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超声辅助 DMBAC 反胶束体系后萃取大豆蛋白的研究 
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摘要：本研究采用超声波辅助 DMBAC/异辛烷/正辛醇反胶束体系萃取大豆蛋白，对温度、KCl 浓度、pH 值、超声功率、时间

五个因素进行了单因素研究，之后进行了正交试验，由试验结果可知，因素影响顺序为 KCl 浓度＞温度＞PH 值＞功率，KCl浓度、

温度和 PH 值对后萃取率影响均为极显著，在最优条件（pH 为 7，KCl 浓度为 1 mol/L，功率为 210 W，温度为 30 ℃）下进行验证试

验，蛋白后萃取率为 81.44%±0.26%。 
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Abstract: In the study, ultrasonic auxiliary DMBAC/isooctane/ n-octyl alcohol reverse micelle system was used to extract soybean protein, 

and effects of single factors（temperature, KCl concentration, pH value, ultrasonic power and time）on the extraction were tested. The orthogonal 

experiment indicated that influential order of the factors was KCl concentration﹥temperature﹥pH value﹥power. The effects of KCl 

concentration and temperature and pH value were very significant. Under the optimal conditions (pH 7, KCl concentration 1mol/L, power 210 

W, temperature 30 ℃) , extracting rate was 81.44%±0.26%. 
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反胶束是指表面活性剂在超过临界胶束浓度时溶

于有机溶剂，在少量水的存在下，形成极性头向内、

非极性尾朝外的纳米尺度聚集体。溶解水后的极性核

形成了“水池”，它具有加溶蛋白质和氨基酸等极性物

质的能力[1]。反胶束技术是一种新的生物分离技术，

是表面活性剂分子在非极性溶剂中自发形成的、热力

学稳定、表面张力低、透明的纳米级分子聚集体，是

典型的微乳相体系之一。1977 年瑞士的 Luisi[2]等人首

次提出了用反胶束萃取蛋白质，此后，研究者不断深

入研究反胶束萃取技术，并且取得一些显著的成果。

本论文研究了一种阳离子表面活性剂形成的反胶束属

于非氧化性杀菌剂，具有广谱、高效的杀菌能力。 
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蛋白质加溶于反胶束的“水池”中，称为前萃取。

将含有蛋白质的反胶束溶液与另一水相接触，通过改

变条件使蛋白质从反胶束相转移到水相中从而分离出

蛋白质，称为后萃取[3]。本试验通过超声波辅助的方

法进行了反胶束后萃取大豆蛋白的影响因素研究，包

括超声功率、时间、温度、pH值、KCl浓度五个因素。

并在单因素的基础上进行了正交实验，确定了此反胶

束后萃取大豆蛋白的最佳工艺条件。 

1  材料与方法 

1.1  主要原料与试剂 

全脂大豆粉，安阳漫天雪食品制造有限公司；异

辛烷、甲醇、卡尔费休试剂、氯化钾、磷酸氢二钠、

磷酸二氢钾等（以上均为分析纯）；十二烷基二甲基

苄基氯化铵（DMBAC，纯度 90%），新乡市金升化

工有限公司；所用水为去离子水。 

1.2  主要仪器和设备 

BS210S 型电子天平，Sartorius German；THZ-82B

型气浴恒温振荡器，江苏省金坛市医疗仪器厂；85-2

控温磁力搅拌器，江苏省金坛市医疗仪器厂；pH211
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型 pH 计，HANNA 公司；超声波清洗器，昆山市超

声仪器有限公司；移液枪，Eppendorf公司。 

1.3  试验方法 

1.3.1  基本分析 

水分的测定-105 ℃恒重法（GB/T 5009.3-2003）；

粗脂肪的测定-索氏抽提法（GB/T 5009.6-2003）；粗

蛋白的测定-凯氏定氮法（GB/T 5009.5-2003）。 

1.3.2  蛋白质标准曲线制作 

以牛血清蛋白为标准，紫外分光光度计测定一定

浓度梯度标准蛋白液在 280 nm 处吸光值，以蛋白质

浓度为横坐标，对应吸光值为纵坐标，绘制标准曲线
[4]。 

1.3.3  反胶束溶液的配制 

按照反胶束浓度为 0.10 g/mL 称取表面活性剂

DMBAC，将其置于锥型瓶中，按比例加入异辛烷和

正辛醇。磁力搅拌使表面活性剂完全溶解，待溶液透

明后，加入一定体积的 0.1 mol/L KCl 的 KH2PO4 

-Na2HPO4缓冲溶液，摇床振荡，室温下静置12 h，溶

液若透明则为反胶束，反之则不是。 

1.3.4  大豆蛋白前萃取液的制备 

按照豆粉加入量为0.02 g/mL称取全脂大豆粉置

于锥形瓶中，加入DMBAC反胶束溶液(pH 9.0、KCl

浓度为0.2 mol/L、Wo=15)。将锥形瓶置于超声波中，

在温度40 ℃、功率270 W的条件下超声20 min，以4000 

r/min的转速离心15 min，离心后上层清液即为前萃液，

用紫外分光光度计测定在280 nm处吸光值，从而得出

前萃液蛋白质的浓度。 

1.3.5  蛋白质后萃取率的计算 

将 15 mL 前萃液加入等体积的一定浓度 KCl 的

KH2PO4-Na2HPO4缓冲液，在超声波中萃取一定时间。

然后将上述溶液置于离心机中，在 4 ℃以 4000 r/min

离心 10 min，分液漏斗分层后取下层水相，后萃取率

按下式计算： 

% 100% 
后萃液中蛋白质的含量

蛋白质后萃取率（ ）
前萃液中蛋白质的含量

 

2  结果与讨论 

2.1  原料主要成分分析 

表 1 原料主要成分含量 

Table 1 Main components of the raw material  

油脂/% 蛋白/% 水分/% 

24.69 42.17 4.26 

2.2  蛋白质定量分析标准曲线 

牛血清蛋白定量分析标准曲线如图 1 所示。 

 

图 1 蛋白质定量分析标准曲线 

Fig.1 Calibration curve of the protein contents 

2.3  DMBAC 反胶束体系后萃取大豆蛋白的单因素

研究 

2.3.1  温度对后萃取率的影响 

 
图 2 温度对后萃取率的影响 

Fig.2 Effect of temperature on the backward extraction yield 

温度分别取为 20 ℃、30 ℃、40 ℃、50 ℃、60 ℃，

前萃率随温度的变化趋势如图 2 所示，即随着温度的

升高，后萃取率先是升高，当温度达到 30 ℃后萃取率

下降。 

在一定范围内，温度升高分子的热运动加剧，反

胶束的破坏程度变大，相互作用增强，有利于蛋白质

的萃取。但温度过高，一方面会造成蛋白质的变性；

另一方面，反胶束不稳定，DMBAC 表面活性剂会与

蛋白质发生作用，阻碍蛋白质进入水相，不利于大豆

蛋白的萃取[5]。综合考虑，本实验采用最佳温度为

30 ℃。 

2.3.2  时间对后萃取率的影响 

时间分别取为 10 min、20 min、30 min、40 min、

50 min，后萃取率随时间的变化趋势如图 3所示，10 

min~30 min 升高趋势较为明显，30 min 后虽然还在升

高，但变化趋于平缓，从经济和节能综合考虑，最佳

时间取 30 min 较为合适。 

随着时间延长，反胶束“水池”的蛋白质分子进入

水相的蛋白质增多，但在一定条件下，反胶束溶液萃

取蛋白质的能力是有限的。与前萃相比，后萃达到平
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衡的时间偏长，因此反胶束对大豆蛋白质的前萃取速

率快，后萃取速率慢。由后萃动力学研究可知，后萃

过程中存在较大的界面阻力，后萃的传质速率一般比

前萃过程最多可慢20 倍[6]。 

 
图 3 时间对后萃取率的影响 

Fig.3 Effect of time on the backward extraction yield 

2.3.3  pH值对后萃取率的影响 

pH值对大豆蛋白后萃取率的影响如图 4 所示，由

图 4 可知，后萃取率随 pH值先升高后降低，在 pH为

7 时，后萃取率最大。 

 
图 4 pH 对后萃取率的影响 

Fig.4 Effect of pH on the backward extraction yield 

从图 4 中可以看出 pH 对蛋白后萃取率有较明显

的影响，这是因为反胶束后萃取必须通过改变 pH 使

蛋白表面电荷与反胶束内表面极性头所带电荷的相互

作用降低，才能使蛋白质从反胶束极性核中溶出进入

水相。 

反胶束后萃大豆蛋白过程中，随着 pH值的增加，

蛋白质表面所带负电量增加，DMBAC 属于阳离子表

面活性剂，随着 pH 值的增加，表面活性剂所带的电

荷量增加，所以蛋白质的表面负电荷和反胶束内表面

活性剂上的负电荷间的静电排斥作用减小，使蛋白质

在反胶束“水池”的增溶作用升高，从而不利于蛋白质

从反胶束极性核中溶出，水相中蛋白质的溶解度降低，

使后萃取率减小[7]，同时 pH值过大时，在界面上会产

生白色絮状物，这是因为强碱会造成蛋白质变性。在

pH为 7 时的萃取率比 pH为 6 时要高，这不是静电排

斥作用造成的，可能与蛋白质的疏水作用有关。综上

所述，本实验选取最佳pH为 7。 

2.3.4  KCl浓度对后萃取率的影响 

KCl 浓度对后萃取率的影响如图 5 所示，KCl 浓

度为 0.6~1.0 mol/L时，后萃取率随其升高，KCl浓度

为 1.0~1.4 mol/L时，后萃取率随其降低。因此，本实

验选取 KCl浓度为 1.0 mol/L。 

 
图 5 KCl 浓度对后萃取率的影响 

Fig.5 Effect of KCl concentration on the backward extraction 

yield 

KCl 浓度对萃取率的影响主要是由离子对表面电

荷的屏蔽作用所决定的，由图 5可以看出 KCl浓度对

后萃取率影响较大。离子强度增大后，反胶束内表面

的双电层变薄，减弱了蛋白质与反胶束内表面之间的

静电吸引，从而促进了蛋白质的溶出，而且反胶束内

表面的双电层变薄后，也减弱了表面活性剂基团之间

的斥力，使反胶束变小，也促进了蛋白质的溶出；另

一方面，离子强度增加时，离子向反胶束“水池”的迁

移增多，促进了蛋白质的溶出[8]。但 KCl浓度超过 1.0 

mol/L 后，盐与蛋白质或表面活性剂会产生相互作用

影响蛋白的后萃，而且也会造成蛋白质的某些功能特

性丧失，因此选取KCl浓度为 1.0 mol/L最为合适。 

2.3.5  超声功率对后萃取率的影响 

 
图 6 超声功率对后萃取率的影响 

Fig.6 Effect of ultrasonic power on the backward extraction 

yield 

超声功率对后萃取率的影响如图 6 所示，在 210 
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W 是后萃取率达到最大，之后萃取率随功率的增加而

降低，而且降低趋势较为明显。 

由动力学研究可知，与前萃相比后萃过程中存在

较大的界面阻力，蛋白质难以进入水相，使用超声波

技术主要为该萃取起到强化作用，超声的空化效应和

机械效应均可增大界面间的湍动程度，同时空化所产

生的微射流会促进蛋白质向反胶束的表面扩散，降低

了蛋白从反胶束中向水相中扩散的阻力，使得蛋白质

分子易于进入水相，可促进蛋白质的浸出和传质，提

高蛋白质的后萃取率。但功率过大会造成更多的其它

分子溶入因此，本实验选取最佳功率为 210 W。 

2.4  DMBAC 反胶束体系后萃大豆蛋白正交试验 

表 2 因素水平表 

Table 2 Factors and levels of the test 

水平 

因素 

A 

(pH 值) 

B [KCl 浓度 

/(mol/L)] 

C (功率 

/Ｗ) 

D (温度 

/℃) 

1 6 0.8 180 20 

2 7 1 210 30 

3 8 1.2 240 40 

表 3 正交设计方案与结果分析表 

Table 3 Results of the orthogonal test 

试验号 A B C D 萃取率/% 

1 1 1 1 1 45.14 

2 1 2 2 2 56.74 

3 1 3 3 3 65.89 

4 2 1 2 3 61.03 

5 2 2 3 1 83.48 

6 2 3 1 2 62.36 

7 3 1 3 2 30.56 

8 3 2 1 3 71.53 

9 3 3 2 1 57.85 

k1 55.92 45.58 59.68 62.16  

k2 68.96 70.58 58.54 49.89  

k3 53.31 62.03 59.98 66.15  

R 15.64 25.01 1.44 16.26  

优化方案 A2 B2 C2 D2  

表 4 方差分析 

Table 4 Variance analysis of the analysis 

因素 偏差平方和 自由度 F 值 F 临界值 显著性 

A 421.39 2 122.29 F0.05(2,2) ** 

B 969.26 2 281.27 =19 ** 

D 430.99 2 125.07 F0.01(2,2) ** 

C(误差) 3.45 2  =99  

影响DMBAC反胶束体系后萃大豆蛋白的因素主

要有温度、KCl浓度、pH值、超声功率，采用四因素

三水平正交试验，因素水平表见表 2，实验方案与结

果分析表见表 3，方差分析见表 4。 

通过表 3 正交试验结果的极差分析可知，四个因

素对后萃取率的影响顺序为 KCl 浓度＞温度＞pH 值

＞功率，由极差分析可知，超声功率对后萃取率影响

较小，因此将其归为误差项进行方差分析，有表 4 可

知，KCl浓度、温度和 pH值均为极显著。 

由极差分析得到最优设计方案为 A2B2C2D2，在此

条件下（pH为 7，KCl浓度为 1 mol/L，功率为210 W，

温度为 30 ℃）进行验证试验，蛋白后萃取率为

81.44%±0.26%。可见，此工艺条件合理可行，可操作

性和重现性好。 

3  结论 

本试验采用超声辅助DMBAC反胶束体系后萃大

豆蛋白，对温度、KCl浓度、pH值、超声功率、时间

五个因素进行了单因素研究，从单因素结果来看，时

间对后萃取率影响不显著，因此对温度、KCl 浓度、

pH值、超声功率进行了四因素三水平的正交试验，由

极差分析和方差分析可知四个因素对后萃取率的影响

顺序为 KCl 浓度＞温度＞PH 值＞功率，KCl 浓度、

温度和 PH 值对后萃取率影响均为极显著，在最优条

件（pH为 7，KCl浓度为 1 mol/L，功率为210 W，

温度为 30 ℃）下进行验证试验，蛋白后萃取率为

81.44%±0.26%。可见，此工艺条件合理可行，可操作

性和重现性好。 
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