
第 5 1卷

第 1期

无 锡 轻 工 大 学 学 报 V o l
.

15

JO U R N A LO F W U XI U N IV E R S IT YO F LIG H T IN D U S T R Y9 9 1 6N o
.

黑米色素分子结构解析

钟丽 玉 胡秋林

( 食品学院 )

摘要 用纸层析
、

紫 外一可 见扫描及 气相 色谱结合的方法
,

对
.

黑米色素的分子 结

构进行鉴定 结果表明样品 9 1
一

5 3 黑米 色素为水溶性花 色普类化合物
,

由 夫车菊花

色素
一

3
一

鼠李糖普 和芍药花色素
一

3
一

阿拉伯糖普 等 5 种色素化合物组成
,

其颜色呈 玫

瑰红 色
,

可 以作为 一种具有天然保健功能的 色素添加 剂
。

主题词 色素 ; 色谱仪 ;食品 /黑 色素

中图分类号 T S Z 10
.

1

0 前 言

近几年黑色食品风糜世界
,

其主要原因
:

1) 黑色食品营养价值高
.

以黑米为例
,

其必需

氨基酸 比普通米高 25 %
,

矿物元素比普通米高 5~ 7 倍
,

维生素含量高 1
.

5一 24 倍
〔 , 〕 。

2) 黑

色植物 中普遍存在黑色素 (B l a c
k iP g m e

nt )属 于黄桐花色贰类化合物
,

有滋阴
、

补肾等保健

功能
。

3) 食物中黑色素是一种水溶性的天然色素
,

能促进人们的食欲
。

粮油产品中的黑色植物有充足的资源
。

为了进一步开发黑色食品
,

作者主要对黑米黑色

素结构进行剖析
,

其他植物黑色素亦可以借鉴
。

1 材料与方法
1

.

1 材料

全黑梗 9 1
一

5 3 上海农科院提供
。

皮为深黑色
,

1
.

2 方法

糖的定性定量分析 衍生化气相色谱法
三’ l

色素框架扫描 图 U V
一

V i s i b i l e R e e o r d i n g

胚乳浅黑色
。

黑米色素含量的测定 单 p H 比色法

色素的分离纯化 离子交换柱层析法

2 结果与讨论
2

.

1 黑米色素的一般性质

2
.

1
.

1 p H 对黑 米色素颜色变化的影响 黑米色素在中性介质 中为紫红色
,

碱性条件下为

蓝色
,

酸性条件下为玫瑰红色
,

随 p H 的降低
,

颜色越趋鲜亮
。
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2
.

1
.

2
.

黑米 色素的光谱特征 如图 1
.

黑

色素在 弋在 一 5 2 5
,

随 p H 值的改变
,

弋
a :

基

本不变
,

而峰高 随之改变
,

p H 值低
,

峰高增

高
,

说明溶液的颜色加深
。

2
.

L 3
.

黑米 色素的 颜色反应 将黑米色素

经物理或化学处理
,

观察其颜色变化
,

结果

如表 1
.

将表 1 与植物色素标准颜色反应 比

较川
,

可以初步得出定性的结果
,

黑米色素

属 于黄酮类花色 普化合物
,

其结构通 式如
8 0 2

’ 3
’

(0
.

0è侧叙叠

4 2 5 4 5 0
4 7 5 5 0 0 5 2 5 5 50

波长 ( n m )

57 5 6 0 0 6 2 5

807560朽30150

图 1 不同 p H

P H = 2 3

条件下黑色素的光谱图

p H = 3 4 P H = 4 p H =

R

5
.

4

表 1 黑色素的重要颜色反应 攀头

处 理 方 法

可见光下

紫外光下

氨薰蒸后可见光下

在 N
a Z

C ( )
:

介质 中

浓 H
Z
S ( )

`
介质 中

M g Z+ 的盐酸溶液中

N
a 一

H g 的盐酸溶液中

F e CI
:

的溶液中

中性醋酸铅溶液 中

颜 色反应

紫 红 色

暗 红 色

R

八
o H

U

~
, 0 `

夕七汤戈

甲抓杯
“

〔川

蓝 色

蓝 色

红 橙 色

粉 红 色

黄 橙 色

浅 蓝 色
以 J

:c 查月渊 氏白 醉型假喊沃色 )

浅蓝色沉淀
图 2 花色素构型随 p H 变化 图

花色普的苯基并毗喃环上缺电子
,

在不同的 p H 值条件下
,

有多种型态存在
,

如图 2
.

这是花色昔类化合物颜色随 p H 变化的规律的原因
。

.2 2 黑米色素分子结构解析

黑米色素是花色昔类化合物
,

但依照环上取代基的不同
,

又分为许多种
,

并通过不断研

究
,

也有新的发现
。

黑米色素究竟属什么样的取代情况
,

这是本研究的重点
。

对物质分子结

构的解析
,

一般要分为三个步聚
:

提取
;
分离或纯化

;
结构鉴定

。

2
.

2
.

1 提取 工艺见图 .3

2
.

2
.

2 分离与纯化 分别拿硅胶柱色谱
、

纸层析及薄层层析作对照实验
,

经分析 比较选择

以纸层析 ( P C )的方法最为简便
、

可行
。

取 W h a t m a n N o
.

3 层析纸 ( 30 火 3 0 e m )
,

选择一边
,

在离边 Z e m 处画一点样线
,

然后用

微量注射器把黑米色素粗品点样
,

晾干后折成环形
,

放入层析筒中
,

层析时间为 1 h2
.

将纸

筒取出在背光处晾干
,

由于黑米色素本身具有颜色
,

所以不需要显色处理
。

经过 B A W 层析
,

成 5 种谱带
,

其中 1 “ 、

2 “

谱带较宽
,

二者合起来占总量的 96 % 以上
,

见表 2
.

由于处于 3 “ 、

4 “ 、 5 “

位置的谱带的色素含量较低
,

很难富集
,

所以实验中主要分析 1 ” 、

2 “

两种色素
。

将 1 “ 、

2 “

谱带分别剪下
,

用水
:

甲醇
:

醋酸 (2 5 :

70
:

50
,

V / V ) 浸泡 12 h
,

然

后过滤
,

在旋转蒸发器中于 45
`

C 下浓缩至原体积的 1 / 4
,

按上述的方 法点样
,

放入正丁醇

Z m ol / L 盐酸 ( 1 , 1
,

v / V )溶液中层析 10 h
,

取出背光晾干
,

然后用同样的方法
,

以水
:

醋酸

(8 5 , 1 5
,

V / V )为展开剂
,

重复上述实验
,

进一步纯化
,

可以得到纯的花色昔单体
,

用纸层
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析鉴定
;
纯化后的花色昔在不同展开剂中层

析
,

始终只有一个斑点
;
在 入一 25 0一 6 00 m m

范围中的光谱扫描
,

具有特征吸收峰
。

经过

上述三个层析过程处理后的若干张图
,

将各

自的谱带剪下
,

放入 0
.

01 H CI 甲醇溶液中浸

泡 1 h2
,

过滤后于 45 ℃下于旋转蒸发器中浓

表 2 正丁醉
一

Zm ol / L 盐酸层析数据分析

位 置 l “ 2 林 3 # 4 称 5二

R f 0
.

4 1 0
.

3 9 0
.

3 7 0
.

3 3 0
.

2 9

斑点颜色 桃红 大红 蓝紫 紫红 土红

相对含量
’

( % ) 2 1
.

0 7 6
.

1 1
.

4 1
.

0 0
.

5

脱脂黑产糠
1 + 3

5 g

0 0吨甲醇
一

盐酸 ( 9 7 心
,

V/ V)

浸泡 (室温 12 h )

残渣 上清液

尸
竺叮

过`

杂质
旋转蒸发

,

( 4 5 ℃ )

浓缩黑米色素粗品 (原体积的 1 / 3)

,

以谱带的面积计算 图 3 甲醉 一盐酸溶剂提取黑米色素工艺图

缩至原体积的 13/
,

即得 1 “ 、

2 “

样色素的纯化单体富集品
,

供以下分析使用
。

2
.

2
.

3 分子结构解析 对花色昔类化合物分子结构鉴定
,

六七十年代
,

国外曾经有过大量

的研究和报道 〔卜
, 〕

。

归纳起来是以下面三个步聚进行
:

l) 配基分子结构框架的确定 花色昔化合物的所有结构类型汇于图 4 中
,

不同类型

H J S

天竺葵花色素 藤黄 花色 素 ( R 一 H )

矢车菊 花色 素 飞燕草花色 素

芍药花色素 ( 3一甲氧基 ) 矮牵花色素 ( 3’ 甲氧基 )

锦葵花色素 (3
, : 5

’ 一

二 甲氧基 )

报春花色素 ( 7 : 3 ’ :
5’

一

三甲氧基 )

图 4 花色普类化合物的结构类型

的结构的化合物表现出的紫外可见光光谱 图也有很大的差异
「̀ 1 ,

利用这种差异进行鉴定 已

经成为一种经典的分析方法
。

光谱 图中最主要的特征是在可见光区 (入一 4 00 一 6 0 o nr n)
,

有

强的吸收峰
,

依据各 自结构的不同
,

最大吸收峰的位置 凡
a :

有差异
,

又 由于取代基在 配基上

位置及数量的不同
,

也会引起谱带曲线有规律的变化
,

其中 E 44 0/ E 孤
a 二

的 比值最重要
,

它

能准确地反映出取代基的位置
。

另外
,

花色普 中有些 化合物在滴加 AI 1C
3

后
,

曲线有 位移现

象
,

而有些没有
。

这样就可以依据光谱图中 弋
a 二 、

E 4 4 0/ E 弋
a 、

后△ 弋
a x

的变化情况
,

对花昔

化合物分析确定其结构框架
,

见表 3及表 4
.

对 1 “ 、

2 “

富集品进行光谱扫描
,

纯的 1 “ 、

2 “

富集品
,

用 0
.

01 % H CI 甲醇溶液进行稀释
,

浓度的高低以扫描图中可见光区最大峰的位置适 当为准
。

用含 0
.

01 % 盐酸的甲醇溶 液作参

比
,

扫描范围 1 90 一 7 0 0 n m
.

为确定最大吸收峰在加入 AI 1C
3

后有无位移
,

在比色皿中加入 2

一 3滴含 5 % ( W / V ) A I1C
3

甲醇溶液
,

用洁净的细玻棒搅匀
,

静置 s m in 后
,

立即测定得图 5

及图 6
,

分析数据列于表 5
.
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表 3花色素化合物光谱特征 表 4 花色素及其衍生物光谱特征

名 称
甲醇

一

盐酸溶液中

蝙
二

( n m )

AIC 1
3

位移

△偏
日 `

( n m ) 盘
) E 一。

/ E ,
x

(% )

平均
( % )

QóOUQé,ù二J浦h内bQ曰一了八城éOJO口八QJJ119一9úQ̀1去,
丈,丈1

1

111天竺葵花色素

锦葵花色素

矮牵牛花 色素

飞燕草花色素

玫瑰花色素

芍药花色素

矢车菊花色素

藤黄花色素

芹菜花色素

5 4 6

5 4 2

5 4 3

5 4 6

5 2 4

5 3 2

5 3 5

4 9 3

4 7 6

天竺葵花色素

天竺葵花色素 3
一

成昔

5矢车菊花色素
矢车菊花色素 3

一

成昔

芍药花色素
芍药花色素 3一成昔

飞燕草花色素
飞燕草花色素 3

一

成昔

矮牵牛花色素
矮牵牛花色素 3

一

成昔

锦葵花色素

锦葵花色素 3
一

成昔

5 20

5 0 6

5 35
书

5 2 5
.

5 32

5 2 3

通过 以上 的分析
,

可以确定 1 “

样品为芍药花

色素
,

在 3位有取代
; 2 “

样品为矢车菊花色

素
,

也是在 3位有取代
。

2) 取代基类型的确定 在所确定的配

基结构上
,

其中 R
I 、

R
Z

有待进一步确定
,

但

R ,
、

R Z

是 糖类物质的概率极大 s[]
,

并且以葡

萄糖
、

阿拉伯糖
、

鼠李糖
、

半乳糖为最多
,

有时

也有二糖或三糖的形式存在
。

要鉴定 R
, 、

R
Z

的类 型
,

首先要将糖从配基上水解分离出来
,

54 4
.

53 5
卜

54 3
.

53 5
哥

54 2

53 5

5位经基未成昔

njn
J住`gJ月八n
ù八巧nzéné9目n乙,曰,15

天竺 葵花色素 3
一

未成昔
天竺 葵花色素 3

.

5成昔
51 3

5 0 4
’ ; }

八OJ乙9é,土1111.矢车菊花色素 3
.

5成普
芍药花色素 3

.

5成昔

芍药花色素 3一未成昔

5 2 2

5 2 3

5 2 3

0

n109飞燕草花色素 3
.

5成昔

矮牵牛花色素 3
.

5成昔

锦葵花色素 3
.

5成昔

5 3 4
,

5 3 3
.

5 3 3

5位轻基成昔

,

表示加入 IA 1C 3后 ha
二

有位移发生
。

介质为。
.

01 % H CI 的甲醇溶液
,

实验误差为士 2写

八

川
,

`胜̀.
.

吐̀胜` 1.̀. .几..,̀. .`̀. .

葺

\\\

七丫u
、

价厂左

从
、 、

3 0 0
.

0

三曰
7 0 0

.

0
3 0 0

·

0 入 5 0 0
·

o

、 、
一一 l

7 0 0
.

0

图 5

5 0 0
.

0
入

2
“

样品 U V

然后 再 进 行 分 析 鉴

定
。

作者用酸 法完 全

水解 法
,

可 以 将配基

上 的 糖 完 全 水 解 下

来
,

成为单糖分子
。

具

体方法见图 7所示
。

过 去 对单 糖 的

鉴定通常是采用纸层

扫描图 图 6 1
“

样品 U v 扫描图

1 加 A IC 1
3 2 未加 A IC I

:

表 5 1
“ 、

2
”

样品 u v 扫描图数据分析

名 称 1 称样品 2二样品
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析 ( Pc )或薄层层析 ( T L C )法 [: ]
,

其缺点是不敏锐
,

性质相近的单糖不易分开
,

定量分析的

误差较大
。

作者采用气相色谱法 ( G C )对单糖进行定性定量分析
。

糖本身为多元醇
,

分子量高
,

挥发性小
,

稳定性差
,

在气相色谱分析中不能直接进 样分

析
,

需要对样品进行衍生化处理
。

作者采用酞基衍生法
,

具体方法是
:

分别称取葡萄糖
、

半乳

糖
、

甘露糖
、

鼠李糖
、

阿拉伯糖及木糖的标准样各 I Om g
,

放入试管中
,

加上 1 “ 、

2 “

水解产物
,

纯化样品 20 耐 (含色素 30 grn )
~ r 一 ~ 一 ~ ~ ~

06囚
.

卜
4 5℃ 真空干燥至干

纯化干样

+ 10而 1二 l / I 卜汇 1
,

10 0 ℃加热 l h

糖 + 配基 混合物

下
一

且粤
萃取 3次

,

每次 I inl

配基

】℃验证

糖溶液

} s而 10 % ( v/ 仍 、 二
} 甲基辛醇洗涤至 中性

中性糖溶液

1。司 C HC 13洗涤 2次

卜一卜巴卜一母一卜ù卜
.

二

O的叮
.

囚一卜的价囚灯

中性糖溶液

…
氮气室温吹干

单糖固体

图 7 糖基完全水解流程图

共 8个样
。

每个 样中加入 s m g 的盐酸轻

胺及 。
.

s m l 毗睫
,

放入 90 C 的水浴锅内

反应 10 m in 并振荡
,

取出冷却后
,

再加

入 。
.

3 m l 乙 酸 醉
,

在 90 ℃下 继续 加热

Z o m in
,

使 之进行 乙 酞化反应
,

取 出后

冷却至室温
,

用氮气吹干
,

在每只试管

中分别加入 0
.

S C H 1C
3 ,

然后直接进样分

析
,

G c 图谱见图 8
,

色谱分析条件为
:

( a
)标样 ( b ) l 林 样品 (

C
) 2 。
样品

图 8 单糖气相色谱分析图谱

柱子 O V 1 7 o l
,

石英玻璃毛细管柱
,

2 5m x 中 0
.

3 3 m m

检测器 F I D
,

分流比 10 0 : 1
,

1 9 0 2 4o C 2
,

温 度 IN J = 2 7 0 C
,

D E F = 2 5 0
’

C
,

C O L 一 3
’

3 C / m i n

灵敏度 = 1 0
’

A T T E = 3 ( 1 / 8 )

N :
~ l m l / m i n ,

H
:

= 4 5 m l / m in
,

A i r = 4 5 Om l / m i n

由表 6可以看出 1 “

样中的取代物为阿拉伯糖
,

2 “

样为 鼠李糖取代
,

并且糖与配基的摩尔

比分别为 0
.

93
, 1与。

.

95
, 1

,

近似于 1 : 1
,

其中有实验误差
。

说 明两种糖都是以单糖的方式连

接
,

只可能有一种排列方式
,

不需要用部分水解法来确定糖的排列顺 序了
,

所以可以推断两

种色素的分子结构的可能形式为图 9
.

即 1 “

样品黑米色素为芍药花素
一

3
一

阿拉伯糖昔
,

2
“

为矢车菊花色素
一

3
一

鼠李糖昔
。
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表 6 气相色谱数据分析

样 品 号 1 #

样品 2
井

样品

进样量 ( 拼l ) 0
.

2 2
.

0

保留时间 ( m i n ) 8
.

38 7 2
.

9 0 2

峰面积 0
.

40 0 9 2
.

36 4 3

糖名称 阿拉伯糖 鼠李搪

糖含量 ( n 、 g) 10
.

1 320
.

1 6

糖
:

配墓 (摩尔比 ) 0
.

9 3
: 1 0

.

9 5
: l

糖类型 定性用 保留时间推 出] [ s

糖含量 采用
“

峰 面积计算法
”

oc 巧
HO

{甲“尹!糖oH人|字怒川
洲

|声P拉

、 |必阿夕气印
A

HO

O H

犷
鳅

1幻

1
甘

样品

图9 1
# 、

2
称

P ha 一 鼠李糖

2
耳

样 品

样品分子结构推断图

3结 语
1) 由定性分析 (重要颜色反应 )

,

得知黑米色素主要是花色昔类化合物
,

它在溶液 中

以 4种结构存在
,

这些结构的相对 比例
,

依据 p H 值变的变化而变化
,

其中以 2
一

苯基苯并毗

喃阳离子最稳定
,

而醇型假碱型最不稳定
。

2) 纸层析 (P C )技术用于花色素类化合物的分离与提纯
,

效果理想
,

分析 出黑米色素

是 由 5种花色昔化合物组成
。

3) 实验证 明
,

采用纸层析
、

紫外可见光扫描及气相色谱对花色昔类化合物的结构进行

解析
,

结果表 明 1 “

样品为 C y a in id n 一

3
一

鼠李糖昔
、

2 ”

样品为 P e o in d i n 一

3
一

阿拉伯糖昔
,

这种分

析方法方便
、

易行
、

准确
,

尤其是将 G C 技术引入此类化合物的鉴定是具有先进性的
。

4) 其他黑色植物黑色素的分析可借鉴本分析方法
。
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