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干热条件下大豆分离蛋白—木糖
美拉德反应研究

徐真真，黄国清，肖军霞

（青岛农业大学 食品科学与工程学院，山东 青岛　２６６１０９）

摘　要：采用干热条件处理大豆分离蛋白（ＳＰＩ）和木糖，使两者发生美拉德反应，研究反应温度、混
合比例、相对湿度及反应时间对美拉德反应的影响，同时检测美拉德反应产物的热性能和流变学

性质。结果表明，在干热条件下ＳＰＩ与木糖极易发生美拉德反应，且最适条件为反应温度８０℃、
ＳＰＩ∶木糖混合比例４∶１、相对湿度２６．１０％、反应时间５ｈ，在此条件下所得产物在２９０ｎｍ处有最
大吸光值。示差扫描量热法表明美拉德反应产生了易分解的中间产物，流变学研究则表明 ＳＰＩ
和木糖通过美拉德反应形成了大分子产物，使得产物溶液的弹性特征明显增强、粘度明显增加。

综上所述，干热条件下的美拉德反应在 ＳＰＩ改性中具有较大的应用潜力。
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　　大豆分离蛋白（ｓｏｙｂｅａｎｐｒｏｔｅｉｎｉｓｏｌａｔｅ，ＳＰＩ）是
以低温脱溶大豆粕为原料生产的食品添加剂，其蛋

白质含量高达９０％以上［１］，且消化率极高，可达到

９３％～９７％［２］。由于 ＳＰＩ营养丰富，而且具有一定
的功能活性，因此在食品领域具有非常广泛的应用。

但ＳＰＩ的溶解性、乳化性等功能性质较差，这在一定
程度上限制了其应用。因此，国内外对 ＳＰＩ的改性

方面进行了大量的研究。目前ＳＰＩ的改性方法主要
有物理改性、化学改性与酶法改性。物理改性方

法主要包括高静压［３－４］、热处理［５］等，这些方法能

有效提高 ＳＰＩ的凝胶性、乳化性等功能性质，但物
理改性存在成本高、能耗大等缺点。常用的化学

改性方法主要有酰化［６－７］、磷酸化［８－９］等方法，其

中酰化反应法因条件温和、改性产品营养价值较

高而得到广泛认可［１０］，但由于化学试剂的残留等

问题在一定程度上限制了改性产品的安全性与实

际应用。酶法改性［１１－１２］相对化学改性具有反应
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过程温和、很少或无副产物生成、最终产品的功能

性质可以通过控制反应条件加以控制、水解物可

直接为消化不良者提供营养等优点，但水解产物

有一定的苦味或豆腥味［１３］，这影响了其最终的感

官质量。

糖基化能有效改善 ＳＰＩ的功能性质，美拉德反

应是实现蛋白质糖基化的一种重要途径［１４］。美拉

德反应不需要化学试剂仅加热就可使反应进行，极

大地避免了产物的毒性残留风险，且改性后 ＳＰＩ功
能性质有很大的提高，是目前 ＳＰＩ改性中较为理想
的一种方法。关于美拉德反应在 ＳＰＩ改性中的应
用，目前报道的方法主要有两种：一种是湿热法，即

ＳＰＩ与还原糖在溶液状态下进行反应；另一种是半
湿热法，即将ＳＰＩ与还原糖在溶液中充分混合后冻

干成固体，再在一定温度和湿度下使两者发生美拉

德反应［１５－１８］。但是这两种方法工艺较为繁琐，设备

投资较高，能源消耗较大，这在很大程度上限制了美

拉德反应在ＳＰＩ改性中的实际应用。
为了克服湿热法和半湿热法存在的问题，本文

探索了干热状态下ＳＰＩ与还原糖发生美拉德反应的
可能性。木糖是广泛用于蛋白质糖基化改性的一种

单糖，因此本文以木糖为模式多糖，将其与ＳＰＩ粉末
直接混合，然后研究各种反应条件对两者美拉德反

应的影响，并对所得产物的部分性质进行表征。与

已报导的方法相比，干热法具有工艺简单、成本低及

能耗小等优点，因此可为推动美拉德反应在 ＳＰＩ改
性中的实际应用提供理论参考。

１　材料与方法
１．１　材料与仪器

大豆分离蛋白：青岛天新食品添加剂有限公

司；Ｄ－木糖（分析纯）：天津市化学试剂公司分公

司；氯化钠（分析纯）：天津市广成化学试剂有限公

司；氢氧化钠（分析纯）、盐酸（分析纯）：莱阳市康

德化工有限公司；氯化镁（分析纯）：天津市致远化

学试剂有限公司；无水氯化锂（分析纯）：天津市瑞

金特化学品有限公司；溴化钠（分析纯）：天津市巴

斯夫化工有限公司。

康威氏皿：北京朋利驰科技有限公司；分析天

平、ＤＳＣ８２２差示扫描热量仪、Ｄｅｌｔａ３２０ｐＨ计：Ｍｅｔｔ
ｌｅｒＴｏｌｅｄｏ仪器公司；３０２型电热鼓风干燥箱：中国龙
口市先科仪器公司；ＵＶ－２０００紫外分光光度计：上
海尤尼科仪器有限公司；ＫＯＮＩＣＡＭＩＮＯＬＴＡ色彩色

差计：柯尼卡美能达投资有限公司。

１．２　实验方法
１．２．１　美拉德反应的检测

美拉德反应中间产物在２９０ｎｍ波长下具有特
征性吸收。Ｓｈａｏ［１９］等人发现糖基化的 ＳＰＩ在酸性
条件下溶解性较好，因此将 ＳＰＩ－木糖美拉德反应
产物溶解于０．２５％（ｗ／ｖ）的乙酸溶液中，利用分光
光度计于２９０ｎｍ处测定吸光度值。

研究中发现，美拉德反应程度过高会形成不溶

性产物，此时用比色法就不能准确地反应美拉德反

应的进程。根据 Ｋａｔｏ［２０］等人的研究，美拉德反应
末期主要生成类黑精。色差代表不同样品之间颜

色的差异，常用 Ｌ、ａ、ｂ值来表示，Ｌ值表示颜色的
黑白值、ａ值表示颜色的绿红值、ｂ值表示颜色的
蓝黄值，类黑精主要表现为黑白差异，所以本文同

时通过测定产物 Ｌ值的差异来反应美拉德反应的
进程。称取不少于３．００ｇ的美拉德反应产物置于
４ｃｍ×４ｃｍ的真空袋内，用色彩色差仪测定样品
的 Ｌ值。
１．２．２　美拉德反应条件的优化
１．２．２．１　温度对ＳＰＩ与木糖美拉德反应的影响

称量５份 ＳＰＩ，以 ＳＰＩ∶木糖为２∶１的重量比加
入木糖，于研钵内充分研磨并混合均匀后置于康

威氏皿内室中，外室中添加饱和 ＮａＣｌ溶液，分别放
入４０、５０、６０、７０、８０℃干燥箱中（此时相对湿度分别
为７４．７％±０．７％、７４．５％±０．９％、７４．４％±０．９％、
７４．１％±０．９％、７３．９％±０．９％［２１］，差别不大，故视

为相对湿度不变），反应４ｈ。按１．２．１方法检测美
拉德反应发生的程度。

１．２．２．２　混合比例对 ＳＰＩ与木糖美拉德反应的
影响　　

称量５份 ＳＰＩ，分别以 ＳＰＩ∶木糖质量比为４∶１、
３∶１、２∶１、１∶１、１∶２的比例加入木糖，于研钵内充分
研磨后置于康威氏皿中，放入８０℃干燥箱以饱和
ＮａＣｌ溶液提供 ７３．９０％的相对湿度反应 ４ｈ。按
１．２．１方法检测美拉德反应发生的程度。
１．２．２．３　相对湿度对ＳＰＩ与木糖美拉德反应的影响

称量４份ＳＰＩ，以４∶１的比例添加木糖，于研钵
内充分研磨后置于康威氏皿中，放入８０℃干燥箱
中，分别以饱和 ＬｉＣｌ、ＭｇＣｌ２、ＮａＢｒ、ＮａＣｌ溶液提供对
应１０．５％±０．５％、２６．１％±０．４％、５１．４％±１．５％、
７３．９％±０．９％的相对湿度，反应４ｈ。按１．２．１方
法检测美拉德反应发生的程度。
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１．２．２．４　反应时间对ＳＰＩ与木糖美拉德反应的影响
称量５份ＳＰＩ，以４∶１的比例添加木糖，于研钵

内充分研磨后置于康威氏皿中，放入８０℃干燥箱以
饱和ＭｇＣｌ２溶液提供２６．１％±０．４％的相对湿度条件
下分别反应２、３、４、５、６ｈ。按１．２．１方法检测美拉
德反应发生的程度。

１．２．３　ＳＰＩ－木糖美拉德反应产物的表征
１．２．３．１　ＳＰＩ－木糖美拉德反应产物的热性能

测定最佳条件下反应物的热性能，同时将未经

处理的ＳＰＩ与木糖按相同的比例进行混合，以所得
混合物作为对照。示差扫描量热法（ＤＳＣ）的分析条
件为：温度从３０℃升至３００℃，升温速率为５℃／
ｍｉｎ，保护气为氮气。
１．２．３．２　ＳＰＩ－木糖美拉德反应产物的流变学性质

将所得美拉德反应产物溶解于０．２５％（Ｗ／Ｖ）
的乙酸溶液中，测定其流变学特性。

在触变测定中，用阶变剪切速率测试来测定

ＳＰＩ－木糖美拉德反应产物及两者按相同比例混合
得到的简单混合物的触变性，分为两个区间进行测

量，即上升测量区间：０．３～２００ｓ－１；下降测量区间：
２００～０．３ｓ－１。

频率扫描测定：频率扫描范围在 ０～５０Ｈｚ之
间，测定ＳＰＩ和木糖的美拉德反应产物及两者按相
同比例混合所得的简单混合物的储能模量（Ｇ′）和
损失模量（Ｇ″）随频率变化的关系。
１．２．４　数据分析

每种样品每次均测定３个平行，结果以平均值
±标准偏差表示，采用 ＳＰＳＳ１７．０（美国 ＳＰＳＳ公司）
进行统计分析。组间差异显著性分析采用方差分析

（ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＶａｒｉａｎｃｅ，ＡＮＯＶＡ）中的 ＴｕｋｅｙＨＳＤ进
行，Ｐ＜０．０５时认为差异显著。

２　结果与分析
２．１　美拉德反应条件的优化
２．１．１　温度对ＳＰＩ与木糖美拉德反应的影响

温度对ＳＰＩ与木糖美拉德反应的影响见图１。
由图１可知，温度对美拉德反应具有重要影响。当
温度从４０℃升高至５０℃时，美拉德反应产物在
２９０ｎｍ下吸光值随温度的增大而降低，但是当温
度进一步从５０℃增至８０℃时，２９０ｎｍ下吸光值
随温度的增大而增大；Ｌ值随温度的升高持续降
低，表明 ＳＰＩ－木糖美拉德反应产物的颜色持续加
深。４０℃时吸光值较其他温度大的原因是温度过

低导致美拉德反应发生不明显，在溶液 ｐＨ为４时
接近 ＳＰＩ等电点，其溶解性较差，溶液中的悬浮物
使得吸光度值过大。由此可知，随着反应温度的

升高，美拉德反应逐渐强烈，这与吴惠玲［２２］等人的

研究中结果一致。因此，在后续的实验中反应均

在８０℃下进行。

图１　温度对ＳＰＩ－木糖美拉德反应的影响

　　注：同一系列数据中不含相同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），

其中大写字母代表色度值Ｌ，小写字母代表吸光值，下同。

２．１．２　混合比例对ＳＰＩ与木糖美拉德反应的影响
混合比例对ＳＰＩ与木糖美拉德反应的影响见图

２。从图２可以看出，当ＳＰＩ与木糖的比例为４∶１时
吸光值最大；当两者比例降至３∶１时，吸光值降至最
低值；当该比例进一步降至１∶１时，吸光值又开始随
之增加，但是当两者比例达到１∶２时，吸光值又显著
降低。从Ｌ值的变化可以看出，当 ＳＰＩ与木糖的比
例为３∶１和２∶１时两者美拉德反应的程度最强，这
与吸光值的测定结果不一致。考虑到不同比例下 Ｌ
值的变化不如吸光值变化明显，在此以吸光值为标

准，选择４∶１为最佳的ＳＰＩ∶木糖比例。

图２　混合比例对ＳＰＩ－木糖美拉德反应的影响

２．１．３　相对湿度对ＳＰＩ与木糖美拉德反应的影响
相对湿度对ＳＰＩ与木糖美拉德反应的影响见图

３。由图３可知，相对湿度对 ＳＰＩ－木糖之间的美拉
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德反应有重要影响，在相对湿度为 ２６．１０％时 ２９０
ｎｍ下的吸光值和Ｌ值均最大，这表明相对湿度过高
或过低均不利于美拉德反应的发生。后续研究在相

对湿度为２６．１０％的条件下进行。

图３　相对湿度对ＳＰＩ－木糖美拉德反应的影响

２．１．４　反应时间对ＳＰＩ与木糖美拉德反应的影响
反应时间对ＳＰＩ与木糖美拉德反应的影响见图

４。由图４可知，随着反应时间的延长，２９０ｎｍ下吸光
值逐渐增大，当反应时间为５ｈ时，吸光度值达到最
大值，此后随着时间的推移，吸光度值下降，Ｌ值则随
时间的延长一直减小，说明ＳＰＩ－木糖颜色持续加深，
这与Ｓｈａｏ［１９］的研究结果类似。这表明，随着反应时
间的延长，美拉德反应的程度逐渐加深；但是当反应

时间达到６ｈ时，美拉德反应进入了最终阶段，此时
虽然产物的颜色继续加深，但是在２９０ｎｍ下有吸收
的中间产物的数量开始降低，类黑精逐渐累积，使得

２９０ｎｍ处的吸光值反而开始下降。由于利用美拉德
反应对蛋白质进行改性时一般需要使反应停留在中

间阶段，因此确定ＳＰＩ－木糖的最佳反应时间为５ｈ。

图４　反应时间对ＳＰＩ－木糖美拉德反应的影响

综上所述，ＳＰＩ－木糖美拉德反应的最适条件为
温度８０℃、ＳＰＩ∶木糖＝４∶１、相对湿度为２６．１０％、反
应时间５ｈ。

２．２　ＳＰＩ－木糖美拉德反应产物的表征
２．２．１　热性能

ＳＰＩ－木糖美拉德反应产物及对照的热行为见
图５。由图５可知，未经处理的ＳＰＩ和木糖的简单混
合物在９０℃附近均出现了一个吸热峰，这是由于混
合物中水分蒸发，导致出现了吸热峰；最适条件下得

到的美拉德反应产物出现吸收峰的温度比未处理混

合物略低，这可能是由于美拉德反应使 ＳＰＩ的结构
发生了一定的变化，从而使其持水能力有所降低；

ＳＰＩ和木糖的美拉德反应产物及两者的简单混合物
均在１５０℃附近出现了一个放热峰，但是 ＳＰＩ和木
糖的美拉德反应产物在１８０℃左右还出现了一个明
显的新的放热峰，这表明 ＳＰＩ和木糖通过美拉德反
应生成了易分解的中间产物。

图５　ＳＰＩ－木糖美拉德反应物的热性质
２．２．２　流变学性质

ＳＰＩ－木糖美拉德反应产物及对照的流变学性
质见图６和图７。由图６可知，ＳＰＩ－木糖美拉德反

图６　ＳＰＩ－木糖美拉德反应物的动态粘度曲线
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图７　ＳＰＩ－木糖美拉德反应物的频率扫描曲线

应产物的初始粘度远远高于两者的简单混合物，表

明美拉德反应引发了大分子物质的形成，从而使得

粘度剧烈增加。由图７可知，ＳＰＩ－木糖美拉德反应

产物在溶液中的储能模量（Ｇ′）及损失模量（Ｇ″）均

大于ＳＰＩ和木糖简单混合物的模量值，表明 ＳＰＩ和

木糖通过美拉德反应生成了结构更加复杂的分子。

这表明，ＳＰＩ与木糖的美拉德反应可明显改变产物

的粘弹性。

３　结论
本文采用干热法处理 ＳＰＩ与木糖，研究了反应

温度、混合比例、相对湿度及反应时间对 ＳＰＩ－木糖

美拉德反应的影响，同时检测了美拉德反应产物的

热性能和流变学性质。结果表明，在干热条件下

ＳＰＩ与木糖极易发生美拉德反应，且两者发生反应

的最适条件为：反应温度８０℃、ＳＰＩ∶木糖的混合比

例４∶１（Ｗ／Ｗ）、相对湿度２６．１０％、反应时间５ｈ。

在此条件下所得美拉德反应产物在２９０ｎｍ处有最

大光吸收。美拉德反应产生了加热易分解的中间产

物，且美拉德反应产物在溶液中的弹性特征更加明

显，且粘度显著增加，表明美拉德反应改变了ＳＰＩ的

部分性质。本文对于推动美拉德反应在ＳＰＩ改性中

的实际应用具有重要参考价值。
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