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速冻两个月草毒中多酚氧化酶的研究

张墨英

(培公l}部 )

摘要 用组织化学定位法证实 了速冻两个月 (一 20 ℃ )草毒中存在有活性多酚氧化

酶
,

且主要存在于徐去线粒体 的上层清液中
。

用分光光度法测定 了它的花 色素普
、

类黄酮和总酚含量
。

研究 了多酚氧化酶活性的影响 因素及最适条件
,

并刚定 了 7 种

抑制剂对酶活性的影响
。
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0 前 言

多酚氧化酶〔P P o 〔E
: C

.

1
.
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.

3
.

1」)催化氧化酚类化合物的褐变反应是水果或蔬菜采

收后贮藏加工过程中出现的普遍现象
,

特别在组织受到机械损伤后出现得更迅速
。

一旦发生

褐变
,

果蔬的外观和品质骤然下降
,

因此必须采取针对性的措施
,

防止其褐变
。

本试验欲通过

进一步了解速冻两个月 (一 20 ℃ )草毒中 P P O 的一些性质
,

寻找该酶活性的有效抑制剂
,

为

防止贮藏过程中草幕的变质探索有效的途径
。

实验部分

L 1
.

实验材料及试剂

1
.

1
.

1 材料 草毒品种为宝交早生
,

1 9 9。 年合肥地 区产
。

挑选八九成成熟的新鲜草蓦果

实
,

经清洗
、

消毒后速冻 (一 20 ℃ )保存两个月
。

L L Z 试剂 1% H cl 甲醇溶液
、

硼酸钠
、

E D T A 乙二胺四 乙酸
、

柠檬酸
、

抗坏血酸
、

偏磷酸
、

邻苯二酚
、

对苯二酚
、

甲酚
、

间苯二酚
、

酪氨酸
、

各种磷酸缓冲液
、

重蒸馏 水 (药品均为分析

纯 )
。

1
.

2
。

1

1
。

2
。

2

主要仪器及设备

高速 自控组织捣碎机 江苏省盐城龙冈医疗器械厂
。

高速 离心机 北京医用离心机厂
。

收稿日期
:
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.

3

1
.

3

7 54 紫外分光光度计 上海第三分析仪器厂
。

实验内容

1
.二

3
.

1 P P O 的组织化学定位鉴定 在冰冻条件下切草蓦薄片厚度为 1
.

0一 L sm m 数片
,

保持温度在 5℃以下
,

切后立即放入置于冰浴内的重蒸馏水中
。

取出一片投入 .0 l m ol / L
,
p H

为 7
.

2 的磷酸缓冲溶液内在 2一 5℃放置 sm in
,

将薄片移至 1呱对苯二酚液内
,

在室温下保

温
’

1 h0 左右
,

取出放在玻片上观察 (可加入一滴重蒸馏水盖玻片观察 )
,

取邻近的片子作为对

照材料
,

对照片子经煮沸 10 一 1 5m in 杀死组织后按上面反应程序进行试验
。

以 1% 邻苯二酚

液同样进行上面的试验
。

在速冻草毒中加 p H 6
.

8 O
.

O 5m ol / L 磷酸缓冲溶液研磨匀浆
,

低温下经 3 0 0 Or /m in 离心

s m in 得到酶粗提液
,

再在 1 0 0 o o r /m in 离心 I Om in 得到线粒体沉降颗粒和非线粒体上清液

两部分
。

线粒体用匀浆介质清洗
,

分别测定它们以邻苯二酚和对苯二酚为底物的多酚氧化酶

活性
,

用分光光度计测定加人底物后 s m in 的
·

A 值 ( 4 1 0n m )
。

1
.

3
.

2 花色素芬
、

类黄酮
、

总酚的测定 取速冻草毒 自然解冻
、

捣碎
、

称取草毒酱 g1 置于烧

杯中
` ,

加入 1铸H cl 甲醇溶液 1 0m l
,

杯 口蒙以透明纸
,

置于 32 ℃温箱 中浸溃至少 h4
,

过滤
、

定

容至 2 5 0 m l
,

用 l e m 比色皿在 7 5 4 紫外分光光度计上 比色
,

于 6 0 0 n m
、

5 3 0 n m (花色素昔 )
、

3 2 5 n m (类黄酮 )
、

2 8 o n m (总酚 )测定
,

以刁月
; 3。一 。。。。 。

一 0
.

1 作为花色素昔单位
,

类黄酮
、

总酚

直接以 A :

25n
m

/ g 干重
、

A
:

80n
m

/ g 干重表示
。

1
.

3
.

3 P P O 测定
a

.

酶液提取
、

纯化 20 9 速冻草毒加 20 m lP H 6
.

8 的 0
.

Os m ol / L 磷酸缓冲液在 4℃下研

磨提取
, 5 o 0 0 r / m in 离心 2 0m in

,

取上清液参照谭兴杰 lj[ 等所述方法经 75 铸硫酸馁沉淀部分

纯化
,

得酶液
。

’ . `

b
.

酶对底物专一性 取酶液 sm 叭加 。
.

1 m ol / L p H 6
.

8 磷酸缓冲被 s m l ,

再迅速加入

0
.

s m o l / L 邻苯二酚 0
.

s m l ,

摇匀后在 4 1 0 n m 处测定 1乃m i n
,

2 0m i n
,

3 0 m i n 时的吸光度
。

同

样
,

以对甲酚 ( 0
.

s m o l / L )
,

对苯二酚 ( 0
.

sm o l / L )
、

酪氨酸 (饱和 )
、

间苯二酚 ( 0
、

sm o l / L )为底

物进行测定
。

.

c
.

p H 对酶活力的影响 取 6份酶液
,

每份 sm l
.

同时取 0
.

s m ol / L 对苯二酚溶液 l m l
,

也为 6 份
,

混合并分别加入
p H 从 5

.

5
,

6
.

2
,

6
.

6
,

7
.

0
,

7
.

4 到 7
.

5 的磷酸缓冲液 ( 0
.

Zm 。 , /L )

各 Zm l
,

反应 1 o m i n
,

2 0m i n
,

3 o m i n
,

测定在 4 1 o n m 的吸光度
。

.d 抑制剂对 P P o 活性的影响 以 .D 2%硼酸钠
,

0
.

1铸E D T A , 2铸柠檬酸
,

.0 3%抗坏

血酸
,

2%偏磷酸
,

0
.

1% E D T A + 0
.

3%抗坏血酸
,

2%柠檬酸 + 0
.

3肠抗坏血酸作为 7组抑制

剂
,

在测定前将 p H 6
.

8
,

0
.

05 m 。 l/ L 磷酸缓冲液 Zm l 分别与 1
.

s ml 每种抑制剂 混合
,

置于

30 ℃水浴中保温
。

取酶液 s m l
,

。
.

s m ol L/ 对苯二 酚溶液 l m l 同时置于 30 ℃环境中保温

m5
`” ,

褥速混合后于
“ 0 ℃保温 1 o m in

,

分别和上述 7 种溶液 (第 6, 7种抑制剂 中两种物成各
l m l) 混合

,

于 4 1 0n m 处 比色测定
,

参比液是不加抑制剂的酶
。

2 结果与讨论

2
.

1 酶的组织化学定位鉴定

草毒速冻两个月以后
,

酶组织化学定位试验结果表明
,

未煮过的片子颜色为深褐色
,

且
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筋络分明 (筋的颜色较深 )
,

煮过的邻近片子呈淡肉红色
,

和切片时颜色相同
。

说明在有足够

的底物存在时
,

速冻草墓组织中的多酚氧化酶不但存在且具有活性
,

它能使酚类氧化成醒而

呈现褐色 (底物为对苯二酚和邻苯二酚时颜色相近 )
。

表 1 速冻两个月草毒组织多酚氧化酶定位试验

组 分
酶活力单位 (/ g ) 一 ’

鲜重 ( x l沪 单位 )

邻苯二酚 ( 0
.

s m一L/ ) 对苯二酚 ( 0
.

s m o 一/ L )

酶粗提液 50 3 30

线粒体 20 40

非线粒体上清液 4 0 3 2 0

注
:

每 m in A ; 10值改变 0
.

0 01 所需酶量确定为一个活力单位
,

测定温度 30 ℃

表 1 结果表明
,

速冻两个月后草毒组织中多酚氧化酶活性主要存在于除去线粒体的上

清液中
,

且底物为对苯二酚时活性较高
。

本试验是在 1 0 0 0 0r / m in 离心 1 0m in 沉降线粒体
,

所

得上清液中主要包括微体部分
,

;

因此该部分中所表现出的最大酶活性
,

除了可溶性部分的酶

以外
,

不排除微体中也可能有多酚氧化酶存在
。

2
.

2 花色素普
、

类黄酮和总酚含量

表 2 速冻两个月后草毒中花色素昔
、

类黄酮和总酚含量

花色素昔 类黄酮 总酚
(单位 x l o / s 干重 ) (月 3: s n m / g 干重 ) ( A Z。。 n二 / s 干重 )

速冻两个月草墓 2
.

4 0
.

7Q 0
.

33

新鲜草每 3
.

5 0
.

14 0
.

48

表 2 结果表明
,

速冻两个月后草毒中花色素昔
、

类黄酮
、

总酚和新鲜草毒比较都有不同

程度的降低
,

说明草荀在速冻期间在多酚氧化酶的作用下发生缓慢氧化
。

实验发现 以 1%

H cl 甲醇提取花色素昔后的残渣中保留着不能为其它多种溶剂萃取的少量红褐色物质
,

其

量随果实贮放时间而增多
,

估计是褐变以后形成的高分子聚合物
。

么 3 酶活力分析

么 3
.

1 底物专一性 根据对底物专一性试验结果 (表 3)
,

速冻两个月草蓦组织中多酚氧化

酶对对苯二酚具有最大的氧化活性
,

间苯二酚
、

邻苯二酚氧化活性较低
,

而对对甲酚
、

饱和酪

氨酸不表现氧化活性
。

表 3 速冻两个月后草毒中 P P o 底物专一性试验

底物 酶活性 ( x 10 ”
单位 )

503500050邻苯二酚

对苯二酚

对甲酚

饱和酪氨酸

间苯二酚

注
:

每 m in A 4 ,。
值增加 0

.

0 01 所需酶量确定为一个 P P o 活力单位
,

测定温

度为 25 ℃
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在荔枝
、

蘑菇的酶活性研究中
,

一般都以邻苯二酚作为 P P O 底物
。

一般认为
,

邻苯二酚

使酶具有较大活性图
,

而速冻两个月后草葛组织液中表现出对苯二酚使酶具有较大活性
,

它

们对底物专一性的差异说明前者和后者的酶具有不同的结构和成分
,

从表 3 中可以看出
,

酶

活性较低
,

说明在冰冻 (一 20 ℃ )条件下没有使 P P o 失活而只是使它活性降低
。

2
.

3
.

2 最适 p H 以对苯二酚作为底物
,

它们的最适 p H 为 .7 8 ,

且只有一个活性峰 (图
·

1 )
。

以邻苯二酚为底物
,

它们有两个活性峰
,
p H 为 6

.

2 和 8
.

2( 图 2 )
,

说明它们可能有同工酶存

在
。

若 p H < 7
,

可使酶活性降低
,

因此在草毒的冰冻前处理的工艺中
,

可加些食用酸来降低
p H 值

,

有利于抑制酶的活性
。

0
.

35 0

霭 o
·

30 0

创
嗽
奋

10 m in
p

.

30 0

20 m in
0

.

2 5 0

3() 11 1m

0
.

2 0 0

0
.

25 0
犷了7 于燕不下了了不存叮茹燕兀一

“
·

’ 5

PH

5
.

8 6
.

2 6
.

6 7
.

0 7
.

4 7
.

8 8
.

2 8
.

6

P H

图 1

2
.

3
.

3 抑制剂

p H 对酶活力的影响

(底物为对苯二酚 )

在 7 组抑制剂中
,

它们对

图 2 p H 对酶活力的影响

(底物为邻苯二酚 )

P P O 活性影响见表 4

表 4
、

一些抑制剂对速冻两个月后草毒中 P P o 活性影响

抑制剂编号

抑制% 一 6 0
.

4 一 1
.

6 10
.

7 29
.

1 3 9
.

8 5 7

从表 4 中可以清楚地看出第 7组抑制剂对 P P O
.

活性影响最大
,

同时也可看 出
,

第 4 , 5
,

6

三组抑制剂对此酶也有不同程度的抑制作用 (对照液 8 无影响 )
。

草墓组织液发生酶促褐变必须具备三个条件
,

即有酚类物质
、

酚酶和氧
。

要除去基质来

防止酚类褐变是不现实的
,

一般都是以降低酚酶的活性或采取驱氧来防止
。

在此实验中能起

抑制作用的第 4
、

5
、

6
、

7 四组抑制剂中大部分都有抗坏血酸参加
,

抗坏血酸对抑制褐变有三

种作用
:

一是抗坏血酸氧化酶的基质在酶的催化下
,

能消耗溶解在汁组织液中的氧
,

甚至它

也可以被多酚氧化酶直接氧化
;
二是对酚酶辅基铜离子有鳌合作用

,

使其活性降低
;
三是它

能使酚氧化成的醒发生逆转反应重新生成酚
,

使褐变得 以防止
。

在本实验中
,

第 7 组 2铸柠

檬酸 + 0
.

3%抗坏血酸所组成的抑制剂能起最大程度的抑制作用
。

3 小 结

本文通过实验证明草幕果实速冻 (一 20 ℃ ) 两个月以后还存在有活性的 P P O
.

据报道 ?l[

花色素昔受酚酶的作用会引起降解
,

也能导致果蔬质量的降低
。

本文测定了速冻后草毒果实
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中花色素普
、

类黄酮和总酚含量
,

并就此对 P P O 的活性及影响因素作了分析研究
,

发现草蓦

在速冻两个月以后 以对苯二酚为底物的酶的活性较大
,

最适 p H 为 7
.

4一 7
.

8
,

在所选择的 7

种抑制剂中以 2%柠檬酸十 0
.

3%抗坏血酸效果为最好
,

从而为研究草毒的保鲜技术提供一

定的理论依据
。
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