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摘要!旨在为米糠副产品的精深加工利用提供指导!利用碱性蛋白酶辅助碱溶酸沉法提取米糠蛋

白!并进一步以纤维素酶纯化米糠蛋白!在单因素实验的基础上通过正交实验优化提取%纯化工艺

条件& 结果表明'米糠蛋白提取的最佳工艺条件为酶解 [,%"7$%酶解温度 $"d%料液比 %i%"%酶

解时间%!" 24@%加酶量 !7$_!在此条件下米糠蛋白提取率为 /$7!_#米糠蛋白纯化的最佳工艺条

件为酶解温度 $"d%酶解 [,$7"%酶解时间 &" 24@%加酶量 (_%料液比 %i%"!在此条件下米糠蛋白

纯度为 .%7&_!提取率为 /!7&_& 采用此方法可以得到提取率和纯度均较高的米糠蛋白&

关键词!米糠蛋白#提取#纯化#碱性蛋白酶#纤维素酶
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EE米糠是稻谷脱壳加工过程中的主要副产物$通

常占稻谷质量的 ._ c%!_& 我国作为农业大国$

每年米糠产量高达 ! """ 万 V

(% #!)

& 米糠中含有丰

富的蛋白质$含量占米糠总质量的 %$_ c!"_

(')

$

米糠蛋白氨基酸组成合理$生物效价高$与 XǸ ?
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J,̀ 推荐模式相近(()

$相比其他谷物蛋白有着更

高的消化率和生物学功能($)

!米糠蛋白具有低过敏

性$不会对人体产生过敏反应$非常适合婴幼儿和特

殊人群(& #/)

$是一种极具发展潜力的优质蛋白&

米糠蛋白的分子结构中存在大量二硫键和疏水

基团$致使其难以被提取$且米糠中的蛋白质易与纤

维素形成复合物$导致制备的米糠蛋白纯度过低$难

以直接利用(.)

& 目前$主要采用碱溶酸沉法和酶法

提取米糠蛋白() #%")

& 碱溶酸沉法是利用在碱性环

境下氢和酰胺键被破坏以达到溶解米糠蛋白的效

果$是公认工艺简便的一种方法(%%)

& 谢宇霞等(%!)

采用碱法提取米糠蛋白$在 O3̀,浓度 "7%" 295?Q%

料液比 %i%"%提取温度 !$ d%提取时间 %$" 24@ 条

件下$米糠蛋白提取率为 /(7'_& 但碱溶酸沉法

仍存在提取效率较低等问题& 现通常采用酶法或

物理法辅助(%')碱法提取米糠蛋白$以进一步提高

提取效率$其中$酶法提取相对温和的反应条件既

能保留更多的营养价值$亦能得到较高蛋白质提

取率(%()

&

随着生活水平的提高$人们对蛋白产品品质的

要求也在不断提高$高纯度的蛋白产品是蛋白精深

加工与利用的目标$也是延长产业链%提高副产物利

用价值的极佳途径& 因此$有必要对米糠蛋白进行

纯化& 纤维素酶能破坏米糠的细胞壁$分解纤维素$

阻止其与蛋白质交联(%$)

$有利于米糠蛋白的进一步

纯化$但目前少见米糠蛋白纯化方面的报道& 因此$

本研究采用酶法辅助碱溶酸沉法提取米糠蛋白$并

在此基础上进一步使用纤维素酶对米糠蛋白进行纯

化$为米糠蛋白制备工艺研究提供理论和数据基础&

;<材料与方法

%7%E实验材料

%7%7%E原料与试剂

米糠$唐山圣昊农科发展有限公司!碱性蛋白酶

"!" 万R?C#$南宁市庞博生物有限公司!纤维素酶

"(" 万R?C#$上海源叶生物科技有限公司!O3̀,%

,H5$均为分析纯$开封市东大化工有限公司!

,

'

Ẁ

'

% 乙醚$均为分析纯$天津市科密欧有限公

司!H;G`

(

%e

!

G`

(

$分析纯$天津市天试化学试剂有

限公司!,

!

G`

(

%溴甲酚绿$分析纯$天津博迪化工股

份有限公司&

%7%7!E仪器与设备

e#).(" 凯氏定氮仪%G -̀#("& 自动脂肪测定

仪$济南市海能仪器股份有限公司!GF'%"" [,计$

瑞士梅特勒#托利多公司!XN!!( 电子天平$杭州市

旌斐股份有限公司!F̂ $N中低速离心机$湖南凯达

仪器有限公司! X̂%"%G 恒温加热磁力搅拌器$巩义

于华仪器股份有限公司!Ge#''"" 超声清洗仪$上

海科导超声仪器股份有限公司!%"% #G 鼓风恒温干

燥箱$上海博迅实业股份有限公司!XYKKB9@K冷冻干

燥机$美国拉博康公司&

%7!E实验方法

%7!7%E米糠脱脂处理

称取 $"" C米糠$按料液比 %i. 加入正己烷$(""

J超声辅助提取 ( L& 重复提取 % 次$抽滤并收集残

渣& 对残渣旋蒸回收残留正己烷$将旋蒸后的残渣置

于通风橱晾干$得到脱脂米糠$于 (d储存备用&

%7!7!E基础指标测定

水分的测定$+W$"")7'*!"%&/食品安全国家

标准 食品中水分的测定0直接测定法!蛋白质的测

定$+W$"")7$*!"%&/食品安全国家标准 食品中蛋

白质的测定0微量凯氏定氮法!粗脂肪的测定$+W

$"")7&*!"%&/食品安全国家标准 食品中脂肪的测

定0索氏抽提法&

%7!7'E米糠蛋白等电点的测定

称量 $ C脱脂米糠$按料液比 %i%"溶解于去离子

水中$用 % 295?Q盐酸溶液分别调节溶液 [,为 '7$%

'7.%(7%%(7(%(7/%$7"%$7'%$7&%&7"$并在室温下于

% """ Y?24@ 磁力搅拌 '" 24@$然后于 ( """ Y?24@ 离

心 %" 24@$取上清液$测定其蛋白质含量$按式"%#

计算米糠蛋白溶解度"A#$并绘出溶解度随着溶液

[,变化的曲线图$米糠蛋白等电点为溶解度最小时

溶液的 [,&

AtV

%

BV

"

j%""2 "%#

式中'V

"

为样品中的总蛋白质含量!V

%

为上清

液中的蛋白质含量&

%7!7(E酶法辅助碱溶酸沉法提取米糠蛋白

称取 $" C脱脂米糠$按一定的料液比加入去离

子水溶解$并使用 ! 295?Q氢氧化钠溶液调节 [,$

加入一定量的碱性蛋白酶$在一定的温度下反应一

定时间后$于 %""d水浴 %" 24@灭酶$再于 ("d%超

声功率 %&" J条件下碱提 ! L$将碱提后的溶液以

& """ Y?24@ 离心 %" 24@$取出上清液后将残渣加入

适量蒸馏水复溶$同样条件离心后合并上清液!使用

% 295?Q盐酸溶液将上清液调至米糠蛋白等电点进

行酸沉$静置 % L后以 & """ Y?24@离心%" 24@$收集

沉淀$真空冷冻干燥得到米糠粗蛋白&

%7!7$E纤维素酶酶解纯化米糠蛋白

称取 $" C米糠粗蛋白$按一定的料液比加入去

离子水溶解$并使用 % 295?Q盐酸溶液调节 [,$加

入一定量的纤维素酶$在一定温度下酶解一定时间
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后$升温至 .$d灭酶 %$ 24@$以 $ """ Y?24@ 离心

%" 24@$取沉淀加入适量蒸馏水使沉淀复溶并调节

[,至 /7"$冷冻干燥获得纯化米糠蛋白&

%7!7&E米糠蛋白提取率的计算

米糠蛋白提取率"U

%

%U

!

#按式"!#%式"'#计算&

U

%

t/

%

B/

"

j%""2 "!#

U

!

t/

!

B/

"

Cj%""2 "'#

式中'/

%

为提取的米糠粗蛋白的质量!/

"

为原

料脱脂米糠中蛋白的质量!/

!

为纯化米糠蛋白的质

量!/w

"

为待纯化的米糠粗蛋白质量&

=<结果与讨论

!7%E米糠及脱脂米糠主要组分

对米糠及脱脂米糠主要组分进行测定$结果见

表 %&

表 ;<米糠及脱脂米糠的主要组分 E

项目 水分 粗脂肪 蛋白质"Oj&7!$#

米糠 %%7$$ %/7$! %&7($

脱脂米糠 /7.) "7)$ '%7($

E注'粗脂肪%蛋白质均为干基含量

由表 % 可知$ 脱脂米糠中蛋白质含量达

'%7($_$相较于脱脂前有了显著的提升$且脱脂米

糠的粗脂肪含量降到了 "7)$_$粗脂肪的降低有利

于米糠蛋白的提取&

!7!E米糠蛋白等电点

[,与米糠蛋白溶解度的关系如图 % 所示&

注'不同字母代表差异显著"!k"7"$#& 下同

图 ;<6W与米糠蛋白溶解度的关系

EE由图 % 可知$随着 [,的升高$米糠蛋白的溶解

度呈现先下降再上升的趋势& 当 [,为 (7/ 时$米

糠蛋白溶解度最小$仅为 %"7&_$因此米糠蛋白的

等电点为 [,(7/& 在溶液中$蛋白质以两性离子的

形式存在$在等电点时$两性离子的正负电荷相等$

其分子静电荷为零$蛋白质之间的分子作用力减小$

易相互碰撞并形成大分子而沉淀$此时最利于蛋白

质的提取& 通过等电点的检测$得到最佳酸沉 [,

为 (7/&

!7'E酶法辅助碱溶酸沉法提取米糠蛋白的工艺优化

!7'7%E单因素实验

!7'7%7%E酶解温度对米糠蛋白提取率的影响

在酶解时间 %!" 24@$酶解 [,%"7$$加酶量

!7$_$料液比 %i%"$酶解温度分别为 ($%$"%$$%&"%

&$d的条件下$探究酶解温度对米糠蛋白提取率的

影响$结果如图 ! 所示&

图 =<酶解温度对米糠蛋白提取率的影响

EE由图 ! 可知$米糠蛋白提取率随着酶解温度的

升高先增大后减小$在 $"d时达到最大值$此时提

取率为 $/7&_& 适宜的温度能使碱性蛋白酶发挥

最大的活性$从而提高提取率$当温度过低时会影响

酶的活性$反之过高的温度会导致酶发生变性$影响

酶解效果& 因此$最佳酶解温度为 $"d&

!7'7%7!E酶解 [,对米糠蛋白提取率的影响

在酶解时间 %!" 24@$酶解温度 $"d$加酶量

!7$_$料液比 %i%"$酶解 [,分别为 )7"%)7$%%"7"%

%"7$%%%7" 的条件下$探究酶解 [,对米糠蛋白提取

率的影响$结果见图 '&

图 ?<酶解6W对米糠蛋白提取率的影响

EE由图 ' 可知$随着酶解 [,的升高$米糠蛋白提

取率不断上升$米糠的结构在碱性环境下会变得疏

松$蛋白质的溶出不断增加$这是因为米糠蛋白中二

硫键的含量相对较高$在弱碱性条件下溶解度低$当

[,增加$二硫键以及以氢键为主的次级键被破坏$米

糠蛋白的溶解度增加& 同时$碱性蛋白酶在此时具有

更高的活性$能相对充分地酶解米糠蛋白$进一步增

强了蛋白质的溶出$提取率也随之上升& 当酶解 [,

为%"7$时$提取率为&"7"_$当酶解 [,继续增加时$

提取率变化较小$故最佳酶解 [,为 %"7$&
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!7'7%7'E酶解时间对米糠蛋白提取率的影响

在酶解温度 $"d$酶解 [, %"7$$加酶量

!7$_$ 料液比 %i%"$酶解时间分别为 &"%)"%%!"%

%$"%%." 24@ 的条件下$探究酶解时间对米糠蛋白

提取率的影响$结果见图 (&

图 @<酶解时间对米糠蛋白提取率的影响

EE由图 ( 可知$随着酶解时间的延长$米糠蛋白提

取率呈先上升再逐渐趋于平缓的趋势& 酶解时间过

短$米糠蛋白细胞壁裂解不够彻底$导致米糠蛋白无

法被彻底释放出来$提取率也相对较低!随着酶解时

间的延长$米糠蛋白不断溶出$提取率不断上升$在

酶解时间 %!" 24@时$提取率为 $&7)_$继续延长酶

解时间$提取率变化较小& 综合考虑提取效率和成

本的因素$选择最佳酶解时间为 %!" 24@&

!7'7%7(E加酶量对米糠蛋白提取率的影响

在酶解温度 $"d$酶解 [,%"7$$料液比 %i%"$酶

解时间 %!" 24@$加酶量分别为 %7"_%%7$_%!7"_%

!7$_%'7"_的条件下$探究加酶量对米糠蛋白提取率

的影响$结果见图 $&

图 A<加酶量对米糠蛋白提取率的影响

EE由图 $可知$随着加酶量的提高$米糠蛋白提取率

不断上升$当加酶量为 !7$_时$提取率为 $&7._$之后

趋于平缓& 在加酶量较低时$因底物浓度较大$酶无

法与底物中的蛋白质反应完全$随着加酶量的不断

增大$酶的浓度趋于饱和$提取率也趋于平缓(%&)

&

综合考虑$选择最佳加酶量为 !7$_&

!7'7%7$E料液比对米糠蛋白提取率的影响

在酶解 [, %"7$$酶解温度 $"d$酶解时间

%!" 24@$加酶量 !7$_$料液比分别为 %i.%%i)%

%i%"%%i%%%%i%! 的条件下$考察料液比对米糠蛋白

提取率的影响$结果如图 & 所示&

图 B<料液比对米糠蛋白提取率的影响

EE由图 & 可知$米糠蛋白提取率随料液比升高而

上升$在料液比达到 %i%" 后$提取率趋于稳定& 过

低的料液比溶液黏稠度较大$降低了酶与底物相结

合的概率$无法使酶达到最大的酶解效果& 因此$选

择最佳料液比为 %i%"&

!7'7!E正交实验

在单因素实验的基础上$以米糠蛋白提取率为考

察指标$酶解 [,"%"7"%%"7$%%%7"%%%7$#%酶解温度"("%

($%$"%$$d#%加酶量"%7$_%!7"_%!7$_%'7"_#% 料

液比"%i)%%i%"%%i%%%%i%!#和酶解时间")"%%!"%%$"%

%." 24@#为考察因素$设计五因素四水平Q

%&

"(

$

# 的正

交实验$优化酶法辅助碱溶酸沉法提取米糠蛋白的工

艺条件& 正交实验设计及结果见表 !&

表 =<米糠蛋白提取正交实验设计及结果

实验

号

N酶解

[,

W加酶

量?_

H酶解

温度?d

^料

液比

0酶解

时间?24@

提取

率?_

% %"7" "%7$ (" %i)" ")" &"7'

! %"7" "!7" ($ %i%" %!" &.7/

' %"7" "!7$ $" %i%% %$" &/7)

( %"7" "'7" $$ %i%! %." &(7!

$ %"7$ "%7$ ($ %i%% %." &&7%

& %"7$ "!7" (" %i%! %$" &/7!

/ %"7$ "!7$ $$ %i)" %!" /"7)

. %"7$ "'7" $" %i%" ")" /"7%

) %%7" "%7$ $" %i%! %!" &.7.

%" %%7" "!7" $$ %i%% ")" &/7!

%% %%7" "!7$ (" %i%" %." &/7"

%! %%7" "'7" ($ %i)" %$" &.7!

%' %%7$ "%7$ $$ %i%" %$" &)7%

%( %%7$ "!7" $" %i)" %." &.7&

%$ %%7$ "!7$ ($ %i%! ")" &&7%

%& %%7$ "'7" (" %i%% %!" &&7(

"

%

&$7' &&7% &$7! &/7" "&&7"

"

!

&.7& &/7) &/7' &.7/ "&.7/

"

'

&/7. &.7" &.7) &&7) "&.7%

"

(

&/7& &/7! &/7) &&7& "&&7$

# "'7' "%7) "'7& !7% ""!7.

EE由表 ! 可知$各因素中对米糠蛋白提取率的影

.%%
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响最大的为酶解温度$其次从大到小依次为酶解

[,%酶解时间%料液比%加酶量& 最佳因素水平组合

为N

!

W

'

H

'

^

!

0

!

$即酶解 [,%"7$%加酶量 !7$_%酶

解温度 $"d%料液比 %i%"%酶解时间 %!" 24@& 在最

佳工艺条件下进行 ' 次平行验证实验$米糠蛋白的

平均提取率为 /$7!_&

!7(E纤维素酶酶解纯化米糠蛋白工艺优化

!7(7%E单因素实验

!7(7%7%E酶解温度对米糠蛋白纯度的影响

在酶解时间 &" 24@$酶解 [,$7"$加酶量 (_$

料液比 %i%"$酶解温度分别为 ("%($%$"%$$%&"%&$%

/"d的条件下$探究酶解温度对米糠蛋白纯度的影

响$结果如图 / 所示&

图 Q<酶解温度对米糠蛋白纯度的影响

EE由图 / 可知$随着酶解温度的升高$米糠蛋白纯

度不断升高$在 $"d左右时最高& 原因可能是酶只

有在最适温度才有最大的酶解效果$低于最适温度

酶活性不够$温度过高时会导致纤维素酶失活$无法

分解纤维素& 因此$最佳酶解温度为 $"d&

!7(7%7!E酶解 [,对米糠蛋白纯度的影响

在酶解时间 &" 24@$酶解温度 $"d$加酶量

(_$料液比 %i%"$酶解 [,分别为 (7"%(7$%$7"%

$7$%&7"%&7$%/7" 的条件下考察酶解 [,对米糠蛋

白纯度的影响$结果见图 .&

图 ]<酶解6W对米糠蛋白纯度的影响

EE由图 . 可知$米糠蛋白纯度随着酶解 [,的增

大而呈现先上升后下降的趋势& 米糠蛋白纯度在

[,为 $7" 时达到最大值& 纤维素酶的活性会受到

过高或者过低的 [,的影响$其酶解效果也会显著

减小$从而影响米糠蛋白纯度$只有在最适 [,的条

件下才能有最大的酶解效果& 在 [,为 $7" 时$纤

维素分解相对完全$利于蛋白质的提取$故最佳 [,

为 $7"&

!7(7%7'E酶解时间对米糠蛋白纯度的影响

在酶解温度 $"d$酶解 [,$7"$料液比 %i%"$

加酶量 (_$酶解时间分别为 !"%("%&"%."%%""%

%!" 24@ 的条件下$考察酶解时间对米糠蛋白纯度

的影响$结果如图 ) 所示&

图 ^<酶解时间对米糠蛋白纯度的影响

EE由图 ) 可见$酶解时间从 !" 24@ 延长到

&" 24@$米糠蛋白纯度大幅增加$&" 24@ 之后趋于稳

定$其原因可能是一定时间后$酶解反应生成的杂质

会阻碍纤维素酶与底物的进一步结合$从而使纯度

无法继续提高(%/)

& 因此$最佳酶解时间为 &" 24@&

!7(7%7(E加酶量对米糠蛋白纯度的影响

在酶解 [,$7"$酶解温度 $"d$料液比 %i%"$

酶解时间 &" 24@$加酶量分别为 %_%!_%'_%(_%

$_%&_的条件下$探究加酶量对米糠蛋白纯度的影

响$结果见图 %"&

图 ;><加酶量对米糠蛋白纯度的影响

EE由图 %"可知$米糠蛋白纯度随着加酶量的增加不

断增大$在加酶量 (_时趋于稳定$原因可能是随着加

加酶量不断增大$足量的纤维素酶与底物充分结合$再

添加纤维素酶也无法提高蛋白的纯度$故最佳加酶量

为 (_&

!7(7%7$E料液比对米糠蛋白纯度的影响

在酶解温度 $"d$酶解 [, $7"$酶解时间

&" 24@$加酶量 (_$料液比分别为 %i&%%i/%%i.%

%i)%%i%"%%i%%%%i%! 的条件下$探究料液比对米糠

蛋白纯度的影响$结果见图 %%&

)%%
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图 ;;<料液比对米糠蛋白纯度的影响

由图 %% 可知'随着料液比的增大$米糠蛋白纯

度呈现先升高后降低的趋势$在料液比 %i%" 时达到

最高值".%7/)_#& 当料液比较低时$体系黏度较

大$酶与底物无法充分结合$随着料液比的不断增

大$蛋白质与酶结合的概率增大$米糠蛋白纯度随之

上升!继续增大料液比会稀释酶与底物$从而影响米

糠蛋白的纯化& 因此$最佳料液比为 %i%"&

!7(7!E正交实验

在单因素实验的基础上$以米糠蛋白纯度为考

察指标$酶解温度"("%($%$"%$$d#%酶解 [,"(7$%

$7"%$7$%&7"#%酶解时间"("%&"%."%%"" 24@#%加酶

量"'_%(_%$_%&_#和料液比"%i.%%i)%%i%"%

%i%%#为考察因素$设计五因素四水平Q

%&

"(

$

# 正交

实验优化米糠蛋白纯化工艺条件$正交实验设计及

结果见表 '&

表 ?<米糠蛋白纯化正交实验设计及结果

实验号
N酶解

温度?d

W酶解

[,

H酶解

时间?24@

^加酶

量?_

0料

液比
纯度?_

% (" (7$ "(" "' "%i. /!7%

! (" $7" "&" "( "%i) ."7.

' (" $7$ "." "$ "%i%" ."7!

( (" &7" %"" "& "%i%% //7!

$ ($ (7$ "&" "$ "%i%% /)7)

& ($ $7" "(" "& "%i%" /)7'

/ ($ $7$ %"" "' "%i) /)7&

. ($ &7" "." "( "%i. /)7/

) $" (7$ "." "& "%i) /)7(

%" $" $7" %"" "$ "%i. ."7.

%% $" $7$ "(" "( "%i%% /.7.

%! $" &7" "&" "' "%i%" ."7%

%' $$ (7$ %"" "( "%i%" /.7&

%( $$ $7" "." "' "%i%% ."7%

%$ $$ $7$ "&" "& "%i. /.7&

%& $$ &7" "(" "$ "%i) /$7&

"

%

//7& //7$ "/&7( /.7" //7.

"

!

/)7& ."7! "/)7) /)7( /.7.

"

'

/)7. /)7' "/)7. /)7% /)7&

"

(

/.7! /.7% "/)7" /.7& /)7"

# "!7! !7/ ""'7( "%7$ "%7.

EE由表 ' 可知$各因素中对米糠蛋白纯度影响最

大的为酶解时间$其次从大到小依次为酶解 [,%酶

解温度%料液比和加酶量& 最佳因素水平组合为

N

'

W

!

H

!

^

!

0

'

$即酶解温度 $"d%酶解 [,$7"%酶解

时间 &" 24@%加酶量 (_%料液比 %i%"& 在最佳工艺

条件下进行 ' 次平行验证实验$米糠蛋白平均纯度

为 .%7&_$提取率为 /!7&_&

?<结<论

在碱溶酸沉法的基础上采用酶法辅助提取米糠

蛋白$利用单因素实验和正交试验优化得到提取米

糠蛋白的最佳工艺条件'酶解温度 $"d$酶解时间

%!" 24@$酶解 [,%"7$$加酶量 !7$_$料液比%i%"&

在最佳提取条件下$米糠蛋白提取率为/$7!_&进一

步采用纤维素酶纯化米糠蛋白$通过单因素实验和

正交实验优化得到纤维素酶纯化米糠蛋白的最佳工

艺条件'酶解温度 $"d$酶解 [,$7"$酶解时间 &"

24@$加酶量 (_$料液比 %i%"& 在最佳纯化条件下$

米糠蛋白纯度为 .%7&_$提取率为 /!7&_& 本文不

仅采用酶法辅助碱溶酸沉法提取米糠蛋白$获得较

高的提取率$并采用纤维素酶对提取的粗蛋白进行

纯化$能获得纯度较高的米糠蛋白$为米糠蛋白的生

产应用提供了依据& 米糠蛋白的提取率依然有上升

空间$有待于进一步研究&
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