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摘要：选用脱脂米糠提取水溶性多糖，进行羧甲基化修饰，期

望通过改性处理提高其功能活性。将米糠多糖与单氯乙酸

（ＭＣＡ）在碱性条件下进行反应，将得到的终产物利用傅里

叶红外光谱检测，其证明在未改变原有基团的条件下成功完

成羧甲基修饰。试验结果表明，米糠多糖羧甲基化修饰的最

优工艺条件为：反应温度５２℃、反应时间２．５ｈ、ＮａＯＨ溶液

浓度１．２０ｍｏｌ／Ｌ、ＭＣＡ剂量３．２０ｇ，在该条件下可以得到反

应产物取代度的最大值，为０．９９。
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米糠是稻谷脱壳后依附在糙米上的表面层，占稻谷总质

量的５％～７％，仅在中国其年产量已超过１０００万ｔ
［１－２］。

天然米糠中含有多种生物活性成分和抗氧化成分，例如谷维

素、神经酰胺、脂多糖、生育酚、α硫辛酸、生育三烯酚等
［３－５］。

然而，由于多种原因，目前尚未得到合理利用，仍主要作为动

物饲料进行处理，米糠中可以被人类所利用的营养物质并没

有充分发挥其优势。米糠中无氮浸出物含量为３３％～５６％，

包括淀粉、纤维素和半纤维素，其中水溶性多糖是半纤维素

中重要的组成部分［６］。水溶性米糠多糖的结构较复杂，分子

量大小存在差异，并由种类不同的单糖构成，属于一种杂

聚糖［７］。

多糖与蛋白质、核酸同样都是生命物质的重要组成成

分，是执行生物功能的前提，可以广泛参与各种生命活动和

生理活性的调节。目前已有大量研究［３，６，８］证明：经不同手段

制得的不同类型米糠多糖在预防治疗疾病方面具有广泛及

重要的作用，例如抗肿瘤、免疫增强、抗细菌感染、降血糖及

降血脂等方面。虽然米糠多糖存在大量的生物活性物质，但

利用化学方法来修饰米糠多糖以增强其活性的研究国内外

却鲜有报道。其中，王莉［９］选取硫酸酯化的方法对米糠多糖

进行修饰，确定了氯磺酸—吡啶法修饰的最佳工艺条件。然

而对于植物多糖，仍然存在其它多种修饰方式［１０－１２］，包括磷

酸化、硫酸酯化、羧甲基化、乙酰化等，而且在功能活性方面

都取得了良好的效果。其中羧甲基化修饰已应用于多种多

糖，相对而言其操作方法简单易于实现，成本较低并且产物

毒性小，现已成为重要的分子修饰手段之一。已有研究［１３］

证明，经羧甲基化修饰的多糖在抗氧化活性、α葡萄糖苷酶

活性抑制、透明质酸酶活性抑制等方面有显著的效果。

本研究拟选取从脱脂米糠中提取的米糠多糖，进行羧甲

基化改性，以羧甲基取代度为指标，通过单因素试验和响应

面试验优化反应条件，为进一步研究米糠多糖羧甲基修饰及

其构效关系提供基础数据和理论依据。
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１　材料与方法

１．１　材料与仪器

米糠粕：含水率１１％，蛋白质质量分数１５．６％，脂肪质

量分数０．５％，黑龙江米糠油厂；

９８％浓硫酸、无水乙醇、ＮａＯＨ、苯酚、单氯乙酸 ＭＣＡ

等：均为分析纯。

紫外可见分光光度计：ＵＶ９０００型，上海元析仪器有限

公司；

高效高速离心机：ＡｖａｎｔｉＪＥ型，美国贝克曼公司；

数显台式酸度计：ＰＨＳ３Ｃ型，上海仪电仪器有限公司；

真空冷干机：ＡＬＰＨＡ１４型，德国Ｃｈｒｉｓｔ公司；

恒温电热水浴锅：ＨＨＳ４型，北京科伟永型仪器有限

公司；

傅里叶红外光谱仪：Ｎｉｃｏｌｅｔ６７００型，赛默飞世尔有限

公司。

１．２　试验方法

１．２．１　米糠多糖的提取及纯化　米糠粗多糖的提取参考文

献［１４］修改如下：脱脂米糠经粉碎过筛后通过挤压膨化—超

声处理促进米糠多糖的酶法提取。此方法相较传统水浴法，

虽然在提取率方面得到很大提高，但是纯度仅能达到４０％左

右。因而将提取的粗多糖进一步柱层析，采用ＤＥＡＥＣｅｌｌｕ

ｌｏｓｅ柱及ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００柱分离纯化，利用苯酚硫酸法逐管

检测［１５］，收集并浓缩米糠多糖组分，去离子水透析２４ｈ，浓

缩真空冷冻干燥，制得米糠多糖纯品。

１．２．２　羧甲基化米糠多糖的制备工艺及参数研究　羧甲基

化米糠多糖的制备参照文献［１６］修改如下：精确称取经纯化

后的米糠多糖５００ｍｇ，使其溶于２０ｍＬＮａＯＨ溶液，置于室

温下匀速搅拌２０ｍｉｎ后缓慢加入 ＭＣＡ，混合物于水浴条件

下继续搅拌使其充分反应，然后将溶液冷却至室温，将体系

的ｐＨ调至７．０，过滤，再将滤液在４℃条件下循环透析约

２４ｈ，透析液浓缩后冷冻干燥制得羧甲基化米糠多糖

（ＣＲＢＰ）。

以反应温度、ＮａＯＨ浓度、ＭＣＡ剂量、反应时间为影响

因素，以ＣＲＢＰ的取代度为指标进行单因素试验。单因素试

验固定参数值为：反应温度５０℃、ＮａＯＨ 浓度１．０ｍｏｌ／Ｌ、

ＭＣＡ剂量３ｇ、反应时间２．５ｈ。４种影响因素每个因素选

５组数值，反应温度梯度３，选取４４～５６℃；ＮａＯＨ浓度梯度

０．２０，选取０．６０～１．４０ｍｏｌ／Ｌ；ＭＣＡ 剂量梯度０．３，选取

２．４～３．６ｇ；反应时间梯度０．２５，选取２．００～３．００ｈ。在单

因素基础上进行优化试验，确定米糠多糖羧甲基化修饰的最

佳工艺参数。

１．２．３　羧甲基化反应产物取代度的测定　根据文献［１７］略

有修改，将５０ｍｇＣＲＢＰ充分溶于２０ｍＬ浓度为０．１ｍｏｌ／Ｌ

的标准 ＨＣｌ溶液中，在室温条件下匀速搅拌使其完全溶解，

用０．１ｍｏｌ／Ｌ标准ＮａＯＨ溶液进行滴定。记录当ｐＨ２．１和

ｐＨ４．３时消耗ＮａＯＨ溶液的体积，按式（１）计算取代度。

犇犛＝
０．２０３×（犞２－犞１）×犮

犿－０．０５８×（犞２－犞１）×犮
（１）

式中：

犇犛———取代度；

犞１———当ｐＨ２．１时消耗ＮａＯＨ溶液的体积，ｍＬ；

犞２———当ｐＨ４．３时消耗ＮａＯＨ溶液的体积，ｍＬ；

犿———样品质量，ｇ；

犮———ＮａＯＨ标准溶液的浓度，ｍｏｌ／Ｌ。

１．２．４　羧甲基化米糠多糖的红外光谱检测　羧甲基化米糠

多糖３ｍｇ与ＫＢｒ混合，经研磨后压片，利用傅里叶红外变换

光谱仪检测４０００～４００ｃｍ
－１波段，以ＤＴＧＳ为检测器。

１．２．５　试验数据　采用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０、Ｏｒｉｇｉｎ８５分析。

２　结果与分析

２．１　米糠多糖羧甲基化反应的单因素试验结果

２．１．１　反应温度对米糠多糖羧甲基化产物取代度的影响

　　由图１可知，随着反应温度的升高，米糠多糖的羧甲基

化取代度呈现先增加后降低的趋势。当反应温度达到５０℃

时，修饰效果最佳，取代度得到最大值（０．８８）。由此可以看

出反应温度对于取代度有很大的影响，温度较高可以加快分

子运动速率，促进取代反应的发生。然而温度过高，分子运

动剧烈又不利于分子的结合。

图１　反应温度对米糠多糖羧甲基化修饰的影响

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎＣＲＢＰ

２．１．２　ＮａＯＨ浓度对米糠多糖羧甲基化产物取代度的影响

　　由图２可知，当 ＮａＯＨ浓度逐渐上升时，米糠多糖的取

代度也随之增加，当浓度为 １．０ ｍｏｌ／Ｌ 时取代度最大

（０．８８）。但ＮａＯＨ浓度高于１．０ｍｏｌ／Ｌ之后，取代度却呈下

降趋势。有研究［１８］指出ＮａＯＨ溶液浓度增加可以加快离子

向米糠多糖分子的渗透速率，使米糠多糖分子充分溶胀，暴

露更多的活性中心，生成大量的米糠多糖钠盐，使分子与

ＭＣＡ接触面增大，进而羧甲基可以更好地完成修饰过程。

但是ＮａＯＨ浓度过高时，还可能会伴随着 ＭＣＡ碱化副反应

的发生，造成 ＭＣＡ的浪费。另外，高浓度的碱性溶液条件

下多糖分子、多糖钠盐、羧甲基化多糖同样也会部分降解，破

坏本身自有的结构，这同样不利于多糖的羧甲基化修饰，从

而降低取代度［１９－２０］。

２．１．３　ＭＣＡ剂量对米糠多糖羧甲基化产物取代度的影

响　由图３可知，随着 ＭＣＡ剂量逐渐增加，米糠多糖羧甲基

取代度值先增加后降低。当 ＭＣＡ用量为３ｇ时，修饰效果

最佳，米糠多糖羧甲基取代度最大值为０．８８。取代度呈现增
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图２　ＮａＯＨ浓度对米糠多糖羧甲基化修饰的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＮａＯＨｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎＣＲＢＰ

图３　ＭＣＡ剂量对米糠多糖羧甲基化修饰的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆａｄｄｅｄＭＣＡｏｎＣＲＢＰ

大的变化趋势主要是由于米糠多糖分子可以更多地与 ＭＣＡ

反应所致，但随着 ＭＣＡ 用量的继续增加，中和了部分

ＮａＯＨ，ｐＨ值会持续降低，进而羧甲基化米糠多糖的取代度

也随之降低。

２．１．４　反应时间对米糠多糖羧甲基化产物取代度的影

响　由图４可知，反应时间对米糠多糖羧甲基化反应的影

响，随着反应时间的增长，米糠多糖的羧甲基化取代度呈增

加的变化趋势，当反应时间由０．５ｈ增大到２．５ｈ时，米糠多

糖的羧甲基化取代度不断增加，但当反应时间超过２．５ｈ

后，米糠多糖的羧甲基化取代度仅略有增加，并且逐渐趋于

平缓，对于取代度值影响较低。故考虑将２．５ｈ作为后续研

究的最佳反应条件。

图４　反应时间对米糠多糖羧甲基化修饰的影响

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎＣＲＢＰ

２．２　羧甲基化米糠多糖傅里叶红外光谱检测结果

羧甲基化米糠多糖的傅里叶红外光谱图见图５。由图５

可知：米糠多糖具有多糖典型的红外特征吸收峰，波长

３３９６ｃｍ－１处为Ｏ—Ｈ的伸缩振动，２９２８ｃｍ－１处为Ｃ—Ｈ

伸缩振动，１０２７ｃｍ－１和１０８４ｃｍ－１处为Ｃ—Ｏ—Ｈ 伸缩振

动，１３６９ｃｍ－１处为ＣＨ２对称变形振动，１１５２ｃｍ
－１处为ＣＨ２

反对称变形振动，１６４３ｃｍ－１处为Ｃ!Ｏ伸缩振动。

而经过羧基化修饰的米糠多糖除了具有上述部分多糖

的特殊红外吸收峰外，还有下述红外吸收峰：１６１６ｃｍ－１和

１３２２ｃｍ－１（ＣＯＯ－伸缩振动）、１４１４ｃｍ－１（连接 ＣＯＯ－ 的

Ｃ—Ｈ基团的弯曲振动），这两个特殊的红外吸收峰可以说

明，米糠多糖羧甲基化反应的试验成功［２１］。

图５　米糠多糖羧甲基化米糠多糖的红外光谱

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＩＲｓｐｅｃｔｒａｏｆＲＢＰａｎｄＣＲＢＰ

２．３　米糠多糖羧甲基化修饰响应面试验结果与分析

通过对影响米糠多糖羧甲基化取代度单因素试验进行

分析，选用以响应面中心组合为优化的分析手段，利用软件

ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０对结果数据进行处理。分别以米糠多糖

羧甲基化取代度为响应值 犚，选择反应温度、反应时间、

ＮａＯＨ溶液浓度、ＭＣＡ剂量为因素，依据响应曲面法试验设

计原理，设计二次回归方程来拟合因素和响应值之间的函数

关系，优化反应条件。设计编码表见表１，响应面试验方案及

结果见表２。

表１　因素水平编码表

Ｔａｂｌｅ１　Ｅｎｃｏｄｅｔａｂｌｅｏｆｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓ

水平
Ａ反应温

度／℃

Ｂ反应时

间／ｈ

ＣＮａＯＨ浓度／

（ｍｏｌ·Ｌ－１）

ＤＭＣＡ剂

量／ｇ

－２ ４４ ２．００ ０．６０ ２．４

－１ ４７ ２．２５ ０．８０ ２．７

０ ５０ ２．５０ １．００ ３．０

１ ５３ ２．７５ １．２０ ３．３

２ ５６ ３．００ １．４０ ３．６
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表２　试验安排及试验结果

Ｔａｂｌｅ２　Ｔｅｓｔａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔａｎｄｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓ

编号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 取代度

１ －１ －１ －１ －１ ０．８１

２ １ －１ －１ －１ ０．８９

３ －１ １ －１ －１ ０．９０

４ １ １ －１ －１ ０．９０

５ －１ －１ １ －１ ０．９０

６ １ －１ １ －１ ０．９２

７ －１ １ １ －１ ０．９５

８ １ １ １ －１ ０．９３

９ －１ －１ －１ １ ０．８２

１０ １ －１ －１ １ ０．９０

１１ －１ １ －１ １ ０．９４

１２ １ １ －１ １ ０．９６

１３ －１ －１ １ １ ０．９３

１４ １ －１ １ １ ０．９６

１５ －１ １ １ １ ０．９６

编号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 取代度

１６ １ １ １ １ ０．９６

１７ －２ ０ ０ ０ ０．８６

１８ ２ ０ ０ ０ ０．９８

１９ ０ －２ ０ ０ ０．８８

２０ ０ ２ ０ ０ ０．９８

２１ ０ ０ －２ ０ ０．８７

２２ ０ ０ ２ ０ ０．９８

２３ ０ ０ ０ －２ ０．８４

２４ ０ ０ ０ ２ ０．９４

２５ ０ ０ ０ ０ ０．９７

２６ ０ ０ ０ ０ ０．９９

２７ ０ ０ ０ ０ ０．９６

２８ ０ ０ ０ ０ ０．９７

２９ ０ ０ ０ ０ ０．９８

３０ ０ ０ ０ ０ ０．９６

　　通过统计分析软件ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０进行数据统计分

析，得到羧甲基化米糠多糖的数值模型方程：

犚＝０．９７＋０．０１９犃＋０．０２４犅＋０．０２５犆＋０．０１８犇－

０．０１３犃犅－９．３７５Ｅ－００３犃犆＋３．１２５Ｅ－００３犃犇－０．０１２犅犆＋

３．１２５Ｅ－００３犅犇－６．２５０Ｅ－００４犆犇－０．０１３犃２－０．０１１犅２－

０．０１２犆２－０．０２１犇２ （２）

由表３可知，各个因素（Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ）的Ｐ值都小于０．０００１，

说明该试验选取的４个因素对取代度影响均为极显著，失拟

项Ｐ值大于０．０５不显著，模型中犚２＝０．９４５１（大于０．８０００），

可以充分说明方程与试验拟合良好，自变量与响应值之间呈

显著的线性关系，试验误差小，模型能够较好地反映数据规

律，可以检验各因素之间的关系并作为此反应的理论推测。

由犉检验可以查询到因子贡献率为：Ｃ＞Ｂ＞Ａ＞Ｄ。并且可

以得知，反应温度与反应时间、反应温度与ＮａＯＨ浓度、反应

时间与ＮａＯＨ浓度两两交互作用显著。所建立模型，各因素

两两交互对羧甲基化取代度的影响见图６。

表３　回归与方差分析

Ｔａｂｌｅ３　Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓ

变量 自由度 均方 平方和 犉值 Ｐｒ＞犉

Ａ １ ８．０６７Ｅ－００３ ８．４３７Ｅ－００３ ３１．４４ ＜０．０００１

Ｂ １ ０．０１４ ０．０１４ ５０．４５ ＜０．０００１

Ｃ １ ０．０１６ ０．０１６ ５７．７８ ＜０．０００１

Ｄ １ ７．７０４Ｅ－００３ ７．７０４Ｅ－００３ ２８．７１ ＜０．０００１

ＡＢ １ ２．７５６Ｅ－００３ ２．７５６Ｅ－００３ １０．２７ ０．００５９

ＡＣ １ １．４０６Ｅ－００３ １．４０６Ｅ－００３ ５．２４ ０．０３７０

ＡＤ １ １．５６２Ｅ－００４ １．５６２Ｅ－００４ ０．５８ ０．４５７２

ＢＣ １ ２．２５６Ｅ－００３ ２．２５６Ｅ－００３ ８．４１ ０．０１１０

ＢＤ １ １．５６２Ｅ－００４ １．５６２Ｅ－００４ ０．５８ ０．４５７２

ＣＤ １ ６．２５０Ｅ－００６ ６．２５０Ｅ－００６ ０．０２３ ０．８８０７

Ａ２ １ ４．８００Ｅ－００３ ４．８００Ｅ－００３ １７．８９ ０．０００７

Ｂ２ １ ３．１５７Ｅ－００３ ３．１５７Ｅ－００３ １１．７７ ０．００３７

Ｃ２ １ ３．９３６Ｅ－００３ ３．９３６Ｅ－００３ １４．６７ ０．００１６

Ｄ２ １ ０．０１２ ０．０１２ ４３．９２ ＜０．０００１

模型 １４ ４．９４８Ｅ－００３ ０．０６９ １８．４４ ＜０．０００１

失拟 １０ ３．３４２Ｅ－００４ ３．３４２Ｅ－００３ ２．４５ ０．１６７９

误差 ５ １．３６７Ｅ－００４ ６．８３３Ｅ－００４

总和



２９ ０．０７３
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图６　两因素交互作用（显著项）对取代度影响的响应面图

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏｆａｃｔｏｒｓ（ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ）ｏｎｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｏｆＤＳ

　　本试验应用响应面求得最优值的分析方法对回归模型

进行分析，通过ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０来获得最佳的试验结果。

由响应面优化出经过羧甲基化修饰米糠多糖的最优反应工

艺条件为：反应温度５２．２２℃、反应时间２．５７ｈ、ＮａＯＨ溶液

浓度１．１６ｍｏｌ／Ｌ、ＭＣＡ剂量３．２２ｇ。并且羧甲基化取代度

有最大值为０．９９。考虑试验的可操作性，将最优条件变更

为：反应温度 ５２ ℃、反应时间 ２．５ｈ、ＮａＯＨ 溶液浓度

１．２０ｍｏｌ／Ｌ、ＭＣＡ剂量３．２０ｇ。在此条件下，进行３次平行

验证实验，测得羧甲基化取代度为０．９９。进而说明响应值的

试验值与回归方程预测值吻合良好。

３　结论
本研究通过单因素以及响应面优化试验，确定米糠多糖

羧甲基化反应的最优工艺条件为：反应温度５２℃、反应时间

２．５ｈ、ＮａＯＨ溶液浓度１．２０ｍｏｌ／Ｌ、ＭＣＡ剂量３．２０ｇ，在此

条件下米糠多糖羧甲基化取代度为０．９９。通过红外光谱分

析确定了羧甲基化反应的成功。

本试验为米糠综合利用拓展了新的应用方向，然而，米

糠多糖的羧甲基化修饰仍有许多需要进一步研究并解决的

问题，如功能性质方面的深入探讨，生物活性的研究等，但是

羧甲基化反应工艺的优化可为其后续研究提供参考依据，起

到一定的推动和引导作用。
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（犿犞），酶用量２．０％，酶解时间４ｈ，酶解ｐＨ值６．５，酶解

温度５０℃进行酶解实验，重复３次，测得酶解液的水解度为

１９．６０％，肽得率为６．３０％。经验证实验比较得出，最优的水

平组合为Ａ２Ｂ１Ｃ２Ｄ１。

３　结论
以水解度和肽得率为指标，从胰蛋白酶、木瓜蛋白酶、碱

性蛋白酶、复合蛋白酶４种蛋白酶中筛选出了水解辣椒粕分

离蛋白的最佳用酶为复合蛋白酶。通过单因素试验和正交

试验优化，最终确定了复合蛋白酶水解辣椒粕分离蛋白的最

佳工艺条件为：固液比１１０（犿犞），酶用量２．０％，酶解时

间４ｈ，酶解ｐＨ值６．５，酶解温度５０℃。在此条件下得到的

辣椒粕分离蛋白酶解液的水解度为１９．６０％，肽得率为

６．３０％。研究结果为辣椒粕分离蛋白水解制备多肽提供了

理论依据，对低值动植物蛋白的精深加工具有现实的指导意

义。本研究的不足之处在于：在蛋白质酶解过程中，为了使

蛋白酶处于最适ｐＨ范围内尽量维持其水解速度，必须加入

一些酸或碱来调节水解体系的ｐＨ值，因此得到的蛋白酶解

液中含有一定的盐分，且颜色较深、味道略苦。所以，在后续

试验中要对酶解液进行脱盐、脱色和脱苦处理。
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