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甜菜果胶酶促交联对蛋白质乳化液稳定性的影响
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　　【摘要】　研究了辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）和漆酶（Ｌａｃｃａｓｅ）催化甜菜果胶间交联的反应条件及其对蛋白质乳化

液稳定特性的影响。紫外 可见分光光度法和傅里叶变换红外光谱结果均表明，ＨＲＰ和 Ｌａｃｃａｓｅ在水相中可催化甜

菜果胶间形成共价交联。ＨＲＰ的反应体系为：５ｍＬ反应体系中含 ６ｍｇ甜菜果胶，２０ＵＨＲＰ，０．５％（质量分数）

Ｈ２Ｏ２，３５℃下反应 ２ｈ；Ｌａｃｃａｓｅ的反应体系为：５ｍＬ反应体系中含 ６ｍｇ甜菜果胶，１５ＵＬａｃｃａｓｅ，４０℃下反应 ２４ｈ。

激光衍射粒度仪测定结果表明，不同酶反应体系下，蛋白质乳液特性不同。Ｌａｃｃａｓｅ交联体系引起牛血清白蛋白

（ＢＳＡ）、乳清分离蛋白（ＷＰＩ）乳状液发生分层现象，随反应时间延长，分层更加明显；而在 ＨＲＰ反应体系下，ＢＳＡ乳

状液的稳定性能明显提高。
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　　引言

甜菜果胶（ｂｅｅｔｐｅｃｔｉｎ）是从甜菜榨糖后残余的

甜菜渣中提取而来的新型果胶。与其他果胶相比，

甜菜果胶“毛发区”（ｈａｉｒｙｒｅｇｉｏｎ）存在有阿魏酸基
团

［１～４］
，约占中性糖残基含量的 ０６１％ ～２５％［５］

。



较多的研究已经表明，阿魏酸无论是以单体还是以

残基形式存在时，都能被一些氧化还原酶氧化而发

生交联。王鹏等
［６］
发现，阿魏酸在漆酶的作用下能

够与未漂浆中的残余木素聚合，在纤维表面产生抗

水性的化学键，从而增强纸张的湿强度。马福敏

等
［７］
采 用 过 氧 化 物 酶 （ＰＯＸ）／Ｈ２Ｏ２ 和 漆 酶

（Ｌａｃｃａｓｅ）／Ｏ２体系研究了全麦粉中阿拉伯木聚糖
的氧化交联性质，认为在有 Ｌａｃｃａｓｅ和 ＰＯＸ存在时，
阿拉伯木聚糖重均分子质量增加，阿魏酸含量降低。

Ｒｏｍｂｏｕｔｓ等［３］
研究了以 Ｌａｃｃａｓｅ为催化剂，甜菜果

胶为底物，实现果胶分子间的交联，并评价了交联后

凝胶的持水性。这些研究结果表明阿魏酸基团是

Ｌａｃｃａｓｅ和 ＰＯＸ的良好底物。
蛋白质乳状液已经广泛应用于食品工业。单一

的蛋白质作为乳化剂制得的乳状液容易脱稳，如分

层、聚合、凝聚，最终导致油水分离、蛋白质沉淀等。

导致这些不稳定现象的原因主要是由于蛋白自身对

环境因素敏感、易凝聚造成的。另外，不同结构的蛋

白质乳化性能差异也很大
［８］
。目前，对于改善蛋白

质乳状液稳定性的研究报道较多
［９～１３］

，大多集中在

以下方面：运用化学交联剂或酶引发乳化界面上的

蛋白质分子间或分子内发生交联；通过静电吸附作

用在乳化液界面上形成蛋白 多糖静电吸附层从而

改善乳化液的稳定性；运用美拉德反应机理，使乳化

液界面上的蛋白糖基化。

为了避免静电吸附作用在 ｐＨ值变化时发生解
吸，以及美拉德反应的不可控性和反应复杂性，本文

探索一种新的蛋白质 Ｏ／Ｗ型乳化液的稳定性改良
方法。即首先通过改变乳化液 ｐＨ值使乳液中蛋白
质带正电，然后加入带负电的甜菜果胶使之吸附在

乳化液界面上，再加入辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）或
Ｌａｃｃａｓｅ，在蛋白质乳液表面催化甜菜果胶间共价交
联并在乳液表面形成具有一定刚性的果胶“保护

壳”，从而起到改善和稳定乳状液性能的作用。

１　材料与方法

１１　材料与试剂
阿魏酸（ｆｕｍａｌｉｃａｃｉｄ，简称 ＦＡ，西安小草植物科

技有限责任公司，质量分数不小于 ９９％ＨＰＬＣ级），
甜菜果胶（德国，Ｈｅｒｂｓｔｒｅｉｔｈ＆ＦｏｘＫＧ公司，酯化度
大于５０％），柑橘果胶（６个品种，分别来自 Ｓｉｇｍａ、
Ｆｌｕｋａ以及 Ｈｅｒｂｓｔｒｅｉｔｈ＆ＦｏｘＫＧ公司），苹果果胶
（２个品种：分别来自 Ｓｉｇｍａ、Ｈｅｒｂｓｔｒｅｉｔｈ＆ＦｏｘＫＧ公
司），牛血清白蛋白第五组分（ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ
Ｖ，简称 ＢＳＡ，瑞士 Ｒｏｃｈｅ公司），乳清分离蛋白
（ｗｈｅｙｐｒｏｔｅｉｎｉｓｏｌａｔｅ，简称ＷＰＩ，美国Ｇｌａｎｂｉａ公司），

辣根过氧化物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，简称 ＨＲＰ，
２５０Ｕ／ｍｇ，瑞 士 Ｒｏｃｈｅ公 司），漆 酶 （Ｌａｃｃａｓｅ，
３０００Ｕ／ｇ，武汉远城科技发展有限公司，食品级），
Ｈ２Ｏ２（国药集团化学试剂有限公司，质量分数
３０％），大豆油（市售食用大豆油），其他试剂皆为分
析纯。

１２　仪器与设备
紫外 可见分光光度仪（日本岛津公司，ＵＶｍｉｎｉ

１２４０型），傅里叶变换红外光谱仪（美国尼高力公
司，ＮＥＸＵＳ６７００型），高速均质仪（德国 ＩＫＡ公司，
Ｔ２５ｂａｓｉｃ型），高压均质机（意大利 ＧＥＡＮｉｒｏＳｏａｖｉ
公司 ，ＮＳ１００１Ｌ型），激光衍射粒度仪（美国贝克曼
库尔特公司，ＬＳ２３０型），ｐＨ计（德国赛多利斯，
ＤＳ８９７２３型），恒温水浴振荡器（哈尔滨东联电子技
术开发有限公司，ＨＺＳ Ｈ型）。
１３　实验方法
１３１　不同果胶阿魏酸含量测定

阿魏酸在波长２９０～３３０ｎｍ附近有良好的紫外
吸收

［１４］
。实验中，将一定量的阿魏酸标品溶于

５０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液（ＰＢＳ，ｐＨ值７０）中，在波长
２００～８００ｎｍ范围内进行全波长扫描发现其在波长
３１０ｎｍ处存在最大吸收峰。然而对甜菜果胶溶液
进行 ２００～８００ｎｍ范围全波长扫描发现在波长
３２５ｎｍ处有一个最大吸收峰。甜菜果胶中的阿魏酸
以残基形式存在，导致其最大吸收波长会有偏移。

故后期实验皆以波长３２５ｎｍ作为检测波长。
果胶阿魏酸标准曲线建立：称取 ２ｍｇ阿魏酸标

品，溶于 ５０ｍｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值 ７０的 ＰＢＳ中溶解完全
并定容至１００ｍＬ，得到２０μｇ／ｍＬ的阿魏酸标准液。
将此标准液分别配成２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１μｇ／ｍＬ
的梯度标准液，以 ＰＢＳ为空白，在波长 ３２５ｎｍ处测
得吸光值并建立标准曲线。

不同品种果胶配制成一定质量浓度的样品液，

在波长３２５ｎｍ处测定吸光值，并根据阿魏酸标准曲
线计算阿魏酸含量。

１３２　酶促反应体系建立
称取 ４０ｍｇＨＲＰ和 ２５ｇＬａｃｃａｓｅ，分别溶于

５０ｍｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值７０的 ＰＢＳ中，定容至 １００ｍＬ，得
到１００Ｕ／ｍｇ和７５Ｕ／ｍｇ的酶液。

配置一定量的 ２ｍｇ／ｍＬ的果胶液。Ｈ２Ｏ２质量
分数５％（现配现用）。ＨＲＰ／Ｈ２Ｏ２体系为：３ｍＬ甜
菜果胶液，０５ｍＬＨ２Ｏ２，０２～１０ｍＬＨＲＰ（总反应
体积５ｍＬ，不足以 ＰＢＳ补足），３５℃，ｐＨ值 ４０，反
应２～２４ｈ；Ｌａｃｃａｓｅ体系为：３ｍＬ甜菜果胶液，０２～
１０ｍＬＬａｃｃａｓｅ（总反应体积 ５ｍＬ，不足以 ＰＢＳ补
足），敞口容器中 ４０℃反应，ｐＨ值 ４０，反应 ２～
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２４ｈ。在波长３２５ｎｍ处测定吸光值变化。
１３３　傅里叶变换红外光谱表征酶促交联

将酶促反应体系同比例扩大反应量至 ２０ｍＬ，
反应后将反应液进行适度浓缩，用傅里叶变换红外

光谱仪法在波数 ４００～４０００ｃｍ－１
扫描测得红外图

谱。

１３４　乳化液制备和粒径测定。
乳化液制备参照 Ｌｉｔｔｏｚ等［１５］

的方法，油相与水

相体积比为１∶９，水相中蛋白质质量浓度为 ５ｍｇ／Ｌ，
油水两相混合后先用高速均质机以 １３０００ｒ／ｍｉｎ均
质２ｍｉｎ，然后在 ６０ＭＰａ下用高压均质机均质一次
（两级均质阀控制，一级阀６０ＭＰａ，二级阀６ＭＰａ）。

粒径测定使用激光衍射粒度仪（ＳｍａｌｌＶｏｌｕｍｅ
Ｍｏｄｕｌｅ，测试范围：００４～２０００μｍ），实验中大豆油
的折射率为 １４３６，蒸馏水的折射率为 １３３３，粒子
的吸收值为０００１。每个样品设置两个平行。以粒
径 体积分数作图。

１３５　甜菜果胶交联“保护壳”的制备
将制备得到的乳化液按乳液与果胶液体积比为

２∶３的比例与 ２ｍｇ／ｍＬ的甜菜果胶液均匀混合，用
１ｍｏｌ／Ｌ的 ＨＣｌ调整乳液 ｐＨ值至 ４０。按 １３２节
中确定的体系最适量比例及反应条件进行酶促反

应。

１３６　甜菜果胶交联前后影响评价
按照 １３５节所述，反应结束后用 １ｍｏｌ／Ｌ

ＮａＯＨ将乳液 ｐＨ值调回到 ７０，比较 ｐＨ值调节前
后乳状液粒径以及稳定性变化趋势。

２　结果与分析

２１　不同果胶阿魏酸含量
实验中首先在波长 ３２５ｎｍ下获得了阿魏酸的

标准曲线（Ｒ＝０９９９６５），据此测定了９种不同来源
的果胶中阿魏酸的含量（表 １）。结果表明，由于果
胶来源、提取方式等差异，果胶中阿魏酸含量也有差

异。例如，同样是苹果果胶，苹果果胶 ａ中的阿魏酸
含量仅为苹果果胶 ｂ的 １／３。本实验所选用的甜菜
果胶中阿魏酸含量却明显高于其他所有种类的果

胶。紫外 可见全波长扫描也证实这个研究结果

（图１）。

表 １　不同果胶品种的阿魏酸质量分数

Ｔａｂ．１　Ｆｅｒｕｌｉｃａｃｉｄｃｏｎｔｅｎｔｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｋｉｎｄｓｏｆｐｅｃｔｉｎｓ

甜菜

果胶

柑橘果胶 苹果果胶

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ Ｆ ａ ｂ

１９１６ ００８８０１２０００６３０３２５０２８４０４６４０２８８０９１２

　　注：编号 Ａ～Ｆ，ａ、ｂ代表同种果胶不同的来源、提取方式、技术

指标。

图 １　３种果胶紫外可见分光光度法全波长扫描图

Ｆｉｇ．１　ＵＶｖｉｓｉｂｌｅｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｙｏｆｔｈｒｅｅ

ｔｙｐｅｓｏｆｐｅｃｔｉｎｓ
　
２２　酶促交联反应体系

实验中采用 ＨＲＰ／Ｈ２Ｏ２和 Ｌａｃｃａｓｅ／Ｏ２两种体

系来实现甜菜果胶的交联。结果发现，ＨＲＰ催化反
应速率较快，２ｈ后反应基本完全（图 ２），而 Ｌａｃｃａｓｅ
则大致在 ２４ｈ后才能反应完全（图 ３），并且 ＨＲＰ／
Ｈ２Ｏ２体系引起的吸光值变化较大，意味着 ＨＲＰ／
Ｈ２Ｏ２催化效率相对较高。同时，柑橘果胶和苹果果
胶的吸光值变化趋势也再次印证了这两种果胶中阿

魏酸含量较低。就实验所设置的甜菜果胶量而言，

２０Ｕ的 ＨＲＰ或者１５Ｕ的 Ｌａｃｃａｓｅ都能使反应完全，
因此后期实验按此比例添加酶用量。两种体系反应

后期吸光值变化不是平稳不变而是略有上升，这可

能与两种酶同属于蛋白，在波长３２５ｎｍ处也有吸收
有关。

图 ２　不同果胶 ＨＲＰ／Ｈ２Ｏ２体系下的酶促反应

Ｆｉｇ．２　Ｅｎｚｙｍａｔｉｃｒｅａｃｔｉｏｎｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｅｃｔｉｎｓｉｎ

ＨＲＰ／Ｈ２Ｏ２ｓｙｓｔｅｍ
　

图 ３　甜菜果胶 Ｌａｃｃａｓｅ体系下的酶促反应

Ｆｉｇ．３　Ｅｎｚｙｍａｔｉｃｒｅａｃｔｉｏｎｓｏｆｂｅｅｔｐｅｃｔｉｎｓｉｎ

Ｌａｃｃａｓｅｓｙｓｔｅｍ
　
需要说明的是，实验结果（图 ２）也表明同一样

品、同一加酶量在不同时间段所测的吸光值不一致，

０４１ 农　业　机　械　学　报　　　　　　　　　　　　　　　　　２０１１年



这是由于果胶属于大分子，其空间结构影响吸光值。

另外，果胶长时间在水浴中加热也在一定程度上使

果胶分子伸展，阿魏酸基团更加暴露在水相中，所以

增加了吸光值。由于空白对照也存在着这种效应，

所以不影响不同加酶剂量下的比较。

２３　傅里叶变换红外光谱
由图 ２和图 ３可以认为，在两种酶促体系下甜

菜果胶中的阿魏酸基团由于酶的作用而含量降低，

但是这种含量的降低能否说明果胶已经通过阿魏酸

基团发生交联还有待更直观的检测手段来证实，本

文进一步采用傅里叶变换红外光谱法 （Ｆｏｕｒｉｅｒ
ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｆｒａｒｅｄｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，简称 ＦＴＩＲ）来进一步
表征果胶交联。

实验中选取 ＨＲＰ／Ｈ２Ｏ２ 体系下的空白对照
（０Ｕ）、２０Ｕ、８０Ｕ，Ｌａｃｃａｓｅ体系下的 １５Ｕ作为检测
样品，实验结果如图４所示。从光谱图可以看出，与
空白对照相比，加入酶后在波数为２０７４ｃｍ－１

处出

现新的波峰。该波峰位于红外的特征基团振动频率

区（４０００～１３３０ｃｍ－１
），属于苯环的特征振动频率，

这可能和阿魏酸的结构主体属于苯环有关。阿魏酸

残基的交联加强了苯环的振动效应，导致了在波数

２０７４ｃｍ－１
处出现新的波峰，这也与 Ｓｔｅｐｈｅｎ［１６］的总

结相符，即交联发生在苯环之上或使苯环更接近

（图５），从一个侧面证实了甜菜果胶发生了交联。

图 ４　酶促甜菜果胶交联的傅里叶变换红外光谱图

Ｆｉｇ．４　ＦＴＩＲｒｅｓｕｌｔｏｆｅｎｚｙｍａｔｉｃｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇ

ａｍｏｎｇｂｅｅｔｐｅｃｔｉｎ
　

图 ５　阿魏酸残基可能的酶促交联反应

Ｆｉｇ．５　Ｅｎｚｙｍａｔｉｃｏｘｉｄａｔｉｏｎｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇｒｅａｃｔｉｏｎ

ａｍｏｎｇｆｅｒｕｌｉｃａｃｉｄｒｅｓｉｄｕｅｓ
　

２４　交联果胶对乳状液影响的初步评价
乳化液的评价指标较多，包括分层效应、流变特

性、粒径分布等。而粒径分布相对而言是表征乳化

液状态的最直观的指标。

实验中以牛血清白蛋白（ＢＳＡ）和乳清分离蛋白
（ＷＰＩ）作为乳化剂制备乳化液。并评价不同处理环
节的乳液粒径变化趋势（图 ６、图 ７）。图中，原乳液
是指经高压均质以后未作任何处理，ｐＨ值 ４０→
７０是指 ｐＨ值在 ４０下反应一定时间后再将乳液
ｐＨ值调回到７０。

图６　Ｌａｃｃａｓｅ催化甜菜果胶交联对于 ＷＰＩ乳液粒径的影响

Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇｏｆｂｅｅｔｐｅｃｔｉｎｃａｔａｌｙｓｅｄｂｙ

ＬａｃｃａｓｅｏｎｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅｏｆＷＰＩｓｔａｂｉｌｉｚｅｄｅｍｕｌｓｉｏｎｓ
　

图 ７　ＨＲＰ催化甜菜果胶交联对于 ＢＳＡ乳液粒径的影响

Ｆｉｇ．７　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇｏｆｂｅｅｔｐｅｃｔｉｎｃａｔａｌｙｓｅｄ

ｂｙＨＲＰｏｎｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅｏｆＢＳＡｓｔａｂｉｌｉｚｅｄｅｍｕｌｓｉｏｎｓ
　
从图６、７可以看出，经 Ｌａｃｃａｓｅ催化后，ＷＰＩ乳

液粒径明显变大（大于果胶自身吸附到乳液液滴上

引起的粒径增大），ｐＨ值调回到 ７０后酶催化后乳
液粒径基本保持在已经增大的状态，说明 Ｌａｃｃａｓｅ
能够使乳液外覆盖一层交联甜菜果胶外壳，并且这

种交联作用明显大于 ＷＰＩ与果胶本身在 ｐＨ值 ７０
的静电排斥作用，从而交联外壳不发生断裂。ＨＲＰ
体系下，ＢＳＡ乳液却没有因为酶催化作用使乳液粒
径明显变大，基本保持在与原液一致的状态，可能是

因为 ＨＲＰ能够引起更多的果胶发生交联（图 ２、３），
进而使果胶空间结构发生较大变化，屏蔽了大部分

的负电荷，导致交联后的果胶无法吸附到 ＢＳＡ乳液
液滴上。

尽管如此，体系的粒径变化除了酶的影响外，还

受到蛋白种类的影响。在 ＢＳＡ乳液中，无论加酶与
否，体系 ｐＨ值调回到 ７０以后，都能保持在大粒径
区域；而无论是否在 ＷＰＩ乳液中加酶，乳液都能够
保持原有乳液粒径不发生变化（结果未列出）。
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实验中也发现，Ｌａｃｃａｓｅ体系会使 ＷＰＩ乳化液
分层明显，而 ＨＲＰ体系却能基本消除 ＢＳＡ 果胶吸

附导致的分层现象。

虽然本实验对于酶促甜菜果胶交联后对蛋白质

乳液的影响进行了考察，并得出了鉴于实验设置的

结果与结论，然而交联果胶改良后的乳化液，由于蛋

白自身种类的差异，酶促反应作用效果的不同以及

果胶、蛋白作为高分子本身具有复杂的界面相互作

用
［１３］
影响，使得实验所设置的体系非常复杂。对不

同温度、离子强度以及 ｐＨ值等环境因素的耐受程
度也有待考察。因此，有必要对相关机理进行更系

统、明确的探索研究。

３　结束语

运用辣根过氧化物酶和漆酶两种体系，实现了甜

菜果胶的交联，并将这种交联反应与乳液中蛋白 多糖

静电吸附作用相结合，初步探索了静电吸附前后，果胶

交联作用对于以蛋白质为乳化剂的乳化液的影响。

实验结果表明，果胶交联前后，乳化液状态会发

生一定的变化，主要表现为乳液粒径分布趋势发生

变化。对于漆酶体系，乳液中发生的甜菜果胶交联

反应会明显增大乳液平均粒径，并且乳液分层明显，

而辣根过氧化物酶体系不仅没有粒径变大的现象，

还能明显减轻 ＢＳＡ乳液的分层效应。
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