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物理改性对大豆蛋白柔性与乳化性的影响及其相关性分析
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摘要：通过不同物理改性方法（热处理、超声处理、高压均质处理、微波处理）分别得到不同柔性的大豆分离蛋白

（ＳＰＩ），并利用 ＳＰＩ对胰蛋白酶的敏感性表征柔性，研究物理改性对 ＳＰＩ柔性与乳化性的影响并分析两者之间的相

关性。结果表明，各改性方式对 ＳＰＩ柔性和乳化性产生不同的影响且乳化性随柔性的上升而上升。与其他处理条

件相比，１２１℃热处理 １０ｍｉｎ得到最高的柔性和乳化活性，高压均质处理对 ＳＰＩ柔性影响小但对乳化活性影响大。

相关性分析结果表明：热处理、超声处理条件下 ＳＰＩ柔性与乳化活性、乳化稳定性呈极显著正相关，相关系数分别

为 ０９６９、０９５０和 ０９４２、０９５４。超高压均质处理条件下 ＳＰＩ柔性与乳化活性、乳化稳定性呈正相关，相关系数分

别为 ０７７１、０７２０。微波处理条件下 ＳＰＩ柔性与乳化活性呈极显著正相关，与乳化稳定性呈显著正相关，相关系数

分别为 ０９７６、０８６２。
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　　引言

大豆分离蛋白（ＳＰＩ）由于其良好的功能性质和
营养价值而一直成为国内外的研究热点并被广泛应

用于食品的多个领域
［１－３］

。大豆分离蛋白的功能性

质包括起泡性、乳化性、溶解性、凝胶性等，普遍认为

与蛋白的浓度、溶解度
［４］
、表面疏水性

［５］
、分子量

［６］

等相关。蛋白柔性定义为蛋白中各个结构域的相对

运动或者其多肽链中氨基酸残基的重新取向松弛

率
［７］
。因其在决定蛋白功能性质尤其是界面功能

性质中的关键作用而受到越来越多学者的关注。

ＴＡＮＧ等［８］
研究牛血清蛋白结构与功能性质关

系时发现，柔性越高的蛋白越易在界面形成更好的

粘弹性蛋白膜，从而表现出更好的乳化性质。ＫＡＴＯ
等

［９］
利用不同蛋白对胰蛋白的敏感性来表征柔性，

结果发现起泡性、乳化性与蛋白柔性具有较好的相

关性，因此认为蛋白柔性是影响乳化性和起泡性的

重要因素。ＰＯＯＮ等［１０］
通过破坏 Ｓ Ｓ和非共价键

得到不同柔性的蛋白，探究蛋白柔性与乳化能力的

关系，并发现蛋白柔性的增加提高了蛋白乳化能力。

这些研究主要从化学改性的角度研究蛋白柔性与功

能性质的关系，而柔性与功能性质在物理改性条件

下的关系尚未见报道研究。

本文采用加热、超声、高压均质、微波等不同方

式处理 ＳＰＩ，研究不同处理方式对 ＳＰＩ柔性的影响，
并分析和建立 ＳＰＩ柔性与乳化性相关性关系，为进
一步研究 ＳＰＩ结构与功能性质的关系提供理论
依据。

１　材料与方法

１１　材料与试剂
大豆由东北农业大学大豆研究所提供；大豆油

（九三集团哈尔滨惠康食品有限公司）；三氯乙酸

（永华精细化学品有限公司）；ＳＤＳ、Ｔｒｉｓ、胰蛋白酶
（Ｓｉｇｍａ公司）；其他试剂均为分析纯。
１２　仪器与设备

Ｔ１８Ｂａｓｉｃ型高速分散机／匀浆机（德国 ＩＫＡ公
司）；ＬＤ４ ２Ａ型低速离心机（北京医用离心机厂）；
ＴＵ １８００型紫外可见分光光度计（北京普析通用仪
器有限责任公司）；ＡＬＰＨＡ１ ４ＬＳＣ型冷冻干燥机
（德国 Ｃｈｒｉｓｔ公司）；ＡＬＣ ３１０３型分析天平（德国
艾科勒 ＡＣＣＵＬＡＢ公司）；恒温数显水浴锅（赛普实
验仪器厂）；实验型高压均质机（英国 ＳｔａｎｓｔｅｄＦｌｕｉｄ
Ｐｏｗｅｒ公司）；超声波细胞破碎仪（宁波新芝生物科
技股份有限公司）；ＫＤ２３８ ＤＡ型微波炉（广东美的
微波炉制造有限公司）。

１３　方法
１３１　ＳＰＩ制备

参照 ＳＯＲＧＥＮＴＩＮＩ等［１１］
方法并略作改动。大

豆去皮、粉碎后过６０目筛，乙醚脱脂，脱脂后豆粉与
蒸馏水以０１ｇ／ｍＬ的料液比混合，调 ｐＨ值至 ８５，
室温（２５℃）低速搅拌 ２ｈ溶解。离心（４０００ｇ）
２０ｍｉｎ，取上清液，用 ２ｍｏｌ／ＬＨＣｌ调 ｐＨ值至 ４５，
４℃静置１２ｈ，去上清液，离心（４０００ｇ）５ｍｉｎ，水洗
沉淀，离心２次，沉淀复溶调其 ｐＨ值至 ７０后冷冻
干燥。

１３２　ＳＰＩ组分测定
蛋白含量测定参照 ＧＢ５００９５—２０１０；含水率

测定参照 ＧＢ５００９３—２０１０；灰分含量的测定参照
ＧＢ５００９４—２０１０；粗脂肪含量的测定参照 ＧＢ／Ｔ
１４７７２—２００８。
１３３　样品制备

将 ＳＰＩ溶于缓冲液（０２ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值 ７０磷酸
盐缓冲液），质量浓度为２０ｍｇ／ｍＬ，室温搅拌２ｈ，再
用分散机（１００００ｒ／ｍｉｎ）处理１ｍｉｎ，静置１２ｈ。
１３４　热处理

将制备好的样品在不同温度 ６０、７０、８０、９０、
１００℃（水浴）及１２１℃（灭菌锅）处理１０ｍｉｎ，迅速冰
水冷却５ｍｉｎ备用。
１３５　超声处理

选择超声功率 １００～８００Ｗ、处理时间 １０ｍｉｎ，
将超声仪探头浸入样品液面约２ｃｍ进行超声处理，
并将样品置于冰水浴中。

１３６　高压均质处理
选择均质压力为 １００～４５０ＭＰａ，对样品进行高

压均质处理，均质次数为１次。
１３７　微波处理

选择微波处理功率为 ８００Ｗ，处理时间为 ２０～
６０ｓ，单次处理量为１００ｍＬ。
１３８　柔性测定

参照 ＫＡＴＯ等［１２］
的方法略作改动。利用 ＳＰＩ

对胰蛋白酶的敏感性来表征柔性。取 ２５０μＬ质量
浓度 １ｍｇ／ｍＬ的胰蛋白酶溶液（００５ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值
８０的 Ｔｒｉｓ ＨＣｌ缓冲液）加入到 ４ｍＬ１ｍｇ／ｍＬ处
理后蛋白溶液中（蛋白溶液与胰蛋白酶溶液体积比

１６∶１），３８℃保温酶解 ５ｍｉｎ，酶解反应结束后，加
４ｍＬ５％ＴＣＡ终止酶解反应，离心，取上清液在
２８０ｎｍ测定其吸光度。用吸光度 Ａ表示柔性。
１３９　乳化性测定

参照 ＴＡＮＧ等［１３］
的方法，将改性后的蛋白样品

稀释到２ｍｇ／ｍＬ，处理后蛋白样品与大豆油以体积
比３∶１的比例混合，分散机（１００００ｒ／ｍｉｎ）处理
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１ｍｉｎ，迅速吸取底部乳液 ５０μＬ加入到 ５ｍＬ０１％
ＳＤＳ溶液中，混合均匀。分别测定 ０ｍｉｎ和 １０ｍｉｎ
吸光度，乳化活性（ＥＡＩ）用吸光度 Ａ表示，乳化稳定
性计算公式为

Ｗ＝ １０Ａ
Ａ０－Ａ１０

式中　Ｗ———乳化稳定性，ｍｉｎ
Ａ０———０ｍｉｎ时测得的吸光度
Ａ１０———１０ｍｉｎ时测得的吸光度

１３１０　数据统计分析
每次试验做 ３次平行，结果用平均值 ±标准差

表示，组间差异显著性采用 ｔ检验分析（ｐ＜００５）。
数据统计分析采用 ＳＰＳＳ１７０软件，试验数据用
Ｏｒｉｇｉｎ９０软件绘制趋势曲线图。

２　结果与分析

２１　大豆分离蛋白的组成

试验所制得的 ＳＰＩ蛋白质、水分、灰分和粗脂肪
质量 分 数 分 别 为 （８７２２±０４４）％、（３２４±
０６７）％、（３３９±０５３）％和（０４７±００６）％，符合
试验要求。

２２　不同物理改性对大豆分离蛋白柔性和乳化性
的影响

由图１（图中不同小写字母表示柔性差异显著，
下同）和图２（图中不同小写字母表示乳化活性差异
显著，不同大写字母表示乳化稳定性差异显著，下

同）可以看出，当处理温度低于 ８０℃时，热处理对
ＳＰＩ柔性的影响不大，当热处理温度大于 ８０℃时，随
着热处理温度的提高，ＳＰＩ的柔性不断上升，并在
１２１℃时柔性达到最高。伴随着柔性上升，ＳＰＩ乳化
活性和乳化稳定性也不断上升，这与 ＰＡＬＡＺＯＬＯ
等

［１４］
的结果相似，该研究也认为适当的热处理可以

有效地提高大豆蛋白的乳化性质。而 ＫＡＴＯ等［１５］

研究热处理对大豆伴球蛋白功能性质影响发现，乳

化性（乳化活性和乳化稳定性）与表面疏水性指数

呈线性相关。

蛋白的柔性受氢键、范德华力、静电引力和疏水

相互作用等非共价键影响，高于 ８０℃的热处理可以
破坏这些键从而使 ＳＰＩ紧密的结构伸展开［１６］

，柔性

增大。而处理温度为 １２１℃时，蛋白柔性显著增大，
可能是由于高温处理使蛋白分子内二硫键断裂

［１７］
，

造成柔性增加。柔性蛋白能快速吸附到界面，使

ＳＰＩ更容易形成界面膜，从而改善大豆分离蛋白的
乳化性能

［８，１８－１９］
。

从图３、４可以看出，当处理功率小于３００Ｗ时，
随着功率的增加，ＳＰＩ乳化活性和乳化稳定性都随

图 １　不同热处理条件对 ＳＰＩ柔性的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｈｅａｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

ｏｎｆｌｅｘｉｂｉｌｉｔｙｏｆｓｏｙｐｒｏｔｅｉｎｉｓｏｌａｔｅ
　

图 ２　不同热处理条件对 ＳＰＩ乳化性的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｈｅａｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｎ

ｅｍｕｌｓｉｏｎｐｒｏｐｅｒｔｙｏｆｓｏｙｐｒｏｔｅｉｎｉｓｏｌａｔｅ
　

图 ３　不同超声处理条件对 ＳＰＩ柔性的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｎｆｌｅｘｉｂｉｌｉｔｙｏｆｓｏｙｐｒｏｔｅｉｎｉｓｏｌａｔｅ
　
柔性增加而增加，当处理功率大于３００Ｗ时，三者变
化都不大。有研究表明，超声产生的空化效应和机

械效应会破坏蛋白质的四级结构，同时释放出小分

子的亚基和肽
［２０］
，使蛋白柔性增加而导致乳化性的

上升。ＪＡＭＢＲＡＫ等［２１］
研究表明，超声处理可降低

蛋白粒径，使蛋白质分子质量显著降低，还可改变蛋

白中柔性区域与刚性区域的组成，从而降低了蛋白

柔性。

由图 ５、６可以看出，随着均质压力的升高，ＳＰＩ
柔性升高，在均质处理压力为３５０ＭＰａ时达到最高，
随后下降。而 ＳＰＩ乳化活性在 ３００ＭＰａ时达到最
高，乳化稳定性则在不断地上升。这归因于高压均

１４３第 ７期　　　　　　　　　　王喜波 等：物理改性对大豆蛋白柔性与乳化性的影响及其相关性分析



图 ４　不同超声处理条件对 ＳＰＩ乳化性的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｔｒｅａｔｍｅｎｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

ｏｎｅｍｕｌｓｉｏｎｐｒｏｐｅｒｔｙｏｆｓｏｙｐｒｏｔｅｉｎｉｓｏｌａｔｅ
　

图 ５　不同高压均质处理条件对 ＳＰＩ柔性的影响

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｈｉｇｈｐｒｅｓｓｕｒｅｈｏｍｏｇｅｎｉｚａｔｉｏｎ

ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｎｆｌｅｘｉｂｉｌｉｔｙｏｆｓｏｙｐｒｏｔｅｉｎｉｓｏｌａｔｅ
　

图 ６　不同高压均质处理条件对 ＳＰＩ乳化性的影响

Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｈｉｇｈｐｒｅｓｓｕｒｅｈｏｍｏｇｅｎｉｚａｔｉｏｎ

ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｎｅｍｕｌｓｉｏｎｐｒｏｐｅｒｔｙｏｆｓｏｙｐｒｏｔｅｉｎｉｓｏｌａｔｅ
　
质产生的压力作用、高频振荡和对流撞击等机械力

使 ＳＰＩ结构发生改变，增加了柔性，从而造成乳化性
的提升

［２２－２３］
。

由图７、８可以看出，随着微波处理时间的延长，
ＳＰＩ乳化活性和乳化稳定性随柔性上升都呈上升趋
势，可能是由于微波场诱导 ＳＰＩ分子体系产生极化
现象破坏了 ＳＰＩ的刚性结构，使柔性增加，内部的疏
水残基暴露在蛋白表面，更容易在界面上展开和重

排，促进水 油界面的形成
［１８－１９］

，使大豆分离蛋白乳

化性质提高。ＢＯＨＲ等［２４］
研究微波处理对球状蛋

白构象的影响，发现微波处理可促进蛋白质结构的

柔性展开，使蛋白质柔性增加，进而改善蛋白质的功

图 ７　不同微波处理条件对 ＳＰＩ柔性的影响

Ｆｉｇ．７　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｉｃｒｏｗａｖｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

ｏｎｆｌｅｘｉｂｉｌｉｔｙａｎｄｅｍｕｌｓｉｏｎｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｓｏｙｐｒｏｔｅｉｎｉｓｏｌａｔｅ
　

图 ８　不同微波处理条件对 ＳＰＩ乳化性的影响

Ｆｉｇ．８　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｉｃｒｏｗａｖｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｎｅｍｕｌｓｉｏｎｐｒｏｐｅｒｔｙｏｆｓｏｙｐｒｏｔｅｉｎｉｓｏｌａｔｅ
　
能特性。

２３　ＳＰＩ柔性与乳化性相关性分析

为了进一步分析柔性与乳化活性及乳化稳定性

之间的关系，利用 Ｏｒｉｇｉｎ７５对其关系进行函数拟
合，结果见图９、１０。

图 ９　４种改性条件下 ＳＰＩ柔性与乳化活性的关系

Ｆｉｇ．９　Ｒｅｌａｔｉｉｏｎｓｈｉｐｓｏｆｅｍｕｌｓｉｆｙｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙｗｉｔｈｆｌｅｘｉｂｉｌｉｔｙｏｆ

ｓｏｙｐｒｏｔｅｉｎｉｓｏｌａｔｅｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｆｏｕｒｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
　
由图９、１０可知，经过热处理、超声处理、高压均

质处理和微波处理以后，随着柔性的增加，乳化性和

乳化稳定性呈现递增趋势，具有良好的线性相关关

系，相关系数如表 １所示。相对于其他处理条件，
１２１℃热处理 １０ｍｉｎ能得到最高的柔性和乳化活
性，高压均质处理对ＳＰＩ柔性影响小却对乳化活性
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图 １０　４种改性条件下 ＳＰＩ柔性与乳化稳定性的关系

Ｆｉｇ．１０　Ｒｅｌａｔｉｉｏｎｓｈｉｐｓｏｆｅｍｕｌｓｉｏｎｓｔａｂｉｌｉｔｙｗｉｔｈｆｌｅｘｉｂｉｌｉｔｙｏｆ

ｓｏｙｐｒｏｔｅｉｎｉｓｏｌａｔｅｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｆｏｕｒｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
　
表 １　４种改性条件下乳化活性、乳化稳定性与柔性

相关性系数

Ｔａｂ．１　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓｏｆｅｍｕｌｓｉｆｙｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄ

ｅｍｕｌｓｉｏｎｓｔａｂｉｌｉｔｙｗｉｔｈｆｌｅｘｉｂｉｌｉｔｙｏｆｓｏｙｐｒｏｔｅｉｎｃｏｍｂｉｎｅｄ

ｗｉｔｈｆｏｕｒｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

参数
相关系数

热处理 超声处理 高压均质处理 微波处理

乳化活性 ０９６９ ０９４２ ０７７１ ０９７６

乳化稳定性 ０９５０ ０９５４ ０７２０ ０８６２

　　注：表示极显著（Ｐ＜００１）；表示显著（Ｐ＜００５）。

影响大。

　　由表１可知，热处理、超声处理条件下 ＳＰＩ柔性
与乳化活性、乳化稳定性呈极显著正相关，相关性系

数分别为 ０９６９、０９５０和 ０９４２、０９５４。超高压均
质处理条件下 ＳＰＩ柔性与乳化活性、乳化稳定性呈
正相关，相关系数分别为 ０７７１、０７２０。微波处理
条件下 ＳＰＩ柔性与乳化活性呈极显著正相关，与乳
化稳定性呈显著正相关，相关性系数分别为 ０９７６、
０８６２。

ＴＯＲＮＢＥＲＧ［２５］认为在形成乳液的过程中蛋白
质分子首先通过扩散和／或对流作用从体相溶液扩
散到界面附近，并形成界面层，此过程受蛋白浓度、

蛋白粒度、表面疏水性等因素的影响；其次，大部

　　

分蛋白质分子在界面发生结构展开；最后，吸附的蛋

白质分子以更加紧凑的结构在界面上重排。不同的

物理改性方法以不同的方式破坏了 ＳＰＩ的刚性结
构，造成柔性的上升，使 ＳＰＩ更容易在界面展开并快
速吸附，从而提高了 ＳＰＩ的乳化性（乳化活性、乳化
稳定性）。这与 ＫＩＴＴＩＰＨＡＴＴＡＮＡＢＡＷＯＮ［２６］的观点
一致。ＫＲＥＢＳ等［２７］

探究了蛋白质分子结构特性

与界面蛋白构象变化的关系，证实了柔性蛋白比

球蛋白更易在界面上展开和重排。ＭＩＮ等［２８］
采用

尿素和二硫基苏糖醇（ＤＴＴ）分别破坏维系蛋白质
分子刚性结构的非共价和二硫键，得到更加柔性

的蛋白，从而加速了蛋白质分子在界面上的展开

和重排。

也有理论认为，由于能垒的存在，当蛋白质分子

到达界面后，不能立刻发生吸附，需要克服能垒后才

能发生真实的吸附，能垒的大小与蛋白质分子表面

和界面间相互作用的情况相关
［２９］
。通过外加处理

改变 ＳＰＩ柔性也许可以降低吸附过程的能垒，从而
提高 ＳＰＩ的乳化性质［３０］

。

３　结论

（１）各个改性方式对 ＳＰＩ柔性和乳化性产生不
同的影响且乳化性随柔性的上升而上升。与其他处

理条件相比，１２１℃热处理 １０ｍｉｎ得到最高的柔性
和乳化活性，高压均质处理对 ＳＰＩ柔性影响小但对
乳化活性影响大。

（２）热处理、超声处理条件下ＳＰＩ柔性与乳化活
性、乳化稳定性呈极显著正相关，相关系数分别为

０９６９、０９５０和 ０９４２、０９５４。超高压均质处理条
件下 ＳＰＩ柔性与乳化活性、乳化稳定性呈正相关，相
关系数分别为 ０７７１、０７２０。微波处理条件下 ＳＰＩ
柔性与乳化活性呈极显著正相关，与乳化稳定性呈

显著正相关，相关性系数分别为０９７６、０８６２。
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