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摘 要 以 &’$ 为沉淀剂，乙醇为 &’$ 助溶剂，考察了高压 &’$ 和乙醇对牛乳中蛋白质的协

同沉淀作用。结果表明：牛乳中蛋白质的沉淀存在着临界温度和临界压力，分别为 !$(和
$ ) %* +,-，当体系高于这个临界温度和临界压力时对沉淀过程有利；&’$ 和乙醇对牛乳中蛋

白质的沉淀具有双重作用，在水体系中加入乙醇既有助于增加 &’$ 的溶解度，也可以使沉淀

的临界温度和临界压力降低。
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应用高压或超临界 &’$ 作为沉淀剂，替

代对环境有害的无机酸（如盐酸和硫酸等）、

有机溶剂或有机混合溶剂，从有机相或水相

中分离生物产品和其他高附加值产品，是一

项非常有前途和实用价值的技术，越来越引

起人们的重视［"］。该技术（565，789:;<;=>=<-?
-@>=A7/?B:@> 9;:<=9=>->=/@）在食品工业中的应
用，最近已有很多报道。本实验室利用超临

界 &’$ 作为沉淀剂，得到了柠檬酸的微细颗

粒［$］。实验中详细考察了纤维素酶在 &’$

加压下的酶活变化特性［!］。C=@>:;7等［3］以
气体 &’$ 作为抗溶剂，从 D+5’的蛋白质混
合溶液中分级分离碱性磷酸酶、胰岛素、溶菌

酶、核糖核酸酶、胰蛋白酶等。E/F?-@G 等［H］

将 &’$ 看作挥发性电解质，并将它用作沉淀

剂，分离来自大豆的蛋白质混合物。I/J-A
78?-等［*，%］曾分别用高压 &’$ 连续和间歇流

程，将酪蛋白从牛乳中沉淀出来。该过程没

有产生任何含酸或碱的废水，可以被认为是

绿色分离技术。

牛乳是营养丰富、成分配比合理、生理功

能较全面的理想食品，蛋白质是牛乳的主要

成分，牛乳中蛋白质含量约为 !$ K L M，其中酪
蛋白大约占 2#N。酪蛋白是几种蛋白质通

过胶质磷酸钙（&&,，</??/=G-? <-?<=8J 9O/7A
9O->:）和疏水键结合在一起的蛋白质复合
体，加入酸（如盐酸）将会使 &&,从酪蛋白中
溶解出来，从而导致酪蛋白稳定结构的破坏

而沉淀析出，其沉淀的原因与蛋白质的疏水

性相互作用有关，并且具有温度依赖性。用

&’$替代盐酸作沉淀剂具有吸引力，但由于

&’$ 不易溶于水，如果将 &’$ 直接加入到一

般的蛋白质水溶液中，即使达到较高的压力，

沉淀仍比较困难。而如果加入适量的有机溶

剂，如乙醇、丙酮等，可以在较低的压力下使

蛋白质沉淀。因此，&’$ 助溶剂的加入和作

用十分重要。

本实验中以牛乳中蛋白质为研究对象，

考察其在不同 &’$ 压力和乙醇下相对蛋白

质含量变化，探讨高压 &’$ 和乙醇对蛋白质

的协同沉淀作用。

" 实验材料与设备

$ % $ 实验材料
牛乳采用杭州美丽健乳品有限公司的美

丽健纯牛乳。乙醇为杭州长征化工厂的分析

纯无水乙醇。牛血清白蛋白（P56）购自华美
生物工程公司。&’$ 由浙江大学气体供应站

"
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提供，纯度为 !"#，其他试剂均采用分析纯
级。

! " # 实验设备
抗溶剂沉淀釜，本实验室自制；离心沉淀

机，上海医用分析仪器厂；$%% 光栅分光光度
计，上海第三分析仪器厂。

% 实验方法

# " ! 工艺流程
实验流程如图 &所示。实验采用间歇操

作，首先通入 ’(% 将沉淀釜吹干并赶出其中

的残余空气。然后将一定量已知乙醇浓度的

乙醇 )牛乳溶液由蠕动泵加入温度恒定的沉
淀釜，加入量一般为 *+ ,。在设定温度的空
气浴中平衡一段时间后，慢慢通入 ’(% 到沉

淀釜中，至一定压力后保压，保压过程中观察

釜内溶液的变化。在加压和保压过程中温度

保持恒定。保压 - . + /后，从出料口出料，经
离心沉淀机在 % +-- 0 1 234下离心 &- 234后，
适当稀释，测定上清液的蛋白质含量。

&，’(%钢瓶；%，柱塞泵；*，可视沉淀釜；5，球阀；
+，高位槽；6，蠕动泵；$，低温恒温槽；

"，气体预热釜；!，精密压力表；&-，温控仪

图 & 实验流程示意图

# " # 检测方法
蛋白质含量的测定采用考马斯亮蓝

法［"］，吸光度测定采用分光光度计。

* 结果与讨论

$ " ! 实验条件选择
根据 7829:;<9等［6］用 ’(% 从牛乳中沉

淀酪蛋白的实验结果可知，牛乳中酪蛋白的

起始沉淀温度为 *%=，起始沉淀压力为 % . $6
>?9，停留时间（ @ + 234）对沉淀无显著影
响。牛乳中酪蛋白沉淀较佳操作条件为：

’(% 压力 % . $+ A + . +% >?9，温度 *" A 5!=。
本实验将采用 ’(%B乙醇B牛乳体系，无搅拌
的间歇操作模式，主要考察加入乙醇后对蛋

白质沉淀的影响，因此，采用以下操作条件：

乙醇的体积分数分别为：-#、&-#、%-#、
*-#、5-#；温度：*-、*+、5-=；’(% 压力：- A
$ . *+ >?9；间歇操作：*- 234。
$ " # 温度对蛋白质沉淀的影响

图 % 高压 ’(% 下牛乳中蛋白质

相对含量变化曲线

在图 % A图 6中分别出示了 *-、*+、5-=
时、乙醇体积分数为 -# A 5-#、各操作压力
下的蛋白质含量变化曲线。蛋白质含量用相

对含量表示，以进料液中蛋白质含量为基准。

由图 % A图 6可以看出，各操作温度、乙醇体
积分数下，蛋白质含量随着温度的升高而降

低。由图 %可见，*-=不含乙醇时，蛋白质含
量随 ’(% 压力升高下降趋势最不明显，% . !5
>?9时相对蛋白质含量仍有 - . "%，在整个操
作压力范围内，相对蛋白质含量仍大于

- . $5，这与牛乳中的酪蛋白含量约占蛋白质
含量的 "-#［!］以及 7829:;<9等［6］用 ’(% 从

牛乳中沉淀酪蛋白的实验结果相似，酪蛋白

基本没有沉淀，可以确认 7829:;<9等提出的
*%=是牛乳中蛋白质沉淀的临界温度；而当
加入乙醇后，*-=、% . !5 >?9时，&-# A 5-#

%
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乙醇 !牛乳溶液的相对蛋白质含量分别降为
" # $%、" # &’、" # ($、" # )*，即随着乙醇的加入，
牛乳中蛋白质沉淀的临界温度降低。尤其在

温度为 +(、)",，压力 - . # *) /01时，相对蛋
白质含量均 2 " # .*，在较高温度下乙醇显示
了比较明显的助沉淀作用。

图 + 高压 34. 下 ’"5乙醇6牛乳溶液中

蛋白质相对含量变化曲线

图 ) 高压 34. 下 ."5乙醇6牛乳溶液中

蛋白质相对含量变化曲线

图 ( 高压 34. 下 +"5乙醇6牛乳溶液中

蛋白质相对含量变化曲线

图 $ 高压 34. 下 )"5乙醇6牛乳溶液中

蛋白质相对含量变化曲线

图 & +(,、’ # *$ /01和 ) # * /01下相对
蛋白含量随乙醇体积分数的变化曲线

由此可见，牛乳中蛋白质含量随着温度

的升高而降低，而且牛乳中蛋白质的沉淀存

在着临界温度，高于其临界温度（+.,）对沉
淀过程有利。因此，温度在较低的 +",时，
随着压力和乙醇添加量的升高，蛋白质含量

下降不显著；温度较高的 +(、)",时，蛋白质
含量下降则十分明显。

! " ! #$% 压力对蛋白质沉淀的影响

由图 . 7 图 $ 可知，除不含乙醇的牛乳
液在 +",时沉淀不明显外，乙醇体积分数为
"5 7 )"5的牛乳溶液随压力的升高蛋白质
含量均明显下降，其下降程度随乙醇体积分

数和温度的不同而不同。温度和乙醇体积分

数越高，蛋白质含量随压力升高的下降速率

越快。可以认为在不同的乙醇体积分数和温

度下具有不同的临界沉淀压力，当达到临界

沉淀压力时，相对蛋白含量迅速下降。特别

是当 )",、乙醇体积分数为 )"5时，压力升
+
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至 ! " #$ %&’，相对蛋白质含量就降至 ! " ()*；
) " # %&’时相对蛋白质含量降至 ! " !!+，蛋白
质几乎完全沉淀。假如把相对蛋白含量为

! " $时的 ,-. 压力作为临界沉淀压力点，则

各操作温度、压力下的临界沉淀压力点或临

界沉淀压力所在的区间如表 (所示。
表 ! 不同的乙醇体积分数和温度下牛乳溶液的临界沉淀压力

温 度 /!0
乙醇体积分数 1 2 ! (! .! /! )!
,-.压力 1 %&’ / " #. ( " #+ 3 . " #) ( " #+ ! " #$ ! 3 ! " #$
温 度 /40

乙醇体积分数 1 2 ! (! .! /! )!
,-.压力 1 %&’ ( " #+ 3 . " #) ! " #$ 3 ( " #+ ! " #$ 3 ( " #+ ! " #$ ! 3 ! " #$
温 度 )!0

乙醇体积分数 1 2 ! (! .! /! )!
,-.压力 1 %&’ ! " #$ 3 ( " #+ ! " #$ 3 ( " #+ ! 3 ! " #$ ! 3 ! " #$ ! 3 ! " #$

因此，可以认为牛乳中蛋白质的临界沉

淀压力点随着温度和乙醇体积分数的升高而

下降，压力在临界沉淀压力以上，沉淀蛋白质

效果十分显著。

" # $ 乙醇体积分数对蛋白质沉淀的影响
从图 . 3图 +中还可看出在不同乙醇体

积分数下，相对蛋白质含量随温度、,-. 压力

的变化情况。实验结果表明，在相同温度、

,-. 压力下，相对蛋白质含量随着乙醇体积

分数的升高而降低。图 * 为 /40、压力分别
为 ( " #+ %&’和 ) " # %&’相对蛋白含量随乙
醇体积分数的变化曲线。由图 * 可以看出，
在较低的操作压力 ( " #+ %&’下，相对蛋白质
含量随乙醇体积分数的升高下降十分明显，

由不含乙醇时的 ! " $/ 降至乙醇体积分数为
/!2时的 ! " .!；在较高的 ) " # %&’下，相对
蛋白含量均降至 ! " .*以下，乙醇体积分数为
)!2时仅为 ! " !/。显示了乙醇体积分数和
,-. 压力对牛乳中蛋白质的双重沉淀作用。

) 结 语

通过对乙醇不同加入量、不同温度、不同

,-. 压力下，牛乳中相对蛋白含量变化规律

的研究，可以得出如下结论：（(）牛乳中蛋白
质的沉淀存在一个临界温度，高于其临界温

度（/.0）对沉淀过程有利，牛乳中蛋白质的

沉淀存在温度依赖性。（.）牛乳中蛋白质的
沉淀存在临界压力，其临界沉淀压力点随着

温度和乙醇添加量的升高而下降，压力在临

界沉淀压力以上，沉淀蛋白质效果十分显著。

（/）乙醇和 ,-. 对牛乳中蛋白质具有双重沉

淀作用，在水体系加入乙醇有助于增加 ,-.

的溶解度，增强超（近）临界 ,-. 的沉淀作

用，使临界沉淀温度和临界沉淀压力下降。
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新书介绍

《E:=食品法规》
《T3U食品法规》（美国联邦法规第 FD 卷第 GE V GW、DEE V DXX 部分）中文译本，已于 FEEC 年 O 月出版。

T3U食品法规是美国食品药物管理局的法律性文件，为国际著名的国家级管理法规。它对食品及食品配料、
加工工艺、杀菌设备、成品质量、检验方法及进出口贸易各环节都有详细规定，世界上许多国家在实施食品及

食品配料国际贸易和国内管理都先后借鉴美国 T3U法规。这部法规的内容按年度修订发行，以保持内容的
新颖性和权威性。为适应我国加入世贸组织，向国内食品及食品配料生产、贸易及管理的企业和政府部门提

供参考资料，以促进我国食品早日与国际接轨，对于维持和提高我国食品卫生水平具有重要意义。

该书适用于食品和食品配料生产、科研、贸易、检验、出入境管理，以及教育、卫生、商业等方面技术人员和

管理人员查阅及参考使用。

全书约 DYE万字，DO开本。定价：FFE元，另加包装挂号邮寄费 FF元，合计 FWF元 Z本。
《果蔬保鲜手册》（精装）

为了适应果产品的异地销售，延长果蔬的供应期，国家农产品保鲜工程技术研究中心的技术人员，根据多

年来从事果蔬贮运保鲜技术研究、开发的体验，从果蔬贮运保鲜的基本原理到实用技术，从果蔬的商品化处理

技术到相关的设备、设施都做了详尽介绍，而且具有很高的可操作性，便于读者参考运用。

该书为 DO开本。定价：GF元，另加 D[\的邮挂费。
《焙烤工业实用手册》（精装）

该书为目前内容新、范围广的实用性大型焙烤工业手册。主要介绍：焙烤食品的原辅材料、添加剂、焙烤

食品的基本工艺以及焙烤机械与设备、原辅材料和产品质量标准与检验、工厂设计及相关技术标准，并介绍了

饼干、面包、方便面、月饼、蛋糕、糕点、挤压膨化食品等的加工方法及设备选型。

该书为 DO开本。定价：DWY元，另加 D[\邮挂费。
《禽蛋制品生产技术》

该书介绍了禽蛋的贮藏保鲜，皮蛋、咸蛋、糟蛋、干蛋品、湿蛋品、蛋粉、冰蛋品等产品的加工，还介绍了蛋

黄酱、蛋类罐头、蛋品饮料、鸡蛋酸奶、液态蛋、风味熟制蛋、蛋类果冻、醉蛋的加工工艺。为了提高蛋品工业的

经济效益，还介绍了禽蛋中溶菌酶、卵磷脂、胆固醇、免疫球蛋白、蛋白多肽、蛋黄油、鸡类粘蛋白等高效物质的

提取技术。适于蛋品生产者、禽蛋养殖人员、大中专院校食品专业师生使用。

该书大 CF开，定价：CE元，另加 D[\邮挂费。
订购以上各套图书可汇款至

地址：（DEEEFG）北京朝阳区霄云路 CF号《食品与发酵工业》编辑部
电话：（EDE）OWOW[[[X 传真：（EDE）OWOWGDDD
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