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带肉梨汁护色及加工工艺的研究 (玲

一子母梨中多酚氧化酶特性的研究
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一
、

RJl 舌

生梨柔嫩
、

多汁
、

可 口
、

具有清热
、

润肺和止咳等功效
,

因而深受广大消费者的喜爱
。

我国生梨资源非常丰富
,

尤以山东
、

四川为多
,

品种以本地种为主
。

但生梨不耐贮藏和运输
,

损耗相当严重
。

因此
,

开展梨制品 的加工研究
,

有非常现实的意义
。

过去由于生梨在加工过程

中的褐变和风味不佳等问题未解决
,

致使目前国内仍未有商业化的梨汁生产
。

本研究采用新

工艺生产的带肉梨汁
,

产品色泽正常
,

风味好
,

原料利用率高
,

经济效益显著
。

由于篇幅关

系
,

本文先行介绍梨汁的护色问题
,

加工工艺问题将另文叙述
。

梨汁的护色问题是防止褐变的问题
。

梨汁的褐变主要是梨组织中多酚 氧 化 酶 作用而引

起的
。

关于果蔬中多酚氧化酶特性的研究已有不少文献报道
,

如 S
a m i s 。 h ( 1 9 35 )[

, 飞
、

T
a
et 等

( 1 9 6 4 ) [2 1
、

P i f f e r l等 ( 1 9 7 4 ) t3 ]
、

H a i s o a n ( x 9 7 4 ) [4 ]
、

M o n t o g o m e r y 等 ( 1 9 5 0 ) [5 ]
、

R e y e s
等

( 1 9 6 0 ) [6 ]R i v a s
等 ( 1 9 7 3 ) [: I

、

S i o u d等 ( 1 9 6 6 ) [8 1
、

B e
d

r o s i a n
等 ( 1 9 6 0 ) [9 ]

、

H a l i m等 ( 1 9 7 8 ) [ ’ 0 1曾

分别就从苹果
、

桃子
、

巴梨等组织中的多酚氧化酶特性进行过研究
,

V a m os 一V i g ya
z 。 ( 1 9 8 1 )

[” ]曾非常详细地综述了多酚氧化酶的各种特性
、

制取
、

提纯
、

分析方法以及这方面研 究 工

作的进展
。

江西食品发酵工业研究所 ( 19 7 7 il)
2 1

、

袁振远等人 ( 19 8 5) r’ ” ]也曾分别 报 道了蘑

菇
、

马铃薯组织中多酚氧化酶 的特性
,

但有关对梨组织中 (特别是子母梨 )多酚氧化酶特性的

研究国内至今尚无报道
。

为此
,

作者在梨汁加工研究中
,

先对山东子母梨组织中多酚氧化酶

的各项特性进行了研究
。

二
、

材 料 和 方 法

1
。

材 料

1) 子母裂 山东临沂地区

2) 底 物 邻苯二酚 ( A R )

约 缓冲液 磷酸氢二钠— 柠檬酸缓冲液

2
。

方 法

1) 丙酮粉的制备 为使操作方便和实验数据稳定可靠
,

首先按表 1 中的操作 步骤 制取

粗丙酮粉

本文 1 9 8 5 年 9 月 17 日 I
次到

。
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)2 酶液的萃取 参照H刹 i m方法 l0[ 1
,

并作了一些改动
,

具体操作步骤如下
:

表 1 丙 酮 粉 的 制 备

梨
咨

去皮
、

去核
杏
切块
今

加四倍丙酮捣碎
4

过滤` 滤液” 回收丙酮
咨
残渣
杏

冷风吹干
今

真空千燥 (常温
、

今
研碎混匀
丢

7与O租 m H具)

粗丙酮粉 (装瓶密封
,

置于冰箱中备用 )

取。
.

5克粗丙酮粉
,

加 40 毫升 0
.

05 M醋酸缓冲液 (P H 5
.

6) 在 sI
一
2型磁力恒温搅拌器中搅

拌 10 分钟
,

然后用 F L
一

20 高速冷冻离心机离心分离 ( 8 0 00转 /分
,

10 分钟
,

o℃ )
,

取清液抽滤
,

所得滤液即为多酚氧化酶萃取液
,

置冰水浴中待测
。

整个操作在。℃进行
。

3) 多酚氧化酶活力测定 分别用分光光度法和量压法进行测定
。

`

具体操作步骤如下
:

分光光度法
:
参照 P a

nt in g方法 115 1
。

在比色皿中先加入一定量的底物和缓冲液混合后
,

在一定温度下恒温 10 分钟
,

然后加入一定量 的酶液使总体积为 3
.

。毫升
,

立即混匀
,

并 用 分

光光度计在 4 2加 m波长下测量吸光度随时间改变值
。

从所得曲线的最初直线部分的斜率 计算

酶活力
,

以吸光度每分钟增加 0
.

1作为一个酶活力单位
。

量压法
:

参照 S
a m i s o h法 11[

,

并作了一些改动
。

选用上海科技大学产 SK W
一 2型微量呼吸

测压仪
,

在反应瓶主室中加入一定量的底物和缓冲液
,

反应瓶侧室中加入一定量的酶液
,

反

应总体积为 3
.

0毫升
,

另用煮沸 5 分钟的失活酶代替上述酶液作为空白
。

待整个系统达到平衡

后
,

迅速混合主室和侧室中的液体
,

分别记录 1
、

2
、

3
、

4
、

5
、

6
、
7

、
10 分钟时开端液柱下降的高

度
,

并换算成相应的耗氧量
,

以每分钟消耗 1 微升氧量作为一个酶活力单位
。

4) 酶浓度与反应速度 取 0
。
5毫升 1 20 m M 的儿茶酚

,

分别加入 O
。

1~ 0
。

8 毫升的酶液
,

用 p H 4
.

4的碳酸盐— 柠檬酸缓冲液补充至 3
.

0毫升
,

用量压法测定在不同酶浓度情况 下 的

反应速度
。

5) p H与酶活力 在 p H 3
.

。~ 7
.

9 的系列柠檬酸一碳酸盐缓冲液内 (2
。

4毫升 )各加入
、

0
.

5

毫升 120 m M 儿茶酚
,

保温 10 分钟
,

迅速加入。
.

1毫升酶液
,

用分光光度法分别测量 不 同 p H

下的酶活力
。

\

6) 温度与酶活力 方法同上
。

在 p H 7
.

0条件下
,

用分光光度法测定 10 ℃ ~ 55 ℃范围内的

酶活力
。

了) 底物浓度与酶活力 在 30 ℃
,
p H 4

。

4条件下
,

分别用分光光度法和量压法测定反应液最

(
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(工
’

)
`

终底物浓度 。
·

。。`一。
·

` 6 “ M时的酶活力
,

并根据 L ` n e w e a · e · “ · r “ 方程式
十

:

:
a二 + :

:
。二

作
令

一

与〔
丢

: 图
,

从直线斜率和截距计算 ` 。 。 和 mK 值
。

K m

一 〔 S 〕

8) 多酚氧化酶的热稳定性 在毛细管中加入一定量的酶液 (溶于 o
.

05 M 醋酸缓冲液
,
p H

4
.

4) 分别插入 70 ℃
、

85 ℃
、

10 0℃ 水中
,

取出后迅速冷却
,

用分光光度法分别测量在上述温

度中加热一定时间后晦的相对残余活力
。

9) 5 0
2
对多酚氧化酶的抑制作用 在反应体系中添加偏重亚硫酸钠

,

使最终 5 0 :
浓度分

别为 0
.

1一 0
.

s m M
,

用分光光度法在 p H 4
.

4
、

p H 7
.

o 条件下分别测定酶在不同 5 0
2

浓度下 的

反应速度
。

反应浪成分为
: 0

.

1毫升酶浪 ; 0
.

5毫升 12 o m M儿茶酚 ; 2
.

05 ~ 2
.

40 毫升缓冲液 ;

0
.

05 ~ 0
.

25 毫升偏重亚硫酸钠
。

10 ) v i t C 与多酚氧化酶活力 步骤同上
。

但用
v i t C 代替 5 0

: ,

最终
v i t C浓度为 0

.

1 2 5~

1
。

伙 c o M
,

用分光光度法测定在 p H 4
.

4和 p H 7
.

o时不同vi t C浓度下多酚氧化酶反应速度
。

三
、

结 果 与

1
.

酶浓度对酶活力的影响

不同酶浓度和酶活力的关系如图 1
。

从图 1可看出
,

在酶浓度较低 的情况下
,

随

着酶浓度的增加
,

酶活力成比例地增加
,

但 ;

酶浓度增加到一定值时
,

防活力的增加速 霆
度便逐渐减练最后停止增加

。

据文献 〔“ 〕 童
这主要是由于酶作用的产物对酶有抑制作

)月的缘故
。

2
.

pH对酶活力的影响

在不同 p H 环境下酶的活力见图 2
。

从图 2可知
,

在 p H 4
.

4和 p H 7
.

0处有

两个峰
,

即两个最适 p H
。

由此可见子母梨

中至少存在两种同功酶
。

关于多酚氧化酶

有同功海的存在
,

已有许多文献报道
,

如 图 l

iP f f e r i 对欧洲樱桃中 多酚 氧化酶特 性进

讨 论

0
.

2 0
.

4 0
.

6 0
.
8 1

.

0

加热公 几冬 J卜)

浓度与反应速度的关 系 ( p H 4
.

4 ,

30 ℃ )

行研究时
,

发现在 p H 4
.

O和 p H 7
.

0处各出现一个峰 , iR va
“ 7lL 曾报道在阳梨中也有两种多酚

氧化酶同功酶 的存在
。

此外从图 2 可知
,

当 p H 低于 3
.

0时
,

酶活力接近于零
。

因此
,

加工 梨

汁时径制适当的 p H 值
,

就能显著减少褐变的发生
。

3
.

温度对酶活力的影响

在 p H 7
.

o条件下
,

温度与酶活力的关系曲线如图 3
。

从图 3 可知
,

该酶最适温度为 30 ℃左右
。

这对确定新工艺有直接关系
。

4
.

底物浓度对酶的影响

图 4
、

图 5 分别为量压法和分光光度法所测量的底物浓度与酶活力关系曲线
。

在底物浓度很低 的情况下
,

随底物浓度反应速度成比例增加 , 底物浓度进一步增加时
,
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z
,

z了

1 了
图 3 温度与晦活 力的关 系

一
一-

-一一~ 一一~ ,

J
.

0 4
.

0 5
.

0 6
.

0 7
·

。 8
·

0 p j l

图 2
。
p H 值与酶活 力的关 系( 22 ℃ )

O

尸一 , 一一一

一
呻

一
一~刃~ ~ ~ 、

`

~ ~ ~ ~ ~ 血 ,

曰理10吕

气欠
、ó匕心é公醉出

L一一一 _
_

_

宪 1勿f氏度 ( 。 ,入1少

图 4 底物浓度与酶活 力的关 系 (量压法 )

0
八0

尔、妞搜吕

酶活力增加速度逐渐减慢
,

继而不再增加
。

仔

细观察图 4 和图 5中曲线的后半部分
,

可发现存

在明显的差异
。

据 S a m i s o h 报道 [̀ ’ :

多酚氧化

酶不同于其他酶类
,

当底物浓度增加到一定量

时
,

酶活力不仅不增加
,

反而逐渐下降
,

这是因

为过量的底物对多酚氧化酶产生抑制作用而造

成的
。

图 4的曲线与此报道相接近
。

但图 5中的曲

线未有该现象发生
,

这可能是分光光度计灵敏

度非常高
,

在极短的时间内
,

当底物尚未充分

表现出对酶有抑制作用时就读取了测定数据的

缘故
。

我们根据酶反应初速度去计 算酶 活 力

时
,

证明在极短时间内
,

底物还来不及对酶起

抑制作用
。

:
`

;

心 J 6 0 8〕 I C O 1 1 、 J l 弓O
.

: l之厂二立 ` n一卜1,

图 5 底物浓度与酶活 力的关

系 (分光光度 法 )



第 4期 带肉梨汁护 色及加工工艺的研 究 ( 工 )

用底物浓度和反应速度的倒数作图
,

结果见图 6 及图 7
。

求出V 二 ax 和 K 。
值 分 别 为 25 微

升 /分
、

1 2
.

2m M (量压法 )和 1
.

35 吸光度 /分和 1 4
.

7m M
。

这两种方法所测定的结果 基本 上一

致
。

由此可证明两种方法所测得的结果都是正确的
。

图 6 用量压法时的 V口二和 K二体

省
、。 M , )

图 7 用分光光度法时的 V
。 。和 K

二

值

根据R i v a s
报道山

,

从巴梨中分离出两种同功酶并进行了研究
,

在 p H 4
.

0时
,

它们的 K 二
值

分别为 1 1
.

7和 8
.

o m M
,

L u h哪 l 也报道了从桃子中分离出的多酚氧化酶在 p H 6
.

2时的 K
。

值为

15 m M
,

与本研究结果相近似
。

5
.

多酚氧化酶的热稳定性

在 70 ℃
、

85 ℃和 1 00 ℃条件下将多酚氧化酶的热处理
,

酶的失活速度结果见图 8
、

9
、

1 0 。

从这些图中可看出
,

在 70 ℃条件下
,

酶的失活速度缓慢
,

热处理 90 分钟后
,

还有 19
.

4% 的残
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余酶活力
。

当温度升高时
,

酶失活速度急剧增加
,

到85 ℃和 1 00 ℃时
,

分别只需 12 。秒和 15 秒

就能使酶完全钝化
。

因此
,

控制一定的温度和时间就成为制定新工艺路线的关键之一
。

戈
户

之
弓

’
祥

飞
100助的

只地戒哎韧琴
00助的,0刘

昆ùà只忽书省盆怎
、

3 0 毛0

时!司 (分》

20 ` 0 ` 0 目已
`

t o o 1 26
.

性钊月 (万七、

图 8 7 0℃ 时多酚氧化酶

热稳定性

图 9 8 5℃ 时 多酚氧化酶热

稳定性

丁犷
、 .

`

滋卜
、

100的公,0”

ǎ欲)叔鹅架璐友晃
、、

10 一忿 一̀ 之̀ . 4`司 (沙 )

图 1 0 1 0 0℃时多酚氧化酶热稳定性

6
.

5 0
:
对酶活力的影响

图 n 和图 12 分别为不同浓度 5 0
:
的对酶活力的影响情况

。

由于 5 0 :
的存在

,

对酶活力产生

两种作用
:
一种是推迟褐变时间

,

即存在滞后期
,

这是 5 0 2
的还原作用

,
将生成的产物 还原

成底物 ; 另一种是对酶有抑制作用
,

使经过滞后期的酶活力下降
。

这两种效应均随5 0
:
浓度

增高而加强
,

这与一些文献报道的结果一致 13[ 111 5一 ’ “ 】。

5 0
2

最终浓度 l : O
。

0,

2 :
0
。

l m M
,

3 : 0
。

Zm M
-

4
: 0

。

3m M
, 5 : 0

.

4 m M
,

6 : O
。

s m M
。

.s00]树.030.015.010.005
`
夕 (妈袱合)只他姐

2 0 4 0 60 日Q I Q 0 二2 0 牛40

时问 (秒 )

图1 1 p H 7
.

O时 5 0
2
时酶的抑制作用
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5 0
:
最终浓度 1 : 0

.

0 0
,

2 : 0
。

2 5m M
,

3: 0
。

3 0m M
-

比翩啼娜.006
(赵歌昏试卜地件

2 0 4 0 6 0 80 10 0 12 0 甲
、

时问 (秒 ,

图 1 2 p H 4
.

4时 5 0
:

衬酶的抑制作用

7
.

vi t C对多酚氧化酶活力的影响

可见表 2
。

从表 2 可看出
,

vi t C效应与 5 0 :
效应相仿

,

即同样存在反应滞后期和降低酶活

力
,

且随着 vi t C 的浓度增加而增加
,

这是
v it C有还原作用 的结果

。

因此
,

在梨汁加工中添加

适量的
c i t C可 以防止或减少褐变的发生

。

表 Z V
。

对酶活力的影响

二

~ 卜
~

一
P H

一~
~ ~ ~

~ ~
4

。

4 7
。

0

卜
卜、 {梦旦塑噢燮l

相对残余活力
(% )

滞后期时间 (秒 )

0
。
0

9

1 9

2 4

5 8
。

5

> 12 0 0

相对残余活力
(% )

1 0 0

8 4
。

3

6 6
。

0

6 3
。

1

4 3
。

O

0
。

O

Q目no60乙

nU.

…
ǎ月ù乃料é八09曰八O,土O口QU只一八匕

vi t C浓度 \ \

( m M )

0
。
0 0 0

0
。
1 2 5

0
。

2 5 0

0
。
3 7 5

0
。

5 0 0

0
。

7 5 0

1
。

0 0 0

0
。

0

8
。
5

1 4

2 7

2 9

7 1 4

> 1 2 0 0

2 0
。

1

0
。

0
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