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摘要!以脱脂辣木籽粉为原料"利用反胶束法提取辣木籽蛋白并进行工艺优化) 通过单因素实验和

正交实验考察反胶束!@A4#质量浓度(提取温度(c=(料液比(水分活度!KF#9 个因素对提取辣木

籽蛋白的反胶束前萃工艺的影响"再通过单因素实验和二次通用旋转实验考察提取温度(c=(k7G

浓度(提取时间 3 个因素对提取辣木籽蛋白的超声波辅助反胶束后萃工艺的影响) 结果表明*反胶

束前萃最佳工艺条件为 c='(料液比 #i9"(@A4质量浓度 "&"8 /(NB(提取温度 39h(水分活度

!9"该条件下所得前萃辣木籽蛋白提取率为 21&!:&超声波辅助反胶束后萃最佳工艺条件为提取

时间 39 N-+(提取温度 39h(c=2&9(k7G浓度 #&!9 NFG(B"在此条件下所得后萃辣木籽蛋白提取率

为 98&9:)

关键词!辣木籽&辣木籽蛋白&反胶束&前萃&后萃
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B?3901>9(Y\-+/]R[O<<R] :;"05,+ ;1<04<"+ \RR] cFb]R_O\_ObNO<R_-OG# <TR_R̀R_\RN-*RGGRNR<TF] bO\

Z\R] <FRd<_O*<:;"05,+ ;1<04<"+ \RR] c_F<R-+ O+] <TRc_F*R\\bO\Fc<-N-.R]&4T_FZ/T \-+/GR[O*<F_

RdcR_-NR+<O+] F_<TF/F+OGRdcR_-NR+<# <TRR[[R*<\F[<TR_R̀R_\RN-*RGGR&@A4' NO\\*F+*R+<_O<-F+#

Rd<_O*<-F+ <RNcR_O<Z_R# c=# _O<-FF[NO<R_-OG<FG-QZ-]# O+] bO<R_O*<-̀-<0F+ <TR_R̀R_\RN-*RGGR

c_R$Rd<_O*<-F+ c_F*R\\[F_Rd<_O*<-+/:;"05,+ ;1<04<"+ \RR] c_F<R-+ bR_R-+ R̀\<-/O<R]&4TR\-+/GR[O*<F_

RdcR_-NR+<O+] <TR\R*F+] /R+R_OG_F<O<-+/RdcR_-NR+<bR_RZ\R] <F-+ R̀\<-/O<R<TRZG<_O\FZ+] $O\\-\<R]

_R̀R_\RN-*RGGRcF\<$Rd<_O*<-F+ c_F*R\\F[Rd<_O*<-+/:;"05,+ ;1<04<"+ \RR] c_F<R-+ b-<T [FZ_[O*<F_\F[

Rd<_O*<-F+ <RNcR_O<Z_R# c=# k7G*F+*R+<_O<-F+# O+] Rd<_O*<-F+ <-NR&4TR_R\ZG<\\TFbR] <TO<<TRFc<-NOG

c_F*R\\*F+]-<-F+\[F_<TR_R̀R_\RN-*RGGRc_R$Rd<_O*<-F+ bR_RFa<O-+R] O\[FGGFb\( c= '# _O<-FF[

NO<R_-OG<FG-QZ-] #i9"# @A4NO\\*F+*R+<_O<-F+

"&"8 /(NB# Rd<_O*<-F+ <RNcR_O<Z_R39h# bO<R_

O*<-̀-<0!9&Y+]R_<TR\R*F+]-<-F+\# <TRRd<_O*<-F+

_O<RF[c_R$Rd<_O*<R] :;"05,+ ;1<04<"+ \RR]

c_F<R-+ bO\ 21&!:& 4TR Fc<-NOG c_F*R\\

*F+]-<-F+\[F_ZG<_O\FZ+] $O\\-\<R] _R̀R_\RN-*RGGR

cF\<$ Rd<_O*<-F+ bR_R Fa<O-+R] O\ [FGGFb\(

Rd<_O*<-F+ <-NR39 N-+# Rd<_O*<-F+ <RNcR_O<Z_R
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39h# c=2&9# O+] k7G*F+*R+<_O<-F+ #&!9 NFG(B&Y+]R_<TR\R*F+]-<-F+\# <TRRd<_O*<-F+ _O<RF[cF\<$

Rd<_O*<R] :;"05,+ ;1<04<"+ \RR] c_F<R-+ bO\98;9:&

C7D @60=3(:;"05,+ ;1<04<"+ \RR]) :;"05,+ ;1<04<"+ \RR] c_F<R-+) _R̀R_\RN-*RGGR) c_R$Rd<_O*<-F+)

cF\<$Rd<_O*<-F+

66辣木&:;"05,+ ;1<04<"+'为辣木科辣木属植物#

是一种多年生热带落叶乔木#原产于印度" 我国辣

木的种植主要分布在云南!福建!广东等省-# $%.

" 辣

木具有较高的营养价值#辣木叶片干粉中含粗蛋白

质 !1&9:!钙 !&%:以及维生素@"&3#:#辣木籽干

粉中含有 %1&8:的粗蛋白质-3 $9.

" 另外#辣木树含

有钙!镁!磷!钾!钠!硫等矿物元素及锌!铜!铁!锰!

硒等微量元素-2.

" 目前#对辣木籽蛋白的研究主要

集中在脱脂辣木籽中蛋白的分级提取及其在水处理

中的效果-1 $8.

# 以及水酶法同时提取辣木籽油和蛋

白等方面-' $##.

" 关于辣木籽蛋白分离提取的研究

报道较少#尤其是利用反胶束法提取辣木籽蛋白的

相关研究尚未见报道"

反胶束&HR̀R_\RN-*RGGR'是由表面活性分子溶

于非极性有机溶剂中形成的极性头向内!非极性尾

向外且中间含有微量水的纳米聚集体#是透明的!热

力学稳定的体系-#! $#3.

" 反胶束萃取具有提取生物

分子选择性高!使用范围广!条件温和不会引起生物

活性物质变性!体系黏度较低且反萃时分相相对时

间短!易连续化生产!表面活性物质可循环再利用节

约成本等优点-#9 $#1.

" 作为一种新型的生物分离技

术#反胶束萃取技术越来越受到重视#已经被广泛应

用于蛋白质!酶等生物活性大分子的分离提纯#显示

出了较好的应用前景-#8.

" 为提高辣木籽蛋白的生

物学利用价值#本实验主要采用反胶束法前萃工艺

和超声波辅助反胶束后萃工艺来提取辣木籽蛋白并

优化工艺条件#以期为辣木籽蛋白的提取及应用提

供一定的参考依据"

&(材料与方法

#&#6实验材料

#&#&#6原料与试剂

辣木籽#云南天佑科技开发有限公司)反胶束

&@A4'#国药集团化学试剂有限公司)正己烷!甲基

红!氯化钾!硫酸铜!硫酸钾!硫酸!盐酸!氯化钠等均

为分析纯#天津市风船化学试剂科技有限公司"

#&#&!6仪器与设备

57n$'!"#8 数控加热超声波清洗机#上海声彦

超声波仪器有限公司)DX$!"" 高速万能粉碎机#

北京中兴伟业仪器有限公司)4=#! $9 超临界 7A

!

萃取装置#上海震樨机电科技发展有限公司)==$2

数显恒温水浴锅#国华电器有限公司)7j#9% 电子天

平#奥豪斯仪器有限公司)C49 $! 离心机#上海安亭

科学仪器厂)18 $! 磁力搅拌器#常州国华电器有限

公司)c=计#意大利哈纳仪器有限公司)YE$#1""

紫外可见光谱仪#日本岛津仪器厂"

#&!6实验方法

#&!&#6脱脂辣木籽粉的制备

脱脂辣木籽粉的制备参考段琼芬等-#'.的方法

并进行适当调整" 辣木籽样品粉碎过 "&!9 NN&2"

目'筛后称取备用#在萃取压力 %" ĵO!7A

!

流量 !"

,/(T!萃取温度 3"h的条件下经超临界7A

!

萃取装

置处理 % T 后得到脱脂辣木籽粉" 采用 WK9""'&

90!"#" 测定脱脂辣木籽粉的蛋白质含量"

#&!&!6反胶束提取辣木籽蛋白工艺

#&!&!&#6反胶束提取辣木籽蛋白前萃工艺

参考昝丽霞等-!".的方法并进行适当调整" 称

取 "&8 /@A4#加入一定量的正己烷#搅拌至@A4完

全溶解#用 "&9 NFG(Bk7G溶液调节溶液的水分活

度#以 3 9"" _(N-+ 的转速离心 !" N-+#得到的上清

液为反胶束溶液"

准确称量 9" /脱脂辣木籽粉#按一定料液比加

入反胶束溶液充分混匀#用 # NFG(B=7G溶液和

?OA=溶液调节 c=#置于恒温水浴锅中于一定温度

下提取 2" N-+#于 3 """ _(N-+ 离心 #" N-+#收集上

清液备用" 取 9 NB上清液采用 WK9""'&90!"#"

测定其中蛋白质的含量"

以辣木籽蛋白提取率为评价指标#分别考察前

萃液 c=&%!9!1!'!##'!提取温度&!9!%9!39!99!

29h'!@A4质量浓度&"&"!!"&"3!"&"2!"&"8!"&#"

/(NB'!水分活度&KF'&#9!!"!!9!%"!%9'和料液比

&#i#"!#i!"!#i%"!#i3"!#i9"'对前萃辣木籽蛋白提

取率的影响"

#&!&!&!6反胶束提取辣木籽蛋白后萃工艺

量取 #&!&!&# 中收集的上清液体积#向其中加

入等体积一定浓度的 k7G溶液#用 # NFG(B=7G溶

液和?OA=溶液调节 c=#置于超声波清洗机中于超

声频率 !" ,=.一定温度下提取一定时间#然后于

#8
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3 """ _(N-+离心 #" N-+#取上清液按 WK9""'&90

!"#" 测定其中蛋白质的含量"

以辣木籽蛋白提取率为评价指标#分别考察提

取时间&%"!39!2"!19!'" N-+'!提取温度&!9!%9!

39!99!29h'!c=&!&9!3&9!2&9!8&9!#"&9'和 k7G

浓度&"&9"!"&19!#&""!#&!9!#&9" NFG(B'对后萃辣

木籽蛋白提取率的影响"

#&!&%6数据处理与分析

采用 Ld*RG!"#" 进行数据统计# >K̂ 5j55

5<O<-\<-*\!9 对数据进行统计学分析"

$(结果与分析

!&#6反胶束提取辣木籽蛋白前萃工艺优化

!&#&#6单因素实验

!&#&#&#6c=对前萃辣木籽蛋白提取率的影响

在提取温度 !9h!@A4质量浓度 "&"3 /(NB!KF

!9!料液比 #i!"的条件下#考察 c=分别为 %!9!1!'!##

对前萃辣木籽蛋白提取率的影响#结果如图 #所示"

图 &(;P对前萃辣木籽蛋白提取率的影响

66由图 # 可知#提取率随着 c=的增加呈先增加

后减小的趋势#c=为 ' 时提取率最大#为 !"&#9:"

可能是由于辣木籽蛋白分子与表面活性剂分子之间

存在疏水相互作用#由此实现蛋白质增溶" 因此#选

取 c=为 '"

!&#&#&!6水分活度&KF'对前萃辣木籽蛋白提取率

的影响

在提取温度 !9h!@A4质量浓度 "&"3 /(NB!

c=' 和料液比 #i!" 的条件下#考察 KF分别为 #9!

!"!!9!%"!%9 对前萃辣木籽蛋白提取率的影响#结

果如图 ! 所示"

图 $(06对前萃辣木籽蛋白提取率的影响

66由图 ! 可知#随着KF的增加#提取率呈先增加

后降低的趋势#在 KF为 !9 时提取率达到最大#为

!"&3:" 这可能是水溶液增加形成的含水胶团较

多#增溶的蛋白质数量也变多-!#.

" 因此#选取 KF

为 !9"

!&#&#&%6@A4质量浓度对前萃辣木籽蛋白提取率

的影响

在提取温度 !9h!KF!9!c=' 和料液比 #i!"

的条件下#考察 @A4质量浓度分别为 "&"!!"&"3!

"&"2!"&"8!"&#" /(NB对前萃辣木籽蛋白提取率的

影响#结果如图 % 所示"

图 )(B"/质量浓度对前萃辣木籽蛋白提取率的影响

66由图 % 可知#随着 @A4质量浓度的增加#提取

率呈现先增加后降低的趋势#当 @A4质量浓度为

";"8 /(NB时#提取率达到最大值#为 !'&39:" 因

此#选取@A4质量浓度为 "&"8 /(NB"

!&#&#&36提取温度对前萃辣木籽蛋白提取率的

影响

在@A4质量浓度 "&"3 /(NB!c='!KF!9!料液

比 #i!" 的条件下#考察提取温度分别为 !9!%9!39!

99!29h对前萃辣木籽蛋白提取率的影响#结果如

图 3 所示"

图 *(提取温度对前萃辣木籽蛋白提取率的影响

66由图 3 可知#提取率随着提取温度的升高呈现

先增加后减小的趋势#在提取温度为 %9h时提取

率达到最大值#为 %%&!9:" 随着温度的升高#增

大了传质推动力#促进了蛋白质的提取" 温度持

续升高蛋白提取率下降#可能是由于分子运动速

率加快#体系混乱度增加#胶团变小#增溶蛋白质

量减少进而造成提取率下降-!!.

" 因此#选取提取

!8
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温度为 %9h"

!&#&#&96料液比对前萃辣木籽蛋白提取率的影响

在@A4质量浓度 "&"3 /(NB!c='!KF!9!提取

温度 %9h的条件下#考察料液比分别为 #i#"!#i!"!

#i%"! #i3"!#i9" 对前萃辣木籽蛋白提取率的影响#

结果如图 9 所示"

图 +(料液比对前萃辣木籽蛋白提取率的影响

66由图 9 可知#提取率随着料液比增加而逐渐增

大#当料液比为 #i9" 时#提取率达到最大" 因为料

液比为 #i9" 时趋近于饱和状态#反胶束$水池%接

近饱和状态时会形成一些含有大量水分子的反胶

束#与小的反胶束相比#在增溶蛋白质时#排除了蛋

白质体积大而不能增溶的限制-!%.

" 因此#选取料液

比为 #i9""

!&#&!6正交实验

根据单因素实验结果#固定 c=为 '#选取提取

温度&@'!@A4质量浓度&K'!水分活度&KF' &7'!

料液比&C'3 个因素并采用B

'

&3

%

'正交实验对反胶

束提取辣木籽蛋白前萃工艺进行优化" 正交实验因

素与水平见表 ##正交实验设计及结果见表 !"

表 &(正交实验因素与水平

水平 @(h K(&/(NB' 7 C

# !9 "&"2 !" #i%"

! %9 "&"8 !9 #i3"

% 39 "&#" %" #i9"

表 $(正交实验设计及结果

实验号 @ K 7 C 提取率(:

# # # # # 39&'

! # ! ! ! 92&#

% # % % % 23&8

3 ! # ! % 29&"

9 ! ! % # 31&%

2 ! % # ! 93&1

1 % # % ! 99&1

8 % ! # % 22&"

' % % ! # 32&'

(

#

99&2" 99&9% 99&9% 32&1"

(

!

99&21 92&31 92&"" 99&9"

(

%

92&!" 99&31 99&'% 29&!1

) ""&2" "#&"" ""&31 #8&91

66从表 ! 可看出#对前萃辣木籽蛋白提取率的影

响因素重要性依次为 CqKq@q7#即料液比 q

@A4质量浓度q提取温度 qKF" 反胶束提取辣木

籽蛋白前萃的最佳工艺条件为@

%

K

!

7

!

C

%

#即提取温

度 39h!@A4质量浓度 "&"8 /(NB!KF!9!料液比

#i9""在最佳工艺条件下#辣木籽蛋白提取率达到

21&!:"

!&!6反胶束提取辣木籽蛋白后萃工艺优化

!&!&#6单因素实验

!&!&#&#6c=对后萃辣木籽蛋白提取率的影响

在提取时间 %" N-+!提取温度 !9h!k7G浓度

"&9 NFG(B的条件下#考察 c=分别为 !&9!3&9!2&9!

8&9!#"&9 对后萃辣木籽蛋白提取率的影响#结果如

图 2 所示"

图 ,(;P对后萃辣木籽蛋白提取率的影响

66由图 2 可知#提取率随着 c=增加呈现先增加

后减小的趋势" 当 c=为 2&9 时#提取率达到最大#

为 3%&#:" c=大于 2&9 时#提取率降低#这可能是

由于随着 c=的增加#蛋白质表面的负电量增加#蛋

白质之间的静电排斥作用增强#提取率降低-!3.

" 因

此#选取 c=为 2&9"

!&!&#&!6k7G浓度对后萃辣木籽蛋白提取率的

影响

在提取时间 %" N-+!提取温度 !9h!c=2&9 的

条件下#考察 k7G浓度分别为 "&9"!"&19!#&""!

#;!9!#&9" NFG(B对后萃辣木籽蛋白提取率的影响#

结果如图 1 所示"

图 -(CA8浓度对后萃辣木籽蛋白提取率的影响

66由图 1 可知#提取率随着 k7G浓度的增加呈先

增加后减小的趋势#当 k7G浓度为 #&!9 NFG(B时#
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提取率达到最大#为 9!&"9:" k7G浓度大于 #&!9

NFG(B时#提取率下降#这可能是由于盐浓度增加

时#表面活性剂周围的电层厚度变薄#减小了表面活

性剂极性头之间的排斥作用#使反胶束变小-!9.

#导

致提取率降低" 因此#选取k7G浓度为 #&!9 NFG(B"

!&!&#&%6提取温度对后萃辣木籽蛋白提取率的

影响

在提取时间 %" N-+!k7G浓度 #&!9 NFG(B!c=

2&9 的条件下#考察提取温度分别为 !9!%9!39!99!

29h对后萃辣木籽蛋白提取率的影响#结果如图 8

所示"

图 .(提取温度对后萃辣木籽蛋白提取率的影响

66由图 8 可知#提取率随着提取温度的升高呈先

增加后减小的趋势#当提取温度为 39h时#提取率

达到最大值#为 91&9:#提取温度继续升高#提取率

下降" 可能提取温度过高#会引起蛋白质和酶的损

失#同时高温时表面活性剂与蛋白质发生反应#提取

率随之下降-!2.

" 因此#选取提取温度为 39h"

!&!&#&36提取时间对后萃辣木籽蛋白提取率的

影响

在提取温度 39h!k7G浓度 #&!9 NFG(B! c=

2;9 的条件下#考察提取时间分别为 %"!39!2"!19!

'" N-+对后萃辣木籽蛋白提取率的影响#结果如图

' 所示"

图 '(提取时间对后萃辣木籽蛋白提取率的影响

66由图 ' 可知#辣木籽蛋白提取率在提取时间 39

N-+时达到最大#为 92&2:#随后随提取时间的延长

提取率不断下降" 原因可能是超声波的空化作用加

速并增加了蛋白质从反胶束中溶出-!1.

#导致提取率

逐渐下降" 短时间的超声可以提高提取率#因此选

取提取时间为 39 N-+"

!&!&!6二次通用旋转实验

根据单因素实验结果#固定提取时间为 39 N-+#

选取提取温度&L

#

'!c=&L

!

'!k7G浓度&L

%

'% 个因

素#采用二次通用旋转实验方案对反胶束提取辣木

籽蛋白的后萃工艺进行优化#二次通用旋转实验设

计及结果见表 %#方差分析见表 3"

表 )(二次通用旋转实验设计及结果

实验号 L

#

(h L

!

L

%

(&NFG(B' 提取率&G'(:

# 99 8&9 #&!9 9%&!

! 99 8&9 "&19 39&'

% 99 3&9 #&!9 31&#

3 99 3&9 "&19 3"&%

9 %9 8&9 #&!9 9#&1

2 %9 8&9 "&19 3%&%

1 %9 3&9 #&!9 91&!

8 %9 3&9 "&19 %1&8

' !8 2&9 #&"" 9%&'

#" 2! 2&9 #&"" 9"&#

## 39 '&8 #&"" 32&8

#! 39 %&# #&"" 99&3

#% 39 2&9 "&98 3"&1

#3 39 2&9 #&3! 93&%

#9 39 2&9 #&"" 92&2

#2 39 2&9 #&"" 9%&!

#1 39 2&9 #&"" 2"&"

#8 39 2&9 #&"" 2#&'

#' 39 2&9 #&"" 93&%

!" 39 2&9 #&"" 98&3

66利用Cj5软件对实验结果进行分析#得到二次

回归模型为( Gf91M3!# 93 $"M189 38L

#

S

#M82% 89L

!

S 3M212 !8L

%

$ !M32! #!L

!

#

$

!M8#9 28L

!

!

$3M"9% ##L

!

%

S#M9"" ""L

#

L

!

$

#M19" ""L

#

L

%

$#M!9" ""L

!

L

%

"

表 *(二次通用旋转实验方差分析

变异来源 平方和 自由度 均方6 偏相关6 #6 !

L

#

8&3!2 " # 8&3!2 " $"&!1# ! "&1'% 1 "&%'% '

L

!

31&33% # # 31&33% # "&999 8 3&32' # "&"2" 2

L

%

!'8&23! ' # !'8&23! ' "&898 ' !8&#%! " "&""" %

L

!

#

81&%2# ' # 81&%2# ' $"&21# ' 8&!!' 3 "&"#2 1
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续表 *

变异来源 平方和 自由度 均方6 偏相关6 #6 !

L

!

!

##3&!9% # # ##3&!9% # $"&1!" " #"&12! 2 "&""8 %

L

!

%

!%2&133 1 # !%2&133 1 $"&8%" ' !!&%"# ! "&""" 8

L

#

L

!

#8&""" " # #8&""" " "&%8" 8 #&2'9 2 "&!!! #

L

#

L

%

!3&9"" " # !3&9"" " $"&3%% " !&%"1 ' "&#9' 1

L

!

L

%

#!&9"" " # #!&9"" " $"&%!3 2 #&#11 9 "&%"% %

模型 18"&1'! % ' 82&193 1 "&""! #

剩余 #"2&#91 1 #" #"&2#9 8

失拟 32&8!3 3 9 '&%23 ' "&98" 1

误差 9'&%%% % 9 ##&822 1

总和 882&'9" " #'

6注(!o"&"9 差异显著"

66由表 3 可知#该回归模型达到显著水平&!o

";"9'#失拟项不显著#说明方程与实际情况拟合良

好#能够反映辣木籽蛋白提取效果与提取温度!c=!

k7G浓度的关系"

通过二次通用旋转实验优化#得到最佳工艺条

件为提取温度 39h!c=2&9!k7G浓度 #&!9 NFG(B#

此条件下后萃辣木籽蛋白提取率为 98&9:"

)(结(论

本研究以脱脂辣木籽粉为原料#通过对反胶束

萃取辣木籽蛋白进行单因素实验!正交实验以及二

次通用旋转实验#得到反胶束前萃最佳提取工艺条

件为 c='!料液比 #i9"!提取温度 39h!水分活度

&KF'!9!@A4质量浓度 "&"8 /(NB#超声波辅助反

胶束后萃最佳提取工艺条件为提取时间 39 N-+!提

取温度 39h!c=2&9!k7G浓度 #&!9 NFG(B" 在最

佳条件下#前萃辣木籽蛋白提取率为 21&!:#后萃

辣木籽蛋白提取率为 98&9:#最终辣木籽蛋白提取

率为 %'&%:"
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