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美拉德反应对芝麻多肽抗氧化活性的影响
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摘要!在制备芝麻多肽的基础上$研究美拉德反应对芝麻多

肽抗氧化活性的影响%结果表明$芝麻多肽美拉德反应的适

宜肽糖比为
"

'

8

!质量比"&美拉德反应能够显著提高芝麻多

肽的抗氧化活性$其还原力#

<UDC

\ 自由基清除率#

TVV>

自由基清除率和羟自由基清除率分别提高了
"8"59̂

$

!$95'̂

$

("58̂

$

"$!58̂

%美拉德反应降低了芝麻多肽中赖

氨酸#甲硫氨酸和酪氨酸含量$增加了丙氨酸#缬氨酸含量$

且生成了天冬氨酸#谷氨酸#半胱氨酸和甘氨酸%褐变程度

和接枝度均随美拉德反应时间的延长而增加$在反应
90

时$其褐变程度和接枝度分别为
"598̂

$

8%59̂

%美拉德反

应产物在
8"$

$

8%$2+

处具有吸收峰$且吸收峰强度随着反

应时间的延长逐渐增强$这与反应产物中肽键发生了改变和

类黑精含量增加有关%可见$美拉德反应对芝麻多肽的抗氧

化活性具有一定的影响%

关键词!美拉德反应&芝麻&多肽&抗氧化活性
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芝麻多肽是芝麻蛋白经水解后得到的有生物活性的混

合小肽#与蛋白质相比#这些小肽易于被人体吸收利用#且具

有抗氧化(抗菌(降血压(调节免疫等生理活性#其中抗氧化

作用是其重要的一种生理活性)

"Z8

*

%研究)

!

*表明#芝麻多肽

具有清除机体自由基(抑制脂质过氧化以及提高抗氧化酶活

性的能力#还能够降低小鼠血清和肝脏中丙二醛含量#提高

肝脏中超氧化物歧化酶和谷胱甘肽过氧化物酶活性%

美拉德反应是羰基化合物与氨基化合物之间发生的一

种复杂反应%美拉德反应对提高蛋白质功能性质以及食品

品质方面具有重要作用#通过美拉德反应可以提高蛋白质的

溶解性(乳化性(热稳定性以及胶体稳定性)

9

*

+改变食品的色

泽(风味以及营养价值)

'

*

%研究)

%

*表明#美拉德反应产物中

含有类黑精(还原酮以及挥发性杂环化合物#这些物质具有

一定的抗氧化性能%

目前采用美拉德反应修饰生物活性肽的研究较多#例

如"陈贵堂等)

#

*制备的灰树花多肽美拉德反应产物的还原力

和
TVV>

自由基清除能力与等质量浓度的抗坏血酸相当+赵

98



谋明等)

(

*以草鱼肽和木糖制备的美拉德反应产物的褐变程

度更高(抗氧化活性更强#且随时间的延长抗氧化活性逐渐

增强%然而#美拉德反应用于改善芝麻多肽抗氧化活性的研

究还未见报道%本研究在制备芝麻多肽的基础上#筛选芝麻

多肽美拉德反应的适宜还原性糖及其肽糖比#研究美拉德反

应对芝麻多肽抗氧化活性的影响#以期提高芝麻多肽抗氧化

活性+并进一步分析芝麻多肽美拉德反应过程中氨基酸组成

及含量(褐变程度(接枝度以及紫外吸收光谱的变化#探讨芝

麻多肽美拉德反应产物抗氧化的机理#为食品中天然抗氧化

剂的开发提供依据%

"

!

材料与方法
"5"

!

材料与仪器

葡萄糖(木糖(乳糖(十二烷基磺酸钠(

#

*

巯基乙醇(磷酸

二氢钠(磷酸氢二钠(过硫酸钾(乙酸钠(三氯化铁(双氧水"

分析纯#国药集团化学试剂有限公司+

碱性水解酶(三氯乙酸(铁氰化钾(

TVV>

(

<UDC

(邻二

氮菲等"分析纯#上海青析化工有限公司+

邻苯二甲醛(甲醇(乙腈"色谱纯#美国
<

3

-.12FD16027.*

7

3

-1L

公司+

芝麻粕"安徽华安食品有限公司+

分析天平"

@B*"$9

型#上海精密科学仪器公司+

微型高速粉碎机"

@e"$$

型#天津泰斯特仪器有限公司+

恒温水浴锅"

>>*%

型#江苏金坛市亿通电子有限公司+

离心机"

DAY*"%

型#湖南湘仪实验室仪器开发有限

公司+

高校液相色谱仪"

YB*8$<

型#日本岛津公司+

紫外&可见光分光光度计"

Dd*"($$

型#北京普析通用

仪器有限责任公司%

"58

!

试验方法

"585"

!

芝麻多肽的制备
!

称取
'$

3

芝麻粕#粉碎后过
%$

目

筛#用
$5"+7.

'

Y;,]>

溶液在
9$[

恒温水浴搅拌提取
"0

#

离心!

($$$E

'

+-2

#

"$+-2

$后#取上清液!芝麻蛋白液$#在碱

性蛋白酶!

"5$S"$

'

d

'

3

$与芝麻蛋白液!

"$̂

$的
'

'

?

为

8̂

(

O

>(5$

(酶解温度
9$[

条件下酶解
!0

#反应结束后沸

水浴灭酶
8$+-2

#冷却后离心!

($$$E

'

+-2

#

"$+-2

$#上清液

冷冻干燥后于
Z8$[

保存备用%

"5858

!

氨基酸含量测定
!

取
"+Y

多肽溶液#加入
8+Y

三

氯乙酸沉淀蛋白后离心!

"8$$$E

'

+-2

#

"$+-2

$#经
$588

$

+

膜过滤后采用
>VYB

法进行氨基酸含量的测定%色谱柱"

D01E+7>

HO

1EL-.]TCB

"(

!

'

$

+

#

95%++S8'$++

$+柱温

9$[

+流动相#水相
<

"无水醋酸钠
!5$%

3

#先溶于
($$+Y

水#然后加三乙胺
8$$

$

Y

#四氢呋喃
'+Y

#

II>

8

]

定容至

"Y

#醋酸调节
O

>

至
#58

#有机相
U

"无水醋酸钠
!5$%

3

#

II>

8

]

定容至
8$$ +Y

#醋酸调节
O

>

至
#58

#然后加入

9$$+Y

甲醇和
9$$+Y

乙腈+流速
"+Y

'

+-2

%采用
]V<

试剂进行在线柱前衍生%

"585!

!

芝麻多肽美拉德反应还原糖种类及肽糖比的确定

用蒸馏水将芝麻多肽配置成质量浓度为
'̂

的溶液#分

别称取一定量的葡萄糖(乳糖和木糖#加到芝麻多肽溶液中#

使肽糖的质量比分别为
8

'

"

#

"

'

"

#

"

'

8

#

"

'

!

%待完全溶解

后用
"+7.

'

Y;,]>

溶液调
O

>

值至
(5$

#置于
&' [

水浴

80

#反应后迅速冷却#得到芝麻多肽美拉德反应产物#并置

于
Z8$[

保存备用%

"5859

!

芝麻多肽美拉德反应产物的制备
!

在选取适宜的还

原糖和肽糖比的基础上制备芝麻多肽美拉德反应产物%反

应条件同
"585!

#反应时间分别为
"

#

8

#

!

#

90

%

"585'

!

抗氧活性测定

!

"

$还原力的测定"根据文献)

&

*方法略作修改#取多肽

溶液及 其 美 拉 德 反 应 产 物 各
$5' +Y

于 试 管 中#加 入

$58+7.

'

Y

的磷酸盐缓冲液!

O

>%5%

$

85'+Y

和
"5$̂

铁氰化

钾溶液
85'+Y

#混匀#于
'$[

保温
8$+-2

后置于冰浴中#并

加入
"$̂

的三氯乙酸溶液
85'+Y

#混合后于
!$$$E

'

+-2

离

心
"$+-2

%取上清液
85'+Y

#加入蒸馏水
8+Y

和
$5"̂

三

氯化铁溶液
$5' +Y

#振荡均匀后静置
"$ +-2

#测定其在

#$$2+

处的吸光值!

"

#$$

$%

!

8

$

<UDC

\自由基清除率测定"根据文献)

"$

*方法略作

修改#取
#59++7.

'

Y<UDC

溶液
8+Y

与
85%++7.

'

Y

过硫

酸钾溶液
8+Y

#混合后室温避光放置
"%0

#用
O

>95'

的

8$++7.

'

Y

乙酸钠缓冲溶液稀释混合液#使其在
#!92+

处

的吸光值!

"

#!9

$达到
$5#a$5$8

#取
85$+Y

稀释过的溶液与

"+Y

多肽液混合#静置
%+-2

后测定
"

#!9

值%

'

"

S

"

$

V

"

?

"

$

T

"$$̂

# !

"

$

式中"

'

"

&&&

<UDC

\自由基清除率#

^

+

"

$

&&&加入去离子水的吸光值+

"C

&&&加入样品的吸光值%

!

!

$

TVV>

自由基清除率的测定"根据文献)

""

*方法略

作修改#取
"+Y

样品与
9+Y$5$8++7.

'

YTVV>*

无水乙

醇溶液混合#混匀后在室温避光放置
!$ +-2

#混合液于

!$$$E

'

+-2

离心
'+-2

#取上清液#测定
'"#2+

处的吸光值

!

"

'"#

$#用体积比
"

'

"

的无水乙醇与水混合液作为参比%

'

6

S

"

V

!

"

"

V

"

8

$

"

$

T

"$$̂

# !

8

$

式中"

'

6

&&&

TVV>

自由基清除率#

^

+

"

$

&&&空白对照!

TVV>\

乙醇$的吸光值+

"

"

&&&加入样品时
TVV>

!样品
\TVV>*

无水乙醇$的

吸光值+

"

8

&&&样品!样品
\

乙醇$的吸光值%

!

9

$羟自由基清除率测定"根据文献)

"8

*方法略作修

改#取
#5'++7.

'

Y@1C]

9

溶液
$58+Y

#

#5'++7.

'

Y

邻二氮

菲溶液
$58+Y

#样品溶液
$59 +Y

#

O

> #59VUC

的 溶 液

85$+Y

#蒸馏水
$5(+Y

以及
"5$̂ >

8

]

8

$59+Y

于试管中#

混匀后置于
!#[

恒温水浴
%$+-2

#测定其在
'!%2+

处的吸

光值%

'

]>

S

"

8

V

"

$

"

"

V

"

$

T

"$$̂

# !

!

$

'8

基础研究
!
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式中"

'

]>

&&&羟自由基的清除率#

^

+

"

$

&&&以蒸馏水代替样品测得的吸光值+

"

"

&&&以蒸馏水分别代替样品和
>

8

]

8

测得的吸光值+

"

8

&&&样品的吸光值%

"585%

!

褐变程度和接枝度的测定

!

"

$褐变程度测定"根据文献)

"!

*方法略作修改#以蒸

馏水作为参比#在
98$2+

处测定芝麻多肽美拉德反应产物

的吸光值作为褐变程度%

!

8

$接枝度测定"根据文献)

"9

*方法略作修改#取

8$$

$

Y

质量浓度为
8+

3

'

+Y

的芝麻多肽美拉德反应产物#

加入邻苯二甲醛溶液
9+Y

#混匀后置于
!' [

条件下水浴

8+-2

#测定其在
!9$2+

的吸光值%空白对照组为
95$+Y

邻苯二甲醛
\8$$

$

Y

蒸馏水%

6$

S

"

$

V

"

9

"

$

T

"$$̂

# !

9

$

式中"

6$

&&&接枝度#

^

+

"

9

&&&芝麻多肽美拉德反应产物在
!9$2+

的吸光值+

"

$

&&&芝麻多肽溶液在相同反应条件下在
!9$2+

的

吸光值%

"585#

!

紫外光谱分析
!

用
$5$"+7.

'

Y

O

>#5$

磷酸盐缓冲液

将芝麻多肽美拉德反应产物稀释至质量浓度为
"+

3

'

+Y

#

采用紫外
*

可见光分光光度计全波长扫描%

"5!

!

数据处理%作图及统计分析

采用
)J61.8$"$

软件进行数据整理和做图#用
C<C&5"

统计分析软件进行差异显著性分析#每个试验
!

次重复%

8

!

结果与分析
85"

!

还原糖种类及肽糖比的确定

选取葡萄糖(乳糖和木糖
!

种代表性还原性糖与不同比

例的芝麻多肽进行美拉德反应#研究糖的种类及肽糖比对美

拉德反应产物还原力的影响#结果见图
"

%由图
"

可知#木糖

与芝麻多肽发生美拉德反应后产物的还原力最高#而乳糖最

低+可能是木糖为五碳糖单糖#其碳链短于葡萄糖#空间位阻

图
"

!

还原糖种类及肽糖比例对芝麻多肽美拉德

反应产物还原力的影响

@-

3

=E1"

!

)GG16F7GE1I=6-2

3

L=

3

,EF

HO

1L,2I

O

1

O

F-I1L=

3

,E

E,F-7L72E1I=6-2

3

G7E617G+,..,EIE1,6F-72

O

E7I*

=6FL7GL1L,+1

O

7.

HO

1

O

F-I1

小#更易于多肽发生美拉德反应+乳糖为还原性双糖#其分子

量较还原性单糖的分子量大#从而导致反应速度较还原性单

糖慢)

"'

*

%另外#随着肽糖比例的增加#反应产物的还原力逐

渐增加#当肽糖质量比
#

"

'

8

时#其还原力增加不明显%因

此#选取木糖与芝麻多肽
"

'

8

的质量比进行后续的试验%

858

!

美拉德反应对芝麻多肽铁氰化钾还原力的影响

芝麻多肽及其美拉德反应产物的铁氰化钾还原力见

图
8

%由图
8

可知#芝麻多肽美拉德反应产物的还原力随着

反应时间的延长明显增大#在反应前
80

内#反应产物的还

原力低于芝麻多肽+但在反应
!

%

90

时#还原力分别为
$5(!

#

$5&8

#显著高于芝麻多肽的还原力!

V

"

$5$'

$%这与
b-,2

3

等)

"%

*研究水溶性牛酪肽美拉德产物的还原力随反应时间延

长而增加的结果相一致%

C

O

表示芝麻多肽+

)

表示与
C

O

比较#差异在
$5$'

水平上显著

图
8

!

美拉德反应对芝麻多肽还原力的影响

@-

3

=E18

!

)GG16F7G+,..,EIE1,6F-7272F01E1I=6-2

3

O

7K1E7GL1L,+1

O

7.

HO

1

O

F-I1L

85!

!

美拉德反应对芝麻多肽
<UDC

\自由基清除能力的影响

图
!

为芝麻多肽及其美拉德反应产物的
<UDC

\自由基

清除率%由图
!

可知#美拉德反应能够显著提高芝麻多肽

<UDC

\自由基的清除能力#且反应产物的
<UDC

\自由基清

除率随着反应时间的延长而逐渐增加#当反应时间为
!

#

90

时#自由基清除率分别为
9!̂

#

#8̂

#显著高于芝麻多肽的清

除率!

V

"

$5$'

$%

R12

3

等)

"#

*研究也表明#美拉德反应产物具

有
<UDC

\自由基清除活性#且清除活性随反应时间的延长

而增加%

C

O

表示芝麻多肽+

)

表示与
C

O

比较#差异在
$5$'

水平上显著

图
!

!

美拉德反应对芝麻多肽
<UDC

\自由基清除率的影响

@-

3

=E1!

!

)GG16F7G+,..,EIE1,6F-7272F01<UDC

\

GE11E,I-*

6,.L6,N12

3

-2

3

E,F17GL1L,+1

O

7.

HO

1

O

F-I1L
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!

美拉德反应对芝麻多肽
TVV>

自由基清除能力的影响

图
9

为美拉德反应对芝麻多肽
TVV>

自由基清除率的

影响%由图
9

可知#美拉德反应能够显著提高芝麻多肽

TVV>

自由基的清除率#当芝麻多肽美拉德反应
"

%

90

时#

产物的
TVV>

自由基清除率显著高于芝麻多肽的!

V

"

$5$'

$%

C

O

表示芝麻多肽+

)

表示与
C

O

比较#差异在
$5$'

水平上显著

图
9

!

美拉德反应对芝麻多肽
TVV>

自由基清除率的影响

@-

3

=E19

!

)GG16F7G +,..,EIE1,6F-7272F01TVV> GE11

E,I-6,.L6,N12

3

-2

3

E,F17GL1L,+1

O

7.

HO

1

O

F-I1L

85'

!

美拉德反应对芝麻多肽羟自由基清除能力的影响

美拉德反应对芝麻多肽羟自由基清除率的影响见图
'

%

由图
'

可知#在
"

%

!0

内#芝麻多肽美拉德反应产物的羟自

由基清除能力随着反应时间的延长而增强#但反应
!

#

90

自

由基清除率差异不明显%另外#在反应
8

%

90

#产物的自由

基清除率显著高于芝麻多肽的!

V

"

$5$'

$%

C

O

表示芝麻多肽+

)

表示与
C

O

比较#差异在
$5$'

水平上显著

图
'

!

美拉德反应对芝麻多肽羟自由基清除率的影响

@-

3

=E1'

!

)GG16F7G+,..,EIE1,6F-7272F010
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IE7J

H

.GE11

E,I-6,.L6,N12

3

-2

3

E,F17GL1L,+1

O

7.

HO

1

O

F-I1L

85%

!

美拉德反应对芝麻多肽游离氨基酸含量的影响

图
%

为美拉德反应!

90

$对芝麻多肽游离氨基酸组成与

含量变化%由图
%

可以看出#芝麻多肽美拉德反应后#体系

中游离氨基酸含量发生了变化#含量明显增加的氨基酸有丙

氨酸(缬氨酸+含量明显减少的氨基酸有赖氨酸(甲硫氨酸(

酪氨酸+其他氨基酸含量基本维持不变%另外#生成了天冬

氨酸(谷氨酸(甘氨酸(半胱氨酸#可能是加热使得部分小肽

发生降解)

"(

*

%其中生成的天冬氨酸和谷氨酸是酸性氨基

酸#具有较强的抗氧化活性#另外#半胱氨酸的生成也能提高

体系的抗氧化活性%

图
%

!

美拉德反应对芝麻多肽氨基酸组成和含量的影响
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1

O
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!

美拉德反应的褐变程度及接枝度变化

美拉德反应褐变程度通常可以反映接枝反应的速率#褐

变程度越强#表明接枝反应越快)

"&

*

%芝麻多肽美拉德反应

褐变度与接枝度变化见图
#

(

(

%

图
#

!

芝麻多肽美拉德反应褐变程度随时间的变化

@-

3

=E1#

!

B0,2

3

1L-2ME7K2-2

3

I1

3

E117GL1L,+1

O

1

O

F-I1

+,..,EIE1,6F-72,L,G=26F-727GE1,6F-72F-+1L

图
(

!

芝麻多肽美拉德反应接枝度随时间的变化

@-
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=E1(

!

B0,2

3

1L-2

3

E,GF-2

3

I1

3

E117GL1L,+1

O

1

O

F-I1+,.*

.,EIE1,6F-72,L,G=26F-727GE1,6F-72F-+1L

!!

由图
#

可知#芝麻多肽的褐变程度均随着反应时间的延

长而逐渐增大#在反应
90

时#其
98$2+

处吸光值为
"59'

%

另外#随着反应的进行产物颜色也逐渐加深#表明生成的类

黑精也越来越多#其抗氧化活性越来越强)

8$

*

%

通过测定体系中自由氨基基团含量变化#可以反映出美

拉德反应的进程)

8"

*

%从图
(

可以看出#芝麻多肽美拉德反

应的接枝度也随时间延长而明显增大#在
90

时其接枝度为

8%59̂

%由此可知#芝麻多肽美拉德反应的接枝度变化与褐

#8

基础研究
!

8$"(

年第
(

期



变趋势基本相符#接枝度变化能够反映出褐变程度%

85(

!

美拉德反应产物的紫外光谱

紫外光谱是美拉德反应产物结构表征与分析的重要手

段#可以通过测定美拉德反应产物的紫外吸收峰来判断其结

构的变化%由图
&

可以看出#芝麻多肽及其美拉德反应产物

在
8"$2+

左右具有较强的吸收峰#而这一吸收峰能够表征

肽键的变化%随着反应时间的延长#美拉德反应产物吸收峰

的最大值逐渐增大#与褐变程度和接枝度的变化相一致+且

随着反应的进行#其光谱发生了红移现象#说明氨基酸基团

周围微环境极性增强#疏水性减弱#使得多肽的结构变得更

加松散)

88

*

%另外#在
8%$2+

处也有一吸收峰#这一吸收峰

正是类黑精的特征#且随着反应时间的延长#其吸收峰的最

大值也逐渐增加#表明随着反应的进行生成的类黑精逐渐

增多)

8!

*

%

图
&

!

芝麻多肽及其美拉德产物的紫外光谱扫描

@-
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!

结论
研究表明#芝麻多肽美拉德反应的适宜肽糖质量比为

"

'

8

+美拉德反应能够提高芝麻多肽抗氧化活性#随着反应

时间的延长#其还原力(

<UDC

\ 自由基清除能力(

TVV>

自

由基清除能力以及羟自由基清除能力逐渐增强%美拉德反

应改变了芝麻多肽中游离氨基酸组成和含量#生成的酸性氨

基酸具有一定的抗氧化活性%芝麻多肽美拉德反应的褐变

程度和接枝度随着反应时间的延长而增大#其产物的颜色逐

渐加深#表明生成的产物逐渐增多%紫外光谱扫描分析表

明#芝麻美拉德反应能够改变芝麻多肽的肽键#随着反应的

进行#特征峰的吸光值逐渐增多#表明生成的类黑精物质逐

渐增多%美拉德反应是一个复杂的过程#影响其产物抗氧化

活性的因素较多#在后期的工作中将进一步深入研究%
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个一级指标继续向上聚合#便可得

到设计方案
<

的区间数评价值为!

$5%"

#

$5&#

*%为了便于分
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区间数评价值的中间值
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#与优劣等级

对比可知#设计方案
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的评价结果为,较好-#即优劣等级为

8

级#但处于
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级的上限接近于
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级%同理可算得#
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个一级

评价指标的评价值中间值分别为
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对设计方案
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进行评价#可得方案
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$5'9
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*#中间值为
$5%(

#虽然也为,较好-#但不如方案
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%此评

价结果与文献)
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*得出的定性评价结论相一致#文献)
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*的

评价方法仅得出了设计方案的总体优劣等级#未能给出一级

评价指标的优劣程度#从而验证了本文所提出的食品灌装机

设计方案评价模型是合理有效的%

'
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结论
食品灌装机设计方案评价是衡量设计方案优劣和优化

设计方案的重要手段%针对食品灌装机设计方案评价具有

的区间性(不确定性这一特点#将区间数理论和区间层次分

析法相结合计算出了食品灌装机设计方案评价指标的区间

数权重#克服了其它方法计算指标权重的不足%构建了基于

区间层次分析法和隶属度的食品灌装机设计方案评价模型#

提出采用区间数优劣等级和隶属度相融合的方法对定性评

价值进行区间量化处理的方法%实例评价结果表明#本研究

所用评价方案有效可行%本研究不足之处在于评价实例中

用区间数评价值的中间值对比方案优劣#虽然结论正确#但

没有体现出区间数的特殊性#在今后的研究中将采用区间数

的排序算法来衡量各方案的优劣%
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