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乳清分离蛋白与壳聚糖美拉德反应初级阶段

产物乳化性研究

许朵霞，包亚妮，闫  冰，房子舒，高彦祥，袁  芳*
(中国农业大学食品科学与营养工程学院，北京      100083)

摘   要：采用干热美拉德反应制备乳清分离蛋白(WPI)- 壳聚糖复合物，通过对复合物的乳液粒径及稳定性分析，研

究反应温度、WPI 与壳聚糖质量比及反应时间对复合物乳化性的影响。荧光光谱分析表明：WPI 和壳聚糖在干热

反应后发生共价交联并且结构发生了变化。WPI 与壳聚糖在 50℃、相对湿度 79% 干热条件下，反应 1～4d 的产物

为 Maillard 反应初级阶段产物，该产物的乳化性质得到改善。其中，WPI 与壳聚糖以质量比 1:4 混合，50℃反应

1d 的产物乳化稳定性是反应前的 10 倍。
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Emulsifying Properties of Whey Protein Isolate-Chitosan Conjugates Prepared from the Primary Stage of Maillard Reaction
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Abstract ：In this study, the conjugation of whey protein isolate (WPI) and chitosan through Maillard reaction under different

dry heating conditions was studied. Emulsifying properties of WPI-chitosan conjugates were compared at different reaction

temperatures, WPI-pectin mass ratios and reaction time by determining the changes in droplet size, emulsifying stability and

turbiscan analysis. The fluorescence spectra of WPI-chitosan conjugates confirmed the conjugation of WPI and chitosan.

Meanwhile, the primary stage of Maillar reaction was completed after 1－4 days of reaction under the conditions of 50 ℃ and

a relative humidity of 79%, and reaction products with improved emulsifying properties were obtained. The product formed

after 1 day of reaction between WPI and chitosan at a mass ratio of 1:4 at 50 ℃ showed a 10-fold increase in emulsion stability

compared to their physical mixture.
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乳清蛋白是一种天然高分子乳化剂，具有良好的两

亲性，通过分子间β-sheet 相互作用进行自我聚合，形

成连续且均一的膜吸附在油滴表面，但由于蛋白质形成

的油水界面膜较薄，容易受到温度、离子强度、pH 值

等因素的影响，限制了其应用范围 [ 1 -2 ]。

多糖具有良好的增稠和持水性，可通过美拉德反应

引入蛋白质从而改善蛋白质的功能特性[3]。Sun Changhui
等[4]研究了 WPI- 黄原胶复合物在水包油体系中的乳化性

质，复合物可有效阻止乳状液的沉淀和上浮。Akhtar 等[3]

研究了 WPI- 葡聚糖在低 pH 值、不同离子强度条件下的

乳化能力，证明该复合物制备的乳状液在 3 个月贮藏中

有良好的稳定性。芦晶等[5]研究表明乳清蛋白 - 壳寡糖复

合物可改善乳清蛋白在较酸性条件下的乳化性及乳化稳

定性，壳寡糖的引入可扩大乳清蛋白的应用范围。因

此，研究蛋白质多糖复合物作为一种优良的多功能食品

添加剂具有一定的理论意义及广阔的应用前景。

壳聚糖因其具有良好的生物相容性、生物可降解

性、吸湿性和保湿性、抗菌抑菌性、表面多孔性在化

学改性方面受到国内外学者的广泛关注[6-10]。本研究将

壳聚糖引入乳清分离蛋白(whey protein isolate，WPI)旨
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在制备 WPI- 壳聚糖 Maillard 反应初级阶段的产物，即

将 W P I 和壳聚糖反应控制在交联而没有开始降解阶

段，以生成具有良好乳化性的复合产物。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器

乳清分离蛋白(WPI，蛋白含量 97.6%)    美国Davisco
国际食品公司；壳聚糖(医药级)   浙江金壳生物化学有

限公司；葵花籽油  北京爱森绿宝油脂有限公司；溴化

钾、醋酸、醋酸钠(分析纯)   北京化学试剂公司。

970CRT 荧光分光光度计    上海现科仪器有限公司；

H D - 1 型高速乳化均质机   北京华远航实验设备厂；

NS1001L2K 型高压均质机    意大利 Niro-Soavi 公司；

Zetasizer Nano-ZS90 激光粒度仪     英国 Malvern 公司；

Turbiscan Lab Expert 浓缩体系稳定性分析仪   法国 For-
mulation 公司。

1.2 方法

1.2.1 WPI 与壳聚糖复合物的制备

将WPI和壳聚糖以质量比 1:1、1:2、1:4溶解于 pH6.0、
0.1mol/L 醋酸盐缓冲溶液中。溶液冷冻干燥后，将冻干

粉置于底部盛有饱和 KBr(相对湿度 79%)的干燥器中，分

别采用 5 0、6 5、8 0℃反应温度，反应 1～1 5 d，在不

同的反应时间后取样，所得产物置于－ 2 0℃冰箱中

贮 存 。

1.2.2 荧光光谱扫描[11-12]

将 WPI 与壳聚糖质量比 1:4、 50℃条件下反应 1d 和

3d 的复合物溶于醋酸缓冲液(pH4.0)中，配成 1mg/mL 溶

液，原料 WPI 与壳聚糖为对照。荧光光谱分析参数为：

激发波长 274nm，入射缝宽为 5nm，出射缝宽 10nm，

灵敏度 3，扫描速率为高速，扫描波长 200～500nm。

1.2.3 乳状液的制备

以 0.2g/100mL WPI 的质量浓度反应前后的样品溶解

于 90mL 醋酸缓冲液(pH4.0)中，搅拌放置，溶胀过夜，

至完全溶解，形成水相。在高速乳化均质机的搅拌下

缓慢将 10mL 葵花籽油加入水相中，以 5000r/min 剪切

10min，形成粗乳状液。再将粗乳状液通过高压均质机

进一步均质(均质温度 25℃，均质压力 50MPa)得到 WPI-
壳聚糖复合物乳状液。

1.2.4 乳状液粒径分析

将制备的乳状液用 pH6.0、0.1mol/L 醋酸盐缓冲溶

液稀释 1000 倍后，采用 Zetasizer Nano-ZS90 激光粒度

仪室温分析乳液粒径大小，通过平均粒径(nm)表示。

1.2.5 乳化稳定性测定[13]

乳状液制备后立即从其底部吸取 100μL，用

0.1%SDS 稀释至 50mL，于 500nm 波长处测定吸光度 A0。

放置 30min 后，再从乳状液底部吸取 100μL 测定吸光度

A 3 0 m i n。

　          　A0

ES = —————× t
　　  A0 － A30min

式中：ES 为乳化稳定性 /min；t 为两次测定乳化稳

定性时间间隔 /min；A0 为起始吸光度；A30min 为 30min 时

吸光度。

1.2.6 乳状液物理稳定性快速评价

采用 Turbiscan Lab Expert 浓缩体系稳定性分析仪对

乳状液的稳定性进行快速分析。仪器采用脉冲近红外光

源(λ=880nm)自下而上扫描样品，两个同步光学探测器

分别搜集透射光和背散射光。在一定时间内连续扫描样

品，获得透射光与背散射光信号对样品高度的函数曲线

图，即可反映出样品中颗粒运动趋势，进而预测出纳

米乳状液的稳定性。实验选用背散射光值(BS)来分析乳状

液的稳定性。实验中，每个样品取 20mL 置于 Turbiscan
测试瓶中(样品高度约为 43mm)，将测试瓶放入检测池

中，温度设定为常温 25℃，每 30min 扫描一次，扫描

4 h ，记录扫描图谱。

2 结果与分析

2.1 荧光光谱分析

由图 1 可知，WPI 和壳聚糖对照实验出峰明显，且

互不干扰。W P I 和壳聚糖干热反应后，产物的荧光光

谱中出现两个峰，且吸收峰随着反应时间的延长呈减小

趋势。吸收峰的减小说明产物保留部分反应物的特征，

并可能有新的物质的生成。证明 W P I 和壳聚糖发生交

联，蛋白分子中糖链的加入使得分子的空间结构发生变

化，导致色氨酸和酪氨酸的吸收变弱，明显的特征吸

收峰减弱。同时，壳聚糖的发色团也有可能因为反应

而吸收变弱。且 WPI- 壳聚糖反应后吸收峰出现红移现

1. WPI；2.壳聚糖；3. WPI- 壳聚糖复合物(质量比 1:4，50℃
反应 1d)；4.WPI- 壳聚糖复合物(质量比 1:4，50℃反应 3d)。

图 1 WPI- 壳聚糖复合物荧光光谱

Fig.1   Fluorescence spectra of WPI-chitosan conjugates
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象，反应产物的第一个峰和对照壳聚糖的峰都出现在

(279.6 ± 0.1)nm 处，几乎无变化；而反应产物的第 2 个

峰和 WPI 的出峰处稍有变化。WPI 是在 334.1nm 波长处、

反应后的产物分别在 335.4nm 和 335.5nm 波长处。吸收

峰出现红移现象的原因可能是：蛋白质发生变性后肽键

伸展，将藏在分子内部疏水区的生色团暴露出来或原来

亲水区的生色基团被某些基团包围；蛋白质与多糖干热

反应所得的复合物，其分子质量较大，从而致使空间

位阻效应较为突出；壳聚糖的活性还原末端与 WPI 中氨

基酸残基的氨基结合生成新的结构等[14]。荧光光谱分析

表明 WPI 和壳聚糖在干热反应后产物结构发生了变化及

复合物的形成。

2.2 反应温度对 WPI- 壳聚糖复合物乳化性的影响

WPI- 壳聚糖在 65、80℃条件下反应 1d 后产物的褐

变程度较高，溶解度较低，制备的乳状液极不稳定，

放置 0.5h 内均有明显的油滴上浮现象。可能是因为反应

温度较高，导致反应速度过快，褐变程度加深，反应

过程不易控制，且温度过高容易引起蛋白质变性，从

而引起一些功能基团的破坏，乳化性大大降低。同时

50℃条件下反应 5d 后的产物褐变亦较明显，溶解度降

低，制备的乳状液不稳定，也不适宜作为乳化剂。温

和的反应条件可保证Maillard 反应进行到适宜程度，确保

制备的蛋白质多糖复合物具有良好的功能特性[11]。因此，

采用反应温度 50℃，反应时间 1～4d 制备 Maillard 反应

初级阶段产物并研究其乳化性能。

2.3 不同质量比及不同反应时间对 WPI- 壳聚糖复合物

乳状液粒径的影响

径增大。在相同质量比条件下，不同反应时间生成的

复合物制备的乳液粒径不同。WPI- 壳聚糖复合物(质量

比 1:1、1:2)随着反应的进行，乳液粒径呈先增大后减小

的趋势，粒径变化不显著。WPI- 壳聚糖质量比 1:4 时，

WPI- 壳聚糖复合物与原料对照相比制备的乳液粒径均减

小，说明 W P I - 壳聚糖经过共价复合后乳化性得到提

高。在反应时间为 1 d 时，产物制备的乳液粒径最小，

这是因为壳聚糖与 WPI 发生共价交联，由于壳聚糖的亲

水性使得复合物的表面活性得到提高，同时壳聚糖分子

上的－ COO －所带的电荷可通过静电排斥作用阻止油滴

间聚合，提高其乳化能力，而后随着反应时间的延长，

复合物制备的乳液粒径逐渐增大。可能是由于反应时间

过长导致复合物过于亲水使得其表面活性降低，从而降

低了复合物的乳化性[16]。

2.4 不同质量比及不同反应时间对 WPI- 壳聚糖复合物

乳化稳定性的影响

由图 3 可知，通过 Mai l la rd 反应，不同质量比的

WPI- 壳聚糖复合物制备的乳液稳定性均随着反应时间的

延长呈现先提高而后降低。二者质量比 1:1 在反应时间

为 3d 时产物制备的乳液稳定性最大；质量比 1:2 在反应

时间为 2d 时产物制备的乳液稳定性最大；质量比 1:4 在

反应时间为 1d 时产物制备的乳液稳定性最大，其乳液

稳定性是未反应前混合物的 10 倍，并且质量比 1:4 复合

物制备的乳液稳定性要优于质量比 1:1、1:2 的复合物。

因为当与蛋白质共价结合的多糖分子较少时，形成的蛋

白质多糖复合物不能有效增加吸附层的厚度和强度，因

而不能有效提高乳状液的稳定性；若反应时间过长结合

在蛋白质分子上的多糖过多，形成的复合物的亲水性过

大，降低其乳化性。因此，形成具有理想乳化特性的

蛋白质多糖复合物应具有适量的多糖结合蛋白质以提高

复合物乳化性的同时也具有一定的疏水性，从而使复合

物能快速且紧密地吸附在油水界面上。

Maillard 反应一般分为 3 个阶段，蛋白质 - 多糖复

图 2 WPI- 壳聚糖不同质量比及反应时间对其复合物制备乳液粒径

的影响

Fig.2   Effects of WPI/chitosan mass ratio and reaction time on the
droplet size of emulsified products
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图 3 WPI- 壳聚糖不同质量比及反应时间对其复合物乳化稳定性的

影响

Fig.3   Effects of WPI/chitosan mass ratio and reaction time on the
stability of emulsified products
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文献[15]报道，不同蛋白质 - 多糖质量比对复合物

乳化活性有一定的影响，所以分别考察 WPI- 壳聚糖质

量比 1 : 1、1 : 2、1 : 4，在不同反应时间( 0、1、2、3、
4d)的产物制备乳液对其粒径大小的影响。反应时间和

质量比对美拉德反应的影响较大，质量比不同，反应

的进程不同，产物制备的乳液粒径呈现不同大小。由

图 2 可知，随着壳聚糖含量增大，复合物制备的乳液粒
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合物主要是第一阶段的 Amadori 重排产物中的一类，反

应时间过短或过长将影响复合物的功能性[17]。因此，要

控制反应物比例及反应时间。结合乳液粒径分析及乳液

稳定性分析，WPI 和壳聚糖质量比为 1:4 反应时间为 1d
时，乳化活性及乳化稳定性相对较好且反应时间较短。

2.5 WPI- 壳聚糖复合物乳状液物理稳定性快速分析

定性得到大大提高，在油水界面上能以适宜的构象排

列，具有更好的乳化特性 [ 1 8 ]。

3 结  论

WPI 和壳聚糖在干热反应后产物结构发生了变化，

通过荧光光谱分析，出现吸收峰减小和最大发射波长稍

有变化的现象，证明 WPI- 壳聚糖复合物的形成。根据

褐变程度及制备的乳状液的稳定性得出在反应温度 50℃，

反应 1～4d 的产物为 Maillard 反应的初级阶段产物，且

产物适宜做乳化剂。研究发现不同制备条件生产的

WPI- 壳聚糖复合物乳化性和乳化稳定性不同，WPI 和
壳聚糖质量比 1:4、温度 50℃不同反应时间的反应产物

乳化性变化趋势稳定易控制，乳化稳定性良好。
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BS 绝对值越小，说明乳液稳定性越好。由图 4 可

知，W P I、W PI - 壳聚糖冻干粉混合物、W PI - 壳聚糖

复合物制备乳液样品顶部和底部均发生变化，底部出现

澄清层，顶部出现乳析层，粒子有向上迁移的趋势。

因为乳状液是热力学不稳定体系，随着贮藏时间延长会

出现絮凝、聚集及乳析等现象，样品乳化稳定性提高

后 可 延 缓 乳 状 液 分 层 、 絮 凝 和 聚 集 的 发 生 。 在

Turbiscan 扫描 4h 后，WPI 制备乳液顶部及底部ΔBS 值

为 22% 和－ 26%；WPI- 壳聚糖冻干粉制备乳液顶部及

底部ΔBS 值为 15% 和－ 16%；WPI- 壳聚糖复合物(质量

比 1:4，50℃，反应时间 1d)制备乳液顶部及底部ΔBS
值为 5% 和－ 7%。再次证明 WPI- 壳聚糖复合物乳化稳

a.WPI 乳液；b. WPI- 壳聚糖(质量比 1:4)混合物冻干

粉；c. 50℃反应 1d 的 WPI- 壳聚糖(质量比 1:4)复合物。

图 4 WPI- 壳聚糖复合物制备乳液 Turbiscan 扫描图谱

Fig.4   Turbiscan profiles of emulsified products prepared with WPI,
WPI-chitosan physical mixture, WPI-chitosan conjugate
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