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超高压处理对多酚氧化酶活性的影响
*
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(农产品生物化工教育部重点实验室(合肥工业大学),安徽合肥 230069)

  摘要:研究了超高压中温协同处理对砀山梨汁中多酚氧化酶活性的影响,实验压力为0.1
~500MPa,温度为20~60℃。此外,考察了不同pH值(3~7)和保压时间(2~34min)超高

压处理对酶活性的影响。实验结果分析表明:在处理温度为50℃、保压时间为10min和梨汁

pH值为5的条件下,200~300MPa处理梨汁时多酚氧化酶被激活,活性表现最高;500MPa
时酶的活性下降到75.3%。协同温度为30℃处理梨汁时,酶的活性反而增大;30℃以后,酶
活性随温度升高而迅速降低;有效协同高压处理的温度为40℃。随着保压时间的延长,梨汁

中过氧化物酶的活性减小;18min以前下降速度较快些,之后下降速度变缓。pH在5~6之

间,酶的残留活性最大;pH值为6时,梨汁中多酚氧化酶最为耐压。
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1 引 言

  多酚氧化酶(PPO;EC1.10.3.1)广泛地存在于各种植物中,在大多数为人们所熟悉的水果和蔬菜

中都能检到,梨汁也不例外。在正常状态下,细胞内的PPO与质体、线粒体和细胞内膜结合,活性很低,
当细胞膜受到损伤后,潜在的PPO可被激活。多酚氧化酶导致果汁的褐变,影响产品的感官质量 [1]。
传统的钝化酶活性的方法是高温热处理或添加抑制酶活性的化学添加剂。高温处理不仅影响产品的营

养成分[2,3];对于风味物质含量高的热敏性食品如梨汁等,高温处理后其风味、色泽受到很大的影响。
超高压处理食品保鲜技术具有诸如保持食品原有的风味、色泽、营养成分、低能耗、对环境无污染以

及少用或不用化学添加剂等很多优点[4]。超高压处理不仅能杀灭食品中的微生物,还可以抑制酶的活

性 [5,6]。然而多酚氧化酶具有较高的耐压能力,室温条件下需要很高的压力才能使其灭活[7]。超高压

装置的额定工作压力越大,制造和运行成本就越高。中温(≤60℃)不会对食品带来诸如上述高温产生

的系列影响,本实验采用中温协同高压进行多酚氧化酶的钝化处理,从一方面讲有助于寻求降低处理压

力的方法。
超高压处理钝化酶是通过改变酶蛋白的构象即变性来抑制酶的活性。酶的催化作用产生于其活性

中心,活性中心与三维构象有关。蛋白质构象的改变会导致蛋白质的变性,同样会影响酶的功能。活性

中心的微小变化可能使酶失去活性。高压对酶的影响分为两种情况:压力较低时可能可以激活酶;压力

较高时使酶失去活性[6],加热可以协同高压抑制酶活性。
高压处理中,酶的活性不仅取决于压力的大小,同时与处理温度、保压时间、酸度值(pH值)和处理

对象的化学组成都有关系[8]。由于不同的食品具有不同的pH值、化学成分等各自特点,同种酶在不同

食品中所表现的耐压特性有很大差异。本实验采用中温协同高压对梨汁中多酚氧化酶进行处理,研究
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了处理压力、温度、保压时间以及梨汁的pH值对其活性的影响。

2 材料和方法

2.1 试验材料

  原料:市售安徽砀山酥梨。

2.2 试验设备

  超高压处理装置[9]:1L自制可控温超高压试验装置(工作压力0~600MPa,工作温度0~60℃)。

2.3 试验方法

2.3.1 试样的准备

  试样制作工艺流程:选梨 → 清洗 → 捣碎(高速组织捣碎5min,2800r/min)→ 过滤去渣(两层粗

纱布)→ 梨汁(pH值为5)→ 部分试样的pH值调整 → 聚乙烯塑料袋(长×宽×厚=50mm×40mm
×7mm)真空密封包装(不留顶隙,14mL梨汁/袋)→ 冰浴保存(等待高压处理或作为对照样等待检测

酶活性)。试样pH值的调整:精确称量一定量的柠檬酸和纯碱(碳酸钠),分别制成1mol/L的溶液,用
于调整部分试样的pH值(pH值分别调整为3、4、5、6、7),并用精密酸度计测量记录试样的pH值。

为了保证实验数据不受实验材料取样的影响,全部梨汁均一次制作完成。用高温消毒的聚乙烯塑

料袋(14毫升/袋)分别真空包装后放置在4℃的冰浴里,并在12h内高压处理完毕。处理后试样保存

在4℃的冰箱里,在48h内完成多酚氧化酶活性检测。所有数据均为3个试样测试后的平均值。

2.3.2 超高压处理

  高压处理:为防止高压挤破单层包装袋,将已真空密封包装14mL梨汁的聚乙烯塑料袋用聚乙烯

塑料薄膜进行二次真空包装。二次包装后的袋装试样浸泡于高压容器的传压介质油中,按照实验设计,
设定压力、温度和保压时间等参数,进行超高压处理。

试样加热:未加热前传压介质温度为20℃(室温)。实验前,高压容器外夹套加热容器中传压介质

至要求温度(30~60℃)。由于聚乙烯试样袋厚度(7mm)小,试样袋内梨汁升温快。试样袋浸没于高

压容器传压油中均热30s后升压,试样加热即可达到实验要求温度。

2.3.3 酶活性的检测

  酶液的制备:取5mL样品(经高压处理的或未处理的对照样),加0.2mol/LpH值为6.8的磷酸

缓冲溶液10mL,8000r/min离心15min,取上清液作为酶液,冷藏待测多酚氧化酶(PPO)活性。

PPO活性检测[10]:反应体系为5.4mL0.2mol/LpH 值为6.8的磷酸缓冲溶液+0.4mL
0.02mol/L邻苯二酚溶液+0.2mL酶液;在30℃恒温水浴中进行酶促反应15min,冷却后于721分

光光度计在420nm波长测定吸光度值。
酶活性的定义:单位时间内,每毫升酶液,吸光度变化0.001定义为1个酶活性单位。相对酶活性

的定义:相对残留活性=(处理样品活性/未处理对照样品活性)×100%。

3 结果与讨论

3.1 压力对多酚氧化酶活性的影响

  多酚氧化酶也是最耐压的酶之一。为了考察梨汁中多酚氧化酶在高压下的变化特性,实验选用温

度为50℃、保压时间为10min、梨汁pH 值为5(梨汁自然酸度)的条件下,进行5种压力(100、200、

300、400和500MPa)的高压处理。压力对梨汁多酚氧化酶活性影响如图1所示。
由图可见,梨汁在100MPa下处理,PPO酶相对残留活性为83.4%;在200MPa和300MPa处理

时,相对活性分别为115.3%和111.4%,随着压力升高梨汁中多酚氧化酶的活性与未处理的对照样酶

活性相比没有下降,反而升高;400MPa时酶活性为79.2%,500MPa时为75.3%。产生这种反常现象

的主要原因可能是:在50℃和100MPa左右的较低压力下,温度和压力促进了梨汁中的游离酶产生变

性;同时,由于酶液中还存在一定数量的梨细胞碎片,部分处于附着状态的多酚氧化酶(处于这种状态的
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酶稳定性较高)还未解脱出来,故酶活性下降。当压

图1 压力对PPO酶活性的影响

Fig.1 EffectofpressureonPPOactivity

力增加到200MPa到300MPa范围时,压力足以促

使酶从梨汁细胞碎片附着而被束缚的状态中解离出

来,其中先游离出来的部分酶也可能变性失活,还有

一部分未能失活,综合效果是提高了酶的活性。
在本实验的条件下,当压力大于300MPa时,

游离的即没有与生物大分子(蛋白质、淀粉和多糖

等)结合(或称为生物大分子保护)的多酚氧化酶,其
构象和活性中心被破坏,随着压力加大,使部分酶逐

渐丧失活性。压力越大,丧失活性的多酚氧化酶分

子越多。但是,在压力为500MPa、50℃、保压时间

10min和pH值为5的条件下,还不足以使梨汁中

多酚氧化酶完全失活。
以上实验结果分析表明:在处理温度为50℃、保压时间为10min和梨汁pH值为5的条件下,200

~300MPa压力范围内处理梨汁时多酚氧化酶被激活,活性增加,并且在200~300MPa之间时活性表

现最高;超过300MPa酶的活性开始下降,到500MPa时酶的活性下降到对照样酶活性的75.3%。

3.2 温度对多酚氧化酶活性的影响

  为了考察梨汁中多酚氧化酶在超高压处理时不同温度的协同酶活性的变化特性,实验选用在压力

为400MPa、保压时间为10min、梨汁pH值为5(梨汁自然酸度)的条件下,进行6种温度(20、25、30、

40、50和60℃)的中温协同高压处理。温度对梨汁多酚氧化酶活性的影响如图2所示。

图2 温度对PPO酶活性的影响

Fig.2 EffectoftemperatureonPPOactivity

由图可见,在20℃进行高压处理时,PPO酶的

相对活性为90.6%,略有下降;30℃温度协同超高

压处理,多酚氧化酶活性没有下降,反而上升到了

109.4%;30 ℃以 后,酶 活 性 随 温 度 升 高 而 降 低

(40℃为91.5%;50 ℃ 为 79.2%;60 ℃ 为

72.3%)。所以用温度与压力协同作用对梨汁多酚

氧化酶灭活时,需要选取40℃以上的温度,协同效

果才显著。产生这种现象的主要原因可以解释为,
正如每一种酶都有酶活性表现最大的合适温度范

围,30℃是本实验条件下PPO酶蛋白构象最稳定、
耐压能力最强的温度点;此外,在30℃时梨汁中未

破碎细胞的细胞膜更易被损坏或改变膜的通透性,
使细胞内部的多酚氧化酶泄露出来,增加酶活性。

温升会弱化酶蛋白的一些氢键、疏水键、离子键和静电相互作用。高压增强这种弱化作用的效果,
使酶的三维构象受到破坏,加速多酚氧化酶的失活。上面提到协同温度存在一个最小值,只有温度超过

这个值后才能加速酶的活性的损失,引起酶变性。这个值大小与诸多因素相关如pH值、压力、介质的

化学成分等。在本实验条件下,最小有效协同温度为40℃。
以上实验结果分析表明:在处理压力为400MPa、保压时间为10min和梨汁pH值为5的条件下,

在30℃处理梨汁时,多酚氧化酶被激活,酶的活性反而增大;30℃以后,酶活性随温度升高而迅速降

低;在本实验条件下,有效协同高压处理的温度为40℃。

3.3 保压时间对多酚氧化酶活性的影响

  为了考察梨汁中多酚氧化酶的超高压处理保压时间对酶活性影响的变化特性,实验选用在压力为

400MPa、温度为50℃、梨汁pH值为5(梨汁自然酸度)的条件下,进行6种保压时间(2、10、18、26和

34min)高压处理。保压时间对梨汁多酚氧化酶活性的影响如图3所示。
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图3 保压时间对PPO酶活性的影响

Fig.3 EffectofdwelltimeonPPOactivity

  由图可见,在18min以内随保压时间延长多酚

氧化酶活性下降速率较大,从2min保压时间的

89.6%下 降 到 10 min 的 81.3% 和 18 min 的

75.8%;保压时间超过18min后,酶活性随时间增

加下降很慢,多酚氧化酶的活性趋于稳定,保压时间

26min时酶的相对活性为72.5%,34min时仍为

70.7%。
以上实验结果分析表明:在400MPa、50℃、

pH值为5的条件下,随着保压时间的延长,梨汁中

PPO酶的活性减小;18min以前下降速度较快些;

18min之后下降速度变缓慢。保压34min梨汁中

多酚氧化酶的残留活性达到最低水平,进一步延长

保压时间对酶的活性影响甚微。也就是说,保压时

间存在一个最小值,只要大于这个值,酶的高压处理残留活性就由其它条件(压力、温度、介质pH值和

介质的化学组成等)决定。

3.4 pH值对多酚氧化酶活性的影响

  为了考察酸碱性对超高压处理梨汁中多酚氧化酶活性影响的变化规律,实验选用压力为400MPa、
温度为50℃、保压时间为10min的条件下,进行5种pH值(3、4、5、6、7)梨汁的高压处理。由于砀山

酥梨汁的天然pH值为5左右,本实验用柠檬酸和纯碱(碳酸钠)在pH5左右来调整梨汁的酸度。pH
值对梨汁中多酚氧化酶活性影响如图4所示。

图4 pH值对PPO酶活性的影响

Fig.4 EffectofpHonPPOactivity

由图可见,pH为3时,梨汁中多酚氧化酶的活

性最小为26.7%;随着pH 值的升高,酶的残留活

性不断地增加,在pH为5时酶的残留活性最大为

78.5%;pH 值为6时,酶的活性为80.2%;当pH
值超过6时,酶的残留活性随之下降,pH 值为7
时,酶的残留活性回落到63.9%。

酶的化学本质是蛋白质,故具有两性解离特性。

pH值影响酶活性催化基团的解离状态。pH 的改

变(氢离子浓度发生了变化)会改变酶的活性中心有

关基团的解离状态,从而影响酶的活性。由于多酚

氧化酶的活性部位含有 His残基,其催化基团的咪

唑基的pk=6.00,所以在中性偏酸(pH值为5~6)
的条件下,表现较高的酶活力,也表现得更为耐压。

此外,PPO是含铜蛋白质,在pH值低于3的酸性环境中,酶中的铜甚至能被解离出来;而在碱性条件

下铜离子会与氢氧根离子结合解离生成氢氧化铜。故有调节pH值来防止褐变的做法。所以,pH值对

高压处理多酚氧化酶活性的影响是容易理解的。
以上实验结果分析表明:在400MPa、50℃、保压时间为10min的条件下,pH值在5~6之间,酶

的残留活性最大;pH小于5或大于6时,酶的残留活性都呈下降状态。在pH值为6时,梨汁中多酚氧

化酶最为耐压。

4 结 论

  本实验采用中温协同高压对梨汁中多酚氧化酶进行处理,研究了处理压力、温度、保压时间以及梨

汁的pH值对其活性的影响。经过实验研究和以上分析讨论得出如下结论:
(1)在处理温度为50℃、保压时间为10min和梨汁pH值为5的条件下,200~300MPa压力范围
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内处理梨汁时,多酚氧化酶被激活,活性表现最高;超过300MPa酶的活性开始下降,在500MPa时酶
的活性下降到75.3%。

(2)协同温度为30℃处理梨汁时,酶的活性反而增大;30℃以后,酶活性随温度升高而迅速降低;
在本实验条件下,有效协同高压处理的温度为40℃。

(3)随着保压时间的延长,梨汁中PPO酶的活性减小;18min以前下降速度较快;18min之后下
降速度变缓慢。

(4)在400MPa、50℃、保压时间为10min的条件下,pH值在5~6之间,酶的残留活性最大;pH
值小于5或大于6酶的残留活性都呈下降状态。在pH值为6时,梨汁中多酚氧化酶最为耐压。
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EffectofHighPressure(HP)TreatmentsonPolyphenoloxidase(PPO)
ActivityinPearJuices

ZENGQing-Mei,PANJian,XIEHui-Ming,YANGYi,HUANGXun-Duan
(KeyLaboratoryofBio-Process(HefeiUniversityofTechnology),

MinistryofEducation,Hefei230069,China)

Abstract:Theeffectofhighhydrostaticpressuretreatment(0.1~500MPa)combinedwithmildheattreat-
ment(20~60℃)underdifferentpHvalues(3.0~7.0)onpolyphenoloxidase(PPO)activityofChinese
Dangshanpearjuicewasinvestigatedinthispaper.Resultsshowedthatthepolyphenoloxidasewasactivated
whenthehighpressuretreatmentonthepearjuicewascarriedoutunderthetemperature50℃,thedwell
time10min,thepH5andthepressurebetween200~300MPa.Thepolyphenoloxidaseactivityreachedthe
maximallevelundertemperatureof30℃synergizinghighpressuretreatment,anddecreasedunderthetem-
peratureofabove30℃.Thepolyphenoloxidaseresidualactivitywasrapidlydecreasedwiththeincreasingof
dwelltime.Thepolyphenoloxidaseresidualactivityandthepressure-resistancereachedtheirmaximallevel
underpH6.
Keywords:pearjuice;ultrahighpressure;mildheat;polyphenoloxidase;dwelltime;pH
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