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　　摘要：以黑蒜为试验材料，以白蒜为对照，采用福林 －酚法对其加工过程中多酚含量的变化进行研究，并采用
ＤＰＰＨ法、还原力、ＡＢＴＳ法、ＯＲＡＣ法对其抗氧化活性进行综合评价。结果表明，在黑蒜加工过程中多酚含量显著增
加；加工后黑蒜的ＤＰＰＨ自由基清除率是白蒜的３倍；黑蒜加工前后的还原能力与其多酚含量呈正相关，相同浓度下
黑蒜的还原力明显高于白蒜；ＡＢＴＳ＋清除能力与黑蒜提取液浓度呈正相关，黑蒜ＡＢＴＳ＋清除率显著高于白蒜；加工后
黑蒜的氧自由基吸收能力增强，显著高于白蒜的氧自由基吸收能力。结果表明，与普通的白蒜比较，发酵后的黑蒜具

有更高的抗氧化活性。
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　　大蒜是一种古老的药食两用植物，在我国已有２０００多
年的种植历史［１］，是我国的特色农产品和传统调味料，其性

味温热，具有抗菌、抗氧化、降血糖、护肝及杀虫等性能［２］。

此外，大蒜作为一种具有多种生物学效应的传统药物，能缓解

疲劳，增加体力，帮助消化，预防腹泻及蠕虫感染，可用于治疗

心脏病和关节炎［３］。相关研究表明，大蒜具有抗肿瘤功能，

可诱导人体产生强烈的 ＴＨ１免疫反应［４］。我国大蒜消费主

要以其原料和初级加工产品为主，其中腌渍蒜产品在大蒜的

加工和贸易中占主要地位［５］。目前，几种大蒜产品如脱水大

蒜粉、大蒜精油、大蒜油浸膏和老化的大蒜提取物已被逐渐引

入市场［６］。

黑蒜，又名黑大蒜，是以新鲜大蒜为原料，在严格控制温

度和湿度的情况下发酵而成的一种新型大蒜制品。黑蒜在加

工过程中，自身的组织被破坏，其物质所发生的一系列的酶促

反应和非酶褐变反应，其中包括美拉德反应、焦糖化反应

等［７］。黑蒜在加工过程中变成黑色，同时，呈色物质本身也

有一些生物活性。加工后的黑蒜无辛辣及刺激性气味，具有

高含量的多糖、还原糖、蛋白质、酚类化合物、有机硫化合物和

类黑素［８］，其中多酚类物质含量高出５倍以上［９］，其超氧化

物歧化酶活性高出１０倍以上［１０］，这使得生大蒜的抗氧化功

效有了很大的提高，对保持人体健康起着积极作用。目前对

黑蒜的相关文献报道很少，对黑蒜抗氧化机制的研究尚未清

楚，为了对黑蒜的进一步开发利用提供科学依据，本试验对黑

蒜的抗氧化性进行研究，并以 ＤＰＰＨ清除率、Ｆｅ３＋还原能力、

ＡＢＴＳ清除率及氧自由基清除能力测定黑蒜的抗氧化能力，
以期明确黑蒜的抗氧化能力，为黑蒜深加工利用提供科学

依据。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
白蒜及黑蒜由菏泽天鸿果蔬有限公司提供；２，２－联氮－

二（３－乙基 －苯并噻唑 －６－磺酸）二铵盐（ＡＢＴＳ）、水溶性
维生素Ｅ（Ｔｒｏｌｏｘ）、荧光素（ＦＬ）、２，２′－偶氮二异丁基脒二盐
酸盐（ＡＢＡＰ）槲皮素（Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ）、没食子酸、福林试剂、碳酸
钠、铁氰化钾、硫酸钾、磷酸氢二钾、磷酸二氢钾、氯化铁、甲

醇、无水乙醇均为分析纯。

ＤＨＧ－９２４０Ａ型烘箱，上海精宏实验设备有限公司；
Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５４１８型离心机，德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司；分析天平，北
京赛多利斯仪器系统有限公司；ｅｃａｎｉｎｆｉｎｉｔｅＭ２００ＰＲＯ酶标
仪，瑞士Ｔｅｃａｎ公司；Ｑ－２５０Ｂ３高速多功能粉碎机，上海冰都
电器有限公司。

１．２　试验方法
１．２．１　样品提取液的制备　将新鲜的白蒜、黑蒜烘干至恒质
量，加入粉碎机粉碎后，分别称取１ｇ白蒜、黑蒜样品机械粉，
按１∶２０的料液比加入５０％的乙醇溶液２０ｍＬ，于３０℃超声
提取３０ｍｉｎ，离心、过滤，用５０％的乙醇定容至２０ｍＬ作为样
品液待用。

１．２．２　黑蒜加工前后多酚含量的测定［１１］

１．２．２．１　多酚标准曲线的绘制　准确称取０．０２ｇ没食子酸
标准品置于烧杯中，用８０％乙醇溶解后定容至５０ｍＬ，得到
４００ｍｇ／ｍＬ没食子酸标准溶液。用移液枪吸取没食子酸的标
准溶液０、１２．５、２５．０、５０．０、７５．０、１００．０、１５０．０、２００．０、２５０．０、
３００．０、３５０．０、４００．０μＬ，分别置于１２支离心管中，向每支离
心管中各加入８０％乙醇至０．２ｍＬ。依次加入１ｍＬ蒸馏水，
０．２ｍＬ福林试剂，混匀静置３ｍｉｎ后，加入０．６ｍＬ７．５％碳酸
钠，再次混匀，静置４０ｍｉｎ后，在 Ｄ７６５ｎｍ处测定其吸光度。并
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以没食子酸浓度为横坐标，吸光值为纵坐标，绘制没食子酸标

准曲线，ｙ＝０．００７１ｘ＋０．０１６９，ｒ２＝０．９９９８。式中 ｙ为吸光
度；ｘ为多酚质量浓度（ｍｇ／ｍＬ）。
１．２．２．２　样品测定　取制备好的白蒜、黑蒜乙醇提取液
１ｍＬ，按照标准曲线的测定方法，在 Ｄ７６５ｎｍ处测定其吸光度。
根据回归方程计算黑蒜加工过程中多酚含量，样品总多酚含

量以每克样品中所含没食子酸的毫克数表示（ｍｇＧＡｅｑ／ｇ）。
１．２．３　黑蒜加工前后体外抗氧化能力的测定
１．２．３．１　清除ＤＰＰＨ自由基的测定　按浓度大小依次向９６
孔透明板中加入１００μＬ白蒜、黑蒜提取液（０．２５、０．５０、１．００、
２．００、４．００、８．００ｍｇ／ｍＬ），再分别加入１００μＬ０．２ｍｍｏｌ／Ｌ的
ＤＰＰＨ溶液。依照相同的操作方法，将不同浓度的样品液分
别与甲醇混匀作为空白组，ＤＰＰＨ溶液与甲醇混匀作为对照
组。室温避光静置３０ｍｉｎ后，在Ｄ５１７ｎｍ处测其吸光值，重复３
次，每次３组平行，取平均值。

ＤＰＰＨ清除率＝（１－
Ｄ１－Ｄ２
Ｄ３

）×１００％。

式中：Ｄ１为ＤＰＰＨ溶液与样品液的吸光度之和；Ｄ２为样品液

与提取溶剂的吸光度之和；Ｄ３为ＤＰＰＨ溶液与提取溶剂的吸
光度之和。

１．２．３．２　Ｆｅ３＋还原能力的测定［１２－１３］　准确吸取０．２ｍＬ不
同浓度白蒜、黑蒜提取液（０．６２５、１．２５０、２．５００、５．０００、
１０．０００ｍｇ／ｍＬ）置于５支２ｍＬ离心管中，分别加入０．５ｍＬ
０．２ｍｏｌ／ＬｐＨ值６．６磷酸缓冲液和０．５ｍＬ１％铁氰化钾溶
液，混匀后，于 ５０℃温度下水浴 ２０ｍｉｎ，然后加入 ０．５ｍＬ
１０％的三氯化铁溶液（ＴＣＡ），混合均匀，置于离心机中以
５０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清液０．５ｍＬ，加入０．５ｍＬ蒸馏
水和０．１ｍＬ０．１％氯化铁溶液，混匀后，静置 １０ｍｉｎ，在
Ｄ７００ｎｍ处测其吸光值，重复３次，每次３组平行，取平均值。
１．２．３．３　清除ＡＢＴＳ＋自由基的测定　用ＰＢＳ（ｐＨ值 ＝７．４）
配制 ７ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＡＢＴＳ＋溶液，将 ７ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＡＢＴＳ和
２．４５ｍｍｏｌ／Ｌ过硫酸钾等体积混合均匀，在室温下避光反应
１２～１６ｈ生成ＡＢＴＳ＋储备液，使用前用 ＰＢＳ稀释到 Ｄ７３４ｎｍ处
吸光度为０．６６±０．０３的工作液。取２０μＬ不同浓度白蒜、黑
蒜提取液（０．２５、０．５０、１．００、２．００、４．００、８．００ｍｇ／ｍＬ）加到９６
孔透明酶标板中，分别加入１５０μＬ０．２ｍｍｏｌ／ＬＡＢＴＳ＋储备
液，以ＰＢＳ作为对照，室温下反应 １０ｍｉｎ后，在Ｄ５１７ｎｍ处测其
吸光值，重复３次，每次３组平行，取平均值。

ＡＢＴＳ＋清除率＝
Ｄ０－Ｄ
Ｄ０

×１００％。

式中：Ｄ０为ＡＢＴＳ
＋工作液与ＰＢＳ的吸光度之和；Ｄ为 ＡＢＴＳ＋

工作液与样品液的吸光度之和。

１．２．３．４　氧自由基吸收能力（ＯＲＡＣ）的测定　取不同浓度
白蒜、黑 蒜 提 取 液 （０．２５、０．５０、１．００、２．００、４．００、
８．００ｍｇ／ｍＬ）和Ｔｒｏｌｏｘ标准液（用 ｐＨ值 ＝７．４的７５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ稀释）２０μＬ加到９６孔黑色酶标板中，分别加入１８０μＬ
ＦＬ，在３７℃条件下孵育２０ｍｉｎ，随后加入２０μＬ１１９ｍｍｏｌ／Ｌ
的ＡＢＡＰ溶液。用４８５ｎｍ激发波长和５３５ｎｍ发射波长测定
其荧光强度，测定时间间隔为５ｍｉｎ，连续测定３５次。ＯＲＡＣ
值以Ｔｒｏｌｏｘ当量表达，单位为ｍｍｏｌＴＥ／ｇＤＷ。

２　结果与分析

２．１　黑蒜加工前后多酚含量比较
多酚类物质含有多个酚基团，具有良好的抗氧化性和抗

癌活性。多酚类物质种类很多、结构各异，其抗氧化性、生物

利用率及对人体影响也有所不同，在食品医药中具有广泛的

应用。多酚类物质的提取率不仅因溶剂种类、提取时间、提取

温度、溶剂用量等条件的不同而存在差异，同时，在天然产物

中多酚类物质因种类的不同，其含量也存在很大差异［１４］。本

试验利用５０％的乙醇分别对白蒜、黑蒜粉末进行提取，采用
福林－酚法测定其多酚的含量，从图１可以看出，白蒜、黑蒜
的多酚含量分别为０．４９、２．６０ｍｇＧＡｅｑ／ｇ，二者差异显著。
表明黑蒜在发酵过程中，多酚含量增加，本结果与连毅等的研

究结果［９］一致。安东认为，多酚类物质含量的增加可能是因

为大化合物释放出更多的酚羟基，使多酚的相对含量升

高［１５］；Ｋｗｏｎ等指出，可能是在高温情况下其他化合物转化成
了多酚类物质［１６］。表明黑蒜在发酵过程中多酚类物质增加，

使黑蒜具有更好的抗氧化、抗癌活性。

２．２　黑蒜加工前后体外抗氧化活性
酚类物质组成比较复杂，其种类和含量随着植物品种、成

熟度、季节域等不同有很大差异，单一的抗氧化方法很难完全

有效地对其含量及活性进行测定，而且不同的方法研究结果

也存在很大差异，且缺乏可比性。因此，选用多种方法对其进

行研究，力求全面对其抗氧化活性进行评价。

２．２．１　黑蒜加工前后对 ＤＰＰＨ自由基的清除作用　ＤＰＰＨ
是一种具有单电子、稳定的氮中心的自由基，广泛用于动植物

提取物或者食品的抗氧化特性评价。当自由基清除剂存在

时，ＤＰＰＨ自由基接受一个电子或氢原子，形成稳定的化合
物，使其溶液从深紫色变为淡黄色，变色程度与其接受的电子

数量成定量关系，可通过吸光值大小来判断清除能力。本研

究用酶标仪对其吸光值进行测定。从图２可以看出，黑蒜在
加工前后对ＤＰＰＨ自由基都有清除能力，且随着样品浓度的
增加，ＤＰＰＨ的清除能力增强，黑蒜加工前后半抑制浓度 ＩＣ５０
（指对ＤＰＰＨ自由基清除率达到５０％时所需样品的浓度）分
别为１３．９８、５．９９ｍｇ／ｍＬ，与王卫东等所报道的黑蒜的自由基
的清除率是普通大蒜的３倍结论［１７］一致。这可能是由于黑

蒜加工过程中多酚含量增加，抗氧化能力增强，对自由基的清

除能力也增强。

２．２．２　黑蒜加工前后的还原力　还原力是用来评价抗氧化
剂活性的常用方法，根据样品本身的还原作用，给出电子清除
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自由基，样品作为一种还原剂，其还原能力越强，抗氧化能力

越强，反之越弱。相关文献报道，样品中的多酚类化合物可作

为一种很强的天然抗氧化剂，具有很强的抗氧化性，可以通过

测定其还原力来评价其抗氧化能力。从图３可以看出，不同
质量浓度下白蒜与黑蒜提取液还原能力的强弱，相同浓度下

黑蒜的还原力明显高于白蒜，在低浓度情况下白蒜和黑蒜的

还原能力不明显，当浓度达到２．５ｍｇ／ｍＬ时，黑蒜的还原力
为白蒜的１．８２倍，且随着提取液浓度的升高，还原能力也逐
渐升高。相关文献报道样品的还原能力强弱与样品中所含的

多酚类物质呈正相关性［１８］，本试验中，白蒜总酚的含量

０．４９ｍｇＧＡｅｑ／ｇ，而黑蒜的总酚含量达到 ２．６０ｍｇＧＡｅｑ／ｇ，
是白蒜的５倍之多，从而证实了黑蒜的还原能力强于白蒜。

２．２．３　黑蒜加工前后对ＡＢＴＳ＋自由基的清除　从图４可以
看出，黑蒜加工前后 ＡＢＴＳ＋清除能力与浓度呈正相关性，即
随着样品浓度的增加，清除率逐渐升高，黑蒜 ＡＢＴＳ＋清除率
明显高于白蒜，且随着样品浓度的增大清除能力差别明显。

在浓度为０．０５ｍｇ／ｍＬ时，白蒜、黑蒜提取液对ＡＢＴＳ＋没有清
除作用，随着浓度的增大，当浓度为０．５０ｍｇ／ｍＬ时，白蒜的
清除率为 ６．２３％，黑蒜的清除率为 ２０．３５％；当浓度为
１ｍｇ／ｍＬ时，白蒜的清除率为 １１．２３％，黑蒜的清除率为
３８７１％，即随着浓度的增加，白蒜、黑蒜的清除率都在上升，
且黑蒜的清除能力强于白蒜。这可能是由于浓度的增大，白

蒜、黑蒜中活性成分含量升高。总体来看，黑蒜提取液的

ＡＢＴＳ＋自由基的清除能力明显优于白蒜，一方面可能与多酚
含量有关，黑蒜在加工过程中多酚含量是白蒜的５倍以上；另
一方面可能与多酚的形态有关，黑蒜在加工过程中可能产生

很多游离多酚类物质且其具有很强的 ＡＢＴＳ＋自由基清除能
力。因此，黑蒜对ＡＢＴＳ＋的清除率明显高于白蒜。

２．２．４　黑蒜加工前后对氧自由基的清除能力　ＯＲＡＣ抗氧
化原理是指自由基能破坏荧光探针，使荧光强度发生变化，其

变化的大小反映自由基破坏的程度。抗氧化剂可以抑制由自

由基引起的荧光变化，而抑制程度能反映其对自由基的抗氧化

能力的大小。从图５可以看出，无论是白蒜、黑蒜均显示出对氧
自由基清除能力，但是黑蒜的清除能力比白蒜的要强，白蒜的氧

自由基吸收能力为３２４．４３μｍｏｌＴＥ／ｇＤＭ，黑蒜吸收能力达到了
９８４．５６μｍｏｌＴＥ／ｇＤＭ，二者差异显著。这与ＤＰＰＨ、Ｆｅ３＋还原能
力的结果一致，这是由于黑蒜中的多酚含量明显高于白蒜。

３　结论

与普通的白蒜相比，黑蒜以其极高的营养价值和保健价

值受到很多消费者欢迎。黑蒜加工前后的多酚含量存在显著

差异，经发酵后的黑蒜多酚含量增加了４倍以上，使黑蒜具有
更好的抗氧化、抗癌活性。黑蒜加工过程中多酚含量增加，抗

氧化能力增强，使得加工后的黑蒜对 ＤＰＰＨ自由基清除能力
增加了１倍多。黑蒜加工前后的还原能力与其多酚含量呈正
相关，相同浓度下，经发酵后的黑蒜的还原力明显高于白蒜；

ＡＢＴＳ＋清除能力与浓度呈正相关，黑蒜 ＡＢＴＳ＋清除率明显高
于白蒜，且随着样品浓度的增大清除能力差别明显。黑蒜加

工前后都具有对氧自由基清除能力，但加工后的黑蒜的清除

能力显著高于白蒜。黑蒜在加工过程中多酚含量增加，加工

后的黑蒜对ＤＰＰＨ的清除率、还原能力、ＡＢＴＳ＋自由基清除率
及对氧自由基的清除能力都显著高于白蒜，表明黑蒜抗氧化

能力远远高于加工前普通白蒜。本研究结果为黑蒜研究及发

展提供了理论依据，并为大蒜市场发展提供了广阔前景。
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木瓜蛋白酶复合剂抑制淮山酶促褐变的应用

谢冬娣，李丹梅，龚振维
（贺州学院食品与生物工程学院，广西贺州５４２８９９）

　　摘要：以淮山、木瓜蛋白酶等为试验材料，研究木瓜蛋白酶复合剂对鲜切淮山的褐变防控效果，探索生物酶法在淮
山鲜切加工中的应用。以多酚氧化酶（ＰＰＯ）、过氧化物酶（ＰＯＤ）、褐变度（ＢＤ）为考察指标，在木瓜蛋白酶、抗坏血酸、
氯化钠以及柠檬酸单一抑制剂对淮山褐变控制效果研究的基础上，采用正交试验，确定复合抑制剂在淮山褐变控制中

的最佳组合。结果表明：柠檬酸、抗坏血酸和木瓜蛋白酶单一抑制剂对于防止鲜切淮山的褐变具有较好的效果，而

ＮａＣｌ溶液对于防止鲜切淮山的褐变效果不明显。采用柠檬酸、抗坏血酸和木瓜蛋白酶进行防褐变正交试验所筛选的
最佳浓度组合为０．４０％柠檬酸＋０．２０％木瓜蛋白酶＋０．２０％抗坏血酸，影响主次顺序为柠檬酸＞木瓜蛋白酶＞抗坏
血酸。验证试验结果表明，ＢＤ值为０．１９４、ＰＰＯ活性为０．２１Ｕ／ｍＬ、ＰＯＤ活性为９．２Ｕ／ｍＬ的抑制褐变效果优于试验
对照组。
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贮藏与加工方面的研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｘｉｅｄｏｎｇｄｉ＠１６３．ｃｏｍ。

　　鲜切果蔬保持了果蔬原有的新鲜状态，又经过了加工而
使产品清洁卫生，是满足现代都市人快速生活节奏的一种果

蔬加工方式。淮山（Ｙａｍ）为薯蓣科薯蓣属薯蓣的根茎，别称
怀山药、淮山药，是药食同源的蔬菜。鲜切淮山在加工和贮藏

中极易产生褐变，严重影响其外观，不利于销售。目前对鲜切

淮山褐变的控制主要采用物理方法［１－４］，也常使用化学护色

方法［５－７］，但有一定局限性，极少有使用生物酶法的报道。由

于木瓜蛋白酶已经被证实对抑制酶促褐变有显著效果［６－８］，

但目前却尚未有将其用于抑制鲜切淮山褐变的研究。笔者将

木瓜蛋白酶结合抗坏血酸（ＡＡ）、氯化钠（ＮａＣｌ）以及柠檬酸
（ＣＡ），以单一抑制剂对淮山褐变控制效果的研究为基础，采
用正交试验优化，研究安全环保的木瓜蛋白酶复合抑制剂对

鲜切淮山酶促褐变的影响，以期探索生物酶法在淮山鲜切加

工中的应用，为鲜切淮山加工贮藏生产实践提供理论依据。
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