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Abstract：Effects of several mixed natural polyphenol oxidases (PPO) on the transform of tea
polyphenols into theaflavins were compared in this paper. Results showed a ranking of pear and potato
PPO＞pear PPO＞pear and yam PPO＞pear and apple PPO＞pear and sweet potato PPO for the
oxidative activities of five enzyme systems. The pear and potato PPO mixture also led to a higher
content of theaflavins (88.13% ) than the pear PPO (76.95% ). So the mixed pear and potato PPO
system is optimal for the oxidation of tea polyphenols.
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摘要：以同一批次茶多酚为原材料，以梨PPO作为对照，比较研究梨与土豆、梨与山药、梨与红

薯、梨与苹果4种复合天然PPO氧化茶多酚形成茶黄素的影响。实验结果表明，在同等条件下，

5种天然PPO对茶多酚的氧化程度依次为梨与土豆PPO>梨PPO>梨与山药PPO>梨与苹果PPO>
梨与红薯PPO。其中经梨与土豆PPO体外氧化制备的茶黄素，质量分数为88.13%，高于梨PPO
单独作用时的76.95%，所以梨与土豆组成的复合酶氧化茶多酚的效果最优。
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研究论文

多酚氧化酶（polyphenol oxidase PPO）又称儿茶

酚氧化酶[1]，它广泛存在于植物（如土豆、荔枝、水蜜桃、

苹果、蘑菇、马铃薯、豆类、甘薯、烟草等）组织中[2-5]，

PPO天然状态下与内囊体膜结合在一起的，无活性，

但将组织匀浆或损伤后酶活被活化，从而表现出活

性 [6]。茶多酚（tea polyphenols，TP）中的主要成分儿

茶素类主要包括表没食子儿茶素（Epigallocatechin ，

EGC）、表儿茶素（Epicatechin ，EC）、表没食子儿茶
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素没食子酸酯（Epigallocatechin gallate ，EGCG）、表

儿茶素没食子酸酯（Epicatechin gallate ，ECG）[7]。

这 4种儿茶素在 PPO的作用下氧化缩合形成

茶黄素TF1、TF2a、TF2b、TF3，颜色从淡黄色变为红

色[8-9]：

EGC+EC→茶黄素（TF1）；
EGCG+EC→茶黄素-3-没食子酸酯（TF-3-G）；
ECG+EGC→茶黄素-3’-没食子酸酯（TF-3’-G）；
EGCG+ECG→茶黄素双没食子酸酯（TFBG）。
茶黄素（theaflavins，TFs）具有多种药理功能与

保健功效，如降血脂、抗氧化、抗衰老、抗菌、抗突

变、抗癌防癌等[10-13]，某些功能方面甚至优于儿茶素[14]，

所以其在食品、医药保健等领域的作用也越来越突

出[15]。但是，茶黄素的提纯难度较大、性质欠稳定，

并且直接从红茶中提制茶黄素所得产品纯度低、成

本高、产能低。因此，为满足市场对茶黄素的需求，

寻求生产成本更低、生产效率更高的茶黄素生产途

径具有重要意义。作者研究了几种多酚氧化酶通

过体外氧化合成途径制备茶黄素混合物。

1.1 材料与试剂

茶多酚：四川富正源生物科技有限公司产品；

丰水梨：产自山东烟台；红富士：产自山东栖霞；土豆：

产自山东潍坊；红薯：产自山东寿光；山药：产自福建龙

岩；乙酸乙酯、柠檬酸、柠檬酸钠等，均为分析纯。

1.2 设备与仪器

UV-2100型紫外可见分光光度计：上海尤尼克

柯仪器有限公司产品；安捷伦 1260高效液相色谱

仪：安捷伦公司产品；发酵罐：上海百伦生物科技有

限公司产品。

1.3 试验方法

取TPH30523-C1批号的茶多酚 10.00 g作为反

应底物。根据最佳反应条件预试验结果，取梨

400.00 g、梨与苹果（各 200.00 g）、梨与土豆（各

200.00 g）、梨与红薯（各 200.00 g）、梨与山药（各

200.00 g）5种天然酶，搅拌机匀浆（1 min）。将底物

与酶的混合物置于发酵罐中，在25 ℃（室温）、pH 7.0
（柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液）、通气量0.6 L/min、搅拌

速度300 r/min的条件下反应40 min。
反应产物经 100 ℃沸水迅速灭酶（保证反应时

间的一致性）。将混合液经两层纱布过滤，滤液经

等体积乙酸乙酯萃取3次，取上层红色液体，经低压

旋转蒸发仪浓缩后转入真空干燥箱干燥（40 ℃，1 h）
得到红色固体粉末。将红色固体粉碾压均匀得到

均匀的固体粉末，以上试验均重复3次。

1.4 测定方法

色度值测定：采用分光光度测色仪测定；茶多

酚总量的测定：酒石酸铁比色法（GB 8313-87）；4种
儿茶素和 4种茶黄素质量分数的测定：样品经甲醇

溶液溶解过 0.45 μm 有机膜，用高效液相色谱法

检测。

2.1 产物色度值的测定结果分析

图 1为 5种 PPO氧化茶多酚所得产物的色度

值变化。图中 a值表示红绿色值，a值越大，产物

越红。梨与土豆复合 PPO氧化制备的混合物色度

值 a稍大于梨 PPO，高于其余 3种 PPO酶源制备的

茶多酚混合物。此外。与反应前的样品相比，经

5种 PPO酶源氧化制备茶多酚混合物其 a值都有

所升高，证明所得产物红色均加深。5种酶源使

氧化产物颜色变红程度依次是梨与土豆 PPO>梨
PPO>梨与山药 PPO>梨与苹果 PPO>梨与红薯

PPO。

图1 产物的色度值

Fig. 1 Chroma value a of products

2.2 产物吸光值测定结果分析

根据 QB 2154-95 要求建立相对应的标准曲

线，实验重复3次，其标准曲线见图2。
用酒石酸亚铁分光光度法，在λ 420 nm条件下测

定反应前后样品中所含茶多酚总质量分数，其吸光

值A及总酚质量分数见表1，A值变化趋势见图3。
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图2 没食子酸乙酯的标准曲线

Fig. 2 Standard curve of ethyl gallate

表1 产物吸光度值A与总酚质量分数变化

Table 1 Absorbance value A and total phenolic content
changes of products

PRO种类
标准品

梨与土豆

梨

梨与山药

梨与苹果

梨与红薯

A

0.333

0.153

0.166

0.167

0.193

0.196

质量分数/%
86.30

38.92

42.27

42.52

49.38

50.27

2 3 4 5

图3 5产物的的吸光值

Fig. 3 Absorbance value of products

比较结果（表1、图3）发现产物总酚质量分数均

下降，其中梨与土豆PPO制备所得产物其总酚质量

分数下降最多，梨与红薯源PPO的下降最少。梨与

土豆PPO氧化制备的混合物A值最小，梨PPO和梨

与山药PPO的吸光度值（A）相当。梨与苹果PPO和

梨与红薯PPO的吸光值相当。此外，与反应前的样

品相比，经 5种PPO氧化制备的茶多酚混合物其吸

光值都有所下降，证明所得产物中茶多酚总质量分

数低于反应前的样品。5种酶源使氧化产物的吸光

值减小程度依次为梨与土豆PPO>梨PPO>梨与山药

PPO>梨与苹果PPO>梨与红薯PPO。与高精度测色

仪测定结果颜色加深程度呈相反趋势。

2.3 产物中4种儿茶素质量分数的测定结果

2.3.1 4种儿茶素质量分数的测定结果 根据测得

样品的峰面积数据，采用外标法，按照 cx=cr*Ax/Ar公

式其中：cx为样品质量浓度；cr为对照质量浓度；Ax为

样品峰面积；Ar为对照峰面积。

计算出5种酶制备所得产物中4种儿茶素的质

量浓度值见表2。
表2 4种儿茶素的质量浓度

Table 2 Content of four kinds of catechin
（mg/mL）

儿茶素

EGC
EC

EGCG
ECG
Total

标准品

0.013
0.302
0.307
0.204
0.826

梨与
土豆

0.011
0.194
0.058
0.177
0.441

梨

0.011
0.157
0.111
0.169
0.449

梨与
山药

0.011
0.161
0.190
0.143
0.505

梨与
苹果

0.011
0.165
0.145
0.186
0.507

梨与
红薯

0.010
0.161
0.172
0.193
0.535

按照公式 r（%）=（r为转化率百分比，c0为反应

前标准组分品浓度，cx为反应所得产物相应组分浓

度）计算出4种儿茶素的转化率见表3。
表3 4种儿茶素的转化率

Table 3 Transformation of four kinds of catechin
（%）

儿茶素

EGC
EC

EGCG
ECG
Total

梨与
土豆

13.077
35.640
80.966
13.340
46.581

梨

7.981
48.122
63.643
17.107
45.697

梨与
山药

13.750
46.812
37.881
30.089
38.836

梨与
苹果

13.244
45.348
52.679
9.063
38.581

梨与
红薯

22.584
46.866
43.996
5.698
35.232

比较结果（表3）发现梨与土豆PPO氧化制备的

混合物转化率最高达46.58%，且高于梨PPO单独作

用时的45.70%；其中梨与土豆PPO对EGCG的转化

程度明显高于梨源PPO，证明梨与土豆PPO之间可

能存在某种协同作用使得其作用能力高于梨 PPO
单独的作用能力；梨、山药PPO对4种儿茶素的转化

程度最为平均且对 ECG的转化率明显高于其余 4
组；梨与苹果PPO及梨与红薯PPO对ECG的转化率

都很低，但是梨与红薯PPO对EGC的转化效率高于
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其余 4组，说明红薯PPO对EGC的转化能力高于其

余酶源的PPO。5种酶制得产物的转化率从高到低

依次是梨与土豆PPO>梨PPO>梨与山药PPO>梨与

苹果PPO>梨与红薯PPO。利用SPSS对各组儿茶素

转化率进行差异显著性分析，结果显示P最大值为

0.041（P<0.05），存在差异显著性。

2.3.2 4种茶黄素质量分数的测定结果 同样根据

峰面积，按照外标法计算公式，计算出茶黄素相应

组分的质量浓度见表4。
表4 产物中4种茶黄素的质量浓度

Table 4 Content of four kinds of theaflavins in products
（μg/mL）

儿茶素

TF1
TF2a
TF2b
TF3
Total

梨与
土豆

69.803
151.354
38.082
83.751
342.990

梨

64.099
142.268
34.630
79.650
325.262

梨与
山药

34.789
62.384
19.174
36.132
152.479

梨与
苹果

26.195
52.662
16.655
34.270
129.782

梨与
红薯

27.887
44.075
14.842
27.629
114.433

比较表 4数据发现，梨与土豆PPO和梨PPO氧

化制备所得产物中，梨与土豆PPO制备所得茶黄素

质量浓度最高为 343.00 μg/mL，梨PPO制得产物中

茶黄素质量浓度为325.26 μg/mL。这两组产物中茶

黄素的质量浓度相当且是其他组的至少 2倍。4种
复合酶氧化茶多酚生成的茶黄素中TF2a、TF3明显

高于 TF1和 TF3，对照茶黄素生成途径以及茶多酚

转化率（表 3）可知，确实是EGCG和EC是主要的被

氧化的成分。5组产物中 5种茶黄素的质量浓度多

少均呈TF2a>TF3>TF2b>TF1，即 4种复合酶组与梨

PPO单独作用时4种茶黄素的质量分数多少的顺序

保持一致，说明梨PPO及4种组合酶中，转化茶多酚

形成茶黄素起主导作用的是梨PPO，土豆的PPO与

梨的PPO之间存在较好的协同作用，并且根据数据

可计算出，土豆PPO对梨PPO转化茶多酚的协同作

用大小依次是 TF2b>TF1>TF2a>TF3。综上几种复

合酶对茶多酚的氧化效果梨与土豆组合是最优选，

且两者协同作用时TF2b的转化率明显升高。

2.3.3 产物中茶黄素占总酚质量分数的计算结果

经梨与土豆天然PPO体外氧化途径制备的茶黄素，

其占总酚质量分数最高达88.13%，高于梨PPO单独

作用时制备所得产物的 76.95%。梨与山药、苹果、

红薯组成的复合酶体外氧化制备茶黄素的能力较

低，有鉴于此，在以后的生产中选择梨与土作为PPO
酶源，体外氧化茶多酚制备茶黄素可得到茶黄素质

量分数较高的产品。

综上所述，以上 5种天然多酚氧化酶在一定条

件下可氧化茶多酚制得含一定质量分数茶黄素的

混合物，颜色变红；5种酶源使氧化产物颜色变红程

度依次是梨与土豆PPO>梨PPO>梨与山药PPO>梨
与苹果PPO>梨与红薯PPO。随着氧化消耗茶多酚，

茶多酚总酚质量分数呈现不同程度的降低，梨与土

豆 PPO试验组总酚质量分数减少程度最大。高效

液相色谱法检测儿茶素质量分数变化显示，梨与土

豆PPO氧化制备的混合物转化率最高达46.58%，且

高于梨PPO单独作用时的45.70%；猜测因梨与土豆

PPO对氧化儿茶素各组分间存在某种协同作用，所

以在同等实验条件下，梨与土豆PPO氧化制得产物

中茶黄素质量分数最高达88.13.95%，且高于梨PPO
单独作用时的76.85%。5种酶源制得的产物中茶黄

素质量分数从高到低依次是梨与土豆PPO>梨PPO>
梨与山药PPO>梨与苹果PPO>梨与红薯PPO。梨与

土豆组合是最优选，且两者协同作用时TF2b的转化

率明显升高。

此外，土豆市售价格是梨的一半，该复合酶的

使用可大大降低茶黄素生产成本，因此在今后的茶

黄素生产中可将梨与土豆PPO组合酶作为优选酶，

对于寻求价格低廉的天然酶源，降低茶黄素生产成

本具有一定意义。
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