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麦麸水溶性膳食纤维蛋白脱除及理化性质研究 
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摘  要：为了建立麦麸水溶性膳食纤维(water-soluble dietary fiber，SDF)中蛋白的最佳脱除技术，并探究其对 SDF 理

化特性的影响，在酶法单因素和响应面实验的基础上，以蛋白脱除率和多糖损失率为指标，比较了pI 法、TCA法、Sevag

法及与酶法结合后的脱蛋白效果，筛选出最佳脱除技术为酶结合 TCA 法．最佳工艺条件为：碱性蛋白酶添加量 1.6%、

时间 1.2,h、酶解温度 55,℃、pH 8.0、TCA 终质量分数 1.5%，在此条件下蛋白脱除率 90.58%，多糖损失率 28.88%，处理

后 SDF 的溶解度、持水力、膨胀度和吸油性得到显著改善，为 SDF 的开发利用提供了理论依据． 
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Deproteinization of Soluble Dietary Fiber from Wheat Bran and its  

Effect on the Physicochemical Properties of SDF 

LI Qian，WU Tao，LIU Rui，ZHANG Min 

(Engineering Research Center of Food Biotechnology，Ministry of Education；Tianjin Food Safety & Low Carbon 

Manufacturing Collaborative Innovation Center；College of Food Engineering and Biotechnology， 

Tianjin University of Science & Technology，Tianjin 300457，China) 

Abstract：The optimum deproteinization technology for water-soluble dietary fiber(SDF)from wheat bran and its effect on

the physicochemical properties of SDF were studied in this research．On the basis of enzymatic single factor and response 

surface experiments and using the removal rate of proteins and the loss rate of polysaccharides as indicators，several methods 

were compared including enzymatic method，isoelectric point method，sevag method，combination of enzymatic and isoelec-

tric point method，combination of enzymatic and TCA method，and combination of enzymatic and sevag method．The results 

showed that the combination of enzymatic and TCA method was the best．The optimum conditions were determined with

single factor experiment and response surface analysis：alkaline protease addition was 1.6%,，reaction time 1.2,h，reaction 

solution temperature 55,℃，pH 8.0，and then treated with 1.5%, TCA．Under these conditions，the protein removal rate was 

90.58%, and the polysaccharide loss rate was 28.88%,．The physicochemical properties closely related to SDF processing

were significantly improved．The research can provide a theoretical basis for the comprehensive utilization of SDF in wheat 

bran. 

Key words：wheat bran；water-soluble dietary fiber；deproteinization；physicochemical properties 
 

膳食纤维是食品中有益于机体健康的成分，可预

防葡萄糖代谢的相关疾病，降低血液中的胆固醇水

平，调节肠道菌群，降低罹患结肠癌和直肠癌的风 

险[1–4]．大宗粮食加工副产物来源广泛、价格低廉，是

膳食纤维的重要来源[5–6]．然而，长期以来，除用作饲

料以及在传统酿造业使用以外，大宗粮食加工副产物

很少体现出经济价值和社会效益[7–8]．  

小麦麸皮中的阿拉伯木聚糖是其水溶性膳食纤
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维(water-soluble dietary fiber，SDF)的主要成分，具有

黏度高、持水性好、能够氧化凝胶的特性及诸多重要

的生理活性，对谷物制品加工品质有重要影响[9–11]. 

水提醇沉技术制备麦麸 SDF，避免了有机试剂的使

用，但保留了大量的蛋白，导致 SDF 品质不高，不利

于对其分离纯化、结构鉴定，影响了加工适应性和 

生物活性及构效关系等的研究[12–13]．因此，如何有 

效地去除小麦麸 SDF 中的蛋白，又可以较多的保 

留其有效成分，是研究制备高品质小麦麸 SDF 的 

重点． 

目前，脱蛋白常用的方法主要有氯仿正丁醇

(Sevag)法 [14]、三氯乙酸(TCA)法 [15]、硫酸铵沉淀 

法[16]、等电点沉淀(isoelectric point，pI)法[17]、树脂

柱层析法[18]、蛋白酶酶解法[19]等．其中，Sevag、TCA

等利用有机溶剂使蛋白变性进而脱除蛋白的方式，在

处理次数过多或反应强度过于强烈时，可能会引起多

糖结构的破坏；同时，由于有机溶剂的引入，在工业

应用上受到限制．酶法是在蛋白酶的作用下使蛋白

分解成为小肽，醇沉时小肽不能随多糖一起沉降．由

于制备原料小麦麸其本身成分的复杂性，目前还没有

一种单一的方法即完全有效的脱除其蛋白[20]，对于小

麦麸 SDF(主要成分为多糖)，其蛋白脱除技术系统

性的研究报道并不多见．本文对 pI 法、TCA 法、

Sevag 法及与酶法结合后的小麦麸 SDF 蛋白脱除工

艺进行了比较研究，旨在为小麦麸皮粗多糖脱蛋白找

到最佳工艺方法，并确定其具体参数，为小麦麸 SDF

的进一步纯化、结构鉴定构效关系的研究及综合开发

利用提供理论依据． 

1 材料与方法 

1.1 原料与试剂 

小麦麸皮，发达面粉集团股份有限公司． 

牛血清白蛋白，美国 Sigma 公司；碱性蛋白酶

(20,000,U/mL)、耐高温 α–淀粉酶(25,000,U/mL)和

高转化糖化酶(30,000,U/mL)，诺维信(中国)生物技

术有限公司；其他均为分析纯试剂． 

1.2 仪器与设备 

Alpha–1506 型紫外-可见分光光度计，上海谱元

仪器有限公司；pH–400 型数显 pH 计，安莱立思仪器

科技上海有限公司；ST–40R 型高通量台式离心机，

美国 Thermo Scientific 公司；RE–52AA 型旋转蒸发

仪，上海亚荣生化仪器厂；LC–20AT 型高效液相色谱

仪，日本岛津公司． 

1.3 小麦麸皮水溶性粗多糖的制备 

小麦麸经粉碎后过 40 目筛．称取 100,g 小麦麸，

按固液比 1﹕10 添加蒸馏水，混合均匀后，调节 pH

为 6．按 1%,麸皮的比例加入耐高温 α–淀粉酶，95,℃

恒温搅拌 1,h，碘液检测无淀粉残留；冷却物料至

60,℃，再按 1%,麸皮的比例加入糖化酶，恒温搅拌

30,min，95,℃加热 15,min 灭酶处理．在 95,℃恒温搅

拌 1,h，抽滤，滤渣再次提取，重复提取 3 次，所得滤

液合并，离心浓缩至原体积的 1/10，即为粗多糖浓缩

液，待进一步脱除蛋白． 

1.4 粗多糖脱蛋白技术关键参数实验 

1.4.1 酶添加量的选择 

取一 定 量粗多 糖浓缩液 ，按碱性 蛋 白 酶

(20,mg/mL)添加量分别为 0.5%、1%、1.5%、2%、3% 

(以底物计)加入，调节 pH＝8，50,℃水浴 2,h，95,℃

高温灭酶 15,min，离心，测定上清液中蛋白含量． 

1.4.2 酶解温度的选择 

取一定量粗多糖浓缩液，加入 3%,碱性蛋白酶，

分别在 40、45、50、55、60、65,℃水浴 2,h，调节 pH＝

8，95,℃高温灭酶 15,min，离心，测定上清液中蛋白

含量． 

1.4.3 酶解时间的选择 

取一定量粗多糖浓缩液，加入 3%,碱性蛋白酶，

调节 pH＝8，50,℃水浴，分别酶解 0.5、1、1.5、2、3,h，

95,℃高温灭酶 15,min，离心，测定上清液中蛋白  

含量． 

1.4.4 优化实验 

根据单因素实验结果，运用响应面程序 Design 

Expert 8.0，对蛋白酶脱蛋白的条件进行优化． 

1.5 不同蛋白脱除技术对蛋白脱除率及多糖损失率

的影响 

1.5.1 pI 法 

取一定体积粗多糖浓缩液，分别调节 pH 至 3.0、

3.5、4.0、4.5，4,℃静置 12,h 后离心，取上清液，分别

测定上清液中多糖和蛋白的含量． 

1.5.2 TCA 法 

取一定体积的粗多糖浓缩液，向该溶液中加入等

体积的一定浓度的 TCA 溶液，使 TCA最终质量分数

分别达到 0.5%,、1.0%,、1.5%,、3.0%,、6.0%,，混合均匀

后静置 30,min，离心去除沉淀，测定上清液中多糖和

蛋白的含量． 

1.5.3 Sevag 法 

取一定体积粗多糖浓缩液，加入该溶液体积 1/5

体积的 Sevag 试剂(氯仿与正丁醇体积比为 4﹕1)，
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剧烈振摇 15,min，分离除去中间层变性的蛋白和下

层的有机溶剂，上清液重复上述步骤多次，分别测定

上清液中多糖和蛋白的含量． 

1.5.4 不同方法与酶法的结合 

取一定体积粗多糖浓缩液，在最佳酶解条件下酶

解后，分别同 pI 法、TCA 法和 Sevag 法处理，进一步

脱蛋白． 

1.6 多糖与蛋白含量的测定 

多糖含量测定采用苯酚–硫酸比色法，以葡萄糖

作为标准品[21]；蛋白含量测定采用考马斯亮蓝 G-250

法，以牛血清白蛋白作标准品[22]．多糖含量测定标准

曲线方程为 y＝2.077,3,x＋0.030,5，相关系数 R
2＝

0.992,4．蛋白含量测定标准曲线方程为 y＝9.291,7,x–

2.338，相关系数 R
2＝0.991,9．多糖损失率和蛋白脱

除率分别按照式(1)和式(2)计算． 

   0 1

0

= 100%多糖损失率
− ×A A

A
 (1)

 

式中：A0 为初始样品中多糖的含量，µg/mL；A1 为经

过脱蛋白处理后样品中多糖的含量，µg/mL． 

   0 1

0

= 100%
C C

C

− ×蛋白脱除率  (2)

 

式中：C0 为初始样品中蛋白的含量，µg/mL；C1 为经

过脱蛋白处理后样品中蛋白的含量，µg/mL． 

1.7 ,SDF重要的理化特性和相对分子质量分布测定 

1.7.1 溶解度 

准确称取样品 0.5,g 置于 100,mL 离心管中，加

入蒸馏水 20,mL ，30,℃恒温水浴振荡 30,min ，

4,000,r/min 离心 10,min，弃去上清液，待试管干燥

后 ，称量 沉 淀 的 质 量(g)，按照式(3)计算溶 解 度

(g/100,g)． 

   = 100
20

样品 沉淀溶解度
−

×
m m

 (3)

 

1.7.2 持水力 

准确称取样品 0.5,g 置于 10,mL 离心管中，加入 

蒸馏水 5,mL ，振荡均匀后室温放置 30,min ，

3,000,r/min 离心 10,min，弃去上清液并吸干离心管壁

上的水分后称质量(g)，按照式(4)计算持水力(g/g)． 

   =

吸水后 样品

样品

持水力
−m m

m

 (4)

 

1.7.3 膨胀度 

准确称取样品 0.5,g 置于 10,mL 量筒中，加入蒸

馏水 5,mL，振荡均匀后室温放置，读取液体中样品的

体积(mL)，按照式(5)计算膨胀度(mL/g)． 

   =

膨胀后 膨胀前

样品

膨胀度
−V V

m
 (5)

 

1.7.4 吸油性 

准确称取样品 0.5,g 置于 10,mL 离心管中，加入

植物油 5,mL，室温放置 60,min，待麸皮完全浸润后，

3,000,r/min 离心 10,min，测定游离油的体积(mL)，按

照式(6)计算吸油性(mL/g)． 

   
5

=
游离

样品

吸油性
−V
m

 (6)

 

1.7.5 相对分子质量分布 

采用高效凝胶渗透色谱(HPLC)测定各组分的相

对分子质量分布．色谱条件：检测器为 RID-10A 型

示差折光检测器，色谱柱为 OHpak SB-804,HQ，柱温

30,℃，流动相为超纯水，样品质量浓度 5,mg/mL，进

样量 20,µL，流量 0.8,mL/min． 

采用流动相溶解相对分子质量已知、质量浓  

度为 5,mg/mL 的葡聚糖作标准品，标准曲线方程为 

y＝10.88–0.631,0,x，相关系数 R
2＝0.998,4． 

2 结果与分析 

2.1 酶法脱蛋白的条件优化 

2.1.1 单因素实验 

酶的添加量、温度、时间直接影响酶解过程，这 3

个因素对蛋白脱除率的影响如图 1所示． 
 

 

(a) 酶的添加量                             (b) 温度                               (c) 时间 

图 1 酶添加量、温度、时间对蛋白脱除率的影响 

Fig. 1 Effect of protease amount，temperature and hydrolysis time on protein removal rate 
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由图 1(a)可以看出：酶的添加量在 0.5%,～1.5%,

范围内，增加酶用量时，酶与底物结合增加，酶解作

用加强，蛋白脱除率提高；当蛋白酶添加量超过

1.5%,后，蛋白脱除率增加趋于平缓．综合经济原则，

此酶解过程选择加酶量为 1.5%,． 

由图 1(b)可见：在 40～55,℃范围内，随着温度

的升高，酶解速度加快，蛋白脱除率增加；但温度超

过 55,℃时，蛋白脱除率开始降低．温度升高有利于

酶催化反应速率的增加；但过高的温度会导致蛋白变

性，温度越高，变性程度越大，对酶活力的影响也较

大．所以，此酶解过程选择最适处理温度为 55,℃． 

由图 1(c)可以看出：随着时间的增加，蛋白脱除

率呈缓慢上升趋势；1,h 后，蛋白脱除率随时间的延

长增加不显著，因此选择最佳酶解时间为 1,h． 

2.1.2 中心复合响应面优化实验及结果分析 

根据单因素实验结果，在 pH 8.0条件下，以酶的

添加量(A)、酶解时间(B)和温度(C)为变化量，以蛋

白脱除率(Y)为响应值，运用响应面程序 Design Ex-

pert 8.0，对蛋白酶脱蛋白的条件进行优化，响应面

Box-Behnken 设计的实验结果见表 1，方差分析及显

著性检验结果见表 2． 

Design Expert 8.0软件对实验结果进行分析得二

次多项回归拟合方程为 

   Y＝72.01＋5.09,A＋6.63,B＋1.81,C＋ 

     0.58,AB－1.77,AC－1.99,BC－5.71,A
2－ 

     4.16,B2－14.42,C
2
 

表 1 酶法脱蛋白的响应面实验设计及结果 

Tab. 1  Experimental design and results of Box-Behnken 

for enzymatic deproteinization 

 

编号 A/%, B/h C/℃ Y/%, 

1 1.50 1.00 55.00 70.03 

2 1.50 1.00 55.00 71.02 

3 1.50 1.00 55.00 73.01 

4 1.00 1.50 55.00 63.12 

5 1.00 0.50 55.00 52.01 

6 2.00 1.50 55.00 73.43 

7 2.00 0.50 55.00 60.01 

8 1.50 1.50 50.00 61.13 

9 1.50 1.00 55.00 72.31 

10 2.00 1.00 50.00 57.05 

11 1.00 1.00 50.00 42.29 

12 1.00 1.00 60.00 50.25 

13 1.50 1.50 60.00 59.98 

14 1.50 0.50 60.00 49.71 

15 1.50 1.00 55.00 73.67 

16 1.50 0.50 50.00 42.89 

17 2.00 1.00 60.00 57.92 
 

表 2 酶法脱蛋白的回归方程模型方差分析及显著性 

检验 

Tab. 2 Variance analysis and significance test for the re-

gression equation model for enzymatic deproteini-

zation 

 

项目 平方和 自由度 均方 F值 P值 显著性

总模型 1,785.5 9 198.4 98.5 ＜0.000,1 *** 

A 207.5 1 207.5 103.0 ＜0.000,1 *** 

B 351.7 1 351.7 174.6 ＜0.000,1 *** 

C 26.3 1 26.3 13.1 0.008,6 *** 

AB 1.3 1 1.33 0.7 0.442,5  

AC 12.6 1 12.6 6.2 0.041,1 ** 

BC 15.9 1 15.9 7.9 0.026,2 ** 

A
2 137.2 1 137.2 68.1 ＜0.000,1 *** 

B
2 72.8 1 72.8 36.2 0.000,5 *** 

C
2 875.9 1 875.9 434.9 ＜0.000,1 *** 

残差 14.1 7 2.0     

失拟项 5.4 3 1.8 0.82 0.548,6  

纯误差 8.8 4 2.2    

总离差 1,799.6 16     

R
2 0.992      

R
2
Adj 0.982      

注：***表示模型极显著(P＜0.01)；**表示模型显著(P＜0.05). 

模型相关系数为 R
2＝0.992,2，P＜0.000,1，且失

拟项不显著，表明模型拟合程度较好．由表 2 可知：

酶的添加量、时间、温度一次项达到极显著水平，表

明 3 个因素对蛋白脱除率的影响极显著；交互项

AC、BC 的交互效应显著，表明各因素对蛋白脱除率

的影响并不是简单的线性关系．  

对回归模型结果进行响应面分析，得到各响应面

等高线及 3D 分析图，如图 2 所示．从图 2 的弧面和

等高线的密集变化程度可以看出：温度为 55,℃时，

添加量和时间的等高线接近圆形，交互作用不显著，

添加量达到 1.5%,左右，时间为 1.0,h 左右时蛋白脱

除率达到最大值；时间为 1,h 时，添加量和温度的等

高线呈椭圆状，交互作用显著，当添加量在 1.5%,左

右，温度达到 55,℃左右时，脱除率达到最大值；添加

量为 1.5%,时，时间和温度的等高线为椭圆，交互作

用显著，时间为 1.0,h 左右，温度达到 55,℃左右时，

脱除率达到最大值． 

回归模型分析可知，酶添加量为 1.53%,、时间

1.19,h、温度 54.30,℃ 时，蛋白脱除率最大理论值为

73.77%,．根据实际情况调整为酶添加量 1.6%,、时间

1.2,h、温度 55,℃，按预测的最佳条件分别处理 3 份

粗多糖浓缩液，蛋白脱除率平均值为 73.91%,，较理

论值高 0.24%,，表明该模型能较好地预测实际情况． 
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图 2 因素相互作用对蛋白脱除率影响的响应面和等高线图 

Fig. 2 Response surface plots for the effect of interactions on protein removal rate 

2.2 不同脱蛋白技术对蛋白脱除率及多糖损失率的

影响 

不同脱蛋白工艺对蛋白脱除率及多糖损失率的

影响如图 3所示． 

  pI 法结果表明：在 pH 为 3.5～4.5，随着 pH 的减

小，蛋白脱除率先增加后减少；在 pH 为 3.5 时，蛋白

脱除率达到最大．但多糖的损失率随 pH 的减小逐渐

增加．因此，综合考虑选择 pH 3.5 为最佳等电点． 

在 TCA 终质量分数 0.5%,～1.5%,范围内，随

TCA 质量分数的增加，蛋白脱除率增加，多糖损失率

也增加，高达 50%,左右．综合考虑蛋白脱除率与多糖

损失率，选择 TCA最佳终质量分数为 1.5%,． 

由图 3(c)可知：随着 Sevag 处理次数的增加，多

糖溶液蛋白脱除率增加，3 次处理后，蛋白脱除率增

加趋势减弱；经 5 次脱蛋白处理，蛋白的脱除率为

56.32%,，但多糖的损失率却达到了 58.02%．由此可

见，直接用 Sevag 法脱蛋白的效果不理想． 

如图 3(d)所示，与单一使用等电点法脱蛋白结

果一致，在 pH 3.5左右蛋白脱除率达到最大，多糖的

损失率仍随 pH 的减小而逐渐增加．因此选择 pH 3.5

为小麦粗多糖浓缩液脱蛋白的最佳等电点． 

由图 3(e)可以看出：经过酶解后的粗多糖浓缩

液蛋白脱除率随 TCA 浓度增加呈现先增加后降低的

趋势，多糖损失率呈现增加趋势．当 TCA 最终浓度

达到 1.5%时，蛋白的脱除率达到最大 90.58%，多糖

损失率较小为 28.88%，与单一使用 TCA 法脱蛋白相

比，蛋白脱除率明显增加，多糖损失率显著降低．综

合考虑 TCA 最终质量分数为 1.5%为最佳． 
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酶结合 Sevag 法脱蛋白的效果如图 3(f)所

示．酶解后的粗多糖浓缩液，随 Sevag 处理次数的增

加，蛋白的脱除率增加的趋势较小，但多糖损失率却 

随处理次数的增加而增加，经 Sevag 法 5 次脱蛋白处

理，多糖损失率高达 51%左右．由此可见，酶解后的

粗多糖液不再适合 Sevag 法脱蛋白． 
 

 
  (a) pI法                             (b) TCA法                            (c) Sevag法 

 
(d) 酶结合 pI法                        (e) 酶结合 TCA法                      (f) 酶结合 Sevag法 

图 3 不同脱蛋白工艺对蛋白脱除率及多糖损失率的影响 

Fig. 3 Effect of deproteinization technology on removal protein rate and polysaccharide loss rate 

2.3 pI 法、TCA 法、Sevag 法及与酶法结合脱蛋白技

术效果比较 

pI 法、TCA 法、Sevag 法及与酶法结合脱蛋白技

术效果比较如图 4所示，图中同一类型柱顶端的不同

字母表示差异显著(P＜0.05)． 

 

图 4 蛋白脱除技术适用性综合比较 

Fig. 4 Comparison of protein removal methods 

由图 4 可知：虽然等电点法及等电点法与酶法结

合，多糖损失相对较低，但蛋白脱除率也都不高．这

是因为相对温和的作用条件无法有效彻底脱除蛋

白．TCA 法、Sevag 法单一作用，蛋白脱除率较等电

点法均显著提高，但 Sevag 法的多糖损失率远高于其

他两者；二者结合酶法后蛋白脱除率均显著高于单独

作用，且酶结合 TCA 法的蛋白脱除率显著高于酶结

合 Sevag 法，多糖损失率显著低于后者．综合考虑，

选择酶结合 TCA 法脱除小麦麸水溶性粗多糖中蛋白. 

2.4 SDF重要的理化特性和相对分子质量分布 

蛋白脱除前后 SDF 相对分子质量分布和理化特

性如图 5 和图 6所示． 

 

(a) 脱蛋白前 

 

(b) 脱蛋白后 

图 5 蛋白脱除前后 SDF相对分子质量分布 

Fig. 5 Comparison of molecular weight distribution be-

tween natural and deproteinized SDF 
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  经优化的蛋白脱除技术处理后的 SDF 相对分子

质量的较高组分明显减少，其溶解度、持水力、膨胀

度及吸油性均显著高于未处理的 SDF．这是因为在

蛋白脱除后，打破了蛋白分子对 SDF 的包裹或与糖

苷键的结合，使 SDF 中多糖分子暴露出来，同时增加

了液体与多糖的接触面积，进而提高了溶解度、持水

力和膨胀度．分子间接触概率变大，分子间不断碰

撞．而未处理的 SDF 中蛋白与多糖分子聚合在一

起，分子间接触概率较低，无法与液体分子充分作

用，因此各理化测定值相应较低． 

 

图 6 蛋白脱除前后 SDF理化特性 

Fig. 6  Comparison of physicochemical properties be-

tween natural and deproteinized SDF 

3 结 语 

在酶法脱蛋白单因素和响应面实验的基础上，以

蛋白脱除率和多糖损失率为检测指标，比较了 pI 法、

TCA 法、Sevag 法及与酶法结合后在麦麸 SDF 组分

脱蛋白工艺中的适用性．实验结果表明：酶与 TCA 

法结合更适合小麦麸水溶性膳食纤维中蛋白的脱除，

可显著提高蛋白脱除率，并保证了相对较小的多糖损

失率．最终确定酶结合 TCA 法为去除小麦麸皮粗多

糖中蛋白较适合的脱蛋白技术，最佳工艺条件为：碱

性蛋白酶添加量 1.6%、时间 1.2,h、酶解温度 55,℃、

pH 8.0、TCA终质量分数 1.5%，在此条件下蛋白脱除

率可达 90.58%，多糖损失率为 28.88%．经此蛋白脱

除技术处理的 SDF 与其加工特性密切相关的理化特

性得到较显著的改善，为麦麸高品质水溶性膳食纤维

的进一步开发研究提供了理论依据． 
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果，方便保存和运输，便于在社区医院和家庭中使

用，而且作为辅助诊断主要工具，弥补了国产肺炎链

球菌诊断试纸暂无市售的空缺，具有较高的市场潜力

和应用前景． 
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