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高静压和热处理对蘑菇多酚氧化酶的钝化动力学分析

易建勇　姜　斌　董　鹏　王蓉蓉　胡小松　张　燕
（中国农业大学食品科学与营养工程学院，北京 １０００８３）

　　【摘要】　研究了高静压处理 ＨＨＰ（１００～１６００ＭＰａ，０２～２５ｍｉｎ）和热处理（５５～８０℃，０２～２０ｍｉｎ）对双孢蘑

菇多酚氧化酶（ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｏｘｉｄａｓｅ，简称 ＰＰＯ）的钝化效果，并分析了钝化动力学。随着处理压力、温度的升高和处

理时间的延长，钝化效果增强。在 ６００ＭＰａ以下压力处理后，ＰＰＯ活性残存率均大于 ８８％，表明 ６００ＭＰａ以下处理

压力对 ＰＰＯ的钝化效果较差。而８００、１０００、１２００、１４００和１６００ＭＰａ压力下处理２５ｍｉｎ，ＰＰＯ活性残存率分别下降

到６６４２％、５２８３％、２７２０％、２２０％和 ００１％，表明 ８００ＭＰａ以上压力能有效钝化蘑菇 ＰＰＯ。应用一级动力学模

型拟合热处理对 ＰＰＯ的钝化动力学，各温度条件下拟合的决定系数 Ｒ２都在 ０９６０以上，表明 ＰＰＯ的热钝化符合一

级动力学模型；应用两段式模型对 ＨＨＰ钝化蘑菇 ＰＰＯ的动力学进行拟合，决定系数 Ｒ２均大于 ０９８２，ＨＨＰ钝化蘑

菇 ＰＰＯ符合两段式钝化动力学。
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　　引言

多酚氧化酶（ＰＰＯ，ＥＣ１．１４．１８．１）是导致果蔬、
果蔬制品和果汁等制品发生酶促褐变的一种主要的

内源酶
［１］
。ＰＰＯ可以使单酚羟基化为邻苯二酚，也

可催化邻苯二酚氧化为醌类物质。这种醌类物质不

稳定，进一步形成黑色素
［２］
。此外，ＰＰＯ催化酚类

物质发生的氧化反应还可以影响产品的风味和香

气
［３］
。目前，工业上主要利用热加工、冷冻、降低 ｐＨ

值、添加护色剂或酶抑制剂来抑制 ＰＰＯ活性。通
常，果蔬制品需要经过８０℃以上的热处理来灭活腐
败菌和钝化 ＰＰＯ等氧化酶类。然而，这些加工方式
导致果蔬制品的营养和风味损失严重。

高静压（ｈｉｇｈｈｙｄｒｏｓｔａｔｉｃｐｒｅｓｓｕｒｅ，简称 ＨＨＰ）技
术是一种新兴的非热加工技术，在保证食品微生物

安全性的同时，也可保持其风味、色泽、营养、口感等

方面的品质
［４～５］

。ＨＨＰ技术应用于食品领域进行
杀菌时，压力仅作用于对生物大分子立体结构有贡

献的氢键、离子键和疏水键等非共价键，而对维生

素、色素和风味物质等小分子化合物的共价键无明

显影响
［６］
。

目前，应用于食品加工的 ＨＨＰ处理压力都低于
７００ＭＰａ。这是由于当压力高于７００ＭＰａ后，常压下
存在的液态水将转化为固态冰，可能造成设备损

伤
［７］
。细菌、霉菌、酵母菌和大肠杆菌等具有细胞

结构的微生物对压力较为敏感，６００ＭＰａ压力就可
以将其杀灭；然而，ＰＰＯ等食品内源酶对压力的耐受
性则相对较高，许多研究表明 １０００ＭＰａ压力以下
的 ＨＨＰ处理仍不能有效钝化果蔬中与品质相关的
酶

［１，３，８～１０］
。１０００ＭＰａ以上压力下 ＨＨＰ处理对

ＰＰＯ钝化效果的报道较少，因此有必要研究该压力
范围下 ＨＨＰ技术对 ＰＰＯ的钝化效果，系统分析
ＨＨＰ对 ＰＰＯ的钝化动力学。

本文研究 ＨＨＰ技术对双孢蘑菇 ＰＰＯ的钝化效
果，分别应用一级动力学和两段式动力学模型分析

ＨＨＰ和热处理钝化蘑菇 ＰＰＯ的规律，为 ＨＨＰ技术
在果蔬加工上的应用提供参考。

１　材料与方法

１１　供试材料
双孢蘑菇（Ａｇａｒｉｃｕｓｂｉｓｐｏｒｕｓ）多酚氧化酶（Ｔ

３８２４）购置于美国 Ｓｉｇｍａ公司。邻苯二酚、磷酸二氢
钠、磷酸氢二钠等化学试剂均为分析纯。

１２　仪器设备
试验检测仪器包括：ＵＶ １８００型紫外可见分光

光度仪（日本岛津公司）；８６８型 ｐＨ计（美国奥立龙

公司）。试验设备为 ＨＨＰ １６００型超高静压设备
（包头科发高压科技责任有限公司），如图 １所示。
设备为直压式结构，主要由高压承压容器和增压系

统组成。设计容器体内径为２５ｍｍ；外径为３５０ｍｍ；
长度３２０ｍｍ；壁厚比为１４。传压介质为癸二酸辛二
酯。最大工作压力为 １６００ＭＰａ；设计压力为
１８４０ＭＰａ；该设备的升压速率为 ８５～９５ＭＰａ／ｓ，卸
压速率为９０～１００ＭＰａ／ｓ。

图 １　高静压设备结构示意图

Ｆｉｇ．１　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆＨＨＰｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｙｓｔｅｍ
１．容器底座　２．高压容器体　３．容器腔　４．柱塞杆　５．联动杆

６．油缸Ⅰ部　７．顶部支架　８．柱塞杆　９．油缸Ⅱ部　１０．油缸进

油口　１１．承压框架　１２．加热套　１３．温控系统
　

１３　试验方法

１３１　试样制备
将２３４ｍｇ蘑菇 ＰＰＯ固体粉末溶解于 ２３４ｍＬ

的００５ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液（ｐＨ值 ６５）中，配成的
酶液质量浓度为 ０１ｍｇ／ｍＬ。取上述酶液 ３ｍＬ装
于尼龙软袋（１５ｃｍ×３ｃｍ）中，然后真空热封。相对
压力为 －０１ＭＰａ，抽真空时间为 １５ｓ，热封时间为
１５ｓ，延时２ｓ。为了排除热封时高温对酶活性的影
响，热封时将装有酶液的尼龙软袋的末端置于 ０℃
冰水浴中。

１３２　热处理
热处理在恒温水浴中进行。设定处理温度梯度

为５５、６０、６５、７０、７５和 ８０℃；处理时间分别为 ０２、
０５、１０、１５、２０、２５、５、１０、１５和 ２０ｍｉｎ。所有处
理均重复３次。
１３３　ＨＨＰ处理

利用上述 ＨＨＰ １６００型超高静压设备处理
ＰＰＯ酶液，处理压力分别为 １００、２００、３００、４００、５００、
６００、８００、１０００、１２００、１４００和 １６００ＭＰａ，处理时间
为０２、０５、０７５、１０、２５、５、１０、１５、２０和 ２５ｍｉｎ。
酶液在恒定的压强下进行处理，处理时间达到后立

即卸压。处理后的酶液置于０℃冰水浴，并于４ｈ内
测定酶活性。所有处理均重复３次。
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１３４　ＰＰＯ活性测定
采用比色法测定 ＰＰＯ活性残存率［１０］

。用

５０ｍｍｏｌ／Ｌ的磷酸盐缓冲溶液（ｐＨ值 ６５）配成
０１ｍｏｌ／Ｌ的邻苯二酚作为反应液。反应液现配现
用，并置于 ３０℃水浴中预热。将 ００５ｍＬ蘑菇 ＰＰＯ
酶液（０１ｍｇ／ｍＬ）加入到 ２９５ｍＬ上述反应液中，
迅速混匀后置于 ４２０ｎｍ波长下测定其吸光度的变
化，测定时间为 １ｍｉｎ，测定温度为（３０±１）℃。利
用吸光度曲线初始部分的斜率计算酶活性。将

１ｍＬ酶液在１ｍｉｎ内吸光度变化０００１个单位定义
为一个酶活性单位（１Ｕ）。通常用 ＰＰＯ活性残存率
表示酶钝化的效果，计算公式为

Ａ＝
Ａｔ
Ａ０
×１００％ （１）

式中　Ａ———时间 ｔ时 ＰＰＯ活性残存率
Ａｔ———ＨＨＰ处理后 ＰＰＯ的活性
Ａ０———ＨＨＰ处理前 ＰＰＯ的活性

１４　数据统计与分析
１４１　动力学分析

高静压钝化食品中微生物的动力学可用

Ｗｅｉｂｕｌｌ模型拟合［１１］
，而高静压对酶活性的钝化则

采用一级动力学模型分析
［１２］
，模型表示为

Ａ＝Ａ０ｅｘｐ（－ｋｔ） （２）
式中　ｋ———在设定的压强和温度下的钝化速率常

数，ｍｉｎ－１

对于钝化速率呈现前快后慢的分段变化特征，

可采用两段式动力学模型。此模型适用于当样品中

存在两种稳定性不同的同工酶，即稳定型和敏感

型
［１３］
。模型为

Ａ＝ＡＳｅｘｐ（－ｋＳｔ）＋ＡＬｅｘｐ（－ｋＬｔ） （３）
式中　ＡＳ、ＡＬ———稳定型、敏感型所占比例

ｋＳ、ｋＬ———稳定型、敏感型钝化速率常数
Ｄ值表示指数递减时间（单位 ｍｉｎ），即在设定

的压强和温度下酶活性降低９０％所需要的时间，即
Ｄ＝２３０３／ｋ （４）

同理，ＤＬ＝２３０３／ｋＬ，ＤＳ＝２３０３／ｋＳ。
Ｚｐ和 ＺＴ表示 Ｄ值对压强和温度的敏感性，即 Ｄ

值变化一个对数时对应的压强或温度的变化幅度。

ｐ１和 ｐ２为 Ｄ１和 Ｄ２对应的压强，Ｔ１和 Ｔ２为 Ｄ１和 Ｄ２
对应的温度，即

ｌｇ
Ｄ１
Ｄ２
＝
ｐ２－ｐ１
Ｚｐ

（５）

ｌｇ
Ｄ１
Ｄ２
＝
Ｔ２－Ｔ１
ＺＴ

（６）

压强 ｐ和温度 Ｔ对酶钝化反应的影响分别用
Ａｒｒｈｅｎｉｕｓ公式和 Ｅｙｒｉｎｇ公式分析［６］

。活化体积

（Ｖａ，单位 ｃｍ
３／ｍｏｌ）和活化能（Ｅａ，单位 ｋＪ／ｍｏｌ）表

示压强和温度对反应常数 ｋ的影响，ｐ２和 ｐ１、Ｔ２和 Ｔ１
表示对应 ｋ１和 ｋ２的压强和绝对温度。

Ａｒｒｈｅｎｉｕｓ公式为

ｋ＝ｋｒｅｆ (ｅｘｐ
Ｅａ
Ｒ (
Ｔ

１
Ｔｒｅｆ
－１ ) )Ｔ

（７）

Ｅｙｒｉｎｇ公式为

ｋ＝ｋｒｅｆ (ｅｘｐ
－Ｖａ
ＲｐＴ
（ｐ－ｐｒｅｆ )） （８）

式中　Ｒｐ、ＲＴ———气体常数，为 ８３１（ｃｍ·ＭＰａ）／
（ｍｏｌ·Ｋ）、８３１Ｊ／（ｍｏｌ·Ｋ）

ｋｒｅｆ———压强 ｐ和参照温度下的钝化速率常
数，ｍｉｎ－１

Ｔｒｅｆ———参照温度，Ｋ
ｐｒｅｆ———参照压强，取０１ＭＰａ

１４２　数据分析
数据采用方差分析，用平均值表示。动力学分

析和拟合使用 ＳＰＳＳ１７０软件，绘图使用 Ｓｏｆｔｗａｒｅ
ＭｉｃｒｏｃａｌＯｒｉｇｉｎ８０软件。

２　结果与分析

图 ２　热处理对蘑菇多酚氧化酶的钝化效果

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｈｅａｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｍｕｓｈｒｏｏｍＰＰＯ

２１　热处理对蘑菇 ＰＰＯ钝化效果的影响
图２为热处理（５５～８０℃）对蘑菇 ＰＰＯ的钝化

效果。随着热处理温度升高，处理后 ＰＰＯ的残存活
性下降速度明显加快（Ｐ＜００５）。５５℃和６０℃处理
２０ｍｉｎ后，ＰＰＯ活性残存率分别为 ６５３３％ 和
３４４０％，说明蘑菇 ＰＰＯ在 ６０℃及以下温度条件下
仍然较为稳定。６５℃处理１５ｍｉｎ和 ７０℃处理 ５ｍｉｎ
后，ＰＰＯ活性残存率分别为 １１３％和 ０７０％，说明
ＰＰＯ在６５℃及以上温度环境中较容易失活。当处
理温度从６０℃增加到 ６５℃时，钝化效果明显增强。
８０℃处理 １ｍｉｎ后，ＰＰＯ活性残存率仅为 １９８％。
此外，随着热处理时间的延长钝化效果明显增强

（Ｐ＜００５）。例如 ６０℃下，随着处理从 １ｍｉｎ延长
至２０ｍｉｎ，ＰＰＯ活性残存率从 ８８９％逐渐降低到
３４４％。
２２　蘑菇 ＰＰＯ的热钝化动力学分析

图３为不同压力条件下应用一级动力学模型拟
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合的热处理钝化 ＰＰＯ的动力学。在一级动力学模
型中，酶活的下降与时间的变化呈现出线性关系。

在较低的温度下（５５℃、６０℃），热处理对 ＰＰＯ的钝
化动力学直线较为平缓。随着处理温度的增加，直

线斜率迅速增加，表明热处理温度升高后对 ＰＰＯ的
钝化效果增强。

图 ３　蘑菇 ＰＰＯ的热钝化动力学

Ｆｉｇ．３　ＨｅａｔｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｋｉｎｅｔｉｃｓｏｆｍｕｓｈｒｏｏｍＰＰＯ
　

表１为利用一级动力学模型拟合热处理钝化蘑
菇 ＰＰＯ的动力学参数。模型拟合参数中的决定系
数 Ｒ２反应了模型拟合的效果。Ｒ２越大，模型拟合度
　　

越高。由表１可见，不同处理温度下，模型的决定系
数 Ｒ２值都在０９６０以上，表明热处理对 ＰＰＯ的钝化
规律符合一级动力学。随着处理温度的升高，钝化

速率常数 ｋ逐渐增大。当处理温度从 ６５℃提高到
７０℃，ｋ值增加了１４６倍。６０℃处理条件下的 Ｄ值
为４４３６ｍｉｎ，而当处理温度上升到 ６５℃时 Ｄ值迅
速下降到 ３２８ｍｉｎ，表明 ６５℃热处理可以有效地钝
化蘑菇中的 ＰＰＯ。ＺＴ值表示 Ｄ值对温度的敏感性，
由表 １可见，ＺＴ值为 １０６４℃，即热处理钝化蘑菇
ＰＰＯ的 Ｄ值变化一个对数所对应的温度的变化为
１０６４℃。Ｅａ表示压强和温度对反应常数 ｋ的影响。
热处理钝化 ＰＰＯ的 Ｅａ值为 ２０６９３ｋＪ／ｍｏｌ，即钝化
１ｍｏｌＰＰＯ分子需要２０６９３ｋＪ的能量。Ｗｅｅｍａｅｓ等
研究表明

［１４］
，常压下钝化鳄梨 ＰＰＯ的活化能为

３１９２８ｋＪ／ｍｏｌ，大于本文中的 Ｅａ值，说明蘑菇 ＰＰＯ
的热稳定性要高于鳄梨 ＰＰＯ。李子和梨的 Ｅａ分别
为１３０５７ｋＪ／ｍｏｌ和１１７４４ｋＪ／ｍｏｌ，ＺＴ分别为１７６０

和１８９０℃［１５］
，说明李子和梨中 ＰＰＯ的热稳定性低

于双孢蘑菇和鳄梨。

表 １　应用一级动力学模型拟合的热钝化蘑菇 ＰＰＯ的动力学参数

Ｔａｂ．１　ＫｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｆｏｒｔｈｅｒｍａｌｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｍｕｓｈｒｏｏｍＰＰＯ

温度／℃ ｋ／ｍｉｎ－１ Ｄ／ｍｉｎ Ｒ２（Ｐ＜００５） ＺＴ／℃ Ｅａ／ｋＪ·ｍｏｌ
－１

５５ ００２１±０００１ １０９２１±７４９ ０９６０

６０ ００５２±０００３ ４４３６±２６２ ０９７０

６５ ００７２±０００４ ３２８±０２２ ０９９８ １０６４±１６４ ２０６９３±２９１０

７０ １０５０±００７１ ２１９±０１５ ０９７７ （Ｒ２＝０９１９） （Ｒ２＝０９３０）

７５ １９６１±０１１５ １１７±００７ ０９９０

８０ ３９５７±０１３１ ０５８±００２ ０９９７

２３　ＨＨＰ处理对 ＰＰＯ钝化效果的影响
图４为 ＨＨＰ处理对蘑菇 ＰＰＯ的钝化效果。随

着处理压力的增加，ＨＨＰ处理对细菌的杀灭效果显
著增强（Ｐ＜００５）。在压力 １００、２００、３００、４００、５００
和６００ＭＰａ下处理 ２５ｍｉｎ后，ＰＰＯ活性残存率分别
为 ９９５７％、９７７５％、９６５１％、９３２７％、９１２３％和
８８３５％，表明 ６００ＭＰａ以下压力对 ＰＰＯ的钝化效
果较差。而在 ８００、１０００、１２００、１４００和 １６００ＭＰａ
压力下处理 ２５ｍｉｎ后，ＰＰＯ的活性残存率分别为
６６４２％、５２８３％、２７２０％、２２０％和 ００１％，表明
８００ＭＰａ以上压力能有效钝化ＰＰＯ。１６００ＭＰａ处理
１ｍｉｎ后 ＰＰＯ几乎完全被钝化（活性残存率为
０７７％），由此可见 ＨＨＰ处理可以用于钝化 ＰＰＯ
酶。与热处理不同，ＨＨＰ技术是一种非热加工技
术，不仅能钝化果蔬中的酶，同时还可以较大限度地

保留食品原有的色泽、质地和营养
［５，１６］

。

对于热处理，８０℃条件下处理 １ｍｉｎ后 ＰＰＯ活

性残存率为１９８％，ＰＰＯ基本上被完全钝化。而要
达到 同 样 的 效 果，需 要 ＨＨＰ处 理 的 条 件 为
１４００ＭＰａ处理２５ｍｉｎ或１６００ＭＰａ处理１ｍｉｎ，处理
后两者的 ＰＰＯ活性残存率分别为２２％和０７７％。

目前，国际上已有一些研究报道了 ＨＨＰ对 ＰＰＯ
钝化效果的研究，但是这些结果之间却存在着较大

的差异。Ｗｅｅｍａｅｓ等报道［１５］
，２５℃、９００ＭＰａ下处理

不能有效钝化李子中的 ＰＰＯ。ＧａｒｃｉａＰａｌａｚｏｎ等研
究发现１８～２２℃条件下，８００ＭＰａ下处理 １５ｍｉｎ可
以使树莓 ＰＰＯ下降２９％，但不能有效地钝化梨中的
ＰＰＯ［１７］。Ｓｕｎ等［８］

研 究 则 表 明 ３５℃ 条 件 下，
８００ＭＰａ处理 １０ｍｉｎ就能使蘑菇 ＰＰＯ酶活下降
２８％。Ｇｏｍｅｓ等［１８］

发现处理压力超过 ４００ＭＰａ后，
随着压力的继续增加蘑菇 ＰＰＯ的活性开始被钝化，
当处理压力增加至８００ＭＰａ后，处理 １０ｍｉｎ就可以
完全钝化蘑菇中的 ＰＰＯ。ＨＨＰ钝化 ＰＰＯ效果间存
在的这些差异可能是由以下 ４个原因造成的：
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① ＰＰＯ的来源不同。来源不同的 ＰＰＯ分子存在着
氨基酸组成和顺序上的差异

［２，１９］
，这种 ＰＰＯ酶分子

结构上的差异导致了其耐压性的不同。此外，ＰＰＯ
分子亚基数量和聚合度也影响着 ＰＰＯ的耐压性。
例如，有研究发现 ＨＨＰ激活 ＰＰＯ的现象仅在单体
蛋白质分子上被发现，而经过 ＨＨＰ处理后多聚体蛋
白分子的活性会降低

［１６］
。② ＰＰＯ酶蛋白前处理中

的真空热封步骤可能导致酶活性的损失，这可能造

成 ＰＰＯ被 ＨＨＰ处理钝化的假象。一般情况下，真
空热封的温度为 １２０～１５０℃。如果这个热封过程

控制不当，热封时产生的高温将迅速使 ＰＰＯ酶蛋白
失活。③ 不同的传压介质有不同的压致升温特性，
这也可能影响钝酶效果。从同样的初始温度增压至

同样的压力后，不同的传压介质所达到的温度差异

较大，这种温度上的差异将造成钝酶效果的差异。

④ 不同的压力设备具有不同的升压和卸压速率，设
备的差异也可能使钝酶效果产生差异。这是因为增

压速率的不同不仅可以对酶结构造成直接的影响，还

间接影响了容器、传压介质和样品间的热交换时间，改

变了处理时的环境温度，导致钝酶效果的差异。

图 ４　高静压处理对蘑菇多酚氧化酶的钝化效果

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＨＨＰｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｍｕｓｈｒｏｏｍＰＰＯ
　
２４　蘑菇 ＰＰＯ的 ＨＨＰ钝化动力学分析

表２为应用一级动力学模型拟合 ＨＨＰ钝化蘑
菇 ＰＰＯ的动力学参数。由表 ２可见，利用一级动力
学模型拟合后，仅１００、２００、８００和１０００ＭＰａ这４个

处理条件下模型拟合的决定系数 Ｒ２≥０８００，表明
利用一级动力学模型拟合 ＨＨＰ钝化 ＰＰＯ的拟合度
较低。因此，改用两段式模型对 ＨＨＰ钝化 ＰＰＯ的
动力学进行拟合。

表 ２　应用一级动力学模型拟合的 ＨＨＰ钝化蘑菇 ＰＰＯ的动力学参数

Ｔａｂ．２　ＫｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｆｏｒＨＨＰｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｍｕｓｈｒｏｏｍＰＰＯ

压力／ＭＰａ ｋ／ｍｉｎ－１ Ｒ２（Ｐ＜００５） 压力／ＭＰａ ｋ／ｍｉｎ－１ Ｒ２（Ｐ＜００５）

１００ ００００５２±０００００８ ０８６５ ８００ ００１３±０００２ ０８００

２００ ００００８１±００００１３ ０８５４ １０００ ００２１±０００３ ０８５２

３００ ０００１２±００００３ ０７０３ １２００ ００３６±０００７ ０７１６

４００ ０００１８±００００７ ０４６４ １４００ ００８０±００２５ ０４８１

５００ ０００２２±０００１０ ０３５７ １６００ ０２８±００５ ０７５５

６００ ０００２８±０００１２ ０３５７

　　表３为两段式模型拟合 ＨＨＰ钝化 ＰＰＯ的动力
学参数。由表３可见，不同压力条件下，利用两段式
模型拟合 ＰＰＯ的钝化动力学的决定系数 Ｒ２都在

０９８２以上，表明 ＨＨＰ对 ＰＰＯ的钝化动力学符合两
段式模型。

由表３可见，１００ＭＰａ处理条件下，敏感型和稳
定型 ＰＰＯ所占的比例分别为 ０７８％和 ９９２８％，表
明９９％以上的 ＰＰＯ在该压力条件下比较稳定。随
着压力的增加，敏感型 ＰＰＯ的比例逐渐上升，而稳
定型所占的比例下降。当压力上升至 １６００ＭＰａ
后，敏感型和稳定型 ＰＰＯ所占的比例分别为
８０６６％和１９３５％，表明大部分 ＰＰＯ在该压力条件

下不稳定，容易被钝化。此外，随着压力的升高反应

速 率 常 数 也 呈 现 上 升 趋 势。处 理 压 力 小 于

１４００ＭＰａ时，稳定型 ＰＰＯ的反应速率常数 ｋＳ都小于

００６ｍｉｎ－１，而处理压力提高到 １６００ＭＰａ以后，ｋＳ
也从００５５ｍｉｎ－１迅速上升到了 ２３８ｍｉｎ－１。这表
明当处理压力超过 １４００ＭＰａ后，稳定型 ＰＰＯ也变
得对压力较为敏感。

敏感型和稳定型的 Ｚｐ分别为 ７５６６７ＭＰａ和
４３３４８ＭＰａ，敏 感 型 和 稳 定 型 的 Ｖａ分 别 为

－０７６ｃｍ３／ｍｏｌ和 －１３１８ｃｍ３／ｍｏｌ。ＨＨＰ处理对
稳定型和敏感型 ＰＰＯ的钝化速率差别较大，这可能
是由蘑菇中存在的同工酶造成的。Ｂｕｃｋｏｗ等利用
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　　 表 ３　应用两段式模型拟合的 ＨＨＰ钝化蘑菇 ＰＰＯ的动力学参数

Ｔａｂ．３　ＫｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｍｕｓｈｒｏｏｍＰＰＯｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｔｒｅａｔｅｄｂｙＨＨＰ

压力／ＭＰａ ＡＬ／％ ＡＳ／％ ｋＬ／ｍｉｎ
－１ ｋＳ／ｍｉｎ

－１ ＤＬ／ｍｉｎ ＤＳ／ｍｉｎ Ｒ２（Ｐ＜００５）

１００ ０７８±０２０ ９９２８±０２０ ０３１±００５ ００００２６±０００００５ ７４５±１２２ ８８９１８９±１８９０８８ ０９８５

２００ １２３±０２４ ９８７４±０２２ ０４８±０１２ ００００４１±０００００７ ４８０±１２９ ５６０８３４±１０３８４６ ０９８２

３００ ２２７±０２５ ９７７１±０２０ ０７０±０１８ ００００５６±００００１２ ３２８±０８８ ４０９０５９±９１９９３ ０９９０

４００ ５２６±０２８ ９４７４±０２１ １１０±０１５ ００００６４±００００１３ ２１０±０２９ ３６０９７２±７９５０４ ０９９３

５００ ７０３±０４９ ９２９７±０３１ ２１０±０５５ ００００８６±００００２２ １１０±０３１ ２６７１６９±７３２３１ ０９９０

６００ ８７６±０３３ ９１２５±０２１ ２５４±０４７ ０００１１７±００００１５ ０９１±０１７ １９６８３８±２５９６４ ０９９７

８００ １５７３±１４１ ８４２７±０９２ ２７２±１３１ ０００９９±００００８ ０８５±０５５ ２３３１０±１８２３ ０９９４

１０００ １９７２±２５９ ８０２８±１７１ ３８７±１５５ ００１７±０００１６ ０５９±１０５ １３４６８±１２７５ ０９９０

１２００ ４６７１±２６３ ５２５５±１５７ ４１６±０６１ ００２７±０００２８ ０５５±００８ ８６２５±９２６ ０９９１

１４００ ８９９０±０８４ １０１０±０４２ １４１７±０８０ ００５５±０００７ ０１６±００１ ４２１８±５２５ ０９８９

１６００ ８０６６±６３４ １９３５±６３２ １０８５９±２４３ ２３８±０５４ ００２１±０００１ ０９７±０２３ ０９９１

一级动力学模型拟合了 ＨＨＰ钝化苹果汁中 ＰＰＯ的
钝化规律，结果表明 ６００ＭＰａ下的钝化速率常数为
３７６４ｍｉｎ－１［３］，略高于本文的２５４ｍｉｎ－１，说明来源
不同的酶或者同工酶其耐压性存在差异。因此，如

果蘑菇 ＰＰＯ中的同工酶的耐压性存在较大差异，将
导致其钝化曲线呈现明显的两段式；另一方面，虽然

本文使用的蘑菇 ＰＰＯ是纯化后的商业化标准品酶，
但这种标准品酶的组分仍然不够单一，其中可能存

在一些漆酶、葡萄糖苷酶等蘑菇中常见的杂蛋白

酶
［２０］
。漆酶也是含有 ４个铜离子的酶，它也能氧化

酚类化合物（同时可以氧化芳香族氨基酸），其作用

底物中有几种和多酚氧化酶一样，例如邻苯二酚和

邻氨基苯酚
［２０］
。此外，如果样品中存在β葡糖糖苷

酶，β葡糖糖苷酶可以催化生成一些 ＰＰＯ的底物或
者抑制剂，这些产物与 ＰＰＯ或者漆酶发生作用也可
以影响钝酶结果。

由于热处理钝化蘑菇 ＰＰＯ的动力学符合一级
反应动力学，说明无论是蘑菇 ＰＰＯ标准品中存在同
工酶还是存在其他相近的酶类，这些酶对热处理的

耐受能力可能比较接近，因此热处理钝化 ＰＰＯ的速
率能符合一级动力学模型。

３　结论

（１）随着处理压力的升高和时间的延长，ＨＨＰ
对蘑菇 ＰＰＯ的钝化效果增强；经过较低压力的 ＨＨＰ
（６００ＭＰａ以内）处理后，ＰＰＯ活性残存率均大于
８８％，说明６００ＭＰａ以下压力对 ＰＰＯ的钝化效果较
差。而８００、１０００、１２００、１４００和 １６００ＭＰａ压力下
处理２５ｍｉｎ，ＰＰＯ活性残存率分别下降到 ６６４２％、
５２８３％、２７２０％、２２０％和 ００１％，说明 ８００ＭＰａ
以上处理压力对 ＰＰＯ的钝化效果较好。

（２）应用一级动力学模型拟合热处理对 ＰＰＯ
的钝化动力学，不同处理温度下模型的决定系数 Ｒ２

都在０９６０以上，表明热处理钝化 ＰＰＯ符合一级动
力学；应用两段式模型拟合不同处理压力下 ＰＰＯ的
钝化动力学，决定系数 Ｒ２均大于 ０９８２，表明 ＨＨＰ
处理对 ＰＰＯ的钝化过程符合两段式钝化动力学。
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