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小麦面筋蛋白水解物及其肽美拉德反应
中间体的水相制备
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摘要!利用蛋白酶对小麦面筋蛋白进行可控酶解制备最
适美拉德反应前体肽#以水解度和蛋白溶出率为指标!

采用双酶分步水解法!并通过偏最小二乘回归分析法确
定了小麦面筋蛋白肽的制备工艺为%复合蛋白酶
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添加
量

%###b

*

2

底物!酶解时间
O/

$氨肽酶添加量
$##b

*

2

底物!酶解时间
%/

$料液质量比
!n!%

#酶解液主要成分
为小分子肽!酶解液中游离氨基酸占总氨基酸的

M8M&N

!

而肽结合氨基酸占总氨基酸的
&$8$!N

!相对分子质量
#

!###

的组分占
&%8'ON

#以此酶解液和木糖为原料!制备
小麦面筋蛋白肽+木糖美拉德反应中间体的条件为糖肽
比

!#N

!初始
B

L(8M

!反应温度
(#k

!反应时间
!%#+-1

#

关键词!小麦面筋蛋白$酶解$肽$偏最小二乘回归法$肽
美拉德反应中间体
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目前%热反应香精大多为完全美拉德反应产物!

G,-.*

.,@A@4,6=-?1

B

@?A06=7

%

GY;7

#%其香气浓郁诱人%具有较
大的吸引力&而

GY;7

风味主体为挥发性芳香物质%化
学性质不稳定,香味不持久%且易受贮存环境的影响%造
成香料的香型失真&美拉德反应中间体形成于美拉德反
应的初级阶段%即醛糖或酮糖重排产生的阿玛多利重排
产物!

VY;7

#

!*

氨基
*!*

脱氧
*%*

酮糖或海因斯重排产物
!

LY;7

#

%*

氨基
*%*

脱氧醛糖*

!

+

&

VY;7

或
LY;7

是美拉德
反应中关键的中间产物%其本身无色无味%且在常温下具
有相对稳定的物理,化学性质*

%

+

&因此这类中间产物可
作为稳定的风味前体物质%将其应用于未加工或粗加工
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产品中%在后续热处理过程中快速产生新鲜的风味*

O

+

&

氨基酸和还原糖为反应物制备的美拉德反应中间体%经
热处理后产品整体呈味单一,香韵不够饱满柔和&例如%

%*

脱氧
*%*L*

苯丙氨酸
*7*

葡萄糖只被用作花香味前体
物*

$

+

-

!*

脱氧
*7*

木酮糖基
*!*L*

半胱氨酸在热处理时只产
生肉类风味*

M

+

&若使用含有不同氨基酸残基的肽和还原
糖制备美拉德反应中间体%热反应后增香效果相对于氨
基酸具有显著的不同&肽的不同氨基酸组成不仅可以改
善食品风味特性%丰富香气类型%还可以提高食物的营养
价值%为开发美拉德反应中间体型风味增强剂的优质原
料%因此肽美拉德中间体具有良好的市场发展前景*

"S(

+

&

美拉德中间体的制备通常采用有机相制备法%该法
无法获得食品级产品%中间体产率低且污染环境%还无法
大规模工业化生产*

'

+

&此外%蛋白水解产物中游离氨基
酸种类和肽的分子量分布不同%形成的

VY;7

或
LY;7

种类复杂%难以定性定量分析%因而无法通过对中间体含
量的监测实现其水相临界条件的确定&试验拟利用蛋白
酶酶解技术实现小麦面筋蛋白肽的定向制备%并采用偏
最小二乘回归分析法!

;PQY

#对其酶解条件进行优化&

基于半胱氨酸作用于肽美拉德中间体%抑制美拉德反应
终产物褐变强度的机制*

&S!#

+

%采用变温美拉德反应方法%

以半胱氨酸为示踪剂%通过测定肽美拉德终产物的褐变
指数%研究并优化小麦面筋蛋白肽美拉德中间体在水相
介质中的制备条件&旨在为肽美拉德反应中间体的工业
化绿色生产提供依据&

!

!

材料与方法

!8!

!

材料与试剂
7*

木糖,谷胱甘肽,半胱氨酸,乙氨酸,酪氨酸,精氨
酸,甘氨酸,杆菌酶,细胞色素"上海源叶生物科技有限
公司-

盐酸,氢氧化钠,醋酸钠,甲醛,三氯乙酸,乙腈"分析
纯%国药集团化学试剂有限公司-

小麦面筋蛋白,复合蛋白酶
3

,复合蛋白酶
,

,中性
蛋白酶,木瓜蛋白酶,氨肽酶,味精,焦糖,柠檬酸,咖啡
因"安徽强旺调味食品有限公司&

!8%

!

仪器与设备
电子天平"

)PO##%

型%梅特勒$托利多仪器!上海#

有限公司-

B

L

计"

9)*%#

型%梅特勒$托利多仪器!上海#有限
公司-

紫外$可见分光光度计"

b]*!'##

型%岛津!中国#有
限公司-

高效液相色谱"

K,=4@7!M%M

型%沃特世科技!上海#

有限公司-

超级恒温循环水浴"

G;*M#!V

型%上海一恒科技有限

公司-

离心机"

V..4

2

@,"$Y

型%贝克曼库尔特有限公司-

手持式折光仪"

;VP*!

型%

V<V[:

!爱拓#中国分公司&

!8O

!

试验方法
!8O8!

!

小麦面筋蛋白肽的制备
!

取适量过
'#

目筛的小
麦蛋白粉%按料液质量比

!n!%

添加去离子水并混合均
匀%

&#k

加热
O#+-1

以灭活样品内源酶%冷却%酶添加量
O###b

'

2

底物%最适
B

L

及温度下酶解
%8M/

%反应结束
后立即在沸水浴中搅拌加热

!M+-1

%冷却%

$O##@

'

+-1

离
心

!#+-1

%上清液即为小麦蛋白肽%于
S%#k

储存待测&

!8O8%

!

酶解参数的确定
!

!

#复合蛋白酶
3

添加量"料液质量比
!n!#

%复合蛋白
酶
3

添加量分别为
!###

%

!M##

%

%###

%

%M##

%

O###b

'

2

底
物酶解

O/

%然后按氨肽酶添加量
O%#b

'

2

底物酶解
%/

%

考察复合蛋白酶
3

添加量对酶解产物水解度及蛋白溶出
率的影响&

!

%

#复合蛋白酶
3

酶解时间"料液质量比
!n!#

%复
合蛋白酶

3

添加量
%###b

'

2

底物分别酶解
!

%

%

%

O

%

$

%

M/

%然后按氨肽酶添加量
O%#b

'

2

底物酶解
%/

%考察复
合蛋白酶

3

酶解时间对酶解产物水解度及蛋白溶出率的
影响&

!

O

#氨肽酶添加量"料液质量比
!n!#

%复合蛋白酶
3

添加量
%###b

'

2

底物酶解
O/

%然后按氨肽酶添加量
分别为

!"#

%

%$#

%

O%#

%

$##

%

$'#b

'

2

底物酶解
%/

%考察氨
肽酶添加量对酶解产物水解度及蛋白溶出率的影响&

!

$

#氨肽酶酶解时间"料液质量比
!n!#

%复合蛋白
酶

3

添加量
%###b

'

2

底物酶解
O/

%然后按氨肽酶添加
量

$##b

'

2

底物分别酶解
!

%

%

%

O

%

$

%

M/

%考察氨肽酶酶解
时间对酶解产物水解度及蛋白溶出率的影响&

!

M

#料液质量比"料液质量比分别为
!n'

%

!n!#

%

!n!%

%

!n!$

%

!n!"

%复合蛋白酶
3

添加量
%###b

'

2

底
物酶解

O/

%然后按氨肽酶添加量
$##b

'

2

底物酶解
%/

%

考察料液质量比对酶解产物水解度及蛋白溶出率的
影响&

!8O8O

!

水解度的测定
!

采用甲醛滴定法*

!!

+

%按式!

!

#计
算水解度&

7!

U

A

W

!

[

!

Z

[

%

#

W

[

;

W/W

'PO'

W

!#

W

!##N

% !

!

#

式中"

7!

$$$水解度%

N

-

A

$$$氢氧化钠标准溶液浓度%

+?.

'

P

-

[

!

$$$样品溶液在加入甲醛后滴定至终点所消耗的
X,:L

标准溶液的体积%

+P

-

[

%

$$$空白溶液在加入甲醛后滴定至终点所消耗的
X,:L

标准溶液的体积%

+P

-

[

$$$酶解上清液的体积%

+P

-
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开发应用
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;

$$$样品质量%

2

-

/

$$$原料中的蛋白质含量%

N

-

'8O'

$$$每克蛋白质所含的肽键毫摩尔数%

++?.

'

2

&

!8O8$

!

蛋白溶出率的测定
!

按
[E

'

<M##&8M

$

%#!#

执行&

!8O8M

!

感官评定
!

感官评定小组由
!M

名经验丰富且经
过专业培训的感官评定成员组成!

%O

%

M$

岁%

'

女
(

男#&

感官评定过程中样品以质量分数
#8!N

加入到标准参照
液!质量分数

#8MN

的盐溶液#中%

"#k

水浴
!#+-1

%以谷
物烘烤味,焦香味,醇厚味,鲜味,酸味,苦味和整体接受
性为评定指标进行评分!

#

%

'

分#%分值越高说明作用效
果越强&标准参照液"焦香味!

%8M

2

焦糖溶于
'#+P

去
离子水#,醇厚味!

O#++?.

'

P

谷胱甘肽溶液#,鲜味!

#8MN

味精溶液#,酸味!

M++?.

'

P

柠檬酸溶液#,苦味!

$++?.

'

P

咖啡因溶液#&

!8O8"

!

氨基酸的测定
!

!

#游离氨基酸前处理"取液体样品
M+P

%用等量
!#

2

'

!##+P

三氯乙酸稀释后充分混匀%室温下静置
!/

%

过滤%取
!+P

滤液%

!####@

'

+-1

离心
!#+-1

%取
$##

(

P

上清液于液相进样瓶中进样检测&

!

%

#总氨基酸前处理"取液体样品
!+P

%加入
!+P

浓盐酸%再加入
" +P" +?.

'

P LI.

溶液&充入氮气
O+-1

后封管%于
!%# k

烘箱中水解
%%/

&冷却后加入
$8'+P!#+?.

'

PX,:L

溶液中和盐酸%定容%过滤%取
!+P

滤液%

!####@

'

+-1

离心
!#+-1

%取
$##

(

P

上清液
于液相进样瓶中进样检测&

!

O

#色谱条件"色谱柱
:TQ L

5B

4@7-.

!

%M# ++`

$8"++ M̀

(

+

#%柱温
$#k

%流速
!8#+P

'

+-1

%流动相
V

相为
#8"++?.

'

P

的乙酸钠%

E

相为
#8!M++?.

'

P

的醋酸
钠

n

甲醇
n

乙腈
a!n%n%

!体积比#&

!8O8(

!

相对分子质量分布测定
!

色谱柱
<Q̂

2

4.%###QK

iP

!

O##++`(8'++

#-柱温
O#k

%进样体积
!#

(

P

%流速
#8M+P

'

+-1

%流动相乙腈'水'三氟乙酸!

$#

'

"#

'

#8!

%体积
比#-检测器紫外检测器%检测波长

%%#1+

&校正曲线标
准品"乙氨酸$乙氨酸$乙氨酸!

GK!'&

#%乙氨酸$乙氨
酸$酪氨酸$精氨酸!

GK$M!

#%杆菌酶!

GK!$%%

#%细胞
色素!

GK!%O'$

#&

!8O8'

!

小麦面筋蛋白肽美拉德中间体水相的制备
!

取适
量小麦面筋蛋白肽%按一定的比例添加木糖%混合均匀%

用
"+?.

'

PX,:L

溶液调节初始
B

L

&低温阶段"将溶液
分装在耐压反应瓶中%低温下反应一定时间%取出冷却-

高温阶段"添加
!N

半胱氨酸%并重新调节
B

L

%将油浴温
度迅速升高至

!%#k

%加热
!##+-1

%立即将反应液置于冰
水中终止反应%所得反应液用于褐变指数测定&

!8O8&

!

褐变指数的测定
!

采用紫外$可见分光光度计测
定

#

$%#1+

&

!8O8!#

!

小麦面筋蛋白肽美拉德中间体水相制备条件
优化

!

!

#反应温度"按糖肽比
!MN

称取适量小麦面筋蛋
白肽和木糖%调节

B

L

为
(8M

%低温反应温度为
(#

%

'#

%

&#k

下反应
#

%

!$#+-1

%考察反应温度及时间对褐变指
数的影响&

!

%

#糖肽比"分别按糖肽比
!#N

%

!MN

%

%#N

称取适
量小麦面筋蛋白肽和木糖%调节

B

L

为
(8M

%最佳反应温度
下反应

#

%

!$#+-1

%考察糖肽比对褐变指数的影响&

!

O

#

B

L

"按最佳糖肽比称取适量小麦面筋蛋白肽和
木糖%调节

B

L

分别为
"8M

%

(8M

%

'8M

%最佳反应温度下反应
#

%

!$#+-1

%考察
B

L

对褐变指数的影响&

!8O8!!

!

数据分析
!

采用
b16@,+C.4@&8(

软件对小麦面
筋蛋白的酶解指标进行

;PQY

分析从而确定最佳的酶解
参数&以酶解时间,酶添加量和料液质量比等为

O

变量%

水解度和蛋白回收率为
N

变量%所有
O

变量在
;PQY

分
析前需进行标准化!

!

'

QA4F

#&不确定性检验的回归系数
采用修正的

_,6J*̂ 1->4

法进行估计%显著性水平在
;

#

#8#M

&所有回归模型均使用完全交叉验证&

%

!

结果与分析

%8!

!

小麦面筋蛋白的酶解条件优化
%8!8!

!

内切蛋白酶的筛选
!

由表
!

,图
!

可知%复合蛋白
酶

3

对小麦面筋中蛋白质的酶解能力最强%其水解度为
表

!

!

蛋白酶的酶活力
<,C.4!

!

)13

5

+4,6=-F-=

5

?>74F4@,.A->>4@41=

B

@?=4,747 b

(

2

复合
蛋白酶

3

复合
蛋白酶

,

中性
蛋白酶

木瓜
蛋白酶 氨肽酶

!8Ò !#

M

(8"̀ !#

$

%8%̀ !#

M

O8!"̀ !#

$

O8%̀ !#

$

图
!

!

不同内切蛋白酶对酶解液水解度及整体接
受性的影响
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!O8&"N

-其次为复合蛋白酶
,

%其水解度为
!#8O%N

%而木
瓜蛋白酶的酶解能力最弱&不同蛋白酶酶解产物的整体
接受性差异较大%复合蛋白酶

3

的酶解产物的谷物烘烤
味,焦香味和甜味较为柔和%香气丰富-木瓜蛋白酶的酶
解产物焦香味明显%但酸味较为突出-而复合蛋白酶

,

的
酶解产物存在明显的不愉悦气味且苦味较重%整体接受
性评分最低&综上%选取复合蛋白酶

3

作为内切酶对小
麦面筋进行酶解&

%8!8%

!

酶解参数对小麦面筋蛋白水解度和蛋白溶出率的
影响

!

由图
%

可知%随着复合蛋白酶
3

添加量的增加%酶
解产物水解度和蛋白溶出率均增大&当酶添加量从
!###b

'

2

底物增加至
%###b

'

2

底物时%水解度呈线性
增加%而继续增加酶用量%酶解液水解度上升幅度不大&

而蛋白溶出率增幅较为明显的酶添加量为
!M##

%

%###b

'

2

底物&随着酶解时间的延长%酶解液的水解度
和蛋白溶出率均增大%当酶解时间为

%

%

O/

时%蛋白溶出
率变化较大%由

"'8'N

增加至
(#8&MN

%可能是酶解初期
复合蛋白酶

3

的活性较高%且与底物结合充分%作用效率
高&当酶解时间

(

O/

时%水解度和蛋白溶出率变化不
大%可能由于此时酶不断被消耗%活性降低%与酶作用的
肽键逐渐减少&随着氨肽酶添加量的增加%酶解液的水
解度和蛋白溶出率增大&当氨肽酶添加量由

O%#b

'

2

底
物增加至

$##b

'

2

底物时%蛋白溶出率由
"'8"ON

增加
(!8&!N

%而后则增加较为缓慢&随着氨肽酶作用时间的
延长%水解度增大&当氨肽酶作用时间为

!

%

%/

时%蛋白
溶出率变化较明显%由

"(8""N

增大至
(!8#(N

%提高了
M8#$N

%之后趋于缓和&这可能是酶解初期%在较高的酶

和底物浓度下%酶解速率较快&随着酶解时间的延长%酶
解液

B

L

不断降低%底物浓度降低%从而导致后期酶解速
率下降&随着料液比的增大%水解度和蛋白溶出率均增
大&当料液质量比为

!n'

%

!n!#

时%水解度上升幅度
最明显%而蛋白溶出率在料液质量比为

!n'

%

!n!$

间
增加效果显著%而后趋于稳定&以复合蛋白酶

W

添加量,

复合蛋白酶
W

酶解时间,氨肽酶添加量,氨肽酶酶解时间
及料液质量比为

O

变量%水解度和蛋白回收率为
N

变量
进行

;PQY

分析&由图
O

可知%

M

个主成分的交叉验证方
差为

'$N

%

;I!*;IO

,

;I!*;I$

,

;I!*;IM

只提高了对
O

变量的解释率%而
;I!*;I%

对
N

变量的解释率最大%因此
只讨论

;I!*;I%

&

由图
O

!

,

#可知%蛋白溶出率和水解度都位于右侧%氨
肽酶添加量和氨肽酶酶解时间与其距离较近%说明这两
个参数同时与水解度和蛋白溶出率相关&此外%水解度
和蛋白溶出率都位于内外椭圆之间%表明其能很好地被
该模型所解释&

由图
$

可知%氨肽酶添加量和氨肽酶酶解时间与小
麦面筋蛋白的水解度和蛋白溶出率显著正相关-复合蛋
白酶

W

酶解时间与小麦面筋蛋白的蛋白溶出率显著正相
关-料液质量比与小麦面筋蛋白的水解度和蛋白溶出率
显著负相关%可能是料液质量比低即底物浓度低%小麦面
筋蛋白更容易分散%与酶接触更为充分%从而使水解度和
蛋白溶出率增大%但由于底物浓度低%需进行浓缩才能进
行后续的美拉德反应%增加了生产成本%不利于大规模生
产-当料液质量比过高时%因小麦面筋蛋白的水溶性较
低%浓度过大使酶解液过于黏稠%底物与酶不能充分接触%

图
%

!

酶解参数对水解度及蛋白溶出率的影响
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小圆圈表示有显著性的变量%大椭圆分别表示
M#N

和
!##N

的解释方差
图

O

!

酶解条件与水解度和蛋白溶出率间的
;PQY

相关性分析
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图

$

!

酶解条件对水解度和蛋白溶出率的贡献分析
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反而降低酶解效率&综上%酶解的最佳条件为复合蛋白
酶

W

添加量
%###b

'

2

,复合蛋白酶
W

酶解时间
O/

,氨肽
酶添加量

$## b

'

2

,氨肽酶酶解时间
%/

,料液质量
比
!n!%

&

%8%

!

小麦面筋蛋白酶解液的氨基酸组成
由表

%

可知%酶解液中游离氨基酸占总氨基酸的
M8M&N

%而肽结合氨基酸占总氨基酸的
&$8$!N

%酶解液中
肽结合氨基酸含量远大于游离氨基酸含量%说明酶解液
中的氨基酸主要以结合态的肽类氨基酸形式存在&小麦
面筋蛋白酶解液中的氨基酸组成比较齐全%共检测到
!(

种氨基酸物质&其中酶解液中呈现鲜甜味的氨基酸
!谷氨酸,天冬氨酸,脯氨酸,丝氨酸,甘氨酸,苏氨酸和丙
氨酸#含量较高%达

O(8'%+

2

'

+P

%占酶解液总氨基酸含

量的
"&8!MN

%占鲜甜味总氨基酸的
&'8%%N

&因此%酶解
液中的鲜甜味主要是小麦面筋酶解过程形成的含鲜甜味
氨基酸的小分子肽造成的&

%8O

!

小麦面筋蛋白酶解液的相对分子质量分布
由图

M

可知%小麦面筋蛋白在双酶酶解作用下水解
程度较好%大分子的小麦面筋蛋白逐渐水解成小分子肽
类%相对分子质量

#

!###

的组分占
&%8'ON

&相对分子
质量

#

M##

的小肽具有更强的反应活性%更倾向于参与到
美拉德反应中*

!%

+

&综合表
O

,图
$

%小麦面筋蛋白在双酶
酶解后产生的游离氨基酸含量较低%主要生成小分子肽&

%8$

!

小麦面筋蛋白肽美拉德中间体的水相制备
%8$8!

!

反应温度对褐变指数的影响
!

由图
"

可知%小麦

'(!

"

]?.8O"

$

X?8$

雷
!

声等!小麦面筋蛋白水解物及其肽美拉德反应中间体的水相制备



表
%

!

小麦面筋蛋白酶解液氨基酸组分m

<,C.4%

!

</46?+

B

?7-=-?1?>,+-1?,6-A-1

2

.0=41/

5

A@?.

5

7,=4

种类 含量'
!

+

2

5

+P

S!

#

游离氨基酸含量'
!

+

2

5

+P

S!

#

肽结合氨基酸含量'
!

+

2

5

+P

S!

#

游离氨基酸占
总氨基酸比例'

N

肽结合氨基酸占
总氨基酸比例'

N

天冬氨酸'

!8$' #8#O !8$M %8#% &'8!O

谷氨酸'

%$8&M #8%% %$8(O #8'& &&8!!

丝氨酸'

%8!& #8#( %8!% O8%! &"8(&

组氨酸
!8#O #8#& #8&M '8"$ &!8O"

甘氨酸'

!8&( #8#" !8&! O8#& &"8&!

苏氨酸'

!8O' #8!" !8%% !!8'' ''8!%

精氨酸
!8(# #8OO !8O( !&8O( '#8"O

丙氨酸'

!8O% #8!! !8%! '8%M &!8(M

酪氨酸
!8&% #8%# !8(% !#8M' '&8$%

半胱氨酸
#8O" #8#! #8OM %8$( &(8MO

缬氨酸
%8!! #8%% !8'' !#8M( '&8$O

蛋氨酸
#8(# #8!$ #8M" %#8$" (&8M$

苯丙氨酸
O8## #8O# %8(# !#8## &#8##

异亮氨酸
!8&& #8%# !8(& &8&! &#8#&

亮氨酸
O8$( #8($ %8(O %!8%" ('8($

赖氨酸
#8"# #8!M #8$M %M8$$ ($8M"

脯氨酸'

$8M$ #8#% $8M% #8$M &&8MM

鲜甜味氨基酸总量
O(8'% #8"( O(8!M !8(' &'8%%

)))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))

总量
M$8"& O8#" M!8"$ M8M& &$8$!

!!

m

! '

表示鲜甜味氨基酸&

!
"

#
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图
M

!

小麦面筋蛋白酶解液的相对分子质量分布
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面筋蛋白肽$木糖体系在
(#

%

'#

%

&#k

分别反应
!%#

%

'#

%

"#+-1

后%终产物的褐变程度最低%即小麦面筋蛋白肽$

木糖美拉德反应中间体大量生成的临界条件&低温反应
温度为

(#k

时终产物的褐变指数明显低于
'#

%

&#k

的%

说明小麦面筋蛋白肽$木糖中间体在此温度下形成和积
累的量明显高于高温反应%中间体的次级反应速率相对
较慢&综上%选择

(#k

反应
!%#+-1

作为小麦面筋蛋白
肽$木糖美拉德反应中间体的最佳制备温度和时间&

图
"

!

反应温度对小麦面筋蛋白肽+木糖变温美拉德反
应产物褐变指数的影响

9-

2

0@4"

!

)>>46=?>=4+

B

4@,=0@4?1=/46?.?@?>>-1,.

B

@?A06=7 01A4@ , F,@-,C.4 =4+

B

4@,=0@4

@-7-1

2B

@?6477

%8$8%

!

木糖添加量对褐变指数的影响
!

由图
(

可知%变
温美拉德反应产物的褐变指数随半胱氨酸的添加时间变
化幅度较大%呈先降低后升高的趋势&当糖肽比为

!#N

%

反应时间为
!%#+-1

添加半胱氨酸时%终产物褐变程度最
小%此时小麦面筋蛋白肽$木糖美拉德反应中间体的生
成量最大&研究*

!O

+表明%还原糖浓度的增加能加快美拉

((!

开发应用
T)])P:;G)X< U V;;PWIV<W:X

总第
%%%

期
"

%#%#

年
$

月
"



图
(

!

木糖添加量对小麦面筋蛋白肽+木糖变温
美拉德反应产物褐变指数的影响
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德反应的速率%而反应速率是通过反应物的损失和色泽
形成的速率来反映-当木糖添加量过多时%虽会促进美拉
德反应进程%但过多的木糖会与外加的半胱氨酸反应%改
变反应历程%最终生成浅色美拉德反应产物&因此选择
木糖的最适添加量为糖肽比

!#N

&

%8$8O

!B

L

对褐变指数的影响
!

由图
'

可知%不同初始
B

L

下变温美拉德反应产物的褐变指数存在较大差异%但
同一

B

L

下不同反应时间添加半胱氨酸后%反应终产物的
褐变指数均先降低后升高&由于反应体系不同%当初始
B

L

为
"8M

%

(8M

%

'8M

时%小麦面筋蛋白肽$木糖美拉德反
应中间体形成量最多的时间分别为

!'#

%

!%#

%

"#+-1

&随
着初始

B

L

的增大%美拉德反应速率加快%小麦面筋蛋白
肽$木糖美拉德反应中间体形成的时间缩短-同时较高
的

B

L

有利于类黑精的形成%所以在
B

L'8M

条件下获得
的变温美拉德反应终产物的褐变指数最高&此外%初始
B

L"8M

的褐变指数较低%但中间体形成的时间较长%且反
应

!'#+-1

时的褐变指数降低不显著&因此选择
B

L(8M

图
'

!

初始
B

L

对小麦面筋蛋白肽+木糖变温
美拉德反应产物褐变指数的影响
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作为制备小麦面筋蛋白肽$木糖美拉德反应中间体的最
优
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结论
研究筛选并确定了复合蛋白酶

3

作为蛋白内切酶%

采用了双酶分步水解法%通过
;PQY

法考察了复合蛋白
酶

3

和氨肽酶的添加量,作用时间及料液质量比对水解
度和蛋白溶出率的影响%确定了小麦面筋蛋白肽的制备
条件为料液质量比

!n!%

%复合蛋白酶
3

以
%###b

'

2

底物的添加量酶解
O/

后%再加入
$##b

'

2

底物的氨肽
酶继续酶解

%/

&此条件下得到的酶解液中游离氨基酸
占总氨基酸的

M8M&N

%肽结合氨基酸占总氨基酸的
&$8$!N

%相对分子质量
#

!###

的组分占
&%8'ON

%该酶
解条件所制备的小麦面筋蛋白酶解液主要组成为小分
子肽&通过变温美拉德反应%以半胱氨酸为示踪剂确定
了小麦面筋蛋白肽$木糖美拉德反应中间体的水相制
备条件为糖肽比

!#N

%初始
B

L(8M

%反应温度
(#k

%反
应时间

!%#+-1

&试验未对肽美拉德中间体的结构特征
及风味形成机制进行深入研究&后续将采用气质联用,

高效液相,核磁共振,飞行质谱等分析手段%从分子水平
上阐明肽美拉德中间体增强食品风味的作用规律及机
制%为其在食品体系中的加工适应性研究提供更深入的
理论依据&
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