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超声辅助制备大豆分离蛋白-卡拉胶复合物

条件的优化

周天硕1，陶思琪1，胡迎春1，鲍伟1，董世荣2，韩齐1*，李艳青1*

（1.黑龙江八一农垦大学食品学院，黑龙江大庆 163319）

（2.哈尔滨学院食品工程学院，黑龙江哈尔滨 150086）

摘要：该研究以大豆分离蛋白和四种多糖（卡拉胶、黄原胶、亚麻籽胶、瓜尔豆胶）为原料制备大豆分离蛋白 -

多糖复合物，通过评价浊度、表面疏水性、乳液乳化活性及乳化稳定性等确定大豆分离蛋白 - 卡拉胶复合物具有较

好的理化性质，用于后续超声辅助制备条件的优化。探究不同 pH 值（2.0、3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、8.0）、超声功

率（200、400、600、800 W）和时间（2、4、6、8、10 min）对蛋白 - 多糖复合物结构及性能的影响。采用荧光光

谱探究复合物结构特征，通过浊度、表面疏水性、粒径、电位明确复合物理化特性，结果表明添加卡拉胶质量分数

为 0.1%、pH 值为 7.0、超声功率为 400 W、超声时间为 4 min 时，制备的复合物浊度最大为 0.44，表面疏水性最高

为 285.15 μg，复合物粒径最小为 139.06 nm，电位绝对值达到最大为 27.23 mV，形成了稳定的大豆分离蛋白 - 卡拉

胶复合物，为后续研究蛋白 -多糖乳液凝胶作为脂肪替代物提供了理论支持。
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    文章编号：1673-9078(2025)02-204-214                                                      DOI: 10.13982/j.mfst.1673-9078.2025.2.0002

Optimization of Ultrasonic-assisted Preparation of Soy Protein 

Isolate-carrageenan Complex
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Abstract: In this study, soybean protein isolate and four polysaccharides (carrageenan, xanthan gum, flaxseed gum, 

guar gum) were used as the raw materials for preparing soy protein isolate-polysaccharide complex. The turbidity, surface 

hydrophobicity, emulsifying activity and emulsified emulsion stability of the complex were evaluated, and the soy protein 
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isolate-carrageenan complex was determined to have better physicochemical properties, which was used for the optimization 

of the subsequent ultrasonic-assisted preparation conditions. The effects of different pH values (2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0), 

ultrasonic power (200, 400, 600, 800 W) and ultrasonic time (2, 4, 6, 8, 10 min) on the structure and properties of protein-

polysaccharide complexes were investigated. Fluorescence spectra were used for exploring the structural characteristics of the 

complex, and the physico-chemical characteristics of the complex were determined based on turbidity, surface hydrophobicity, 

particle size and potential. The results showed that a stable soy protein isolate-carrageenan complex was formed when the 

mass fraction of carrageenan was 0.1%, pH value was 7.0, ultrasonic power was 400 W, and ultrasonic time was 4 min. The 

complex had the maximum turbidity of 0.44, the maximum surface hydrophobicity of 285.15 μg, the minimum particle size 

of 139.06 nm, and the maximum absolute potential of 27.23 mV. This study provides a theoretical support for the subsequent 

research on protein-polysaccharide emulsion gel as a fat substitute.

Key words: soybean protein isolate; ultrasonic-assisted; pH values; structural property

大豆分离蛋白（Soybean Protein Isolate, SPI）作

为一种重要的植物蛋白，富含多种人体必需氨基酸，

具有很高的营养价值和良好的功能特性 [1] ，并且由

于 SPI 是两亲性物质，具有良好的乳化能力，在食

品加工中常作为乳化剂使用 [2] 。但单一添加 SPI，其

稳定性容易受到食品加工环境中酸碱条件及其他因

素的影响。多糖作为稳定剂具有来源广、亲水能力

强的优点，和蛋白结合可以通过静电相互作用改善

蛋白质的功能特性 [3,4] ，提高乳液的稳定性及乳化性

质，达到改善产品的功能性和质构特性的目的。当

所处微环境 pH 小于 SPI 等电点时，SPI 整体带正

电，此时易发生静电相互作用，因此本研究选择阴

性多糖 κ- 卡拉胶（Kappa-Carrageenan, KC）、黄原

胶（Xanthan Gum, XG）、亚麻籽胶（Flaxseed Gum, 
FG）和中性多糖瓜尔豆胶（Guar Gum, GG）与 SPI
作用，这四种多糖均可以作为增稠剂及稳定剂加入

到食品中 [5-7] ，具有易溶于水和能够改善乳液乳化性

的特点，并且有研究表明在肉制品中添加卡拉胶的

同时加入蔗糖，能够显著提高肉糜流变特性，从而

改善肉制品品质 [8] 。

近年来，许多研究利用超声处理来改变蛋白质

空间结构进而改善蛋白质功能特性 [9-11] 。超声产生的

机械效应和空化作用可以使蛋白质暴露出更多的氨

基酸残基，促进蛋白质与其他物质结合。同时超声

产生的能量能够打碎分散液中聚集的颗粒粉末，破

坏蛋白质之间的非共价相互作用，改善蛋白质颗粒

在乳液中的分散性，降低分散液中的颗粒大小 [11] 。

超声处理能够促进蛋白质与多糖分子的键合 [10] ，改

善复合物的功能特性。本研究以 SPI 和多糖为主要

原料，通过对复合物浊度、表面疏水性、乳化特性、

粒径、电位及荧光光谱等理化性质的测定，探究多

糖种类及不同质量分数、pH 值、超声功率及时间

等制备条件对复合物性质的影响，以期制备高稳定

性 SPI- 多糖复合物，为后续 SPI- 多糖复合乳液作为

脂肪替代物的应用提供理论基础。

1  材料与方法

1.1 材料与仪器

大豆分离蛋白（蛋白质质量分数为 85%），哈

尔滨高科技有限公司；κ- 卡拉胶（KC）、亚麻籽胶

（FG）、黄原胶（XG）、瓜尔豆胶（GG）均为食品

级，河南万邦化工科技有限公司；辣木籽油，山东

粮木科技有限公司；溴酚蓝，国药基团化学试剂有

限公司；所有化学药品均为分析纯。

JY96-IIN 超声波细胞破碎仪，宁波新芝生物科

技股份有限公司；FE28 pH 计，美国 -Metter Toledo 
公司；RF-6000 荧光分光光度计，日本岛津公司；

SN-MS-H280D 磁力搅拌器，上海尚仪有限公司；FA40 
高剪切均质机，上海弗洛克流体机械制备有限公司。

1.2 实验方法

1.2.1 SPI-多糖复合物的制备

参考朱秀清等 [12] 方法并稍作修改。将 SPI 分散

在去离子水中，配置成 SPI 溶液（质量分数为 1%），

室温下搅拌以确保蛋白质完全溶解。再分别加入

KC、XG、FG、GG（质量分数分别为 0.1%、0.2%、

0.3% 和 0.4%，下同），添加过程中持续搅拌 2 h［室

温（25±2）℃］，使混合物充分反应以确保二者形

成复合物，冷藏用于后续指标的测定和多糖的筛选。

1.2.2 浊度测定

将不同样品用磷酸盐缓冲液（0.04 mol/L，pH 值
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为 7.0）稀释 40倍，用紫外可见分光光度计（600 nm）

测定样品的吸光度。磷酸缓冲液作为空白对照，根

据浊度的公式进行计算 [13,14] 。

T = 1.302 × 
A×V

I
                                              （1）

式中：

A——稀释乳液 600 nm 处的吸光度；

V——稀释倍数；

I——0.01 m 处的吸光度。

1.2.3 表面疏水性测定

取 1 mL 复合物溶液和 200 μL 溴酚蓝（1 mg/mL）
混合后振荡均匀，放于室温静置 10 min 后，离心

15 min（4 ℃，10 000 r/min），表面疏水性（以溴酚

蓝结合量表示）的计算公式如下 [15] ：

B =
D×（A595-A0）

A0
                                             （2）

式中：

B——样品溴酚蓝结合量，μg ；

D——混合液中加入的溴酚蓝质量，为 200 μg ；

A595——595 nm 处所测吸光度；

A0——对照组，即未添加复合物溶液的溴酚蓝溶液的

吸光度。

1.2.4 乳化稳定性、乳化活性的测定

按照 1.2.1 中方法制备 SPI- 多糖复合物，以

60% 油浓度向复合物中加入辣木籽油，采用均质机

在 14 500 r/min 下高速分散 4 min，得到新鲜乳液进

行乳化活性（Emulsifying Activity, EAI）和乳化稳

定性（Emulsifying Stability, ESI）的测定 [16] 。从底

部吸取 100 μL 乳液，加入 5 mL 的 0.1 wt.% 十二烷

基硫酸钠溶液，测定乳液在 0 时刻波长为 500 nm
处的吸光度的分光光度值 A0，将乳液静置 10 min，
按上述步骤测波长为 500 nm 处的吸光值 A10。EAI
和 ESI 计算公式如下：

d1  =
2×2.303×n
c×φ×104 ×A0                                （3）

d2 =
A0×t

A0×A10
×100%                                    （4）

式中：

d1——乳化活性（EAI），m2/g ；

d2——乳化稳定性（ESI），% ；

c——蛋白质质量浓度，g/mL ；

φ——油相所占体积分数；

A0——0 min 时的吸光值；

A10——10 min 时的吸光值；

t——静置时间，min ；

n——稀释倍数。

1.2.5 超声处理制备SPI-多糖复合物条件的优化

在 1.2.1 基础上确定最优多糖种类后进行 SPI-
多糖复合物制备条件的优化。

1.2.5.1 SPI-多糖比例的优化

在质量分数 1% 的 SPI 溶液中分别加入一定质

量筛选后的多糖进行混合，使 SPI 和多糖的质量比

分别为 10:1、10:2、10:3、10:4，固定 pH 值为 7.0，
室温下搅拌 2 h 后制得复合物。

1.2.5.2 pH值的优化

在质量分数 1% 的 SPI 溶液中加入筛选所得多

糖比例进行混合，分别将溶液的 pH 值调整为 2.0、
3.0、4.0、5.0、6.0、7.0 和 8.0，室温下搅拌 2 h 后

制得复合物。

1.2.5.3 超声制备条件的优化

在质量分数 1% 的 SPI 溶液中加入筛选所得多

糖比例进行混合，充分搅拌溶解。调节 pH 值为 7.0，
室温下搅拌 2 h 后进行超声处理

 [17] 。超声条件为：

超声功率 200、400、600 和 800 W（温度 4 ℃，时

间 4 min），时间 2、4、6、8 和 10 min（功率 400 W，

温度 4 ℃）（工作与间歇时间均为 2 s）。

1.2.6 粒径的测定

采用激光粒度仪测定复合物液滴粒径尺寸，水

相和油相的折射率分别为 1.33 和 1.45，分散剂为

10 mmol/L 的磷酸盐缓冲液，温度为 25 ℃，测定粒

径数值 [18] 。

1.2.7 电位的测定

利用激光粒度仪进行测定，取 1 mL 样品溶液

用 10 mmol/L 磷酸盐缓冲液稀释 100 倍添加到配有

电极的反应杯中，温度为 25 ℃，测定 Zeta 电位 [19] 。

1.2.8 荧光光谱的测定

利用磷酸缓冲液配制不同多糖的复合物溶液

（0.25 mg/mL），并将其加入到光程为 1 cm 的石英

比色皿中。使用荧光光谱仪（激发波长：295 nm，

记录光谱范围：300~400 nm），用于溶解样品的缓冲

液作为空白 [20] 。

1.2.9 数据统计与分析

所有试验均重复三次，结果以平均数 ± 标准

差的形式表示。采用 SPSS 19.0 软件进行数据统计
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及显著性分析 （P ＜ 0.05），使用 Sigmaplot 14.0 和

Origin 2019 软件进行作图。

2  结果与分析

2.1 SPI-多糖复合物的制备及其理化性质评价

2.1.1 多糖种类及不同质量分数对SPI-多糖复合物

浊度的影响

图 1 多糖种类及不同质量分数对 SPI- 多糖复合物

浊度的影响

Fig.1 Effect of polysaccharide type and addition on 

turbidity of SPI-polysaccharide

注：A~D 表示同一多糖质量分数，不同的处理组之间

差异显著（P ＜ 0.05）；a~d 表示同一处理组，不同多糖质量

分数之间差异显著（P ＜ 0.05）。图 2 同。

如图 1 所示，随着多糖质量分数的增加，不

同 SPI- 多糖复合物的浊度整体变化均呈显著增加

（P ＜ 0.05），这可能是由于多糖含量的增加，使

悬浮在溶液中的粒子数增多，从而发生桥联作

用，可溶性复合物产生了聚集絮凝，导致不同处

理组复合物的浊度升高 [21,22] 。而不同多糖处理组

中，SPI-KC 处理组的浊度值均显著低于其他处理

组 （P ＜ 0.05），这可能是因为 SPI 与 KC 的结合

抑制了蛋白桥联凝聚作用的发生，从而形成了相对

稳定的复合体系，且体系中颗粒较小导致的。Lu
等 [23] 评估了 κ- 卡拉胶对大豆分离蛋白复合凝胶的胶

凝性及分子相互作用，卡拉胶能够促进与蛋白结合

促进三维网络中氢键的形成，使体系更加稳定，与

本研究结果一致。

2.1.2 多糖种类及不同质量分数对SPI-多糖复合物

表面疏水性的影响

蛋白质表面疏水性对其功能性具有重要影响，

同时也跟乳化能力和乳化稳定性之间有着密切关

系 [24,25] 。SPI- 多糖复合物的表面疏水性变化趋势如

图 2 所示，随着多糖质量分数的增加，不同多糖

处理组复合物的表面疏水性均呈显著降低的趋势

（P ＜ 0.05）。多糖质量分数为 0.1% 时，不同多糖

种类的表面疏水性均达到最大，说明多糖的加入

能够使 SPI 结构展开暴露出疏水基团，从而与溴酚

蓝结合导致表面疏水性增加，但随着多糖继续添加，

SPI- 多糖复合物的疏水性反而降低，这可能是因为

多糖含量增加，SPI- 多糖体系的粘度增加使蛋白展

开的结构又被包裹在复合体系中，致使体系的疏水

性降低。同一添加量条件下，添加 KC 的处理组表

面疏水性最高（P ＜ 0.05），说明 KC 更有利于 SPI
结构的展开，暴露出更多疏水基团。Gao 等 [26] 发现

魔芋葡甘露聚糖的添加促进了肌原纤维蛋白氨基酸

残基以及疏水基团的暴露，与本研究结论一致。

图 2 多糖种类及不同质量分数对 SPI- 多糖表面

疏水性的影响

Fig.2 Effect of polysaccharide type and addition on surface

 hydrophobicity of SPI-polysaccharide

2.1.3 多糖种类及不同质量分数对SPI-多糖乳液乳

化性的影响

以 60% 油浓度制备 SPI- 多糖乳液，并评价不

同多糖种类及质量分数对乳液乳化性质的影响。从

图 3a 可以看出，随着 FG 质量分数的增加，乳液

EAI 值显著升高（P ＜ 0.05），这可能是由于 FG 对

乳液中的脂肪颗粒产生了良好的包裹作用并阻止了

脂肪颗粒之间的聚集 [27] 。而随着 FG 的添加，ESI
先升高后降低，可能是因为 FG 的添加增强了乳液

的静电斥力，抑制了颗粒的聚集，使更多的蛋白质

聚集在油滴周围。但较高的 FG 质量分数使大量游

离的 FG 颗粒与蛋白质发生结合聚集，降低了乳液

体系的稳定性 [28] 。如图 3b，随着 KC 质量分数增加，

乳液乳化性呈显著降低（P ＜ 0.05），在 KC 添加质

量分数为 0.1% 时，ESI 为 90%，EAI 为 32.92 m2/g
均达到最高。这可能是由于 KC 与 SPI 带正电荷部
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分结合形成 SPI-KC 复合物，一定浓度的 KC 能够

增加体系黏稠度、增大界面膜厚度，防止乳液液滴

聚集。但随着 KC 添加量升高，ESI、EAI 呈现降低

的趋势。Chen 等 [29] 也发现由于多糖与蛋白质在界面

上竞争吸附作用较强，使界面蛋白吸附量减小，导

致乳液的乳化性降低。从图 3c、3d 可以看出，随

着 GG、XG 质量分数的增加，乳液 EAI 呈现先升

高后降低的趋势（P ＜ 0.05），说明适宜的多糖质量

分数能够有效改善乳液乳化性质。但整体比较多糖

种类及不同质量分数对 SPI- 多糖复合乳液乳化性质

的影响，SPI 与 KC 结合能够明显改善乳液乳化性，

且 EAI 相较于其他处理组最高，显示 KC 效果最优。

Ren 等 [30] 发现 κ- 卡拉胶的添加使非水溶性茶蛋白乳

液液滴小且均匀，乳化性质发生改善，与本研究结

论一致。

图 3 多糖种类及不同质量分数对 SPI- 多糖

乳液乳化性的影响

Fig.3 Effect of polysaccharide type and addition on 

emulsifiability of SPI-polysaccharide emulsion

注：a~d 表示同一处理组，不同多糖质量分数之间差异

显著（P ＜ 0.05）。

因此，综合比较 SPI- 多糖复合物的浊度、表面

疏水性及 SPI- 多糖乳液的 EAI 及 ESI 等指标，KC 与

SPI 形成的复合物 / 乳液具有较好的表面疏水性和乳

化性质，因此确定 KC 进行后续制备条件的优化。

2.2 SPI-KC复合物制备条件的优化

2.2.1 SPI-KC比例及pH值对SPI-复合物浊度的影响

图 4 SPI-KC 比例（a）及 pH 值（b）对浊度的影响

Fig.4 Effect of SPI-KC ratio (a) and pH values (b) on turbidity

注：a~g 表示不同处理组之间的差异显著（P ＜ 0.05）。
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如图 4a 所示，随着 KC 添加比例的增加，SPI-
KC 复合体系的浊度值呈显著增加趋势（P ＜ 0.05）。
如图 4b 表示，制备环境 pH 值对 SPI-KC 复合体系

浊度影响显著，在 pH 值 3.0 和 4.0 时体系形成大量

沉淀并快速分层，因此吸取复合体系上清液进行浊

度测定，显示出浊度值显著下降（P ＜ 0.05）。当 pH
值大于 5 后 SPI-KC 复合体系内的浊度随着 pH 值的

增加而显著下降（P ＜ 0.05）。结合实际分层情况，

在 pH 值 2.0~4.0 范围内观察到随着 pH 值的增加，

沉淀量增加。但当 pH 值升高到 5.0~6.0 时，沉淀量

逐渐减少，表明在 pH 值 5.0~6.0 范围内形成了可溶

性复合物，浊度值分别为 1.53 和 1.35，复合体系在

pH 值 7.0~8.0 下 SPI 与 KC 产生交联，二者相互结

合形成复合物。

2.2.2 SPI-KC比例及pH值对复合物表面疏水性的

影响

图 5 SPI-KC 比例（a）及 pH 值（b）对复合物

表面疏水性的影响

Fig.5 Effect of SPI-KC ratio (a) and pH values (b) on 

surface hydrophobicity

注：a~d 表示不同处理组之间差异显著（P ＜ 0.05）。

SPI-KC 比例对复合物的表面疏水性影响如

图 5a 所示，随着 KC 添加比例的增加，复合物的表

面疏水性呈现先增加后降低的趋势（P ＜ 0.05），张

雪等 [31] 研究也发现了相似的结果。在 10:1 时，SPI-
KC 复合体系表面疏水性最高为 271.58 μg，说明

KC 改善了 SPI 的结构，暴露出更多的疏水基团，

从而和溴酚蓝进行结合使表面疏水性增加。Ran
等 [32] 发现魔芋葡甘露聚糖的 -OH 基团对大豆蛋白

酰胺键相互作用能够改善蛋白结构。但随着更多的

KC 添加，过量 KC 相互结合将暴露出的疏水基团

包裹，显示出表面疏水性降低。图 5b 为不同 pH 值

处理对 SPI-KC 复合物表面疏水性的影响。随着 pH
值的升高，表面疏水性变化显著（P ＜ 0.05），呈先

降低后升高的趋势，这与浊度变化趋势一致。在

pH 值为 4.0 时复合物的表面疏水性最小，这可能是

由于靠近等电点，SPI 溶解度最低，结合实际分层

情况显示 pH 值为 4.0 时沉淀最大，只有少量的疏

水基团能够结合，显示出最低表面疏水性。

2.2.3 SPI-KC比例及pH值对复合物粒径和电位的

影响

乳液中液滴粒径的大小会影响乳液稳定性质，

液滴粒径越小，乳液越趋于稳定 [33] 。Zeta 电位是衡

量颗粒之间相互作用的指标，表 1 显示出 SPI-KC
比例及 pH 值对 SPI-KC 复合物粒径、Zeta 电位的

影响。未加入 KC 的 SPI 的粒径为 429.56 nm，随着

SPI-KC 比例的增加，复合物粒径呈显著增大趋势

（P ＜ 0.05）。在 KC 添加比例为 10:1 时，粒径大小

增加量相对较小，电位绝对值最大达到 27.63 mV，

说明在 KC 添加比例为 10:1 时形成的复合体系最稳

定。Wang 等 [16] 评估了 κ- 卡拉胶对豌豆分离蛋白 -

葡萄籽油乳液乳化能力的影响，在不同 κ- 卡拉胶

的比例下也发现了同样的趋势。电位绝对值的变

化体现 KC 添加比例为 10:1 时，SPI 与 KC 的硫酸

基团之间形成了更强的静电相互作用  [34] 。随着 KC
添加量的增加，溶液粘度升高，流动性变差，并

且高浓度多糖会促进损耗絮凝的产生，形成更大

的粒径。随着 pH 值的升高，SPI-KC 复合体系粒

径表现出先降低后升高的趋势。当 pH 值小于蛋白

质的等电点时，二者的静电相互作用越强，电位

降低，浊度相对较高，粒径也逐渐增强。在 pH 值

为 4.0 时，沉淀物最多，溶液中粒子数少，粒径最小。

当 pH 值高于蛋白质的等电点时，蛋白质和多糖均

具有负电荷，静电相互作用较弱，混合体系主要

通过疏水相互作用等形式存在，显示出粒径较小，

电位较高 [35] 。
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表 1  SPI-KC比例及pH值对SPI-KC复合物的粒径和电位

Table 1 Effect of SPI-KC ratio and pH value on particle size
 and potential of SPI-KC

参数 粒径 /nm 电位 /mV

SPI-KC
比例

10:0 429.56±65.08b -17.36±3.27b

10:1 491.83±43.96b -27.63±1.75c

10:2 545.10±85.81b -18.20±3.63b

10:3 1 028.86±175.94ab -16.33±2.53b

10:4 1 400.80±657.41a -9.87±1.80a

pH 值

2.0 1 689.00±410.41a -20.10±1.71bc

3.0 1 822.66±102.08ab -16.86±3.42b

4.0 577.33±102.08b -8.53±1.15a

5.0 1 222.00±154.41ab -9.63±2.47a

6.0 949.63±156.15b -22.96±2.10c

7.0 724.30±187.26b -32.93±2.46d

8.0 937.13±459.05b -34.86±2.57d

注：a~d 表示同一处理方式，不同处理组之间的差异显

著（P ＜  0.05）。

2.2.4 SPI-KC比例及pH值对复合物荧光强度的影响

图 6 SPI-KC 比例（a）及 pH 值（b）对复合物的荧光

强度的影响

Fig.6 Effect of SPI-KC ratio (a) and pH (b) on fluorescence 

intensity

内源荧光光谱可以用于评价蛋白质三级结构

的变化以及环境之间的相互作用，当激发波长为

295 nm 时，主要是由色氨酸（Trp）残基发生变化

引起荧光光谱变化 [36] 。如图 6a 所示，随着 KC 比例

的增加，SPI-KC 复合体系的最大发射峰强度显著降

低，但峰的形状变化较小，呈现典型的荧光猝灭现

象，说明 KC 与 SPI 之间存在相互作用。此外，KC
的添加，使得 SPI 的 λmax 从 335 nm 移至 340 nm，

最大发射波长发生了蓝移，说明 SPI 与 KC 之间形

成了复合物。这可能是因为阴离子多糖的加入增加

了蛋白质粒子之间的空间位阻，使 SPI 的构象发生

变化，色氨酸的内部微环境有由极性向非极性转变的

趋势，从而导致色氨酸最大吸收波长发生了蓝移 [37] 。

SPI-KC 复合体系在 pH 值 3.0 和 4.0 时主要形

成不溶复合物，pH 值 5.0 和 6.0 主要形成可溶复合

物，在 pH值 7.0和 8.0时 SPI和KC以共溶状态存在。

因此，分别选择 pH 值为 2.0、5.0、7.0 和 8.0 进行荧

光强度的测定。图 6b 表明在酸性条件下，SPI-KC 复

合体系的最大发射峰发生红移。这可能是因为蛋白

中氨基酸所处微环境会受到 SPI 和 KC 的静电相互

作用以及蛋白分子之间的疏水相互作用的干扰 [38] 。

在 pH 值为 3.0 下的强静电相互作用改变了蛋白的

三级构象，导致一些 Trp 残基被掩埋，因此荧光强

度降低。

因此，综合比较 SPI-KC 复合体系不同比例及

pH 值的浊度、表面疏水性、粒径、电位及荧光强度

等指标，KC 与 SPI 比例为 10:1，pH 值为 7.0 时形

成的复合体系具有较好的粒径大小及表面疏水性，

因此确定 SPI:KC 为 10:1，pH 值为 7.0 进行后续制

备条件的优化。

2.2.5 超声条件对SPI-KC复合物浊度和表面疏水

性的影响

表 2 表示不同超声功率及时间对 SPI-KC 复

合体系浊度及表面疏水性的影响。超声功率在

200~400 W 之间时，复合体系浊度随着超声时间的

增加显著变化（P ＜ 0.05），呈先升高后下降的趋势，

且相同超声时间下 400 W 超声功率处理下复合体系

的浊度值显著高于 200 W 处理组（P ＜ 0.05）。这可

能是由于超声的空化效应使蛋白和多糖的结构发生

改变，增强了它们之间的静电相互作用 [37] 。在超声

功率为 600~800 W 之间时，随着超声时间的增加浊

度值呈显著下降（P ＜ 0.05）。可能是因为高强度的

超声功率和较长的超声时间导致蛋白结构变化以及

多糖黏度降低，这些都可能是复合溶液浊度下降的

原因 [39] 。因此，SPI-KC 复合体系在较高的超声功
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率下浊度降低。综合比较，超声功率为 400 W 时间

为 4 min 时复合体系的浊度值最高为 0.44。

表 2  不同超声条件对SPI-KC浊度及表面疏水性的影响

Table 2 Effects of different ultrasonic conditions on turbidity 
and surface hydrophobicity of SPI-KC

超声参数
浊度 表面疏水性 /μg

功率 /W 时间 /min

200

2 0.25±0.01De 236.68±2.04Ab

4 0.33±0.01Bb 248.54±2.07Ba

6 0.37±0.01Aa 244.54±2.51Ba

8 0.30±0.01Bc 230.45±2.33Bc

10 0.28±0.01Bd 212.26±1.74Bd

400

2 0.35±0.01Ac 238.50±2.27Ac

4 0.44±0.02Aa 285.15±2.03Aa

6 0.37±0.01Ab 278.32±4.43Aa

8 0.34±0.01Ad 268.10±3.92Ab

10 0.31±0.01Ae 264.23±2.96Ab

600

2 0.29±0.01Ca 241.66±4.28Aa

4 0.26±0.01Cb 231.25±6.38Ca

6 0.25±0.01Bc 229.54±8.86Ca

8 0.19±0.01Dd 212.61±2.44Cb

10 0.14±0.01De 206.35±2.27Db

800

2 0.32±0.01Ba 204.14±2.74Ba

4 0.25±0.01Db 195.60±6.41Da

6 0.23±0.01Cc 182.40±3.48Db

8 0.22±0.01Cd 173.30±5.45Db

10 0.21±0.01Ce 157.20±6.46Cc

注：A~D 表示同一超声时间，不同超声功率之间的差

异显著（P ＜  0.05）；a~e 表示同一超声功率，不同超声时间

之间的差异显著（P ＜  0.05）。

随着超声功率和超声时间的增加，SPI-KC 复合

体系的表面疏水性变化显著（P ＜ 0.05）。当超声功

率为 200~400 W 间，随着超声时间的延长，SPI-KC
复合体系的表面疏水性呈先升高后降低的趋势。当

超声功率大于 600 W 时，随着超声时间的延长，复

合体系的表面疏水性呈显著降低（P ＜ 0.05），超声

处理条件为 400 W、4 min 时，复合体系与溴酚蓝

结合量最大为 285.15 μg。这可能是由于在较低超声

功率下，超声波的高剪切力破坏了分子间的聚集，

形成粒径较小的体系颗粒，这和粒径趋势是一致的。

Hu 等 [40] 评估了高强度超声对聚集大豆 β- 伴大豆球

蛋白和大豆球蛋白功能特性的影响，表明高强度超

声能够使蛋白质分子间聚集体减少，增加疏水区暴

露，获得了与本研究相同的趋势。而相同超声时间

条件下，随着超声功率的增加，复合体系的表面疏

水性均呈显著下降（P ＜ 0.05）。可能是较高的超声

功率和超声时间可能使 SPI-KC 复合体系结构展开

后产生新的交联，蛋白颗粒重新聚集，从而减少了

疏水基团的暴露，表现出疏水性降低 [41] 。因此，确

定超声功率为400 W，超声时间为4 min时效果最优。

2.2.6 超声条件对SPI-KC复合物粒径和电位的影响

表 3  超声条件对SPI-KC复合物粒径和电位的影响

Table 3 Effect of ultrasonic conditions on particle size and 
potential of SPI-KC

超声参数
粒径 /nm 电位 /mV

功率 /W 时间 /min

200

2 141.96±17.53Ba -15.43±2.40Aa

4 151.66±38.48Ba -17.50±0.77Aab

6 176.60±32.03Ba -21.43±1.10Bbc

8 181.63±10.02Ba -22.93±1.93Bc

10 203.13±25.51Ba -20.33±1.93BCbc

400

2 181.00±42.04ABa -22.86±0.81Ca

4 139.06±12.44Ba -27.23±1.51Cb

6 174.83±25.52Ba -25.73±1.75Cab

8 183.73±15.58Ba -23.00±2.87Ba

10 188.63±22.09Ba -22.06±0.54Ca

600

2 188.70±24.08ABa -22.00±1.39BCa

4 190.46±18.93ABa -20.70±0.99Ba

6 193.23±23.99Ba -20.16±2.02ABa

8 201.13±19.14Ba -19.26±1.13ABa

10 214.56±19.82ABa -18.76±1.74Ba

800

2 238.83±21.58Aa -18.66±1.86ABc

4 244.76±25.01Aa -17.70±0.80Abc

6 257.86±26.53Aa -16.76±0.95Abc

8 260.86±35.00Aa -15.53±0.67Aab

10 267.30±34.57Aa -14.56±0.57Aa

注：A~C 表示同一超声时间，不同的处理组之间的差

异显著（P ＜ 0.05）；a~c 表示同一超声功率，不同处理组之

间的差异显著（P ＜  0.05）。

由表 3 可以看出，经过超声处理的 SPI-KC 复

合物粒径均小于未经处理的复合物（表 1）。说明

超声处理可以形成体系中小颗粒，增加溶解性，降

低界面张力，分散更均匀，从而促进分子间的作

用形成更稳定体系 [42] 。但不同超声处理粒径大小

不一。随着超声功率及时间的增加，体系粒径呈增

加趋势（P ＜ 0.05），Zeta 电位先增加后降低的趋势
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（P ＜ 0.05）。可能是由于超声使大豆分离蛋白中更

多的阳离子基团暴露于蛋白表面，而过高的超声功

率及时间导致蛋白质聚集，暴露出的阳离子基团减少，

显示出电位值降低 [43] 。在超声条件为 400 W，4 min
时，粒径最小为 139.06 nm，电位绝对值达到最大

为 27.23 mV。

2.2.7 超声条件对SPI-KC复合物荧光强度的影响

图 7a~7d 为超声功率及时间对 SPI-KC 复合物

的荧光光谱的影响。荧光强度的改变表明蛋白结构

与聚集状态随不同的超声参数而变化。在超声功率

为 400 W 时，荧光强度最强，且时间为 4 min 时产

生最强的荧光强度。随着超声功率及时间的延长荧

光强度下降，可能是因为长时间高强度的超声处理

使蛋白质分子共价和非共价交联相互作用，驱动蛋

白质分子发生一定的聚集 [44] ，并且随着超声时间的

延长，蛋白质分子解聚形成新的大分子物质，与可

溶性多糖间相互作用减弱。

  

  

图 7 超声条件对 SPI-KC 复合物荧光强度的影响

Fig.7 Effect of ultrasonic conditions on fluorescence intensity of SPI-KC

图 8 超声作用对 SPI-KC 复合物形成的机制图

Fig.8 Mechanism diagram of SPI-KC composite system formed by ultrasound
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超声处理会影响蛋白与多糖之间的相互作用

（如图 8 超声作用对 SPI-KC 复合物形成的机制图）。

根据浊度、Zeta 电位以及观察可知，SPI（等电点

约为 4.5）和 KC 在 pH 值为 3.0 时，由于大分子聚

集作用导致了不溶性聚集体的形成。在 pH 值为 5.0
时，SPI 与 KC 局部静电结合导致不溶性聚集体拆

解，沉淀减少。在 pH 值为 7.0 时，SPI 远离等电点，

SPI 和 KC 带有相同的电荷，且 SPI 中多价阳离子

作为胶联剂与 KC 结合形成亲水胶体。超声使蛋白

聚集体分离，暴露出更多疏水基团，增强蛋白与

KC 之间相互疏水作用，根据粒径等指标可知，在

适当的条件下（超声功率 400 W，时间 4 min）进

行处理能够促进复合物的形成。

3  结论

研究表明多糖的加入能够有效改善蛋白 - 多糖

复合物的浊度和表面疏水性。添加卡拉胶质量分数

为 0.1% 时，SPI-KC 乳液稳定性及乳化活性最优分

别为 90%、32.92 m2/g。随着超声功率及时间的逐

渐提高，蛋白 - 多糖复合物表面疏水性先升高后降

低，电位先增加后降低，内源荧光光谱强度逐渐降低，

表示超声使大豆分离蛋白二级结构发生改变，疏水

基团暴露。在 pH 值为 7.0 的条件下，随超声时间及

功率的升高大豆分离蛋白 -卡拉胶复合物内源荧光

强度逐渐降低，粒径先增加后降低。因此本试验结

果表明，卡拉胶添加质量比为 10:1，超声功率 400 W
时间 4 min，pH 值为 7.0 时，形成大豆分离蛋白 -

卡拉胶复合物粒径最小，荧光强度最高，效果最

好，这为后续研究蛋白 - 多糖乳液凝胶作为脂肪替

代物提供了理论支持。
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