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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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作者简介：谢冬娣（１９６８—），女，广西贺州人，副教授，主要从事果蔬
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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１　材料与方法

１．１　试验材料及主要药品
主要材料：贺街淮山，为国家地理标志保护产品；保鲜袋；

木瓜蛋白酶 （酶活性１００万Ｕ）。抗坏血酸、氯化钠、柠檬酸、
邻苯二酚、Ｈ２Ｏ２、愈创木酚，以上药品均为分析纯。
１．２　试验处理方法

挑选外皮完好、无病害、无机械损伤的淮山，切成厚度为

３～４ｍｍ的斜片［２］，然后用不同浓度的抑制剂浸泡处理１ｈ，
晾干表面处理液后，平铺装入保鲜袋中，置于５℃冷藏库贮
藏。抗坏血酸浓度设为 ０．１０％、０．１５％、０．２０％、０．２５％、
０．３０％。氯化钠浓度设为 ０．４％、０．５％、０．６％、０．７％、
０．８％。柠檬酸浓度设为 ０．２５％、０．３０％、０．３５％、０．４０％、
０．４５％。木瓜蛋白酶浓度设为 ０．１０％、０．１５％、０．２０％、
０．２５％、０．３０％。设不浸泡处理为对照组。试验观察贮藏期
５ｄ，第５天检测淮山的多酚氧化酶（ＰＰＯ）活性、过氧化物酶
（ＰＯＤ）活性、褐变度（ＢＤ）等指标。试验设３个重复。

在单一抑制剂单因素试验基础上，筛选出抑制褐变效果

明显的３个因素及其浓度水平，进行正交试验，确定各种抑制
剂与木瓜蛋白酶的最佳组合。正交试验各因素浓度水平设计

见表１。

表１　各因素浓度水平

水平

因素

Ａ：柠檬酸
浓度（％）

Ｂ：抗坏血酸
浓度（％）

Ｃ：木瓜蛋白酶
浓度（％）

１ ０．３０ ０．１５ ０．１５
２ ０．３５ ０．２０ ０．２０
３ ０．４０ ０．２５ ０．２５

１．３　指标检测方法
褐变度的测定：采用吸光度法，将样品直接打碎，取适量

样品按体积比１∶１０添加蒸馏水，低温下匀浆２ｍｉｎ，过滤后
取滤液于２５℃保温５ｍｉｎ，在波长４１０ｎｍ处测定其吸光度，
重复３次，以Ｄ４１０ｎｍ×１０表示褐变度。褐变度越高，表示褐变
越严重。

多酚氧化酶活性测定：采用邻苯二酚法［９］，以１ｍｉｎ内吸
光度变化０．０１为１个酶活性单位，单位 Ｕ／ｍＬ。过氧化物酶
活性测定：采用愈创木酚法［９］，以１ｍｉｎ内吸光度变化０．０１

为１个酶活性单位，Ｕ／ｍＬ。

２　结果与分析

２．１　柠檬酸抑制鲜切淮山酶促褐变效果
２．１．１　柠檬酸处理对淮山褐变度的影响　图１显示，在５℃
的冷藏条件下，鲜切淮山经过不同浓度柠檬酸处理，其褐变度

ＢＤ值均低于对照组。其中，在０．２５％ ～０．４０％柠檬酸浓度
范围内，随着柠檬酸浓度增大，淮山的 ＢＤ值一直呈现下降趋
势；柠檬酸浓度为０．４０％时的 ＢＤ值最低，与对照组差异最
大；而在柠檬酸浓度为０．４５％时淮山的ＢＤ值较高，但仍低于
对照组。结果表明，柠檬酸处理浓度在０．４０％时，对鲜切淮
山的褐变抑制效果较好。

２．１．２　柠檬酸处理对淮山 ＰＰＯ、ＰＯＤ活性的影响　图２显
示，鲜切淮山经过不同浓度柠檬酸处理，其多酚氧化酶活性均

明显比对照组低，即表明柠檬酸能抑制鲜切淮山的 ＰＰＯ活
性。原因可能是柠檬酸处理既调节反应体系 ｐＨ值，又对
ＰＰＯ的辅基起到螯合作用［６］，从而抑制ＰＰＯ活性。当柠檬酸
浓度为０．３０％～０．４５％时，各处理组淮山ＰＰＯ活性差异不明
显，其中０．３５％浓度处理的淮山 ＰＰＯ活性最低，与０．２５％浓
度处理的差异较大。表明浓度为０．３５％的柠檬酸抑制 ＰＰＯ
活性效果比较明显。图２也显示，在柠檬酸浓度试验范围内，
各处理组淮山的多酚氧化物酶活性均比对照组低，但不明显；

各处理组淮山ＰＯＤ活性差异也不明显，即表明柠檬酸能较好
地抑制鲜切淮山的ＰＰＯ活性，但不能很好地抑制鲜切淮山的
ＰＯＤ活性，这类似于李红涛等研究的柠檬酸不能有效抑制淮
山贮藏期间ＰＯＤ活性的结果［７］。

２．２　抗坏血酸抑制鲜切淮山酶促褐变效果
２．２．１　抗坏血酸处理对淮山褐变度的影响　从图３可以看
出，鲜切淮山经不同浓度抗坏血酸处理，除浓度为０．３％的处
理外，其余浓度的抗坏血酸溶液处理的淮山的褐变度（ＢＤ
值）均比对照组的低。原因可能是因为抗坏血酸作为醌还原

剂，阻止醌类物质进一步自发聚合形成色素物质［６］。其中，

浓度为 ０．１０％、０．１５％、０．２０％抗坏血酸处理的ＢＤ值差异不
明显，而０．２５％抗坏血酸处理的淮山的 ＢＤ值最低，与对照
组、０．３０％处理组差异明显，说明０．２５％抗坏血酸对淮山褐
变抑制效果较好。

２．２．２　抗坏血酸处理对淮山ＰＰＯ、ＰＯＤ活性的影响　从图４
可以看出，不同浓度的抗坏血酸处理的鲜切淮山ＰＯＤ活性均
比对照组的低。从０．１０％浓度处理开始逐渐下降，到０．２０％

浓度处理降到最低点，之后，随着抗坏血酸处理浓度的升高，

淮山的ＰＯＤ活性逐渐升高。结果表明，在一定范围内，淮山
ＰＯＤ活性随着ＡＡ浓度增加而降低，之后随着浓度增加而升
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高。其中０．２０％抗坏血酸溶液对淮山 ＰＯＤ活性抑制效果较
好。经过抗坏血酸处理的淮山的 ＰＰＯ活性也都比对照组的
低，但是波动较大，在０．１５％、０．２０％浓度处理时分别达到最
低、最高的ＰＰＯ活性。这可能是由于抗坏血酸虽有金属螯合
作用，但是同时抗坏血酸也具有还原性、氧化性，能将氧化的

醌还原为酚类物质而抑制褐变，但其本身比酚类物质更易于

氧化褐变［７］。

２．３　木瓜蛋白酶抑制鲜切淮山酶促褐变效果
２．３．１　木瓜蛋白酶处理对淮山褐变度的影响　蛋白酶可导
致一些促进褐变的酶系失活，从而抑制褐变的发生［６］。从图

５可以看出，经不同浓度木瓜蛋白酶处理的淮山的ＢＤ值大部

分比对照组的低，表明木瓜蛋白酶对于控制淮山的褐变度有

一定的效果，但是在低浓度时效果不明显，其中０．２０％浓度
的木瓜蛋白酶抑制淮山褐变的效果最明显。

２．３．２　木瓜蛋白酶处理对淮山 ＰＰＯ、ＰＯＤ活性的影响　从
图６可以看出，经过不同浓度木瓜蛋白酶处理的鲜切淮山的
ＰＰＯ、ＰＯＤ活性均比对照组的低。原因可能是由于木瓜蛋白
酶与醌类物质偶联中断醌聚合，或与 ＰＰＯ、ＰＯＤ的辅基螯合
而抑制了酶的活性［６］。在处理浓度０．１０％ ～０．２５％范围内，
ＰＰＯ、ＰＯＤ活性随木瓜蛋白酶浓度增大而降低；在处理浓度在
大于０．２５％ 之后有升高的趋势。结果表明，０．２５％木瓜蛋白
酶浓度处理对淮山ＰＰＯ、ＰＯＤ活性的抑制效果较好。

２．４　氯化钠抑制鲜切淮山酶促褐变效果
２．４．１　ＮａＣｌ处理对淮山褐变度的影响　由图７可以看出，
在处理浓度０．５％ ～０．８％范围内，经 ＮａＣｌ处理的鲜切淮山
的ＢＤ值随着 ＮａＣｌ溶液浓度的增加而逐渐升高，且大部分都
高于对照组，表明 ＮａＣｌ溶液不能很好地保持淮山的感官特
质，而且随着浓度的增加，效果越来越差。

２．４．２　ＮａＣｌ处理对淮山 ＰＰＯ、ＰＯＤ活性的影响　ＮａＣｌ可以
通过降低果蔬表面的氧溶解度而抑制ＰＰＯ的氧化作用，亦或
是使褐变酶发生盐析作用，从而抑制褐变［１］。由图８可以看
出，经过不同浓度 ＮａＣｌ处理的鲜切淮山的 ＰＰＯ活性基本上
比对照组的低，在ＮａＣｌ处理浓度为０．５％ ～０．８％范围内，鲜
切淮山 ＰＯＤ活性均比对照组的低，但差异均不明显，其中
０．５％ 浓度ＮａＣｌ处理的淮山ＰＰＯ活性最高，并且达到对照组
水平；随着处理浓度的升高，淮山ＰＰＯ活性逐渐下降，但是下
降缓慢。０．４％浓度处理的淮山 ＰＯＤ活性最高，超过对照组
水平。试验结果表明，ＮａＣｌ溶液对鲜切淮山的 ＰＰＯ、ＰＯＤ活
性有一定的抑制作用，但是效果均不明显。

２．５　复合因素处理抑制鲜切淮山褐变的结果与分析
根据“２．１”至“２．４”节的结果分析，柠檬酸、抗坏血酸和

木瓜蛋白酶单一处理的鲜切淮山各项指标都比对照组的好，

表明其抑制鲜切淮山褐变的效果比较好；而经过ＮａＣｌ溶液处
理的鲜切淮山各项指标与对照组很接近，有些比对照组差。

因此选择柠檬酸、抗坏血酸和木瓜蛋白酶作为正交试验的

因素。

根据图１至图８的数据进行综合分析，由于引起淮山褐
变的酶主要是ＰＰＯ，所以在用褐变抑制剂处理鲜切淮山时，以
ＰＰＯ活性作为首要指标来判断各浓度抑制剂防褐变效果的强
弱，以其他２项指标作为辅助指标，每个因素选择３个浓度水
平（表１）进行正交试验。试验的结果与分析分别见表 ２、
表３。

从表３可以看出，在 ＢＤ值、ＰＰＯ活性、ＰＯＤ活性方面，Ａ
是主要因素；在 ＢＤ值、ＰＰＯ活性方面，Ｃ是次主要因素，Ｂ是
次要因素；在 ＰＯＤ活性方面，Ｂ是次主要因素，Ｃ是次要因
素。综合考虑可知，３个因素对３个指标影响的主次顺序为
Ａ
!

Ｃ
!

Ｂ。因素Ａ、因素Ｃ的水平按“少数服从多数”原则
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分别选择Ａ３、Ｃ２。因素Ｂ对３个指标的影响水平各不相同，
难以选择。因此，对组合 Ａ３Ｂ１Ｃ２、Ａ３Ｂ２Ｃ２、Ａ３Ｂ３Ｃ２进行验证
试验。验证结果中，Ａ３Ｂ２Ｃ２组合（柠檬酸浓度０．４０％、抗坏
血酸浓度０．２０％、木瓜蛋白酶浓度０．２０％）最优，获得ＢＤ值
０．１９４、ＰＰＯ活性０．２１Ｕ／ｍＬ、ＰＯＤ活性９．２Ｕ／ｍＬ的抑制褐
变效果。

表２　复合抑制剂正交试验结果

试验号

试验因素 试验结果

Ａ Ｂ Ｃ ＢＤ值 ＰＰＯ活性
（Ｕ／ｍＬ）

ＰＯＤ活性
（Ｕ／ｍＬ）

１ １ １ １ ０．２８１ ０．２０ １５．７
２ １ ２ ２ ０．１３０ ０．４０ １１．４
３ １ ３ ３ ０．１３１ ０．４５０ １２．２
４ ２ １ ２ ０．１６５ ０．３５ ２１．６
５ ２ ２ ３ ０．３０２ ０．６０ ２２．０
６ ２ ３ １ ０．４２２ ０．６０ １２．５
７ ３ １ ３ ０．３４５ ０．４０ １３．６
８ ３ ２ １ ０．２１５ ０．２５ １２．７
９ ３ ３ ２ ０．２８４ ０．２０ ９．４

表３　复合抑制剂正交试验结果分析

检测指标 类别
因素

Ａ Ｂ Ｃ
ＢＤ值 ｋ１ ０．１８１ ０．２３０ ０．３０６

ｋ２ ０．２９６ ０．２１６ ０．１９３
ｋ３ ０．２８１ ０．２７９ ０．２５９
Ｒ ０．１１５ ０．０６３ ０．１１３

ＰＰＯ活性 ｋ１ ０．３５０ ０．３１７ ０．３５０
ｋ２ ０．５１７ ０．４１７ ０．３１７
ｋ３ ０．２８３ ０．４１７ ０．４８３
Ｒ ０．２３４ ０．１００ ０．１６６

ＰＯＤ活性 ｋ１ １３．１ １７．０ １３．６
ｋ２ １８．７ １５．４ １４．１
ｋ３ １１．９ １１．４ １５．９
Ｒ ６．８ ５．６ ２．３３

３　讨论与结论

本试验遵循降低酸度、金属螯合作用、醌还原作用、醌偶

联作用等褐变控制机制，探讨冷藏（５℃）条件下鲜切淮山酶
促褐变的控制措施。有关研究表明，鲜切果蔬的褐变主要是

酶促褐变，大多认为与酚类物质含量和 ＰＰＯ活性密不可
分［１，１０－１１］，淮山多酚氧化酶的最适 ｐＨ值 ＝６．０［１２］，那么降低
介质中的ｐＨ值，可以控制酚酶的活性，抑制其催化作用。通
常通过添加酸控制 ｐＨ值使酚酶的活性丧失［６］。ＰＰＯ、ＰＯＤ
都是以金属离子作为辅基的一种蛋白质，它能被金属鳌合物

所抑制。柠檬酸是良好的酸化剂，除了通过调节反应体系ｐＨ
值来抑制褐变外，其结构中的３个羧基还可以对金属离子起
到较强的螯合作用［６］。而抗坏血酸既有金属螯合作用，也可

作为醌还原剂，从而清除自由基和活性氧，将氧化的醌还原为

酚类物质［３］。木瓜蛋白酶属于巯基蛋白酶，活性中心含半胱

氨酸，可以作为醌类偶联剂，能与醌类物质形成无色的复合

物，从而中断醌类物质聚合形成色素物质；同时木瓜蛋白酶可

以通过与ＰＰＯ、ＰＯＤ活性位点的金属离子不可逆结合而抑制
褐变相关酶的活性［６］。为了达到良好防褐变效果，单一抑制

剂长期使用或者高浓度使用会带来成本高、危害健康等问题。

因此，多种抑制剂复合使用可起到协同增效作用，既可以避免

以上问题，也可成为鲜切淮山加工及贮藏过程中的防褐控制

方向。

本研究发现，鲜切淮山极易褐变，与相关报道有相同的结

论。在试验过程中发现单独用柠檬酸或抗坏血酸处理鲜切淮

山时，在ＰＰＯ活性、ＰＯＤ活性这２个指标中，不同浓度影响酶
活性强弱的顺序差别较大。这可能是由于抗坏血酸虽然是一

种ＰＰＯ活性抑制剂，但作为抗氧化剂，它比酚类物质更易氧
化褐变，故不宜单独用于防止淮山褐变；而柠檬酸、植酸、氯化

钙等复合剂仅对ＰＰＯ活性有抑制作用，在鲜切淮山贮藏期间
还会使ＰＯＤ活性有所提高［７］。

综上试验结果表明，柠檬酸、抗坏血酸和木瓜蛋白酶抑制

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

进行正交试验所筛选的最佳抑制剂组合为０．４０％柠檬酸 ＋
０．２０％木瓜蛋白酶＋０．２０％抗坏血酸，各抑制剂作用主次顺
序为柠檬酸＞木瓜蛋白酶＞抗坏血酸。本试验将木瓜蛋白酶
用于鲜切淮山褐变控制是首例，其效果接近柠檬酸和抗坏血

酸，优于氯化钠，说明其效果较好，值得推广。
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