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摘要：为建立高效的米糠蛋白提取工艺，对碱性蛋白酶提取米糠蛋白的工艺条件进行了研究。以
蛋白提取率为考察指标，在单因素试验的基础上，通过正交试验进一步优化米糠蛋白提取工艺条
件。结果表明，料液比对米糠蛋白提取率的影响最大，其次为ｐＨ 值，温度、时间和加酶量影响较
小。优化后的工艺条件为：温度６０℃，时间３．０ｈ，料液比１∶２０，加酶量２．５％，ｐＨ值９．５。在此
条件下，蛋白提取率可达７５．４２％，同时测得米糠蛋白的等电点为４．５。影响米糠蛋白提取率的主
次因素顺序为：料液比＞ｐＨ值＞温度＞时间＞加酶量。
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　　米糠是糙米在碾白过程中碾下的皮层、米胚和

少量碎米屑的混合物。通常米糠中脂肪含量

１６％～２０％，蛋白质１２％～１８％，膳食纤维１４％，灰

分１１％，碳水化合物总量５０％左右［１］，具有较高的

营养价值。我国年产米糠１　０００万ｔ以上，主要用

作动物饲料，米糠含有稻米６４％的重要营养成分及

９０％以上的人体必需元素［２］，是一种极具开发潜力

的高附加值资源。米糠用作饲料，其价值未能很好

开发利用。米糠蛋白质含量几乎高出普通精米的１
倍，在提取糠油后，进一步开发米糠蛋白，可极大提

高米糠的应用价值。本试验采用碱性蛋白酶对脱脂

米糠进行酶解提取米糠蛋白，优化提取工艺条件，以
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期为米糠蛋白的开发应用提供科学依据。

１　材料和方法

１．１　材料与仪器

米糠（安康市兴安米业公司）；碱性蛋白酶（英国

ＢＤＨ公司）；石油醚（沸程６０～９０ ℃）、Ｈ２ＳＯ４、

ＮａＯＨ、ＨＣｌ、Ｈ３ＢＯ３、Ｋ２ＳＯ４、ＣｕＳＯ４、甲基红、溴甲

酚绿、甲醛，均为分析纯。

ＪＪ　２组织捣碎机（常州国华电器有限公司）；

ｐＨＳ　３ＣｐＨ计（上海精密科学仪器有限公司）；水浴

恒温振荡器（国华电器有限公司）；１０１　１Ａ型电热恒

温干燥箱（天津市泰斯特仪器有限公司）；Ｋ９８４０自动

凯氏定氮仪（济南海能仪器有限公司）；ＴＧＬ　２１６Ｇ
高速冷冻离心机（上海安亭科学仪器厂）。

１．２　试验方法

１．２．１　米糠脱脂　原料米糠经组织捣碎机进一步

粉碎，过０．３０１ｍｍ孔径筛，以１∶２（ｍ∶ｖ）的比例

加入石油醚，在４０℃水浴恒温振荡器中保持２ｈ，过

滤，滤渣在４５℃下烘干，即得脱脂米糠。

１．２．２　米糠蛋白提取　脱脂米糠按比例加水，调节

至所需ｐＨ值，加入酶，在水浴恒温振荡器中保温反

应一定时间，取出在８０℃下灭酶１０ｍｉｎ。然后以

３　０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，收集上清液，调节ｐＨ 值

至等电点，再３　０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，沉淀经水

洗，在４５℃下干燥即得米糠蛋白。公式如下：

米糠蛋白提取率＝Ｃ１Ｃ２×１００％
，

式中：Ｃ１ 为提取液蛋白含量／ｇ；Ｃ２ 为脱脂米糠

蛋白含量／ｇ。

１．２．３　米糠蛋白等电点的测定　取一定量脱脂米

糠，与蒸馏水以料液比１∶１５混合，加２％（质量百

分比，下同）的碱性蛋白酶，用２０％氢氧化钠调ｐＨ
值至９．５，５０℃水浴振荡２．５ｈ，取出后于８０℃下灭

酶１０ｍｉｎ，３　０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，取上清液，测酸

沉淀前上清液蛋白含量。并将其等体积分为８份，

用１ｍｏｌ／Ｌ盐酸调ｐＨ值依次为３．９、４．１、４．３、４．５、

４．７、４．９、５．１、５．３，室温静置２ｈ，３　０００ｒ／ｍｉｎ离心

２０ｍｉｎ，分别测酸沉淀后上清液蛋白质含量，上清液

蛋白质残留率最低者，即为米糠蛋白的等电点。公

式如下：

上清液蛋白质残留率＝Ｃ２Ｃ１×１００％
，

式中：Ｃ１ 为沉淀前上清液中蛋白质含量／ｇ；Ｃ２

为沉淀后上清液中蛋白质含量／ｇ。

１．２．４　米糠蛋白提取单因素试验　以米糠蛋白提

取的酶解温度、时间、料液比、加酶量、ｐＨ值作为影

响因素，以米糠蛋白提取率为指标，进行单因素试

验，确定各影响因子对提取效果的影响。

１．２．５　米糠蛋白提取正交试验　在单因素试验的

基础上，以酶解温度、时间、ｐＨ 值、料液比、加酶量

为因素，以米糠蛋白提取率为指标，采用Ｌ１６（４５）进

行正交试验，优化碱性蛋白酶法提取米糠蛋白的条

件。因素水平见表１。

表１　米糠蛋白提取正交试验因素水平编码

水平
因素

温度／℃ 时间／ｈ 料液比 加酶量／％ ｐＨ

１　 ５０　 １．５　 １∶１０　 １．５　 ９．０

２　 ５５　 ２．０　 １∶１５　 ２．０　 ９．５

３　 ６０　 ２．５　 １∶２０　 ２．５　 １０．０

４　 ６５　 ３．０　 １∶２５　 ３．０　 １０．５

１．２．６　蛋白质含量的测定　采用凯氏定氮法（ＧＢ
５００９．５　２０１０）测定蛋白质含量。

１．２．７　蛋白质水解度的测定　提取液中氨基酸态
氮含量的测定采用甲醛滴定法［３］。公式如下：

ＤＨ＝Ｎ×Ｖ×５．９５Ｇ×Ｐ ×１００％，

式中：ＤＨ 为水解度／％；Ｎ 为水解液中氨基酸
态氮含量／（ｇ／ｍＬ）；ｖ为样品水解液体积／ｍＬ；Ｇ为
脱脂米糠样品质量／ｇ；Ｐ 为脱脂米糠蛋白质含
量／％；５．９５为蛋白质换算系数。

２　结果与分析

２．１　米糠蛋白等电点的确定
蛋白质在ｐＨ 值为等电点的溶液中溶解度最

小。因此，从提取液中分离的蛋白可以调节ｐＨ 值
至等电点，从而使提取液中的蛋白最大程度地沉淀
析出。米糠蛋白等电点测定结果如图１所示。由图

１可知，米糠蛋白于不同ｐＨ值条件下沉淀后，上清
液中的蛋白质残留率在ｐＨ 值为４．５时最低。因
此，４．５为米糠蛋白的等电点，以此作为酸沉ｐＨ值。

图１　米糠蛋白等电点测定结果
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２．２　米糠蛋白提取的单因素试验结果

２．２．１　温度对米糠蛋白提取率的影响　取５ｇ脱
脂米糠，在料液比１∶１５、ｐＨ值９、加酶量２％、时间

２．５ｈ的条件下，设置温度分别为３０℃、４０℃、５０
℃、６０℃、６５℃、７０℃进行处理，结果如图２所示。

图２　酶解温度对米糠蛋白提取率的影响

　　由图２可知，随着温度的升高，蛋白提取率不断
增加，在６０℃时达到最高值；之后随着温度继续升
高，可能酶受热变性，蛋白提取率下降。因此，温度
控制在６０℃为宜。

２．２．２　酶解时间对米糠蛋白提取率的影响　取５ｇ
脱脂米糠，在料液比１∶１５、ｐＨ值９、加酶量２％、温
度５０℃的条件下，设置酶解时间分别为１．０ｈ、

１．５ｈ、２．０ｈ、２．５ｈ、３．０ｈ、３．５ｈ进行处理，结果如
图３所示。

图３　酶解时间对米糠蛋白提取率的影响

　　由图３可知，在１．０～１．５ｈ，随着酶解时间的延
长，蛋白提取率增加最快，在１．５ｈ后，蛋白提取率
随时间延长增加缓慢，３．０ｈ后基本平稳。

２．２．３　料液比对米糠蛋白提取率的影响　取５ｇ脱
脂米糠，在ｐＨ 值９、加酶量２％、温度５０℃、时间

２．５ｈ的条件下，设置料液比分别为１∶５、１∶１０、

１∶１５、１∶２０、１∶２５、１∶３０进行处理，结果如图４
所示。

图４　料液比对米糠蛋白提取率的影响

　　由图４可知，当料液比较低时，蛋白提取率低，

因为米糠中含有一定量的膳食纤维和淀粉，吸水膨
胀能力较强［４］，料液比过小使得物料流动性差，难以
搅拌混合，体系分散不均匀，不利于酶与米糠的有效
反应，导致提取率低。随着料液比增加，蛋白提取率
增大，当料液比达到１∶２０以后，蛋白提取率下降，
这可能是过大的料液比降低了酶的相对浓度所

致［５］。因此，料液比可选择１∶２０。

２．２．４　加酶量对米糠蛋白提取率的影响　取５ｇ
脱脂米糠，在料液比１∶１５、ｐＨ值９、温度５０℃、时
间２．５ｈ的条件下，设置加酶量分别为１．０％、

１．５％、２．０％、２．５％、３．０％、３．５％进行处理，结果如
图５所示。

图５　加酶量对米糠蛋白提取率的影响

　　由图５可知，加酶量从１．０％～２．５％增加时，
蛋白提取率增幅较大，这主要是因为酶量的增加使
得酶与底物结合的几率增加，酶解效率提高。加酶
量从２．５％～３．５％增加时，蛋白提取率变化不明
显，这可能是当加酶量达到２．５％后，酶的数量趋于
饱和，再继续增加酶量，单位时间内一部分酶不与底
物结合，酶解程度趋缓［６］。因此，加酶量可确定为

２．５％。

２．２．５　ｐＨ值对米糠蛋白提取率的影响　取５ｇ脱
脂米糠，在料液比１∶１５、加酶量２％、温度５０℃、时
间２．５ｈ的条件下，设置ｐＨ 值分别为７．０、７．５、

８．０、８．５、９．０、９．５、１０．０、１０．５、１１．０进行处理，结果
如图６所示。

图６　ｐＨ值对米糠蛋白提取率的影响

　　由图６可知，随着ｐＨ值的升高，蛋白提取率持

续增加，在ｐＨ值小于１０时蛋白提取率增幅较大，

ｐＨ值大于１０后增幅较小。ｐＨ 值过高，会导致淀
粉糊化，以及酸沉时消耗大量酸，导致产品中的盐分
增加，不利于后续分离工序的进行；同时ｐＨ值过高
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还会引起脱氨、脱羧、肽键断裂以及生成有潜在毒性
的赖氨酰胺丙氨酸［７］。因此，适宜的ｐＨ 值应小
于１０。

２．３　米糠蛋白提取的正交试验结果
在单因素试验结果的基础上进行正交试验，结

果见表２。

表２　米糠蛋白提取正交试验结果

编号 温度 时间 料液比 加酶量 ｐＨ
提取率

／％

１　 １　 １　 １　 １　 １　 ５２．７９
２　 １　 ２　 ２　 ２　 ２　 ６８．４１
３　 １　 ３　 ３　 ３　 ３　 ６７．２６
４　 １　 ４　 ４　 ４　 ４　 ６６．４５
５　 ２　 １　 ２　 ３　 ４　 ６７．２４
６　 ２　 ２　 １　 ４　 ３　 ５２．６８
７　 ２　 ３　 ４　 １　 ２　 ６７．８６
８　 ２　 ４　 ３　 ２　 １　 ７０．５６
９　 ３　 １　 ３　 ４　 ２　 ７１．０６
１０　 ３　 ２　 ４　 ３　 １　 ７１．１９
１１　 ３　 ３　 １　 ２　 ４　 ５２．８５
１２　 ３　 ４　 ２　 １　 ３　 ６９．５５
１３　 ４　 １　 ４　 ２　 ３　 ６８．５８
１４　 ４　 ２　 ３　 １　 ４　 ６６．８９
１５　 ４　 ３　 ２　 ４　 １　 ６６．５７
１６　 ４　 ４　 １　 ３　 ２　 ５６．２４
Ｋ１ ２５４．９２　２５９．６９　２１４．５８　２５７．１０　２６１．１３
Ｋ２ ２５８．３６　２５９．１８　２７１．７８　２６０．４２　２６３．５８
Ｋ３ ２６４．６６　２５４．５６　２７５．７８　２６１．９５　２５８．０８
Ｋ４ ２５８．３０　２６２．８１　２７４．１０　２５６．７７　２５３．４５
ｋ１ ６３．７３　 ６４．９２　 ５３．６４　 ６４．２７　 ６５．２８
ｋ２ ６４．５９　 ６４．７９　 ６７．９４　 ６５．１０　 ６５．８９
ｋ３ ６６．１６　 ６３．６４　 ６８．９４　 ６５．４８　 ６４．５２
ｋ４ ６４．５７　 ６５．７０　 ６８．５２　 ６４．１９　 ６３．３６
Ｒ　 ２．４３　 ２．０６　 １５．３０　 １．２９　 ２．５３

　　由表２可以看出，影响米糠蛋白提取率的主次
因素顺序为：料液比＞ｐＨ 值＞温度＞时间＞加酶
量。优化的米糠蛋白提取条件为：温度６０℃，时间

３．０ｈ，料液比１∶２０，加酶量２．５％，ｐＨ值９．５。以
此条件进行２次验证试验，水解度分别为７．６９％和

７．８０％，米 糠 蛋 白 提 取 率 分 别 为 ７５．３１％ 和

７５．５３％，提取率平均值为７５．４２％，均高于正交试
验最高值７１．１９％，说明正交试验结果可靠。

３　结论

本研究测得米糠蛋白的等电点为４．５。正交试
验表明，在选定的试验条件下，各因素对米糠蛋白提
取的影响大小顺次为：料液比＞ｐＨ 值＞温度＞时
间＞加酶量。优化的碱性蛋白酶法提取米糠蛋白工
艺条件为：温度为６０℃，时间为３．０ｈ，料液比为

１∶２０，加酶量为２．５％，ｐＨ 值为９．５。在此工艺条
件下，米糠蛋白提取率可达７５．４２％。本试验对米
糠蛋白提取工艺的研究，将为进一步研究米糠蛋白
的特性、开发其利用价值提供科学依据。
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