
74  2018, Vol.39, No.13             食品科学	 ※食品工程

超声处理大豆分离蛋白与壳聚糖复合物对 
O/W型乳液稳定性的影响

丁 俭，隋晓楠，王 婧，董济萱，马文君，李 杨，齐宝坤，江连洲*
（东北农业大学食品学院，黑龙江 哈尔滨 150030）

摘  要：为探究超声处理大豆分离蛋白-壳聚糖（soybean protein isolate-chitosan，SPI-CS）复合物对形成O/W型乳

液性质的影响，主要研究了复合物表面疏水性、乳化活性、乳化稳定性与油-水界面张力、乳液粒径、乳液稳定性

之间的关系。结果表明：未经超声处理的SPI-CS复合物表面疏水性、乳化活性、乳化稳定性和界面吸附性较低，形

成的O/W型乳液粒径相对较大，约100 μm，乳液Zeta电位较低，乳滴有发生聚集的倾向。乳液贮存7 d后乳层析指数

最高。经超声处理后SPI-CS复合物形成的乳状液性质发生明显变化，随着超声功率的增加，形成的O/W型乳液的稳

定性有所增加：超声功率为400 W时SPI-CS复合物形成的乳液最为稳定，乳层析指数最低；当超声功率超过400 W
时，乳液的光学显微镜观察显示其粒径有所增大，同时乳液的Zeta电位、乳化活性和乳化稳定性明显下降，界面张

力降低缓慢。超声处理暴露了蛋白质分子的内部结构，使部分结构展开、柔性增加，促进了其与壳聚糖之间的静电

相互作用，说明超声处理的大豆分离蛋白与壳聚糖形成的复合物影响了O/W型乳液的稳定性及相关性质。
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Effect of Ultrasonic Treatment on Stability of Oil-in-Water (O/W) Emulsion Containing  
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Abstract: The purpose of this study was to explore the effect of ultrasonic treatment on the properties of O/W emulsion 
containing soybean protein isolate-chitosan (SPI-CS) complex. The relationship between surface hydrophobicity, emulsifying 
activity and emulsion stability and oil-water interfacial tension, particle size and stability of the emulsion were investigated. 
The results showed that surface hydrophobicity, emulsifying activity, emulsion stability and interfacial adsorption of SPI-CS 
without ultrasonic treatment were relatively low, and the particle size of the formed O/W emulsion was about 100 μm. The 
zeta potential of the emulsion was low and the droplets tended to aggregate. Creaming index was the highest after storage for 
7 days. Ultrasonic treatment of SPI-CS formed emulsions with markedly improved properties. The O/W emulsion became 
more stable with increasing ultrasonic power, and it had the highest stability and lowest creaming index at 400 W. However, 
when the ultrasonic power exceeded 400 W, the particle size of emulsions was increased under light microscope, and zeta 
potential, emulsifying activity, emulsion stability and interfacial tension decreased obviously. Ultrasonic treatment exposed the 
internal structure of SPI protein molecules, unfolded part of the protein structure and increased molecular flexibility, thereby 
promoting the electrostatic interaction between chitosan and the protein, which indicated that ultrasonic-treated SPI-CS  
could affect the stability and relevant properties of O/W emulsion. 
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大豆分离蛋白作为天然大分子，具有较高的营养价值

和较好的功能特性，其分子具有双亲性结构，使蛋白质具

有较好的乳化性，可以作为乳化剂扩散并吸附在油-水界

面[1]。大豆分离蛋白作为乳化剂，可以形成O/W型乳液，

是重要的食品配料。但由于大豆分离蛋白作为乳化剂所

稳定的O/W型乳液仍是一种热力学不稳定体系，其稳定

性易受到环境等因素的影响[2]。为了提高大豆分离蛋白

的功能特性，拓展大豆分离蛋白在食品加工中的应用，

有研究利用热处理、超声、微波、超高压等技术改变蛋

白质的空间结构和分子排布，从而改善蛋白质的功能特

性，提高所形成乳液的稳定性[3-6]。

在食品加工中，由于受到食品体系环境条件的影

响，当蛋白质所处的溶液体系pH值在其等电点附近时，

其乳化性能基本消失。有研究表明，通过蛋白与多糖的

复合可以改善乳液的稳定性，而且蛋白-多糖复合体系是

一种合适的食品配料，蛋白与多糖之间相互作用可以作

为蛋白质乳化、结构修饰的一种重要手段[7]。壳聚糖作

为天然阳离子多糖，可以与蛋白质通过静电相互作用和

氢键在pH 2.5～5.0之间形成可溶性复合物，其构建的乳

液在酸性环境中能保持较好的稳定性。Huang Guoqing
等 [8]的研究表明，pH 3.0～5.0时大豆分离蛋白-壳聚糖

（soybean protein isolate-chitosan，SPI-CS）复合的效果

好，形成的复合物较为稳定。在蛋白质-多糖复合物稳定

的乳液中，蛋白质分子会吸附在油-水界面，而多糖与

蛋白质发生静电相互作用包裹在油滴表面，形成层层沉

积的界面膜结构，提高了乳液的稳定性。Jourdain等[9]

通过静电相互作用把壳聚糖吸附到由β-乳球蛋白制备的

乳液表面，发现在等电点（pH 4.5～5.5）附近乳液仍保

持较好的稳定性。Wang Xiaomei等[10]通过干热处理制备

SPI-CS复合物，发现复合物的乳化性能相比大豆分离蛋

白得到很好的改善，且形成的乳液的粒径较小，絮凝程

度降低。

综上所述，大豆分离蛋白与壳聚糖的复合对形成乳

液的稳定性有重要影响，但关于超声处理SPI-CS复合物

的结构特性与形成O/W型乳液稳定性关系的研究目前仍

然有限。因此，为了使蛋白和多糖能够形成更加稳定的

复合物及乳液，本研究利用不同超声功率处理，控制大

豆蛋白与壳聚糖所形成的复合物的结构，构建O/W型乳

液体系，并对SPI-CS复合物的相关性质和形成O/W型乳

液体系的稳定性进行研究。通过研究复合物的乳化活性

指数（emulsification activity index，EAI）、乳化稳定

性指数（emulsification stability index，ESI）和界面学

特性，分析超声处理后蛋白质分子结构的改变对复合物

的形成及在乳液油滴表面吸附过程中的影响。通过Zeta
电位和平均粒径表征复合物形成乳液的性质，最后采用

光学显微镜观察乳液体系的微观结构。本研究为开发蛋

白乳化体系的新型食品配料，构建流变性和稳定性好的

SPI-CS O/W型乳液提供了理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

大豆分离蛋白由本实验室自制；食品级壳聚糖（平

均分子质量150～500 kDa，脱乙酰度大于90%，水分质

量分数8.0%） 郑州优然食品配料有限公司；葵花籽油  
北京金世仓粮油贸易有限公司；氢氧化钠 天津市光

复精细化工研究所；盐酸 北京新光化工试剂厂；乙

酸、磷酸二氢钠  天津市东丽区天大化学试剂厂； 

1-苯胺基-8-萘磺酸（8-anilino-1-naphthalenesulfonic acid，
ANS） 美国Sigma公司；其他试剂为国产分析纯。

1.2 仪器与设备

超声波细胞破碎仪 宁波新芝生物科技股份有限 

公司；AL204型分析天平 梅勒特-托利多仪器（上海） 

有限公司；6 L落地式冻干机 上海汇分电子科技有限 

公司；pHSJ -4A型实验室pH计  上海雷磁公司； 

GL-20G-II型高速冷冻离心机 上海安亭科学仪器厂；

ULTRA-TURRAX UTL2000乳化机 德国IKA仪器设备 

公司；Master-sizer 2000激光粒度仪 英国马尔文仪器有限 

公司；PALS-Zeta电位仪 美国布鲁克海文仪器公司； 

FB-110T超高压均质机 上海励途机械设备工程有限 

公司；F-4500型荧光分光光度计 日本HITACHI公司；

UV-5100型高性能紫外-可见分光光度计 上海奥析科学

仪器；BX53型显微镜 日本奥林巴斯公司；J-810型圆

二色光谱仪、J-810型分光偏振计 日本JASCO公司；

DCAT21型全自动表面张力仪 德国Sartorius公司。

1.3 方法

1.3.1 大豆分离蛋白的制备

采用Petruccell i等 [11]的方法。将大豆粉碎后用正

己烷萃取，得脱脂豆粕。脱脂豆粕与水混合（料液比

1∶20），用2 mol/L的NaOH溶液调节pH值至8.0，25 ℃
下搅拌2 h后进行离心（10 000×g、30 min、4 ℃），离

心后的上清液用2 mol/L的HCl溶液调节pH值至4.5。静

置后再次离心（6 000×g、20 min、4 ℃），将下层沉

淀再于5 倍体积的蒸馏水中洗涤3 次，最后用蒸馏水溶
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解沉淀，用2 mol/L的NaOH溶液调节pH值至7.0后离心

（10 000×g、30 min、4 ℃），取上清液在4 ℃下用去

离子水透析48 h脱盐，冷冻干燥，即为大豆分离蛋白，

其蛋白质量分数为90.11%，粗脂肪质量分数为1.43%，

灰分质量分数为4.51%。

1.3.2 大豆分离蛋白的超声处理

将大豆分离蛋白溶解在去离子水中，在室温下搅拌

2 h。超声处理方法和条件参考Hu Hao等[12]的方法，将超

声处理器的钛探头（直径0.636 cm）插入液面，超声时间

4 s，间隔时间2 s，在此条件下300 W超声处理12 min时蛋

白的EAI和ESI最高，而450 W超声处理24 min时，过高功

率和长时间处理会造成蛋白的乳化性质下降。在此方法

基础上进行一定改进，本实验选择在20 kHz下，输出功

率分别为200、300、400、500、600 W超声处理蛋白溶液

15 min，得到大豆分离蛋白溶液。

1.3.3 不同超声条件处理SPI-CS复合物的制备

准确称取一定质量的不同超声条件处理大豆分离蛋

白样品溶于去离子水中，使蛋白质量浓度为20 mg/mL。
准确称取一定质量的壳聚糖样品溶于100 mmol/L乙酸缓

冲液（pH 3.0）中，在室温下搅拌3 h后放入冰箱中水化

过夜，得到壳聚糖质量浓度为10 mg/mL的储备液。将壳聚

糖与大豆分离蛋白按照质量比1∶3在pH 2.0～5.0条件下进行

复合，最终确定可溶性复合物最佳的复合条件为pH 3.0，在

复合物中添加0.02 g/L叠氮化钠防止微生物生长。 

1.3.4 圆二色光谱的测定

利用圆二色光谱在远紫外区（190～260 nm）测定蛋

白质二级结构。将制得的不同超声条件处理的SPI-CS复
合物溶液稀释10 倍，使用光谱分辨率0.2 nm的J-810分光

偏振计在25 ℃下进行测定。样品池光程为0.1 cm，扫描

速率为100 nm/min，响应时间为0.125 s，使用缓冲溶剂进

行校正，每个样品重复测定3 次。

1.3.5 不同超声条件处理SPI-CS复合物表面疏水性的

测定

超声处理SPI-CS复合物的表面疏水性测定参考Kato
等[13]的方法，将不同超声条件处理的SPI-CS复合物溶液

以10 000×g离心30 min，取上清液测定蛋白质量浓度，用

0.01 mol/L磷酸盐缓冲液依次将蛋白样品稀释，保证质量

浓度在0.05～0.40 mg/mL。实验中激发波长λex＝390 nm， 

发射波长λem＝468 nm，夹缝宽度为5 nm，扫描速率10 nm/s。 

取溶液4 mL，分别加入40 μL用0.01 mol/L的磷酸盐缓冲液

（pH 7.0）配制的最终浓度为8 mmol/L的ANS溶液，经快

速振荡混合后静置3 min，利用F-4500型荧光分光光度计测

定样品荧光强度。以荧光强度与蛋白质量浓度作图，表面

疏水性的值为蛋白质量浓度的初始段斜率。

1.3.6 不同超声条件处理SPI-CS复合物EAI和ESI的测定    
SPI-CS复合物的EAI和ESI测定参考Nakamura等[14]的

方法。取30 mL SPI-CS复合物，分别加入10 mL葵花籽油

进行均质（20 000 r/min均质1 min），取50 μL乳液加入

5 mL 0.1 g/L的SDS溶液稀释，在500 nm波长处测吸光度

A0。静置30 min后，再次从底部各取50 μL样品，测定吸

光度A30。EAI/（m2/g）和ESI/min计算公式如式（1）、

（2）所示。

EAI/ m2/g 2 2.303 ρ φ 10 000
A0 N 	 （1）

ESI/min A0 A30

A0 30	 （2）

式中：N为稀释倍数（250）；ρ为乳化液形成前溶液

中SPI-CS复合物质量浓度/（g/mL）；φ为乳化液中油相

体积分数/%；A0为0 min时的吸光度；A30为30 min时的吸

光度。

1.3.7 不同超声条件处理SPI-CS复合物界面张力的测定 
不同超声条件处理SPI-CS复合物的界面张力测定

参考梁蓉[15]的方法，将制备好的复合物配制成不同质量

浓度的溶液，采用DCAT21全自动表面张力仪测定葵花

籽油油相的界面张力。实验中选用小号铂金片（长度为

10.00 mm、宽度为9.95 mm、厚度为0.20 mm）。首先将

铂金片用蒸馏水清洗干净，再用酒精灯灼烧至微红，时

间为20～30 s，冷却后挂好在仪器上待用。将待测溶液加

入到样品皿中，置于升降平台上进行测定。

1.3.8 不同超声条件处理SPI-CS复合物O/W型乳液的

制备

按照最佳的复合条件，将SPI-CS复合物溶液调节至

pH 3.0，然后向混合液中加入2.5%的葵花籽油，均质制

备乳液，转速为30 000 r/min，均质3 min，得到不同类型

的乳液，加入0.02 g/L叠氮化钠抑制微生物生长，4 ℃下

贮藏。

1.3.9 乳液Zeta电位和平均粒径的测定

参照齐军茹等[16]的方法，将制备的不同乳液分散到

pH 3.0的磷酸盐缓冲液中，使其质量分数为0.005%，在

常温下测定其Zeta电位，测定时的温度为25 ℃，每个样

品平行测定3 次。同样将不同乳液分散到pH 3.0的磷酸盐

缓冲液中，使其质量分数为0.100%，用激光粒度仪测定

其平均粒径，达到相应的遮光度后进行测定，每个样品

平行测定3 次。

1.3.10 乳液的光学显微镜观察

取新鲜乳液样品置于正置显微镜载物台上，用载玻

片固定，40 倍光学显微镜观察。用BX53显微镜获取照

片，照片从连接到电脑的数字图像处理软件获得。

1.3.11 乳析稳定性的测定    
乳液乳析稳定性的测定参考Moschakis等[17]的方法。

将制备好的新乳液分别置于10 mL的具塞比色管中，于

室温条件下20 ℃放置7 d，为防止微生物的生长，加入
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少量的叠氮化钠（0.02 g/L），将具塞比色管用玻璃塞

密封，每天进行乳液乳析稳定性的测定并记录。乳析稳

定性通常采用乳析指数（creaming index，CI）表示，如 

式（3）所示计算。

CI/% HT

HS 100	 （3）

式中：HS为乳清层的高度/cm；HT为比色管中乳液的

高度/cm。

1.4 数据统计分析 
所有数据均重复实验3 次，结果表示为 ±s。数据统

计分析采用SPSS 18.5软件对数据进行ANOVA差异显著性

分析，以P＜0.05为差异显著；绘图采用Origin 8.5软件。 

2 结果与分析

2.1 不同超声条件处理对SPI-CS复合物中蛋白质二级结

构的影响

表 1 不同超声条件处理SPI-CS复合物中蛋白质的二级结构相对含量

Table 1 Secondary structure contents of untreated and ultrasonically 

treated SPI-CS complex

%

样品 α-螺旋相对含量 β-折叠相对含量 β-转角相对含量 无规卷曲相对含量

未处理 15.39±1.90a 39.47±2.20a 17.15±0.50e 28.03±0.70e

200 W 15.18±1.40a 38.34±1.10b 18.48±0.40d 28.92±0.90c

300 W 14.95±0.70b 36.42±0.40c 19.05±0.50c 29.15±1.30b

400 W 12.57±1.70c 35.31±0.20d 22.26±0.60a 30.38±1.10a

500 W 12.46±1.50c 35.57±0.40d 21.55±0.80b 29.42±1.20b

600 W 12.36±0.50c 35.97±0.20e 21.98±0.80b 28.99±1.30cd

注：同列肩标不同小写字母表示差异显著（P＜0.05），下同。

通过圆二色光谱表征复合物中蛋白质二级结

构的相对含量。蛋白质圆二色光谱的远紫外区段

（190～240 nm）属于肽键吸收范围，包含了蛋白质主

链构象的信息。利用CD Pro拟合软件对得到的图谱进行

分析计算。如表1所示，大豆分离蛋白经超声处理后，

随着超声功率的增加，α-螺旋相对含量由15.39%降低到

12.36%，β-折叠相对含量先降低后升高，β-转角和无规卷

曲相对含量先升高后降低。Li Huijing等[18]研究超声处理

改变大豆分离蛋白的空间结构也得到类似的结果。说明

大豆分离蛋白经超声处理后，由α-螺旋和β-折叠的刚性

分子结构向β-转角和无规卷曲结构转化，其二级结构

变得松散，柔性结构含量增加，蛋白质分子结构由有

序变得无序。大豆分离蛋白α-螺旋和β-折叠结构主要由

氢键维持，超声处理可能破坏了二级结构中的氢键作

用，使蛋白质分子展开，二级结构被破坏，蛋白质不

同程度的改变和伸展，可能会影响大豆蛋白质分子与

其他小分子物质的结合 [19]，为此，本实验进一步研究

了超声处理大豆分离蛋白与壳聚糖的相互作用。

2.2 不同超声条件处理对SPI-CS复合物表面疏水性的影响
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小写字母不同表示差异显著（ P＜0.05），下同。

图 1 不同超声条件处理SPI-CS复合物的表面疏水性

Fig. 1 Surface hydrophobicity of untreated and ultrasonically  

treated SPI-CS complex 

表面疏水性可以衡量疏水性官能团的存在及数目的

多少[20]，壳聚糖的加入和超声处理会影响蛋白质的表面

结构。由图1可知，未经超声处理的SPI-CS复合物表面疏

水性最低，主要是由于未经超声处理的大豆蛋白中大多

数疏水基团被紧密包埋在蛋白质球状结构内，蛋白质的

疏水基团和荧光探针之间的接触受到抑制，表面疏水性

较低。而经过超声处理后，所有复合物中蛋白质的表面

疏水性都有所升高，且在超声功率为400 W时，复合物

的表面疏水性最强。这可能是由于蛋白质原来致密的刚

性结构在超声波的作用下打开，内部的疏水性基团暴露

增多，此时形成的复合物疏水性增加。而超声功率大于

500 W时复合物的疏水性降低，这可能是由于较高的功率

使原本暴露的疏水基团发生相互作用，使蛋白发生一定

程度的聚集，部分疏水基团重新被包埋，阻止了其与荧

光探针的结合，而且功率越大蛋白聚集程度越强，导致

了表面疏水性下降[20]。

2.3 不同超声条件处理对SPI-CS复合物乳化性的影响 
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图 2 不同超声条件处理SPI-CS复合物的EAI和ESI

Fig. 2 EAI and ESI of untreated and ultrasonically  

treated SPI-CS complex 

EAI及ESI是表征SPI-CS复合物功能性质的重要指

标，可以反映复合物在油-水界面形成乳化层的能力和

形成乳状液的稳定性。由图2可知，与未经超声处理的 

SPI-CS复合物溶液相比，经过超声处理后，溶液的EAI
及ESI得到显著提高，但随着超声功率的继续增加，EAI
和ESI均呈现先升高后降低的趋势。其中，400 W超声处



78  2018, Vol.39, No.13             食品科学	 ※食品工程

理的SPI-CS复合物具有较高的EAI和ESI，别为78.5 m2/g
和53.3 min，与未经超声处理的复合物相比分别提高了

50.01%和63.35%。这可能是由于复合物溶解性及表面

疏水性的增加或是表面电荷分布发生变化，使大豆蛋白

与壳聚糖复合物的吸附层由原来的刚性变为黏弹性，乳

化性能增加。而复合物在油-水界面吸附时，主要的驱

动力为疏水吸附，因此疏水性官能团的存在有利于复合

物吸附在油滴表面，与表面疏水性的测定结果一致[21]。 

SPI-CS复合物600 W超声时的ESI降低，可能是由于过高

的超声功率使蛋白质空间构象不稳定，致使其暴露出较

多的亲水基团，造成了乳化性的降低[22]。另外，超声处

理影响复合物在油-水界面的分布，复合物的结构特性及在

油-水界面发生的构象重排都会影响复合物的EAI和ESI[23]。

2.4 不同超声条件处理对SPI-CS复合物界面张力的影响
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图 3 不同超声条件处理SPI-CS复合物的界面张力

Fig. 3 Interfacial tension of untreated and ultrasonically  

treated SPI-CS complex 

界面行为对于乳状液的制备和稳定具有重要意义，

界面张力越小，形成乳状液的稳定性越好[24]。复合物的

乳化特性通过测定复合物溶液的界面张力进行表征。复

合物在油-水界面上快速吸附，迅速降低界面张力，可以

增加乳液的稳定性，阻止油滴的聚集。从上述结论可以

看出，超声处理SPI-CS复合物改变了大豆蛋白的乳化性

质。为了更好地研究乳液性质与SPI-CS复合物乳化性之

间的关系，本实验对不同超声条件处理的SPI-CS复合物

的界面性质进行了分析。如图3所示，所有复合物样品的

界面张力均随着复合物质量浓度的增加而迅速下降。最

终界面张力变化趋于平缓，表示在油-水界面上的复合物

将达到饱和，此时界面压趋于一个恒定的值，即达到临

界胶束浓度。经超声处理后的SPI-CS复合物的加入有效

地降低了油-水界面的界面张力，随着超声功率的增加，

400 W超声的SPI-CS复合物界面张力不断下降，最低至

3.86 mN/m。这可能是由于此时该复合物的ESI、EAI高
于其他功率处理的SPI-CS复合物，导致其在油-水界面具

有较高的吸附能力。而经过较高功率处理后，可能由于复

合物发生自聚集行为，使其在油-水界面的伸展吸附作用

减弱，乳液的界面张力相对较大。因此，适度超声处理的

SPI-CS形成的复合物与未经超声处理相比，乳化能力有较

大提升，降低界面热力学不稳定作用的能力增强[25]。 

2.5 不同超声条件处理对SPI-CS复合物形成O/W型乳液

粒径的影响
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图 4 不同超声条件处理SPI-CS复合物形成乳液的粒径分布

Fig. 4 Particle size distribution of untreated and ultrasonically  

treated SPI-CS emulsion 

如图4所示，经超声处理的SPI-CS复合物制备的乳

液粒径都相对比较小，乳液粒径分布范围较窄，粒径几

乎都分布在50 μm左右，未处理的SPI-CS复合物形成乳

液的粒径大部分分布在70 μm左右，乳液的粒径较大，

这说明超声处理大豆分离蛋白与壳聚糖相互作用可形成

有利于乳液稳定的复合物，未经超声处理的蛋白由于结

构没有展开，表面所带电荷及分布不适合为壳聚糖提供

有效的界面结合位点和静电相互作用力[24]，因此限制了

壳聚糖在界面的结合，从而减弱了相互作用，影响了复

合物的乳化能力。适度的超声处理复合物形成乳液的平

均粒径较小，可能是由于乳液表面吸附了大量亲水性的

壳聚糖，复合物之间产生空间位阻作用，可以抑制乳液

液滴之间的相互作用，有利于提高乳液的稳定性和界面

膜强度[18]。

2.6 不同超声条件处理对SPI-CS复合物形成O/W型乳液

Zeta电位的影响

0
2
4
6
8

10
12
14
16
18

c bc
b a a

bc

Z
et

a
/m

V

200 W 400 W 500 W 600 W300 W

图 5 不同超声条件处理SPI-CS复合物形成乳液的Zeta电位变化

Fig. 5 Changes in zeta potential of untreated and ultrasonically treated 

SPI-CS emulsion 

乳液的表面电荷密度能有效反应乳滴之间的静电

相互作用，表面净电荷越多，乳滴之间静电斥力越大，

乳液越稳定[26]。由于复合物之间通过大豆分离蛋白所带

负电荷的羧基基团与壳聚糖所带正电荷的氨基基团以静

电相互作用结合，因此复合物带电荷的多少对复合物

及乳液的稳定具有重要影响。如图5所示，在pH 3.0的
缓冲溶液中，未经超声处理的复合物乳液的Zeta电位为
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15.1 mV，超声处理后最大Zeta电位变为17.5 mV，随着

超声功率的增加，Zeta电位先升高后降低，但乳液体系

的Zeta电位变化并不明显，400 W超声处理的SPI-CS复
合物乳液表面电荷密度最大。通过研究发现，超声处理

后的乳液Zeta电位均高于未超声处理的乳液，这可能是

由于超声处理暴露了蛋白质分子的内部结构，增加了内

层蛋白质与壳聚糖的接触，而未处理和高功率超声处理

的蛋白形成的复合物乳液Zeta电位略有降低，这是由于

蛋白结构没有打开或者重新聚集，间接地降低了对壳聚

糖带电基团的消耗，蛋白质与壳聚糖之间的静电相互作

用诱导蛋白质形成特定的定向排布，说明超声处理促进

了两者之间的复合，使更多的阳离子壳聚糖与蛋白之间

产生相互作用[27]。超声处理使蛋白质分子的结构发生变

化，氨基酸残基暴露，其蛋白质结构、氨基酸残基的极

性及所带电荷的多少会影响蛋白质的表面活性，进而影

响其与壳聚糖之间的相互作用[27]。

2.7 不同超声条件处理SPI-CS复合物形成O/W型乳液的

微观结构
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图 6 不同超声条件处理SPI-CS复合物形成乳液的微观结构

Fig. 6 Microscopic structures of untreated and ultrasonically  

treated SPI-CS emulsion 

图6A～F分别给出了不同超声条件处理SPI-CS复合

物形成乳液的光学显微镜的形貌学分布。结合乳液形

貌学微观结构观察和粒径分布可知，400 W超声处理的 

SPI-CS复合物（图6D）稳定的乳液中乳滴形状规则，分

布较为均匀，油滴分散在体系中，乳滴的粒径较小。未

处理（0 W）的SPI-CS复合物（图6A）稳定的乳液中有

较大的油滴出现，乳液中部分油滴出现了聚集趋势，出

现这种不稳定现象的原因可能是由于未经超声处理的蛋白

与壳聚糖形成的复合物结构没有充分展开，形成的复合物

较不稳定，不足以完全覆盖乳滴表面，因此乳滴之间发生

了桥联聚集，降低了乳液的稳定性。超声处理后的蛋白与

壳聚糖形成复合物的乳液粒径相对较小且分布较为均匀，

这可能是由于超声处理使蛋白中具有表面活性的结构增

加，同时超声处理使蛋白质的刚性结构部分转变为柔性结

构，能更有利于包裹到油滴的表面，可以形成并且稳定一

些较小的液滴，使复合物在油-水界面具有较高的界面压

和吸附量[28]，增加了乳液的稳定性，乳液的微观结构与乳

液的Zeta电位、平均粒径和ESI测定的结果具有一致性。

2.8 不同超声条件处理SPI-CS复合物形成O/W型乳液的

乳析稳定性
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图 7 不同超声条件处理SPI-CS复合物形成乳液乳层析指数 

Fig. 7 Creaming indexes of untreated and ultrasonically  

treated SPI-CS emulsion

如图7所示，不同乳液7 d的贮藏稳定性实验结果表

明，乳液的分层现象随时间延长有所不同，其中未经超

声处理的大豆分离蛋白与壳聚糖复合形成的乳液乳层析

指数最高，说明乳液的稳定性最差。几乎所有的乳液在

放置24 h后都出现不同程度的乳析现象，在400 W超声

处理的SPI-CS复合物形成的乳液样品中乳析现象最不明

显，但所有乳液贮藏7 d后都发生了絮凝现象。超声处理

的样品乳液乳层析指数相对较小，这也很好地解释了上

述的实验结果。结果表明，乳液液滴的粒径越大，越容

易发生絮凝（贮藏7 d后，未超声处理的SPI-CS复合物

乳液的乳层析指数为65.2%，400 W超声处理的SPI-CS
复合物乳液的乳层析指数为45.8%）。未处理和低功率

（200 W）超声处理形成的复合物的乳液具有较弱的稳定

性，在油滴界面形成不稳定和不完整的界面膜，蛋白结

构没有充分展开，所以没有完整的包裹在油滴表面，使

乳液液滴容易发生变形和聚结。而超声处理后的大豆分

离蛋白与壳聚糖形成的复合物更易于吸附在油滴界面，

而且超声处理暴露了蛋白质分子的内部结构，使更多的

壳聚糖与蛋白相互结合，这样既可以增加乳液的界面膜

强度和表面电荷数量，同时壳聚糖也可以通过空间位阻

的作用为液滴间提供足够的排斥力，抑制乳液液滴之间

的相互作用，阻止乳析现象的发生[29]。
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3 结 论

通过制备不同超声功率处理的SPI-CS复合物，发现

相同处理时间、不同超声强度使复合物形成乳液的稳定

性有所差异，400 W超声处理形成的复合物EAI和ESI最
高，乳液粒径较小、呈小球状均匀分布，乳层析指数最

低，乳化体系相对稳定，表明超声处理改性大豆分离蛋

白与壳聚糖相互作用影响复合体系的乳化性。

对不同超声条件处理SPI-CS复合物表面疏水性、表

面电荷和界面张力等性质的分析表明，超声处理影响了

复合物的表面电荷分布和蛋白质的空间结构，大豆分离

蛋白经超声处理后，α-螺旋相对含量降低，β-折叠和无规

卷曲相对含量增加，由原来的刚性变为黏弹性结构，界

面吸附量增加，蛋白结构的伸展和构象的改变影响了其

与壳聚糖之间的静电相互作用，说明复合物在油滴表面

的界面吸附性的不同对乳液的稳定性产生了很大影响。

光学显微镜观察结果表明，400 W超声的SPI-CS复
合物形成的乳液粒径分布在较小的范围且形状规则，乳

液较为稳定。超声处理使蛋白中具有表面活性的结构数

量增加，与壳聚糖之间形成更有利于在油滴界面吸附的

复合物。超声功率过高影响了蛋白的结构和活性基团的

暴露，进而影响复合物的乳化特性，形成的乳液粒径较

大，导致乳液不稳定。
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