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苹果浓缩汁美拉德反应有关影响因素的研究
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摘   要：以苹果制汁新品种鲁加1号和鲁加3号[特拉蒙(Telemon)×富士(Fuji)]的浓缩果汁为试材，研究了苹果浓缩

汁贮藏过程中氨基酸、还原糖和5-羟甲基糠醛(5-HMF)含量的变化，并利用几种氨基酸和还原糖分别在柠檬酸－磷

酸缓冲液(pH3.20)与苹果浓缩汁中进行美拉德模拟试验。实验结果表明：贮藏过程中，苹果浓缩汁中的赖氨酸、

苯丙氨酸、亮氨酸、异亮氨酸、蛋氨酸、苏氨酸的含量呈下降趋势；还原糖含量成波浪式变化，即先上升后下

降，然后上升再下降；5-HMF 含量先上升后下降；在柠檬酸- 磷酸缓冲液中进行美拉德模拟试验其氨基酸与还原

糖的反应活性分别与苹果浓缩汁中的反应活性存在较大差异，在两个实验中赖氨酸都具有较大的反应活性。
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Study on Factors Influencing Maillard Reaction in Apple Juice Concentrate
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Abstract ：Studies were carried out on changes of amino acids, reduce sugar and 5-HMF contents in apple juice concentrate of

Lujia1 and Lujia3 (Lu for Shandong province, China; Jia for processing) derived from the cross between Telamon and Fuji.

Maillard reaction had been simulated with amino acids (lysine, phenylalanine, leucine, isoleucine, methionine, threonine) and

reduce sugars (fructose, glucose, arabinose, galactose, xylose) respectively in citric acid-phosphate buffer (pH3.20)and in

apple juice concentrate. The results showed that lysine, phenylalanine, leucine, isoleucine, methionine and threonine contents

in apple juice concentrate decline during storage. Reduced sugar content increases first, then decreases, while roses and

descends again. 5-HMF content increases first, then descreases. Amino acids activities in Maillard reaction show great

differences between in citric acid-phosphate buffer(pH3.20)and in apple juice concentrate, and also in reduce sugars activities.

Lysine activity is high in both experiments.

Key words：apple juice concentrate；amino acids；reduce sugar；5-HMF(5-hydroxymethyl furfuraldehyde)；Maillard

reaction
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苹果浓缩汁在贮藏过程中会发生非酶褐变，生成的

黑褐色物质影响浓缩汁的感官，降低其营养价值，成

为影响苹果浓缩汁品质和贮存寿命的主要原因。美拉德

反应(Maillard reaction)是非酶褐变的主要机制 之一[1]，美

拉德反应为还原糖与氨基化合物如游离氨基酸、肽和蛋

白质上的氨基之间发生的反应。一般认为 5 - H M F ( 5 -

hydroxymethyl furfuraldehyde)是葡萄糖或果糖在酸性溶液

中的脱水分解产物[2]，是美拉德反应、焦糖化反应及抗

坏血酸氧化分解反应的共同中间产物。另外，5 - H M F

可参与美拉德反应的后阶段生成褐色物质。一般贮存

70d 后浓缩汁中的 5-HMF 含量开始出现缓慢增长趋势。

Kwak 和 Lim 以大豆为材料，利用美拉德模拟实验研究

了氨基酸、还原糖等对美拉德反应的影响[3]。Wolfrom

以橘汁为试材，研究了氨基酸与糖比值、果汁含水量、

柠檬酸与抗坏血酸等对美拉德反应的影响[4]。

本实验以苹果制汁新品种鲁加 1 号和鲁加 3 号的浓

缩果汁为试材，研究苹果浓缩汁贮藏过程中氨基酸、还

原糖和 5-HM F 含量的变化，分析氨基酸、还原糖和 5-

H M F 对苹果浓缩汁贮藏过程中美拉德反应的影响，并

进行了美拉德反应的模拟实验，研究影响美拉德反应的

主要氨基酸，为加工制汁专用型苹果育种提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料

以苹果制汁新品种鲁加 1 号和鲁加 3 号的果实为材

料，制成糖度为70°Brix的浓缩汁。果实于2004年 9月

8 号采收(成熟时采收)，采收后立即制成浓缩汁，贮藏

于25℃的恒温箱内。鲁加1 号和鲁加3 号苹果浓缩汁的

pH 值分别为 3. 1 2、3 . 3 0。亮氨酸、蛋氨酸、阿拉伯

糖购自 S i g m a 公司，赖氨酸、苯丙氨酸、异亮氨酸、

苏氨酸、半乳糖、木糖均为进口分装，其它试剂均为

分析纯级。

1.2 方法

1.2.1 苹果浓缩汁中氨基酸种类和含量的测定

精确称取苹果浓缩汁1 ± 0.1g，置20ml 水解管中，

加15ml，6mol/L HCl 溶液，充氮气抽真空后，封口，

于110℃条件下水解24h。水解后, 用6 mol/L HCl溶液定

容到50ml容量瓶中, 取1ml溶液蒸干，然后用1ml蒸馏水

稀释，再蒸干，反复几次，最后用 1 m l 蒸馏水稀释后

上机。利用日立835-50 型氨基酸自动分析仪对果汁中氨

基酸进行定性、定量分析。每两周测一次，共测 6 次。

1.2.2 苹果浓缩汁中还原糖含量的测定

参考郝再彬的斐林试剂比色法[5]。每两周测 1 次，

共测 9 次。

1.2.3 苹果浓缩汁中 5-HMF 含量的测定

参考颜贻明的方法[5]。每两周测 1 次，共测 9 次。

1.2.4 氨基酸和还原糖分别在柠檬酸 - 磷酸缓冲液

(pH3.20)与苹果浓缩汁中进行美拉德模拟试验

参考Kwak 和 Lim 的方法[3]，稍作改动。氨基酸(赖

氨酸、苯丙氨酸、亮氨酸、异亮氨酸、蛋氨酸、苏

氨酸) 分别与还原糖( 果糖、葡萄糖、阿拉伯糖、半乳

糖、木糖)两两组合，以相同浓度(0.03mol/L)溶解于

0.10mol/L的柠檬酸-磷酸缓冲液(pH3.20，根据试验中两

种苹果浓缩汁pH值的平均值来确定的)，并定容到100ml

容量瓶中。取各种混合液 15ml 于试管(带螺丝旋钮中，

放入干燥箱，100℃条件下加热 3h，取出后立即用自来

水冷却，冷却后用SP-2102UV 型紫外分光光度计420nm

下测定吸光值，以0.10mol/L 的柠檬酸-磷酸缓冲液(不

添加任何氨基酸和还原糖)为对照。苹果浓缩汁中的模

拟试验，将0.10mol/L的柠檬酸-磷酸缓冲液(pH3.20) 改

为苹果浓缩汁(70°Brix)，以苹果浓缩汁(不添加任何氨基

酸和还原糖)为对照，其它同上。以 A 42 0 值作为衡量氨

基酸与还原糖反应活性指标。

2 结果与分析

2.1 苹果浓缩汁贮藏过程中几种氨基酸含量的变化

由图 1 可以看出，在 1 0 周的贮藏过程中，鲁加 1

号、鲁加 3 号苹果浓缩汁中的苯丙氨酸、异亮氨酸、
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图 1   苹果浓缩汁贮藏过程中苯丙氨酸、异亮氨酸、亮氨酸、赖氨酸、蛋氨酸、苏氨酸含量的变化

Fig.1     Changes of phenylalanine, isoleunine, leunine, lysine, methionine, and threonine contents in apple juice concentrate during storage
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图2    苹果浓缩汁贮藏过程中还原糖含量的变化

Fig.2     Changes of reduce sugar content in apple juice
concentrate during storage

4.0

3.5

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0
0 2 4 6 8 10 12 14 16

鲁加1号

鲁加3号

5
-
H
M
F
含
量
(
m
g
/
g
)

贮藏周数(w)

图3    苹果浓缩汁贮藏过程中5-HMF含量的变化

Fig.3     Changes of 5-HMF content in apple juice concentrate
during storage

由图 3 可见，在 1 6 w 的贮藏过程中，两种苹果浓

缩汁中 5- H M F 含量变化趋势较为相似，贮藏 0～10 w，

5-H M F 含量不断上升，10～12w，5- H M F 含量迅速上

升。鲁加1 号苹果浓缩汁中5-HMF 含量在贮藏12w 时出

现峰值，而鲁加 3 号在贮藏 1 4 w 时出现峰值，两者峰

值差异不明显。出现峰值后，两种苹果浓缩汁中 5-HMF

含量又迅速下降，这可能与5-HMF 参与美拉德反应的后

亮氨酸、赖氨酸、蛋氨酸、苏氨酸含量呈下降趋势。这

6种氨基酸中蛋氨酸含量的初始值较高(12.0～14.0mg/100g)，

亮氨酸、赖氨酸、苏氨酸含量的初始值较低( 2 . 0～

2.5mg/100g)。在整个贮藏过程中，除了鲁加1号苹果浓

缩汁中苯丙氨酸和异亮氨酸含量明显低于鲁加 3 号，其

它氨基酸含量差异不明显。

2.2 苹果浓缩汁贮藏过程中还原糖含量的变化

如图 2 所示，在 1 6 w 的贮藏过程中，两种苹果浓

缩汁中还原糖含量变化趋势基本一致，即先上升后下

降，然后再上升再下降，出现两个峰。第一个峰在贮

藏第 4～6 w ，第二个峰在贮藏第 1 2 w。由此可见，在

贮藏过程中，苹果浓缩汁中还原糖含量呈波浪式变化。

2.3 苹果浓缩汁贮藏过程中 5-HMF 含量的变化
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阶段生成褐色物质有关。

2.4 氨基酸和还原糖分别在柠檬酸 - 磷酸缓冲液

(pH3.20)与苹果浓缩汁中进行美拉德模拟试验

的反应活性均较高，以与葡萄糖反应生成物的吸光率

(A420=0.20)高于其它组合氨基酸与还原糖。

图 4 和图 5 相比，其中氨基酸与还原糖反应活性差

异较大，图 4 中氨基酸与还原糖各组合生成物的吸光率

明显低于图 5 中各组合(亮氨酸与葡萄糖的组合除外)；

图4中氨基酸反应活性明显低于图5中相应氨基酸反应活

性，还原糖也具有相同趋势。从图 4 和图 5 可以看出，

木糖与各种氨基酸都发生反应。

3 讨  论

有研究指出，美拉德反应受多种因素的影响，主

要有：温度、p H 值、水分活度、氧气、金属离子

等[ 6 ]。美拉德反应随着还原糖浓度的增加、温度的升

高、超过氨基酸等电点的 pH 值的增大而加强[7]，酸性

介质中，美拉德反应受抑制，碱性介质中则反应加速，

以碱性氨基酸较易进行美拉德反应[8]。

本实验主要研究了氨基酸、还原糖和 5- H M F 对苹

果浓缩汁贮藏过程中美拉德反应的影响。氨基酸是参加

美拉德反应的重要反应物之一，但并不是所有氨基酸都

可以参加美拉德反应。实验结果表明：随着贮藏时间的

延长，苹果浓缩汁中的赖氨酸、苯丙氨酸、蛋氨酸、

亮氨酸、异亮氨酸、苏氨酸含量呈下降趋势，这说明

这几种氨基酸可能参加了美拉德反应或其它成色反应。

一些矿物质( K、C a、M g )及氨基酸会提高糖类转

化为5-HMF 的速率。浓缩汁中的还原糖除了部分转化为

5-HMF，还有一部分与氨基化合物发生美拉德反应生成

有色物质。实验结果表明：随着贮藏时间的延长，苹

果浓缩汁中的还原糖含量呈波浪式变化，即先上升后下

降，再上升又下降。贮藏过程中还原糖含量的下降可

能是由于还原糖部分转化为 5-HMF，部分参与美拉德反

应，及有机酸会与还原糖作用产生褐色色素[1]，但此反

应机制仍有待于进一步研究, 而还原糖含量的升高是二糖

及多糖在酸性条件下不断水解所引起的，例如蔗糖水解

生成果糖和葡萄糖。贮藏过程中，还原糖的生成与消

耗是同时发生的，它们处于一个动态平衡过程中，贮

藏初期，还原糖含量较低，还原糖的生成量大于消耗

量而使还原糖含量升高，当还原糖达到一定量后，有

利于还原糖的消耗，此时还原糖含量又逐渐下降。

有研究指出，5- H M F 的积累与褐变速度有很强的

相关性，5 - H M F 积累后不久就可发生褐变，因此测定

5 - H M F 的积累可作为预测浓缩汁褐变速度的指标[7 ]。

5-HMF 含量可被用来评估果汁品质的变化[8]。实验结果

表明：随着贮藏时间的延长，苹果浓缩汁中的 5 - H M F

含量逐渐上升，到 10～12w 出现峰，然后又迅速下降，

这与5-HMF 积累到一定量时，会参与美拉德反应的后阶

段生成褐色物质的结论一致[2]。因此，刚加工的苹果浓

由图4可见，在柠檬酸-磷酸缓冲液(pH3.20)中进行

的美拉德模拟试验其氨基酸与还原糖反应活性大小顺序

分别为：赖氨酸＞苯丙氨酸＞蛋氨酸＞苏氨酸＞亮氨酸

＞异亮氨酸，阿拉伯糖＞木糖＞半乳糖＞葡萄糖＞果

糖。赖氨酸反应活性明显高于其它氨基酸，且其它氨

基酸反应活性彼此差异不明显。赖氨酸和阿拉伯糖反应

生成物的吸光率(A420=0.05)明显高于其它组合氨基酸和还

原 糖 。

如图 5 所示，在苹果浓缩汁中进行的美拉德模拟试

验其氨基酸与还原糖反应活性大小顺序分别为：赖氨酸

＞苏氨酸＞苯丙氨酸＞蛋氨酸＞亮氨酸＞异亮氨酸，阿

拉伯糖＞半乳糖＞木糖＞葡萄糖＞果糖，这与图 4 中氨

基酸和还原糖反应活性大小顺序存在一定的差异。赖氨

酸反应活性明显高于其它氨基酸。赖氨酸与各种还原糖
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Fig.4    Simulating Maillard reaction between amino acids and
reduce sugars in citric acid-phosphate buffer
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图5    氨基酸与还原糖在苹果浓缩汁中美拉德模拟试验

Fig.5    Simulating Maillard reaction between amino acids and
reduce sugars in apple juice concentrate
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缩汁中5-HMF 含量不能过高，否则浓缩汁很快就会发生

褐变。5 - H M F 的生成与很多因素有关，例如，苹果上

的菌类、浓缩汁的蒸馏温度、贮藏温度、苹果品种等，

可以通过彻底清洗果实上的菌类，降低蒸馏温度、贮

藏温度来减少5-HMF 的生成量，而最后一个因素是降低

5-HMF 含量的根本途径，这就是通过杂交育种来选育低

5 - H M F 含量的品种。

由氨基酸和还原糖分别在柠檬酸 - 磷酸缓冲液

(pH3.20)与苹果浓缩汁中进行美拉德模拟试验可知，柠

檬酸-磷酸缓冲液(pH3.20)条件下模拟试验中氨基酸反应

活性大小顺序为：赖氨酸＞苯丙氨酸＞蛋氨酸＞苏氨酸

＞亮氨酸＞异亮氨酸，这支持了 Kw a k 和 L i m 的结论，

还原糖反应活性大小顺序为：阿拉伯糖＞木糖＞半乳糖

＞葡萄糖＞果糖，这也支持了 Kwak 和 Lim 的结论。而

苹果浓缩汁条件下模拟试验中氨基酸反应活性大小顺序

为：赖氨酸＞苏氨酸＞苯丙氨酸＞蛋氨酸＞亮氨酸＞异

亮氨酸，还原糖反应活性大小顺序为：阿拉伯糖＞半乳

糖＞木糖＞葡萄糖＞果糖，这与柠檬酸 - 磷酸缓冲液

(pH3.20)条件下模拟试验存在一定的差异。苹果浓缩汁

条件下模拟试验中氨基酸与还原糖的反应活性分别比柠

檬酸-磷酸缓冲液(pH3.20)条件下的高，这可能是因为两

个试验的反应体系不同，苹果浓缩汁中的某些物质更有

利于美拉德反应的发生，例如浓缩汁中大量的还原糖在

酸性条件下有利于转化成 5-HM F，而 5- H M F 可以促进

美拉德反应的发生，因此利用苹果浓缩汁体系的模拟试

验能更好的推测苹果浓缩汁中氨基酸与还原糖的实际反

应活性。而Kwak 和 Lim 是在柠檬酸- 磷酸缓冲液体系下

进行模拟试验的，这可能是由于大豆中有较高含量的蛋

白质，而蛋白质可能干扰反应的发生。模拟试验中的

氨基酸与还原糖的含量是相同的，并且氨基酸含量与浓

缩汁中氨基酸的实际含量较为相近，这更有利于反映出

实际情况。由于苹果浓缩汁中的氨基酸的含量较低，而

还原糖含量较高，这足以与氨基酸反应，所以模拟试

验中不需要模拟浓缩汁中还原糖含量而加入过多的还原

糖。这两个实验也存在相同之处：葡萄糖反应活性大于

果糖的，这与葡萄糖产生褐变反应比果糖快的结论相一

致[7]；氨基酸中赖氨酸反应活性都是最大的，这与赖氨

酸的ε- 氨基是蛋白质的伯胺的主要来源，因此它经常

参与羰胺反应的结论相一致[8]，同时也支持了李林的结

论[10]，这表明了赖氨酸是参加美拉德反应的主要反应物

之一。因此在加工专用型苹果育种中，可以选择果实

中赖氨酸含量较低的杂种品系，以降低苹果浓缩汁贮藏

过程中美拉德反应的发生。

综上所述，苹果浓缩汁中的氨基酸和还原糖的种类

和含量及5-HMF 含量直接影响着贮藏过程中美拉德反应

速率，因此在苹果育种中，以浓缩汁中低赖氨酸含量，

低 5 - H M F 初始值为选择指标，对杂种进行选择，以选

择无褐变或轻度褐变的苹果制汁新品种，这一点在苹果

育种实践中已得到了证实。
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