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正交设计优化米糠抗氧化肽的制备工艺 
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摘 要：为获得制备高抗氧化活性米糠肽的生产X-艺，分别研究了提取温度、提取时间、乙醇体积分数、液料比四个 

提取工艺单因素参数对所得米糠肽抗氧化活性的影响，并以超氧阴离子自由基清除率为指标，通过对四个单因素设 

计正交试验优化出最佳提取条件为：提取温度为50℃，提取时间为3h，乙醇体积分数为70％，液料rE~20(mL：mg)，此 

工艺所得米糠肽的超氧阴离子 自由基清除率为71．56％。 
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Study on the Extraction of Antioxidant Peptide from Rice Bran by Orthogonal Experiments 
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Abstract：In order to obtain the proper process for preparing high antioxidant rice bran peptide，the influence 

of extraction temperature，extraction time，ethanol concentration，the ratio of liquid and material on the 

antioxidant activity of rice bran peptide were studied by orthogonal experiments．The results determined the best 

extraction approach，and the parameters were extraction temperature 50 oc ，extraction time 3 h，ethanol 

concentration 70％，liquid material ratio 20(mL：mg)．Superoxide radical scavenging rate of rice bran peptide 

was 7 1．56％ at the above condition． 
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目前用于食品抗氧化剂的大多为一些人工合成 

化合物，如 BHA(叔丁基羟基茴香醚)、BHT(2，6一二叔 

丁基对甲酚)、TBHQ(叔丁基对苯二酚)、PG(没食子酸 

丙酯)ll一21。但随着科学家对它们的进一步深入研究，发 

现其具有毒性、致癌性等副作用 。近些年，功能活性 

肽因其健康安全等特点已成为食品领域研究热点，而 

从植物蛋白中提取活性肽更受人们青睐，其中抗氧化 

肽是最为热门的课题之一_5l。目前米糠中抗氧化功能 

成分的研究主要集中在对单一功能成分的研究，而有 

研究显示，米糠中总蛋白提取物的抗氧化活性较单一 

肽更加显著 。因此，研究利用酶法提取米糠肽，以超 
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氧阴离子自由基清除率为指标，以得到抗氧化活性最 

佳的米糠肽为目的，通过正交优化米糠中提取抗氧化 

肽的工艺，为进～步开发高活性米糠抗氧化肽提供科 

学依据。 

1 材料与方法 

1．1 材料与试剂 

米糠蛋白(水分 9．6％，蛋白质 70．96％，脂肪 2．22％， 

灰分 2．53％)：湖北洪森集团提供，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(北京分公司)；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均为分析纯：天津市 

大茂化学试剂。 
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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一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。 

1．3 方法 

1．3．1 制备米糠提取液工艺流程 

米糠提取液提取工艺：称取2．5 kg米糠，按一定的 

体积分数的乙醇，在30 cI=提取 10 h，得到醇提物浓缩 

液在 6 000 r／min离心 20 min，得到上清液，上清液用 

0．1 mol／L HC1调节 pH进行等电点测定，利用紫外监 

测蛋白浓度，确定 pH至4．5，静置沉淀，6 000 r／min离 

心20 min，沉淀经真空冷冻干燥后得到米糠蛋白一得 

到的米糠蛋白一搅拌调适当的pH (依据各酶而定) 

一加酶一反应一定时间(期间加HC1、NaOH维持DH在 

-+0．05范围内)-．璃 ,L,(6O00dmin、20rain)—灭酶(T---95℃， 

10 min)一离心(3 000 r／min、20 min)一取上清液定容。 

1．3．2 超氧阴离子自由基清除能力测定方法 

Tris-HCl缓冲液2．8 mL，pH为8．2，浓噻}为50 mmol／L 

中加人 0．1 mL蒸馏水，于25℃保温 10 min，然后加人 

25℃预温的 60 mmol／L的连苯三酚 0．1 mL(空白管样 

品用0．1 mL，10 mmol／L的盐酸代替，测样品用0．1 mL， 

50mmo]]L提取液代替)，体积为3．0mL，在420nm处，测 

得总吸光度为A ，样品吸光度A ，空白对照吸光度A 。 

02-清除率／％=A。一( 2一A，)／a ×100％ 

1．3．3 米糠提取液提取单因素试验 

选取提取温度、提取时间、乙醇体积分数、液料比 

四个因素进行测定。 

1．3．4 米糠提取液提取正交试验 

分析上述单因素试验数据，根据单因素试验得出 

的各因素最适范围，对提取温度、提取时间、乙醇体积 

分数、液料比四个因素设计正交试验，以超氧自由基 

清除率为指标确定最佳提取条件。 

2 结果与讨论 

2．1 米糠提取液提取单因素试验 

提取温度对米糠提取物抗氧化活性影响：本试验 

提取温度分别选择为35、40、45、50、55、60 cI=，在提取时 

间 120min，在盐酸浓度为2mol／L，液料比为 1 mL：mg， 

计算米糠提取物超氧自由基清除率。米糠蛋白在不同 
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温度、提取时间下提取后的超氧自由基清除能力变化 

如图 1所示。 
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图 1 提取温厦(A)、时I司(B J对米糠提取物抗氧化活性影 响 

Fig．1 The influence of temperature(A)and time(B)on the 

antioxidant activity of the extracts from rice bran 

由图 1(A)可以看出，随着提取温度的升高，米糠 

活性肽抗氧化效果逐渐增强，当温度升至 50 o【=时，米 

糠多肽有效活性成分对超氧自由基的清除效果都达 

到最强。一定温度变化范围里，温度上升加快了反应 

速度，使超氧自由基的清除效果增强，在 50 cI=达到最 

大，增大温度，超氧自由基的清除效果明显降低。故选 

择最佳提取温度为5O℃。 

提取时间对米糠提取物抗氧化活性影响：本试 

验提取时间分别选择为 3、4、5、6、7、8 h，盐酸浓度为 

2 mol／L，液料比为 1 mL：mg，提取温度为50℃，计算米 

糠提取物超氧自由基清除率。不同提取时间下的超氧 

自由基清除能力变化如图 1(B)所示。 

由图 1(B)可以看出，随着提取时间的增加，米糠 

提取物超氧自由基清除率微慢上升后趋于平缓。由此 

得出：提取时间对米糠提取物超氧自由基清除率效果 

的影响很小。为了节约成本，选择提取时间4 h最佳。 

乙醇体积分数对米糠提取物抗氧化活性影响：本 

试验乙醇体积分数分别选择为50％、60％、70％、80％、 

90％、100％，提取时间 120 min，盐酸浓度为 2 mol／L， 

液料比为 1 mL：mg，提取温度为 5O c【=，计算米糠提取 

物超氧自由基清除率。在不同乙醇体积分数、液料比 

下的超氧自由基清除能力变化如图2所示。 

由图2(A)可以看出，随着乙醇体积分数的增加， 

米糠提取物超氧 自由基清除率微慢上升后达到 80％ 
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液料kl：／(mL：mg) 

图2 乙醇体积分数(A)、液料比(B)对米糠提取物抗氧化活性影响 

Fig．2 The influence of alcohol pecent(A)and solid-liquid ratio 

(B)on the antioxidant activity of the extracts from rice bran 

后降低。由此得出，选择乙醇体积分数为70％最佳。 

液料比对米糠提取物抗氧化活性影响：分别选择 

为5、10、15、20、25、30 mL：mg，乙醇体积分数为70％， 

在盐酸浓度为2 mol／L，提取温度为50℃，提取 4 h，米 

糠提取物超氧自由基清除率随液料比的变化见图2。 

由图2(B)可以看出，随着液料比的增加，米糠提 

取物超氧自由基清除率缓慢上升后趋于平缓。由此得 

出：液料比对米糠提取物超氧自由基清除率效果的影 

响很小。为了节约成本，选择液料比10：l(mL：mg)最佳。 

2．2 正交试验 

在单因素试验基础上，采用正交试验设计方案。 

选定影响米糠提取物超氧自由基清除率效果显著的 

四个因素 ：A一提取温度(℃)，B一提取时间(h)，C一乙醇 

体积分数(％)，D一液料比(mL：rag)为参考因素，以米 

糠提取物超氧自由基清除率为指标，优化米糠提取物 

超氧自由基清除的最佳工艺路线，确定最佳提取工艺 

条件，实验结果见表 1。 

表 1 正交因素与水平 

Table 1 The factors and levels of orthogonal 

正交试验直观的分析结果，由此可以判断出各因 

素对考察指标的影响大小。极差越大，该因素水平的 

变化对指标的影响也越大，由正交试验结果中极差分 

析得到：各因素对提取效果主次顺序为C>A>D>B。从 

正交试验结果可以看出，四因素的最佳值应为： 

A B c D。。即在以上最佳条件下做了三次验证实验，米 

糠提取物超氧自由基清除率分别为71．56％、71．10％、 

70．68％，3次提取液中的米糠提取物超氧自由基清除 

率均无显著性差异，说明此条件为理想的米糠提取物 

超氧自由基清除条件。 

乙醇体积分数和提取温度两因素对米糠提取物 

超氧自由基清除率有显著性影响，提取时间和液料比 

对提取的影响次之，其影响顺序为：乙醇体积分数>提 

取温度>提取液料LL>提取时间。 

根据得到的实验指标平均值 K1、K2、K3绘制米 

糠提取物超氧自由基清除，平均值与因素水平的关系 

图，结果如图3所示。 
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图3 米糠提取物超氧自由基清除率的曲线效应图 

Fig．3 The effect of rice bran extract on the scavenging rate to 

superoxide radical 

由米糠提取物超氧自由基清除率的曲线效应图 

可知，在一定范同内随着乙醇体积分数的提高米糠提 

取物超氧自由基清除率随之增高，说明一定浓度范同 

内乙醇体积分数提高对米糠提取物超氧自由基清除 

率有利；提取时间对米糠提取物超氧自由基清除率的 

影响最小。分析图正交试验曲线效应可知米糠提取物 
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超氧自由基清除率的最优条件是最佳提取 (mL：mg) 

条件为：A一提取温度为50(oC)，B一提取时间为 3(h)， 

C乙醇体积分数为 70(％)，D一液料比为20(mL：mg) 

表 3 正交试验方差分析表 

Table 3 The variance analysis of orthogonal test 

表 3方差分析结果表明，乙醇体积分数对米糠提 

取物超氧自由基清除率效果有显著性影响。其次，提 

取温度是影响提取重要的因素；提取工艺条件可看 

出，提取条件温和，米糠提取物超氧自由基清除率高， 

适于工业上米糠提取物生产。 

3 结论 

本试验优化米糠提取液提取工艺，根据单因素试 

验得出的各因素最适范围，对提取温度、提取时间、乙 

醇体积分数、液料比四个因素设计正交试验，以超氧 

◆ ● 一● Il◆ ,11-◆ ’ 
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3)糖渣蛋白提取工艺的报道主要集中在碱法，酶 

法、碱酶或双酶分步法。碱法提取的是 80％的碱溶性 

谷蛋白，酶法提取的是水溶性蛋白、醇溶蛋白及难溶 

性蛋白，且抗氧化活性可以得到很好的保持，采用酶 

法提取反应条件温和，反应的固液比小，提取率不高， 

纯度也较低，但酶法提高了蛋白质的溶解性，蛋白经 

部分酶解提高了营养价值，有利于消化、吸收，而且糖 

渣蛋白特定肽链的降解还可能产生具有多种活性的 

生物活性肽，具有更高的开发价值⋯]。 

4)正交优化碱性蛋白酶的催化条件，可以有效提 

升玉米淀粉糖渣中谷氨酸、亮氨酸等的含量，对玉米 

淀粉糖渣的开发和企业废渣的有效利用提供了理论 

依据，但提取率还有些低，有文献报道采用中性蛋白 

酶和碱性蛋白酶双酶法水解大米糖渣，可以提高蛋白 

质的提取率，并使蛋白质中多种呈味氨基酸和功能性 

小肽的含量增加㈣，该方法也是玉米淀粉糖渣今后可 

以进一步研究的方向。 

参考文献： 

[1】 高东宁，曹磊，许赣荣．以玉米淀粉糖渣为原料制备米曲发酵酱 

油lJ1．生物加工过程，201 1,5(3)61—65 

lol 

自由基清除率为指标确定最佳提取条件。分析正交试 

验结果，米糠提取物超氧自由基清除率的最优条件是 
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