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摘　要：制备了不同的热聚集大豆蛋白，并采用体积排阻色谱（ＳＥＣＨＰＬＣ）对其分子量分布进行了表征。结果表

明：热处理后的大豆蛋白主要由聚集体、中间体和未聚集部分组成，聚集体比例随加热时蛋白浓度的增加而增加。

选取 ５％和 １％大豆蛋白热聚集体和 κ卡拉胶对蛋白质多糖的相行为进一步研究，结果蛋白浓度不同发生明显的

宏观相分离所需的卡拉胶的浓度不同，５％大豆蛋白热聚集体和 κ卡拉胶的混合体系具有较窄的均相区域，表明蛋

白质粒子的大小影响其与多糖的相分离行为。
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　　蛋白质和多糖是大多数食品的主要组成部分，
这２种生物大分子都具有增稠性、凝胶性以及一些
表面性质。在某种程度上，蛋白质和多糖决定了整

个食品体系的结构以及物理、化学性质，它们的行

为常受到另一种成分的存在的影响。在水溶液中，

蛋白质和多糖体系在一范围内或者是相容的或者

是不相容的。如果二者是热力学不相容的，那么二

者将分离成两相；如果二者是热力学相容的，那么

二者将共同存在于一个单相体系中
［１］
。在特定的

食品体系中，相分离现象更加明显。研究表明，影

响蛋白和多糖体系相行为的参数主要包括 ｐＨ值、
离子强度、离子类型、生物大分子结构、热处理及高

压、剪切等处理方式
［２３］
。

大豆蛋白是营养丰富、价格低廉的植物蛋白，

是一种优质的动物蛋白质替代资源，随着对大豆蛋

白功能性质及营养特征的了解，对大豆蛋白食品的

开发逐渐增加。目前，大豆蛋白饮料广受消费者的

关注和喜爱。但大豆蛋白饮料在加工和贮存期间

容易分离沉淀，严重影响产品外观和商品价值。如

何解决分离沉淀现象是生产大豆蛋白饮料的关键

之一。卡拉胶是一种硫酸酯海藻多糖，因其硫酸酯

基含量和结构的不同，卡拉胶可以有多种类型，最

常用的是 κ卡拉胶、ι卡拉胶和 λ卡拉胶。它们都
是强阴离子多糖，在一般 ｐＨ条件下，卡拉胶都带正
电荷。卡拉胶是食品工业中常用的胶凝剂、稳定剂

和持水剂，在食品工业中应用广泛，在大豆蛋白饮

料生产中常被用作稳定剂。
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目前，几乎所有的大豆制品的加工都包括热处

理，热处理容易导致大豆蛋白聚集，聚集体的结构

则会因蛋白质浓度、盐浓度等条件的不同而发生改

变
［４］
。同时研究发现，高分子体系的不对称性是影

响相分离行为的重要因素
［５］
。另外，为了提高大豆

蛋白的附加值，人们一直试图研究大豆蛋白与其它

食用高分子的复合物，并取得了一定的进展。构造

不同结构的大豆蛋白聚集体多糖的混合体系并研
究其相行为和微观结构对实际体系中大豆蛋白食

品的微结构设计具有重要的理论指导意义。

该文通过热处理制备了不同浓度的大豆蛋白

聚集体并对其分子量分布进行表征，对大豆蛋白和

κ卡拉胶的相行为进行了初步的探索性研究，旨在
为明确大豆蛋白热聚集和相分离的关系以及大豆

蛋白饮料的生产提供一定的理论依据。

１　材料与方法

１．１　供试材料
低变性脱脂豆粕：山东谷神有限公司；κ卡拉

胶：美国 Ｓｉｇｍａ公司。所有其它化学试剂均为分析
纯。

１．２　试验方法
１．２．１大豆蛋白的制备　脱脂豆粕过 ８０目筛后，采
用８５％的乙醇在常温下（２５℃）搅拌浸提 １ｈ，料液
比为１∶５，搅拌后用滤布式离心机离心将酒精分离，
自然晾干，直到豆粕无酒精味为止。干燥后的原料

经碾磨后过８０目筛，４℃下保藏。
醇洗豆粕按１∶１５的料液比加入去离子水充分

混合，用 ２ｍｏｌ·Ｌ－１的 ＮａＯＨ溶液调节 ｐＨ值至
７．０，室温下低速搅拌１ｈ，以１００００ｒ·ｍｉｎ－１在４℃
离心３０ｍｉｎ，弃去沉淀。上清液用 ２ｍｏｌ·Ｌ－１的
ＨＣｌ溶液调节 ｐＨ值至 ４．５，以 １００００ｒ·ｍｉｎ－１在
４℃离心３０ｍｉｎ，弃去上清液，得到蛋白质凝乳。经
水洗后，加入去离子水并用 ２ｍｏｌ·Ｌ－１的 ＮａＯＨ将
溶液回调至 ｐＨ７．０，经搅拌充分溶解后，溶液在 ４℃
以１００００ｒ·ｍｉｎ－１离心 ３０ｍｉｎ以弃去少量不溶物
质，上清液经透析 ２４ｈ除盐后冷冻干燥，干燥的大
豆蛋白在４℃条件下保存。
１．２．２　热诱导大豆蛋白聚集体的制备　大豆蛋白
粉末溶解于去离子水中，磁力搅拌２ｈ，配制成浓度
为 １、２、３、４和 ５％（ｗｔ％）的溶液，溶液以 １００００
ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ后取上清液。蛋白溶液转移
到具塞试管中，沸水浴中加热１５ｍｉｎ后迅速用冰浴
冷却至室温。

１．２．３　ＳＥＣＨＰＬＣ研究天然大豆蛋白及其聚集体
的相对分子量分布　采用ＳＥＣＨＰＬＣ研究天然大豆
蛋白和大豆蛋白热诱导聚集体的分子量分布，使用

Ａｇｉｌｅｎｔ高效液相系统和ＳｈｏｄｅｘＫＷ８０４蛋白柱以及
Ａｇｉｌｅｎｔ紫外检测器。柱子的洗脱极限为１０００ＫＤａ，

分离柱效大于 ２０ＫＤａ。流动相为５０ｍｏｌ·Ｌ－１的磷
酸盐缓冲液（ｐＨ７．０），洗脱速率为１ｍＬ·ｍｉｎ－１，洗
脱液在２８０ｎｍ处检测，柱温为２５℃。３次重复。

用于蛋白柱曲线校正的 １０种标准物质分别
是：甲状腺球蛋白（Ｍｗ：６６９０００）、醛缩酶（Ｍｗ：
１５８０００）、牛血清白蛋白（Ｍｗ：６７０００）、卵白蛋白
（Ｍｗ：４３０００）、过氧化物酶（Ｍｗ：４０２００）、腺苷酸
激酶（Ｍｗ：３２０００）、激血球素（Ｍｗ：１７０００）、核糖
核酸酶 Ａ（Ｍｗ：１３７００）、ａｐｒｏｔｉｎｉｎ（Ｍｗ：６５００）和维
生素 Ｂ１２（Ｍｗ：１３５０）。
１．２．４　热聚集大豆蛋白与 κ卡拉胶相行为　选择
１％和５％大豆蛋白热聚集体和 κ卡拉胶进行相行
为的研究。κ卡拉胶溶液的制备参照文献［６７］。

用结合离心、化学分析和目测等方法建立的相

图，来表征大豆蛋白热聚集体和 κ卡拉胶的相行
为。配制大量不同浓度配比的大豆蛋白聚集体／κ
卡拉胶混合体系，在 ２５℃水浴中放置 ４８ｈ后，
３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心２０ｍｉｎ，观察体系是否发生相分
离。试验中，大豆蛋白的浓度采用凯氏定氮法测

得，κ卡拉胶的浓度采用苯酚硫酸法测得。

２　结果与讨论

２．１　大豆蛋白的制备
用醇洗豆粕制备的大豆蛋白，蛋白含量为

９８．９％（干基），溶解度接近 １００％。其蛋白含量较
高，能满足试验要求。Ｈｕａｎｇ等的研究表明具有较
大分子量和粒径的非热诱导聚集体主要通过非共

价作用结合。试验中对脱脂豆粕的醇洗虽然会轻

微改变蛋白质的结构，但同时抑制了豆粕中其它成

分导致的蛋白质聚集
［８］
，也通过去除残余脂质明显

改善了大豆蛋白的功能性质
［９］
。因此，选取以醇洗

豆粕中提取的蛋白作为试验原料。

２．２　大豆蛋白的热聚集体分子量分布
采用 ＳＥＣＨＰＬＣ研究了不同浓度大豆蛋白热诱

导聚集体的分子量分布，与天然蛋白的分子量分布

进行比较。

图 １　ＳｈｏｄｅｘＫＷ８０４蛋白柱的标准曲线
Ｆｉｇ．１　ＳｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆＳｈｏｄｅｘｐｒｏｔｅｉｎＫＷ８０４ｃｏｌｕｍｎ
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（ａｅ）分别为１％、２％、３％、４％和 ５％的大豆蛋白热聚集体，（ｆ）为天然蛋白。

图中，横坐标代表的是保留时间（ｍｉｎ），纵坐标代表的是信号强度（μＶ）

（ａｅ）ｓｔａｎｄｓｆｏｒ１％、２％、３％、４％、５％ ｈｅａｔｉｎｄｕｃｅｄｓｏｙｐｒｏｔｅｉｎａｇｇｒｅｇａｔｅｓｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，（ｆ）ｓｔａｎｄｓｆｏｒｎａｔｉｖｅｓｏｙｐｒｏｔｅｉｎ

Ｔｈｅａｂｓｃｉｓｓａｓｔａｎｄｓｆｏｒｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅ（ｍｉｎ），ｔｈｅｏｒｄｉｎａｔｅｓｔａｎｄｓｆｏｒｓｉｇｎａｌｉｎｔｅｎｓｉｔｙ（μＶ）

图 ２　大豆蛋白热聚集体及天然大豆蛋白的相对分子量分布

Ｆｉｇ．２　Ｒｅｌａｔｉｖｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｈｅａｔｉｎｄｕｃｅｄｓｏｙｐｒｏｔｅｉｎａｇｇｒｅｇａｔｅｓａｎｄｎａｔｉｖｅｓｏｙｐｒｏｔｅｉｎ．

　　图 １是 ＳｈｏｄｅｘＫＷ８０４蛋白柱的标准曲线，大
豆蛋白聚集体分子量的计算都是依据此标准曲线

进行的。从图 ２（ｆ）中可以看出，保留时间为 ８．９３

的峰所占比例为 ６１．６９％，与标准曲线对照可知其
分子量约为 ３００ＫＤａ，保留时间为 １０．８９的小峰对
应的分子量为１００ＫＤａ，所占面积为 １１．９１％。这 ２
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个峰分别代表了完整的大豆球蛋白分子和亚基。

热处理后的大豆蛋白的色谱图见图 ２（ａｅ），可以发
现在５．８ｍｉｎ左右洗脱出一个很大的峰即对应为蛋
白的聚集体，因为柱子的洗脱极限为 １０６，因此估计
此聚集体的分子量要大于 １０６；同时在聚集体的峰
和非聚集的分子和亚基的峰之间，观察到有分子量

为２×１０５到 １０６的中间体部分存在，表明这部分的
聚集程度相对较低。由图中还可以看出，大豆蛋白

热聚集体中间体的分子量是不均一的，也就是说每

个聚合物分子可以由不同数目的单体分子聚合而

成。从表 １中可以看出，随着大豆蛋白浓度的增
加，热处理后，中间体部分的含量逐渐降低，取而代

之的是聚集体部分的增加，表明体系的多分散性程

度逐渐降低。

表 １　大豆蛋白热聚集体的聚集体及中间体部分的含量

Ｔａｂｌｅ１　Ａｇｇｒｅｇａｔｅａｎｄｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｆｒａｃｔｉｏｎｓｏｆ

ｈｅａｔｉｎｄｕｃｅｄｓｏｙｐｒｏｔｅｉｎａｇｇｒｅｇａｔｅｓ

大豆蛋白聚集体样品

Ｓａｍｐｌｅｓｏｆｈｅａｔｉｎｄｕｃｅｄｓｏｙ

ｐｒｏｔｅｉｎａｇｇｒｅｇａｔｅｓ／％

聚集体部分

Ａｇｇｒｅｇａｔｅｓ／％

中间体部分

Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ

ｓｐｅｃｉｅｓ／％

１ ２６．０ ４９．０

２ ４６．５ ３２．８

３ ５０．１ ２７．０

４ ６０．４ ２５．７

５ ７５．５ ８．２

　　从表１中同时可以看出，１％和 ５％的大豆蛋白
热聚集体的聚集体部分和中间体部分的比例相差

很大，即表示分子量相差较大，可以作为有代表性

的聚集体来研究与 κ卡拉胶的相分离。
３．３　大豆蛋白热聚集体和 κ卡拉胶的相图

图３、图４分别是 ２５℃、ｐＨ７．０时 ５％大豆蛋白
热聚集体／κ卡拉胶混合体系和 １％大豆蛋白热聚
集体／κ卡拉胶混合体系的相图。从图上看，相图可
以近似看做为双曲线结构，但双曲线结构不对称，

二者的形状也不完全相同。这可能是由于 κ卡拉
胶与大豆蛋白热聚集体分子量、分子结构不同以及

二者的亲水性不同造成的
［１０］
。从相图中可以看到，

双节线把混合体系分成 ２个区域：均相区域（双节
线下部）和不稳定区域（相分离区域，双节线上部）。

体系发生宏观相分离后，上层 κ卡拉胶含量比下层
要高，下层大豆蛋白则比上层的要高。

从图３中可以看出，随着蛋白质浓度的增加，
发生明显的宏观相分离所需要的卡拉胶临界浓度

降低。对所选用的 ５％蛋白质热聚集体来说，当蛋
白质浓度为１％时，发生明显的宏观相分离需要的
卡拉胶临界浓度为０．１５％；而当蛋白质浓度增加到

４％时，发生明显的宏观相分离需要的卡拉胶临界
浓度为０．０８％。

从图３和图４的比较中可以发现，５％大豆蛋白
热聚集体／κ卡拉胶混合体系具有较窄的均相区域。
对蛋白质聚集体来说，当蛋白质浓度为 １％时，相分
离需要的卡拉胶浓度分别为 ０．２３％（１％大豆蛋白
热聚集体）和０．１５％（５％大豆蛋白热聚集体）。在
蛋白质浓度为１％、卡拉胶浓度为０．２％的混合体系
中，１％大豆蛋白热聚集体／κ卡拉胶混合体系没有
显示出相分离，５％大豆蛋白热聚集体／κ卡拉胶混
合体系显示出了明显的相分离。这与 Ｃｒｏｇｕｅｎｎｏｃ
等

［１１］
的结论是一致的，他们证明大的聚集体优先相

分离，并且在一定的卡拉胶浓度下，只有大于一定

尺寸的聚集体才能与卡拉胶发生相分离。

从图５中可以看到所拍摄的实际相分离体系，
从左到右分别列出了不同蛋白和 κ卡拉胶浓度的
体系，其混浊的下层相和相对透明的上层相性状均

不相同。

图 ３　２５℃，ｐＨ７．０时 ５％大豆蛋白热聚集体／κ卡拉胶

混合体系的相图

Ｆｉｇ．３　Ｐｈａｓｅｄｉａｇｒａｍｓｏｆ５％ ｈｅａｔｉｎｄｕｃｅｄｓｏｙｐｒｏｔｅｉｎ

ａｇｇｒｅｇａｔｅ／κｃａｒｓｙｓｔｅｍｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄａｔ２５℃，ｐＨ７．０

图 ４　２５℃，ｐＨ７．０时 １％大豆蛋白热聚集体／κ卡拉胶

混合体系的相图

Ｆｉｇ．４Ｐｈａｓｅｄｉａｇｒａｍｓｏｆ１％ ｈｅａｔｉｎｄｕｃｅｄｓｏｙｐｒｏｔｅｉｎ

ａｇｇｒｅｇａｔｅ／κｃａｒｓｙｓｔｅｍｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄａｔ２５℃，ｐＨ７．０
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图 ５相分离体系

Ｆｉｇ．５Ｐｈａｓｅｓｅｐａｒａｔｅｄｓｙｓｔｅｍｓ

３　结论

大豆蛋白在热处理过程中会发生聚集，在此过

程中，随着大豆蛋白浓度的增加，聚集体部分的比

例逐渐增加，中间体部分比例逐渐减少。在大豆蛋

白热聚集体和 κ卡拉胶的相分离过程中，蛋白质的
浓度越高，发生宏观相分离所需的 κ卡拉胶的临界
浓度越低。相图的结果证明５％大豆蛋白热聚集体
和 κ卡拉胶的混合体系具有较窄的均相区域，表明
蛋白质的大小对其与多糖的相分离行为有一定影

响。
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