 不

同条件下浸提$

ABE!试验方法

先通过初步试验确定浸提试剂%再通过单因素

试验%分析影响浓缩叶蛋白脱色!脱腥的各因素&液

固体积质量比!加热温度!加热时间%单因素试验各

重复/次%取平均值%分别根据色素吸光度!蛋白质

的含量分析结果%再在单因素的基础上设计正交试

验%得到最佳工艺参数$

ABEBA!浸提试剂的确定!分别用体积分数1$̂ 丙

酮!无水乙醇!体积分数.$̂ 过氧化氢溶液将4\F
粉按照液固质量比为/345.6在温度为/$!/"
7条件下浸提/8%离 心%弃 去 浸 提 液%对 沉 淀 物 进

行感官鉴评$

ABEBC!液固质量比的确定!将无水乙醇与4\F粉

按照液固体积质量比(3456)为!5.!#5.!%5.!

15.!.$5.在常温下浸提.8%离心%测浸提液的叶

绿素得率!沉 淀 物 的 蛋 白 质 质 量 分 数%再 根 据 叶 绿

素得率!蛋白质质量分数确定较好的液固体积质量

比$

ABEBD!浸 提 温 度 的 确 定!在 确 定 的 液 固 比 条 件

下%将4\F在温度分别为"$!%$!&$!1$!2$7的条

件下%浸提.8%离心%测浸提液的叶绿素得率!沉淀

物的蛋白质 质 量 分 数%根 据 叶 绿 素 得 率!蛋 白 质 质

量分数确定较好的浸提温度$

ABEBE!浸提时间的确定!按照确定的较好的液固

比和浸 提 温 度%将4\F分 别 浸 提.!/!"!&!28%离

心%测浸提液 的 叶 绿 素 得 率!沉 淀 物 的 蛋 白 质 质 量

分数%根据叶 绿 素 得 率!蛋 白 质 含 量 确 定 较 好 的 浸

提时间$

ABEBF!正交试 验 的 设 计!在 单 因 素 的 基 础 上%为

了得 到4\F粉 脱 色 的 最 佳 工 艺 参 数%设 计 正 交 试

验$试验因素为&液固体积质量比!加热温度!加热

时间和浸提级 数%选 用42(/#)正 交 表%正 交 试 验 设

计见表.$
表A!影响9:8粉脱色效果的因素水平

G&=BA!G1.’.H.’"(.I7.$-5.%0&’(&,0"$>"%9:8*.,"’"$&0-"%

水平

因 素

液固体积质量
比’(3456)

浸提温度’
7

浸提时间’
8

浸提
级数

. "5. &" ! .
! %5. 1$ / /
/ &5. 1" # "

ABEBJ!吸光度测定!浸提液用&!.型分光光度计

在%"!@3波长条件下测其吸光度$

ABEBK!蛋白质质量分数测定!凯氏定氮法""#$

ABEBL!颜色!气味评定!感官评定法$

C!结果与分析

CBA!不同试剂对脱色!脱腥效果的影响

不同试剂对浓缩苜蓿叶蛋白脱色!脱腥效果的

影响%结果见表!$
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表C!不同浸提剂对脱色!脱腥效果的感官评定

G&=BC!G1.>.%>"$3.H&’#&0-"%"(*.,"’"$&0-"%&%*"*"$.’-5-M

%&0-"%"%9:8

试 剂 颜 色 气 味

丙酮!体积分数1$̂ " 绿色 草腥味浓

乙醇 浅黄绿色 草腥味较浓

过氧化氢!体积分数.$̂ " 黄绿色 草腥味较淡

!!由 表!可 知#试 剂 无 水 乙 醇 的 脱 色$脱 腥 效 果

较好%

CBC!液固体积质量比对脱色!脱腥效果的影响

测定浸提 液 的 吸 光 度 并 计 算 叶 绿 素 得 率 结 果

见图.#蛋白质质量分数结果见图!#沉淀物感官评

定结果见表/%

图A!液固体积质量比对脱色效果的影响

)-2NA!;((.,0"(’-O#-*">"’-*$&0-""%*.,"’"$&0-"%

图C!液固体积质量比对蛋白质质量分数的影响

)-2NC!;((.,0"(’-O#-*">"’-*$&0-""%7$"0.-%,"%0.%0>

表D!液固质量比对脱色!脱腥效果的感官评定

G&=BD!G1.>.%>"$3.H&’#&0-"%"(*-((.$.%0’-O#-*M>"’-*$&0-"

"%9:8

液固体积质量比&
!3456"

颜色 气味

!5. 墨绿色 草腥味浓

#5. 草绿色 草腥味较浓

%5. 浅黄绿色 草腥味较淡

15. 浅黄绿色 草腥味较淡

.$5. 浅灰色 草腥味淡

!!由图.$图!可知#叶绿素得率和蛋白质质量分

数均 随 液 固 比 的 升 高 而 升 高#呈 上 升 趋 势#但 当 液

固体积质量比为%345.6趋势趋于平缓%由表!
可知#浓缩苜蓿叶蛋白随液固体积质量比升高颜色

气味变淡#脱色$脱味效果明显#叶蛋白有明显的白

色颗粒%综合考虑#选用液固体积质量比为%345
.6为较好的浸提液固体积质量比%

CBD!浸提温度对脱色!脱腥效果的影响

不同温度条件下浸提后#测定浸提液的吸光度

并计算叶绿素得率#蛋白质质量分数结果见图/与

图##沉淀物感官评定结果见表#%

图D!浸提温度对脱色效果的影响

)-2ND!;((.,0"(>"&P-%20.57.$&0#$."%*.,"’"$&0-"%

图E!浸提温度对蛋白质质量分数的影响

)-2NE!;((.,0"(>"&P-%20.57.$&0#$."%7$"0.-%,"%0.%0>

!!图/及图#表明#叶绿素得率和蛋白质质量分

数均随温度的升高呈上升趋势#但当温度升高到1$
7以后趋势不明显%

表E!浸提温度对叶蛋白脱色!脱腥效果的感官评定

G&=BE!G1..((.,0"(*-((.$.%0.I0$&,0-%20.57.$&0#$."%9:8

浸提温度&7 颜 色 气 味

"$ 墨绿色 草腥味浓

%$ 草绿色 草腥味较浓

&$ 黄绿色 草腥味淡

1$ 浅黄绿色 草腥味较淡

2$ 浅黄绿色 草腥味较淡

!!由表#可 知#随 温 度 的 升 高 浸 提 液 颜 色 变 深#
浓缩苜蓿叶蛋白色泽变浅#气味残留变低%综合考

虑#选用温度1$7为较好的浸提温度%

CBE!浸提时间对脱色!脱腥效果的影响

测定浸提 液 的 吸 光 度 并 计 算 叶 绿 素 得 率 结 果

见图"#蛋白质质量分数结果见图%#沉淀物感官评

定结果见表"%
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图F!浸提时间对脱色效果的影响

)-2NF!;((.,0"(>"&P-%20-5."%*.,"’"$&0-"%

图J!浸提时间对蛋白质质量分数的影响

)-2NJ!;((.,0"(>"&P-%20-5."%7$"0.-%,"%0.%0>

表F!浸提时间对脱色!脱腥效果的感官评定

G&=BF!G1..((.,0"(*-((.$.%0.I0$&,0-%20-5."%9:8

浸提时间!8 颜 色 气 味

. 墨绿色 草腥味浓

/ 浅灰色 草腥味淡

" 浅灰色 草腥味淡

& 浅灰色 草腥味较淡

2 浅灰色 草腥味较淡

!!图""图%表明#随浸提时间延长#叶绿素得率

和蛋白质含量 均 呈 上 升 趋 势#但 浸 提/8以 后#趋

势平缓$由表"可以看出#随浸提时间延长#脱色"
脱腥浸提效果 也 呈 上 升 趋 势#但 浸 提/8以 后#颜

色"气味变化不大$考虑到浸提/8后其脱色"脱腥

效果 不 太 显 著#且 延 长 时 间 会 增 大 成 本#所 以 浸 提

时间选用/8$

CBF!最佳工艺参数的确定

在单因素基础上选用液固质量体积比"浸提温

度"浸提时间"浸提级数作为正交试验因素#试验结

果见表%$

!!由表%可见#浓缩苜蓿叶蛋白用无水乙醇浸提

脱色的最佳的因素水平是!!"/#/$!#即液固体 积

质量比%5.#浸提温度1"7#浸提时间#8#浸提级

数/级$依据%值大小得出影响浓缩苜蓿叶蛋 白

用无水乙醇浸提脱色的各因 素 的 主 次 顺 序 为%$$
"$!$##即浸提级数$浸提温度$液固体积质量

比$浸提时间$

表J!9Q"DE#正交试验结果和分析

G&=BJ!G1.$.>#’0>&%*&%&’3>->"(9Q"DE#"$01"2"%&’0.>0

试验
号

因 素

液固体积
质量比

!&3456’

浸提
温度

"!7

浸提
时间

#!8

浸提
级数

$

叶绿素
得率!
&36!6’

. . . . . .*!1

! . ! ! ! !*2!

/ . / / / /*""

# ! . ! / !*2/

" ! ! / . !*/"

% ! / . ! /*2%

& / . / ! /*/.

1 / ! . / /*!$

2 / / ! . !*"#

&. &*&" &*"! 1*#% %*.1 ’‘!%*$"

&! 2(!# 1(#2 1(/1 .$(.1 )‘!(12

&/ 2($& .$($" 2(!. 2(%2

*. !("1 !(". !(1! !($%

*! /($1 !(1/ !(&2 /(/2

*/ /($!1 /(/" /($& /(!/

%+ $*"$ $*1# $*!1 .*//

D!讨!论

用体积分数1$̂ 的 丙 酮"无 水 乙 醇".$̂ 过 氧

化氢溶液对浓缩苜蓿叶蛋白脱色"脱腥#试验表明#
以无水乙 醇 浸 提 的 效 果 为 好$浓 缩 苜 蓿 叶 蛋 白 用

无水乙醇浸 提 脱 色"脱 腥 的 最 佳 工 艺 条 件 为%液 固

体积质量比%5.(浸提温度1"7(浸提时间#8(
浸提级数/级 $影响脱色效果的各因素主次顺序

为%浸提级数$浸提温度$液固比$浸提时间$利

用上述最佳工艺参数得到脱色"脱腥叶蛋白的颜色

为 浅 灰 白 色#草 腥 味 非 常 淡#蛋 白 质 量 分 数 为

"&a$.̂ $
经无水乙 醇 脱 色 后 的 叶 蛋 白 可 作 为 食 用 蛋 白

质或食品营 养 强 化 剂#其 在 食 品"医 药 等 方 面 的 应

用将作为今后的研究重点$
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