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摘要!采用静高压联合碱性蛋白酶对米糠蛋白进行改性) 考察静压力(保压时间对米糠蛋白溶解性的

影响"优化静高压改性条件) 以米糠蛋白溶解性(乳化性和乳化稳定性为指标"通过单因素试验和正

交试验综合评分法优化了酶法改性工艺) 结果表明"米糠蛋白最适改性条件为静压力 !"" ĵO(保压

时间 #9 N-+(碱性蛋白酶添加量 # 9"" Y(/(c=8(酶解温度 9"h和酶解时间 8" N-+"在此条件下米糠

蛋白溶解性(乳化性(乳化稳定性(起泡性和泡沫稳定性分别增加了 91:(88:(#8!:(#89:(3%:)
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B>YI-O0O+# HL?JZcR+/

&=R+O+ 4R*T+-*OG>+\<-<Z<R# VTR+/.TFZ 39""3!# 7T-+O'

B?3901>9(4TR_-*Ra_O+ c_F<R-+ bO\NF]-[-R] a0\<O<-*T-/T c_R\\Z_R*FNa-+R] b-<T OG,OG-+Rc_F<RO\R&

4TR\<O<-*T-/T c_R\\Z_R*F+]-<-F+\bR_RFc<-N-.R] a0-+ R̀\<-/O<-+/<TRR[[R*<\F[\<O<-*c_R\\Z_R# c_R\\Z_R

TFG]-+/<-NRF+ <TR\FGZa-G-<0F[_-*Ra_O+ c_F<R-+&X-<T \FGZa-G-<0# RNZG\-[0-+/Oa-G-<0O+] RNZG\-F+

\<Oa-G-<0F[_-*Ra_O+ c_F<R-+ O\-+]RdR\# <TRR+.0NO<-*NF]-[-*O<-F+ c_F*R\\bO\Fc<-N-.R] a0\-+/GR[O*<F_

RdcR_-NR+<O+] *FNc_RTR+\-̀R\*F_-+/NR<TF] F[F_<TF/F+OGRdcR_-NR+<&4TR_R\ZG<\\TFbR] <TO<<TR

Fc<-NOGNF]-[-*O<-F+ *F+]-<-F+\F[_-*Ra_O+ c_F<R-+ bR_RFa<O-+R] O\[FGGFb\( \<O<-*c_R\\Z_R!"" ĵO#

c_R\\Z_RTFG]-+/<-NR#9 N-+# ]F\O/RF[OG,OG-+Rc_F<RO\R# 9"" Y(/# c=8# T0]_FG0\-\<RNcR_O<Z_R9"h

O+] T0]_FG0\-\<-NR8" N-+&Y+]R_<TR\R*F+]-<-F+\# <TR\FGZa-G-<0# RNZG\-[0-+/Oa-G-<0# RNZG\-F+

\<Oa-G-<0# [FON-+/Oa-G-<0O+] [FON\<Oa-G-<0F[_-*Ra_O+ c_F<R-+ -+*_RO\R] a091:# 88:# #8!:# #89:

O+] 3%:# _R\cR*<-̀RG0&

C7D @60=3(_-*Ra_O+ c_F<R-+) \<O<-*T-/T c_R\\Z_R) OG,OG-+Rc_F<RO\R) \FGZa-G-<0) RNZG\-[0-+/Oa-G-<0)

[FON-+/Oa-G-<0

66稻谷精加工中产生约 #":的米糠#米糠含 #!:g

!":的蛋白质#米糠蛋白必需氨基酸模式与 D@A(

X=A推荐模式相近#生物价与牛奶!鸡蛋相似)米糠

蛋白中清蛋白!球蛋白!醇溶蛋白和谷蛋白含量分别

为 %':!%3:!!%:!3:#赖氨酸含量高达 9&8:)同

时#米糠蛋白中无抗营养因子#是一种优质低过敏性

蛋白#适合作为特殊人群及婴幼儿营养食品-#.

"

米糠蛋白分子中的二硫键较多#与其他营养物

质结合牢固#导致米糠蛋白不易分离#同时影响蛋白

质的水合!结构和表面性质" 目前#国内外多以超声

或微波辅助酶法改性米糠蛋白以提高其溶解性和乳

化性#如常慧敏等-!.采取超声辅助酶法改性米糠蛋

白#朱珈庆等-%.采用微波与酶法联合改性米糠蛋

白#改性后米糠蛋白的功能性均显著提高"
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采用静高压改性蛋白是目前食品研究热点#该

方法为蛋白质在 #"" g# """ ĵO压力下#经压缩后

基团发生位移而变性#同时可杀死微生物或使酶灭

活#对食品的营养物质!色泽!风味等不会造成破坏#

且不会生成有害产物" VTZ 等-3.的研究表明#静高

压可使米糠蛋白的结构和水合性质发生改变" 本文

采用静高压联合碱性蛋白酶改性米糠蛋白#对改性

工艺条件进行优化#以期提高米糠蛋白功能性的同

时缩短改性时间#扩展其在食品领域的应用"

&(材料与方法

#&#6试验材料

米糠#河南方欣米业)碱性蛋白酶&!" 万 Y(/'#

河南万邦实业有限公司)大豆油#中粮集团)磷酸盐

缓冲剂#上海雷磁有限公司)其他试剂均为分析纯"

B! $2""(! 型静高压设备#天津华泰森淼有限

公司)k##"" 全自动凯氏定氮仪#济南海能仪器股份

有限公司)KI$19"@粉碎机#德清拜杰电器有限公

司) j=5 $!9 型 c=计#上海精科仪器有限公司)

DC$#@$##" 真空冷冻干燥机#北京博医康实验仪

器有限公司"

#&!6试验方法

#&!&#6碱提酸沉制备米糠蛋白

新鲜米糠粉碎过 "&#9" NN孔径&#"" 目'筛#

3"h下按料液比 #i#! 于 c='&9 的碱液中浸泡 !

T## 2"" ,下离心 #9 N-+#取上清液)调上清液 c=至

3&9#迅速于 # 2"" ,下离心 #9 N-+#收集沉淀)上清

液加 !":的乙醇溶液混匀静置 %" N-+#于 # 2"" ,

下离心 #9 N-+" 合并两次沉淀并调 c=至 1&"#冷冻

干燥备用-9.

" 经测定#米糠蛋白提取率为&92&8% t

"&91':#蛋白质含量为&2#&"' t"&%1':"

#&!&!6静高压联合酶法改性米糠蛋白

&#'静高压改性" 配制质量浓度为 "&"! /(NB

的米糠蛋白溶液#以聚乙烯袋封装&#"" NB(袋'"

以水为介质#采用静高压设备分别在表压 "!#""!

!""!%""!3""!9"" ĵO下保压一定时间#加压速度

为 #9" ĵO(N-+#加压过程温度不超过 %"h" 加压

后取出样品#待酶法改性"

&!'酶法改性" 取静高压处理的米糠蛋白溶液#

添加 "&"# /(NB的碱性蛋白酶溶液#用盐酸溶液或氢

氧化钠溶液调至一定 c=#于一定温度下反应一定时

间#反应过程中用磷酸盐缓冲剂微调保持 c=相对恒

定)于 89h灭酶 #" N-+#迅速冷却至室温#冷冻干燥

得到静高压联合碱性蛋白酶改性的米糠蛋白-2.

"

#&!&%6米糠蛋白溶解性的测定

参考WK9""'&90!"#" 测定样品中总氮含量"

取一定量米糠蛋白溶于 9" NB蒸馏水中#室温搅拌

# T并定容#于 # 2"" ,下离心 !" N-+#取 #" NB上清

液用凯氏定氮法测定氮含量)以氮溶解指数&?5>'

表示米糠蛋白溶解性-1 $8.

"

#&!&36米糠蛋白乳化性和乳化稳定性的测定

准确称取 !&" /米糠蛋白#配制成 "&"# /(NB

的中性蛋白溶液" 取 %" NB样品液与 8 NB大豆油

混合#在 #" """ ,下高速均质剪切 ! N-+#立即从底

部吸取 9"

"

B乳液于 #"" NB容量瓶中#用 "&#:的

十二烷基硫酸钠定容#立即于 9"" +N波长下测吸光

度&-

"

'##" N-+后测吸光度&-

#"

'" 乳化性&7

L@

'和

乳化稳定性&7

L5

'分别按式&#' 和式&!' 计算-'.
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式中(H为稀释倍数)

)

为体系中油相体积分

数)I 为比色皿光径&# *N')F为蛋白质量浓度#

/(NB)

!

$为测定吸光度的时间间隔##" N-+"

#&!&96起泡性和泡沫稳定性的测定

称取一定量的米糠蛋白#配制成 "&"% /(NB的中

性蛋白溶液" 取 #"" NB样品液于 9"" NB量筒中#室

温下在 #" """ ,下高速均质 % N-+#分别记录初始时

&>

"

'和 %" N-+ 时&>

%"

'的泡沫体积-#" $##.

#起泡性

&#

7

'和泡沫稳定性&#

5

'分别按式&%'和&3'计算"

#

7

f

>

"

$#""

>

"

l#"": &%'

#

5

f

>

%"

$#""

>

"

$#""

l#"": &3'

$(结果与分析

!&#6静高压工艺条件的优化

!&#&#6静压力对米糠蛋白溶解性的影响

按 #&!&! 方法#配制 "&"! /(NB的米糠蛋白溶

液#分别在不同的静压力下保压 #" N-+#将溶液冷冻

干燥#测定其溶解性#考察静压力对米糠蛋白溶解性

的影响#结果见图 #"

图 &(静压力对米糠蛋白溶解性的影响

66由图 # 可知#米糠蛋白溶解性随静压力的增高
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先增大后减小#!"" g3"" ĵO时溶解性较好" 球形

的蛋白质分子内部有一些空穴#具有一定的可压缩

性和柔性#高压下基团发生位移#一些化学键被破

坏#亲水性基团形成或暴露#溶解性增加#静压力为

9"" ĵO时可能由于新的化学键生成#溶解性降低"

静压力为 !"" ĵO时米糠蛋白溶解性接近最大值#

且静压力增高伴随耗能和耗时增加#故选择静压力

为 !"" ĵO"

!&#&!6保压时间对米糠蛋白溶解性的影响

按 #&!&! 方法#配制 "&"! /(NB的米糠蛋白溶

液#在静压力 !"" ĵO下保压一定时间#将溶液冷冻

干燥#测定其溶解性#考察保压时间对米糠蛋白溶解

性的影响#结果见图 !"

图 $(保压时间对米糠蛋白溶解性的影响

66由图 ! 可知#在静压力 !"" ĵO下随着保压时

间的延长#" g#9 N-+ 时米糠蛋白溶解性增速较快#

#9 g%" N-+时增速较慢#可能由于压力造成的基团

位移及亲水性基团暴露趋于饱和-#! $#%.

#故选择保压

时间为 #9 N-+"

!&!6酶法改性米糠蛋白的工艺优化

!&!&#6单因素试验

按 #&!&! 方法#在静压力 !"" ĵO和保压时间

#9 N-+条件下#对米糠蛋白进行静高压改性后#再进

行酶法改性#考察碱性蛋白酶改性对米糠蛋白功能

性质的影响"

!&!&#&#6酶添加量对米糠蛋白溶解性!乳化性和乳

化稳定性的影响

经静高压处理后的米糠蛋白溶液#在 c=1 条件

下分别添加 9""!# """!# 9""!! """!! 9""!% """

Y(/碱性蛋白酶&以米糠蛋白质量计#下同'#39h

酶解 2" N-+#考察酶添加量对米糠蛋白溶解性和乳

化性!乳化稳定性的影响#结果分别见图 %!图 3"

从图 % 可知#米糠蛋白溶解性随着酶添加量的

增加而增大#酶添加量超过 ! """ Y(/之后#米糠蛋

白溶解性增加变缓" 从图 3 可知#米糠蛋白乳化性

随着酶添加量的增大而增加" 这是因为在静高压作

用下#蛋白质形成和暴露出更多的亲水基团#且更利

于酶解" 在酶催化下#蛋白质限制性水解为小分子

肽#小分子肽可快速地分散在油$水界面上#形成吸

附作用#增大乳化性#且降低界面体系的自由能#稳

定乳化液-#3.

" 乳化稳定性反映乳化液保持良好乳

化性的时间#乳化稳定性的大小与蛋白质亲水性与

疏水性的平衡有关" 随着酶添加量的增加#米糠蛋

白溶解性增加#且亲水基团和水形成牢固的界面#使

乳化稳定性增加" 酶添加量超过 ! """ Y(/后#蛋

白质结构舒展#更多亲水基团和疏水基团暴露#疏水

力增大#使得脂肪微滴相互吸引#乳化稳定性

下降-#9.

"

图 )(酶添加量对米糠蛋白溶解性的影响

图 *(酶添加量对米糠蛋白乳化性和乳化稳定性的影响

!&!&#&!6c=对米糠蛋白溶解性!乳化性和乳化稳

定性的影响

静高压处理后#在酶添加量 ! """ Y(/!酶解时

间 2" N-+!酶解温度 39h条件下#考察 c=对米糠蛋

白溶解性!乳化性和乳化稳定性的影响#结果分别见

图 9!图 2"

图 +(;P对米糠蛋白溶解性的影响

66由图 9 可知#米糠蛋白溶解性在 c=9 g8 增加

较快#在 c=8 g#" 之间增加缓慢" 米糠蛋白等电点

在 3&9 左右#碱性蛋白酶最适 c=为 ' 左右)c=增
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大#偏离等电点而使米糠蛋白溶解性增加#同时由于

酶活力增强#使得蛋白质水解成更多的小分子肽#亲

水基团暴露#溶解性增大-#2.

"

图 ,(;P对米糠蛋白乳化性和乳化稳定性的影响

66由图 2 可知(米糠蛋白的乳化性随 c=的增加

而增大#c=大于 1 时增加趋势变缓)乳化稳定性随

c=的增加先增大后减小" 由于酶的作用使亲水亲

油基团暴露#使得蛋白快速形成油 $水吸附膜而使

乳化稳定性升高)当 c=大于 1 时#酶活性使得更多

小分子肽生成#小分子肽形成的吸附膜不足以维持

油$水的稳定性#乳化稳定性降低"

!&!&#&%6酶解温度对米糠蛋白溶解性!乳化性和乳

化稳定性的影响

静高压处理后#在酶添加量 ! """ Y(/!酶解时

间 2" N-+!c=1 条件下#考察酶解温度对米糠蛋白

溶解性!乳化性和乳化稳定性的影响#结果分别见图

1!图 8"

图 -(酶解温度对米糠蛋白溶解性的影响

图 .(酶解温度对米糠蛋白乳化性和乳化稳定性的影响

66由图 1可知#随着酶解温度的升高#米糠蛋白溶

解性先升高后降低#并在 39h时达到最大值" 碱性

蛋白酶最适温度为 3" g9"h#可使蛋白质结构得以

充分展开#亲水基团增多)9"h以上时#由于酶部分变

性#溶解性下降" 由图 8 可知(乳化性于 %9 g39h时

升高#39 g99h时降低#99 g2"h再次升高)乳化稳定

性于 3"h达到最高值#之后降低#99h之后再升高"

这可能与酶的最适温度有关#较低的温度下形成稳定

的蛋白膜#温度升高#蛋白质继续水解使得蛋白膜的

界面黏性变差)2"h时可能由于蛋白中的淀粉糊化#

形成淀粉网络结构#增大了溶液的界面性质-#1.

"

!&!&#&36酶解时间对米糠蛋白溶解性!乳化性和乳

化稳定性的影响

静高压处理后#在酶添加量 ! """ Y(/!酶解温

度 39h!c=1 条件下#考察酶解时间对米糠蛋白溶

解性!乳化性和乳化稳定性的影响#结果分别见图

'!图 #""

图 '(酶解时间对米糠蛋白溶解性的影响

图 &%(酶解时间对米糠蛋白乳化性和乳化稳定性的影响

66由图 ' 可知#酶解时间 8" N-+ 时#米糠蛋白溶

解性基本达到最大值" 李帅斐等-#8.的研究显示#

'9h高温联合碱性蛋白酶改性米糠蛋白#最适酶解

时间为 #!" N-+#与之相比#静高压联合碱性蛋白酶

改性缩短了酶解时间#节省了操作时间" 由图 #" 可

知#米糠蛋白乳化性随着酶解时间延长而增大#8"

N-+后增大不明显#乳化稳定性在 #"" N-+后降低"

!&!&!6正交试验

在单因素试验的基础上#以酶添加量!c=!酶解

温度!酶解时间为考察因素#以溶解性!乳化性!乳化

稳定性为指标#进行B

'

&%

3

'正交试验设计" 根据姜

志炜-#'.关于蛋白质溶解性!乳化性与食品感官性质

的研究#采用隶属度对指标进行综合评分" 正交试

验因素水平见表 ##正交试验方案及结果见表 !"

81
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表 &(正交试验因素水平

水平
@酶添加量(

&Y(/'

Kc=

7酶解

温度(h

C酶解

时间(N-+

# # """ 2 3" "2"

! # 9"" 1 39 "8"

% ! """ 8 9" #""

66由表 ! 可知#对米糠蛋白性质影响最大的因素

为酶添加量#其次为 c=#酶解温度和酶解时间的影

响较小" 经过静高压处理的 "&"! /(NB米糠蛋白最

佳酶解条件组合为 @

!

K

%

7

%

C

!

#即酶添加量 # 9""

Y(/!c=8!酶解温度 9"h和酶解时间 8" N-+ 时#

?5>!乳化性和乳化稳定性综合评分最好"

表 $(正交试验方案及结果

试验号 @ K 7 C ?5>(:

乳化性(

&N

!

(/'

乳化稳定性(

N-+

?5>隶属度
乳化性

隶属度

乳化稳定性

隶属度

综合

评分

# # # # # 9"&%" #9&13 2!&#' "&"" "&"" "&!8 "&"8

! # ! ! ! 21&9% !!&39 1%&#1 "&2% "&9# "&8# "&29

% # % % % 1"&81 !8&'2 28&18 "&19 #&"" "&2" "&18

3 ! # ! % 29&!1 !9&%2 13&29 "&99 "&1% "&88 "&1"

9 ! ! % # 1#&33 !3&1" 12&"2 "&18 "&28 "&'3 "&8"

2 ! % # ! 13&%8 !2&'' 11&!1 "&88 "&89 #&"" "&'#

1 % # % ! 13&2' !1&"# 22&'3 "&'" "&89 "&9# "&11

8 % ! # % 19&"% !8&## 92&!3 "&'# "&'3 "&"" "&23

' % % ! # 11&99 !8&"2 9'&1# #&"" "&'% "&#1 "&1%

J

#

#&9# #&99 #&2% #&2#

J

!

!&3# !&"' !&"8 !&%%

J

%

!&#3 !&3! !&%9 !&#!

)

%

"&'" "&81 "&1! "&1!

6注(指标隶属度 f

指标值$指标最小值

指标最大值$指标最小值
#综合评分 f"&3 l?5>隶属度 S"&% l乳化性隶属度 S"&% l乳化稳定性隶

属度"

!&!&%6验证试验

将未改性的米糠蛋白样品!!"" ĵO静高压处

理 #9 N-+及综合评分最优条件下联合改性的样品

进行性质比较#结果见表 %"

表 )(不同米糠蛋白样品性质比较

样品
?5>(

:

乳化性(

&N

!

(/'

乳化

稳定性(

N-+

起泡性(

:

泡沫

稳定性(

:

未改性
3'&89

O

#9&"%

O

!2&#1

O

#%&!!

O

3"&#1

O

静高压改性
2'&39

a

!#&32

a

2%&9'

a

!'&22

a

9"&'#

a

联合改性
18&!1

*

!8&%"

*

1%&1!

*

%1&8"

*

91&!8

*

6注(同列不同字母表示存在显著差异&!o"&"9'"

66由表 % 可知#与未改性样品相比#静高压改性和

联合改性米糠蛋白溶解性!乳化性!乳化稳定性!起

泡性及泡沫稳定性均显著增加#且联合改性米糠蛋

白溶解性!乳化性!乳化稳定性!起泡性及泡沫稳定

性增加更显著#分别增加了 91:! 88:! #8!:!

#89:!3%:"

)(结(论

基于单因素试验和正交试验#静高压与碱性蛋

白酶联合改性米糠蛋白最适改性条件为静压力 !""

ĵO!保压时间 #9 N-+!酶添加量 # 9"" Y(/!c=8!

酶解温度 9"h和酶解时间 8" N-+#在此条件下米糠

蛋白结构被打开#二硫键断裂#暴露其亲水和疏水基

团" 联合改性后米糠蛋白溶解性!乳化性!起泡性均

显著增加" 研究结果为提高米糠的经济价值提供了
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