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米渣蛋白质酶解条件优化及对镉含量的影响
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摘要!溶解度低和镉含量高是米渣副产物中蛋白质资源

利用的技术瓶颈%本试验以高镉含量米渣为原料!选用

C-6+-+.=45DW

碱性蛋白酶!利用响应面中心组合试验设

计对米渣蛋白质酶解条件进行优化%根据单因素试验结

果!以酶解时间#

A

M

#加酶量和底物浓度为因素!米渣蛋

白质可溶性氮回收率为响应值!使用
P=.,

2

1(:

A

=B>%58

对试验结果分析得到最佳酶解工艺参数为&温度
'8\

#

加酶量
"54#E

#

A

M%58

#底物浓度
$5#E

%此时!米渣蛋白

质可溶性氮回收率为
D&5'%E

%不溶性酶解沉淀中镉含

量为
$5$"*

2

(

J

2

!相比米渣蛋白质增加了
#D5#E

'酶解上

清液冻干粉镉含量降低至
"5D!*

2

(

J

2

!相比米渣蛋白质

降低
$"5!E

!验证了蛋白酶不仅可将大分子米渣蛋白质

降解成小分子肽!同时也能将镉从米渣蛋白质大分子中

解离出来%

关键词!米渣'酶解'碱性蛋白酶'脱镉
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米渣是以早籼稻或碎米为原料发酵生产味精(淀粉

糖(饴糖(麦芽糊精等工业生产过程中的副产物$其中蛋

白质质量分数高达
#8E

"

$8E

)

"

*

%近年来$中国南方部

分地区如湖南(广西(江西等地的大米镉超标现象较为严

重$这是因水稻植株根部吸收镉离子后再经镉结合转运

蛋白质运输至籽粒并被蛋白质结合所致%杨居荣等)

4

*研

究了水稻籽粒中镉的结合形态$发现大米中
%E

的蛋白质

富集了
'8E

以上的镉$因米渣中蛋白质含量高达
#8E

"

$8E

$进而造成镉含量严重超标的现象+同时$因米渣蛋

白质是热变性蛋白质$溶解度也较低)

!

*

%

目前常用的蛋白质改性方法主要包括物理法(化学

法和酶法)

D

*

$其中酶法改性因反应条件温和(功能性质改

善效果好(对环境污染小而普遍应用于食品行业%

f/+7

等)

#

*采用碱性蛋白酶(胰蛋白酶(中性蛋白酶(风味蛋白

酶和复合蛋白酶处理米渣蛋白质$研究了酶种类对米渣

蛋白质功能性质的影响$结果表明酶解可使米渣蛋白质

溶解度达到
%8E

以上+崔沙沙等)

'

*采用碱性蛋白酶处理

大米蛋白质$促使大米蛋白质内部亲水基团暴露$大米蛋

$#!

O<<PQ?CRMFS(TU

第
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4

期 总第
48%

期
"

48"&

年
4

月
"



白质的溶解度从
"54%E

提高至
&D5'#E

%蒲利民等)

$

*采

用枯草杆菌蛋白酶和胰蛋白酶混合水解马氏珠母贝肉中

的含镉蛋白质$可使镉从蛋白质等大分子中解离出来$解

离度达到
%#5#4E

%

本试验拟以高镉含量米渣为原料$通过单因素试验

确定酶解时间(酶解温度(底物浓度(

A

M

(加酶量等因素

的最佳水平值范围$采用响应面中心组合试验设计对相

关因素进行综合考察$优化米渣蛋白质酶解的最佳工艺

参数+同时研究酶解反应过程对米渣蛋白质中镉含量的

影响$以期为后续米渣蛋白质中镉的脱除提供理论依据%

"

!

材料与方法

"5"

!

材料与仪器

"5"5"

!

材料与试剂

米渣"湖南汇升生物科技有限公司+

碱性蛋白酶"

C-6+-+.=45DW

$酶活
45DCX

'

*W

$丹麦

诺维信+

O7-,1)

酚试剂"合肥博美生物有限公司+

牛血清白蛋白"美国
Y,

2

*+

公司+

氢氧化钠(浓盐酸(石油醚!

'8

"

&8\

#"分析纯$国药

集团化学试剂有限公司+

浓硝酸"优级纯$国药集团化学试剂有限公司%

"5"54

!

仪器与设备

等离子发射光谱仪"

#"88_P_FRV)<(Y

型$美国

C

2

,-=1>L=6/17-7

2

,=.

公司+

数显恒温水浴锅"

MM)##"Y

型$金城实验仪器厂+

数显电动搅拌器"

cc)"

型$常州国宇仪器制造有限公司+

离心机"

LPW)!'R

型$上海安亭科学仪器厂+

紫外可见分光光度计"

X_"%88

型$日本岛津公司+

A

M

计"

O,3=(+.

9

V-0.L?

型$美 国
?=>>-=BL7-=@7

公司+

冷冻干燥机"

W;c)"%R

型$北京四环科学仪器厂%
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!

试验方法

"545"

!

米渣预处理及酶解工艺

!

"

#米渣预处理工艺流程"米渣$粉碎$过筛!

"88

目#$石油醚浸提$抽滤$浸提循环
!

次$脱脂米渣

!

4

#酶解工艺流程"脱脂米渣$加水配制成不同底物

浓度$室温水化溶解
85#/

$水浴加热至不同反应温度$调

节
A

M

$加入不同酶量$酶解!

A

M)Y>+>

法保持体系
A

M

稳

定#$灭酶!

"#*,1

'

&8\

#$离心!

"#*,1

'

!#88B

'

*,1

#$上

清液$测定米渣蛋白质可溶性氮回收率

"5454

!

米渣酶解单因素试验
!

以水解度和可溶性氮回收

率为评价指标$以酶解温度(

A

M

(酶解时间(加酶量(底物

浓度为影响因素$确定米渣酶解最佳条件%单因素试验

设计方案如下"

!

"

#时间对米渣酶解反应的影响"配制底物浓度
#E

米渣酶解液$加热溶液温度
'8 \

$

"*7-

'

WS+<M

调节

A

M

至
%58

$添加
"E

的
C-6+-+.=45DW

蛋白酶$

A

M)Y>+>

法

搅拌酶解
"

$

4

$

!

$

D

$

#

$

'/

$

&8\

灭酶
"#*,1

$

!#88B

'

*,1

离心
"#*,1

$记录消耗
S+<M

体积并测定上清液蛋白

含量%

!

4

#加酶量对米渣酶解反应的影响"除分别添加

85#E

$

85$#E

$

"E

$

"54#E

$

"5#E

的
C-6+-+.=45DW

蛋白酶

外$其他条件与!

"

#相同%

!

!

#

A

M

对米渣酶解反应的影响"除调节
A

M

分别至

'5#

$

$58

$

$5#

$

%58

$

%5#

$

&58

外$其他条件与!

"

#相同%

!

D

#温度对米渣酶解反应的影响"除加热温度分别为

D#

$

#8

$

##

$

'8

$

'#\

外$其他条件与!

"

#相同%

!

#

#底物浓度对米渣酶解反应的影响"因底物浓度
)

"#E

时$物料黏度的增大可能导致反应流动性(均匀性下

降$本试验选取米渣蛋白质浓度变化范围为
#E

"

"#E

%

分别配制底物浓度
#58E

$

$5#E

$

"858E

$

"45#E

$

"#58E

米

渣酶解液$其他条件与!

"

#相同%

"545!

!

响应面法优化酶解工艺
!

在单因素研究基础上$

确定各因素的水平范围$根据酶解的最佳条件$使用软件

P=.,

2

1(:

A

=B>%58

中
]7:]=/1J=1

模型进行优化工艺

设计%

"545D

!

水解度的测定
!

采用
A

M)Y>+>

法$水解度按式!

"

#

计算"

WT^AZ*KZ"

'

&

Z"

'

*

O

Z"

'

2;$;

$ !

"

#

式中"

A

&&&

S+<M

的体积$

*W

+

*K

&&&

S+<M

的浓度$

*7-

'

W

+

&

&&&氨基酸的平均解离度$对于米渣蛋白质$

"

'

&

取

"58"

+

*

O

&&&蛋白质的质量$

2

+

2;$;

&&&每克原料蛋白质中肽键的毫摩尔数$米渣蛋

白质取
$5D8**7-

'

2

%

"545#

!

可溶性氮回收率测定

!

"

#上清液蛋白质含量测定"

O7-,1)

酚法)

%

*

%

!

4

#米渣中蛋白质含量测定"参照
;]#88&5#

&

48"'

凯氏定氮法执行%

!

!

#可溶性氮回收率按式!

4

#计算"

米 渣 蛋 白 质 可 溶 性 氮 回 收 率
^

酶解上清液中蛋白质量

米渣蛋白总质量
Z"88E

% !

4

#

"545'

!

镉含量测定
!

采用等离子体发射光谱!

FRV)<(Y

#

法)

&

*测定米渣(最佳酶解工艺条件下酶解上清液与沉淀

中的镉含量%

4

!

结果与讨论
45"

!

米渣蛋白质酶解工艺条件的研究

45"5"

!

时间对米渣酶解反应的影响
!

由图
"

可知$随着

%#!

"

_7-5!#

"
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祁文磊等!米渣蛋白质酶解条件优化及对镉含量的影响



酶解反应时间的延长$碱性蛋白酶与米渣充分接触$米渣

蛋白质可溶性氮回收率逐渐提高$

D/

后米渣蛋白质可溶

性氮回收率变化趋于平缓+在酶解反应的前
!/

$随着反

应时间的延长水解度变化趋势明显$

!/

后水解度增大趋

势变缓%说明随着酶解时间的延长$酶解反应速率逐渐

下降$为了保证酶解充分$确定酶解时间为
D/

%

图
"

!

时间对米渣酶解反应的影响

O,

2

0B="

!

(HH=6>7H>,*=71=1K

9

*+>,6/

9

@B7-

9

.,.

7HB,6=@B=

2

.

45"54

!

加酶量对米渣酶解反应的影响
!

如图
4

所示$随

着加酶量的增加$米渣蛋白质可溶性氮回收率逐渐提高$

但是提高幅度不大$当加酶量达到
"E

时$米渣蛋白质可

溶性氮回收率趋于平缓+由于加酶量增加$酶与米渣蛋白

质结合位点增多)

"8

*

$水解度逐渐增大%当酶与底物作用

达到饱和$米渣蛋白质可溶性氮回收率趋于稳定%综合

考虑生产成本$初步确定加酶量为
"E

%

图
4

!

加酶量对米渣酶解反应的影响

O,

2

0B=4

!

(HH=6>7H=1K

9

*=+*701>71=1K

9

*+>,6

/

9

@B7-

9

.,.7HB,6=@B=

2

.

45"5!

!A

M

对米渣酶解反应的影响
!

由图
!

可知$随着

A

M

由
'5#

增至
%58

$米渣蛋白质可溶性氮回收率逐渐提

高$当
A

M

由
%58

增大至
&58

时$米渣蛋白质可溶性氮回

收率变化趋于稳定+当
A

M

为
'5#

"

&58

$随着
A

M

增大$水

解度增大趋势一直较显著%由于酶解过程采用
A

M)Y>+>

法控制水解度$酶解过程引入的盐分不仅影响最终产品

图
!

!A

M

对米渣酶解反应的影响

O,

2

0B=!

!

(HH=6>7H

A

M71=1K

9

*+>,6/

9

@B7-

9

.,.

7HB,6=@B=

2

.

的口味)

""

*

$还可能会对米渣蛋白肽功能活性产生影响$综

合考虑经济成本确定酶解
A

M

为
%58

%

45"5D

!

温度对米渣酶解反应的影响
!

由图
D

可知$温度

为
'8\

时$米渣蛋白质可溶性氮回收率达到最大值+低

于
'8\

时$随着温度的提高$碱性蛋白酶的酶活性提高$

酶与底物作用效果增强$米渣蛋白质可溶性氮回收率随

之提高+高于
'8\

时$碱性蛋白酶酶活性下降$米渣蛋白

质可溶性氮回收率随之降低$同时过高的温度也使酶活

性核心结构被破坏而变性)

"4

*

$部分或全部失去催化活性$

因此确定酶解温度为
'8\

%

图
D

!

温度对米渣酶解反应的影响

O,

2

0B=D

!

(HH=6>7H>=*

A

=B+>0B=71=1K

9

*+>,6

/

9

@B7-

9

.,.7HB,6=@B=

2

.

45"5#

!

底物浓度对米渣酶解反应的影响
!

由图
#

可知$

随着米渣蛋白质浓度的增大$料液黏度的增大显著影响

了酶和底物的流动性$进而降低了酶与蛋白质的相互作

用$米渣蛋白质可溶性氮回收率和水解度皆逐渐降低%

综合考虑工业化大规模生产的需求$确定底物浓度

为
"8E

%

454

!

米渣蛋白质酶解工艺响应面优化

!!

根据单因素试验结果确定酶解时间
D/

$以酶解
A

M

(

底物浓度(加酶量(酶解温度为响应因素$可溶性氮回收

&#!

提取与活性
(gLTCRLF<S Q CRLF_FLU

总第
48%

期
"

48"&

年
4

月
"



图
#

!

底物浓度对米渣酶解反应的影响

O,

2

0B=#

!

(HH=6>7H.0I.>B+>=6716=1>B+>,7171=1K

9

*+>,6

/

9

@B7-

9

.,.7HB,6=@B=

2

.

率为响应值$设计四因素三水平响应面试验$其因素水平

编码如表
"

所示%

表
"

!

因素水平编码表

L+I-="

!

L+I-=7HH+6>7B.+1@-=3=-.

水平
C

温度'
\ ]

A

M R

加酶量'
E P

底物浓度'
E

[" ## $5# 85$# $5#

8 '8 %58 "588 "858

" '# %5# "54# "45#

!!

米渣蛋白质酶解的响应面试验设计及结果如表
4

所

示%对表
4

的试验结果$运用软件
P=.,

2

1)(:

A

=B>%58

进

行变异分析$得到可溶性氮回收率!

/

#与反应温度!

,

#(

A

M

!

A

#(加酶量!

5

#和底物浓度!

W

#之间的二次多元回归

模型为"

/^[""D54"`'54D,[45"$A[4'58$5[D544W`

85!$,A`858&,5 [85"",W `"5!8A5 `85$4AW `

"5!$5W[858$,

4

["5#!A

4

"̀5!45

4

8̀58$W

4

% !

!

#

试验结果的方差分析如表
!

所示%由表
!

可知$失

拟项
V

值为
858$'"

)

858#

不显著$响应面模型的
V

&

85888"

极显著$并且响应面模型的
@

4

^85&%D#

$表明模

型具有较高的拟合度$试验误差较小%

M

值可以反映出

各因素对试验指标的影响程度)

"!

*

$据表
!

中各因素
M

值

大小可知$酶解条件对可溶性氮回收率的影响顺序为"

P

)

]

)

R

)

C

%一次项因素!

]

(

R

(

P

#对可溶性氮回收率

影响极显著$二次项!

C

4

#和交互项!

C]

(

CP

(

]P

(

RP

#对

可溶性氮回收率影响显著%

响应面分析不仅可预测变量响应值$也可确定变量

相互作用的关系$其响应曲面形状可反映变量相互作用

关系$等高线形状可反映交互作用的强弱)

"D

*

%图
'

是各

因素影响酶解米渣蛋白质可溶性氮回收率的
!P

响应面

图和等高线图$从图
'

可知$底物浓度对可溶性氮回收率

表
4

!

响应面设计方案及结果

L+I-=4

!

]7:)]=/1J=1@=.,

2

1G,>/,1@=

A

=1@=1>

3+B,+I-=.+1@B=.

A

71.=3+-0=.

试验号
C ] R P

g

可溶性氮

回收率'
E

" 8 8 8 8 D"544

4 " 8 " 8 D"5$"

! " 8 8 [" D%584

D 8 8 8 8 D"5%#

# 8 8 " " !&5!%

' 8 " 8 [" D%5%'

$ 8 " [" 8 D45"$

% 8 8 [" " !!58"

& " 8 [" 8 !&5#%

"8 [" 8 8 " !'5"8

"" 8 8 8 8 D45"#

"4 [" 8 " 8 D85#%

"! [" [" 8 8 !$5&4

"D 8 8 8 8 D458"

"# 8 [" 8 " !!58$

"' " 8 8 " !!5%%

"$ [" " 8 8 !&54&

"% 8 [" [" 8 !%5"$

"& 8 8 " [" D&54"

48 [" 8 8 [" DD5$'

4" 8 8 8 8 D"5D"

44 8 8 [" [" D'54$

4! 8 [" 8 [" D#5'%

4D " " 8 8 D45'%

4# [" 8 [" 8 !%5&4

4' 8 " " 8 D#5D!

4$ " [" 8 8 !$5'8

4% 8 [" " 8 D85$%

4& 8 " 8 " !&5%#

影响较大$随着底物浓度的增大$可溶性氮回收率降低显

著+随着
A

M

的增大$可溶性氮的回收率逐渐提高$当
A

M

由
%58

增大至
&58

时$米渣蛋白质可溶性氮回收率变化趋

于稳定+底物浓度(

A

M

和加酶量都对米渣蛋白酶解可溶

性氮回收率的影响显著%这也与表
!

的方差分析结果相

符$底物浓度(

A

M

(加酶量和温度的
M

值分别为
''$5#D

$

&"5&%

$

#45$"

$

#5"8

$底物浓度对可溶性氮回收率的影响最

大$温度对可溶性氮回收率的影响相对最小%

!!

综上分析$通过辅助软件
P=.,

2

1)(:

A

=B>%58

对回归

方程拟合得到的最优工艺条件为"温度
'8 \

(加酶量

"54#E

(

A

M%58

(底物浓度
$5#E

$此时响应面预测最优值

'#!

"

_7-5!#

"
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表
!

!

回归模型方差分析及显著性检验j

L+I-=!

!

C1+-

9

.,.7H3+B,+16=H7B>/=B=

2

B=..,71*7@=-

变异来源 平方和 自由度 均方
M

值
V

值 显著性

模型
#8#5'" "D !'5"4 '!5D%

&

85888"

**

C 45&8 " 45&8 #5"8 858D8D

*

] #45!! " #45!! &"5&%

&

85888"

**

R 4&5&& " 4&5&& #45$"

&

85888"

**

P !$&5%8 " !$&5%8 ''$5#D

&

85888"

**

C] !5DD " !5DD '58# 8584$#

*

CR 858' " 858' 85"8 85$'88

&

CP $5#" " $5#" "!548 85884$

**

]R 85"" " 85"" 85"& 85'$!"

&

]P !54D " !54D #5'& 858!"$

*

RP 45&D " 45&D #5"$ 858!&!

*

C

4

"%5#8 " "%5#8 !45#4

&

85888"

**

]

4

85&D " 85&D "5'' 854"%'

&

R

4

858D " 858D 858% 85$%#!

&

P

4

"54$ " "54$ 454! 85"#$'

&

残差
$5&$ "D 85#$

...................................

失拟项
$5!! "8 85$! D5'D 858$'"

&

纯误差
85'! D 85"'

总离差
#"!5#% 4%

!!!!!!!!

j

!*

表示显著!

V

&

858#

#+

**

表示极显著!

V

&

858"

#+&表示不显著!

V

)

858#

#%

为
D&5'%E

%根据最优酶解工艺进行验证实验$

!

次平行

试验得到回收率为!

D&54"b85"4

#

E

$在回归模型推算的

极值允许范围内$说明该数学模型与实际相符$具有实际

指导意义%

45!

!

米渣蛋白质酶解对镉含量的影响

酶解前脱脂米渣中镉含量高达
D5&&*

2

'

J

2

$是
;]

4$'4

&

48"$

0食品中污染物限量1规定稻谷类产品中镉限

量标准!

854*

2

'

J

2

#的
4D

倍以上%镉是一种环境重金属

污染物$可通过农作物进入食物链$危害人体健康%水稻

是一种易于富集镉的粮食作物$研究)

"#

*表明镉在稻米中

主要以配合物的形式存在$并与蛋白质呈配合物结构$而

稻谷加工的副产物米渣中因蛋白质得到进一步富集而使

得米渣中镉含量严重超标%

为了解米渣蛋白质酶解对其镉含量的影响$本试验

测定了最佳酶解工艺条件下酶解上清液与沉淀中的镉含

量$结果如图
$

所示%从图
$

可知$米渣蛋白质经碱性蛋

白酶酶解后$不溶性的酶解沉淀!

(1K

9

*+>,6/

9

@B7-

9

.,.

A

B=6,

A

,>+>,71

$

(MV

#中镉含量达到
$5$"*

2

'

J

2

$相比米渣

蛋白质增加了
#D5#E

+酶解上清液!

(1K

9

*+>,6/

9

@B7-

9

.,.

.0

A

=B1+>+1>

$

(MY

#冻干粉中镉含量降低至
"5D!*

2

'

J

2

$

相比米渣蛋白质降低了
$"5!E

%米渣蛋白质酶解后$

(MV

(

(MY

中镉含量的测定结果可为后续研究降镉技术

图
$

!

米渣蛋白质酶解各组分镉含量

O,

2

0B=$

!

R+@*,0*671>=1>7H=+6/67*

A

71=1>,1

=1K

9

*+>,6/

9

@B7-

9

.,.7HB,6=@B=

2

.

的选用提供依据%

酶解上清液
(MY

中镉含量的降低$不仅是因为碱性

蛋白酶将大分子米渣蛋白质降解成小分子肽而使部分结

合态镉游离出来+同时$在米渣蛋白质中含量较高的巯基

也被破坏$而巯基通常易与金属离子发生配位反应)

"'

*

$巯

基的破坏也使镉从米渣蛋白质中解离出来$进入溶液中

而成为游离态%此时$悬浮在溶液中的未被酶解的不溶

性米渣蛋白质反而富集了更多的镉$

O(S;

等)

"$

*发现在水

溶液中米渣蛋白质对镉的最大结合量可达
"458%*

2

'

2

$其

研究结果还表明米渣蛋白质对镉不仅是简单的物理吸

附$米渣蛋白质中巯基和羧基对镉的结合具有重要作

用)

"%

*

$因此$酶解过程中解离出的游离态镉可能又再次与

(#!

提取与活性
(gLTCRLF<S Q CRLF_FLU

总第
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期
"
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年
4

月
"



图
'

!A

M[

温度#温度
[

底物浓度#加酶量
[

温度#

A

M[

底物浓度#加酶量
[

底物浓度#

加酶量
[

A

M

交互影响响应面图

O,

2

0B='

!

T=.

A

71.=.0BH+6=6/+B>7HB=6,

A

B76+-=HH=6>

不溶性的米渣蛋白质结合$导致未被酶解的不溶性米渣

蛋白质中镉含量反而增高%

!

!

结论
本试验确定的酶解米渣蛋白质的最佳工艺条件为"温

度
'8\

(加酶量
"54#E

(

A

M%58

(底物浓度
$5#E

$米渣蛋白

质可溶性氮回收率为
D&5'%E

%米渣蛋白质经过碱性蛋白

酶酶解后$酶解上清液冻干粉中镉含量降低至
"5D!*

2

'

J

2

$

相比米渣蛋白质降低了
$"5!E

$验证了蛋白酶不仅可将大

分子米渣蛋白质降解成小分子肽$同时也能将镉从米渣蛋

白质大分子中解离出来)

$

*

$但关于蛋白酶解离米渣蛋白质

中镉的相关机理$还需进一步深入研究%
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