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苹果酒中模拟体系下非酶氧化与酶促

氧化对聚合度影响的研究
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,
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,
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摘 要 : 以苹果酒 中单酚含量较 多的 4 种酚 (儿茶素
、

表儿茶素
、

绿原酸和咖啡酸 )为研究对象
,

在模拟苹果酒 pH 体系环境 下
,

对其在非酶氧化和酶促氧化下 聚合度的 变化进行 了研究
。

结果表

明
,

在非酶氧化过程 中
,

以 儿茶素和表儿茶素的聚合反应 为主
,

而在酶促氧化过程 中
,

则是以绿原

酸和咖啡酸的聚合反应为主
。

关键词 :
苹果酒 ; 非酶氧化 ; 酶促氧化

中图分类号
: T S 2 6 2

.

7 ; T S2 6 1
.

4 ; TQ9 2 O
.

l 文献标识码
: A 文章编号

:
10 0 1一9 2 8 6 (2 0 0 6 )0 3一0 04 2一0 3

In v esti g a ti o n o n the E ffe
c ts o f N o n 一e

nz ym a tie o 对d ati o n & E nz ym ati
c O对d a ti o n

o n th e P o lym eri z a ti o n D e g r e e o f C id e r un d e r s而ul a ti o n S yste m

L IU W e l
一

we i
,

ZH A O Gu an g
一 ao ,

X U Y an an d Z H A N G Yi n g
一

lu

(B io e n gi n e e ri ng C o lle g e o f jia n g
,

nan Un iv e rs ity
,

W u x i
,

Jian g su Z 14 036
,

C h in a )

A玩tra et :

Th
e
po l犯n

eri za tio n d e g r ee e han ge
s o f fo u r ki n d s o fPh en o ls (e a te ch in

,

eP ie at e
ch in

,

ch loro g e n ie ae id an d ea
ffe

-

ie ae id ) in e id er b y n o n 一e n z yin at ic ox id a tio n o r by en母叨 atie o x id a tion un d er s

imu
lat e d cid e r PH sy ste m env iro run

en t w ere

stu died
.

Th
e re su lts su g g e st e d that th e Po l帅

e ri za tion o f e ate e hin an d eP ieat ee hin oc e

uxr
e d m a inl y in n o n 一e n Zy m a tie o x id小

tio n
an d th e Po l帅eri Zat io n o f eh lo ro ge ni e a eid an d c affe ie ac id o ee urre d 幻。a ln ly in en Zy m a tie o x idat io n

.

(Tran
.

by Y UE

Yan g )

Ke y
wo

r ds
: e id er : n o n 一 en z yln at ie o x id at io n ; e n z扣的a tie o x id at io n

苹果酒是 以苹果发酵而成的含酒精饮料
,

发展苹果 ZC 多功能恒温箱
。

酒与我 国现阶段逐步调整农业产业结构
,

鼓励开发丰富 1
.

2 试$.]

的果业资源
,

发展果酒产业战略一致
。

但是
,

目前市场上 1
.

2
.

1 材料

苹果酒在口味和稳定性上还不尽如人意
。

主要是 口味中 儿茶素
、

表儿茶素
、

绿原酸
、

咖啡酸和酪氨酸酶

的涩度控制和易发生褐变和浑浊沉淀等
。

这与苹果酒中 (E CI
.

14
.

18
.

1 ;PPO )
,

从 Si gm
a 公司购买的标准纯品

。

配

的酚类物质的聚合有很大关系IlP
。

在 国内
,

这方面的研 制 pH 3
,

pH 3. 5
,

pH4
,

PH 7 和 PH S 的磷酸氢二钠
一柠檬酸

究报道不多
,

尤其是对其聚合度形成及其产生机理的研 缓冲液和一定浓度的儿茶素
、

表儿茶素
、

绿原酸和咖啡

究就更少 了
。

酸标准溶液
。

本研究是在模拟苹果酒 pH 环境体系下对 4 种单酚 1
.

2. 2 试剂

在非酶氧化条件下和酶促氧化条件下其聚合度 的变化 Fol in 一D en is 试剂
: 在 7 50 m L 水 中

,

加人 100 9 钨酸

进行试验
,

希望通过聚合度的测定为苹果酒酿造及贮存 钠 (N为w O
4

·

ZH ZO )
、

20 9 磷钥酸 (H 3P O拟
0 0 4 )

、

50 rnL 磷

过程中聚合度变化提供理论依据
。

酸
,

回流 Z h
,

冷却
,

稀释至 1000 m L
o

, _ 山
‘.

二一
、

‘ 饱和碳酸钠溶液
:

¹ 单宁酸标准溶液
:

称取 1 9 单宁
, 材料与方法 ~

’

一~ 一 州 “二世
’

~ “ 一 ” 一

艺
” ’

二 : :
‘_ 一

1
.

呈
、

;
、 、

二’ ‘

” “
‘ ’

一 酸
,

溶解于水中
,

稀释至 10 0 m L
,

备用 ; º 儿茶素标准溶

11 仪 器 液
:
在配制好的 2. 50 m 留m L 的儿茶素乙醇溶液中取 10

PLu s384 型酶标仪
,

uv
一754 型分光光度计

,

D G 一 m L 儿茶素标准溶液于 100 m L 容量瓶中
,

用 乙醇稀释
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至刻度
。

此溶液含儿茶素 0. 25 m 留m L ;» 1 % 香草醛乙 随着放置时间的延长
,

会缓慢聚合
,

并且 PH 对非酶氧化

醇溶液
。

下的单酚聚合度也稍有影响
,

此结果与文献报道一致[’]o
1

.

2. 3 样品处理 2. 2 非酶氧化条件下
,

各种主要单酚及其混合液的相对

非酶氧化
:
取酚溶液 4 m L 加入 96 m L 的缓 冲溶液 聚合度的 变化

中
,

充分混合
,

反应在 巧 ℃下进行
。

分别在 。
,

s d
,

10 d
,

把 12 种单酚分成两类 : 一类是 以儿茶素和表儿茶

巧 d
,

20 d
,

25 d和 30 d 取样进行测定
。

素为代表的酚类物质
,

主要是属于黄酮类物质
,

称之为

酶促氧化
:

取酚溶液 Z m L 加人 14 m L 的缓 冲溶液 中性酚 ; 另一类是 以绿原酸和咖啡酸为代表 的酚类物

中
,

加入 4 m L 的 50 川m L 的酶液
,

反应在室温 (20 ℃ ) 质
,

主要是属于酚酸及其衍生物类物质
,

称为酸性酚 [no
下进行

,

每 2 m in 取样一次进行测定
。

测定过程中
,

取样 下面将分开对这两类酚类物质进行试验
,

其聚合度结果

时间要迅速
。

见图 2 和图 3
。

1
.

3 相对聚合度 (FD / v ) [3]

方法
:

¹ FD 值
: 取 Z m L 样 品于 10 0 m L 容量瓶 中

,

加人 Z m L 的 FD 试剂
,

4 m L 20 % 的 N a ZC O 3 ,

定容至

10 0 m L
,

l h 后于 76 o nm 处测 吸光值 ; º v 值
:
取 2 m L

样 品于 10 m L 容量瓶中
,

加 3 11止 1% 的香草醛 乙醇溶

液
,

加人 4 m L 浓盐酸
,

定容
,

30 面n 后于 soo nln 处测吸

光值
。

FD 阿 能大致估计出酚类物质的聚合程度
。

FD阿 值

越大
,

说明酚类物质聚合程度越大
,

聚合后所形成的分

子量就越大
。
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尸口09一O曰

A\O山
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2 结果与分析

2
.

1 非酶氧化条件下
,

不 同 PH 对儿茶素标准溶液的相

对聚合度的影响

采用 p H 3
,

pH3
.

5
,

pH 4 和 pH 7 下的磷酸氢二钠
一柠

檬酸缓冲液对儿茶素标准溶液进行非酶氧化试验
。

其相

对聚合度变化情况见图 l
。

图 2 儿茶素
、

表儿茶素和其混合液在 p H 3
.

5

下 的相对聚合度的变化

从图 2 可以看 出
,

儿茶素标准溶液随着时间的增

加
,

聚合度是逐渐增加的
,

并且增加了 4 倍多
。

表儿茶素

标准溶液以及其混合液的聚合度增加趋势 与儿茶素的

变化趋势相一致
,

都具有不同程度的增加
。

并且
,

混合液

的聚合度的大小介于儿茶素和表儿茶素两者之间
。

从图

2 也可以看出
,

表儿茶素和儿茶素由于具有相类似的结

构网
,

所 以他们的聚合度存在大致相同的变化趋势
,

大致

都是随着时间的延长而不断增加
。

尸ao9O�自
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只�nU4卜JOq乃乙自11
切esl
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1 5

1 0

绿原酸

咖啡酸

混合液

0 5 1 0 1 5 2 0 2 5 3 0

时间(d)

图 1 模拟体 系中儿茶素标准溶液在不 同

p H 条件下 的 聚合度 变化 曲线

此实验设计的目的是观察一种单酚在不同 p H 条件

下不同时间内其聚合度的变化情况
。

这里以儿茶素为研

究对象
。

由图 1 可以看出
,

儿茶素在不同的 PH 值下的聚

合度的变化趋势基本相同
,

都是随着时间的延长
,

其聚

合度也逐渐增加
。

而且还有随着时间的延长
,

不同PH 所

产生的聚合度的大小也似乎存在着差异
。

p H 越大
,

所产

生的聚合度也就越大
。

由此看出
.

儿茶素这一单酚溶液

0 5 10 1 5 2 0 2 5 3 0

时间 (d )

图 3 绿原酸
、

咖啡酸和其 混合液的相 对聚合度的 变化

从图 3 可以看 出
,

绿原酸的相对聚合度在 30 d 内

都维持在 21 左右
,

咖啡酸的相对聚合度都维持在 5 左

右
,

而他们的混合液的相对聚合度则在 13 左右
,

基本上

保持稳定
。

并且混合液的相对聚合度值介于绿原酸和咖

啡酸之间
。

这说明绿原酸和咖啡酸等酚酸类物质在此条
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2. 3 酶促氧化条件下
,

各种主要单酚及其混合液的相对

聚合度的变化

酶促氧化过程中
,

影响氧化程度的因素周有
:

可氧化

的底物的存在
,

主要是酚类物质 ;氧气的存在 ;酪氨酸酶

等氧化酶的存在
。

所以
,

在酪氨酸酶和氧的存在下
,

酚类

物质是促使苹果酒褐变的主要因素
。

酶促氧化过程较多

发生在苹果的压榨和苹果酒的前期酿造过程 中
。

酶促氧

化的底物十分广泛
,

反应速度也 比非酶促氧化要迅速得

多
,

氧化聚合的程度也大得多例
。

模拟体系下的酶促氧化

过程的聚合度变化结果见图 4 和图 5
。

断加深的变化趋势
,

由无色逐渐变成最终的深褐色
。

说

明小分子的酸性酚类物质在有酪氨酸酶 的作用下易于

聚合氧化
,

形成分子较大的多酚类物质
,

从而聚合度增

加
,

色泽加深Il0J
。

由于绿原酸和咖啡酸在苹果酒 中的含

量相对较高
,

所以在酪氨酸酶 的存在下
,

易发生明显的

色泽上的加深
、

聚合度上的增加的变化
。

l5
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5

0
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一
儿茶素

- ~ . 一表儿茶素

一
混合液

8

时l’ed (
m i n )

图 4 儿茶素
、

表儿茶素和其混合液的 相时聚合度的 变化

从图 4 可 以看 出
,

在几分钟 的反应时间内
,

儿茶素
、

表儿茶素和其混合液的相对聚合度的变化趋势基本上

是相同的
,

都有较小幅度的增加
。

反应出酪氨酸酶对儿

茶素等中性酚在较短的反应时间里
,

其聚合反应的程度

较小
。

酸

酸

混合液

n��勺0
1卜JO
哎LJO左

二qjq口心‘n乙1
‘.二

A/Q肠

6 8

时间 ( m i n )

图 5 绿原酸
、

咖啡酸和其混合液的相对聚合度的 变化

从图 5 可以看到
,

绿原酸和咖啡酸的聚合度在短时

间内有较大程度的增加
,

尤其是咖啡酸溶液的聚合度增

加了 3 倍之多
。

同时也可以在实验中发现色度上呈现不

3 结论

聚合度在非酶氧化和酶促氧化过程 中形成机理有

所不同
。

在一定条件下
,

表现在非酶氧化过程中
,

主要是

JL茶素和表儿茶素为主进行聚合反应
。

而在酶促氧化过

程 中
,

主要是酚酸 ( 如绿原酸 和咖啡酸 )的聚合反应 为

主
,

并且 由于苹果酒 中酚酸的含量相当高
,

使得引起色

泽和稳定性上的变化更为明显
。

这将对苹果酒的口感及

色泽变化起重要影响 (另行研究 )
。
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