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乳清分离蛋白 多糖乳状液制备与乳化稳定性研究*
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摇 摇 揖摘要铱 摇 在 pH 值 7郾 0 时以乳清分离蛋白为乳化剂制备初级乳状液,利用静电自组装技术,通过加入具有不同

电性的阴离子型果胶、中性瓜尔豆胶、阳离子型壳聚糖制备具有良好稳定性的乳清分离蛋白 多糖的二级乳状液,
并考察 pH 值、乳清分离蛋白与多糖的比例对乳状液稳定性的影响。 结果表明:瓜尔豆胶与乳清蛋白乳状液粒子间

无静电作用;在 pH 值 5郾 0 ~ 6郾 0 条件下,壳聚糖能够吸附到乳状液粒子表面,但形成的乳状液稳定性较差;在 pH 值

3郾 0 ~ 5郾 0、果胶质量分数为 0郾 2% ~ 0郾 5%条件下,乳清分离蛋白 果胶为乳化界面构建的二级乳状液,稳定性最高。
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Abstract

O / W emulsions (pH value 7. 0) stabilized by whey protein isolated was prepared as the primary
emulsion at first, and then polysaccharides with different electrical properties, e. g. anionic pectin,
neutral guar gum, and cationic chitosan were added to the secondary emulsions structure. The influences
of pH value, protein and polysaccharide ratio on the formation of protein鄄polysaccharide multilayer
membranes were investigated. It showed that no electrical reaction between guar gum and emulsion
particles could be detected. Chitosan could adsorb to the surface of particles at a pH value 5郾 0 ~ 6郾 0,
however, the formed WPI鄄chitosan secondary emulsions were unstable. Pectin molecules could absorb to
the surface of particles and formed WPI鄄pectin secondary emulsion at the pH value 3郾 0 ~ 5郾 0. Stable
WPI鄄pectin secondary emulsion could be formed at pectin concentration 0郾 2% ~0郾 5% .
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摇 摇 引言

蛋白质、多糖、磷脂等生物聚合物以及部分小分

子表面活性剂是最为常用的乳化剂和稳定剂[1 ~ 2]。

乳化剂自身特性不同,其乳化能力及制得的乳状液

性质也存在很大差别,目前没有任何单一乳化剂可

以完全满足各类食品加工的要求[2 ~ 3]。
多 层 静 电 自 组 装 技 术 ( layer鄄by鄄layer



electrostatic self鄄assembly technique,简称 LBL)是近

30 年发展起来的用于构建微纳米颗粒的技术。 它

是利用电解质分子间的静电作用,将带有不同电荷

的离子型表面活性剂交替沉积在微粒表面,其优势

是能够在微米或纳米尺度上,调控界面膜和壁材的

组成、 厚度、 结构形态和表面状态[4 ~ 5]。 近来,
McClements 等将多层静电自组装技术的概念引入

到界面工程领域,用于改善蛋白质、磷脂为乳化剂的

乳状液稳定性[6 ~ 10]。
乳清分离蛋白(WPI)是从牛奶中提取的一种蛋

白质产品,具有良好的营养性、乳化性、起泡性和胶

凝性,在食品加工中经常用作乳化剂及发泡剂等。
以乳清分离蛋白为乳化剂制备的乳状液粒径小,但
受环境条件(温度、pH 值和离子强度)影响,乳状液

易发生粒径增大、乳状液分层等脱稳现象[11]。 本文

基于多层静电自组装技术,以 WPI 为乳化剂制备初

级乳状液,以不同电性多糖为涂层,构建具有 WPI
多糖双层乳化界面的乳状液,研究 pH 值、蛋白质与

多糖的添加比例等对乳状液稳定性的影响,为进一

步通过调整界面组成来提高蛋白质乳状液的稳定性

提供基础。

1摇 实验材料与仪器

1郾 1摇 材料与试剂

乳清分离蛋白(Glanbia 公司,蛋白含量 92% ~
95% ),果胶(P 9135),瓜尔豆胶(BG 24,北京古

达尔贸易有限公司),壳聚糖(脱乙酰度大于等于

95% ,山东海得贝生物工程有限公司),大豆油(市
售一级)。
1郾 2摇 仪器与设备

T25 型高速混匀机(德国 IKA 公司),NS1001L
型高压均质机(意大利 Niro Soavi 公司),Zetasizer
Nano ZS90 型 Zeta鄄电位仪(Malvern 公司),LS230
型激光粒度分析仪(美国贝克曼 库尔特公司)。
1郾 3摇 实验方法

1郾 3郾 1摇 溶液制备

果胶、瓜尔豆胶溶液制备:将适量果胶、瓜尔豆

胶粉末分别溶解于 50 mmol / L 磷酸缓冲液( pH 值

7郾 0)中,4益贮存备用。
壳聚糖溶液制备:将适量壳聚糖粉末溶解于 pH

值 3郾 0、50 mmol / L 醋酸缓冲液中,4益贮存备用。
1郾 3郾 2摇 乳状液制备

(1)初级乳状液

将 1郾 0%的乳清分离蛋白与 0郾 02%的叠氮化钠

溶于 50 mmol / L 磷酸缓冲液中(pH 值 7郾 0),室温下

磁力搅拌 4 ~ 6 h,制备成水相。 将油相(市售大豆

油)与水相按质量比 1颐 9混合(体系总质量 200 g),利
用高速混匀机于 19 000 r / min 下混合 1 min。

将混匀后的乳状液采用两级阀控制高压均质机

进行均质,一级压力为 50 MPa,二级压力 5 MPa,均
质一次,使制备的乳状液中油相质量分数为 10% ,
WPI 质量分数为 0郾 9% 。

(2)二级乳状液

向初级乳状液(pH 值 7郾 0)中分别加入果胶或

瓜尔豆胶溶液,使制备的乳状液中油相质量分数为

5% ,WPI 质量分数为 0郾 45% , 多糖质量分数为

0郾 2% ;将乳状液搅拌 30 min 后,用 1 mol / L HCl 调
节乳状液的 pH 值至 3郾 0,获得二级乳状液。 乳状液

于 4益贮藏 24 h 后,进行乳状液特性分析。
将初级乳状液用 1 mol / L HCl 调至 pH 值 3郾 0,

加入壳聚糖溶液,使制备的乳状液中油相质量分数

为 5% ,WPI 质量分数为 0郾 45% ,多糖质量分数为

0郾 2% ;乳状液搅拌 30 min 后,用 1 mol / L NaOH 调节

乳状液的 pH 值至 7郾 0。
1郾 3郾 3摇 乳状液特性指标

(1)Zeta鄄电位

乳状液 Zeta鄄电位( 灼鄄电位)的测量是利用电位

仪根据粒子在特定电场中移动的方向和速度确定

的。 为避免多重散射的影响,需要用相应 pH 缓冲

液将 待 测 乳 状 液 稀 释 至 油 相 质 量 分 数 约 为

0郾 008% 。
(2)粒度分布

利用 LS230 型激光粒度分析仪测定乳状液中粒

子的粒度分布,用体积分数平均粒径( d4,3 )表示。
实验中大豆油的折射率为 1郾 436,蒸馏水的折射率

为 1郾 33,粒子的吸收值为 0郾 001。
(3)分层系数

取 10 mL 处理后的乳状液于离心管中,在 4益
贮藏 7 d 后,乳状液发生分层现象,上相浑浊,下相

澄清。 乳状液的分层系数定义为

CI = HS / HT 伊 100%
式中摇 HS———下相的高度

HT———乳状液总高度

分层系数为乳状液中粒子聚集的非直接指标,
粒子聚集越多,粒径越大,乳状液发生分层越快,分
层系数越大。

2摇 结果与分析

2郾 1摇 多糖添加对乳状液制备特性影响

2郾 1郾 1摇 灼鄄电位

在制备乳清分离蛋白稳定的初乳液基础上,向
初乳液中加入具有不同电性的多糖(阴离子型果
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胶、中性瓜尔豆胶、阳离子型壳聚糖)构建 WPI 多

糖的二级乳状液,多糖种类对乳状液 灼鄄电位的影响

变化如图 1 所示。

图 1摇 pH 值对乳状液 灼鄄电位的影响

Fig. 1摇 Effect of pH value on 灼鄄potential of emulsions
摇

图 1 表示在不同 pH 值条件下,WPI 多糖

(0郾 2%果胶、瓜尔豆胶和壳聚糖)乳状液的 灼鄄电位

变化情况。 从图中可以看出,对照组在 pH 值从 3郾 0
上升到 7郾 0 时,灼鄄电位从 40 mV 变化到 - 20 mV;在
pH 值降低至 4郾 8 左右,乳状液的 灼鄄电位为零,这是

因为 pH 值接近 WPI 的等电点。
由于中性多糖瓜尔豆胶不带电,因此它的加入

并未改变乳状液的带电性,灼鄄电位变化趋势以及大

小与对照基本吻合;对加入果胶的乳状液而言,在低

pH 值(小于等电点)范围内,乳清分离蛋白乳状液

带正电,与带负电的果胶可以发生静电吸附,因此在

pH 值 3郾 0 下 灼鄄电位值由对照的约 40 mV 降低为约

- 5郾 5 mV,而在 pH 值 4郾 0 下 灼鄄电位值由对照的约

20 mV 降低为约 - 16 mV。
在相对较高的 pH 值 6郾 0 ~ 7郾 0 时,加入果胶

后,乳状液与初级乳状液具有相近的 灼鄄电位值,且稳

定在 - 25 mV 左右;此时,果胶与界面上的乳清分离

蛋白层不发生静电吸附而是存在静电排斥,果胶存

在于乳状液的水相中而远离乳状液界面[12]。 在 pH
值 5郾 0 下 灼鄄电位值由对照的约 - 7 mV 降低为约

- 25 mV,这是因为尽管 pH 值仅略高于乳清分离蛋

白等电点,但是乳清分离蛋白表面还存在局部的正

电荷区域,因此与果胶之间仍然发生局部吸附。 研

究结果显示此种现象也发生在阴离子型卡拉胶参与

构建的多层乳状液中,这也是由于 茁鄄乳球蛋白表面

存在带正电荷的基团。
加入壳聚糖溶液后乳状液 灼鄄电位的变化情况

为:在 pH 值 3郾 0 ~ 4郾 0 条件下,加壳聚糖的乳状液

灼鄄电位与初级乳状液相比无明显变化,这是由于蛋

白包裹的粒子和壳聚糖均带正电荷,他们之间产生

静电排斥力,因此壳聚糖不能吸附到粒子表面。 在

pH 值 5郾 0 ~ 6郾 0 的条件下,乳状液电位发生明显变

化,例如在 pH 值 5郾 0 时,乳状液的 灼鄄电位值由对照

组的 - 7 mV 变为实验组的 28 mV,而在 pH 值 6郾 0
下,灼鄄电位值由 - 20 mV 变为 - 4 mV,说明在高于等

电点的 pH 值条件下,WPI 带负电,因此带正电的壳

聚糖分子可以吸附到蛋白粒子表面,形成 WPI鄄壳聚

糖为乳化界面的二级乳状液。 类似结论在 Guzey
等[13]的研究中也有报道。 在 pH 值 7郾 0 的条件下,
实验用壳聚糖在水相中不溶解,乳状液产生絮状物,
无法进行 灼鄄电位的测定。

由以上结果可得:在 pH 值 3郾 0 ~ 5郾 0 下,可形

成 WPI 果胶为乳化界面的二级乳状液;而在 pH 值

5郾 0 ~ 6郾 0 下,可形成 WPI 壳聚糖为乳化界面的二

级乳状液,而无法形成 WPI 瓜尔豆胶二级乳状液。
2郾 1郾 2摇 粒径分布和分层稳定性

在乳清分离蛋白乳状液中,添加果胶和壳聚糖

并调整 pH 值。 测得的乳状液平均粒径见表 1,分层

性如图 2 所示,图中从左至右 5 支试管分别为 pH
值 3郾 0、4郾 0、5郾 0、6郾 0 和 7郾 0。

表 1摇 多层膜乳状液的平均粒径

Tab. 1摇 Mean particle diameter of multilayer emulsions

pH 值
d4,3 / 滋m

对照 果胶 壳聚糖

3郾 0 1郾 69 依 0郾 48 1郾 74 依 0郾 15 7郾 25 依 0郾 05

4郾 0 9郾 07 依 5郾 96 1郾 76 依 0郾 36 12郾 15 依 5郾 60

5郾 0 19郾 19 依 4郾 69 2郾 04 依 0郾 19 24郾 05 依 7郾 41

6郾 0 1郾 32 依 0郾 02 1郾 67 依 0郾 54 18郾 22 依 0郾 69

7郾 0 1郾 32 依 0郾 05 1郾 21 依 0郾 12 110郾 95 依 3郾 32

表 1 可见,pH 值变化明显影响初乳液(对照)
的平均粒径 d4,3,在 pH 值 7郾 0 下,初乳液的平均粒

径仅为(1郾 32 依 0郾 05) 滋m;在 pH 值 4郾 0 和 5郾 0 条件

下,初乳液平均粒径分别为(9郾 07 依 5郾 96) 滋m 和

(19郾 19 依 4郾 69) 滋m,并且伴随有乳状液分层现象发

生;在 pH 值 3郾 0 条件下,乳液的平均粒径与原始乳

液(pH 值 7郾 0)相类似,乳液无分层现象。 这种现象

的产生是由于当体系 pH 值接近蛋白质等电点时,
乳状液粒子间排斥力降低甚至消失,而 pH 值远离

等电点时,排斥力增加。 特别是在 pH 值 5郾 0 条件

下,乳状液粒子间的 灼鄄电位值接近零 (如图 1 所

示),因此粒子间的静电排斥力不足以克服粒子间

的反应(范德华力和疏水相互作用),导致粒子聚结

或絮凝,粒径值增大;而在其他 pH 值条件下,粒子

间的 灼鄄电位绝对值大于等于 20 mV,粒子间的静电

排斥力足够强使粒子保持分散状态。
对加入果胶的二级乳状液而言,在 pH 值 3郾 0 ~

5郾 0 下,阴离子型果胶吸附到蛋白粒子表面。 pH 值

3郾 0、6郾 0、7郾 0 下加果胶乳状液与对照组相比,平均
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粒径无明显变化。 在 pH 值 4郾 0 和 pH 值 5郾 0 条件

下,二级乳状液与对照组相比,平均粒径略有升高,
但乳液保持较好的分层稳定性(见图 2)。

加入壳聚糖的乳状液,与对照样相比,所有样品

粒径明显增大,并伴随有分层现象产生。 低 pH 值

导致分层现象更加明显。

图 2摇 多层膜乳状液的分层性

Fig. 2摇 Creaming index of multilayer emulsions
(a) 初乳液摇 (b) 加入果胶的乳状液摇 (c) 加入壳聚糖的乳状液

摇
摇 摇 从上述研究可知:在实验所选择的多糖浓度下,
果胶与 WPI 形成的二级乳状液粒径小,不易分层,
具有较好的稳定性。
2郾 2摇 果胶质量分数对 WPI 果胶二级乳状液稳定

性影响

2郾 2郾 1摇 乳状液 灼鄄电位

果胶质量分数(0 ~ 0郾 5% )对制备的二级乳状

液 灼鄄电位的影响如图 3 所示。

图 3摇 果胶质量分数对乳状液 灼鄄电位的影响

Fig. 3摇 Effect of pectin concentrations on 灼鄄potential
of emulsions

摇
由图 3 可知,随着果胶质量分数的增加,乳状液

的 灼鄄电位值逐渐降低,表明阴离子型果胶吸附到蛋

白粒子表面,形成 WPI 果胶为乳化界面乳状液。
当果胶质量分数为 0郾 2% ( pH 值 3郾 0)、0郾 3% ( pH
值 4郾 0)、0郾 1% (pH 值 5郾 0)时,乳状液的 灼鄄电位值

基本保持不变,分别为 - 10、 - 20 和 - 25 mV,表明

此时蛋白粒子上的吸附位点已完全被果胶覆盖。 继

续增加果胶质量分数,果胶分子已经无法再继续被

吸附,而是存在于水相中。
2郾 2郾 2摇 乳状液粒径分布和分层稳定性

果胶质量分数对 WPI 果胶双层乳液平均粒径

和分层性变化的影响如图 4、5 所示。
如图 4、5 所示,当果胶质量分数小于 0郾 1%时,

乳状液中粒子粒径明显增加,且乳液发生明显分层。
这是由于一个果胶分子能吸附于多个粒子表面,果

图 4摇 果胶质量分数对乳状液平均粒径的影响

Fig. 4摇 Effect of pectin concentrations on mean
particle diameter of emulsions

摇

图 5摇 果胶质量分数对乳状液分层性的影响

Fig. 5摇 Effect of pectin concentrations on creaming
index of emulsions

摇
胶作为一个关联链导致桥联絮凝[14]。 随着果胶质

量分数的继续增加,形成的二级乳状液中粒子粒径

逐渐降低且分层系数也减小。 当加入的果胶质量分

数达到 0郾 2%时,WPI 果胶为乳化界面的乳状液平

均粒径分别为 (1郾 74 依 0郾 15 ) 滋m ( pH 值 3郾 0 )、
(1郾 85 依 0郾 46) 滋m(pH 值 4郾 0)、(2郾 64 依 0郾 70) 滋m
(pH 值 5郾 0)。 当果胶质量分数在 0郾 2% ~ 0郾 5% 范

围内,乳状液粒子平均粒径仍维持稳定,多余果胶的

存在并未使乳状液发生空缺絮凝[15]。
一般认为稳定的乳状液的粒子的 灼鄄电位绝对值

应大于等于 20 mV。 本文中,pH 值 3郾 0 条件下加入

631 农摇 业摇 机摇 械摇 学摇 报摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 2 0 1 1 年



的果胶质量分数为 0郾 2% ~ 0郾 5% 时,粒子表面的

灼鄄电位值约为 - 10 mV,乳状液仍保持稳定。 乳状液

能够保持稳定,这是空间位阻和静电排斥共同作用

的结果。

3摇 结束语

分别将阴离子型多糖果胶、中性多糖瓜尔豆胶、
阳离子型多糖壳聚糖加入到 WPI 稳定的初级乳状

液中,考察不同电性多糖与 WPI 包裹的粒子间的静

电作用及形成的乳状液特性。 结果表明: pH 值

3郾 0 ~ 5郾 0 下果胶与带电荷的粒子发生静电吸附,pH
值 5郾 0 ~ 6郾 0 下壳聚糖与带电荷的粒子发生静电吸

附,瓜尔豆胶和粒子间无静电作用;在 pH 值 3郾 0 ~
5郾 0 条件下,当加入果胶质量分数为 0郾 2% ~
0郾 5% 时,可形成稳定的 WPI 果胶为乳化界面的

乳状液。
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