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摘要:目的:开 发 基 于 大 豆 分 离 蛋 白 (soybeanprotein

isolate,SPI)的新型乳化剂.方法:采用限制性酶解结合

糖基化处理对SPI进行结构修饰,研究协同改性对SPI乳

化特性的影响.结果:SPI水解物(soybeanproteinisolate

hydrolysate,SPIH)中的相对分子质量较大组分(F３０)的

乳化性最佳,且糖基化反应４h的 F３０Ｇ葡聚糖轭合物乳

化稳定性相对最好.相较于SPI,SPIH 与 F３０,F３０Ｇ葡聚

糖轭合物稳定的乳液表现出最低的初始平均粒径,并且

具有最佳的贮藏稳定性.当pH 接近 SPI等电点或体系

处于高盐浓度时,所有乳液均出现不稳定聚集现象.与

SPI相比,SPIH 和 F３０ 稳 定 乳 液 的 聚 集 程 度 更 高,而

F３０Ｇ葡聚糖轭合物由于共价结合的葡聚糖提供了额外的

空间位阻和亲水性,使得轭合物稳定的乳液能够耐受离

子强度和温度的变化,在不利环境条件下表现出更高的

抵抗力.结论:限制性酶解结合糖基化改 性 是 开 发 SPI
基乳化配料的潜在可靠途径.
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Abstract:Objective:Thisstudyaimedtodevelopnovelsoybean

proteinisolate(SPI)Ｇbasedemulsifiers．Methods:Thestructure

ofSPI was modified bylimited enzymolysiscombined with

glycosylationandtheeffectsofthissynergisticmodificationon

theemulsificationcharacteristicsofSPIwasstudied．Results:

Among the different components obtained from the SPI

hydrolysate(SPIH),thehighmolecularmasscomponent(F３０)

exhibitedthebestemulsifyingproperty．Theemulsifyingstability

ofF３０Ｇdextran conjugates obtained for ４ h was the best．

ComparedwithSPI,SPIHandF３０,theF３０Ｇdextranconjugates

stabilizedemulsionsshowedthelowestinitialaverageparticlesize

andthebeststoragestability．WhenthepH wasclosetothe

isoelectricpoint of SPI orthe system was at a high salt

concentration,allemulsionswereunstabletocauseaggregation．

ComparedwithSPI,bothSPIHandF３０stabilizedemulsionshad

ahigheraggregationdegree．However,F３０Ｇdextranconjugates

providedadditionalsterichindranceand hydrophilicitydueto

covalentlybounddextran,whichexhibitedahigherresistance

underadverse environmentalconditions．Conclusion:Limited

enzymolysiscombined with glycosylation is a potentialand

reliablewaytodevelopSPIＧbasedemulsifyingingredients．

Keywords:soybeanproteinisolate;enzymolysis;glycosylation;

emulsifyingproperties;stability

大豆蛋白作为大豆中最主要的营养成分,是一种产

量高、价格低廉的优质植物蛋白资源[１－２],主要优点包

括:① 氨基酸组成方面具有优势,包含所有必需氨基酸;

② 含有生物活性物质,能降低胆固醇,减少高脂血症和心

血管疾病发生的风险;③ 具有极好的加工性能,如凝胶

性、乳化性和持水持油性[３－４].在各种功能性质中,对大

豆蛋白的乳化特性研究最为广泛.然而,天然大豆蛋白

的乳化性会受到各种环境因素的影响,限制了其在食品

工业中的应用.因此,通常需要对天然大豆蛋白进行改

性处理.

目前,常用的蛋白质改性方法主要有物理改性、化学

改性和酶法改性３种[５].协同改性是将两种或两种以上

的改性方法协同作用,可有效克服单一改性方法的局限

性以及不足.Jiang等[６]分别用胃蛋白酶和胰蛋白酶对
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乳清蛋白—半乳糖轭合物进行水解处理,结果发现,水解

后轭合物的抗氧化活性较水解前显著提高.Song等[７]用

碱性蛋白酶水解大豆分离蛋白—壳聚糖轭合物,得到水

解度为１％,２％,４％的水解产物,结果发现,与天然蛋白

和经轭合的蛋白相比,其结构更灵活,乳化性和抗氧化活

性更高.Zhang等[８]研究了有限水解对大豆分离蛋白—

麦芽糊精轭合物物理化学性质的影响,结果发现,有限的

水解可以改善轭合物的结构,提高其乳化活性.除了将

蛋白质—多糖轭合物进行酶解外,对蛋白质的酶解物进

行糖基化处理也能使天然蛋白功能性质得到提升.Li
等[９]研究发现,与大米蛋白—葡聚糖轭合物相比,大米蛋

白水解物(水解度为５％)—葡聚糖轭合物的溶解度、乳化

性和乳化稳定性分别提高了３．５,５．３,７．３倍,与大米蛋白

水解物相比,分别提高了１．５,２．２,８．０倍.Yu等[１０]研究

发现,胰蛋白酶水解结合葡聚糖糖基化处理的大豆分离

蛋白乳液在经过３次冻融循环后,表现出比未处理的蛋

白乳液更高的稳定性,且较低水解度(２％)的糖基化水解

物比较高水解度(５％)的糖基化水解物表现出更优的乳

化性能.

糖基化处理与酶解处理协同改性对天然蛋白质的结

构与功能特性改善效果优异,在开发新型蛋白基食品配

料方面有广泛的发展前景.目前,对食品蛋白先进行糖

基化处理再酶解的研究相对较多[６－８],而先酶解后糖基

化处理的报道较少[９－１０].研究以大豆分离蛋白(soybean

proteinisolate,SPI)为原料,采用中性蛋白酶对SPI先进

行限制性酶水解,再利用超滤处理将酶解 SPI分成不同

相对分子质量的组分,对每个组分进行糖基化改性,考察

改性后产物的乳化特性,旨在为开发基于 SPI的新型乳

化剂提供依据.

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

大豆分离蛋白:蛋白质含量≥８５％,水分含量≥７％,

灰分≤１５％,pH６．５~７．５,北京索莱宝科技有限公司;

中性蛋白酶:来源于枯草芽孢杆菌,EC编号３．４．２４．４,

１００U/mg,上海源叶生物科技有限公司;

葡聚糖:相对分子质量为４０００,上海源叶生物科技

有限公司;

其余试剂:分析纯,成都市科隆化工试剂厂.

１．２　仪器与设备

台式高速冷冻离心机:RJＧTGLＧ２０００R型,无锡市瑞

江分析仪器有限公司;

恒温恒湿培养箱:LHSＧ０８０型,郑州生元仪器有限

公司;

荧光酶标仪:VarioskanFlash型,赛默飞世尔科技有

限公司;

高速剪切均质机:AD５００SＧH 型,上海昂尼仪器仪表

有限公司;

动态光纳米粒度电位仪:NanoZS型,英国马尔文仪

器有限公司.

１．３　方法

１．３．１　SPI酶水解处理　根据 Huang等[１１]的方法修改

如下:利用超纯水配制５g/１００mL的SPI溶液,室温下磁

力搅拌２h,置于４℃冰箱水合过夜.在５５℃条件下,加

入中性蛋白酶(０．５g/１００g),恒温振荡(１２０r/min)水解

２０min.水解前先将SPI溶液在５５℃恒温振荡水浴锅中

平衡３０min,水解过程中用１mol/LNaOH 溶液控制体

系pH 在７左右.水解完成后,将蛋白水解液置于９０ ℃
下加热２０min灭酶.冷却至室温后于４℃、１００００r/min
条件下离心１０min,收集上清液,一部分冷冻干燥后得到

SPI水解物(soybeanproteinisolatehydrolysate,SPIH),

置于－２０℃保存备用.

１．３．２　SPIH 超滤分离处理　根据Zhang等[１２]的方法修

改如下:将收集的另一部分上清液经过０．４５μm 水相滤

膜微滤后,使用不同截留相对分子质量(３０００和１０００)

的超滤离心管按照相对分子质量从高到低逐级超滤分级

(４０００r/min,２０min),将SPIH 分成相对分子质量不同

的３种组分:＞３０００(F３０)、３０００~１０００(F３０Ｇ１０)和

＜１０００(F１０).收集滤液,冷冻干燥后置于－２０ ℃保存

备用.F３０、F３０Ｇ１０ 和 F１０ 的 得 率 分 别 为 １５．３１％,

３．９４％,０．８４％.

１．３．３　SPIH 超滤组分糖基化处理　根据 Xue等[１３]的方

法修改如下:利用超纯水配制２g/１００mL的不同相对分

子质量的水解物组分(F３０、F３０Ｇ１０和 F１０)的分散液,加

入同等质量的葡聚糖,混匀后室温搅拌２h,置于４ ℃冰

箱中过夜.将混合液冷冻干燥后得到的粉末,置于培养

皿中,在６０℃、相对湿度７９％的恒温恒湿培养箱中反应

２,４,６,１２,１８,２４h后取出,迅速冷却以终止反应.冷冻

干 燥 ４８ h,得 到 F３０/F３０Ｇ１０/F１０Ｇ葡 聚 糖 轭 合 物,

－２０℃保存备用.主要考察水解物中不同组分的糖基化

后乳化性质的改善情况,因此未对水解物整体进行糖基

化改性处理.

１．３．４　乳液制备　将样品分散于超纯水中,配制１,２,

３g/１００mL蛋白质溶液,用０．５mol/LNaOH 或 HCl溶

液调pH 至７,室温下搅拌２h,置于４ ℃冰箱水合过夜.

将充分水合的样品溶液在室温下平衡３０min后,加入大

豆油,使最终油相体积分数为１０％.在油水混合液中添

加０．０２g/１００mL叠氮钠后在１２０００r/min条件下高速

均质２min,制得粗乳液.再将粗乳液在６０MPa下高压

均质３次后制得细乳液.

２
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１．３．５　 乳 化 性 质 测 定 　 乳 化 活 性 指 数 (emulsifying
activityindex,EAI)和 乳 化 稳 定 性 指 数 (emulsifying
stabilityindex,ESI)的测定根据 Xu等[１４]的方法修改如

下:利 用 １０ mmol/L 磷 酸 盐 缓 冲 液 (pH ７．２)配 制

１g/１００mL的样品溶液,漩涡振荡后于４ ℃冰箱中水合

过夜.测试前将样品溶液在室温下平衡３０min,按最终

油相 体 积 分 数 为 １０％ 加 入 大 豆 油. 将 混 合 液 在

１２０００r/min下高速均质２min.在均质后的第０min和

第 １０ min 从 容 器 底 部 取 ５０ μL 乳 液,与 ５ mL

０．１g/１００mLSDS溶液混合,在５００nm 处测定吸光值.

以SDS溶液为空白对照.根据式(１)和式(２)计算EAI和

ESI.另外,用胶头滴管吸取上述新鲜制备的乳液滴于洁

净的载玻片表面,将盖玻片缓缓覆盖液滴,避免出现气

泡.采用光学显微镜观察乳液的微观结构并拍照.

EAI＝
４．６０６×A０×DF

c×φ×θ×１０４ , (１)

ESI＝
A０

A０－A１０
×１０, (２)

式中:

EAI———乳化活性指数,m２/g;

ESI———乳化稳定性指数,min;

A０、A１０———乳液在第０min和第１０min时的吸光

度值;

DF———稀释倍数,１００;

c———蛋白质量浓度,g/mL;

φ———油相体积分数,％;

θ———光路,１cm.

１．３．６　乳液粒径和电位测定　乳液用超纯水稀释６００倍,

设置分散剂的折射率为１．５９０,吸收系数为０．０１０.将稀

释液放入粒度仪样品池中,在２５℃下平衡２min后,测定

光强平均粒径及ζＧ电位.

１．３．７　乳液稳定性测定

(１)贮藏稳定性:取４mL新鲜乳液(pH７)移入带盖

玻璃瓶(１８mm×４０mm)中,在４℃冰箱中静置贮藏７d.

在第０,１,３,５,７天时,对每个样品的粒径和电位进行

分析.

(２)pH 稳定性:用０．５mol/LNaOH 或 HCl溶液将

新鲜乳液的pH 值调至３,５,７,９.取４mL不同pH 值的

乳液移入带盖玻璃瓶(１８mm×４０mm)中,在４℃冰箱中

静置贮藏２４h后,对乳液的粒径和电位进行分析.

(３)离子强度稳定性:向新鲜乳液(pH７)中加入不

同质 量 的 NaCl,调 整 乳 液 的 离 子 浓 度 为 ０,５０,１００,

２００mmol/L.取４mL不同离子浓度的乳液移入带盖玻

璃瓶(１８mm×４０mm)中,在４ ℃冰箱中静置贮藏２４h
后,对乳液的粒径和电位进行分析.

(４)温度稳定性:取４mL新鲜乳液(pH７)移入带盖

玻璃瓶(１８mm×４０mm)中,置于不同温度(３０,５０,７０,

９０℃)水浴锅中加热３０min.加热后,立即取出冰水浴

冷却至室温.随后在４℃冰箱中静置贮藏２４h后,对乳

液的粒径和电位进行分析.

１．３．８　乳液的复溶性　将新鲜乳液冷冻干燥,取冻干粉

末溶解于超纯水(pH７．０)中,质量浓度为０．４g/１００mL.

将复溶后的乳液移入带盖玻璃瓶(１８mm×４０mm)中,在

４℃冰箱中静置贮藏２４h后,对乳液的外观进行拍照.

１．４　数据处理

所有试验均进行３次平行重复测定.试验结果以平

均值±标准偏差表示,采用 MicrosoftOfficeExcel２０１９
对试验数据进行统计分析,用SPSS２５．０软件进行显著性

差异分析,采用 Origin９．１软件绘图.

２　结果与分析

２．１　乳化性质分析

由表１可知,与SPI相比,SPIH 的EAI显著增加,但

ESI却略微降低.这可能是 SPI在酶解后形成了比 SPI
相对分子质量小的产物,具有更疏松的结构[１５],有利于其

在油—水界面的快速吸附.同时,酶解也降低了蛋白质

的分子质量和溶液黏度,使得 SPIH 重力分离的速度增

加,因此SPIH 稳定乳液的稳定性降低[１６].超滤后,与

SPIH 相 比,F３０ 的 EAI有 所 降 低,但 仍 高 于 SPI.而

F３０Ｇ１０和F１０的EAI则显著降低,是因为F３０Ｇ１０和F１０
相对分子质量更低,不能在油—水界面形成连续的蛋白

膜,从而表现出较差的乳化性能[１７].

如表２所示,F３０经糖基化改性后,随着反应时间的

增加,其EAI和ESI呈先上升后下降的趋势,分别在反应

６,１２h时达到最高值.EAI和 ESI提高的原因分析如

下:① 与多糖亲水基团的共价结合增加了F３０的亲水性,

使其表面性质更活跃,在油—水界面上更容易吸附重排;

② 多糖分子链的接入增加了 F３０的空间位阻,可以防止

新形成的液滴聚集,提高乳液稳定性[１８].反应时间延长

表１　SPI、SPIH、F３０、F３０Ｇ１０和F１０的乳化性质†

Table１　TheemulsifyingpropertiesofSPI,SPIH,

F３０,F３０Ｇ１０,andF１０

样品 EAI/(m２g－１) ESI/min

SPI １９．５３±１．６０c ２２．１４±３．５２b

SPIH ２７．８６±１．４２a １８．５３±１．３１b

F３０ ２３．０２±０．３１b １６．４０±０．０８b

F３０Ｇ１０ ７．７９±１．０７d ２３．４８±１．１４b

F１０ ６．３５±０．１５d ５５．２２±５．８１a

　　†　小写字母不同表示差异显著(P＜０．０５).
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表２　F３０、F３０Ｇ１０和F１０反应不同时间的轭合物的乳化性质†

Table２　TheemulsifyingpropertiesofF３０,F３０Ｇ１０,andF１０andconjugatesincubatedfordifferenttime

反应时间/h
F３０Ｇ葡聚糖轭合物

EAI/(m２g－１) ESI/min

F３０Ｇ１０Ｇ葡聚糖轭合物

EAI/(m２g－１) ESI/min

F１０Ｇ葡聚糖轭合物

EAI/(m２g－１) ESI/min

０ １８．７５±０．６２d １５．３３±０．６０c ６．７３±１．０４ab ２６．１３±３．０６ ３．８０±０．４２b ４９．０６±１２．０６

２ ２３．１１±０．２９b １８．１８±０．１７c ５．９９±０．０２b ２９．８７±８．７０ ４．０１±０．０６ab ３７．５８±１７．１８

４ ２３．１８±０．０６b ３０．２６±１．４０b ６．１２±０．１９b ２８．６２±４．７１ ４．９９±０．８２a ３９．９６±０．５２

６ ２４．４５±０．１６a ３０．３５±１．０４b ７．２８±０．８８ab ２９．０４±３．６１ ４．５０±０．５０ab ５４．２９±１８．１８

１２ ２０．６０±０．４２c ４７．７２±４．６７a ７．７５±０．５８a ３０．３４±４．２８ ５．０２±０．１９a ３６．４７±０．０５

１８ ２０．５２±０．１９c １８．２７±０．７２c ８．０３±０．３５a ２６．６７±３．２９ ５．０６±０．３５a ３８．１１±９．１８

２４ ２２．５２±０．３８b １８．９７±０．０３c ８．２０±０．５２a ３３．２９±４．１９ ４．７５±０．３７ab ４５．７４±６．０２

　†　小写字母不同表示差异显著(P＜０．０５).

至１８~２４h时,F３０Ｇ葡聚糖轭合物的ESI开始下降,可能

与过高的糖基化反应程度有关.此外,糖基化改性未能

改善F３０Ｇ１０和F１０的乳化能力.

　　图１是SPI、SPIH、F３０和 F３０Ｇ葡聚糖轭合物稳定乳

液的微观结构,可以看出乳液的液滴均呈现规则的球形.

SPI、SPIH 及F３０３种样品稳定的乳液分布着大小不均

匀的液滴,并且由 SPIH 稳定的乳液液滴尺寸更小.在

F３０Ｇ葡聚糖轭合物稳定的乳液中,反应４h的产物稳定乳

液的液滴最小,且大小分布趋于均匀.此时,液滴间隙

小,依靠紧密,使得水相不容易下流而导致油水分层,同

时也会提升乳液稳定性[１９].图２和图３显示了 F３０Ｇ１０
和F３０Ｇ１０Ｇ葡聚糖轭合物,以及F１０和F１０Ｇ葡聚糖轭合物

图１　SPI、SPIH、F３０及反应不同时间的F３０Ｇ葡聚糖轭合物稳定乳液的光学显微照片

Figure１　OpticalmicroscopicphotosofemulsionstabilizedbySPI,SPIH,F３０andF３０Ｇdextranconjugate

incubatedfordifferenttime

图２　F３０Ｇ１０及反应不同时间的F３０Ｇ１０Ｇ葡聚糖轭合物稳定乳液的光学显微照片

Figure２　OpticalmicroscopicphotosofemulsionstabilizedbyF３０Ｇ１０andF３０Ｇ１０Ｇdextranconjugate
incubatedfordifferenttime
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图３　F１０及反应不同时间的F１０Ｇ葡聚糖轭合物稳定乳液的光学显微照片

Figure３　OpticalmicroscopicphotosofemulsionstabilizedbyF１０andF１０Ｇdextranconjugate

incubatedfordifferenttime

稳定乳液的微观结构,可以看出所有样品稳定乳液的液

滴直径明显增大,且视野内液滴数量较少.综合 EAI、

ESI及微观结构结果,重点讨论F３０及其糖基化产物的乳

化性质,并选择反应４h的 F３０Ｇ葡聚糖轭合物进行后续

乳液稳定性研究.

２．２　乳液粒径和电位分析

SPI、SPIH、F３０及反应４h的 F３０Ｇ葡聚糖轭合物稳

定的乳液平均粒径和ζＧ电位如图４所示.观察图４(a)可

知,与SPI相比,SPIH 稳定的乳液粒径显著降低.这可

能是酶水解破坏了蛋白质的肽键,蛋白质结构部分展开,

使得内部疏水基团及其他活性氨基酸暴露[２０],促进了其

在油—水界面的吸附速度和重新定向.与 SPIH 相比,

F３０稳定的乳液粒径则有所增加.这可能与 F３０的表面

疏水性进一步增加有关.此外,由 F３０Ｇ葡聚糖轭合物稳

定的乳液平均粒径最小.这可能是多糖的大分子尺寸和

亲水性在乳液液滴表面产生了较强的空间位阻效应,增

加了液滴周围界面膜的乳化性能和物理稳定性,促进小

粒径液滴的形成[２１].

通常来说,当体系的ζＧ电位绝对值＞３０mV时,被认

为足以抑制静电聚集[２２].如图４(b)所示,与 SPI相比,

SPIH 稳定乳液的ζＧ电位绝对值有所增加,这与酶水解增

加了蛋白质表面可电离基团的数量有关.此外,SPIH 经

超滤后,所得F３０组分的表面电荷数量进一步增加,所以

乳液表现出更高的ζＧ电位绝对值.然而,F３０Ｇ葡聚糖轭

合物稳定的乳液却表现出比F３０稳定乳液更低的ζＧ电位

绝对值.这可能是与 F３０共价结合的葡聚糖覆盖在 F３０
的表面,并且提供使蛋白质电荷远离水相的静电屏蔽效

应,减少了带电蛋白质与周围液体之间的静电相互作用,

最终降低了轭合物表面的电荷数量[２３－２４].因此,由轭合

物稳定的乳液表现出相对较低的ζＧ电位绝对值.

２．３　乳液贮藏稳定性分析

由于油相与水相之间存在正的自由能,会通过絮凝、

沉淀、聚集、Ostwald熟化和重力相分离等各种机制,导致

乳液液滴逐渐破裂,稳定性下降[２５].如图５所示,所有乳

不同样品之间字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图４　SPI、SPIH、F３０及F３０Ｇ葡聚糖轭合物稳定乳液的平均粒径和ζＧ电位

Figure４　ThemeanparticlesizeandζＧpotentialofemulsionstabilizedbySPI,SPIH,F３０andF３０Ｇdextranconjugate
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不同贮藏时间之间字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图５　贮藏时间对不同浓度的SPI、SPIH、F３０及F３０Ｇ葡聚糖轭合物稳定乳液的平均粒径和ζＧ电位的影响

Figure５　InfluenceofstoragetimeonthemeanparticlesizeandζＧpotentialofSPI,SPIH,F３０and

F３０Ｇdextranconjugatestabilizedemulsions

液液滴的平均粒径总体上均随着贮藏时间延长而逐渐增

大.其中,F３０样品稳定乳液的粒径增大速度最快,而

F３０Ｇ葡聚糖轭合物稳定乳液的粒径增大速度则相对较

慢.这是由于F３０Ｇ葡聚糖轭合物吸附层能够提供给乳液

液滴更有效的空间位阻稳定作用,从而减缓液滴之间的

聚集.此外,在贮藏过程中,乳液的ζＧ电位呈波动性变

化,说明与静电排斥相比,空间斥力对乳液的贮藏稳定性

有更大的影响.这些结果表明,酶解和进一步的糖基化

反应可以有效改善乳液在长期贮藏过程中的稳定性.虽

然乳液的粒径有所增加,但是所有样品的外观在贮藏期

间均保持稳定,未观察到明显的相分离或乳析现象.

２．４　乳液pH稳定性

由图６可知,随着pH 增加,所有乳液的平均粒径呈

现出相似的趋势:在pH 值为３~５时,乳液体系不稳定,

液滴大量聚集,平均粒径超过１０００nm.相比之下,在

pH 值为７~９时,乳液相对稳定,液滴分布均匀.此外,

所有乳液的ζＧ电位绝对值均随着 pH 的增大而逐渐增

加.由于乳化剂的主要成分为SPI或其水解物,所以乳

液体系对 pH 值比较敏感.当 pH 值接近 SPI等电点

(pH４．５)时,乳液液滴之间的静电斥力不够强,无法抵抗

疏水性和范德华力的吸引,导致乳化能力下降[２５].因此,

虽然葡聚糖可以增强 F３０的乳化能力,但其物理化学性

质仍然受到乳液体系pH 值的影响.

　　 如 图 ７ 所 示,从 样 品 外 观 图 中 也 可 以 看 到,

３g/１００mLSPI稳定的乳液在pH５时,形成了絮凝体,

出现了明显的相分离情况.此外,１g/１００mLSPI稳定

的乳液在pH５时出现了轻微的分层.而对于 SPIH 和

F３０稳定的乳液,在 pH 值为３和５时出现明显分层现

象,上层为白色乳析层,下层为透明乳清层.而且随着浓

度的降低,分层现象更加明显.值得注意的是,F３０Ｇ葡聚

糖轭合物所形成的乳液,由于液滴表面高度水合的葡聚

糖极大地抑制了轭合物在不同液滴之间的相互作用,从

而降低了在pH 值为３和５时的分层现象.可见,界面膜

的空间斥力和高度水合作用是提高乳状液稳定的必要条
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件.相反,在pH 值为７~９时,所有乳液保持稳定,没有

出现分层现象,这也与粒径的结果一致.

２．５　乳液离子强度稳定性

在pH７时,测量了SPI、SPIH、F３０和F３０Ｇ葡聚糖轭合

物稳定的乳液在不同离子强度(０,５０,１００,２００mmol/L)下

粒径和ζＧ电位的变化,如图８所示.当 NaCl浓度在０~

２００mmol/L范围内增加时,所有乳液的粒径均逐渐增

大 .并且１g/１００mL的SPI、SPIH、F３０和F３０Ｇ葡聚糖

不同pH 之间字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图６　pH 对不同浓度的SPI、SPIH、F３０及F３０Ｇ葡聚糖轭合物稳定乳液的平均粒径和ζＧ电位的影响

Figure６　InfluenceofpHonthemeanparticlesizeandζＧpotentialofSPI,SPIH,F３０and

F３０Ｇdextranconjugatestabilizedemulsions

图７　pH 对不同浓度的SPI、SPIH、F３０及F３０Ｇ葡聚糖轭合物稳定乳液的外观的影响

Figure７　InfluenceofpHontheappearanceofSPI,SPIH,F３０andF３０Ｇdextranconjugatestabilizedemulsions

７
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轭合物增加程度最明显.此外,随着 NaCl浓度增加,乳

液的ζＧ电位绝对值均逐渐降低.这种现象可能与盐离子

的静电屏蔽作用有关.水相中的反离子(Na＋ )由于静电

吸 引,松 散 地 聚 集 在 蛋 白 质 表 面 的 负 电 荷 基 团

(—COO－ )周围,从而屏蔽了它们的净电荷[２６].这促进

了乳液液滴之间的聚集和絮凝,增大了液滴尺寸.具体

来说,由SPI稳定的乳液表现出最小的粒径变化幅度,且

乳液在外观上没有明显变化(如图 ９ 所示).但是,由

SPIH 稳定的乳液则表现出相对较弱的对抗离子强度稳

定性,特别是１g/１００mL的SPI、SPIH、F３０和 F３０Ｇ葡聚

糖轭合物的乳液放置２４h后出现了分层现象(如图９中

虚线位置所示).而这种现象在 F３０稳定的乳液中更加

明显,乳液分层程度也更大.这可能是因为 F３０具有较

短的肽链和较低的相对分子质量,在油—水界面的吸附

层更薄.但是与 F３０相比,F３０Ｇ葡聚糖轭合物稳定乳液

的粒径变化幅度明显减小.此外,从外观上未发现分层

现象,表明其稳定性优于F３０.

２．６　乳液温度稳定性

研究了在３０~９０ ℃热处理３０ min后,SPI、SPIH、

F３０和F３０Ｇ葡聚糖轭合物稳定乳液的粒度和ζＧ电位变

化,如图１０所示.从３０℃加热至５０℃时,SPI稳定乳液

的粒径均明显降低;而当温度进一步增大至９０ ℃时,乳

液粒径则逐渐增大.由SPIH、F３０和 F３０Ｇ葡聚糖轭合物

稳定的乳液在３０~７０ ℃热处理后,粒径增大幅度较小,

而在较高的温度７０~９０ ℃下处理后,粒径明显增加,表

明乳液有聚集的趋势.但是F３０Ｇ葡聚糖轭合物稳定乳液

的粒径增加程度相对较低.此外,在热处理过程中,所有

乳液的ζＧ电位变化不明显,说明热处理未影响乳液液滴

之间的静电相互作用,而液滴粒径的增加可能是因为蛋

白质吸附层之间通过疏水或二硫键等相互作用聚集所引

起的.虽然乳液的粒径在热处理后明显增加,但仍然低

于１０００nm,所以从外观上未观察到分层现象.

２．７　复溶特性

将SPI、SPIH、F３０和F３０Ｇ葡聚糖轭合物稳定的乳液

不同浓度之间字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图８　离子强度对不同浓度的SPI、SPIH、F３０及F３０Ｇ葡聚糖轭合物稳定乳液的平均粒径和ζＧ电位的影响

Figure８　InfluenceofionicstrengthonthemeanparticlesizeandζＧpotentialofSPI,SPIH,F３０and

F３０Ｇdextranconjugatestabilizedemulsions
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冷冻干燥后,分散在一定量的去离子水中,对其复溶特性

进行探究.如图１１(a)所示,由SPI和SPIH 稳定的乳液

在冻干后呈淡黄色,且冻干物质地黏稠,有明显的漏油迹

象 .而由F３０和F３０Ｇ葡聚糖轭合物稳定的乳液在冻干后

虚线表示乳液分层位置;０,５０,１００,２００对应的 NaCl浓度分别为０,５０,１００,２００mmol/L
图９　离子强度对不同浓度的SPI、SPIH、F３０及F３０Ｇ葡聚糖轭合物稳定乳液的外观的影响

Figure９　InfluenceofionicstrengthontheappearanceofSPI,SPIH,F３０andF３０Ｇdextranconjugatestabilizedemulsions

不同温度之间字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图１０　温度对不同浓度的SPI、SPIH、F３０及F３０Ｇ葡聚糖轭合物稳定乳液的平均粒径和ζＧ电位的影响

Figure１０　InfluenceoftemperatureonthemeanparticlesizeandζＧpotentialofSPI,SPIH,F３０and
F３０Ｇdextranconjugatestabilizedemulsions
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图１１　不同浓度SPI、SPIH、F３０及F３０Ｇ葡聚糖轭合物稳定乳液冻干后的外观形态和复溶效果

Figure１１　FrozenＧfriedappearanceandreＧdispersedeffectofSPI,SPIH,F３０andF３０Ｇdextranconjugate

stabilizedemulsionsafterfreezeＧdrying

呈白色,粉末干燥,无黏稠或漏油迹象.此外,如图１１(b)

所示,由SPI稳定的乳液在冻干后,几乎不溶于水,即使

在经过外力搅拌后,都很难再恢复至冻干前的状态.这

可能与SPI具有较低的溶解度有关.而对于 SPIH、F３０
和F３０Ｇ葡聚糖轭合物稳定的乳液,冻干后加水能迅速溶

解,形成的乳液分散体系均一、流动性好.但是经过一段

时间的放置后,出现轻微的脂肪上浮现象;且该现象在

F３０稳定的乳液中更为明显.这些结果表明,经过酶水解

后,降低了蛋白质分子的相对分子质量,使其结构更加疏

松,从而提高了蛋白质的溶解度,这有利于提升乳液冻干

后的复溶效果.此外,F３０Ｇ葡聚糖轭合物较 F３０表现出

更低的脂肪上浮程度,进一步说明了糖基化改性对 F３０
乳化性质的改善作用.同时,良好的复溶效果也将有利

于F３０Ｇ葡聚糖轭合物稳定的乳液作为食品配料在食品体

系中的应用.

３　结论

通过中性蛋白酶水解和葡聚糖糖基化相结合的协同

改性对大豆分离蛋白进行改性处理,探究了改性大豆分

离蛋白在乳化特性上的变化,评估了改性大豆分离蛋白

作为乳化剂稳定乳液的能力.研究结果表明:① 大豆分

离蛋白水解物中对乳化性质最有利的主要是相对分子质

量较大的组分(F３０),相对分子质量较小的组分(F３０Ｇ１０
和F１０)乳化性质较差.② 酶水解可以提高大豆分离蛋

白表面疏水性,促进水解物在油—水界面吸附,乳化活性

明显改善;但是在液滴表面形成的界面膜较薄,且水解物

之间容易因疏水相互作用发生结构重排,导致乳液在不

利环境条件下容易失稳分层.③ 糖基化后,与 F３０共价

结合的葡聚糖可以在液滴表面提供额外的空间位阻作

用,增加界面膜厚度,减缓因 NaCl的静电屏蔽作用和热

处理导致的液滴聚集,提高乳液稳定性.综上,限制性酶

解结合糖基化改性是提高大豆蛋白乳化性能的有效手

段,后续可继续探讨该研究获得的改性大豆蛋白在稳定

新型乳液,如多重乳液、Pickering乳液、多层乳液等方面

的潜力.
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