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不同蛋白稳定乳液的冻融稳定性 
 

朱雪峰，唐传核 
（华南理工大学食品科学与工程学院，广东广州 510640） 

摘要：本文以 1% m/V 浓度的大豆分离蛋白和乳清浓缩蛋白为材料，对蛋白热处理形成颗粒后制备油分数为 0.4 的水包油型

Pickering 乳液，未加热处理的蛋白和酪蛋白酸钠稳定乳液作为对照。将不同蛋白稳定的乳液在-20 ℃冷冻 24 h 随后在 30 ℃恒温箱

解冻 3 h，如此冷冻-解冻处理循环三次，探讨未加热处理的活性蛋白和热诱导形成的蛋白颗粒稳定乳液的冻融稳定性，包括新鲜制备

和每次冻融之后乳液的乳滴粒径分布、聚结和絮凝程度、乳液分层和脂肪上浮情况、以及乳液的光学显微结构。结果表明冷冻乳液融

化时不可避免的被部分破坏，而大豆分离蛋白热诱导聚集颗粒稳定的 Pickering 乳液具有优良的冻融稳定性，这可能为一些水包油乳

液型冷冻食品、热敏性生物活性物质和低温储存药品的制备和研发提供一条有效的技术途径。 
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Freeze-thaw Stability of the Emulsions Stabilized by Different Proteins 
ZHU Xue-feng, TANG Chuan-he 

(College of Food Science and Engineering, South China University of Technology, Guangzhou 510640, China) 
Abstract: Soy protein isolate (SPI) (1% m/V) and whey protein concentrate (WPC) (1% m/V) were used as the test materials in this study. 

Protein particles formed from heat treatment were used to prepare an oil-in-water Pickering emulsion with an oil volume fraction of 0.4, and 

native SPI, WPC, or sodium caseinate (SC)-stabilized emulsions were employed as controls. The emulsions stabilized by native proteins and 

protein particles were stored at -20 ℃ for 24 h and then thawed at 30 ℃ for 3 h in an incubator; this freeze-thaw cycle was repeated three times. 

The freeze-thaw stability of the emulsions stabilized by the native proteins and protein particles was investigated, including the droplet size 

distribution, degree of coalescence and flocculation, creaming index, situation of oil floating, microstructure of the fresh emulsion, and 

emulsions after each freeze-thaw cycle. The results showed that part of the emulsions was inevitably damaged during the thawing process, while 

the Pickering emulsion stabilized by the SPI particles that were produced from heat-induced aggregation had excellent freeze-thaw stability. This 

result may provide an effective technical approach for the study and development of some oil-in-water emulsions frozen foods, heat-sensitive 

bioactive substances, and medicines requiring storage at low temperature. 

Key words: whey protein concentrate (WPC); soy protein isolate (SPI); sodium caseinate (SC); Pickering emulsion; freeze-thaw stability 

 

乳液是互不相溶两相的混合物，由于存在很大的

油水界面，这种体系是热力学不稳定的，需要两亲性

的乳化剂来维持和延长稳定性。常见的乳化剂有小分

子表面活性剂、多糖和蛋白质[1]，它们动态平衡地吸

附在油水界面，形成一层物理屏障[2]，降低界面张力

及增大空间位阻，从而提高乳液稳定性[3]。1903 年

Ramsden 发现胶体尺寸的固体颗粒也可以稳定乳液，

随后 S.U.Pickering 首次报道了颗粒能够不可逆的吸附

在油滴表面，产生稳定的水包油型乳液[4]，这种稳定

体系被命名为 Pickering 乳液。基于之前的发现，对大 
收稿日期：2015-12-24 

基金项目：国家自然科学基金资助项目（31471695） 

作者简介：朱雪峰（1992-），男，硕士研究生，研究方向：植物蛋白工程 

通讯作者：唐传核（1973-），男，博士，教授，研究方向：植物蛋白质的开

发与利用 

豆分离蛋白热诱导聚集的纳米颗粒能够作为有效的

Pickering 稳定剂[5,6]。乳清蛋白热变性聚集形成的微

粒，也能够被用来制备 Pickering 乳液或单独作为脂肪

类似物应用[7]。 
冷冻是最早和最快保存食品的方法，相比于腌渍

或干制，冷冻能够更好的保留食品的固有色泽、风味

和营养价值，延长食品货架期[1,8]。对于特殊的食品乳

液体系，冷冻甚至是必备加工工序，如冰淇淋[9]。许

多乳液的应用常需要先低温或冷冻贮藏，使用之前再

进行升温和解冻处理，如预冷冻食品和低温储存药品
[10]。乳液冷冻涉及到一系列物理化学变化，包括水和

脂肪结晶、界面相转变和生物大分子构象改变及由此

引起的连锁反应[11]，如“冷冻浓缩”导致未冻结水量减

小、离子强度和 pH 剧烈增加、冰晶迫使脂滴紧密堆

积及晶体对界面膜的刺穿渗透等[12]。由此引起包裹着
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油滴的界面层被破坏，从而使食品乳液出现一系列不

稳定，包括聚结、絮凝、油析和乳析[13]。乳液展现人

们所需的性质和用途的前提，依赖于乳滴均匀且稳定

的分散于连续相，反之，乳液可能在宏观上分离为明

显的油水两相，产生不良的食品外观和质构[12]。 
大豆分离蛋白也是一种重要的蛋白配料，因其高

的营养价值和优良的功能性质，以及来源广泛、价格

低廉和不含胆固醇的植物蛋白优势，一直以来受到广

泛关注[14]。目前，关于乳液体系冻融失稳的各种重要

机制，仍然缺乏系统深入的了解。因此，这项工作的

目的是以大豆分离蛋白和乳清浓缩蛋白为材料，探讨

未加热活性蛋白和蛋白热聚集颗粒稳定乳液的冻融稳

定性，酪蛋白酸钠稳定乳液作为对照。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

大豆分离蛋白（Soy Protein Isolate，SPI）：由实验

室自制，将脱脂豆粉采用碱溶酸沉提取后冷冻干燥，

蛋白含量约 90%；乳清浓缩蛋白（Whey Protein 
Concentrate，WPC）、酪蛋白酸钠（Sodium Caseinate，
SC）：购于上海晶纯生化科技股份有限公司；福临门

一级大豆油：购于广州当地超市；氯化钠与氢氧化钠

等化学试剂均为分析纯。 

1.2  仪器与设备 

PHS-3C 酸度计（上海雷磁仪器厂）；T 25 高速剪

切机（德国 IKA 公司）；M110EH 高压微射流纳米均

质机（美国 Microfluidics 公司）；BCD-228UTM 冰箱

（合肥美的电冰箱有限公司）；Mastersizer 3000 激光

粒度仪（英国 Malvern 公司）；pH 100 光学显微镜（凤

凰光学集团有限公司）。 

1.3  试验方法 

1.3.1  制备蛋白分散液 
乳清浓缩蛋白（WPC）、大豆分离蛋白（SPI）和

酪蛋白酸钠粉末（SC）分别分散于去离子水（2% m/V），
磁力搅拌 2 h 调 pH 至 7.0，加入两滴叠氮化钠溶液

（0.02% m/V），然后 4 ℃放置过夜使蛋白充分水化，

随后 8000 r/min 离心 20 min 去除不溶杂质，加入氯化

钠粉末至浓度为 300 mM，然后用含 300 mM 氯化钠

的去离子水（pH=7.0）稀释至蛋白浓度 1% m/V。乳清

蛋白分散液 70 ℃水浴加热 30 min，大豆蛋白分散液

95 ℃水浴加热 15 min，随后立刻在冰水浴中迅速冷

却至室温。 

1.3.2  制备水包油乳液 
食品工业里采用两步法来加工制作水包油乳液，

所有的乳液都用相同的蛋白浓度 c=1%和油分数

φ=0.4。简单来说就是，36 mL 蛋白分散液加入 24 mL
大豆油，采用高速剪切乳化机 8000 r/min 均质 2 min
充分混合。预均质后的样品用高压微射流处理，每份

样品 40 MPa 均质一次，均质完成后贮藏在 4 ℃冰箱，

以备后续的分析和使用。 
1.3.3  冷冻-解冻循环 

每个乳液样品取适量至平底玻璃试管(H=100 
mm，Φ=15 mm)，一式三份放置于-20 ℃温度可控冰

箱冷冻 24 h，然后取出贮藏在 30 ℃恒温箱 3 h，使所

有的油相和水相晶体完全融化，如此冷冻-解冻循环三

次。新鲜和每次冻融循环之后的乳液分别测定乳滴粒

径分布、聚结和絮凝率、乳液分层和脂肪上浮情况以

及光学显微结构。 
1.3.4  新鲜及冻融后乳液的性质 
1.3.4.1  乳滴粒径分布 

新鲜制备和每次冻融之后乳液的乳滴粒径分布利

用 Mastersizer 3000 粒度分布仪测定，分散剂为去离子

水或 1%(m/V)SDS 溶液。最终的结果用体积平均液滴

粒径(D4,3)来表示，所有数据至少重复三次取平均值。 
1.3.4.2  乳液絮凝及聚结程度[8] 

新鲜制备和每次冻融循环之后乳液的絮凝程度

（Flocculation degree；FD）和聚结程度（Coalescence 
degree；CD），分别由各乳液体积平均液滴粒径（D4,3）

计算而来，即：FD%=（D4,3-D4,3SDS）/D4,3SDS×100，其

中D4,3SDS为以 SDS（1% m/V）作分散剂所测得的D4,3；

CD%=（D4,3SDS,F-T-D4,3SDS,I）/D4,3SDS,I×100，其中D4,3SDS,I

和 D4,3SDS,F-T 分别为新鲜制备和每次冻融之后乳液以

SDS（1% m/V）作分散剂所测得的D4,3。 
1.3.4.3  乳液分层及脂肪上浮情况 

冷冻乳液解冻完成之后，手工测量每支试管下层

清液的高度（HS）和乳液的总高度（HT），每次冻融

循环之后都要测量一次，由一式三份的样品计算平均

值和标准差，乳液的分层指数(Creaming index %) 
=HS/HT×100。 
1.3.4.4  乳液的光学显微结构 

新鲜制备和每次冻融循环之后的乳液样品，混合

均匀后将乳液样品稀释 10 倍，取一小滴置于一块载玻

片上，然后放上一块盖玻片，使乳液均匀分散没有气

泡。随后采用 100 倍油镜来观察乳液的微结构，并用

一台数码相机结合专用的程序记录微结构图像。 
1.3.5  数据分析 

所有测定的数据进行单因素方差分析(ANOVA)，
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以及置信区间为 95%的显著性分析，数据分析采用

IBM SPSS Statistics 软件处理，显著性分析通过 Tukey
的多范围检验，显著性水平被认为是 p<0.05。所有图

表中采用相同的字母表示在 p<0.05 水平差异不显著，

不同的字母表示差异显著。 

2  结果与讨论 

2.1  乳滴粒径分布 

新鲜和每次冻融循环之后乳液样品以水和以 1% 
SDS 为分散剂的体积平均粒径（D4,3）展示在图 1。在

相等乳化剂浓度和油分数条件下，不同乳化剂稳定乳

液的粒径分布存在很大区别，同一乳化剂加热和未加

热处理稳定的乳液粒径分布也不同。新鲜乳液以水为

分散剂依粒径排序为：热处理大豆分离蛋白(HSPI)>
未热处理大豆分离蛋白(NSPI)>未热处理乳清浓缩蛋

白(NWPC)>热处理乳清浓缩蛋白(HWPC)>酪蛋白酸

钠(SC)。 

 

 
图1 新鲜制备和冻融循环之后乳液在水和1% m/V SDS里的体

积平均粒径(D4,3) 

Fig.1 Volume weighted diameter (D4,3) of the fresh emulsions 

and emulsions after freeze-thaw cycle treatment in water (D4,3), 

or 1% m/V SDS (D4,3SDS) 

三次冻融循环处理前后，以水为分散介质时，热

处理的乳清蛋白、热处理和未热处理的大豆蛋白稳定

乳液的D4,3均显著增大(p<0.05)，未热处理的乳清蛋白

和酪蛋白酸钠稳定乳液变化不显著(p>0.05)。以 1% 

m/V SDS 为分散介质时，除酪蛋白酸钠稳定乳液无明

显变化(p>0.05)，其余乳液乳滴粒径都随冻融次数增加

显著增大(p<0.05)，表明冻融循环导致乳液发生聚结。

尤其是未加热处理大豆蛋白和加热处理的乳清蛋白稳

定乳液乳滴粒径增大最多这与两乳液最终的分层稳定

性最低相一致(图 3)。另外，相比于以水为分散介质时，

每个乳液样品以 SDS 为分散剂时的D4,3都有所减小，

表明它们均发生不同程度的絮凝；其中热处理的大豆

蛋白稳定乳液减小得最为明显，这与其絮凝程度最大

相一致(图 2)。 

 

 
图2 新鲜制备和冻融循环之后乳液的絮凝程度(FD%)和聚结程

度(CD%) 

Fig.2 Degree of flocculation and coalescence (FD% and CD%) 

of the fresh emulsions and emulsions after freeze-thaw cycle 

treatment 

 
图3 冻融循环之后乳液的分层指数(CI%) 

Fig.3 Creaming index of the fresh emulsions and emulsions 

after freeze-thaw cycle treatment (CI%) 
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2.2  乳液絮凝及聚结程度 

新鲜制备和每次冻融循环之后乳液的乳液絮凝及

聚结程度展现在图 2。乳液在高压均质制备过程中已

经发生部分絮凝，而且相比于未加热处理蛋白，加热

处理的蛋白稳定乳液絮凝程度更加明显，如热处理前

后乳清蛋白絮凝度增大 3 倍以及大豆蛋白絮凝率增大

9 倍。随冻融循环次数的增加，乳液絮凝和聚结程度

逐渐增强，三次冻融循环之后未加热的乳清蛋白和酪

蛋白酸钠稳定乳液絮凝程度变化不显著(p>0.05)，其余

乳液均显著增大(p<0.05)。而且热处理的乳清蛋白稳定

乳液在冻融循环过程中发生明显的聚结(p<0.05)，这是

由于乳清蛋白的热敏性，低浓度的分散液在乳化之前

热处理，导致其稳定乳液在冻融循环过程中趋向不稳

定状态。 

 
图4 出现分层不稳定乳液内部乳滴(黄色)垂直分布示意图 

Fig.4 Schematic representation of the vertical distribution of 

droplets (yellow) in the emulsions that were unstable to 

creaming. Left samples are fresh emulsions and right samples 

are the emulsions after freeze-thaw cycles 

注：左边表示新鲜乳液；右边表示三次冻融循环之后乳液。 
 

 
图5 新鲜和冻融循环之后乳液的光学显微结构 

Fig.5 Optical micrographs of the fresh emulsion and emulsions after freeze-thaw cycles 

注：a，HWPC；b，NWPC；c，HSPI；d，NSPI；e，SC；下标为冻融循环次数。 

2.3  乳液分层及脂肪上浮情况 

在食品乳液里发生液滴乳析或颗粒沉淀，这依赖

于它们相对于水相的密度，如油滴上浮（乳析）和香

精香料的下沉（沉淀），这些通常都是不期望的，因为

它们都将给予产品一个不良的外观。由斯托克斯沉降

定律（Stokes law）可知，油滴的上浮速率： 
υ=2r2(Δρ)g/9η0 
其中 r 为油滴半径、Δρ为油滴与水相密度差、g 为重力加

速度常数、η0为乳液介质的黏度。 
因此当乳滴由于絮凝或聚结粒径变大时，在分散

相所受的浮力增加，乳液往往会发生分层现象。 
由于不同蛋白具有不同的乳化能力、同种蛋白不

同处理（预先加热）具有不同的乳液结构，因此各乳

液展现出显著不同的冻融稳定性。三次冻融循环之后，

乳液样品的分层稳定性顺序为：HSPI>SC>NWPC> 
HWPC>NSPI，这与新鲜乳液的结构以及乳液在冻融

循环过程中的絮凝和聚结情况紧密相关。 
相对于乳清浓缩蛋白(WPC)和大豆分离蛋白

(SPI)，酪蛋白酸钠(SC)具有更强的乳化能力，因此酪

蛋白酸钠稳定乳液的乳滴最小。三次冻融循环之后，

热处理的乳清蛋白(HWPC)稳定乳液发生接触聚结(图
2)，大的乳滴由于浮力作用上升而导致乳液分层，下

层残留部分小液滴形成不透明状态，因此在外观上明

显分层(p<0.05)。未加热处理的乳清蛋白(NWPC)稳定

乳液分散均匀，在冻融循环过程中发生很低程度的絮
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凝和聚结，因此也明显分层但分层指数较小(p<0.05)。
未加热处理的大豆蛋白(NSPI)稳定乳液在冻融循环过

程中出现最大程度的聚结，大的乳滴发生上浮以及小

的乳滴由于絮凝而上浮，从而引起乳液分层显著

(p<0.05)且下层为透明清液。酪蛋白酸钠(SC)稳定乳液

在冻融过程中具有良好的抗聚结稳定性，但乳液出现

一定程度的絮凝，导致在宏观上出现轻微分层

(p<0.05)。热处理的大豆分离蛋白 (HSPI)稳定的

Pickering乳液由于液滴之间颗粒桥连作用具有大量的

絮凝团块(图 5)，乳液表观黏度最大宏观上呈现弱的凝

胶样状态，由于乳液内部颗粒桥连絮凝形成三维网络

结构，乳滴被限制在一个很小的范围内，从而具有优

良的冻融稳定性，因此在外观上无明显的分层现象

(p>0.05)。 

2.4  乳液的光学显微结构 

由显微结构图明显能够看到，酪蛋白酸钠稳定乳

液粒径最小；相对于未加热处理蛋白稳定乳液，热处

理蛋白稳定乳液具有明显的絮凝团块结构；随冻融次

数的增加，乳液粒径都趋于增大而且出现絮凝和聚结

现象。热处理的乳清蛋白(HWPC)和未加热处理的大

豆蛋白 (NSPI)稳定乳液的乳滴粒径均明显增大

(p<0.05)，这与各乳液样品的乳状液分层指数相一致

(图 3)。 

3  结论 

3.1  冷冻是食品工业里的一个常见工序，用于某些特

殊产品的加工或延长产品货架期，然而食品乳液在冻

融过程中严重不稳定。对大豆分离蛋白简单的热处理，

诱导大豆分离蛋白聚集成纳米颗粒能够作为一种有效

的 Pickering 稳定剂，相比于化学改性或酶法改性安全

性更高、操作更简单，同时热处理是食品工业生产中

常用工序，如均质之前熔化固体脂肪、贮藏前热杀菌

等。由此蛋白颗粒通过高压微射流制备的水包油型

Pickering 乳液，具有独特的冷凝胶样甚至膏状乳液的

性质，由于乳液内部颗粒桥连絮凝形成三维网络结构，

油滴被限制在紧密的凝胶网络结构里，其贮藏稳定性

和冻融稳定性都有明显的改善。在相同乳化剂浓度和

油分数条件下，依据乳液三次冻融循环之后的分层指

数，乳液冻融稳定性的效果为：HSPI＞SC＞NWPC＞
HWPC＞NSPI。这是因为酪蛋白酸钠乳化能力很强；

HSPI 稳定乳液絮凝程度很大、形成凝胶样网络结构，

从而增大乳液的冻融稳定性；而 HWPC 稳定乳液絮凝

程度较小，不足以形成三维网络结构，反而由于絮凝

引起乳滴所受浮力增加、促进乳滴上浮，导致乳液的

冻融稳定性下降；冻融循环导致 NSPI 和 HWPC 稳定

乳液出现很大程度的聚结，也引起乳液的冻融稳定性

降低。 
3.2  本文对大豆分离蛋白做简单的加热处理（95 ℃，

15 min），能够显著改善乳液冻融稳定性，从而为一些

水包油乳液型冷冻食品、热敏性生物活性物质和低温

储存药品的制备和研发提供一条有效的技术途径。相

对于乳清浓缩蛋白和酪蛋白酸钠，大豆蛋白同样具有

较高的营养价值，而且具有来源广泛和价格低廉的优

势，在食品工业能显著的降低原料成本、提高经济效

益。 
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