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　　摘要：研究了缓冲溶液ｐＨ值、温度和３种抑制剂等因素对枇杷果实过氧化物酶（ＰＯＤ）活性的影响。结果表明，
枇杷果实过氧化物酶的最适ｐＨ值为５．４，在ｐＨ值３．０～７．０范围内保持较高活性；过氧化物酶的最适温度为３５℃。
维生素Ｃ、硫脲、亚硫酸钠３种物质都能较好地抑制枇杷ＰＯＤ活性，且随着浓度的升高，抑制效应逐渐增强，抑制效果
为：维生素Ｃ＞硫脲＞亚硫酸钠。
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　　果蔬的加工和贮藏常与果蔬本身存在的酶类有密切关
系，其中过氧化物酶（ＰＯＤ）是引起果蔬加工过程及贮藏期间
变色、变味的重要因素之一［１－２］。枇杷（Ｅｒｉｏｂｏｔｒｙａｊａｐｏｎｉｃａ
Ｌｉｎｄｌ．），别称卢橘，是中国南方特有的珍稀水果，其果肉柔软
多汁，酸甜适度，味道鲜美，被誉为“果中之皇”［３］。枇杷果实

有止咳、化痰、理气的药用功效［４］。作为药食两用的枇杷水

果，自古以来就倍受人们青睐。市面上以枇杷果肉为原料加

工的产品种类繁多，如枇杷饮料、枇杷果酒、枇杷果酱、枇杷果

脯等［５］。但枇杷鲜果不耐贮运及加工，极易产生褐变而变

质。目前，针对枇杷 ＰＯＤ活性及其对褐变影响研究报道甚
少。为提高枇杷贮藏保鲜和加工品质量，本试验以新鲜枇杷

果实为材料，研究了ｐＨ值、温度、３种抑制剂对枇杷果实过氧
化物酶活性的影响，为枇杷加工和贮藏防褐技术提供理论

依据。

１　材料与方法

１．１　材料
枇杷品种为解放钟，选择成熟、新鲜无损伤的枇杷果实为

供试材料。

１．２　试剂与仪器
磷酸二氢钠、磷酸氢二钠、柠檬酸、愈创木酚、３０％ 过氧

化氢、亚硫酸钠、硫脲为分析纯。维生素Ｃ为生化试剂。
ＵＶ２１００型紫外可见分光光度计：尤尼柯（上海）仪器有

限公司生产；ＦＡ２００４电子天平：上海精密科学仪器有限公司
天平仪器厂生产；ＪＪ－２组织捣碎匀浆机：富华仪器有限公司
生产；ＨＨ－２数显恒温水浴锅：江苏省金坛市友联仪器研究
所生产；ＧＬ－２０Ｇ－Ⅱ型飞鸽牌低温冷冻离心机；ＰＨＳ－２Ｃ型
精密酸度计：上海雷磁仪器厂生产。

１．３　方法
１．３．１　枇杷ＰＯＤ粗酶液的制备　参照王学奎的方法［６］，略

有修改。将枇杷果实去皮、去核，称取果肉 １０ｇ，加入适量

４℃ 预冷的磷酸盐缓冲溶液（０．０５ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值６．０），冰浴
研磨成匀浆，定容到２５ｍＬ容量瓶中，放于４℃冰箱里浸提
３０ｍｉｎ，１００００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，上清液即为酶的粗提液，低
温保存备用。

１．３．２　枇杷ＰＯＤ活性的测定　参照李合生的方法［７］，略有

改进。反应体系为 ０．０５ｍｏｌ／ＬｐＨ值 ５．８磷酸缓冲液
２．５ｍＬ、０．０５ｍｏｌ／Ｌ愈创木酚 １．５ｍＬ、２％ Ｈ２Ｏ２０．５ｍＬ、
０．５ｍＬ酶液。在室温下，于 Ｄ４７０ｎｍ处比色。酶液加入后开始
计时，１ｍｉｎ后第１次读数，然后每３０ｓ记录１次吸光度Ｄ随
时间的变化值，对照以缓冲液代替酶液，重复测３次。本试验
以Ｄ４７０ｎｍ的变化值表示ＰＯＤ活性的变化。
１．３．３　ｐＨ值对枇杷 ＰＯＤ活性的影响　取 ｐＨ值分别为
２０、３．０、４．０、４．４、４．８、５．０、５．２、５．４、５．６、５．８、６．０、７．０、８．０
的磷酸氢二钠－柠檬酸缓冲液２．５ｍＬ，按“１．３．２”节方法，测
定不同ｐＨ值下ＰＯＤ活性的变化。以最高酶活力为 １００％，
计算ＰＯＤ相对酶活性。
１．３．４　温度对枇杷ＰＯＤ活性的影响　将未加入酶液的反应
体系先分别在５、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５℃
条件下保温１０ｍｉｎ，加入０．５ｍＬ酶液后继续在原来的温度条
件下保温３ｍｉｎ，按“１．３．２”节方法测定不同温度条件下ＰＯＤ
活性的变化。以最高酶活力为 １００％，计算 ＰＯＤ相对酶
活性。

１．３．５　抑制剂对枇杷ＰＯＤ活性的影响　向反应体系分别加
入各种浓度的抑制剂０．５ｍＬ，缓冲液的量相应减少０．５ｍＬ，
按“１．３．２”节方法测定ＰＰＯ活性。酶活性大小按无抑制剂时
的酶活性百分比表示。各种抑制剂在反应体系中的浓度，维

生素Ｃ：０．０１、０．０２、０．０３、０．０４、０．０５ｍｍｏｌ／Ｌ；亚硫酸钠：２０、
４０、６０、８０、１００ｍｍｏｌ／Ｌ；硫脲：０．０１、０．０５、０．１０、０．１５、
０２０ｍｍｏｌ／Ｌ。　

２　结果与分析

２．１　ｐＨ值对枇杷ＰＯＤ活性的影响
从图１可见，ＰＯＤ活性受环境ｐＨ值影响不大。ｐＨ值在

较大范围３．０～７．０之间，ＰＯＤ的相对酶活都能保持在６３％
以上，当ｐＨ值为 ２．０、８．０时，ＰＯＤ相对酶活仍有 ４５．０％、
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４４６％。枇杷果实的最适ｐＨ值为５．４，本结果与林建城等报
道的枇杷最适ｐＨ值为５．０［８］有所不同。可能与枇杷品种、酶
液纯度不同等因素有关。

２．２　温度对枇杷ＰＯＤ活性的影响
温度对枇杷ＰＯＤ活性影响明显。在３５℃以下，酶活性

随着温度的上升而升高，当温度达到３５℃时，酶活性最大，此
温度为酶的最适温度，温度大于 ３５℃时，酶活性迅速下降。
枇杷ＰＯＤ活性呈现出的这种变化与温度对其他酶活性的影
响规律相符合。当反应体系温度为５、６５℃时，ＰＯＤ相对活
性分别为３３．５％、１９．３％（图２）。表明调节温度能有效抑制
ＰＯＤ的活性，特别是在较高温度条件下这种影响更为显著。

２．３　不同抑制剂对枇杷ＰＯＤ活性的影响
２．３．１　维生素Ｃ对枇杷ＰＯＤ活性的影响　维生素Ｃ对ＰＯＤ
活性有很好的抑制作用。随着维生素 Ｃ浓度的增加，枇杷
ＰＯＤ活性逐渐降低，当维生素 Ｃ浓度为 ０．０２ｍｍｏｌ／Ｌ时，
ＰＯＤ相对活性降低到 ５７．８％，当维生素 Ｃ浓度达到
０．０５ｍｍｏｌ／Ｌ时，ＰＯＤ活性基本被完全抑制（图３）。

２．３．２　硫脲对枇杷 ＰＯＤ活性的影响　随着硫脲浓度的增
加，总体抑制 ＰＯＤ效果越来越明显。在浓度为 ０．０１～
０．１０ｍｍｏｌ／Ｌ范围内，硫脲对ＰＯＤ活性的抑制作用程度变化
不大，ＰＯＤ相对活性仅从７９．７％降低至７２．９％，当硫脲浓度

大于０．１０ｍｍｏｌ／Ｌ时，随着硫脲浓度的增加，ＰＯＤ相对活性迅
速降低，当硫脲浓度达到０．２０ｍｍｏｌ／Ｌ时，ＰＯＤ相对活性降低
到２８．１％（图４）。

２．３．３　亚硫酸钠对 ＰＯＤ活性的影响　亚硫酸钠对 ＰＯＤ活
性的抑制效果与维生素Ｃ相似。随着亚硫酸钠浓度的增加，
ＰＯＤ活性逐渐降低，当亚硫酸钠浓度达到８０ｍｍｏｌ／Ｌ时，ＰＯＤ
相对活性降低到１６．８％，当浓度为１００ｍｍｏｌ／Ｌ时，ＰＯＤ相对
活性降低到１２．１％，酶促褐变基本得到抑制（图５）。

　　从３种抑制剂对ＰＯＤ活性影响程度可以看出，３种抑制
剂的抑制效果为：维生素 Ｃ＞硫脲 ＞亚硫酸钠。目前认为，
维生素Ｃ对褐变的抑制并非是直接抑制ＰＯＤ活性达到的，而
是将ＰＯＤ氧化生成的有色醌类物质迅速还原成酚类物质，从
而抑制初产物的生成量，最终抑制黑色素的生成［８］；硫脲抑

制可能是通过对酶中二硫键的还原，使酶变性，也可能是与铁

辅基络合使酶失活［９］；而亚硫酸钠抑制褐变主要是通过不可

逆地与醌生成无色的加成物，与此同时降低了酶与一元酚和

二元酚作用的活力［１０］。

３　结论与讨论

枇杷果实 ＰＯＤ的最适温度为 ３５℃，低温 ５℃、高温
６５℃ 均可大大降低ＰＯＤ活性，尤其是高温条件下影响更为显
著。因此，通过高温处理可以有效控制其加工产品的酶促褐变。

枇杷果实ＰＯＤ的最适ｐＨ值为５．４，当 ｐＨ值为２．０、８．０
时，ＰＯＤ的相对酶活仍有 ４５．０％、４４．６％。，因此，通过控制
ｐＨ值较难起到抑制酶活性的作用。
３种抑制剂对枇杷ＰＯＤ活性均有不同程度的抑制作用，

且抑制作用随着处理浓度的增加而增强。３种抑制剂的抑制
效果为：维生素 Ｃ＞硫脲 ＞亚硫酸钠。由于亚硫酸钠、硫脲
存在一定安全隐患，生产上可选用可食性维生素 Ｃ抑制剂来
控制枇杷制品的酶促褐变。

（下转第３５４页）
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行线性回归，得出Ｃｒ的线性方程为ｙ＝０．０１９１ｘ＋０．０１７４，线
性范围为０～５０μｇ／Ｌ，相关系数 ｒ＝０．９９９１。如果所测土壤
样品溶液测试值超出线性范围，仪器将会自动稀释样品溶液

至线性范围内后再进行测试。

２．６　方法检出限
按照样品分析的全部步骤，重复１６次空白试验，计算１６

次平行测试结果的标准差，按 ＨＪ１６８—２０１０《环境监测　分
析方法标准制修订技术导则》中的相关规定，得出检出限为

０．０５μｇ／Ｌ。按取样量０．１０００ｇ、定容体积 ２００ｍＬ，计算得
方法的检出限为０．１ｍｇ／ｋｇ。
２．７　精密度及准确度测试

准确称取土壤标准样品 ＧＢＷ０７４２３、ＧＢＷ０７４２９各８份，
按优化的试验条件微波消解样品，用石墨炉原子吸收光度法

测定样品中的铬含量，结果如表４所示。

表４　土壤标准样品测试结果（ｎ＝８）

标准样品
保证值

（ｍｇ／ｋｇ）
平均值

（ｍｇ／ｋｇ） 标准差
相对标准差

（％）

ＧＢＷ０７４２３ ７５±５ ７１．１ ２．７０ ３．８
ＧＢＷ０７４２９ ８７±４ ８４．２ ２．８６ ３．４

２．８　土壤样品测定及回收率试验
对３份绿色食品产地土壤，按试验方法测试其中的铬含

量，同时做加标回收试验，结果见表５。
表５　土壤样品及回收率测试结果

样品编号
样品测试值

（ｍｇ／ｋｇ）
加标量

（ｍｇ／ｋｇ）
加标样品测试值

（ｍｇ／ｋｇ）
回收率

（％）
１ ３７．６ ２０．０ ５８．１ １０２．５
２ ４９．５ ２０．０ ６７．９ ９２．０
３ ５３．７ ２０．０ ７１．８ ９０．５

３　结论

采用ＨＮＯ３＋ＨＦ混合酸消解体系对土壤样品进行微波
消解，用石墨炉原子吸收光谱法对土壤标准样品ＧＢＷ０７４２３、
ＧＢＷ０７４２９中的铬含量进行测定，并对绿色食品产地土壤样
品进行加标回收测定，均取得良好的结果。研究表明，利用微

波消解－石墨炉原子吸收光谱法测定绿色食品产地土壤中的
铬，精密度高，准确性好，能满足实际样品分析的要求。
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