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甲醇体系中美拉德反应产物抗氧化活性的研究
章银良，　章馨元，　张陆燕，　卢慢慢，　时国庆

（郑州轻工业学院 食品与生物工程学院，河南 郑州 ４５０００１）

摘要：为考察美拉德反应产物（ＭＲＰｓ）在甲醇溶剂中的抗氧化活性，采用甘氨酸 －葡萄糖模拟体系，
以ＤＰＰＨ自由基清除率作为ＭＲＰｓ抗氧化活性指标，通过与纯水体系中ＭＲＰｓ抗氧化活性的对比，确
定最佳甲醇体积分数；在此甲醇体积分数下考察了反应温度、时间、ｐＨ和反应物浓度４个因素对
ＭＲＰｓ抗氧化性的影响，并通过均匀试验得到最佳工艺条件．结果表明：以甲醇水溶液为溶剂的甘氨
酸－葡萄糖模拟体系中，在４０％甲醇体积分数下 ＭＲＰｓ对 ＤＰＰＨ自由基清除率最高，抗氧化活性最
优．其最佳工艺条件为：温度１２７℃，反应时间６０ｍｉｎ，反应初始 ｐＨ＝８．０，甘氨酸与葡萄糖质量
比 ２．５１．
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０　引言
美拉德反应ＭＲ（Ｍａｉｌｌａｒｄｒｅａｃｔｉｏｎ）是羰基化合

物（如还原糖、脂质，以及由此而来的醛、酮、多酚、

抗坏血酸、类固醇等）与氨基化合物（氨基酸、肽类、

蛋白质等）发生的一系列复杂的非酶促褐变反应，
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也被称为羰氨反应．美拉德反应的广泛性及复杂性
决定了其产物 ＭＲＰｓ（Ｍａｉｌｌａｒｄｒｅａｃｔｉｏｎｐｒｏｄｕｔｓ）种类
繁多，根据美拉德反应的历程可以看出，其中间产

物主要是一些还原酮及挥发性的含氮、含硫杂环化

合物，最终产物主要是类黑精，这些物质具有一定

的抗氧化活性．１９５３年 Ｊ．Ｈｏｄｇｅ等［１］首先报道了

ＭＲＰｓ具有防止植物油氧化的效果，Ｃ．Ｆｒａｎｚｋｅ等［２］

也注意到ＭＲＰｓ具有抗氧化能力，并研究了人造奶
油中添加甘氨酸－葡萄糖反应产物的氧化稳定性．
１９８０年代，Ｈ．Ｌｉｎｇｎｅｒｔ等［３－４］研究发现，氨基酸、肽

及蛋白质经美拉德反应后，抗氧化活性显著提高，

甚至可与常用的食品抗氧化剂 ＢＨＡ和 ＢＨＴ相媲
美，由此，ＭＲＰｓ的抗氧化性能引起人们重视，并逐
渐成为研究热点［５－１１］．在目前的相关文献报道中，
对美拉德反应的研究，较多地集中在水溶液模拟体

系中不同糖与氨基酸组合美拉德反应产物抗氧化

活性的比较和工艺优化、实际体系中美拉德反应产

物的抗氧化活性研究、各种加工技术对模拟体系美

拉德反应产物抗氧化活性的影响等方面，而对于非

水体系ＭＲＰｓ抗氧化活性的研究极少．本文拟以甲
醇作为非水体系的溶剂，考察 ＭＲＰｓ在甲醇体系中
抗氧化活性的变化，为开发天然 ＭＲＰｓ抗氧化剂提
供依据和参考．

１　材料与方法

１．１　材料与设备
材料：Ｌ－甘氨酸，ＢＲ，北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ试剂公司

产；Ｄ－葡萄糖，ＡＲ，天津市风船化学试剂科技有限
公司产；无水甲醇，ＡＲ，天津市登科化学试剂有限公
司产；ＤＰＰＨ（１，１－二苯基 －２－苦肼基自由基），
ＡＲ，上海生工生物工程技术服务有限公司产．

设备：ｐＨ计，瑞士梅特勒 －托利多公司产；
ＪＡ１２０３型电子天平，上海越平科学仪器有限公司
产；ＨＨ－１智能型数显恒温油浴槽，金坛市正基仪
器有限公司产；ＵＶ－２１０２ｐｃ型紫外－可见分光光度
计，尤尼柯（上海）仪器有限公司产；ＺＫＳＹ－６００型
智能恒温水浴锅，南京科尔仪器设备有限公司产．
１．２　实验方法［１０］

１．２．１　甲醇水溶液体积分数的确定　称量３．７５ｇ
甘氨酸和１．２５ｇ葡萄糖（其质量比为 ３１）溶于
４５ｍＬ的去离子水（参照组），１０％，２０％，３０％，４０％
（体积比）甲醇溶液中，并分别用４ｍｏｌ／Ｌ的 ＨＣｌ溶
液和 ６ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＯＨ溶液调整ｐＨ至７．０，然后用
相对应的溶剂定容至５０ｍＬ，混合均匀．称取２０ｍＬ

的反应液转移至２５０ｍＬ的圆底烧瓶中，密封严实
后，置于１４０℃下反应１ｈ．反应结束后快速置于冰
水中冷却并进行相关测定，剩余样品置于 －２０℃冰
箱中保存备用．
１．２．２　ＭＲＰｓ抗氧化性的单因素试验　１）温度组：
称量甘氨酸和葡萄糖各 ０．６２５ｇ，溶解于２０ｍＬ的
４０％甲醇中，并分别用 ４ｍｏｌ／Ｌ的 ＨＣｌ溶液和
６ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＯＨ溶液调整ｐＨ至７．０，然后用４０％
甲醇定容至 ２５ｍＬ，混合均匀．将反应液转移至
２５０ｍＬ圆底烧瓶中，密封严实后，分别置于６０℃，
８０℃，１００℃，１２０℃，１４０℃，１６０℃，１８０℃恒温油
浴槽中反应ｌｈ．反应结束后快速置于冰水中冷却并
进行相关测定，剩余样品置于 －２０℃冰箱中保存
备用．
２）时间组：称量甘氨酸和葡萄糖各２．５ｇ，溶解

于９０ｍＬ的４０％甲醇中，并分别用４ｍｏｌ／Ｌ的 ＨＣｌ
溶液和６ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＯＨ溶液调整 ｐＨ至７．０，然后
用４０％甲醇定容至１００ｍＬ，混合均匀．将反应液转
移至２５０ｍＬ圆底烧瓶中，密封严实后，置于１３０℃
恒温油浴槽中反应，每隔３０ｍｉｎ取１次约１０ｍＬ的
样液，所制备样品的反应时间分别为 ３０ｍｉｎ，
６０ｍｉｎ，９０ｍｉｎ，１２０ｍｉｎ，１５０ｍｉｎ，１８０ｍｉｎ和
２１０ｍｉｎ．余下同上．

３）ｐＨ组：称量甘氨酸和葡萄糖各０．６２５ｇ，溶解
于２０ｍＬ的４０％甲醇中，并分别用４ｍｏｌ／Ｌ的 ＨＣｌ
溶液和６ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＯＨ溶液调整 ｐＨ至５．０，６．０，
７．０，８．０，９．０，１０．０和１１．０，然后用４０％甲醇定容
至２５ｍＬ，混合均匀．将反应液转移至 ２５０ｍＬ圆底
烧瓶中，密封严实后，置于１３０℃恒温油浴槽中反应
ｌｈ．余下同上．
４）比例组：准确称量一定量的甘氨酸和葡萄

糖，使其质量比分别为１１，１．５１，２１，２．５１，
３１，１３，１２．５，１２和１１．５，溶解于２０ｍＬ
的４０％甲醇中，并分别用 ４ｍｏｌ／Ｌ的 ＨＣｌ溶液和
６ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＯＨ溶液调整 ｐＨ至７．０，然后用４０％
甲醇定容至 ２５ｍＬ，混合均匀．将反应液转移至
２５０ｍＬ圆底烧瓶中，密封严实后，置于１３０℃恒温
油浴槽中反应ｌｈ．余下同上．
１．２．３　均匀试验　根据单因素试验结果，采用
Ｕ７（７

４）［１２］均匀试验表，因素水平见表１．
１．２．４　ＤＰＰＨ自由基清除能力的测定　ＭＲＰｓ的
抗氧化能力测定采用 Ｇ．Ｙｅｎ等［１３］提出的方法．称
取 ０．００４９ｇＤＰＰＨ溶于１００ｍＬ无水乙醇中，配置
成浓度为 ０．１２ｍｍｏｌ／Ｌ的储备液，避光保存．将１ｍＬ
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表１　Ｕ７（７
４）均匀试验因素水平表

水
平

温度
Ｘ１／℃

时间
Ｘ２／ｍｉｎ

ｐＨ值
Ｘ３

质量比（甘氨
酸葡萄糖）Ｘ４

１ １８０（７） ３０（１） ９．０（５） ２１（３）
２ １６０（６） ６０（２） ６．０（２） １２（６）
３ １４０（５） ９０（３） １１．０（７） １１（１）
４ １２０（４） １２０（４） ８．０（４） ２．５１（４）
５ １００（３） １５０（５） ５．０（１） １１．５（７）
６ ８０（２） １８０（６） １０．０（６） １．５１（２）
７ ６０（１） ２１０（７） ７．０（３） １２．５（５）

经５０倍稀释后的样品溶液和４ｍＬＤＰＰＨ酒精溶液
混合，剧烈摇晃使其均匀混合，在黑暗室温环境下

放置３０ｍｉｎ，然后在５１７ｎｍ条件下测定其吸光度，
记为Ａｓ；相同操作条件下，以１ｍＬ４０％甲醇溶液代
替稀释后的样品溶液，记录其在５１７ｎｍ条件下的吸
光度值，记为 Ａｃ．ＤＰＰＨ自由基清除能力由下式
计算：

ＤＰＰＨ自由基清除率／％＝
Ａｃ－Ａｓ
Ａｃ

×１００％

清除率越大，表明其抗氧化能力越强．
１．２．５　统计分析　均做３次平行试验，采用 Ｍａｔｈ
ｍａｔｉｃｓ软件进行处理，并用 ＳＰＳＳ进行显著性分析
（差异显著Ｐ＜０．０５）．

２　结果与讨论

２．１　甲醇水溶液体系浓度的确定
图１为不同甲醇体积浓度的 ＭＲＰｓ对 ＤＰＰＨ清

除率的影响．从图１可以看出，在纯水体系中掺入少
量的甲醇会对其ＭＲＰｓ的ＤＰＰＨ自由基清除特性有
一定影响，但变化并不是十分显著；其清除率随着

甲醇浓度的增大而增加，即 ＭＲＰｓ的抗氧化活性会
随之增强．因此，本实验选取４０％的甲醇溶液作为
体积浓度．超过４０％体积浓度的整个体系属于不溶
解状态，因而不再考虑．
２．２　单因素试验

图２—图５为不同反应温度，不同ｐＨ，不同反

图１　不同甲醇体积分数下的ＭＲＰｓ
对 ＤＰＰＨ清除率的影响

应时间和质量比条件下的ＭＲＰｓ对 ＤＰＰＨ清除率的
影响．从图２—图５可知，在４０％甲醇水溶液中，甘
氨酸－葡萄糖模拟体系中：温度组，ＭＲＰｓ的抗氧化
能力在试验选定的温度范围内（出于实验温度控制

和实际使用的考虑，不考虑２００℃以上），随着温度
的升高而增大；ｐＨ组，随着 ｐＨ的不断增大，ＭＲＰｓ
的抗氧化活性呈现先增大后逐渐降低的趋势，并在

ｐＨ＝９．０时抗氧化活性达到最大，对 ＤＰＰＨ自由基
的清除率达到 ３７．１６％；时间组，反应时间超过
３０ｍｉｎ的ＭＲＰｓ即具有抗氧化活性，抗氧化能力随
着加热时间的延长而逐渐增大并趋于平稳趋势，说

明ＭＲＰｓ中具有抗氧化活性的物质产生在反应进行
的初始阶段，同时在后期的反应过程中，这些具有

抗氧化活性的产物并不会继续反应或损失减少，而

是维持在一定浓度．由图５可知，甘氨酸和葡萄糖糖
的质量比为１２．５条件下反应得到的 ＭＲＰｓ抗氧
化活性最优．因此单因素试验各个取值分别为温度
１８０℃，ｐＨ＝９．０，时间２５０ｍｉｎ，质量比（甘氨酸葡
萄糖）１２．５．
２．３　均匀试验

根据单因素试验结果，同时考察诸因素之间的

交互影响，试验结果见表２．

图２　不同反应温度的ＭＲＰｓ对 ＤＰＰＨ清除率的影响

图３　不同ｐＨ的ＭＲＰｓ对 ＤＰＰＨ清除率的影响
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采用 Ｍａｔｈｅｍａｔｉｃｓ４．０软件对均匀试验结果进
行分析，结果见表３和表４．

由表３可以看出，温度和ｐＨ值对ＭＲＰｓ抗氧化
活性具有显著影响，质量比与反应温度之间具有接

图４　不同反应时间的ＭＲＰｓ对 ＤＰＰＨ清除率的影响

图５　不同反应物质量比的ＭＲＰｓ
对 ＤＰＰＨ清除率的影响

表２　均匀试验结果
试验号 Ｘ１／℃ Ｘ２／ｍｉｎ Ｘ３ Ｘ４ ＤＰＰＨ清除率Ｙ／％
１ １８０ ３０ ９．０ ２１ ４６．０７
２ １６０ ６０ ６．０ １２ ５１．７９
３ １４０ ９０ １１．０ １１ ６．２３
４ １２０ １２０ ８．０ ２．５１ ４３．４１
５ １００ １５０ ５．０ １１．５ ３．７８
６ ８０ １８０ １０．０ １．５１ ７．９７
７ ６０ ２１０ ７．０ １２．５ １．０２

表３　ＤＰＰＨ自由基清除率回归参数表
方程形式 估计量 标准误 Ｔ值 Ｐ值
１ －１７５．５２２ １１．１１５３ －１７．５９０４ ０．０３６１５２４
Ｘ１ ０．７１４９２５ ０．０３０１６３９ ２３．７０１３ ０．０２６８４４２
Ｘ３ ２８．５９０５ １．９３８７８ １４．７４６６ ０．０４３１０４５
Ｘ４ ３４．２９０１ ２．７８６９３ １２．３０３９ ０．０５１６２７７
Ｘ３
３ －０．１５７６１４０．００９１２４２４ －１７．２７４３ ０．０３６８１２６

Ｘ１Ｘ４ －０．２７１０７６ ０．０２２８２８ －１１．８７４７ ０．０５３４８５１

表４　均匀试验方差分析表
方差项目 自由度 偏差平方和 均方差 Ｆ值 Ｐ值
模型 ５ ３１３５．１ ６２７．０２１２９２．９７７ ０．０４４３２５２
误差 １ ２．１４０１７ ２．１４０１７
总计 ６ ３１３７．２４

近显著的交互影响；影响 ＭＲＰｓ抗氧化活性的主次
顺序依次为：温度 （Ｘ１）＞ｐＨ值（Ｘ３）＞质量比
（Ｘ４）＞时间（Ｘ２）．

回归方程：Ｙ＝－１７５．５２２＋０．７１５Ｘ１＋２８．５９１Ｘ３＋
３４．２９０Ｘ４－０．１５８Ｘ３

３－０．２７１Ｘ１Ｘ４．决定系数Ｒ
２＝

０．９９９３２，Ｐ＝０．０４４３２５２（见表４），所得到的回归
方程可靠．在测试条件范围内，经过计算后得到最
佳优化条件为：温度１２７℃，反应时间 ６０ｍｉｎ，反应
初始ｐＨ＝８．０，甘氨酸与葡萄糖质量比 ２．５１．此
时ＭＲＰｓ抗氧化活性最强，试验表明，在此优化条件
下ＭＲＰｓ对ＤＰＰＨ自由基的清除率为５９．９７％，大大
高于均匀试验的７个结果．

３　结论
采用甘氨酸－葡萄糖模拟体系，以 ＤＰＰＨ自由

基清除率作为 ＭＲＰｓ的抗氧化活性指标，通过与纯
水体系中 ＭＲＰｓ抗氧化活性的对比，考察 ＭＲＰｓ在
甲醇溶剂中的抗氧化活性的变化．结果表明：在
４０％甲醇浓度下，ＭＲＰｓ对 ＤＰＰＨ自由基清除率最
高，抗氧化活性最强．其最佳工艺条件为：温度
１２７℃，反应时间６０ｍｉｎ，反应初始 ｐＨ＝８．０，甘氨
酸与葡萄糖质量比２．５１．
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（１）：２７．

［１１］孙涛，陈春红，朱云，等．基于与葡萄糖美拉德反应的

低聚壳聚糖衍生物的抗氧化性能［Ｊ］．食品科学，２０１１

（３）：１４．

［１２］章银良．食品与生物试验设计与数据分析［Ｍ］．北京：

中国轻工业出版社，２０１０．

［１３］ＹｅｎＧ，ＨｓｉｅｈＰ．Ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ

ｅｆｆｅｃｔｓｏｎａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｏｆｘｙｌｏｓｅｌｙｓｉｎｅＭａｉｌｌａｒｄｒｅａｃｔｉｏｎ

ｐｒｏｄｕｃｔｓ［Ｊ］．ＪＳｃｉＦｏｏｄＡｇｒｉｃ，１９９５，６７：４１５．

·８２· ２０１４年　


