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声热处理灭酶试验
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摘 要：研究了声热处理钝化毛豆过氧化物酶。实验条件为：温度60～90℃、超声波频率25

kHz、功率800 W。以在不同温度(60～100℃)下热处理过氧化物酶的活性作为对照，研究超声波

协同热力灭酶的机理。响应面分析结果表明：在25 kHZ、800 W的超声波、83℃下处理1．52 min，

过氧化物酶钝化效果最佳。目前的研究有助于声热作用作为新加工工艺逐渐取代传统热加工处

理。
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Study on Thermosonication Treatments on Peroxidase Inactivation
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Abstract：The effect of high power ultrasound and heat on the activity of peroxidase from edamane

in water was studied．The experiment were performed in the temperature range of 60℃to 90℃

using power ultrasounds having frequencies of 25 kHz and powers of 800 W．．The peroxidase

resistances to heat(60～100℃)，which was as control，and to ultrasound have been studied．The

response surface．analysis was used for the analyzing by the SAS software．The activity of

peroxidase of green soybean after treatment was lower when 800 W ultrasound power was applied

for 1．52 min at the medium temperature of 83℃．The results presented here will help to evaluate

the efficiency of thermosonication as a novel process to replace the classical heat treatment．
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大多数蔬菜冻结前要进行漂烫处理，目的是钝

化蔬菜中酶的活性，防止蔬菜在冻藏过程中产生褐

变、风味流失、质构破坏等品质劣变现象。蔬菜中

含有多种酶，其中过氧化物酶最耐热，因此速冻蔬

菜加工中，常以过氧化物酶的活性是否被钝化作为

漂烫是否彻底的衡量指标旷3|。

声热处理(超声波辅热处理)：即在一定温度下

对食品施加超声波处理‘2’4’6|。超声波频率高于20
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kHz，是不引起听觉的弹性波。现在普遍认为空化

效应、热效应和机械作用是超声技术的三大理论依

据[2卅]。超声波分为两类：一是MHz级的高频低

能的诊断用超声波，二是低频高能超声波。超声波

辅热处理主要是低频功率超声波，应用于食品的杀

菌及钝化酶工艺。超声波在高温下作业，微生物存

活率与酶活性易受其空穴效应的影响f7’9]。

作者主要研究声热处理(超声波辅热处理)钝

化酶机理，并找出毛豆仁在超声波辅热作用下的最

佳灭酶工艺参数。

1猿淑与玄法

1．1材料与仪器

毛豆：采用台湾292品种的白毛毛豆为原料，

豆荚饱满，肉质鲜嫩。不得使用有病虫害及受污染

的原料。试验所用其它分析试剂均为分析纯。

JY98—3D型超声波细胞破碎仪：宁波新芝生物

科技股份有限公司产品；TDI．-60B台式离心机：上

海安亭科学仪器厂产品；HH一4型数显恒温水浴锅：

江苏省金坛市荣华仪器制造有限公司产品；721型

紫外可见分光光度计：上海精密科学仪器有限公司

产品；西1mm铠式热电偶：宁波奥琪自动化仪表设

备有限公司产品；温度数字记录仪：浙江联泰仪表

有限公司产品；实验室常规玻璃仪器等。

1．2实验方法

1．2．1 热水漂烫将新鲜原料放人蒸馏水中漂烫

(原料与水质量比=1：10)，置于水浴锅，漂烫温度

控制在60～100℃。每组实验重复3次。

1．2．2 声热作用 将新鲜原料以原料与蒸馏水质

量比一1：30，置于相对隔热的反应容器(超卢波作

用专用玻璃杯，外壁有3 cm厚的棉花隔热层)中处

理；温度控制在60～90℃；25 kHz的超声波探头离

物料距离30445 mm，功率为800 W。其中超声波

作用时间5 s，超声波间歇时间5 s，即超声波脉冲值

为50％；超声波全程时间为这两部分时间之和。在

每组实验中温度由热电偶控制。每组实验重复3

次。在较高温度下由于超声波工作时间短，其产生

的热量对环境温度影响大概在l～4℃，物料的投

入也会使反应温度波动1～3℃。两者恰好抵消。

分别经上述两种处理方式后，立即将原料在冰

水中冷却，使毛豆仁中心温度下降至10℃。用普

通温度计和热电偶控制温度。

1．2．3检测方法

1)酶的提取：取10 g原料，在预先冷却后的研

钵内，加10 mL o：l mol／L的磷酸盐缓冲液(pH

7．0)，以少量石英砂在冰浴中研磨10 min，浸泡30

rain；然后加40 mL 0．1 mol／L的磷酸盐缓冲液

(pH 7．0)，将过氧化物酶溶出，用4层纱布过滤。

在滤液中加入0．5 g活性炭脱色，用双层纱布过滤，

再用滤纸在低温下过滤[9-10]。滤液保存于4℃冰

箱中备用。

2)POD活性衡量：原料POD的活性是通过测

定提取液在430 nm处吸光度来衡量。所有POD

的活性都是检测3 mL反应混合液的活性，其中包

括2．6 mL 0．1 mol／L的磷酸钠缓冲液(pH 6．0)，

0．2 mL质量分数l％的邻苯二胺一乙醇溶液，0．2

mL质量分数0．3％的H：0。和0．1 ml。制备酶液，

用721型紫外可见分光光度计进行测量凹_1⋯。酶

活性单位(U)以每克鲜毛豆每分钟0．001吸光度的

变化来表示。PoD活性=淼×警 (1)

式中：A是在430 nm下吸光度的变化；t为吸光度变

化的时间；D为稀释倍数；F。为样品鲜重(g)。

1．3应用动力学原理

酶残余活力(RA)为经处理的原料中过氧化物

酶的酶活占鲜毛豆中原过氧化物酶酶活的比例。

即：

RA-----经处理的POD活性／原PODo活性(2)

过氧化物酶的活性随温度和时间的变化[10]

RA—e柏 (3)

由方程(2)、(3)推导出

2．3 lg(RA)=一kt (4)

其中的k变化趋势基本遵循Arrhenius模型。

Arrhenius模型描述温度对反应速度的影响[2^7|。
，E^1 1、

k—krefe卜_‘7一下=川 (5)

由于毛豆在声热处理下，过氧化物酶失活表现

为双相失活，因此其失活动力学模型由两个方程组

成。分别代表两个阶段POD失活动力学模型
，E^，l 1．

kI=志l，efe卜了‘亍一百’。 (6)

，‰1 1．

矗2一志2耐e卜亨‘r写川 (7)

以上各公式中：惫为POD活性变化的速率常

数；丁。。为参考温度，一般是取实验温度范围的中间

值；k耐为丁。。下POD活性变化的速率常数；惫-为声

热处理前一阶段的速率常数；志：为声热处理后一阶

段的速率常数；EA为POD酶活化能；T为反应温

度；r为气体常数8．314。
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2结果与讨论

2．1热处理对POD活性的影响

图1为温度和时间对毛豆中过氧化物酶钝化

的影响。过氧化物酶在60～100℃下失活的曲线，

POD活性按时问的指数级递减。

过氧化物酶热失活遵循一级衰减过程。上述

曲线的R2都在0．92～0．95之间。过氧化物酶是

一种热稳定性较强的酶∞]，在60℃下，d。大约要3l

min，(R2=0．957，d。一2．3／k，d。为过氧化物酶

RA值为10％的热处理时间)。在100℃的高温下

d，值为1．2 min(R2—0．949)。高温短时是一种比

较温和的热处理方式，虽然它能使过氧化物酶较快

失活，但是它往往会引起失活酶的再生[1州。

O 5 lO 15 20

时间／rain

图1 热处理对毛豆过氧化物酶活性的影响

Fig．1 Peroxidase inactivation by heat at：60～100℃

根据图1绘POD变化速率常数的对数值与热

处理的温度间关系曲线(图2中横坐标温度的单位

由℃转换为K)，根据曲线得出线性斜率，求EA值。

其中k80℃一0．659／min；E^一89．2 kJ／tool。

I／T／O／K)

圈2毛豆过氧化物酶热失活的Arrhenius方程围

Fig．2 Arrhenius plot of the inactivation rates of green

soybean POD for thermal inactivation

2．2超声波对POD活性的影响

在超声波的处理下过氧化物酶的活性与处理

温度的关系见图3。在25℃水温下POD失活的速

率很低，声热处理10 min基本上对POD酶活无显

著影响。15 min时POD的RA值仍然很高。在25

℃的水温下协同超声波长时间处理，毛豆在微观上

可能会出现植物细胞壁的机械破坏甚至细胞膜、细

胞器的外膜损坏，从而改变植物细胞渗透性及细胞

的结构。但对毛豆过氧化物酶中结合酶的致失活

能力

霎
宝

“X

虿
瓷
一

图3声热处理对毛豆过氧化物酶活性的影响

Fig．3 Peroxidase inactivation by thermosonication(25

kHz．800 W)at：25℃，60℃～90℃

当水温为60℃以上，随着声热处理中温度的

上升，POD酶活钝化效果显著提高。在70～90℃

的高温下，POD失活曲线的斜率加大，失活所需的

时间短。在90℃，POD的RA值为10％，处理时间

为40 S。原因可能是由于在超声波作用下，植物细

胞的形态结构及细胞的渗透性的改变，导致过氧化

物酶所处环境的pH值等情况的改变，加之过氧化

物酶三维结构改变使其热敏感性增强，因此相较于

单一的热处理，在超声波的协同作用下即声热处理

下，过氧化物酶更易失活。

在超声波和高温作用下，过氧化物酶的钝化不

完全遵循单相～级动力衰减(见图1和图3)，随着

时间的延长过氧化物酶残余活力曲线斜率有一个

跳跃变化。毛豆的过氧化物酶在声热处理过程遵

循双阶段动力学衰减模式，见图3所示的70℃、80

℃和90℃的声能钝化酶活曲线。

主要原因可能是在声热处理下POD酶失活分

为两个步骤，在第一阶段由于超声波的作用POD

酶分子失去了物理的稳定性但是保存微弱的催化

能力；热效应起主导作用，导致酶的失活；处理的时

间与媒介的温度成正比。在第二阶段，随着超声波

在媒介中传播的时间的延长，其超声波的空化气泡

的产生、长大、内爆破产生的瞬间的高压高温，使

POD酶的热敏性提高，在高温作用下酶活性中心会
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快速失去催化能力，处于失活状态，在后续阶段加

速酶的钝化速率。因此声热处理是结合处理，能有

效使过氧化物酶失活，降低在热烫过程中使酶失活

所需的热处理强度。

根据以上的实验数据，过氧化物酶失活动力学

遵循一级动力学这点与已有(Lbpez和Burgos，

1995)文献所报道的研究相符合。

方程(4)、(5)动力学模型描述毛豆中过氧化物

酶在声热处理过程中活性衰减的规律。根据图3做

POD失活速率的对数与声热处理两个阶段的温度

的曲线(图4和图5)，求得EA，和EA。分别为44．65

kJ／too|(R2=0．925)和112．11 kJ／mol(R2=

0．936)。

1／r／O／K)

图4毛豆过氧化物酶声热失活第一阶段的Arrhenlus

方程图

Fi昏4 Arrhenius plot of the inactivation rates of green

soybean for thermal inactivation

电
矗 一

l／77(I／K)

：圈5毛豆过氧化物酶声热失活第二阶段的Arrhenius

方程图

Fig．5 Arrhenius plot of the inactivation rates of greelt

soybean POD for thermal inactivation

E魁增大与超声波产生的瞬间的、局部的高温

高压有一定的关系，活化能是自由能与温度确定的

值。并且在POD酶失活的第二阶段主要对过氧化

物酶的耐热部分钝化。在所有的双阶段失活效应

中，主要是由于超声波的空穴效应的两种机制：一

是由于空化气泡的瞬间爆破产生的超高压、强剪切

力和微气流，导致对酶分子的机械破坏；二是由于

超声波在水介质中传播产生的自由基。Vercet等

人认为，H+、0H一·、H0：·等自由基主要是在较

低的温度下由高强度的超声波产生。但POD在较

低温度下酶的钝化效果并不是很理想(如图3所示

在常温25℃下的钝化曲线)，因此认为超声波钝化

酶起关键作用为其机械作用，而自由基只是一个辅

助作用ll-z]。

在声热处理的酶的失活第二阶段，由于超声波

作用使酶分子的对热敏感性增加，因此在较高的温

度下辅助超声波处理比常温下超声波处理时POD

酶更易失活，如图3所示，在较高的温度下如70℃、

80℃、90℃，酶的失活速率较高。

根据图1至图3的数据得出热处理和声热作用

下钝化90％的过氧化物酶(残余活力lo％)所需的

时间曲线，如图6所示。从图6曲线趋势得出，与传

统热水漂烫相比较，过氧化物酶在高温下稳定性高

于在声热作用下的。

．叠
目
＼

厘
留
剧
矧
留

誊
暴
盏

温度／℃

图6毛豆过氧化物酶残余活力为10％时的时间曲线

Fig．6 Time-course for 90％Peroxidase inactivation by

heat and by thermosonication(25 kHz，800W)

in soybean

2．3声热作用工艺的优化

研究中应用响应面分析方法口3j，通过中心优化

组合设计，选取因素漂烫温度z。为75、80、85℃

(一1，0，1)和漂烫时间T2为0．5、l、1．5 min(一1，

0，1)作为优化因子，选择速冻果蔬产品保藏中最敏

感的因素POD(过氧化物酶)活性y为优化指标，比

较在25 kHz、800 W的超声波作用下不同的温度、

时间条件下毛豆中POD酶活的变化，建立在超声

波协同热作用下处理时间、处理温度和过氧化物酶

酶活的数学回归模型。该中心水平的选择是基于
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图6。其试验设计和结果见表1。通过SAS软件对

所得酶活数据进行分析，参数估计和回归分析结果

分别见表2和表3，响应面分析结果见图7。

表1 中心组合设计及其优化结果

Tab．1 The design of the central composite experiment and its

result

表2参数估计表

Tab．2 Parameter estimates

表3二次回归模型的方差分析

Tab．3 Quadratic regression model analysis of variance

由表2可知，一次项z。和zz显著。从表3的

二次回归模型的方差分析结果可以看出，该模型能

较好地解释实验数据的变异性。单因子、因子的平

方和交互因子对酶活的影响都极显著，该模型的R2

=0．952 1，说明该模型能解释95．21％实验数据的

变异性。经F检验，回归方程一次项的影响是显著

的。能很好地预测实际声热作用过程中的POD酶

活性的变化。

414

74

1．

圈7在超声波作用下温度和时间对POD酶活影响的

响应面图

Fig．7 Effect of temperature and time on peroxidase in。

activation by response surface plot

由上述实验，利用SAS软件中RSREG程序对

表1数据进行处理和回归分析，可得二次拟合回归

方程

y=146．079—84．833xl一75．417x2+

9．875xlzz+65．533x：+33．803x； (8)

对方程求二阶偏导，模型预测在超声波频率为

25 kHz，功率为800 W，处理温度为83℃，时间为

1．52 rain条件下，毛豆POD活性处于最低点。酶

活为91 U，其RA值为1．8％。速冻蔬菜经漂烫

后，过氧化物酶RA值应控制小于5％。

3 结 语

声热处理作为冷冻前处理能显著地缩短加工

时间。在温度为85℃下，热水漂烫灭酶时问大约

为4．5 rain，而超声波辅热处理下漂烫温度为83

℃，漂烫时间为1．52 rain，不仅温度较低且处理时

间缩短了。由于处理时间缩短、处理温度相对较

低，使毛豆仁的受热程度下降，对提高毛豆仁营养

物质保留率及改善细胞质构都有显著影响。本文

主要报道在固定超声波工艺参数的前提下，考察处

理温度和时间两工艺参数。根据上述响应面分析

结果得出：25 kHz、800 W、脉冲模式为50％的探头

超声波，温度83℃，时间1。52 min，在此条件下，毛

豆仁的POD活性处于最低点。
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