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［摘要］ 采用碱溶酸沉的方法提取南极磷虾分离蛋白 （ｋｒｉｌｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓｏｌａｔｅ， ＫＰＩ）， 通过喷雾干燥和冷冻

干燥的方式制备南极磷虾分离蛋白粉， 并对这两种分离蛋白粉的结构及功能特性进行比较分析。 结果表明：
与冷冻干燥南极磷虾分离蛋白 （ ｆｒｅｅｚｅ⁃ｄｒｉｅｄ ｋｒｉｌｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓｏｌａｔｅ， ＦＫＰＩ） 相比， 喷雾干燥南极磷虾分离蛋白

（ｓｐｒａｙ⁃ｄｒｉｅｄ ｋｒｉｌｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓｏｌａｔｅ， ＳＫＰＩ） 明度大， 色泽较好； 扫描电子显微镜结果显示， ＳＫＰＩ 呈现出向内凹

陷的不规则球状结构， 而 ＦＫＰＩ 为薄层片状结构， ＳＫＰＩ 的堆积密度高于 ＦＫＰＩ； 圆二色谱进一步表明， 与

ＫＰＩ 相比， ＳＫＰＩ 和 ＦＫＰＩ 均呈现 α⁃螺旋含量下降、 β⁃转角含量增加的趋势， 其中， ＳＫＰＩ 的 α⁃螺旋含量下降

２７􀆰 ９％ ， β⁃转角含量增加 １２􀆰 ２％ ， 表明喷雾干燥后蛋白质的二级结构均从有规则的结构向无规则的结构转

化； ＳＫＰＩ 持水力、 持油力、 乳化稳定性和起泡性等均高于 ＦＫＰＩ， 而 ＳＫＰＩ 的溶解性、 乳化性却比 ＦＫＰＩ 的

差。 可见， 不同的干燥方式会改变南极磷虾分离蛋白的结构特性， 并进一步影响其功能特性。
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０　 引言
南极磷虾 （Ｅｕｐｈａｕｓｉａ ｓｕｐｅｒｂａ） 属于磷虾目磷虾科， 主要集中于南冰洋的南极洲水域， 是南极海

域里特有的水产品。 南极磷虾生物量巨大， 约为 ４ ～ １５􀆰 ５ 亿 ｔ， 仅以南极磷虾作为饵料就能够满足南

极生态系统中鲸鱼、 海豹、 企鹅等的生存和繁衍需要［１］ 。 南极磷虾含有干基 ６０％ 以上的蛋白质， 具

有 ８ 种人体必需氨基酸， 且含量均衡， 是一种优质的蛋白质来源。 此外， 磷虾还含有丰富的矿物质、
虾青素、 多不饱和脂肪酸等活性物质［２］ ， 被誉为人类的未来理想食物。 然而， 南极磷虾的氟含量极

高， 高达 ０􀆰 ３６ ｍｇ ／ ｇ， 而成人每日氟的可摄入量仅为 ３ ～ ５ ｍｇ， 食用未经一定处理的南极磷虾极易引

发氟中毒［３］ 。 南极磷虾中的氟主要存在于甲壳上， 但由于体内存在高活性的蛋白酶， 磷虾死后甲壳

中的氟极易溶解到肌肉中， 极大限制了磷虾在食品中的开发与应用。 针对这一问题， 国内外学者相继

开发了一种基于蛋白质等电点沉淀的磷虾分离蛋白制备方法［４ － ５］ ， 通过调节料液 ｐＨ 值， 达到远离蛋

白质等电点的极酸或极碱条件， 将蛋白质溶出， 离心去除甲壳， 而后再将 ｐＨ 值调至等电点使蛋白质

沉淀， 最后得到低氟含量的沉淀蛋白， 即为分离蛋白， 这是一类脱除油脂和碳水化合物的蛋白质［６］ 。
该分离技术最初广泛应用于大豆蛋白质的分离［７］ ， 近年来逐渐应用于水产蛋白质的提取［８ － ９］ 。 采用碱

溶酸沉法提取的分离蛋白， 不仅具有乳化性、 水合性、 吸油性、 凝胶性、 发泡性及结膜性等功能特

性［１０］ ， 而且蛋白质提取回收率高。 Ｃｈｅｎ 等［１１］的研究表明， 使用碱溶酸沉法从南极磷虾中回收蛋白质

的得率可达 ４５％ ～ ５０％ 。
由于海上运输的不便， 以及南极磷虾中含有的丰富内源酶， 南极磷虾通常会被干燥成粉末或冻结

成南极磷虾砖以便运输和储存。 食品加工中处理液态物料常见的干燥方式包括真空冷冻干燥和喷雾干

燥［１２］ 。 一般而言， 真空冷冻干燥前后食品品质不会发生较大改变， 但能耗高， 干燥时间长， 因此成

本也比较高［１３］ 。 喷雾干燥成本则相对较低， 可以快速得到粉末产品， 减少了预冻、 粉碎等工序， 但

干燥温度高， 产品中的营养物质易流失， 表面易发生褐变， 影响产品品质［１４］ 。 因此， 本研究选取南

极磷虾为原料， 采用碱溶酸沉的方法制备南极磷虾分离蛋白 （ｋｒｉｌｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓｏｌａｔｅ， ＫＰＩ）， 分别采用真

空冷冻干燥和喷雾干燥 ２ 种方式对蛋白质进行干燥， 通过测定乳化性、 起泡性、 微观结构、 溶解度、
电位粒径、 内源荧光、 二级结构等指标， 比较 ２ 种干燥方式对 ＫＰＩ 结构和功能特性的影响， 为南极磷

虾在食品领域的应用提供理论参考。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 材料、 试剂与仪器

南极磷虾购于福建正冠渔业开发有限公司。

·２１２·
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８⁃苯胺⁃１⁃萘磺酸 （ ８⁃ａｎｉｌｉｎｏ⁃１⁃ｎａｐｈｔｈａｌｅｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃ ａｃｉｄ， ＡＮＳ ） 购于美国 Ｓｉｇｍａ 公司； 溴化钾

（ＫＢｒ） 为光谱纯； 盐酸、 氢氧化钠、 十二烷基硫酸钠 （ＳＤＳ）、 磷酸氢二钠及磷酸二氢钠等均为国产

分析纯。
ＰＴ⁃２５００ Ｅ 型组织捣碎机 （瑞士 Ｋｉｎｅｍａｔｉｃａ 公司）； ＮＲ ６０ ＣＰ 型色差仪 （中国深圳三恩时科技有

限公司）； Ｎａｎｏ ＺＳ９０ Ｚｅｔａ 型电位仪 （美国 Ｍａｌｌｖｅｒｎ 公司）； Ａｖａｎｔｉ Ｊ⁃２６ 型大型高速冷冻离心机 （美国

Ｂｅｃｋｍａｎ 公司）； Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５４１７Ｒ 型台式高速离心机 （德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）； ３１００ ／ Ｆ 型酸度计 （美

国奥豪斯公司）； Ａｌｐｈａ １⁃４ ＬＤｐｌｕｓ 型冷冻干燥机 （德国 Ｃｈｒｉｓｔ 公司）； ＦＰ⁃８２００ 型荧光分光光度计

（日本 Ｊａｓｃｏ 公司）； Ｃｈｉｒａｓｃａｎ 型圆二色光谱仪 （英国 Ｐｈｏｔｏｐｈｙｓｉｃｓ Ｌｉｄ 公司）； Ｐｈｅｎｏｍ Ｐｒｏ 型扫描电子

显微镜 （荷兰 Ｐｈｅｎｏｍ⁃Ｗｏｒｌｄ 公司）。
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＫＰＩ 的制备

称取一定量的南极磷虾， 加入 ４ 倍体积的蒸馏水进行组织捣碎， 缓慢调节匀浆液 ｐＨ 值至 １１􀆰 ５，
在 ４ ℃下搅拌 ３０ ｍｉｎ， ８ ０００ｇ 离心 １０ ｍｉｎ， 收集上清液， 调节 ｐＨ 值至 ４􀆰 ５， ８ ０００ｇ 离心 １０ ｍｉｎ， 收

集沉淀， 即为 ＫＰＩ。 加水复溶后将 ｐＨ 值调节至 ７􀆰 ０， 置于 ４ ℃环境下匀浆过夜后贮存备用。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＫＰＩ 的干燥

ＫＰＩ 分别采用冷冻干燥及喷雾干燥处理， 得到冷冻干燥南极磷虾分离蛋白 （ ｆｒｅｅｚｅ⁃ｄｒｉｅｄ ｋｒｉｌｌ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ ｉｓｏｌａｔｅ， ＦＫＰＩ） 及喷雾干燥南极磷虾分离蛋白 （ ｓｐｒａｙ⁃ｄｒｉｅｄ ｋｒｉｌｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓｏｌａｔｅ， ＳＫＰＩ）。 喷雾干燥

工艺参数： 进风温度为 １８０ ℃ ， 出风温度为 ９５ ℃ ， 蠕动速度为 ８ ｒ ／ ｍｉｎ， 风机设定为 ４０。 真空冷冻干

燥工艺参数： － ７０ ℃预冻过夜； 温度为 － ４５ ℃ ， 真空度为 ０􀆰 ６３ ＭＰａ。
１􀆰 ２􀆰 ３　 蛋白质含量的测定

采用凯氏定氮法 （ＧＢ ５００９􀆰 ５—２０１６） 测定分离蛋白中的蛋白质含量。
１􀆰 ２􀆰 ４　 色差的测定

色差通常用白度来表示， 白度的测定参考王瑜［１５］ 的方法。 将色差仪置于室温下校准完成后， 铺

平适量的蛋白粉样品， 使被测样品和色差仪的测试口紧密贴合， 同时保持稳定并且不漏光， 按下测试

键， 测定亮度 （Ｌ∗）、 红度 （ａ∗） 和黄度 （ｂ∗） ３ 个色度值， 每个样品平行测定 ３ 次。 白度的计算

公式为： Ｗ ＝ １００ －
　

（１００ － Ｌ∗） ２ ＋ ａ∗２ ＋ ｂ∗２ 。
１􀆰 ２􀆰 ５　 扫描电子显微镜 （ＳＥＭ）

微观结构的测定参考付露莹等［１６］的方法。 将蛋白质粉固定在粘贴导电胶的进样台上， 喷金后在

５ ｋＶ 的加速电压下拍照。
１􀆰 ２􀆰 ６　 堆积密度的测定

堆积密度的测定参考刘岩龙等［１７］的方法， 并做适当修改。 取容量为 ２ ｍＬ 的离心管记录其初始质

量为 ｍ１ ， 取适量蛋白质粉使其体积读数在 １ ｍＬ 刻度线处， 再次测定其总质量为 ｍ２ 。 堆积密度的计

算公式为： 堆积密度 ／ （ｇ·ｍＬ －１ ） ＝ （ｍ２ － ｍ１ ） ／ Ｖ 。
１􀆰 ２􀆰 ７　 ＫＰＩ 溶液的配制

将 ＦＫＰＩ 和 ＳＫＰＩ 样品分别用 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ （ｐＨ ＝ ７􀆰 ５） 溶解， 配制成 ０􀆰 １ ｇ ／ Ｌ 和质量分数为 １％
的蛋白质溶液。
１􀆰 ２􀆰 ８　 溶解度的测定

溶解度的测定参考 Ｌａｔｏｒｒｅｓ 等［１８］ 的方法， 并做适当修改。 将 ０􀆰 １ ｇ ／ Ｌ 的 ＫＰＩ 溶液调整到不同 ｐＨ
值， 在 ４ ℃下充分溶解， ８ ０００ｇ 离心 １０ ｍｉｎ 后取上清液。 全蛋白含量用可溶化液 （２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ，
质量分数 ２％ ＳＤＳ， ８ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素， ｐＨ ＝ ７􀆰 ５） 充分溶解后的样品中所含蛋白质含量表示， 采用 Ｌｏｒｒｙ
法测定蛋白质含量。 溶解度的计算公式为： 溶解度 ／ ％ ＝ （上清液中蛋白质含量 ／ 全蛋白含量） × １００。

·３１２·
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１􀆰 ２􀆰 ９　 粒径与电位的测定

粒径和电位的测定参考 Ｔｏｓｈｉｙｕｋｉ 等［１９］的方法， 并做适当修改。 吸取 １ ｍＬ ０􀆰 １ ｇ ／ Ｌ 的 ＫＰＩ 样品于

可抛式比色皿中， 控制环境温度为 ２５ ℃ ， 检测角为 ９０°， 采用 Ｎａｎｏ ＺＳ９０ Ｚｅｔａ 电位仪进行测定。
１􀆰 ２􀆰 １０　 圆二色谱的测定

圆二色谱的测定参考 Ｃｈｅｎ 等［２０］的方法， 并做适当修改。 采用圆二色谱法对 ０􀆰 １ ｇ ／ Ｌ ＫＰＩ 进行静

态扫描分析， 操作参数： 波长范围为 １９０ ～ ２８０ ｎｍ， 扫描速度为 １０ ｎｍ ／ ｍｉｎ， 带宽为 １ ｎｍ， 扫描时间

为 ０􀆰 ５ ｓ， 以 ＰＢＳ 作为空白对照。
１􀆰 ２􀆰 １１　 表面疏水性的测定

表面疏水性的测定参照 Ｃｈｅｎ 等［２０］ 的方法， 并做适当修改。 用 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ （ ｐＨ ＝ ７􀆰 ５） 将

ＫＰＩ 调整至不同的质量浓度 （０􀆰 ００２ ５ ～ ０􀆰 ０１０ ０ ｇ ／ Ｌ）， 向溶液中分别加入 ＡＮＳ， 振荡混匀， 避光反应

３０ ｍｉｎ。 参数设置： 激发波长为 ３９０ ｎｍ， 发射波长为 ４７０ ｎｍ， 狭缝宽度为 １０ ｎｍ， 以 ＰＢＳ 作为空白

对照。
１􀆰 ２􀆰 １２　 内源荧光的测定

内源荧光的测定参考 Ｗａｎｇ 等［２１］的方法， 并做适当修改。 使用 ０􀆰 １ ｇ ／ Ｌ 的 ＫＰＩ 进行测定， 参数设

置： 激发波长为 ２９５ ｎｍ， 发射波长为 ３００ ～ ５００ ｎｍ， 狭缝宽度为 ５ ｎｍ， 扫描间隔为 ０􀆰 ５ ｎｍ， 扫描速

率为 １００ ｎｍ ／ ｍｉｎ。
１􀆰 ２􀆰 １３　 接触角的测定

接触角的测定参照 Ｌｉ 等［２２］的方法。 将质量分数为 １％ ＫＰＩ 溶液滴在特制的硅化玻璃表面， 室温

下自然干燥 ２４ ｈ 后， 用接触角仪进行测量。 参数设置： ５ μＬ 水滴体积和介质滴定速率， 记录 ０ ～ ６０ ｓ
的接触角， 每个样品的测量至少重复 ３ 次。
１􀆰 ２􀆰 １４　 持水力和持油力的测定

持水力和持油力的测定参考李明娟等［２３］的方法， 并做适当修改。 在离心管中称取 ０􀆰 １ ｇ 的蛋白质

粉， 总质量记为 ｍ１ 。 加入 １ ｍＬ 的蒸馏水 （或食用油）， 混匀后室温静置 １ ｈ， ８０００ｇ 离心 ３０ ｍｉｎ 后去

除水 （或油） 层， 称量离心管总质量记为 ｍ２ 。 持水 （或油） 力的计算公式为： 持水（或油） 力 ／
（ｇ·ｇ －１ ） ＝ （ｍ２ － ｍ１ ） ／ ｍ１ 。
１􀆰 ２􀆰 １５　 乳化性的测定

乳化性指数 （ｅｍｕｌｓｉｆｙｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｉｎｄｅｘ， ＥＡＩ） 和乳化稳定性指数 （ｅｍｕｌｓｉｆｙｉｎｇ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｉｎｄｅｘ， ＥＳＩ）
的测定参照 Ｌａｔｏｒｒｅｓ 等［１８］的方法， 并做适当修改。 在 １５ ｍＬ 质量分数为 １％ ＫＰＩ 溶液中加入 ５ ｍＬ 大

豆油并混匀， ２０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 均质 １ ｍｉｎ。 分别在 ０、 １５ ｍｉｎ 时从底部吸取 ５０ μＬ 溶液， 加入 ４􀆰 ９５ ｍＬ 质

量分数为 ０􀆰 １％ ＳＤＳ 溶液， 振荡均匀， 测定其在 ５００ ｎｍ 波长处的吸光度值。 ＥＡＩ、 ＥＳＩ 的计算公式

为： ＥＡＩ ／ （ｍ２ ·ｇ －１ ） ＝ （２ × ２􀆰 ３０３ × Ａ０ × ＤＦ） ／ （ρ × φ × １０ ０００） ， ＥＳＩ ／ ｍｉｎ ＝ （Ａ０ × Δｔ） ／ （Ａ０ － Ａ１５ ） 。
其中： Ａ０和 Ａ１５分别表示均质 ０、 １５ ｍｉｎ 的吸光度值； ＤＦ 表示稀释倍数 （１００）； ρ 表示蛋白质质量浓

度 （ｇ ／ ｍＬ）； φ 表示乳液中油的体积分数 （０􀆰 ２５）； Δｔ 表示取样间隔时间 （１５ ｍｉｎ）。
１􀆰 ２􀆰 １６　 起泡性的测定

起泡性 （ｆｏａｍｉｎｇ ｃａｐａｃｉｔｙ， ＦＣ） 和起泡稳定性 （ｆｏａｍｉｎｇ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ， ＦＳ） 的测定参照 Ｌａｔｏｒｒｅｓ 等［１８］

的方法， 并做适当修改。 将 １５ ｍＬ 质量分数为 １％ ＫＰＩ 溶液在 １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 条件下均质 １ ｍｉｎ， 分别记

录均质前、 均质 １ ｍｉｎ 及均质静置 １５ ｍｉｎ 的溶液和泡沫总高度。 ＦＣ、 ＦＳ 的计算公式为： ＦＣ ／ ％ ＝
［（Ｈ２ － Ｈ１ ） ／ Ｈ１ ］ × １００ ， ＦＳ ／ ％ ＝ ［（Ｈ３ － Ｈ１ ） ／ （Ｈ２ － Ｈ１ ）］ × １００ 。 其中： Ｈ１ 、 Ｈ２和 Ｈ３分别为均质

前、 中、 后溶液泡沫总高度。
１􀆰 ３　 数据统计与分析

每组数据均进行 ３ 次平行测量。 采用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｏｆｆｉｃｅ Ｅｘｃｅｌ ２０１９ 和 ＳＰＳＳ１９􀆰 ０ 对数据进行计算及统

计分析， 采用 Ｄｕｎｃａｎ 多重检验法对各指标的显著性进行分析。

·４１２·
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２　 结果与分析
２􀆰 １　 蛋白质含量

２ 种不同干燥方式制备的南极磷虾分离蛋白的蛋白质含量中， ＦＫＰＩ 和 ＳＫＰＩ 的蛋白质质量分数分

别为 （７７􀆰 ５１ ± ２􀆰 ５４）％ 和 （８１􀆰 ９８ ± １􀆰 ２３）％ ， ＳＫＰＩ 的蛋白质含量高于 ＦＫＰＩ。 Ｌｉｎ 等［２４］采用碱溶解⁃等
电沉淀法提取南极磷虾蛋白质， 并经过磷酸化处理和干燥后得到蛋白质粉， 测得喷雾干燥样品中蛋白

质质量分数为 ７８􀆰 ８１％ ， 冷冻干燥样品中蛋白质质量分数为 ７８􀆰 ４７％ ， 与本实验结果相近。 孙乐常

等［９］采用碱溶酸沉法提取蓝圆鲹分离蛋白， 测定其蛋白质质量分数为 ８７􀆰 １％ 。 陈晓婷等［２５］ 测定蓝圆

鲹肌肉中蛋白质质量分数为 ７９􀆰 ５２％ 。 对比发现， ＫＰＩ 中的蛋白质含量与鱼肉中蛋白质含量接近， 具

有较高的研究利用价值。
２􀆰 ２　 色差

干燥方式不同， 获得的 ＫＰＩ 外观也明显不同。 如图 １ 所示， ＦＫＰＩ 呈松散的红色片状， 而 ＳＫＰＩ 为

细腻的亮黄色粉末。 表 １ 给出了不同干燥方式的 ＫＰＩ 色差结果， 由表 １ 可见， 与 ＦＫＰＩ 相比， ＳＫＰＩ 具

有较高的 Ｌ∗值 （４２􀆰 ９７ ± ０􀆰 ３３）、 ｂ∗值 （１１􀆰 １８ ± ０􀆰 １９） 和 Ｗ 值 （４１􀆰 ８１ ± ０􀆰 ３７）， 表明其亮度较高，
色泽较好； 而 ＦＫＰＩ 偏红， 与南极磷虾自身的颜色相近。 这可能是因为冷冻干燥过程中， 较低的温度

极大降低了氧化褐变和非酶褐变反应， 色泽损失小［２６］ 。 而利用喷雾干燥法生产蛋白质粉， 干燥速度

快， 蛋白质受热时间短， 制备的 ＳＫＰＩ 粉末更亮、 更白。

图 1 不同干燥方式干燥 KPI 样品
Fig.1 KPI samples with different drying methods

a） FKPI b） SKPI

表 １　 不同干燥方式 ＫＰＩ 的色差比较

Ｔａｂ． １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｏｌｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｆ ＫＰＩ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｒｙｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ

蛋白质类型 Ｌ∗ ａ∗ ｂ∗ Ｗ

ＦＫＰＩ ３２． ８０ ± ０． ５４ｂ ７． ２３ ± ０． ３３ａ ７． ７４ ± ０． ２３ｂ ３１． ９７ ± ０． ５３ｂ

ＳＫＰＩ ４２． ９７ ± ０． ３３ａ ２． ９１ ± ０． ３６ｂ １１． １８ ± ０． １９ａ ４１． ８７ ± ０． ３７ｂ

　 　 　 　 　 说明： 不同字母上标表示色差差异显著 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。

２􀆰 ３　 ＳＥＭ
图 ２ 为不同干燥方式 ＫＰＩ 蛋白粉在 １ ０００ 倍的条件下观察到的微观结构。 结果显示， 图 ２ｂ 的 ＳＫＰＩ

呈现出表面光滑、 大小不一、 向内凹陷的球状结构， 而图 ２ａ 的 ＦＫＰＩ 形成表面较为光滑的大片状结

构。 这可能是因为在喷雾干燥过程中， 样品通过进样器与高温空气接触， 水分快速蒸发， 液滴收缩，
形成表面光滑的球状结构； 而冷冻干燥过程中的低温及水分升华促使溶质聚合成片状结构［２７］ 。

·５１２·
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图 2 不同干燥方式 KPI 的 SEM
Fig.2 SEM of KPI with different drying methods

a） FKPI b） SKPI

２􀆰 ４ 　 堆积密度

图 3 不同干燥方式 KPI 的堆积密度
Fig.3 Packing density of KPI with

different drying methods
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由图 ３ 可知， ＳＫＰＩ 的堆积密度显著高于 ＦＫＰＩ。 研究表

明， 粒径越大、 结构越疏松的物质堆积密度越小［２８］ ， 因此，
堆积密度较小的 ＦＫＰＩ 结构更为疏松。 对同一种物料而言， 堆

积密度的大小和干燥过程中物料骨架中空气占比呈反比， 空

气占比越大， 堆积密度越小［２９］ 。 在冷冻干燥过程中， 冰晶升

华， 水分挥发， 体积仅发生小面积收缩［３０］ ， 物料呈多孔状结

构， 堆积时会产生空隙， 故堆积密度小； 而喷雾干燥利用瞬

时高温， 将雾化后的蛋白质液滴通过热交换的方式蒸发掉水

分， 物料部分塌陷， 体积明显收缩， 呈现更为干燥的小粒径

粉状， 堆积密度相对较高。
２􀆰 ５　 溶解度、 粒径与电位

如图 ４ａ 所示， 分离蛋白在不同 ｐＨ 值条件下的溶解度不同， 其中， ＦＫＰＩ 的溶解度比 ＳＫＰＩ 的高，
但 ２ 种干燥方式下获得的 ＫＰＩ 溶解度变化趋势是一致的， 二者都在 ｐＨ ＝ ４􀆰 ０ 时溶解度最小； 随着 ｐＨ
值的增加， 溶解度也逐渐增加。 ＫＰＩ 的等电点接近 ４􀆰 ０， 此时， 分散体系的净电荷最小， 溶液中静电

斥力降低， 蛋白质容易发生聚集沉淀导致溶解度降低； 远离等电点时， 净电荷和静电斥力增加， 溶解

度升高［３１ － ３２］ 。 与 ＳＫＰＩ 相比， ＦＫＰＩ 溶解度更高， 这可能是由于喷雾干燥过程中， 蛋白质的处理温度

较高， 最初被埋藏在分子内部的带电残基暴露出来， 蛋白质变性展开， 且喷雾干燥促使蛋白质表面形

成一层高抗湿薄膜［３３］ ， 水分子难以进入蛋白质分子内部， 造成 ＳＫＰＩ 的溶解性较差。 此外， 有学者认

为， 在冷冻干燥条件下， 蛋白质中的水分由冻结状态升华为水汽， 使蛋白质能够维持原来的结构， 蛋

白质损失程度较低， 能够更好地和水形成氢键作用， 增加溶解度［３４］ 。
不同干燥方式的 ＫＰＩ 的粒径结果如图 ４ｂ 所示， 可见， ＦＫＰＩ 和 ＳＫＰＩ 的粒径均呈现双峰的分布，

且 ＳＫＰＩ 表现出更低的粒径。 分散系数 （ ｐｏｌｙｍｅｒ ｄｉｓｐｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ， ＰＤＩ） 表示颗粒在溶液中的均匀程

度， ＰＤＩ 越小， 溶液越均匀。 ＳＫＰＩ 的 ＰＤＩ 显著低于 ＦＫＰＩ， 表明 ＳＫＰＩ 在溶液中的均匀程度更高。 这可

能是因为在冻干过程中， 蛋白质冻结成大小不一的固体骨架， 水分升华后， 蛋白质固体骨架保持原有

的形态， 因此颗粒粒径分布相对不均匀。
Ｚｅｔａ 电位是表征分散体系稳定性的重要指标， Ｚｅｔａ 电位绝对值越高， 颗粒间的静电斥力越大， 蛋

白质溶液越稳定。 水相中颗粒分散稳定性的分界值在 ３０ ｍＡ 左右［３５］ 。 如图 ４ｃ 所示， ＦＫＰＩ 的 Ｚｅｔａ 电

位绝对值显著高于 ＳＫＰＩ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 说明冷冻干燥后， 表面所带的负电荷增加， 更多同性电荷的排

斥使蛋白质溶液的分散稳定性较高， 蛋白质聚集减少， 溶解度增大［３６］ 。

·６１２·
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图 4 不同干燥方式下 KPI 的溶解度、 粒径和 Zeta 电位
Fig.4 Solubility, particle size and Zeta potential of KPI with different drying methods

a) 溶解度 b) 粒径 c) Zeta 电位
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２􀆰 ６　 圆二色谱

圆二色谱已被广泛应用于分析蛋白质的二级结构。 图 ５ 给出了干燥前后南极磷虾分离蛋白的圆二

光谱。 由图 ５ 可见， ＦＫＰＩ、 ＳＫＰＩ 和 ＫＰＩ 均显示出典型的 α⁃螺旋特征峰， 即在接近 １９６ ｎｍ 处有一个正

峰， 在 ２０８、 ２２２ ｎｍ 处有 ２ 个负峰［３７］ 。 干燥过程中的一些物理条件 （喷雾干燥过程中的雾化、 瞬时

高温， 以及冷冻干燥过程中的冻结、 升华） 会改变蛋白质构象， 影响蛋白质分子的二级结构［３８］ 。
表 ２ 显示， 相比于 ＫＰＩ， ＳＫＰＩ 的 α⁃螺旋占比减少了 ２８􀆰 ８％ ， β⁃折叠、 β⁃转角和无规则卷曲的占比

均有所增加， β⁃折叠的占比由 ０ 增加至 １６􀆰 ２％ 。 α⁃螺旋反映出蛋白质分子结构的有序性， β⁃折叠、 β⁃
转角和无规则卷曲代表分子的灵活松散性。 这表明， 在喷雾干燥过程中， 较高的处理温度影响了 ＳＫＰＩ
蛋白质分子的理化及功能特性， 使其结构更加松散和无序。 与 ＫＰＩ 相比， ＦＫＰＩ 的 α⁃螺旋占比仅下降

了 １􀆰 ３％ ， 说明低温环境较好地保留了蛋白质的结构。 黄艳玲等［３９］ 对不同喷雾温度条件下生物解离

浓缩蛋白粉中蛋白质二级结构含量的比较发现， 在温度为 １８０ ℃时， α⁃螺旋结构中的氨基与生物解离浓

缩蛋白粉中的还原性羰基发生美拉德反应， α⁃螺旋结构的含量最少， 无规则卷曲结构含量最多， 表明较

高温度条件下生物解离浓缩蛋白颗粒所含蛋白质的结构变得更加松散， 最终使蛋白质结构发生变化。

图 5 不同干燥方式 KPI 的圆二色谱图
Fig.5 Circular dichroism chromatograms of KPI

with different drying methods
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表 ２　 不同干燥方式 ＫＰＩ 的二级结构含量

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＫＰＩ
ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｒｙｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ

单位： ％

蛋白质类型 β⁃折叠 无规则卷曲 α⁃螺旋 β⁃转角

　 ＦＫＰＩ ０ ０ ９６． ４ ３． ６

　 ＳＫＰＩ １６． ２ ０． ４ ６８． ９ １４． ５

　 ＫＰＩ ０ ０ ９７． ７ ２． ３

２􀆰 ７　 表面疏水性与内源性荧光

ＡＮＳ 疏水性探针与蛋白质分子暴露出的疏水区域结合， 通过荧光强度的变化来表征蛋白质分子

的变形程度［４０］ 。 如图 ６ａ 所示， 与 ＦＫＰＩ 相比， ＳＫＰＩ 的表面疏水性更大。 这可能是由于喷雾干燥的温

度较高， 破坏了分子内部的疏水相互作用， 蛋白质间分子链展开， 内部的疏水性基团暴露， 因此表面

疏水性增加［４１］ 。
蛋白质内源性色氨酸荧光对周边环境的极性十分敏感， 因此被广泛用于检测蛋白质三级结构的变

化［４２］ 。 图 ６ｂ 是 ＫＰＩ 的内源荧光结果， 可以看出， 与 ＦＫＰＩ 相比， ＳＫＰＩ 的内源荧光较低。 这可能是因

为在喷雾干燥过程中， 瞬时高温使得蛋白质结构遭到破坏， 蛋白质部分或完全展开， 暴露于亲水环境

中， 增强了所属微环境的极性， 进而发生了荧光淬灭的现象， 导致荧光强度降低［４３］ ； 而在冷冻干燥

·７１２·
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过程中， 水分升华， 蛋白质原有的排列骨架较好地保留， 样品内部结构疏松分散， 暴露出的氨基酸残

基在激发模式下发出荧光。

图 6 不同干燥方式 KPI 的表面疏水性和内源荧光
Fig.6 Surface hydrophobicity and endogenous fluorescence of KPI with different drying methods

a）表面疏水性 b）内源荧光
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２􀆰 ８　 接触角

接触角大小是评价粉体润湿性的常用指标。 当样品的接触角小于 ９０°时， 其亲水性较强， 反之则

疏水性较强。 如图 ７ 所示， ＦＫＰＩ 的接触角为 ３９􀆰 ０１°， ＳＫＰＩ 的接触角为 ５０􀆰 ８３°， ＦＫＰＩ 的接触角值显

著低于 ＳＫＰＩ， 说明其具有较好的润湿性。 这可能和干燥后样品的微观结构有关， ＳＫＰＩ 表面光滑， 呈

非对称的球形结构， 且粉体直径较小， 喷雾干燥后蛋白质表面形成一层高抗湿薄膜［３３］ ， 水分子通过

水化作用才能渗透进蛋白质分子内部， 而 ＦＫＰＩ 呈现出薄层片状结构， 更有利于水分在其中流动。 另

一方面， 喷雾干燥过程温度较高， 蛋白质结构遭到改变甚至破坏， 从而使疏水基团暴露， 疏水性增

强， 溶解度降低， 该结果与上述表面疏水性的结果一致。
２􀆰 ９　 持水力和持油力

持水力、 持油力表征的是蛋白质与水、 脂肪的结合能力。 如图 ８ 所示， ＳＫＰＩ 的持水力在 ３􀆰 ０ ｇ ／ ｇ
左右， 显著高于 ＦＫＰＩ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 其原因可能是， 在喷雾干燥过程中， 雾化后的蛋白质样品与高温

空气接触， 水分快速蒸发， 制备的蛋白质粉水分含量较低， 当其与水接触时， 蛋白质⁃水相互作用程

度更高， 与水分子结合程度更大， 导致 ＳＫＰＩ 的持水力更佳。 另一方面， 二者的持油力刚好相反，
ＦＫＰＩ 的持油力显著高于 ＳＫＰＩ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 推测可能是因为 ＦＫＰＩ 的结构疏松多孔， 有利于油脂进入

蛋白质分子内， 同时油脂的烃基侧链与蛋白质的非极性侧链相结合， 导致 ＦＫＰＩ 的持油力较高［１５］ 。
Ｊｏｓｈｉ 等［４４］发现冷冻干燥扁豆分离蛋白质粉疏松的内部环境， 增加了与油接触时的有效面积， 对蛋白

质的持油力有积极作用。

图 7 不同干燥方式 KPI 的接触角
Fig.7 Contact angle of KPI with

different drying methods

图 8 不同干燥方式 KPI 的持水力和持油力
Fig.8 Water and oil holding capacity of KPI with

different drying methods
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２􀆰 １０　 乳化性

乳化性是蛋白质将水和油结合在一起形成乳状液的能力， 而乳化稳定性是在一定时间内蛋白

质维持油⁃水界面稳定， 使其不受破坏的能力［４５］ 。 如图 ９ 所示， ＦＫＰＩ 的乳化性高于 ＳＫＰＩ， 推测可

能是因为 ＦＫＰＩ 的 Ｚｅｔａ 电位绝对值较高， 分子间排斥力的增加大大阻碍了蛋白质聚集， 使分子灵活

性更高， 促进蛋白质在油⁃水界面的吸附［３２］ 。 蛋白质的乳化性可能还受到自身构象的影响， 喷雾干

燥过程中的高温处理使蛋白质构象发生转变， 失去了部分生理活性， 导致乳化性较差。 孔慧广

等［４６］ 也发现， 喷雾干燥的高温使得亚麻籽分离蛋白非极性基团增加， 改变了蛋白质表面亲水疏水

基团的分布， 巯基的暴露和二硫键的形成降低了分子的柔性， 对蛋白质形成乳状液的能力产生了

负面的影响。 ＦＫＰＩ 的乳化稳定性低于 ＳＫＰＩ， 这可能与 ＳＫＰＩ 更不规则的空间结构有关， 喷雾干燥

的高温处理后， 更多疏水基团的暴露对乳化液起到了稳定作用［４７］ ， 增加其双亲性， 界面吸附膜更

加稳固。
２􀆰 １１　 起泡性

起泡性是蛋白质溶解在水中， 在气⁃液界面形成薄膜， 降低气⁃液界面的表面张力从而帮助形成

气泡的能力， 而起泡稳定性是蛋白质使所产生的泡沫稳定存在的能力［４８］ 。 图 １０ 为不同干燥方式

ＫＰＩ 的起泡性和起泡稳定性， 可见， ＳＫＰＩ 的起泡性和起泡稳定性均显著高于 ＦＫＰＩ。 造成此种现象

的原因可能是， 喷雾干燥的高温使 ＳＫＰＩ 的结构展开， 展开的蛋白质分子间彼此作用形成更加稳定

的网络结构， 提高了其吸附到空气⁃水界面的能力， 并在起泡过程中降低表面张力， 因此 ＳＫＰＩ 的起

泡性更高［４７］ 。 ＦＫＰＩ 较高的溶解度增加了蛋白质的黏度， 促进界面处形成多层黏性蛋白， 对气泡的

起泡性和气泡稳定性产生负面影响。 还有一种可能是 ＳＫＰＩ 的溶解度较低， 具有较高的表面疏水

性， 增加了气⁃液界面的表面黏度， 泡沫不易破裂和结合， 进而泡沫稳定性也更高［４９］ 。

图 10 不同干燥方式 KPI 的起泡性和起泡稳定性
Fig.10 Foaming properties and foaming stability of

KPI with different drying methods

图 9 不同干燥方式 KPI 的乳化性和乳化稳定性
Fig.9 Emulsification and stability of KPI with

different drying methods
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３　 结论
本文探究了喷雾干燥和真空冷冻干燥 ２ 种干燥方式对 ＫＰＩ 的结构及功能特性的影响， 结果表

明： 与 ＦＫＰＩ 相比， ＳＫＰＩ 粉体亮度高、 色泽好、 粉质均匀、 持水力、 乳化稳定性、 起泡性能较好，
整体呈向内凹陷的球状结构， 但其溶解度不如 ＦＫＰＩ ， 且高温处理破坏了 ＳＫＰＩ 的二、 三级结构，
α⁃螺旋含量下降， 无规卷曲和 β⁃转角的含量增加， 表面疏水性与 ＦＫＰＩ 相比也更高； ＦＫＰＩ 虽然色泽

欠佳， 但具有更好的溶解度及乳化性， 呈表面较为光滑的大片状结构， 结构损伤小， 保留了 ＫＰＩ
的理化性质。

·９１２·
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