
粮食加工 粮油食品科技第２５卷２０１７年第２期

２２　　　

碎籼米蛋白质中性蛋白酶
酶法提取工艺优化

李玉珍，肖怀秋
（湖南化工职业技术学院制药与生物工程学院，湖南株洲　 ４１２０００）

摘　 要：为提高碎籼米蛋白质提取率，在析因设计和爬陡坡实验基础上，利用中心组合响应面优化
技术对碎籼米蛋白质中性蛋白酶酶法提取工艺进行了优化分析，建立了碎籼米蛋白质酶法提取工
艺二阶多项式非线性回归方程和数值模型，验证了模型精准度并分析了加酶量（Ｘ１）、酶解时间
（Ｘ２）和固液比（Ｘ３）对蛋白质提取率的影响规律，以蛋白质提取率和蛋白质纯度为评价指标。优化
方案为加酶量０． ９８％，固液比１∶ １０． ２０，酶解时间７４． ４ ｍｉｎ，ｐＨ７． ０和５０ ℃。在优化条件下蛋白质
提取率为８９． ８２％ ±１． ０６％（ｎ ＝ ３），与模型预测值９１． ２３％基本吻合，偏差为－ １． ５５％，所提取大米
蛋白质纯度为８１． ０２％。
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　 　 由于当前碾米技术水平的限制，大米加工中会
产生１０％ ～ １５％的碎米，我国每年碎米产量达到
２ ０００ ～ ３ ０００万ｔ，特别是籼米，由于其细胞结构的

特殊性，碎米率更高［１］。碎籼米营养价值高，氨基
酸配比合理，特别是赖氨酸是谷物中最高的，而且大
米蛋白质是谷物中唯一的低过敏性蛋白质［２］。随
着人们对大米蛋白营养价值和低过敏性的认同，大
米蛋白质研究成为一个新的热点。大米中蛋白质主
要为碱溶性的米谷蛋白，在胚乳中与淀粉结合紧密，
较难溶出，碱液处理能降低蛋白质与淀粉结合作用
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力，使极性基团发生解离，并使大米蛋白质分子表面
带负电荷，起到增溶作用，有利于淀粉与蛋白质的分
离［３］，碱法提取成为当前大米蛋白质提取的主要方
法。孙庆杰［４］、万娟［５］、王威［６］等人研究了大米蛋
白质碱法提取工艺并进行优化分析。碱法提取工艺
简单，操作方便，可疏松大米淀粉—蛋白质紧致结
构，但碱液易造成大米蛋白质理化性质的改变，破坏
氨基酸的结构，营养价值锐减并产生潜在有毒物质。
而且碱法提取液中淀粉含量高，等电沉淀需消耗大
量酸，透析脱盐难度大，因此，大米蛋白质提取逐步
向酶法提取转变。葛娜［７］、赵丛丛［８］、王章存［９］等
研究了碱性蛋白酶酶法提取大米蛋白工艺条件。碱
法提取虽反应条件温和，液固比小，但存在酶解产物
发生Ｍａｉｌｌａｒｄ反应严重，需消耗大量碱液以维持其
碱性环境以及产物有咸味等缺陷，实际应用中受到
一定限制［１０］。鉴于碱法提取和碱性蛋白酶法提取
过程存在的诸多问题，本实验利用中性蛋白酶进行
碎籼米蛋白质的酶法提取，在析因设计和爬陡坡实
验基础上应用中心组合响应面优化技术对碎籼米蛋
白质酶法提取工艺进行优化，构建影响因素数值模
拟，以期为碎籼米蛋白质高效增值加工提供技术和
理论支持。　
１　 材料与方法
１． １　 材料与仪器
１． １． １　 材料

碎籼米：市售；中性蛋白酶（５． ２ × １０４ Ｕ ／ ｇ）：北
京中生瑞泰科技有限公司；其它试剂均为国产分析
纯。
１． １． ２　 主要仪器与设备

ＬＡＢＣＯＮＣＯ冷冻干燥仪：美国Ｌａｂｃｏｎｃｏ公司；
ＨＥＲＭＬＥ Ｚ３２３Ｋ冷冻离心机：德国Ｈｅｒｍｌｅ公司；７２２
型可见分光光度计：上海舜宇恒平科学仪器有限公
司；ＫＱ － ３００ＤＥ型数控超声波清洗器：昆山市超声
仪器有限公司。
１． ２　 方法
１． ２． １　 碎籼米常规组分分析

蛋白质测定采取凯氏定氮法、脂肪测定采取索
氏抽提法、水分测定采取直接干燥法、灰分测定采取
灼烧法进行含量测定［１１］。
１． ２． ２　 碎籼米蛋白质酶法提取工艺

准确称取一定量经烘干并粉碎（８０目）的碎籼
米于酶解反应体系中，依据固液比要求加入去离子

水搅拌均匀，超声波预处理１０ ｍｉｎ，调节ｐＨ值，根
据加酶量要求精准称取中性蛋白酶添加到反应器中
并缓慢搅拌，酶解过程注意维持ｐＨ恒定，酶解完成
后灭酶，用４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心２０ ｍｉｎ，收集上清液并
冷冻干燥，即得到碎籼米蛋白质。
１． ２． ３　 碎籼米蛋白质提取工艺的优化
１． ２． ３． １　 Ｍｉｎ － Ｒｕｎ Ｒｅｓ ＩＶ析因设计

在预备实验基础上，考察加酶量、酶解时间、固
液比、酶解ｐＨ和酶解温度５个因素对碎籼米蛋白
质提取的影响。实验因素与水平如表１所示。

表１　 析因设计因素与水平
因素 低水平（－ １） 零水平（０）高水平（＋ １）

Ｘ１ －加酶量／ ％ ０． ５ ０． ６ ０． ７

Ｘ２ －固液比／（ｇ∶ ｍＬ） １∶ ６ １∶ ８ １∶ １０

Ｘ３ －酶解时间／ ｍｉｎ ３０ ４０ ５０

Ｘ４ －酶解ｐＨ ６． ０ ７． ０ ８． ０

Ｘ５ －酶解温度／ ℃ ３０ ４０ ５０

１． ２． ３． ２　 爬陡坡实验
响应面优化所拟合回归方程只有在最优邻域才

能充分近似真实条件，若偏离最优邻域，拟合方程将
与真实条件不符或失去实际意义［１２］。为使各因素
同时逼近最优邻域，基于析因设计方差分析和主效
分析结果以及模型系数符号设定主效因素爬坡方向
及步长。
１． ２． ３． ３　 响应面优化

应用二次旋转中心组合响应面优化技术对酶
法提取工艺进行优化分析。各因素均设置５水
平，即± ｒ（上下星号臂），± １（上下水平点）和０
（零水平，ｎ ＝ ３），本实验星号臂ｒ ＝ １． ６８２。实验因
素与编码水平如表２。在优化条件下重复３次提
取实验并对比模型预测值与实测值的偏差以验证
模型精准度。

表２　 因素编码与实际水平

水平ｘｉ
因素

Ｘ１ －
加酶量／ ％

Ｘ２ －
固液比／ ｇ∶ ｍＬ

Ｘ３ －
酶解时间／ ｍｉｎ

下星号臂（－ ｒ） ０． ６ １∶ ８ ５０

下水平（－ １） ０． ７２ １∶ ８． ２ ５８

中心水平（０） ０． ９ １∶ １０ ７０

上水平（＋ １） １． ０８ １∶ １１． ２ ８２

上星号臂（＋ ｒ） １． ２ １∶ １２ ９０

变化区间（Δｊ） ０． １８ １． ２ １２
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１． ２． ４　 蛋白质含量与提取率测定
碎籼米固体蛋白质和溶液蛋白质分别采用凯氏

定氮法测定（转换系数为５． ９５［１３］）和考马氏亮兰法
测定。蛋白质提取率与纯度按下式计算。

蛋白质提取率／ ％ ＝ 上清液中蛋白质质量／ ｇ籼碎米中总蛋白质质量／ ｇ
× １００％

蛋白质纯度／ ％ ＝样品中蛋白质质量／ ｇ样品总质量／ ｇ × １００％

２　 结果与分析
２． １　 碎籼米常规组分分析

对碎籼米常规组分含量进行了分析，水分含
量为１０． ６％，蛋白质含量为８． １７％，脂肪含量为
１． ３４％，灰分含量为０． ８７％。
２． ２　 Ｍｉｎ － Ｒｕｎ Ｒｅｓ ＩＶ析因设计

加酶量、固液比、酶解时间、酶解ｐＨ和酶解温
度对碎籼米蛋白质提取的影响见表３。

利用Ｄｅｓｉｇｎ ｅｘｐｅｒｔ ８． ０． ６对表３数据进行回归
分析，得到线性回归方程为ｙ ＝ ５９． ９６ ＋ １２． ４０Ｘ１ ＋
３． ３０Ｘ２ ＋ ５． ８０Ｘ３ － １． １５Ｘ４ ＋ ３． ２９Ｘ５。

表３　 Ｍｉｎ － Ｒｕｎ Ｒｅｓ ＩＶ析因设计因素水平与结果

实验号 Ｘ１ －
加酶量

Ｘ２ －
固液比

Ｘ３ －
酶解时间

Ｘ４ －
酶解ｐＨ

Ｘ５ －
酶解温度

蛋白提
取率／ ％

１ １ － １ － １ － １ － １ ５８． ６２

２ １ １ － １ １ １ ７５． ２７

３ － １ １ － １ １ － １ ４１． ０８

４ ０ ０ ０ ０ ０ ６１． ８１

５ ０ ０ ０ ０ ０ ６１． ２７

６ １ － １ １ － １ １ ８０． ２４

７ ０ ０ ０ ０ ０ ６２． ２８

８ － １ － １ １ － １ － １ ５０． ２６

９ ０ ０ ０ ０ ０ ６０． １３

１０ － １ １ １ １ １ ５５． ８２

１１ １ － １ １ １ － １ ６８． ５７

１２ １ １ １ － １ － １ ８１． ２８

１３ － １ － １ １ １ － １ ４５． ２３

１４ ０ ０ ０ ０ ０ ６９． ８２

１５ － １ １ － １ － １ １ ４８． ６１

１６ － １ － １ － １ １ １ ４２． ０９

１７ １ １ － １ － １ １ ７２． ４８

对表３数据进行方差分析和主效分析，得到各
因素影响显著性和百分贡献率如表４。

表４　 析因设计方差与主效分析结果
误差来源 平方和 自由度 均方差 Ｆ值 ｐ值 百分贡献率／ ％
模型 ２ ４１９． ５８ ５ ４８３． ９２ ４５． ７４ ＜ ０． ０００ １

Ｘ１ －加酶量 １ ６３９． １１ １ １ ６３９． １１ １５４． ９４ ＜ ０． ０００ １ ６９． ８６
Ｘ２ －固液比 １０８． ７４ １ １０８． ７４ １０． ２８ ０． ００９ ４ ４． ６３
Ｘ３ －酶解时间 ３３６． ４０ １ ３３６． ４０ ３１． ８０ ０． ０００ ２ １４． ３４
Ｘ４ －酶解ｐＨ １４． ２０ １ １４． ２０ １． ３４ ０． ２７３ ６ｎｓ ０． ６１
Ｘ５ －酶解温度 １０８． ２４ １ １０８． ２４ １０． ２３ ０． ００９ ５ ４． ６１

曲度 ３３． ９１ １ ３３． ９１ ３． ２１ ０． １０３ ７ｎｓ

残差 １０５． ７９ １０ １０． ５８
失拟项 ４６． １３ ６ ７． ６９ ０． ５２ ０． ７７６ ８ｎｓ

纯误差 ５９． ６６ ４ １４． ９１
总误差 ２ ５５９． ２８ １６

模型确定系数Ｒ２ ＝ ０． ９５８ １ 模型调整确定系数ＡｄｊＲ２ ＝ ０． ９３７ ２
　 　 注：表示影响极显著（Ｐ ＜ ０． ０１）；表示影响显著（Ｐ ＜ ０． ０５）；ｎｓ表示影响不显著（Ｐ ＞ ０． ０５）。

　 　 从表４可看出，模型显著性分析为极显著（Ｐ ＜
０． ０１），信躁比为（ＳＮＲ）为１８． ５４９（＞ ４），说明模型
精度符合要求。由于模型存在交互作用，不能用回
归系数绝对值表示因素作用的大小，宜采用因子百
分贡献率来比较［１２］。其中，Ｘ１、Ｘ２、Ｘ３、Ｘ５百分贡献
率分别为６９． ８６％、４． ６３％、１４． ３４％和４． ６１％，累积
之和为９３． ４４％，为主效因子。
２． ３　 爬陡坡实验

各主效因素爬坡方向及步长见表５。
由表５可看出，最优邻域在３号，提取率最高

（８１． ６７％），此条件作为中心组合响应面设计中心点。

表５　 爬陡坡实验设计与结果

序号 步长 加酶量
Ｘ１ ／ ％

固液比
Ｘ２ ／ ｇ∶ ｍＬ

酶解时间
Ｘ３ ／ ｍｉｎ

蛋白质
提取率／ ％

１ ｘ ０． ７ １∶ ８ ５０ ６２． １４

２ ｘ ＋ Δｘｉ ０． ８ １∶ ９ ６０ ６７． ５３
３ ｘ ＋ ２Δｘｉ ０． ９ １∶ １０ ７０ ８１． ６７
４ ｘ ＋ ３Δｘｉ １． ０ １∶ １１ ８０ ７６． ２４

５ ｘ ＋ ４Δｘｉ １． １ １∶ １２ ９０ ５７． ０６
步长Δｘｉ ＋ ０． １％ ＋１∶ １ ｇ∶ ｍＬ ＋ １０ ｍｉｎ

　 　 注：所有实验均在５０ ℃进行。

２． ４　 响应面优化分析
对加酶量、固液比和酶解时间进行中心复合响
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应面优化分析，实验方案与结果见表６。为减少实 验误差，实验随机安排。
表６　 响应面优化设计与实验结果（含模型预测值）

序号 Ｘ１ －加酶量 Ｘ２ －固液比 Ｘ３ －酶解时间 蛋白提取率％
实测值 模型预测值

１ 　 １． ６８２ ０ ０ ７８． ２６ ７９． ３７
２ ０ ０ ０ ８９． １６ ８８． ８０
３ － １ １ － １ ５６． ５４ ５８． ４１
４ ０ ０ ０ ８８． ８６ ８８． ８０
５ １ － １ － １ ５５． ２４ ５６． ０６
６ ０ ０ － １． ６８２ ６２． ５８ ６１． ２８
７ １ １ １ ７８． ２９ ７８． １３
８ １ － １ １ ７１． ０６ ７０． ４４
９ － １． ６８２ ０ ０ ６４． ６１ ６１． ７２
１０ ０ ０ １． ６８２ ７８． ２４ ７７． ７７
１１ － １ １ １ ６３． ２１ ６３． ６４
１２ ０ ０ ０ ８８． ０８ ８８． ８０
１３ － １ － １ １ ５８． ２７ ６０． ４２
１４ － １ － １ － １ ４８． １４ ４９． ５６
１５ １ １ － １ ７０． ２８ ６９． ３８
１６ ０ １． ６８２ ０ ６１． １６ ６１． ０３
１７ ０ － １． ６８２ ０ ４８． ７６ ４７． １２

２． ４． １　 响应面模型序贯分析与数学建模
响应面模型序贯分析结果如表７所示。

表７　 响应面模型构建序贯分析
项目 平方和 ｄｆ 均方和 Ｆ值 Ｐ值 Ｒ２ Ａｄｊ． Ｒ２ 失拟项ｐ值

一阶线性模型 １ ９４０． ８３ １１ １７６． ４４ ５６７． ６９ ０． １５０ ６ ０． ３２５ ７ ０． １７０ １ ０． ００１８

二因素交互关系模型 １ ９０８． ８１ ８ ２３８． ６０ ７６７． ７０ ０． ９８１ ６ ０． ３３６ ９ － ０． ０６１ ０ ０． ００１３

二阶模型 ２６． ４３ ５ ５． ２９ １７． ０１ ＜ ０． ０００ １ ０． ９９０ ６ ０． ９７８ ５ ０． ０５６５ｎｓ

三阶模型 ７． ８７ １ ７． ８７ ２５． ３４ ０． ３５７ ０ ０． ９９７ ０ ０． ９８４ ３ ０． ０３７３

纯误差 ０． ６２ ２ ０． ３１

　 　 注：表示影响极显著（Ｐ ＜ ０． ０１）；表示影响显著（Ｐ ＜ ０． ０５）；ｎｓ表示影响不显著（Ｐ ＞ ０． ０５）。

　 　 由表７可以看出，一阶线性模型显著性分析为
不显著（Ｐ ＞ ０． ０５），失拟项极显著（Ｐ ＜ ０． ０１）。失
拟项显著表示用该模型进行结果预测可能存在较大
误差，需用更高阶模型进行数值拟合［１４］；二因素交
互关系模型失拟项也极显著（Ｐ ＜ ０． ０１），也不宜对
数据进行拟合。二阶模型显著性分析为极显著（Ｐ
＜ ０． ００１），且失拟项不显著（Ｐ ＞ ０． ０５），可用于数值
模拟。三阶模型显著性分析不显著（Ｐ ＞ ０． ０５），失
拟项显著（Ｐ ＜ ０． ０５），不宜用于数值分析。因此，选
择二阶模型进行数值拟合分析是最合适的。对表６
数据进行多项式非线性回归拟合可得到回归方程
为：ｙ ＝ ８８． ８０ ＋ ５． ２５Ｘ１ ＋ ４． １３Ｘ２ ＋ ４． ９０Ｘ３ － １． １２Ｘ１
Ｘ２ ＋ ０． ８８Ｘ１Ｘ３ － １． ４１Ｘ２Ｘ３ － ６． ４５Ｘ１

２ － １２． ２８Ｘ２
２ －

６． ８２Ｘ３
２。

２． ４． ２　 回归模型方差分析
模型方差分析结果如表８所示。

表８　 回归模型方差分析
方差来源 平方和自由度均方和 Ｆ值 Ｐ值
回归模型 ２ ８５２． ３０３ ９ ３１６． ９２３ ８１． ９９６ ７ ＜ ０． ０００１

Ｘ１ －加酶量 ３７６． ０８１ １ ３７６． ０８１ ９７． ３０２ ６ ＜ ０． ０００１

Ｘ２ －固液比 ２３３． ４５１ １ ２３３． ４５１ ６０． ４００ ４ ０． ０００１

Ｘ３ －酶解时间３２８． ３７５ １ ３２８． ３７４ ８４． ９５９ ７ ＜ ０． ０００１

Ｘ１Ｘ２ ９． ９６８ １ ９． ９６８ ２． ５７９ ０ ０． １５２３ｎｓ

Ｘ１Ｘ３ ６． １７８ １ ６． １７８ １． ５９８ ３ ０． ２４６６ｎｓ

Ｘ２Ｘ３ １５． ８７７ １ １５． ８７７ ４． １０７ ７ ０． ０８２３ｎｓ

Ｘ１ ２ ４６９． ４４４ １ ４６９． ４４４ １２１． ４５８ ４ ＜ ０． ０００１

Ｘ２ ２ １ ６９９． ４１３ １ １６９９． ４１３ ４３９． ６８５ ５ ＜ ０． ０００１

Ｘ３ ２ ５２３． ６５１ １ ５２３． ６５１ １３５． ４８３ ２ ＜ ０． ０００１

残差 ２７． ０５５ ４ ７ ３． ８６５ １

失拟项 ２６． ４３３ ８ ５ ５． ２８６ ８ １７． ０１０ ２ ０． ０５６ ５

纯误差 ０． ６２１ ６ ２ ０． ３１０ ８

总误差 ２８７９． ３５９ １６

　 　 注：表示影响极显著（Ｐ ＜ ０． ０１），ｎｓ表示影响不显著（Ｐ ＞
０． ０５）。　



粮食加工 粮油食品科技第２５卷２０１７年第２期

２６　　　

从表８可看出，模型影响极显著（Ｐ ＜ ０． ０１）。
确定系数为０． ９９ ０６，说明能解释总变异的
９９． ０６％。变异系数（ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ，ＣＶ）是
衡量模型精密度和可靠性的重要参数，数值越小
表示模型越可靠［１５］。模型ＣＶ为２． ８８％；模型信
噪比（ＳＮＲ）为２７． ６４２（＞ ４），信躁比大于４表明
所构建模型是可靠的［１３］；失拟项不显著（Ｐ ＞
０． ０５）表示应用该数值模型进行数值估测不会造
成失真，本模型失拟项不显著（Ｐ ＞ ０． ０５）。模型一
次项、二次项影响均极显著（Ｐ ＜ ０． ０１），而交互作
用项影响均不显著（Ｐ ＞ ０． ０５）。直接比较回归方程
一次项系数绝对值大小和基于模型方差分析可判
定因子影响的主次顺序［１４］，即加酶量（Ｘ１）＞酶解
时间（Ｘ３）＞固液比（Ｘ２），与析因设计结果一致。
２． ４． ３　 降维分析（交互作用分析）

当其它因素为零水平时观察某两个因素对响应
值的影响可绘制出交互因素项的响应曲面图和等高
线图。响应曲面坡度平缓，表明因素变化对响应值
影响不大，若响应曲面坡度非常陡则说明因素变化
对响应值影响显著［１５］。由图１可看出，因素交互作
用项对响应值影响均不显著。

图１　 ｙ ＝ ｆ（Ｘ１，Ｘ２），ｙ ＝ ｆ（Ｘ１，Ｘ３）
和ｙ ＝ ｆ（Ｘ２，Ｘ３）响应曲面图和等高线图

２． ４． ４　 模型最优解求解与验证实验
将回归方程分别对各自变量求一阶偏导并令结
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果为零，联立方程组解逆矩阵可得到方程最优解：
ｘ１ ＝ ０． ４５，ｘ２ ＝ ０． １７和ｘ３ ＝ ０． ３７，即加酶量０． ９８％，
固液比１∶ １０． ２０（ｇ∶ ｍＬ），酶解时间７４． ４ ｍｉｎ。为验
证模型精准度，在优化条件下进行重复实验，结果为
８９． ８２％ ±１． ０６％（ｎ ＝ ３），与模型预测值９１． ２３％基
本吻合，偏差为－ １． ５５％，提取大米蛋白质纯度为
８１． ０２％。　
３　 结语

响应面优化技术通过局部优化来拟合因素与响
应值的全局函数关系，并对因素及其交互作用进行
优化和统计分析的实验方法，二次旋转中心组合设
计具有实验次数少、计算简便、回归系数间无相关性
等优点，利用旋转性还可克服预测值方差对实验点
在因子空间位置的依赖性［１５ － １６］。本实验在析因设
计、爬陡坡实验基础上，利用二次旋转中心组合响应
面优化设计研究了碎籼米蛋白质提取的影响机制并
进行了优化分析，验证了模型精准度，分析了加酶
量、酶解时间和固液比对蛋白质提取的影响，获得了
碎籼米蛋白质中性蛋白酶酶法提取优化条件，即加
酶量０． ９８％，固液比１ ∶ １０． ２０（ｇ ∶ ｍＬ），酶解７４． ４
ｍｉｎ，ｐＨ ７． ０ 和５０ ℃。重复验证实验结果为
８９． ８２％ ±１． ０６％，与模型预测值基本接近，偏差为
－ １． ５５％。实验结果优于王威［１６］等以米渣为对象
的中性蛋白酶酶法提取率。蛋白质提取率与孙庆
节［４］碱法提取结果相近，蛋白质提取率和纯度均优
于万娟［５］碱法提取工艺。与葛娜［７］、赵丛丛［８］等碱
性蛋白酶酶法提取相比，蛋白质提取率和纯度均优
于文献结果。结果表明，利用中性蛋白酶进行碎籼
米蛋白质提取可以获得满意的结果，而析因设计、爬
陡坡实验与中心复合响应面优化设计联用可以很好

的用于碎籼米的蛋白质提取工艺的优化分析。
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