
 

pH和热处理对负载叶黄素的尼罗罗非鱼分离蛋白乳液

贮藏稳定性和体外消化的影响
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摘要：为了提高叶黄素的稳定性和生物利用率，以罗非鱼分离蛋白 (TPI)为乳化剂，高压
均质制备负载叶黄素 (200 μg/mL)的 TPI乳液，探讨不同 pH (3.0、7.0和 10.0)条件下，热
处理 (70 ℃，30 min)对乳液粒径、乳析指数、叶黄素含量、体外抗氧化活性和体外消化的
影响。结果显示，热处理导致 TPI乳液的粒径减小，液滴分布均匀，贮藏稳定性增强。pH
3.0时，负载叶黄素的 TPI乳液稳定性差，叶黄素降解，乳液色泽明显变化。而在 pH 7.0
和 10.0条件下，70 ℃热处理不会造成叶黄素降解，4 ℃贮藏 28 d无明显分层。经体外模
拟胃肠道消化后，游离脂肪酸释放速率加快，pH 7.0时，经过热处理后，乳液的叶黄素生
物利用率由 18.65%±1.06%提高至 35.69%±2.06%。pH 7.0时，乳液游离脂肪酸释放量和生
物利用率达 94.22%±0.60%和 35.69%±2.06%，ATBS自由基清除能力为 59.17%±0.66%。研
究表明，在中性和碱性条件下结合热处理可以提高 TPI乳液负载叶黄素的稳定性和生物利
用率，保护叶黄素的抗氧化活性，为负载叶黄素的 TPI乳液的开发及应用提供了参考。
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叶黄素是广泛存在于万寿菊 (Tagetes erecta)、

玉米 (Zea mays)、蛋黄等食品中的含氧类胡萝卜素
[1]。叶黄素分子中含有共轭双键，具有特殊的猝

灭单线态氧的能力[2]，可作为自由基清除剂[3]，具

有改善老龄性黄斑变性和心血管疾病、预防白内

障、降低患癌率等多种功效，备受消费者的青睐
[4]。但因其亲脂性和不稳定性，难以渗入水基食

品中，易受热、光照、氧化降解 [5]，极大限制其

在功能食品中的应用。

近年来许多研究者发现，乳液可作为亲脂性

生物活性化合物的输送体系，以克服疏水活性物

质的缺点 [6]。目前，负载叶黄素乳液的水相乳化

剂主要有蛋白质类、多糖类和磷脂等。蛋白质是

一种可再生和具有表面活性的天然分子，能在油

水界面上形成吸附层，延迟乳液相分离 [7]。以酪

蛋白酸钠作为乳化剂，高压均质制备叶黄素纳米

乳液，能够有效提高乳液自由基清除能力，且乳

液热稳定性高[8]。天然乳化剂-玉米纤维胶已被用

作负载叶黄素乳液的新型乳化剂，乳液粒径为

(172.0±2.3) nm，在 23 °C下能稳定 7 d，生物利用

率提高了 32.4%[9]。然而，以水产蛋白质作为乳化

剂制备乳液负载叶黄素的研究目前尚未见报道。
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罗非鱼分离蛋白 (tilapia protein isolate，TPI)由肌

球蛋白、肌动蛋白和小分子的水溶性肌浆蛋白组

成 [10]，营养价值高，易消化 [11]，作为乳化剂可抵

抗油滴絮凝，且在乳液中起抑制脂质氧化作用[12]。

因此，开发 TPI乳液输送体系来负载叶黄素，保

护和有效递送叶黄素，提高叶黄素的稳定性和生

物利用率势在必行。

实际的食品乳液应用中，pH和温度的变化会

影响乳液的稳定性和活性物质的生物利用率 [13]。

一些软饮料呈酸性 (pH 2.5~4.0)，乳制品呈弱碱性

(pH 7.0~7.4)，以及食品乳液在制备过程中需要进

行热加工 (巴氏杀菌、灭菌或烹饪)，探究乳液的

耐酸碱能力和提高其热稳定性在食品领域中具有

广阔的发展前景[14]。pH变化和热处理会影响乳液

的絮凝和聚集，乳液的稳定性又会对其消化性有

显著的影响。研究表明，在胃消化过程中，液滴

的大小和界面层的组成差异会影响乳液的稳定性，

进而影响脂质消化的速率和程度[15]。乳液在胃阶

段表现出不同的理化性质还与蛋白质的类型和蛋

白质预处理的方式有关[16]。Ye等[17] 通过体外动态

消化模型发现，经 90 °C加热 20 min的乳清分离

蛋白乳液比未经热处理的乳液游离脂肪酸释放量

大。因此，了解乳液的物理化学稳定性和体外消

化至关重要。

本实验比较不同 pH (3.0、7.0、10.0)条件下，

热处理 (70 °C，30 min)对负载叶黄素的 TPI乳液

稳定性和体外消化的影响，旨在开发稳定、生物

利用率高的乳液输送系统，进一步拓宽叶黄素在

食品领域中的应用。

 1    材料与方法

 1.1    实验材料

尼罗罗非鱼 (Oreochromis niloticus)购自湛江

东风市场；玉米油购自益海嘉里金龙鱼粮油食品

股份有限公司；叶黄素(纯度≥90%，HPLC级)、
胃蛋白酶 (15  000  U/mg)、猪胆盐 (胆酸含量≥

60%)、胰脂肪酶 (30 000 U/g)、1,1-二苯基-2-苦基

肼 (DPPH，98.0%)、2,2-联氨-双 (3-乙基苯并噻唑

啉-6-磺酸)二铵盐 (ABTS，98%)，上海源叶生物

科技有限公司；尼罗红，上海麦克林生化科技股

份有限公司；尼罗蓝，SIGMA试剂公司；其他试

剂均为国产分析纯。

 1.2    实验仪器与设备

Avanti  J-26sxp落地高速冷冻离心机，美国

Beckman公司；VAP-450自动凯氏定氮仪，德国

Gerhardf公 司 ；MARSⅢ 模 块 化 高 级 流 变 仪 ，

Thermo仪器公司；FV3000激光扫描共聚焦显微

镜，奥林巴斯仪器公司；NanoBrook Omni激光粒

度仪，美国布鲁克海文仪器公司；超高压纳米均

质机，加拿大 ATS仪器公司；Cintra1010紫外分

光光度计，澳大利亚 GBC仪器公司；ALPHA1-
2LD plus冷冻干燥机，德国 Martin Christ Gefrier-
trocknungsanlagen公司；DF-101S恒温水浴锅，巩

义市予华仪器有限责任公司。

 1.3    TPI的提取

取鲜活尼罗罗非鱼背部白肉绞碎，按照 1∶9
(质量体积比)的比例与冰蒸馏水混合，用匀浆机搅拌

3 min，用 1 mol/L NaOH调节 pH值为 11.0，磁力

搅拌提取 15 min后再离心 (10 000 r/min，20 min，
4 °C)。将离心后的上清液通过 8层纱布过滤，滤液用

1 mol/L HCl调节 pH值为 5.5后离心 (10 000 r/min，
20 min，4 °C)，所得沉淀用冰蒸馏水分散并调节

pH为 7.0，透析后冷冻干燥备用。参考国家标准[18]

测量 TPI的粗蛋白质含量为 96.05%±0.76%。实验

过程中操作人员严格遵守实验动物福利伦理规范。

 1.4    乳液的制备

将 TPI粉末分散到蒸馏水中，配制蛋白浓度

为 1.0% (质量分数)的分散体系，磁力搅拌 2 h使

之完全溶解，调整 TPI溶液的 pH值分别为 3.0、
7.0和 10.0，涡旋振荡 30 min。添加 0.2% (质量分

数)的叶黄素于玉米油中，4 °C避光搅拌使之完全

溶解。将 TPI溶液与含叶黄素的玉米油按 9∶1
(质量比)混合，12 000 r/min 高速剪切 2 min获得

粗乳液。粗乳液于 60 MPa、4 °C高压均质 5次获

得细乳液。新制备的乳液转移到棕色离心管中，

于 70 °C水浴加热 30 min，冷却至室温，对照组

不加热，所有样品贮藏存于 4 °C进行乳液性质测定。

 1.5    粒径的测定

将新鲜制备的乳液稀释 300倍避免多重散射，

利用激光粒度仪测定制备的乳液的初始粒径。叶

黄素乳液于 4 °C贮藏 28 d，测定其平均粒径 (nm)。

 1.6    叶黄素含量的测定

参考李季楠等 [8] 的方法，以二甲基亚砜

(DMSO)作为溶剂，配置浓度为 2~10 μg/mL的叶

黄素溶液，于 460 nm测定吸光度，绘制标准曲

线 (y=0.105  2x−0.000  7；R2=  0.999  3)。取 400  μL
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叶黄素乳液于 5 mL离心管中，加入 3 mL的DMSO
进行振荡溶解，以无负载叶黄素的乳液作为对照，

于 460 nm测定吸光度值，代入标准曲线计算叶黄

素的含量 (μg/mL)。

 1.7    乳析指数的测定

参照 Surh等 [19] 的方法，略有改动，测定叶

黄素乳液的乳析指数。将乳液密封于 50 mL玻璃瓶中

(内径 2.5 cm，高度 6.0 cm)，于 4 °C下贮藏。测

定乳液贮藏 28 d的乳析指数，并对实物拍照。记

录乳液析出清液层的高度 (Hs)和乳液总高度 (Ht)，
乳析指数 (CI，%)计算公式：

CI=
H s

H t
£ 100 (1)

 1.8    抗氧化性的测定

 　　DPPH自由基清除能力的测定　　参考

Guan等 [20] 的方法并略作修改。取 100 μL乳液样

品于离心管中，加入 3 mL DPPH溶液 (0.1 mmol/L)
混合均匀，暗反应 20 min后离心 (5 000 r/min，10
min，25 °C)并取上清液，测定吸光度 (波长 517 nm)，
记为 Ai；取 100 μL乳液样品于离心管中，加入 3 mL
体积分数 95%的乙醇溶液，混合反应后测定吸光

度 (波长 517 nm)，记为 Aj；取 100 μL体积分数

95%的乙醇溶液于离心管中，加入 3 mL DPPH溶

液 (0.1 mmol/L)混合反应后相同条件下测定吸光

度，记为 A0。DPPH自由基清除率 (%) 的计算公式：

DPPH =(1¡ A i ¡ A j

A 0

)£100 (2)

 　　ABTS阳离子自由基清除能力的测定　　参

考 Surh等 [20] 的方法并略作修改。将 10 mL ABTS
溶液 (7.0  mmol/L)与 10  mL过硫酸钾溶液 (2.45
mmol/L)等体积混合，暗反应 12~16 h产生 ABTS
阳离子自由基后，将上述混合溶液用体积分数

95%的乙醇溶液稀释，测定吸光度 (波长 734 nm)
为 0.70±0.05后备用。分别取 50 μL的乳液样品于

离心管中，加入 3 mL ABTS阳离子溶液，暗反应

6 min，测定吸光度 (波长 734 nm)，记为At。取 50 μL
体积分数 95%的乙醇溶液，加入 3 mL ABTS阳离

子溶液混合，暗反应 6 min，测定吸光度 (波长

734 nm)，记为 A0。ABTS阳离子自由基清除率

(%) 的计算公式：

ABTS =
A 0¡ A t

A 0

£100 (3)

 1.9    模拟体外消化

 　　构建体外模拟消化体系　　参考 Gasa-Fal-
con等 [21] 的方法构建胃和肠两个阶段的体外模拟

消化。模拟胃消化阶段：取 15 mL乳液样品与 15
mL胃消化液 (含 2 mg/mL NaCl+7 mg/mL HCl+3.2
mg/mL胃 蛋 白 酶 )， 用 1  mol/L  HCl或 1  mol/L
NaOH调 pH至 2.0，于恒温水浴磁力搅拌器中 (37
°C、105 r/min)反应 2 h。模拟肠消化阶段：将 30
mL胃消化液样品用 0.1 mol/L NaOH调 pH至 7.0，
加入 3.5 mL猪胆盐提取物 (54 mg/mL)和 1.5 mL
盐溶液 (含 10 mmol/L CaCl2 和 150 mmol/L NaCl)，
用 1 mol/L  HCl  或 0.1  mol/L  NaOH调 pH至 7.0，
加入 2.5 mL胰脂肪酶 (用 0.1 mol/L磷酸盐缓冲液

配制成 75 mg/mL)，于恒温水浴磁力搅拌器 (37 °C、
105  r/min)反 应 2  h， 每 隔 30  min用 0.1  mol/L
NaOH滴定至 pH为 7.0。
 　　游离脂肪酸 (FFA)释放量的测定　　肠消

化过程中，每隔 30 min，即第 30、60、90和 120
min测量滴定消耗的 NaOH体积，叶黄素乳液体

系游离脂肪酸 (FFA, %)释放量计算公式：

FFA=
VNaOH £ m NaOH £M

2w
£ 100 (4)

式中， VNaOH 为产生 FFA所消耗的 NaOH体积

(mL)，mNaOH 为 NaOH溶液的摩尔浓度 (mol/mL)，
M玉米油为玉米油的平均分子质量 (g/mol)，w玉米油

为最初乳液中油的质量 (g)。
 　　生物利用率的测定　　叶黄素乳液经模拟

胃和肠阶段体外消化后，消化液在 4 °C条件下

10 000 r/min 离心 20 min后分 3层：上层为胃消化

后油形成的乳化层；中间层为消化后负载叶黄素

可被吸收的胶束层；底层为未消化的蛋白质、胆盐

等沉淀物质。用注射器将胶束层取出并经 0.22 μm
滤膜过滤，测定胶束层的叶黄素含量，方法见“叶
黄素含量的测定”。叶黄素乳液经消化后的生物利

用率 (%) 计算公式：

=
A L

A
£ 100 (5)

式中，AL 代表胶束中叶黄素的含量 (μg/mL)，A
代表乳液中叶黄素的总含量 (μg/mL)。
 　　消化液粒径和电位的测定　　将消化过程中

的胃消化液和不同时间段的肠消化液稀释 100倍，

利用激光粒度和 zeta电位仪测定叶黄素乳液不同

消化阶段的粒径和电位。
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 　　消化液微观结构的观察　　参考 Liu等[22] 的

方法进行测定。取 30 μL乳液于离心管中，分别

取出 30 μL消化过程中的胃消化液和不同时间段

的肠消化液于离心管中，同时加入 10 μL 0.1% (质
量分数)的尼罗红染液 (甲醇溶解)和 10 μL 1.0%
(质量分数)的尼罗蓝染液 (蒸馏水溶解)，在暗处

反应 15 min后取 10 μL混合液于载玻片上，盖上

盖玻片，利用激光扫描共聚焦显微镜在 100×油镜

下观察，拍照分辨率为 1 024×1 024。尼罗蓝染液

对蛋白质进行染色，在激发波长为 633 nm和检测

波长为 618~710 nm下观察呈绿色；尼罗红染液对

油相进行染色，在激发波长为 488 nm和检测波长

为 580~620 nm下观察呈红色。

 1.10    数据分析

数据使用 Origin 9.0软件作图，数据间的显

著性差异采用 SPSS Statistics 24.0软件进行方差分

析 (ANOVA)，通过 Duncan氏的多范围检验测定

各平均值之间的差异显著性 (P<0.05)。

 2    结果

 2.1    pH和热处理对负载叶黄素的 TPI乳液粒

径的影响

在 pH 7.0时，未经热处理的 TPI乳液平均粒

径较大 (771.37 nm)，随着贮藏时间的延长，乳液

粒径明显增大；而当 pH值为 3.0和 10.0时，乳液

的粒径减小 (P<0.05)，随着贮藏时间的延长，乳

液粒径缓慢增加 (图 1)。经 70 °C热处理 30 min后，

负载叶黄素的 TPI乳液粒径明显减小 (P<0.05)，
pH  3.0、 7.0和 10.0时乳液粒径分别为 489.29、
490.33和 532.20 nm。

 2.2    pH和热处理对负载叶黄素的 TPI乳液中

叶黄素含量的影响

pH 7.0和 10.0时，未经热处理的 TPI乳液中

叶黄素含量分别为 (193.99±1.64) μg/mL和 (191.26±
7.00) μg/mL，接近添加叶黄素的理论值；而 pH
3.0时，新制备的乳液中叶黄素含量明显减少，仅

剩 (175.37±3.24) μg/mL。在实验条件下，乳液经70 °C
热处理 30 min后，叶黄素含量未发生显著变化

(P>0.05)。随着贮藏时间的增加，经热处理的乳液

中，叶黄素的含量逐渐变化，pH 7.0条件下乳液

贮藏 7 d，叶黄素含量明显下降 (P<0.05)，而 pH
10.0条件下，乳液在贮藏 14 d时，叶黄素含量才

开始下降 (P<0.05) (图 2)。

 2.3    pH和热处理对负载叶黄素 TPI乳液乳析

指数的影响

负载叶黄素的 TPI乳液乳析指数和实物图分
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图 1    不同 pH条件下热处理对负载叶黄素的

TPI乳液粒径的影响

(a) pH 3.0，(b) pH 7.0，(c) pH 10.0；小写字母代表相同贮藏时间不

同热处理之间有显著差异 (P<0.05)，大写字母代表同种热处理不

同贮藏时间之间有显著差异 (P<0.05)，下同。

Fig. 1    Influence of heat treatment on the particle size of
lutein-loaded TPI emulsion under different pH conditions
(a) pH 3.0, (b) pH 7.0, (c) pH 10.0; different lowercase letters represent
significant differences between different heat treatments at the same stor-
age  time  (P<0.05), different  capital  letters  represent  significant   differ-
ences  between  the  same  heat treatments  with  different  storage  times
(P<0.05), the same below.
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别如图 3和图 4，中性条件下，pH 7.0时，未经热

处理的负载叶黄素 TPI乳液第 3天就开始出现底

部水层析出现象，贮藏 28 d，乳析指数达 56.67%±
1.36%。pH 10.0时，乳液贮藏 7 d内，乳析指数

保持不变，乳液没有明显分层，而 1周后开始出

现油相析出现象。pH 3.0时，负载叶黄素的 TPI
乳液出现油层上浮和色素析出，贮藏第 7天，底

部可以明显观察到叶黄素沉淀，且未经热处理的

叶黄素乳液底部色素沉淀更明显。经过热处理后，
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图 2    不同 pH条件下热处理对负载叶黄素的

TPI乳液中叶黄素含量的影响

Fig. 2    Effect of heat treatment on the lutein content in
lutein-loaded TPI emulsion under

different pH conditions
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图 3    不同 pH条件下热处理对负载叶黄素的

TPI乳液乳析指数的影响

Fig. 3    Effect of heat treatment on the creaming index of
lutein-loaded TPI emulsion under different pH conditions

陈艾霖，等 水产学报, 2023, 47(8): 089818

中国水产学会主办  sponsored by China Society of Fisheries https://www.china-fishery.cn

5



对照组　control group 70 °C, 30 min
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图 4    负载叶黄素的 TPI乳液实物图

(a) 未经热处理和加热处理的乳液第 7天瓶子底部的拍照情况；(b)～(f)分别是未经热处理和加热处理的乳液第 7、14、21、28天的拍照情况。

Fig. 4    Visual image of lutein-loaded TPI emulsion
(a) pictures taken at the bottom of the bottle on day 7 of the emulsion without and with heat treatment. (b)-(f) pictures taken on days 7, 14, 21 and 28 of
the emulsion without and with heat treatment, respectively.
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pH 7.0和 10.0条件下的乳液贮藏 28 d均未出现分层。

 2.4    pH和热处理对负载叶黄素的 TPI乳液体

外抗氧化活性的影响

pH值分别为 3.0、7.0和 10.0时，未经热处理

的 TPI乳液中叶黄素的 DPPH自由基清除率分别

为52.18%±1.90%、32.31%±0.51%和23.88%±2.92%。

在酸性 (pH 3.0)条件下，叶黄素乳液的 ABTS自

由基清除率最低，热处理后，pH 3.0、7.0和 10.0
的叶黄素乳液的 ABTS阳离子自由基清除率显著

增加 (P<0.05)，分别为 48.21%±1.06%、 59.17%±
0.66%和 63.39%±1.64% (图 5)。

 2.5    负载叶黄素的 TPI乳液游离脂肪酸释放量

和生物利用率的变化

游离脂肪酸释放量曲线如图 6所示，未经热

处理的乳液经胃和肠模拟消化 30 min后，其游离

脂肪酸的释放速率：pH 3.0 > pH 10.0 > pH 7.0。肠

消化进行到 120 min，叶黄素乳液游离脂肪酸释放

量：pH 10.0 > pH 7.0 > pH 3.0。经 70 °C热处理 30
min后，TPI乳液游离脂肪酸的释放量比未经热处

理的叶黄素乳液游离脂肪酸释放量高。其中碱处

理结合热处理的负载叶黄素的 TPI乳液的游离脂

肪酸释放量最高达 95.41%±0.60%。负载叶黄素的

TPI乳液生物利用率如表 1所示，未经热处理的

叶黄素乳液生物利用率：pH 10.0 > pH 7.0 > pH 3.0，

经过热处理后的叶黄素乳液的生物利用率：pH
10.0 > pH 7.0 > pH 3.0，且经 70 °C热处理 30 min
后，pH 3.0和 7.0的叶黄素乳液的生物利用率比未

经热处理的乳液生物利用率显著升高 (P<0.05)。

 2.6    模拟体外消化过程中负载叶黄素的 TPI乳
液粒径和电位的变化

在模拟体外消化的过程中，乳液的粒径变化

如图 7所示，胃阶段乳液的粒径相对较小，经肠

消化后乳液粒径明显增大后减小 (P<0.05)。胃消

化阶段，未经热处理的酸性 (pH 3.0)负载叶黄素

的 TPI乳液粒径比中性 (pH 7.0)和碱性 (pH 10.0)
叶黄素乳液的粒径大。随着肠消化进行到 60 min
以上，乳液表面净电荷不断增加 (图 8)，其中 pH
7.0和 3.0的叶黄素乳液电位在肠消化过程中显著

增加 (P<0.05) ，且变化较大。pH 7.0和 10.0时，

经热处理后，大部分乳液在肠消化阶段的粒径比

未经热处理的粒径大。当模拟肠消化进行到 120
min时，乳液的粒径和电位较 60 min时小。

 2.7    模拟体外消化过程中负载叶黄素的 TPI乳
液微观形态的变化

通过激光共聚焦显微镜进一步观察负载叶黄

素的 TPI乳液体外消化过程中微观形貌的变化，

油滴经染色后在显微镜下呈红色，蛋白质经染色

后在显微镜下呈绿色。在胃消化阶段，经热处理

后负载叶黄素的 TPI乳液液滴的尺寸更小 (P<
0.05)，脂肪液滴在肠消化 60 min阶段明显增大。

共聚焦扫描显微图像还表明，油滴外层绿色染色

的蛋白质含量随着消化时间的进行逐渐下降。热

处理后，负载叶黄素的 TPI 乳液液滴的尺寸更小

(图版-4, 10, 16)。脂肪液滴在肠消化 60 min 阶段

明显增大 (图版-5, 11, 17)。油滴外层绿色染色的

蛋白质含量随着消化的进行逐渐下降 (图版-3, 6, 9,
12, 15, 18)。

 3    讨论

 3.1    pH和热处理对负载叶黄素的 TPI乳液粒

径的影响

乳液的粒径大小直接影响其稳定性。根据

Stockes规律，颗粒越小，沉降速度越慢，乳液越

稳定 [23]。在极端酸性 (pH 3.0)和碱性 (pH 10.0)条
件下，蛋白质分子侧链氨基及羧基发生解离、展

开和重排，使蛋白质分子表面净电荷增大，分子

间静电斥力增强，液滴不易发生聚集[24]，乳液粒
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图 5    不同 pH条件下热处理对 TPI乳液中叶黄素的

体外抗氧化活性的影响

不同小写字母代表不同 pH和不同热处理之间差异显著 (P<0.05)。

Fig. 5    Effect of heat treatment on
the antioxidant activity in vitro of lutein-loaded in

TPI emulsion under different pH conditions
Different lowercase letters represent significant differences between dif-
ferent pH and heat treatment groups (P<0.05).
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径比中性 (pH 7.0)条件下的粒径小，且随着贮藏

时间的增加，乳液的粒径增加速率减小。热处理

破坏蛋白质聚集体内部的二硫键，将原来被掩盖

的一些非极性基团暴露在界面，增强界面蛋白的

柔韧性和表面净电荷，分子间斥力增强，液滴尺

寸减小且不易聚集[25]。在贮藏过程中，加热处理

后的乳液粒径增加趋势较为缓慢，乳液的稳定性

有所提高，这是因为热处理使叶黄素油滴与蛋白

质之间的结合作用加强，分子间和分子内相互作

用增强，增强了乳液抗流动性，阻止贮藏过程中

油滴上浮和聚集[26]。因此，从粒径反映的乳液物

理稳定性角度分析，pH调节和热处理对负载叶黄

素的 TPI乳液稳定性有利。

 3.2    pH和热处理对负载叶黄素的 TPI乳液中

叶黄素含量的影响

添加含 0.2% (质量分数)叶黄素的玉米油于

TPI溶液中，油水体积比 1∶9，高压均质制备负

载叶黄素的 TPI乳液，乳液中叶黄素的理论含量

为 200 μg/mL。叶黄素在酸性条件下不稳定，制备

过程中发生了明显降解。已有的研究表明，类胡

萝卜素在酸性环境中，共轭链中的碳原子易质子

化，从而导致其加速降解和异构化[27]。在实验条

件下，乳液经70 °C热处理 30 min后，叶黄素含

量未发生显著变化 (P>0.05)，表明乳液对叶黄素

有较好的保护效果。热处理导致蛋白质结构展开

后在界面上构象重排，界面强度增加[28]，乳液具有

一定的热抵抗能力。TPI乳液体系能作为界面屏

障阻碍叶黄素与外界环境直接接触，避免叶黄素在

70 °C下发生降解。研究结果与负载叶黄素的酪蛋

白乳液稳定性类似，经 60和 80 °C热处理 30 min，
叶黄素含量没有明显变化[8]。因此，乳化作用对叶

黄素具有一定的保护作用，且碱性下热处理可以

有效延缓叶黄素的降解，增加叶黄素的热稳定性。

 3.3    pH和热处理对负载叶黄素 TPI乳液乳析

指数的影响

重力分离是食品乳液中最常见的不稳定形式

之一，较大颗粒在重力等因素的影响下，移动更

快而更易发生相互碰撞[13]。研究结果表明，酸性

条件下乳液的粒径和乳析指数等物理稳定性参数

改善，但是色素没能成功被包裹或叶黄素结构发

生变化和降解而析出。类胡萝卜素在贮藏过程中

可能通过各种机制降解，如氧化和异构化，这取

表 1    不同 pH条件下热处理对负载叶黄素的 TPI乳液

生物利用率的影响

Tab. 1    Effect of heat treatment on bioavailability of
lutein-loaded TPI emulsion under different pH conditions

pH 对照组
control group 70 ℃, 30 min

3.0 16.98±2.75e 20.52±1.57c

7.0 18.65±1.06d 35.69±2.06b

10.0 36.74±0.17ab 39.38±2.77a

注：不同字母表示差异显著(P<0.05)。
Notes: Different letters mean significant difference (P<0.05).
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图 6    不同 pH条件下热处理对负载叶黄素的 TPI乳液游离脂肪酸释放量的影响

(a)和 (b)分别代表未经热处理的乳液和加热处理的乳液，下同。

Fig. 6    Effect of heat treatment on the release of free fatty acids (FFA) from
lutein-loaded TPI emulsion under different pH conditions

(a) and (b) represent emulsion without and with heat treatment, respectively, the same below.
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决于它们的组成和储存条件。酸性条件下容易发

生降解和异构化，主要通过与氢离子形成离子对，

并裂解成碳正离子 [26]。经过热处理后，pH 7.0和

10.0条件下的乳液稳定性好，可能与液滴表面同

种电荷数量增加、液滴之间的静电斥力增加、减

少相互聚集等有关。因此，热处理能够改善负载

叶黄素的 TPI乳液的稳定性，延长乳液的贮藏期，

但酸性条件不利于乳液体系包裹叶黄素，无法对

叶黄素起到保护作用。

 3.4    pH和热处理对负载叶黄素的 TPI乳液体

外抗氧化活性的影响

乳液体系中存在 H+会对乳液体系的抗氧化剂

清除 DPPH自由基的作用造成一定影响。pH的变

化可对 DPPH自由基清除能力的测定造成干扰，

具体的干扰机制有待进一步探究。

在酸性条件下叶黄素发生降解，导致乳液的

ABTS自由基清除率最低。随着 pH值增大，抗氧
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图 7    负载叶黄素的 TPI乳液在体外模拟胃肠消化过程中粒径的变化

不同大写字母表示相同消化阶段不同 pH之间差异显著 (P<0.05)，不同小写字母表示同一 pH不同消化阶段之间差异显著 (P<0.05)，下同。

Fig. 7    Changes in particle size of TPI emulsion loaded with lutein during in vitro simulated gastrointestinal digestion
Different  capital  letters  indicate  significant  differences  between  different  pH  values  at  the  same  digestion  stage  (P<0.05);  different  lowercase  letters
indicate significant differences between different digestive stages at the same pH (P<0.05), the same below.
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图 8    负载叶黄素的 TPI乳液在体外模拟胃肠消化过程中电位的变化

Fig. 8    Changes in zeta potential of TPI emulsion loaded with lutein during in vitro simulated gastrointestinal digestion
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化剂给电子能力增加，加速叶黄素乳液 ABTS阳

离子自由基清除反应 [6]。在乳液体系的保护下，

叶黄素的热稳定性增强，热处理之后叶黄素含量

变化不显著，且乳液的稳定性提高，有利于罗非

鱼分离蛋白和叶黄素同时发挥抗氧化作用。因此，

碱性条件结合热处理有利于提高叶黄素乳液的

ABTS阳离子自由基清除能力。

 3.5    负载叶黄素的 TPI乳液游离脂肪酸释放量

和生物利用率的变化

乳液在肠道阶段，油滴界面被脂肪酶酶解，

生成甘油二酸酯和甘油一酸酯等，在胆盐和离子

(如 Ca2+)的作用下进一步被消化吸收 [29]。游离脂

肪酸释放量曲线可用于比较脂质的消化速率和消

化程度。液滴的比表面积会影响脂肪的消化速率，

pH 3.0时乳液粒径小，脂肪消化速率快。McCle-
ments等 [30] 研究了 β-乳球蛋白稳定中链脂肪酸的

乳液消化吸收特性，结果表明脂肪酸的释放率随

乳液粒径的减小而增大。pH 3.0时负载叶黄素的

油相和游离的叶黄素更易于暴露，在胃阶段易被

消化，因此游离脂肪酸的释放量低。经 70 °C热

处理 30 min后，乳液界面蛋白结构展开，易被解

离为肽，具有更高的水解性且易与胆盐结合 [17]，

游离脂肪酸释放量提高。此外，热处理能够改变

界面蛋白质的结构，进而影响脂肪酶与界面吸附

层的相互作用，提高油脂的释放量[31]。因此，可

以通过单独热处理或者碱条件结合热处理来提高

负载叶黄素的 TPI乳液的游离脂肪酸释放量。

经胃肠消化后，将消化液离心并分为 3层：

底部沉积层、中间胶束层 (溶解叶黄素)和上层油

层。生物利用率是指从食物中实际释放出的叶黄

素渗入混合胶束相的数量，这部分的叶黄素可被

胃肠道吸收[31]。叶黄素分子在酸性条件下可能发

生异构化、质子化或其他降解反应[27]，导致酸性

条件下叶黄素的稳定性差，生物利用率低。热处

理能够改变界面蛋白质的结构，进而影响脂肪酶

与界面吸附层的相互作用，加快油脂的释放速率。

此外，游离脂肪酸的释放率与生物利用率成正比，

Nuntarat等 [32] 的研究也表明，游离脂肪酸的释放

程度和虾青素的生物利用率结果一致。因此，碱

性和热处理有利于提高叶黄素的生物利用率。

 3.6    模拟体外消化过程中负载叶黄素的 TPI乳
液粒径、电位和微观结构的变化

肠阶段乳液界面蛋白质被胃蛋白酶水解，油

滴周围的界面层的组成、结构和性质会发生变化，

导致油滴在肠阶段聚结稳定性下降[33]。酸性条件

下，乳液的界面蛋白质层疏松不紧密，易与胃蛋

白酶结合，油滴暴露并聚集导致粒径增大，因此

pH 3.0时叶黄素乳液游离脂肪酸释放速率快，但

释放量低，进一步解释了图 4中 pH 3.0时乳液的

叶黄素沉积在瓶底。随着肠消化进行到 60 min以

上，静电斥力和空间位阻增强，脂肪液滴的尺寸

减小 [6]，说明液滴内部油相被消化，三酰甘油在
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图版    负载叶黄素的 TPI乳液体外模拟胃肠消化过程中的形貌图

(a)未经热处理的乳液，(b)加热处理的乳液。

Plate    Morphology of TPI emulsion loaded with lutein during in vitro simulated gastrointestinal digestion
(a) the emulsion without heating treatment, (b) Tthe emulsion with heating treatment.
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脂肪酶的作用下产生游离脂肪酸和单酰甘油 [34]，

乳液表面净电荷不断增加。pH 7.0和 10.0时，经

热处理后负载叶黄素的 TPI乳液在肠消化阶段的

粒径比未经热处理的粒径大，说明热处理更加有

利于游离脂肪酸的释放和叶黄素的消化，这与叶

黄素乳液的生物利用率增大的结果一致。当模拟

肠消化进行到 120 min时，乳液的粒径和电位反

而减小，说明乳液的界面层已经被消化酶消化，

油滴被进一步消化，油滴颗粒变小。

在胃消化阶段，经热处理后，负载叶黄素的

TPI乳液絮凝程度更低，絮凝液滴的尺寸更小

(P<0.05)，较小的絮凝物有利于肠阶段的消化，因

此热处理后乳液游离脂肪酸释放速率加快。脂肪

液滴在肠消化 60 min阶段明显聚结。共聚焦扫描

显微图像还表明，油滴外层绿色染色的蛋白质含

量随着消化时间的进行而逐渐减少，说明蛋白质

被酶解，导致叶黄素和内部油相被释放。

综上所述，在中性和碱性条件下，热处理可

以提高 TPI乳液负载叶黄素的稳定性、ATBS自

由基清除能力，增加生物利用率，研究结果为

TPI乳液输送疏水活性成分提供了基础。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Effect of pH value and heat treatment on storage stability and in vitro digestion of
lutein-loaded tilapia (Oreochromis niloticus) protein isolate emulsion

CHEN Ailin 1,     LIN Qiongni 1,     ZHANG Ruolan 1,     HONG Pengzhi 1,2,     ZHOU Chunxia 1,2*

(1. Guangdong Provincial Key Laboratory of Aquatic Product Processing and Safety,
Guangdong Provincial Engineering Technology Research Center of Marine Food,

College of Food Science and Technology, Guangdong Ocean University, Zhanjiang    524088, China;
2. Southern Marine Science and Engineering Guangdong Laboratory (Zhanjiang), Zhanjiang    524088, China)

Abstract:  Lutein  is  a  highly  effective  antioxidant,  but  its  application  is  limited  because  its  stability  is  easily
affected by the environment. Tilapia protein isolate (TPI) is a high-quality animal protein with balanced amino acid
ratio and high digestibility. However, due to the limitation of low solubility in water, its emulsifying activity and
emulsifying stability are poor, and the application of TPI as emulsifier is limited. The pH value is the most obvi-
ous external factor that affects the functional properties of protein, and heat treatment is an essential operation in
food processing. In order to improve the stability and bioavailability of lutein, tilapia protein isolate (TPI) was used
as emulsifier, and TPI emulsions containing 200 μg/mL lutein were prepared by high pressure homogenization to
explore the effects of heat treatment (70 °C, 30 min) on emulsion particle size, creaming index, lutein content, in
vitro antioxidant activity and in vitro digestion at three pH values (3.0, 7.0 and 10.0). The results showed that after
heat treatment, the particle size of TPI emulsion with lutein decreased, the emulsion droplets were evenly distrib-
uted, and the storage stability was enhanced. At pH 3.0, the stability of TPI emulsion loaded lutein was poor with
lutein degradation, and the color of emulsion changed obviously. However, at pH 7.0 and 10.0, heat treatment of
70 °C significantly improved the stability of the emulsion without causing the degradation of lutein, and there was
no delamination when stored at 4 °C for 28 days. After simulated gastrointestinal digestion in vitro, the release rate
of free fatty acids was accelerated. After heat treatment, the bioavailability of lutein increased from 18.65%±1.06%
to  35.69%±2.06% at  pH  7.0.  At  pH  7.0,  the  free  fatty  acid  release  was  94.22%±0.60%,  the  bioavailability  was
35.69%±2.06%, and the ATBS free radical scavenging ability was 59.17%±0.66%. The results showed that com-
bined heat  treatment  under  neutral  and alkaline  conditions  can enhance the  stability  and bioavailability  of  lutein
loaded TPI emulsion and protect the antioxidant activity of lutein, which provides a basis for the development and
application of lutein-loaded TPI emulsion.
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