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酱渣多肽及其美拉德热反应产物的抗氧化性
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摘 要: 测定不同水解度 ( DH )时酱渣多肽及其美拉德反应产物 (MRPS)的抗氧化性,结果表明:随

反应物浓度增加,两者抗氧化性增强; 两者的 DPPH 清除率与 DH并非呈线性关系; DH < 14 2%

时,两者的 OH清除率随 DH的升高而降低;两者的还原力变化趋势不同, DH > 12 2%时, 酱渣多

肽还原力随 DH增大逐渐减少, DH > 8 2%时, MRPS的还原力随 DH提高逐渐增大. 与某些多肽类

物质和 MRPS相比,酱渣多肽及其 MRPS具有较高的抗氧化性和很好的应用价值.
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酱油的酿造过程中,经多种微生物的协同作用,

原料中复杂的大分子有机物分解和重组, 并经过复

杂的生物化学作用,形成了各种活性物质,这些物质

也一定程度地残留在酱渣中. 王丽娟等就从酱渣饼

中提取了大豆异黄酮, 该物质具有强烈的抗氧化作

用,酱渣中另一类具有抗氧化性的物质是蛋白质、多

肽和氨基酸
[ 1- 3]

. 多肽经美拉德反应后生成的产物

(MRPS)因含类黑精,还原酮及 N、S等杂环化合物

而具有更强的抗氧化性, 被认为是最有前途的天然

抗氧化物
[ 4- 5]

. 而合成的抗氧化剂, 例如丁基羟基

茴香醚 ( BHA )、2, 6二叔丁基对甲酚 ( BHT )、生育

酚 ( AH2)等具有潜在的毒副作用, 许多国家已经禁

止使用,特丁基对苯二酚 ( TBHQ )的使用范围和使

用量也受到严格限控
[ 6]
. 天然的、安全的抗氧化剂

越来越受到重视,有一定的抗氧化性能的多肽及其

MRPS应用于食品行业, 既能减少合成抗氧化剂带

来的毒副作用,使产品更安全, 又能节约成本. 本实

验通过清除 DPPH自由基、羟自由基的能力以及还

原力, 考察酱渣多肽及其 MRPS的抗氧化性,国内外

尚未见到相关报导.

1 实验部分

1 1 原料与主要试剂、仪器

原料:从酱油酿造厂采得的酱渣,经干燥、粉碎,

过 50目筛备用.

主要试剂:碱性蛋白酶 ( A lcalase)、诺维信风味

酶 ( N ovozymes Flavorase )、DPPH、邻 二 氮 菲、

FeSO 4 7H 2O、K3Fe( CN) 6、三氯乙酸均为分析纯.

主要仪器: DSHZ 300型恒温水浴振荡摇床、

JXD 02型超声提取仪、98 1 C型加热套、W SK11

40W型电子搅拌器、T6新世纪紫外分光光度计.

1 2 制备工艺

1 2 1 酱渣多肽的制备

酱渣 #超声预处理 # A lcalase酶解 #N ovozymes

Flavorase酶解#离心取清液#旋转蒸发#冷冻干燥

#酱渣多肽粗提物.

1 2 2 酱渣多肽 MRPS的制备

取定量酱渣多肽、葡萄糖 ( 100% )、半胱氨酸

( 0 14% )于 110 ∃ , pH值为 5时反应 80 m in, 产物

冷冻干燥,即得 MRPS.
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1 3 测定方法

测定样品抗氧化性的方法有很多, 通常采用

DPPH自由基、羟自由基清除法和 Fe
3 +
还原能力大

小的测定来评价样品的抗氧化效果.

1 3 1 DPPH 清除率的测定
[ 7]

取不同质量浓度 ( 0 2, 0 5, 1 0, 1 5, 2 0, 2 5

mg /mL)的样品 0 1 mL 加入 1 % 10
- 4

mo l/L 的

DPPH 无水乙醇溶液2 8mL, 混合均匀后,室温避光

保存 20m in,在 517 nm处测定吸光度 A i; 空白组以

等体积无水乙醇代替样品溶液,对照组以等体积蒸

馏水代替样品溶液, 并以等体积蒸馏水和无水乙醇

混合液空白调零. 每个样品做 3次平行试验,取平

均值, 计算清除率.

清除率 I= [ 1- (A i - A j ) ] /A o % 100% .

式中: A o为对照组吸光度; A i为样品组吸光度; A j为

空白组吸光度.

1 3 2 OH清除率的测定
[ 8]

取 0 5mL 0 75mmol /L邻二氮菲的无水乙醇

溶液于试管中,依次加入 1mL 0 15mo l/L磷酸盐缓

冲溶液 ( PBS, pH 值为 7 40)和 0 5 mL蒸馏水, 混

匀;加入 0 5mL 0 75mmo l/L FeSO 4 7H2O溶液,混

匀,加入 0 5mL 0 01%的 H 2O2,于 37 ∃ 水浴反应
60m in,在 536 nm处测定吸光度 A损 , 未损伤管以蒸

馏水代替损伤管中 H 2O2, 同等操作下测吸光值 A未 ,

样品管以不同浓度样品代替损伤管中的蒸馏水,同

等操作下测吸光值 A, 每个样品做 3个平行取平均

值,计算清除率。

清除率 I= (A - A损 ) / (A未 - A损 ) % 100%.

1 3 3 还原能力的测定
[ 9]

取不同质量浓度样品 1 mL, 分别加入 0 2

mo l/L, pH值为 6 6的磷酸钠缓冲溶液 1mL及 1%

K 3Fe( CN ) 6 1mL, 于 50 ∃ 水浴反应 20m in后急速

冷却, 加入 10%三氯乙酸溶液 1mL,于 4 000 r /m in

离心 5 m in, 取上清液 1 mL, 加入蒸馏水 2 mL及

0 1% FeC l3溶液 1mL,混匀, 10m in后于 700 nm处

测定其 A值, 用 A值表示还原力, A值越大还原力越

强,每个样品做 3次平行试验,取平均值.

2 结果与讨论

2 1 酱渣多肽及其MRPS的 DPPH 清除能力

DPPH 在结构上具有苯环的共轭位阻和硝基的

吸电子作用,是一种稳定的自由基,在 517 nm处有

强吸收,当与提供电子的待测物反应时,生成无色产

物, 溶液褪色程度与其接受的电子数呈定量关系,褪

色程度越大, 则 DPPH 清除率越高. 按 1 2 1的方

法, 通过控制不同的酶解时间即可获得不同 DH的

酱渣多肽,再分别按 1 2 2的方法制得 MRPS. 将得

到的多肽及其 MRPS分别配制成 0 2, 0 5, 1 0, 1 5,

2 0, 2 5mg /mL溶液,按 1 3 1的方法分别测定不

同质量浓度多肽及其 MRPS样品的 DPPH 清除率,

结果见图 1、图 2.

图 1 不同 DH、不同浓度酱渣多肽的 DPPH 清除率

F ig. 1 DPPH clearance of polypeptide at d ifferent

DH and concentration

图 2 不同 DH酱渣多肽的不同浓度 MRPS的

DPPH 清除率

F ig. 2 DPPH c lea rance o fMRPS at d ifferen t DH

and concentration

从图 1、图 2可知, 酱渣多肽及其 MRPS的

DPPH 清除率随浓度的升高逐渐增大, 清除率与

DH并非呈线性关系; MRPS较多肽具有更高的 DP

PH 清除率; 质量浓度为 2 5 mg /mL 时, DH 为

12 2%的酱渣多肽的清除率为 73 48% , 优于殷薇

薇
[ 7]
研究的麦胚蛋白酶解物 ( 5 mg /mL时 60 4% )

和张尊听
[ 10]
研究的芦荟提取物 ( 4 mg /mL 时

28 07% )的清除能力. 质量浓度为 1 5 mg /mL时,

DH 为 12 2% 的酱渣多肽 MRPS 的清除率为

78 99%, 相 当于 0 5 mg /mL 的 V c 的清 除率

( 79 23% ), 高于项惠丹
[ 11]
等研究的酪蛋白与还原
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糖 ( 40 mg /mL时 72 88% )以及大豆分离蛋白与还

原糖 ( 40mg /mL时 34 98% )反应产物的清除率. 所

以酱渣多肽及其 MRPS具有较高的清除 DPPH 的

能力.

2 2 酱渣多肽及其MRPS的 OH清除能力

OH是一种氧化能力很强的自由基, 研究表

明,它是造成生物组织脂质过氧化、核酸断裂、蛋白

质和多糖分解的重要活性基,可以导致许多病理变

化. 按 1 3 2的方法分别测定不同 DH、不同浓度的

酱渣多肽及其 MRPS的 OH清除率,结果见图 3、图 4.

图 3 不同 DH、不同浓度的酱渣多肽 OH清除率

F ig. 3 OH c learance o f po lypeptide a t different

DH and concentra tion

图4 不同 DH 酱渣多肽的不同浓度 MRPS的

OH清除率

F ig. 4 OH clearance ofMRPS at different DH

and concentra tion

从图3、图 4可知, 酱渣多肽及其 MRPS的 OH

清除率随浓度的升高逐渐增大, 当 DH < 14 2%时,

OH清除率随 DH的升高而降低, DH > 14 2%时又

有所回升, MRPS较多肽具有更高的 OH 清除率.

浓度为 2 5mg /mL时, DH 为 6 6%的酱渣多肽的

OH清除率达 67 7% ,优于殷薇薇
[ 7 ]
研究的麦胚蛋

白酶解物 ( 3 5mg /mL时 50% )和蒋伟哲
[ 12]
报道的

龙眼参 ( 60mg /mL时 28 40% )的清除率. 同样条件

下, 酱渣多肽 MRPS的 OH清除率达 87 4% ,高于 4

mg /mL时 Vc ( 80 01% )的清除率, 也高于项惠丹

等
[ 11]
研究的酪蛋 白与还原糖 ( 80 mg /mL 时

83 01% )以及大豆分离蛋白与还原糖 ( 100mg /mL

时 65 32% )反应产物的清除率, 所以酱渣多肽及其

MRPS具有较高的清除 OH的能力.

2 3 酱渣多肽及其 MRPS的还原能力

通常,物质的还原能力与抗氧化能力正相关,待

测物供应的电子使 Fe
3+
还原为 Fe

2+
, 从而反映出体

系氧化还原状态的改变. 按 1 3 3的方法分别测定

不同 DH的不同浓度酱渣多肽及其 MRPS的吸光度

值, 吸光度越大还原性越强, 结果见图 5、图 6.

图 5 不同 DH、不同浓度酱渣多肽的还原力

F ig. 5 Deox idization capacity o f po lypeptide at

different DH and concentration

图 6 不同 DH酱渣多肽的不同浓度 MRPS的还原力

F ig. 6 Deox id ization capac ity o fMRPS at d iffe rent DH

and concentration

从图 5、图 6可知, 酱渣多肽及其 MRPS的还原

力随着浓度升高逐渐增大, 当 DH > 12 2%时, 酱渣

多肽还原力随 DH增大逐渐减小, 当 DH > 8 2%时,

酱渣多肽 MRPS的还原力随 DH 提高逐渐增大,

MRPS较多肽具有更高的还原能力. MRPS质量浓

度为 2 5mg /mL时, DH为 12 2的酱渣多肽的还原

力为 0 409,优于殷薇薇
[ 7 ]
研究的麦胚蛋白酶解物
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( 5mg /mL时 0 312) ,同样条件下酱渣多肽的 MRPS

的还原力高于王惠英等
[ 12]
研究的 L-赖氨酸与 D-

核糖美拉德反应产物的还原能力 ( 2 5 ~ 15 0mg /

mL时均 < 0 02), 所以酱渣多肽及其 MRPS具有较

高的还原力.

3 结 论

不同 DH时酱渣蛋白酶解产生的多肽组成及含

量不同, 所以不同 DH 时的酱渣多肽及其 MRPS的

抗氧化性也不同. 通过测定不同 DH 下的酱渣多肽

及其 MRPS的抗氧化性得知:随着浓度升高, 抗氧化

性增强; DPPH 清除率与 DH并非呈线性关系;当 DH

< 14 2%时,多肽及MRPS的 OH清除率均随 DH的升

高而降低;酱渣多肽及其 MRPS的还原力变化趋势则

有所不同,当 DH> 12 2%时,酱渣多肽还原力随 DH增

大逐渐减少,当 DH > 8 2%时, MRPS的还原力随 DH

提高逐渐增大.

酱渣多肽与麦胚蛋白酶解物、龙眼参等多肽类

产物相比, 酱渣多肽 MRPS与 V c、酪蛋白和大豆蛋

白与还原糖等物质的 MRPS相比,可知:酱渣多肽及

其 MRPS具有较强的抗氧化性. 本实验结果为酱渣

多肽及其 MRPS用作天然抗氧化剂提供了直接依

据,有利于酱渣资源的综合利用和高值化发展.
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Abstract: Bymeasuring the antiox idant of sauce residue polypeptide and itsM PRS, under the cond itions

of different DH, conc lusion as fo llow: w ith concentration increasing, ant iox idant bo th enhanced; DPPH

clearance w as no t linearw ith DH; when DH< 14 2%, the OH c learance decreased w ith the increase o f

DH; the chang ing trend o f the deox id izat ion capacity w as different, when DH > 12 2% , the deox id iza

t ion capacity of the sauce residue po lypeptide decreased when the DH increased, DH > 8 2% , the deox i

d ization capacity ofMRPSw as increased the same asDH; C ompared w ith other po lypeptides andMPRS,

sauce residue polypeptide and itsM PRS had h igh ant iox idant and good appropriate va lue.

Key words: sauce residue polypept ide; ma illard reaction; antiox idant
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