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温压协同处理黑莓β-葡萄糖苷酶
失活动力学研究

∗

魏本喜，马永昆，马善丽，严　蕊，张　龙，白　洁
(江苏大学食品与生物工程学院，江苏镇江　2120 1 3)

　　摘要：以黑莓β-葡萄糖苷酶为对象，研究其温压协同条件下的失活动力学规律，可为超高

压食品处理技术的工业化和花色苷的保留提供有力的技术支持。实验压力为 300~600 MPa，
温度为 3 5~55 ℃。结果表明：β-葡萄糖苷酶在温压协同条件下的失活过程为两个阶段，第一

阶段用瞬时失活值描述，压力和温度影响其大小，不受保压时间影响；第二阶段将β-葡萄糖苷

酶分为稳定部分和敏感部分，β-葡萄糖苷酶的失活过程用双相一级反应动力学模型描述，其失

活速率常数随温度、压力的升高而增大。敏感部分和稳定部分在 400 MPa、5 5 ℃条件下，失活

速率常数 K L 和 K S 分别为 2.777 和 0.047 min－1，二者失活 90%所需时间 D L 和 D S 分别为

0.83 和 49.1 min。在 400 MPa 条件下，敏感部分的 D 值减少 90%所需增加的温度 T Z 和活

化能 E a 分别为 23.36 ℃和 8 1.95 kJ/mol；在 45 ℃条件下 D 值减少 90%所需增加的压力 p Z
和活化体积V a 分别为 1 1 1 1 MPa 和－5.02 cm3/mol。
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1　引　言

　　黑莓(Blackberry)原产北美，属蔷薇科(Rosaceae)、悬钩子属(Rubus L)，其果实成熟后颜色紫黑，其
中的色素主要是花色苷。研究证实，花色苷具有抗氧化[1]、抗癌[2]、抗真菌[3]、抗突变[4]和清除自由基[5]

的生物活性，因此黑莓具有很高的经济利用价值。
花色苷很不稳定，其稳定性与加工和贮藏过程中的一些理化因子，如 pH 值、温度、光、氧、酶和抗坏

血酸等密切相关[6-7]。β-葡萄糖苷酶(EC 3.2.1.21，β-Glu)是引起花色苷降解的重要酶类之一，它属于

水解酶类，可水解结合于末端、非还原性的β-D-糖苷键。199 5 年，Huang[8]和 Wightman 等[9]发现，

β-Glu能水解花色苷的糖苷键，生成糖和花色苷配基。大量研究表明：β-Glu 可降解荔枝[10]、茄子[1 1]、西
西里血橙[12]等的花色苷。采用加热处理可使β-Glu 失活，从而减少花色苷的酶解损失，但大于 60 ℃的

加热处理会导致黑莓花色苷较大程度的损失[1 3]。超高压(High Hydrostatic Pressure，HHP)作为一种

非热物理加工技术，可破坏维持蛋白质三级结构的盐键、疏水键和氢键等化学键，导致其空间结构发生

变化，甚至变性，但对蛋白质一级、二级结构的共价键影响较小[14]。在此基础上，研究发现超高压处理

可以钝化β-Glu
[1 5]，从而增加树莓汁[1 6]、草莓汁[1 7]、石榴汁[18]等果汁中花色苷的稳定性，达到较好的保
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持产品的色泽和抗氧化等功能的目的。
本工作研究超高压在较低温度条件下黑莓β-Glu 的失活动力学，以确定黑莓β-Glu 的最佳灭酶参

数，可为超高压食品处理技术的工业化和花色苷的保留提供有力的技术支持。

2　材料和方法

2.1　材料及试剂

　　黑莓：购于南京溧水，2009 年 6 月收获，品种 hull，－20 ℃冻藏保存。
试剂：4-硝基苯-β-D-吡喃葡萄糖苷(pNPG)购于 Sigma 公司；Na2 CO3、(NH 4)2 SO4、柠檬酸、

Na2 HPO4 均为分析纯，购于国药集团化学试剂有限公司。

2.2　实验设备

　　UHPF-800MPa-3L 型超高压设备，循环水浴精确控温，增压速率为 200 MPa/min，传压介质为癸二

酸二辛酯(包头科发新型高技术食品机械有限责任公司)；UV-1600 型紫外分光光度计(北京瑞利分析

仪器有限公司)；Avanti Centrifuge J-25 型冷冻离心机(Beckman 公司)；501 6 1N 型打浆机(Hamilton
Beach 公司)。

2.3　实验方法

2.3.1　β-Glu 的提取及初步纯化

　　将黑莓与 0.1 mol/L 柠檬酸与 0.2 mol/L Na2 HPO4(pH 值 4.6)缓冲液混合(质量体积比为 1∶1)
打浆后提取 2 h，离心(11 325g，30 min)取上清液经纱布过滤，滤液加 3%活性炭于 1 90 r/min 摇床脱色

50 min，离心(17 6 9 6g，20 min)取上清液过滤。滤液缓慢添加(NH 4)2 SO4 至 30%饱和度盐析 1 h 后离

心(17 696g，20 min)，取上清液。继续添加(NH4)2 SO4 至 80%饱和度，盐析 2 h 后离心(17 696g，20 min)，
取酶活性较高部分溶于上述相同缓冲液(溶解后体积为打浆时缓冲液体积的 1/7)，于－20 ℃下冷冻备

用。以上步骤均在 4 ℃下进行。

2.3.2　超高压处理

　　取 1 mL 粗酶液封装于特制高压袋中，置超高压处理腔经 2 min 的温度平衡后开始升压，达到设计

压力后自动计时，保压时间达到后自动卸压，卸压时间 t≤3 s。黑莓β-Glu 在 45 ℃、300~600 MPa 条
件下和 400 MPa、35~55 ℃条件下处理 1~30 min，样品取出后立即置于冰水中冷却，4 ℃冰箱中保存

待酶活分析。保压时间为零(温度平衡后升至所需压力立即手动卸压)的样品作为空白样品。

2.3.3　酶活分析

　　β-Glu 酶活的测定采用 Orruno 等的方法[1 9]。200 μL 粗酶样品加入到 400 μL 5 mmol/L pNPG 溶

液和 400 μL 0.1 mol/L 柠檬酸-0.2 mol/L Na2 HPO4(pH 值 4.6)缓冲液的混合液中，40 ℃下酶解 1 h，
取出立即加入 2 mL 1 mol/L Na2 CO3 终止反应，405 nm 下测定其吸光度。空白样以 200 μL 蒸馏水代

替粗酶。

β-Glu 在上述条件下酶解 pNPG 1 min 内生成 1 μmol 对硝基苯酚定义为一个酶活力单位。此条件

下对硝基苯酚的摩尔消光系数为 1 8 3 50 L/(mol•cm)。

2.3.4　失活可逆性研究

　　将 45 ℃条件下经 300 和 600 MPa 压力处理 1 0 min 后的粗酶样品放入 20 ℃的恒温水浴锅内保温

并开始计时，分别取 0、2、4、6、8、12 h 时的酶样进行酶活分析，相对酶活 AR 表示为

AR(%)＝ A tA t0 ×
1 00 (1)

式中：A t 为保温时间为 t 时的样品酶活，A t0为保温时间为零时的酶活。

2.4　数据分析方法

　　酶的失活过程通常可以用一级反应动力学进行描述

ln(A/A 0)＝－kt (2)
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式中：A 0 为处理时间为零时的酶活；A 为处理时间为 t 时的酶活；k 为温压协同条件下β-Glu 的失活速

率常数(min－1)；t 为处理时间(min)。
当酶的钝化速率呈现前快后缓的趋势时，可用双相一级反应动力学模型(Two Fraction Model)描

述其失活过程[20-2 1]。此模型假设样品中存在两类同工酶，分别为稳定部分(Stable Fraction，SF)和敏感

部分(Labile Fraction，LF)，一部分可能比另一部分更为耐压或耐热[22]，都遵循一级反应动力学且相互

之间没有影响。由方程(3)表示

A ＝A L exp(－k Lt)＋A S exp(－k St) (3)

式中：A L 和 A S 分别为β-Glu 中 SF 和 LF 的质量分数；k L 和 k S 为 SF 和 LF 的失活速率常数(min－1)。
在一定温压协同条件下，酶失活 90%所需要的时间定义为 D 值

D ＝ ln
(10)
k

(4)

D 值减少 90%所需增加的压力或温度分别用 p Z(MPa)和 T Z(℃)表示，由如下两方程求得

lg D 1D 2[ ]＝ p 1 －p 2p Z
(5)

lg D 1D 2[ ]＝ T 1 －T 2T Z
(6)

Eyring 方程(方程(7))和 Arrhenius 方程(方程(8))经常用来评价温度和压力对酶失活过程的影

响[23-24]，表现为反应活化体积V a(cm3/mol)和反应活化能 E a(kJ/mol)。

ln k 1k 2[ ]＝ V a

R pT p 2 －p 1[ ] (7)

ln k 1k 2[ ]＝ E aRT
1
T 2 －

1
T 1[ ] (8)

式中：p 2 和 p 1、T 2 和 T 1 分别为对应于 D 2 和 D 1、k 2 和 k 1 的压力(MPa)与绝对温度(K)。R p 和R T 为

常数，分别为 8.3 14 cm3•MPa/(mol•K)和 8.3 14 J/(mol•K)。借助 Sigma Plot 的线性回归程序，p Z
和 T Z 为 lg D 分别与 p 和T 线性回归所得直线斜率的倒数；V a 通过 ln k 对压力 p 线性回归所得直线

的斜率求得，E a 通过 ln k 与 1/T 线性回归所得的斜率求得。

瞬时灭活值(Instantaneous Pressure Kill Value，IPK)[25]：温压协同瞬时处理所引起酶活降低的百

分率，不受处理时间影响。以 lg [(A t×100)/A control]对处理时间 t 线性回归，所得直线后推至 0 min 时

所得截距的值记为 a，则有

瞬时灭活值(IPK)＝ (100－ 1 0a)% (9)

3　结果与分析

图 1　超高压处理后样品相对酶活与保温时间的关系

Fig.1　Relationship between relative enzyme activity
and treatment time of the sample with HHP processing

3.1　温压协同处理黑莓β-Glu失活可逆性研究

　　在 45 ℃下经 300、600 MPa 条件处理 1 0 min

后，样品在 20 ℃水浴中相对酶活随保温时间的变化

趋势，见图 1。由于压力诱导蛋白质变性是高度可

逆的，大多数酶溶液当压力下降到 0.1 MPa 时，因

压力诱导的酶变性而失去的酶活完全再生需要几个

小时[26]。黑莓β-Glu 在经过 1 2 h 的保温后相对酶

活没有发生显著变化(p＞0.05)，说明超高压协同

温度钝化黑莓β-Glu 的过程是不可逆的。
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3.2　45 ℃条件下压力处理对黑莓β-Glu 酶活的影响

　　在 45 ℃条件下，β-Glu 经不同压力处理后残留酶活(A t×100)/A control对时间的半对数图如图 2(a)
所示，残留酶活和时间具有良好的线性关系(R 2≥0.9 1 4)，说明黑莓β-Glu 在 1~10 min 内符合一级反

应动力学。根据方程(9)由各回归线后推至 0 min 所得的截距可计算出 IPK。在 45 ℃条件下，经 300~
500 MPa 处理后黑莓β-Glu 的 IPK，见表 1，可见随压力升高，IPK 增大。

图 2　黑莓β-Glu 在不同温压协同条件下的失活动力学(各回归线后推至时间 0 min 的截距用来计算 IPK)

Fig.2　Inactivation kinetics of blackberryβ-Glu in different pressure-temperature domains
(Extrapolated intercept to time zero is used in calculating the instantaneous pressure kill value)

图 3　45 ℃条件下压力处理黑莓

β-Glu 相对酶活随保压时间的变化

(曲线由双相一级反应动力学模型作出)

Fig.3　Residual activity of blackberry

β-glucosidase after pressure processing
as a function of treatment time at 45 ℃

(Modeled curves are given based on the two-fraction model)

　　黑莓β-Glu 相对酶活在 0~10 min 内下降较快，

10 min后相对酶活下降趋于平缓，见图 3，与 Vila-Real
等[27]研究结果一致。45 ℃条件下，经 300~600 MPa
不同压力处理 3 min 后，β-Glu 失活率分别为 3 9%、

68%、86%、90%；而处理 1 0 min 后β-Glu 失活率分

别为 41%、90%、96%、98%，且不再显著变化，失活

过程符合双相一级反应动力学模型(R 2≥0.960)，
说明黑莓β-Glu存在一种或几种同工酶，他们对压力

或温度的敏感性不同而呈现出不同的失活速率，从
而导致失活过程呈现先快后缓的趋势。β-Glu 在

45 ℃、300 MPa 条件下，最终失活率为 41%；而在

45 ℃、400 MPa 条件下，最终失活率则迅速增加至

90%；继续增加压力，黑莓β-Glu的最终失活率无显

著变化，说明 45 ℃条件下大于 300 MPa 的压力对

黑莓β-Glu 失活速率常数影响较大。
在 45 ℃、不同压力条件下黑莓β-Glu LF 的 K L

和 D L 见表 1，压力越高其失活速率常数 K L 越大

(D L 越小)，K L 和压力的线性相关系数 R 2＝0.9 60。另外，β-Glu SF 的 k S 远小于 LF 的 k L(D S 远大于

D L)，说明温压协同条件下黑莓β-Glu LF 的失活速度大于 SF 的失活速度，这可能由于黑莓β-Glu LF
对温度和压力较为敏感导致。

p Z 表示压力变化对β-Glu D 值的影响，黑莓β-Glu LF 和 SF 的 D 值变化一个对数所需压力的变化

p Z，L和 p Z，S分别为 1 1 1 1 MPa 和 3 3 3 MPa，见图 4(a)。根据方程(7)可得，黑莓β-Glu 在 45 ℃条件下的

反应活化体积V a 分别为V a，L＝－5.02 cm3/mol；V a，S＝－17.98 cm3/mol，见图 6(b)。由于V a，S＜V a，L，
说明黑莓β-Glu 中 LF 比 SF 具有更高的压力稳定性。
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图 4　45 ℃条件下压力处理黑莓β-Glu 稳定和敏感部分的 p Z 和V a 值

Fig.4　p Z andV a for pressure-dependence inactivation of the stable fraction and labile fraction
forβ-glucosidase in blackberry at 45°C

3.3　400 MPa 条件下中温处理对黑莓β-Glu 酶活的影响

　　在 400 MPa条件下，β-Glu经不同温度处理后残留酶活(At×100)/A control对时间的半对数图如图 2(b)
所示，根据方程(9)计算出 400 MPa 下 3 5、45 和 5 5 ℃的 IPK 值分别为 47%、57%和 7 7%，见表 1，随温

图 5　400 MPa 条件下加热处理黑莓

β-Glu 相对酶活随保压时间的变化

(曲线由双相一级反应动力学模型作出)

Fig.5　Residual activity of blackberry

β-glucosidase at different temperatures
as a function of time at 400 MPa

(Modeled curves are given based on the two-fraction model)

度的升高 IPK 增大。
在 400 MPa 条件下，黑莓β-Glu 相对酶活在不

同温度条件下随保压时间的变化如图 5 所示，黑莓

β-Glu酶活在 1~10 min 内下降较快，10 min 后酶活

下降趋于平缓，相对酶活随时间变化的曲线与方程

(1)的拟合度不理想(R 2≤0.898)，而双相一级反应

动力学模型则可以较好的描述黑莓β-Glu 在此条件

下的失活过程(R 2≥0.985)，进一步说明黑莓β-Glu
存在同工酶，从而导致其失活过程呈现先快后缓的

趋势。400 MPa 条件下，经 3 5~55 ℃不同温度处理

2 min 后黑莓β-Glu 酶活失活率分别为 20%、68%
和 86%，保压时间延长对其最终失活率无显著影

响，其最终失活率分别为 45%、90%和 9 3%。
在 400 MPa 条 件 下、不 同 温 度 处 理 后 黑 莓

β-Glu LF 的 K L 和 D L 见表 1，温度越高其失活速率

常数 K L 越大(D L 越小)，K L 和温度的线性相关系

数 R 2＝0.803，小于 K L 和压力的线性相关系数(R 2

＝0.960)，说明黑莓β-Glu LF 的失活速率常数受压力的影响更大。本实验中 400 MPa 协同 5 5 ℃处理

β-Glu 所得 K L(2.777 0 min－1)远大于杏仁β-Glu 经 5 5 ℃处理[28]时的 K L(0.05 1 8 min－1)，这可能由于

处理方式、酶来源、酶纯度等条件的不同而导致。

T Z 表示温度变化对β-Glu D 值的影响，黑莓β-Glu LF 和 SF 的 D 值减少一个对数所需温度的变

化T Z，L和TZ，S分别为 23.36 ℃和 1 7.76 ℃，见图 6(a)。根据方程(8)计算可得，黑莓β-Glu在 400 MPa条件

下的反应活化能 E a 分别为 E a，L＝81.59 kJ/mol 和 E a，S＝107.88 kJ/mol，见图 6(b)。由于 E a，L＜E a，S，说明

黑莓β-Glu中 SF比 LF具有更高的热稳定性。
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表 1　温压协同处理黑莓β-葡萄糖苷酶的动力学参数（1）及不同条件下的 IPK 值（2）

Table 1　Estimation of the kinetic parameters forβ-glucosidase from blackberry base on the two-fraction model
and the instantaneous pressure kill time value at different pressure-temperature domains

T/(℃)p/(MPa) AL/(%) A S/(%) K L/(min－1) K S/(min－1) DL/(min) DS/(min)R2(p＜0.05) IPK/(%)

3 5 400 3 7.00±5.02 6 1.42±4.89 0.387±0.01 1 0.004±0.000 5.95 6 5 7.88 0.987 3 47.07

45 400 82.50±9.71 2 1.02±8.91 0.55 7±0.035 0.01 5±0.001 4.1 3 1 5 5.58 0.985 6 5 7.25

5 5 400 84.65±5.12 1 5.33±4.09 2.777±0.058 0.047±0.004 0.83 49.10 0.99 9 4 7 7.54

45 300 45.80±8.00 5 6.1 3±6.94 0.49 6±0.02 1 0.006±0.001 4.64 3 7 7.47 0.960 3 45.24

45 500 94.77±3.44 5.71±3.10 0.709±0.05 7 0.026±0.005 3.24 88.5 6 0.99 7 2 72.06

45 600 9 3.99±2.33 5.95±2.18 0.885±0.045 0.049±0.004 2.60 46.6 1 0.998 9 78.83

　　Note：(1)Two-fraction model：A＝AL exp(－k Lt)＋A S exp(－k St).A S and AL：Activity of the labile and stable frac-
tions in relation to total enzyme inactivation.k L and k S：Inactivation rate constants of both labile and stable frac-
tion.D S and D L：Decimal reduction times of both labile and stable fraction which are estimated by Eq.(5)based
on the respective mean values of k.Data represent means ±SD，n＝3.
(2)IPK：The oretical value of IPK.

图 6　400 MPa 条件下加热处理黑莓β-葡萄糖苷酶稳定和敏感部分的 T Z 和 E a 值

Fig.6　T Z and E a for temperature-dependence inactivation of the labile fraction and stable fraction
forβ-glucosidase from blackberry at 400 MPa

4　结　论

　　(1)温压协同处理黑莓β-Glu 的失活过程不可逆，失活速率常数随温度和压力的升高而增大。
(2)温压协同条件下β-Glu 的失活过程分为两个阶段：第一阶段用瞬时失活值描述，其大小不受保

压时间影响，随温度或压力的升高而增大；第二阶段为 IPK 后的失活过程，用双相一级反应动力学模型

描述，不同温压协同条件处理黑莓β-Glu，其酶活在 1~10 min 内下降较快，10 min 后处理时间的延长

对酶活无显著影响。
(3)黑莓β-Glu SF 表现出比 LF 更高的热稳定性，LF 表现出比 SF 更高的压力稳定性，温压协同条

件下 LF 的失活速度大于 SF 的失活速度。
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Inactivation Kinetics of Blackberryβ-Glucosidase
by Combined High Hydrostatic Pressure

and Temperature Treatments

WEI Ben-Xi，MA Yong-Kun，MA Shan-Li，
YAN Rui，ZHANG Long，BAI Jie

(School of Food and Biological Engineering，

J iang su University，Zhenj iang 2 1 20 1 3，China)

Abstract：The inactivation kinetics ofβ-glucosidase in blackberry were investigated at high hydrostatic
pressure (300-600 MPa)combined with moderate temperature (35-55 ℃).Analysis of the obtained
kinetic data revealed a dual-effect of combined pressure-temperature inactivation：the first one，designated
as an instantaneous pressure kill value (IPK)，which depended on temperatures and pressures，but was
independent of treatment time；and the second one，a labile and stable fraction ofβ-glucosidase from
blackberry are present and the inactivation kinetics ofβ-glucosidase by high hydrostatic pressure combined
with temperatures are adequately described by the two-fraction model.The kinetic rate constants K L

and K S of labile and stable fractions are 2.777 and 0.047 min－1，and the decimal reduction times D L
and D S are 0.83 and 49.1 min at 400 MPa and 5 5 ℃.T Z representing the needs of temperature increase
for a 90% reduction of the D value and the activation energy E a of the labile fraction at 400 MPa are
23.36 ℃ and 81.95 kJ/mol，p Z representing the needs of pressure increase for a 90% reduction of the
D value and the activation volumeV a at 45 ℃ are 1 1 1 1 MPa and －5.02 cm3/mol.
Key words：high hydrostatic pressure；blackberry；β-glucosidase；inactivation；kinetics
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