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微波辅助提取猪皮胶原蛋白工艺优化

李兴武，李洪军 *
(西南大学食品科学学院，重庆      400716)

摘   要：为了保持胶原蛋白的生物活性、提高得率，采用微波技术提取猪皮胶原蛋白。通过单因素试验研究微波

处理温度、微波处理时间、固液比、提取时间 4 个因素对胶原蛋白提取率的影响，确定微波辅助提取胶原蛋白的

最佳工艺条件。结果表明：微波时间 2min、微波温度 25℃、固液比 1:30(g/mL)、提取时间 35h 条件下，猪皮胶

原蛋白的提取率为 76.72%。
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Abstract：In order to maintain the bioactivity and improve the extraction rate of collagen, microwave technique was used to
extract collagen from pigskin. Using one-factor-at-a-time combined with orthogonal array design method, the extraction rate of
collagen was investigated with respect to temperature, microwave treatment time, material/liquid ratio and extraction time. The
optimal extraction conditions were obtained as follows: microwave treatment time 2 min, temperature 25 ℃, material/liquid ratio
1:30 (g/mL), and extraction time 35 h. Under these conditions, the extraction rate of collagen from pigskin was up to 76.72%.
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胶原蛋白是一种细胞外基质，属于结构蛋白质，

约占哺乳动物蛋白质总质量的 3 0 %，是构成皮肤、韧

带、软骨、肌腱等结缔组织或器官的主要成分。胶原

具有独特的理化性质、优良的生物相容性、可降解性、

低免疫原性以及止血功能等性能[1-2]。

目前，提取胶原蛋白的传统方法主要有酸碱法提

取、中性盐提取、酶法提取等 [ 3 ]。传统的提取方法虽

然有些已经很成熟，但是提取率低，且提取时间较长，易

造成胶原蛋白的水解、结构的破坏和生物活性的降低[4]。据

报道，微波提取技术在蛋白质提取中已有诸多应用，利

用微波处理缩短提取时间，提高蛋白质得率的优越性已

在许多研究结果中得到支持[5-6]，但关于微波处理在猪皮

胶原蛋白提取中的应用研究却罕见报道。

本实验选取新鲜猪皮为原料，采用微波处理方法提

取胶原蛋白，分别考察微波处理温度、微波处理时间、

固液比和提取时间 4 个因素对胶原蛋白提取率的影响，

并采用正交试验对最佳工艺条件进行优化。拟在缩短提

取时间、降低能耗、保存胶原蛋白活性的同时，提高

胶原蛋白的提取率，为该资源的开发提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

猪皮为荣昌成猪背皮；透析袋(14000kD)；试剂(均
为分析纯)   国药集团。

1.2 仪器与设备

4K-15 型冷冻离心机   德国 Sigma 公司；MAS- Ⅱ
微波快速制样系统   上海新仪公司；UV-2450 紫外分光

光度计   日本岛津公司；Spectrun100 红外光谱仪   美国

Perkin Elmer公司；BA400显微影像系统   中国Motic公司。

1.3 方法

1.3.1 提取工艺

工艺流程：猪皮→剔脂→洗涤→切碎→脱脂→除杂蛋白→微

波处理→加酶→灭酶→盐析→透析→冷冻干燥→猪皮胶原蛋白。
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操作要点：取新鲜的猪皮用自来水洗去表面的污

迹，剔去皮下脂肪，切成 1 0mm × 1 0mm 的小块，放

入三氯甲烷 - 无水乙醇(2:1，V/V)溶液脱去脂肪，再将

其放入 1mol/L 的 NaCl 溶液中除去盐溶性杂蛋白，经过

微波处理后放入 pH 在 6.0～7.0 之间的 Tis-HCl 缓冲液中

加入木瓜蛋白酶提取，提取液再经过 3 次反复的盐析，

离心，透析，最后冷冻干燥得到猪皮胶原蛋白。

试验设计：分别考察微波处理温度、微波处理时

间、固液比和提取时间 4 个因素对胶原蛋白提取率的影

响，并采用正交试验对最佳工艺条件进行优化。

1.3.2 猪皮胶原蛋白含量的测定

羟脯氨酸大部分存在于胶原蛋白中，其在胶原蛋白

中的含量为胶原蛋白氨基酸总质量的 10%。因而可通过

测定猪皮中羟脯氨酸的含量来确定胶原蛋白的质量。羟脯

氨酸的质量乘以换算系数 10可以得到胶原蛋白的质量[7]。羟

脯氨酸质量测定参考肉与肉制品中羟脯氨酸含量测定[8]。

1.3.3 微波处理后猪皮胶原纤维石蜡切片的显微镜观察

分别取未经过微波处理和微波处理(微波温度 10℃，

3min)后的皮块(1cm × 1cm)，用 10%(m/m)甲醛溶液固定，

经过常规脱水、浸蜡、包埋、切片( 1 0μm)，参照 V a n
Gieson 染色法[9]染色，然后放在光学显微镜下观察猪皮

胶原纤维的分散情况。

1.3.4 提取率的计算

　　                  G
提取率 /% ＝——× 100
　　                 G0

式中：G 为冷冻干燥后胶原蛋白质量 / g；G 0 为猪

皮胶原蛋白质量 / g。

1.3.5 胶原蛋白的紫外分光吸收测定

胶原肽链结构中含有 C ＝ O、COOH 和 CONH2 都

是生色基团，可以产生吸收[10]。参考项智锋等[11]的方法略

有改进，取一定量的胶原蛋白，配制成质量浓度 1mg/mL
的胶原蛋白溶液(溶剂为 0.5mol/L 的醋酸)，分别加入到

1c m 的石英比色皿中进行紫外分光光度测定，另取

0.5mol/L 的醋酸溶液作对照试验。试验采用紫外分光光

度计在 200～400nm 处进行检测。

1.3.6 胶原蛋白的傅里叶变换红外图谱

FTIR 可以表征胶原蛋白的三股螺旋结构[12]。参考

周文常等[13 ]的方法，在 25℃条件下，将少量胶原蛋白

样品放入研钵中，然后加入适量 K B r 一起研磨，再利

用压片机压成薄片。利用红外光谱对胶原蛋白 KBr 压片

进行扫描，扫描范围为 450～4000cm-1。

2 结果与分析

2.1 猪皮石蜡切片的显微形态观察

猪皮石蜡切片经过染色后，胶原纤维呈品红色。

然后利用光学显微镜观察微波处理前后猪皮胶原纤维的

分散情况。图 1、2 表明：猪皮微波处理后胶原纤维走

向更加清晰，部分胶原纤维缩短变粗，且胶原纤维被

分散开，表明微波对胶原纤维有较强的分散作用。胶

原纤维越分散就越有利于和酶的结合，提高胶原的溶出

率，从而提高产量。

2.2 微波提取的单因素试验

称取一定量的猪皮，分别研究微波温度、微波时

间、固液比和提取时间对猪皮胶原蛋白提取率的影响。

2.2.1 微波温度对胶原提取率的影响

图 1 未经微波处理的猪皮胶原纤维的微形态特征(× 100)
Fig.1   Micromorphological characteristics of pigskin collagen fibers

before microwave treatment (× 100)

图 2 微波处理的猪皮胶原纤维的微形态特征

(10℃、3min，× 100)
Fig.2   Micromorphological characteristics of pigskin collagen fibers

after microwave treatment at 10 ℃ for 3 min (× 100)

图 3 微波处理温度对胶原蛋白提取率的影响

Fig.3   Effect of temperature on extraction rate of collagen
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选取新鲜的猪皮，分别在 0、1 0、2 0、3 0、4 0℃
条件下微波辐照 3min，固液比 1:30，提取 24h，测得

胶原蛋白提取率。

由图 3 可知，当温度较低时提取率随微波温度的升

高而增加；当微波温度在 2 5℃时提取率最高；此后提

取率将随温度的升高而开始下降。出现这种现象的原因

可能是温度过高导致胶原纤维变性，有的甚至断裂，从
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而产生了更多小的肽链，使得提取率降低。

2.2.2 微波时间对胶原蛋白提取率的影响

选取猪皮分别在 10℃、固液比 1:30 条件下，微波

辐照 1～5 mi n，提取 2 4 h，测得胶原蛋白的提取率。

由图 4 可知，胶原蛋白的提取率随微波处理时间的

延长而逐渐升高，在 1～4min 之间提取率增加，4min 以

后提取率有所下降。微波处理的时间越长，固液中的

组织细胞破碎的程度越大，胶原纤维成分溶出得越多。

当微波处理时间超过 4min 时，由于微波能量的积累导致

温度过高，加快胶原纤维成分的溶出，同时也使部分

胶原蛋白变性而降解，再综合考虑微波处理时间延长会

增大能耗。因此，微波时间选取 3 m i n 较合适。

2.2.3 固液比对提取率的影响

选取猪皮分别在固液比 1:10、1:20、1:30、1:40、
1:50(g/mL)条件下，微波温度 10℃，辐照 3min，提取

2 4 h，测得胶原蛋白的提取率。

3 m i n，提取 1 2、2 4、3 6、4 8、6 0 h，测得胶原蛋白

的提取率。

由图 6 可知，随着提取时间的延长，胶原蛋白提取

率均有不同程度的增加，说明时间的延长，有利于更多

胶原蛋白的溶出，12～48h 增加得较快，为胶原蛋白高

提取率阶段，4 8～6 0 h 增加速度变慢。因此，综合经

济效益和生产管理考虑，选择提取时间为 36h 最适宜。

2.2.5 微波提取胶原蛋白工艺正交试验优化

根据微波辅助提取的单因素试验结果，以提取率为

目标参数，分别对微波处理温度、微波处理时间、固液

比和提取时间四因素进行 L9(34)正交试验。因素水平设计

见表 1，结果见表 2。同时选取未经微波处理的猪皮，

在其他因素和微波处理组相同的条件下做对照试验。

水平
                     因素

A 微波时间 /min B 微波温度 /℃ C 固液比(g/mL) D 提取时间 /h
1 2.0 20 1:20 30
2 2.5 25 1:25 35
3 3.0 30 1:30 40

表 1 微波提取的原蛋白正交试验因素水平表

Table 1   Coded values and corresponding real values of the
optimization parameters used in orthogonal array design

由表 2 可知，4 因素对胶原蛋白提取率影响的主次

顺序为 C ＞ D ＞ A ＞ B，即固液比＞提取时间＞微波时

图 4 微波处理时间对胶原蛋白提取率的影响

Fig.4   Effect of microwave treatment time on extraction rate of collagen
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Fig.6   Effect of extraction time on extraction rate of collagen
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图 5 固液比对胶原蛋白提取率的影响

Fig.5   Effect of material/liquid ratio on extraction rate of collagen
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由图 5 可知，当固液比值较高时，胶原蛋白的提

取率随着固液比的减小而增大，在 1:30 出现最大值，此

后提取率随比值继续减小呈现下降的趋势。在固液比值

较小时，可能液体量较多，猪皮受微波辐射机率减小，

因此提取率下降；而当固液比值过大时，溶剂的量低，

使胶原纤维的溶出量低，导致胶原蛋白提取率不高。因

此，选择固液比 1 : 3 0 最适宜。

2.2.4 提取时间对胶原蛋白提取率的影响

选取猪皮分别在 10℃、固液比 1:30 条件下微波辐照

试验号 A B C D 提取率 /%
1 1 1 1 1 70.52
2 1 2 2 2 77.43
3 1 3 3 3 75.87
4 2 1 2 3 69.25
5 2 2 3 1 78.59
6 2 3 1 2 74.17
7 3 1 3 2 72.28
8 3 2 1 3 77.52
9 3 3 2 1 70.28
k1 74.607 70.683 74.070 73.130
k2 74.003 77.847 72.320 74.627
k3 73.360 73.4405 75.580 74.213
R 1.893 1.246 3.602 2.231

表 2 微波提取胶原蛋白工艺正交试验设计及结果

Table 2   Orthogonal array design and results
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间＞微波温度。最优水平为 A 1 B 2 C 3 D 2，即微波时间

2min、微波温度 25℃、固液比 1 :30、提取时间 35h。
在该试验条件下，通过验证实验得出胶原蛋白的提取率

为 76.72%。而未经过微波处理的对照组在固液比 1:30、
提取时间 35h 的条件下提取率为 51.24%。相较这两种

方法，前者能较大程度的提高胶原蛋白的提取率。因

此，微波处理应用于猪皮胶原蛋白的提取有良好的应

用前景。

2.3 紫外光谱分析

由图 7 可知，本实验所得胶原蛋白产品紫外吸收光

谱在 225nm 波长处有最大吸收峰。胶原蛋白含有酪氨

酸、苯丙氨酸和色氨酸，有报道表明在近紫外光区域

只有含苯环共轭双键系统酪氨酸、苯丙氨酸和色氨酸有

吸收光的能力，因此胶原蛋白在近紫外区域应该存在最大

吸收[14]。本研究中经微波处理后提取的胶原蛋白与刘苏

锐等[10]报道猪皮Ⅰ型胶原蛋白的最大吸收峰一致，符合

胶原蛋白的特性。

2.4 红外光谱分析

较完整的三股螺旋结构，基本保留了天然胶原蛋白的形

态，并说明了微波处理应用于猪皮胶原蛋白提取方法的

可行性。

3 结  论

3.1 微波处理可以用于猪皮胶原蛋白的提取，微波温

度、微波时间和固液比是影响微波提取胶原蛋白的重要

因素，控制好这些因素，可以提高猪皮胶原蛋白的提

取率。通过单因素试验和正交试验确定微波提取猪皮胶

原蛋白的最佳工艺为微波时间 2min、微波温度 25℃、固

液比 1:30、提取时间 35h，此条件下的提取率为 76.72%。

3.2 微波处理后胶原蛋白的提取率与相同条件下未经微

波处理的胶原蛋白提取率有较大程度的提高，且通过紫

外光谱和红外光谱分析，经微波处理后的胶原蛋白仍保

持了完整的三股螺旋的活性结构。因此，微波处理用

于胶原蛋白的提取可以明显减少提取时间，提高生产效

率，具有良好的经济效益。
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图 7 猪皮胶原蛋白紫外扫描图

Fig.7   UV scanning spectrum of collagen from pigskin
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图 8 猪皮胶原蛋白红外扫描图

Fig.8   FT-IR spectrum of collagen from pigskin
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由图 8 可知，本实验所得胶原蛋白产品红外光谱在

3434.95cm-1 附近存在的是酰胺 A 带 N － H 伸缩振动，是

胶原蛋白肽链间氢键[15]；在 2925.89cm-1 附近存在的是酰

胺 B 带的 C － H 伸缩振动；在 1637.65cm-1 处出现酰胺Ⅰ

带的 C ＝ O 伸缩强振动峰，即是形成三股螺旋内氢键的

C ＝ O 基团的振动峰；在 1079～1400cm-1 处存在 N － H
弯曲振动，表明了胶原蛋白三股螺旋结构的完整性[12]。

由此可知本实验经微波处理后提取的胶原蛋白样品具有


