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超高压对酱曲多酚氧化酶激活和钝化作用动力学研究
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摘要：研究了超高压处理（１００～５００ＭＰａ，１～２０ｍｉｎ）和热处理（４０、６０、９０℃，１～２０ｍｉｎ）对酱曲多酚氧化酶

（Ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｏｘｉｄａｓｅ，ＰＰＯ）活性的影响，并分析了 ＰＰＯ的压变动力学。试验结果表明：较低的超高压加工（ＨＰＰ）处理

（１００～３００ＭＰａ）对酱曲 ＰＰＯ有激活作用，２００ＭＰａ处理 １０ｍｉｎ能最大限度地激活酱曲 ＰＰＯ，相对活性为 １３５％；较

高的 ＨＰＰ处理（３５０～５００ＭＰａ）对酱曲 ＰＰＯ有显著的钝化作用，且钝化效果随着压力的增加和处理时间的延长而

逐渐增强，但随着处理时间的延长，钝化作用趋于一个最大值，该最大值在 ３５０、４００、４５０、５００ＭＰａ时分别为

７４０％、５５４％、６２８％、６６５％。通过动力学模型拟合发现：酱曲 ＰＰＯ的激活／钝化特征在不同压力范围表现不

同。１００～２００ＭＰａ的 ＨＰＰ处理对酱曲 ＰＰＯ的钝化符合两段式一级动力学模型（Ｒ２≥０９７０）；２５０～３００ＭＰａ的 ＨＰＰ

处理对酱曲 ＰＰＯ的激活作用符合一级分数转换模型（Ｒ２≥０９９４）；而 ３５０～５００ＭＰａ的 ＨＰＰ钝化处理符合两段式

动力学模型与一级动力学模型的混合模型（Ｒ２≥０９９５）。试验结果为更进一步的探索研究奠定了理论基础。
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　　引言

黄豆酱是以大豆和淀粉为主要原料，利用米曲

霉等微生物，经过发酵制成的半流动状态发酵食品。

传统黄豆酱是经过自然接菌，发酵 ５～６个月而成。
米曲霉及其分泌的酶在酱曲培养和酱醪发酵中发挥

了重要作用
［１］
。在酱曲制备过程中，微生物生长并

分泌出大量的酶，包括淀粉水解酶、蛋白酶、多酚氧

化酶、脂肪水解酶等。因此，酱曲中酶的活性对产品

品质有着至关重要的作用。

多酚氧化酶（ＰＰＯ）是黄豆酱酱曲中米曲霉分泌
的重要酶系之一，对酱色素的形成起着重要的作用。

酱色素是豆酱的重要成分之一，也是衡量豆酱品质

的重要感官指标
［２］
。酱色素的主要形成途径是通

过 ＰＰＯ的酶促褐变反应将基料中酚类物质、酪氨酸
等氧化成黑色素。因此，ＰＰＯ的活性对酱色素的形
成及最终产品的品质有重要的影响。ＰＰＯ活性提
高，可缩短酱醪发酵时间、改善产品品质

［３－５］
。

超高 压 加 工 （Ｕｌｔｒａｈｉｇｈｐｒｅｓｓｕｒｅｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ，
ＨＰＰ）作为一种非热加工手段广泛应用于食品工业，
压力对食品中酶的影响是一项重要的研究内容。

ＨＰＰ对酶活性的影响取决于酶的种类、来源、压力、
温度和处理时间等因素，其作用效果主要分为 ２个
方面：较低压力可激活酶的活性；较高的压力可抑制

酶的活性。目前，国内外已有众多学者研究过 ＨＰＰ
对酶活性的影响

［６－１４］
。然而，关于 ＨＰＰ对黄豆酱酱

曲 ＰＰＯ的研究却鲜见报道。另外，国内诸多关于
ＨＰＰ对酶活性的研究中，由于超高压设备的限制，
酶在处理过程中的温度并不能被精准地测定及有效

地控制，而温度对酶活性的改变有显著的影响。因

此，现有的大多关于 ＨＰＰ对 ＰＰＯ活性的研究有一定
的不足。

本文以传统发酵黄豆酱酱曲为对象，在精准测

定和有效控制高压腔和传压介质温度的条件下，研

究 ＨＰＰ对酱曲 ＰＰＯ活性的影响，拟合酶活性变化的
动力学模型，寻找 ＨＰＰ激活酱曲 ＰＰＯ酶活性的最佳
工艺参数，探索利用 ＨＰＰ缩短黄豆酱发酵周期和改
善产品品质的可行性。

１　材料与方法

１１　材料与试剂
米曲霉（沪酿３０４２）由绍兴至味食品有限公司

提供；大豆（Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ），购于杭州沃尔玛超市，
２０１３年产自黑龙江；绿豆汁（５°Ｂé），实验室自制；
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，马铃薯可溶性淀粉，（ＮＨ４）２ＳＯ４、琼
脂，购于国药化学试剂公司；邻苯二酚，ＭｃＩｌｖａｉｎｅ缓
冲液，购于 Ｓｉｇｍａ公司。
１２　主要仪器与设备

“Ｋ”型热电偶（美国 ＯｍｅｇａＳｔａｍｆｏｒｄ公司）；
３４９７０Ａ型数据采集仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；５８１０Ｒ
型离心机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；Ｔ６型紫外分光光
度计（北京普析通用仪器有限公司）；ＰＢ １０型 ｐＨ
计（德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司）；包装机（上海余特包装机
械有限公司）；恒温循环器（宁波海曙赛福实验仪器

厂）。

超高压处理设备由包头科发高压科技有限责任

公司提供，并通过改造加装温度检测和控制单元，如

图１所示，设备为立式结构，由增压系统、承压容器、
温度检测系统和保温系统组成。设备的最大工作压

力为６００ＭＰａ，有效容积为 ５Ｌ，有效工作温度 ４～
８０℃，传压介质为纯净水，该设备的增压速率约为
１１０ＭＰａ／ｍｉｎ，卸压速率为 ９０～１２０ＭＰａ／ｓ。高压腔
内连接有２根“Ｋ”型热电偶 ａ和 ｂ，分别用于测定腔
内传压介质和样品的温度。

图 １　超高压试验装置示意图

Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｆａｐｐａｒａｔｕｓｆｏｒｈｉｇｈｐｒｅｓｓｕｒｅｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ
１．传压介质容器　２．恒温循环器　３．保温夹层　４．高压堵头　

５．高压腔体　６．高压腔　７．样品　８．“Ｋ”型热电偶　９．计算机

１０．数据采集仪　１１．倍加器　１２．卸压阀
　

１３　试验方法
１３１　酱曲的制备

酱曲制备方法由绍兴至味食品有限公司提供，

如图２所示，黄豆清洗后于常温下（２５℃）浸泡１２ｈ，
蒸煮６０ｍｉｎ后冷却至约 ４０℃。冷却后的黄豆与小
麦面粉以质量比 ３∶１的比例进行混合，再接种米曲
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霉种曲（质量分数 ０１％），均匀混合后于恒温恒湿
箱进行两段式培养。第 １阶段培养条件为：温度
３０℃、相对湿度９５％，培养３６ｈ；第 ２阶段培养条件
为：温度２８℃、相对湿度９５％，培养３６ｈ。培养完成
后按照料液质量比 １∶１添加 １０％的盐水混合均匀，
即成酱曲。酱曲的 ｐＨ值调整至 ７３。制成的酱曲
用聚乙烯塑料袋分装，每袋 ２００ｇ，密封后 ２５℃放置
６ｈ待处理。

图 ２　黄豆酱酱曲制备过程及试验流程图

Ｆｉｇ．２　Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｓｏｙｂｅａｎｐａｓｔｅｋｏｊｉａｎｄ

ｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｐｒｏｃｅｓｓ
　
１３２　热处理

热处理在恒温水浴中进行。设定处理温度分别

为４０、６０、９０℃，处理时间分别为１～２０ｍｉｎ。热处理
的时间为样品中心温度达到既定温度时开始计时。

样品温度的测定方法如下：在样品中心插入一根

“Ｋ”型热电偶，真空密封包装后与数据采集仪相连
接；数据采集仪的设置如下：测量项目设为温度（单

位：℃）；传感器类别设为“Ｋ”型热电偶；测量间隔为
１ｓ。热处理前，开启数据采集仪的自动扫描功能，
样品的温度变化显示并记录在与数据采集仪相连的

计算机上。样品经过热处理后，４℃冷却保存，２ｈ内
进行 ＰＰＯ提取和测定。所有处理重复４次。
１３３　ＨＰＰ处理

利用图１所示超高压设备处理酱曲。将３袋密
封的酱曲样品同时置于高压腔，在相对恒定的压力

和温度下进行处理。处理压力分别为 １００、１５０、
２００、２５０、３００、３５０、４００、４５０、５００ＭＰａ，保压时间分别

为１、２、３、４、５、７５、１０、１５、２０ｍｉｎ，所有处理均重复
２次。高压腔和传压介质容器按图 １所示与恒温循
环器相连。恒温循环器温度设定为 ２６５℃，ＨＰＰ处
理时传压介质实际的初始温度为（２５±０５）℃。样
品经过 ＨＰＰ处理后，４℃冷却保存，２ｈ内进行 ＰＰＯ
提取和测定。

ＨＰＰ处理时，同批次处理的 ３个样品中，２个样
品用于 ＰＰＯ的提取和活性测定，１个样品用于测定
ＨＰＰ处理过程中的温度变化。用于温度测定的样
品在放入高压腔前，于样品中心位置插入一根“Ｋ”
型热电偶，并用封口机密封，连接至安装在超高压设

备下堵头的转接口，如图 １所示。经过转接口的
“Ｋ”型热电偶与数据采集仪相连接，数据采集仪的
设置与热处理的设置相同。

１３４　ＰＰＯ粗提液的提取和活性测定
ＰＰＯ活性采用比色法测定［１５］

。取 ５０ｇ酱曲与
１００ｍＬＭｃＩｌｖａｉｎｅ缓冲液（ｐＨ值 ６５）混合 １ｍｉｎ。
混合后离心分离２０ｍｉｎ（１２０００ｇ，４℃），上清液用滤
纸过滤。取 ２ｍＬ邻苯二酚（０３３ｍｍｏｌ／Ｌ），添加
１ｍＬ上述滤液，迅速混合后置于 ４２０ｎｍ波长下测
定混合液吸光度的变化，测定时间为５ｍｉｎ。酶活性
的计算基于吸光度曲线初始部分的斜率。将 １ｇ样
品在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
的变化，计算公式为

Ａ＝Ａｔ／Ａ０×１００％ （１）
式中　Ａ———时间 ｔ时 ＰＰＯ活性残存率

Ａｔ———ＨＰＰ处理后 ＰＰＯ的活性
Ａ０———ＨＰＰ处理前 ＰＰＯ的活性

当 Ａ＜１时，表示 ＰＰＯ经过 ＨＰＰ处理后被钝化，活性
降低；当 Ａ＞１时，表示 ＰＰＯ经过 ＨＰＰ处理后被激
活，活性增加。

１４　数据统计与分析
等温或等压条件下，压力和温度对食品中酶的

钝化特征呈现不同的趋势，酶活变化通常分为３类：
（１）一级动力学模型：酶的钝化曲线与时间呈

线性正比关系，即

Ａ＝－Ａ０ｅ
－ｋｔ

（２）
式中　ｋ———在设定的压强和温度下的钝化速率常

数，ｍｉｎ－１

（２）一级分数转换模型：当处理时间无限延长
时，酶的钝化或激活无限趋于一个最大值，即

Ａ＝Ａ∞ ＋（Ａ０－Ａ∞）ｅ
－ｋｔ

（３）
式中　Ａ∞———处理时间无限延长时 ＰＰＯ的活性，即

不可钝化酶

式（３）可以简化为
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Ａ＝Ａ∞ ＋ａｅ
－ｋｔ

（４）
其中 ａ＝Ａ０－Ａ∞

（３）两段式动力学模型：当样品中存在 ２种稳
定性不同的同工酶时，即稳定性和敏感性，酶活变化

速率呈现前快后慢的分段式特征，即

Ａ＝ＡＳｅ
－ｋＳｔ＋ＡＬｅ

－ｋＬｔ （５）
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
数据处理采用方差分析，以平均值 ±标准差表

示。酶活性变化曲线和动力学拟合使用 ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ８
分析。

２　结果与分析

２１　热处理对酱曲 ＰＰＯ活性的影响
图３描述了热处理（４０、６０、９０℃）钝化酱曲

ＰＰＯ的残存曲线。由图可知，热处理的温度对 ＰＰＯ
的残存活性有显著影响（Ｐ＜００１），随着热处理温
度的提高，处理后 ＰＰＯ的残存活性逐渐降低。４０℃
的热处理对酱曲 ＰＰＯ活性影响不大，２０ｍｉｎ后 ＰＰＯ
的活性是未处理组的 ８９％。６０℃处理 ２０ｍｉｎ后，
ＰＰＯ活性残存率为４８％，说明 ＰＰＯ在中温环境中较
容易失活。当热处理温度增加到 ９０℃时，ＰＰＯ钝化
效果明显增强。９０℃处理 ４ｍｉｎ后，ＰＰＯ活性残存
率为３１％，当时间延长到 １０ｍｉｎ时，ＰＰＯ完全被钝
化。

图 ３　热处理对酱曲 ＰＰＯ活性的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｈｅａｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｋｏｊｉＰＰＯ
　
２２　ＨＰＰ处理过程中样品温度的变化

图４为酱曲样品（２００ｇ）在 ＨＰＰ处理过程中
（４００ＭＰａ、１ｍｉｎ）典型的温度变化示意图。由图可
知，样品中心温度随着压力的增加呈逐渐上升的趋

势。当压力升至 ４００ＭＰａ时，样品的温度从初始的
２５℃增加至 ３２℃，温度随压力增加的平均值为
２℃／ＭＰａ。由于本试验所用 ＨＰＰ设备的倍加器为间
歇性加压系统，所以温度随压力一同呈现阶梯形变

化。如图４所示，在增压过程中的保压阶段，样品的
温度会出现小幅的降低。当倍加器完成一个脉冲增

压（图４中点 ａ），样品温度增加到点 Ａ，在间歇性保

压阶段（ａ－ｂ），样品的温度从点 Ａ降低到点 Ｂ。这
种温度的降低主要由于样品的绝热增温较传压介质

的快而导致样品与环境之间形成了温差，从而出现

了局部的热交换现象。样品经历 １ｍｉｎ的保压阶段
后，样品的温度由 ３２℃降低至 ３０５℃。泄压过程
中，样品的温度在短时间内出现局部的绝热膨胀而

急剧降低，在 ０１ＭＰａ时降低至 ２３℃。同样，泄压
后的样品在高压腔外恒温循环器的作用下，温度逐

渐上升（若时间足够长，可达２５℃）。

图 ４　ＨＰＰ（４００ＭＰａ、１ｍｉｎ）过程中压力和

样品温度变化示意图

Ｆｉｇ．４　Ｐｒｅｓｓｕｒｅａｎｄｓａｍｐｌｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｃｈａｎｇｅｓｄｕｒｉｎｇａ

ｃｙｃｌｅｏｆＨＰＰｏｆｋｏｊｉｓａｍｐｌｅａｔ４００ＭＰａｆｏｒ１ｍｉｎ
　
分别测定了１００、２００、３００、４００、５００ＭＰａ的 ＨＰＰ

处理时样品中心温度增加值，样品温度随压力增加

的平均值分别为 １５、１８、１９、２０、２１℃／ＭＰａ。
Ｒａｓａｎａｙａｇａｍ等报道了碳水化合物在 ２５℃时的压致
升温值为每 １００ＭＰａ升温 ２６～３６℃，大豆油的压
致升温值为 ６３～８３℃［１６］

。本试验的压致升温值

与文献报道的有所不同，主要因为：样品的组分不

同；增压速率不同；样品与传压介质间的热交换速率

不同；高压腔规格与测温点不同。研究结果表明：温

度场对压致升温值影响显著。高压腔内不同位置在

增压和泄压过程中温度变化均有不同
［１７－２０］

，通常高

压腔中心位置的压致升温值较外层位置温度高
［２１］
。

本研究中，压致升温的最大值为 ５００ＭＰａ处理
时的１０５℃，５００ＭＰａ的 ＨＰＰ处理可导致样品在短
时间内温度达到 ３５５℃。由前文可知，４０℃的热处
理对酱曲 ＰＰＯ活性影响不大，２０ｍｉｎ后 ＰＰＯ的残存
活性是未处理组的８９％。因此，根据热酶钝化试验
（图３）压致升温对 ＰＰＯ的活性没有显著影响。
２３　ＨＰＰ处理对酱曲 ＰＰＯ活性的影响

图５为不同 ＨＰＰ处理对酱曲 ＰＰＯ的激活和钝
化效果。在较低的压力范围（１００～３００ＭＰａ），ＨＰＰ
处理能不同程度地激活酱曲 ＰＰＯ的活性，在较高的
压力范围（３５０～５００ＭＰａ），ＨＰＰ处理对酱曲 ＰＰＯ有
钝化作用。由图５可知：样品经过１００、１５０、２００ＭＰａ的
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ＨＰＰ处理，ＰＰＯ活性随着处理时间的延长呈现先增
加后降低的趋势，分别在第５、７５、１０分钟时出现最
大值，为１３０％、１３３％、１３５％，而在２０ｍｉｎ的保压时
间处理后，ＰＰＯ活性分别回落至 １１７％、１１８％和
１１９％。当样品经过 ２５０ＭＰａ和 ３００ＭＰａ的 ＨＰＰ处
理时，随着处理时间的延长，ＰＰＯ活性的增加速率由
快变慢，并逐渐趋于一个最大值（１１８％）。而随着
处理压力的增加，ＨＰＰ对酱曲 ＰＰＯ酶活性由激活作
用转为钝化作用，当处理压力为 ３５０、４００、４５０、
５００ＭＰａ时，ＰＰＯ活性随着处理时间的延长呈现降
低的趋势，ＰＰＯ酶的钝化速率先快后慢，在处理时间
为２０ｍｉｎ时，ＰＰＯ活性的残存率分别为 ７９％、７０％、
６８％、６６５％。

图 ５　ＨＰＰ处理对酱曲 ＰＰＯ活性的影响

Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｏｆＨＰＰｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｋｏｊｉＰＰＯ
　
ＰＰＯ是一种核编码的铜金属酶，其本质是蛋白

质。ＰＰＯ的催化特性和耐压性受氨基酸的组成和顺
序的影响

［２２－２３］
。通过上述分析可知，较低压力的

ＨＰＰ处理，可激活酱曲 ＰＰＯ活性。有学者通过试验
证实 ＨＰＰ激活酶的主要原因为：低压处理可使酶蛋
白发生部分解离，使酶分子的活性中心暴露率增加，

从而加速了酶促反应速率
［２４］
；酶分子因在体系中受

环境的影响，常以一种复合物状态存在（前体或抑

制态），而低压处理使酶复合物释放出酶分子，从而

增加了酶的总量，提高了单位样品中酶的活性
［６］
。

相反，较高压力的 ＨＰＰ处理，可钝化酱曲 ＰＰＯ
活性。研究认为，高压可导致蛋白质三级结构崩溃，

使酶活性中心的氨基酸组成发生改变或丧失活性中

心，从而使酶活性降低
［２５－２６］

。易建勇等研究了 ＨＰＰ
对 ＰＰＯ的钝化机理，认为：①高压处理使 ＰＰＯ中二
级结构中 α螺旋含量降低，引起天然构象中的氢键
结构紊乱，活性中心的特定构象改变，使 ＰＰＯ的底
物键合位点减少或导致底物不能与之结合，导致

ＰＰＯ催化活性下降。②高压处理可致 ＰＰＯ致密球
状结构变得疏松，一些包埋于分子内部的氨基酸残

基暴露到表面，分子表面的电负性下降，蛋白质分子

间的斥力降低，这将引发分子间的聚集，引发蛋白质

沉淀，并使部分酶的活性中心掩埋到聚集体内部，无

法接触到周边环境中的底物分子，从而丧失了催化

活性
［９，２７］

。

关于 ＨＰＰ对 ＰＰＯ激活和钝化的研究，目前国内
外已有较多学者进行了相关研究，本文作者将前人

研究结果归纳为２类：
第１类是 ＰＰＯ在较低压力下被激活，在较高压

力时被钝化。韩永斌等、赵光远等分别研究了山药

和桃汁 ＰＰＯ活性在 ＨＰＰ作用下的变化，结果表明：
ＰＰＯ在４００ＭＰａ时有一个峰值，但其他范围的压力
处理对 ＰＰＯ活性有不同程度的钝化作用［２８－２９］

；

Ｗａｎｇ等研究了 ＨＰＰ对菠菜 ＰＰＯ的影响，结果表明：
不同压力（２００、４００、６００ＭＰａ）的ＨＰＰ处理对ＰＰＯ活
性有显著影响，２００ＭＰａ处理 １５ｍｉｎ，ＰＰＯ的相对活
性增加至 １１６％，而其余处理均不同程度地钝化
ＰＰＯ，残存率最低约 ２５％［３０］

；刘军伟等研究了超高

压结合温度处理对紫薯 ＰＰＯ活力的影响，研究发现
５００ＭＰａ的压力处理 １０ｍｉｎ，ＰＰＯ活性高于自然酶
活力

［３１］
。

第２类是较低和较高压力的 ＨＰＰ处理均能使
ＰＰＯ钝化。易建勇等研究了 ＨＰＰ对蘑菇 ＰＰＯ的钝
化效果。低于６００ＭＰａ的压力处理，ＰＰＯ活性变化
较小，残存率均大于 ８８％，而在 ８００、１０００、１２００、
１４００、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％、
００１％，表明 ８００ＭＰａ以上压力可有效钝化蘑菇
ＰＰＯ［９，２７］；陈小强等测定了 ＨＰＰ处理对 ＰＰＯ活性的
影响，研究发现 １００、３００、５００ＭＰａ的 ＨＰＰ处理
（１０ｍｉｎ）使得 ＰＰＯ相对活性分别降低为 ９３％、
８７％、８６％［３２］

；张波波等研究了不同压力和温度处

理对草莓汁 ＰＰＯ活性的影响，结果表明不同压力、
处理时间、协同温度和间歇次数对 ＰＰＯ均有不同程
度的钝化效果

［３３］
；Ｆａｌｇｕｅｒａ等研究了苹果汁中 ＰＰＯ

的压变动力学，结果表明 ４００、５００、６００ＭＰａ的 ＨＰＰ
处理可钝化苹果汁中大部分 ＰＰＯ，使其活性降低至
１１１％ ～６１５％［３４］

。

虽然上述都是关于 ＨＰＰ对 ＰＰＯ活性的影响研
究，但结果的差异却较大，究其原因主要是 ＰＰＯ的
来源及其所处环境不同

［２７，３５］
。酶的活性中心主要

由结合基团和催化基团组成，对于大多数酶，其活性

中心内部是非极性的（或相对非极性），由氨基酸残

基组成的活性中心空间结构被低介电环境所包围，

在一般情况下能排除极性较高的介质分子，有利于

底物分子的特异基团和酶的结合基团之间的偶合作

用。反应介质的溶剂特性，如 ｐＨ值、盐分、糖分
等

［３６］
，会影响酶活性中心的微环境，可改变底物特
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异基团与酶活性中心的结合基团之间的偶合过程，

从而影响酶促反应，在表观上体现为酶活性的变化。

Ｗｅｅｍａｅｓ等报道在较低 ｐＨ值时压力对 ＰＰＯ钝化速
率加快，而 ＣａＣｌ２和苯甲酸的存在也能增强压力对

ＰＰＯ的钝化作用［３７］
。本文虽然控制酱曲的 ｐＨ值

（７３），但盐分、糖分等因素因微生物发酵的差异而
难以精准控制，这也是试验结果不一致的主要因素

之一。

ＨＰＰ对 ＰＰＯ的影响是主要通过压力调节酶活
性中心的构象而改变酶的活性。随着压力的增加酶

活变化一般有２种情况：逐步下降；先上升后下降，
图形呈钟形，存在一个最适压力

［１４］
。图 ６为保压时

间分别为１、５、１０、２０ｍｉｎ时压力对酱曲 ＰＰＯ活性的
影响。在１ｍｉｎ和 ２０ｍｉｎ时，压力对酶活影响的图
形呈现先平缓后下降；而保压时间为 ５ｍｉｎ时，压力
对酶活影响呈逐步下降的趋势，但当保压时间为

１０ｍｉｎ时，压力对酶活影响呈钟形，活性先增加而后
再下降，２００ＭＰａ为最适压力。

图 ６　压力对酱曲 ＰＰＯ酶活性的影响

Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐｒｅｓｓｕｒｅｏｎＰＰＯａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｓｏｙｂｅａｎｐａｓｔｅｋｏｊｉ
　
２４　酱曲 ＰＰＯ活性的压变动力学分析

近年来，国内外学者研究 ＨＰＰ对 ＰＰＯ活性的影
响，其主要目的之一是拟合 ＨＰＰ处理对 ＰＰＯ的钝化
动力学，寻找钝化 ＰＰＯ的最优条件，以提高食品品
质并延长保质期。例如，ＰＰＯ的活性对果蔬汁的褐
变有至关重要的影响，ＨＰＰ对 ＰＰＯ有效地钝化对防
止果蔬汁的褐变，延长产品贮藏期具有重要意

　　　　　

义
［３８－３９］

。但研究 ＰＰＯ激活动力学的报道却较少。
通过 动 力 学 分 析，低 压 ＨＰＰ处 理 （１００～

２００ＭＰａ）对酱曲 ＰＰＯ激活作用符合两段式一级动
力学模型，如图７所示，ＰＰＯ活性随着处理时间的延
长而线性增加，但达到一个最大值后开始线性下降。

表１为应用两段式一级动力学模型拟合 １００、１５０、
２００ＭＰａ时的动力学参数（Ｒ２≥０９７０）。由表 １可
知：ｋ１为负值，说明 ＰＰＯ活性随着时间的延长而增
加，ｋ２为正值，说明 ＰＰＯ活性随着时间的延长而降
低；随着压力的增加，ｋ１的绝对值逐渐不断下降，ｋ２
逐渐增加。

图 ７　低压处理对酱曲 ＰＰＯ的激活动力学分析

Ｆｉｇ．７　ＡｃｔｉｖａｔｉｏｎｋｉｎｅｔｉｃｓｏｆｋｏｊｉＰＰＯａｔｌｏｗｐｒｅｓｓｕｒｅｓ
　

中压 ＨＰＰ处理（２５０ＭＰａ和 ３００ＭＰａ）对酱曲
ＰＰＯ的激活模型符合一级分数转换模型（Ｒ２≥
０９９４），动力学参数见表 ２。通过分析可知：ａ值均
为负值，表明在 ＨＰＰ处理过程中，随着保压时间的
延长 ＰＰＯ活性不断增加；压力越高，ｋ值越小，ＰＰＯ
激活速率越小；２５０ＭＰａ和３００ＭＰａ处理时，Ａ∞分别
为１１８４和１１６０，说明当处理时间无限延长时，酱
曲 ＰＰＯ的激活程度最大值分别为１１８％和１１６％。

高压 ＨＰＰ处理（３５０～５００ＭＰａ）对酱曲 ＰＰＯ钝
化作用符合两段式动力学模型与一级动力学模型的

混合模型，即：Ａ＝ＡＳｅｘｐ（－ｋＳｔ）＋ＡＬｅｘｐ（－ｋＬｔ）＋

Ａ∞，模型的拟合度 Ｒ
２≥０９９５，说明模型的拟合效果

较好。表３为模型拟合的动力学参数。当 ＨＰＰ处
理的压力为 ３５０～５００ＭＰａ时，酱曲 ＰＰＯ可分为
３类：敏感型、稳定型和不可钝化酶（Ａ∞）。这与目
　　表 １　应用一级动力学模型拟合的 ＨＰＰ激活 ＰＰＯ的动力学参数

Ｔａｂ．１　ＫｉｎｅｔｉｃｓｐａｒａｍｅｔｅｒｓｆｏｒＨＰＰａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｋｏｊｉＰＰＯ

压力／ＭＰａ ｋ１／ｍｉｎ
－１ Ｒ２１ ｋ２／ｍｉｎ

－１ Ｒ２２
１００ －００５６±０００２（ｔ＝０～５ｍｉｎ） ０９９２ ０００７０±００００４（ｔ＝５～２０ｍｉｎ） ０９９１

１５０ －００４０±０００２（ｔ＝０～７５ｍｉｎ） ０９９４ ０００９８±００００６（ｔ＝７５～２０ｍｉｎ） ０９９０

２００ －００３４±０００２（ｔ＝０～１０ｍｉｎ） ０９７０ ００１３０±０００１２（ｔ＝１０～２０ｍｉｎ） ０９８５

表 ２　应用一级分数转换模型拟合的 ＨＰＰ激活 ＰＰＯ的动力学参数

Ｔａｂ．２　ＫｉｎｅｔｉｃｓｐａｒａｍｅｔｅｒｓｆｏｒＨＰＰａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｋｏｊｉＰＰＯ

压力／ＭＰａ ｋ－１／ｍｉｎ Ａ∞ ａ Ｒ２

２５０ ３２５６±０１１９ １１８４±０００２ －０１８６±０００３ ０９９８
３００ ５８３５±０４２１ １１６０±０００４ －０１６２±０００４ ０９９４
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前的研究报道有所不同
［９］
，酱曲 ＰＰＯ的不可钝化酶

的比例随着处理压力的改变而不同，在 ３５０～
５００ＭＰａ分别为 ７４％、５５４％、６２８％ 和 ６６５％。
３５０ＭＰａ的ＨＰＰ处理过程中，敏感型和稳定型 ＰＰＯ
比例相同，两者的钝化速率常数也相同，表明在较低

的压力下，酱曲 ＰＰＯ的敏感型与稳定型区分不明
显，也说明了酱曲 ＰＰＯ对压力不敏感，而不可钝化

酶的比例较高也侧面证明了这一点。ＨＰＰ处理的
压力从４００ＭＰａ增加到 ５００ＭＰａ的过程中，敏感型
比例逐渐增加（从 ４３％增加到 ８２％），说明 ＰＰＯ
对压力的敏感性不断提高，而稳定型同工酶的比例

随压力的提高逐渐减小（从４０３％减小到２５３％）。
两种酶的钝化速率常数随着压力的不断增加也呈现

增加的趋势。

表 ３　应用两段式动力学模型与一级动力学混合模型拟合的 ＨＰＰ钝化 ＰＰＯ的动力学参数

Ｔａｂ．３　ＫｉｎｅｔｉｃｓｐａｒａｍｅｔｅｒｓｆｏｒＨＰＰｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｋｏｊｉＰＰＯｕｓｉｎｇｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆ

ｂｉｐｈａｓｉｃａｎｄｆｒａｃｔｉｏｎａｌｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｍｏｄｅｌ

压力／ＭＰａ ＡＬ ＡＳ ｋ－１Ｌ ／ｍｉｎ ｋ－１Ｓ ／ｍｉｎ Ａ∞ Ｒ２

３５０ ０１３０±００１２１ ０１３０±００１２１ １３００３±１２４４６ １３００３±１２４４６ ０７４０±００７７２ ０９９５

４００ ００４３±０００８１ ０４０３±００３２４ １０７２±０３２０７ ２０４１６±３５３８８ ０５５４±００３９２ ０９９９

４５０ ００７９±００１１３ ０２９３±００１２６ ０６４９±０１９７６ １１６４１±１８６１６ ０６２８±００１９３ ０９９８

５００ ００８２±００１７５ ０２５３±００１３９ ０３７４±０２７４５ ５０２８±０５８４２ ０６６５±０００６２ ０９９７

３　结论

（１）在１００～５００ＭＰａ的压力范围内，ＨＰＰ处理
过程中由绝热压缩导致的温度增加最高为 ３５５℃，
因此压致升温对 ＰＰＯ的活性没有显著影响。

（２）酱曲 ＰＰＯ在不同的压力范围进行 ＨＰＰ处
理时呈现不同的变化特征。１００～２００ＭＰａ的 ＨＰＰ
处理对酱曲 ＰＰＯ有激活作用，随着保压时间延长，
ＰＰＯ活性先升后降；２５０ＭＰａ和 ３００ＭＰａ的 ＨＰＰ处
理对酱曲 ＰＰＯ同样有激活作用，随着保压时间的延
长，ＰＰＯ活性逐渐趋于一个最大值，相对活性为
１１８％；而３５０～５００ＭＰａ的 ＨＰＰ处理对酱曲 ＰＰＯ有
钝化作用，随着压力和保压时间的延长，ＨＰＰ的钝
化效果增强，在５００ＭＰａ，保压时间为２０ｍｉｎ时，ＰＰＯ

的残存率最低，为６６５％。
（３）通过模型拟合，ＰＰＯ的钝化动力学在不同

压力范围内呈现不同特征。１００～２００ＭＰａ的 ＨＰＰ
处理对酱曲 ＰＰＯ的钝化符合两段式一级动力学模
型（Ｒ２≥０９７０）；２５０～３００ＭＰａ的 ＨＰＰ处理对酱曲
ＰＰＯ的钝化符合一级分数转换模型（Ｒ２≥０９９４）；
而３５０～５００ＭＰａ的 ＨＰＰ钝化处理符合两段式动力
学模型与一级动力学模型的混 合模 型 （Ｒ２≥
０９９５）。

（４）试验证明了 ＨＰＰ处理可以不同程度地增加
ＰＰＯ活性，酱曲经过 ２００ＭＰａ的 ＨＰＰ处理 １０ｍｉｎ
后，其含有的 ＰＰＯ活性增加到１３５％，为试验范围内
最佳工艺参数。
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