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碱热改性米渣谷蛋白对 Ｗ／Ｏ／Ｗ 型双重乳液

稳定性的影响
Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｌｋａｌｉｈｅａｔｍｏｄｉｆｉｅｄｒｉｃｅｒｅｓｉｄｕｅｇｌｕｔｅｎｉｎｏｎ

ｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆＷ／Ｏ／Ｗｄｏｕｂｌｅｅｍｕｌｓｉｏｎｓ

郭元博

犌犝犗犢狌犪狀犫狅
　

薛　婧

犡犝犈犑犻狀犵
　

张　成

犣犎犃犖犌犆犺犲狀犵
　

王芝晓

犠犃犖犌犣犺犻狓犻犪狅
　

付湘晋

犉犝犡犻犪狀犵犼犻狀
　

龙　肇

犔犗犖犌犣犺犪狅

（中南林业科技大学食品科学与工程学院，湖南 长沙　４１００００）

（犆狅犾犾犲犵犲狅犳犉狅狅犱犛犮犻犲狀犮犲犪狀犱犈狀犵犻狀犲犲狉犻狀犵，犆犲狀狋狉犪犾犛狅狌狋犺犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔狅犳犉狅狉犲狊狋狉狔犪狀犱

犜犲犮犺狀狅犾狅犵狔，犆犺犪狀犵狊犺犪，犎狌狀犪狀４１００００，犆犺犻狀犪）

摘要：目的：实现米渣谷蛋白在乳浊体系中的应用。方

法：选取碱热改性米渣谷蛋白和ｓｐａｎ８０，采用一步乳化法

制备 Ｗ／Ｏ／Ｗ型双重乳液，并考察蛋白浓度对双重乳液

稳定性的影响。结果：当蛋白质量分数从０．５％升高至

２．５％时，乳液大粒径峰消失，显微结构中液滴的双重结构

增强，表观黏度及黏弹性提高，离心稳定性和贮藏稳定性

增强。当蛋白质量分数为２．５％时，离心后乳清析出指数

从３７．２１％降至１０．５６％，分层时间从６ｈ延长至９６ｈ。蛋

白质与ｓｐａｎ８０形成复合膜共同稳定油水界面，形成中间

态液滴，当界面蛋白足以形成刚性界面膜时，液滴从中间

态转为稳定的双重结构；当蛋白质量分数为３．０％时，双

重乳液发生絮凝使大粒径峰重新出现，稳定性下降，离心

后乳清析出指数为１６．４８％，制备后９６ｈ左右分层，过剩

的蛋白质一部分参与内相液滴的构建，另一部分单独形

成Ｏ／Ｗ型液滴吸附于大体积液滴外侧。结论：一步乳化

法下，蛋白质量分数为２．５％时，可制得稳定双重乳液。

关键词：米渣谷蛋白；一步乳化法；蛋白浓度；双重乳液；

稳定机制
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双重乳液是一种结构复杂的乳液，一般指大量表层
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液滴内具有更小结构的乳液系统，此类乳状液液滴具有

多个或多层小液滴，较为常见的结构为水包油包水

（Ｗ／Ｏ／Ｗ）和油包水包油（Ｏ／Ｗ／Ｏ）
［１］。双重乳液的结构

特点使得其可同时充当极性和非极性活性物质的运载

体，并对运载物质有保护和缓释的效果，且对茶多酚［２］、

益生菌［３］和胰岛素［４］等物质的包埋研究较多。双重乳液

的制备方式有一步乳化法和两步乳化法。两步乳化法制

备 Ｗ／Ｏ／Ｗ型乳液是先通过高速剪切得到 Ｗ／Ｏ型初乳，

再低速剪切将初乳包裹至内相［５－８］。一步乳化法步骤简

单但难以对内水相进行精准调控。有研究［９］发现，一步

乳化法制备的双重乳液性质优于两步乳化法，但未深入

研究其稳定机理。相较传统乳液的絮凝、聚结、乳析、沉

降和奥氏熟化［１０］，双重乳液还存在内水相液滴聚集、内水

相向外迁移等因素造成的失稳，因此提高双重乳液的稳

定性至关重要。

米渣蛋白是由大米制糖后产生的副产物米渣中提取

的蛋白质，其中谷蛋白为其主要的贮藏蛋白。与大米蛋

白一样，米渣蛋白是兼具高营养与低致敏性的优质蛋白

质，作为其变性蛋白的米渣蛋白由于溶解性差却难以被

应用至食品工业中［１１］。热处理是较为常见的物理改性方

式，可改善蛋白的溶解性及乳化性能［１２－１６］。研究拟在前

期工作研究的基础上，选取ｐＨ１２、５５℃碱热处理后的米

渣谷蛋白作为研究对象，考察其与ｓｐａｎ８０共同构建双重

乳液过程中，蛋白浓度对双重乳液结构性质及稳定性的

影响，旨在为探究蛋白浓度对双重乳液的构建及稳定性

提供依据。

１　材料与方法

１．１　原料

米渣蛋白：蛋白质含量≥９０％，无锡金农生物科技有

限公司；

玉米油：山东三星玉米产业科技有限公司；

ｓｐａｎ８０、氯化钠：分析纯，国药集团化学试剂有限公司；

氢氧化钠：分析纯，西陇科学股份有限公司；

无水乙醇：分析纯，湖南弘汇试剂有限公司；

叠氮钠：分析纯，上海天齐生物科技有限公司。

１．２　主要仪器设备

磁力搅拌水浴锅：ＳＨＪ６型，常州澳华仪器有限公司；

ｐＨ计：ＦＥ２０型，梅特勒—托利多（上海）有限公司；

真空冷冻干燥机：Ｌａｂ１Ａ５０Ｅ型，北京博医康实验

仪器有限公司；

数显性高速分散机：Ｔ１８型，德国ＩＫＡ公司；

激光微米粒度仪：ＬＳ１３３２０型，美国贝克曼库尔特有

限公司；

流变仪：ＤＨＲ２型，美国ＴＡ公司；

尼康倒置荧光显微镜：Ｔｉ２Ｅ型，日本尼康公司；

低速离心机：ＴＤＺ５ＷＳ型，长沙湘仪离心机仪器有

限公司。

１．３　试验方法

１．３．１　米渣谷蛋白的制备　参考孙媛等
［１７］的方法并修

改。称取２００ｇ米渣蛋白于蒸馏水中配成１０００ｍＬ的蛋

白分散液，均匀分散。室温磁力搅拌１ｈ，３０００ｒ／ｍｉｎ离

心１５ｍｉｎ取沉淀，重复操作１次去除清蛋白。将沉淀配

成１０００ｍＬ含质量分数为３．０％ ＮａＣｌ的蛋白分散液，室

温搅拌１ｈ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ取沉淀，重复操作

１次去除球蛋白及少量的清蛋白。取沉淀配成１０００ｍＬ

含乙醇体积分数为６５％的蛋白分散液，重复操作１次除

去醇溶蛋白。将蛋白分散液ｐＨ 调至７．０，水洗３次，离

心，冷冻干燥得米渣谷蛋白样品。

１．３．２　改性米渣谷蛋白的分离　称取一定量的米渣谷蛋

白，配成质量分数为４．０％的蛋白分散液，分散３０ｍｉｎ，调

节ｐＨ至１２，５５℃水浴２ｈ，迅速冰水浴冷却至室温，并调

节ｐＨ至７．０，３０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，取上清液冷冻干

燥得碱热处理米渣谷蛋白（ＡＨＲＤＧ）。

１．３．３　Ｗ／Ｏ／Ｗ双重乳液的制备　采用一步乳化法。分

别称取０．２，０．４，０．６，０．８，１．０，１．２ｇＡＨＲＤＧ分散于１６ｍＬ

蒸馏水中作为水相。称取０．３６ｇｓｐａｎ８０分散于２４ｍＬ玉

米油中为油相，将油相和水相混合，１５６００ｒ／ｍｉｎ剪切

２ｍｉｎ，制得蛋白质量分数分别为０．５％，１．０％，１．５％，

２．０％，２．５％，３．０％的乳液。

１．３．４　乳液粒径测定　采用ＬＳ１３３２０型激光微米粒度仪

测定，加样量为４０％～４５％。

１．３．５　双重乳液的流变学特性　采用ＤＨＲ２型流变仪

测定。剪切流变测定参数：４０ｍｍ 平行板夹，板间距

１ｍｍ，测定温度２５ ℃，剪切速率０～１００ｓ－１，上样量

２ｍＬ，上样时样品均匀充盈于板夹狭缝且无气泡。频率

扫描参数：采用４０ｍｍ 夹板，板间距１ｍｍ，在１０ｒａｄ／ｓ

的固定频率下对样品进行应力扫描确定线性黏弹区域，

并在０．０１～１０Ｈｚ范围内施加１％（线性黏弹区内）的应

变进行频率扫描，上样时样品均匀充盈于板夹狭缝且无

气泡。

１．３．６　双重乳液的微观结构　参考李鹤林
［１８］的方法并

修改，取新鲜乳液１ｍＬ，加入２０μＬ尼罗蓝染液和２０μＬ

尼罗红染液，混匀后滴于洁净载玻片上，轻缓盖上盖玻片

防止气泡产生，４℃静置１２ｈ，于倒置荧光显微镜下观察

微观结构，放大倍数分别为２００×，４００×。荧光成像为同

视野下荧光图像通过 ＮＩＳＥｌｅｍｅｎｔｓＶｉｅｗｅｒ５．２１合成

得到。

１．３．７　双重乳液的离心稳定性测定　取５ｍＬ新鲜乳液

于１０ｍＬ离心管中，３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，观察乳液的

３４
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分层情况，并按式（１）计算乳液的乳清析出指数。

犚＝
犎１

犎２

×１００％， （１）

式中：

犚———乳清析出指数，％；

犎１———底部水相高度，ｃｍ；

犎２———样品总高度，ｃｍ。

１．３．８　双重乳液的贮藏稳定性测定　取１０ｍＬ新鲜乳液

置于样品瓶中，加入０．０２％叠氮化钠抑制微生物生长，观

察其外观形貌的变化。

１．３．９　数据处理　所有试验均重复３次，取平均值，采用

Ｅｘｃｅｌ软件进行数据处理及绘图。

２　结果与讨论

２．１　蛋白质量分数对双重乳液粒径分布的影响

由图１可知，随着蛋白质量分数的增大，乳液粒径分

布逐渐向小粒径方向移动，当蛋白质量分数为１．０％时，

乳液粒度分布由双峰变为单峰。当蛋白质量分数为

３．０％时，粒径继续减小，但峰型重新变为双峰。体系中蛋

白的增多会改变分散相与蛋白的比例，乳化过程中发生

界面吸附的蛋白增多，有效阻止了液滴聚集导致的粒径

增大。当体系中蛋白质量分数过大时，连续相中过剩的

蛋白可导致体系排斥絮凝的发生［１９］，造成大粒径重新

出现。

图１　蛋白质量分数对双重乳液粒径分布的影响

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｐａｒｔｉｃｌｅ

ｓｉｚｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｄｕａｌｅｍｕｌｓｉｏｎｓ

２．２　蛋白质量分数对双重乳液表观黏度的影响

由图２可知，随着剪切速率的增大，乳液表观黏度降

低，说明乳液属典型的剪切稀化流体。适量增加蛋白质

量分数可提高乳液的表观黏度，是因为蛋白在剪切过程

中吸附于界面上并包裹分散相液滴，密集的液滴间相对

运动阻力增大，此外蛋白质量分数增大后，界面上吸附量

提升，黏度也因此增大。但过大的蛋白质量分数（３．０％）

反而大幅降低了乳液的表观黏度，可能是因为过剩的蛋

图２　蛋白质量分数对双重乳液粒径分布的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅ

ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｄｏｕｂｌｅｅｍｕｌｓｉｏｎｓ

白质会使得乳液的多重结构发生改变，其具体作用机制

尚未明晰。

２．３　蛋白质量分数对双重乳液黏弹特性的影响

由图３可知，剪切过程中蛋白质吸附至油—水界面

形成黏弹性的界面膜包裹液滴，降低界面张力稳定乳液

结构。蛋白质量分数的增大使得膜的覆盖率和厚度逐渐

增大，液滴的刚性结构也因此提高，乳液的储能模量和损

耗模量均有所增大。所有蛋白质量分数下，扫描频率较

低时，双重乳液的损耗模量初始值皆大于储能模量，说明

此时乳液表现出更多的黏性。随着频率的增大二者相

交，储能模量大于损耗模量，说明较高频率下乳液开始出

现无序网络结构状态，流体性质逐渐向固态的弹性结构

转变。当蛋白质量分数为３．０％时，体系向着弱凝胶的趋

势最明显，但表观黏度下降，且粒径分布中大粒径液滴有

所增加。这可能是剪切过程中未形成双重乳液的部分微

型液滴对大液滴进行了包裹，达成了类 Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ效

应［２０］，强化了乳液的结构，促进乳液的凝胶结构，但是此

类结构可能较少，液滴间更容易发生相对移动导致黏度

下降。

２．４　蛋白质量分数对双重乳液微观结构的影响

由图４（ａ）可知，乳液的液滴体积基本随蛋白质量分

数的升高而减小，蛋白质量分数较低的双重乳液中，液滴

的体积相对较大且有不规则形状液滴存在，说明放置过

程中乳液液滴发生了聚结，且液滴内未观察到更小体积

的液滴，双重结构并未明显形成。当蛋白质量分数≥

２．０％时，乳液的液滴平均体积减小，液滴内部可观察到大

量微小液滴，说明双重乳液结构开始逐渐形成。由

图４（ｂ）可知，相较于普通光学微观结构，荧光成像对于

小液滴的显示更加直观。随着蛋白质量分数的增加，小

液滴粒径逐渐减小且数量增多，当蛋白质量分数为３．０％

时，双重乳液中较大的液滴周围被许多小液滴紧密包围，

与小液滴形成的类Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ效应的猜测较为相符。

４４
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图３　蛋白质量分数对双重乳液储能模量（犌′）和损耗模量（犌″）的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｓｔｏｒａｇｅｍｏｄｕｌｕｓ（犌′）ａｎｄｌｏｓｓｍｏｄｕｌｕｓ（犌″）ｏｆｄｏｕｂｌｅｅｍｕｌｓｉｏｎｓ

图４　不同蛋白质量分数下双重乳液的普通光学微观结构与荧光成像

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｏｒｄｉｎａｒｙｏｐｔｉｃａｌｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｍａｇｉｎｇｏｆｄｏｕｂｌｅｅｍｕｌｓｉｏｎｓｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
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２．５　蛋白质量分数对双重乳液离心及贮藏稳定性的影响

由图５可知，当蛋白质量分数从０．５％升高至２．５％

时，离心后分层情况逐渐轻微，乳清析出指数从３７．２１％

降至１０．５６％。同时，蛋白质量分数为０．５％的乳液在上

层可观察到明显的油相迁移且表面出现游离油相，蛋白

质量分数更高的乳液未明显观察到游离油相。蛋白质量

分数较低时，乳化剂含量不足，因此造成界面膜强度不够

导致在离心力的作用下失稳发生油水分离。随着蛋白质

量分数的升高，双重乳液结构形成加上体系表观黏度增

大使液滴移动困难，一定程度上避免了分层现象。当蛋

白质量分数为３．０％时，乳液乳清析出程度有所增大但并

未观察到游离油析出，是因为乳液的黏度大幅下降，以及

体系出现由体相蛋白引起的排斥絮凝，稳定性再度降低。

图５　蛋白质量分数对双重乳液离心稳定性的影响

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｌ

ｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｄｏｕｂｌｅｅｍｕｌｓｉｏｎｓ

　　试验发现，新鲜制备的双重乳液颜色洁白、乳化情况

良好；贮藏６ｈ后，蛋白质量分数为０．５％，１．０％，１．５％的

双重乳液发生分层；贮藏１２ｈ后，蛋白质量分数为２．０％

的双重乳液发生轻微分层，蛋白质量分数为２．５％和

３．０％的乳液未出现分层现象；贮藏９６ｈ后，蛋白质量分

数为３．０％的乳液出现水析现象。乳化层高度随蛋白质

量分数的增大而增大，与离心稳定性的结果相符。

２．６　Ｗ／Ｏ／Ｗ双重乳液构建机制探讨

一步乳化法通过高速剪切将油水两相分散成微小液

滴，ｓｐａｎ８０由于分子量较小先迅速吸附到水—油界面，随

后蛋白质也吸附到界面上与ｓｐａｎ８０形成复合膜
［２１］，二者

在短时间内共同稳定中间态液滴。低蛋白浓度下，蛋白

质与ｓｐａｎ８０共同稳定水—油界面维持在该中间态，极少

部分ｓｐａｎ８０则形成了少量细小 Ｗ／Ｏ型液滴被包裹在内

部，形成双重乳液。升高蛋白质量分数，界面上蛋白吸附

量升高，大分子蛋白质即可形成刚性界面膜，多余蛋白则

在界面上发生堆积［２２－２３］。故在剪切过程中，ｓｐａｎ８０界面

区域从二者共同分布的界面上向内收缩［２４］，形成ｓｐａｎ８０

构建的 Ｗ／Ｏ型内相液滴，此时ｓｐａｎ８０与蛋白质各自形

成界面膜，形成相对稳定的 Ｗ／Ｏ／Ｗ 型双重乳液。体系

中蛋白质量分数过高时，一方面中间态连续水相中部分

未吸附蛋白被ｓｐａｎ８０形成的液滴包裹，在ｓｐａｎ８０向内收

缩并在构建的液滴过程中与ｓｐａｎ８０共同稳定 Ｗ／Ｏ液滴

界面，另一方面剪切过程中形成由蛋白质单独稳定的

Ｏ／Ｗ型微小液滴，吸附于较大体积的Ｏ／Ｗ 型液滴外侧，

产生类Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ效应，其构建机制见图６。

图６　蛋白质量分数对双重乳液的构建机制图

Ｆｉｇｕｒｅ６ 　 Ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｄｏｕｂｌｅｅｍｕｌｓｉｏｎｓ

３　结论
以碱热改性米渣谷蛋白与ｓｐａｎ８０作为乳化剂通过一

步乳化法制备了较为稳定的双重乳液，并探究了蛋白质

量分数对双重乳液稳定性的影响及其机制。结果表明，

蛋白质量分数对双重乳液稳定性具有明显影响。低蛋白

浓度的双重乳液很快就出现失稳现象。随着蛋白质量分

数的升高，表观黏度、储能模量、损耗模量有所提高，粒径

分布向减小方向移动，乳液稳定性有所改善。当蛋白质

量分数为３．０％时，乳液中未吸附蛋白造成了排斥絮凝，

使得粒径分布中大粒径峰重新出现，稳定性下降。当蛋

白质量分数为２．５％时，双重乳液的稳定性最佳。随着蛋

白质量分数的增大，双重乳液稳定性增强，双重结构的液

滴数增加且双重结构增强。内相液滴数量增多，说明蛋

白质量分数的增大在增强乳液稳定性的同时使ｓｐａｎ８０向

内相发生迁移形成了明显的双重结构。但较大蛋白质量

分数则会使体系稳定性下降，双重结构减弱。
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