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大豆分离蛋白对大豆肽纳米颗粒 Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ
乳液性能的影响

王　丹１，代养勇１，赵路苹１，刘海燕２，丁秀臻１
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摘要：为提高大豆肽纳米颗粒（ＳＰＮ）Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液稳定性，以大豆肽聚集体为原料，采用超声法制
备ＳＰＮ，对超声时间进行了优化；在 ＳＰＮ体系中引入大豆分离蛋白（ＳＰＩ）构建复合乳化剂，研究不
同乳化剂质量浓度下ＳＰＩ对ＳＰＮ界面活性和乳化稳定性的影响。结果表明：选取超声时间１０ｍｉｎ
制备ＳＰＮ；随着乳化剂质量浓度的增大，乳液粒径逐渐减小，当乳化剂质量浓度较低（５ｍｇ／ｍＬ）时，
乳液出现桥联，乳化剂质量浓度过高（３０ｍｇ／ｍＬ）时则出现絮凝；界面蛋白吸附率随着乳化剂质量
浓度的增加呈现先升高后降低的趋势。在相同乳化剂质量浓度下，添加 ＳＰＩ的 ＳＰＮ乳液（ＳＰＩ－
ＳＰＮ乳液）的粒径分布峰左移，其粒径、界面蛋白吸附率显著小于 ＳＰＮ乳液的；在储存过程中，ＳＰＮ
乳液粒径逐渐增大，ＳＰＩ－ＳＰＮ乳液粒径没有显著变化；ＳＰＩ－ＳＰＮ乳液的乳析指数小于相同乳化剂
质量浓度的ＳＰＮ乳液，当乳化剂质量浓度为３０ｍｇ／ｍＬ时，储存１５ｄＳＰＩ－ＳＰＮ乳液未出现分层现
象。综上，ＳＰＩ可以提高ＳＰＮ的界面活性和ＳＰＮ乳液储存过程中的絮凝稳定性和分层稳定性。
关键词：大豆肽纳米颗粒；乳液；大豆分离蛋白；储存稳定性
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　　大豆蛋白因成本低、营养价值高、功能性质好等
特点，被广泛应用于食品加工。酶解技术制备的大

豆肽具有良好的生物活性［１－２］，使得大豆蛋白在食

品、药品以及化妆品领域的应用进一步拓宽。然而，

酶解过程中会不可避免地产生不溶性肽聚集体，这

些聚集体通常被丢弃或用于动物饲料，极大降低了

大豆蛋白的利用率。近年来，植物蛋白颗粒稳定的

Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液因具有良好的抗聚结稳定性受到广泛
关注［３－４］。以往的研究发现，利用超声技术可诱导

不溶性肽聚集体发生自组装，成功制备出大豆肽纳

米颗粒（ＳＰＮ），该颗粒可作为 Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液的乳化
剂［５］，然而ＳＰＮ乳液的分层稳定性较差。

研究表明，由于短时间内蛋白质吸附性能的差

异［６］，两种蛋白质复合物的乳化性优于任何一种单

独的蛋白质［７］。大豆分离蛋白（ＳＰＩ）是一种优质的
天然表面活性剂，可以吸附在油水界面，降低表面张

力，使油滴稳定存在于连续相中［８］。与颗粒乳化剂

不同的是，ＳＰＩ具有弹性结构，吸附在油水界面后会
发生结构重排［９－１０］。此外，可溶性的 ＳＰＩ比不溶性
颗粒乳化剂运动更自由，可以更快地迁移到油水界

面。因此，将ＳＰＩ和ＳＰＮ复配构建复合乳化剂，有望
改善ＳＰＮ的乳化性能，但目前未见对 ＳＰＩ－ＳＰＮ复
合物乳化性能的研究。

本研究利用超声诱导技术制备 ＳＰＮ分散液，并
将其与ＳＰＩ分散液复配构建复合乳化剂，考察不同
乳化剂质量浓度（５、１０、１５、２０、２５、３０ｍｇ／ｍＬ）下的
ＳＰＩ对 ＳＰＮ乳液显微结构、粒径、界面微观结构、界
面蛋白吸附率、絮凝稳定性以及分层稳定性的影响，

以期为提高ＳＰＮ的乳化性能提供新思路。
１　材料与方法
１．１　试验材料
１．１．１　原料与试剂

低温脱脂豆粕，购于山东万得福生物科技有限

公司；大豆油，购于当地农贸市场；碱性蛋白酶（酶

活为２．４ＡＵ／ｇ），购于北京诺维信生物科技有限公

司。所有试验试剂均为分析纯或以上等级。

１．１．２　仪器与设备
ＦＤＵ－２１１０冷冻干燥机，日本东京理化器械株

式会社；ＦＳ－３００Ｎ超声波处理器，上海生析超声仪
器有限公司；Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ－Ｎａｎｏ－ＺＳ激光纳米粒度分
析仪，英国马尔文仪器有限公司；ＨＬ３１００激光粒度
仪，北京海鑫瑞科技有限公司；ＵＶ－５１００Ｂ紫外分
光光度计，上海元析仪器有限公司；Ｔ２５高速分散
机，德国ＩＫＡ公司；ＩＸ７３荧光倒置显微镜，日本奥林
巴斯株式会社；ＬＳＭ８８０激光共聚焦显微镜，德国蔡
司公司。

１．２　试验方法
１．２．１　ＳＰＩ和ＳＰＮ的制备

根据Ｓｕｉ等［１１］的方法略加改动制备 ＳＰＩ。将低
温脱脂豆粕粉碎３０ｓ，与去离子水按照质量体积比
１∶１０混合，调节 ｐＨ为 ７．０后搅拌 １ｈ。在 ４０００
ｒ／ｍｉｎ下离心２０ｍｉｎ，取上清液，调节 ｐＨ为４．５，在
４０００ｒ／ｍｉｎ下离心１５ｍｉｎ。将离心获得的沉淀物
洗涤两次，加水调 ｐＨ为 ７．０复溶。最后在 ４０００
ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ取上清，冷冻干燥获得ＳＰＩ。采用
凯氏定氮法测得ＳＰＩ的蛋白质含量为９７．１０％。

称取４０ｇＳＰＩ，加入８００ｍＬ去离子水溶解，室
温搅拌２ｈ后４℃水化过夜。将 ＳＰＩ溶液在１００℃
水浴加热 ５ｍｉｎ，室温冷却到 ５０℃后调节 ｐＨ为
８０，按照酶底比１∶１００加入碱性蛋白酶，在５０℃下
酶解６ｈ。酶解结束后于１００℃水浴５ｍｉｎ，使碱性蛋
白酶失活。冷却至室温，调ｐＨ为７．０，在４０００ｒ／ｍｉｎ
下离心１５ｍｉｎ取沉淀，水洗后重新分散，冷冻干燥后
得到大豆肽聚集体（ＳＰＡ）。经测定 ＳＰＡ的得率为
１９．５０％，采用Ｔｒｉｃｉｎｅ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ测定ＳＰＡ的分子
质量在１５．０ｋＤａ以下。

称取０．４ｇＳＰＡ，加入１０ｍＬ去离子水，搅拌２ｈ
后４℃水化过夜，调节ｐＨ为７．０。将ＳＰＡ分散液进
行探头式超声处理，探头直径为８ｍｍ，超声功率为
２８５Ｗ，输出频率为２０ｋＨｚ。在超声时间为０、５、１０、
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１５、２０ｍｉｎ时取样并在８０００ｒ／ｍｉｎ下离心１０ｍｉｎ去
除沉淀，上清液为 ＳＰＮ分散液，用于后续试验。整
个超声过程中，冰浴控制样品温度在２５℃以下。
１．２．２　ＳＰＮ的粒径、多分散系数和 Ｚｅｔａ电位的
测定

用２０ｍｍｏｌ／ＬｐＨ为７．０的 ＰＢＳ缓冲液将所有
样品均稀释 ４０倍，采用动态光散射技术（ＤＬＳ）对
ＳＰＮ的粒径、多分散系数（ＰＤＩ）和 Ｚｅｔａ电位进行测
定。２０ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ缓冲液的折射率为１．３３１，蛋白
质的折射率为１．４５０，吸收率为０．００１。所有测定均
在２５℃下进行，每个样品至少测定３次。
１．２．３　乳液的制备

首先，称取０．４ｇＳＰＩ粉末，加入１０ｍＬ去离子
水溶解，得到ＳＰＩ分散液。将 ＳＰＩ分散液和 ＳＰＮ分
散液按体积比１∶１０混合，制备 ＳＰＩ－ＳＰＮ分散液。
然后，将ＳＰＮ分散液和 ＳＰＩ－ＳＰＮ分散液稀释到质
量浓度分别为５、１０、１５、２０、２５、３０ｍｇ／ｍＬ。最后，在
分散液中加入油相比例为０．２的大豆油，用高速分
散机在１５０００ｒ／ｍｉｎ下分散２ｍｉｎ，得到乳液，４℃保
存备用。

１．２．４　乳液显微结构的测定
在载玻片上滴１０μＬ新鲜制备的乳液，然后盖

上盖玻片。用荧光倒置显微镜４０×物镜直接观察，
并拍照。

１．２．５　乳液粒度及粒径分布的测定
将新鲜制备的乳液样品直接注入激光粒度仪，

以纯水作为分散剂，当遮蔽率达到 １５％时停止加
样，开始粒径及粒径分布分析。颗粒的折射率为

１．４６７，吸收率为０．００１，分散剂的折射率为１．３３０，
乳液的粒度用体积平均粒径（Ｄ４，３）表示，乳液液滴
的分散性（Ｓ）［１２］按公式（１）计算。

Ｓ＝
Ｄ９０－Ｄ１０
Ｄ５０

（１）

式中：Ｄ９０、Ｄ５０和 Ｄ１０分别为粒径分布分别达到
９０％、５０％和１０％所对应的粒径。
１．２．６　乳液界面微观结构的测定

采用激光共聚焦显微镜（ＣＬＭＳ）观察乳液的界
面微观结构，染色方法参照 Ｆｅｎｇ等［１３］的方法并略

作修改。取１ｍＬ新鲜制备的乳液用４０μＬ染色液
（０１％ 尼罗红和０．１％ 尼罗蓝混合后，用１，２－丙
二醇溶解）避光染色。取１０μＬ染色后的样品滴在
载玻片中央，并小心盖上盖玻片，不要产生气泡，采

用Ａｒ／Ｋ和 Ｈｅ／Ｎｅ双通道激光模式在 ４８８ｎｍ和
６３３ｎｍ的激发波长下进行 ＣＬＳＭ观察，分辨率为
１０２４×１０２４，将蛋白质信号设为绿色，油相信号设

为红色。用４０×油镜进行观察，尽可能采集图像。
１．２．７　乳液界面蛋白吸附率的测定

固体颗粒在稳定乳液的过程中，一部分吸附在

油水界面，另一部分则是分散在连续相中。乳液界

面蛋白吸附率参照Ｋｉｍ等［１４］的方法测定。取４ｍＬ
乳液在１３０００×ｇ下离心３０ｍｉｎ，用针管吸取下层
清液并过 ０．２２μｍ水系滤膜。以牛血清白蛋白
（ＢＳＡ）为标准，用考马斯亮蓝法［１５］测定乳化前（乳

化剂分散液）连续相的浓度（Ｃｔ）和乳化后（乳液）连
续相的浓度（Ｃｓ）。乳液界面蛋白吸附率（Ａ）按照公
式（２）计算。

Ａ＝
Ｃｔ－Ｃｓ
Ｃｔ

×１００％ （２）

１．２．８　乳液絮凝稳定性的测定
将新鲜制备的乳液在室温下储存１５ｄ，通过测

定０、７、１５ｄ时的Ｄ４，３来评估乳液的絮凝稳定性。
１．２．９　乳液分层稳定性的测定

参照 Ｙａｎｇ等［１６］的方法并略加修改，取１０ｍＬ
新鲜制备的乳液装入平底具塞玻璃比色管中，然后

在室温下储存１５ｄ，记录在室温储藏过程中下层清
液的高度（Ｈｓ）和乳液总高度（Ｈｔ）。乳析指数（Ｃ）
按公式（３）计算。

Ｃ＝Ｈｓ／Ｈｔ×１００％ （３）
１．２．１０　数据处理

试验数据均以３次平行测量的“平均值 ±标准
差”表示，采用 Ｅｘｃｅｌ和 Ｏｒｉｇｉｎ２０１６进行数据处理，
采用ＳＰＳＳ１６．０软件对样品均值之间进行 ＡＮＯＶＡ
显著性分析（ｐ＜０．０５）。
２　结果与分析
２．１　ＳＰＮ制备条件的优化

高强度的超声可以打断蛋白质的非共价作用，

使大分子聚集体降解成小尺寸的粒子［１７］。本文研

究了超声时间对 ＳＰＮ粒径、ＰＤＩ及 Ｚｅｔａ电位的影
响，结果如图１所示。由图１可知，随着超声时间的
延长，ＳＰＮ的粒径和 ＰＤＩ逐渐降低，在超声处理１０
ｍｉｎ后粒径为１０３．７ｎｍ，ＰＤＩ为０．２５２，这是因为超
声波可以通过空化作用打断肽聚集体内部的作用

力，使其最大程度地游离和分解［１８］，使肽聚集体粒

径变得更加均一。但随着超声时间的进一步延长，

粒径和ＰＤＩ变化不显著。由图１还可知，Ｚｅｔａ电位
的绝对值随着超声时间的延长呈现下降的趋势，未

经超声处理的 ＳＰＡ分散液的 Ｚｅｔａ电位的绝对值为
１９．０２ｍＶ，超声处理１０ｍｉｎ后Ｚｅｔａ电位的绝对值降
低到１７．６８ｍＶ，可能是聚集体的解聚暴露了内部带
正电的基团，中和了体系的负电荷。随着超声时间
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的进一步延长，Ｚｅｔａ电位变化不显著。另观察 ＳＰＡ
分散液和 ＳＰＮ分散液外观发现，ＳＰＡ分散液浑浊，
ＰＤＩ较大（０．８３），在水中的分散性较差，但经过超声

处理１０ｍｉｎ后所制备的ＳＰＮ粒径减小，呈现澄清透
明的状态。因此，选取超声时间１０ｍｉｎ制备 ＳＰＮ，
进行后续试验。

注：不同字母表示差异显著（ｐ＜０．０５）
图１　超声时间对ＳＰＮ粒径、ＰＤＩ及Ｚｅｔａ电位的影响

２．２　乳液的显微结构
ＳＰＮ乳液和ＳＰＩ－ＳＰＮ乳液的显微结构如图２

所示。由图２可知，ＳＰＮ乳液和ＳＰＩ－ＳＰＮ乳液液滴
从外观上均呈现典型的圆形，随着乳化剂质量浓度

的升高，乳液粒径逐渐减小。这是因为蛋白质颗粒

浓度越高，稳定的乳液的界面面积越大［１６］，均质过

程中蛋白质颗粒的吸附阻碍了油滴的聚合，所以乳

液粒径随着乳化剂浓度的升高而减小，类似的现象

也出现在纤维素颗粒［１９］稳定的 Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液中。
当乳化剂质量浓度足够低时（５ｍｇ／ｍＬ），乳液液滴

出现了桥联现象［２０］，即一个蛋白质界面稳定两个液

滴（箭头所指）。当乳化剂质量浓度高于２５ｍｇ／ｍＬ
时，乳液的粒径变化不大，这可能是因为油滴表面的

蛋白质含量达到饱和，也可能是乳化剂质量浓度过

高使乳液液滴发生絮凝（圆圈所指）所致。在相同

乳化剂质量浓度下，相对于 ＳＰＮ乳液，ＳＰＩ－ＳＰＮ乳
液的液滴粒径更小，说明 ＳＰＩ能够提高 ＳＰＮ的乳化
活性。此外，ＳＰＩ吸附到油水界面上会发生亚基解
离和结构重排，也有助于液滴的稳定，阻止油滴的

聚结［１０］。

图２　ＳＰＮ乳液和ＳＰＩ－ＳＰＮ乳液的显微结构

２．３　乳液的粒度及粒径分布
为了更加直观地描述乳液液滴大小，对乳液的

粒度及粒径分布进行测定，结果如图３所示。

　　　
　注：不同大写字母表示同一乳化剂不同质量浓度样品间差异显著（ｐ＜０．０５）；不同小写字母表示不同乳化剂相同质量浓度
样品间差异显著（ｐ＜０．０５）。下同

图３　ＳＰＮ乳液和ＳＰＩ－ＳＰＮ乳液平均粒径及分散性
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　　由图３可知，乳液的 Ｄ４，３随乳化剂质量浓度的
升高而降低，当乳化剂质量浓度大于２５ｍｇ／ｍＬ后，
继续增大乳化剂质量浓度，乳液的粒径变化总体不

显著，这与显微镜观察结果一致。在相同乳化剂质

量浓度下，ＳＰＩ－ＳＰＮ乳液的 Ｄ４，３显著低于 ＳＰＮ乳
液。蛋白质的乳化能力可以通过形成乳液液滴的大

小来反映，粒径越小说明乳化能力越强［２１］，由此可

见ＳＰＩ可以提高ＳＰＮ的乳化能力。随着乳化剂质量
浓度的升高，乳液液滴的分散性逐渐升高，ＳＰＩ－
ＳＰＮ乳液的分散性比 ＳＰＮ乳液大，与粒径大小变化
呈相反趋势，这种趋势同样在 Ｔｉａｎ［２２］、Ｓａｅｉｄｙ［２３］等
的研究中出现。

不同乳化剂质量浓度下的 ＳＰＮ乳液和 ＳＰＩ－
ＳＰＮ乳液的粒径分布如图４所示。由图４可知，所
有乳液的粒径均呈双峰分布，随着乳化剂质量浓度

的增大，ＳＰＮ乳液的粒径分布范围从０．３９～５２．１５
μｍ缩小至０．３９～３６．３０μｍ，ＳＰＩ－ＳＰＮ乳液的粒径
分布范围从０．３９～４３．５１μｍ缩小至０．３３～３０．２９
μｍ，说明ＳＰＩ的添加降低了ＳＰＮ乳液的粒径分布范
围，这与显微结构（图２）和 Ｄ４，３（图３）结果基本一
致。随着乳化剂质量浓度升高，粒径分布曲线逐渐

左移，并且大尺寸峰的体积逐渐降低，小尺寸峰的体

积逐渐增高，两个峰之间的高度差距逐渐降低，同样

说明增大乳化剂质量浓度可以降低乳液的粒径，相

似的粒径分布峰的变化规律出现在不同质量浓度的

大豆蛋白纳米颗粒［２１］乳液中。特别地，当乳化剂质

量浓度从２５ｍｇ／ｍＬ增加到３０ｍｇ／ｍＬ时，粒径稍小
的峰重合或者增高不明显，并且当乳化剂质量浓度

为３０ｍｇ／ｍＬ时，粒径稍大的峰的峰顶相对平缓。

　　　
图４　ＳＰＮ乳液和ＳＰＩ－ＳＰＮ乳液粒径分布

２．４　乳液的界面微观结构
用 ＣＬＳＭ分析不同乳化剂质量浓度下的 ＳＰＮ

乳液和ＳＰＩ－ＳＰＮ乳液的界面微观结构，结果如图５
所示。

图５　ＳＰＮ乳液和ＳＰＩ－ＳＰＮ乳液界面微观结构

　　由图５可知，所有乳液液滴呈典型的圆形，与
显微结构（图２）结果一致，液滴内部都为红色，外
部被绿色包被，表明 ＳＰＮ和 ＳＰＩ吸附在油滴表面，
形成了乳液的空间屏障，阻止液滴絮凝和聚结［９］，

成功制备了水包油型 Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液。随着乳化剂
质量浓度的增大，乳液液滴尺寸逐渐减小，在相同

乳化剂质量浓度下，ＳＰＩ－ＳＰＮ乳液的粒径小于
ＳＰＮ乳液，这与光学显微镜、粒径分布和 Ｄ４，３结果
一致。

２．５　乳液的界面蛋白吸附率
ＳＰＮ、ＳＰＩ－ＳＰＮ乳液的界面蛋白吸附率随乳化

剂质量浓度的变化趋势如图６所示。
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图６　ＳＰＮ乳液和ＳＰＩ－ＳＰＮ乳液界面蛋白吸附率

　　由图６可知，在相同乳化剂质量浓度下，ＳＰＩ－
ＳＰＮ乳液的界面蛋白吸附率均比 ＳＰＮ乳液的低，说
明其稳定相同的油水界面所需的乳化剂较少，进一

步证明了ＳＰＩ可以提高ＳＰＮ的乳化性能。随着乳化
剂质量浓度的升高，乳液的界面蛋白吸附率都呈现

先增加后降低的趋势。以 ＳＰＩ－ＳＰＮ乳液为例，随
着乳化剂质量浓度从５ｍｇ／ｍＬ增加到２５ｍｇ／ｍＬ，
界面蛋白吸附率从５１２８％增加到７２．８３％，说明乳
化剂质量浓度越高，有更多的蛋白质吸附在油滴表

面，参与界面膜的形成与稳定。类似的现象在大豆

蛋白纳米颗粒［２１］和大豆球蛋白颗粒［２４］稳定的乳液

中也被观察到。然而，当 ＳＰＩ－ＳＰＮ的质量浓度为
３０ｍｇ／ｍＬ时，界面蛋白吸附率降低至６９．５０％，这
可能是因为界面上的蛋白质达到饱和状态［２５］，增大

乳化剂质量浓度会有更多的蛋白质残留在连续相

中。当界面蛋白未达到饱和时，增大乳化剂浓度会

导致乳液粒径降低，相反会使乳液液滴粒径不变，这

与乳化剂质量浓度对乳液粒径（图２）影响的变化趋
势一致。

２．６　乳液的絮凝稳定性
利用乳液液滴在储存期间粒径的变化来评价乳

液的絮凝稳定性，结果如图７所示。由图７可知，在
室温（２５℃）下储存１５ｄ后，不同乳化剂质量浓度
的ＳＰＮ乳液粒径均有不同程度的增加，其在低乳化
剂质量浓度（５ｍｇ／ｍＬ）和高乳化剂质量浓度
（３０ｍｇ／ｍＬ）下粒径增加程度最大，储存１５ｄ后粒
径分别增加了８．９８％、１６．３２％，而 ＳＰＩ－ＳＰＮ乳液
的粒径在储存期间没有显著变化，说明 ＳＰＩ提高了
ＳＰＮ乳液的絮凝稳定性。ＳＰＮ和 ＳＰＩ－ＳＰＮ具有大
分子蛋白质的界面性质，能够吸附在油水界面降低

界面张力，并且形成具有黏弹性的界面膜，阻止油滴

之间的聚结［２６－２７］。界面上的ＳＰＩ具有柔性结构，伸
到连续相中的肽链可以增大液滴之间的空间位阻，

减少液滴之间的碰撞概率，因此 ＳＰＩ－ＳＰＮ乳液具
有很强的絮凝稳定性。

　　　
注：表示存在显著性差异（ｐ＜０．０５）

图７　储存过程中ＳＰＮ乳液和ＳＰＩ－ＳＰＮ乳液的粒径

２．７　乳液的分层稳定性
乳液中的水相密度大于油相，由于油相分子的

运动，油滴上移，出现分层现象［２８］。不同乳化剂质

量浓度下的ＳＰＮ乳液和ＳＰＩ－ＳＰＮ乳液在储存过程
中乳析指数的变化如图８所示。

　　　
图８　储存过程中ＳＰＮ乳液和ＳＰＩ－ＳＰＮ乳液乳析指数
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　　由图８可知，所有乳液的乳析指数在储存１ｄ
时迅速增加，４ｄ后基本不再发生变化，这表明乳液
液滴上浮主要发生在储存的初期。随着乳化剂质量

浓度的升高，乳液的乳析指数逐渐降低，可能因为随

着乳化剂质量浓度的增大，乳液粒径逐渐减小，并且

乳液有更高的黏度［２９］阻碍了乳化层的上浮，分层稳

定性增强。类似地，Ｌｉｕ等［３０］发现当鱼糜颗粒质量

分数从１％增加到４％时，乳化层的占比增大，乳析
指数逐渐降低。ＳＰＩ－ＳＰＮ乳液在任意乳化剂浓度
下的乳析指数均低于 ＳＰＮ乳液，并且当 ＳＰＩ－ＳＰＮ
质量浓度为３０ｍｇ／ｍＬ时，乳液没有分层，说明 ＳＰＩ
的添加提高了ＳＰＮ乳液的分层稳定性，这可能与加
入ＳＰＩ后乳液粒径变小有关，因为粒径越小或者粒
径分布越窄的乳液在长期储存过程中更稳定［３１－３２］；

另一方面，吸附在界面上及连续相中的 ＳＰＩ增大了
液滴之间的空间位阻，使液滴之间接触的概率降低，

从而提高了乳液的分层稳定性。

３　结　论
固定油相比例为０．２，改变乳化剂质量浓度（５、

１０、１５、２０、２５、３０ｍｇ／ｍＬ），研究 ＳＰＩ对 ＳＰＮ乳液粒
径、界面微观结构、界面蛋白吸附率以及储存稳定性

的影响。结果表明，随着乳化剂质量浓度的增大，乳

液液滴粒径逐渐减小，当乳化剂质量浓度较低

（５ｍｇ／ｍＬ）时，乳液出现桥联，乳化剂质量浓度过高
（３０ｍｇ／ｍＬ）则出现絮凝。界面蛋白吸附率随着乳
化剂质量浓度的增加呈现出先升高后降低的趋势。

与ＳＰＮ乳液相比，ＳＰＩ－ＳＰＮ乳液的粒径和界面蛋白
吸附率显著降低，这表明 ＳＰＩ提高了 ＳＰＮ的乳化性
能。更为重要的是，ＳＰＩ的加入显著降低了乳液储
存期间的絮凝程度，提高了乳液分层稳定性，尤其是

当乳化剂质量浓度为３０ｍｇ／ｍＬ时，乳液没有出现
分层现象。研究结果说明ＳＰＩ对于提高ＳＰＮ稳定的
Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液的储存稳定性具有重要作用。本研究
为ＳＰＮ在稳定的食品、药品和化妆品乳液体系中的
应用提供了重要数据支撑。
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活性炭与树脂对芝麻 ＡＣＥ抑制肽脱苦的工艺优化
及其性能比较
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摘要：为改善芝麻ＡＣＥ抑制肽的味道，分别采用活性炭与树脂对芝麻 ＡＣＥ抑制肽进行脱苦，以脱
苦率、多肽损失率为评价指标，采用单因素实验和正交实验对两种脱苦工艺条件进行优化，并比较

两种脱苦方法对芝麻ＡＣＥ抑制肽味觉特性、活性及氨基酸组成的影响，以确定最适宜的脱苦方法。
结果表明：两种方法均能使芝麻ＡＣＥ抑制肽液苦味降至无法察觉，活性炭脱苦最佳工艺条件为活
性炭２号添加量６％、芝麻ＡＣＥ抑制肽液质量浓度１０ｇ／１００ｍＬ、吸附温度５５℃、吸附时间１５ｍｉｎ，
在此条件下脱苦率与多肽损失率分别为（９６．４６±０．５７）％和（２９．０２±０．１９）％（电子舌测定苦味
为－０．６１±００２）；ＡＢ－８大孔吸附树脂脱苦最佳工艺条件为树脂添加量１２．５％、ｐＨ７、吸附温度
３５℃、吸附时间１５ｍｉｎ、芝麻ＡＣＥ抑制肽液质量浓度１０ｇ／１００ｍＬ，在此条件下脱苦率与多肽损失
率分别为（９５２１±０９３）％和（１２．１１±０．１９）％（苦味为－０．０３±０．０８）；ＡＢ－８大孔吸附树脂脱苦
的芝麻ＡＣＥ抑制肽活性显著强于活性炭脱苦的，这与不同脱苦方法引起的多肽组成差异有关。综
合考虑，ＡＢ－８大孔吸附树脂可以更好地降低芝麻 ＡＣＥ抑制肽中苦味氨基酸含量，适合用于芝麻
ＡＣＥ抑制肽的脱苦。
关键词：芝麻；ＡＣＥ抑制肽；多肽脱苦；树脂脱苦；活性炭脱苦；吸附脱苦
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ＡＣＥｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｐｅｐｔｉｄｅａｃｔｉｖｉｔｙ，ａｎｄａｍｉｎｏａｃｉｄ
ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｄｅｂｉｔｔｅｒｉｎｇｍｅｔｈｏｄｓ．
Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔｂｏｔｈ ｍｅｔｈｏｄｓｃｏｕｌｄ
ｒｅｄｕｃｅｔｈｅｂｉｔｔｅｒｎｅｓｓｏｆｓｅｓａｍｅＡＣＥｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｐｅｐｔｉｄｅｔｏｉｍｐｅｒｃｅｐｔｉｂｌｅ．Ｔｈｅｏｐｔｉｍａｌｄｅｂｉｔｔｅｒｉｎｇ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆａｃｔｉｖａｔｅｄｃａｒｂｏｎｗｅｒｅａｓｆｏｌｌｏｗｓ：

２０１ ＣＨＩＮＡＯＩＬＳＡＮＤＦＡＴＳ　　　　　　　　　　　　　　２０２４Ｖｏｌ４９Ｎｏ３



ａｄｄｉｔｉｏｎｏｆａｃｔｉｖａｔｅｄｃａｒｂｏｎＮｏ．２６％，ｓｅｓａｍｅＡＣＥｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｐｅｐｔｉｄｅｓｏｌｕｔｉｏｎｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ１０
ｇ／１００ｍＬ，ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ５５℃，ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｔｉｍｅ１５ｍｉｎ．Ｕｎｄｅｒｔｈｅｏｐｔｉｍａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ，ｔｈｅ
ｄｅｂｉｔｔｅｒｉｎｇｒａｔｅａｎｄｐｅｐｔｉｄｅｌｏｓｓｒａｔｅｗｅｒｅ（９６．４６±０．５７）％ ａｎｄ（２９．０２±０．１９）％ （ｂｉｔｔｅｒｎｅｓｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃｔｏｎｇｕｅｗａｓ－０６１±０．０２）．Ｗｈｉｌｅｔｈｅｄｅｂｉｔｔｅｒｉｎｇｒａｔｅａｎｄｐｅｐｔｉｄｅｌｏｓｓｒａｔｅｏｆ
ＡＢ－８ｍａｃｒｏｐｏｒｏｕｓｒｅｓｉｎｒｅａｃｈｅｄ（９５．２１±０．９３）％ａｎｄ（１２．１１±０．１９）％（ｔｈｅｂｉｔｔｅｒｎｅｓｓｗａｓ－０．０３±
００８）ｕｎｄｅｒｔｈｅｏｐｔｉｍａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆＡＢ－８ｍａｃｒｏｐｏｒｏｕｓｒｅｓｉｎｄｏｓａｇｅ１２．５％，ｓｅｓａｍｅＡＣＥｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｐｅｐｔｉｄｅｓｏｌｕｔｉｏｎｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ１０ｇ／１００ｍＬ，ｐＨ７，ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ３５℃ ａｎｄａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｔｉｍｅ
１５ｍｉｎ．ＴｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＡＣＥｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｐｅｐｔｉｄｅｄｅｂｉｔｔｅｒｅｄｂｙＡＢ－８ｍａｃｒｏｐｏｒｏｕｓｒｅｓｉｎｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｓｔｒｏｎｇｅｒｔｈａｎｔｈａｔｄｅｂｉｔｔｅｒｅｄｂｙａｃｔｉｖａｔｅｄｃａｒｂｏｎ，ｗｈｉｃｈｗａｓｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｐｅｐｔｉｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ
ｃａｕｓｅｄｂｙｔｈｅｄｅｂｉｔｔｅｒｉｎｇｍｅｔｈｏｄｓ．Ｏｖｅｒａｌｌ，ＡＢ－８ｍａｃｒｏｐｏｒｏｕｓｒｅｓｉｎａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｃａｎｂｅｔｔｅｒｒｅｄｕｃｅｔｈｅ
ｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｂｉｔｔｅｒａｍｉｎｏａｃｉｄｓ，ａｎｄｉｓｓｕｉｔａｂｌｅｆｏｒｓｅｓａｍｅＡＣＥｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｐｅｐｔｉｄｅｄｅｂｉｔｔｅｒｉｎｇ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｓｅｓａｍｅ；ＡＣＥｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｐｅｐｔｉｄｅ；ｐｅｐｔｉｄｅｄｅｂｉｔｔｅｒｉｎｇ；ｒｅｓｉｎｄｅｂｉｔｔｅｒｉｎｇ；ａｃｔｉｖａｔｅｄｃａｒｂｏｎ
ｄｅｂｉｔｔｅｒｉｎｇ；ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｄｅｂｉｔｔｅｒｉｎｇ

　　我国是高血压高发国家之一，成人患病率达到
２３．２％［１］，预防与治疗高血压疾病成为我国亟待解决

的公共卫生问题。食源性ＡＣＥ抑制肽被认为是辅助
防控高血压的有效成分［２］。研究表明，芝麻蛋白酶解

物中含有ＡＣＥ抑制肽［３］。然而，芝麻ＡＣＥ抑制肽具
有苦味，这会削弱消费者的购买意愿。为了改善芝麻

ＡＣＥ抑制肽的味道，需要对其进行脱苦处理。
目前，脱苦方法有物理法与生物法［４－５］，其中物

理法包括吸附、离子交换与包埋［６－７］，生物法分为酶

法修饰与生物发酵［８］。活性炭与树脂吸附脱苦法

是食品脱苦的常用方法，具有操作简单、时间短、成

本低、可重复利用、易于工业化等优点［５，９］。虽然采

用活性炭与树脂脱苦已经在食品工业中得到广泛应

用，但上述两种方法应用于芝麻ＡＣＥ抑制肽脱苦鲜
有报道，且不涉及脱苦处理对ＡＣＥ抑制肽活性的影
响。因此，有必要开展活性炭与树脂对芝麻ＡＣＥ抑
制肽脱苦的研究。

本文以芝麻ＡＣＥ抑制肽液为研究对象，分别采
用活性炭与树脂对其进行脱苦，采用单因素实验和

正交实验对两种脱苦工艺条件进行优化，并比较两

种脱苦方法的 ＡＣＥ抑制肽多肽损失率、活性、味觉
差异及氨基酸组成，为芝麻ＡＣＥ抑制肽脱苦方法的
选择及工业化生产提供理论基础与数据支撑。

１　材料与方法
１．１　实验材料
１．１．１　原料与试剂

芝麻ＡＣＥ抑制肽液冻干粉，参照文献［３］，采用
碱性蛋白酶与风味蛋白酶先后水解芝麻蛋白，再经

浓缩、冻干后得到。

活性炭１号（木质）、活性炭２号（木质与椰壳

混合物）、活性炭３号（椰壳），郑州科林净水材料有
限公司；Ｄ００１强酸阳离子交换树脂、Ｄ２０１强碱阴离
子交换树脂、Ｄ３０１弱碱阴离子交换树脂、Ｄ１１３弱酸
阳离子交换树脂、ＡＢ－８大孔吸附树脂（弱极性）、
Ｄ３５２０大孔吸附树脂（非极性），天津允开树脂科技
公司；Ｓ－８大孔吸附树脂（极性），广州伟伯科技有
限公司；盐酸奎宁，分析纯，西安玉宁生物科技有限

公司；其他试剂，分析纯，国药集团有限公司。

１．１．２　仪器与设备
ＤＥＬＴＡ３２０型 ｐＨ计，上海梅特勒 －托利多仪

器有限公司；ＺＷ－Ａ振荡器，常州博远实验分析仪
器厂；Ｒｏｔａｎｔａ４６０Ｒ离心机，德国 Ｈｅｔｔｉｃｈ科学仪器公
司；Ｋ１１００全自动凯氏定氮仪，海能未来技术集团股
份有限公司；ＤＦ－１０１Ｓ集热式恒温加热磁力搅拌
器，巩义市予华仪器有限责任公司；ＴＳ－５００Ｚ电子
舌，日本Ｉｎｓｅｎｔ公司。
１．２　实验方法
１．２．１　芝麻ＡＣＥ抑制肽的活性炭脱苦

取芝麻ＡＣＥ抑制肽液冻干粉，加入蒸馏水配成
一定质量浓度的溶液后，加入一定量的活性炭，于一

定温度水浴搅拌脱苦一定时间后，１００００ｒ／ｍｉｎ离
心１５ｍｉｎ，取上清液进行脱苦率与多肽损失率测定。
１．２．２　芝麻ＡＣＥ抑制肽的树脂脱苦

取芝麻ＡＣＥ抑制肽液冻干粉，加入蒸馏水配成
１０ｇ／１００ｍＬ溶液后，调节 ｐＨ，加入一定量的树脂，
在一定温度、１２０ｒ／ｍｉｎ下振荡吸附一定时间后，过
０．０７５ｍｍ（２００目）筛，取滤液进行脱苦率与多肽损
失率测定。

１．２．３　脱苦率评价
参考谷宇等［１０］的方法，以盐酸奎宁为苦味基准
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物，称取０．１ｇ盐酸奎宁于１００ｍＬ体积分数为９５％
的乙醇中，混合均匀，取１０ｍＬ混合溶液于１００ｍＬ
蒸馏水中，配成１×１０－４ｇ／ｍＬ盐酸奎宁溶液，再分
别稀释得到质量浓度为９×１０－５、８×１０－５、７×１０－５、
６×１０－５、５×１０－５、４×１０－５、３×１０－５、２×１０－５、１×
１０－５ｇ／ｍＬ的盐酸奎宁溶液，分装于不同瓶子中，随
机抽取５瓶，安排实验室人员对上述溶液进行排序，
选拔出能正确排序的人员，而后安排三点实验，从能

正确区分的人员中抽出５人，参加芝麻ＡＣＥ抑制肽
液的苦味评价。

将上述盐酸奎宁溶液（包括１×１０－４ｇ／ｍＬ）质
量浓度从低到高依次设定为苦味值１～１０分，以盐
酸奎宁的苦味值为参比，对芝麻ＡＣＥ抑制肽液的苦
味进行评分，确定苦味值。按照公式（１）计算脱苦
率（Ｙ）。

Ｙ＝（１－
Ｄｄ
Ｄｏ
）×１００％ （１）

式中：Ｄｄ为芝麻 ＡＣＥ抑制肽液脱苦后的苦味
值；Ｄｏ为未脱苦芝麻ＡＣＥ抑制肽液苦味值。
１．２．４　多肽损失率测定

将１ｍＬ芝麻 ＡＣＥ抑制肽液和２ｍＬ１０ｇ／ｍＬ
的三氯乙酸溶液混合均匀，８０００ｒ／ｍｉｎ离心 ２０
ｍｉｎ，取上清液并用凯氏定氮法测定多肽含量。按公
式（２）计算多肽损失率（Ｘ）。

Ｘ＝（１－
Ｐｄ
Ｐｏ
）×１００％ （２）

式中：Ｐｄ为脱苦后芝麻ＡＣＥ抑制肽液中的多肽
质量，ｇ；Ｐｏ为未脱苦芝麻ＡＣＥ抑制肽液中的多肽质
量，ｇ。
１．２．５　电子舌鉴定芝麻ＡＣＥ抑制肽液味觉特征

采用ＴＳ－５００Ｚ电子舌测定芝麻ＡＣＥ抑制肽液
的酸、甜、苦、咸、鲜、涩味等味觉特征。测试中，参比

溶液为３０ｍｍｏｌ／Ｌ氯化钾溶液（含０．３ｍｍｏｌ／Ｌ酒石
酸），视其为无味。基本味觉值是传感器在样品中

电压（Ｖｓ）与其在参比溶液中电压（Ｖｒ）的差值，回味
值是将传感器简单清洗后，再次测定在参比溶液中

电压与Ｖｒ的差值，其反映某种味觉的持续性。味觉
指标数值越大，反映样品与参比溶液差异越大，数值

正负则反映样品与参比溶液的强弱。

１．２．６　芝麻ＡＣＥ抑制肽活性测定
参照 Ｗａｎｇ等［１１］的方法测定芝麻 ＡＣＥ抑制肽

活性。

１．２．７　芝麻ＡＣＥ抑制肽氨基酸组成测定
参考贾聪等［３］的方法测定芝麻 ＡＣＥ抑制肽氨

基酸组成。

１．２．８　数据分析
无特殊说明，实验测定３次平行。采用 ＳＡＳ９．２

进行单因素实验与正交实验方差分析，其中ｐ＜０．０５
为显著，ｐ＜０．０１为极显著。使用 ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ２０２２作
图，图表中同一指标不同字母的数据代表差异显著。

２　结果与讨论
２．１　活性炭对芝麻ＡＣＥ抑制肽脱苦的工艺优化
２．１．１　活性炭类型对脱苦的影响

在芝麻 ＡＣＥ抑制肽液质量浓度１０ｇ／１００ｍＬ、
活性炭添加量 １％（以溶液体积计算）、吸附温度
３０℃、吸附时间１５ｍｉｎ条件下，考察不同类型活性
炭对芝麻ＡＣＥ抑制肽的脱苦效果，结果见图１。

图１　不同类型活性炭对芝麻ＡＣＥ抑制肽的脱苦效果

　　由图１可知，３种类型活性炭脱苦能力依次为
活性炭２号＞活性炭１号 ＞活性炭３号。３种活性
炭脱苦差异与活性炭材质、结构有关［１２］。活性炭３
号的多肽损失率显著低于活性炭１号和活性炭２号
的，这可能与活性炭材质的组成成分存在差异，从而

影响吸附性能有关［１３］。综合脱苦效果与多肽损失

情况，采用活性炭２号进行后续研究。
２．１．２　活性炭脱苦单因素实验

活性炭吸附物质分为３个阶段：第一阶段吸附
物从液相界膜扩散至活性炭表面，即膜扩散阶段；第

二阶段吸附物从活性炭表面向颗粒内部扩散，为颗

粒内扩散阶段；第三阶段吸附物的吸附与解吸达到

平衡阶段［１４］。吸附温度、活性炭添加量、吸附时间、

芝麻ＡＣＥ抑制肽液质量浓度对脱苦率与多肽损失
率的影响如图２所示。

由图２ａ可知，随着吸附温度的升高，脱苦率逐
渐上升，当吸附温度超过５５℃后，脱苦率有所下降。
温度升高会加强膜扩散与颗粒内扩散速度，促进活

性炭吸附苦味肽分子，有利于降低苦味，但温度过

高，苦味肽分子运动速度过快，难以被吸附，削弱脱

苦效果。随着吸附温度升高，多肽损失率逐渐增加，

当吸附温度达到 ５５℃后，多肽损失率基本保持稳
定。综合脱苦效果与多肽损失情况，吸附温度选择

５５℃。
由图２ｂ可知，随着活性炭添加量的增加，脱苦率
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逐渐增加，当活性炭添加量超过６％后，脱苦率逐渐
稳定，而多肽损失率随着活性炭添加量增加而不断升

高。活性炭吸附的专一性较差，当活性炭对苦味肽吸

附平衡后，继续添加活性炭会增加其对其他多肽的吸

附，从而造成多肽损失率上升。因此，活性炭添加量

以６％为宜。前人采用活性炭对不同蛋白水解液脱
苦时，活性炭添加量差异大，如大豆肽脱苦的活性炭

添加量为 １％［１５］，核桃肽脱苦的活性炭添加量为

５０％［６］。造成上述明显差异的原因可能是：①活性炭
品种不同，吸附性能差异显著［１６］；②原料蛋白的氨基
酸组成与水解程度差异，其苦味值差异大［１７］。

由图２ｃ可知，随着吸附时间的延长，脱苦率与
多肽损失率逐渐增加，当吸附时间超过１５ｍｉｎ后，
脱苦率无显著变化，而多肽损失率仍小幅增长。这

表明活性炭－芝麻ＡＣＥ抑制肽体系中，活性炭吸附
平衡基本在１５ｍｉｎ左右完成，继续延长吸附时间会
增加多肽损失率。因此，吸附时间控制在１５ｍｉｎ。

由图２ｄ可知，芝麻ＡＣＥ抑制肽液质量浓度从４
ｇ／１００ｍＬ增加到８ｇ／１００ｍＬ时，脱苦率下降但无显
著差异，当芝麻 ＡＣＥ抑制肽液质量浓度超过 ８
ｇ／１００ｍＬ时，脱苦率显著下降。随着芝麻 ＡＣＥ抑
制肽液质量浓度的增加，多肽损失率显著下降。当

芝麻ＡＣＥ抑制肽液质量浓度较低时，活性炭吸附容
量剩余，除彻底吸附苦味肽外，还能充分吸附其他多

肽，造成高脱苦率与高多肽损失率；当芝麻 ＡＣＥ抑
制肽液质量浓度过高时，活性炭吸附容量饱和，造成

苦味肽残留，导致脱苦率下降。综合考虑，芝麻

ＡＣＥ抑制肽液质量浓度控制在８ｇ／１００ｍＬ为宜。
　

　
　注：固定条件为活性炭添加量４％、吸附时间１５ｍｉｎ、芝麻ＡＣＥ抑制肽液质量浓度１０ｇ／１００ｍＬ、吸附温度５５℃，考察其中一
个因素时，其他因素条件固定

图２　活性炭吸附条件对芝麻ＡＣＥ抑制肽脱苦的影响

２．１．３　活性炭脱苦正交实验
根据单因素实验结果，以脱苦率与多肽损失率

为评价指标，固定吸附时间１５ｍｉｎ，选取吸附温度
（Ａ）、活性炭添加量（Ｂ）、芝麻ＡＣＥ抑制肽液质量浓
度（Ｃ）为考察因素进行正交实验。活性炭脱苦正交
实验设计及结果见表１，正交实验方差分析见表２。

由表１、表２可看出：脱苦率的正交实验模型显
著并且Ｒ２接近１，该模型可以客观反映吸附温度、活
性炭添加量、芝麻ＡＣＥ抑制肽液质量浓度对脱苦率
的影响并准确预测脱苦率变化；吸附温度与活性炭

添加量是脱苦率的显著影响因素，且吸附温度的影

响强于活性炭添加量，而芝麻ＡＣＥ抑制肽液质量浓

度为非显著影响因素。脱苦率最佳因素水平组合为

Ａ２Ｂ３Ｃ１，极差分析结果显示活性炭添加量６％与７％
对应的脱苦率无显著差异。因此，为节约活性炭添

加量与增加处理量，脱苦率的最优因素水平组合选

择Ａ２Ｂ２Ｃ３。
由表１、表２还可看出：多肽损失率的正交模型

显著，且Ｒ２＝９９．４９％，说明该模型能客观揭示考察
各因素对多肽损失率的影响；３个因素影响主次顺
序为活性炭添加量（Ｂ）＞吸附温度（Ａ）＞芝麻
ＡＣＥ抑制肽液质量浓度（Ｃ），其中活性炭添加量与
吸附温度对多肽损失率的影响显著，芝麻ＡＣＥ抑制
肽液质量浓度对多肽损失率的影响不显著。最低多
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肽损失率对应的因素水平组合为 Ａ１Ｂ１Ｃ３。综合脱
苦率与多肽损失率，确定最佳因素水平组合为Ａ２Ｂ２Ｃ３，
即吸附温度５５℃，活性炭添加量６％，芝麻 ＡＣＥ抑
制肽液质量浓度１０ｇ／１００ｍＬ，在此条件下进行验证
实验，脱苦率与多肽损失率分别为（９６．４６±
０５７）％和（２９．０２±０１９）％。

表１　活性炭脱苦正交实验设计及结果

实验号 Ａ Ｂ Ｃ 脱苦率／％多肽损失率／％
　１ １（５０℃）１（５％）１（６ｇ／１００ｍＬ） ９０．００ ２２．１２
　２ １ ２（６％）３（１０ｇ／１００ｍＬ） ９２．０８ ２７．０４
　３ １ ３（７％）２（８ｇ／１００ｍＬ） ９３．３３ ２９．６３
　４ ２（５５℃） １ ２ ９４．１７ ２４．９８
　５ ２ ２ １ ９６．６７ ２９．１１
　６ ２ ３ ３ ９６．８８ ３０．９８
　７ ３（６０℃） １ ３ ９２．５０ ２４．２０
　８ ３ ２ ２ ９４．１７ ２９．３６
　９ ３ ３ １ ９６．０４ ３２．０５
脱苦率

　ｋ１ ９１．８１ｃ ９２．２２ｂ ９４．２４
　ｋ２ ９５．９０ａ ９４．３１ａ ９３．８９
　ｋ３ ９４．２４ｂ ９５．４２ａ ９３．８２
　Ｒ ０４．１０ ０３．１９ ００．４２
多肽损失率

　ｋ１ ２６．２６ｂ ２３．７７ｃ ２７．７６
　ｋ２ ２８．３６ａ ２８．５０ｂ ２７．９９
　ｋ３ ２８．５４ａ ３０．８９ａ ２７．４１
　Ｒ ０２．２７ ０７．１２ ００．５８

表２　活性炭脱苦正交实验方差分析

项目 自由度 方差和 均方差 Ｆ ｐ
脱苦率

　模型 ６ ４１．６２ ６．９４ ３３．８９ ２．８９×１０－２

　Ａ ２ ２５．５５ １２．７７ ６２．４１ １．５８×１０－２

　Ｂ ２ １５．７７ ７．８８ ３８．５２ ２．５３×１０－２

　Ｃ ２ ０．３０ ０．１５ ０．７３ ０．５８
　误差 ２ ０．４１
多肽损失率

　模型 ６ ８８．９１ １４．８２ ６５．０７ １．５２×１０－２

　Ａ ２ ９．５８ ４．７９ ２１．０４ ４．５４×１０－２

　Ｂ ２ ７８．８１ ３９．４０ １７３．０２ ５．７０×１０－３

　Ｃ ２ ０．５２ ０．２６ １．１４ ０．４７
　误差 ２ ０．４６

　注：脱苦率与多肽损失率的正交模型Ｒ２分别为９９０２％和
９９．４９％

２．２　树脂对芝麻ＡＣＥ抑制肽脱苦的工艺优化
２．２．１　树脂类型对脱苦的影响

在树脂添加量１０％（以溶液体积计算）、吸附温
度３５℃、吸附时间１５ｍｉｎ条件下，考察不同类型树
脂对芝麻ＡＣＥ抑制肽的脱苦效果，结果见图３。

由图３可知，ＡＢ－８大孔吸附树脂具有最佳的
脱苦效果，且多肽损失率较低，这与树脂极性与苦味

肽极性有关。研究表明：苦味肽分子多含有疏水性

氨基酸残基，其中对苦味贡献较大的疏水氨基酸有

脯氨酸（Ｐｒｏ）、缬氨酸（Ｖａｌ）、亮氨酸（Ｌｅｕ）、苯丙氨
酸（Ｐｈｅ）与色氨酸（Ｔｒｐ）［１７－１８］，另外，特定位置上的
极性氨基酸能增强苦味，如碱性氨基酸残基在 Ｎ
端［１７，１９－２０］，此外，极性氨基酸残基的存在也有利于

提高多肽的水溶性。故苦味肽呈现弱极性，有利于

与弱极性 ＡＢ－８发生吸附，从而实现脱苦［２１］。综

合脱苦效果与多肽损失情况，选择ＡＢ－８大孔吸附
树脂进行后续脱苦研究。

图３　树脂类型对芝麻ＡＣＥ抑制肽脱苦的影响

２．２．２　树脂脱苦单因素实验
大孔树脂吸附条件对芝麻 ＡＣＥ抑制肽脱苦的

影响见图４。由图４ａ可知：随着吸附时间的延长，
脱苦率显著增加，但吸附时间超过１５ｍｉｎ后，脱苦
率增加放缓；多肽损失率随着吸附时间的延长呈现

显著增加趋势。上述变化表明，ＡＢ－８大孔吸附树
脂吸附苦味肽基本在１５ｍｉｎ左右达到平衡。综合
考虑，吸附时间以１５ｍｉｎ为宜。另外，相较于活性
炭吸附，由于树脂吸附具有专一性，故吸附其他多肽

较少，多肽损失率较低。

由图４ｂ可知，在２５～６５℃范围内，脱苦率和多
肽损失率均呈现先升高后降低的趋势，在３５℃时脱
苦率达到最大值，为（８４．１７±１．１４）％，而高多肽损失
率出现在４５℃。类似现象在大孔树脂脱苦菊粉中也
有报道［２２］。推测是温度升高加速了多肽在大孔树脂

表面与内部运动速度，促进了大孔树脂对多肽的吸附

作用，提升了脱苦效果；但温度过高，削弱非共价相互

作用，使部分多肽解吸，导致脱苦率与多肽损失率下

降。综合考虑，吸附温度选择３５℃为宜。
由图４ｃ可知，随着树脂添加量的增加，脱苦率

显著增加，当树脂添加量超过１５％后，脱苦率增加
放缓，而多肽损失率在５％ ～２５％的树脂添加量范
围内呈现上升趋势。大孔树脂脱苦柚汁也有类似现

象［２３］。芝麻ＡＣＥ抑制肽中苦味肽的含量一定，当
树脂吸附苦味肽达到平衡后，脱苦率基本保持不变，

而多余树脂会继续吸附其他多肽，增加多肽损失率。

综合考虑，树脂添加量控制在１５％以内。
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由图４ｄ可知，随着ｐＨ从４增加到８，脱苦率呈
现快速增加到逐渐平稳的趋势，多肽损失率呈现逐

渐增加趋势。大孔树脂吸附物质通过范德华引力、

氢键等非共价键实现［２１，２４］，多肽具有两性解离性，

伴随着ｐＨ变化，其带电极性与强度会发生变化，这
会影响与树脂吸附效果，从而造成脱苦率与多肽损

失率发生变化。结合脱苦效果与多肽损失率，ｐＨ７
较为适宜。

　

　
注：固定条件为树脂添加量１０％、吸附时间１５ｍｉｎ、ｐＨ７、吸附温度３５℃，考察其中一个因素时，其他因素条件固定

图４　树脂吸附条件对芝麻ＡＣＥ抑制肽脱苦的影响

２．２．３　树脂脱苦正交实验
在单因素实验的基础上，选定 ＡＢ－８大孔吸附

树脂，固定芝麻ＡＣＥ抑制肽液ｐＨ为７，以吸附时间
（Ａ）、吸附温度（Ｂ）和树脂添加量（Ｃ）为影响因素，
开展正交实验。ＡＢ－８大孔吸附树脂脱苦正交实
验设计及结果见表３，正交实验方差分析见表４。
表３　ＡＢ－８大孔吸附树脂脱苦正交实验设计及结果

　实验号　　 Ａ Ｂ Ｃ 脱苦率／％ 多肽损失率／％
１ １（１２ｍｉｎ）１（３０℃） １（１２．５％） ８１．２５ １０．８８
２ １ ２（３５℃） ２（１５．０％） ８７．９２ １２．２５
３ １ ３（４０℃） ３（１７．５％） ８４．５８ １３．５８
４ ２（１５ｍｉｎ） １ ２ ９０．８３ １３．４７
５ ２ ２ ３ ９５．４２ １４．１１
６ ２ ３ １ ９４．１７ １１．７５
７ ３（１８ｍｉｎ） １ ３ ９２．０８ １５．２３
８ ３ ２ １ ９５．８３ １２．２２
９ ３ ３ ２ ９５．００ １４．８８

　脱苦率　　
ｋ１ ８４．５８ｂ ８８．０６ｂ ９０．４２
ｋ２ ９３．４７ａ ９３．０６ａ ９１．２５
ｋ３ ９４．３１ａ ９１．２５ａｂ ９０．６９
Ｒ ９．７２ ５．００ ０．８３

　多肽损失率
ｋ１ １２．２４ｃ １３．１９ １１．６２ｃ

ｋ２ １３．１１ｂ １２．８６ １３．５３ｂ

ｋ３ １４．１１ａ １３．４０ １４．３０ａ

Ｒ １．８７ ０．５４ ２．６９

表４　ＡＢ－８大孔吸附树脂脱苦正交实验方差分析

项目 自由度 方差和 均方差 Ｆ ｐ
脱苦率

　模型 ６ ２１３．８０ ３５．６３ ４２．７０ ２．３１×１０－２

　Ａ ２ １７４．２０ ８７．１０ １０４．３８ ８．５０×１０－３

　Ｂ ２ ３８．５２ １９．２６ ２３．０８ ４．１５×１０－２

　Ｃ ２ １．０８ ０．５４ ０．６５ ０．６１
　误差 ２ １．６７
多肽损失率

　模型 ６ １７．２３ ２．８７ ６７．０３ １．４８×１０－２

　Ａ ２ ５．２７ ２．６４ ６１．５３ １．６０×１０－２

　Ｂ ２ ０．４５ ０．２２ ５．２６ ０．１６
　Ｃ ２ １１．５１ ５．７５ １３４．３０ ７．４０×１０－３

　误差 ２ ０．０８

　注：脱苦率模型与多肽损失率模型的Ｒ２分别为９９．２２％和

９９．５０％

由表３和表４可知，ＡＢ－８大孔吸附树脂对芝
麻ＡＣＥ抑制肽脱苦的正交模型显著，可以客观真实
反映吸附时间、吸附温度、树脂添加量对脱苦率与多

肽损失率的影响规律。３个因素对脱苦率的影响强
弱顺序为吸附时间＞吸附温度 ＞树脂添加量，吸附
时间和吸附温度影响显著，而树脂添加量影响不显

著，最佳因素水平组合为 Ａ３Ｂ２Ｃ２，吸附时间的极差
分析结果表明１５ｍｉｎ和１８ｍｉｎ的脱苦率无显著差
异，考虑缩短吸附时间与减少树脂用量，脱苦率的最

佳因素水平组合是 Ａ２Ｂ２Ｃ１。３个因素对多肽损失
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