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摘 要
:

通过 丙酮 酚法 从百 合 中提取出 多酚氧化酶 ( P P O )的粗酶

液 以 儿 茶酚为底物 时它有两 个最适 p H
,

分别 为 4
.

0
、

7刀
,

在 p H S刀一6
.

5 之 间酶 活力可 以在 4℃保持 至少 10 h
。 P P O

的 最适温度 为 40 ℃
,

从 40℃开始酶 出现热 失活
,

热 失活 速

度 符合一 级反应 动力学
。 P P O 除对 L 一酪氛酸没 有活力

外
,

对儿茶酚
、

儿茶 素
、

没食 子酸均有活力
,

其 中对儿茶素

具有最好 的底物特异性
。
亚硫酸钠对 P P O 的抑制作用 最

强
,

高浓度的 杭坏 血酸
、

半耽氨 酸
、

硫脉也 有很好 的抑 制
作 用

,

氛化钠
、

氛化钙
、

柠檬酸的抑 制作 用较差
。
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多酚氧化酶 ( P P O ) 广泛存在于蔬 菜
、

水果 中
,

是

一种含铜的酶
,

在 0 2

的参与下可 以催化一元 酚经基

化
,

生成相应的邻一二轻基化合物
,

也可以催化邻
一
二

酚氧化
,

生成邻酒昆
,

酉昆再进一步聚合或与蛋 白质等

作用导致褐色素的生成
。

在果蔬 的采收
、

加工
、

储藏

中 由 于 P P O 的作用导致 了果蔬 色泽以 及风 味的变

化
,

极大的影响 了果蔬原料及产 品的感官和营养质

量
,

造成了很大的经济损失
,

因此人们对 P P O 性质的

研究产生了极大的兴趣
。
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作者简介
:

杨颖 ( 19 80 一 )
,

女
,

在读硕 士研 究生
,

研究方 向
:
生 物技 术在

食品 中的 应 用
。

百合既是高级营养品
,

又是天然的保健 良药
,

还

是一种 以 内养外的美容珍品
。

在运输
、

储藏
、

加工过

程中百合极易发生酶促褐变
,

造成大量原料的 浪费
,

并严重影响 了产 品质量
。

因此
,

需要对百合中 P P O 的

性质进行一定的 了解 以有助于百合的加工和储藏
。

目前人们 已经研究了许多植物中 P P O 的性质
,

但有

关百合 中 P P O 性质的 报道很少
。

本实验对百合 中

P P O 的 部分性质进行了研究
,

并讨论 了一些常见抑

制剂对百合 中 P P O 的影响
。

1 材料与方法

,
.

, 实验材料

百合 购于无锡青 山市场
,

储藏于
一 2 0℃冰柜中

。

1
.

2 尸尸O 的提取

将 5兔
一
o2 ℃的 百合和 4 00 m L 一 2O ℃的丙 酮打浆

l m in
,

迅速抽滤
,

用冷风机吹滤饼至无丙酮味
,

然后将

滤饼溶于 巧 o m L p H .6 5 的 0
.

l m o
F L 的磷酸缓冲液中

,

冰浴搅拌 o3 im
n ,

匀浆液在 4℃左右
,

l0 00 0 xg ( G L 一

2 0 B 冷冻离心机 )离心 3 0 m in
,

酶保留在上清液中
。

,
.

3 户尸O 活力的测定

利用 7 2 2 型分光光度计
,

以儿茶酚为底物测定

P P O 的活力
。

在比色杯中分别加人 .o Z m ol / L 醋酸缓

冲液 ( p H 4
.

0 ) 0
.

g m L 和 2 0 m m o l / L ) L茶酚 (溶于 p H 4
.

0

的醋酸缓 冲液中 ) .2 Om L
,

然后加人 0
.

l m L 粗酶液并

鼓泡混匀
,

立即在 4 1O n m 测定吸光值 的变化
,

加酶的

同时开始计时
,

每 10
5

读一次数据
。

空 白含磷酸缓冲

液 1
.

Om L 和儿茶酚 .2 o m L
。

以消光值为纵坐标
,

反应

时间 为横坐标
,

作 出消光
一时间 曲线

,

从 曲线最初 的

直线部分的斜率计算酶的活力
,

以每分钟增加吸光

值 .0 0 01 的酶量为一个酶活力单位 ( U )
。

每个酶样测

量三次
,

取平均值
。

1
.

4 p日对酶活力和稳定性的影响

本实验共用 两种缓 冲液
: .o Z m ol / L 醋酸缓冲液

( p H 3
.

6 一 5
.

6 )
、

o
.

Z m o
l / L 磷酸缓 冲液 ( p H 6

.

0 一 8
.

0 )
。

将

儿茶酚等底物溶 于不 同缓冲液 中配成不 同 p H 的底

物溶液 (儿茶 素为 I Om m ol / L
、

L 一酪氨酸为 s m m d / L
、

厂云蔽履石丽 卯
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儿茶酚
、

D L一 3, 4一二怨基苯丙氨酸 ( D L一 D O P
之
今 )

、

没食

子酸的浓度为 2 0 m m ol / L )
,

按 1
.

3 中酶活力 的测定方

法测定 P P O 的最适 p H
。

为测定 p H 对 P P O 稳定性的

影响
,

先将 0
.

l m L 的酶液置于 1
.

o m L 的不同 p H 的缓

冲液中
,

2
、
l o h 后 以 p H .4 0 的底物溶液测定残存酶的

活力
。

1
,

5 温度对 尸p o 活力和稳定性的影响

为测定 P P O 的最适温度
,

先将缓冲液和底物分

别在不同的温度 ( o1 一 9 0 ℃ )下保温 s m i n
,

然后加人酶

液测量
。

为测定 P P O 的热稳定性
,

先将 O
.

Z m L 酶液置

于毛细玻璃试管 ( 内径 .2 Om m
,

壁厚 .o s m m
,

管长
l .o oc m ) 中

,

在不同 的温度下保温不 同 时间
,

迅速在

冰浴冷却
,

静置
,

取上清液测量残存酶的 活力
。

测量

不 同 温度 下酶催 化反 应 的 最大 速度 V m ax
,

以 坛

( V m ax ) 为纵坐标
,

1 / T 为横坐标作 图
,

根据斜率由

A r
hr

e n i u S

方程计算出活化能 ( E
a
) [ , ] 。 百合 P P O 热变

性 的各热力学参数的测定按 G al an i 和 A eP
n et n 的

报道 2[]
。

方法如下
:
k =

(K汀 / h) ex p G么G / R )T
,

其 中 K
B二

l
.

3 8 O6 x l o 一 3
(J K

一`

)为 B
o l t z

m a n 常数
,

h = 6
.

6 2 6 l x l 0书 (J
s
)为 P l

a n e
k 常数

,

R 为通用气体常数 8
.

3 1 4 5 Jm o
l
一 ,

K
一` 。

△ H = E a 一 R T △ S二 (△ H 一△ G ) / T

,
.

6 底物特异性

以儿茶酚
、

没食子酸
、

儿茶素
、

L一酪氨酸为底物
,

在各 自 的最适波长和最适 p H 下测定不同浓度底物

下的酶活力
。

以 1 /酶活力为纵坐标与 l/ 底物为横坐

标 作 图
,

根 据 L i n e
w

e a v e r 一 B u r
k 的 方 法 得 出 K m

、

V m ax
。

根据所得的值求 出底物特异性 ( V m ax / K m )
。

1
.

7 各种抑制剂对酶活力的影响

在 O
.

l m L 酶液加人之前
,

反应体系 包括 .2 o m L

儿茶酚溶液 (溶于 p H .4 0 的醋酸缓冲液中 )
、

.O 4 m L

p H .4 O 的 .0 2 m ol / L 的醋酸缓冲液
、

.O s m L 不同浓度的

抑制剂
。

酶加人的 同时开始记时测量
。

2 结果与讨论

2
.

l p日对 尸户O 活力和稳定性的影响

1 20 厂

个最适 p H
,

除儿茶素的两个最适 p H 分别为 .4 6 和

.7 0
,

且在 p H 7 0 的活 力大于在 p H 4 6 的活力外
,

其余

几个底物的最适 p H 都是 .4 0 和 .7 0
,

在 p H .4 0 的 活

力大于在 P H .7 0 的活力
。

产生两个最适 P H 的原因可

能是存在多种同功酶或异构酶
,

具体原因有待于进

一步纯化鉴定
。
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图 2 以儿茶酚为底物
,

百合 P P O 的 p H 稳定性

图 2 表示 P P O 在 p H S
.

0 一 .6 5 的缓 冲液中 比较稳

定
,

当 P H 小于 .4 6 时酶活随时间迅速下降
,

当 p H 大

于 7
.

0 时酶活随时间缓慢下降
。

在 p H .4 6 到 P H 7
.

O 的

缓 冲液里
,

经过 h2 后酶活没有变化
,

经过 lho 仍能

保持 9 0 % 以上 的 初始活 力
。

在 p H .3 6 的缓 冲液 中

P P O 的溶解性 比较低
,

形成许多 白色的沉淀
,

由此估

计百合 P P O 的等电点在 p H 3 6 附近
。

薄荷中 l
〕 l

〕
O 在

p H .6 0 到 7
.

0 之 间且在 3 0℃保 持 3O im
n 酶活力可 以

保留 95 % 以上问 。

梨中的 PP O 在 p H 3
.

5 以下不稳定代

这些结果表明 1耳
,

O 在酸性条件下极不稳定
,

在中性附

近比较稳定
。

因此
,

对果蔬酸处理一定的时间可 以抑

制酶促褐变
,

若要保存酶液则需要在中性缓冲液中
。

2 2 温度对 尸户O 活力和稳定性的影响

图 3 表明
,

百合中 P P O 的最适温度为 4 0℃
,

当温

度 低于 4 0℃时
,

百合中 的 P P O 即使在 lO ℃
,

酶活 力

也相当于 4 0℃时的近 7 0 % ; 而当温度高于 4 0 ℃时
,

由

于酶热变性
,

酶活力迅速下降
。

在 ol 一
3O ℃

,

以 log V m

对 1 / 】
,

( K )作图
,

由直线的斜率可得百合 P P O 催化底

物转化成产物的活化能为 1 12 0 6
.

0 6 J m o
l
一` 。
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P H

图 1 以儿茶酚为底物
,

pH 对百合 PP O 活力 的影响

图 1 表示百合 中的 P P O 有两个最适 p H
,

分别为

.4 0
、

7
.

0
,

在 p H 7
.

o 的酶活略小于在 p H .4 o 的酶活
。

不

同的底物会对 P P O 的最适 p H 产生影响
。

本实验还

对 PP O 对于儿茶素
、

没食子酸
、
D L 一 D O P A 的最适 p H

进行测量
,

结果表明百合中 P P O 对被测底物都有两

O L ee 一一~

一
~

一
-

心

一一
一一一一一-曰

0 2 0 4 0 6 0 8 0 10 0

温度 (℃ )

图 3 以儿茶酚为底物
,

温度对百合 PP O 活力的影响

图 4 表 明
,

百 合 中 P P O 在 2 0 ℃和 3 0℃ 保 温

3 0 m in 酶活力没有损失
,

当温度为 4 0℃时
,

百合中

P P O 开始发生变性
,

酶活开始下降
,

随温度 的升高
,

酶变性速度加快
,

酶活下降的速度也随之增大
,

且在

1碉 厄6丽车系而 勺
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图 4 以儿茶酚为底物
,

在不同温度下百合 P PO 的热失活

4 0 一 o8 ℃百合中 P P O 的热失活符合一级反应动力学
。

当温度高于 6 0℃时
,

酶失活的速度显著增大
,

在 6 0
、

7 0
、

8 0℃酶活力损失 5 0% 所需要的 时间分别 为 2 .7 2
、

.4 5
、

1
.

3 m in
,

在 100 ℃仅需要 巧
。
酶的活力就完全丧失

。

表 1 列 出 了百合 P P O 热 失活 的一些动力 学参

数
,

其中 k 由 图 4 中直线的斜率得 出
,

以 of g k 对 L / T

( K )作图可得百合 P P O 热变性的活化能 E a 。

经计算
,

百合 P P O 热 变性 的 活 化 能 E a

为 1 0 O 7 8 9 Jm
o
l
一` ,

在
4 0 一 8 0 ℃

,

烩变 △ H 的平均值为 9 8 0 2 9 4 4 Jm o l
一 , ,

嫡变

△S 的平均值为 14 3
.

0 0 Jm
o
l
一 `K

一` 。

百合中 的 P P O 的 么 H

与土豆 P P O 51I 的 △H 相似
,

说 明百合 P P O 热失活形成

过渡状态时非共价键的 断裂数 目与土豆中的 P P O 接

近
。

但是百合 中的 P P O 热变性的 么G 要 比土豆 P P O

的 么G 小很多
,

原因是百合中 P P O 的 么S 要大于土豆

中 P P O 的 么 S
,

因此
,

百合 P P O 热变性过程中伴随着

过渡状态酶与溶剂的混乱度变化大
,

使得 △ G 变小
。

.2 3 底物特异性
P P O 对

一

于不 同 的底物会显示 出不 同的 活力
,

由

表 2 可知
,

P P O 对不同 的底物有不同的最适 p H
、

K m
、

V m ax
,

其 中 K m 是酶对于不同底物的特征性常数
,

可

以表示酶与底物的亲和力
。

V m ax 则表示当酶的浓度

不变时
,

酶被底物饱和
,

反应速度达到最大 的状态
。

每一种酶的最适底物取决于两个因素
:

强的底物结

合能力
,

即低 K m
,

和高 的催化效率
,

即高 V m二 (对于

特定的酶的浓度 )
。

因此
,

最适底物的标准是 V m ax /

K m 6[J
。

在几个被测底物中
,

P P O 对没食子酸的亲和力

虽然最高
,

但催化效率却最低
。

P P O 对儿茶酚有最高

的催化效率
,

但亲和力却最低
。

P P O 对儿茶素的亲和

力和催化效率虽然介于两者之间
,

但却有着最高 的

V m ax / K m
,

因此
,

儿茶素是百合 P P O 的最适底物
。

实

验 中 没有检测 出 P P O 对 L 一酪氨酸的催 化活力
,

因

此
,

百合中 的 P P O 对二元酚有催化能力
,

对一元酚没

有催化能力
。

.2 4 各种抑制剂对酶活力的影响

表 3 表明各种抑制剂对 P P O 作用的大小
,

在所

测量 的这 些抑制剂 中亚硫酸 钠具有最强 的抑制效

果
。

亚硫酸钠是一种还原剂
,

能不可逆地与醒生成无

色的加成产物
,

同时降低了酶作用于一元酚和二轻

基酚的活力
}刀。

硫脉
、

半臃氨酸
、

抗坏血酸在测量过程

中有一个滞后期
,

它们在低浓度时抑制效果较差
,

但

高浓度时具有显著的抑制效果
。

硫脉主要是与铜离

ǎ长织尔冲友奥à卿

表 1 百合中 P P O 热失活的动力学参数

温度 (℃ ) k x l 0
4

(
s 一 ,

)

22
11
7只502,一q

ù

47413744科1
.

3 1

2
.

2 6

4
.

1 8

2 9
.

7 9

90 85

△H ( Jm
o
l
一`

)

9 8 19 5
.

7 2

9 8 1 12
.

5 8

9 8029
.

4 4

9 7 94 6 3 0

9 7 86 3
.

16

△G ( Jm
o
l
一`

52 1 15
.

4 1

52 4 0()
.

3 6

524 04 4 8

484 6 1
.

95

466 86 .5 7

△S ( J m o
l
一 , K

一 ,

)

4060507080

表 2 百合中 P P O 对各种底物的不同参数

底物 最适 p H Vm ax (U / m L m i n

) Km (m m o
l / L ) V m a

x/ K m

00047
苦

4儿茶酚

儿茶素

没食子酸

14 28
.

5 7

76 9
.

2 3

49 6 19

3
.

4 3

2
.

1 5

.2 05

4 1 6
.

4 9

66 6
.

6 7

2 32
.

2 9

注
:
表格 中的最适 p H 为百合中 PP O对不同底物的两个最适州 中活力较大的一个

。

表 3 抑制剂对百合 P PO 活力 的影响

抑制剂

浓度

(m m o F L

硫脉 半胧氨酸 抗坏血酸 苯甲酸 亚硫酸钠

百分残

存活力

1.0 00
1

.

0

0
.

1 0

0 00

3
.

1 0

62
.

07

3
.

4 5

90
.

6 2

10
.

0 0

l
,

00

0 10

0 0 0

3 45

55
.

17

旧
.

00

1
.

0 0

0
.

1 0

0
.

0 0

0
.

0 0

0
.

0 0

氯化钠

10
.

00

1
.

00

0
.

1 0

34
.

4 8

68
.

97

86
.

21

氯化钙

10
一

00

1
.

0 0

0
.

10

2 0
.

69

58
.

62

82
.

76

柠檬酸

10
.

0 0

1
.

0 0

0
.

10

65
.

5 2

7 5
.

8 6

82
.

7 6

.000010

…79
0.l[
八、éù、ùù、J

加0010

注
:
表格中的浓度为反应体系的最终浓度

。
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’’

入入
\\\ \\\

___ \ \\\
又又聆、 \\\
火火芥豁之之
裤裤

一冬纂纂

胡萝 卜

苹果

杏子

葡萄

无花果

红枣

芹菜

西红柿

饮昌 S
,

在多种果蔬汁 中都能生长产酸
,

在 2 4 h 内降

酸明显
,

风味纯正
,

无异杂味
,

且对胡萝 卜的熟萝 卜

味
、

红枣的涩味等不 良气味有显著的去除作用
,

说明

所筛菌株 S
:

对各种果蔬原料的适应性强
,

是一株优

良 的乳酸饮料发酵菌种
。一、ù

国d

参考文献 :

4 8 12 16 20 24

时间 ( h )

图 6 果蔬汁乳酸发酵产酸曲线

萝 卜和芹菜中的碳水化合物也可被 5
1

利用
,

使其酸

度升高
,

最终 p H 均在 4 以上
,

品尝酸味略淡
。

因 S
,

利

用蔗糖产乳酸
,

可通过添加蔗糖达到预定的酸度
,

其

他果蔬乳酸饮料也可如此来控制合适的糖酸比
。

3 结论

3
.

1 从酸菜汁 中分离筛选一株乳酸菌 5
1 ,

经初步鉴

定为嗜酸乳杆菌
。

.3 2 5 】

能在较宽的温度范围 和 p H 范围生长
,

适应

性强
。

LI J Y a l l 全h e d m a n
.

L a e t i e A e id Ba e t e ir a
oF

o
d l、 ℃ s e vr a riv e s

口1
.

S y s t e m A p p l M i e r o b io l
,

19 96
,

33 ( l )
: 4 6 8一 4 7 4

.

2[] 顾瑞 霞
,

谢继 志
.

乳酸 菌与人体健康 [M]
.

北 京
:
科 学出版社

,

1 9 95
.

1一 5
.

3[] 凌代 文
,

东秀珠
.
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.

北京
:

中国轻工 业 出版社
,

1999
.

85 ~ 8 6
.

#[] 沈萍
,

范秀荣
,

李广武
.

微 生物 学实验〔M ]
.

北 京
:
高等教育 出

版社
,

1 9 9 9
.
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.
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,

N E 吉本斯
.

伯 杰 细菌鉴定手册 (第八版 )LM」
.

北 京
:
科学出版社

,

19 84
.

6[] 天津轻工 业学院
.

工业发酵分析「M」
.

北 京冲 国 轻工 业 出

版社
,

19 94
.

19 7一 22 0
.

7[] 夏晓 明
,
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.
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.
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,
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子作用而影响酶的活性
。

半胧氨酸的作用机理是酚

氧化生成的醒不与其他醒类
、

氨基酸和蛋 白质聚合

生成有色物质
,

而直接与半胧氨酸结合形成了一种

新的无色产物
。

抗坏血酸既可以作为醒的还原剂
,

又

可 以作 为酶分子 中铜离子 的鳌合 剂
,

甚至可 以被
P P O 直接氧化

,

从而具有一定的 防止褐变的效果 t7]
。

实验 中抗坏血酸表现 出来 的滞后期 主要 是将醒还

原
,

当抗坏血酸被消耗尽后
,

P P O 的活力才表现 出

来
。

据报道
,

抗坏血酸可以使 P P O 不可逆失活 s[]
,

因此

高浓度的抗坏血酸有很好的抑制效果
。

而氯化钠
、

氯

化钙
、

柠檬酸的抑制效果随浓度的增加而增大
,

但 明

显小于上述几种抑制剂
。

氯化钠
、

氯化钙的作用主要

是将介质 中的氧气排除出去
,

柠檬酸主要是降低缓

冲液的 P H
,

由于本实验中反应体系 的离子强度比较

大
,

缓冲能力 比较强
,

因此在本实验中柠檬酸的抑制

效果不是很明显
。

综上所述
,

在百合食 品的加工中利

用合适浓度的半胧氨酸
、

抗坏血酸来抑制 P P O 的活

性不失为一个好方法
。
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