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响应面法优化米糠蛋白的酶解工艺 
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(1．武汉轻工大学 生物与制药工程学院，湖北武汉 430023；2．天津市益倍建生物技术有限公司， 

天津 300457) 

摘 要：通过单因素试验及响应面分析法，对米糠蛋白酶解制备抗氧化性米糠肽的工艺进行优化。在单因素试验的 

基础上，利用响应面法优化酶解条件 ，以酶解时间、温度、pH为 自变量，以酶解后样品对超氧阴离子自由基清除率为 

响应值，根据 Box-Benhnken中心组合设计原理，研究 3个 自变量及其交互作用对样品的超氧阴离子 自由基清除率的 

影响。通过不同酶对米糠蛋白的水解度试验，确认碱性蛋白酶为最高效水解酶，在此前提下，响应面优化的最佳酶解 

条件为：酶解温度 5O℃，酶解时间4．5 h，pH 10，此条件下，超氧阴离子 自由基清除率实际值为4O．27％。米糠肽的相对 

分子质量分布测定结果表面米肽相对分子质量分布在 142 21 281 U之间。 
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Optimization of the Enzymolysis Technology of Rice Bran Protein by Response Surface M ethodology 
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(1．School of Biological and Pharmaceutical Engineering，Wuhan Polytechnic University，Wuhan 430023， 
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Abstract：The enzymolysis technology of the protein from rice bran was optimized by the single factor 

experiment combined with response surface methodology ．On the basis of single factor experiments，enzymatic 

hydrolysis time，temperature，pH were set as the argument value，and the rate of superoxide anion free radical 

scavenging by enzymolysis sample was set as the response value．According to the Box-Benhnken central 

composite design theory，the influence of three independent variables and their interactions on the superoxide 

anion free radical scavenging rate was studied．The alkaline protease was confirmed the most efficient hydrolase 

through the hydrolysis of different enzymes test．The optimum technology was confirm ed by response surface 

methodology ：extraction time 4．5 h，enzymolysis temperature 50℃ and pH 10．Under these conditions，the 

superoxide radical scavenging rate of rice bran protein was 40．27％ ．And the molecular weight of rice bran 

peptide was between 142 u一21 281 U． 
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抗氧化剂的种类很多，然而随着人们对化学合成 

的抗氧化剂如 BHA、BHT在食品中应用的要求越来越 

严格，人们把目光逐步转向天然抗氧化剂，从各种植 

物动物组织中提取，如茶叶中的茶多酚、大豆中的大 

豆异黄酮、骨骼肌中的肌肽、枸杞中的枸杞多糖、大豆 

蛋白分解得到的大豆肽以及慈菇、扇贝、六月霜的提 

取物等I】I。具有抗氧化性质的多肽类物质一般称为抗 
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氧化活性肽圆。目前，抗氧化活性肽的获得途径主要有 

三种。第一种方法是从天然植物体中提取天然活性 

肽，这种方法提取成本高；第二种方法是通过消化过 

程中产生或水解蛋白而产生，一般采用酸法水解蛋 

白，其工艺简单、成本低，但因氨基酸受损严重，水解难 

控制而较少应用；第三种方法是通过化学方法、酶法、 

重组技术合成 。酶法生产的产品安全性高，生产条 

件温和，可定位生产特定的肽，且成本低，已成为活性 

肽最主要的生产方法阍。目前已采用酶法研究出多种 

植物性多肽，如从玉米中得到降血压肽、高值寡肽和 
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活性肽，从花生中得到花生肽等 。米糠是大米加工 

的副产品，是糙米碾自过程中被碾下的皮层及少量米 

胚和碎米的混合物，联合国工业发展组织把米糠称为 
一 种未充分利用的原料阴。米糠肽是通过酶法水解米糠 

蛋白制备的一种生物活性肽【堋。本文基于米糠蛋白水解 

度筛选酶解酶种；以抗氧化性为指标，通过响应面试验 

优化米糠蛋白制备抗氧化活性肽的酶解工艺，为米糠 

抗氧化肽资源的最大效益化利用提供理论依据。 

1 材料和方法 

1．1 试验材料与试剂 

米糠蛋白 (Tk分 9．6％，蛋白质 70．96％，脂肪 

2．22％，灰分2．53％)：湖北洪森集团；碱性蛋白酶(酶活 

6 000 u／mg)、酸性蛋白酶(酶活 6 000 u／mg)、中性蛋白 

酶(酶活 6 000 u／mg)：合肥博美生物科技有限责任公 

司；复合蛋白酶 (Protamex)、风味酶(Flavourzyme)： 

Novo Nordisk公司；三羟甲基氨基甲烷、邻苯三酚、氢 

氧化钠：国药集团化学试剂有限公司；氯化钠、盐酸、 

三氯乙酸和三氯化铁：天津市大茂化学试剂。 

1．2 仪器和设备 

PHS一2C型精密酸度计：上海雷磁仪器厂；RE52— 

99型旋转蒸发仪：上海亚荣生化仪器厂；LXJ一Ⅱ型离心 

沉淀机：上海医用分析仪器厂；SHB—III型循环水式多用 

真空泵：郑州长城科工贸公司；电热恒温水浴锅：巩义 

市英峪予华仪器厂；752N型紫外可见分光光度计：上 

海光谱仪器有限公司；Waters 600液相色谱：Waters 

公司；AL204—01电子天平：梅特勒一托利多仪器有限公 

司；835—50氨基酸自动分析仪：日本 Hitachi公司。 

1_3 方法 

1．3．1 水解度为指标进行酶种的选择 

不同蛋白酶水解米糠蛋白：分别采用碱性蛋白 

酶、风味酶、中性蛋白酶和复合酶四种蛋白酶水解米 

糠蛋白250 rain，米糠蛋白以 l0％浓度溶解在 200 mL 

去离子水中，水解条件分别是：①碱性蛋白酶：pH 9．0， 

【E]／[$148 AU／kg，45 oC；②中性蛋白酶：pH 7．0，[E]／[S] 

20AU／kg，50 oC；③中性蛋白酶：pH7．0，阎悯10000LAPU／ 

kg，45℃；④复合蛋白酶：pH7．0，[E]／[S]30AU／kg，45 oC。 

水解结束后立即把酶解液放人 95 qC以上热水中 

15 min中止酶解反应 ，灭酶后的水解液冷却至室温，用 

2 mol／L NaOH调 pH 7．0，10 000 r／min冷冻离心 20 min， 

上清液经浓缩后冷冻干燥备用。 

蛋白质水解度(DH)的测定：在 I生及碱性条件下 

采用 pH—stat法，水解度的计算公式为：DH (％)=B× 

Nbxl／ctxl／MPxl／htotx100％。式中：B为碱液体积，mL； 

= =I 

Nb为碱液的当量浓度，(mo1]L)；or为仅一氨基的解离度 

(根据具体情况而定)；MP为底物中蛋白质的含量，g； 

Htot为底物蛋白质中的肽键总数，(mmol／g)；试验采用 

米糠白为原料，取 htot=8．40。 

1．3．2 抗氧化性为指标进行酶解工艺参数的优化 

1．3．2．1 酶解工艺中单因素实验 

酶解 pH：本试验酶解pH分别选择为 7、8、9、10、 

11、12，在酶解时间120 min，在盐酸浓度为2 mol／L，酸 

解液料比为 1 mL／mg，酶解温度 50℃的条件下，计算 

米糠蛋白水解物对超氧自由基的清除率。 

酶解温度：本试验酶解温度分别选择为40、45、50、 

55、60、65℃，酶解时间 120 rain，盐酸浓度为 2 mol／L， 

酸解液料比为 1 mL／mg，计算米糠蛋白水解物超氧自 

由基清除率。 

酶解时间：本试验酶解温时间分别选择为 3、4、5、 

6、7、8 h，在盐酸浓度为 2 mol／L，酸解液料比为 1 mI／mg， 

酶解温度为 50℃，计算米糠蛋白水解物超氧自由基清 

除率。 

1．3．2．2 酶解工艺的响应面优化试验 

分析上述单因素实验数据，根据单因素实验得出 

的各因素最适范围，对酶解温度、pH、酶解时间3个因 

素设计响应面优化试验，以超氧自由基清除率为指标 

确定最佳酶解条件。 

1．3．2．3 超氧阴离子自由基清除能力测定方法 

pH 8．2，浓度 50 mmo]／L的Tris—HC1缓冲液 2．8 mL 

中加人 0．1 mL蒸馏水，于 25℃保温 10min，然后加入 

0．1 mL于25℃预温的60 mmol／L连苯三酚(空白管样 

品用 0．1 mL，10 mmol／L的盐酸代替，测样品用 0．1 mL， 

50 mmol／L提取液)，总体积为3．0 mL，在420 nm处测 

得总吸光度为A ，样品吸光度 A：，空白对照吸光度 A 。 

O 清除率／％=A1一(A 2一A 3)／al×100％。 

1．3．2．4 米糠肽相对分子质量分布测定 

采用Waters 600(配 2487紫外检测器和M32工 

作站)高效液相色谱仪，选择Tskgel G2000 SWxL相对 

分子质量分级范围 100 Da～10 000 Da的色谱柱，以乙 

腈，水／三氟乙酸(45／55，0．1体积比)为洗脱液，以细胞 

色素 C (Mw12500)、抑肽酶 (Mw6500)、杆 菌酶 

(Mw1450)、乙氨酸一乙氨酸一酪氨酸一精氨酸(Mw451) 

和乙氨酸一乙氨酸一乙氨酸(Mw189)为相对分子质量标 

准品。流动相为乙晴／水／TFA 45／55／0．1，检测波长为 

220 Ilm，流速 0．5 mL／min，柱温为 30℃。 

1．3．2．5 米糠蛋白和米糠肽的氨基酸组成分析 

将样品置于水解管中，加入6 mol／L的盐酸溶液， 

真空封口。在 110℃下水解24h，冷却后定容、过滤、蒸 
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干 ，加人 0．02 mol／L的盐酸溶液 ，放置 30 rain，采用氨 

基酸自动分析仪测定除色氨酸以外的氨基酸含量。 

2 结果与讨论 

2．1 不同蛋白酶对米蛋白的水解进程曲线 

蛋白酶在水解蛋白质时，对底物有特异性要求 

(见表 1 o不同蛋白酶作用于同一种蛋白质，会产生不 

同的酶解产物，分别选用碱性蛋白酶、风味蛋白酶、复 

合蛋白酶和中性蛋白酶对米蛋 白进行水解 ，根据氢氧 

化钠的用量，由公式计算出不同时间的水解度，绘成 

图形见表 1。 

表 1 四种蛋白酶的底物特异性 

Table 1 The substrate specificity of four proteases 

酶种类 底物特异性 

碱性蛋白酶 

风味酶 

复合蛋白酶 

中性蛋白酶 

疏水氨基酸一COOH 

作用范围广 

作用范围广 

Tvr_，Phe-，T~-COOH 

表 1中数据显示，碱性蛋白酶对米蛋白的水解效 

果明显好于其他三种蛋白酶。碱性蛋白酶作用范围 

广，对疏水性氨基酸一COOH具有底物特异性 ，从水解 

进程曲线来看，碱性蛋白酶对米蛋白有较好的水解作 

用，远比其他几种蛋白酶的水解作用强，主要是因为 

碱性蛋白酶的纯度和活力较高。中性蛋白酶主要作用 

于苯丙氨酸和色氨酸一COOH参与形成的肽键，对米糠 

蛋白的作用非常弱，反应240min后水解度仅为7．0％。 

复合蛋白酶和风味酶虽然作用范围广，但在此条件下 

对米糠蛋白作用也较弱，复合蛋白酶对米糠蛋白的作 

用稍强可能是前者纯度和活性较高或对底物的特殊 

要求不同而造成。根据试验结果，选用碱性蛋白酶水 

解米糠蛋白，并对其水解条件进一步优化研究。 

酶 

0 50 100 150 200 250 

时间／min 

图 1 不同蛋白酶对米蛋白的水解进程 

Fig．1 The hydrolysis process of rice protein in different protease 

2．2 抗氧化性为指标进行酶解工艺参数的优化 

2．2．1 水解工艺单因素试验 

酶解温度对米糠水解物抗氧化活性影响：本试验 

酶解温度分别选择为40、45、50、55、60、65℃，在酶解 

时间 120 rain，盐酸浓度为 2 mol／L，酸解 液料 比为 

1 mL／mg的条件下，计算米糠蛋白水解物对超氧自由 

基的清除率。碱性蛋白酶酶解米糠蛋白在不同温度下 

酶解物的超氧自由基清除能力如图2所示。 
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pH 

图 2 酶解温度(A)、时间(B)、pH(C)对米糠水解物抗氧化 

活性影响 

Fig．2 The influence of reaction conditions on the antioxidant 

activity of rice bran hydrolysate．A(T)，B(Time)。C(pH) 

随着酶解温度的升高，米糠肽抗氧化活性逐渐增 

强 ，55℃时米糠多肽对超氧 自由基 的清除效率都达到 

最高。温度对酶催化反应的影响，主要体现在酶稳定 

性和酶促反应上。一定的温度变化范围内，温度上升 

加快了反应速度，使超氧自由基的清除效果增强，并 

在 55 oC达到最大。继续升高温度，超氧自由基的清除 

效果明显降低，这是因为温度过高导致酶活性降低， 

多肽中抗氧化活性基团暴露相对减少。故选择酶解温 

度为 55℃。 

酶解时间对米糠蛋白水解物抗氧化活性影响：本 

试验酶解温时问分别选择为3、4、5、6、7、8 h，在盐酸浓 

度为 2 mol／L，酸解液料比为 l mL／mg，酶解温度为 

50℃的条件下，计算米糠蛋白水解物对超氧自由基的 

清除率。碱性蛋白酶酶解米糠蛋白在不同酶解时间下 
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酶解物的超氧自由基清除能力变化如图2所示。随着 

酶解时间的延长，米糠蛋白水解物对超氧自由基的清 

除率缓慢上升后又趋逐渐于平缓。由此得出，酶解时 

间对米糠水解物超氧自由基清除率效果的影响很小。 

为了节约成本，选择酶解时间4 h为最佳。 

酶解 pH对米糠水解物抗氧化活性影响 ：本试验 

酶解 pH分别选择为7、8、9、10、11、12，在酶解解时间 

120 rain，盐酸浓度为 2 mol／L，酸解液料 比为 1 mL／mg， 

酶解温度 5O℃的条件下，计算米糠蛋白水解物对超氧 

自由基的清除率。碱性蛋白酶酶解米糠蛋白在不同酶 

解 pH下酶解产物的超氧自由基清除率变化如图2所 

示。pH在 6到 10范围内，米糠蛋白水解产物对超氧自 

由基的清除效果逐渐增强，pH为 10时，米糠水解产物 

对超氧自由基清除效果达到最大。当pH大于 10时， 

超氧自由基清除率逐渐降低，说明pH过大或过小都 

会抑制碱性蛋白酶的酶解活性。碱性蛋白酶对pH值 

的适应性，可能与其酶活性中心含有的羧基有关。酶 

的最适 pH会受到各种因素的影响，如底物的浓度、种 

类及所处环境等，所以最适 pH只有在一定条件下才 

有意义。故选择最佳pH为 10。 

2．2．2 响应面优化试验设计 

在单因素试验基础上，采用响应面设计试验之中 

心组合试验Box—Behnken设计方案。以超氧自由基清 

除率为指标，优化米糠水解物活性成分抗氧化最佳提 

取工艺。选定显著影响超氧自由基清除效果的三个因 

素：酶解温度、酶解时间、酶解 pH，为参考因素，分别 

以+1、0、一1分别代表自变量的高、中、低水平，对自变 

量进行编码，见表 2。 

表 2 Box—Behnken响应面设计试验因素与水平 

Table 2 Variables and levels in Box-Behnken in design expert 

2．2．2．1 响应面优化试验结果 

采用 Design—Expe~．v8．0．6软件对响应面试验数 

据进行线性拟合和方差分析，考察因素显著性，根据 

回归方程，响应面曲线图，等高线图，分析各因素交互 

作用的显著性，得出试验结果，见表3。 

通过分析表 3，可得各因素与超氧自由基清除率 

的二次多项式模型 Y=38．24+2．43A一0．41B+2．86C一 

1．15AB一1．65AC一0．23BC一4．56A2-2．23B +1．62C 。式中， 

Y为超氧自由基清除率的预测值，A、B、c分别代表一 

酶解温度，酶解时间，酶解pH的编码值，见表4。 

79 ===一 

表 4 拟合二次多项式模型的方差分析 

Table 4 The quadratic multinomlal variance analysis of the model 

注 ： P>0．05，差异 不 显 著 ， P<0．05差 异 显著 ， P<0．01差 异 

极显著。 

由表4可以看出：A、C、AC、AB、A 、B 、C 因素 

对米糠水解物超氧阴离子 自由基清除率有显著的作 

用。清除效果显著性大小依次为 C>A>B。F检验反应 

的是回归模型的有效性，方程复相关系数的平方R = 

0．991 4，说明该模型显著性好，失拟性大于0．05差异 

不显著，说明方程误差小。Raaj2=0．980 3，说明软件建立 

一一一一一 嬲一一一 ～～一一㈣ ～一 ～ 一～一～一一一一～一一一～～一一～～一～一一 ～一一一一。 。 。 。。 。 。 。。。 ～一一一。 4 m̈ " 
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表 5 米糠肽的相对分子质量分布 

Table 5 Molecular weight distribution of rice bran peptides 

子质量分布在329 u～738 U和738 u～141 3u之间的肽， 

含量分别为 27．80％和 12．39％；相对分子质量分布 

在 1 413 U～2 836 U和 2 836 u～2 1281 U之间的肽最 

少，含量分别为 6．96％和 5．42％。结合抗氧化功能条 

件的筛选结果，说明本条件酶解可得到具有较好的抗 

氧化活性短肽肽，由于目前所发现具有特殊生理功能 

的肽类物质其相对分子质量一般在 1 000 U以下，与本 

实验结果一致。 

2．2．2．5 米肽和米蛋白的氨基酸组成 

米肽和米蛋白的氨基酸组成见图5。 
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3 结论 

以水解度为指标，研究了碱性蛋白酶、中性蛋白 

酶、复合蛋白酶和风味酶对米蛋白的水解作用，结果 

81 ==．I 

表明碱性蛋白酶对米蛋白的水解作用最强，其次为中 

性蛋白酶和复合蛋白酶，风味酶作用最弱，因此选定 

碱性蛋白酶水解米蛋白制备米肽。以抗氧化性为指 

标，利用响应面回归分析法对米糠中水解物超氧阴离 

子自由基清除实验条件进行了研究，着重考察了pH、 

温度及提取时间 3个因素对米糠中活性肽超氧阴离 

子自由基清除率的影响，通过响应面优化米糠肽超氧 

阴离子自由基清除效果最佳酶解工艺条件：酶解温度 

52．71℃，酶解时间4．37 h，pH9．94。根据实际对试验条 

件进行修正得到试验最佳条件为：酶解温度 50 cc，酶 

解时间4．5 h，pill0，在此条件下，超氧阴离子自由基清 

除率实际值40．27％。氨基酸组成分析结果发现米肽 

的氨基酸组成跟米蛋白类似，因此米肽可以在食品中 

广泛使用。米肽的相对分子质量分布测定结果发现， 

米肽相对分子质量分布在 142 u一21 281 tl之间，主要 

集中在 142 u～1 413 U之间，而具有特殊生理功能的肽 

类物质其相对分子质量一般在 1 000 U以下。 
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