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微波干燥对生物解离富肽豆粉蛋白亚基及功能性的影响
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摘要：以生物解离大豆水解液为研究对象，运用高效液相体积排阻色谱技术研究了不同微波干燥条件对富肽豆粉

中蛋白类物质亚基组分和空间构象的变化规律，并对生物解离富肽豆粉的粉体性质及功能性质进行研究。结果表

明，微波干燥条件对 ＨＰＬＣ ＳＥＣ峰的强度影响明显，分子量１８～４４ｋｕ的蛋白质水解物约占总蛋白质类的 ７３４７％ ～

８９３６％，主要亚基成分为大豆球蛋白，这是由于不同微波干燥条件下的物相转换率和分子间碰撞机会不同，蛋白纤

维化聚集形成的速度不同，从而对生物解离富肽豆粉分子量产生影响。此外，生物解离富肽豆粉的水溶性和分散

性在不同微波干燥条件下具有相似趋势，这与粉体残余水分量、蛋白质分子运动剧烈程度、分子构象变化及分子聚

集和解离相关。
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０　引言

生物解离是一种新型的绿色提油工艺，在机

械破碎的基础上，通过对植物油料进行酶解处理

可实现油脂与蛋白的同步提取，具有广阔的应用

前景
［１］
。生物解离同步制取大豆油脂及蛋白技术

以其安全、健康、环保等优点，已充分体现其工业

可行性。破乳技术使油和蛋白的提取率分别高达

９８％和 ９６５％，然而其水资源及副产物综合利用
率低的问题亟待解决

［２］
。生物酶法同步制取油脂

及蛋白工艺产生的副产物水解液中主要成分为水

解蛋白。研究表明，每生产 １Ｌ油脂可产生 ４４ｋｇ
豆渣和约 ２８Ｌ水解液［３］

。生物解离大豆废料与传

统大豆加工副产物废料相比，经过酶解后会有更

多的高价值成分释放，典型的水解液含 ６０％蛋白
质（水解蛋白）、２２％碳水化合物以及原料中几乎
５０％的磷脂。现有的用于发酵酒精、生产水溶性
多糖等再利用方案不能很好地利用异黄酮等生理

活性物质，造成一定程度的浪费
［４］
。因此，如何对

水解液进行高值化利用是提高此项技术经济效

益、环境效益和社会效益的重要因素。

微波干燥技术现已广泛应用于多种食品的生

产。ＲＥＤＤＹ等［５］
研究微波干燥条件（固形物含

量、进口温度）对山羊奶粉性质的影响，研究发现，

Ｌ值、水分活度、堆积密度随着进口温度的升高而
降低，固形物含量的升高引起堆积密度的增大，溶

解性、可湿性和分散性均受到微波干燥条件的影

响，平均值分别为 ９８４９％、５３３４ｓ和 ８１４８％。
ＴＥＬＡＮＧ［６］研究微波干燥条件对发酵豆粉性质的
影响，研究发现，较高进口温度、较低进料速度时，

粉末颗粒的残留水分较低；产品得率在较低进料

速度条件下较高；升高进口温度引起产品异黄酮

种类的减少及含量的降低；较低进料速度使物料

更多暴露于干燥塔，蛋白质更易变性，且形成较多

小颗粒粉末，从而引起豆粉溶解性下降。ＳＨＥＮ［７］

利用微波干燥生产乳蛋白 纤维复合物的研究发

现，随着进口温度升高，所得产品颗粒水分活度降

低，微波干燥所得粉末颗粒就微生物腐败来说相

对稳定。目前，关于微波干燥技术的利用多集中

于工艺参数的优化，而微波干燥条件对产品性质

的影响机理尚不明确，因此有必要针对生产过程

产品特性的变化进行深入研究。

本文以模拟大豆油提炼工艺条件下的生物解

离大豆水解液为研究对象，运用高效液相体积排

阻色谱技术研究不同微波干燥条件对富肽豆粉中

蛋白类物质亚基组分和空间构象的变化规律，并

对生物解离富肽豆粉的粉体性质及功能性质进行

研究，旨在探讨结构变化与理化、功能特性的内在

联系，为生物解离技术工业化示范提供理论指导。

１　材料与设备

１１　材料与试剂
大豆，哈尔滨市依兰大豆专业合作社；碱性蛋白

酶 Ｐｒｏｔｅａｓｅ２４Ｌ，诺维信生物技术有限公司；氢氧化
钠，上海市天力化学试剂有限公司；盐酸，上海市天

力化学试剂有限公司；正己烷，天津渤海化工集团供

销公司；乙腈，天津渤海化工集团供销公司；其他常

用化学试剂均为分析纯。

１２　仪器与设备
手提式多功能粉碎机，天津市华鑫仪器厂；剖分

式双螺杆挤压机，东北农业大学工程学院自行研制；

ＨＳ ２５型数字酸度计，上海伟业仪器厂；ＤＫ ９８
１型电热恒温水浴锅，天津常仪仪器设备有限公司；
ＪＪ １型增力电动搅拌器，上海科升仪器有限公司；
ＧＬ ２１Ｍ型高速冷冻离心机，北京医用离心机厂；
ＢＬ ６０００Ｙ型微波干燥机，上海比朗仪器制造有限
公司；ＦＤ５ ３型冷冻干燥机，美国 ＳＩＭ公司；ＡＬ２０４
型分析天平，北京京国艺科技发展有限公司；Ｗａｔｅｒｓ
型高效液相色谱仪，美国 Ｗａｔｅｒｓ公司。

２　实验方法

２１　生物解离水解液的制备

大豆生物解离水解液制备流程
［８］
如下：大豆清

理→粉碎→挤压膨化（模孔孔径 １８ｍｍ、套筒温度
９０℃、水分调节 １４％、螺杆转速 １００ｒ／ｍｉｎ）→粉碎
（过６０目筛）→酶解（５０℃，ｐＨ值９，３ｈ）→灭酶（沸
水浴１０ｍｉｎ）→离心（４５００ｒ／ｍｉｎ，２０ｍｉｎ）→大豆生
物解离水解液。

２２　生物解离富肽豆粉的制备
采用微波干燥技术制备大豆生物解离富肽豆

粉，在进行微波干燥前，对大豆生物解离水解液进行

浓缩处理，随后用 ２ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液调至 ｐＨ值
７４，并用膜截留分子量为 ５００ｕ的透析膜进行脱
盐。依据前人实验，选取微波干燥条件为：进口温度

１４０、１５０、１６０、１７０、１８０、１９０、２００℃；固形物质量分数
１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、４５％；进料速率
３、６、９、１２、１５、１８、２１ｍＬ／ｍｉｎ。将旋风分离器和干燥
塔中所得富肽豆粉用聚氯乙烯袋收集并密封，于干

燥器中室温（２０℃）保存备用［９］
。

２３　高效液相体积排阻色谱（ＨＰＬＣ ＳＥＣ）分析
联用 ＡＫＴＡ快速蛋白液相 （ＦＰＬＣ）系统与

１０／３００ＧＬＳｕｐｅｒｄｅｘＴＭ７５型凝胶色谱柱测定样品
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肽分子量分布。将不同微波干燥条件所得大豆生物

解离高值粉溶解于磷酸缓冲液（００５ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值
６８）中，得到质量浓度 １ｍｇ／ｍＬ样品，用孔径为
０４５μｍ的亲水性纤维素膜过滤，注入量５００μＬ，流
动相速率０６ｍＬ／ｍｉｎ，在 ２１５ｎｍ处进行紫外检测。
根据 标 准 品 （磷 酸 化 酶 ９７４ｋｕ；牛 血 清 蛋 白
６６２ｋｕ；肌动蛋白 ４３ｋｕ；碳酸酐酶 ３１ｋｕ；生长激素
２２０ｋｕ；溶菌酶１４４ｋｕ；胰岛素５５ｋｕ）分子量对数
值与洗脱体积的关系建立回归方程

［１０］
。

２４　荧光光谱分析

对不同微波干燥条件生物解离富肽豆粉进行荧

光测定。将 ０２ｍｇ／ｍＬ的样品溶液置于石英比色
皿中，激发波长 ２８５ｎｍ，发散波长扫描范围 ３００～
５００ｎｍ，激发狭缝和发射狭缝均为５ｎｍ［１１］。

２５　水溶性指数的测定

称取（１±００１）ｇ生物解离豆粉于烧杯，加入
１５ｍＬ蒸馏水进行混匀，在室温条件下磁力搅拌
１ｈ后以５０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ。将上清液倒入蒸
发皿，于１０５℃下干燥至质量恒定，所得干物质占所
称取豆粉的质量分数即为水溶性指数

［１２］
。

２６　分散性指数的测定
准确称取１０００ｇ生物解离富肽豆粉放入１００ｍＬ

２５℃的去离子水中，记录粉体完全分散所用时间，分散
性指数测定方法参照文献［１３］。
２７　统计分析

本实验数据均为 ３个平行样的平均值，结果采
用 ＳＰＳＳ２２０分析软件和 Ｏｒｉｇｉｎ８０进行处理，并对
数据进行差异显著性分析（Ｐ＜００５）。

３　结果与分析

３１　ＨＰＬＣ ＳＥＣ分析
已知分子量的标准蛋白质经 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ ７５

凝胶层析分离后，各蛋白质分子量、分子量对数值和

洗脱体积所得结果见表１。根据标准分子量对数值
与洗脱体积关系建立线性方程（图１）。采用最小二
乘法求出直线的回归方程为

ｙ＝－００４８８ｘ＋５３０４４
式中　ｘ———洗脱体积，ｍＬ

ｙ———分子量对数值
采用该回归方程可以根据某蛋白的洗脱体积估算出

其分子量。

表 １　蛋白质标准品的分子量与洗脱体积关系

Ｔａｂ．１　Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓｔａｎｄａｒｄｓａｍｐｌｅａｎｄｒｅｔｅｎｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅ

　　参数 磷酸化酶 Ｂ 牛血清蛋白 肌动蛋白 碳酸酐酶 生长激素 溶菌酶

分子量／ｕ ９７４００ ６６２００ ４３０００ ３１０００ ２２０００ １４４００

分子量对数值 ４９９ ４８２ ４６３ ４４９ ４３４ ４１６

洗脱体积／ｍＬ ７６１ ９３８ １２５２ １６７６ ２１０２ ２２７８

图 １　分子量对数值与洗脱体积关系

Ｆｉｇ．１　Ｌｏｇａｒｉｔｈｍｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｏｆｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔ

ａｓａｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｒｅｔｅｎｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅ
　
　　采用体积排阻 凝胶色谱（ＨＰＬＣ ＳＥＣ）方法研
究在不同微波干燥条件下生物解离富肽豆粉中蛋白

（肽）类分子量大小及其分布情况。不同微波干燥

进口温度条件下生物解离富肽豆粉蛋白（肽）类分

子量分布见表２。
由表２可知，洗脱谱图的排阻时间位置存在 １

个主峰，微波干燥条件的不同对出峰时间无明显影

响，但对峰的强度影响明显，即在数量上影响蛋白质

水解产物。根据图１分子量对数值与洗脱体积关系

的线性方程换算出各峰的分子量分布发现，先出峰

的为分子量大于 ４４ｋｕ的蛋白质，后出现的一系列
峰为分子量小于 １８ｋｕ的肽，数量最多的蛋白质水
解物 分 子 量 为 １８～４４ｋｕ，占 总 蛋 白 质 类 的
７３４７％ ～８９３６％，其主要亚基成分为大豆球蛋白，
这与 ＶＩＲＧＩＮＩＥ等［１４］

研究所得大豆球蛋白是大豆水

解产物较高的组成成分相似。这可能是由于不同微

波干燥条件下的物相转换率和分子间碰撞机会不

同，蛋白纤维化聚集形成的速度不同，从而对生物解

离富肽豆粉分子量产生影响。

３２　荧光光谱分析
内源荧光光谱主要用于表征色氨酸残基附近微

环境极性的变化，用于反映蛋白质三级结构的变化。

色氨酸的最大荧光强度和荧光峰位受微环境变化的

影响，荧光强度的变化与荧光猝灭有关；荧光峰位蓝

移表示色氨酸附近微环境极性降低，红移则表示色

氨酸附近微环境极性增加
［１５］
。不同微波干燥条件

生物解离富肽豆粉的荧光光谱如图２所示。
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表 ２　不同微波干燥条件下生物解离富肽豆粉的蛋白质分子量分布

Ｔａｂ．２　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ（ＭＷＤ）ｏｆｓｐｒａｙｄｒｉｅｄＥＡＥＰｓｏｙｓｋｉｍｐｏｗｄｅｒｓ

微波干燥条件
分子量百分比／％

＞４４ｋｕ １８～４４ｋｕ １０～１８ｋｕ ５～１０ｋｕ

１４０ （８５１±００７）ａ （８０４２±００３）ｄ （３１５±００３）ｆ （１６２±００１）ｅ

１５０ （７５１±００７）ｂ （７９４２±００３）ｅ （４７５±００３）ｄ （２０２±００１）ｂ

１６０ （６１７±００４）ｃ （７８４７±００２）ｆ （４８８±００４）ｃｄ （１８１±００１）ｃ

进口温度／℃ １７０ （４６８±００２）ｅ （８７３６±００４）ｂ （５１４±００５）ｃ （２１０±００１）ａｂ

１８０ （３２２±００３）ｆ （８６７９±００３）ｃ （６９６±００２）ａ （２２２±００２）ａ

１９０ （３６８±００２）ｆ （８９３６±００４）ａ （４１４±００５）ｅ （２１０±００１）ａｂ

２００ （５１７±００４）ｄ （７８５７±００２）ｆ （５８８±００４）ｂ （１７１±００１）ｄ

１６ （９１１±００２）ａ （８３８６±００３）ｅ （４６６±００４）ｂ （１６９±００２）ｄ

１７ （５０６±００３）ｅｆ （８５５６±００４）ｄ （５１８±００２）ａ （２０６±００３）ａ

１８ （５６５±００２）ｅ （８７９４±００３）ｂ （３３３±００５）ｄ （１７９±００１）ｃ

进料转速／（ｒ·ｍｉｎ－１） １９ （５６０±００３）ｅ （８８４２±００２）ａ （３５５±００３）ｄ （１４７±００１）ｆ

２０ （８１１±００２）ｂ （８５８６±００３）ｄ （３７６±００４）ｄ （１５９±００２）ｅ

２１ （７１１±００２）ｃ （８６８６±００３）ｃ （３４７±００４）ｄ （１８８±００２）ｂ

２２ （６６０±００３）ｃｄ （８６４２±００２）ｃ （４３５±００３）ｂｃ （１６７±００１）ｄ

２０ （８６４±００２）ｅ （８７１４±００７）ｂ （２１１±００４）ａｂ （１３５±００３）ａ

２５ （９４２±００３）ｄ （８５１９±００２）ｃ （２１７±００２）ａ （１０６±００１）ｂ

３０ （７６５±００２）ｆ （８８１３±００７）ａ （２２０±００４）ａ （１２６±００３）ａ

固形物质量分数／％ ３５ （８４１±００３）ｅ （７３４７±００４）ｅ （０２６±００１）ｄ （１１２±００２）ａｂ

４０ （１２４３±００４）ａ （８４０３±００３）ｄ （１０６±００２）ｃ （０７３±００１）ｃ

４５ （１０４２±００３）ｃ （８４１９±００２）ｄ （２０７±００２）ｂ （１１６±００１）ａｂ

５０ （１１４４±００４）ｂ （８５０２±００３）ｃ （１１５±００２）ｃ （０６４±００１）ｃ

　　注：同一参数同一列的不同字母表示差异显著（Ｐ＜００５）。

图 ２　不同微波干燥条件下生物解离富肽豆粉荧光光谱

Ｆｉｇ．２　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆｓｏｙｓｋｉｍｐｏｗｄｅｒｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｐｒａｙｄｒｙｉｎｇｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
　
　　由图 ２可知，当激发波长为 ２８５ｎｍ时，生物解
离富肽豆粉在不同微波干燥进口温度、不同转速以

及不同固形物含量条件下的最大吸收波长均为

３５５ｎｍ。这表明微波干燥条件对色氨酸周围空间结
构无明显影响。由图２ａ可知，当微波干燥进口温度
由１４０℃升到１６０℃时，生物解离富肽豆粉的荧光强
度呈减小趋势，随着温度继续升高，荧光强度则呈增

大趋势，在 ２００℃时荧光最强。由图 ２ｂ可知，当进
料速度为 １９ｒ／ｍｉｎ时，样品荧光最强。这表明在
１９ｒ／ｍｉｎ时，色氨酸的屏蔽作用最弱。

图２ｃ显示，当固形物质量分数由 ２０％增加到
３５％时，生物解离富肽豆粉的最大荧光强度逐渐增
大，当料液固形物质量分数继续增加至 ５０％，最大
荧光强度减小。这可能是因为一定范围内的固形物

含量增加伴随着物料中蛋白含量的增加，从而引起

色氨酸含量增加，因此引起荧光强度增强；随着固形

物含量的继续增加，糖类与蛋白分子交联加剧，加强

了其对色氨酸残基周围区域的屏蔽作用，荧光强度

减弱
［１６］
。

３３　水溶性分析
水溶性是表征粉体复溶特性的重要指标。水溶

性高分子之所以溶于水是因为在水分子与聚合物的

极性侧基之间形成了氢键。不同微波干燥条件生物

解离富肽豆粉的水溶性指数如图３所示。由图３可
知，较高的进口温度和较大的物料固形物质量分数

都能使粉体颗粒具有较好的水溶性。依据 ＧＯＵＬＡ
等

［１７］
的研究成果，粉体颗粒的残留水分越低则水溶

性越好，因此，当微波干燥的进口温度升高，所得粉
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体颗粒的残余水分少，则水溶性较好；增大物料固形

物含量，可引起物料中蛋白质类含量的增加，据 ＤＥ
ＡＬＭＥＩＤＡ等［１８］

报道，蛋白质的高溶解性可使所得

粉体颗粒水溶性增强。ＭＵＺＡＦＦＡＲ［１９］利用微波干

燥生产酸角粉也得到相似趋势。当进料速度增加，

粉体颗粒水溶性减小，因为较大的进料速率导致粉

体颗粒的残余水分增多，从而一定程度上减小粉体

颗粒的水溶性。

图 ３　不同微波干燥条件下生物解离富肽豆粉水溶性指数

Ｆｉｇ．３　ＷＳＩｏｆｓｏｙｓｋｉｍｐｏｗｄｅｒｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｐｒａｙｄｒｙｉｎｇｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
　

３４　分散性分析
分散性是速溶豆粉的功能特性之一。不同微

波干燥条件所得生物解离富肽豆粉的分散性指数

如图４所示。由图４可知，生物解离富肽豆粉的分
散性随着温度的升高而呈上升的趋势，且上升幅

度较大，而随着进料速度的提高，生物解离富肽豆

粉的分散性明显下降。随着固形物质量分数的增

加，生物解离富肽豆粉的分散性呈增加趋势，但当

固形物质量分数达到 ４０％以后其分散性则随着固
形物含量的增加而减少。较高微波干燥温度促使

蛋白质分子结构伸展，也能引发不溶性蛋白质裂

解为可溶性蛋白质，有助于提高生物解离富肽豆

粉的分散性
［２０－２１］

。分散性先会随着固形物含量

的增加而增加，这是因为大豆蛋白主要成分球蛋

白的亲水性侧链基团（盐键、酯键等）绝大多数处

于其分子表面，易分散于水中
［２２］
，但随着蛋白浓度

的继续增加，蛋白质分子之间的相互作用和分子

聚集的作用也随之加剧，蛋白质分子随机聚成簇，

并进一步聚集成厚的索状结构从而形成粗糙型凝

胶，则会导致分散性下降
［２３］
。

图 ４　不同微波干燥条件下生物解离富肽豆粉分散性指数

Ｆｉｇ．４　Ｄｉｓｐｅｒｓｉｂｉｌｉｔｙｏｆｓｏｙｓｋｉｍｐｏｗｄｅｒｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｐｒａｙｄｒｙｉｎｇｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
　

４　结束语

以生物解离大豆水解液为研究对象，运用高

效液相凝胶排阻色谱技术研究了不同喷雾 微波

干燥条件对富肽豆粉中蛋白类物质亚基组分和空

间构象变化规律，并对生物解离富肽豆粉的粉体

性质及功能性质进行研究。研究结果表明，微波

干燥条件对 ＨＰＬＣ ＳＥＣ分离主峰的强度影响明
显，分子量 １８～４４ｋｕ的蛋白质水解物约占总蛋白
质类的 ７３４７％ ～８９３６％，主要亚基成分为大豆
球蛋白。此外，生物解离富肽豆粉的水溶性和分

散性在不同微波干燥条件下具有相似趋势，与粉

体残余水分量、分子运动剧烈程度、分子构象变化

及分子聚集与裂解有关。
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