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摘 要:为提高大豆分离蛋白的乳化性，采用超声和琥珀酰化两种方法对大豆分离蛋白进行复合改性。通过单因素实
验研究底物浓度、超声功率、超声时间、琥珀酸酐添加量和酰化反应温度对大豆分离蛋白乳化性的影响。在单因素实
验的基础上，运用响应面法优化出超声－琥珀酰化改性大豆分离蛋白的适宜条件: 超声功率 569.36W、超声时间
9.79min、酰化温度 49.72℃。该条件下制得的改性大豆分离蛋白的乳化活性和乳化稳定性与未改性的大豆分离蛋白相
比较，分别提高了 3.05 倍和 4.65 倍。
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大豆分离蛋白( SPI) 因其营养价值高，并且具有
乳化性、溶解性、吸水性、吸油性等功能性质，而被作
为一种重要的功能性辅料广泛应用于食品加工中［1］。
其中乳化性是 SPI一种重要的功能性质，添加到食品
中可以起到改善口感、稳定体系的乳化状态等作
用［2］。然而，天然 SPI的乳化性尚不能满足现代食品
加工中的需要，因此需要对其进行改性。蛋白质改
性方法主要有物理改性、化学改性、酶法改性。其
中，酶法改性所用的酶制剂价格昂贵，限制了其在工

业生产中的应用［3］; 物理改性和化学改性由于成本

低、设备要求不高等优点而成为蛋白质改性的主要

手段［4－5］。其中，超声波处理和酰化反应是蛋白非酶
改性中常用的方法，两种方法对不同蛋白乳化性的

改善效果已经得到大量验证［6－11］。然而，采用这两种
改性方法共同作用于 SPI 以提高乳化性的研究尚鲜
见报道。本研究采用超声波处理和琥珀酰化两种方
法对 SPI进行复合改性，研究不同底物浓度、超声时
间、超声功率、琥珀酸酐添加量和反应温度对 SPI 乳
化性的影响，并应用响应面方法对反应条件进行优

化，建立乳化性与各因素间的数学模型，以利于实现

工艺过程的控制并满足食品加工对高乳化性 SPI 的
需求。

1 材料与方法
1.1 材料与仪器
大豆分离蛋白 哈高科大豆食品有限责任公

司，蛋白质含量 87.11%，水分含量 5.84%，脂肪含量
1.95%，灰分含量 4.92% ; 琥珀酸酐 国药集团化学
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试剂有限公司; 大豆油 北海粮油工业( 天津) 有限

公司; 十二烷基磺酸钠( SDS) 化学纯; 其他试剂
均为分析纯。

290 型喷雾干燥机 瑞士 BüChi 公司; JY92－2D
超声仪 宁波新芝生物科技股份有限公司; FS－1 可
调高速匀浆机 金坛市荣华仪器制造有限公司; 722
型分光光度计 天津市普瑞斯仪器有限公司;

LD4－2A型离心机 北京医用离心机厂; 其它仪器
均为实验室常规仪器。
1.2 实验方法
1.2.1 超声－琥珀酰化大豆分离蛋白的制备 将 SPI
配成一定浓度的蛋白液，置于隔音箱中，将超声仪探

头插入蛋白液面 2cm，在超声波作用下处理一定时间
( 温度控制在 20～30℃ ) ，然后将蛋白液置于恒温水
浴锅中，保持一定温度，用 1mol /L NaOH 溶液调节
pH至 8.0～8.5，在搅拌的条件下分批加入琥珀酸酐，
反应过程中用 2mol /L NaOH 溶液调节 pH 保持在
8.0～8.5范围内，待 pH稳定30min后，反应结束，进行离
心水洗:调节蛋白液 pH至 4.0，搅拌 30min，4000r /min
离心 20min，取沉淀部分，重复离心水洗。水洗三次
后回调 pH至 7.0，喷雾干燥即得超声－琥珀酰化 SPI。
1.2.2 乳化性的测定［12］ 蛋白样品以 0.2% ( W/V)
的浓度溶解于 pH7.0，0.1mol /L 的磷酸盐缓冲溶液
中，取 30mL 蛋白液加入 10mL 大豆油，10000r /min
均质 1min以形成乳化液，分别在均质后 0、10min 时
从底部吸取 100μL，用 10mL 0.1% ( W/V) 的 SDS 稀
释后在 500nm( OD500 ) 条件下测定吸光值，以 0min 时
的吸光值表示乳化活性( EA) ，乳化稳定性( ES) 用乳
化稳定指数( ESI) 表示:

ESI =
A0 × ΔT
ΔA

式中: A0 为 0min 时的吸光值; ΔT 为时间差，本
实验中是 10min; ΔA为 ΔT内的吸光值差。
1.2.3 单因素实验
1.2.3.1 底物浓度对超声－琥珀酰化 SPI 乳化性的影
响 超声功率为 500W，超声时间 10min，琥珀酸酐添
加量为 SPI干基的 10%，酰化反应温度 40℃，底物浓
度取 2%、4%、6%、8%、10%考察反应后各蛋白样品
的乳化活性和乳化稳定性。
1.2.3.2 超声功率对超声－琥珀酰化 SPI 乳化性的影
响 底物浓度为 6%，超声时间 10min，琥珀酸酐添加
量为 SPI干基的 10%，酰化反应温度 40℃，超声功率
取 150、300、450、600、750W 考察反应后各蛋白样品
的乳化活性和乳化稳定性。
1.2.3.3 超声时间对超声－琥珀酰化 SPI 乳化性的影
响 底物浓度为 6%，超声功率 500W，琥珀酸酐添加
量为 SPI干基的 10%，酰化反应温度 40℃，超声时间
取 4、7、10、14、17min 考察反应后各蛋白样品的乳化
活性和乳化稳定性。
1.2.3.4 琥珀酸酐添加量对超声－琥珀酰化 SPI 乳化
性的影响 底物浓度为 6%，超声时间为 10min，超声
功率 500W，酰化反应温度 40℃，琥珀酸酐添加量分
别取 SPI干基的 1%、5%、10%、15%、20%考察反应
后各蛋白样品的乳化活性和乳化稳定性。

1.2.3.5 琥珀酰化反应温度对超声－琥珀酰化 SPI 乳
化性的影响 底物浓度取 6%，超声时间为 10min，超
声功率 500W，琥珀酸酐添加量为 SPI 干基的 10%，
酰化反应温度取 20、30、40、50、60℃考察反应后各蛋
白样品的乳化活性和乳化稳定性。
1.2.4 响应面实验设计 在单因素实验基础上，根
据 Box－Behnken实验设计原理，以超声时间 A、超声
功率 B、酰化反应温度 C 为自变量，以乳化活性为响
应值，设计了三因素三水平的响应面分析实验。对
实验数据结果采用 Design－Expert7.1 软件进行分析。

2 结果与分析
2.1 单因素实验分析
2.1.1 底物浓度对超声－琥珀酰化 SPI 乳化性的影
响 从图 1 可以看出，随着底物浓度的增加，SPI 的
乳化活性和乳化稳定性显著增加，当底物浓度大于

6%时，乳化活性和乳化稳定性则呈下降趋势。当底
物浓度逐渐增大时，超声波的空化作用增强，使 SPI
的分子展开，疏水基团朝向脂质而极性部分朝向水

相，从而使得 SPI乳化性提高; 在酰化反应中，当底物
浓度增大时，处于溶解状态的 SPI 分子较多，单位体
积溶液中能与琥珀酸酐发生有效碰撞的 SPI 分子数
量增多，反应速度呈上升趋势，乳化性提高。当底物
浓度继续增大时，在相等时间内，超声波空化作用减

弱，SPI分子结构改变程度变小，导致乳化性下降; 并
且，在酰化反应体系中，浓度增加到一定程度，呈不

溶状态的 SPI分子增多，不能与琥珀酸酐分子发生有
效碰撞［13］，酰化反应速度降低，导致 SPI 乳化活性和
乳化稳定性下降。选取 6%为适宜的底物浓度。

图 1 底物浓度对 SPI乳化性的影响
2.1.2 超声功率对超声－琥珀酰化 SPI 乳化性的影
响 从图 2 可以看出，随着超声功率的增大，SPI 的
乳化活性和乳化稳定性呈上升的趋势，在超声功率

达到 600W时，乳化活性和乳化稳定性达到最高值。
超声波处理使 SPI 分子展开，结构变得疏松，琥珀酸
酐分子和 SPI的反应基团更容易结合，从而提高 SPI
的乳化活性和乳化稳定性。功率继续增大，超声波
作用增强使得 SPI变性程度增大，不溶性 SPI 的含量
增多，导致 SPI 乳化性下降。选取 600W为适宜的超
声功率。
2.1.3 超声时间对超声－琥珀酰化 SPI 乳化性的影
响 从图 3 中可以看出，在 4～10min 范围内，随着超
声时间的延长，SPI的乳化活性和乳化稳定性逐步上
升，当超声处理时间达到 10min 后，SPI 的乳化性呈
下降趋势。因此，选取 10min 为适宜的超声处理
时间。



125

表 3 乳化活性的实验结果方差分析表

变异来源 平方和 自由度 均方 F值 α值 备注
模型 0.032 9 3.544E－003 32.64 0.0006 极显著
A 9.901E－004 1 9.901E－004 9.12 0.0294
B 3.445E－003 1 3.445E－003 31.72 0.0024
C 6.301E－004 1 6.301E－004 5.80 0.0609
A2 0.011 1 0.011 100.69 0.0002
B2 4.437E－003 1 4.437E－003 40.87 0.0014
C2 0.013 1 0.013 120.05 0.0001
AB 9.025E－005 1 9.025E－005 0.83 0.4038
AC 1.849E－003 1 1.849E－003 17.03 0.0091
BC 2.500E－007 1 2.500E－007 2.302E－003 0.9636
残差 5.429E－004 5 1.086E－004
失拟误差 3.983E－004 3 1.328E－004 1.84 0.3717 不显著
纯误差 1.447E－004 2 7.233E－005
总和 0.032 14

图 2 超声功率对 SPI乳化性的影响

图 3 超声时间对 SPI乳化性的影响
2.1.4 琥珀酸酐添加量对超声－琥珀酰化 SPI 乳化
性的影响 从图 4 可以看出，随着琥珀酸酐添加量
的增大，SPI的乳化活性和乳化稳定性也逐步增大。
琥珀酸酐添加量的增大使得引入的亲水基团增多，

SPI溶解度增大，从而提高了其乳化活性; 琥珀酰化
SPI净负电荷的增加，亚基的伸展，使得形成的乳状
液中液珠的排斥作用增大，液珠不易聚结，从而提高

了 SPI的乳化稳定性。当琥珀酸酐添加量达 10%以
后，乳化活性及乳化稳定性增加幅度趋于平缓，其原因

可能是琥珀酸酐的用量增加到一定程度时，相对于蛋

白质分子而言，已趋于饱和，此时再增加琥珀酸酐的用

量，对反应的促进作用减小［14］。从经济角度考虑，确
定后续实验的琥珀酸酐添加量为 SPI的 10%。
2.1.5 酰化温度对超声－琥珀酰化 SPI 乳化性的影
响 从图 5 可以看出，随着酰化反应温度的升高，溶
液运动的速率增加，SPI 分子的伸展程度较高，有利
于琥珀酸酐酰化反应的进行，溶解度增大，使得乳化

活性和乳化稳定性呈上升趋势。温度达到 60℃时，
SPI分子变性程度过大，失去反应活性，导致乳化活
性和乳化稳定性下降。因此选取 50℃为适宜的酰化
反应温度。

图 4 琥珀酸酐添加量对 SPI乳化性的影响

图 5 酰化温度对 SPI乳化性的影响

2.2 超声－琥珀酰化 SPI乳化活性的响应面分析
通过单因素实验，确定了响应面实验因素的 0

水平为: 底物浓度为 6%，琥珀酸酐的添加量为 SPI
的 10%，酰化反应的 pH 控制在 8.0～8.5 范围内。实
验的因素和水平取值见表 1。

表 1 响应面实验因素水平表

水平
因素

A超声时间
( min)

B超声功率
( W)

C酰化温度
( ℃ )

－ 1 8 500 45
0 10 600 50
1 12 700 55
响应面设计方案和实验结果见表 2，利用 Design

－Expert7.1 软件对实验结果进行二次回归分析，计
算 SPI 乳化活性 Y 的回归方程并进行方差分析( 见
表 3) 。乳化活性 Y的标准回归方程为:

Y =0.97－0.011A－0.021B－8.875E－003C + 4.750E
－ 003AB － 0.022AC + 2.500E － 004BC － 0.054A2 －
0.035B2 －0.059C2

由表 3 的方差分析结果可以看出，所得回归方
程极显著，且失拟检验不显著，这说明用方程 Y 拟合
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3 个因素与乳化活性之间的关系是可行的。从 3 因
素对超声－琥珀酰化 SPI 的乳化活性的影响来看，Y
回归方程的一次项 A、B 对超声－琥珀酰化 SPI 的乳
化活性均有显著影响，并且二次项 A2、B2、C2 以及交

互项中的 AC也对乳化活性有显著的影响，其他因素
影响不显著，这表明响应值的变化相当复杂，各个实

验因素对响应值的影响呈二次关系，且 3 因素之间
存在交互作用。对回归方程进行中心标准化处理，
回归方程 Y一次项回归系数的绝对值大小均依次为
B、A、C，表明 3 个因素对乳化活性影响顺序均为: 超
声功率 ＞超声时间 ＞酰化温度。

表 2 响应面设计方案和实验结果

实验号 A B C 乳化活性
( OD500 )

1 1 0 1 0.827
2 0 － 1 1 0.889
3 － 1 － 1 0 0.922
4 0 1 1 0.842
5 0 1 － 1 0.869
6 1 0 － 1 0.878
7 － 1 1 0 0.877
8 0 0 0 0.982
9 0 － 1 － 1 0.917
10 1 1 0 0.856
11 － 1 0 1 0.884
12 0 0 0 0.965
13 0 0 0 0.973
14 1 － 1 0 0.882
15 － 1 0 － 1 0.849
分别将模型中的超声时间( A) 、超声功率( B) 、

酰化温度( C) 的其中一个因素固定在 0 水平，得到另
外两个因素交互作用对乳化活性 Y 的子模型，并根
据模型分别绘制响应面图，见图 6。

图 6 超声－琥珀酰化 SPI乳化活性的响应面图
通过响应面图可以直观地反映实验条件对超

声－琥珀酰化 SPI 乳化活性的影响。从图 6 可以看
出，3 个因素与 Y呈抛物线关系，随着各因素值的增
加，Y先呈不同程度的上升，但当各因素达到一定的
值后，继续增加，Y 呈下降趋势，这与单因素的实验
结果相同。并且由图 6b和图 6c可以看出，在实验温
度范围内，与超声时间和超声功率两个因素相比较，

酰化温度对 SPI乳化活性的影响相对较小。

2.3 验证实验
通过模型，采用 Design－Expert 7.1 软件优化反应

条件，得出超声－琥珀酰化复合改性提高 SPI 乳化活
性的最适工艺条件为: 超声功率 569.36W、超声时间
9.79min、酰化温度 49.72℃、底物浓度 6%、琥珀酸酐
添加量 10%、pH8.0～8.5。在此条件下，超声－琥珀酰
化 SPI乳化活性( OD500 ) 的预测值为 0.977，而实际测
得超声－琥珀酰化 SPI 的乳化活性( OD500 ) 为 0.962，
实际值与预测值之间的相对误差在 ± 1%以内，说明
采用响应面法优化得到的工艺条件准确可靠，按照

建立的模型进行预测实际实验是可行的。
由表 4 可以看出，超声－琥珀酰化复合改性能有

效提高 SPI的乳化性。通过超声和琥珀酰化复合改
性制得的 SPI与未改性的 SPI相比较，乳化活性和乳
化稳定性均有着大幅度的提高，分别提高了 3.05 倍
和 4.65 倍。
表 4 琥珀酰化 SPI与未改性 SPI乳化活性

和乳化稳定性的比较

蛋白样品
乳化活性
( OD500 )

乳化稳定性
( min)

超声－琥珀酰化 SPI 0.962 87.15
未改性 SPI 0.317 18.76

3 结论
3.1 通过响应面分析得出各因素对超声－琥珀酰化
SPI乳化活性的影响顺序为: 超声功率 ＞超声时间 ＞
酰化温度。
3.2 利用响应面法优化得到超声－琥珀酰化 SPI 乳
化活性的工艺条件为: 超声功率 569.36W、超声时间
9.79min、酰化温度 49.72℃。该条件下制备的超
声－琥珀酰化 SPI 的乳化活性( OD500 ) 为 0.962，与预
测值的相对误差在 ± 1%以内，说明利用本实验建立
的模型的优化结果与实际情况吻合。
3.3 超声－琥珀酰化复合改性能有效提高 SPI 的乳
化性。通过优化得到的工艺条件制备的超声－琥珀
酰化 SPI与未改性的 SPI相比较，乳化活性和乳化稳
定性分别提高了 3.05 倍和 4.65 倍。
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要性质，它取决于蛋白质与水之间的相互作用。蛋
白质吸收和保留水的能力对于各种不同的食品，特

别是肉浆和焙烤面团的质构起着重要的作用［14］。从
表 8 中可以看出，相对于碱提茶叶蛋白，酶法提取的
茶叶蛋白吸水性降低而吸油性升高，可能原因是在

提取的时候添加了蛋白酶，部分茶叶蛋白被水解成

氨基酸或者多肽，包裹在蛋白质内部的疏水基团暴

露出来。
表 8 茶叶蛋白的持水持油能力

功能性质 酶提茶叶蛋白产品
碱提茶叶蛋白
产品［11］

吸水性( mL /g) 1.69 ± 0.04 1.90
吸油性( mL /g) 1.63 ± 0.07 1.50
乳化性( % ) 83.5 ± 0.17 75.96
乳化稳定性( % ) 95.06 ± 0.22 94.55
起泡性( % ) 80.9 ± 0.87 75.61

起泡稳定性
( % )

15min 87.0 ± 0.13
30min 81.0 ± 0.22
60min 80.6 ± 0.18

90.63

蛋白质常被作为乳化剂用于乳状液食品体系

中，如酪蛋白在冰淇淋中的应用，大豆蛋白在火腿肠

中的应用。已知蛋白质的乳化能力与其溶解度、分
子链的柔性以及疏水性等因素有密切关系。在不损
失溶解性的前提下，蛋白质的适度热变性对其乳化

能力有促进作用［14］。从表 8 中可以看出，酶法提取
的茶叶蛋白的乳化性相比碱提茶叶蛋白提高了 10%
左右，而乳化稳定性则略有提高，说明碱提过程虽然

对蛋白质结构有一定的破坏，但是暴露出的疏水基

团还低于酶法水解后的。
蛋白质分子的双亲基团使其能定位吸附于

气－水界面，形成泡沫体系。蛋白质的发泡性与其分
子的柔性、疏水性、溶解性等因素有关，而泡沫的稳
定性则依赖于蛋白质的带电性质和粘弹性［15］。从表
8 可以看出，酶法提取的蛋白质起泡性要高于碱法提
取的蛋白质。虽然植物蛋白的疏水性氨基酸含量比
动物来源的卵清蛋白、酪蛋白等还要高，但由于其分
子的柔性较差，在搅打时不能自发和快速地吸附于

新形成的界面上，因而发泡性较差。

3 结论
3.1 利用蛋白酶、果胶酶或纤维素酶可以有效地提
高茶叶中蛋白质的提取得率，而且两种酶合用效果

更佳，纤维素酶和蛋白酶( 400IU /g 茶叶 + 480U /g 茶

叶) 联合使用，蛋白质提取率达到 78.57%。
3.2 对得到的茶叶蛋白进行分析发现，利用碱提和
酶法提取对于蛋白质的氨基酸组成基本没有影响，

除吸水性和起泡稳定性略差于碱提茶叶蛋白外，酶

法提取茶叶蛋白的其它指标如吸油性、乳化性、乳化
稳定性以及起泡性均优于碱提茶叶蛋白。
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