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摘要:以邻苯二酚为底物 ,对澳洲青苹中的多酚氧化酶进行了探讨。分别研究了 pH 值 、温度 、底物

浓度及抑制剂等因素对多酚氧化酶活性的影响 ,结果表明:澳洲青苹多酚氧化酶最适 pH 值为 6.5;

最适温度为35 ℃;90 ℃处理3 min ,多酚氧化酶活性基本被抑制;添加浓度为 125 mg/kg 抗坏血酸

或者浓度为 600 mg/kg 的柠檬酸或者浓度为 50 mg/kg 的亚硫酸氢钠后 ,多酚氧化酶活性分别为

对照的 36%, 38%和 23%。澳洲青萍多酚氧化酶的米氏方程参数为:Km=0.137 mol/L , Vmax=

0.460 U/min。
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Abstract:The optimum pH , opt imum temperature , substrate concentration and the inhibito rs of

polyphenol oxidase f rom Granny Smith were analy zed w ith the catechol substrate.The results show ed

that the optimal pH and temperature w ere 6.5 and 35℃, respectively.Once the temperature was over

60℃,PPO became inactive quickly.The PPO w as almost inactivated at 90℃ fo r 3 min .PPO' s M is-

cherlisch Equation parameters Km=0 .137 mol/L and Vmax =0.460 U/min .Adding 125 mg/kg Vc

o r 600 mg/kg ci tric acid o r 50 mg/kg NaHSO3 in reaction systems , the activi ty of PPO decreased to

36%, 38 % and 23%, respectively , compared w ith the check.
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　　浓缩果汁加工过程中多酚氧化酶(Polyphenol

o xidase , PPO , EC 1 .10.3.1)能催化苹果中的内源性

酚类物质引起酶促褐变[ 1] ,从而导致苹果汁色值下

降 ,品质劣变 ,营养价值降低。目前 ,这已成为影响

我国浓缩果汁出口的重大技术难题之一 。

我国生产的浓缩果汁由于色值和酸度普遍偏

低 ,在国际市场上 ,丧失了竞争力 ,降低了果汁的附

加值 。有资料表明 ,在国际市场上 ,浓缩苹果汁酸度

每升高1 度 ,每吨售价可提高 100 ～ 150美元 。为提

高我国浓缩苹果汁的国际市场竞争力 ,推动高酸苹

果产业的发展 ,我国已引进了不少高酸苹果品种进

行试种和推广 ,澳洲青苹就是其中之一 。它含酸量

可达 5.4%～ 7 .0%,而我国传统生产的苹果酸度最

高只能达到 2.0%,一般仅在 1.0%～ 1.5 %。因此 ,

澳洲青苹是理想的加工 、鲜食兼用绿色品种 ,用其制

汁可提高浓缩苹果汁的品质。在未来几年内 ,澳洲

青苹将替代现有榨汁品种 ,成为新的苹果浓缩汁原

料 ,因此 ,研究其加工特性 ,特别是褐变特性很有必

要 。目前 ,人们已经对富士
[ 2]
、红星

[ 3]
、乔纳金

[ 4]
等

苹果中的多酚氧化酶(PPO)进行了研究 ,但对于新

的高酸苹果品种澳洲青苹中的 PPO 的特性还未见

报道 。笔者主要以邻苯二酚为底物 ,研究澳洲青苹
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中 PPO的特性 ,以期为控制澳洲青苹加工过程中的

褐变提供一定的理论依据 。

1　材料与方法

1.1　材料

澳洲青苹 ,陕西恒兴果汁饮料有限公司提供;磷

酸二氢钾 、氢氧化钠 、柠檬酸 、柠檬酸三钠 、邻苯二

酚 、亚硫酸氢钠 、抗坏血酸等均为分析纯。

1.2　试验仪器

电子天平 、DS -1 高速组织捣碎机 、UNI-

CO2000 可见分光光度计 、PHS -4C 酸度计 、SIG-

MA 3K3D冷冻离心机等。

1.3　试验方法

1.3.1　PPO的提取方法　称取 20.0 g 苹果 ,然后

加入一定量的磷酸盐缓冲溶液 ,用组织捣碎机捣碎 ,

之后在 4 ℃下 10 000 r/min冷冻离心 20 min ,上清

液即为 PPO酶液。

1.3.2　PPO 活性的测定方法　室温 ,在波长为 420

nm 的条件下 ,取 1 ml缓冲液 、1 ml底物(0 .1 mol/L

的邻苯二酚)、1 ml酶液加入比色皿中 ,每隔 10 s记

录 1次吸光值 ,总共测定 4 min 。以直线段的斜率

(ΔA/ t)计算酶活力 ,以每毫升酶液每分钟引起吸光

值改变 0.001为 1个酶活力单位。

1.3.3 　不同 pH 值对 PPO活性的影响　底物浓度

为0 .1 mol/L ,分别配制 pH值为3 .5 ,4 .0 ,4.5 ,5.0 ,

5.5 , 6.0 , 6.5 ,7 .0 ,7 .5 ,8 .0的缓冲液 ,测定不同 pH

值缓冲液条件下 PPO活性 。

1.3.4　不同温度对 PPO 活性的影响　底物浓度为

0.1mol/ L ,缓冲液 pH 值为 6.5。将酶液 、缓冲液以

及底物溶液分别在 20 ℃、25 ℃、30 ℃、35 ℃、

40 ℃、45 ℃、50 ℃、55 ℃、60 ℃、65 ℃下保温 10

min后 ,分别测定 PPO活性。

1.3 .5 　PPO 热稳定性的测定 　底物浓度为 0 .1

mol/L ,缓冲液 pH 值为 6.5 ,将 PPO 酶液分别在

80 ℃、85 ℃、90 ℃的水浴中处理 30 s 、60 s 、90 s 、

120 s 、150 s 、180 s后 ,立即置于冰水浴中灭酶活性 ,

分别测定 PPO 的残留活性 。

1.3.6　底物浓度与 PPO活性的关系　在室温下 ,取

1 ml pH 值为 6.5的缓冲液 ,分别添加浓度为0.025

mol/L 、0.05 mol/L 、0.075 mol/L 、0.1 mol/L 、0.15

mol/ L、0.2 mol/L的 1 ml底物(邻苯二酚)溶液 ,之后

加入 1 ml PPO酶液于比色皿中 ,分别测定 PPO在不

同底物浓度下的活性。

1.3.7　不同抑制剂对 PPO活性的抑制　分别配制

不同浓度的抗坏血酸(Vc)、柠檬酸 、亚硫酸氢钠

(NaHSO3)溶液 ,在底物浓度为 0.1 mol/L ,缓冲液

pH 值为 6.5的条件下 ,向反应体系中添加抑制剂 ,

分别测定不同种类以及不同浓度抑制剂对 PPO 活

性的影响 ,同时测定不添加抑制剂的 PPO 活性 ,作

为对照 。

2　结果与分析

2.1　不同 pH 值对 PPO 活性的影响

　　由图 1可知 ,在 pH 值为 3.5 ～ 6.5之间 , PPO

活性随着 pH 值的升高而增大;pH 值在 6.5 ～ 8.0

之间 , PPO活性随 pH 值的增大而减小 。由于 PPO

活性部位含有 His残基 ,其催化基团咪唑基 pH 为

6.0[ 5] ,在中强酸条件下 ,表现较高的酶活性;但在

pH 低于 2.0 的高酸性环境中 , PPO 中的铜离子能

被解离出来 ,使 PPO失活;在碱性条件下 , PPO中的

铜离子会解离成氢氧化铜 ,使酶活性显著降低。因

此 ,PPO的最适 pH 值为 6.5。

图 1　不同 pH值对 PPO活性的影响

2.2　不同温度对 PPO 活性的影响

从图 2可以看出 ,PPO在 20 ～ 60 ℃的温度范

围内表现出较高的稳定性。在 35 ℃的条件下 , PPO

的活性最高 ,这表明 PPO 是一种较耐热的酶类;而

在 60 ℃以上的高温条件下 , PPO 活性随着温度的

升高而迅速下降。65 ℃的温度下 , PPO 活性可由

35 ℃的 234 U/min下降到 105 U/min。因此 ,可得

出 PPO 的最适温度为 35 ℃。温度对 PPO 的影响

起双重作用 ,一方面温度升高加快了催化反应的进

图 2　不同温度对 PPO活性的影响
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行;另一方面 ,温度升高使蛋白质变性导致酶失活 ,

降低催化反应速度 ,酶促褐变是这 2种作用的协同

效果 。

2.3　PPO的热稳定性

图 3结果显示 ,随着温度的升高 , PPO 活性呈

逐渐下降趋势;同时随着热处理时间的延长 , PPO

活性也呈逐渐下降趋势 ,且在前 2 min内 PPO 活性

下降速度很快 ,在第 3分钟内 PPO 活性下降速度趋

于平缓 。温度为 90 ℃,处理 3 min 后 ,酶活性下降

为原来的 12%,酶活性基本被抑制 ,表明高温对

PPO活性影响显著 。

图 3　PPO的热稳定性

2.4　底物浓度对 PPO活性的影响

从图 4中可看出 ,在底物浓度较低时 ,反应速度

与底物浓度呈正比关系 ,表现为一级反应。随着底

物浓度升高 ,反应速度不再呈正比例加快 ,其增加的

幅度不断下降 ,反应速度逐渐趋向于最大反应速度 。

当底物浓度大于 0 .1 mol/L 时 ,继续加大底物浓度 ,

反应速度基本上不再增加 ,表现为 0 级反应。说明

所有的酶已被底物所饱和 。由此可见 ,底物浓度与

PPO活性的关系完全遵循米氏方程(Michaelis -

M enten)的酶动力学性质 。

图 4　底物浓度对 PPO活性的影响

根据米氏方程的双倒数作图法 ,以 1/V 为纵坐

标 ,1/[ S]为横坐标作图可得一直线 ,其纵轴的截距

为1/Vmax ,横轴的截距为-1/Km ,直线的斜率为

Km/Vmax , 由直线的拟合方程可求得 Km 和

Vm ax[ 6] 。根据图 4 ,用双倒数作图法可求出澳洲青

苹 PPO 的米氏方程参数 Km 和 Vmax ,见图 5。直

线的拟合方程是:

Y =0.2977X+2 .173 　　R2 =0.9755

由该方程可计算 Km 、Vmax 值如下:

Km =0.137 mol/L ;Vmax =0 .460 U/min。

Km 值可近似表示酶对底物(邻苯二酚)亲和力的大

小;Vmax 指该酶促反应的最大速度 。

图 5　澳洲青苹 PPO的米氏方程

2.5　不同抑制剂对 PPO活性的抑制

2.5.1　不同浓度抗坏血酸对 PPO活性的抑制　抗

坏血酸对 PPO 活性的抑制作用的原理是将酶促反

应的中间产物醌还原而抑制褐变的发生。随着抗坏

血酸用量的增加 , PPO 活性呈下降趋势 ,在抗坏血

酸含量大于 125 mg/kg 时 ,PPO 活性基本保持不变

(图 6),此时 PPO活性仅为对照的 36%。因此用量

为 125 mg/kg 抗坏血酸能有效抑制 PPO 活性 。

图 6　抗坏血酸对 PPO的抑制作用

2.5 .2 　柠檬酸对 PPO 的抑制作用　由图 7可知 ,

随着柠檬酸用量的增加 ,PPO活性呈下降趋势。柠

檬酸用量为 500 ～ 600 mg/kg 时 , PPO 失活速度很

快 ,这是由于柠檬酸的 3个羧基对 PPO的铜有较强

的鳌合作用 ,随着柠檬酸浓度的增加 ,它的螯合作用

也变大 ,相应的对 PPO 活性的抑制作用也变大 ,导

致了 PPO活性的显著降低;此外 ,由于柠檬酸的酸

性对反应体系的 pH 值也有调节作用 ,使反应体系

的 pH 值远离 PPO 最适 pH 值而降低 PPO 活性。

超过 600 mg/kg 用量时 ,PPO活性降低很小 ,在 600

mg/kg 时 PPO 活性为对照的 38 %。因此 ,柠檬酸
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含量为 600 m g/kg 时 ,能有效抑制 PPO活性 ,防止

褐变的效果最好 。

图 7　柠檬酸对 PPO的抑制作用

2.5.3　亚硫酸氢钠对 PPO活性的影响　图 8结果

表明 ,在 0 ～ 50 mg/kg 的用量范围内 ,随着亚硫酸

氢钠在反应液中浓度的增加 ,酶活性显著下降;超过

50 m g/kg , PPO 活性变化不大;亚硫酸氢钠浓度为

50 m g/kg 时 PPO 活性为对照的 23 %。因此 ,浓度

为50 mg/kg 亚硫酸氢钠能有效抑制 PPO 活性 ,防

止褐变。但在实际应用中要考虑 Na
+
超标问题 。

图 8　亚硫酸氢钠对 PPO活性的影响

3　结论

1)以邻苯二酚为底物 ,澳洲青苹 PPO 的最适

pH 值为 6.5 ;PPO 最适温度为 35 ℃;90 ℃处理

3 min后 ,酶活性下降为原来的 12%,酶活性基本被

抑制。

2)在以邻苯二酚为底物 ,pH 为 6 .5的条件下 ,

可得出澳洲青苹 PPO 米氏方程的参数:Km =0 .137

mol/L ,Vmax =0.460U/min。

3)抗坏血酸 、柠檬酸 、亚硫酸氢钠均为 PPO的

有效抑制剂。添加浓度为 125 mg/kg 抗坏血酸或

者浓度为 600 mg/kg 的柠檬酸或者浓度为 50

mg/kg亚硫酸氢钠后 ,苹果中的 PPO 活性分别为对

照的 36%,38%和 23%。
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