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摘要：采用转矩流变仪在３０℃和９０℃对含水６０％的大豆分离蛋白分别处理２ｍｉｎ，１５ｍｉｎ，３０ｍｉｎ，
考察其ＦＴＩＲ光谱特性的变化．实验结果表明，热 －机械处理导致大豆分离蛋白分子的—ＣＨ２中的
Ｃ—Ｈ对称及非对称伸缩减弱甚至消失，Ｃ—Ｈ伸缩振动和非对称伸缩向高位漂移，蛋白二级结构中
α－螺旋和β－转角含量降低，同时伴有β－折叠和无规则卷曲含量升高．对于低水分大豆分离蛋白
体系，热－机械处理中的机械效应可能是导致其蛋白二级结构变化的主要因素．
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０　引言
大豆分离蛋白（ＳＰＩ）是较为常见的植物蛋白，

广泛用于食品及生物可降解材料的生产，加工可导

致其发生分子水平上的变化，从而影响其营养价值

和功能特性．傅里叶转换红外光谱（ＦＴＩＲ）是探测
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蛋白分子水平变化的有效手段，具有样品用量较

少、几乎不受蛋白质分子大小影响、没有光散射和

荧光的影响及使动力学研究成为可能等优点．但蛋
白体系中广泛存在的水在１６４０ｃｍ－１附近的吸收对
其准确定量造成很大影响，可以采用吹扫、差减及

氘代等方法加以消除［１］．
前人研究了高压脉冲电场及热处理［２］、高

压［３］、成膜过程［４］、反向胶束提取［５］、化学交联［６］、

水分含量变化（＜３０％）［７］对 ＳＰＩ分子结构的影响．
有些加工过程（如挤压组织化）中，物料在受热的同

时，还受到较为明显的机械作用（包括剪切、拉伸

等）．关于热处理对 ＳＰＩ影响的研究较多，而对机械
处理导致的ＳＰＩ结构变化较少关注．张彩猛等［８］研

究了大豆蛋白溶液经受剪切处理后溶解性的变化．
对于低水分（挤压组织化生产中，物料水分一般为

３０％～６０％）大豆蛋白体系，其所经受的热 －机械
处理与ＳＰＩ分子结构变化之间的关系尚不明确．

本文拟对含水量６０％的ＳＰＩ在２个设定温度下
机械处理不同时间，通过ＦＴＩＲ光谱分析，揭示热－
机械处理对ＳＰＩ分子结构的影响．

１　材料与方法
１．１　材料与设备

材料：ＳＰＩ，郑州同创益生食品有限公司提供，调
至含水量６０％．

设备：ＲＭ－４００Ｂ型 ＨＡＰＲＯ转矩流变仪，哈尔
滨哈普电气技术有限公司产；ＮＩＣＯＬＥＴ５７００傅里叶
红外光谱仪，美国Ｎｉｃｏｌｅｔ公司产．
１．２　实验方法
１．２．１　热－剪切处理　分别设定转矩流变仪的一
区、二区、三区温度皆为 ３０℃与 ９０℃，转速
８０ｒ／ｍｉｎ；加样量６２．５０ｇ；剪切时间２ｍｉｎ，１５ｍｉｎ，
３０ｍｉｎ．处理结束取出后迅速将样品搓碎，装入密封
袋内，－２０℃密封保存待测．
１．２．２　ＦＴＩＲ测定　波长扫描范围为 ４０００～
５５０ｃｍ－１，扫描次数 ３２，分辨率 ２ｃｍ－１，环境温度
２５℃．在与样品测定完全相同的条件下于室温敞开
状态收集空气背景．在相同条件下测定水的红外光
谱以作差减．
１．２．３　图谱处理　采用 ＯＭＮＩＣ６．０数据处理软件
处理原谱，将水的吸收从样品光谱中减去．用
Ｐｅａｋｆｉｔ４．１２软件，在１７００～１６００ｃｍ－１（酰胺Ⅰ带）
范围内进行２点基线校正，做二阶导数谱并同时采

用 Ｇａｕｓｓ峰形进行拟合，估算出子峰的个数和位
置［９］，手动调整各子峰的峰高和半峰宽，多次拟合

使残差最小（ｒ２≥０．９９９）．对ＳＰＩ酰胺Ⅰ带进行谱带
指认，根据各峰的面积，计算出ＳＰＩ各二级结构的相
对百分含量．

２　结果与分析

２．１　热－剪切处理中ＳＰＩ体系的温度及扭矩变化
设定温度分别为３０℃和９０℃下剪切３０ｍｉｎ

过程中ＳＰＩ体系的温度与扭矩的变化如图１所示．
设定温度为３０℃时，机械处理过程中物料温度在达
到设定值后仍然缓慢升高，最后达到５６．２℃，这是
机械处理中的摩擦生热所致．设定温度为９０℃时，
温度快速达到设定值后基本维持恒定在９５．７℃．关
于扭矩的变化，图１中的第１个峰是加料时压紧物
料所致．扭矩随后缓慢降低，高、低温处理时最后扭
矩分别为４．１Ｎ·ｍ和９．４Ｎ·ｍ．高温处理过程中
的扭矩较低，这是由于较高温度时物料的黏度较

低，相同转速下扭矩也就较低．这一点也体现在输
入的机械能上，高温处理２ｍｉｎ，１５ｍｉｎ，３０ｍｉｎ时输
入的机械能分别为１１．９ｋＪ，４０．１ｋＪ，７６．６ｋＪ，而低
温时分别为１７．６ｋＪ，８０．８ｋＪ，１６０．７ｋＪ．

图１　ＳＰＩ体系热－剪切处理中温度和扭矩的变化

仔细观察发现，对于高温处理，扭矩经历初始

阶段的快速降低后有一个略为升高的过程．对于合
成高分子材料，在高温处理一定时间后会发生较大

幅度的扭矩增大或减小现象，一般认为是高分子发

生交联或降解所致．对于蛋白质这样的生物大分
子，存在发生交联的可能，但高温下蛋白分子水化

导致体积膨胀［１０］可能是主要因素．
２．２　热－机械处理ＳＰＩ的红外光谱

图２给出了ＳＰＩ原样及经过１５ｍｉｎ处理的样品
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的红外吸收光谱，各峰值对应的振动形式见表１．由
图２可见，样品在酰胺Ⅰ带（１７００～１６００ｃｍ－１）、
酰胺Ⅱ带（１６００～１５００ｃｍ－１）有较强吸收，后者的
吸收稍弱；３０００～３６００ｃｍ－１的较宽范围内出现
Ａ－ＯＨ吸收带．处理前后多数吸收峰的强度无明显
变化．例外的是，２９１７．５ｃｍ－１（—ＣＨ２中 Ｃ—Ｈ的
对称伸缩）及２８４８．３ｃｍ－１（非对称伸缩）处的吸收
峰在处理后明显减弱，且高温处理产生的影响更

大．低温机械处理２ｍｉｎ，２８４８．３ｃｍ－１峰肉眼可辨；
对其余处理，该峰皆消失．同时考虑到低温机械处
理时对物料输入的机械能较少，则可推断热效应是

影响—ＣＨ２中Ｃ—Ｈ伸缩振动的主要因素．

３２７５．１ｃｍ－１（氢键）吸收峰在处理后略向低位
漂移．２９５４．１ｃｍ－１的吸收峰向高位漂移 ４～
１７ｃｍ－１，且低温处理的漂移更多一些；２９１７．５ｃｍ－１

吸收峰向高位漂移 ２～１５ｃｍ－１．１６３１．６ｃｍ－１和
１５４２．７ｃｍ－１的峰位波数略有减小或基本不变．
１４５７．８ｃｍ－１和 １０８１．３ｃｍ－１吸收峰分别向低位
漂移 ４～５ｃｍ－１和 ２～３ｃｍ－１；１４００．２ｃｍ－１，
１３１３．０ｃｍ－１和１２４２．４ｃｍ－１的峰位基本不变．
２．３　热－剪切处理对ＳＰＩ分子二级结构的影响

对酰胺Ⅰ带进行分峰，根据各子峰与二级结构
对应关系［１５］，对本研究中ＳＰＩ酰胺Ⅰ带各子峰进行
指认，结果为：（１６１８±１．０）ｃｍ－１为β－折叠；（１６３１±

图２　ＳＰＩ及其处理样品扣除水吸收后的红外光谱
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表１　ＳＰＩ原样的吸收峰及其对应的化学结构

吸收峰
／ｃｍ－１ 对应的化学结构

３２７５．１
蛋白中Ｏ—Ｈ、Ｎ—Ｈ以及结合水中Ｏ—Ｈ基团
与氨基酸中的 Ｃ Ｏ所形成的分子内和分子间

氢键［１１］

２９５４．１ 饱和结构中ＣＨ３和ＣＨ２基团的Ｃ—Ｈ伸缩
振动［１］

２９１７．５ ＣＨ２中Ｃ—Ｈ的非对称伸缩
［１２］

２８４８．３ ＣＨ２中Ｃ—Ｈ的对称伸缩
［１２］

１６３１．６ Ｃ Ｏ伸缩振动［１３］

１５４２．７ Ｎ—Ｈ弯曲［１］

１４５７．８ Ｃ（Ｏ）—ＮＨ或Ｃ（Ｏ）—ＮＨ２中Ｃ—Ｈ变角
振动［１，１４］

１４００．２ Ｃ—ＯＨ振动［１］

１３１３．０ Ｃ—Ｏ，Ｃ—Ｏ—Ｃ振动［１４］

１２４２．４ Ｃ—Ｎ伸缩［５］

１０８１．３ 来自不同基团，如芳香环的平面外Ｃ—Ｈ弯曲、
磷脂中ＰＯ２或Ｐ—ＯＨ的伸缩

［１２］

２．０）ｃｍ－１为β－折叠；（１６４３±２．０）ｃｍ－１为无规则
卷曲；（１６５５±３．０）ｃｍ－１为 α－螺旋；（１６６９±
２．０）ｃｍ－１为β－转角；（１６８３±１．０）ｃｍ－１为β－转角．

热－机械处理导致１６５５．９ｃｍ－１处的α－螺旋
峰向高波段迁移０．６～１ｃｍ－１，无规则卷曲吸收峰
的波数略有增大，其余的基本不变．

不同热－机械处理ＳＰＩ分子各二级结构的含量
百分比见表２．由表２可见，总体来说，与原样相比，
热－机械处理引起β－折叠和无规则卷曲结构含量
升高，同时伴有 α－螺旋和 β－转角的含量降低．其
中β－折叠和β－转角的变化幅度较大，说明热－机
械处理导致 ＳＰＩ分子无规则结构增多，不同类型的
规则结构之间发生转换．有研究表明，挤压处理导
致ＳＰＩ无规则卷曲增多、α－螺旋减少，某些挤压条
件下β－折叠增多，但是β－转角含量增大［１６］，这与

本研究的结果基本一致．刘燕燕等［２］研究表明，ＳＰＩ
蛋白溶液９０℃加热３０ｍｉｎ时，α－螺旋、β－折叠含量

表２　不同热－机械处理ＳＰＩ各二级结构含量　％
不同处理 β－折叠 无规则卷曲 α－螺旋 β－转角
原样 ３０．６１ ２１．９１ ２１．１８ ２６．３１

３０℃／２ｍｉｎ ３２．２６ ２２．８０ ２０．３２ ２４．６１
３０℃／１５ｍｉｎ ３２．４２ ２２．２８ ２０．４８ ２４．８１
３０℃／３０ｍｉｎ ３２．８４ ２２．３０ ２０．２４ ２４．６２
９０℃／２ｍｉｎ ３１．７１ ２２．２８ ２０．７８ ２５．２３
９０℃／１５ｍｉｎ ３２．５５ ２２．０５ ２０．３２ ２５．０７
９０℃／３０ｍｉｎ ３２．１９ ２２．１３ ２０．６４ ２５．０３

减少，而β－转角含量增加，这与本研究的结果相
反．本研究的对象为低水分体系，且在加热的同时
进行机械处理，这些可能是造成结果差异的主要原

因．这种差异也可能说明机械效应和热效应在对
ＳＰＩ二级结构的影响上表现出不同的趋势．

相同温度不同处理时间之间，二级结构的含量

变化不大．高温处理导致 β－折叠升高、β－转角降
低的幅度比低温处理的略小．高温处理时热效应更
为显著，但此时物料的黏度低（参见图１），使得输入
的机械能减少，相应机械效应引起的二级结构变化

减弱．为此，考察了单位机械能耗（ＳＭＥ）与ＳＰＩ二级
结构变化之间的关系，结果见图３．由图３可见，不
同温度处理的样品，其二级结构含量基本各自在一

条趋势线上，说明对于低水分ＳＰＩ体系，在进行热－
机械处理时，ＳＭＥ是影响其二级结构变化的主要原
因．ＳＭＥ＞４００ｋＪ／ｋｇ时，二级结构不再发生变化，说
明机械作用对 ＳＰＩ二级结构的影响也有一定的
限度．

图３　ＳＰＩ分子二级结构含量与单位机械能耗的关系

３　结论

本文采用转矩流仪研究了不同温度、时间下对

含水６０％的 ＳＰＩ红外光谱特性的变化，结果表明：
２９１７．５ｃｍ－１和２８４８．３ｃｍ－１吸收峰对热 －机械作
用最敏感，经处理后明显减弱或消失．热 －机械处
理导致ＳＰＩ中２９５４．１ｃｍ－１和２９１７．５ｃｍ－１吸收峰
向高位漂移．

热－机械处理导致 ＳＰＩ分子无规则结构增多，
不同类型的规则结构之间发生转换，表现为 α－螺
旋和β－转角含量降低、β－折叠含量增多．对于低
水分ＳＰＩ体系，热 －剪切处理中的机械作用可能是
引起蛋白质二级结构变化的主要原因．
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