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亚硝酸盐替代物———组氨酸发色作用的研究
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摘!要!采用组氨酸与血红蛋白形成配位复合物!替代亚硝酸钠的发色作用)研究了-4对配合物

紫外吸收的影响!计算出配位平衡常数!!并通过不同温度下测定!值!求出反应的标准摩尔焓和

标准摩尔熵!表明配位反应是熵"焓降低的过程)
关键词!血红蛋白2组氨酸配位复合物$配位平衡常数!$熵$焓
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!!亚硝酸盐作为发色剂%在腌制中降解产生一氧

化氮%与肌红蛋白#紫红色$中血红素的亚铁形成六

配位复合物亚硝基肌红蛋白%加热时不再生成氧化

肌红蛋白#褐色$)亚硝酸盐赋予肉制品稳定的腌制

红色%同时具有提高风味&改善质构%并抑制微生物

繁殖等多种功能’.()但由于其毒性和腌制过程中产

生的亚硝胺具有致癌性%因此研究亚硝酸盐的替代

方法受到了广泛的关注’!()
血液是肉类加工的副产品%含有大量的血红蛋

白)血红蛋白由"个 亚 基 组 成%每 个 亚 基 都 与 肌 红

蛋白具有相似的结构%即一条珠蛋白链连接一个亚

铁血红素%发色机理相同)因此%采用血红蛋白与亚

硝酸钠或一氧化氮反应%制备亚硝基血红蛋白腌制

色素%然后添 加 到 肉 制 品 中%可 赋 予 产 品 理 想 的 色

泽%同时明显 降 低 了 产 品 中 亚 硝 酸 钠 的 残 留 量’1()
目前%国内外 在 亚 硝 基 血 红 蛋 白 制 备 条 件 的 优 化&
微胶囊包埋提高色素的稳定性以及与还原剂&抗菌

剂组成多元 腌 制 系 统 及 其 应 用 等 方 面 进 行 了 大 量

的研究’1()
为了彻底替代亚硝酸钠%应选择新的配体与血

红蛋白中亚铁血红素配位)血红素是由四个吡咯分

子生成一个卟啉环%卟啉环的四个氮原子位于同一

平面上%其中 两 个 氮 原 子 与 铁 原 子 以 共 价 键 结 合%
另外两个氮原子则以配位键结合)铁原子的配位数
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是/!第五键与珠蛋白分子的组氨酸残基上咪唑环

的氮原子相结合!发色时即与亚硝基形成六配位复

合物""!##)
能与血红素中的亚铁形成六配位的配体很多!

如 小 分 子 的 V!$PV$*V!WV4$!+4$! *4$

WP*基团!咪唑$吡啶$噻唑等杂环上的氮原子"/#)
但是!选择新 配 体 的 原 则 应 是 安 全$无 毒!且 在 肉

制品加工中被准许使用的天然成分或食品添加剂)
实际上!能供选择的化合物很少)有报道用烟酸$烟

酰胺和三乙胺与血红蛋白配位制备腌制色素"0#)但

由于吡啶基 团 和 有 机 胺 类 与 血 红 蛋 白 形 成 配 位 化

合物的稳定性 较 差!应 用 效 果 并 不 理 想)在 血 红 蛋

白新的检测方 法 中!以 咪 唑 为 显 色 剂!与 血 红 蛋 白

可以形成稳定的配位化合物"3#!因此考虑到组氨酸

含有咪唑基!且在血红蛋白和肌红蛋白中血红素正

是与组氨酸残基上的咪唑形成稳定的连接!本研究

中将以组氨 酸 为 替 代 亚 硝 酸 钠 的 配 体 制 备 无 硝 色

素)
组氨酸广泛存在于蛋白质中!在蛋白质的结构

与功能方面发挥重要的作用"%#!制备无硝色素所用

的组氨酸!可 以 取 自 畜 禽 血 液 的 酶 法 水 解 产 物!原

料来源广泛$成 本 低 廉)由 此 把 畜 禽 血 液 的 合 理 利

用和安全 发 色 剂 的 制 备 相 结 合!具 有 较 好 的 应 用

前景)

>!材料与方法

>?>!材料

猪血%无锡肉联厂提供&组氨酸粗提液%实验室

自制)采用酶法水解血红蛋白!水解产物经活性炭

脱 色!再 用01!树 脂 柱 吸 附!以 $6$# S’(’X 的

*4"V4洗脱并收集组氨酸!组氨酸质量分数约 为

!Y&血 红 蛋 白 标 准 品%+;>SG公 司 产 品&组 氨 酸 标

准品$异抗坏血酸钠等为市售分析纯)
>?@!方法

>)@)>!血红蛋白的制备!于收集的新鲜猪血中加

入质量分数$6#Y的柠檬酸钠抗凝!1$$$I’S;=离

心.$S;=!收集下部的红血 球)加 入 等 量 的 生 理 盐

水!再离心!去掉 上 层 液!反 复 两 次)随 后 加 入1倍

体积的蒸馏水!室温下搅拌1$S;=!使红细胞破壁!
释放出血红蛋白)真空脱气后!在避光的条件下!于

/$Z加热1$S;=!取出!1$$$I’S;=离心.#S;=!
去除变性的杂蛋白!得到血红蛋白液)
>)@)@!-4对组氨酸与血红蛋 白 配 位 反 应 的 影 响

!以血红蛋白标准品配制#[.$!" S’(’X工作液!
各移!SX 于-4 值 分 别 为#)$$%)$的$)$!

S’(’X的*G!4\V"2]4!\V"的缓冲液0SX中!分

别加入浓度为.SS’(’X的组氨酸.SX!混匀后在

#$$$/$$=S范围紫外扫描)
>)@)A!组 氨 酸 与 血 红 蛋 白 配 位 复 合 物 的 稳 定

性!!!配位平衡常数!!血红蛋白与组氨酸的轴向

配位平衡常数!采用平衡移动法".$!..#测定!因研究

的是组氨酸与亚铁血红素的第六键配位反应!因此

配位数$ .̂!轴配反应为%

4R十 4;A#4RW4;A (.)
根据方程

(>((%&’%()’(%_ ’%&)))$(>&4;A*(>! (!)
在 一 定 波 长 下 测 % 值+%& 和%_!以(>((%& ’
%()’(%_’%&))对(>&4;A线性回归!由截距求!值+
实验中!血红蛋白的浓度为#[.$W#S’(’X!配体组

氨酸的浓度为.[.$W"$.[.$W1S’.’X&温度范围

为!#‘$6.Z)
>B@BC!配位反应的熵"焓!测定反应(.)在不同温

度下的!值".!!.1#!配 位 系 数 与 反 应 的 熵$焓 的 关 系

式如下%

",#S^W-.(=/^""#SW."##S (1)
以(=/ 对.’. 线 性 回 归!求 出 标 准 摩 尔 焓

"!"#S$标准摩尔熵"!##S)
>?@?D!无硝色素的制备!将制备的血红蛋白液与

组氨酸粗提液按体积比为.$a.混和!调-4值为

/6#!室温下静置1$S;=!加入质量分数$6#Y的异

抗坏血酸钠$质量分数.Y的山梨酸钾溶液!混匀后

"Z保 藏)液 体 色 素 可 直 接 使 用 或 通 过 糖 基 化 处

理"."#后喷雾干燥)
>?A!分析方法

>)A)>!蛋白质含量的测定!半微量凯氏定氮法和

紫外分光光度法测!3$=S吸收)
>)A)@!血红蛋白含量的测定!紫外分光光度法测

#"$=S吸收)
>)A)A!铁质量分数的测定!邻二氮菲法".##)

@!结果与讨论

@?>!血红蛋白的纯化

通过生理盐水洗涤血细胞!真空脱气后低温加

热去除变性的杂蛋白等步骤!逐步提高血红蛋白的

纯度)以%#"$测血 红 蛋 白$%!3$测 总 蛋 白 的 含 量!则

%#"$’%!3$的值的 变 化 可 以 表 示 每 步 操 作 的 纯 化 效

果!结果见表.)
!!%#"$’%!3$比值的不断提高!表明随着纯化处理

的进行!血红 蛋 白 的 纯 度 不 断 提 高)杂 蛋 白 的 存 在

将影响终产物 的 色 泽!并 因 蛋 白 变 性 产 生 沉 淀!降

1$.!第#期
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低了色素产品 的 实 用 性)因 此!在 方 便 生 产 的 前 提

下!应尽可能地提高血红蛋白的纯度以制备出高品

质的色素产品)由 表.可 见!/$Z加 热 去 除 杂 蛋 白

后!%#"$"%!3$的值已接近血红蛋白标准 品 的 比 值!
可用于无硝色素的制备)

表>!不同纯化处理后样品!@EF!!DCF及其比值

G&9?>!;95"$H0-"%&0@EF!DCF%I&%*01.$&0-""(5&IH’.5

#%*.$*-((.$.%00$.&0I.01"*5

处理步骤 %#"$ %!3$ %#"$"%!3$

原血 $6!!0 .6$/$ $6!."

离心后的血球 $6#.1 .6#$" $61".

生理盐水洗涤 $6#1/ .6#1. $61#$

破壁后高速离心 $6/.$ .6#00 $613/

/$Z加热除杂蛋白 $6#/# .6".$ $6"$.

标准血红蛋白 $6#/3 .6"$# $6"$"

@?@!H8值对血红蛋白J组氨酸配位复合物紫外吸

收的影响

溶液的-4值是决定血红蛋白结构#性质及稳

定性的重要因素!同时也通过组氨酸配体的带电性

质!影 响 血 红 蛋 白2组 氨 酸 配 位 复 合 物 的 紫 外 吸

收$./%)不同-4 值 下 血 红 蛋 白2组 氨 酸 配 位 复 合 物

的紫外吸收曲线见图.)选取配位复合物的特征吸

收峰的波长#"$=S!以-4 值对吸光度作图!结果

见图!)

图>!不同H8值条 件 下 血 红 蛋 白J组 氨 酸 配 位 复 合 物

的紫外吸收

)-2?>!;95"$H0-"%"(89J8-5’-2&%*,"IH’.7&0*-((.$.%0

H8

!!由图.和图!可见!配位复合物的紫外吸收在

-4值在#以下时最低!此 时 组 氨 酸 的 咪 唑 基 上 的

*原子被质子 化!与 亚 铁 血 红 素 的 结 合 力 最 低!同

时珠蛋白上 组 氨 酸 残 基 与 亚 铁 血 红 素 发 生 部 分 解

离!使亚铁离 子 易 于 被 氧 化!引 起 紫 外 吸 收 的 大 幅

降低)随着-4值的升高!在-4为/6#时!#"$=S

图@!H8对血红蛋白J组氨酸配位复合物在DCF%I吸

光度的影响

)-2?@!K%(’#.%,.5"(H8"%!DCF"(89J8-5’-2&%*,"IJ

H’.7

处的特征吸收值最大!是因为亚铁离子在配位化学

的软硬酸碱理论中为中间酸!易于与咪唑等中间碱

类配位$./%!组氨酸咪唑基上*W4的-/0为/6"!
而-4为/6#时最为接近不解离的状态!即为中间

碱!其后 随 着-4 的 升 高!组 氨 酸 咪 唑 基 上 *W4
发生解离!带负电性!降低了配位复合物的稳定性!
吸光度下降)
@BA!配位复合物的稳定性"""配位平衡常数!

-4/6#时!血红蛋白在不同配体组氨酸浓度下!
反应&.’达到平衡时体系的典型吸收光谱见图1)

图A!不同组氨酸浓度下配位复合物的紫外吸收

)-2?A!;95"$H0-"%"(01.,"IH’.7#%*.$*-((.$.%0,"%J
,.%0$&0-"%"(8-5

!!随着组氨酸浓度的增加!配位物的+’I,J带吸

收升高!但b带却降低!与*V#P*2等 与 血 红 蛋 白

产生的配位复合物的紫外吸收变化相似$#%)在"/#!
#!#!#3#=S处 出 现 等 吸 收 点!在 配 体 浓 度 变 化 范

围内!等吸光点没有变化!说明只有一种产物生成!
即血红蛋白W组氨酸配位复合物)

以(>&&%&W%(’"&%_1%&’’对(>&4;A作 图!结

果见图")经 拟 和 的 直 线 方 程(2^$6%1#13 c
16#/".

由直线的截距计算出配位平衡常数!̂ 16//[
.$1)配位复合物的稳定性以配位平衡常数表示!与

配体的解离常 数-/0#配 体 的 空 间 位 阻#带 电 情 况

以及 能 否 提 供%电 子 有 关)对 于 相 同 类 型 的 有 机

碱!碱性&即-/0’大!则"配键能力强!!值提高+不

"$. 食!品!与!生!物!技!术!学!报!!!!!!!!!!!!第!"卷!
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同类型的有机碱!咪唑类!值最大!其后是吡啶类"
有机胺类+尽 管 吡 啶 类 的 碱 性 比 脂 肪 胺 类 小 很 多!
但配合物的!明显大于有机碱!这是因为咪唑和吡

啶类配体不仅 能 形 成"配 键!还 具 有#键 合 能 力!
会使E,#&$离开卟啉平面的距离变小!致使卟啉环

$!’轨道同E,#&$的FK" 轨道相互作用降低!提高了

配位稳定性%.0&)因此!解释了组氨酸是比烟酸"烟酰

胺及有机胺等配体更好的亚硝酸钠的替代物)直线

方程中的斜率为$6%1#1!验证了组氨酸与血红蛋白

的配位反应中配位数 为.)$$.!可 能 是 血 红 蛋 白

标准品未达到理论纯度引起的)

图C!血红蛋白J组氨酸配位反应中’2!!!"L!#"#!!M
L!"""与’2"8-5关系

)-2?C!4.’&0-"%"(’2!!!"L!#"#!!M L!"""&%*’2"8-5
("$,""$*-%&0-"%$.&,0-"%"(89&%*8-5

@BC!血红蛋白与组氨酸配位反应的标准焓$标准熵

在温度分别 为.#!!$!!#!1$Z条 件 下 测 定

反

应的!!以(=!对.’.作图!见图#)

图D!血红蛋白与组氨酸配位反应的’%!与>#$关系

)-2?D!4.’&0-"%"(’%!&%*>#$("$,""$*-%&0-"%$.&,0-"%
"(89&%*8-5

!!拟和的直线方程为2^../333W1$6%33!则由

斜率和截距分别求出"!"$S""!#$S!结果见表!)
!!由图#"表!可见!组氨酸与血红蛋白的配位反

应是熵降低焓也降低的过程!表明组氨酸与亚铁离

子的第六 键 发 生 配 位 反 应!生 成 稳 定 的 配 位 复 合

物)研究表明!组氨酸与血红蛋白配位反应熵"焓的

变化小于一氧化氮的!但大于氧"吡啶"有机胺等的

与血红蛋 白 的 配 位 反 应%#&)以 配 位 理 论 的 解 释%./&

是!反应物血红蛋白中的血红素是P"M对称性!而产

物血红蛋白W组 氨 酸 为d"<对 称 性!反 应 后 由 高 能

级跃迁到低能级!体系放热!所以"!"$S$$)再者!
反应是两个物 种 生 成 一 个 物 种!且 对 称 性 提 高!混

乱度降低!因此"!#$S$$)

表@!不同温度下的配位平衡常数及配位反应的标准焓$标准熵

G&9?@!G1..N#-’-9$-#I,"%50&%05$50&%*&$*I"’.,#’&$.%01&’H3&%*.%0$"H3,1&%2.&0*-((.$.%00.IH.$&0#$.

X $ !’##S’(
W!(X!$[.$W1$

.#Z !$Z !#Z 1$Z
W"!"$S’
#ef’S’($

W"!#$S’
#f’S’((]$

!

组氨酸 $6%1#1 ."6! 06.! 16// .6%1 %06$ $6!#0 $6%%%!

@BD!新型色素的组成

由提取的血 红 蛋 白 与 组 氨 酸 粗 提 液 制 备 的 红

色素再通过 与 多 糖 反 应!生 成 糖 基 化 血 红 蛋 白2组

氨酸色素%."&!提高了产品的热"光照稳定性)喷雾干

燥后!产品组成为铁质量分数!61/>’e>"糖类质量

分数.#Y"蛋白质质量分数3.6#Y的新型色素)灌

肠实验表明!制备的无硝色素可以赋予肉制品理想

的红色!且色泽稳定!再与防腐剂"抗氧化剂等组成

多元腌制系统!可以完全替代亚硝酸盐在肉制品加

工中的多功能性!实现无硝生产)

A!结!论

.$通过生理盐水 洗 涤 红 血 球"/$Z加 热 后 离

心去除变性的杂蛋白等操作!提取的血红蛋白可用

于制备新型色素)
!$体系-4值对血红蛋白2组氨酸配位复合物

的紫外吸收有明显的影响!在-4^/6#时!配位反

应最易进行)
1$配位平衡常数为16//[.$1!低于一氧化氮

与血红蛋白的 配 位 反 应!但 明 显 高 于 吡 啶 类"有 机

胺类的配体!表 明 组 氨 酸 是 亚 硝 酸 钠 的 理 想 替 代)
配位数$$.!表明血红蛋白标准品中不是存在单一

的还原态血红蛋白!未达到理论纯度)
"$配位反应的标准焓"!"$S^W%06$!标准熵

"!#$S^W$6!#0!皆 小 于$!表 明 是 熵"焓 降 低 的 过

程)
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