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  摘要:为了研究超高压与酶抑制剂联合处理对荔枝果肉中过氧化物酶(POD)和果胶甲基

酯酶(PME)的影响,将荔枝(“淮枝”品种)果肉在两种酶抑制剂组合溶液(A:5g/L柠檬酸+
2.5g/LL-抗坏血酸+5g/L氯化钙;B:10g/L柠檬酸+5g/LL-抗坏血酸+10g/L氯化钙)
中分别浸泡10min,并在100~400MPa压力、10℃温度条件下处理30min,采用分光光度法

测定果肉中POD、PME的活性。结果表明:A、B两种组合处理能够明显钝化POD,但却显著

激活了PME;超高压与A组合联合处理不能使POD、PME活性下降;超高压与B组合联合处

理对POD、PME的影响与压力值有关系,100~300MPa的超高压与B组合联合处理使POD
活性下降,200~400MPa的超高压与B组合联合处理则使PME活性升高。因此,超高压与

酶抑制剂联合处理对荔枝果肉中POD的钝化存在一定的协同效应,且浓度越高,协同抑制效

应越明显;而超高压与酶抑制剂联合处理对荔枝果肉中PME的钝化却表现出一定的拮抗性。
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1 引 言

  荔枝(Litchichinensis)属无患子科植物,世界上的生产地主要集中在中国、越南、泰国、印度、南非

等地,其风味独特,深受广大消费者的喜爱,是国际上公认的精品水果[1]。目前荔枝原果汁及其加工产

品如荔枝罐头等均采用热加工法。传统的热加工法具有很多缺点,例如,破坏了鲜果原有的品质,导致

褐变以及营养素的损失,最终降低了其商品价值[2]。超高压加工法是新兴的一种冷加工技术,近些年来

发展十分迅速[3-4]。超高压食品加工具有很多特点,如超高压引起微生物和酶失活,同时完整地保留了

香味和多种维生素小分子物质[5-6]。在桃子[7]、草莓[8]、凤犁[9]、番石榴[10]、樱桃番茄[11]、香蕉[12]、胡萝卜

汁[13]、橙汁[14]、西瓜[15]等一些水果的加工研究中,发现这些水果经过超高压处理后不仅保藏期可延长到半

年以上,而且其天然的营养成分及风味等破坏程度很小,显示出超高压加工在水果加工中的潜在优势。有

关荔枝的超高压冷加工法目前国内尚未见其他人在此方面的报道。我们曾经报道了在单纯的超高压条件

下荔枝果肉中POD和PME的活性变化规律,发现单纯的超高压处理不能使它们的活性显著下降[16]。为

了解决这个问题,本工作采用柠檬酸、L-抗坏血酸和氯化钙3种常用的酶抑制剂与超高压联合处理的方

法,研究荔枝果肉中POD和PME活性的变化,为日后荔枝超高压加工技术的应用提供方法参考。
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2 材料与方法

2.1 材料与设备

  实验原料采用新鲜的荔枝,“淮枝”品种(LitchichinensisSonn.cv.Huaizhi),产于广州从化市。分

析测定所用的各种化学试剂均为分析纯。所用超高压加工设备为上海大隆机器厂生产,由华南理工大

学自动工程控制学院高压容器研究所提供,其传压介质为煤油与改性汽油,其比例为1∶1。

2.2 方法

2.2.1 样品准备及酶抑制剂处理

  选取成熟度适中、形态良好、无病虫害的果实,去皮、核,切成小块,清水冲洗干净,晾干,备用。

配制A、B两种酶抑制剂组合溶液,其中,酶抑制剂A组合溶液为,柠檬酸浓度5g/L,L-抗坏血酸

浓度2.5g/L,氯化钙浓度5g/L;酶抑制剂B组合溶液为,柠檬酸浓度10g/L,L-抗坏血酸浓度5g/L,

氯化钙浓度10g/L。

将上面准备好的荔枝果肉分成两份,分别浸泡于A、B两种组合溶液中10min,取出晾干,于聚乙烯

塑料薄膜内进行真空包装,冰水中贮藏,次日清晨进行超高压处理。

2.2.2 超高压处理实验

  将包装好的样品置于高压容器内,密闭,采用高压泵由底部输送介质,到达设定压力后进行保压,时

间30min,温度控制在10℃。本实验采用100、200、300、400MPa等4个压力等级进行超高压处理,空

白对照为常压(0.1MPa)下经酶抑制剂单独处理的样品。经处理后的样品及空白对照于4℃下进行贮

藏,尽快完成各项指标检测。

2.2.3 荔枝果肉中POD的提取与测定

  POD酶样的提取与测定基本参照Prestamo等[17]的方法,稍作修改。以0.05mol/L,pH8.0的

Tris-HCl缓冲液(内含1%聚乙烯聚吡咯烷酮)为提取液,冰浴研磨,12000r/min离心5min,取上清液

为粗酶液。以愈创木酚和过氧化氢为底物测定POD活性,于470nm下记录光密度变化值,以每分钟

变化0.001个光密度为一个酶活单位,重复3次。

2.2.4 荔枝果肉中PME的提取与测定

  PME酶样的提取及测定均参照Alonso等[18]的方法。以1mol/L,pH7.5的NaCl溶液为提取液,

冰浴研磨,12000r/min离心5min,取上清液为粗酶液。以果胶(Sigma)为底物测定PME活性,于

620nm下记录光密度变化值,以每分钟变化0.001个光密度为一个酶活单位,重复3次。

3 结果与分析

3.1 酶抑制剂单独处理对荔枝果肉中POD和PME活性的影响

  单纯的酶抑制剂处理对荔枝果肉中POD和PME活性的影响如图1、图2所示。从图1可见,经过

柠檬酸、L-抗坏血酸和氯化钙等3种酶抑制剂组合溶液处理后,荔枝果肉中POD的活性显著下降,其

中,经酶抑制剂A组合溶液处理后,荔枝果肉中POD相对活性为对照的23.7%;经酶抑制剂B组合溶

液处理后,荔枝果肉中POD相对活性为对照的16.9%。从图2可以发现,经过酶抑制剂组合溶液处理

后,荔枝果肉中PME的活性显著上升,其中,经酶抑制剂A组合溶液处理后,荔枝果肉PME相对活性

为对照的275.1%;经酶抑制剂B组合溶液处理后,荔枝果肉PME相对活性为对照的169.6%。可见,

柠檬酸、L-抗坏血酸和氯化钙等3种酶抑制剂组合处理可明显钝化荔枝果肉中POD的活性,但是却显

著激活了PME的活性。
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图1 酶抑制剂单独处理对荔枝果肉中POD的影响

Fig.1 EffectofenzymeinhibitorsonPODinlitchipulp

图2 酶抑制剂单独处理对荔枝果肉中PME的影响

Fig.2 EffectofenzymeinhibitorsonPMEinlitchipulp

3.2 超高压与酶抑制剂联合处理对荔枝果肉中POD活性的影响

  超高压与酶抑制剂联合处理对荔枝果肉中POD活性的影响如图3、图4所示。从图3可见,当采

用酶抑制剂A组合溶液与超高压联合处理时,荔枝果肉中POD的活性除在200MPa压力下与对照基

本一致外,在其它压力下均比对照有所提高。从图4可见,当采用酶抑制剂B组合溶液与超高压联合

处理时,在100~300MPa下,POD酶活有所下降,但在400MPa压力下,酶活又显著上升。此结果表

明,在浓度较低(A组合)时,酶抑制剂与超高压联合处理会诱导POD酶活性的上升,但在较高浓度(B
组合)下可与一定压力值(100~300MPa)的超高压处理发挥一定的协同抑制作用。

图3 超高压与酶抑制剂A组合联合处理对

荔枝果肉中POD的影响

Fig.3 Effectofcombinedtreatmentofultrahigh

pressureandenzymeinhibitors(GroupA)

onPODinlitchipulp

图4 超高压与酶抑制B组合联合处理对

荔枝果肉中POD的影响

Fig.4 Effectofcombinedtreatmentofultrahigh

pressureandenzymeinhibitors(GroupB)

onPODinlitchipulp

3.3 超高压与酶抑制剂联合处理对荔枝果肉中PME活性的影响

  从图2结果可知,酶抑制剂A、B两种组合溶液都激活了荔枝果肉中的PME。超高压与酶抑制剂

联合处理对荔枝果肉中PME活性的影响如图5、图6所示。从图5可见,采用酶抑制剂A组合溶液与

超高压联合处理,虽然在100~400MPa压力下均使PME活性有所降低,但是,比新鲜荔枝果肉中的

PME活性仍然要高(见图2)。从图6可以发现,采用酶抑制剂B组合溶液与超高压联合处理,在100~
400MPa压力下都没有使PME活性降低,在200~400MPa压力下还使PME的活性升高。因此,酶抑

制剂A、B两种组合溶液与超高压联合处理对于荔枝果肉中PME的钝化不但都不存在协同抑制效应,
反而在一些压力下还使酶活显著上升。此结果表明,对荔枝果肉中PME活性而言,超高压与酶抑制剂

之间表现出了一定的拮抗性。
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图5 超高压与酶抑制剂A组合联合处理对

荔枝果肉中PME的影响

Fig.5 Effectofcombinedtreatmentofultrahighpressureand
enzymeinhibitors(GroupA)onPMEinlitchipulp

图6 超高压与酶抑制剂B组合联合处理对

荔枝果肉中PME的影响

Fig.6 Effectofcombinedtreatmentofultrahighpressureand
enzymeinhibitors(GroupB)onPMEinlitchipulp

4 讨 论

  采用酶抑制剂进行处理是食品加工中常用的辅助手段之一,其中柠檬酸、抗坏血酸和氯化钙是几种

最常用的酶抑制剂[19]。柠檬酸是金属离子螯合剂,可以螯合Cu2+、Mg2+、Fe2+ 等多价金属离子,这些

金属离子通常为酶的作用辅基,缺乏它们会使酶的催化活性下降[20];抗坏血酸是一种抗氧化剂,可以清

除氧自由基,因此对于POD、PPO以及LOX等此类氧化酶有较好的抑制作用[21],通常认为抗坏血酸与

柠檬酸复合使用效果更佳;此外,由于柠檬酸和抗坏血酸也是一种酸味剂,可以使体系的pH值下降,使
酶偏离它们的最适作用pH值,导致活性下降[20]。氯化钙是一种固化剂,研究表明,Ca2+有交联作用,
可以使果蔬类食品中的细胞壁多糖成分———果胶类物质形成紧密交联网络结构,从而使果胶酶对它的

降解作用大为减弱[22-23];另外,有文献报道,达到一定浓度的氯化钙对POD等氧化酶类也有一定的抑

制作用[19]。抑制剂对酶的抑制作用不是绝对的,在其浓度较低时可能是酶的激活剂,因此在进行处理

时,酶抑制剂的使用浓度必须控制得当。在本实验中,3种酶抑制剂复合使用,发现对荔枝果肉中POD
的活性有显著抑制作用,且浓度越高效果越明显。然而,其处理同时又激活了PME的活性,这可能是

由于低浓度氯化钙起了相反作用的缘故。
采用酶抑制剂与超高压联合处理对食品中酶的影响已有许多报道。Weemaes等[24]研究了不同

pH值、各种试剂包括EDTA、苯甲酸钠、氯化钠以及4-己基间苯二酚分别与超高压联合处理对鳄梨和

蘑菇中PPO的影响,发现有的试剂可以提高酶对高压的敏感性,使酶的高压失活阈值下降;而有的试剂

会使酶的高压稳定性提高。Prestamo等[25]研究了采用蔗糖和抗坏血酸组合溶液对苹果切片进行浸

泡,再进行超高压处理,结果发现二者对于钝化POD没有协同作用,但是由于抗坏血酸的保护作用,可
以防止由高压导致的酶促褐变,并且有很好的灭菌效果。Broeck等[26-27]研究了蔗糖和Ca2+分别与超高

压联合处理对柑橘中PME的影响,结果发现随着Ca2+浓度的上升,PME在高压条件下的稳定性上升,
表明Ca2+与超高压处理对于PME活性的影响存在拮抗作用。从他们的研究结果中可以发现,酶抑制

剂处理有改变酶高压敏感性的作用,然而一些金属离子型的酶抑制剂(如氯化钠、氯化钙等)虽然自身对

酶活有影响,却能够提高酶的高压稳定性。酶抑制剂与超高压处理对酶活的影响,二者机理不同,因此

它们之间并不一定存在协同效应。
即使达到灭菌效果的压力等级,也并不一定能够钝化食品中的酶。另外,由于超高压处理会破坏食

品物料的组织结构,导致区域化结构去除,会促使酶和底物相接触,导致酶促变质。我们在过去的研究

中发现,荔枝果肉中的POD和PME是两种耐压酶,单纯的超高压处理不能使它们的活性显著下降[16]。
通过本工作的实验研究表明:超高压与酶抑制剂联合处理对荔枝果肉中POD的钝化存在一定的协同

效应,且浓度越高,协同抑制效应越明显;而超高压与酶抑制剂联合处理对荔枝果肉中PME的钝化却

表现出一定的拮抗性。
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InfluenceofCombinedTreatmentofUltraHighPressureandEnzyme
InhibitorsonPeroxidaseandPectinMethylEsteraseinLitchiPulp

HUANGLi1,2,SUNYuan-Ming1,CHENBai-Nuan3,
HUANGWei1,ZHANGuo-Lian

(1.CollegeofFoodScience,SouthChinaAgriculturalUniversity,Guangzhou510642,China;

2.GuangdongAgriculture,IndustryandBusinessPolytechnicCollege,Guangzhou510507,China;

3.CollegeofIndustrialEquipmentandControlEngineering,SouthChinaUniversity
ofTechnology,Guangzhou510641,China)

Abstract:Inordertoinvestigatetheeffectsofcombinedtreatmentofultrahighpressure(UHP)and
enzymeinhibitorsontheactivitiesofperoxidase(POD)andpectinmethylesterase(PME)inlitchi
pulp,twokindsofenzymeinhibitorprescriptionsweredesignedincludinggroupA(citricacid5g/L+
L-ascorbicacid2.5g/L+calciumchloride5g/L)andgroupB(citricacid10g/L+L-ascorbicacid
5g/L+calciumchloride10g/L).Afterbeingimmersedinenzymeinhibitorsolutionsfor10min,the
pulpoflitchi(LitchichinensisSonncv.Huaizhi)wassubjectedtoUHPtreatment(100~400MPafor
30minat10℃).TheactivitiesofPODandPMEweredetectedbyspectrophotometry.Resultsshowed
thatseparatetreatmentofgroupAorgroupBcouldleadtoobviouspassivationofPODandprominent
activationofPME.CombinedtreatmentofUHPandgroupAcouldnotmaketheactivitiesofPODand
PMEdecrease.TheinfluenceofcombinedtreatmentofUHPandgroupBonPODandPMEhadrele-
vancetopressurevalue,thePODactivityloweredwhenthecombinedtreatmentof100~300MPaand
groupBwasapplied,andthePMEactivityraisedobviouslywhenthecombinedtreatmentof200~
400MPaandgroupBwasapplied.So,combinedtreatmentofUHPandenzymeinhibitorshadcertain
synergisticeffectforPODinactivation,andthesynergisticinhibitioneffectwouldbemoreobvious
withhigherconcentrationofenzymeinhibitors;butcombinedtreatmentofUHPandenzymeinhibitors
showedcertainrivalryforPMEinactivation.
Keywords:ultrahighpressure(UHP);enzymeinhibitor;litchipulp;peroxidase(POD);pectinmethyl
esterase(PME)
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