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　　摘要：采用硫酸铵盐析、ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－７５柱层析等方法得到山药多酚氧化酶（ＰＰＯ），纯化倍数为５２．５倍，活力回
收率为１６．４５％。结果表明：ＰＰＯ最适温度为３５℃，最适ｐＨ值为５．０。温度５５℃时ＰＰＯ较为稳定，酶活性为５５％；
ｐＨ值６．５～７范围内酶活性变化不大，约为８０％。山药ＰＰＯ催化合成茶黄素，产量为２８．１％。茶黄素－３－没食子酸
酯（ＴＦ－３－Ｇ）、茶黄素 －３′－没食子酸酯（ＴＦ－３′－Ｇ）、茶黄素双没食子酸酯（ＴＦＤＧ）、茶黄素（ＴＦ）含量分别为
１２．４％、２．７８％、９．４６％、０．８５％。
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　　山药为薯蓣科薯蓣属蔓生植物，主要分布于热带和亚热
带地区，全世界有６００种以上，我国有９０余种［１－２］。山药营

养价值较高，富含多种必需氨基酸、维生素、多糖、皂苷元、黄

酮等活性保健成分［３］。我国山药的传统加工主要以中药或

滋补品为主，近年来出现山药全粉、精粉等，加工规模与市场

占有量不断提高［４］。然而，山药加工中存在护色难题。山药

褐变主要由酶促反应引起，多酚氧化酶（ＰＰＯ）是主要参与酶
之一［５］。多酚氧化酶在食品工业应用中具有积极的一面。

在茶深加工中，多酚氧化酶能催化茶多酚合成茶黄素。茶黄

素是一类茶多酚氧化产物，具有抑菌、抗病毒、降血脂、防治心

血管疾病等功效。目前，茶黄素主要从红茶中提取制备，但由

于红茶中茶黄素含量较低（０．２％～２％），茶黄素的实际利用
受到很大限制，因此人们不断探索新的茶黄素制备途径。有

研究表明，植物源多酚氧化酶合成茶黄素较为可行［６］；源于

梨和蓝莓匀浆的多酚氧化酶可以催化茶多酚生成茶黄素，茶

黄素含量分别为３６７．５、４５７．３ｍｇ／ｇ［７］。源于苹果、菇类、石
榴的多酚氧化酶催化茶多酚生成茶黄素的研究成果已有专利

可查。然而，关于山药多酚氧化酶合成茶黄素的报道甚少。

本试验对山药中多酚氧化酶进行分离纯化、性质及催化合成

茶黄素等方面进行研究，为山药多酚氧化酶合成茶黄素的工

业化应用提供理论指导。

１　材料与方法

１．１　原料
新鲜山药，市售；硫酸铵、邻苯二酚、磷酸氢二钠、磷酸二

氢钠为常规分析纯试剂；醋酸、乙腈、乙酸乙酯为色谱纯试剂；

茶黄素标样购自Ｓｉｇｍａ公司。
１．２　仪器与设备

ＨＰＬＣ１１００高效液相色谱仪（日本 Ｓｈｉｍａｄｚｕ公司）、ｓｈｉｍ

－ｐａｃｋｖｐ－ｏｄｓ液相色谱柱（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ×５μｍ）、旋转
蒸发仪、组织捣碎机、高速冷冻离心机。

１．３　方法
１．３．１　ＰＰＯ的提取　取新鲜山药切碎混匀，准确称取２０ｇ，
加入５０ｍＬ已预冷的０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液（ｐＨ值６．８），
匀浆３０ｓ，４℃静置１ｈ，减压抽滤，４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
３０ｍｉｎ，取清液，得ＰＰＯ酶液。
１．３．２　ＰＰＯ分离纯化
１．３．２．１　硫酸铵分级沉淀　取１０ｍＬ酶液若干份，加入干燥
硫酸铵粉末，得不同饱和度硫酸铵（１０％、２０％、３０％、４０％、
５０％、６０％、７０％、８０％、９０％），４℃ 静 置 ３ｈ，４℃ 下
１００００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，向沉淀物加入磷酸盐缓冲液３ｍＬ，
透析２４ｈ，间隔６ｈ更换透析液。
１．３．２．２　ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－７５柱层析　将透析后的酶液用Ｓｅｐｈ
ａｄｅｘＧ－７５柱（１．６ｃｍ×１０ｃｍ）进行洗脱，洗脱条件：上样量
１０ｍＬ，洗脱液为０．０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液（ｐＨ值６．８），洗脱
速度为 ０．２５ｍＬ／ｍｉｎ。分步收集流出液（５ｍｉｎ／管），检测
Ｄ２８０ｎｍ，测定 ＰＰＯ活性，绘制洗脱曲线，收集活性峰，合并收
集液。

１．３．３　ＰＰＯ活性测定　取 ０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液（ｐＨ值
６８）２．０ｍＬ于离心管中，加入 ０．２ｍｏｌ／Ｌ儿茶酚溶液
１．５ｍＬ，３０℃水浴预热 ５ｍｉｎ，加入 ２００μＬ酶液，混匀测
Ｄ４０８ｎｍ，加入酶液，计时，每３０ｓ记录一次 Ｄ４０８ｎｍ的变化，并以
最初直线段的斜率来计算酶活性。吸光度增加０．００１的酶量
为一个酶活性单位（Ｕ）。
１．３．４　ＰＰＯ最适温度和最适ｐＨ值　取ｐＨ值为５．４的反应
液３．０ｍＬ在１０～７０℃下保温１０ｍｉｎ，立即加入０．０２ｍＬ酶
液，测定ＰＰＯ活性，确定ＰＰＯ最适温度；分别配制不同 ｐＨ值
的０．２ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸、酷酸、磷酸、硼酸的缓冲液，以儿茶酚为
底物，测定ＰＰＯ活性，确定ＰＰＯ最适ｐＨ值。
１．３．５　ＰＰＯ的热稳定性和ｐＨ稳定性　取酶液２．０ｍＬ，置于
２５～７５℃下保温０～６ｈ，冷却至室温，测定ＰＰＯ残余酶活性；
分别取ＰＰＯ酶液２．０ｍＬ，用ｐＨ值为３．０～８．０的缓冲液定容
至１０ｍＬ，４℃冰箱放置２４ｈ，以儿茶酚为反应底物，连续测定
ＰＰＯ活性。
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１．３．６　ＰＰＯ酶促合成茶黄素　称取 １００ｍｇ茶多酚，置于
５０ｍＬ具塞试管中，加入２０ｍＬｐＨ值为４．８的柠檬酸－磷酸
氢二钠缓冲溶液，振荡，充分溶解，加入酶液 １０ｍＬ，摇匀，
３０℃ 反应２ｈ，间歇振荡，４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清
液，用等量的乙酸乙酯萃取３次，上层液待测。
１．３．７　茶黄素ＨＰＬＣ检测［８］　流动相Ａ为２％醋酸，流动相
Ｂ为乙腈－乙酸乙酯（体积比７∶１），流速为０．８ｍＬ／ｍｉｎ，柱
温为４０℃，检测波长为２８０ｎｍ，进样量为１０μＬ，梯度洗脱，
流动相 Ｂ在３０ｍｉｎ内从１８％线性梯度变化到３０％，３２ｍｉｎ
回到初始状态，平衡５ｍｉｎ。

２　结果与分析

２．１　ＰＰＯ的硫酸铵分级沉淀
由图１可以看出，随着硫酸铵饱和度增加，ＰＰＯ活性不断

提高，当硫酸铵饱和度小于３０％时，ＰＰＯ活性较低，当硫酸铵
饱和度为７０％时，酶液ＰＰＯ活性最高。因此，可采用３０％饱
和度的硫酸铵沉淀去除杂蛋白，用７０％饱和度的硫酸铵沉淀
提取ＰＰＯ，所得产品杂蛋白含量低，ＰＰＯ损失少。在 ＰＰＯ的
提取纯化工艺中，添加聚乙烯吡咯啉酮（ＰＶＰ）可以有效清除
酚类物质，防止 ＰＰＯ失活。另外，酚类的氧化产物醌类能够
抑制 ＰＰＯ活性。因此，也可以加入维生素 Ｃ以保持 ＰＰＯ
活性［９］。

２．２　ＰＰＯ的ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－７５柱层析
ＰＰＯ经饱和度７０％硫酸铵沉淀、透析后得到的酶液，采

用ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－７５凝胶柱层析进行分离，所得的洗脱曲线见
图２－ａ。由图２－ａ可以看到，在洗脱过程中出现３个明显的
紫外吸收峰，第１个峰蛋白含量较高，且 ＰＰＯ酶活性也很高
（图２－ｂ），表明该峰为ＰＰＯ酶蛋白；其余２个峰ＰＰＯ酶活性
很低，表明它们主要为杂蛋白。本研究结果表明，经４０％ ～
７０％硫酸铵分级沉淀、透析、ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－７５柱层析纯化，山
药ＰＰＯ回收率分别为５７．５３％、４０１１％、１６．４５％，纯度分别
提高了１．３６５、２．０１４、５２．５倍。ＰＰＯ经透析后酶活性变为原
来的４９．６％，酶活性的下降可能与透析过程中铜离子浓度下
降有关。

２．３　ＰＰＯ的酶学性质
２．３．１　ＰＰＯ的最适温度　温度对酶活性的影响有２个方面：
一是随着温度升高，酶的活性也增强，二是随着温度升高，酶

逐渐变性，酶活性下降。由图３可以看出，温度对山药 ＰＰＯ
活性的影响较为显著，温度在１０～３５℃范围内变化时，山药
ＰＰＯ活性随温度的升高而增强；当温度达到 ３５℃时，山药
ＰＰＯ活性达到最大；温度在３５～７０℃范围内变化时，山药ＰＰＯ

ＰＰＯ活性随温度升高而下降。这可能与山药中含有多糖－蛋
白质有关，低温时山药的多糖－蛋白质对山药ＰＰＯ活性具有
保护作用；随着温度升高，山药的多糖 －蛋白质解体破坏，保
护作用丧失，温度对山药ＰＰＯ活性的影响更加显著［１０］。

２．３．２　ＰＰＯ的最适ｐＨ值　ｐＨ值能改变蛋白酶氨基酸链或
反应底物的电离状态，是影响蛋白酶活性的决定性因素之一。

Ａｊｉｌａ等研究表明，过低或过高的 ｐＨ值会加快酶活性位点亚
铁血红素基团的解离，最终导致酶活性下降，组成酶活性中心

的辅基必须在适当的离子形式下才能维持和底物结合或起催

化反应的活性中心的构象［１１］。由图４可以看出，山药ＰＰＯ在
ｐＨ值为５．０、７．０时活性较高，在 ｐＨ值≤３．０或 ｐＨ值≥８．０
时活性较低。一般来说，植物源ＰＰＯ的最适ｐＨ值在４～７之
间。因此，山药ＰＰＯ最适ｐＨ值为５．０。本研究出现了２个山
药多酚氧化酶活性较高的 ｐＨ值，可能是因为山药 ＰＰＯ以同
工酶或多种分子形式存在。

２．３．３　ＰＰＯ的热稳定性　由图５可以看出，ＰＰＯ在所有试验
温度下保温 １ｈ酶活性均呈下降趋势，当温度较低（２５～
５５℃）时，ＰＰＯ热稳定性较好。５５℃下保温２０ｍｉｎ酶活性为
５５．１％，随着保温时间延长酶活性变化不大；７５℃处理
１０ｍｉｎ后酶活性仅为１８．７％。高温下 ＰＰＯ的失活可能与酶
蛋白高级结构变化有关，酶蛋白高级结构随温度变化的难易

程度与分子量有关［１２］。不同来源的酶类由于具有不同的分
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子量而对温度的敏感性有所差异。有报道指出，植物源多酚

氧化酶适宜的温度范围为２０～４０℃［１３］，本研究结论与该报

道基本一致。

２．３．４　ＰＰＯ的 ｐＨ值稳定性　由图 ６可以看出，在 ｐＨ值
６．５～７．０范围内酶活性变化不大，较为稳定，维持在８０％左
右。在ｐＨ值为３．０或８．０时，酶活性显著下降：如当 ｐＨ值
为３．０时，２０ｍｉｎ后酶活性为 ２８．５％，当 ｐＨ值为 ８．０时，
８０ｍｉｎ后酶活性仅为１２．６％。上述结果表明，山药ＰＰＯ在中
性环境中较为稳定，对酸碱条件较为敏感。

２．３．５　ＰＰＯ酶促合成茶黄素　本试验以山药作为酶源催化
合成茶黄素（茶黄素的产率 ＝茶黄素粗制品的量／所加茶多
酚的量×１００％），结果表明，茶黄素产率为２８．１％，低于采用
苹果与梨 ＰＰＯ所催化生成茶黄素的产率 （４２．２％、
４１１％）［７］。表明山药 ＰＰＯ的催化能力低于苹果与梨的
ＰＰＯ，也可能是因为本反应条件不是山药 ＰＰＯ合成茶黄素的
最佳反应条件。山药 ＰＰＯ合成茶黄素最适反应条件有待进
一步研究。由图７可以看出，生成的茶黄素单体主要包括茶
黄素－３－没食子酸酯（ＴＦ－３－Ｇ）、茶黄素 －３′－没食子酸
酯（ＴＦ－３′－Ｇ）、茶黄素双没食子酸酯（ＴＦＤＧ）、茶黄素（ＴＦ）

等，其含量分别为１２．４％、２．７８％、９．４６％、０．８５％。由此可
知，ＴＦ－３－Ｇ、ＴＦＤＧ生成量较高，而ＴＦ－３′－Ｇ、ＴＦ生成量较
低。已有研究表明，不同酶源的儿茶素氧化产物单体在构成

比例上具有显著差异，梨、苹果 ＰＰＯ合成的茶黄素制品中
ＴＦ－３－Ｇ含量较高［７］，本研究结论与其基本一致，可能是因

为不同来源的 ＰＰＯ在同工酶上的差异，山药 ＰＰＯ对
Ｌ－ＥＧＧＣ、Ｌ－ＥＧＣ具有较强的催化能力，因而 ＴＦ－３－Ｇ生
成量较高。

３　结论

采用硫酸铵盐析、透析袋透析、ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－７５柱层析等
方法对山药多酚氧化酶（ＰＰＯ）进行分离纯化，得到纯化的山
药ＰＰＯ，纯化倍数为５２．５倍，活力回收率为１６．４５％。

对山药ＰＰＯ的酶学性质进行研究，结果表明：ＰＰＯ最适
温度为３５℃，最适 ｐＨ值为５．０。５５℃时 ＰＰＯ较为稳定，酶
活性维持在５５％左右；ｐＨ值６．５～７．０范围内酶活性变化不
大，维持在８０％左右。利用山药 ＰＰＯ催化合成茶黄素，茶黄
素产率为２８．１％。

采用高效液相色谱法对茶黄素单体进行检测，研究发现

茶黄素单体主要包括茶黄素－３－没食子酸酯、茶黄素－３′－
没食子酸酯、茶黄素－双没食子酸酯和茶黄素（ＴＦ），含量分
别为１２．４％、２．７８％、９．４６％、０．８５％。
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杏干制作低糖杏脯加工工艺的研究
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　　摘要：以杏干为原料探索低糖杏脯的制作工艺，研究了鲜杏成熟度、亚硫酸盐添加量、杏干复水回软参数、填充剂
浓度、真空渗糖工艺参数等因素对制品品质的影响。结果表明，选用颜色青转黄的鲜杏，添加３．０ｇ／ｋｇ亚硫酸钠熏制
处理得到的杏干品质最佳；杏干复水料液比１∶１、复水２ｈ、回软１９ｈ后去核最佳；采用真空二次渗糖工艺，麦芽糊精
浓度１％，一次糖液浓度为３０％，二次糖液浓度为５０％，糖液温度６０℃，真空度０．０８ＭＰａ，真空保持时间３０ｍｉｎ，浸糖
２４ｈ，６０℃恒温干燥８ｈ，所得杏脯湿基含糖量为４５％，水分含量１８％～２０％，制品品质优良。
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　　随着新疆林果业的蓬勃发展，果品产量在不断增加，使得
市场竞争日趋激烈，因此在看到新疆维吾尔自治区发展林果

业重大意义和优越的资源、政策条件的同时，也应看到制约该

区林果业可持续发展的一些严峻问题。目前，新疆杏产业的

主打产品是半成品、大包装浓缩杏浆，此类产品的市场主要在

国外，市场需求量并不大，且市场扩增速度缓慢，而国内市场

又尚未开拓［１－２］，因此，若仍以浓缩杏浆为主打产品扩大生产

能力，其市场竞争将会日益激烈。所以只有不断强化杏产业

和杏产品的研究与开发，延伸杏产业链，不断开拓市场，杏产

业才有持续良好的发展前景［３］。

目前杏脯的制作加工主要以鲜杏为原料，而鲜杏的季节

性强、不易储藏，这为加工企业带来了一定的难度，且加剧了

机器设备的闲置率，增加了企业负担。本研究拟以杏干为原

料制作低糖杏脯，通过对杏干预处理及影响低糖杏脯品质的

工艺进行研究，以期为采用杏干制作低糖杏脯提供理论和技

术依据。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
库买提杏，采自新疆库车，采后立即运往新疆农业大学食

品科学与药学学院冷库，按照成熟度分级后于２℃库温条件
下贮存；果糖糖浆、麦芽糊精、柠檬酸、蔗糖，均为食品级；氢氧

化钠、盐酸、硫酸铜、酒石酸钾钠、乙酸锌、亚铁氰化钾、盐酸、

葡萄糖、甲基红、抗坏血酸、醋酸铅，均为分析纯级。

ＴＡＸＴＰｌｕｓ物性测试仪（英国ＳｔａｂｌｅＭｉｃｒｏＳｙｓｔｅｍ公司）；
Ｄ２５／ＤＰ－９０００色差仪（美国ＨｕｎｔｅｒＬａｂ公司）；真空渗糖装置
（自制）；ＤＨＧ－９１４０Ａ电热恒温鼓风干燥箱（上海一恒科技
有限公司）；ＷＹＴ－８０手持糖量计（成都兴晨光光学仪器有限
公司）；ＺＦ－２６０多奇台式真空机（温州市兴业机械设备有限
公司）；ＰＬ－２０３电子天平［梅特勒－托利多仪器（上海）有限
公司］；ＷＡ９９１６３水分活度仪（乌鲁木齐祥生仪器有限公司）。
１．２　试验方法
１．２．１　低糖杏脯制作工艺流程　杏干→清洗→复水→回
软→漂烫→一次渗糖→一次浸糖→二次渗糖→二次浸糖→沥
糖→整形→烘干→回软→包装。
１．２．２　鲜杏成熟度对杏干品质的影响　将鲜杏按表皮颜色
分级为部分青、青转黄（淡黄）２种，在自然条件下晾晒制干，
利用感官评价分析成熟度对杏干品质的影响。

１．２．３　亚硫酸盐添加量对杏干和产品品质的影响　以亚硫
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