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金帅苹果多酚氧化酶提取
部分酶学特性研究

及

付聿成，王妮娅，杜金华 $
（山东农业大学食品科学与工程学院，山东泰安 !"#$#%）

摘 要：实验确定了从金帅苹果中提取多酚氧化酶（&&’）的最佳
条件，研究了该酶的某些特性。确定 ()"*+ 磷酸氢二钠,
柠檬酸缓冲液（含 !-的 &.&& 和 $*!/- 012345 6#$$）、料
液比 #*789 : ;为最优提取参数。金帅苹果 &&’酶促反应
产物在 +#!58下有最大吸收峰；以邻苯二酚为底物的酶
促反应的米氏常数为 <8=!*777">#$,!84? : 9，&&’ 动力
学方程为：.= @@@@*@@!ABC

$*$!"DABC
；该 &&’ 的最适 () 为 /*$，在

()/*$E7*% 范围内有较高的稳定性；最适温度为 +$F。
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苹果属于蔷薇科苹果属，是世界四大水果之一。

$%%/年我国苹果总产量 $%%% 多万 0，接近世界总产
量的 )%1。苹果深加工是苹果产业增产创收的重要
途径。金帅、国光等以其果实质优、偏酸为苹果加工

企业的首选，金帅更是种植面积广、品质良好的鲜

食、加工兼用品种。对于苹果产品而言，生产、流通过

程中的防褐问题是加工工艺的关键之一。223 是导
致苹果（产品）褐变的主要因素，研究金帅苹果 223
特性对于确定、改进苹果加工工艺，有效的控制酶促

褐变、研究褐变机理是必需的。本文经实验确定了金

帅苹果 223最佳提取条件，并研究了部分酶学特性。

% 材料与方法
%&% 材料与仪器
金帅苹果 泰安市果品批发市场购得优质金帅

苹果供实验用，破碎榨汁后参照果汁通用试验方法 4&5

测定理化指标如下：滴定酸为 %’$)-6 7 &%%89（以苹果
酸计），:; 为 ,’.<，可溶性固形物含量为 &$’<=>?@A
（折光法）；磷酸氢二钠，柠檬酸，2B22（聚乙烯吡咯烷
酮），"?@0CD E&%%，邻苯二酚。

;*FG;H 果蔬破碎机，<%+$ 型离心沉淀机，
"I9+&-I+* 冷冻离心机，I>$%/ 型全自动分析天
平，HB+$&%% 型分光光度计，HB+$/)% 型紫外分光光
度计，超级恒温水浴，冰箱。

%&! ’’(提取及酶活测定
&’$’& 223 提取 将已预冷的苹果样品破碎，加入
已预冷的磷酸氢二钠+柠檬酸缓冲液 （含适量的
2B22和 "?@0CD E&%%），在果蔬破碎机中以 &8@D 为间
隔打浆 ,8@D，然后 /%%%? 7 8@D 离心 &%8@D，取上清液
%J提取 ,%8@D 后再在 /J离心 ,%8@D（&,$%%? 7 8@D），
得到上清液即为 223粗酶液。
&’$’$ 酶活的测定 使用磷酸氢二钠+柠檬酸缓冲
液配制邻苯二酚为反应底物，将 %’$89 粗酶液加入
到 $’<89 底物溶液中，在最大吸收波长下比色，酶液
加入后开始计时，每 ,%K记录一次吸收值。在测定条
件下，吸收值变化 %’%%& 个单位定义为一个酶活。活
性曲线的直线部分作为时间函数来衡量酶活。酶活
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与粗酶液中的蛋白质含量相比即得酶比活力。

$%& 蛋白质测定
考马斯亮蓝法。以牛血清白蛋白做测定的标准

蛋白质。

$%’ 提取参数的确定
!"#"! $%$$ 使用量 使用 &’ 为 ("( 磷酸氢二钠)
柠檬酸缓冲液作为提取液（料液比为 *"+,- . /，+"*01
234567 8!++），分别使用 !1、*1、91、#1的 $%$$，提
取物于 +:放置 *#;后在 #*+7,下测定吸光度，并观
察澄清情况，选出最适 $%$$量。
!"#"* 料液比 使用 &’ 为 ("( 磷酸氢二钠)柠檬酸
缓冲液为提取液，添加 *1$%$$ 和 +"*01234567
8!++，以不同料液比（!"+、!"9、!"(、!"<、*"*、*"0 ,- . /）
提取 $$= 后，室温下测定酶活（#*+7,），优选最佳料
液比。

!"#"9 &’ 对提取的影响 以 +"# 为间隔分别配制
&’为 0"+>?"@ 的磷酸氢二钠)柠檬酸缓冲液，使用上
述提取条件进行苹果 $$= 提取，室温下测定酶活
（#*+7,）。

$%( ))*部分酶学性质
!"0"! 酶反应产物吸收曲线扫描 *"@,- 邻苯二酚
溶液与 +"*,- 粗酶液在室温下反应 9+,47 后，使用
A%)*#0+型紫外分光光度计在 9++>?++7,下进行吸
收曲线扫描。

!"0"* &’ 对 $$= 活性及稳定性影响 *"@,- 不同
&’ 的 +"+0,6B . - 邻苯二酚溶液（以 +"( 为间隔，分别
使用 &’*"(>@"+ 的磷酸氢二钠)柠檬酸缓冲液配制）
与 +"*,- 粗酶液在室温下反应，#!*7, 下测定 $$=
活力。分别吸取 +"*,- 粗酶液，加在 +"#,- 不同 &’
的缓冲液中于室温下放置 9+,47，然后将此 $$= 粗
酶液与 *"#,- +"+0,6B . -的邻苯二酚溶液（&’0"+）于
室温下反应，测定 $$=的残留活力。以 &’0"+下酶活
力为对照，计算相对酶活。

!"0"9 温度对 $$= 活性及稳定性的影响 预先将
*"@,- +"+0,6B . -的邻苯二酚溶液（&’0"+）在 *+、*0、
9+、90、#+、#0、0+、00:下保温，然后加入 +"*,-粗酶
液，#!*7,下测定其活力。将粗酶液在 #+、0+、(+、?+、
@+:下保温 9+,47后立即在冰浴中冷却 0,47。+"*,-
粗酶液与 *"@,- +"+0,6B . -邻苯二酚溶液（&’0"+）在
最适温度下测定 $$=残留活力。以 #+:下酶活性为
对照，计算 $$=经热处理后的相对酶活性。
!"0"# 底物浓度对 $$= 活性的影响 使用 &’0"+ 的
磷酸氢二钠)柠檬酸缓冲液分别配制 +"+!、+"+9、
+"+0、+"+?、+"+<、+"!!,6B . - 邻苯二酚溶液，#+:下研
究底物浓度对 $$=活性的影响。
以上实验结果均取 9次平行实验的平均值。

! 结果与讨论

!%$ 提取参数的确定
*"!"! $%$$使用量的确定 提取液中分别使用 !1、
*1、91、#1的 $%$$，粗酶液在 +:下放置 *#; 后在
#*+7,下测定吸光度（如表 !），并观察澄清情况。

即使是同一种水果的不同品种、同一水果不同

部位所含的酚类物质的种类和数量也不同。因此，在

$$= 提取过程中没有一种相同的方法来有效地去除
酚类化合物，避免褐变的发生。C6D;E 等F9G研究表明，

提取红星苹果 $$= 时，不溶性 $%$$ 提取效率比可
溶性 $%$高。由表 ! 可以看出，使用 *1的 $%$$ 即
可有效地防止由于底物的自动氧化引起的褐变，并

且在 +:下放置 *#; 后粗酶液仍能保持澄清。因此，
后续实验中 $%$$的使用量为 *1。
*"!"* 料液比 以不同料液比提取 $$= 后，室温下
测定酶活，结果如图 !。

金帅苹果 $$=最适的提取比例为 !"(。减少提取
液使用量酶活降低是由于 $$= 不能完全溶解出来；
提取比例高于 !"( 也不能引起酶活升高，可能是由于
$$=浓度降低所致。C6D;E等F*G还认为，较高的料液比

会增加均质和酶溶解难度，他们提取红乔纳金苹果

$$=时最佳料液比为 !"?。
*"!"9 提取 &’ 不同 &’ 提取液提得的 $$= 活力
（室温下）如图 *所示。由于酚类底物在高 &’下易发
生自动氧化引起非酶褐变 F0G，因此提取液的 &’ 只试
验到 ?"@。不同 &’提取得到的粗酶液的活力曲线有
两个峰值 0"# 和 ?"#，&’0"# 处的酶活力要比 &’?"#

$%$$使用量（1） ! * 9 #
粗酶液吸光度 +"#?+ +"#*! +"##* +"#!@

表 ! $%$$使用量对 $$=提取的影响
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处的酶活力低的多。因此，确定金帅苹果 !!"提取的
最佳 #$ 为 %&’。()*++,+ 等 -./从 01&2,34 54*6789
:;+4<*# 和 =,>7?*+@ 苹果中提取 !!" 的 #$ 也有两
个峰值 A&B和 %&C，最适提取 #$为 A&B。杨萌-%/提取高

灌蓝越橘 !!"的最适 #$也在 %&’。2,0)*等-B/试验红

乔纳金苹果 !!"提取时的最佳 #$为 %&A。刘振宇等-D/

在提取羊栖菜 !!"时缓冲液的 #$为 %&B。
B&E&’ 最佳提取条件的确定 由上，确定金帅苹果
!!" 最优提取参数：#$%&’ 磷酸氢二钠F柠檬酸缓冲
液（含 BG的 !H!! 和 I&BAG J>;7,+KEII），按 E&.3L M N
比例进行提取。

!$! 酶促反应产物吸收曲线扫描

曲线 E、B 的底物浓度分别为 I&I%3,? M L 和
I&IA3,? M L。反应产物在 CIIO%II+3下的吸光度如图
C 所示，可见在 ’EB+3 下有最大吸收峰。因此，在后
续实验中采用 ’EB+3为工作波长。

!$% &’对 (()活性及稳定性的影响
室温下测定不同 #$ 下 !!" 活力，并测得粗酶

液的蛋白质含量，计算酶比活力如图 ’。

图 ’ 所示，!!" 活性随 #$ 变化较为敏感，在
#$A&I处有最大酶活。#$B&.OA&I时酶活上升较迅速，
#$A&IO.&B 时酶活急剧下降，#$.&BOD&I 时酶活很低，
变化不大。P*84>等-Q/报道苹果 !!"有两个最适 #$：
从叶绿体中提取的最适 #$在 A&E，从线粒体提取的
最适 #$在 %&C，他们还发现 J>;7,+KEII 更利于 !!"
从叶绿体中分离。本实验 !!"从整个果实中提取，从
最适 #$ 来看大部分 !!" 来源于叶绿体，混有少量
线粒体中的酶。以往大多数研究显示，整个苹果的

!!" 在 #$’&AOA&A 有最大活力，并且 !!" 的耐酸性
较强。

金帅苹果 !!" 的 #$ 稳定曲线如图 A 所示，该
酶在 #$.&B 时最稳定，室温下在此 #$ 放置 CI3;+ 后
仍有 DB&Q.G的酶活。在 #$A&IO.&D之间该酶较稳定，
在此 #$ 范围室温下放置 CI3;+ 后仍保存有 %E&%BG
以上的酶活。酸性条件下，#$B&BOC&B 之间酶活下降
迅速、稳定性很差，#$B&B时只有 E&IDG的酶活力。因
为 !!" 是一种含铜的蛋白质 -EI/，当 #$ 较低时，一方
面酶中的铜被解离出来，使酶失活；另一方面 #$ 较
低，蛋白质变性也使酶失活。碱性条件下（#$%&’OD&I）
该酶稳定性较差，碱性环境中铜与酶蛋白结合生成

不溶性 =6（"$）B，也会使酶失活。因此，加工过程中
通过调整 #$来钝化酶活，减少褐变发生。

!$* 温度对 (()活性及稳定性的影响
#$A&I 下测定不同温度下 !!" 活力，并测得粗

酶液的蛋白质含量，计算酶比活力如图 .。
温度对酶促反应的影响通常包括两个方面：一

方面是当温度升高时反应速度加快；另一方面，随着

温度升高而使酶蛋白逐渐变性，反应速度随之下降。

因此，酶促反应存在一个最适温度，最适温度是上述

两个方面平衡的结果。本实验中在 BIO’IR时随着温
度的升高 !!" 酶比活力逐渐增大，温度对 !!" 酶促
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结果经统计学软件 !"!!##$% 进行分析得出，影响
&’() 菌株发酵产胞外多糖的显著性因素为接种量和
初始葡萄糖浓度，适宜的发酵工艺条件为接种量为

*$+,#%+ 个 - ./，初始葡萄糖浓度为 0+..12 - /，发酵
培养温度 )03，初始 45为 +$%，并经过验证。
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反应的加快起主导作用，*%3为金帅苹果 ""g 的最
适温度。*%R++3范围内，随温度的上升，高温对酶蛋
白的破坏作用占主导作用，""g活力呈下降趋势。从
整个曲线来看，)+R*+3范围内酶活力较高，褐变发
生迅速。

图 Q为金帅苹果 ""g 的热稳定曲线：随着温度
的升高，热对酶的破坏作用加大。在 *%3保温 )%.DA
后残余酶活为 P)$+Kh，到 P%3保温 )%.DA 后残余酶
活只有 ##$%Ph。因此果蔬加工中经常通过迅速加热
物料来钝化酶活，减轻褐变。

!$% 底物浓度对金帅苹果 &&’活性的影响
以邻苯二酚为底物，根据中间复合物学说，催化

反应可表示为：b i!!b!"" ib，米氏方程 :j
:.k6!7
_.i6!7
，即 #

: j _.
:.

#
6!7 i

#
:.
。根据实验数据用

/DA9Z9>C9Ga;GV作图法，以 #
:
为纵坐标，以 #

6!7
为横坐

标，求得 #
:
与 #

6!7
的直线回归方程为 #

: jP$%%%%,#%(O·

#
6!7 i%$%%%)

，相关系数为 ?j%$00QO。因而得出，:.j

))))$));，_.jK$OOOQ,#%(K.12 - /。以邻苯二酚为底物

的 ""g动力学方程为：:j ))))$))k6!7
%$%KQi6!7

。

( 结论
($) 金帅苹果 ""g 最优提取参数：45Q$* 磷酸氢二
钠 ( 柠 檬 酸 缓 冲 液 （含 Kh 的 ":"" 和 %$K+h
SGD=1Al#%%），按 #$O./ - [比例进行提取。

($! 金帅苹果 ""g酶促反应产物在 *#KA.下有最
大吸收峰，以邻苯二酚为底物的酶促反应的米氏常

数为 _.jK$OOOQ,#%(K.12 - /，""g动力学方程为：:j
))))$))k6!7
%$%KQi6!7

；该 ""g的最适 45为 +$%，在 45+$%RO$P

范围内有较高的稳定性；最适温度为 *%3。
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