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傅里叶红外结合拉曼分析卡拉胶寡糖对南美白对虾蛋白结构影响
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为深入研究卡拉胶寡糖对反复冻融南美白对虾样品品质与蛋白变化影响!采用傅里叶变换中红外

$

B%<4;1434785U%4E;8U47419

!

BcA\

%互补结合激光显微拉曼$

E;24%\7E78

%光谱技术!以不同预处理方式$无

菌蒸馏水#三聚磷酸盐溶液与卡拉胶寡糖溶液%下反复冻融南美白对虾肌原纤维蛋白为研究对象!深入研究

了卡拉胶寡糖预处理对不同冻融阶段南美白对虾肌肉品质和蛋白的影响机制"分别对三种预处理方式下经

.
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和
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次冻融循环后的南美白对虾肌原纤维蛋白进行
BcA\

和拉曼光谱分析"

BcA\

和拉曼一阶谱图中

各特征峰强度变化谱图可得出!随冻融次数增加!南美白对虾肌肉的蛋白损失和结构破坏明显加剧"样品肌

肉蛋白二级结构的主链构象主要由酰胺
1

带$

/D..
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/?..2E
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%表征!

BcA\

分析显示新鲜虾肉蛋白二级结

构以
3

-

转角为主!其次为
3

-

折叠!其弥补了拉曼光谱对
3

-

折叠和
3

-

转角的不敏感"

BcA\

与拉曼光谱酰胺
1

带高斯拟合后谱图可定性定量显示冻融过程中样品的蛋白二级结构变化主要是
.

-

螺旋结构的减少与无规卷

曲结构的增加!而卡拉胶寡糖预处理能明显抑制冻融过程中
.

-

螺旋结构的损失"

BcA\

对蛋白表面氨基酸变

化不敏感!拉曼光谱则可互补显示样品蛋白侧链的构象变化"其表征酪氨酸残基的谱带出现在
#,.

和
#!.

2E

O/

!峰强比表征了样品中酪氨酸的暴露程度在冻融期间呈增长趋势'脂肪族侧链氨基酸残基的
C

&

P

弯

曲与伸缩振动分别在
/++.

"

/+D,

和
*#..

"

!/..2E

O/区间!

/++#

和
*"!,2E

O/处峰强变化表征了样品侧

链氨基酸的疏水相互作用在冻融过程中逐渐增强"拉曼光谱中蛋白侧链的特征谱带变化表明冻融过程使虾

肉蛋白中分子内#分子间氢键断裂和侧链酪氨酸#脂肪族氨基酸残基暴露!而卡拉胶寡糖处理后明显延缓了

该变化"因此!卡拉胶寡糖可延缓反复冻融虾肉蛋白中氢键断裂#侧链疏水基暴露!进一步稳定蛋白二级结

构!维持其蛋白功能特性!从而起到对反复冻融南美白对虾肌肉品质的保护作用"同时!本研究将
BcA\

与

拉曼光谱技术结合应用在卡拉胶寡糖对冻融南美白对虾肌肉品质保护机制研究上!发现
BcA\

在南美白对

虾蛋白二级结构的表征上更敏感!拉曼光谱则能为样品蛋白侧链构象变化提供参考!二者结合可通过提供

互补信息!更好表征样品经处理后蛋白的结构变化"
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振动光谱是研究蛋白质#碳水化合物#核酸#细胞膜#

细胞组织等化学组成与分子结构变化的主要方法"然而!单

一光谱通常会导致谱带重叠严重"因此!将几种振动光谱技

术相结合开展分析研究逐渐引起人们的关注+

/

,

"傅里叶变换

红外吸收光谱$
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%与拉曼光谱$
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%可作为互

补分析技术用于大分子物质结构变化研究+

*-!

,

"分子振动过

程中由于分子偶极矩变化而具有红外活性!分子极化性变化

而产生拉曼活性+

+

,

"傅里叶变换红外光谱目前常用于食品#

药材检测和辨伪+

,

,

!如
P<

等+

D

,通过红外光谱结合主成分分

析技术成功鉴别了白姑鱼#带鱼与金线鱼的鱼糜制品'拉曼



光谱目前多用于药物与残留物检测!其在评价水产品蛋白变

性的研究较少"其中!高瑞昌等+

?

,基于拉曼光谱研究了冷藏

过程中凡纳滨对虾肌动球蛋白的构象变化"少数研究表明!

两种光谱技术同时使用!可增加结果分析的准确性+

*

,

"其

中!

S<f7

等+

+

,在研究不同研磨条件对罗非鱼鱼糜和分离蛋

白结构影响时!通过两种光谱的互补作用进行分析"

南美白对虾$

Q4ET

0
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%又名凡纳滨对虾!

为对虾科对虾属甲壳类水产品!其凭借营养价值高#肉质鲜

美等特点深受消费者欢迎"冷冻贮藏是南美白对虾保鲜中常

用的方法之一!据调查!我国仅有
*.F

的水产品通过规范的

冷链系统流通"一旦冷链措施不完善!其在贮运#零售或消

费过程中会产生较大的温度波动!导致原料历经多次冷冻
O

解冻$

B411]1-cL7X

!

B-c

%过程!易造成细胞机械损伤#蛋白

氧化变性等!影响其口感和营养价值+

#

,

"高蛋白类海产品在

贮运过程中的冻融循环会破坏用来稳定蛋白构象和维持其功

能的蛋白间相互作用!造成肌原纤维蛋白功能丧失!保水

性#溶解度与必需营养素等损失+

"

,

"为减少贮运过程中冻融

造成的蛋白氧化变性#营养损失!具抗氧化作用的抗冻保水

剂被广泛应用"

三聚磷酸钠通常作为抗冻保水剂#品质改良剂等被广泛

应用于肉类食品中"其通常用于对虾冷冻前处理!可明显改

变其解冻后的化学组成和理化性质!改善其肌肉持水性和品

质+

"

,

"然而!近年来!三聚磷酸盐导致钙磷缺乏!诱发皮肤

过敏等问题层出不穷!使消费者对其有所避讳"而作为卡拉

胶的降解产物!卡拉胶寡糖的甜度更低#热量更小!在抗氧

化#防辐射与抗肿瘤等方面表现出良好的生理活性+

#

!
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,

"

此外!其溶解性#安全性与稳定性均有所改善!在生物医药

领域也有较好的应用前景+

/*

,

"目前!卡拉胶寡糖已被部分学

者应用于冷冻虾仁研究"如
TL78

=

等+
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,用卡拉胶寡糖处理

南美白对虾虾仁后进行冻藏处理!发现其对虾仁蛋白质氧化

保护作用显著!能维持肌肉保水性与综合品质"而将卡拉胶

寡糖用于南美白对虾反复冻融过程!研究其对原料蛋白结构

影响还未见报道"

本文以南美白对虾为研究对象!分别使用三聚磷酸钠与

卡拉胶寡糖溶液处理南美白对虾!以无菌蒸馏水处理的样品

为对照组!通过傅里叶变换中红外与拉曼光谱技术相结合!

分析三种方式处理后的南美白对虾!经不同次数的反复冻融

后!其对虾肉肌原纤维蛋白二级结构及构象变化的影响!并

对卡拉胶寡糖的蛋白保护机制予以推测!以期为今后水产品

中卡拉胶寡糖和光谱检测技术的应用提供理论参考"
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品级%购自青岛博智汇力生物科技有限公司'磷酸氢二钠#

磷酸二氢钠#氯化钠#溴化钾等购自国药集团化学试剂有限

公司!均为国产分析纯"
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型冷冻干燥机$德国
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公司等%"
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原料处理

南美白对虾购自上海市浦东新区临港农工商超市!选取

体重$

*?q/

%

=

#体长$

/?q/

%

2E

的鲜活样品!冰水猝死!将

其迅速分为三组!处理方式如表
/

所示"

表
(

!

南美白对虾的处理方式

?7H-1(

!

#$%&

'

()*(+,-*))*.($:+6AC+88101466017691462

组别 处理方式

空白对照组$

CK

%

+m

浸渍于无菌蒸馏水中
*L

!隔
*.E;8

搅

拌一次

三聚磷酸钠组$

0c

%

+m

浸渍于
!F

$

*

.

@

%三聚磷酸钠溶液中
*

L

!隔
*.E;8

搅拌一次

卡拉胶寡糖组$

CH

%

+m

浸渍于
!F

$

*

.

@

%卡拉胶寡糖溶液中
*

L

!隔
*.E;8

搅拌一次

注(三聚磷酸钠与卡拉胶寡糖的最佳处理浓度#浸渍时间与处理方

式由前期预实验获得"

!!

将各组处理后的样品分装至
Ge

保鲜袋中!置于
O*.m

冰箱中冻藏
/*L

!取出后将样品平铺在碎冰上置于
+m

冷藏

解冻
/*L

!视为一次冻融循环!重复此操作!分别在第
*

!

+

和
D

次冻融循环结束后分别作傅里叶变换中红外与拉曼光谱

分析"

()>

!

肌原纤维蛋白提取

样品经去头#去尾#去壳后!参考
W7

等+

#

,法进行南美

白对虾肌原纤维蛋白的提取!稍作修改"提取液采用
*.

EE%&

-

@

O/

)

P?',

的磷酸盐缓冲溶液!漂洗液采用
.'/

E%&

-

@

O/

(7C&

"虾糜用
+

倍体积冰提取液匀浆!

D?..4

-

E;8

O/冷冻离心
/,E;8

!去上清液液重复
*

次'沉淀加入
+

倍

体积冰洗液匀浆!

D?..4

-

E;8

O/冷冻离心
/,E;8

!去上清

液重复
/

次'沉淀加入冰洗液!匀浆后
+

层纱布过滤!滤液

D?..4

-

E;8

O/冷冻离心
/,E;8

!沉淀为肌原纤维蛋白"将

肌原纤维蛋白于
O#.m

冷冻
*+L

后取出!置于冻干机中干

燥
?*L

!于密闭瓶中
O*.m

保存备用"

()@

!

傅里叶变换红外光谱分析

在$

*.q*

%

m

室温条件下!取适量已冷冻干燥的南美白

对虾肌原纤维蛋白与
KJ4

混合#研磨与压片"参数设置参考

相关文献!使用傅里叶变换红外光谱仪在
+..

"

+...2E

O/

波长范围进行扫描"

()F

!

拉曼光谱分析

使用激光共聚焦显微拉曼光谱仪在
/..

"

!...2E

O/波

长范围进行扫描!参考高瑞昌等+

?

,法进行测试参数设置"

()G

!

数据处理

样品的傅里叶变换红外光谱图通过
HW(AC"'*'/.D

光

谱处理软件自动修饰校正"用
G17fB;3Y+'/*

软件对样品的

红外图谱和拉曼图谱进行基线校正#二阶导处理和高斯拟

合!以利于区分重叠子峰!得到图谱的各特征峰峰强和峰面

积!用
H4;

=

;8?',

软件作图"
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光谱学与光谱分析
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结果与讨论

*)(

!

一阶图谱分析

除蛋白侧链构象与肽链空间排列外!蛋白二级结构很大

程度上决定了蛋白质的功能特性+

/!

,

"其主要有
.

-

螺旋#

3

-

折

叠#

3

-

转角和无规卷曲等形式+

/+

,

"蛋白质在红外和拉曼区有

若干特征吸收带!如图
/

与图
*

所示"在一阶谱图上!重叠

峰较明显!但可根据峰信号强弱判断各基团含量变化"

*'/'/

!

傅里叶变换红外一阶谱图分析

图
(

!

蒸馏水'三聚磷酸钠与卡拉胶处理下反复

冻融南美白对虾肌原纤维蛋白红外谱图
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!

D-0c

!

*-CH

!

+-CH

!
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分别

代表新鲜样品组!蒸馏水处理冻融
*

次#

+

次#

D

次!三聚磷酸钠处理

冻融
*

次#

+

次#

D

次!卡拉胶寡糖处理冻融
*

次#

+

次#

D

次

#+

,

)(

!

#?"D2

5

13607/89

I

/8+H0+--70
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0/61+42+42A0+9
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,
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2/C+.9 60+
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I5
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5

A76174C

37007

,

11474/-+

,

/2733A70+C16017691462/4Y#B?3

I

3-1

$

Y

%!

*#B?3

I

3-12

$

*B$T
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*BS?
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%!

>#B?3

I
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$
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!
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由图
/

可以看出!红外特征峰的变化主要包括
/,..

"

/D..2E

O/的酰胺
-

带#

/D..

"

/?..2E

O/的酰胺
1

带#

*"*"2E

O/处&

CP

的特征吸收峰和
!*"D2E

O/处的单强峰!

分别是由
C

&

(

伸缩和
(

&

P

弯曲振动#羰基
66

C H

和双键

伸缩振动#

C

&

P

伸缩振动#

H

&

P

伸缩振动引起"位于

/D..

"

/?..2E

O/的酰胺
A

带可反映蛋白质二级结构的变

化!其吸收最强+

/,

,

"对比新鲜南美白对虾肌肉蛋白的红外谱

图!随冻融次数的增加!经不同预处理$

CK

!

0c

!

CH

%的虾

肉蛋白!其红外光谱中特征峰峰强明显减弱!表明反复冻融

造成肌肉肌原纤维蛋白结构破坏和二级结构的转化和改变"

*'/'*

!

拉曼光谱一阶谱图分析

利用蛋白质分子中
C

&

(

键和
66

C H

键伸缩振动的拉

曼活性可得到其拉曼波谱$图
*

%"

!!

由图
*

可知!不同预处理下的南美白对虾经不同次数冻

融后!其拉曼图谱中发生的变化主要包括
66

C H

伸缩结合

部分
C

&

(

伸缩和
(

&

P

弯曲振动引起的
/D+,

"

/D#,

2E

O/酰胺
1

带#

C

&

(

#

C

&

C

伸缩振动和
(

&

P

弯曲振动的

/**.

"

/!,.2E

O/酰胺
%

带#

C

&

P

弯曲振动产生的
/++.

"

/+D,2E

O/谱带及
C

&

P

伸缩振动产生的
*"+.2E

O/附近的

谱带"蛋白质主链构象的各种二级结构变化可由该拉曼图谱

中酰胺
1

带和
%

带的谱峰强度变化来表征!说明冻融循环和

不同预处理使虾肉肌原纤维蛋白结构发生了不同程度变

化+

/D

,

"

图
*

!

蒸馏水'三聚磷酸钠与卡拉胶处理下反复

冻融南美白对虾肌原纤维蛋白拉曼谱图

.

!

*-CK

!

+-CK

!

D-CK

!

*-0c

!

+-0c

!

D-0c

!

*-CH

!

+-CH

!

D-CH

分别

代表新鲜样品组!蒸馏水处理冻融
*

次#

+

次#

D

次!三聚磷酸钠处理

冻融
*

次#

+

次#

D

次!卡拉胶寡糖处理冻融
*

次#

+

次#

D

次

#+

,

)*

!

D79742

5

13607/89

I

/8+H0+--70

5

0/61+42+42A0+9

5

9.2B

3-1C.0+4

,

C+26+--1C:7610

!

2/C+.960+

5

/-

I5

A/2

5

A76174C

37007

,

11474/-+

,

/2733A70+C16017691462/4Y#B?3

I

3-1

$

Y

%!

*#B?3

I

3-12

$

*B$T

!

*BS?

!

*B$'

%!

>#B?3

I

3-12

$

>B$T

!

>BS?

!

>B$'

%

74CF#B?3

I

3-12

$

FB$T

!

FBS?

!

FB$'

%

*)*

!

酰胺
!

带的二阶#

*&$'SB"D

$高斯拟合图谱分析

通常!红外和拉曼光谱一阶图谱中极易出现重叠峰!通

过二阶导数和各种曲线拟合可放大一些细小峰变化!得到单

个谱带的信息+

?

!

/?

,

"本研究特对各组样品红外和拉曼图谱的

酰胺
1

带作高斯曲线$

M7<55U%4E<&7

%拟合!得到各子峰+

/#

,

"

*'*'/

!

傅里叶变换红外酰胺
1

带高斯拟合图谱分析

图
!

显示了不同预处理条件下!南美白对虾肌肉蛋白经

反复冻融后红外光谱中酰胺
1

带高斯拟合结果!各特征峰峰

顶点横坐标为该峰的位置!纵坐标为该峰的峰强"图中
/D..

"

/D+.

!

/D+.

"

/D,.

!

/D,.

"

/DD.

及
/DD.

"

/?..2E

O/

波数处谱峰分别表征
3

-

折叠#无规卷曲#

.

-

螺旋和
3

-

转角结

构+

/+

,

"

!!

图
!

中根据各特征峰的纵坐标峰强度变化可明显看出!

随冻融次数增加!不同预处理的虾肉蛋白酰胺
1

带的谱峰强

度出现不同程度减弱"三聚磷酸钠处理虽在一定程度延缓了

其峰强减弱进程!但其在冻融后期与
CK

组样品差异不显

著!而
CH

组样品峰强在整个冻融过程中明显高于其余两

组"表明样品经冻融处理!其蛋白二级结构已遭到破坏!蛋

白氧化变性加剧"卡拉胶寡糖处理对样品蛋白二级结构的保

护作用比三聚磷酸钠处理更持久#更明显!能较好延缓样品

中的蛋白损失"

*'*'*

!

拉曼酰胺
1

带高斯拟合图谱分析

图
+

显示了南美白对虾经
!

种方式处理后!其肌原纤维

蛋白酰胺
1

带的高斯拟合拉曼图谱"研究发现!若酰胺
A

带

中谱峰集中于
/D,.

"

/DD.2E

O/处!表明该样品蛋白中含有

".,*

第
#
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图
;

!

蒸馏水'三聚磷酸钠与卡拉胶处理下反复冻融南美白对虾肌原纤维蛋白酰胺
!

带#

(FYY

"

(GYY39

](

$高斯拟合红外谱图

.

!

*-CK

!

+-CK

!

D-CK

!

*-0c

!

+-0c

!

D-0c

!

*-CH

!

+-CH

!

D-CH

分别代表新鲜样品组!蒸馏水处理冻融
*

次#

+

次#

D

次!三聚磷酸钠处理冻融

*

次#

+

次#

D

次!卡拉胶寡糖处理冻融
*

次#

+

次#

D

次

#+

,

);

!

_7.228/09.-73.0E1B8+66+4

,

#?"D2

5

13607/86A179+C1

!

$

(FYY

"

(GYY39

](

%

01

,

+/4/49

I

/8+H0+--70

5

0/61+42+42A0+9

5

9.23-1C.0+4

,

C+26+--1C:7610

!

2/C+.960+

5

/-

I5

A/2

5

A76174C37007

,

11474/-+

,

/2733A70+C16017691462/4Y#B?3

I

3-1

$

Y

%!

*#B

?3

I

3-12

$

*B$T

!

*BS?

!

*B$'

%!

>#B?3

I

3-12

$

>B$T

!

>BS?

!

>B$'

%

74CF#B?3

I

3-12

$

FB$T

!

FBS?

!

FB$'

%

./,*
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大量的
.

-

螺旋结构'若集中于
/DD,

"

/D#.2E

O/

!表明含大

量
3

-

折叠结构'若集中于
/DD.

"

/DD,2E

O/

!则表明含大量

无规卷曲或无序结构+

/#

,

"同
BcA\

结果一致!对比新鲜虾肉

肌原纤维蛋白酰胺
1

带谱峰强度!三组蛋白酰胺
1

带各谱峰

强度随冻融次数增加呈不同程度减弱!表明蛋白发生氧化变

性!二级结构受到不同程度破坏'且对比
/DD.

"

/DD,

与

/DD,

"

/D#.2E

O/

!

/D,.

"

/DD.2E

O/处谱峰强度减弱更明

显!表明在冻融过程中可能发生了
.

-

螺旋向
3

-

折叠或无规卷

曲转化"

CH

组样品的谱峰强度直到第
D

次冻融时才出现明

显减弱!表明卡拉胶寡糖处理能延缓样品蛋白结构的解螺旋

与再折叠!该结果进一步证实了红外光谱的分析结论"

*);

!

酰胺
!

带谱图高斯拟合定量分析

依据红外和拉曼酰胺
1

带高斯曲线拟合后各特征峰的峰

面积!可得到南美白对虾肌肉蛋白对应二级结构的百分比变

化!结果由表
*

所示"

!!

表
*

中拉曼光谱谱带并不能明显区分
3

-

折叠和
3

-

转角!

而由红外数据可知!南美白对虾肌原纤维蛋白二级结构主要

是
3

-

转角!其次为
3

-

折叠!

.

-

螺旋和无规卷曲结构的含量相

图
>

!

不同处理下反复冻融南美白对虾肌原纤维蛋白酰胺
!

带#

(FYY

"

(GYY39

](

$高斯拟合拉曼谱图

.

!

*-CK

!

+-CK

!

D-CK

!

*-0c

!

+-0c

!

D-0c

!

*-CH

!

+-CH

!

D-CH

分别代表新鲜样品组!蒸馏水处理冻融
*

次#

+

次#

D

次!三聚磷酸钠处理冻融

*

次#

+

次#

D

次!卡拉胶寡糖处理冻融
*

次#

+

次#

D

次

#+

,

)>

!

_7.228/09.-73.0E1B8+66+4

,

D79742

5

13607/86A179+C1

!

$

(FYY

"

(GYY39

](

%

01

,

+/4/49

I

/8+H0+--70

5

0/61+42+42A0+9

5

9.23-1C.0+4

,

C+26+--1C:7610

!

2/C+.960+

5

/-

I5

A/2

5

A76174C37007

,

11474/-+

,

/2733A70+C16017691462/4Y#B?3

I

3-1

$

Y

%!

*#B

?3

I

3-12

$

*B$T

!

*BS?

!

*B$'

%!

>#B?3

I

3-12

$

>B$T

!

>BS?

!

>B$'

%

74CF#B?3

I

3-12

$

FB$T

!

FBS?

!

FB$'

%

//,*
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对较少"该结果与王萌等研究结果一致!体现了
BcA\

对拉

曼的补充作用"表
*

红外数据显示!新鲜虾肉蛋白中各二级

结构的含量分别为
+!'**F

!

/"'!*F

!

/?'*+F

与
/"'".F

!

结合拉曼光谱数据分析得出!随着冻融次数的增加!南美白

对虾肌肉蛋白的无卷曲结构含量有所增加!

.

-

螺旋结构含量

减少!总无规卷曲和总
.

-

螺旋比值随之增加!表明反复冻融

破坏了南美白对虾肌肉蛋白二级结构的稳定性!可能造成蛋

白结构中
.

-

螺旋向
3

-

折叠或无规卷曲转化"此外!对于总无

规卷曲与总
.

-

螺旋的比值!

CH

组和
0c

组均低于
CK

组!且

CH

组在中后期最低"表明
0c

和
CH

对蛋白二级结构及维持

其结构稳定性的氢键均具有保护作用!

CH

对蛋白结构的稳

定作用更明显"由于蛋白结构稳定性的破坏与二级结构间和

内部氢键的断裂有关!也是蛋白质变性的根本原因+

D

,

"因

此!结果表明卡拉胶寡糖对南美白对虾肌肉品质和口感的保

护可能延缓了反复冻融过程中虾肉蛋白间氢键及二级结构的

破坏!维持蛋白在冻融过程中的功能特性!从而延缓其品质

劣变"

表
*

!

不同处理下反复冻融南美白对虾肌原纤维蛋白二级结构含量比例变化#

P

$

?7H-1*

!

$A74

,

12+4213/4C70

I

260.36.01/89

I

/8+H0+--70

5

0/61+4+42A0+9

5

:+6AC+8810146#B?3

I

3-12.4C10C+88101466017691462

$

P

%

二级结构 光谱类别
新鲜

样品

*

次冻融循环
+

次冻融循环
D

次冻融循环

CK 0c CH CK 0c CH CK 0c CH

总
3

-

折叠
红外

/"'!* **',! **'#. **'*/ **'#+ *!',* **'/, */',, **'? **'".

拉曼
/D'## *!'.! /#'"+ *D'/+ /"'"+ */',# *?'"# /"'#, /#'/* /"'#"

总无规卷曲
红外

/?'*+ /#'/! /?'"# /?'"+ /#',* /#'*D /#'.. /#'#" /#'?" /#'*/

拉曼
#'?? /D'./ /*'?" /*'?/ /D'?? /D'// /+'#" /#'?D /#'/" /,'"D

总
.

-

螺旋
红外

/"'". /"'/D /"'!. /"'?* /#'"# /"'*! /"'+? /#'"+ /"'." /"'!,

拉曼
**'D+ /?'#+ /?'#" **',+ /?'D! /?'#? /"'.. /?'*, /?'+, /#'!*

总
3

-

转角
红外

+!'** +.'.# !"'?* !"',, !"'+/ !#'?+ !"'"* +.'+! !"'.? !"'./

拉曼

总无规卷曲.

总
.

-

螺旋

红外
.'#? .'", .'"! .'"/ .'"# .'", .'"* .'"" .'"# .'"+

拉曼
.'!" .'". .'?/ .',D .'", .'". .'?# /'." /'.+ .'#?

总
3

-

折叠.

总
3

-

转角

红外
.'+, .',D .',? .',D .',# .'D/ .',, .',! .',# .',"

拉曼

*)>

!

其他谱带分析

蛋白质分子的氨基酸组成特别是暴露于蛋白质分子表面

的氨基酸组成很大程度上影响蛋白质分子二#三级结构+

/"

,

!

导致功能性质如蛋白质分子疏水性变化"

*'+'/

!

酪氨酸残基相关谱带分析

酪氨酸等疏水芳香族氨基酸侧链参与氢键形成!在拉曼

谱图中的特征峰变化可用于检测极性微环境或氢键的活

动+

?

,

"拉曼谱图中谱带
#,.

和
#!.2E

O/来自于酪氨酸残基的

对位取代苯振动!其峰强比可反映酪氨酸在蛋白质中所处的

微环境"当其强度比为
.'?

"

/'.

时!酪氨酸残基完全)埋藏*

在疏水环境即未裸露'当强度比为
/'.

"

/'*,

时!酪氨酸残

基开始暴露'当强度比高于
/'*,

时!酪氨酸残基已逐渐暴露

于蛋白分子表面+

?

,

"

!!

由图
,

可知!对于新鲜虾肉蛋白!其峰强度比值为

/'/./

!表明样品蛋白分子内及分子间氢键发生少数断裂!

酪氨酸大部分)埋藏*在疏水环境中"在三组中!该比值均随

冻融次数增加!总体呈增加趋势"在
CK

!

0c

及
CH

组冻融
D

次后!该比值升至
*'/D.

!

/'D#"

和
/'+#!

!表明随冻融次数

增加!肌肉蛋白中酪氨酸残基逐渐暴露!且
CH

对其保护作

用明显高于
0c

!即对蛋白结构具有稳定作用!延缓其蛋白变

性"

*'+'*

!

脂肪族残基相关谱带分析

大部分拉曼谱带与多种氨基酸有关!而红外光谱则对此

图
@

!

不同处理下反复冻融南美白对虾蛋白在
K@Y

和
K;Y

39

](波数处拉曼强度比

#+

,

)@

!

?A1076+//8D7974+46142+6

I

76K@Y74CK;Y39

](

/8

2A0+9

5

:+6AC+88101466017691462C.0+4

,

#B?3

I

3-12

并不敏感"南美白对虾肌原纤维蛋白中
C

&

P

键弯曲和伸缩

振动在谱图上反映的拉曼谱峰位于
/+!,

"

/+?.

与
*#..

"

!/..2E

O/

!分别用于监测脂肪族残基间的疏水相互作用和

脂肪族疏水侧链的暴露+

*.

,

"通过计算得到不同处理#冻融次

数下
*"!,

和
/++#2E

O/处相对强度!结果见表
!

"

!!

由表
!

可知!样品经
D

次冻融后!

CH

组
C

&

P

键
/++#

和
*"!,2E

O/处的相对强度分别由新鲜的
*'D*,

!

/'!+/

升

*/,*
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表
;

!

不同处理下反复冻融南美白对虾蛋白在
(>>K

和
*M;@39

](处相对拉曼强度变化

?7H-1;

!

?A13A74

,

12/8/

(>>K39

](

74C/

*M;@39

](

+42A0+9

5

2:+6AC+88101466017691462C.0+4

,

#B?3

I

3-12

波数.

2E

O/

.B-c

2

6

2&15

*B-c2

6

2&15 +B-c2

6

2&15 DB-c2

6

2&15

CK 0c CH CK 0c CH CK 0c CH

/++# *'D*, ?'/++ D'!*? !',/D /.'./D ?'"!" ,'+.. //'D#? #'!", ,'"+?
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"对虾肌肉蛋白同时受处理方式和冻

融循环影响!主要表现在两处谱带不同程度增强"反复冻融

过程中蛋白质溶解性下降和疏水性增强主要由于该过程可能

造成样品中蛋白质主链变化和侧链疏水氨基酸残基暴露!使

蛋白分子间疏水相互作用增强"由此可知!卡拉胶寡糖处理

可明显延缓疏水侧链的暴露!保护反复冻融过程中虾肉蛋白

结构变化!维持肌肉蛋白良好的功能特性!改善其综合品质"

!

!

结
!

论

!!

傅里叶变换红外和拉曼光谱提供了兼容互补的信息!可

更好地分析样品经处理后蛋白的结构变化"一阶谱图表明反

复冻融次数的增加加速了蛋白含量损失和蛋白结构破坏!而
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1
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%的二阶导高斯曲线拟合可反映

在冻融过程中虾肉肌原纤维蛋白二级结构中
.

-

螺旋的减少和

无规卷曲结构的增加!卡拉胶寡糖和三聚磷酸钠组显示出对

样品蛋白二级结构!特别是对
.

-

螺旋的保护作用!其中以卡

拉胶寡糖的作用效果更明显!且红外在反映蛋白二级结构时

比拉曼更敏感"由拉曼谱带可看出!样品在冻融过程中!由

于冰晶的反复形成!使氢键受到破坏!酪氨酸与疏水基残基

暴露!蛋白疏水性增加!而卡拉胶寡糖可明显延缓其变化"

综上可知!卡拉胶寡糖可通过对南美白对虾虾肉蛋白二级结

构和分子间#分子内氢键的保护#使侧链酪氨酸残基和脂肪

族疏水基暴露进程延缓!保护样品在冻融过程中蛋白功能特

性劣变!延缓其综合品质下降"
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