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乌饭树树叶蓝黑色素对大米蛋白理化性质的影响
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摘要:目的:研究乌饭树树叶蓝黑色素对大米蛋白组分结

构性质和乳化性质的改善作用.方法:以乌饭树树叶为

原料制备蓝黑色素,以乌米饭中大米蛋白为研究对象,模

拟乌米饭染色过程并分析染色前后大米蛋白结构性质和

乳化性质的变化.结果:乌饭树树叶蓝黑色素可与大米

蛋白形成二元复合物,导致色度L∗ 值和b∗ 值降低,复合

物颜色向蓝黑色转变.色素—蛋白复合物溶解度增加,

而持油性显著降低.利用圆二色光谱分析大米蛋白二级

结构,发现其αＧ螺旋与βＧ折叠的相对含量下降,βＧ转角和

无规 卷 曲 的 相 对 含 量 上 升.当 色 素 质 量 分 数 低 于

１．５％时,起泡稳定性升高,而起泡性、乳化性和乳化稳定

性降低.当色 素 质 量 分 数 高 于１．５％后,起 泡 稳 定 性 下

降,起泡性、乳化性和乳化稳定性升高.结论:乌饭树树

叶蓝黑色素通过改 变 大 米 蛋 白 二 级 结 构 可 改 善 其 乳 化

性质.

关键词:乌饭树树叶;蓝黑色素;大米蛋白;二级结构;乳

化性质

Abstract:Objective:Thisstudywastoexploretheimprovement

ofstructuralandemulsifyingpropertiesofriceproteinbyinteracＧ

tedwiththedarkbluepigmentofVacciniumbracteatum Thunb

leaves．Methods:Thedark bluepigment waspreparedfrom

VBTL,andthechangesofstructuralandemulsifyingproperties

ofriceproteinbeforeandafterdyeingwereanalyzed．Results:

Theformation of binary complexes between the dark blue

pigmentandthericeproteindecreasedthecolorvaluesofL∗and

b∗ ,andthehueofthepigmentＧproteincomplexchangedtodark

bluecolorwiththeincreaseofthepigmentconcentration．The

watersolubilityofthepigmentＧproteincomplexincreased,and

theoilＧholdingcapacitydecreasedsignificantly．TheanalysiscirＧ

culardichroismspectroscopyshowedthechangesinthesecondary

structureofpigmentＧproteincomplexwithadecreasingintherelＧ

ativecontentofαＧhelicesandβＧfoldsandanincreasingintherelaＧ

tivecontentofβＧturnsandrandomcoil．Attheconcentrationof

pigmentbelow１．５％,foamstabilityincreased,whilefoamingcaＧ

pacity,emulsifyingcapacityandemulsionstabilitydecreased．

Whentheconcentrationofpigmentwashigherthan１．５％,foam

stabilitydecreased,whilefoamingcapacity,emulsifyingcapacity

andemulsionstabilityincreased．Conclusion:ThedarkbluepigＧ

mentcanimprovetheemulsifyingpropertiesofriceproteinby

changingitssecondarystructure．

Keywords:Vacciniumbracteatum Thunbleaves;darkbluepigＧ

ment;riceprotein;secondarystructure;emulsifyingproperty

乌饭树是一种历史悠久的药用植物资源,是天然的

植物色素来源.中国乌饭树资源蕴藏量丰富,东部沿海

地区居民利用其树叶汁将大米着色蒸煮制成蓝黑色的乌

米饭,食用习俗已流传千年[１].在乌米饭食用地区调研

发现,常食用乌米饭可显著改善２型糖尿病患者血糖水

平,与精制大米相比,其表面的蓝黑色素对外观特征和营

养特性起着重要作用[２].

乌饭树树叶中含有多种活性成分,目前已发现超过

２００种化合物,主要成分是类黄酮、酚酸和环烯醚萜类化
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合物[３].中国有很多学者对乌米饭表面的色素成分进行

了相关研究,对乌饭树树叶进行浸提纯化等操作,并将制

得的黑色浓缩物统称为“黑色素”.顾文秀等[４]、胡志杰

等[５]、王立等[６]分别利用超声波法、复合酶法辅助提高了

色素的得率,最高可达到３．３％.同时,研究者[７－８]通过分

析乌饭树树叶和果实中色素的化学组成,推测其中的色

素成分可能是花色苷等黄酮类物质.但是在乌米饭染色

过程中,经乌饭树树叶提取物浸泡的米粒表面呈现蓝黑

色.课题组[９]前期针对该蓝黑色物质研究后发现,乌饭

树树叶中环烯醚萜苷类物质可以作为前体物质经水解、

聚合后生成有色物质,环烯醚萜苷元与蛋白质的—NH２

残基发生共价反应转化为以碳—氮键为主要特征骨架的

吡啶类杂环有色化合物.乌米饭表面蓝黑色素的着色稳

定性较强,染色完成后色素不易直接提取分离,推测在染

色过程中色素与大米组分发生了较强的结合作用.然

而,基于该呈色反应机理利用呈色前体物质与游离氨基

酸反应制备蓝黑色素的方法可以克服传统染色方法提取

难度的缺陷,为蓝黑色素与大米组分相互作用的表征奠

定了基础[１０].因此,研究拟以乌饭树树叶为原料分离呈

色前体物并制备蓝黑色素,研究其与大米蛋白组分的结

合作用,探讨蓝黑色素对大米蛋白理化性质的影响,以期

为促进乌饭树天然色素的开发提供理论依据.

１　材料与方法

１．１　主要试剂与设备

乌饭树树叶:采自江苏溧阳;

大米蛋白(蛋白含量８０％,以干基计):西安天之露生

物科技有限公司;

βＧ葡萄糖苷酶(EC３．２．１．２１):１００U/mg,上海百灵威

公司;

无水乙醇、乙酸、氢氧化钠等试剂:分析纯,国药集团

化学试剂有限公司;

冷冻干燥机:FreeZoneＧ６型,美国Labconco公司;

手持色差计:CRＧ４１０型,日本柯尼卡美能达公司;

紫外可见分光光度计:T９双光束型,北京普析通用

仪器有限责任公司;

全自动圆二色光谱仪:ChirascanV１００型,英国 ApＧ

pliedPhotophysics公司;

分散乳化机:ULTRAＧTURRAX型,德国IKA公司;

荧光 分 光 光 度 计:日 立 FＧ７０００ 型,日 本 Hitachi
公司;

恒温水浴锅:HWSＧ２４型,上海一恒科学仪器有限

公司.

１．２　方法

１．２．１　乌饭树树叶蓝黑色素的制备　按 Fan等[１１]的方

法,将乌饭树树叶洗净后,按料水比１∶５(g/mL)破碎匀浆

１０min,纱布过滤出杂质后离心１５min(４℃,８０００r/min),

将上清液浓缩后真空冷冻干燥,得到棕黄色的乌饭树树

叶水提物粉末,取适量粉末分散于去离子水中至质量浓

度２ mg/mL,添 加 βＧ葡 萄 糖 苷 酶 使 其 质 量 浓 度 为

８μg/mL,在３７ ℃下恒温水解１~２h,在水解液中加入

０．１g/１００mL甘氨酸[１０],５０℃恒温水浴３h,至溶液颜色

呈蓝黑色,过滤沉淀后真空旋转蒸发浓缩后冷冻干燥,初

步得到粗制蓝黑色素粉末.采用葡聚糖凝胶 Sephadex
GＧ１５进行柱层析(层析柱长度２５cm,直径４．０cm),以质

量浓度为２mg/mL的粗制蓝黑色素溶液上样,利用去离

子水洗脱,收集每个洗脱级分(１~２个柱体积为一个级

分).蓝黑色素的吡啶杂环结构在５８５nm 处有特征吸收

峰,因此将在５８５nm 处有吸收峰的洗脱液合并为纯化的

蓝黑色素溶液.最后,将溶液在５５℃条件下进行真空旋

转蒸发浓缩后继续冷冻干燥,得到蓝色絮状色素粉末.

１．２．２　色素—大米蛋白复合物的制作　称取５g大米蛋

白溶解于５０mL去离子水中,分别制备不同乌饭树树叶

蓝黑色素添加量的蛋白溶液,分别加入０,７５,１５０,２５０,

３５０,４５０mg的蓝黑色素后在 ６０ ℃ 下搅拌 ３０ min,在

５０℃ 条件下进行真空旋转蒸发浓缩后继续冷冻干燥,得
到蓝黑色素添加量分别为０．０,１．５,３．０,５．０,７．０,９．０g/１００g
的蛋白样品,４℃下保存备用.

１．２．３　色度　利用柯尼卡美能达(CRＧ４１０)手持色差计对

染色前后大米蛋白的色度进行测定,数据结果用L∗ 、a∗

和b∗ 表示.其中白色L∗ 值的大小代表颜色由黑到白的

程度(L∗ 值＝１００为白色,L∗ 值＝０为黑色),红绿色度

a∗ 值代表颜色由绿到红的程度(正值为红,负值为绿),黄
蓝色度b∗ 的大小代表颜色由黄到蓝的程度(正值为黄,

负值为蓝).

１．２．４　溶解性　取１００mg大米蛋白样品溶于１０mL去

离子水中,用０．１mol/L的氢氧化钠或盐酸溶液调节pH
至２．０~１２．０,室温下磁力搅拌１h后,５０００r/min离心

２０min,取上清液测定其中蛋白质含量,按式(１)计算蛋白

样品的溶解性.

C＝
m１

m２
×１００％, (１)

式中:

C———溶解率,％;

m１———上清液中蛋白含量,g;

m２———原料中总蛋白含量,g.

１．２．５　吸水性　取１g大米蛋白样品溶于１０mL去离子

水中,振荡摇匀２min以保证蛋白样品充分分散,在室温

下静置３０min左右,５０００r/min离心２０min,弃去上清

液,将沉淀称重,按式(２)计算蛋白样品的吸水性.

W＝
m１－m２

m２
×１００％, (２)
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式中:

W———吸水性,％;

m１———沉淀物质量,g;

m２———蛋白质质量,g.

１．２．６　持油性　取１．０g蛋白与１０mL大豆油均匀混合,

室温下静置３０min,５０００r/min离心２０min,将上层大

豆油移入干燥的１０mL量筒中,记录体积,按式(３)计算

蛋白样品的持油性.

O＝
１０－v
m ×１００％, (３)

式中:

O———持油性,％;

v———最终体积,mL;

m———蛋白质质量,g.

１．２．７　二级结构相对含量　利用圆二色光谱(CD)测定

染色前 后 大 米 蛋 白 的 二 级 结 构[１２].配 制 质 量 浓 度 为

０．４mg/mL的大米蛋白溶液,用 ChirascanV１００圆二色

光谱仪在室温下检测圆二色谱,石英比色皿的光线路径

长度为０．１cm,扫描范围１９０~２６０nm,光谱带宽１．０nm,

扫描速度为１００nm/min,以去离子水的圆二色光谱图作

为基线校正,每组样品平行扫描３次得到 CD谱图,然后

将光谱数据导入 CDＧPro软件计算出每组蛋白样品中二

级结构(αＧ螺旋、βＧ折叠、βＧ转角和无规则卷曲)的相对

含量.

１．２．８　起泡性和起泡稳定性　取０．５g蛋白溶于５０mL
去离子水中,磁力搅拌３０min后均质２min,转入１００mL
量筒分别测量均质后０min和３０min泡沫体积,分别按

式(４)和式(５)计算蛋白样品的起泡性和起泡稳定性.

F＝
v０

５０×１００％, (４)

FS＝
v３０

v０
×１００％, (５)

式中:

F———起泡性,％;

v０———０min时的泡沫体积,mL;

FS———起泡稳定性,％;

v３０———３０min时的泡沫体积,mL.

１．２．９　 乳 化 性 和 乳 化 稳 定 性 　 取 ８ mL 的 大 豆 油 与

２４mL０．１％ 的蛋白溶液混合,１００００r/min均质１min,

形成均匀乳液.在试管中加入５mL浓度为０．１％的SDS
溶液,分别移取５０μL均质后０min和１０min的乳液,测
定其在５００nm 处的吸光度,分别按式(６)和式(７)计算蛋

白样品的乳化性和乳化稳定性.

E＝
２×t×A０×r
c×v×１００００

, (６)

ES＝
A０×１０
A０－A１０

, (７)

式中:

E———乳化性,m２/g;

t———时间,min;

A０———０min时的吸光度;

r———稀释倍数;

c———质量浓度,mg/mL;

v———油相体积,mL;

ES———乳化稳定性,min;

A１０———１０min时的吸光度.

１．３　数据分析

使用SPSS２２．０(美国SPSS公司)的单因素方差分析

(ANOVA)进行分析,以P＜０．０５来表示样品平均值之间

的显著性差异.数据以平均数±标准差的形式表示.

２　结果与分析

２．１　蓝黑色素对大米蛋白色度的影响

由表１可知,大米蛋白呈淡黄色,随着色素质量分数

的升高,色素—蛋白复合物的L∗ 和b∗ 值显著降低,平均

值分别从８７．１１,２２．７０下降到了７０．０３,７．８５(P＜０．０５),

a∗ 值略微降低,由正值变为负值.色度值的变化表明在

染色过程中色素—蛋白复合物样品的白度降低,并由偏

黄转为偏蓝,二元复合体系的亮度变暗,色调向蓝黑色

转变.

２．２　蓝黑色素对大米蛋白结构性质的影响

２．２．１　溶解度　从图１可以看出,随着色素质量分数升

高,色素—蛋白复合体系的溶解度先下降后缓慢上升.

这可能是蓝黑色素的主要成分是偏酸性的环烯醚萜类衍

生物质,而大米蛋白的等电点在pH４．０左右,且蛋白质

在等电点处的溶解度最低,越偏离等电点溶解度越高[１３].

因此,加入色素后的色素—蛋白复合物的分散液pH 较纯

大米蛋白分散液更接近等电点,导致蓝黑色素染色后的

大米蛋白溶解度降低.在继续升高蓝黑色素的质量分数

表１　乌饭树树叶蓝黑色素质量分数对大米蛋白

色泽的影响†

Table１　EffectsofconcentrationofVBLTdarkbluepigＧ

mentoncolorofriceprotein(n＝３)

蓝黑色素质

量分数/％
L∗ a∗ b∗

０．０ ８７．１１±０．７２a １．７２±０．１１a ２２．７０±０．２７a

１．５ ８１．５７±１．１３b ０．０６±０．０４b １４．８１±０．２６b

３．０ ７８．１４±０．８４c －０．３５±０．０１c １１．２５±０．３５c

５．０ ７３．１６±１．１５d －０．４７±０．０３d １０．３１±０．３８d

７．０ ７４．７５±０．６７d －０．４９±０．０４e ９．２６±０．４５d

９．０ ７０．０３±１．２３e －０．５１±０．０２f ７．８５±０．５１e

　†　同列字母不同表示有显著性差异(P＜０．０５).
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图１　乌饭树树叶蓝黑色素对大米蛋白溶解度的影响

Figure１　EffectsofconcentrationofVBLTdarkblue
pigmentonsolubilityofriceprotein

后,二元复合体系的溶解度又有所上升.这是因为在低

pH 值下,环烯醚萜类物质的亲水基团能与水分子之间形

成氢键,使得二元体系溶解度升高[１４].

２．２．２　吸水性　图２为大米蛋白的持水性随色素质量分

数的变化趋势.由图２可知,随着色素质量分数升高,色
素—蛋白复合体系的持水性先上升后下降.推测原因

是:加入蓝黑色素使二元复合体系内亲水基团含量升高,

导致色素—蛋白复合物持水性升高.而随着色素质量分

数持续增大,由于环烯醚萜类衍生物偏酸性,使色素—蛋

白复合体系的pH 偏离等电点时,蛋白所带电荷减少,与
水分子间作用力较弱,持水性降低[１５].与此同时,色素—

蛋白复合体系的溶解度升高,导致持水性降低[１６].

２．２．３　持油性　图３为大米蛋白的持油性随色素质量分

数的变化趋势.由图３可知,随着色素质量分数升高,色
素—蛋白复合体系的持油性持续下降.推测原因可能

是:蓝黑色素中的疏水键与大米蛋白表面的疏水键通过

非共价作用结合,使得大米蛋白结构中原有的疏水键减

少,降低了大米蛋白的持油性,同时加入色素使二元复合

体系的亲水基团数量增加,进一步降低了色素—蛋白复

合物的持油性[１７].

２．２．４　二级结构　表２为不同质量分数乌饭树树叶蓝黑

图２　乌饭树树叶蓝黑色素对大米蛋白持水性的影响

Figure２　EffectsofconcentrationofVBLTdarkbluepigＧ
mentonwaterＧholdingcapacityofriceprotein

图３　乌饭树树叶蓝黑色素对大米蛋白持油性的影响

Figure３　EffectsofconcentrationofVBLTdarkblue

pigmentonoilＧholdingcapacityofriceprotein

色素染色前后色素—蛋白复合物的二级结构变化.由

表２可知,随着乌饭树树叶色素质量分数的升高,二元复

合体系中αＧ螺旋和βＧ折叠的含量显著下降,βＧ转角和无

规则卷曲的含量有所上升,其中αＧ螺旋下降了１４．１％,

βＧ折叠下降了９．５％,而βＧ转角和无规则卷曲的含量则分

别增加了１０．５％和１３．３％(P＜０．０５).推测出现这种情

况的原因在于色素中含有大量的环烯醚萜类衍生物质,

表２　大米蛋白与乌饭树树叶蓝黑色素复合物二级结构的变化情况†

Table２　Changesonsecondarystructuresofriceproteincomplexwithdifferentconcentrations
ofVBTLdarkbluepigment(n＝３) ％

色素质量

分数

αＧ螺旋

同向螺旋 反向螺旋

βＧ折叠

同向螺旋 反向螺旋
βＧ转角 无规则卷曲

０．０ １５．９±０．３１a １３．７±０．２１a １７．９±０．３７a １２．１±０．２３a ２０．２±０．０７a ２０．３±０．２３a

１．５ １３．８±０．３４b １２．１±０．１３b １６．３±０．０８b １１．３±０．１５b ２２．６±０．４４b ２４．２±０．１９b

３．０ １２．６±０．１６c １１．１±０．２８c １５．６±０．１７c １０．６±０．２８c ２４．４±０．２５c ２６．１±０．３１c

５．０ １０．５±０．０２d １０．７±０．２６d １３．５±０．３４d １０．２±０．０６c ２７．１±０．３２d ２８．４±０．４７d

７．０ ８．８±０．２５e ９．５±０．１１e １２．２±０．２０e ９．９±０．１４d ２８．６±０．２９e ３１．２±０．０８e

９．０ ６．９±０．０９f ８．６±０．３３f １０．９±０．１９f ９．６±０．２１d ３０．７±０．０３f ３３．６±０．１６f

　　　　†　同列字母不同表示有显著性差异(P＜０．０５).
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这些化合物有较多的极性基团[１８].而大米蛋白内部αＧ螺

旋、βＧ折叠中存在大量氢键,与色素结合后大米蛋白内部

的极性基团与色素中极性基团结合并形成氢键,对维持

大米蛋白中αＧ螺旋和βＧ折叠结构的氢键造成破坏,致使

其转变成无规则卷曲的结构[１９].

２．３　蓝黑色素对大米蛋白乳化性质的影响

２．３．１　起泡性和起泡稳定性　由图４可知,随着蓝黑色

素质量分数升高,大米蛋白起泡性先下降再上升.而大

米蛋白的起泡稳定性的趋势相反,随着色素质量分数升

高,起泡稳定性先上升后下降.在加入蓝黑色素后,色
素—蛋白复合体系的pH 先偏向蛋白质等电点,蛋白质的

溶解度降低,不利于界面上蛋白质分子之间的相互作用

和形成黏稠的膜,导致了色素—蛋白复合物起泡性的降

低.而随着色素质量分数升高,二元复合体系中亲水基

团的含量升高,色素—蛋白复合物的溶解度上升,溶液的

表面张力减少,对泡沫的形成比较有利.且色素—蛋白

复合物的极性更强,更易与水分子相互作用形成氢键,促
使了蛋白质扩散到空气—水界面并展开,有助于产生更

多的气泡[２０].

　　而随着色素质量分数升高,大米蛋白的起泡稳定性

先上升后下降.这是因为加入乌饭树树叶蓝黑色素后,

色素—蛋白复合体系的pH 首先偏向等电点,蛋白所带电

荷减少,界面与蛋白质分子之间的排斥力减少,有助于维

持泡沫的稳定.但是继续加入色素会提高蛋白质的溶解

度,促进蛋白质分子与水分子相互作用,同时产生更多的

气泡,导致蛋白质膜强度和溶液黏度降低,最终影响色

素—蛋白复合体系的起泡稳定性[２１].

２．３．２　乳化性及乳化稳定性　从图５可以看出,随着色

素质量分数升高,色素—蛋白复合体的乳化性和乳化稳

定性均呈先下降再上升的趋势.结合前面２．３．１的分析

图４　乌饭树树叶蓝黑色素对大米蛋白起泡性和

起泡稳定性的影响

Figure４　EffectsofconcentrationofVBLTdarkblue

pigment on foaming capacity and foam

stabilityofriceprotein

图５　乌饭树树叶蓝黑色素对大米蛋白乳化性和

乳化稳定性的影响

Figure５　EffectsofconcentrationofVBLTdarkblue

pigmentonemulsifyingcapacityandemulsion
stabilityofriceprotein

结果推测:加入蓝黑色素后,色素—蛋白复合体系的pH
偏向等电点,蛋白所带电荷减少,分子之间的静电斥力减

小,因此乳化性下降.而随着色素质量分数继续增大,大
米蛋白的溶解度提高,此时界面排斥力减小,有利于蛋白

质分子扩散并吸附在油/水界面上,并最终使色素—蛋白

质二元体系的乳化性上升.

　　色素—蛋白二元复合体系的乳化稳定性的趋势与乳

化性相似,加入蓝黑色素后,色素—蛋白复合体系的乳化

稳定性有所上升.蛋白质分子在乳化体系中的稳定性取

决于界面膜的稳定性,而蛋白的溶解度能显著影响界面

膜的形成[２２].加入色素后的二元复合体系的亲水性增

强,溶解度增大,有助于界面膜流变性质的改善,从而改

善了乳化稳定性.

３　结论

通过研究乌饭树树叶蓝黑色素对大米蛋白色度、结
构特性和乳化特性的影响,发现乌米饭染色过程中蓝黑

色素与大米蛋白会发生非共价结合,造成二级结构中的

αＧ螺旋和βＧ折叠含量降低、βＧ转角和无规卷曲含量增加,

使大米蛋白结构发生伸展、变性,内部氢键遭到破坏迫使

其向无规卷曲变化,因此,色素—蛋白二元复合体系的乳

化性质得到改善.随着色素质量分数的增加,色素—蛋

白二元复合体系的持水性、起泡稳定性随色素质量分数

升高呈先升高后下降趋势,起泡性、乳化性和乳化稳定性

随色素质量分数升高呈先下降后升高趋势.后续将继续

探讨蓝黑色素在染色过程中与大米蛋白的结合规律及其

在加工食用过程中的变化规律.
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