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压力$温度协同作用下华根霉脂肪酶的催化行为研究
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摘要#研究了高压处理中压力和温度对华根霉脂肪酶的活力

和稳定性的影响#并利用活性酶
"

变性酶的双态模型考察了

酶的热变性#并构建压力$温度二元相图%研究结果表明&

在
#)$

!

"##)#+C,

时#华根霉脂肪酶活力随压力提升而增

加#其中在压力
"##+C,

时酶活达到最高值#是常压下初始

酶活的
$$BQ

'当压力超过
"##+C,

时#酶活开始降低#尤其

在
.##

!

B##+C,

范围内迅速降低%压力$温度协同作用下

华根霉脂肪酶的加工稳定性数据显示#在
"##+C,

(

.#W

下

酶热稳定性最佳#压力超
!0#+C,

时酶热稳定性显著降低%

关键词#高压'脂肪酶'温度'酶活'热稳定性'催化行为'双态

模型
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高静压&高压'技术是一种非热加工技术!有利于很好地

保持和改善食品的功能和品质0

$

1

"高压技术的一项典型应

用是灭菌0

"

1

!

"#

世纪
R#

年代国外就有高压处理果汁%肉制品

等产品面市"高压处理也能够钝化食品内源酶!这一特性已

被尝试应用于食品加工和保藏中"超高压灭菌的效果受环

境因素如温度%

X

:

%离子强度等的影响!有关此方面的研究

已有相当积累0

!

1

"环境因子的影响也体现在高压处理对酶

活性和稳定性的影响0

.

1

!特别是温度对酶的催化活性具有重

要作用"

高压环境对酶的活力能产生重要的影响0

.V0

1

!这一现象

可用于诱导调节酶活!脂肪酶可作为典型实例来研究0

B

1

"脂

肪酶属于丝氨酸水解酶类!能够打断酯键而水解酯类!在微

水的有机环境中则能催化醇%酸合成酯的反应!近年来非水

相合成成为了酶工程的热点0

%

1

"研究0

/VR

1发现某些脂肪酶

经高压处理后活力有所提高!而有些脂肪酶则不存在此现

象"本研究拟以华根霉脂肪酶&

G245-'9'=-=(D

X

,A5

!

OMP

'为

研究对象!考察其在压力+温度协同处理下的催化特性和稳

定性变化!以期为调控与食品相关的酶类的催化行为提供理

论依据"

$

!

材料和方法
$)$

!

材料与仪器

$)$)$

!

材料与试剂

华根霉脂肪酶.

$$##<

/

F

T

!泰兴一鸣公司(

酚酞%

R0Q

乙醇%聚乙烯醇%氢氧化钠%三羟甲基氨基甲

烷&

2-DA

'%盐酸等.分析纯!国药集团化学试剂有限公司(

橄榄油.国药集团化学试剂有限公司"

$)$)"

!

主要仪器设备

超高压实验设备.

+=MO3 3̂3>PL[ Ĉ40%.#

型!英

国
;6,9H5-H (̂GDHC'Z5-

公司(

循环水浴系统.

:LL?N;M$##

型!美国
285-F';7D59S

!



6DID7

公司(

电热恒温水槽.

>?S/>

型!上海森信实验仪器有限公司(

X

:

计.

>5(6,!"#A

型!梅特勒
S

托利多仪器有限公司(

磁力搅拌器.

:;%

型!德国
=?L

公司(

精密天平.

_;"#.

型!梅特勒
S

托利多仪器有限公司"

$)"

!

方法

$)")$

!

脂肪酶活力的测定
!

底物溶液的配制.将
.#

T

聚乙

烯醇加入
$P

去离子水中高温搅拌溶解至无颗粒!待冷却后

用
!

层纱布过滤!得到
.Q

聚乙烯醇溶液"将聚乙烯醇溶液

和橄榄油以
!

#

$

的体积比混合均质
$#FD9

!备用"

脂肪酶活力具体测定方法参见橄榄油乳化法0

/

1

"除特

别指出外!反应体系所用的缓冲溶液均为
X

:%)0

的磷酸缓

冲液(相对残余酶活定义为测得的酶活与
.#W

%

#)$+C,

下

的酶活之比"

$)")"

!

酶液的高压处理
!

在高压设备上设定压力和加压时

间!以体积分数
!#Q$

!

"S

丙二醇为传压介质!并通过循环水

浴稳定试验温度"将盛有酶液的耐高压密封管放入高压腔

内处理!高压处理完毕后立即取出并测定酶活"

$)")!

!

高压处理对
OMP

活力的影响
!

将
$BF

T

粗酶粉溶于

0##FP

X

:%)0

的缓冲液!配制为适当浓度的酶液"将该酶

液装入耐高压密封管中!分别在
.# W

下以
$##

!

$0#

!

"##

!

!##

!

.##

!

0##

!

B##+C,

处理
$#FD9

!泄压后立刻取出并测其

相对酶活"

$)").

!

温度对
OMP

活力的影响
!

将上述酶液分别在

#)$+C,

和
"##+C,

下以
!0

!

.#

!

.0

!

0#

!

B#

!

%#W

温度处理

$#FD9

"取出后立刻分别在
.#W

和相应温度下测定酶活"

在相应处理温度下测定的酶活表示酶在给定压力下处理后

的活力与处理温度间的关系!在
.#W

下测定的酶活表示酶

经处理后的残余活力"

$)")0

!

压力和温度对
OMP

热稳定性的影响
!

将上法配制的

酶液&缓冲液改为
2-DAS:M(

!

X

:%)0

'分别在不同温度&

.#

!

0#

!

00

!

B#W

'下以
#)$

!

"##)#

!

!0#)#

!

.##)#

!

.0#)#

!

0##)#+C,

的压力处理不同时间!泄压后立刻取出并测其活力"

$)")B

!

温度+压力协同作用下
OMP

的热失活动力学
!

将上

法配制的酶液&缓冲液改为
2-DAS:M(

!

X

:%)0

'分别在
$#

!

$0

!

"#

!

"0

!

!#

!

!0

!

.#W

下以
0#

!

$##

!

$0#

!

"##

!

"0#

!

!##+C,

处

理
$#FD9

"

.#W

保温
!FD9

的
B

个样品&

.FP

底物溶液和

0FP

浓度
#)#"0F'(

/

P

%

X

:%)0

的
2-DAS:M(

溶液混合制成'

中依序加入
#)RFP

处理后的脂肪酶酶溶液!计时"在反应

"

!

!

!

.

!

0

!

B

!

% FD9

时分别加入
$0 FPR0Q

乙醇灭活!以

0#FF'(

/

P

的
*,3:

溶液滴定并记录数据!以
*,3:

耗用

量对时间作图!用线性回归法得到反应速率"

图中所有数据均为多次重复试验后的均值"

"

!

结果与分析
")$

!

高压处理后
OMP

活力的变化

图
$

表示
OMP

的水解酶活在
.#W

%

X

:%)0

下随压力的

变化情况"由图
$

可知!该脂肪酶经
#)$

!

"##)#+C,

处理

后!其水解活力随着压力的提高而提高!在
"##+C,

达到最

大值!为常压下原酶活力的
$$BQ

!该压力可当作此条件下该

图
$

!

超高压处理对
OMP

活力的影响

D̂

T

G-5$

!

NII576'I8D

T

8

X

-5AAG-56-5,6F596'9685

-5(,6DY5,76DYD6

J

'IOMP

酶反应的最适压力"当压力高于
"##+C,

以后!

OMP

酶活

开始下降!但直到压力为
!0#+C,

时仍高于常压下的酶活"

此后!随着压力的提高!酶活开始下降到
$##Q

以下(在
.##

!

B##+C,

范围内酶活显著降低!说明此高压下
OMP

快速

失活"

!!

大多数酶在高压作用下易失活!

*'5(

等0

R

1研究发现米黑

毛霉脂肪酶在经过高压处理后处于钝化状态"也有部分报

道表明在合适的高压处理后某些酶的酶活会得到提升!杨新

颖等0

/

1发现在低于
.##+C,

的压力作用下解脂耶氏酵母脂

肪酶的活力会得到提高!而压力超过
0##+C,

时则急剧下

降"杜焕梅等0

.

1的研究结果与本研究相似!该研究发现在

#)$

!

"##)#+C,

时!皱褶假丝酵母脂肪酶的酶活随压力的提

高而逐渐提高!当压力超过
"##+C,

时开始下降!表明只有

在合适的压力范围内才能提高酶的催化能力"李
"

高等0

!

1

报道在
"##+C,

时菊糖果糖转移酶酶活提高了
!#Q

左右!

并在
B##+C,

时明显失活"赵伟等0

$

1发现在小于
"##+C,

的压力作用下!牡蛎中的蛋白酶水解蛋白的活力显著提高"

M859

等0

%

1报道!米根霉脂肪酶与假丝酵母脂肪酶的酶活都

随着
!

S

螺旋比例的提高而逐渐提升"刘苗等0

$#

1发现高压下

菊糖果糖转移酶酶活的变化与高压诱导内源荧光变化存在

相关性"这些现象说明经高压处理后!酶结构的变化与酶活

的变化有一定的关系"

")"

!

在不同温度下经高压处理后的
OMP

活力的变化

固定压力为
"##+C,

!在不同温度下处理
OMP

并测定

其活力!得到经给定压力处理后酶的活力与处理温度间的关

系!见图
"

"由图
"

可知!

"##+C,

下脂肪酶
OMP

的相对酶

活相对于常压下的都有提高!两条曲线几乎是并行的"在两

种压力下!该酶的最佳催化温度均位于
.#

!

.0W

!表明高压

对该酶的最佳催化温度几乎没有影响"这与某些报道所观

察到的现象有所不同!杨新颖等0

/

1发现高压处理后解脂耶氏

假丝酵母脂肪酶的最适反应温度偏移了
0W

左右"在催化

过程中!温度不仅可提供酶催化反应所需要的能量!促使酶

的催化能力提高或者降低(此外!压力能够改变酶的构象!因

此不同压力处理可能会使酶的最适催化温度发生迁移"

!!

经
"##+C,

和不同温度处理后测定
OMP

在
.#W

下的

活力!可得到
OMP

在处理后的残余活力!同时也比较了常压

下的酶活力!见图
!

"由图
!

可知!在
!0

!

0#W

时!不同温度

下
"##+C,

的压力作用导致的
OMP

活力提升略有不同!造

.

基础研究
!

"#$%

年第
!

期



图
"

!

不同压力下温度对
OMP

活力的影响

D̂

T
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图
!

!

不同压力下温度对
OMP

残余活力的影响

D̂

T

G-5!

!

NII576'I65F

X

5-,6G-5'9685-5(,6DY5-5ADHG,(

,76DYD6

J

'IOMPG9H5-Y,-D'GA

X

-5AAG-5A

成了
OMP

的残余活力轻微波动"随着温度继续升高!由

0#W

到
%#W

时!

OMP

活力明显下降!但下降速度慢于常压

下的速度"在处理温度低于
00W

时!该酶的残余活力都高

于初始酶活!表明
"##+C,

的压力对该酶有保护作用"当温

度达到
%#W

时!残余酶活仍有
0/Q

"而在
#)$+C,

下该酶

的活力随温度的提高快速下降!至
%# W

时已经完全失活"

上述结果表明!最适压力下不仅酶的催化性能得到提高!而

且酶抵抗热变性的能力也提高了"其它学者0

!

!

$#

1也得到了

相似研究结果!在
"##+C,

%

B#W

处理条件下!菊糖果糖转移

酶的残余活力明显提高"

")!

!

压力和温度对
OMP

热稳定性的协同作用

从上述研究可知!合适的高压处理既能提高华根霉脂肪

酶活力又有助于提高其耐热性!而过高压力则会引起脂肪酶

的钝化"研究0

!

1发现离子强度会影响酶的活力和稳定性"

为排除盐离子的影响!试验选取
2-DAS:M(

&

X

:%)0

'作为缓

冲液"

在
"##

!

0##+C,

下温度对脂肪酶热稳定性的影响见

图
.

"总体而言!两种压力下热稳定性皆随温度的提升逐渐

降低"图
.

&

,

'表明!在
"##+C,

%

.#W

下保压
$8

后!脂肪酶

残余活力仍保持在原酶的
$##Q

左右!热稳定性很好"在温

度提升到
0#W

时!其热稳定性略有降低"当提升到
00W

以

上!残余酶活则显著降低!热稳定性明显变差"这表明即使

在最适压力下!脂肪酶在较高温度下的热失活作用仍不可避

免"尽管在
0#W

时
"##+C,

的压力可以明显改善酶的催化

能力并提高酶的稳定性!但当温度提升到
B#W

时酶的失活

速率 明显增加"图
.

&

@

'显示了
0##+C,

下
OMP

的热稳定

图
.

!

"##

#

0##+C,

下温度对
OMP

热稳定性的影响

D̂

T

G-5.

!

285-F,(A6,D@(D6

J

'IOMP,6Y,-D'GA65F

X

5-,6G-5A

D97,A5'I"##,9H0##+C,

性!酶活在最佳催化温度下仍急剧下降!表明该酶热稳定性

变差"有报道0

B

!

$$

1指出!表面压力诱导的酶钝化伴随着酶蛋

白中更多的疏水区域暴露于水溶液中!在一定程度上会促进

热失活"因此
0##+C,

的压力处理将使酶热稳性变差"

!!

结果显示!在压力
"##+C,

%温度
.#

!

00W

时!

OMP

活

力与处理时间呈线性关系(而当温度超过
00W

时则呈曲线

关系!这种现象也在其他脂肪酶的高压热稳定性行为中被观

察到"

*'5(

等0

R

1报道经过同样的高压处理!

.#

!

0#W

时米

黑毛霉脂肪酶的残余活力与处理时间呈线性关系!而在
00

!

B#W

时呈非线性关系!研究发现压力的介入使得热失活发

生改变"通常认为酶的热失活速率服从一阶微分方程!在半

对数坐标中活力与时间为线性关系"但高压下
OMP

的热失

活速率显然不服从一阶微分方程!表明高压下热失活的动力

学发生了改变"从图
.

&

@

'可知!酶活与处理时间呈非线性关

系!说明压力较高时!压力会加快该酶的失活!这与本研究观

察到在
0##+C,

下
OMP

折叠展开而失活的现象相一致"

0#W

下压力对
OMP

热稳定性的影响见图
0

&

,

'"由

图
0

可知!只有
"##+C,

的处理才能显著改善
OMP

的热稳

定性(而在
!0#+C,

下处理时!尽管酶的催化活性并不低于

#)$+C,

下的!但热稳定性依然变差!并且随着压力的提高

变得越来越差"

图
0

与图
.

&

,

'中的曲线有相似之处!当压力升高到一定

程度后!

OMP

活力与时间的关系开始由直线转变为曲线!说明

酶的热失活动力学改变了!这对于超高压加工技术在食品杀

菌与钝化酶中的应用有重要启示"

B#W

下压力对
OMP

热稳

定性的影响与图
0

&

,

'趋势相同!只是在相同压力下酶的失活

速率加快!在
!0#+C,

下
OMP

活力与时间的关系已经呈曲线

关系"而压力超过
.##+C,

时!

OMP

活力下降明显加快"该

结果表明一定压力下压力和温度共同促进了酶的热失活"

0

第
!!
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!

期 陈
!

刚等.压力+温度协同作用下华根霉脂肪酶的催化行为研究
!



图
0

!

0#

#

B#W

下压力对
OMP

热稳定性的影响

D̂

T

G-50

!

NY'(G6D'9'I685-5(,6DY5-5ADHG,(,76DYD6

J

'IOMP

G9H5-Y,-D'GA

X

-5AAG-5A,60#,9HB#W

!!

['G(5E'G

等0

$"

1发现在
%##+C,

%

0#W

处理
$FD9

后!桃

浆中的果胶甲酯酶残余活为
/#Q

左右(但在
B#W

下!果胶甲

酯酶已经明显失活!该酶的残余活力降为
.#Q

"曾庆梅

等0

$!

1报道过氧化物酶活力与
"

S

折叠有关!高压处理会减少

该酶二级结构中的
"

S

折叠含量!由此诱导酶失活(而温度与

高压的共同作用会导致
"

S

折叠含量减少!进而促使酶活下

降"另一方面!

*'5(

等0

R

1则发现即使在水相体系中超高压也

可以提高
G2J-959-

脂肪酶的稳定性!而且在达到变性温度

0#W

时!高压&

0#

!

!0#+C,

'能够保护脂肪酶的结构!并且

随着温度的提高!这种保护效应越来越明显"这些研究表明

高压+温度协同作用可能是通过酶构象的改变来调节酶催

化行为"

").

!

温度$压力二元作用下的热变性动力学

上述研究结果表明!对于压力和温度共同作用下酶的稳

定性!两者既可能表现为相互拮抗!也可能表现为相互促进!

其中的解释与热变性动力学有关"

如果把酶的热失活&本质上是蛋白质的热变性'假设为

一个双态模型.活性酶
"

变性酶!这个过程的平衡常数
C

5

`

可以用下列公式表示.

C

5

`

K

0

#

1

>

0

#

1

L

K

0

#

1

F,]

L

0

#

1

L

0

#

1

L

! &

$

'

式中.

0

#

1

L

%0

#

1

>

+++分别表示活性酶与变性酶的浓度!

F'(

/

P

(

0

#

1

F,]

+++活性酶浓度的最大值!

F'(

/

P

"

根据米氏方程!酶反应速率可以写为.

;

K

;

F

0

3

1

C

F

M

0

3

1

K

N

0

#

10

3

1

C

F

M

0

3

1

" &

"

'

若0

3

1

$

C

F

!则
C

F

可以被忽略!此时反应速率接近于

恒定值!反应为零级反应.

;

%

;

F

0

3

1

0

3

1

K

;

F

K

N

0

#

1" &

!

'

本研究中!酶活的测定均在常压%

.#W

下进行!

N

值恒

定!因而反应速率
;

与活性酶浓度0

#

1成正比!式&

$

'可以

写成.

C

5

`

K

;

F,]

L

;

;

! &

.

'

式中.

;

F,]

+++最适 温 度 或 压 力 下 对 应 的 反 应 速 率!

#

F'(

/&

FP

2

FD9

'"

若活性酶
"

变性酶的可逆变化处于平衡时!变性酶的含

量为零!则
C

5

`

的值为
#

!由式&

.

'可推得
;a;

F,]

"找到常压

下反应速率
;

F,]

的值所对应的温度值或者一定温度下反应

速率
;

F,]

的值所对应的压力值即可得到
$##Q

活性酶的温

度+压力二元相图"

本研究证实试验条件下
OMP

催化的橄榄油水解速率与底

物浓度无关!并由此得到了
;

F,]

"本研究测定了
OMP

在不同温

度及压力处理下的反应速率!

;

F,]

所对应的温度分别为
$#

!

$0

!

"#

!

"0

!

!#

!

!0

!

.#W

(而其所对应的压力分别为
0#

!

$##

!

$0#

!

"##

!

"0#

!

!##+C,

!从而得到温度+压力二元相图!见图
B

"

图
B

!

OMP

的温度$压力二元相图

D̂

T

G-5B

!

C-5AAG-5S65F

X

5-,6G-5

X

8,A5HD,

T

-,F'IOMP

!!

图
B

中的椭圆代表了活性酶和变性酶的平衡"当温度

和压力均位于椭圆之内!酶将处于活性状态(而当温度和压

力处于椭圆外部时!酶则处于失活状态"由图
B

可知!对于

右半支曲线上的
L

点!当压力提高时!同时需要进一步提高

温度!才能使酶失活!说明温度和压力对酶活的影响存在拮

抗效应!压力的提高可以将酶于高温下的稳定性提高"因

此!可以通过适当的压力处理来改善酶的稳定性"

在高于
."W

的温度下!改变压力已无法使该酶的状态

回到椭圆内!此时!随着温度的提升!酶的状态偏离椭圆曲线

的程度不断加剧!说明压力已经不足以抵抗热变性导致的酶

构象变化"而当压力超过
!"0+C,

时!也使酶的状态不断偏

离椭圆曲线!压力的提升开始对酶的结构产生破坏!压力和

温度之间表现为相互促进"

!

!

结论
高压处理能够改变华根霉脂肪酶的活力!但压力过高会

引起该酶的失活!

"##+C,

是最适处理压力!在此压力下处

理可使
OMP

的活力提高
$BQ

"高压处理并未改变
OMP

的

B

基础研究
!

"#$%

年第
!

期



最佳催化温度"另一方面!即使在最佳压力下!该酶的热失

活现象依然存在"压力+温度协同作用下
OMP

的热稳定行

为表明.

"##+C,

处理能够显著改善
OMP

的热稳定性!而较

高压力将改变
OMP

的热失活动力学"在
#)$

!

"##)#+C,

范

围内压力和温度之间存在拮抗效应!而当压力超过
!0#+C,

后高压处理反而降低了
OMP

的热稳定性!即压力和温度之

间呈现促进效应"建立活性酶
"

变性酶的双态模型考察了

OMP

的热稳定性!本研究测得的椭圆曲线符合热力学理论推

导的结果!同时也可以解释压力和温度协同作用下
OMP

的

热稳定性行为"
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年
%

月
!#

日!"第三届中国休闲食品产业发展高

峰论坛暨首届中国成都休闲食品新品发布会#在四川成都隆

重召开$本次会议由中国食品科学技术学会休闲食品加工技

术分会%以下简称"分会&'主办!中国农业科学院农产品加工

研究所果蔬食品制造与营养科学团队承办!成都乐客食品技

术开发有限公司(郑州远东食品联盟协办$ 论坛得到了国家

工信部消费品工业司(中国食品科学技术学会(伊春市政府(

青海省海西州都兰县政府等单位的大力支持! 来自科研院

所(高校以及相关企业代表共计
%&&

余人出席了会议$

会议由休闲食品加工技术分会副理事长兼秘书长(中

国农业科学院农产品加工研究所毕金峰研究员主持$ 开幕

式上!中国食品科学技术学会休闲食品加工技术分会理事

长(中国食品工业%集团'公司蔡永峰总经理在开幕式上致

欢迎辞$ 他讲到!休闲食品在满足消费者娱乐和休闲需要

的同时!正在成为)一日三餐&中的第四餐$ 他希望关心和

从事休闲食品行业的业界精英能够相互沟通与交流!分享

最新的休闲食品加工新技术(新产品!提出产业发展新思

路 (新策略!代表行业反映基本诉求(交流创新和发展经

验!群策群力!共同开创中国休闲食品产业健康快速发展

新局面$ 学会副秘书长刘昊宇在开幕式上致辞!代表学会

领导对分会高峰论坛的召开表示祝贺!并指出休闲食品分

会成立于
!&#'

年!虽是一个年轻的分会!但分会工作开展

得有声有色$ 本届论坛能够选择在
!&#$

成都春季全国糖

酒会期间在成都召开! 体现出休闲食品分会聚焦产业(服

务产业(影响产业和发展产业的战略思维和精心组织$

论坛期间!

#(

位专家(学者(企业家做了精彩报告!期

间!来自政府及产业界人士就粮油(果蔬(畜禽(水产(特色

等休闲食品(装备和展览会等进行了新品发布和推介$ 本

次会议期间还举行了 "如何实现中国休闲食品的跨界(融

合(绿色(创新***机遇与挑战&圆桌论坛$ 围绕如何实现

中国休闲食品愿景(跨界(融合(创新(绿色(品牌(营销与

诚信等进行了畅谈与互动交流!分析了中国休闲食品发展

的现状(问题和发展机遇与挑战!达成了共识$

最后!毕金峰副理事长兼秘书长代表与会代表宣读了

"中国休闲食品
!&#$

成都宣言&$

%来源+中国食品科学技术学会'

信 息 窗

第三届中国休闲食品产业发展高峰论坛成都召开

%

第
!!
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!

期 陈
!

刚等.压力+温度协同作用下华根霉脂肪酶的催化行为研究
!


