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基于蛋白交联探究偶氮甲酰胺对豆麦馒头

品质影响的机理
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摘要!偶氮甲酰胺!

>Z>

"作为一种常用的面粉改良剂#其对

杂粮馒头品质改善的机制仍鲜有报道$通过
ZO=A

法测定

自由巯基!(

[_

"含量的变化#借助高效液相!

[%

(

_YRQ

"

和激光共聚焦!

QR[U

"分别测定
[Z[

可萃取蛋白!

[Z[%Y

"

含量和蛋白网状结构#并采用油菜籽置换法%

OY>

和
E'(

1

3a

统计法分别测定豆麦馒头的比容%全质构和气孔分布$结果

表明#

>Z>

能显著降低(

[_

含量#即增大二硫键含量&降低

[Z[%Y

含量#蛋白聚合程度增大&形成致密均匀的网络结

构#淀粉(蛋白质基质紧密且均匀$

>Z>

对比容无显著影

响&增大了硬度%胶着性及咀嚼度&提高了气孔数目#降低气

孔平均大小和气孔占有分率#使气孔更规律%致密均匀$因

此#

>Z>

使蛋白聚合程度增加#网状结构更均匀致密#豆麦

馒头品质得到改善#表明蛋白交联程度与豆麦馒头品质之间

存在内在的相关性$

关键词!豆麦馒头&偶氮甲酰胺&蛋白交联&品质
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大豆粉营养丰富#蛋白质含量约为
;7S

#富含人体必需

的
T

种氨基酸#特别是谷类蛋白质所缺乏的赖氨酸含量非常

高*

!

+

#是与谷类蛋白质互补的天然理想食品$小麦粉蛋白质

含量和赖氨酸含量较低*

6

+

#并且加工过程中赖氨酸也易流

失#因此#在馒头加工中加入适量大豆粉可以达到营养强化

的目的$

豆麦馒头是小麦粉和大豆粉混合而制的发酵面制品$

由于大豆粉中蛋白质不同于面筋蛋白#大豆粉的添加致使面

筋含量降低#最终导致面制品的加工性能和品质发生劣

"



变*

:

+

$偶氮甲酰胺%

>Z>

'#被广泛应用于焙烤食品和馒头的

品质改良*

;

+

$中国食品添加剂使用标准%

BA6$87

&

67!;

'

中#允许
>Z>

在小麦粉中的使用限量为
;#'

1

)

P

1

$

目前国内外关于
>Z>

的研究主要集中于其对馒头*

#

+

,

面包*

8

+以及面团*

$

+品质的影响#而对其添加引起的蛋白交联

程度与面筋网络结构以及豆麦馒头品质特性之间的关系缺

乏系统的研究$本试验拟探究
>Z>

对豆麦馒头中自由巯基

含量,蛋白交联程度和蛋白网络结构以及产品最终品质的影

响#以进一步探究蛋白交联与豆麦馒头品质的关系#旨为

>Z>

在中式面制品中的应用提供理论依据$

!

!

材料与方法
!2!

!

材料与仪器

!2!2!

!

材料与试剂

小麦粉%蛋白质
!72$TS

#赖氨酸
726;S

'(特一粉#益海

嘉里粮油有限公司-

大豆粉%

!77

目#蛋白质
;826"S

#赖氨酸
:27$S

'(高温

脱脂豆粉#山东烟台龙口有限公司-

高活性干酵母(安琪酵母股份有限公司-

>Z>

(食品级#河南兴和责任有限公司$

!2!26

!

主要仪器设备

和面机(

>NU&7!

型#雷鸟机械有限公司-

醒发箱(

[U&;7[Y

型#新麦机械有限公司-

酶标仪(

%

?

-5+6

型#美国
A)-O3P

仪器公司-

物性测试仪(

O>&jO6)

型#英国
[F(M*3 U)5@-G

H

GF3'G

公司-

高效液相色谱仪(

>**)(05368"#

型#美国
b(F3@G

公司-

徕卡手动轮转切片机(

YU66;#

型#德国徕卡公司-

扫描电子显微镜(

[.!#!7

型#日本日立株式会社$

!26

!

方法

!262!

!

豆麦馒头的制备
!

参照
[A

)

O!7!:"

&

":

0馒头用小

麦粉1(小麦粉,酵母,水
"

和面%小麦粉
68;

1

#高温脱脂豆粉

:8

1

#酵母
62;

1

#水
!#8

1

'

"

成型%

!77

1

左右'

"

醒发

%

:T\

#

$7S N_

#

:#')0

'

"

蒸制%

:7')0

'

"

冷却%

72#

$

!27+

'$

!2626

!

豆麦馒头蛋白交联程度的分析

%

!

'豆麦馒头自由巯基含量的测定(采用
ZO=A

方

法*

T

+

#取
!72;

1

O@)G

#

82"

1

甘氨酸和
!26

1

%ZO>

#配制成

?

_T27

缓冲液#称为
OB%

$

;7'

1

冻干样品溶于
; 'R

62#S[Z[

&

OB%

中#

6#\

温浴
!+

#每隔
!7')0

旋涡一次#

T777@

)

')0

离心
67')0

$再加入
727;'R;'

1

)

'RZO=A

试剂#

6#\

温浴
:7')0

$采用酶标仪测定吸光度#检测波长

为
;!60'

#以不加
ZO=A

的样品作空白对照$单位用

&

'-*

)

1

.干基蛋白表示$

%

6

'豆麦馒头蛋白中
[Z[

可萃取蛋白含量的测定(蛋白

的聚合程度可以用
[Z[

可萃取蛋白%

[Z[%Y

'的含量*按

式%

!

'计算+来表示$参照
R.-

等*

"

+的研究#称取冻干样品

%

!'

1

干基蛋白'溶于
!'R

缓冲液
>

$漩涡
!7')0

#离心

%

!7')0

#

!7777]

1

'#用
72;#

&

'

的微孔滤膜过滤$将同样

含量的样品溶于
!'R

缓冲液
A

中#按相同操作步骤所得的

上清液为总蛋白$流动相为
#7S

乙腈#流速为
72"'R

)

')0

#

检测波长为
6!;0'

$

缓冲液
>

(含有
6S[Z[

的磷酸盐缓冲液%

727#'-*

)

R

#

?

_82T

'-

缓冲液
A

(含有
726]!7

9:

'-*

)

R

尿素和
!S

二硫苏糖

醇%

ZOO

'的缓冲液
>

$

[Z[%Yk

[Z[

可萃取蛋白峰面积

总蛋白峰面积 ]!77S

$ %

!

'

%

:

'豆麦馒头面筋网络结构的分析(参照罗云*

!7

+

!7的研

究#采用
QR[U

观察面筋网络微观结构$设置冰冻切片机参

数(箱体
967\

#刀头为
966\

$包埋(利用徕卡包埋剂将

样品固定于托盘-切片(样品厚度为
67

&

'

-染色和观察(

VEOQ

浓度为
:2#]!7

9;

1

)

'R

#用于淀粉染色#罗丹明
A

浓

度为
!2:]!7

9#

1

)

'R

#用于蛋白染色#临用时混合#染色

!')0

-激光共聚焦显微镜目镜倍数为
!7]

#物镜倍数为

67]

$

!262:

!

豆麦馒头品质特性的分析

%

!

'豆麦馒头比容的测定(采用油菜籽置换法*

!!

+

$出锅

后冷却
72#+

#称重质量%

1

'#油菜籽置换法测定体积%

'R

'$

比容即体积与质量之比$

%

6

'豆麦馒头全质构的测定(采用
OY>

法*

!6

+

$豆麦馒

头冷却
!+

后#选取
:

个切成厚度为
!#''

的均匀薄片#取中

心
6

片#用物性质构仪测定$

采用
Y

)

6#

探头#

OY>

模式#参数设置为(测前速度(

:''

)

G

-测中速度(

!''

)

G

-测后速度(

#''

)

G

-压缩比例(

#7S

-触发力(

>.F-9#

1

$

%

:

'豆麦馒头内部气孔的分析(采用
E'(

1

3a

统计分析

豆麦馒头气孔结构*

!:

+

$豆麦馒头冷却
72#+

后#切成
!#''

的均匀薄片#取中间两片$设定扫描仪的分辨率为
8774

?

)

#

用
Y+-F-G+-

?

Q[:

截取切片中心位置
:5']:5'

的图像#用

E'(

1

3a

软件进行分析#其阈值选择
XGF.F+@3G+-*4)0

1

技术#

得到以下参数(气孔数目#气孔平均孔径#气孔占有分率$

!262;

!

数据统计
!

所有数据均为
:

次及以上重复测定的平

均值#采用
[Y[[!827

对各组数据进行显著性%

Y

#

727#

'

分析$

6

!

结果与分析
62!

!

添加
>Z>

对豆麦馒头蛋白交联程度的影响

62!2!

!

添加
>Z>

对豆麦馒头中自由巯基含量的影响
!

蛋

白质中自由巯基含量可以用来表征二硫键的改变#同时#这

种改变可以表明蛋白质之间是否存在共价交联*

!;

+

$&

[_

与&

[

&

[

&之间产生的交换反应和&

[_

的氧化#可以使

&

[_

的数量发生变化#巯基和二硫键对于维持面筋蛋白的

网络结构具有重要作用*

!#

+

$面筋蛋白中醇溶蛋白分子中的

二硫键均分布在分子内部#麦谷蛋白分子间存在的二硫键结

合能力强#框架牢固#对产品品质起着重要作用*

!8

+

$图
!

结

果显示(与空白豆麦馒头相比#不同浓度的
>Z>

作用后#

&

[_

含量显著降低$尤其
>Z>

添加量为
# '

1

)

P

1

和

!#'

1

)

P

1

时#&

[_

含量最低$

>Z>

在面粉和水分条件下能

释放活性氧#可以将&

[_

氧化成&

[

&

[

&#因此#&

[_

含

量降低#表明&

[

&

[

&含量提高#蛋白分子量增大*

!$

+

$

7!

基础研究
!

67!8

年第
;

期



不同字母表示有显著性差异%

Y

#

727#

'

图
!

!

添加
>Z>

对豆麦馒头中自由巯基含量的影响

V)

1

.@3!

!

%II35F-I>Z>-0F+35-0F30F-I

(

[_-IG-

H

&

J+3(FQ+)03G3GF3('34M@3(4

62!26

!

添加
>Z>

对豆麦馒头蛋白中
[Z[

可萃取蛋白含量

的影响
!

馒头蒸制过程中#高温条件可以引起蛋白质二硫键

交联#形成更大的蛋白质聚集体*

!T

+

$当面筋蛋白发生交联

或解聚时#其分子量也发生变化$十二烷基硫酸钠%

[Z[

'作

为一种表面活性剂#可打断分子间疏水作用#能在较低浓度

下使大部分蛋白质溶解$通常#当蛋白质发生交联后#

[Z[%Y

含量降低#不可萃取蛋白含量增加*

!"

+

$因此#将
[Z[

萃取的蛋白通过体积排阻色谱柱#能直观地比较蛋白质分子

量变化#该方法能较好地反映蛋白聚合行为*

67

+

$

由图
6

和图
:

可知#与豆麦馒头相比#

>Z>

作用后#洗

脱曲线面积有不同程度地降低#

[Z[%Y

含量减小#聚合的蛋

白质不能溶于缓冲液而被检测出#即
[Z[

可萃取蛋白的含量

降低#蛋白聚合程度增大*

6!

+

$这与自由巯基的变化趋势一

致#由于
>Z>

促使&

[_

形成&

[

&

[

&#形成分子间的共价

交联#蛋白聚集成大聚体#形成更加牢固的网络结构#从而使

蛋白可溶出率降低$当
>Z>

浓度为
#'

1

)

P

1

时#

[Z[

可萃

取蛋白百分含量最小#为
!!287S

$

62!2:

!

添加
>Z>

对豆麦馒头面筋网络结构形成的影响
!

为

了进一步了解淀粉和蛋白质的结合方式#采用
QR[U

观察

>Z>

作用前后豆麦馒头的面筋网状微观结构的变化$对比

图
;

%

(

'和%

M

'#图
;

%

M

'的蛋白结构分布更为密集且均匀#形成

图
6

!

非还原条件下
>Z>

对豆麦馒头蛋白交联程度影响

的
[%

(

_YRQ

图谱

V)

1

.@36

!

[%

(

_YRQ(F*(G(M-.F>Z>

)

G3II35F-0

?

@-F3)0

5@-GG&*)0P)0

1

-IG-

H

&J+3(FQ+)03G3GF3('34M@3(4

)00-0&@34.5)0

1

5-04)F)-0G

不同字母表示有显著性差异%

Y

#

727#

'

图
:

!

>Z>

对豆麦馒头
[Z[%Y

含量的影响

V)

1

.@3:

!

%II35F-I>Z>-0F+3[Z[%Y

?

3@530F(

1

3-I

G-

H

&J+3(FQ+)03G3GF3('34M@3(4

网状$对比图
;

%

5

'和%

4

'#%

4

'中淀粉&蛋白质基质结合紧密

且均匀#经过高温蒸制#淀粉颗粒糊化肿胀$糊化的淀粉能

完整地被蛋白骨架包裹#气孔结构细小且密集$豆麦馒头瓤

的显微结构显示了小分子蛋白组群和高密度蛋白的微结

构*

66

+

$大量气孔的出现是由于面团发酵过程酵母产生的二

氧化碳所致#产生多层气孔赋予面团柔软特性*

6:

+

$因此可

知#

>Z>

增强了蛋白网络结构的致密性#淀粉充分被包裹在

蛋白骨架中#并且使得气孔结构更为细小致密*

!7

+

6#96$

$

626

!

添加
>Z>

对豆麦馒头品质特性的影响

6262!

!

添加
>Z>

对豆麦馒头比容的影响
!

图
#

显示#

>Z>

作用后比容无显著性变化$由于
>Z>

的加入促进了

蛋白之间的交联#淀粉&蛋白质结合更加紧密#形成了更为

致密牢固的凝胶网络结构#使得豆麦馒头的比容略有减小#

当添加量超过
#'

1

)

P

1

时#过量的
>Z>

快速氧化过程中会

造成面粉与水分不能充分接触#蛋白聚合程度减小#网络气

孔结构不太密集#使比容略有上升#但是在本试验设计中#总

图
;

!

>Z>

对豆麦馒头面筋网络结构的影响

V)

1

.@3;

!

%II35F-I>Z>-0F+3

1

*.F3003FJ-@P-I

G-

H

&J+3(FQ+)03G3GF3('34M@3(4

!!

第
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相同字母表示无显著性差异%

Y

$

727#

'

图
#

!

>Z>

对豆麦馒头比容的影响

V)

1

.@3#

!

%II35F-I>Z>-0[R<-IG-

H

&J+3(F

Q+)03G3GF3('34M@3(4

体来说这种影响并不显著$因此#

>Z>

的加入对豆麦馒头

的比容未产生不好的影响$

62626

!

添加
>Z>

对豆麦馒头全质构的影响
!

由表
!

可知#

>Z>

使豆麦馒头硬度增加#胶着性及咀嚼度也随之有不同

程度的增加#而弹性,黏聚性和回复性降低$

>Z>

添加量为

#'

1

)

P

1

时#这种趋势更为明显$这是由于
>Z>

促进面筋

网络的形成#面筋的弹性较差#导致馒头的气室减小#因而硬

度增加#咀嚼度增加*

6;

+

$然而#当添加量大于
#'

1

)

P

1

时#

硬度显著降低#随着添加量的继续增大#硬度不再显著变化$

通常#胶着性,咀嚼度和硬度的变化趋势一致*

:

+

$

6262:

!

添加
>Z>

对豆麦馒头内部气孔分布的影响
!

气孔

分布均匀,气孔的平均表面积适中是内部纹理结构改良之后

的表征*

!:

+

$图
8

直观反映了豆麦馒头切片气孔总体分布情

表
!

!

>Z>

对豆麦馒头全质构的影响`

O(M*3!

!

%II35F-I>Z>-0F3LF.@35+(@(5F3@)GF)5G-IG-

H

&J+3(FQ+)03G3GF3('34M@3(4

>Z>

添加量)

%

'

1

.

P

1

9!

'

硬度 弹性 黏聚性 胶着性 咀嚼度 回复性

7

!#T:26;̂ 862:6

5

72"6̂ 727;

(

72$"̂ 727!

(

!6#T2:!̂ :T2!!

5

!!;82:8̂ $$2#$

5

72;;̂ 727!

(

# 66;T2;7̂ :;2#;

(

72"7̂ 727!

(M

72$T̂ 727!

M

!$;!2$7̂ 6:2!#

(

!#8;2$!̂ !62"7

(

72;!̂ 727!

M5

!#

!"$$2:T̂ 872$#

M

72"7̂ 727!

(M

72$T̂ 727!

M

!8!!2"7̂ !$2#;

M

!:"#2"$̂ ;82":

M

72;6̂ 727!

M

6#

67!!2$:̂ :"2;8

M

72T"̂ 727!

M

72$T̂ 727!

M

!#8$2";̂ 6$2#T

(

!:T!28:̂ 6"2"6

M

72;6̂ 727!

M

:# 67$:26"̂ !T2$;

M

72"7̂ 727!

(M

72$$̂ 727!

M

!87T2::̂ !T26#

M

!;#T276̂ !"2!6

M

72;6̂ 727!

M5

!!

`

!

同列中不同字母表示有显著性差异%

Y

#

727#

'$

况$由图
8

可知#与空白豆麦馒头相比#

>Z>

作用后气孔整

体分布均匀#气孔小且致密*

6#

+

$这与王远成等*

8

+的研究一

致#表明
>Z>

能促使面包组织细腻均匀$由表
6

可知#

>Z>

作用后#气孔数目增多#气孔的平均孔径减小#气孔占

有分率降低$尤其当
>Z>

添加量为
#'

1

)

P

1

时#这种趋势

更为明显$

>Z>

对豆麦馒头气孔分布的影响进一步解释了比容和

质构的变化$气孔数目的增加以及气孔平均孔径的减小在

一定程度上不会对体积造成显著影响$由于少量
>Z>

作用

后馒头气孔细小而密集#因此硬度增大#胶着性和咀嚼度也

随之增大$

黑色部分为气孔

图
8

!

>Z>

对豆麦馒头内部气孔分布的影响

V)

1

.@38

!

%II35F-I>Z>-0)003@

1

(G53**4)GF@)M.F)-0-I

G-

H

&J+3(FQ+)03G3GF3('34M@3(4

表
6

!

>Z>

对豆麦馒头内部气孔分布的影响`

O(M*36

!

%II35F-I>Z>-0)003@

1

(G53**4)GF@)M.F)-0-IG-

H

&

J+3(FQ+)03G3GF3('34M@3(4

>Z>

添加量)

%

'

1

.

P

1

9!

'

气孔数目 平均孔径)
&

'

气孔占有

分率)
S

7 !$78277̂ "82!;

4

!7;2";̂ !72:"

(

::2T7̂ !2#;

(

# :;6;2T7̂ !66266

(

$!2!"̂ :2T#

54

6"28:̂ !28$

5

!# ::T62#7̂ T828"

(

$!2TT̂ ;2#7

4

6"2#:̂ !2#6

5

6# :!!62$7̂ !:T2#;

M

T6287̂ :2#"

M

:!26:̂ 72!#

M

:# :76$277̂ 67#2:!

5

T:2T:̂ ;2:;

M5

:72$$̂ 728$

M

!

`

!

同列中不同字母表示有显著性差异%

Y

#

727#

'$

62:

!

添加
>Z>

后豆麦馒头的蛋白交联程度与其品质特性

的内在关系探讨

!!

与空白豆麦馒头相比#

>Z>

的加入降低了豆麦馒头中

的&

[_

含量#意味着&

[

&

[

&含量提高#表明
>Z>

能将自

由巯基氧化形成二硫键$根据王远成等*

8

+的研究#

>Z>

在

面粉和水存在下#很快释放出活性氧#将小麦蛋白质内自由

巯基氧化成为二硫键#使蛋白质链相互连结而构成网状结

构#从而改善面团的物理操作性质及面制品组织结构$根据

谢宏等*

68

+的研究#二硫键含量与米饭的硬度有关$同时#罗

云*

!7

+

:6的研究表明#蛋清蛋白与面筋蛋白之间的二硫键的交

联作用提高了面条的硬度$由此说明#在本试验中#

>Z>

促

使发生的二硫键共价交联作用可以提高豆麦馒头的硬度和

6!

基础研究
!

67!8
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;
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咀嚼性$

与空白豆麦馒头相比#

>Z>

降低了
[Z[%Y

含量#

[Z[

可溶性蛋白减少#蛋白质分子之间产生聚合现象$这与

&

[_

含量变化趋势一致$根据
A3@F

等*

6$

+的研究#焙烤阶段

面筋蛋白的聚合有助于其最终结构和品质的形成$

[F33@F3&

1

3'

等*

6T

+表明#以
[Z[%Y

水平代表的面筋聚合程度决定了

焙烤食品的硬度#聚合程度降低#硬度减小$

U--@3

等*

6"

+研

究表明#蛋白交联不总是对面包造成更好的比容$因此可以

说明#在本试验中#

>Z>

促使蛋白交联程度的增加可以提高

豆麦馒头的硬度#对比容无显著影响$

与空白豆麦馒头相比#

>Z>

的加入促进了面筋网络结

构的形成#在蒸制过程中#糊化的淀粉被蛋白骨架包裹#淀

粉&蛋白质基质结合紧密#基质之外间隙小#形成细小的气

孔$原因可能是面筋蛋白聚合和自由巯基氧化形成的二硫

键*

:7

+

#以及麦醇溶蛋白和麦谷蛋白通过&

[_

和&

[

&

[

&的

交换反应*

:!

+

$之前研究*

6#

+表明#

>Z>

能够强化面团的持气

特性#改善最终的面包结构和面包瓤质构$由此可说明#本

试验中#

>Z>

促使面筋网络结构的形成#提高气孔数目#减

小气孔平均大小#降低了气孔占有分率#整体分布均匀而规

律#气孔多#细小而致密$

然而#当
>Z>

添加量超过
#'

1

)

P

1

时#&

[_

和
[Z[%Y

的含量略有升高#伴随着豆麦馒头硬度和咀嚼度略有下降#

气孔数量略有减小#平均孔径和气孔占有分率略有升高$这

与
>Z>

小于
#'

1

)

P

1

时的趋势相反$这可能是
>Z>

作为

一种快速氧化剂#反应时间短#过量的
>Z>

加入后#面粉和

水分在接触不够充分的条件下发生氧化反应#导致活性氧减

少#&

[_

氧化成为&

[

&

[

&的数目有限#以二硫键为主的共

价交联蛋白聚合程度低#蛋白网络结构不够致密#进而引起

豆麦馒头品质的相应变化$

:

!

结论
一定浓度范围内#

>Z>

能降低自由巯基含量和
[Z[%Y

含量#提高蛋白交联程度#形成致密均匀的凝胶网络结构-与

之对应的是#

>Z>

对豆麦馒头比容无显著影响#增大硬度,

咀嚼度和气孔数目#减小气孔孔径$综合分析蛋白交联程度

提高和豆麦馒头品质好转这一结果#表明蛋白网络结构与豆

麦馒头品质存在内在相关性$
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