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大豆分离蛋白 花青素复合乳液稳定性研究
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摘要：以大豆分离蛋白和花青素为原料，制备热处理大豆分离蛋白 花青素复合乳液，研究添加花青素对复合乳液

特性的影响规律。利用动态光散射从宏观角度评价花青素复合对复合乳液粒径大小以及分布上的影响，采用乳化

稳定性、乳层析指数和 ζ电位分析，分别从不同的角度评价复合乳液的稳定性，结果表明：花青素复合后，复合乳液

的粒径变小，乳层析指数显著降低，ζ电位的绝对值增加，说明乳液液滴间的静电斥力大，不易发生聚集。蛋白与花

青素的质量比为４０的样品具有最低的 ＣＩ值（４１％）和最大的电位绝对值，说明在所有花青素复合的热处理 ＳＰＩ花

青素复合乳液中，其具有最好的乳液稳定性。氧化稳定性实验结果表明：随着花青素浓度的增加，乳液 ＤＰＰＨ自由

基和 ＡＢＴＳ＋·清除率先上升后略有下降，其中蛋白与花青素的质量比为 ４０时，乳液抗氧化性最佳。因此在大豆分

离蛋白中添加花青素可以有效提高复合乳液氧化稳定性。
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０　引言

大豆分离蛋白（ＳＰＩ）作为一种营养价值丰富的
食用蛋白资源，因其较高的蛋白含量以及优良的功

能特性，如凝胶性、乳化性、起泡性及持水性等，而被

广泛应用于食品加工中
［１－３］

。食品加工过程中，热

杀菌、改性等环节都会采用热处理这一处理手

段
［４］
。热处理具有杀菌、抑制酶活性、改善食品感

官品质等功能，但过度加热也会破坏热敏性营养成

分（如维生素），使感官品质劣化。此外，热处理可



显著影响蛋白质的结构，适当的热处理能使蛋白变

性，增强蛋白质水解度。热处理导致蛋白质的伸展，

表面疏水性增加，二硫键交联形成聚集体，同时会暴

露一些疏水基团参与聚集体的形成
［５］
。

花青素作为一种黄酮类含量丰富、广泛应用于

食品中的植物色素，其可清除 ＤＰＰＨ自由基，具有很
强的抗氧化作用

［６］
，可延缓衰老。此外花青素还具

有抑菌、预防癌症、抗心血管疾病等多种功能
［７－９］

。

花青素是一种小分子活性物质，具有较强的蛋白亲

和性，可通过渗入到蛋白微原纤间，与多肽链形成多

种交联点
［１０］
。

近年来，蛋白与多酚间的研究主要集中在二者

的结合机理及二者复合后对蛋白结构和功能性质的

影响等方面。ＨＥ等［１１］
研究发现，β乳球蛋白和锦

葵花素葡萄糖苷通过疏水相互作用发生结合，导致

蛋白质二级结构发生变化。ＫＡＮＡＫＩＳ等［１２］
采用分

子模拟的方法发现，茶多酚和乳球蛋白通过疏水相

互作用结合。ＰＲＩＧＥＮＴ等［１３］
使用等温滴定量热法

研究牛血清白蛋白（ＢＳＡ）与原花青素的作用机理发
现，二者通过氢键发生结合。ＪＩＡ等［１４］

在碱性条件

下研究乳清蛋白和表儿茶素的相互作用，发现表儿

茶素的加入改变了乳清蛋白的二级、三级结构，且蛋

白的起泡性和乳化性均得到改善。

本文研究 ＳＰＩ花青素复合溶液在热处理条件
下其复合乳化体系的功能性质、界面性质、理化性质

及微观结构的表征，利用动态光散射、乳化稳定性等

宏观指标，明确 ＳＰＩ与花青素间的互作关系对乳液
性质的影响规律；同时通过氧化稳定性实验，探究花

青素浓度对复合乳液氧化稳定性的影响，进一步探

讨花青素对大豆分离蛋白理化性质的影响，为开发

新的大豆蛋白产品提供理论依据。

１　材料与方法

１１　材料与试剂
大豆分离蛋白，实验室自制；花青素（质量分数

为２５％）购自陕西天之润生物科技有限公司，进一
步经过固相萃取分离纯化，除去蛋白质、多糖、有机

酸和酚类物质，得到的花青素纯化物质量分数提高

到 ３５％；盐酸、氢氧化钠、磷酸二氢钠、磷酸氢二钠，
北京新光化工试剂厂；正己烷、乙酸乙酯、甲醇，天津

北科化学品有限责任公司；其他化学试剂均为分析

纯试剂。

１２　仪器与设备
ＧＬ ２０Ｇ Ⅱ型高速冷冻离心机，上海卢湘仪

离心机仪器有限公司；ＦＤ５ ３型冷冻干燥机，美国
ＳＩＭ公司；ＰＨＳＪ ４Ａ型实验室ｐＨ计，上海仪电科学

仪器股份有限公司；电子分析天平（００００１ｇ），北京
赛多利斯仪器系统有限公司；ＵＬＴＲＡ ＴＵＲＲＡＸ
ＵＴＬ２０００型乳化机，德国 ＩＫＡ仪器设备公司；Ｆ
４５００型荧光分光光度计，日本 ＨＩＴＡＣＨＩ公司；ＴＵ
１８００型紫外可见分光光度计，郑州飞旭光谱仪器有
限责任公司。

１３　实验方法
１３１　大豆分离蛋白制备

参考 ＭＥＩＮＬＳＣＨＭＩＤＴ等［１５］
的方法。将新鲜大

豆碾碎成粉后，与正己烷按照液料比３ｍＬ／ｇ的比例
混合，室温（２０℃）下搅拌 ２ｈ进行 ３次脱脂。将脱
脂豆粉与去离子水按照液料比 １０ｍＬ／ｇ混合后，用
ＮａＯＨ（２ｍｏｌ／Ｌ）将溶液的 ｐＨ值调节至 ８５，室温下
搅拌２ｈ后，溶液 ９０００ｇ离心 ２０ｍｉｎ，取上清液用
ＨＣｌ（２ｍｏｌ／Ｌ）将溶液 ｐＨ值调节至 ４５。溶液静置
２ｈ后６０００ｇ离心 ２０ｍｉｎ得到蛋白沉淀，最后将蛋
白沉淀溶于去离子水，用 ＮａＯＨ（２ｍｏｌ／Ｌ）将蛋白质
ｐＨ值调节至 ７０。将蛋白溶液冷冻干燥后得粉末
状大豆分离蛋白。

１３２　花青素提纯
参照 ＳＵＩ等［１６］

的方法，将富含花青素的黑米提

取物粉末溶于去离子水，使用固相萃取技术去除黑

米提取物中杂质。具体纯化步骤为，首先用 ２倍体
积的酸化水去除不溶性成分，如糖、酸等，然后用 ２
倍体积的乙酸乙酯去除多酚类化合物，如酚酸、黄酮

等，最后用甲醇洗脱吸附在吸附柱上的花青素。使

用旋转蒸发器在４０℃条件下除去甲醇，即可得纯化
后的花青素，在 －２０℃条件下贮存，直至使用。在
２８０ｎｍ处使用高效液相色谱法检测花青素的纯度。
１３３　大豆蛋白 花青素乳液制备

取３０ｍＬ的 ８５℃热处理 ＳＰＩ溶液（０１％），按
照蛋白与花青素质量比１００、８０、６０、４０、２０加入花青
素，室温下磁力搅拌３０ｍｉｎ后，加入１０ｍＬ牡丹籽油
充分混合均匀，并加入 ０２ｍｇ／ｍＬ叠氮钠防止溶液
变质。使用高速剪切法制备乳液，将溶液在均质机

上以１６０００ｒ／ｍｉｎ的转速分散２ｍｉｎ，且每隔 ３０ｓ停
顿一次。将未加花青素的乳液记为 ０号样品，按照
蛋白与花青素的质量比从大到小依次将乳液记为

１、２、３、４、５号样品。
１３４　乳液动态光散射测定

使用 Ｍａｓｔｅｒｓｉｚｅｒ２０００型激光粒度仪对样品溶
液进行粒径分布测定。颗粒折射率 １４６，分散剂折
射率１３３，吸收参数０００１［１７］。
１３５　乳液表面静电荷测定

参考 ＺＩＳＵ等［１８］
的方法采用 Ｚｅｔａ电位仪测定样

品的 ζ电位，上样体积为１ｍＬ，测定温度为２５℃，温
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度平衡时间为２ｍｉｎ。
１３６　乳液乳层析指数测定

参考 ＭＯＲＡＬＥＳ等［１９］
的方法测定乳层析指数。

室温条件下将制备好的样品静置７ｄ，每天同一时刻
记录乳液在比色管分层界面的刻度，用以衡量乳液

分离的程度。乳层析指数的计算公式为

Ｂ＝ＨＣ／ＨＥ×１００％
式中　ＨＣ———清液高度

ＨＥ———乳液总高度
１３７　乳液蛋白吸附率测定

参考 ＬＩＡＮＧ等［２０］
的方法测定复合乳液蛋白吸

附率。将新鲜样品在 １２０００ｇ的条件下离心
４５ｍｉｎ，使样品乳液分层。将底部清液小心取出，使
用０４５μｍ滤膜过滤后，使用凯氏定氮法测定滤膜
过滤后的蛋白质量比 ＣＳＥＲ。蛋白吸附率的计算公式
为

Ｐ＝（ＣＩＮＩ－ＣＳＥＲ）／ＣＩＮＩ×１００％
式中　ＣＩＮＩ———最初乳液中总的蛋白质量比，ｇ／ｇ

ＣＳＥＲ———上清液中的蛋白质量比，ｇ／ｇ
１３８　乳液抗氧化性测定

（１）ＤＰＰＨ自由基清除率
参照 ＬＩＵ等［２１］

测定的方法并稍作修改。将

ＤＰＰＨ溶于乙醇中制成１００μｍｏｌ／Ｌ的溶液，取 ２ｍＬ
该溶液加入到２ｍＬ的样品中，在室温下将反应混合
物摇动混匀，并在黑暗环境中放置 ３０ｍｉｎ。测定其
在５１７ｎｍ处的吸光度作为空白。自由基清除活性
以 ＤＰＰＨ变色百分比计算，ＤＰＰＨ自由基清除率公
式为

Ｅ＝
１－（Ａｉ－Ａｊ）

Ａ０
×１００％

式中　Ａ０———空白样品的吸光度
Ａｉ———在不同测试样品存在下的吸光度
Ａｊ———空白试剂的吸光度

（２）ＡＢＴＳ＋·清除率
根据 ＣＨＥＷ等［２２］

所述方法进行实验并稍作修

改。将７ｍｏｌ／Ｌ的 ＡＢＴＳ＋溶液加入到２４５ｍｏｌ／Ｌ的
过硫酸钾水溶液，在室温下避光 １２～１６ｈ。静置
１２ｈ处理后用磷酸缓冲盐溶液（ＰＢＳ）稀释至在
７３４ｎｍ处吸光度为０７０±００２。添加 ０２ｍＬ的样
品溶液到 ３８ｍＬ稀释后的 ＡＢＴＳ＋溶液中后静置
６ｍｉｎ，测定在７３４ｎｍ处的吸光度。在空白样品中，使
用０２ｍＬ水代替样品。ＡＢＴＳ＋·清除率计算公式为

Ｆ＝
１－（Ａｉ－Ａｊ）

Ａ０
×１００％

１３９　数据统计及分析
所有的实验至少进行 ３次，利用 ＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ

软件对数据进行 ＡＮＯＶＡ差异显著性分析。采用
Ｏｒｉｇｉｎ９１软件、ＰｅａｋＦｉｔ４１２分析软件对数据进行
处理。

２　结果与讨论

２１　流体动力学半径及其分布测定结果
粒径分布可以评价花青素复合后乳液的稳定

性，粒径 Ｄ可以衡量热处理 ＳＰＩ花青素复合乳液的
油滴尺寸，进而评价乳液的乳化性

［２３］
。

本实验探究 ６种乳液样品的粒径分布及大小。
图１（图中粒径单位为 μｍ）为热处理 ＳＰＩ花青素复
合乳液的粒径分布情况。由图 １可知，所有复合乳
液均呈现为双峰分布，但峰值均不同。在热处理

ＳＰＩ花青素复合乳液的样品中，与 ０号样品相比，
１～５号样品与其均有明显差异，且有向小粒径方向
移动的趋势，这表明花青素的加入可以改善复合乳

液的粒径分布情况。在横坐标长度上，所有样品中

４号样品（蛋白与花青素质量比为 ４０）的粒径分布
范围最窄，表明其具有更好的稳定性。

图 １　热处理大豆分离蛋白 花青素复合乳液粒径分布

Ｆｉｇ．１　ＤｒｏｐｌｅｔｓｉｚｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｈｅａｔｅｄＳＰＩ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎｓ

ｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｓｅｍｕｌｓｉｏｎ
　

图 ２　热处理大豆分离蛋白 花青素复合乳液 Ｄ４，３
Ｆｉｇ．２　Ｄ４，３ｖａｌｕｅｏｆｈｅａｔｅｄＳＰＩ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎｓｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｓ

ｅｍｕｌｓｉｏｎ

６种复合乳液的 Ｄ４，３（Ｄ４，３表示体积平均粒径）
结果如图２所示，经过花青素复合的复合乳液（１～
５号样品）其 Ｄ４，３值明显低于未复合花青素的乳液
（０号样品）。且随着花青素添加量的增加，热处理
ＳＰＩ花青素复合液的 Ｄ４，３变化趋势为先减小后增
大。其中０号样品具有最大的 Ｄ４，３，为 １６２０μｍ，
４号样品具有最小的 Ｄ４，３，为 ８１６μｍ。５号样品与
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４号样品相比 Ｄ４，３略有增加，为１０２０μｍ，可能是由
于静电斥力的减弱，二者之间具有吸引力减弱，从而

使粒径增大，这与实验中乳液乳化活性的变化规律

相一致。ＢＡＲＴＯＬＯＭＥ等［２４］
研究发现，低分子量酚

类的加入可以改善牛血清白蛋白的粒径大小，从而

改善乳液的液滴分布，与本文研究结果一致。

２２　ζ电位测定结果
ζ电位的测定对于复合乳液稳定性的评价有着

重要的意义。复合花青素后乳液的电位如图 ３所
示。在所有乳液样品中，在未加花青素的条件下

（０号样品）ζ电位绝对值最低，ζ电位约为 －１５ｍＶ。
复合花青素后的乳液样品的ζ电位绝对值增大。当
蛋白与花青素的质量比为 ４０（４号样品）时，乳液的
ζ电位绝对值最大，ζ电位约为 －２５ｍＶ。然而，当
蛋白与花青素的质量比为 ２０（５号样品）时，样品
ζ电位绝对值反而有所降低，但其绝对值仍高于０号
空白样品（花青素添加量为０）。这可能是由于花青
素的添加导致蛋白质的结构发生变化，产生的静电

斥力增大，使乳液的ζ电位绝对值增大，此外由于蛋
白与花青素的结合，使蛋白内本身的正电荷与带负

电的花青素发生结合，从而使负电荷增多
［２５］
。但是

当花青素添加量较多时（５号样品），乳液的 ζ电位
绝对值变小，这可能是因为花青素添加量过多，热处

理 ＳＰＩ与花青素无法发生较好的相互作用，从而增
加了正电荷的暴露所导致的。ζ电位的实验结论与
复合乳液的乳化稳定性的结论吻合。由此可以说明

花青素的加入能够改变复合乳液的 ζ电位，从而改
善复合乳液的乳化性

［２６］
。

图 ３　热处理大豆分离蛋白 花青素复合乳液 ζ电位

Ｆｉｇ．３　ζｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆｈｅａｔｅｄＳＰＩ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎｓ

ｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｓｅｍｕｌｓｉｏｎ
　２３　乳层析指数分析
乳层析指数是指在储存过程中乳液中水相和油

相的分离或者聚集的程度，从而评价乳液的平衡稳

定性
［２７］
。

图４为热处理 ＳＰＩ 花青素复合乳液的乳层析
指数。所有复合乳液在经过 ７ｄ的储存后都出现了
分层现象。未经花青素复合的乳液（０号样品）具有
最高的乳层析指数（ＣＩ值），最大的 ＣＩ值即为其稳

定性最差。通过前期观察发现，未加入花青素的复

合乳液（０号样品）在储存 １ｄ后就发生了分层，这
是因为未加入花青素的乳液水油不平衡而引起油脂

上浮
［２８］
。与空白样品（未加入花青素样品）相比，经

过花青素复合的热处理 ＳＰＩ花青素复合乳液其 ＣＩ
值较低，具有更好的乳液稳定性。所有样品中 ４号
样品（蛋白与花青素的质量比为 ４０）具有最低的 ＣＩ
值（４１％），说明在所有花青素复合的热处理 ＳＰＩ花
青素复合乳液中，其具有最好的稳定性。该 ＣＩ值的
结果与之前实验研究的乳化稳定性结果一致

［２９］
。

这说明热处理 ＳＰＩ花青素复合乳液的形成可以很
好地阻止油相和水相的分离，防止复合乳液出现油

脂上浮，从而提高复合乳液的储存稳定性。另外花

青素的复合使乳液的负电荷增多，可以有效阻止乳

液发生分层，油滴之间具有充足的排斥力
［３０］
。在乳

液中，热处理 ＳＰＩ吸附在牡丹籽油表面，可以有效阻
止复合乳液发生分层，且花青素的复合会改变热处

理 ＳＰＩ的结构，使花青素与热处理 ＳＰＩ发生紧密的
结合，进而提高复合乳液的稳定性。

图 ４　热处理 ＳＰＩ花青素共建复合乳液的乳层析指数

Ｆｉｇ．４　ＥｍｕｌｓｉｏｎｃｒｅａｍｉｎｇｉｎｄｅｘｏｆｈｅａｔｅｄＳＰＩ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎｓ

ｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｓｅｍｕｌｓｉｏｎ
　
２４　界面蛋白质量浓度测定结果

花青素复合后热处理 ＳＰＩ 花青素复合乳液的
界面蛋白质量浓度如图５所示，界面蛋白质量浓度由
１３７节中的蛋白吸附率与比表面积的比值获得，比
表面积由 Ｍａｓｔｅｒｓｉｚｅｒ２０００型激光粒度仪测得。

图 ５　热处理 ＳＰＩ花青素复合乳液界面蛋白质量浓度

Ｆｉｇ．５　ＰｒｏｔｅｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｈｅａｔｅｄＳＰＩ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎｓ

ｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｓｅｍｕｌｓｉｏｎ

由图 ５可知，经过花青素复合的乳液其界面蛋
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白质量浓度呈现先上升后下降的变化趋势，但与空

白样品相比其界面蛋白质量浓度均提高。通常乳液

的界面蛋白质量浓度会决定热处理 ＳＰＩ吸附至油
水界面的能力。１～４号样品随着花青素添加量的不
断增加，复合乳液界面蛋白质量浓度从４７６ｍｇ／ｍ２提
高至８２９ｍｇ／ｍ２，而未经热处理的样品界面蛋白质
量浓度为 １７５ｍｇ／ｍ２。该结果说明适宜的花青素
复合比例可以导致热处理 ＳＰＩ的结构舒展，从而使
热处理 ＳＰＩ更好地吸附到乳液的油 水界面。同时

花青素与热处理 ＳＰＩ相互作用后也可以吸附在乳液
的油 水界面，从而形成双乳化层。因此复合乳液的

界面蛋白质量浓度增加。当蛋白与花青素的质量比

为２０（５号样品）时，乳液界面蛋白质量浓度相比于
４号样品时略有降低，为６３６ｍｇ／ｍ２，但仍高于空白
样品（０号样品），可能是由于花青素的添加量过大，
花青素与热处理 ＳＰＩ间相互作用出现不溶性的聚集
体，从而使吸附于油 水界面的蛋白及蛋白 花青素

复合物脱离。以上结果说明热处理 ＳＰＩ花青素复
合乳液中蛋白吸附界面的能力与花青素的添加量有

关
［３１］
。

２５　氧化稳定性测定结果
花青素对热处理 ＳＰＩ抗氧化性影响如图 ６所

示，由图 ６可知，随着花青素添加量的增加，乳液
ＤＰＰＨ自由基和 ＡＢＴＳ＋·清除率先上升后略有下降，
但１～５号样品均要好于０号样品，这可能是由于花
青素自身具有抗氧化性，与热处理 ＳＰＩ发生相互作
用后形成复合物具有花青素所携带的抗氧化性，另

一方面，ＳＩＬＶＥＳＴＲＥ等［３２］
研究发现，水包油型乳液

的氧化性受包裹脂质的界面膜性质的影响，乳化液

滴界面厚度是影响乳液态食品抗氧化性的重要因

素。因此热处理 ＳＰＩ与花青素在乳液界面形成韧性
及机械强度较好的界面膜是乳液具有良好抗氧化性

的重要因素。因而对于１～４号样品，随着花青素添
加量的增多，其复合乳液抗氧化性不断提高。但继

续增加花青素添加量（５号样品），其复合乳液抗氧
化性较４号样品有所降低，但仍高于空白样品。这
可能是由于当花青素添加量较多时，花青素与热处

理 ＳＰＩ作用生成不溶性聚集体，从界面膜上游离，从
而使界面膜机械强度降低，进而导致复合乳液的抗

氧化性有所下降。根据此实验结果发现，花青素的

添加能够提升复合乳液的抗氧化性。ＤＵＢＥＡＵ
等

［３３］
研究牛奶对茶叶样品抗氧化能力，发现不同方

法测定的研究结果相互矛盾，通过 ＡＢＴＳ法发现牛
奶降低了茶叶的抗氧化能力。相比之下，脂质过氧

　　

化法（ＬＰＯ）结果表明，牛奶可显著提高茶叶的抗氧
化性。由此发现牛奶对茶叶的抗氧化性具有双重效

应，在溶液或者固 液界面中起到抑制作用，在水包

油乳液中具有增强作用，与本实验结果相符。

图 ６　热处理 ＳＰＩ花青素复合乳液的抗氧化活性

Ｆｉｇ．６　ＡｎｔｉｏｘｉｄａｎｔａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｈｅａｔｅｄＳＰＩ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎｓ

ｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｓｅｍｕｌｓｉｏｎ
　

３　结论

（１）利用动态光散射从宏观角度评价花青素复
合对复合乳液粒径大小以及分布上的影响。花青素

复合后，复合乳液的粒径变小，这是由于静电斥力的

增强，蛋白与花青素之间具有更大的吸引力，发生了

紧密的缩合从而使粒径变小，这与实验中乳液乳化

活性的变化规律相一致。

（２）采用乳化稳定性、乳层析指数和 ζ电位分
析，分别从不同的视角评价复合乳液的稳定性。花

青素复合后，乳液的乳化性上升，乳层析指数显著降

低，ζ电位的绝对值增加，说明乳液液滴间的静电斥
力大，不易发生聚集。所有样品中 ４号样品具有最
低的 ＣＩ值（４１％）和最大的电位绝对值，说明在所
有花青素复合的热处理 ＳＰＩ花青素复合乳液中，其
稳定性最佳。

（３）乳液氧化稳定性实验结果表明，随着花青
素浓度的增加，乳液 ＤＰＰＨ自由基和 ＡＢＴＳ＋·清除
率先上升后略有下降，其中蛋白与花青素的质量比

为４０时乳液抗氧化性最佳。由此可知，花青素的添
加可以有效提高复合乳液氧化稳定性。
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