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大豆蛋白超声磷酸化加工工艺的ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ模型优化

王喜波　迟玉杰
（东北农业大学食品学院，哈尔滨 １５００３０）

　　【摘要】　采用超声波处理技术协同大豆蛋白磷酸化加工以提高大豆蛋白的乳化性质，利用 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ模型

对加工工艺过程进行优化，所得模型拟合度高，可用于实际分析和预测。利用响应面分析法探讨了三聚磷酸钠

（ＳＴＰ）质量分数、超声波功率、超声波处理时间 ３因素对改性产物乳化性质的影响，优化的制备工艺条件为：ＳＴＰ质

量分数 ９６５％、超声波功率 ４９０Ｗ、超声波处理时间 ３４ｍｉｎ，在此条件下产物乳化活性为 ７０８，乳化稳定性为

３０２ｍｉｎ，分别是空白样品的 ２１８倍和 １５７倍。
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　　引言

超声波技术已应用在功能性成分提取
［１～７］

、过

滤
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、降解
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、冷冻结晶
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冻
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、肉的嫩化

［２０］
、杀菌

［２１］
等方面，但其对蛋白质

的影响尤其是对大豆蛋白分子构象及其功能特性变

化规律的影响方面，还缺乏系统深入的研究。大豆

蛋白具有较高的营养价值和重要的功能性质
［２２～２３］

，

在食品加工业中应用非常广泛，但是天然大豆蛋白

的功能性质较差，无法满足食品加工的需求，必须对

其进行适度的加工处理来适应不同产品的要求。关

于蛋白质改性加工的方法主要集中在化学
［２４］
、物



理
［２５］
、生物法等方面，且绝大多数研究是采用单一

方法，停留在实验室阶段，关于超声波协同磷酸化制

备功能性大豆蛋白的工艺技术研究尚未见报道。

本文以大豆蛋白为原料，在超声波环境作用下

协同进行磷酸化加工研究，探索并优化协同处理的

工艺条件，旨在为高乳化型大豆蛋白的工业化生产

提供理论和技术支持。

１　材料与方法

１１　材料与仪器
大豆蛋白（哈高科大豆食品有限责任公司）；大

豆油（九三集团哈尔滨惠康食品有限公司）；三聚磷

酸钠（ＳＴＰ）、十二烷基磺酸钠（ＳＤＳ）为化学纯；其他
试剂均为分析纯。

ＪＹ９２ ２Ｄ型超声仪，宁波新芝生物科技股份有
限公司；ＦＤＵ １１００型冻干机，日本 ＥＹＥＬＡ公司；
ＫＮＤ ＨＹＰ８型消化炉，上海纤检仪器有限公司；
ＫＤＮ ２００８型全自动定氮仪，上海纤检仪器有限公
司；ＤＵ７３０型紫外 可见分光光度计，贝克曼库尔特公

司；ＦＳ １型可调高速匀浆机，金坛市荣华仪器制造有
限公司；ＬＤ４ ２Ａ型离心机，北京医用离心机厂；ＦＥ２０
型ｐＨ计，梅特勒 托利多仪器（上海）有限公司。

１２　试验方法
１２１　超声波协同磷酸化大豆蛋白制备工艺

用蒸馏水配制一定浓度的大豆蛋白溶液，搅拌

均匀并添加定量 ＳＴＰ，置于经改装后的超声波处理
器隔音箱中，在设定超声波功率下反应一定时间，反

应过程用１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液维持 ｐＨ值８０±０２，
温度控制在２０～４０℃，反应结束后将溶液 ｐＨ值调
至４０，４０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，取沉淀部分，用蒸馏
水重复离心水洗２～３次，水洗 ３次后回调 ｐＨ值至
７０，冷冻干燥后即得改性产物。
１２２　普通改性大豆蛋白制备工艺

用蒸馏水配制一定浓度的大豆蛋白溶液，添加

质量分数为 ９６５％ ＳＴＰ并搅拌均匀，３０℃下反应
３ｈ，反应过程用 １ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液维持 ｐＨ值
８０±０２，反应结束后离心水洗，反应结束后将溶液
ｐＨ值调至 ４０，４０００ｒ／ｍｉｎ离心 ２０ｍｉｎ，取沉淀部
分，用蒸馏水重复离心水洗 ２～３次，水洗 ３次后回
调 ｐＨ值至７０，冷冻干燥后即得改性产物。
１２３　超声波改性大豆蛋白制备工艺

用蒸馏水配制大豆蛋白溶液，搅拌均匀置于超

声波处理器隔音箱中，在设定工作时间、间歇时间、

处理功率等条件下进行改性，处理温度控制在 ２０～
４０℃。将处理后蛋白溶液 ｐＨ值调至 ４０，并在
４０００ｒ／ｍｉｎ下离心２０ｍｉｎ，取沉淀部分，回调 ｐＨ值

至７０，冷冻干燥后即得改性产物。
１２４　乳化性质的测定

乳化性测定参照文献［２６］方法，略有改进：配
制１００ｍＬ、１ｇ／Ｌ的大豆蛋白磷酸盐溶液（ｐＨ值
７０，０１ｍｏｌ／Ｌ），取３０ｍＬ溶液，加 １０ｍＬ大豆色拉
油，于高速匀浆机中１００００ｒ／ｍｉｎ均质 １ｍｉｎ后，分
别在０ｍｉｎ与 １０ｍｉｎ时从底部吸取 １００μＬ分散于
１０ｍＬ、１ｇ／ＬＳＤＳ溶液中，于 ５００ｎｍ处测定吸光度
（测定３次取平均值）。乳化活性和乳化稳定性计
算公式为

ＥＡ＝１００Ａ０ （１）

ＥＳ＝
ΔＴＡ０
Ａ０－Ａ１０

（２）

式中　ＥＡ———乳化活性　ＥＳ———乳化稳定性，ｍｉｎ
Ａ０———０ｍｉｎ时的吸光度
ΔＴ———两次时间间隔，本文取１０ｍｉｎ
Ａ１０———１０ｍｉｎ时的吸光度

１２５　加工装置设计
超声波协同磷酸化制备装置由循环水冷却装

置、进料装置、超声波处理装置组成，参数设置在超

声波工作仪控制面板上完成，用泵输送样品，原理如

图１所示。

图 １　超声波处理装置原理图

Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ

ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇａｐｐａｒａｔｕｓ
　
１２６　试验设计

根据单因素试验结果，采用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ软件
建立 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ模型优化超声波协同处理条件下
ＳＴＰ质量分数、超声波处理时间、超声波功率对大豆
蛋白乳化活性和乳化稳定性的影响，并对数据进行

统计分析，试验因素水平编码见表１。

表 １　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ设计试验因素水平编码

Ｔａｂ．１　Ｆａｃｔｏｒｓ，ｌｅｖｅｌｓａｎｄｃｏｄｉｎｇｔａｂｌｅｏｆ

ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎｄｅｓｉｇｎｔｅｓｔ

编码

因素

ＳＴＰ质量分数
ｘ１／％

超声波功率

ｘ２／Ｗ
超声波处理时间

ｘ３／ｍｉｎ

－１ ６ ２００ ２０

０ ８ ４００ ３０

１ １０ ６００ ４０
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２　结果与讨论

２１　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ中心设计优化制备工艺
对影响大豆蛋白乳化活性的 ＳＴＰ质量分数、超

声波处理时间、超声波功率３个因素进行优化，设计
了三因素三水平中心组合设计，共有 １７个试验点，
其中１２个为分析因子，５个为零点，零点试验进行
３次以估计误差，试验结果见表２。

表 ２　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验条件及结果

Ｔａｂ．２　ＤｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

试验序号 Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３ 乳化活性

１ １ １ ０ ６９６

２ ０ ０ ０ ６６１

３ １ －１ ０ ５８１

４ ０ １ －１ ５６４

５ －１ －１ ０ ４６７

６ ０ ０ ０ ６６９

７ ０ －１ －１ ４８６

８ －１ ０ １ ５４３

９ ０ １ １ ６２６

１０ －１ ０ －１ ４９２

１１ ０ ０ ０ ６７７

１２ ０ ０ ０ ６７２

１３ ０ －１ １ ５４９

１４ １ ０ －１ ５９１

１５ －１ １ ０ ５３１

１６ １ ０ １ ６６８

１７ ０ ０ ０ ６７９

　　表２的试验结果经 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ７１３软件进
行回归拟合得到超声波协同磷酸化改性大豆蛋白乳

化活性的回归方程模型为

Ｙ＝－１００２５＋１８０１Ｘ１＋０１２Ｘ２＋３３８Ｘ３＋
０００３Ｘ１Ｘ２＋００３３Ｘ１Ｘ３－０００００１Ｘ２Ｘ３－

１０７０Ｘ２１－００００１Ｘ
２
２－００５５Ｘ

２
３

ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验方差分析结果见表３。
从表 ３的方差分析结果可知，回归方程极显著

（ｐ＜００１），模型的失拟项不显著（ｐ＞００５），说明
模型方程与实际情况拟合较好，能够很好拟合真实

响应面并反映出乳化活性与 ＳＴＰ质量分数、超声波
功率、处理时间之间的关系，且试验外因素对试验结

果的干扰较小。试验误差小，模型成立，可以利用此

模型对超声波协同磷酸化制备高乳化型大豆蛋白的

反应过程进行预测和分析。根据表３的方差分析结
果对模型方程进行优化：模型方程式中一次项Ｘ１、

表 ３　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验方差分析

Ｔａｂ．３　ＶａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎｄｅｓｉｇｎｔｅｓｔ

变异来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 ｐ值

模型 ９４２６０ ９ １０４７３ １１２０２ ＜００００１

Ｘ１ ３１６２６ １ ３１６２６ ３３８２７ ＜００００１

Ｘ２ １３９４５ １ １３９４５ １４９１５ ＜００００１

Ｘ３ ８００１ １ ８００１ ８５５８ ＜００００１

Ｘ１Ｘ２ ６５０ １ ６５０ ６９６ ００３３６

Ｘ１Ｘ３ １６９ １ １６９ １８１ ０２２０７

Ｘ２Ｘ３ ０００２５ １ ０００２５ ０００２７ ０９６０２

Ｘ１
２ ７７１３ １ ７７１３ ８２５０ ＜００００１

Ｘ２
２ １５１８３ １ １５１８３ １６２４０ ＜００００１

Ｘ３
２ １２８７６ １ １２８７６ １３７７２ ＜００００１

残差 ６５４ ７ ０９３

失拟 ４５１ ３ １５０ ２９６ ０１６０８

纯误差 ２０３ ４ ０５１

总回归 ９４９１４ １６

Ｘ２、Ｘ３和二次项 Ｘ１
２
、Ｘ２

２
、Ｘ３

２
的影响达到极显著水

平（ｐ＜００１），交互项 Ｘ１Ｘ２的影响达到显著水平
（ｐ＜００５），其他项影响不显著（ｐ＞００５），表明各
种影响因素对加工产物乳化性影响不是简单的线性

关系，通过 ＧＬＭ Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ对模型处理，保留 ｐ＜
０３０的各项，即得到优化后的回归模型为
Ｙ＝－１００２５＋１８０１Ｘ１＋０１２Ｘ２＋３３８Ｘ３＋

０００３Ｘ１Ｘ２＋００３３Ｘ１Ｘ３－１０７０Ｘ
２
１－

００００１Ｘ２２－００５５Ｘ
２
３

对模型的回归方程进行中心标准化处理，分析

各因素对加工产物乳化活性的影响从大到小依次

为：ＳＴＰ质量分数、超声波处理时间、超声波功率。
２２　自变量对响应值影响分析

将模型中 ＳＴＰ质量分数、超声波处理时间、超
声波功率中一个因素固定在零水平，可得到另两个

因素交互作用对制备的大豆蛋白产物乳化活性的影

响子模型，并根据子模型绘制三维响应面图，如图 ２
所示。

从图 ２可以看出，制备产物的乳化活性随 ＳＴＰ
质量分数而增加，但 ＳＴＰ质量分数超过 ９５％后，产
物乳化活性增加不明显，表明 ＳＴＰ与蛋白分子结合
后，引入了带负电荷的磷酸根基团，降低了乳液体系

的表面张力
［２７］
，提高了其乳化活性。但过量使用

ＳＴＰ时，蛋白质分子间电负性增加，分子间静电斥力
过大，阻止了乳状液膜的形成，乳化活性反而降低。

超声波处理功率和处理时间对产物乳化活性影响显

著，高乳化活性集中在中心区域，原因可能是在一定
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图 ２　影响乳化活性因素的响应面分析

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｖａｒｉａｂｌｅｓｏｎｔｈｅＥＡＩｂｙｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅａｎａｌｙｓｉｓ
　
功率和时间下蛋白质分子在超声波的综合作用下，

一方面破坏了高级空间结构，蛋白分子部分展开，有

利于发生化学磷酸化反应，提高了化学反应效率和

产物乳化活性；另一方面在超声波作用下，促进了蛋

白质分子的解聚，内部疏水基团暴露出来，使得蛋白

质更易于分散到油水界面，提高乳化活性；第三方面

可能是在超声环境下，降低了蛋白化学磷酸化反应

的活化能，加快了反应速度和磷酸化程度，从而提高

改性产物乳化活性。但当超声波功率和处理时间持

续增大时，改性产物的乳化活性反而降低，表明超声

波处理过度使蛋白质发生较强烈的变性而使其乳化

活性降低。

２３　加工工艺的优化
利用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ７１３软件，以乳化活性为

指标，优化出超声波协同磷酸化大豆蛋白制备工艺

条件为：ＳＴＰ质量分数 ９６５％、超声波功率 ４９０Ｗ、
超声波处理时间３４ｍｉｎ，在此条件下进行了 ５次试
验，平均乳化活性７０８，预测模型的预测值为 ７１２，
相对误差为 ０５６％，差异不显著，表明本模型优化
出的工艺参数可靠，具有实用价值。对比空白样品

（Ｎ ＳＰ）、超声波处理样品（Ｕ ＳＰ）、磷酸化样品
（Ｓ ＳＰ）、超声波协同磷酸化样品（ＵＳ ＳＰ）的乳化
活性，结果如表４所示。

表 ４　不同改性方法产品乳化活性

Ｔａｂ．４　ＥＡＩｏｆｐｒｏｄｕｃｔｓｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｔｈｏｄｓ

蛋白样品 乳化活性 乳化稳定性／ｍｉｎ

Ｎ ＳＰ ３２５ １９２

Ｕ ＳＰ ４６８ ２４８

Ｓ ＳＰ ４７５ ２６４

ＵＳ ＳＰ ７０８ ３０２

　　对比试验结果表明（表 ４），单一使用超声波处
理或磷酸化可以使制备产物的乳化活性和稳定性明

显提高，而 ＵＳ ＳＰ的乳化活性、乳化稳定性要优于
Ｕ ＳＰ或 Ｓ ＳＰ，说明 ＵＳ ＳＰ的乳化活性和乳化稳
定性大幅提高是物理超声波作用和磷酸化协同作用

的结果。优化后制备产物的乳化活性和乳化稳定性

分别是空白样品的２１８倍和１５７倍。

３　结论

（１）超声波作用能提高磷酸化大豆蛋白的反应
速率，有效提高产物的乳化活性和乳化稳定性。

（２）建立了超声磷酸化大豆蛋白 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ
模型，并优化了制备工艺，方差分析结果表明方程拟

合较好，优化的制备技术条件为 ＳＴＰ质量分数
９６５％、超声波功率４９０Ｗ、超声波处理时间３４ｍｉｎ，制
备产物乳化活性和乳化稳定性都有显著提高。
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