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铁棍山药 PPO的最适底物 、热稳定性及褐变控制研究
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摘要:研究了铁棍山药多酚氧化酶(PPO)的最适底物 、热稳定性及不同抑制剂对其活性的影响。

结果表明:在试验范围内 ,铁棍山药 PPO 最适底物为邻苯二酚;在较低温度(20 ～ 40℃)下其 PPO

能保持较稳定的活性 ,较高温度(40 ～ 80℃)下其活性快速下降 ,80℃下保温 10m in , PPO 活性几乎

为零;抑制剂对 PPO活性的抑制效果依次为:L-抗坏血酸>L-半胱氨酸盐酸盐>植酸>柠檬酸。
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Abstract:The best subst rate , the thermal stability o f polypheno l o xidase(PPO)f rom Dioscorea

oppost ia Thunb.cv.Tiegun and the ef fects of inhibitor on its activi ty w ere studied in this paper.

The results show ed that:The best subst rate of PPO from Dioscorea op postia Thunb.cv .Tiegun

w as catecho l in the range of this experiment;the activi ty of PPO was more stable under the low er

temperature (20-40℃),while , it' s av tivi ty declined rapidly under the higher temperature(40-

80℃)and w as inhibited almost completely w hen incubated fo r 10min under 80℃;the o rder of in-

hibi tion ef fect f rom strong to w eak w as:L-ascorbic acid ,L-cysteine hydrochloride ,phy tic acid , cit-

ric acid.

Key words:Dioscorea oppostia Thunb.cv.Tiegun;Polypheno l oxidase;Thermal stabi li ty;

Brow ning

　　铁棍山药(Dioscorea op postia Thunb.cv.Tie-

gun)是怀山药的优良品种之一。其药食兼优 ,为滋

补佳品 ,深受人们喜爱 ,享有“滋补药中的上品” 、“大

棒人参”之美誉 。

目前 ,铁棍山药饮片的加工是一种防止块茎腐

烂变质 、延长贮藏期 、提高其产品附加值的有效途

径 ,但其鲜切片的褐变严重影响着饮片的品质 、外观

和消费者的购买欲 。研究发现 ,鲜切片褐变主要是
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由于山药中的多酚氧化酶(polyphenol ox idase ,

PPO)将酚类底物氧化成有色物质醌所导致
[ 1]
。有

关山药 PPO 及其褐变控制的研究已有报道 , 2003

年 ,郁志芳等[ 2] 、彭贵霞等[ 3] 对江苏徐州菜山药的研

究表明 ,鲜切山药在贮藏过程中 PPO 活性和酚含量

显著相关 ,化学抑制剂以亚硫酸钠的抑制作用最为

显著 。2005年 ,李晓莉等[ 4] 研究表明 ,化学抑制剂

柠檬酸 、苹果酸 、L-抗坏血酸对北京市场山药的

PPO 活性均有抑制作用 , L-抗坏血酸抑制作用最为

明显 。自 2006年以来 ,对铁棍山药鲜切褐变的问题

进行了一系列研究 , 结果表明:PPO 、POD 和 PA L

的活性与铁棍山药褐变度呈正相关 ,其相关性依次

为 PPO >POD >PAL
[ 5]
, 筛选的无硫护色剂

(0.25%柠檬酸+0.1%植酸+0.25%氯化钙)显著

抑制其 PPO 活性上升 ,能明显抑制鲜切铁棍山药片

褐变 ,其 PPO 的最适 pH 为 6.0 ,最适反应温度为

35℃,与邻苯二酚具有极强的亲和力
[ 6]
。但有关

PPO 对高温的耐受力以及其最适底物尚不清楚 ,另

外更佳的抑制剂类型尚需进一步研究 ,故本研究对

以上问题进行了探讨 。

1　材料和方法

1.1　供试材料及处理

铁棍山药由温县农科所提供。挑选大小一致 、

粗细均匀 、无创伤 、无病虫害的块茎为试验材料 ,用

清水洗净表面泥土自然晾干后 ,去皮切分成 2mm

左右的薄片 ,进行以下试验。单片样品 ,重复 3次 。

1.2　方法

PPO 活性测定:采用文献[ 6]的方法提取粗酶

液 ,用于 PPO活性测定。1 个酶活性单位(U)定义

为测定条件下每30 s引起吸光值增加 0.001所需的

酶量 。

1.2.1　不同底物对 PPO 活性的影响　分别配制

0.005 ～ 0.090mo l/L 的邻苯二酚(儿茶酚)、没食子

酸 、L-酪氨酸 、愈创木酚作为 PPO 的底物 ,测定不同

底物 、不同浓度条件下铁棍山药 PPO 的活性。

1.2.2　不同温度对 PPO活性的影响　将粗酶液置

于不同温度(20 、30 、40 、60 、80℃)下分别处理 0 、5 、

10 、20 、30min ,测定 PPO 活性 。

1.2.3　不同抑制剂对 PPO 活性的影响　选用柠檬

酸 、L-半胱氨酸盐酸盐 、植酸 、L-抗坏血酸 、氯化钠和

EDTA-2Na 作为抑制剂 ,用 PPO 的缓冲液配制成

含不同质量分数抑制剂的缓冲液 ,在相应条件下测

定 PPO 活性 。

2　结果与分析

2.1　不同底物对铁棍山药 PPO活性的影响

图 1表明 ,以邻苯二酚为底物时 ,铁棍山药 PPO

活性远高于以其他酚类物质为底物时的活性:邻苯二

酚浓度在0.005 ～ 0.040mol/L时 ,随着底物浓度的增

大 PPO活性迅速上升 ,在 0.04 ～ 0.07mol/L 时 ,PPO

活性上升缓慢 ,当底物浓度大于 0.07mol/ L时 ,酶活

性不再上升;以 L-酪氨酸为底物时 ,PPO 活性变化趋

势与前者相似 ,但幅度远远低于前者;以没食子酸和

愈创木酚为底物时 , PPO 活性很低 ,随其浓度增大活

性几乎没有显著变化。

底物浓度对 PPO 活性的影响 ,实际上部分反映

了底物与 PPO 的亲和力。根据 Linew eaver-Burk方

程 1/V=Km/Vmax{1/[ s]}+1/Vmax ,利用双倒数作

图法 ,分别计算出铁棍山药 PPO 对不同酚类底物的

米氏常数Km和最大反应速度 Vmax ,结果见表1。

由于 Km值的大小反映了酶与底物亲和力的大

小 ,Km 值越小 ,酶与底物的亲和力越大 ,而且通常认

为具有最小 Km 的底物是“天然的”最适底物。由表

1可知 ,邻苯二酚与 PPO的亲和力最强 ,其次是 L-酪

氨酸 ,没食子酸和愈创木酚对 PPO 的亲和力很低。

因此 ,在试验范围内 ,铁棍山药 PPO 的最适底物为邻

苯二酚 ,且与邻苯二酚反应得到的Vmax最大 。

图 1　不同浓度的酚类物质底物对铁棍山药
PPO活性的影响

表 1　不同酚类物质对铁棍山药 PPO的 Km和 Vmax 值

项目

底物

邻苯
二酚

没食
子酸

L-酪
氨酸

愈创
木酚

Km/(m ol/ L) 0.0125 0.10101 0.024887 0.026743

Vmax/(■A/(mL·min)) 1.25 0.10101 0.022624 0.003005

2.2　不同温度对铁棍山药 PPO活性的影响

由图 2可知 ,铁棍山药 PPO活性在 20℃下保温

5min略微下降 ,在 30℃下保温 5min略微升高 ,但变
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化均不明显(相邻量测量值之间无显著差异 , P >

0.05),之后 ,随保温时间延长 , 30℃下保持较高活性

基本不变 ,20℃下活性较低 ,呈波动变化。在 40℃下

保温 5min ,其活性略微升高 ,之后下降 ,保温 10min

后其活性快速下降。60℃下保温 5min ,其活性略微

下降 ,之后快速下降 ,且快速下降的幅度较 40℃下的

明显增大。80℃下保温 5min ,其活性就急剧下降 ,保

温10min PPO活性几乎为零。以上分析表明 ,铁棍

山药 PPO在较低温度(20 ～ 40℃)下能保持较稳定的

活性 ,较高温度(40 ～ 80℃)使其活性快速下降。

图 2　不同温度对铁棍山药 PPO活性的影响

2.3　不同抑制剂对铁棍山药 PPO活性的影响

从图 3可以看出 ,对铁棍山药 PPO抑制作用最

强的是 L-抗坏血酸 ,极低质量分数(0.25%)就能完

全抑制其活性;其次是 L-半胱氨酸盐酸盐 ,当质量

分数为 2%时完全抑制其活性;再次是柠檬酸和植

酸 ,二者对 PPO 活性的抑制作用随质量分数增加而

增强 ,相比较而言 ,在较低质量分数(<0.5%)下植

酸的抑制效果要略微大于柠檬酸的;而 EDTA-2Na

和氯化钠对 PPO 活性的抑制作用不明显 。由此可

知 , L-抗坏血酸 、L-半胱氨酸盐酸盐 、植酸和柠檬酸

均能较好地控制铁棍山药鲜切片的褐变 ,尤以 L-抗

坏血酸的效果最佳。这说明运用抑制剂能够达到有

效抑制铁棍山药褐变的目的。

图 3　不同抑制剂对铁棍山药 PPO活性的影响

3　讨论

PPO 是一类广泛存在于植物体内的能催化多

酚类氧化成醌类的酶[ 7-10] 。鲜切山药褐变一般与自

身酶活性变化有密切关系。有研究认为 ,鲜切山药

褐变主要是由于 PPO引起的酶促褐变造成的
[ 2]
,铁

棍山药鲜切片在贮藏过程中 ,随着时间的延长 ,PPO

活性升高 ,切片表面白度逐渐下降 ,趋于褐变[ 6] 。所

以大多从抑制 PPO 活性方面来寻找抑制山药褐变

的方法
[ 2 , 3 , 17-20]
。

研究表明 ,不同植物 PPO 对酚底物的亲和力存

在差异 。芋艿和新疆无核白葡萄 PPO 对儿茶酚(邻

苯二酚)的亲和力最强
[ 11 , 12]
;石榴 PPO 对单宁的亲

和力最大[ 13] ;绿原酸 、儿茶素是苹果 PPO 的良好褐

变底物[ 14 , 15] ;没食子酸是莲藕 PPO 的最适酚类底

物
[ 1 6]
。本研究结果表明 ,铁棍山药 PPO 与不同酚

类物质的亲和力从大到小依次为:邻苯二酚(儿茶

酚)、L-酪氨酸 、没食子酸 、愈创木酚 ,且邻苯二酚(儿

茶酚)亲和力远远大于后三者。因此 ,为了控制铁棍

山药的褐变 ,应采取措施减少其块茎中邻苯二酚的

含量。

研究表明 ,不同植物的 PPO对高温的耐受能力

不同。石榴 PPO 在 60℃下 0.5min 活性几乎消

失
[ 1 7]
,大蒜 PPO 在 80℃下 1.5min可失活

[ 18]
,芋艿

PPO 在 80℃下 7min 完全变性[ 12] , 菊芋 PPO 在

90℃下 2min 可完全钝化[ 19] ,番石榴 PPO 在 90℃

下 5min 基本失活
[ 20]
,罗田甜柿的 PPO 在 95℃时

加热 2.5min才完全失活 ,而温度为 90℃时需要加

热 3min 才失活[ 21] 。本研究结果显示 ,铁棍山药

PPO在较低温度(20 ～ 40℃)下能保持较稳定的活

性 ,较高温度(40 ～ 80℃)使其活性快速下降 ,80℃下

保温10min PPO 活性几乎为零 。另外研究也表明 ,

铁棍山药 PPO 在 20 ～ 40℃下酶活性较高 , 这与

PPO最适温度为 35℃的结果基本相符
[ 6]
,进一步说

明为了控制铁棍山药的褐变 ,应避开 35℃进行贮藏

和鲜切加工 。

研究表明 ,抑制剂能很好地抑制植物 PPO 的活

性 ,从而达到防止褐变的目的。NaHSO3 、柠檬酸 、

EDTA-2Na和抗坏血酸对甘薯 PPO 均有不同程度

的抑制效果 ,NaHSO 3 的效果最佳[ 22] 。半胱氨酸和

柠檬酸能很好地抑制荔枝 PPO活性 ,控制荔枝的褐

变
[ 2 3]
。抗坏血酸和柠檬酸能很好地抑制土豆的

PPO活性 ,延长最小加工土豆的寿命[ 24] 。而本试验

中不同抑制剂对铁棍山药 PPO 活性的影响表明:
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L-抗坏血酸 、L-半胱氨酸盐酸盐 、植酸对 PPO 的抑

制作用极为明显 ,柠檬酸对 PPO 有明显抑制作用 ,

而 EDTA-2Na 和氯化钠对 PPO 的抑制作用均不明

显。为了控制铁棍山药的褐变 ,在鲜切加工时 ,可选

用 L-抗坏血酸 、L-半胱氨酸盐酸盐 、植酸及柠檬酸

作为护色剂。

综合以上内容可知 ,为了控制铁棍山药的褐变 ,

在贮藏和加工过程中应从抑制 PPO 活性方面采取

措施 ,如低温(10 ～ 20℃)贮藏 ,或低温贮藏前短时间

高温处理 ,或利用抑制剂对其切片进行护色处理。
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