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大麦麦芽中抗酵母蛋白提取的最佳条件确定
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摘 � 要: 利用响应面分析了硫酸提取抗酵母蛋白时的硫酸浓度, 浸提时间和料液比 3 个单因对抗

酵母蛋白提取率的影响,研究发现,最佳工艺条件为: 硫酸浓度为 0� 051 mol/ L、浸提时间为 3� 6 h、

料液比为 1 !5� 75,在此条件下抗菌蛋白质量分数为 391� 8 �g / g。
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Abstract: In this study , the effect of ulfuric acid concentr at ion , ext raction t ime and r at io of w ater

to mater ial on the ext raction of ant iyeast pro tein from barley w ere determ ined, the opt imum

conditions of antiy east protein ex traction w ere described as follow s ! sulfuric acid concentrat ion

0� 05 mol/ L, ext ract ion t ime 3� 6 h, rat io of w ater to material 1 ! 5� 75. w ith the opt imum

extract ion condit ions, the best ex tr act ion rate achieved at 391� 8 �g / g.
Key words: barley malt, antiy east pro tein, response surface analysis

� � 大麦在自然界的生长过程中, 不可避免的要遭

受自然界中一种或多种病原微生物的侵害, 为了抵

御这种侵害,大麦自身逐渐形成了各种各样的防御

机制[ 1- 2] 。一些植物通过分泌一些化学物质来杀灭

或抑制某种病原真菌的侵染或生长,有些产生一系

列的抗菌蛋白或抗菌多肽,这些抗菌多肽或抗菌蛋

白具有广谱抗菌性, 到目前为止, 一些类型的抗菌

蛋白和抗菌肽已经被分离出来, 并且有些结构和功

能已经研究得比较清楚, 如植物或昆虫, 哺乳动物

防御素, 硫堇, 橡胶素, 类打结素, 脂转移蛋白

等[ 3- 5]。1970年, Okada[ 6] 等人从大麦和小麦中分

离出了一种抗菌蛋白, 相对分子质量在9 000左右,

这种蛋白具有广谱抗菌性, 能耐受 100 ∀ 的高温;

2004年和 2005年, Gorjanovi�, S.
[ 7- 8]
等人从大麦

中分离出来一种相对分子质量在16 000的蛋白, 并

指出是一种脂转移蛋白。2008 年, Sandra N. E. [ 9]

等人从大麦中粗提出一类含抗菌的多组分蛋白, 里

面含有 Ns�LTP,硫堇,植物防卫素等, 具有强烈的



抗菌活性。本文在前人的基础上改变提取蛋白的

方法,优化提取条件,提高了抗酵母蛋白的提取率。

1 � 材料与方法

1� 1 � 材料
大麦:澳大利亚大麦( H or deum sp� Gairdner) :

由大连中粮麦芽集团提供。

1� 2 � 方法
1� 2� 1 � 抗菌蛋白的制备 � 将绿麦芽粉碎后, 取 50

目粉末与 0� 05 mo l/ L 硫酸以 1 ! 4混合,冰浴浸提

3 h, 中间每隔 15 min 搅拌一次, 提取结束后, 在 4

∀ , 8 000 r/ m in,离心10 min, 除去沉淀,上清用0� 5
mol/ L 氢氧化钠调 Ph 值为 7� 0,上清液中加入硫酸
铵使饱和度达到 30%, 放置 2 h后,在 4 ∀ , 10 000

r/ min, 离心 10 m in,除去沉淀, 上清液加入硫酸铵

至饱和度为 80%, 在 4 ∀ , 10 000 r/ m in, 离心 10

min, 除去上清,用少量去离子水复溶沉淀得抗菌蛋

白液,将水复溶的抗菌蛋白液加入排阻 1 000 的透

析袋中,用去离子水透析过夜,至无硫酸根离子(用

氯化钡检测) ,在 4 ∀ , 10 000 r/ m in, 离心 10 m in,

去除沉淀, 上清液冷冻干燥后加入体积分数 25%乙

腈溶液(即乙腈 !水= 1 ! 4)复溶, 在 4 ∀ 放置 1 h

后 10 000 r/ min,离心 10 m in去除沉淀, 保留上清

液,保留的上清液用 0� 45 �m 的硝酸纤维滤膜过
滤,即为抗菌蛋白液。实验组将抗菌蛋白液加入到

酵母培养基中所得吸光值,空白对照为将体积分数

25%乙腈溶液(即乙腈 !水= 1 ! 4)加入到酵母培

养液中所得吸光值[ 6- 7, 9] 。

1� 2� 2 � 抗酵母菌活性测定 � 对酵母抗菌活性的测
定:将酵母接种酵母培养基中(质量分数 1%葡萄

糖、质量分数0� 5%蛋白胨、质量分数0� 5%酵母膏、
质量分数 0� 3%大麦汁) , 28 ∀ 培养 12 h,使酵母数

量达到 1� 25 # 10
7
个/ mL。按 5%接种量接种新的

酵母培养基中, 使酵母数量达到 6 # 105个/ mL, 加

入提取的蛋白液 1 mL,使蛋白达到一定得含量, 培

养 24 h, 在 600 nm 下测定吸光值。

抑菌率按如下公式: 抑菌率= AD - A S / A D , A D 为空

白在 600 nm 吸光值, A S 为实验组样吸光值。

1� 3 � 抗菌蛋白含量测定
用考马斯亮蓝法测蛋白质含量

[ 8]
。

1� 4 � 抗菌蛋白提取的单因素实验
不同浸提浓度、时间、液料比对抗酵母蛋白提

取率的影响。

2 � 结果与讨论

2� 1 � 不同浸提液所得蛋白抗酵母活性比较

由 0� 05 mol/ L 硫酸、柠檬酸, 水浸提所得蛋

白, 加入到酵母培养基中, 使蛋白含量达到 32 �g/

mL,酵母数量为 6 # 105个/ mL,培养 24 h,每 4 h在

600 nm 测定吸光值,由图 1看出硫酸所提蛋白抗菌

蛋白抗菌活性活性明显, 柠檬酸提取的和水提取的

蛋白,抗菌活性不明显。硫酸提取过程中, 大部分

蛋白被酸解, 利用抗菌蛋白的稳定性, 除去了大量

的杂蛋白,其抗酵母粗蛋白中含有 Ns�LTP, 硫堇,

植物防卫素等
[ 9]

,而水和柠檬酸浸提了大量的杂蛋

白, 抗菌活性不明显。

图 1 � 不同浸提液所得蛋白对酵母生长影响

Fig. 1 � Effects of crude protein from diff erent extracts

on yeast growth

图 2 � 不同含量的粗蛋白对酵母生长的影响

Fig. 2 � Effects of the crude protein content on yeast

growth

� � 由图 2可知, 随着培养基中蛋白含量的增加,

酵母生长抑制率也在增加, 当蛋白含量达到 32 �g/

mL,培养 12 h后抑菌活性接近 50%。
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2� 2 � 不同浓度硫酸浸提对抗酵母蛋白提取率的影
响

图 3表示其它条件不变(提取时间 3 h,液料比

6!1( mL ! ) g ) , 不同硫酸浓度对抗酵母蛋白提取

率的影响。由图 3 可以看出, 硫酸浓度在 0� 05
mol/ L 时候,抗酵母蛋白的提取率最高, 每克大麦

浸提量达到 390 �g。硫酸浓度低于 0� 05 mol/ L

时, 提取率较低, 是由于酸浓度低对杂蛋白的酸解

不够, 保留了很多的杂蛋白; 当硫酸浓度高于 0� 05
mol/ L 时, 由于酸浓度过高造成了抗菌蛋白的酸

解,故提取率降低。

图 3� 不同硫酸浓度对抗酵母蛋白提取率的影响

Fig. 3 � Effect of sulfuric acid concentration on the ex�

traction rate of Antiyeast protein

2� 3 � 不同浸提时间对抗酵母蛋白活性检测
图 4表示其它条件不变(硫酸浓度 0� 05 mol/

L, 液料比 6!1( mL ! g) ,不同浸提时间对抗酵母蛋

白提取率的影响。由图 4可知,浸提 3 h 内,抗酵母

蛋白提取率随着浸提时间在上升, 3 h以后提取率

保持不变。

图 4� 不同浸提时间对抗酵母蛋白提取率的影响

Fig. 4 � Effect of extract time on the extraction rate of

Antiyeast protein

2� 4 � 不同液料比对抗酵母蛋白提取率的影响
图 5表示其它条件不变(硫酸浓度 0� 05 mol/

L ,浸提时间 3 h)不同液料比对抗酵母蛋白提取率

的影响。由图 5可以看出, 液料比在 6! 1( mL ! g)

以内,由于抗酵母蛋白没有完全浸提出来, 所以提

取率在随着液料比的加大而增加,大于 6 mL/ g 时,

蛋白已经浸提充分,提取率基本不变。

图 5� 不同料液比对抗酵母蛋白提取率的影响

Fig. 5 � Ef fect of water to material ratio on the extraction

rate of Antiyeast protein

3 � 响应面法对抗酵母蛋白提取条件
的优化

� � 在单因素试验的基础上,根据响应面分析软件

提供的模型,设硫酸浓度,浸提时间, 料液比三因素

为自变量, 抗酵母蛋白含量为响应值, 运用 Minit�
ab15数据处理软件进行响应曲面分析 ( response

surface analy sis , RSA) ,对提取条件进行优化。响

应面设计因素水平设计见表 1。
表 1 � 响应面设计因素与水平

Tab. 1 � Level of factor s chosen for the trials

水 平

因 素

Z1 硫酸浓度

( mo l/ L)

Z2 浸提

时间( h)

Z3 料液比

( mL ! g)

�1 0. 04 2 1! 5

0 0. 5 3 1! 6

1 0. 06 4 1! 7

� � 以 X 1 = ( Z1 - 0� 05) / 0� 01, X 2 = ( Z2 - 3) / 1,

X 3= ( Z3- 6) / 1为自变量,以抗酵母蛋白含量为响

应值( Y) ,进行响应面分析试验,结果见表 2。

表 2� 响应面分析试验结果

Tab. 2 � Result s of RSM analysis

试验号 X 1 X2 X 3
抗菌蛋白质量分数

(�g/ g)

1 0 - 1 1 371

2 0 0 0 393

3 - 1 - 1 0 382
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续表 2

试验号 X 1 X 2 X 3
抗菌蛋白质量分数

(�g / g )

4 0 0 0 397

5 0 0 0 399

6 1 1 0 377

7 - 1 0 1 375

8 0 - 1 - 1 386

9 1 0 1 374

10 1 0 - 1 379

11 - 1 1 0 370

12 0 0 1 388

13 0 1 - 1 380

14 - 1 0 - 1 384

15 1 - 1 0 373

� � 以抗菌蛋白含量为响应值, 根据表 2的试验结

果,进行多元回归分析,结果见表 3。从方差分析表

中可以看出,各具体试验因子对响应值的影响的线

性关系, 其中方程二次项呈显著影响。经回归拟

合,试验因子对响应值的影响可表示为:

Y= 396� 33- X 1+ 0� 38X 2- 2� 63X 3+

4X 1X 2+ X 1X 3+ 5� 75X 2X 3- 12� 04X 1X 1 -

8� 79X 2X 2 - 6� 29X 3 X 3

表 3� 回归方程的方差分析

Tab. 3� Significance analysis of modle for quadratic response

surface model

回归项 自由度 平方和 F 值
大于 F 的
概率

一次项 3 64. 25 1. 49 0. 325

平方项 3 851. 32 19. 73 0. 003* *

交互项 3 200. 25 4. 64 0. 066

总回归 9 1115. 82 8. 62 0. 014*

� * * * 显著性在 0� 01, * 显著性在 0� 05。

� � 根据上述回归方程作出响应面分析图(图 6, 7,

8) ,比较 3个图可知, 存在极值的条件应该在圆心

处,对抗酵母蛋白含量影响的显著性从大到小依次

是硫酸浓度,浸提时间, 料液比。硫酸浓度的影响

较大,表现为曲线较陡,液料比的影响较小, 表现为

曲线较为平滑, 这与回归分析的结果吻合。

图 6 � 硫酸浓度( Z1 )与浸提时间( Z2 )对抗酵母蛋白提

取率的影响

Fig. 6 � Effects of sulfuric acid concentration ( Z1 ) and

extract time ( Z2 ) on the antiyeast protein ex�

traction rate

图 7 � 硫酸浓度( Z1 )与料液比( Z3 )对抗酵母蛋白提取

率的影响

Fig. 7 � Effects of sulfuric acid concentration ( Z1 ) and

water to material ratio ( Z3 ) on the antiyeast

protein extraction rate

图 8 � 浸提时间( Z2 )与料液比( Z3 )对抗酵母蛋白提取

率的影响

Fig. 8 � Ef fects of extract time ( Z2 ) and water to material

ratio ( Z3) on the antiyeast protein extraction
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4 � 验证性实验

对回归方程求一阶偏导数等于零, 可得到 3 个

方程,

� � - 1- 24� 08 X 1+ 4X 2+ X 3 = 0 ( 1)

0� 38+ 4 X 1- 17� 58 X 2+ 5� 75X 3= 0 ( 2)

- 2� 63+ X 1+ 5� 75 X 2- 12� 58 X 3= 0 ( 3)

� 联立方程组( 1)、( 2)、( 3)解得 X 1= 0� 049 7,

X 2= 0� 611 31, X 3= - 0� 248即抗酵母蛋白提取的
最优提取条件为:硫酸浓度为 0� 051 mol/ L、浸提时

间为 3� 6 h 和料液比为 1 ! 5� 75( mL ! g) , 由回归

方程可以确定抗酵母蛋白含量为 392� 7�g / g。为检
验结果的可靠性,采取响应面分析法求得的最佳条

件进行三次平行试验, 结果得出抗菌蛋白的实际平

均含量为 391� 8�g/ g。与理论预测值基本吻合, 相

对误差为 0� 23%。因此,利用响应面分析法得到抗

菌蛋白最佳提取条件真实可靠,为以后的实验提供

了依据。

5 � 结 � 语

实验得出利用硫酸提取抗酵母蛋白,其杂蛋白

含量低,有很强的抗菌活性。在单因素实验的基础

上, 将响应面法应用于优化抗菌蛋白的提取工艺。

回归分析结果表明, 硫酸浓度, 浸提时间对抗酵母

蛋白含量的影响比较显著。响应面分析结果表明,

最佳工艺条件为:硫酸浓度为 0� 051 mol/ L、浸提时

间为 3� 6 h、料液比为 1! 5� 75( mg ! g ) , 在此条件

下抗菌蛋白含量为 391� 8 �g/ g。
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