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用 HPLC测定酶解玉米蛋白氨基酸的组成

周大寨 1，黄国清 2，唐巧玉 1

(1.湖北民族学院生物技术研究所，湖北  恩施 　 445000；
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摘   要：利用高效液相色谱对玉米黄粉蛋白的酶解产物进行氨基酸组成测定，发现酶解产物中含有大量的 Pro 和

Phe、Leu 等必需氨基酸，因此可以用作保健食品来补充必须氨基酸和降低高血压患者的血压，具有广阔的应用

前景。
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Abstract ：With the RP-HPLC, the enzymatic hydrolyzates of corn gluten meal were found to be rich in Pro, Phe and Leu

etc. Which were thought to be suitale as healthy food additives to supplement essential AA for easing hypertension.
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玉米蛋白粉是玉米加工中的副产物，它是从淀粉乳

分离蛋白质时得到的黄浆水，过滤后得到的不溶于水的

蛋白质，俗称黄粉子。玉米蛋白粉含蛋白质 60% 以上，

有的达到 70%，其余是 20% 淀粉和 13% 纤维。玉米蛋

白粉中主要为玉米醇溶蛋白(zein，20%)、谷蛋白、球

蛋白和白蛋白。由于玉米蛋白粉组成复杂，口感粗糙，

水溶性特别差，严重影响了其在食品工业中的应用，当

今国内主要将玉米黄粉用于饲料或者自然排放[1 ]。我国

每年随废液排走的玉米蛋白质高达 8 万多吨，既浪费了

宝贵的粮食资源，又造成对环境的污染，因此，提高

..
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对玉米黄粉蛋白质利用率有着重要的意义，本文利用高

效液相的方法测定了玉米蛋白酶解后产物的氨基酸组

成，发现酶解产物是保健食品的良好添加剂，为玉米

黄粉蛋白的综合利用提供了一条新的途径。

1 试验部分

1.1 仪器与试剂

Agilent 1100 高效液相色谱仪：包括四元泵、真空

抽气机、DAD 检测器、柱温箱和手动进样器(配 20μl 定

量环)；反相柱(Agilent ODS C18 柱)；甲醇、乙腈均为

国产色谱纯试剂；OPA来自 Agilent 公司；FMOC和正缬

氨酸内标来自于Sigma公司；氨基酸标准品来自Agilent公

司；实验过程中所用水电阻率为 18.2 兆欧。

1.2 色谱条件

色谱柱：Hypersil C18 柱(250mm × 4.0mm i.d.)；柱

温 40℃，进样量 20μl；流动相A：20mmol /L pH 7.2

乙酸－乙酸铵缓冲液＋ 0.018% 三乙铵 +0.3% 四氢呋喃，

流动相 B：20mmol/L pH7.2 乙酸－乙酸铵缓冲液:甲醇:

乙腈 =1:2:2，流动相使用前经 0.45μm 微孔虑膜过滤；

洗脱程序见表 1，DA D 检测器程序：0～20 min  波长

338nm，Bw10，参比波长 390nm，Bw 20；20～25min

波长 262nm，Bw16，参比波长 324nm，Bw8。

Time (min) A% %B Flow (ml/min)

1 0.00 100 0.0 0.450

2 17.00 40 60.0 0.450

3 18.10 0 100.0 0.450

4 18.50 0 100.0 0.800

5 23.90 0 100.0 0.800

6 24.00 0 100.0 0.450

7 25.00 100 0.0 0.450

表1   梯度洗脱程序

Table  1     The process of grad elution

1.3 样品制备及处理

酶解产物的制备：玉米蛋白粉(蛋白质含量 51%)用

Alcal ase  2.4L 酶解，酶解条件为：温度 50℃、酶量

1.5%、底物浓度 10%、pH8、时间 5h；反应完后 100

℃煮沸 10min 灭酶，4500r/min 离心 15min，取上清液经

10000Dal 的超滤膜过滤，透过液冷冻干燥得测定样品，

蛋白质含量为 87%。

称取 0.5478g 样品用 6mol/L 盐酸定容至 100ml，从

中取出 2.5ml 放入两端封口的玻璃管中进行消化。消化

条件为：在 6mol/L 盐酸加 1% 苯酚在 110℃马弗炉中消

化 2 4 h，取出玻璃管，用去离子水冲洗干净，然后在

70℃水浴上赶酸至蒸干，然后用 0.1mol /L 盐酸定容至

10ml 待用。

1.4 衍生

准确吸取 5μl 待测液干净的塑料离心管中，加

入 5μl 0.1 mol/L 盐酸、10μl 1nmol/μl 正缬氨酸内标和

72μl 0.4mol/L pH9.4 硼酸缓冲液，混匀，加入 3μl FMOC

混匀反应 30s，再加入 5μl  OPA 反应 1.5min，进样。

2 结果与分析

2.1 标准氨基酸的标准曲线与相关系数

在浓度范围内，以峰面积为纵坐标，氨基到浓度为

横坐标，得到各氨基酸的工作曲线回归议程，见表 2，

对 17 种氨基酸混合标准溶液按照设定的色谱条件作标准

曲线，色谱图见图 1 。

氨基酸名称 保留时间 标准曲线 相关系数

Asp 5.750 Y=0.905x－0.006 0.99984

Glu 7.560 Y=1.01x－0.0015 0.99992

Ser 10.173 Y=1.02x－0.0028 0.99994

His 10.757 Y=0.789x－0.0071 0.99944

Gly 11.335 Y=1.03x－0.0081 0.99963

Thr 11.625 Y=0.995－0.0057 0.99986

Ala 13.052 Y=1.03－0.0059 0.99985

Arg 13.469 Y=1.03－0.0058 0.99983

Tyr 14.332 Y=0.958－0.0043 0.99986

Cys-SS-Cys 14.576 Y=0.860－0.0080 0.99946

Val 16.554 Y=1.03x－0.0037 0.99991

Met 16.760 Y=1.04x－0.0049 0.99989

Phe 18.087 Y=0.954x－0.0053 0.99976

Ile 18.398 Y=1.25x－0.017 0.99919

Leu 18.752 Y=0.573－0.0011 0.99991

Lys 19.190 Y=0.126x－0.0070 0.96886

Pro 21.207 Y=0.710－0.0099 0.99810

表2　17种氨基酸标准曲线及相关系数

Table 2    The standard curve and correlation coefficient of

17 kinds amino acids

2.2 样品中各种氨基酸含量

将制备好的玉米蛋白酶解物在标准氨基酸的标准曲

DAD1 A. Sig=338.10 Ref=390.20.TT(TEST/SIG 10039.D)

图1   标准氨基酸图谱

Fig.1      Atlas of standard amino acids
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氨基酸 浓度(pmol/μl) 百分含量(%)

Asp 23.44 4.56%

Glu 77.68 16.69%

Ser 6.20 0.95%

His 7.38 1.67%

Gly 18.61 2.04%

Thr 7.85 1.37%

Ala 53.50 6.96%

Arg 9.21 2.34%

Tyr 15.21 4.02%

Cys-SS-Cys 1.88 0.66%

Val 21.06 3.60%

Met 9.34 2.04%

Phe 20.86 5.03%

Ile 6.12 1.17%

Leu 71.82 13.76%

Lys 2.65 0.57%

Pro 36.56 6.15%

表3　酶解物中各种氨基酸的含量

Table.3      The content of all kinds of amino acid in the

hydrolyzates

线相同的色谱条件用HPLC测定酶解玉米蛋白氨基酸的组

成，其完全水解物的色谱图见图 2。通过标准曲线，经

过计算，得出玉米蛋白酶解物中各氨基酸的含量为见表 3。

3 讨  论

通过对玉米蛋白酶解产物的17种氨基酸含量进行测

定，发现酶解产物中含有较高量的 Glu、Leu、Pro、Phe

和Val等氨基酸，因此玉米蛋白酶解产物可以用来保健食

品来补充 Leu、Phe、Val 等人体必须氨基酸，同时也可

以用来制备具有高降血压活性的多肽，因为有高降血压

活性的多肽含有较多的 Pro和 Phe等芳香族氨基酸，从玉

米蛋白中提取出的降血压肽是目前所以原料中活性最高的
[2]。因此，玉米蛋白通过酶解后，由于其具有独特的氨

基酸组成，使其很适于用作保健食品的添加剂，用以

补充 Leu、Val、Phe 等必需氨基酸和降低高血压患者的

血压等，具有广阔的应用前景。
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DAD1 A. Sig=338.10Ref=390.20.TT(TEST/SIG 10056.D)

图2 玉米蛋白水解物色谱图

Fig.2   The chromatogram of the hydrolyzes the

hydrolyzates of corn gluten meal

欧盟将修改食品添加剂规则

据海外媒体报道，欧盟最近提议修改食品添加剂规则。修改内容包括肉类亚硝酸盐规定水平的减少、防止使

用凝胶成形的食品添加剂等。与此同时，欧盟也已提议批准将乙基纤维素、赤藻糖醇、4 已基雷琐酚和大豆半纤

维素等作为食品添加剂使用。

据悉，亚硝酸盐和硝酸盐已经作为储存咸肉、火腿等肉类产品的添加剂而被使用。亚硝酸盐可以保持咸肉的

颜色和气味，延缓或阻止细菌病原体的生长。在大部分咸肉产品中，添加亚硝酸盐成为阻止毒素增长的必需程序。

不过，按照目前的法令规定，在非加热处理、盐渍和干燥肉制品中钾亚硝酸盐的最大残留不能超过 50 × 10 -6，其

他盐渍肉和肉罐头不能超过 100 × 10-6。盐渍鲱鱼和小鲱鱼的残留不能超过 200 × 10 -6。

据报道，欧盟为了实现将亚硝胺水平尽可能控制在最低水平的目标，所提议的规则修改将降低允许添加到食品

中的硝酸盐和亚硝酸盐的水平，同时也将用于维持水平的微生物安全。

据悉，去年４月，欧盟已经做出决定停止在欧盟境内销售含有特定的从海藻或果胶中提取的食品添加剂的迷你

果冻。此次提议的规则修改将使这一停止销售决定永远有效。


