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不同油相比例对黑豆分离蛋白乳液

凝胶特性的影响
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摘要：对黑豆分离蛋白添加不同油相比例（大豆油１０％～６０％）后制备的乳液表观黏度及由葡萄糖
酸内酯（ＧＤＬ）、ＣａＣｌ２、谷氨酰胺转氨酶诱导的黑豆分离蛋白乳液凝胶特性的变化进行了研究。结
果表明：随着油相比例的增加，油脂与蛋白质之间作用，使蛋白质分子之间连接更加紧密，表观黏度

增大；随着油相比例的增加，由ＧＤＬ、ＣａＣｌ２和谷氨酰胺转氨酶诱导的黑豆分离蛋白乳液形成完整的
三维结构时间缩短，凝胶强度增大，持水性增大。
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　　黑豆分离蛋白具有来源广泛，氨基酸构成比例
合适，溶解性、乳化性及乳化稳定性均较好的优

点［１－２］。稳定的蛋白质乳液凝胶是一类重要的食品

体系，在食品、化工及其他相关领域具有广泛的应用

前景［３－５］，其作为脂溶性生物活性物质的包埋、释放

载体，已越来越受到学术界和工业界的关注，因此研

究黑豆分离蛋白的乳液凝胶具有重要意义。

蛋白质和油脂是黑豆的两种主要成分，同时蛋

白质制品作为添加剂已被广泛应用于食品、化妆

品［６］和医药工业中［７－９］，在工业生产中蛋白质和油

脂经常作为产品的两种主要成分同时存在。油脂对

蛋白质的凝胶性、保水性、乳化性都具有一定的影

响。Ｂｈａｒｄｗａｊ等［１０］认为大豆中蛋白质及脂肪的含

量对凝胶的品质有较大的影响。李辉尚［１１］认为豆

腐的硬度和弹性随着油脂含量的增加而增大。
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本文通过研究添加不同比例大豆油对黑豆分离

蛋白乳液的流变特性及不同比例大豆油对由葡萄糖

酸内酯（ＧＤＬ）、ＣａＣｌ２和谷氨酰胺转氨酶诱导的乳液
凝胶时间、凝胶强度和凝胶持水性的影响，为开发新

型活性物质载体提供理论参考。

１　材料与方法
１．１　实验材料

黑豆：辽宁省建平县永兴源粮贸有限责任公司；

金龙鱼一级大豆油；葡萄糖酸内酯（ＧＤＬ）：克拉马
尔公司；无水氯化钙：天津市科密欧化学试剂有限公

司；ＴＧ－Ｎ型谷氨酰胺转氨酶：泰兴市一鸣生物科
技有限公司。

Ｋｉｎｅｘｕｓｐｒｏ＋型高级旋转流变仪：英国 Ｍａｌｖｅｒｎ
公司；ＧＹＢ４０－１０Ｓ型高压均质机；ＪＳ２５型乳化分
散机。

１．２　实验方法
１．２．１　黑豆分离蛋白的制备

黑豆→去皮、粉碎过筛（１００目）→石油醚浸
提→离心→沉淀低温干燥→脱脂黑豆粕→碱溶解
（ｐＨ８．５）→离心→上清液→酸沉（ｐＨ４．５）→离
心→沉淀→水洗、中和→冷冻干燥→黑豆分离蛋白。
１．２．２　黑豆分离蛋白乳液的制备

配制６０ｇ／Ｌ的黑豆分离蛋白分散液，室温条件
下搅拌２ｈ，充分溶胀后，次日将黑豆分离蛋白溶液
于 ８５℃加热 ５ｍｉｎ，然后冷却到室温，逐滴加入
１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％大豆油，经乳化分
散机（１００００ｇ）处理３ｍｉｎ，得粗乳液。将粗乳液在
４０ＭＰａ条件下循环高压均质处理 ３次，４℃储存
备用。

１．２．３　黑豆分离蛋白乳液表观黏度的测定
将乳液样品分别置于ＰＵ６０ｍｍ的平板之间，间

距１ｍｍ，剪切速率０．１～１００ｓ－１，２５℃下保温５ｍｉｎ，
测定黑豆分离蛋白乳液表观黏度的变化。

１．２．４　乳液凝胶的制备
取不同油相比例的乳液分别加入 ２０％ＧＤＬ、

８ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２溶液、２０Ｕ／ｇ谷氨酰胺转氨酶溶液，
室温搅拌１ｍｉｎ，用于流变性能分析。
１．２．５　流变性能测定

用马尔文流变仪测定乳液凝胶性能。将乳液样

品分别置于 ＰＵ６０ｍｍ的平板之间，两板间距为
１ｍｍ，记录弹性模量（Ｇ′）与时间（ｔ）的函数。应变
１％，频率１Ｈｚ，测试时间１２０ｍｉｎ，添加 ＧＤＬ、ＣａＣｌ２
溶液和谷氨酰胺转氨酶溶液的乳液扫描温度分别为

２５、３５、３７℃。在时间测定结束后，立即进行频率测
定，频率０．１～１００Ｈｚ，应变０．５％，温度２５℃。

１．２．６　持水性测定
取１０ｍＬ烧杯（ｍ１），然后取４ｍＬ乳液分别置

于烧杯中，按 １．２．４分别添加诱导剂混匀，称重
（ｍ２），然后用保鲜膜密封，置水浴中反应 ３０ｍｉｎ
（温度分别为７５、７５、３７℃），取出冷却至室温，在
４３００ｒ／ｍｉｎ下离心 ３０ｍｉｎ，倒置在滤纸条上控水
１０ｍｉｎ，再次称重（ｍ３），凝胶持水性定义为离心后
凝胶所含水的质量（ｍ３－ｍ１）占离心前样品所含的总
水分质量（ｍ２－ｍ１）的百分比。每组实验平行３次。
２　结果与讨论
２．１　油相比例对乳液表观黏度的影响（见图１）

图１　油相比例对乳液表观黏度的影响

　　从图１可以看出，在剪切速率０．１～１００ｓ－１的
范围内黑豆分离蛋白乳液的表观黏度随剪切速率的

增大而下降，即发生了剪切稀释现象。添加了油脂

的黑豆分离蛋白乳液，由于油脂分子和蛋白质分子

之间作用，增强了蛋白质分子之间的相互作用，使得

蛋白质分子之间的连接更加紧密，制成乳液后其黏

度逐渐增大。

２．２　油相比例对 ＧＤＬ、ＣａＣｌ２和谷氨酰胺转氨酶诱
导乳液凝胶时间的影响（见图２～图４）

图２　油相比例对ＧＤＬ诱导乳液凝胶时间的影响

　　从图２可以看出，根据时间扫描过程中，时间
达到凝胶化时间前弹性模量（Ｇ′）基本不变，而后
弹性模量（Ｇ′）开始增加，两条线的延长线的交点
对应的时间即为凝胶时间这一理论［１２］，油相比例

为 ６０％的凝胶时间最短，其次是 ５０％、４０％、
３０％、２０％、１０％，其凝胶时间分别为 ２０、２８、３８、
４２、４８、６１ｍｉｎ。添加不同比例的油相制备的黑豆
分离蛋白乳液，在 ＧＤＬ诱导条件下，可以使蛋白乳
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液的凝胶时间缩短。随着时间的延长，乳液凝胶

的弹性模量逐渐增强，且随着油相比例的增加其

弹性模量也逐渐增强。

图３　油相比例对ＣａＣｌ２诱导乳液凝胶时间的影响

　　从图 ３可以看出，根据凝胶时间理论［１２］，由

ＣａＣｌ２诱导的黑豆分离蛋白乳液凝胶在油相比例为
６０％的凝胶时间最短，其次是 ５０％、４０％、３０％、
２０％、１０％，其凝胶时间分别为１９、２８、３６、４４、５４、８２
ｍｉｎ。结果表明，添加不同比例的油相制备的黑豆分
离蛋白乳液，在ＣａＣｌ２诱导条件下，可以使蛋白乳液
的凝胶时间缩短。随着扫描时间的延长，乳液凝胶

的弹性模量逐渐增强，且随着油相比例的增加其弹

性模量也逐渐增强。蛋白质相对分子质量、大小、水

合作用、摩擦比、分子形状是影响蛋白质溶液黏度的

重要因子，添加了油脂的大豆蛋白溶液，由于油脂分

子和蛋白质分子之间作用，增强了蛋白质分子之间

的相互作用，当加入Ｃａ２＋后，增加了蛋白质的聚集，
从而使蛋白质溶液的黏度增加，使得蛋白质分子之

间的连接更加紧密，制成乳液凝胶后的蛋白质结构

也较为致密，其黏度和弹性逐渐增大，与肖剑等［１３］

报道的结果一致。

图４　油相比例对谷氨酰胺转氨酶诱导乳液凝胶时间的影响

　　从图４可以看出，油相比例的乳液凝胶 Ｇ′均随
着时间的延长逐渐增大，根据凝胶时间理论［１２］，由

谷氨酰胺转氨酶诱导的黑豆分离蛋白乳液凝胶在油

相比例为 ６０％的凝胶时间最短，其次是油相比例
５０％、４０％、３０％、２０％、１０％，其凝胶时间分别为
１４、２１、２５、３５、４６、７０ｍｉｎ。由谷氨酰胺转氨酶诱导
的黑豆分离蛋白乳液随着油相比例的增加其凝胶时

间依次缩短。在蛋白凝胶阶段，蛋白质充分展开并

迅速吸附到油滴表面，随着油相比例的增加，在相同

含量的诱导剂条件下，结合成紧密的三维网络结构

的时间缩短，从而缩短凝胶时间。随着油相比例的

增加，更多的油滴紧密排列在凝胶网络中，且蛋白质

吸附在油水界面过程中，其结构和形态发生展开或

重排，有利于酶在不同油滴之间的共价交联作用。

凝胶网络更容易形成，且油滴对三维网络结构的建

立具有重要贡献。此外，谷氨酰胺转氨酶诱导凝胶

的Ｇ′随油相比例的增加而增加，油相有增强蛋白质
网络结构的作用，故蛋白质的弹性模量增加。相似

的结果也在大豆分离蛋白凝胶及豆乳凝胶过程中被

报道。凝胶机械模量和强度的逐渐增加，取决于蛋

白质分子间的共价交联作用。

２．３　油相比例对 ＧＤＬ、ＣａＣｌ２和谷氨酰胺转氨酶诱
导乳液凝胶强度的影响

频率扫描反映了油相比例对由 ＧＤＬ、ＣａＣｌ２、谷
氨酰胺转胺酶诱导乳液凝胶的机械强度的影响。为

了进一步表明油相比例在乳液凝胶中的作用，在时

间扫描结束后，立即对２ｈ后形成的凝胶进行频率
扫描，如图５所示。

图５　油相比例对不同诱导剂诱导乳液凝胶强度的影响

　　从图５可以看出，在０．１～１００Ｈｚ范围内，乳液
凝胶的Ｇ′均依赖于频率变化明显，这说明被蛋白质
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包裹的油滴充当了“活性填充物”并加强了凝胶网

络结构，高油相时更多分散的油滴被包埋或整合进

凝胶网络，使凝胶强度更高，“活性填充物”的作用

更加明显［１４］。在低油相比例（１０％～３０％）下，Ｇ′随
频率变化不明显，而在高油相比例（４０％ ～６０％）
下，随着油相比例的增加，Ｇ′明显增大。原因可能是
由于高油相比例条件下，蛋白质含量相对较少，大规

模的油滴之间通过静电排斥以及合并等作用，促进

了凝胶网络的重排，并参与网络结构的组成，而低油

相比例条件下，蛋白质含量相对较高，吸附在油滴表

面的蛋白质聚集和交联不断强化，将油滴牢牢锁在

凝胶网络中，分散的油滴无法为凝胶体系提供整合

动力。高油相时更多分散的油滴被包埋或整合进凝

胶网络，使凝胶强度更高［１５］。综合比较由谷氨酰胺

转氨酶诱导乳液凝胶的强度较ＧＤＬ和ＣａＣｌ２诱导乳
液凝胶的强度增加的多，原因是随着油相比例的增

加谷氨酰胺转氨酶与蛋白质之间的共价交联作用增

强，凝胶的机械强度增大。

２．４　油相比例对 ＧＤＬ、ＣａＣｌ２和谷氨酰胺转氨酶诱
导乳液凝胶持水性的影响（见图６）

图６　油相比例对不同诱导剂诱导乳液凝胶持水性的影响

　　从图 ６可以看出，添加不同比例油相后，由
ＧＤＬ、ＣａＣｌ２、谷氨酰胺转氨酶诱导黑豆分离蛋白乳
液凝胶的持水性分别从 ８４．０８％升高至 ９６．８０％、
８２．９９％升高至９７．１６％和８６．５５％升高至９６．６４％。
这与凝胶网络紧密的结构及凝胶强度密不可分。随

着油相比例的增加，更多的油滴紧密排列在凝胶网

络中，且蛋白质吸附在油水界面过程中，其结构和形

态发生展开或重排，从而使蛋白质溶液的黏度增加，

使得蛋白质分子之间的连接更加紧密，有利于

ＧＤＬ、Ｃａ２＋、谷氨酰胺转氨酶诱导蛋白质之间的相互
作用，制成乳液凝胶后的蛋白质结构也较为致密，因

此持水性增大。

３　结　论
随着油相比例的增加，油脂与蛋白质之间作用，

使蛋白质分子之间连接更加紧密，表观黏度增大；随

着油相比例的增加，由 ＧＤＬ、ＣａＣｌ２和谷氨酰胺转氨
酶诱导的黑豆分离蛋白乳液形成完整的三维结构时

间缩短，凝胶强度增大，持水性增大。
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