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玉米醇溶蛋白提取工艺选择与优化
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摘要：以玉米蛋白粉为材料，采用乙醇浸提法、碱提酸沉法和盐析法提取玉米醇溶蛋白，利用正交试

验对提取条件进行了优化与选择．结果表明，乙醇浸提法最优，提取率高，变性程度最小．乙醇浸提法

的最佳工艺条件为：提取温度60℃，料液比1 g／8 mL，浸提时间5 h，乙醇浓度80％，此时提取率可

达82．21％，玉米醇溶蛋白变性率仅为10．23％．
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Optimization and selection of extraction technology of corn zein
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Abstract：Corn zein was obtained via ethyl alcohol extraction method，alkali—extraction and acid precipitati—

on method and salting—out method with COrn gluten meal as raw material．Extraction conditions were opti-

mized through orthogonal test．The results showed that ethyl alcohol extraction method was the optimal

method which not only the extraction rate of zein was hiigh，but also the denaturation degree of COrn zein was

weak．The optimum extraction technology of ethyl alcohol extraction method was obtained as follows：tem—

perature 60 oC，solid—liquid ratio 1 g／8 mL，time 5 h，ethanol concentration 80％；extraction rate was

82．21％．denaturation degree was 10．23％．

Key words：COrn zein；ethyl alcohol extraction method；alkali—extraction and acid precipitation method；

salting-out method
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蛋白粉中提取醇溶蛋白的常用有机溶剂有乙醇、异

丙醇等．以往，有些厂家用86％的异丙醇作为溶剂

提取醇溶蛋白，该法与乙醇浸提法相比，产率较高，

但产品带有异味，不宜在食品加工中应用"J．碱提

酸沉法和盐析法提取的醇溶蛋白含有的大量无机

离子吸附于蛋白质上，若不反复冲洗，会残存于产

品中，从而降低产品的耐水性∞J．本文拟采用乙醇

浸提法、碱提酸沉法和盐析法提取玉米醇溶蛋白，

并对其提取工艺进行优化，以期为工业化生产提供

理论依据．

1实验

1．1材料及仪器

材料：玉米蛋白粉，新疆天达生物工程有限公

司提供；a一淀粉酶，杰能科酶制剂有限公司产；糖

化酶，江阴星达生物有限公司产；碱性蛋白酶，北京

诺维信生物有限公司产；牛血清白蛋白，国药集团

化学试剂有限公司产．

仪器：HH—s型水浴锅，巩义市英峪予华仪器

厂产；RE—52AA型旋转蒸发器，上海亚荣生化仪器

厂产；uV—2000型紫外可见分光光度计，尤尼柯

(上海)仪器有限公司产；JY92qD型超声波细胞
粉碎机，宁波新芝生物科技股份有限公司产．

1．2操作方法

1．2．1 乙醇浸提法提取工艺 脱色玉米蛋白粉-+

粉碎(过80目筛)一加人80％乙醇(料液比
1 g／10 mL)_调节温度(60℃)一浸提(24 h)-+离

心(4 000 r／min)-+取上清液_冷水稀释乙醇体积

分数至40％一静置一离心(4 000 r／min)一洗涤沉

淀_+冷冻干燥_粉碎_玉米醇溶蛋白．

1．2．2碱提酸沉法提取工艺脱色玉米蛋白粉．+

粉碎(过80目筛)一加入80％乙醇(料液比
1 g／10 mL)_÷调节温度(60℃)-+调pH值至12

(0．1 mol／L的NaOH)一+浸提(24 h)_离心

(4 000 r／min)-+取上清液_调pH值至6．0

(0．1 mol／L的HCI)_÷静置一离心(4 000 r／min)一+

洗涤沉淀．+冷冻干燥_粉碎_玉米醇溶蛋白．

1．2．3盐析法提取工艺 脱色玉米蛋白粉一粉碎

(过80目筛)_÷加入80％乙醇(料液比1 g／10 mL)

一调节温度(60℃)一盐析(不同饱和的(NH。)：SO。

溶液)_离心(4 000 r／min)一洗涤沉淀．+脱盐_÷冷

冻干燥_粉碎_玉米醇溶蛋白．

1．2．4玉米醇溶蛋白标准曲线的制作【71 用凯氏

定氮法测定实验制得的玉米蛋白粉的蛋白含量，取

含量最高的样品为标准样品，称取250 mg样品于

250 mL容量瓶中用体积分数80％的乙醇完全溶解

并定容，再将该标准溶液用体积分数80％的乙醇准

确配制成浓度为10％～100％的梯度溶液．在

278 nm处测定各梯度溶液的吸光值，制作标准曲

线．回归方程为Y=0．815 6x+0．009 3，r=0．999 9。

在0～1 g／L浓度范围内呈良好的线性关系．

1．3测定方法

可溶性蛋白的测定：采用Folin一酚法．蛋白变

性率的测定旧J：称取10 g玉米蛋白，过80目筛，放

人烧杯中，加入80％的乙醇溶液100 mL，搅拌溶解，

8 500 r／rain离心10 min，静置1 h，取上层清液，

2 800 r／rain离心10 min，取10 mL上层清液测定分

散蛋白质含量，测定3次取平均值．

蛋白质分散指数(PDl)=

水中分散蛋白质／总蛋白质×100％

蛋白变性率=

提取蛋白PDI／标准蛋白PDIx 100％

玉米醇溶蛋白含量及其提取率的计算：根据

1．2．4N作的标准曲线，计算不同条件下提取液中玉

米醇溶蛋白的含量，并以此为基础计算提取率．

提取液中玉米醇溶蛋白的含量=

提取液中玉米醇溶蛋白的含量×提取液的总体积×

配制标准溶液的蛋白质样品的纯度

玉米醇溶蛋白的提取率=

提取液中玉米醇溶蛋白的质量／

蛋白粉中玉米醇溶蛋白的质量X 100％

蛋白粉中玉米醇溶蛋白的质量=

玉米蛋白粉的质量×蛋白粉中蛋白质的含量x65％

其中，玉米蛋白粉中醇溶蛋白含量按总蛋白含

量的65％计p J．

2结果与讨论

2．1 乙醇浸提法最佳提取工艺条件的确定

2．1．1温度对玉米醇溶蛋白提取率的影响 准确

称取脱色玉米蛋白粉样品5份，每份5．00 g，加入

80％乙醇50．0 mL作溶剂，在不同水浴中浸提4 h，

将浸提液离心分离后取上清液，稀释至一定倍数测

其吸光度值，计算提取率．结果见图1．

由图I可以看出，在30—60℃时，玉米醇溶蛋
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图1 温度对玉米醇溶蛋白提取率的影响

白溶液的提取率随着温度的升高逐渐增加，60℃时

达到最大值79．89％，之后有下降趋势．温度过高提

取率反而下降的原因可能是玉米醇溶蛋白在温度

过高时会发生部分变性，影响提取率．

2．1．2料液比对玉米醇溶蛋白提取率的影响 准

确称取脱色玉米蛋白粉样品5份，每份5．00 g，分别

以不同的液料比加入80％乙醇作溶剂，在60℃下

水浴浸提4 h，将浸提液离心分离后取上清液，稀释

至一定倍数测其吸光度值，计算提取率．结果见

图2．

图2 液料比对玉米醇溶蛋白提取率的影响

由图2可以看出，玉米醇溶蛋白的提取率随着

料液比中液体比值的增加而增加；液料比为

l g／8 mL时玉米醇溶蛋白的提取率达最大值

81．26％，之后继续增大料液比中液体比值，提取率

下降．

2．1．3浸提时间对玉米醇溶蛋白提取率的影响

准确称取脱色玉米蛋白粉样品5份，每份5．00 g，加

入80％乙醇50．0 mL作溶剂，在60℃水浴浸提不

同时间，将浸提液离心分离后取上清液，稀释至一

定倍数测其吸光度值，计算提取率．结果见图3．

由图3可以看出，随着浸提时间的延长，玉米醇

溶蛋白提取率不断增加．在5 h内醇溶蛋白提取率

升高较快，在5 h后提取率有所下降．这表明醇溶蛋

白在浸提5 h时接近溶解饱和度，此时玉米醇溶蛋

白的提取率为78．73％．

2．1．4乙醇浓度对提取玉米醇溶蛋白的影响 准

确称取脱色玉米蛋白粉样品5份，每份5．oo g，分别

图3浸提时间对玉米醇溶蛋白提取率的影响

加入不同浓度的乙醇溶液50．0 mL作溶剂，在60℃

水浴中浸提4 h，将浸提液离心分离后取上清液，稀

释至一定倍数测其吸光度值，计算提取率．结果见

图4．

图4 乙醇浓度对玉米醇溶蛋白提取率的影响

由图4可以看出，随着乙醇浓度的增大，提取率

不断增加．当乙醇浓度达到80％后，玉米醇溶蛋白

的提取率有所下降，此时玉米醇溶蛋白的提取率为

76．54％．

2．1．5乙醇浸提法提取玉米醇溶蛋白的正交试验

以温度／℃(因素A)，料液眇(g·mL一)(因素
B)，浸提时间／h(因素C)，乙醇浓度／％(因素D)为

考察对象，对提取率进行测试，结果见表1．

由表1可以看出，对蛋白质提取率的影响程度

依次为乙醇浓度>提取时间>料液比>温度．提取

表1 乙醇浸提法提取玉米醇溶
蛋白的正交试验结果
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蛋白质的最佳工艺条件为：提取温度60℃，料液比

1 g／8 mL，浸提时间5 h，乙醇浓度80％．此时，提取

率可达82．21％．

对以上正交试验数据进行方差分析，结果见

表2．

表2 乙醇浸提法提取玉米醇溶
蛋白正交试验的方差分析

注：}表不达到极显著水平，FI司．

由表2可以看出，乙醇浓度对蛋白提取具有极

其显著的作用．

2．2碱提酸沉法提取玉米醇溶蛋白最佳工艺条件

的确定

2．2．1温度对玉米醇溶蛋白提取率的影响 准确

称取脱色玉米蛋白粉样品5份，每份5．00 g，加入

80％乙醇，料液比1：10，在不同浸提温度下，水浴浸

提4 h，将浸提液离心分离，洗涤沉淀，计算提取率．

结果见图5．
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图5 温度对玉米醇溶蛋白提取率的影响

由图5可以看出，随着温度的升高，玉米醇溶蛋

白的提取率也随之提高，温度为70℃时提取率达最

大值，之后继续升温，提取率有所下降．这是由于高

温会导致变性．

2．2．2液料比对玉米醇溶蛋白提取率的影响 准

确称取脱色玉米蛋白粉样品5份，每份5．00 g，分别

以不同液料比加入80％乙醇，在25℃水浴中浸提

4 h，将浸提液离心分离，洗涤沉淀，计算提取率．结

果见图6．

由图6可以看出，随着料液比中溶剂比例的提

高，玉米醇溶蛋白的提取率也随之上升，当液料比

为l g／10 mL时提取率达最大值，之后继续增大溶
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图6 液料比对玉米醇溶蛋白提取率的影响

剂用量，提取率有所下降．

2．2．3 pH对玉米醇溶蛋白提取率的影响准确

称取脱色玉米蛋白粉样品5份，每份5．00 g，分别以

不同pH加入80％乙醇(料液比为1 g／10 mL)，在

25℃水浴中浸提4 h，将浸提液离心分离，洗涤沉

淀，计算提取率．结果见图7．

图7 pH对玉米醇溶蛋白提取率的影响

由图7可以看出，随着pH的提高，玉米醇溶蛋

白的提取率也随之上升，当pH=10时提取率达最

大值，之后继续增大pH值，提取率有所下降．

2．2．4碱提酸沉法提取玉米醇溶蛋白的正交试验

以温度／℃(因素A)，料液比／(g·mL。)(因素

B)，pH(因素C)为考察对象，对提取率进行测试．正

交试验结果见表3．

由表3可以看出，各因素对蛋白质提取率的影

响程度依次为pH>液料比>温度，最佳工艺条件

表3碱提酸沉法提取玉米醇溶
蛋白的正交试验结果
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为：提取温度60℃，料液比1∥8 mL，浸提时间5 h，

乙醇浓度80％．此时提取率可达75．87％．

对上述正交试验数据进行方差分析，结果见

表4．

表4碱提酸沉法提取玉米醇溶

蛋白正交试验的方差分析

由表4可以看出，pH和液料比对蛋白提取具有

极其显著的作用．

2．3盐析法提取玉米醇溶蛋白中盐浓度的确定

准确称取脱色玉米蛋白粉样品5份，每份

5．00 g，在不同盐浓度条件下，充分沉淀后离心，洗

涤沉淀，计算提取率．盐浓度对玉米醇溶蛋白提取

率的影响见图8．

图8 盐浓度对玉米醇溶蛋白提取率的影响

由图8可以看出，随着盐浓度的提高，玉米醇溶

蛋白的提取率也随之上升，当盐浓度达到80％后，

提取率趋于平稳，考虑到实验成本的因素，选取

80％的(NH。)：SO。溶液提取玉米醇溶蛋白，提取率

平均值达到72．31％．

2．4 提取方法对玉米醇溶蛋白变性程度的影响

比较

分别取在乙醇浸提法、碱提酸沉法和盐析法提

取玉米醇溶蛋白的最佳条件下提取的玉米醇溶蛋

白，并测定玉米醇溶蛋白的变性程度．结果见图9．

由图9可以看出，乙醇浸提法、碱提酸沉法和盐

析法提取玉米醇溶蛋白的提取率相近，但不同的提

取方法对玉米醇溶蛋白变性程度影响差异显著．乙

醇浸提法使玉米醇溶蛋白变性程度最小，仅为

10．23％，盐析法为20．36％，而碱提酸沉法为

65．68％．
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图9提取方法对玉米醇溶蛋白变性程度的影响

3结论

在提取玉米醇蛋白的各种工艺中，乙醇浸提法

的最佳条件为：提取温度60℃，料液比1 g／8 mL，浸

提时间5 h，乙醇浓度80％，此时提取率为82．21％；

盐析法的最佳条件为：(NH。)：SO。的浓度为80％，

料液比1 g／10 mL，提取时间4 h，提取温度60℃，此

时提取率为72．31％；碱提酸沉法的最佳条件法为：

提取温度60℃，料液比1 g／10 mL，浸提时间5 h，乙

醇浓度80％，此时提取率为75．87％．3种方法使玉

米醇溶蛋白变性率分别为10．23％，20．36％，

65．68％．从玉米醇溶蛋白提取率和变性程度2方面

考虑，应选择乙醇浸提法．
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