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超滤法精制抗氧化麦胚多肽工艺条件的优化
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摘   要：采用 3ku 和 6ku 的超滤膜对麦胚多肽进行分级分离，考察 3 种分离产物对 DPPH·的清除能力，发现分

子质量在 3ku 以下的麦胚多肽对 DPPH·的清除率可达 75.32%，高于其他分离产物。采用响应面试验方法对麦胚

多肽的超滤条件进行优化试验，结果表明，最佳超滤条件为超滤压力 0.08MPa、超滤时间 23min、超滤 pH6.83、
溶液质量分数 2%，此时膜通量为 4.85L/(m2·h)。所得分子质量小于 3ku的麦胚多肽在质量分数 11%时，其DPPH·

清除率为 78.93%。超滤法精制的麦胚多肽具有良好的 DPPH·的清除能力。
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Abstract：Wheat germ protein hydrolysate prepared by enzymatic hydrolysis was separated with ultra-filtration membranes

with a molecular weight cutoff (MWCO) of 3 ku and 6 ku, respectively. Four ultra-filtration parameters such as pressure, time,

pH and sample concentration were optimized by response surface methodology to be 0.08 MPa, 23 min, 6.83 and 2%,

respectively. Under these conditions, the ultra-filtration membrane flux of was 4.85 L/(m2·h). The obtained fraction of less than

3 ku in molecular weight exhibited a DPPH free radical scavenging rate of 78.93% at the concentration of 11%.
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小麦胚芽因含有丰富的蛋白质、油脂、碳水化合

物、维生素等人体需要的营养素及谷胱甘肽、黄酮类

物质和二十八烷醇等生理活性物质而被营养学家誉为

“人类天然营养宝库和人类的生命资源”[ 1 -2 ]。小麦胚芽

中的蛋白质含量高达 3 0 %，而且氨基酸比例合理，是

一种优质的蛋白质资源[3]。麦胚蛋白在酶的作用下多肽

链被打断，释放各种肽类化合物，使其功能性质得到

改善，并具有一定的生物活性。有研究表明 [ 4 ]，小麦

蛋白经过水解后的多肽具有抗氧化活性，多肽的抗氧化

活性还同分子质量有关[5-6]。

超滤技术是在 0.05～0.1MPa 的静压差推动下，截留

蛋白质、酶等相对分子质量大于 500u 的大分子及胶体，

形成浓缩液，达到溶液的净化、分离及浓缩目的[7]。采

用超滤技术对酶解后的麦胚多肽进行分级分离，可以得
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图 1 不同分子质量范围的麦胚多肽对 D PP H·清除率的影响

Fig.1   DPPH free radical scavenging rates of wheat germ peptides with
different molecular weights

到具有较高抗氧化活性的多肽产品[8]。本实验对麦胚蛋

白的酶解产物进行超滤，得到具有较高 DPPH·清除能

力的麦胚多肽，并采用响应面分析方法对超滤条件进行

优化，为麦胚多肽的生产提供一定参考。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

小麦胚芽   黑龙江北大荒丰源麦业；碱性蛋白酶

Alcalase F G、木瓜蛋白酶    诺维信酶制剂公司；DPPH·

(1,1- 二苯基 -2- 三硝基苯肼)    日本 Wako 公司。

1.2 仪器与设备

3、6ku 圆片平板聚醚砜超滤膜、MSC300 型杯式

超滤器   上海摩速科学器材有限公司；R-205 型旋转蒸

发仪   上海申胜生物技术有限公司；ZDO-2 型真空冷冻

干燥箱   宁夏亚麻技术设备有限公司。

1.3 方法

1.3.1 麦胚多肽的制备工艺流程

小麦胚芽→粉碎→过 1 0 0 目筛→脱脂→碱提( p H
10.0)→酸沉(pH4.0) →离心→弃上清液→冷冻干燥→麦

胚蛋白粉→酶解→麦胚蛋白酶解物→超滤→冷冻干燥→

麦胚多肽

1.3.2 清除 DPPH·能力的测定

取一定浓度的样品 1mL，加入 1 × 10-4mol/L DPPH·

无水乙醇溶液 1mL，混均后在室温避光保存 30min，在

517nm 波长条件下测定吸光度，空白组以等体积无水乙

醇溶液代替 DPPH·溶液，对照组以等体积蒸馏水代替

样品溶液，并以等体积蒸馏水和无水乙醇混合液空白调

零，所有测定值均为 3 次结果的平均值，清除率计算[9] 公

式如下：

　　                                 Ai－Aj

DPPH·清除率/% = (1－————)×100                           (1)
　　                                     A0

式中：A 0 为对照组吸光度；A i 为样品组吸光度；

A j 为空白组吸光度。

1.3.3 膜通量的确定

　　    V
L= ————

　　
S × t

式中：V 为透过液的体积 / L；S 为膜的有效面积 /
m 2；t 为运转时间 / h；L 为膜通量 / ( L / ( m 2·h ) )。
1.4 试验设计

1.4.1 超滤膜的选择

将麦胚蛋白酶解物依次通过 6ku 和 3ku 的超滤膜，

将麦胚蛋白酶解物分级为＜ 3、3～6、＞ 6ku，将分级

后的麦胚多肽水溶液进行冷冻干燥，测其对 DPPH·清

除效果，选择抗氧化效果最好的组分进行超滤条件的

确 定 。

1.4.2 超滤条件的优化

1.4.2.1 单因素试验

超滤时膜通量的大小主要受超滤压力、超滤时间、

pH 值和溶液质量分数的影响，因此选择以上 4 个因素进

行超滤条件优化的单因素试验，试验水平设计见表 1。

1.4.2.2 响应曲面法对超滤条件的优化

根据单因素试验结果，采用 Box-behnken 试验设计

方法对超滤条件进行优化，选取超滤压力、超滤时间、

pH 值、溶液质量分数 4 个因素为自变量，以膜通量为

响应值，因素水平见表 1 。

2 结果与分析

2.1 超滤膜的选择结果分析

水平
                    因素

A 超滤压力 /MPa B 超滤时间 /min C pH D 溶液质量分数 /%
－ 1 0.06 20 6.5 2.0

0 0.07 30 7.0 3.0
1 0.08 40 7.5 4.0

表 1 响应曲面分析因素水平设计表

Table 1   Coded values and corresponding actual values of the
optimization parameters used in the response surface analysis

由图 1 可知，经过分级后的麦胚多肽，其清除

DPPH·的能力有所不同。随着麦胚多肽分子质量的降

低，其清除 D P P H·的能力逐步提高，当分子质量在

3ku 以下时，其清除能力达到 75.32%，比 6ku 以上的麦

胚多肽清除能力提高了 17.74%。这是因为经过 3ku 膜超

滤处理的麦胚多肽，除去了大部分的大分子蛋白，使

得其疏水性氨基酸含量大大增加，而这些疏水氨基酸对

体外抗氧化有着很好的效果。此结论与大豆多肽[10]、鸡

胚多肽[11 ]、鸡骨胶原蛋白肽[1 2 ]结论相同。
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2.2 超滤条件优化的结果分析

2.2.1 超滤压力对膜通量的影响

由图 2 可以看出，随着超滤压力的增加，膜通量

呈上升趋势，超滤压力由 0.05MPa 上升到 0.07MPa 过程

中，膜通量上升迅速，而由 0.07MPa 上升到 0.09MPa
时，膜通量趋于平稳。这是因为，超滤压力增大的初

期，随着超滤压力的增加，膜两侧的压力逐步加大，

使得膜通量迅速增加；当超滤压力继续增加时，会很快

造成浓差极化现象，而当压力过大时，反而会造成组

分中物质的沉积，造成膜通量下降 [ 1 3 ]。因此，超滤压

力的选择不宜过大，本试验中，选择 0 .07MPa 作为单

因素试验中的最佳超滤压力。

2.2.2 超滤时间对膜通量的影响

麦胚蛋白不再析出，膜通量上升，而当 p H 值过高时，

碱性环境会造成蛋白的变性 [ 1 4 ]，溶液黏度增加，反而

不利于超滤的进行。因此，选择 p H 7 作为超滤单因素

试验中的最佳 p H 值。

2.2.4 溶液质量分数对膜通量的影响
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图 2 超滤压力对膜通量的影响

Fig.2   Effect of pressure on membrane flux
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图 4 pH 值对膜通量的影响

Fig.4   Effect of pH on membrane flux
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图 5 溶液质量分数对膜通量的影响

Fig.5   Effect of wheat germ hydrolysate concentration on membrane flux

由图 5 可以看出，随着溶液质量分数的增加，超

滤的膜通量逐渐下降，这是因为溶液质量分数越大，超

滤时会造成过多的组分沉积在超滤膜上，影响超滤效

果。但是，过小的质量分数，会造成超滤过程中的实

际膜效能降低[15]，增加后期冷冻干燥的工作量，因此超

滤单因素试验中的最佳质量分数为 3%。

2.2.5 响应曲面法对超滤条件的优化

2.2.5.1 响应曲面试验设计及结果(见表 3)

2.2.5.2 响应曲面试验结果分析

应用 Design expert 7.0 统计分析软件对表 3 试验结

果进行分析，得到回归方程为：

 Y=4.7 － 0.078A ＋ 0.017B ＋ 0.1C+2.5 × 10-3D －

0.028AB－0.1AC－0.03AD－0.02BC＋0.068BD＋0.06CD＋

0.02A2 － 0.051B2 － 0.13C2 － 0.013D2

对所得数据进行方差分析，得到结果见表 3。由表

3 可知，模型项、A 、A C 影响显著，C 、C 2 影响极

显著，失拟项不显著。说明模型的拟合性良好，可以
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图 3 超滤时间对膜通量的影响

Fig.3   Effect of time on membrane flux

由图 3 可以看出，随着超滤时间的增加，膜通量

呈下降趋势，在 20～30min 内，膜通量下降缓慢，在

4 0～5 0 m i n 时，膜通量下降迅速。这是因为，当超滤

时间增加时，造成溶液中组分沉积，浓差极化现象严

重，因此，选择适当的工作周期，可以有效地防止膜

通量下降，本试验选择 30min 作为一个工作周期。

2.2.3 超滤 pH 值对膜通量的影响

麦胚蛋白在 p H 4 时达到等电点，在等电点时，未

被酶解的蛋白从溶液中沉淀出来，会造成超滤膜的堵

塞，膜通量下降，随着 p H 值向中性偏移，溶液中的



     2011, Vol. 32, No. 14 食品科学 ※工艺技术174

用于模型分析。决定系数和校正决定系数分别为 0.7765
和 0.5531，说明该模型的拟合性良好，可以用于模型分

析。本模型的信噪比为 7.539，说明该模型可以用于生

产应用当中。

由于 AC 影响显著，作响应面图见图 6。由图 6 可

以看出，随着超滤压力的增大，超滤膜通量呈逐渐增

加的趋势，在超滤压力达到 0 .08MPa 时，膜通量达到

4.72L/(m2·h)；而超滤膜通量随 pH 值的变化先增大后减

小，这是因为麦胚蛋白酶解物在酸性环境中，由于接近

其等电点，会造成沉积物析出，而当其处于碱性环境中

时，又会造成蛋白的变性。因此，选择中性的 p H 值

超滤效果最好。

通过对回归方程的分析，得到超滤条件的优化结果

为超滤压力 0.08MPa、超滤时间 22.68min、超滤 pH6.83、
溶液质量分数 2.00%。

试验号 A B C D 膜通量 /(L/(m2·h))
1 1 － 1 0 0 4.74
2 － 1 － 1 0 0 4.57
3 1 1 0 0 4.70
4 － 1 1 0 0 4.64
5 0 0 － 1 1 4.42
6 0 0 1 1 4.77
7 0 0 － 1 － 1 4.45
8 0 0 1 － 1 4.56
9 1 0 0 1 4.74
10 － 1 0 0 1 4.54
11 1 0 0 － 1 4.87
12 － 1 0 0 － 1 4.55
13 0 － 1 － 1 0 4.38
14 0 1 － 1 0 4.42
15 0 － 1 1 0 4.59
16 0 1 1 0 4.55
17 1 0 － 1 0 4.67
18 － 1 0 － 1 0 4.38
19 1 0 1 0 4.69
20 － 1 0 1 0 4.80
21 0 － 1 0 1 4.56
22 0 1 0 1 4.78
23 0 － 1 0 － 1 4.70
24 0 1 0 － 1 4.65
25 0 0 0 0 4.52
26 0 0 0 0 4.81
27 0 0 0 0 4.62
28 0 0 0 0 4.74
29 0 0 0 0 4.79

表 3 麦胚蛋白酶解物超滤条件优化响应曲面试验设计及结果

Table 3   Experimental design and corresponding results for response
surface analysis

固定水平：超滤时间 30min；质量分数 3 .0%。

图 6 超滤压力与超滤 pH 值交互作用的等高线与响应曲面图

Fig.6   Response surface and contour plots showing the effects of
pressure and pH on membrane flux
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2.3 验证实验

根据响应面分析结果进行验证实验，但在超滤时间

变异源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值

模型 0.41 14 0.030 3.48 0.0131*
A 0.072 1 0.072 8.49 0.0113*
B 3.333 × 10-3 1 3.333 × 10-3 0.39 0.5410
C 0.13 1 0.13 15.09 0.0017**
D 7.500 × 10-4 1 7.50 × 10-4 8.834 × 10-3 0.9265
AB 3.025 × 10-3 1 3.025 × 10-3 0.36 0.5601
AC 0.040 1 0.040 4.71 0.0477*
AD 3.600 × 10-3 1 3.600 × 10-3 0.42 0.5255
BC 1.600 × 10-3 1 1.600 × 10-3 0.19 0.6708
BD 0.018 1 0.018 2.15 0.1650
CD 0.014 1 0.014 1.70 0.2138
A2 4.027 × 10-3 1 4.027 × 10-3 0.47 0.5023
B2 0.017 1 0.017 2.01 0.1788
C2 0.10 1 0.10 12.19 0.0036**
D2 1.027 × 10-3 1 1.027 × 10-3 0.12 0.7332

残差 0.12 14 8.490 × 10-3

失拟项 0.058 10 5.834 × 10-3 0.39 0.8990
误差项 0.061 4 0.39
总和 0.53 28
标准差 0.092
均值 4.63

变异系数 1.99
R2(决定系数) 0.7765

R2Adj(校正决定系数) 0.5531
预测R2(预测决定系数) 0.1905

RSN 7.539

表 4 响应曲面方差分析表

Table 4   Variance analysis of the established regression model

注：* . P ＜ 0 .0 5，差异显著；** .P ＜ 0 .0 1，差异极显著。
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的选择上考虑实验的可操作性，将最佳的超滤时间修正

为 23min。在此条件下，膜通量可达到 4.85L/(m2·h)，
较为理想。同时对超滤精制后的麦胚多肽进行 DPPH·

清除能力的测定，实验发现，精制后的麦胚多肽其

DPPH·清除能力较高，质量分数 11% 的麦胚多肽溶液

对 DPPH·清除率达到 78.93%，说明麦胚多肽有较强的

清除 D P P H·的能力。

3 结  论

3.1 分级分离后的麦胚多肽，其抗氧化性能有所不

同，其中分子质量在 3ku 以下的麦胚多肽组分抗氧化活

性最高，其 DPPH·清除能力可达到 75 .32%。

3.2 通过单因素及响应曲面法对 3ku以下的麦胚多肽超滤

条件进行优化，得到最佳超滤条件为超滤压力 0.08MPa、
超滤时间 23min、超滤 pH6.83、溶液质量分数 2%，此

时膜通量为 4.85L/(m2·h)。
3.3 精制后的麦胚多肽具有较好的DPPH·清除能力，麦

胚多肽质量分数为 11% 时，其DPPH·清除率达 78.93%。
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