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摘  要：为探索咖啡蛋白在食品加工中的应用，以脱脂生咖啡粉为原料，探究不同超声波功率（0、200、400、600、

800 W）与低共熔溶剂法、碱法协同作用对咖啡蛋白组成成分（聚丙烯酰胺凝胶电泳，SDS-PAGE）、结构特性（粒径

分布、傅里叶红外光谱、圆二色光谱、荧光光谱和扫描电镜）和功能特性（溶解度、吸水性、吸油性和乳化特性）的

影响。结果表明：由低共熔溶剂提取的咖啡蛋白（DES）平均粒径（12.30 μm）显著小于由碱法提取的咖啡蛋白（AEP）

平均粒径（113.67 μm）；DES 在酸性条件下溶解度更高，AEP 在碱性条件下溶解度更高；DES 比 AEP 有更好的吸水性

和吸油性。经超声预处理后，咖啡蛋白电泳图谱、傅里叶红外光谱、圆二色光谱和荧光光谱结果分析表明，不同超声

波功率预处理未引起蛋白质分子量分布的重大变化，但是对蛋白质的二级结构和三级结构产生影响。表面微观结构表

明，DES 表面结构较疏松多孔，AEP 表面紧密平坦，超声预处理后 AEP 微观结构变得疏松多孔，纹理变得分散，并呈

现出更多的不规则碎片；DES 表面发生略微变化，在 400 W 和 600 W 处理 15 min 时表现出更多小颗粒多孔无序结构，

微观结构变化可影响蛋白质的化学和物理性质及其功能特性。在超声功率为 400 W 时，DES 粒径显著减小，粒径参数

D[3,2]和 D[4,3]分别从 10.50、30.43 μm 减小到 7.89、11.27 μm；溶解度显著提高，在酸性、碱性条件下溶解度分别由 47%、

71%上升到 75%、81%。此外，超声预处理可提高咖啡蛋白的吸水性和乳化活性，这些均为蛋白质在食品应用中的重要

功能特性。研究表明采用超声波技术对咖啡蛋白进行改性有效果，研究结果可为咖啡蛋白在食品加工中的应用提供理

论依据。 
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Abstract: In order to explore the application of coffee protein in food processing, non-fat green coffee powder was used 
as the raw material. Different ultrasonic powers (0 W, 200 W, 400 W, 600 W and 800 W) effect of synergistic interaction 
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with deep eutectic solvent method and alkali method on composition (SDS-PAGE), structural properties (particle size 

distribution, Fourier transform infrared spectroscopy, circular dichroism spectrum, fluorescence spectroscopy and scan-
ning electron microscopy) and functional properties (solubility, water absorption, oil absorption and emulsification) of 

coffee protein were studied. The average particle size of coffee protein (DES) extracted by deep eutectic solvent 
(12.30 μm) was significantly smaller than that of coffee protein (AEP) extracted by alkali method (113.67 μm). The 

solubility of DES was higher under acidic conditions, and the solubility of AEP was higher under alkaline conditions. 
DES had better water and oil absorption than AEP. After ultrasonic pretreatment, the results of coffee protein electro-

phoresis, Fourier infrared spectrum, circular dichroism spectrum and fluorescence spectroscopy showed that different 
ultrasonic power pretreatment did not cause significant changes in protein molecular weight distribution, but it affected 

the secondary and tertiary structure of proteins. The surface microstructure of DES showed that the surface structure was 
loose and porous, and the surface of AEP was tight and flat. After ultrasonic pretreatment, the microstructure of AEP 

became loose and porous, the texture became dispersed, and more irregular fragments were presented. The surface of 
DES changed slightly, and showed more small-particle porous disordered structure when treated at 400 W and 600 W for 

15 min. The microstructure changes could affect the chemical and physical properties and functional properties of pro-
teins. When the ultrasonic power was 400 W, the particle size of DES decreased significantly, and the particle size pa-

rameters D[3,2] and D[4,3] decreased from 10.50 μm, 30.43 μm to 7.89 μm and 11.27 μm, respectively. The solubility in-
creased significantly, and the solubility increased from 47% and 71% to 75% and 81% respectively under acidic and 

alkaline conditions. In addition, ultrasonic pretreatment could improve the water absorption and emulsification activity 
of coffee protein, which are important functional properties of proteins in food applications. The results show that the 
modification of coffee protein by ultrasonic technology is effective, and this study could provide a theoretical basis for 

the application of coffee protein in food processing. 
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近年来，考虑到健康、低成本和可持续因素，

人们对植物来源的可再生和可持续蛋白质资源越

来越感兴趣[1]。消费者对蛋白质的需求趋势也从

单纯的动物蛋白向动植物蛋白合理营养结构型发

展。植物性蛋白质来源被认为对于不断增长的全

球人口更具可持续性，实现可持续发展需要减少

对动物性蛋白质的依赖，在农业或食品行业寻找

新的替代蛋白质来源[2]。 

咖啡作为世界上最受欢迎的饮料之一，也是

生产和交易最多的商品之一[3]。2022 年我国咖啡

种植面积为 8.63 万 hm2，主要咖啡产区为云南省、

海南省等地，其中云南省 2022 年咖啡种植面积为

8.49 万 hm2，占全国咖啡面积的 98.38%[4]。近 10 a

中国咖啡消费年增长率在 15%左右，远高于全球

市场 2%的增长率[5]。在咖啡加工过程中会产生大

量副产物，如生咖啡豆、咖啡果壳、咖啡银皮和

咖啡废渣等，其中生咖啡豆中的蛋白含量为 12.1%~ 

16.4%，可作为植物蛋白质的潜在来源，以创造友

好的生态环境和更可持续的农业与工业，同时提

高咖啡副产物的经济价值，并获得额外的经济效

益[6]。关于咖啡蛋白的提取普遍采用传统的碱溶

酸沉方法，甄鹏晨等[7]利用碱溶酸沉法提取蛋白

质并测定了氨基酸的成分，结果表明咖啡豆蛋白

质中的氨基酸种类较为丰富。但目前关于咖啡蛋

白的营养价值与功能特性的研究则较少。通过提

取咖啡蛋白并对其结构特性和功能特性的研究，

对提高咖啡资源的综合利用具有重要的意义。 

目前关于蛋白质提取的方法很多，包括溶剂

提取、碱提取、盐提取、酶提取等[8]。但溶剂法、

碱法和盐提法耗时且不环保，残留溶剂容易造成

环境污染，过量使用碱溶液也会破坏蛋白质的功

能特性，影响蛋白质的质量[8]。而酶法提取速度

慢和操作成本高，难以扩大提取规模。因此需要

开发新的植物蛋白提取工艺和方法，实现绿色、

环保和可持续发展理念。低共熔溶剂（DESs）作

为一种新型绿色萃取溶剂，是一种共晶混合物，

由氢键供体（HBD）和氢键受体（HBA）组成，

具有提取效率高、毒性低、生物降解性好、制备

容易、合成过程中无副产物等优点，被广泛应用

于生物活性化合物的提取[9]。 

由于植物蛋白自身结构和加工工艺等因素的

影响，其消化率较低，溶解性、起泡性、乳化性

和胶凝性等功能特性较差，限制了其在食品中的

应用[10]。为了提高植物蛋白产业的竞争力，需要

开发新的提取蛋白工艺及对蛋白适当的改性。蛋

白质的功能可以通过各种化学和物理方法得到改
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善，超声作为一种新型、绿色、创新和可持续发

展的技术，受到广泛关注[11]。超声波是频率大于

20 kHz 的声波，具有波动与能量的双重属性，能

改变蛋白质分子结构，破坏蛋白质分子内键，对

蛋白质溶解性有一定影响[12]。大量研究表明，超

声波会影响植物蛋白的结构特性并改善植物蛋白

的功能特性，WANG 等[13]研究超声辅助酶法提取

山核桃蛋白，结果表明优化超声条件后（400 W, 

20 kHz, 5 s/3 s）可有效改善山核桃蛋白的二级和

三级结构，同时提高蛋白质的溶解度和乳化活性。

MALIK 等[14]利用高强度超声辅助碱法从脱酚葵

花籽粕中提取分离蛋白，结果表明超声波可以改善

蛋白质的溶解性、乳化性和发泡能力等功能特性。 

目前较多关于超声波辅助提取大豆、花生、

核桃蛋白质及对其功能特性的影响研究，鲜有关

于咖啡蛋白的研究，而且更多地关注超声辅助碱

法和酶法等研究，而超声辅助低共熔溶剂提取对

蛋白结构和功能特性的影响有待研究。本研究拟

采用超声波辅助低共熔溶剂法和超声辅助碱法提

取咖啡蛋白，探究不同超声波功率对咖啡蛋白的

组成成分、物理化学结构和功能特性的影响，研

究结果可为咖啡蛋白的潜在利用提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  供试材料  供试材料生咖啡豆为中粒种咖

啡，采自海南白沙，将红色成熟鲜果进行浮选后

脱壳，热风干燥（40 ℃处理至水分含量约 10%）

后脱去银皮即得生咖啡豆。 

1.1.2  试剂  氯化胆碱（C5H14CINO），购自上海

源叶生物科技有限公司；石油醚（沸程 60~90 ℃）、

乙二醇（C2H6O2）、无水乙醇、氢氧化钠、盐酸，

购自西陇科学股份有限公司。以上试剂均为分析纯。 

1.1.3  仪器与设备  VOSHIN-1500C低温超声波萃

取仪，无锡沃信仪器制造有限公司；MASTERSIZER 

3000 粒径分析仪，英国 Malvern 公司；Nicolet 6700

傅里叶变换红外光谱仪，美国 Thermo Fisher 公司；

Bio-Logic MOS-500 圆二色谱仪，法国 Thermo 

Fisher 公司；F-4600 荧光光谱仪，日本 Shimadzu 

Corporation 公司；Phenom Prox 台式显微能谱一体

机，荷兰 Phenom 公司。 

1.2  方法 

1.2.1  脱脂咖啡粉的制备   参照洪启迪等 [15]的

方法对生咖啡粉脱脂。将生咖啡豆粉碎后过 40 目

筛，称取 100.0 g 加入 300 mL 石油醚（沸程 60~ 

90 ℃）进行恒温振荡水浴 1 h。过滤除去石油醚，

重复 3 次后收集滤渣置于 40 ℃烘箱干燥，即得脱

脂生咖啡粉。 

1.2.2  低共熔溶剂的制备  参考 RAJHA 等[16]的

方法制备低共熔溶剂（DESs），稍作修改，将摩

尔比为 1∶3 的氯化胆碱和乙二醇加入具塞锥形

瓶中，放入 90 ℃水浴中磁力搅拌 1 h 直至溶液均

匀透明，待冷却后无结晶析出，即溶剂制成。 

1.2.3  超声波辅助低共熔溶剂提取咖啡蛋白  参

考 CHEN 等[17]的方法，稍作修改。将脱脂咖啡粉

和低共熔溶剂以料液比 1∶5（w/w）混合，放入

超声波破碎室中进行超声预处理，超声探头频率

核磁为 20 kHz，输出功率分别为 0、200、400、

600、800 W，设置超声时间为 15 min（运行 1 s，

间歇 3 s），将温度控制在 4 ℃左右。将超声处理

的混合液以 600 r/min 机械搅拌 120 min。搅拌结

束后冷却至室温，以 6000 r/min 低温离心 10 min，

取上清液加入冰乙醇，置于 4 ℃冰箱放至蛋白质

析出。在低温下 6000 r/min 离心 10 min，收集沉

淀物；用冰乙醇反复清洗沉淀物除去残留溶剂，

沉淀物冷冻干燥即为粗蛋白质，低共熔溶剂提取

的咖啡蛋白以 DES 表示。 

1.2.4  超声波辅助碱提取咖啡蛋白  参考韩玮等[18]

的方法，稍作修改。称取脱脂咖啡粉 5 g，加入

100 mL 50%乙醇，常温下浸提 15 min，离心后取

沉淀重复 1 次，去除上清液。料液比为 1∶30（w/V）

加入蒸馏水混合，将混合液 pH 调至 10.0。将混

合液放入超声波破碎室中进行超声处理，超声探

头频率为 20 kHz，输出功率分别为 0、200、400、

600、800 W，设置超声时间为 15 min（运行 1 s，

间歇 3 s），将温度控制在 4 ℃左右。将超声处理

的混合液在 55 ℃恒温下以磁力搅拌 90 min，提取

结束后冷却至室温，6000 r/min 低温离心 10 min。

取上清液调节 pH 至 3.0，并在 4 ℃下放置过夜以

增强沉淀。取沉淀冻干获得粗蛋白，碱法提取的

咖啡蛋白以 AEP 表示。 

1.2.5  十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰氨凝胶电泳

（SDS-PAGE）分析  使用十二烷基硫酸钠-聚丙

烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）测定咖啡蛋白的

分子结构，参考 MENG 等[19]的方法，稍作修改。

预制 PAGE 凝胶为 5%浓缩胶和 10%分离胶。将

20 μL 样品与 5 μL 还原上样缓冲液（4×）混合，

95 ℃涡旋变性 5 min。将混合物冷却至室温后加
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入胶孔，利用 6.5~270 kDa 蛋白质标准溶液估计

样品的分子量。浓缩胶时为恒压 80 V，分离胶时

为恒压 110 V。结束后用考马斯亮蓝染色，脱色

剂进行脱色。 

1.2.6  粒径分布测定  使用粒径分析仪测定咖啡

蛋白的粒度分布。参考 LV 等[20]的方法，稍作修

改。将蛋白样品溶于纯水中，稀释为蛋白溶液，

于室温下测定咖啡蛋白的粒度分布。测定结果用

D10、D50、D90、D[3,2]和 D[4,3]表示，D10、D50、D90

分别为样品中有 10%、50%、90%的颗粒粒径小

于该数值，D[4,3]为体积平均粒径，D[3,2]为表面积

平均粒径。 

1.2.7  傅里叶变换红外光谱（FTIR）分析  使用

傅里叶变换近红外光谱仪测定咖啡蛋白的光谱，

将蛋白样品（5 mg）与固体 KBr（500 mg）放入

玛瑙研钵中研磨混合，使用压片机将其压成薄片。

在 4000~400 cm–1 之间扫描 32 次。以 KBr 粉末介

质作为空白，分析咖啡蛋白的透过率光谱数据。 

1.2.8  圆二色光谱分析  通过圆二光谱仪测定分

析咖啡蛋白的二级结构组成和含量。参考SUN等[21]

的方法，稍作修改。用 0.01 mol/L 磷酸盐缓冲液

（pH 7.4）将蛋白样品稀释至浓度为 1 mg/mL，

然后通过 0.22 μm 水系滤膜过滤。在远紫外线范

围为 190~250 nm 中记录光谱。扫描速度、反应时

间和带宽的值分别为 10 nm/min、0.50 s 和 2.0 nm。

以相同的磷酸盐缓冲溶液作为空白。扫描 3 次取

平均值。使用 Dichro Web 软件计算 α-螺旋、β-折

叠、β-转角和无规则卷曲的二级结构的比例。 

1.2.9  荧光光谱分析  通过荧光光谱仪测定咖啡

蛋白溶液（1 mg/mL）的荧光光谱。参考 ZHAO

等[22]的方法，稍作修改。测定超声辅助低共熔溶

剂提取的蛋白质（DES）时狭缝宽度和激发波长

分别设置为 5、350 nm，扫描波长范围为 295~ 

500 nm。测定超声辅助碱法提取的蛋白质（AEP）

时狭缝宽度和激发波长分别设置为 10、350 nm，

扫描波长范围为 370~650 nm。 

1.2.10  扫描电子显微镜（SEM）观察  通过 SEM

观察冻干咖啡蛋白样品的表面微观结构，在 10 kV

加速电压和 3000 放大倍率下拍得 SEM 照片。观

察前用导电胶将样品粘上，使用离子溅射镀膜机

对样品喷金溅射 120 s。 

1.2.11  溶解度测定  参考 ALMEIDA 等[23]的方

法，稍作修改。将咖啡蛋白（1 mg/mL, 10 mL）

溶液置于烧杯中，并通过添加 HCl（1 mol/L）或

NaOH（1 mol/L）溶液将蛋白质溶液的 pH 调节至

4.0 和 9.0。将蛋白质溶液在室温下持续搅拌 1 h

使其溶解，然后在 20 ℃下以 6000 r/min 离心

10 min。取上清液，采用 BCA 试剂盒测定蛋白质

含量。溶解度（%）的计算公式： 

mg / mL
×100%

mg / mL

上清液蛋白质含量（ ）
溶解度=

总蛋白含量（ ）
 

1.2.12  吸水性和吸油性测定  参考 LIU 等[24]的

方法，稍作修改。将冻干咖啡蛋白（10 mg）加入

超纯水或植物油（10 mL）中振荡混匀，室温下

静置 30 min，在转速为 5000 r/min 离心 20 min，

弃上清液。咖啡蛋白的吸水性和吸油性计算公式： 

2 1g / g =
W W

W
-

吸水性/吸油性（ ）  

式中，W2 为吸水/油后管及咖啡蛋白的重量（g），

W1 为未吸水/油咖啡蛋白及管的重量（g），W 为

冻干沉淀物重量（g）。 

1.2.13  乳化性能  参考李普等[25]的方法，稍作修

改。取 6 mL 质量浓度为 2 mg/mL（溶于 0.01 mol/L 

pH 为 7.0 的磷酸盐缓冲溶液）的咖啡蛋白溶液和

2 mL 大豆油放入离心管中，12 000 r/min 高速匀化

2 min。在分别放置 0 min 和 30 min 时，从匀浆液

底部吸取 50 μL，加至 5 mL 质量分数为 0.1%的十

二烷基硫酸钠溶液中，混匀后在 500 nm 波长处分

别测定放置 0 min 的吸光度（A0）和放置 30 min

的吸光度（A30）。代入公式计算乳化活性（EAI）

和乳液稳定性（ESI），以质量分数为 0.1%的 SDS

作空白对照，咖啡蛋白的乳化活性和乳化稳定性

计算公式： 

2 04.606 100
m / g

× × ×10 000

A
  





乳化活性（ ）  

 0
30 0

0 30

min
A

t t
A A

  


乳化稳定性（ ）  

式中，ρ为蛋白质量浓度（g/mL）；φ为光径（1 cm）；

θ 为大豆油质量分数（25%）；100 为稀释倍数；

A0 和 A30 分别为放置 0 min 和 30 min 时的吸光度；

t30–t0 为 2 次测定的时间差。 

1.3  数据处理 

所有试验均重复 3 次，数值以平均值±标准偏

差表示，并进行显著性分析，P<0.05 为方差显著。

使用 SPSS 26.0、Origin 2021 等软件进行数据分析

和绘图。 
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2  结果与分析 

2.1  超声波处理对咖啡蛋白组成成分的影响 

通过 SDS-PAGE 探究咖啡蛋白中亚基的变化

（图 1）。由 SDS-PAGE 显示，咖啡蛋白的分子量

分布范围为 6.5~37 kDa；碱法提取的咖啡蛋白

（AEP）在 37~52 kDa 附近比 DES 少 1 条带，可

能是碱法处理水解了 37~52 kDa 的蛋白条带。与

未经超声处理的蛋白相比，所有经超声处理的蛋

白质样品的电泳图谱均无显著差异。表明超声处

理不会改变咖啡蛋白的分子量[19]。这与 HU 等[26]

研究超声波处理对大豆分离蛋白功能和结构特性

的影响结果一致，表明试验中的超声处理条件不

会改变蛋白质的 SDS-PAGE 图谱。 

2.2  超声波处理对咖啡蛋白理化结构特性的

影响 

2.2.1  咖啡蛋白粒径分布  蛋白质的粒径大小与

蛋白质的功能属性密切相关[27]。蛋白质的粒径分

布和聚集情况可通过测定的粒径各种参数表示，

其中 D[4,3]能够监测聚集体的变化，D[3,2]代表大多

数颗粒的大小[20]。咖啡蛋白的粒径见图 2 和表 1。

结果表明，碱法提取的咖啡蛋白粒径（图 2A）显

著大于低共熔溶剂提取的蛋白（图 2B）。经过不

同功率的超声预处理后，咖啡蛋白粒径均有所减

小。低共熔溶剂提取的咖啡蛋白在 400 W（D[4,3] 
 

 
 

A：碱法提取的咖啡蛋白（AEP）；B：低共熔溶剂提取的咖啡蛋白（DES）。1、7：标准品（6.5~270 kDa marker）； 

2~6：0、200、400、600、800 W 的 AEP；8~12：0、200、400、600、800 W 的 DES。 
A: Coffee protein extracted by alkaline method (AEP); B: Coffee protein extracted by co melting solvent (DES). 1, 7: Standard products  

(6.5-270 kDa marker); 2-6: AEP of 0 W, 200 W, 400 W, 600 W, 800 W; 8-12: DES of 0 W, 200 W, 400 W, 600 W, 800 W. 

图 1  超声波处理对咖啡蛋白 SDS-PAGE 图谱的影响 
Fig. 1  Effect of ultrasonic treatment on SDS-PAGE profile of coffee protein 

 

 
A: AEP; B: DES. 

 

图 2  超声波处理对咖啡蛋白粒径分布的影响 
Fig. 2  Effect of ultrasonic treatment on particle size distribution of coffee protein 
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表 1  超声波处理对咖啡蛋白粒径的影响 
 Tab. 1  Effect of ultrasonic treatment on particle size of coffee protein μm 

蛋白样品 Protein sample D10 D50 D90 D[3,2] D[4,3] 

AEP-0 W 33.07±0.55a 133.67±1.53b 266.00±2.64d 65.10±0.90a 144.33±1.53c 

AEP-200 W 22.20±1.56b 117.67±0.58c 292.00±7.81c 51.60±1.83b 138.33±2.31c 

AEP-400 W 18.50±0.72c 152.00±5.57a 333.00±6.56a 48.80±1.71c 163.67±4.51a 

AEP-600 W 19.40±0.79c 139.67±8.50b 320.33±9.01b 49.96±1.85bc 156.33±6.51b 

AEP-800 W 15.83±0.81d 118.67±7.02c 300.00±9.54c 41.47±1.76d 140.33±5.51c 

DES-0 W 5.30±0.01e 12.30±0.56d 79.67±3.85e 10.50±0.10e 30.43±1.30d 

DES-200 W 5.26±0.01e 8.07±0.16d 64.50±3.33f 8.84±0.03ef 20.40±0.66e 

DES-400 W 5.27±0.01e 7.49±0.12d 18.10±0.72i 7.89±0.11f 11.27±0.68f 

DES-600 W 5.40±0.01e 9.35±0.04d 31.30±4.06h 9.08±0.05ef 16.33±0.80ef 

DES-800 W 5.34±0.01e 8.98±0.10d 51.40±5.01g 9.18±0.08ef 19.00±0.61e 

注：同列不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。 
Note: Different lowercase letters in the same column indicate significant difference (P<0.05). 

 
为 11.27 μm，D[3,2]为 7.89 μm）时粒径最小，粒

径的减小是由于超声处理产生的空化效应和高剪

切力将一些较大的不溶性蛋白质聚集体破坏[28]。在

更强的超声强度处理（600、800 W）时形成更大

的聚集体，因为较高功率产生更小的颗粒和更多

的游离巯基基团，这些基团可以与自身反应或被

氧化成更大的聚集体[29]。而碱法提取的咖啡蛋白

在 800 W 超声预处理时 D10 和 D[3,2]最小，分别从

0 W 的 33.07、65.10 μm 减小到 15.83、41.47 μm。

综上，超声预处理对低共熔溶剂法和碱法提取的

咖啡蛋白产生不同影响，可能是由于 2 种溶剂的

黏度不同引起的，空化是超声波辅助提取和改性

植物蛋白的主要原因，通常密度较低的溶剂出现

更多的空化作用[30]。 

2.2.2  咖啡蛋白傅里叶红外光谱  FTIR 是一种

用于监测蛋白质官能团构象变化和结构性质的可

靠技术。经过不同功率的超声预处理后咖啡蛋白的

FTIR 光谱如图 3 所示，其中 1660~1656 cm–1 对应

酰胺Ⅰ的振动，1542~1534 cm–1 对应酰胺Ⅱ的振

动，1242~1239 cm–1 对应酰胺Ⅲ的振动[30]。经超

声处理后，咖啡蛋白对应酰胺Ⅰ和酰胺Ⅱ处的吸

收峰均有不同程度的减弱。由低共熔溶剂提取的

咖啡蛋白（图 3A）在酰胺Ⅰ和酰胺Ⅱ处的吸收峰

发生偏移，酰胺Ⅰ中的特征峰主要由 C=O 和 N–H

伸缩振动引起，而酰胺Ⅱ可以表明分子间或分子

内氢键被破坏[31]。在 3292 cm–1 附近的吸收峰对

应羟基（–OH）吸收峰，代表样品中分子间氢键

的强度，经超声处理后碱法提取的蛋白（图 3B）

的–OH 吸收峰均移至短波红外区域，表明超声削

弱了蛋白质中的分子间氢键强度[32]。结果表明超

声预处理在不同程度上改变了咖啡蛋白质的分子

结构。 
 

 
 

A: AEP; B: DES. 

图 3  超声波处理对咖啡蛋白 FTIR 的影响 
Fig. 3  Effect of ultrasonic treatment on FTIR of coffee protein 
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2.2.3  咖啡蛋白的二级结构组成和含量   蛋白

质的二级结构是局部折叠结构，通常取决于氨基

酸序列和主链原子之间的相互作用[21]；蛋白质的

二级结构通过 α-螺旋、β-折叠、β-转角和无规则

卷曲的比例来确定。通过圆二光谱仪测定分析咖

啡蛋白的二级结构组成和含量，咖啡蛋白的 α-螺

旋、β-折叠、β-转角和无规则卷曲含量如图 4 和

表 2 所示，经超声预处理辅助提取后，α-螺旋含

量有所降低，特别是在超声 400 W（DES 为

66.67%、AEP 为 8.81%）时显著低于未超声预处

理（DES 为 69.17%、AEP 为 9.11%）的蛋白，而

β-折叠含量有所增加，这可能是由于 R 基团在超

声过程中聚合引起的，蛋白质聚集体的生成也将

导致 α-螺旋含量降低以及 β-折叠含量增加[21]。α-

螺旋含量降低意味着蛋白质分子的伸展，β-折叠

一般埋藏在肽链内部，α-螺旋与 β-折叠含量的改

变说明蛋白质空间构象发生改变[33]。结果表明，

经过超声预处理后蛋白质分子展开，α-螺旋破坏、

β-折叠形成，咖啡蛋白的二级结构发生变化。 

2.2.4  咖啡蛋白的三级结构构象  蛋白质的内源

荧光光谱主要表征荧光氨基酸残基的相互作用，

如色氨酸、酪氨酸、苯丙氨酸等氨基酸残基的相互

作用，可用于测定蛋白质三级结构构象的变化[34]。

超声辅助碱法提取的咖啡蛋白（图 5A），在 200、

400、600 W 时增强了荧光强度，最大发射荧光强

度波长从 444 nm 分别移动到 414、419、418 nm。 
 

 
 

A: AEP; B: DES. 

图 4  超声波处理对咖啡蛋白圆二色性的影响 
Fig. 4  Effect of ultrasonic treatment on circular dichroism of coffee protein 

 
表 2  超声波处理对咖啡蛋白二级结构含量的影响 

Tab. 2  Effect of ultrasonic treatment on content of secondary structure of coffee protein 

含量 Content/% 
蛋白样品 

Protein sample ɑ-螺旋 
ɑ-helix 

β-折叠 
β-sheet 

β-转角 
β-turn 

无规则卷曲 
Random coil 

AEP-0 W 9.11±0.04a 46.24±0.05b 10.72±0.03b 33.94±0.30a 

AEP-200 W 9.03±0.19a 46.31±0.08b 10.76±0.13ab 33.90±0.04ab 

AEP-400 W 8.81±0.11b 46.46±0.05a 10.91±0.07a 33.81±0.07b 

AEP-600 W 9.00±0.06ab 46.28±0.04b 10.77±0.02ab 33.93±0.09a 

AEP-800 W 9.10±0.02a 46.19±0.08b 10.75±0.08b 33.96±0.04a 

DES-0 W 69.17±0.90a 7.44±0.56b 10.85±0.19c 12.54±0.29b 

DES-200 W 67.25±0.53bc 8.29±0.22a 11.34±0.15ab 13.12±0.20a 

DES-400 W 66.67±0.10d 8.54±0.06a 11.51±0.01a 13.27±0.06a 

DES-600 W 67.33±0.22bc 8.40±0.25a 11.42±0.15a 12.84±0.31ab 

DES-800 W 68.11±0.80ab 7.96±0.32ab 11.10±0.20bc 12.83±0.28ab 

注：同列不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。 
Note: Different lowercase letters in the same column indicate significant difference (P<0.05). 
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这些变化是由于超声处理使咖啡蛋白分子结构展

开，破坏了蛋白质的疏水相互作用，暴露了分子

链外的疏水基团或区域，导致荧光强度增强和荧

光光谱蓝移[28]。在更高的超声功率 800 W 时降低

了荧光强度，最大发射荧光强度的波长从 444 nm

移动到 463 nm。可能是随着超声功率进一步增

加，蛋白质亚基通过暴露的疏水相互作用（和氢

键）重组并形成，表现出紧凑的四级结构并形成

大的聚集体，导致荧光强度降低[27]。 

然而，经过超声处理后，低共熔溶剂法提取

的咖啡蛋白（图 5B）降低了荧光强度，最大发射

荧光强度的波长从 360 nm 移动到 363 nm。荧光

强度的降低反映了色氨酸和酪氨酸之间能量转移

效率的不同[35]。DES 最大荧光发射的红移是由于

超声波的空化效应使蛋白质的构象发生变化，导

致更多的发色团暴露于溶剂中[36]。此外，氧化色

氨酸残基的存在也可能降低荧光强度[22]。SUN等[37]

在研究超声辅助提取花生分离蛋白中同样表明超

声辅助提取降低了荧光强度，并使蛋白质的最大发

射荧光强度的波长从 323.07 nm 移动到 327.07 nm。

荧光光谱的蓝移、红移和荧光强度的变化表明了

超声波处理可以改变蛋白质的三级构象。 
 

 
 

A: AEP; B: DES. 

图 5  超声波处理对咖啡蛋白内源荧光的影响 
Fig. 5  Effect of ultrasonic treatment on endogenous fluorescence of coffee protein 

 

2.2.5  咖啡蛋白表面微观结构  为了解不同提取

方法协同超声处理对咖啡蛋白的影响，通过扫描

电子显微镜（SME）观察冻干咖啡蛋白的微观结

构。结果如图 6 所示，碱法和低共熔溶剂法提取

咖啡蛋白的表面微观结构存在明显差异。由碱法

提取的蛋白（AEP）表面紧密平坦，而低共熔溶

剂法提取的咖啡蛋白（DES）表面结构较疏松多

孔。经过不同程度超声预处理后 AEP 的微观结构

变得疏松多孔，纹理变得分散，并呈现出更多不

规则碎片；而 DES 表面发生略微变化，在 400 W

和 600 W 处理 15 min 时表现出更多的小颗粒多孔

无序结构。MENG 等[19]通过研究超声处理对乳清

分离蛋白构象和功能特性的影响表明，超声处理

后，大片被破碎成更小的不规则碎片。蛋白质微

观结构的变化与超声处理有关，微观结构影响蛋

白质化学和物理性质以及功能特性。超声协同作

用导致蛋白质结构疏松，体积密度变小，有助于

提高蛋白质的溶解度[13]。这些发现与图 7 中的蛋

白质溶解度一致。 

2.3  超声波处理对咖啡蛋白功能特性的影响 

2.3.1  咖啡蛋白溶解度  溶解度是蛋白质变性聚

集的重要指标，蛋白质的功能特性及其在食品工

业中应用很大程度上受到其溶解度的影响[28]。经

过不同功率超声预处理提取的咖啡蛋白在 pH 为

4.0（蛋白质的等电点附近）和 pH 为 9.0 时测得

的溶解度如图 7 所示。所有咖啡蛋白在碱性（pH 

9.0）条件下溶解较好，碱法提取的咖啡蛋白（图

7A）溶解度最高，而低共熔溶剂提取的咖啡蛋白

（图 7B）溶解度在酸性条件下溶解度更高（pH 

4.0）。经不同超声处理后，DES 的溶解度随着超

声功率的升高先增加后下降，在 400 W 时溶解度

最高，pH 为 4.0 和 9.0 时分别为 75%和 81%（图

7B），适当的超声功率可使蛋白质分子部分展开，

增加蛋白质和水分子之间的相互作用。此外，超

声波处理可以减小蛋白质的粒径，也可将原本不

易溶解的蛋白质转化为更易溶解形式，从而增加

蛋白质的溶解度[26, 38]。当超声强度增加时，咖啡

蛋白分子膨胀，暴露疏水基团及埋藏分子内巯基 
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图 6  超声波处理后咖啡蛋白的表面微观结构（3000×） 
Fig. 6  Surface microstructure of coffee protein after ultrasonic treatment (3000×) 

 

 
 

不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。 
Different lowercase letters indicate significant difference (P<0.05). 

A: AEP; B: DES. 
图 7  超声波处理对咖啡蛋白溶解度的影响 

Fig. 7  Effect of ultrasonic treatment on solubility of coffee protein 
 

基团；蛋白质分子通过非共价相互作用重新形成

大分子聚集体，从而导致溶解度降低[39]。然而，

AEP 的溶解度在超声功率为 800 W 时最大，pH

为 4.0 和 9.0 时分别为 55%和 98%，400 W 时溶解

度最小，分别为 42%和 91%（图 7A）。在相同超

声功率处理时，AEP 的溶解度呈现与 DES 不同的

变化规律，可能是由于 2 种溶剂黏度不同，经不

同超声处理后使蛋白质粒径不同，导致相同超声

处理后其溶解度存在差异[40]。结果表明超声辅助

提取可以减小蛋白质的粒径，促进蛋白质和水的

相互作用，从而提高蛋白质的溶解度。 

2.3.2  咖啡蛋白吸水性（WAC）和吸油性（OAC）  

蛋白质的吸水能力在提高各种食品的增稠性、多

汁性和黏度等方面起着重要作用；吸油能力是另

一个重要的功能特性，有助于在汤、人造肉和其

他烘焙产品中保持风味[29]。不同方法及不同超声

功率辅助提取对咖啡蛋白吸水性和吸油性的影响

如图 8 所示。在未经超声处理时，碱法提取的咖

啡蛋白质的吸水性（2.38 g/g）和吸油性（2.69 g/g）

较差（图 8A），低共熔溶剂提取的蛋白质的吸水

性（3.12 g/g）和吸油性（3.27 g/g）均有所改善（图

8B）。随着超声功率的增加，咖啡蛋白的吸水性

呈先上升后下降趋势。DES 和 AEP 的吸水性分别

在 200 W（4.56 g/g）和 400 W（3.92 g/g）时最高。

因为在适当超声处理过程中蛋白质解离和部分溶

解促进了与水分子的相互作用，从而改善蛋白质

的水合作用。但是在强空化作用下，液体超声分

解会导致空化气泡的产生和破裂。气泡破裂会在

超声波探头中心附近形成温度和压力极高的热

点，会破坏亲水和疏水基团[41]。
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不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。 
Different lowercase letters indicate significant difference (P<0.05). 

A: AEP; B: DES. 

图 8  超声波处理对咖啡蛋白吸水性和吸油性的影响 
Fig. 8  Effect of ultrasonic treatment on water and oil absorption of coffee protein 

 

随着超声功率的增加，咖啡蛋白的吸油性同样呈

先上升后下降的趋势。这可能是由于蛋白质的原

始构象发生了变化，产生了更大的比表面积，并

暴露了分子中的非极性基团或疏水表面，从而增

强了吸油性[42]。此外，α-螺旋含量的减少可能导

致蛋白质分子伸展，这有助于在水油界面更好地

吸收[43]。随着超声功率的增加，咖啡蛋白吸油性

逐渐下降，可能是由于超声功率增强后蛋白质变

性和聚集所致[44]。通过研究表明，超声波可以通

过物理、化学和机械效应提高咖啡蛋白的吸水性

和吸油性，但是高强度的超声会对吸水性和吸油

性产生负面影响。 

2.3.3  咖啡乳化性能  乳化特性是蛋白质的重要

功能特性之一，蛋白质的乳化性可通过乳化活性

和乳化稳定性进行评估，活性指数表示蛋白质形

成乳液的能力，而稳定性指数则表示蛋白质在一

段时间内形成稳定乳液的能力[43]。不同超声功率

辅助碱法（AEP）和低共熔溶剂（DES）提取对

咖啡蛋白乳化活性和乳化稳定性的影响分别如图

9A 和图 9B 所示。未经超声处理时，AEP 的乳化活

性和乳化稳定性分别为 53.39 m2/g 和 87.39 m2/g，

DES 的乳化活性和乳化稳定性分别为 31.57 m2/g

和 186.91 m2/g，表明低共熔溶剂的提取有利于溶

液的稳定性，但不利于溶液乳化活性。当超声功

率从 0 W 增加到 800 W 时。DES 的活性指数是先

上升后下降，在 600 W（39.22 m2/g）时增加到最

大值；而稳定性指数则随着超声强度的增强而逐

渐降低。AEP 的活性指数在 400 W 时增加到最大

值（68.10 m2/g）后下降；同样稳定性指数随着超

声强度的增强而逐渐降低。可能是由于超声波的 
 

 
 

不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。 
Different lowercase letters indicate significant difference (P<0.05). 

A: AEP; B: DES. 

图 9  超声波处理对咖啡蛋白乳化性能的影响 
Fig. 9  Effect of ultrasonic treatment on emulsifying property of coffee protein 
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空化效应导致部分蛋白质尺寸减小和疏水基团暴

露[43]。因此，更多蛋白质分子可以吸附在油水界

面上，增加乳化作用。然而随着超声功率的进一

步增加，产生的超声能量太强可能导致蛋白质变

性形成聚集体，降低油水界面处的蛋白质浓度，

从而导致乳化作用降低[44]。经过超声处理后蛋白

质乳液的稳定性降低，可能因为不溶性蛋白聚集

体不利于维持油水界面的稳定[20]。结果表明，超

声处理可以提高咖啡蛋白的乳化性能，但是不利

于咖啡蛋白的乳液稳定性。 

3  讨论 

通过研究不同超声波功率与低共熔溶剂法、

碱法协同作用对咖啡蛋白结构和功能特性的影

响，结果表明，由低共熔溶剂提取的咖啡蛋白

（DES）粒径小于碱法提取的咖啡蛋白（AEP），

在酸性条件下 DES 的溶解度（47%）高于 AEP

（43%）；DES 的吸水性和吸油性均高于 AEP。

SDS-PAGE、FTIR、圆二色光谱和荧光光谱结果

表明，经超声波处理后，未引起蛋白质分子量分

布的重大变化，但是对蛋白质的二级结构和三级

结构产生不同程度的影响，包括咖啡蛋白的 α-螺

旋破坏、β-折叠形成，荧光光谱的蓝移、红移，

以及改变了荧光强度。DES 在超声功率为 400 W

时，具有更小的粒径和更高的溶解度，粒径参数

D[3,2]和 D[4,3]分别从 10.50、30.43 μm 减小到 7.89、

11.27 μm；酸、碱性条件下的溶解度分别由 47%、

71%增加到 75%、81%。此外，超声预处理可改

善咖啡蛋白的吸水性、吸油性和乳化活性。HU

等 [26]研究了超声波处理对大豆分离蛋白功能和

结构特性的影响，结果表明超声处理条件不会改

变蛋白质的 SDS-PAGE 图谱，而超声处理提高了

蛋白质的溶解度。SUN 等[37]研究表明，超声处理

能减小花生分离蛋白的粒径，可有效提高花生分

离蛋白的乳化性能。WANG 等[13]研究表明，在超

声功率为 400 W 时可有效改善山核桃蛋白的二级

和三级结构，同时提高蛋白质的溶解度和乳化活

性。这些研究均表明，超声处理具有改善咖啡蛋

白功能特性的潜力，从而提高其作为功能成分在

食品工业中的利用率。但是超声波对咖啡蛋白结

构的影响机理以及对更多蛋白功能性质的影响有

待进一步研究，以期提供更多关于咖啡蛋白开发

利用的理论知识，将有利于实现咖啡蛋白的加工

与应用。 
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