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高粱醇溶蛋白提取工艺及其功能特性研究
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摘要!通过单因素和响应面试验$研究超声辅助酶法制备高

粱醇溶蛋白的最佳条件*以高粱醇溶蛋白为原料$研究静置

时间&温度对醇溶蛋白持油性和持水性的影响#结果表明$

超声辅助酶法制备高粱醇溶蛋白的最佳条件为)加酶量
"D

$

酶作用时间
!2

$超声波作用时间
"OL4:

$乙醇浓度
F$D

$该

条件下蛋白提取率为'

%)"Ol$)!F

(

D

*在温度
!Ec

&静置时

间
<$L4:

条件下时$高粱醇溶蛋白持油性和持水性最大$分

别为'

#)1<l$)"E

($'

#)%1l$)$O

(

X
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X
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高粱*
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X

2JL

+又称乌禾#芦!属于禾本科高粱属!一年

生的草本植物!与玉米#水稻和小麦称为四大粮食作物/

"

0

!也

是一种主要的酿造原料!具有重要的经济价值/

#

0

"高粱含有

较多的多酚和高粱蜡/

!

0

!还含有大量的原花青素/

<

0

!具有良

好的抗氧化#抗肿瘤#延缓衰老等多种功能!现已在医学和化

工领域得到广泛应用"随着高粱中一些有益于健康的功能

成分不断被发掘!高粱的研究与开发越来越受到人们的

关注/

!

0

"

醇溶蛋白是谷物主要的储存蛋白!在一些工业生产的副

产物中!醇溶蛋白和谷蛋白的蛋白质含量约是全籽粒含量的

!

倍/

E

0

!但是这类副产物加工利用率很低"对其进行深加

工!制备醇溶蛋白!既有利于资源的循环利用!又能产生良好

的经济收益/

F

0

"醇溶蛋白含丰富的谷氨酰胺和脯氨酸!缺乏

带电氨基酸残基/

%

0

!这些性质使其具有良好的弹性#成形性#

高韧性#生物降解能力和生物相容性/

1

0

"醇溶蛋白约占高粱

总蛋白的
%$D

!

O$D

!是主要的贮藏蛋白/

O

0

!对高粱蛋白质

的生化和营养水平有着至关重要的影响/

"$

0

"

目前!高粱醇溶蛋白提取比较常用的方法包括有机溶剂

提取法/

""

0

#临界
,̂

#

萃取技术/

"#

0

#超声波溶剂提取法/

"!

0等!

但普遍存在蛋白质提取率偏低的问题!而且溶剂提取法使用

的溶剂大多有毒#用量较大#回收麻烦!临界
,̂

#

萃取技术设

备比较昂贵#生产成本较高/

"<

0

"因此寻求生产成本较低的#

蛋白提取率高的方法!对于高粱醇溶蛋白开发具有重要意

义"超声波法利用超声波动形式破坏组织!促进溶剂的穿透

作用!提高有效成分的提取率/

"E]"F

0

"碱性蛋白酶水解能力

较优!蛋白质经水解后品质得到改善!溶解性明显提高!提取

率显著上升/

"%

0

"本试验拟利用超声辅助酶法制备高粱醇溶

蛋白!探索蛋白提取率相对较高的制备工艺!并对蛋白的功

能特性进行研究!以期为高粱的综合利用与开发提供一定的

试验基础"

"

!

材料与方法

")"

!

材料与仪器

")")"

!

材料与试剂

高粱(辽杂
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号!市售-

碱性蛋白酶(酶活力
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X

!国药集团化学试剂有
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限公司-

牛血清白蛋白(纯度
"

OFD

!北京奥博星生物技术有限

公司-

其他试剂均为分析纯"

")")#

!

主要仪器设备

紫外分光光度计(

d&9#%$$

型!岛津企业管理*中国+有

限公司-

超声波细胞粉碎机(

/,-Z*0h9--;

型!冠森生物上海

公司"

")#

!

方法

")#)"

!

高粱醇溶蛋白的提取
!

高粱粉碎!过
"#$

目筛备用-

采用超声辅助酶法提取高粱醇溶蛋白/

"1

0

"

")#)#

!

标准蛋白质曲线测定
!

参照文献/

"O

0"

EOE:L

处测

定蛋白溶液吸光值*

+9

值+!以标准蛋白浓度*

#

X

.

LA

+为横

坐标!吸光度值为纵坐标!制作蛋白标准曲线"

")#)!

!

单因素试验方案
!

通过对影响蛋白提取的多个单因

素进行预试验!选定对提取率影响较大的
<

个因素!以高粱

醇溶蛋白的提取率为评价指标!进行试验"

*

"

+乙醇浓度的选择(固定料液比
"

)

"$

*

X

.

LA

+!加酶

量
"D

!

W

K"#

!水浴温度
EEc

!酶作用时间
!2

!超声功率

#$$e

!超声时间
#$L4:

!分别考察乙醇浓度为
E$D

!

F$D

!

%$D

!

1$D

!

O$D

时的高粱醇溶蛋白提取率"
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+酶作用时间的选择(固定料液比
"

)
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X

.

LA

+!加

酶量
"D

!

W

K"#

!乙醇浓度
F$D

!水浴温度
EEc

!超声功率

#$$e

!超声时间
#$L4:

!分别考察酶作用时间为
")E

!

#)$

!

#)E

!

!)$

!

!)E2

时的高粱醇溶蛋白提取率"
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+加酶量的选择(固定料液比
"

)
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*

X

.
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+!

W

K"#

!

水浴温度
EEc

!乙醇浓度
F$D

!酶作用时间
!2

!超声功率

#$$e

!超声时间
#$L4:

!分别考察加酶量为
$)ED

!

"D

!

#D

!

!D

!

<D

时的高粱醇溶蛋白提取率"

*

<

+超声时间的选择(固定料液比
"

)
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*

X

.

LA

+!加酶

量
"D

!

W

K"#

!乙醇浓度
F$D

!水浴温度
EEc

!酶作用时间

!2

!超声功率
#$$ e

!分别考察超声时间为
E

!

"$

!

#$

!

!$

!

<$L4:

时的高粱醇溶蛋白提取率"

")#)<

!

响应面试验
!

采用
I'V9I72:H7:

设计!在单因素的基

础上!选取对高粱醇溶蛋白影响显著的
<

个因素!采用四因

素三水平的组合设计!以高粱醇溶蛋白提取率为指标优化提

取工艺参数/

#$

0

"

")#)E

!

静置温度和时间对高梁醇溶蛋白持油性与持水性的

影响
!

称取
"

X

高粱醇溶蛋白!加入
ELA

色拉油*蒸馏水+

充分混匀!静置温度分别为
"E

!

#E

!

!E

!

<E

!

EE

!

FEc

!静置时

间分别为
"$

!

#$

!

!$

!

<$

!

E$

!

F$L4:

!静置结束后
E$$$3

.

L4:

离心
"EL4:

!分别考察静置温度和时间对持油性与持水性的

影响"醇溶蛋白持油性*持水性+按式*

"

+计算(

K

N

Q

#

O

Q

"

Q

"

! *

"

+

式中(

K

,,,持油性*持水性+!

X

.

X

-

Q

"

,,,样品蛋白质量!

X

-

Q

#

,,,离心后沉淀质量!

X

"

")#)F

!

数据分析
!

试验重复
!

次!结果取平均值!数据采用

/̀ //"O)$

进行统计分析"

#

!

结果与分析
#)"

!

标准曲线的绘制

如图
"

所示!蛋白质含量与其在
EOE:L

处的吸光度值

呈良好的相关性!其中
K

#

k$)OO"E

!符合测定标准!根据公

式
.

k$)$$O"XU$)$E<

可计算出提取液中蛋白质含量"

图
"

!

标准蛋白质曲线

.4

X

J37"

!

/68:?83?>J3+7(4:7'[

W

3'674:

#)#

!

单因素试验结果

#)#)"

!

乙醇浓度对提取率的影响
!

由图
#

可知!当乙醇浓度

为
F$D

时高粱醇溶蛋白的得率达到峰值!之后得率逐渐减

小"可能是乙醇浓度较高引起部分蛋白变性!导致蛋白粒子

聚集从而使部分蛋白以聚集粒子的形式被离心分离!降低了

蛋白提取率/

#"

0

"故确定乙醇浓度单因素最佳条件为
F$D

"

图
#

!

乙醇浓度对提取率的影响

.4

X

J37#

!

Z[[7>6'[7628:'(>':>7:63864':':627

7V638>64':3867

#)#)#

!

酶作用时间对提取率的影响
!

由图
!

可知!

!2

时高

粱醇溶蛋白提取率最大!之后提取率呈下降趋势"这是因为

反应前期底物浓度#酶活性较高!提取率上升较快-但随着酶

解时间延长!反应产物的积累抑制了酶的活力!同时部分溶

出蛋白质被水解!导致蛋白提取率下降/

##

0

"因此选取
!2

作

为酶最佳作用时间"

#)#)!

!

加酶量对提取率的影响
!

由图
<

可知!加酶量为

$)ED

!

")$D

时!高粱醇溶蛋白提取率明显增大!并在
"D

时

达到最大值!之后提高酶的添加量!得率逐渐降低"

#)#)<

!

超声时间对提取率的影响
!

由图
E

可知!超声时间为

<%"

提取与活性
!

#$"%

年第
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图
!

!

酶作用时间对提取率的影响
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X

J37!
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图
<

!

加酶量对提取率的影响

.4

X

J37<

!
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B

L7?'58

X
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图
E

!

超声时间对提取率的影响

.4

X

J37E

!

Z[[7>6'[J(6385':4>64L7':6277V638>64':3867

E

!

#$L4:

时!提取率逐渐上升!

#$L4:

时达到最大值"在董

红敏等/

#!

0的试验中也得到相似的结果!原因是随着超声时

间延长!蛋白提取率逐渐增加!但超声时间过长会影响蛋白

质的活性!导致蛋白的提取率下降"

#)!

!

响应面试验

以得到的单因素试验结果为依据!根据
I'V9I72:H7:

试验

设计!得到高粱醇溶蛋白提取的响应面因素设计水平!见表
"

"

!!

通过响应面试验得到数据!具体见表
#

"

#)<

!

回归模型方差分析

用软件设计
;754

X

:9ZV

W

7361)$)F)"

对数据进行多元回归

拟合!获得各因素的二元多项回归方程(

!k%)#O]$)$!E_6U$)$<1_VU$)$!#_=]$)$#<_

9U$)$#%_6VU$)$EE_6=]$)$#!_69]$)$$#$11_

V=]$)$!E_V9]$)$$FF%E_=9]$)"%_6

#

]$)"E_

V

#

]$)"O_=

#

]$)"%_9

#

" *

#

+

表
"

!

I'V9I7:2:H7:

试验设计水平

08C(7"

!

.8>6'358:?(7+7(54:I'V9I7:2:H7:?754

X

:

水平
a

酶作用

时间.
L4:

I

加酶量.

D

,

乙醇浓度.

D

;

超声时间.

L4:

]" #)E $)E E$ "$

$ !)$ ")$ F$ #$

" !)E ")E %$ !$

表
#

!

I'V9I7:2:H7:

试验设计结果

08C(7#

!

I'V9I7:2:H7:?754

X

:G4627V

W

734L7:68(375J(65

试验组
a I , ;

提取率.
D

" $ $ $ $ %)!"

# " " $ $ F)OO

! $ " " $ %)$!

< " $ $ ]" F)OF

E ]" ]" $ $ %)$$

F ]" $ ]" $ F)OO

% ]" " $ $ %)$#

1 ]" $ $ " F)O%

O $ ]" ]" $ F)1E

"$ " $ " $ F)OO

"" " ]" $ $ F)1E

"# $ $ " " F)OE

"! $ $ $ $ %)!$

"< ]" $ $ ]" %)$$

"E ]" $ " $ F)O#

"F $ " ]" $ F)O%

"% " $ ]" $ F)1<

"1 $ ]" " $ F)O!

"O $ " $ ]" %)$F

#$ $ " $ " F)O%

#" $ $ " ]" %)$$

## " $ $ " F)1<

#! $ ]" $ ]" F)1O

#< $ ]" $ " F)O!

#E $ $ $ $ %)#O

#F $ $ $ $ %)#1

#% $ $ ]" ]" F)O$

#1 $ $ $ $ %)#%

#O $ $ ]" " F)11

!!

由表
!

可知!模型
`

#

$)$$$"

!模型显著!失拟项
`k

$)#O#1

!失拟项不显著!方程相关系数
K

#

k$)OO$$

!校准决

定系数
K

#

a?

i

k$)O1$$

!变异系数
,&Dk$)#O

!模型与实际拟

合程度好!可解释大部分因变量的变化"综上!模型成立!试

验误差较小"

#)E

!

双因素交互作用分析

各因素交互作用对得率的影响见图
F

"曲线越陡峭!说

明该因素对蛋白得率影响越大/

#<

0

"从等高线的形状也能看

出交互效应的大小!等高线呈圆形!表示两因素交互作用不

显著-呈椭圆型或者马鞍形表示交互作用显著/
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0

"根据三
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第
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维曲面图可看出!加酶量在
$)OD

!

")!D

的范围内对蛋白提

取率最优-当酶作用时间在
#)%

!

!)"2

时提取率最佳-最适

的乙醇浓度为
EOD

!

F!D

-最适的超声时间为
"1

!

##L4:

!

与单因素结果相符"同时也可看出对醇溶蛋白提取率影响

最大的因素为加酶量!其他因素次之!表
!

回归分析结果也

与此相吻合!且各项单因素对应的
`

值
#

$)$"

!皆达到极显

著水平"

#)F

!

验证实验

利用
;754

X

:9ZV

W

7361)$)F)"

软件得到高粱醇溶蛋白的最

佳提取条件为(加酶量
")$1D

#酶作用时间
#)OF2

#乙醇浓度

F$)%FD

和超声波作用时间
"O)"%L4:

!在此条件下醇溶蛋白

的理论提取率为
%)#OD

"考虑到实际操作中遇到问题!将此

工艺修整为(加酶量
"D

#酶作用时间
!2

#乙醇浓度
F$D

和

超声波作用时间
"OL4:

!经多次试验后!得出蛋白得率为

*

%)"Ol$)!F

+

D

!理论值与试验值基本吻合!证实试验设计

可靠"

#)%

!

静置温度和时间对高粱醇溶蛋白持油性与持水性的

影响

#)%)"

!

静置温度对持油性与持水性的影响
!

由图
%

所示!温

度变化范围为
"E

!

FEc

时!持油性呈现出先上升后下降的

变化趋势"在
!Ec

得到峰值!之后随着温度继续上升!持油

性下降"这是由于温度的升高!加强了油的流动性!导致蛋

白质变性!降低了蛋白质与油之间的相互作用/

#F

0

"持水性

在
"E

!

!Ec

时迅速增大!在温度为
!Ec

时!醇溶蛋白持水

性达到顶峰!当温度在
!E

!

FEc

时!持水性呈现下降趋势"

这是因为低温环境下!蛋白质构象发生变化较松散!温度上

升后加速蛋白质分子运动!增强了蛋白质分子与水分子的之

间相互作用/

#%

0

-但是当温度过高时!蛋白质分子内部的许多

非极性基团显露出来!削弱了蛋白质与水之间的相互作用"

#)%)#

!

静置时间对持油性与持水性的影响
!

由图
1

可知!高

粱醇溶蛋白持油性随着静置时间的延长呈现先上升后平稳

的趋势!在
<$L4:

时持油性达到最大值"因为当时间达到

<$

!

E$L4:

时!高粱醇溶蛋白因为不同的理化与结构特性导

致蛋白质的持油性达到了饱和状态!当时间继续延长时!蛋

白质的持油性不再增加/

#1

0

"高粱醇溶蛋白持水性随着静置

时间的延长而逐步加大!持水性在静置
<$L4:

时达到顶峰!

可能是随着时间的延长!水在蛋白中能够更加均衡分布!因

此持水性上升/

#O

0

"超过
<$L4:

后!持水性上升趋势减弱!达

到饱和状态!趋于稳定"

!

!

结论
本试验通过对加酶量#酶作用时间#乙醇浓度和超声波

时间
<

个因素的探究!建立了影响高粱醇溶蛋白提取率的二

次多项数学模型!优化得出高粱醇溶蛋白超声辅助酶法提取

的最佳工艺条件为(加酶量
"D

#酶作用时间
!2

#乙醇浓度

F$D

#超声波作用时间
"O L4:

"该条件下蛋白得率为

*

%)"Ol$)!F

+

D

"通过对高粱醇溶蛋白功能特性的检测得

出!在静置时间
<$L4:

和温度为
!Ec

条件下时!其持油性最

大值为*

#)1<l$)"E

+

X

.

X

!持水性最大值为*

#)%1l$)$O

+

X

.

X

"

超声辅助酶法制备高粱醇溶蛋白是一种较优的方法!增加了

醇溶 蛋白的提取率!本试验提取率比刘振春/

!

0超声波协同微

表
!

!

响应面试验回归模型方差分析g

08C(7!

!

a:8(

B

545'[+8348:>7['3627[4667?37

X

37554':L'?7(

方差来源 平方和 自由度 均方
A

值
3̀

"

A

显著性

模型
$)E%$ "< $)$<$ OO)#!$

#

$)$$$"

%%

a $)$"E " $)$"E !F)<1$

#

$)$$$"

%%

I $)$#1 " $)$#1 F1)#"$

#

$)$$$"

%%

, $)$"# " $)$"# #O)11$

#

$)$$$"

%%

; F)1EZ]$! " F)1EZ]$! "F)%O$ $)$$""

%%

aI !)$$Z]$! " !)$$Z]$! %)!F$ $)$"F1

%

a, $)$"# " $)$"# #O)%%$

#

$)$$$"

%%

a; #)"EZ]$! " #)"EZ]$! E)#F$ $)$!%1

%

I, ")%<Z]$E " ")%<Z]$E $)$<! $)1!O#

I; <)1%Z]$! " <)1%Z]$! "")O!$ $)$$!O

%%

,; ")%1Z]$< " ")%1Z]$< $)<<$ $)E"O<

a

#

$)"O$ " $)"O$ <E<)EO$

#

$)$$$"

%%

I

#

$)"E$ " $)"E$ !%%)#F$

#

$)$$$"

%%

,

#

$)##$ " $)##$ E<O)$<$

#

$)$$$"

%%

;

#

$)"O$ " $)"O$ <FF)$!$

#

$)$$$"

%%

残差
E)%"Z]$! "< <)$1Z]$<

&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&

失拟项
<)FOZ]$! "$ <)FOZ]$< ")1<$ $)#O#1

纯误差
")$#Z]$! < #)EEZ]$<

总和
$)E%$ #1

!!!!!!!!!!!

g

!%%

表示差异极显著*

`

#
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+-

%
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图
F

!

加酶量和酶作用时间&乙醇浓度和酶作用时间&酶作用时间和超声时间&加酶量和超声时间相互作用
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静置温度对持油性和持水性的影响
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图
1
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静置时间对持油性和持水性的影响
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波提取法高
E)1OD

"今后将对高粱醇溶蛋白的功能特性进

行全面研究!使其更适应大规模工业化生产!为高粱深加工

及其新产品的开发与利用提供试验依据"
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