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摘要：选取３个小麦粉作为试验材料，对国家标准征求意见

稿《粮油检验 小麦粉多酚氧化酶测定》的方法进行检验，发

现该法因缺少ＰＰＯ粗酶提取过程，参加反应的酶量较少，不

能反映小麦粉真实的ＰＰＯ活性；其次ＰＰＯ与底物的反应温

度不是最适宜的，导致酶反应不充分；第三酶反应后再离心，

使得一部分酶反应产物被沉淀截留，导致检测数据小且不准

确。文章在该基础上对其进行改进，考察浸提时间、最适反

应温度、底物邻苯二酚添加时间对ＰＰＯ活性检测的影响，优

化该检验方法。结果表明：优化后的检验方法测得的结果较

为理想，采用浸提４ｈ、离心后添加邻苯二酚、反应温度

７０℃，测得的ＰＰＯ活性数值大大提高，重复性好，稳定可靠。

并采用改进后的方法检测了５０种小麦粉，得出不同等级的

小麦粉ＰＰＯ的范围。

关键词：多酚氧化酶；最佳条件；小麦粉等级与ＰＰＯ范围
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　　存在于多种植物中的多酚氧化酶（ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｏｘｉｄａｓｅ，

ＰＰＯ）是近年来谷物化学研究的热点之一
［１－２］。小麦中多酚

氧化酶催化细胞内的酚类物质氧化生成醌类物质，醌类物质

进一步与其它醌、氨基酸以及蛋白质聚合生成色素类物质，

从而降低了小麦粉的经济价值［３－４］。尽管小麦粉中ＰＰＯ含

量仅占籽粒ＰＰＯ含量的３％左右，但ＳｖｉｈｕｓＢ等
［５］研究发现

ＰＰＯ是加工储藏过程中面制食品发生褐变的主要原因之一。

葛秀秀等［６］研究发现籽粒和面粉ＰＰＯ活性与鲜面片和挂面

２４ｈ亮度（犔）的变化显著相关。因此，对籽粒和面粉ＰＰＯ

活性的抑制应作为面制品品质改良的主要措施之一［７－８］。

　　多酚氧化酶活性常用检测方法为耗氧电极法和分光光

度法［８－１０］，其中分光光度计法测定具有操作简单、准确性好

等特点，应用范围较广。本研究采用分光光度计法，选用邻

苯二酚为底物，在参考《粮油检验 小麦粉多酚氧化酶测定》

国家标准征求意见稿中小麦多酚氧化酶的测定方法时，发现

该方法测定不同的小麦粉ＰＰＯ活性时其随温度的变化趋势

不一致，原因可能为多酚氧化酶没有充分与底物发生反应，

导致随着温度的升高，并未呈现上升或下降的趋势。因此，

本研究拟对《粮油检验 小麦粉多酚氧化酶测定》国家标准征

求意见稿中ＰＰＯ的浸提时间（尽量将ＰＰＯ充分提取出来，

然后再与底物反应）、ＰＰＯ 最佳反应温度（即充分提取出

ＰＰＯ后考察在什么温度下氧化反应最快）及底物添加时间

（即提取ＰＰＯ后直接加入底物开始反应，还是离心去杂后再

４８



添加底物进行反应）３个因素进行探讨，以期为ＰＰＯ活性检

测方法提供理论指导和依据。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

　　小麦粉：从研究小麦多酚氧化酶的５０个小麦粉中选出

的３个具有代表性样品的小麦粉，１＃，２＃和３＃。３个小麦

粉采用周麦２２磨制而成，主要区别为灰分不同。其他小麦

粉均由克明面业股份有限公司提供，分别来自河南、河北、安

微、山东４个省份。

　　磷酸二氢钠：分析纯，天津市科密欧化学试剂有限公司；

　　磷酸氢二钠、邻苯二酚：分析纯，国药集团化学试剂有限

公司。

１．１．２　主要仪器

　　数显恒温水浴锅：ＨＨ２型，上海浦东物理光学仪器厂；

　　恒温培养摇床：ＴＨＺ３００型，上海一恒科学仪器有限

公司；

　　高速冷冻离心机：Ａｌｌｅｇｒａ６４Ｒ型，美国贝克曼库尔特

公司；

　　紫外可见分光光度计：ＵＶ２４５０型，日本岛津公司。

１．２　方法

１．２．１　《粮油检验 小麦粉多酚氧化酶测定》国家标准征求

意见稿的方法（以下简称征求意见方法）　称取１．５ｇ小麦

粉，放入５０ｍＬ锥形瓶中，加入１０ｍＬｐＨ６．０的０．２ｍｏｌ／Ｌ

磷酸氢二钠—磷酸二氢钠缓冲液混合均匀，再加入２ｍＬ

０．１ｍｏｌ／Ｌ的邻苯二酚溶液，放入恒温震荡器中，在３７℃下

恒温震荡反应１５ｍｉｎ，将反应后的样品迅速放入冰水中，在

冰箱中冷冻３ｍｉｎ终止反应。然后将样品倒入５０ｍＬ离心

管中，于冷冻离心机中４℃、１００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，用滤纸

过滤后，在４１０ｎｍ下测定上清液的吸光度，以空白液作为参

比对照。

１．２．２　改进方法　称取１．５０００ｇ小麦粉于１５０ｍＬ锥形瓶

中，加入１２ｍＬ的０．２ｍｏｌ／Ｌ磷酸氢二钠—磷酸二氢钠缓冲

液（ｐＨ６．０，４℃），迅速于震荡器上振荡均匀（１００ｒ／ｍｉｎ，

１２ｍｉｎ），然后放置于４℃的冰箱内，浸提４ｈ。浸提结束后

于１００００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心１５ｍｉｎ，取上清液过滤后置于另一

５０ｍＬ离心管中，然后加入２ｍＬ０．１ｍｏｌ／Ｌ的邻苯二酚溶

液，放入恒温水浴锅中，于７０℃下反应１５ｍｉｎ，然后迅速放

入冰浴中（０～４℃）冷却５ｍｉｎ终止反应，用蒸馏水将反应液

稀释５倍后在４１０ｎｍ下测定其吸光度值犃（犃为５ｍｉｎ内吸

光度值的变化）。同时以缓冲溶液替代酶液做相同处理，作

为空白对照。

１．２．３　多酚氧化酶酶活计算　多酚氧化酶活力单位定义为

在测定条件下，每克样品每分钟引起吸光度值改变０．００１，则

定为１个酶活单位［Ｕ／（ｇ·ｍｉｎ）］，样品中的多酚氧化酶的

活力按式（１）计算：

　　犚＝
Δ犃×犖

０．００１×犠 ×狋
（１）

　　式中：

　　犚———多酚氧化酶活性，Ｕ／（ｇ·ｍｉｎ）；

　　Δ犃———反应时间内吸光度值的变化；

　　犖———稀释倍数；

　　犠———试样的重量，ｇ；

　　狋———水浴加热时间，ｍｉｎ。

１．２．４　征求意见稿中反应温度的探索　根据《粮油检验 小

麦粉多酚氧化酶测定》征求意见稿中“反应温度对ＰＰＯ活性

测定的影响”一节，做探索试验，将酶促反应的温度分别设为

３７，５５，７０℃，其余步骤按１．２．１分别测定１＃、２＃、３＃３个

不同等级的小麦粉的ＰＰＯ活性，并连续测定２ｄ，考察ＰＰＯ

活性与温度的关系。

１．２．５　浸提时间对ＰＰＯ活性测定的影响　称取１．５ｇ小麦

粉，放入５０ｍＬ锥形瓶中，加入１０ｍＬｐＨ６．０的０．２ｍｏｌ／Ｌ

磷酸氢二钠—磷酸二氢钠缓冲液混合均匀后，放置在４℃的

冰箱中静置提取。其中浸提时间分别为０，０．２５，０．５，１，４，６，

１６，２４，４８ｈ，其余%

骤按１．２．１测定ＰＰＯ活性。

１．２．６　粗酶液离心处理对 ＰＰＯ活性测定的影响　通过

１．２．５试验发现，反应液经过离心后颜色变浅，而沉淀颜色

则变深，可见反应后再离心可能导致部分反应产物被沉淀带

走，因此有必要考察底物添加时间对ＰＰＯ活性测定的影响。

具体操作：① 按照１．２．５提取粗酶液４ｈ，提取完之后离心

（１００００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心１５ｍｉｎ）获得粗酶液，然后添加底物

反应，其余
%

骤按１．２．１测定ＰＰＯ活性；② 按照１．２．５提取

粗酶液４ｈ，然后添加底物邻苯二酚溶液反应，然后离心

（１００００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心１５ｍｉｎ），其余%

骤按１．２．１测定

ＰＰＯ活性。

１．２．７　酶促反应温度对ＰＰＯ活性测定的影响　通过１．２．４

的探索试验，发现酶促反应最适温度并非处在３７℃，因此有

必要重新考察反应温度对ＰＰＯ活性测定的影响。具体操作：

按照１．２．５提取粗酶液４ｈ，提取完之后离心（１００００ｒ／ｍｉｎ，４℃

离心１５ｍｉｎ）获得粗酶液，然后添加底物（２ｍＬ０．１ｍｏｌ／Ｌ邻

苯二酚溶液）反应，反应温度分别设为３０，３７，４０，５０，６０，７０，

８０，９０℃，其余%

骤按１．２．１测定ＰＰＯ活性。

１．２．８　改进方法的重复性与再现性验证　重复试验为同一

实验室，同一操作人员按照１．２．２测试方法，连续３ｄ测试

１＃、２＃、３＃３个小麦粉的ＰＰＯ活性；再现性试验为不同实

验室，另一位操作人员按照１．２．２测试方法，连续３ｄ测试

１＃、２＃、３＃３个小麦粉的ＰＰＯ活性。

１．２．９　不同检测方法检测ＰＰＯ的结果比较　采用５０个不

同产区的面粉按照１．２．１及１．２．２方法检测多酚氧化酶活

性。并根据检测结果将面条专用粉的多酚氧化酶进行等级

划分。

２　结果与分析
２．１　征求意见中反应温度的探讨

　　《粮油检验 小麦粉多酚氧化酶测定》讨论稿中“反应温

度对ＰＰＯ活性测定的影响”一节中显示ＰＰＯ活性在３５℃左

右最高，随着温度的升高ＰＰＯ活性降低且幅度较大。但通
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过探索试验发现ＰＰＯ活性并非随着温度的升高呈降低趋

势。由图１可知，３个不同等级的小麦粉无论在第１天还是

第２天检测的结果显示，随温度升高，ＰＰＯ活性既有升高也

有降低，规律性不显著，由此可见ＰＰＯ活性在３５℃左右最

高可能有偏差。因此有必要对ＰＰＯ的最适反应温度进行重

新探讨。其次从图１（ａ）与（ｂ）发现虽然是相同的样品，但是

２ｄ检测的结果有很大的差异性，尤其是温度越高，差异性越

显著。试验过程中发现随着温度的升高，反应液的颜色越来

越深，但经过离心后，颜色又变浅，导致结果变小，因此考虑

酶活与温度没有呈现良好关联的原因是反应受到样品中蛋

白质等杂质的干扰，并导致连续２ｄ的检测结果重现性不

好。因此需要增加去除杂质的离心步骤。

图１　反应温度与酶活的关系

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅａｎｄｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙ

２．２　浸提时间对ＰＰＯ活性的影响

　　由图２可知，随着浸提时间的增加，酶活呈上升趋势，可

见不浸提粗酶，仅仅依靠反应时的１５ｍｉｎ边提取边反应是

相当不充分的，且存在很大的随意性，导致检测结果的不可

靠性。且由图２可以得知，２～４ｈ是一个飞跃的阶段，变化

最大，而浸提时间小于４ｈ或大于４ｈ时，酶活随浸提时间的

增加虽然呈上升趋势，但上升缓慢，尤其是４ｈ之后增加趋

势更加不显著，因此考虑试验效率及时间成本，将提取时间

确定为４ｈ。

图２　浸提时间对ＰＰＯ活性的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎｔｈｅ

ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｏｘｉｄａｓｅ

２．３　粗酶液离心处理对ＰＰＯ活性测定的影响

　　由图３可知，先添加底物后离心，得到的溶液颜色明显

变浅，沉淀物质的颜色明显变深，酶活较小；先离心后添加底

物，酶活则较大。这是因为离心前虽然酶与底物发生了显色

反应，但是离心时酶与底物的部分结合产物被蛋白质等杂质

或沉淀物吸附而一起被离心出去。随着反应温度的升高，面

粉中某些热敏性物质发生受热变性如凝沉、糊化等的情况增

加，吸附能力更强。因此当反应温度大于等于７０℃时，足以

使多数热敏性物质发生变性，从而大大提高了沉淀对酶反应

产物的吸附能力。由此可知，检测多酚氧化酶活性时，尤其

是在较高的温度下反应，应先将粗酶提取出来进行离心，再

添加底物进行反应。

图３　底物添加时间对ＰＰＯ活性的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｉｍｅａｄｄｉｎｇｓｕｂｓｔｒａｔｅｏｎｔｈｅ

ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｏｘｉｄａｓｅ

２．４　酶促反应温度对ＰＰＯ活性的影响

　　图４展现了酶活随温度的变化趋势。随着温度的升高，

酶活呈上升的趋势，具体表现为：在３０～６０℃时，酶活呈缓

慢上升，但３个不同等级小麦粉的酶活非常接近，不能充分

的反映出不同等级的小麦粉酶活之间的差异；随着温度继续

升高至７０℃，酶活急剧增大，且３个小麦粉的酶活形成显著

的差异；温度升至９０℃后，酶活又开始降低。由此可见ＰＰＯ

是耐热性很好的酶，最适反应温度在７０～８０℃。９０℃时酶

活降低的原因可能为酶高温变性所致，因为在试验过程中发

现，反应温度升到９０℃后，酶与底物反应完成后放置在冰浴

图４　加热温度对ＰＰＯ活性的影响

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｈｅａｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅ

ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｏｘｉｄａｓｅ
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中冷却，出现沉淀，是温度过高导致部分多酚氧化酶发生凝

固变性所致。

２．５　改进方法的重复性与再现性验证

２．５．１　重复性验证　按照方法１．２．２拟定的检测不再进行

独立检测操作，连续３ｄ测定１＃、２＃、３＃３个小麦粉的

ＰＰＯ活性，结果见表１。

表１　小麦粉ＰＰＯ活性连续３ｄ测定值的精密度

Ｔａｂｌｅ１　ＴｈｅｐｒｅｃｉｓｉｏｎｏｆｍｅａｓｕｒｅｄＰＰＯａｃｔｉｖｉｔｙ

ｖａｌｕｅｓｉｎｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅｄａｙｓ

小麦 第１天 第２天 第３天 平均值
标准差

（ＳＤ）

相对标准偏

差（ＲＳＤ）／％

１＃ ９０．９９ ９０．３２ ９４．７５ ９２．０２ ２．３９ ２．５９

２＃ １０４．６７ １０１．６４ １０７．２５ １０４．５２ ２．８１ ２．６９

３＃ １２８．５１ １２６．６６ １２９．３７ １２８．１８ １．３８ １．０８

　　由表１可知，在重复性条件下连续３ｄ测定的小麦ＰＰＯ

活性比较稳定，标准差ＳＤ在１．３８～２．８１，相对标准偏差

ＲＳＤ在１．０８％～２．６９％。通常相对标准偏差小于５％，说明

检测结果精密度高。结果表明改进的方法在重复条件下，重

复性与稳定性均较好。

２．５．２　再现性验证　由表２可知，在再现性条件下连续３ｄ

测定的小麦 ＰＰＯ活性也比较稳定，标准差ＳＤ在２．０１～

２．２９，相对标准偏差 ＲＳＤ在１．５８％～２．２０％。结果表明改

进的方法在再现性条件下，重复性与稳定性均较好。

表２　再现条件下小麦粉ＰＰＯ活性连续３ｄ测定值的精密度

Ｔａｂｌｅ２　ＴｈｅｐｒｅｃｉｓｉｏｎｏｆｍｅａｓｕｒｅｄＰＰＯａｃｔｉｖｉｔｙｖａｌｕｅｓｕｎ

ｄｅｒｔｈｅｒｅｐｒｏｄｕｃｉｎｇｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｉｎｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅｄａｙｓ

小麦 第１天 第２天 第３天 平均值
标准差

（ＳＤ）

相对标准偏

差（ＲＳＤ）／％

１＃ ９１．２３ ９３．２７ ８９．２６ ９１．２５ ２．０１ ２．２０

２＃ １０４．１２ １０８．２０ １０７．９６ １０６．７６ ２．２９ ２．１４

３＃ １３４．２９ １３０．１２ １３１．８９ １３２．１０ ２．０９ １．５８

　　综上所述，本研究改进的小麦粉多酚氧化酶检测方法在

重复条件下测定的结果相对标准偏差不超过３％，在再现性

条件下测定的结果相对标准偏差也不超过３％，可见此方法

可信，检测结果可靠。

２．６　不同检测方法检测ＰＰＯ的结果比较

　　选取５０种面粉分别采用征求意见稿中的方法与改进方

法检测ＰＰＯ，并对面条专用粉不同等级面粉的多酚氧化酶活

性范围进行分类汇总，结果见表３。由表３可知，对于同一样

品，两种方法测得的多酚氧化酶活性值差异显著。征求意见

稿中的方法检测值很小，仅为改进方法所测得的ＰＰＯ活性

值的１／２０，不同品类的面粉之间ＰＰＯ含量区分较大，因此，

采用改进测量小麦粉多酚氧化酶活性结果较为理想。

３　结果与讨论
　　通过探讨研究，证明ＰＰＯ检测在征求意见稿方法的基

础上，还需要延长粗酶液的提取时间，确保小麦粉中的ＰＰＯ

充分提取；提取完粗酶后先离心，去除易受高温影响而变性的

表３　不同品类面粉的多酚氧化酶活性范围

Ｔａｂｌｅ３　Ｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｋｉｎｄｓｏｆｗｈｅａｔｆｌｏｕｒｄｉｖｉｄｅｄ

ｂｙｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｏｘｉｄａｓｅＵ／（ｇ·ｍｉｎ）

面粉 征求意见稿中的方法 改进方法

超精粉（Ａ１等级） ≤６ 　＜８０

精粉（Ａ２等级） ６～８ ８０～９５

特一粉（Ａ３等级） ８～１２ ９５～１１５

特二粉（Ａ４等级） 　≥１２ １１５～１３０

物质，防止反应受干扰；选择较适宜的反应温度，确保多酚氧

化酶的活性充分发挥。通过重复性试验与重现性试验发现，

改进后的方法检测的数值范围较广，能够清晰的划分出不同

等级小麦粉ＰＰＯ活性，避免了因吸光度值的微小差异而影

响结果；采用征求意见稿中的方法检测的数值很小，在

１Ｕ／（ｇ·ｍｉｎ）到２０Ｕ／（ｇ·ｍｉｎ）之间，因而要求操作精确，

得出的吸光度值非常准确，才可以区分出不同小麦粉间ＰＰＯ

的活性差别。

　　试验证明采用分光光度计在４１０ｎｍ处检测小麦粉多酚

氧化酶活性，最佳的测定条件为：料液比１８（犿犞）、浸提

时间４ｈ、水浴温度７０℃、反应时间１５ｍｉｎ、先离心去杂后添

加反应底物邻苯二酚。此方法重复性强，重现性好。采用此

方法检测５０个小麦粉的ＰＰＯ活性，并对其按等级进行划

分，发现可以很好的区分不同等级的小麦粉，也与做成挂面

的色泽变化相一致，表明本研究得到的最佳方法对多酚氧化

酶活力的测定结果是稳定可靠的。
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