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摘要!米糠中蛋白质含量丰富"蛋白的必需氨基酸组成也比较完整"是一种优良的蛋白资源"因其组

成成分复杂"难于提取' 为了更加有效地提取米糠谷蛋白"采用微波辅助 @ZWEN,O法提取米糠谷蛋

白"通过单因素试验研究微波功率&微波时间&微波温度对米糠谷蛋白提取率的影响"在此基础上采

用正交试验确定最优提取条件"同时研究了微波处理对米糠谷蛋白结构和功能性质的影响' 结果

表明(在微波功率 8"" Y&微波时间 #3 Q.,&微波温度 9"[的条件下"米糠谷蛋白提取率为 %2'#:'

微波处理后"米糠谷蛋白的
!

$螺旋和
$

$转角向
$

$折叠转移"

$

$折叠含量明显提高' 经过微波

处理后"米糠谷蛋白的溶解性提高了 8'#! 百分点"持水性提高了 "'8( 百分点"起泡性增加了 !"'9#

百分点"乳化稳定性增加了 3G3" 百分点' 随着微波功率的增加"米糠谷蛋白表面疏水性总体增加'

适当的微波处理能有效地增加米糠谷蛋白提取率并改善米糠谷蛋白的部分功能性质' 研究结果为

米糠谷蛋白的工业化制备及在各种食品配方中的应用提供理论支撑'
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C*: 1-05?,N.+OWNT, 0FX;O,% Q.+NELTMOTZZ.Z;Ò Oa;NT+;.E,% _X,+;.E,TFKNEKON;1% Z;NX+;XNO

66米糠是稻米加工过程的主要副产物$主要由果

皮&种皮&胚乳和糊粉层组成0#1

# 米糠中蛋白质含

量丰富$占 #": b#&:# 米糠蛋白组成为清蛋白&

球蛋白&谷蛋白和醇溶蛋白$含量分别为 2%:&

2&:&!!:&3:

0!1

$其中$谷蛋白作为米糠中主要的

不溶性蛋白$较清蛋白&球蛋白和醇溶蛋白具有较高

的必需氨基酸含量021

$研究米糠谷蛋白的提取对于

探索其在食品领域的应用具有重要意义#

目前提取米糠谷蛋白的主要方法为 @ZWEN,O

法$该方法是根据蛋白质在不同 K<条件下的溶解

性不同且等电点处溶解度最低的特点$采取碱溶酸

沉法将多种蛋白质分级提取出来$但 @ZWEN,O法分

离米糠谷蛋白的提取率较低091

# 提取前对米糠进

行辅助处理有助于提高蛋白的提取率# 微波可渗透

分子内部$增加分子运动$对氢键&疏水键产生作用$

从而改变蛋白质的构象与活性# 本试验采用微波对

米糠进行预处理后$利用 @ZWEN,O法提取米糠谷蛋

白$确定最优提取条件$并将微波&未微波处理提取

的米糠谷蛋白结构及功能性质进行比较$为米糠谷

蛋白的开发和应用提供理论支撑#

$%材料与方法

#'#6试验材料

龙粳 2# 号大米米糠(水分含量 ##'(!:*$辽宁

盛宝天隆米业# 5B5 $\?hH凝胶电泳试剂盒$考马

斯亮蓝e$!3"$十二烷基硫酸钠$盐酸胍$3$3 $二

硫基$!$! $二硝基苯甲酸$其他试剂均为分析纯#

BYC$#"" 型电动粉碎机$hA$!#R高速冷冻

离心机$>;+EFO;3Bm7红外光谱仪$5]23"" 扫描电

镜$BHA4?2!" 型 K<计$R?5 $==\A]5常压微波萃

取仪$5eB$!"" 凯氏定氮仪$C(% 荧光分光光度计$

8̂#" 圆二色谱仪#

#'!6试验方法

#'!'#6微波辅助@ZWEN,O法提取米糠谷蛋白

根据@ZWEN,O

0!1的分级原理并加以修改# 将新

鲜米糠过 "'!8 QQ(3" 目*筛$称取 3" 0于 !"" QA

蒸馏水中$在一定的微波功率&微波时间和微波温度

下对米糠进行微波处理$再根据 @ZWEN,O法进行谷

蛋白提取# 采用hI3""('3)!"#& 凯氏定氮法测定

谷蛋白含量$按公式 (#*计算米糠谷蛋白提取率

(7*#

7f$

#

8$g#"": (#*

式中,$

#

为提取液中谷蛋白含量%$为原料中

谷蛋白含量#

#'!'!6米糠谷蛋白扫描电镜分析

将米糠谷蛋白冷冻干燥处理$并用扫描电镜对

米糠谷蛋白进行形貌观察# 将待观察的样品涂在导

电胶带上$并涂上一层 3 QQ厚的金属$设置电压 3

-D$于 3"" g放大倍数下选择合适视野$拍摄米糠谷

蛋白形貌特征#

#'!'26米糠谷蛋白结构分析

#'!'2'#6红外光谱分析

将 # Q0米糠谷蛋白样品与 #"" Q0溴化钾混

匀$压制成片进行红外光谱分析$光谱扫描范围为

9"" b9 """ +Q

$#

$分辨率为 9 +Q

$#

#

#'!'2'!6圆二色谱分析

参考文献0%1的方法并加以改进# 取 #" Q0待

测样品$加入 #" QA磷酸盐缓冲溶液 ( K< %'3$

"'""3 QEF)A*$充分混合之后$将溶液倒入吸收池$

将其放在圆二色谱仪中扫描$以 #(" b!3" ,Q作为

扫描范围$扫描速度 #"" ,Q)Q.,$利用 5KO+;NT

?,TF1Z.Z软件对图谱进行函数平滑$利用仪器附带

T̂Z+E二级结构估值程序估算待测样品的二级结构#

#'!'96米糠谷蛋白的功能性质分析

#'!'9'#6溶解性测定

准确称取 ! 0的米糠谷蛋白溶于 #" QA蒸馏水

中$调 K<为 %'"$室温搅拌 # J$于 8 """ N)Q.,离心

!" Q.,$然后用凯氏定氮法测定上清液的含氮量#

溶解性用氮溶指数表示$按公式(!*计算#

%

>5

f?

#

8?g#"": (!*

式中,%

>5

为氮溶指数值%?

#

为上清液含氮量%?

为样品总含氮量#

#'!'9'!6持水性和持油性测定

称取 "'# 0米糠谷蛋白溶于 3 QA"'"3 QEF)A

磷酸盐缓冲溶液或大豆油中$室温下涡旋 2 Q.,$于

3 """ N)Q., 离心 !" Q.,$称取离心后沉淀的质量#

(9
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按照公式(2*计算持水性(3

#

*或持油性(3

!

*#

3

#

(3

!

* f

$

#

$$

$

(2*

式中,$为米糠谷蛋白的质量%$

#

为离心后沉

淀的质量#

#'!'9'26乳化活性及乳化稳定性测定

采用文献081方法进行测定# 称取 "'! 0米糠

谷蛋白溶于 !" QA"'"3 QEF)A磷酸盐缓冲溶液$混

匀$从中取 #3 QA与 3 QA大豆油混合$以 #" """

N)Q.,均质 2 Q.,# 将 3"

!

A的底部乳液与 3 QA

"'#:的 5B5完全混合$然后在 3"" ,Q处测定吸光

度(@

"

*(对照组为 "'#:5B5*# 静置 #" Q.,后再次

从底部各取 3"

!

A样品$用 3 QA"'#:5B5 溶液稀

释$测定吸光度(@

#"

*# 乳化活性(%

H?

*和乳化稳定

性(%

H5

*分别按公式(9*和公式(3*计算#

%

H?

f

! g!C2"2 g@

"

gJ

%

(g#" """

(9*

%

H5

f

@

"

g

*

K

@

"

$@

#"

(3*

式中,J为稀释倍数%

%

为体系中油相体积分

数%(为样品溶液中蛋白质质量浓度%

*

K为两次间

隔时间差#

#'!'9'96起泡性及泡沫稳定性测定

采用文献0(1的方法进行测定$并加以修改#

准确称量 "'! 0米糠谷蛋白与 !" QA"'"3 QEF)AK<

%'" 磷酸盐缓冲溶液于 3" QA烧杯中混匀# 使用均

质机以 #" """ N)Q.,均质 2 Q.,$测均质后液面体积

(L

"

*$在室温下静置 2" Q., 后再读取液面体积

(L

2"

*# 起泡性(F

#

*和泡沫稳定性(F

!

*分别按照公

式(&*和公式(%*计算#

F

#

f

L

"

$!"

L

"

g#""E (&*

F

!

f

L

2"

$!"

L

"

$!"

g#""E (%*

#'!'36米糠谷蛋白表面疏水性的测定

参考文献0#"1方法采用 ?>5 探针法测定米糠

谷蛋白的表面疏水性# 用磷酸缓冲溶液 ("'"3

QEF)A$K<%'"*制备 8 QQEF)A?>5 溶液$加入一定

量的米糠谷蛋白$使其充分溶解$在 8 """ N)Q., 下

离心 !" Q.,$除去沉淀$以 AELON1法计算米糠谷蛋

白质量浓度# 通过磷酸缓冲溶液的稀释$得到质量

浓度分别为 "'"3 b"'#3 Q0)QA的米糠谷蛋白溶

液$取 9"

!

A?>5溶液滴加至不同质量浓度的米糠

谷蛋白溶液中$避光静置 #3 Q.,$然后进行测试# 测

试条件为激发波长 2(" ,Q$发射波长 9%" ,Q$扫描

夹缝 3 ,Q$扫描速率 #" ,Q)Z# 将荧光强度与米糠

谷蛋白质量浓度做线性图$以初始段的斜率值计为

米糠谷蛋白的表面疏水性#

#'!'&6数据处理与分析

采用@N.0.,软件进行数据分析和图表处理$采

用 5\55'!9 软件进行显著性分析#

&%结果与分析

!'#6单因素试验

!'#'#6微波功率对米糠谷蛋白提取率的影响

在微波时间 #3 Q.,&微波温度 23[条件下$考

察微波功率对米糠谷蛋白提取率的影响$结果见

图 ##

图 $%微波功率对米糠谷蛋白提取率的影响

66由图 # 可知$随微波功率的增加$米糠谷蛋白提

取率不断增加$在微波功率为 %"" Y时达到最高

(%!G3:*# 这可能是在微波处理时$米糠细胞壁被

破碎$内部氢键以及二硫键被破坏$蛋白质易于溶

出$谷蛋白提取率升高# 微波功率超过 %"" Y后$

米糠谷蛋白提取率降低# 因此$选定微波功率为

%"" Y#

!'#'!6微波时间对米糠谷蛋白提取率的影响

在微波功率 %"" Y&微波温度 23[条件下$考

察微波时间对米糠谷蛋白提取率的影响$结果见

图 !#

图 &%微波时间对米糠谷蛋白提取率的影响

66由图 ! 可知$随微波时间的延长$米糠谷蛋白提

取率呈现先增加后降低的趋势$在微波时间超过 #3

Q.,后$米糠谷蛋白提取率不断降低# 原因是在微

波的作用下$微波时间过长$蛋白质分子氢键以及基

团发生改变$内部疏水基团暴露出来$疏水残基相互

"3
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作用形成网络结构$蛋白质难以溶出$使谷蛋白提取

率降低# 因此$选定微波时间为 #3 Q.,#

!'#'26微波温度对米糠谷蛋白提取率的影响

在微波时间 #3 Q.,&微波功率 %"" Y条件下$考察

微波温度对米糠谷蛋白提取率的影响$结果见图 2#

图 '%微波温度对米糠谷蛋白提取率的影响

66由图 2 可知$随微波温度的升高$米糠谷蛋白提

取率呈现不断升高的趋势$在 9"[时米糠谷蛋白提

取率达到最大$之后继续升高温度$米糠谷蛋白提取

率下降# 在微波作用下$随着温度的升高蛋白质结

构变得疏松$蛋白质中二硫键被破坏$促进蛋白质的

溶解$从而提高了蛋白提取率# 因此$选定微波温度

为 93[#

!'!6正交试验

根据单因素试验结果$采用三因素三水平的正

交试验对米糠谷蛋白提取参数进行优化$正交试验

因素水平见表 #$正交试验设计与结果见表 !#

表 $%正交试验因素水平

水平 ?微波功率)Y I微波时间)Q., 7微波温度)[

# &"" #" 23

! %"" #3 9"

2 8"" !" 93

表 &%正交试验设计与结果

试验号 ? I 7 提取率):

# # # # 38'%

! # ! 2 3%'9

2 # 2 ! &8'2

9 ! # ! &('3

3 ! ! # &&'(

& ! 2 2 &!'#

% 2 # 2 %"'2

8 2 ! ! %2'#

( 2 2 # &('%

H

#

&#'3 &&'! &3'#

H

!

&&'! &3'8 %"'2

H

2

%#'" &&'% &2'2

! "('3 ""'( "%'"

66由表 ! 可见$各因素对米糠谷蛋白提取率影响

大小依次为?k7kI$即微波功率 k微波温度 k微

波时间$最优方案为 ?

2

I

2

7

!

# 结合单因素试验结

果$最终确定最优工艺方案为 ?

2

I

!

7

!

$即微波功率

8"" Y&微波时间 #3 Q.,&微波温度 9"[# 在最优方

案下$米糠谷蛋白提取率为 %2'#:#

!'26微波处理对米糠谷蛋白性质的影响

!'2'#6微波处理前后米糠谷蛋白的扫描电镜图

采用扫描电镜观察微波处理前后米糠谷蛋白表

面形貌$结果见图 9#

图 D%微波处理前后米糠谷蛋白扫描电镜图

66由图 9可知$米糠谷蛋白表面多孔$经过微波处

理后蛋白表面孔隙增大$其原因可能与微波处理后碱

液提取的米糠谷蛋白非共价键的相互作用增强有关#

!'2'!6微波处理对米糠谷蛋白结构的影响

图 3 是微波处理前后米糠谷蛋白的红外光谱

图$表 2 为米糠谷蛋白的圆二色谱测定结果# 由图

3 可见$微波处理前后的米糠谷蛋白的红外光谱图

走势相似$但在二级结构上存在很大差异# 米糠谷

蛋白在 # %"" +Q

$#附近的振动峰是由 7)>伸缩振

动和>)<面内变形振动所形成的
!

$螺旋和
$

$

折叠$在 2 """ +Q

$#附近的振动峰均是由 )7<

!

和

)7<

2

伸缩振动引起的# 蛋白的二级结构中
!

$螺

旋和
$

$折叠是比较有序的蛋白结构$具有较高的

稳定性0#31

# 由表 2 可知$微波处理后$米糠谷蛋白

!

$螺旋和
$

$转角向
$

$折叠转移$

$

$折叠含量

明显提高$因此微波处理后的米糠谷蛋白有较高的

稳定性#

图 E%微波处理前后米糠谷蛋白的红外光谱图

表 '%米糠谷蛋白的圆二色谱测定结果 Z

提取方法
!

$螺旋
$

$折叠
$

$转角 无规则卷曲

@ZWEN,O法 !8'9 #"'" 29'# 2%'3

本方法 !!'3 #&'( !3'& 23'"

#3
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!'2'26微波处理对米糠谷蛋白功能性质的影响

(见表 9*

米糠谷蛋白是具有较大空间结构的大分子类物

质$分子内的大量基团在受到外界影响时会发生某

些变化$进而影响其功能性质0##1

# 由表 9 可知$米

糠经过微波处理后所提取的米糠谷蛋白功能性质发

生改变$溶解性提高了 8'#! 百分点$持水性升高了

"'8( 百分点$持油性降低了 "'89 百分点# 郝天舒

等0#!1研究发现$微波处理提高了米糠蛋白的溶解

性$可能是与蛋白氨基酸分布有关# 米糠经过微波

处理后$米糠谷蛋白二级结构被破坏$导致亲水基团

暴露$加剧了蛋白质分子的氢键和离子基团的水合

作用$蛋白持水性升高# 微波处理后米糠谷蛋白起

泡性增加了 !"'9# 百分点$泡沫稳定性则降低了

!#'&& 百分点# 这可能是因为微波处理后$米糠谷

蛋白结构展开$更易吸附到空气$水界面上$形成泡

沫$这与 ?̀TQ等0#21的研究结果一致# 微波处理

后$米糠谷蛋白乳化稳定性增加了 3'3" 百分点$但

乳化活性降低了 9'&# 百分点$这可能是微波处理破

坏了米糠谷蛋白结构$致使疏水基团疏远水相$从而

降低了乳化活性0#91

#

表 D%微波处理对米糠谷蛋白功能性质的影响

提取方法 溶解性): 持水性)(0)0* 持油性)(0)0* 起泡性): 泡沫稳定性): 乳化活性)(Q

!

)0*

乳化稳定性)Q.,

@ZWEN,O法 3"'93 p"'"# !'33 p"'"! 2'%# p"'"# 2%'"" p"'"# 82'!# p"'## !('#9 p"'"! 93'"" p"'"#

本方法 38'3% p"'"! 2'99 p"'"9 !'8% p"'"! 3%'9# p"'"& &#'33 p"'#9 !9'32 p"'"9 3"'3" p"'"3

!'2'96微波处理对米糠谷蛋白表面疏水性的影响

(见图 &*

图 F%微波功率对米糠谷蛋白表面疏水性的影响

66由图 & 可知$随着微波功率的增加$米糠谷蛋白

表面疏水性总体逐渐增加$且均高于未微波处理的#

表明微波处理后$蛋白质结构展开$内部的疏水基团

暴露于蛋白质分子表面#

'%结%论

本研究采用微波辅助 @ZWEN,O法提取米糠谷蛋

白$在微波功率 8"" Y&微波时间 #3 Q.,&微波温度

9"[条件下$米糠谷蛋白提取率达到 %2'#:# 微波

处理后米糠谷蛋白
!

$螺旋和
$

$转角向
$

$折叠

转移$

$

$折叠含量明显提高# 微波处理后$米糠谷

蛋白的溶解性提高了 8'#! 百分点$持水性升高了

"'8( 百分点$起泡性增加了 !"'9# 百分点$乳化稳

定性 增 加 了 3'3" 百 分 点$ 持 油 性 降 低 了

"'89 百分点$乳化活性降低了 9'&# 百分点$泡沫稳

定性降低了 !#'&& 百分点# 米糠谷蛋白表面疏水性

随微波功率增加总体逐渐增大# 本研究可为米糠谷

蛋白的工业化制备及在各种食品配方中的应用提供

理论支撑#
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##",#"&#!20!"!# $"! $!!1'J;;KZ,))̀E.'EN0)#"'#"#&)
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+E,*X0T;Ò F.,EFO.+T+.̀ ZXKKFOQO,;0 1̂'^<OT̀ CT+O

\T.,$ !"#8$ 38(3*,%&# $%&2'

0331 R@eH=e?4h$ <@e4?A5$ h@RH5 $5?>4@5 ?7$
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