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亚临界水萃取米糠蛋白工艺与功能特性研究

张海晖　武　妍　段玉清　任晓锋　胡　癑
（江苏大学食品与生物工程学院，镇江 ２１２０１３）

　　【摘要】　以米糠蛋白提取率为指标，通过单因素和正交试验，优选出米糠蛋白的亚临界水萃取工艺参数并对

其功能特性评价。结果表明，压力为 ８０ＭＰａ、体系 ｐＨ值 ９０、萃取温度 ２００℃、水料比 １５ｍＬ／ｇ、提取时间 ２５ｍｉｎ

时，米糠蛋白提取率达 ５５９％，其蛋白乳化活性为 １１９８ｍＬ／ｇ，乳化稳定性为８１３ｍｉｎ，起泡性为７１５％，起泡稳定

性为 ３７４％，持水性为 ５６％，持油性为 ３７％，溶解度为 ６８４％。与碱水浸提法和超声波辅助碱水提取法相比，米

糠蛋白的亚临界水萃取法在提取时间和提取率方面均具有明显的优势（碱水提取法和超声波辅助碱水提取法的提

取时间和提取率分别为 １２０ｍｉｎ、３５６％和 ３０ｍｉｎ、４８１％）。
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　　引言

米糠中蛋白质量分数为 １２％ ～２０％，营养效价
高

［１～２］
。目前米糠蛋白的提取方法有碱法和酶法或

物理方法辅助提取。碱法简单易行
［３］
，但高浓度的

碱会产生有毒物质。酶法提取以蛋白酶最为常

用
［４］
，在使用蛋白酶时，因控制较低的水解度，导致

提取率低。物理处理法辅助提取有超声法、微波法、



高压法和亚临界水萃取法等，在食品加工中比碱法

和酶法更适于应用
［５～７］

。

亚临界水萃取（ｓｕｂｃｒｉｔｉｃａｌｗａｔｅｒｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ，简
称 ＳＷＥ）是以水为提取溶剂，在适当压力下，当水温
加热到 １００～３７４℃之间时，水仍然保持液体状态，
但与常温常压水相比更类似于有机溶剂

［８］
。通过

温度程序升温可以选择性分类萃取
［９］
。因亚临界

水萃取对目标成分的回收率高，原料无需干燥，环境

友好，具有高效、省时等优点，近年来国内外已有利

用亚临界水萃取天然活性成分
［１０～１５］

的相关报道，但

活性蛋白的亚临界水提取少见报道。本文将亚临界

水运用于米糠蛋白的提取，并对其工艺条件进行优

化，提供简便、快捷和高效的蛋白提取方法。

１　材料与方法

１１　试验材料
米糠：镇江市润扬米业公司提供。

１２　方法
１２１　亚临界水萃取

提取工艺为：脱脂米糠→加入一定量的蒸馏水
（调成一定 ｐＨ值）→放入萃取釜→８ＭＰａ下提取
（控制适当温度和时间）→冷却→离心（３５００ｒ／ｍｉｎ，
２０ｍｉｎ）→取上清液→等电点沉淀（ｐＨ值４５）→离
心（３５００ｒ／ｍｉｎ，２０ｍｉｎ）→收集沉淀→水溶并定容
到一定体积→测定蛋白质含量→计算米糠蛋白提取
率。

１２２　碱水提取
提取工艺为：脱脂米糠→按水料比 １５ｍＬ／ｇ添

加 ｐＨ值 ９０的蒸馏水→９５℃下抽提 ５ｈ→离心
（３５００ｒ／ｍｉｎ，２０ｍｉｎ）→取上清液→等电点沉淀
（ｐＨ值４５）→离心（３５００ｒ／ｍｉｎ，２０ｍｉｎ）→收集沉
淀→水溶并定容到一定体积→测定蛋白质含量→计
算米糠蛋白提取率。

１２３　超声波法提取
提取工艺为：脱脂米糠→按水料比 １５ｍＬ／ｇ添

加 ｐＨ值９０蒸馏水→６０℃超声辅助提取 ３０ｍｉｎ→
离心（３５００ｒ／ｍｉｎ，２０ｍｉｎ）→取上清液→等电点沉
淀（ｐＨ值４５）→离心（３５００ｒ／ｍｉｎ，２０ｍｉｎ）→收集
沉淀→水溶并定容到一定体积→测定蛋白质含量→
计算米糠蛋白提取率。

１２４　测定方法
蛋白含量：固体物料蛋白的测定采用凯氏定氮

法，参照 ＧＢ５００９５—２０１０；液体物料蛋白的测定采
用福林酚法

［１６］
。脂肪含量：参照 ＧＢ／Ｔ５００９６—

２００３。水分和干重：参照 ＧＢ５００９３—２０１０。蛋白提
取率计算公式为

Ｒ１＝ｍ２／ｍ１×１００％
式中　ｍ２———酸沉蛋白质总质量，ｇ

ｍ１———物料中蛋白质总质量，ｇ
１２５　亚临界水萃取米糠蛋白的单因素试验

温度：称取脱脂米糠 １０ｇ，按水料比 ２０ｍＬ／ｇ
加入 ｐＨ值 ９０的蒸馏水于萃取釜中，控制压力为
８０ＭＰａ，萃取３０ｍｉｎ，考察不同萃取温度（１２０、１４０、
１６０、１８０、２００、２２０℃）对米糠蛋白提取效果的影响。

时间：称取脱脂米糠 １０ｇ，按水料比 ２０ｍＬ／ｇ
加入 ｐＨ值９０的蒸馏水，压力为 ８０ＭＰａ，浸提温
度为２００℃，考察不同萃取时间（１０、１５、２０、２５、３０、
４０、５０ｍｉｎ）对米糠蛋白提取效果的影响。

水料比：称取脱脂米糠 １０ｇ，蒸馏水调 ｐＨ值
９０，压力为８０ＭＰａ，２００℃下萃取３０ｍｉｎ，考察不同
水料比（５、１０、１５、２０、２５、３０ｍＬ／ｇ）对米糠蛋白提取
效果的影响。

ｐＨ值：称取脱脂米糠 １０ｇ，分别加入水料比
１５ｍＬ／ｇ的蒸馏水，控制压力为 ８０ＭＰａ，２００℃下浸
提３０ｍｉｎ，考察不同 ｐＨ值（５０、６０、７０、８０、９０）
对米糠蛋白提取提取率的影响。

１２６　亚临界水萃取米糠蛋白的正交试验
在单因素试验的基础上，对影响米糠蛋白提取

率的主要因素（温度、提取时间和 ｐＨ值）按 Ｌ９（３
４
）

进行正交试验，优化出最佳工艺参数。

１２７　米糠蛋白功能性质的测定
（１）溶解度
在 ｐＨ值７０磷酸钠缓冲液中加入 ２５ｇ样品，

２５℃搅拌 １ｈ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心 ２０ｍｉｎ，测上清液蛋
白含量。溶解度计算公式为

Ｓ＝Ｃ１／Ｃ０×１００％
式中　Ｃ１———可溶性蛋白含量，ｍｇ／ｇ

Ｃ０———样品蛋白含量，ｍｇ／ｇ
（２）持水（油）性
５０ｇ样品分散于９５ｍＬ水（或油）中，２５℃搅拌

１５ｍｉｎ后静置２ｈ，３９００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃去上清
液，称沉淀质量。持水（或油）率计算公式为

Ｒ２＝ｍ３／ｍ０×１００％
式中　ｍ３———沉淀质量，ｇ

ｍ０———样品质量，ｇ
（３）乳化稳定性及乳化活性
采用浊度法。在 ０２ｍｏｌ／ＬｐＨ值 ７０磷酸钠

缓冲溶液中配置质量浓度１ｇ／ｍＬ米糠蛋白溶液，按
体积比 ００２５Ｌ／Ｌ加入大豆色拉油，均质成均匀乳
化液。分别在 ０ｍｉｎ和 １０ｍｉｎ取 １ｍＬ新制备乳化
液，加９９ｍＬ蒸馏水稀释 １００倍，然后取 １ｍＬ被稀
释乳化液加入到３９ｍＬ十二烷基磺酸钠（１ｇ／ｋｇ）稀
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释４０倍，最终稀释度为 ４０００倍。将最后溶液在
５００ｎｍ下测吸光度（测 ９次取平均值）。乳化稳定
性计算公式为

Ｓｔ＝［Ａ０Ｔ／（Ａ０－Ａ１０）］×１００％
式中　Ｓｔ———乳化稳定性，ｍｉｎ

Ａ０———均质后迅速被稀释的乳化液的吸光度
Ａ１０———乳化液在静止１０ｍｉｎ后的吸光度
Ｔ———时间，本文取１０ｍｉｎ

乳化活性计算公式为

Ｅ＝４６０６ｎＡ０／（１０００Ｃ１Ｘ）
式中　Ｅ———乳化活性，ｍＬ／ｇ

Ｃ１———乳化液形成前蛋白水溶液中蛋白质量
浓度，ｇ／ｍＬ

Ｘ———乳化液中油的体积分数，本文取２５％
ｎ———样品稀释倍数，本文取４０００

（４）起泡性及泡沫稳定性
配置 ５０ｍＬ质量分数 ２％的蛋白溶液，搅拌

２０ｍｉｎ后置于高速组织捣碎机于 １００００ｒ／ｍｉｎ搅打
３０ｓ，记录搅打停止时的泡沫及液体总体积 Ｖ１和搅
打停止３０ｍｉｎ后泡沫及液体总体积 Ｖ２。起泡性和
泡沫稳定性计算公式分别为

Ｅｆ＝（Ｖ１－Ｖ０）／Ｖ１×１００％
Ｆｓ＝（Ｖ２－Ｖ０）／Ｖ０×１００％

式中　Ｖ０———搅打前蛋白液体积，ｍＬ

２　结果与分析

脱脂米糠原料中蛋白质质量分数为 １９１％，含
水率为 １２２％，灰分质量分数为 １１２％，脂肪质量
分数为１３％。
２１　单因素试验结果与分析
２１１　温度

图 １　温度对提取率的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅ
　

图１为温度对米糠蛋白提取率的影响。由图可
见，温度在 ２００℃以下时，随着萃取温度的升高，米
糠蛋白的提取率随之增大，当温度在 ２００℃左右时，
米糠蛋白的提取率最高。此后随着提取温度的升

高，蛋白提取率反而下降，这可能是随着温度的升

高，其他成分也被浸提出来，导致蛋白的提取率有所

下降。因此，最佳提取温度在２００℃左右为宜。
２１２　提取时间

提取时间对米糠蛋白提取率的影响见图 ２，从
图可见，随着时间延长，提取率随之增大，在 ３０ｍｉｎ
时达到最大值；之后随着时间延长，提取率趋于平

衡，故提取时间以３０ｍｉｎ左右为宜。

图 ２　提取时间对提取率的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｘｔｒａｃｔｔｉｍｅｏｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅ
　
２１３　水料比

图３是水料比对米糠蛋白提取率的影响。从图
可以看出，随水料比的增加，蛋白提取率逐渐增高，

当水料比为１５ｍＬ／ｇ以后，蛋白提取率达到最大值，
并趋于平衡。选水料比１５ｍＬ／ｇ左右为宜。

图 ３　水料比对提取率的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｌｉｑｕｉｄｓｏｌｉｄｒａｔｉｏｏｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅ
　
２１４　ｐＨ值

ｐＨ值对米糠蛋白提取率的影响见图 ４。从图
可见，提取体系在碱性条件下时更有利于米糠蛋白

的提取，说明此 ｐＨ值下能使米糠蛋白更好地溶出。
因为碱性过强对蛋白的功能特性有不良影响

［３］
，本

试验未再上调 ｐＨ值，故本试验亚临界水体系的 ｐＨ
值选用９０以下。

图 ４　ｐＨ值对提取率的影响

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｖａｌｕｅｏｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅ
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２２　正交试验结果
在单因素试验的基础上，选温度、提取时间和

ｐＨ值进行正交试验。脱脂米糠粉 １０ｇ，提取压力
８０ＭＰａ，水料比１５ｍＬ／ｇ条件下因素水平设计见表１。

表 １　正交试验因素水平

Ｔａｂ．１　Ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔ

水平
因素

温度 Ａ／℃ 提取时间 Ｂ／ｍｉｎ ｐＨ值 Ｃ

１ １８０ ２５ ７０

２ ２００ ３０ ８０

３ ２２０ ３５ ９０

　　通过正交试验确定亚临界水萃取米糠蛋白的最
佳工艺条件，结果见表 ２。当提取压力为 ８０ＭＰａ，
水料比为 １５ｍＬ／ｇ时，温度、提取时间和 ｐＨ值对米
糠蛋白的提取率均有不同程度的影响，各种因素对

蛋白提取率影响从大到小依次为：Ａ、Ｃ、Ｂ。亚临界
水法提取的最优条件为 Ａ２Ｂ１Ｃ３，即，温度 ２００℃，提
取时间２５ｍｉｎ，ｐＨ值９０。

表 ２　正交试验结果

Ｔａｂ．２　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔ

试验序号 Ａ Ｂ Ｃ 提取率／％

１ １ １ １ ４６３

２ １ ２ ２ ４７４

３ １ ３ ３ ４９２

４ ２ １ ２ ５４６

５ ２ ２ ３ ５３１

６ ２ ３ １ ５１５

７ ３ １ ３ ５０１

８ ３ ２ １ ４６３

９ ３ ３ ２ ４８４

Ｋ１ ４７６６３ ５０３３３ ４８０３３

Ｋ２ ５３０６７ ４８９３３ ５０１３３

Ｋ３ ４８２６７ ４９７００ ５０８００

Ｒ ５４３４ １４００ ２７６７

　　在最优组合下，经 ３次验证试验得到米糠蛋白
的提取率为５５９％，均高于正交表的任意组合。
２３　不同提取方法对米糠蛋白提取率的影响

表 ３为不同提取方法对米糠蛋白提取率的影
响，从表中可以看出，与传统碱水浸提法 （蛋白提取

率为３５６％）和超声波辅助碱水提取法（蛋白提取
率为４８１％）相比，亚临界水萃取法对米糠蛋白的

提取具有较明显的优势（蛋白提取率为 ５５９％）。
这是因为在一定压力下，随着温度的升高，水呈现亚

临界状态，极性降低，对中极性和弱极性有机物的溶

解力增强，使米糠蛋白在水中的溶解量增大，故使米

糠蛋白提取率增高。

表 ３　不同提取方法对米糠蛋白提取率比较

Ｔａｂ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍｅｔｈｏｄｓｏｎｔｈｅｙｉｅｌｄｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎ

ｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍｒｉｃｅｂｒａｎ

提取方法
温度

／℃

水料比／

ｍＬ·ｇ－１
提取时间

／ｍｉｎ

提取率

／％

碱水浸提法 ５０ １５ １２０ ３５６

超声波辅助碱水法 ５０ １５ ３０ ４８１

亚临界水萃取法 ２００ １５ ２５ ５５９

２４　米糠蛋白功能性质
蛋白质制品在食品工业的应用性能取决于其功

能特性，本试验对米糠蛋白的溶解性、起泡性、乳化

性、持水性、持油性进行了研究，测定结果见表 ４，从
表中可以看出，亚临界水提取的米糠蛋白同碱水提

取及超声波辅助碱水提取法在功能性质上基本一

致，并未对米糠蛋白造成不利影响，但其组成和结构

分析，有待于进一步研究。

表 ４　米糠蛋白功能性质

Ｔａｂ．４　Ｆｕｎｃｔｉｏｎｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｆｒｏｍｒｉｃｅｂｒａｎ

参数
提取方法

碱水浸提法 超声辅助碱水法 亚临界水萃取法

乳化活性／ｍＬ·ｇ－１ ９９２ １０７１ １１９８

乳化稳定性／ｍｉｎ ８１５ ８０２ ８１３

起泡性／％ ６９２ ６９８ ７１５

泡沫稳定性／％ ３６５ ３６９ ３７４

持水性／％ ４５ ４３ ５６

持油性／％ ３６ ３８ ３７

溶解度／％ ５２１ ５５４ ６８４

３　结论

（１）通过单因素和正交试验，在压力为 ８０ＭＰａ
和水料比为 １５ｍＬ／ｇ条件下，优化出亚临界水萃取
米糠蛋白的最佳工艺条件为：温度 ２００℃、提取时间
２５ｍｉｎ、萃取用蒸馏水的 ｐＨ值为９０。

（２）亚临界水萃取米糠蛋白同其他方法相比具
有提取率高、快速、清洁、易于操作等优势，是很有应

用前景的蛋白提取新方法。
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