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不同添加剂对多酚氧化酶褐变的影响
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摘要 由 于香 ��� 加 工 中的酶揭 变问题 主 要是 多酚氧化晦 ��, �,
��� 所 引起的

,

本文针

对它进行 了一些添 加剂对褐 变的影响
。

� �
、

� � , � � �
�

的漂 白作用
、

柠檬酸 的蟹合作

用
、

蔗糖的韵卜氧作 用等引起 了酶的才印布
,

�
。

关键词 香 ��� � 酶褐变 � 抑制 剂

� 实验仪器
、

主要材料
、

试剂及实验条件

分析天平
、

冰箱
、

恒温水浴
、

�� � 型分光光度计
。

� � � � �
� 、

抗坏血酸
、

蔗糖
、

柠檬酸均为食用级
,

磷二酚 � �
,

� � � � �
〕
�

� � �
,

� � � ���
�
� �

酶液 �� �
� ,

� ��爪见无锡轻工业学院学报 � � � � 年第 � 期本研究� 工 ��
�

试验 固定在酶的最

适温度及 � � 条件下进行
。

按上篇介绍的研究结果
,

定义一个 �� � 活力单位如下
�

在最适温

度 ��� � �和最适 � � �� � �
�

�� 的条件下
,

每分钟
,

每毫升 ��
�
�

,

每 � � �� � � 底 物浓 度
,

入一

� � � � � 下的吸光度
。

� 维生素 � �� � �对褐变的影响

�
�

� 实验方法

先配制含不同浓度 � � 的底物 �� � 浓度分别为 �
、

�
·

� � �
、

�
·

� � �
、

�
·

� � �
、

�
·

�� �
、

�
·

� � �
、

�
�

� � �
、

�
�

� � �
、

�
�

� � �
、

�
�

� � �
、

�
�

� � � � �� � �� � �后将它与酶进行反应
,

测定酶活力
。

�
�

� 结果与讨论

由图 � 可以发现随着 � � 浓度的提高
,

褐变反应推迟
。

在反应开始以前这段时间内
,

有

时透光度大于 � � � � 的现象
,

表明 � � 不但抑制 �,� ,�� 促褐变而且也起漂白作用
。

通过对反应
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推迟时间与 � � 浓度的关系作测定而得图 �
�
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图 � �  浓度对褐变的影响

注
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图 � � � 浓度与反应推迟时间的关系

由图 � 可见反应推迟时间随着 � � 浓度的增加而增加
。

设 二 为 � � 浓度 � � � � � � �
,

� 为反应推迟时间
,

计算它们之间的函数关系而得到
�

�
。

� � �
�

� �  � ! !� 一 �
�

� � �  � �

� , � � �
�

� � �  ��� � �
�

� � � � � �

这两方程在 �
�

� �� 水平上都显著
,

表 明反应推迟时间与 � � 浓度成线性关系
。

反应开始后反应速度测定的结果如图 �
�

图 � 表 明当反应 已经开始时
,

反应速度随 着

� � 浓度的增加而有下降的趋势
,

但它们之间的差别不大
,

说明 � � 的作用主要是漂白作
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用
,

而其作用也是暂时的
。

这是因为 � � 易于氧化
,

而优先与体 系中的氧结合
。

另外 � � 很可

能通过 一� � 与 ��� 的辅基 ��
�
离子 �进行鳌合作用

。

� �� � � �  ��
�

�,吕产
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吸�几矛

‘,
·
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�

一一
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�

户

�
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图 � 反应开始后 � � 浓度与反应速度的关系

—
����� 一� 一 ����日

事实上
,

� � 在反应中对 ��� 反应体系的作用是相 当复杂的
,

它既作为醒的还原剂
,

又

作为酶分子 中铜离子的鳌合剂
,

它甚至可以被 ��� 直接氧化
,

这样它又起到竞争性抑制剂

的作用
。

它作酿偶合剂时与邻
一

二酚氧化后生成的醒作用
,

生成稳定的无色化合物
,

这是 � �

起漂白作用的一个原因
。

� 柠檬酸对褐变的影响

�
�

� 实验方法

先配制 ��
�

� �� � � � ���
�

�� �� ��  ! ∀的柠檬酸溶液后按表 1 进行实验
。

表 1 柠檬酸对褐变影响的实验设计

实验次数 3 4 5 7 8 9 10 11

P P ()a或 P P ()乒 (nil)

0
.
Inlol八

C a te el一0 1 (
n l
l )

底 0
.
Zn:nlol/1 pH

6. 6 buffer (nll)

物 e it一 a e
i d (

n l

l )

H
Z
( ) (

n l

l )

1 0

7 O

1 2

6 8

l 4

6 6

1 6

6 l

l 8

6 2

2 O

6 O

2
20 872

柠檬酸 浓度
(pp nl)

(nlnlo!/I )

‘

曾
‘ 2 1 0 1

1 O

3

! ;

2 4 2 0 3

2 U

5

; :

3 6

; :

‘ 7

; :

5 8

{ :

5 9

: ;

6 ‘

: ;

。

3. 2 结果与讨论

按以上方案作实验
,

结果如图 4
.
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反 l二川{寸}、
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一
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图 4 柠檬酸浓度对 P P( )的影响

由图 4 可见
,

随着柠株酸浓度的提高
,

反应 曲线斜率下降
,

表明柠檬酸对 P P〔)a 和 PP O 俘

都起抑制作用
。

令 Y
。

一 △()D 4 14a/△t(m in ) 一 0
.
9 8、;

Q

Y , 一 △()I)4 14月/△t(m in ) 一 0
.
9 8 u 。

Z
。

一 1 O O Y
。

一 9 8 u
。

Z
。 一 1O O Y 月 = 9 8 u ,

x

—
柠檬酸浓度 (n

:ol /l
J)

u

—
多酚氧化酶的活力单位

则可得图 5
.

由图 5 可 见
,

当浓 度小 于 ST-I 、n 飞ol /I

J

时反应 速度 下降得 很快
,

而当 柠檬 酸浓 度大于

sm m ol/L 时反应速度下降得较慢
,

图 5们 和图 sb l 的
尸‘

1
0

9 2

。 ‘,

和
‘,

1
0

9 2
, ’‘

的线性 比较好
。

计

算它们的回归方程后得到以下关系式
:

当柠檬酸浓度小于sm m ol 八
洲

时

109 2
。 ;

= 0

.

8 3 9 一 0
.
0 3 9 2二

,

0 镇 二
< 5

1
0 9 2 。

,
= 0

.

8 3 9 一 0
.
3 9 2 x

,

o 镇 二
< 5

当柠檬酸浓度大于sm m ol /I
J
时

109 2
。 :

= 0

.

6 9 3 8 0 0 一 0
.
0 1 1 6 3 3二

,

二 妻 5

109 2 , :
= 0

.
7 0 0 7 3 1 一 0

.
o l l 2 4 1x

,

x

)
5

这些方程有以下形式
:

109 2 = A + B x Z = 10月 + B 了

令
a = 10月

,

b

J

= 1 0
B 」

则 Z ~ a
·

护
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由 此 可 得 柠 檬 酸 浓 度 x (m m ol/L ) 与 Y
。

= △O D 4 14a/△t(m :n ) 一 0
·

9 8

u

。 ,

或 Y ,
=

△O D 414夕/△t(m i
n ) 一 0

.
gsu ,

之I司的函数关系如下
:

10OY 。

-

1 0 0 Y
,

=

6
.

9 X 0
.

g l 4 x
,

0 镇 x < 5

4
.
9408 X 0

.
9 736x ,

x 妻 5

6
.
9 X 0

.
gl4x

,

0 镇 x < 5

4
.
9408 X 0

.
9 736x ,

x
)

5

L ( ) G Z
u

l

_

O ( 子Z 刀

\

\
、

\

、

一\

一

]{)2(l;弓(} 4 (一 5 () 6 f)

朽檬酸浓度 m m ol L )

《a l)

阳 少 ) 水 j

竹檬酸浓度
,

( b l )

�厂人一
Z=8剐L ’ 。

\ ~

~

月、、 月

] 一) 2 《) 3 (
}

4 () 5一 6有) ] () 2 (冬 :亏() 4{) 5(飞 6 f,

朽
:
檬酸浓度 〔

m m ol
/
L

)

(
a
Z )

柠檬酸浓度 m m (,1 / L
,

( b Z }

图5 反应速度与柠檬酸浓度的关系

柠檬酸对 多酚氧化酶起抑制作用
,

是 因为它通过三个梭基 一C O O H 对 PP O 中的铜离

子起 着较强的鳌合作用
。

不过从图4中可以发现它不起漂白作用
,

而只是使反应速度减慢
,

由

此可得出柠檬酸不起醒偶合作用的结论
,

这是它与 V C 不同之处
。
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4 N a H S O
3
对褐变的影响

4.1 实验方法

先配制0
.
2 14 6m g /m l(即0

.
02246% )的 N aH S O

3
溶液

,

然后按表2进行实验
:

表2 N aH s( )
:
溶液对酶褐变影响的实验设计

次 数 l0 11

P P()a 或 P l
〕
( ) 3

( n 飞l )

(一 1
n l o

l/ 1

C
a [e c

l
一0

1 ( n
l
l )

底
pH 6

.
6

buffcr (111!)
2O 2O 2() 2O 20 2O 2O 2O 2O 2O

N 石IH S ( )
:

物 (n、l ) l O 1 2 l 4 l 6 l 8 2 O

H ( ) (
n ]

l ) 8 0 7 8 7 6 7 才 7 O 6 8 6 6 6 4 6 2 6 0

N
a
H S ()

: ( p p n l) 1 7 8
.
3 3 1 2

.
污〔) 1 6

.
6 7 2 0

.
8 3 2 5

.
0 0 2 9

.
1 7 3 3

.
3 4 3 7

.
5 0 4 1

,

6 (

浓度 (n、n , 0
1 / I

_
) 0 0

.

0 4 0

.

() 8 ()

.

1 2 ()

.

1 6 0

.

2 0 0

.

2 0

.

2 8 0

.

3 2 0

.

3 6 0

.

4 0

注
:
各样品在 之一 ll ln n门

了测吸光度

4. 2 结果与讨论

测定的结果如图6
.

、 、皿!2三望
l)l)41

.
鑫

(

{

)
.

:

日
(
万
(1.4

().2 (梦. 2

一 一
l王寸lh!(m 一n

)
ri s

l一少.川(m In )

1.80�

、)
_
。
正卫望坦

()I)414

{).4 (1.4 I‘)

0
.
2

〔)
.
2

勺~ ~ ~ ~ ~ ~ , -
I f

,
2 4

时间(m 一n
)

(
a
)P P

o a

沫1
.*l 8 】{)

nl In )

】2

一
(b)ppo刀

图6 N aH so a对 PPo 活力的影响

注
:l~ llN aH S( )a浓度分别为0

、

0

.

0
4

、

0

.

0 8

、

0

.

1
2

、

0

.

1 6

、

0

.

2
0

、

0

.

2 4

、

0

.

2 8

、

0

.

3 2

、

0

.

3 6

、

0

.

4
0
幻a n lo

l/ L
.
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由图6可以发现
,

随着 N
aH S0 3浓度的提高

,

反应推迟的时间越来越长
,

还可发现 图6和

图1非常相似
。

由图6也可以得表3
.

表3 N aH S0 3的浓度与反应推迟时间
、

反应速度的关系

次 数 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

丁 一N a H 以)s

浓度 (
~
oI /I )

b
反应开始时的 (m l)

时间 (nlin ) y ,

( m i n )

反应速度 Zo

()D 414八 Z ,

0 0
.

0 4 0
.

0 8 0
.

l 2 O
.

l 6 0
.

2 O 0
.

2 4 0
.

2 8 0
.

3 2 0
.

3 6 0
.

4 0

0
.

2 8 1
.

0 0 2
.

0 0 2
.

5 0 3
.

0 0 3
.

5 0 1
.

2 0
‘

1

.

9 ( ) 5

.

6 0 7

.

0 0 7

.

5
0

0

.

3
0 1

.

0
5 1

.

7
0

2

.

5 0 3

.

0 0
3

.

5 5
4

.

0 0 5

.

0 8
6

.

0 0
6

.

5
0

7

.

0 0

0

.

0
6 5

0

.

0 6 3 0

.

0 4 5 0

.

0 6 0 0

.

0 5 8 0

.

0 5 6 0

.

0 5 5 0

.

0 5 5 0

.

0 5 6 0

.

0 5 3 0

0

.

0
7

0 0

.

0
6 3

0

.

0
6 1

0

.

0 5
6

0

.

0
6

0 0

.

0
5 8

0

.

0
5

5 0

.

0
5

5 0

.

0
5 3

0

.

0 5
3

0

据表 3 可得 出 N aH SO
:
浓度和反应推迟时间之间的 函数关 系如 图 7

.
由图 7 可见

,

/

乌月, 沐,J�三三�宜宝刹举

4

(t--tu�宜盆刹聋

入a H S ( ) 浓度(m m ol/L )

(a )p po ‘t

0

.

2
‘)
.

弓 (1
.
4

N a H S ()3 (m m o lz L )

(b )P P o 刀

图 7 N aH so 3浓度与反应推迟时间的关系

N aH S O
。

浓度和反应推迟时间成线性关系
,

计算回归方程可得
:

Y 。

= 0

.

2 7 5 4 5 5 + 1 7

.

4 7 7 2 7 0 x

Y
,

= 0
.

3 1 8 1 8 2 + 1 6
.

9 0 0 0 0 0 x

这两个回归方程在 0
.
001 水平上都显著

。

因此
,

对 PP O
。

和 P P O 俘
,

N
a

H s O

3

浓度 (S 0
2)和反

应推迟时间的关系分别为
:

t。
= 0

.

2 7 5 4 5 5 + 1 7

.

4 7 7 2 7 0 ( 5 0

2

)

t ,
= 0

.
3 1 8 1 8 2 + 1 6

.
9 0 0 0 0 0 ( 5 0

2
)

在推迟时间中
,

与 V C 一样
,

有时也出现透光度大于 100 % 的现象
。

当反应开始后
,

由图

8 可以发现反应速度随着浓度的变化而有些不规则
,

但是 曾
、

的来看
,

有下降的趋势
。

这些结
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果表 明 N
aH S O 3的作用与 V C 一样

,

也是

暂时的
,

但最重要的是所起的漂白作用及

反应 的推迟
。

N
a

H S O

。

对 PP O 反应 体系的作用 比

较复杂
,

它在有限时间内抑制褐变主要是

通过 不可逆 地与醒生成无色的产物
,

与此

同时降低醒作 用于一元酚 和二
一

轻基酚的

活力
。

N
a

H S O

。

也消耗在酶的还原过程中
,

这就是它 的抑 制效果 主要取决于它的浓

度的 原因
。

另一方面
,

我们所用的底物是

邻
一

二酚
,

这使得 N
aH S O 。

在 P P O 没有完

全失活之前就被耗尽
,

因此褐变虽然能被

推迟和减轻
,

但是不能完全消除
。

口
.
()几)

()
.
()(15

〔)
.
()(宝()

0
.
0 5 5

()
.
、几()

(!
.
(.4

图 8

()I)4 1J n飞

日
.
2

N
a
H S O

3 浓度

厂

气以
‘ n l

m
0
1
/
I )

5 蔗糖对褐变的影响
反应开始后 N aH SO

:
浓度与反应速度的关系

5. 1 实验方法

先配制 176
·

3 m g

/
m l (

17

.

63 %
) 的蔗糖溶液然后按表 4 进行实验

:

表 4 蔗糖对揭变影响的实验设计

次 数 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

P l〕( ) a 或 P P()月(n
,

l )

八曰
00

1111nj

O
·

1

r l i
o

l / l

底 C a , e c
l

l o
l (

n 飞
l )

I
)
H 6

.
6

b
u
f f
e r

(
n z
l )

蔗糖济液 (nll)

H Z() (nil)

放袱浓摩 (n
lnlo !/ l ) 10 20 3 0 4 0 5 0 6 0 7 0 8 0 9 0 10 0

5
.
2 结果与讨论

由以上方案作实验可得图 9 和图 10
.
可以发现当第一次加入蔗糖时

,

反应速度降得很

快而后面加的糖对抑制酶褐变的作用不大
,

但仍然使反应速度有下降的趋势
,

说明蔗糖 只能

在一定程度上抑制酶
,

糖的作用主要是将介质中的部分氧气排除
。

6 热烫对褐变的影响

6.1 实验方法

0
.
sm l P P O 。

( 或 P P O 阳
一

放在试管中
一
100 C沸水中

一
每 30

、

取 出一支试管
,
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立即放入冰水 中
。

另在烧杯中取 lm l邻
一

二酚
,

10 m l p H 6. 6 缓冲液及 40 m ol /L 去离子水与

试管中的 PPO 反应
,

在 几一4 1 4n m 下测定 O D 414.

0 D 414

日
·

r
lf

.

] ( m

l r、)
l]寸l飞

,
1 ( m

. n )

O n 4 1 4 ( ) D 4 ] 4

时阳】 m 一n )

(
a
)p p

o u

fl
,

}

J钓1(m 一n
)

f b ) p P
‘)

/了

图 , 蔗糖对褐变的影响

注
:l~ 11 蔗糖浓度分别为 。

、

1 0

、

2
0

、

3
0

、

4 0

、

5
0

、

6
0

、

7 0

、

8
0

、

9 0

、

1 0 0
n 、n lo

l / I

6. 2 结果与讨论

由图 11 可见
,

P P O 俘加热 lm in 后就基本上失活
,

而 P P O a 加热 1
.
sm in 后才失活

。

P P O 日

加热 lm in 后的活力 只有原来的 3%
,

而 P P O a 加热 1
.
sm in 后活力还有 原来的 4%

,

表 明

PP O a 耐热性 比 P P O 日强
,

但总的来说
,

加热 Zm in 后 PP 0 a 和 P P O 俘都失活了
。

当然这与试

管的厚薄也有关
。

P P O 不是属于非常耐热的酶
,

在组织中或在溶液中的酶
,

在 90 C 下热处理短时间
,

已足

以使它部分或全部地不可逆失活
。

P P O 的热稳定性类似于它的底物特异性
,

最适 pH 和最适

温度
,

在很大程度上取决于它的来源
。

当酶存在于组织中
,

那么颗粒大小将影响热穿透到中

心部位的速度
,

从而影响处理方法使酶失活的效率
。

在温度低于 33 C 下
,

P P O

。

和 PP O p 的

Q 10 分别为 1
.
20 和 1

.
43
.
在热处理时

,

P P O 的失活可能是通过下面几种方式实现的
,

P P O

的二级结构和三级结构的变化
,

多肤链酶中亚基的解离和铜离子的解离
。

当温度提高时
,

较

多的酶转变成可逆和不可逆状态
,

处在可逆变性状态的酶量是温度和时间的函数
,

若温度比
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较高
,

则所有的酶转变成不可逆性形式
,

即使再将酶液保藏在较低温度
,

酶也不会再生
。

( ) 1 ) 4 1

一

{ 川 川 ()I)4 J4
l) }出

认认叭
�、日 日

4

( ) ( )

l〕 {叭 (!

尸( J } {川 勺 .
2 亏

热烫 时间

)()

彭;橄浓度 , 11 ,1 1 。)] J
n l 1 1 1

图 10 蔗糖浓度与反应速度的关系
·

一任
,

P ( )a 一+ 一 P P( )p

图 11 热烫时间与反应速度的关系

一
·

一 P P()
a

一+ 一 P P ()分

7 结 论

VC 与 N aH SO 。

所起的作用是相似的
,

但 由于 V C 价格较高
,

所 以许多人用 50
:
护色

,

但食 品中的 50
:
允许量是有限制的

。

使用低浓度的抗坏血酸 (价格合理 )与柠檬酸配合使

用
,

再适 当加蔗糖则可得较好的护色效果
。

热烫时也可以用浓度较合适的柠檬酸溶液
。
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