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摘　要：为解决蓝靛果打浆工艺单元的酶促褐变现象，提高蓝靛果的利用价值。实验研究蓝靛果在打浆工艺中主要

参与酶促褐变反应的酚类底物及其抑制能力，并分析酚类底物与表儿茶素对多酚氧化酶（Polyphenol oxidase，
PPO）反应的相互作用，进而确定酶促褐变机理。并进一步通过对比抗坏血酸、L-半胱氨酸、氯化钙、EDTA-
2Na、柠檬酸添加量对褐变抑制率的影响，筛选出效果最佳的三种抑制剂。结果表明，蓝靛果打浆工艺中参与酶促

褐变的首要影响因素是表儿茶素，并且表儿茶素对 PPO的淬灭机制为静态淬灭。响应面优化试验确定复合抑制剂

的最佳组合为：抗坏血酸添加量 0.11%、L-半胱氨酸添加量 0.11%、EDTA-2Na添加量 0.08%，该条件下蓝靛果汁

的褐变抑制率为 93.17%。说明选用以上复合抑制剂可抑制蓝靛果打浆工艺中的酶促褐变。
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Abstract： In  order  to  solve  the  enzymatic  browning  phenomenon  in  the  pulping  unit  of  Lonicera  caerulea  fruits  and
improve  its  utilization  value.  The  main  phenolic  substrates  involved  in  the  enzymatic  browning  reaction  in  the  pulping
process  of  Lonicera  caerulea  fruits  and  the  inhibition  ability  were  investigated,  and  the  interactions  between  phenolic
substrates  and  epicatechin  on  the  reaction  of  polyphenol  oxidase  (PPO)  were  analyzed  and  its  mechanism  of  enzymatic
browning  was  also  determined.  The  three  most  effective  inhibitors  were  further  selected  by  comparing  the  effects  of
ascorbic  acid,  L-cysteine,  calcium  chloride,  EDTA-2Na,  and  citric  acid  additions  on  the  browning  inhibition  rate.  The
results showed that epicatechin was the primary influencing factor involved in enzymatic browning in the pulping process
of  Lonicera  caerulea  fruits,  and  the  quenching  mechanism  of  epicatechin  on  PPO  was  static  quenching.  The  response
surface  optimization  test  determined  the  optimal  combination  of  composite  inhibitors  as  0.11%  ascorbic  acid,  0.11%  L-
cysteine, and 0.08% EDTA-2Na, and the browning inhibition rate of Lonicera caerulea fruits juice under this condition was
93.17%.  It  indicates  that  the  above  composite  inhibitors  can  inhibit  the  enzymatic  browning  in  the  pulping  process  of
Lonicera caerulea fruits.  
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浆果在打浆过程中，会受到机械损伤，并发生酶

促褐变反应，严重影响了果汁的色泽及活性成分。这

也是目前影响浆果果汁加工的一种常见的问题。蓝

靛果（Lonicera caerulea L.），属茜草目，忍冬科忍冬

属，常见名称有山茄子果、羊奶子等，是一种新兴的

野生浆果[1−3]，具有较高的营养价值[4−5]。研究表明，

蓝靛果中含有丰富的矿物质、VC、多酚、多糖等活性成

分[6−8]。并且蓝靛果具有清热解毒、抗炎、抗氧化、抗

肿瘤和降血糖等功效，对人体健康起到一定的积极促

进作用[9−12]。

蓝靛果在打浆过程中极易发生酶促褐变，在工

业生产过程中严重影响蓝靛果汁品质以及经济效

益。因此，有必要进一步对蓝靛果打浆工艺酶促褐变

机理及其抑制进行研究。研究发现，存在浆果液泡内

的多酚与存在于质体和细胞质内的多酚氧化酶

（Polyphenol oxidase，PPO）相互接触，可能是引起浆

果打浆过程中的酶促褐变的一个重要原因[13]。Wang
等[14] 在研究葡萄加工过程中酶促褐变机理时同样认

为 PPO是造成其褐变的主要原因。董乐[15] 研究了

龙眼果皮的褐变产物，研究发现酶促褐变的产物主要

为蒽醌类化合物。李琳玲等[16] 在研究板栗酶促褐变

产物时也得出了相似的结论，即蒽醌类化合物为酶促

褐变的主要产物。一些研究发现，通过加入抑制剂，

可以在一定程度上抑制果汁的酶促褐变，并提高果汁

的货架期及贮藏性。蓝靛果在打浆过程中同样存在

相似问题。因此，通过研究蓝靛果打浆过程中酶促褐

变机理，可以控制并减少褐变反应，以提高产品的品

质。目前，酶促褐变抑制剂主要包括还原剂、酶蛋白

制剂、螯合剂和酸化剂。常用的还原剂主要包括抗

坏血酸、L-半胱氨酸等；酶蛋白制剂主要包括氯化

物、蛋白酶等；螯合剂主要包括 EDTA及其衍生物

等；酸化剂主要包括柠檬酸、苹果酸等。熊忠飞等[17]

研究了柠檬酸、抗坏血酸和 L-半胱氨酸三种抑制剂

对‘黄元帅’苹果汁品质及褐变的影响，研究发现浓度

为 0.12%的柠檬酸与 0.15%的 L-半胱氨酸复合可

使苹果汁的褐变抑制效果最佳。Özoğlu等[18] 在研

究不同抗褐变剂对苹果汁褐变抑制的影响时发现，L-
半胱氨酸、抗坏血酸和肉桂酸有较好的抑制效果，当

三者组合时抑制效果优于单独的抑制效果，并且发现

当 L-半胱氨酸的浓度较高时，会产生不良气味和漂

白作用。Xu等[19] 同样发现加入适当的抗坏血酸能

够更好地缓解苹果汁的酶促褐变，并提高苹果汁的品

质。因此，选择合适的抑制剂并控制抑制剂的使用

量，可抑制果汁的酶促褐变。

针对蓝靛果在打浆过程中极易出现酶促褐变影

响果汁品质的问题，实验采用高效液相色谱法测定了

蓝靛果所含的酚类成分，通过研究酚类底物与

PPO反应时的酶活，结合通径分析的方法确定主要

参与酶促褐变反应的酚类底物，并采用荧光光谱法分

析底物与酶之间的相互作用。同时，通过单因素实验

研究对比抑制剂添加量对褐变抑制率的影响，筛选出

抑制效果最佳的三种抑制剂进行响应面优化试验确

定最优的复合抑制剂组合，以期提高蓝靛果汁的品

质，为蓝靛果加工利用提供理论参考。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

蓝靛果　‘蓓蕾’品种，产自黑龙江省勃利县，鲜

果采摘于 6~7月份，冷冻保藏；聚乙烯吡咯烷酮　分

析纯，国药集团化学试剂有限公司；1,8-二羟基蒽醌

　标准品，上海麦克林生化有限公司；抗坏血酸、L-
半胱氨酸、氯化钙、乙二胺四乙酸二钠、柠檬酸　食

品级，河南万邦化工科技有限公司；其余试剂均为国

产分析纯。

FL1963榨汁机　温州福菱科技有限公司；UV-
5200紫外可见分光光度计　上海元析仪器有限公

司；TD5A台式高速离心机　湖南凯达科学仪器有限

公司；LDZX-50FBS高压蒸汽灭菌器　上海申安医

疗器械厂；Sartorious-PB-10 pH计　广州市深华生

物科技有限公司；PHS-2F精密酸度计　上海雷磁仪

电科学仪器有限公司；HL-2B数显恒流泵　上海沪

西分析仪器有限公司；HJ-3恒温磁力搅拌器　荣华

仪器制造有限公司；HWS-26电热恒温水浴锅　上海

一恒科学仪器有限公司；DHP-9082电热恒温培养箱

　上海百典设备有限公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   蓝靛果打浆基本工艺　蓝靛果贮藏于−18 ℃
中保存，在室温条件下解冻，在蓝靛果添加量 60%、

打浆时间 3 min、打浆强度 32000 r/min工艺条件下

以榨汁机打浆，打浆后过滤，得到蓝靛果果浆。 

1.2.2   蓝靛果中酚类物质的测定　将蓝靛果经过打

浆和过滤操作后，经 4000 r/min离心 20 min，取上清

液进行指标的测定。将蓝靛果汁稀释 100倍后，取

10 mL稀释液溶于甲醇（体积比 1:1），在 10000 r/
min条件下离心 10 min，取上清液用 0.45 µm微孔

滤膜过滤，得待测样液。参照魏敏[20] 的方法，以高效

液相色谱（HPLC）法测定蓝靛果汁中酚类物质。 

1.2.3   酶促褐变底物鉴定　 

1.2.3.1   PPO对酚类底物催化酶活性测定　参照陈

军等[21] 方法提取待测液 PPO得到粗酶液，并测定

PPO活性。在试管中加入 3 mL磷酸盐缓冲溶液

（0.2 mol/L，pH6.8），1 mL不同反应底物（0.5 mol/L），
置于 28 ℃ 水浴中，加热 5 min，然后加入 1 mL粗酶

液，混合均匀，在 420 nm波长下测定其在反应 4 min
内的吸光度值，每隔 30 s测 1次，以每分钟 ΔA值变

化 0.001为 1个酶活力单位。酶活计算见公式（1）[22]：
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PPO活性 =
∆A×V

t×VS ×W×0.001
式（1）

式中，ΔA为反应时间内吸光度值的变化；V为

提取酶液总体积，mL；t为反应时间，min；VS 为测定

时所取酶液体积，mL；W为取样质量，g。 

1.2.3.2   酚类底物含量变化通径分析　分别测定蓝

靛果中不同反应底物在 4 ℃ 贮藏过程中含量的变化

和生成物蒽醌含量的变化以及褐变度的变化，采用相

关性分析和通径分析的方法鉴定酶促褐变的底物。

通径分析计算[23]：根据相关系数和通径系数，通

过公式（2）和（3）计算决定系数 d，根据公式（4）计算

剩余通径系数 Pe。决定系数表示各因素对结果的相

对决定程度，剩余通径系数表示未被考虑的一切可能

影响 Y的因素和试验误差。

单因素对Y的决定系数：di = P2
i 式（2）

两因素对Y的决定系数：dij = 2rijPiPj 式（3）

剩余通径系数：Pe =

√
1−
∑

d 式（4）

式中，Y表示应变量褐变度；i，j为不同因素（绿

原酸、表儿茶素、蒽醌）；Pi 为因素 i的通径系数；

Pj 为因素 j的通径系数；rij 为因素 i和 j的相关系数。 

1.2.4   PPO和表儿茶素相互作用的研究　多种氨基

酸残基存在于 PPO分子中，其中包括色氨酸、苯丙

氨酸和酪氨酸等。这些氨基酸残基可以发射内源荧

光，因此可通过内源荧光的变化来研究表儿茶素和

PPO之间的相互作用以及表儿茶素对 PPO构象的

影响。荧光光谱是研究酚类底物与 PPO相互作用的

一种常用方法，本文采用荧光光谱分析研究表儿茶素

与 PPO体系中的淬灭类型、结合常数和结合位点[24]。 

1.2.4.1   储备液的配制　取不同质量的表儿茶素溶

解于磷酸缓冲溶液（pH6.8）中，配制成浓度分别为

0.34、0.69、1.03、1.38、1.72 mmol/L的表儿茶素溶

液，备用。 

1.2.4.2   淬灭类型的研究　在 25 ℃ 条件下将不同

浓度的表儿茶素与 PPO混合，静置反应 2 h后进行

荧光光谱检测。荧光光谱的仪器参数：激发波长

λex 为 280 nm，激发与发射狭缝宽度均为 10 nm，电

压为 600 V，发射波长 λem 为 550~580 nm。PPO的

荧光淬灭过程使用 Stern-Volmer方程分析[25]，Stern-
Volmer方程见公式（5）：

F0

F
= 1+Kqτ0 [Q] = 1+Ksv [Q] 式（5）

式中，F0 为未加入淬灭剂时的荧光峰值；F为加

入不同浓度淬灭剂时的荧光峰值；τ0 为不存在淬灭剂

时荧光分子的平均寿命；[Q]为淬灭剂的浓度；Ksv 为

动态淬灭常数；Kq 为静态猝灭常数。 

1.2.4.3   结合常数和结合位点数的研究　对于静态

淬灭，当生物小分子与大分子相结合时，结合常数

Ka 与结合位点数 n通过 Lineweaver-Burk双对数方

程进行计算 [26]，Lineweaver-Burk双对数方程见公

式（6）：

lg
F0 −F

F
= lgKa +nlg[Q] 式（6）

式中，F0 为未加入淬灭剂时的荧光峰值；F为加

入不同浓度淬灭剂时的荧光峰值；Ka 为结合常数；

n为结合位点数；[Q]为淬灭剂的浓度。 

1.2.5   酶促褐变抑制剂筛选单因素实验　 

1.2.5.1   抗坏血酸添加量对抑制效果的影响　在蓝

靛果汁中分别添加 0.02%、0.04%、0.06%、0.08%、

0.10%、0.12%的抗坏血酸，分别测定褐变度，以褐变

抑制率为指标考察抗坏血酸对其的抑制程度。 

1.2.5.2   L-半胱氨酸添加量对抑制效果的影响　在

蓝靛果汁中分别添加 0.02%、0.04%、0.06%、0.08%、

0.10%、0.12%的 L-半胱氨酸，分别测定褐变度，以

褐变抑制率为指标考察 L-半胱氨酸对其的抑制

程度。 

1.2.5.3   氯化钙添加量对抑制效果的影响　在蓝靛

果汁中分别添加 0.02%、 0.04%、 0.06%、 0.08%、

0.10%、0.12%的氯化钙，分别测定褐变度，以褐变抑

制率为指标考察氯化钙对其的抑制程度。 

1.2.5.4   EDTA-2Na添加量对抑制效果的影响　在

蓝靛果汁中分别添加 0.02%、0.04%、0.06%、0.08%、

0.10%、0.12%的 EDTA-2Na，分别测定褐变度，以褐

变抑制率为指标考察 EDTA-2Na对其的抑制程度。 

1.2.5.5   柠檬酸添加量对抑制效果的影响　在蓝靛

果汁中分别添加 0.05%、 0.15%、 0.25%、 0.35%、

0.45%、0.55%的柠檬酸，分别测定褐变度，以褐变抑

制率为指标考察柠檬酸对其的抑制程度。 

1.2.6   复合酶促褐变抑制剂筛选响应面优化试验　

通过单因素实验筛选出抑制效果最佳的三种抑制剂，

利用 Box-Behnken设计-响应面分析法，以褐变抑制

率为响应值进行各因素间的交互作用分析，研究抗坏

血酸、L-半胱氨酸、EDTA-2Na添加量对蓝靛果汁褐

变抑制率的影响。设计因素和水平见表 1。
  

表 1    褐变抑制试验因素水平
Table 1    Factors and levels of browning inhibition test

水平

因素

A 抗坏血酸添加量
（%）

B L-半胱氨酸添加量
（%）

C EDTA-2Na
（%）

−1 0.08 0.08 0.06
0 0.10 0.10 0.08
1 0.12 0.12 0.10

  

1.2.7   理化指标的测定　 

1.2.7.1   蒽醌含量的测定　将不同浓度 1, 8-二羟基

蒽醌标准品的甲醇溶液 500 μL经挥干后，加入质量

分数为 0.5%的醋酸镁-甲醇溶液并定容至 10 mL，
充分混合均匀后测定 508 nm吸光值[27]，得到标准曲
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线（Y=0.0577X+0.0064，R2=0.9995），并根据标准曲

线计算蒽醌含量。 

1.2.7.2   褐变抑制率的测定　以分光光度计于

420 nm处测定蓝靛果汁的褐变度，褐变抑制率计算

见公式：

T(%) =
A0 −Ai

A0

×100 式（7）

式中，T为褐变抑制率；A0 为未加抑制剂的蓝靛

果汁在 420 nm处的吸光值；Ai 为加入抑制剂的蓝靛

果汁在 420 nm处的吸光值。 

1.3　数据处理

以 SPSS 22.0对数据进行处理及相关性分析，并

以 Origin  2018作图，响应面分析以 Design-Expert
进行，实验平行进行 3次并以平均值±标准差表示。 

2　结果与分析 

2.1　蓝靛果中酚类物质的鉴定

由 HPLC测定蓝靛果汁中的酚类物质与多种标

准溶液进行对比，根据保留时间确定蓝靛果中的酚类

组成，将蓝靛果中含量较高的三种酚类物质对应的标

准溶液和蓝靛果汁进行测定，结果如图 1所示。

 
 

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

绿原酸

表儿茶素

m
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芦丁
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蓝靛果汁

图 1    酚类标准溶液和蓝靛果汁色谱图
Fig.1    Chromatogram of phenol standard solution and

Lonicera edulis fruit juice
 

分别配制不同浓度的绿原酸、表儿茶素、芦丁标

准品进行标准曲线的绘制，标准曲线的线性回归方程

如表 2所示。
 
 

表 2    酚类物质标准品保留时间及线性回归方程
Table 2    Retention time and linear regression equation of

phenolic reference materials

样品名称 保留时间（min） 线性方程 决定系数（R2）

绿原酸 17.918 y=12.486x−1.3594 0.9998
表儿茶素 30.702 y=8.0243x−27.34 0.9995

芦丁 40.876 y=8.3314x+20.648 0.9996
 

由图 1可知，蓝靛果汁中主要的酚类物质为绿

原酸、表儿茶素和芦丁。将图 1中蓝靛果汁色谱图

的纵坐标带入表 2中的线性回归方程可以得出，蓝

靛果汁中表儿茶素的含量最高，为 166.71 µg/mL，其
次绿原酸的含量为 11.25 µg/mL，芦丁的含量最低，

为 1.07 µg/mL。 

2.2　PPO催化酚类底物酶活性测定

分别通过测定绿原酸、表儿茶素和芦丁与

PPO反应过程中在 420 nm处吸光度值的变化，计算

得到 PPO对不同酚类底物的催化酶活，如表 3所示。
 
 

表 3    蓝靛果多酚氧化酶对不同酚类底物催化酶活性
Table 3    Catalytic activity of Lonicera edulis fruits PPO on

different phenolic substrates

序号 反应底物 酶活（U/g）

1 绿原酸 163.67±5.87

2 表儿茶素 157.00±6.81

3 芦丁 未检出
 

由表 3可以看出，绿原酸和表儿茶素作为反

应底物时 ， PPO的活性较高 ，分别为 163.67和

157.00 U/g；芦丁作为反应底物时，未检测到 PPO的

活性。说明绿原酸和表儿茶素是蓝靛果汁中参与酶

促褐变反应的底物，芦丁未参与蓝靛果汁中酶促褐变

的反应。 

2.3　蓝靛果中酚类物质含量以及褐变度的变化 

2.3.1   褐变度与酚类物质含量变化相关性分析　表 4
为蓝靛果汁在贮藏过程中酶促褐变反应物含量（绿原

酸和表儿茶素）、生成物含量（蒽醌）以及褐变度的变

化，将表 4中的 X1、X2、X3 与 Y1 进行相关性分析得

到表 5。由表 5可以看出，绿原酸和表儿茶素含量的

变化与褐变度变化的相关系数分别为-0.964和-
0.983，呈极显著负相关（P<0.01），并且此时表儿茶素

相关性系数（绝对值）要大于绿原酸；蒽醌含量的变化

与褐变度变化的相关性系数为 0.985，呈极显著正相

关（P<0.01）。说明蓝靛果汁中绿原酸和表儿茶素为

主要的致褐因子，可通过蒽醌含量的变化判断果汁酶

促褐变的程度。
 
 

表 4    蓝靛果汁在不同贮藏时间褐变度等指标的变化
Table 4    Changes of browning degree of Lonicera edulis fruit

juice at different storage time

贮藏时间
（d）

X1：绿原酸
（µg/mL）

X2：表儿茶素
（µg/mL）

X3：蒽醌
（µg/mL）

Y1：褐变
度

0 11.25 166.71 4.83 0.292
2 9.14 150.83 9.42 0.368
4 7.52 137.47 11.74 0.453
6 5.43 131.85 14.26 0.536
8 3.16 125.31 15.11 0.527
10 2.67 121.54 15.75 0.579

 
 

表 5    致褐因子与褐变度变化的相关系数
Table 5    Correlation coefficient between browning factor and

browning degree change

致褐因子 相关性系数 P值

绿原酸 −0.964** 0.002
表儿茶素 −0.983** 0.000

蒽醌 0.985** 0.000

注：“**”表示差异极显著（P<0.01）。
 

2.3.2   褐变度与酚类物质含量变化通径分析　X1、
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X2、X3 和 Y1 之间的相关系数见表 6，通径系数为各

个因子对改变 Y值的相对重要性的统计数。设

Pi 为各个因子对 Y的直接通径系数，Pij 为间接通径

系数，计算公式如下：
1 r12 r13

r21 1 r23

r31 r32 1




P1

P2

P3

 =


r1

r2

r3

直接通径系数： 
1 0.974 −0.966

0.974 1 −0.994
−0.966 −0.994 1


P1

P2

P3

 =

−0.964
−0.983
0.985


将表 5中的数据带入：

解得：P1=−0.150；P2=−0.221；P3=0.620，即为绿

原酸、表儿茶素、蒽醌对褐变度的直接通径系数。

Pij = rijPj间接通径系数：

得 ： P12=−0.215； P13=−0.599； P21=−0.146； P23=
−0.616；P31=0.145；P32=0.220。  

表 6    各因子间相关系数
Table 6    Correlation coefficient of each factor

因子 X1 X2 X3 Y1

X1 1 −0.964
X2 0.974 1 −0.983
X3 −0.966 −0.994 1 0.985

 

由直接通径系数和间接通径系数得通径系数见

表 7。
  

表 7    通径系数
Table 7    Path coefficient

因子 X1 X2 X3

X1 −0.150* −0.215 −0.599
X2 −0.146 −0.221* −0.616
X3 0.145 0.220 0.620*

注：*为直接通径系数；其余为间接通径系数。

决定系数是指各因素对结果的相对决定程度，

用 d表示，结果为：d1=0.023；d2=0.049；d3=0.384；d12=
0.065；d13=0.180；d23=0.272。√

(1−0.973) = 0.164Ʃd=0.973；Pe=

根据致褐因子对褐变度的决定系数可以看出，

d3>d23>d13>d12>d2>d1，说明蒽醌是影响褐变度的决

定因素；表儿茶素和蒽醌的交互作用是影响褐变度的

第二决定因素；绿原酸和蒽醌的交互作用是影响褐变

度的第三决定因素；绿原酸和表儿茶素的交互作用是

影响褐变度的第四决定因素；表儿茶素是影响褐变度

的第五影响因素；绿原酸是影响褐变度的第六影响因

素。Pe代表剩余通径系数，为 0.164，说明考虑了影

响蓝靛果汁酶促褐变的主要因素。

直接通径系数、间接通径系数以及致褐因子对

褐变度的决定系数结果表明，表儿茶素含量的变化对

褐变度的影响大于绿原酸，并且表儿茶素参加酶促反

应生成蒽醌的含量大于绿原酸。蒽醌为影响蓝靛果

褐变度的决定因素，而表儿茶素和蒽醌的交互作用为

影响褐变度的第二决定因素，因此，综合分析认为蓝

靛果汁中主要参加酶促褐变反应的反应物为表儿茶

素，其次为绿原酸，在本实验中，主要探究表儿茶素

与 PPO的相互作用。 

2.4　PPO和表儿茶素相互作用的结果 

2.4.1   内源荧光光谱和淬灭类型确定　由图 2可以

看出，随着表儿茶素浓度的增加，荧光强度逐渐降低，

说明表儿茶素导致 PPO发生了酶促氧化，并导致

PPO发生了荧光淬灭[28]。将表儿茶素与 PPO相互

作用的内源荧光光谱进行 Stern-Volmer方程拟合，

R2 为 0.98，表明 F0/F与表儿茶素的浓度呈现良好线

性关系。由表 8可知，淬灭常数为 4.8×103，较高的

淬灭常数值表明表儿茶素与 PPO之间有较强的相互

作用[29]。生物大分子的荧光存在时间一般为 10−8 s，
由此得出淬灭速率常数为 4.8×1011 mol·L−1·s−1，远高

于 2×1010[28]，因此认为表儿茶素对 PPO的淬灭机制

为静态淬灭。
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图 2    表儿茶素和 PPO反应的荧光光谱和 Stern-Volmer图
Fig.2    Fluorescence spectrum and Stern-Volmer diagram of

epicatechin and PPO reaction
注：A为表儿茶素和 PPO反应的荧光光谱图；B为 Stern-
Volmer方程拟合图。
  

表 8    表儿茶素和 PPO相互作用的 Stern-Volmer常数
Table 8    Stern-Volmer constants of the interaction between

epicatechin and PPO

温度（℃） 淬灭常数Ksv 淬灭速率常数Kq（mol·L
−1·s−1） R2

25 4.8×103 4.8×1011 0.98
  

2.4.2   结合常数和结合位点数　将图 2（A）中的数据

代入公式（6）计算出结合常数和结合位点数，结果如

表 9所示。

由表 9可以看出，表儿茶素与 PPO的结合常数

 · 180 · 食品工业科技 2024年  7 月



为 7.32×105，远大于 104 数量级，说明表儿茶素与 PPO
之间具有较强的相互作用[30]。结合位点数为 1.81，
说明表儿茶素与 PPO大约有 1~2个结合位点数。

由于主要参加蓝靛果酶促褐变的反应物为表儿茶素，

其与 PPO结合引起酶促褐变，为进一步解决蓝靛果

加工过程中酶促褐变的问题，实验通过筛选与表儿茶

素或 PPO结合的抑制剂，使表儿茶素和 PPO二者之

间的结合减少，进而达到减少酶促褐变的目的。
 
 

表 9    表儿茶素和 PPO相互作用的结合常数与结合位点数
Table 9    Binding constants and number of binding sites of the

interaction between epicatechin and PPO

温度（℃） 结合常数Ka 结合位点数n

25 7.32×105 1.81
  

2.5　酶促褐变抑制剂的筛选 

2.5.1   抑制剂筛选单因素实验结果　如图 3所示，随

着抗坏血酸添加量的增加，褐变抑制率逐渐增加，说

明褐变抑制率与抗坏血酸的添加量呈一定的剂量效

应关系。抗坏血酸添加量较少时，其被醌类物质氧化

消耗后会继续发生酶促褐变反应；抗坏血酸添加量增

多后，既能将中间产物邻二醌还原成邻二酸，阻止黑

色素的产生，还能与 PPO的辅基铜离子发生螯合，降

低 PPO的活性[31]。当添加量为 0.10%和 0.12%时

的褐变抑制率分别为 73.93%和 78.21%，具有明显

的抑制效果。但当抗坏血酸添加量超过 0.10%时，

邻二醌的转化和螯合反应基本完全，并且过量的抗坏

血酸降解，生成醛类物质，自身发生褐变[32]。所以，选

择最佳的抗坏血酸添加量为 0.10%。
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图 3    抗坏血酸添加量对酶促褐变抑制率的影响
Fig.3    Effect of ascorbic acid on inhibition rate of

enzymatic browning
 

如图 4所示，随着 L-半胱氨酸添加量的增加，褐

变抑制率逐渐增加，当添加量超过 0.10%时，褐变抑

制率变化趋于平稳。当添加量为 0.10%和 0.12%
时，褐变抑制率分别为 81.32%和 83.81%，具有明显

的抑制效果。主要是因为 L-半胱氨酸中含有-SH的

氨基酸，可与表儿茶素等酚类底物反应生成醌类物质

结合形成无色的硫氢化合物，从而抑制酶促褐变反应

的发生[33]。但当添加量超过 0.10%时，体系内底物

发生反应接近饱和，褐变抑制率增加平缓，并且，过量

的 L-半胱氨酸溶解后自身带有的微臭味会引起蓝靛

果汁产生不良气味。因此，选择最适的 L-半胱氨酸

添加量为 0.10%。
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图 4    L-半胱氨酸添加量对酶促褐变抑制率的影响
Fig.4    Effect of L-cysteine addition on the inhibition rate of

enzymatic browning
 

如图 5所示，随着氯化钙添加量的增加，褐变抑

制率逐渐增加，说明褐变抑制率与氯化钙添加量呈一

定的剂量效应关系。氯化钙主要通过钙离子与

PPO中的羧基化合物结合，降低 PPO的活性，减少

表儿茶素等酚类物质与 PPO的反应来减少酶促褐变

反应的发生[34]。随着钙离子与 PPO结合基本完全，

后续褐变抑制率逐渐平缓。当氯化钙添加量为

0.12%时，褐变抑制率为 66.93%。
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图 5    氯化钙添加量对酶促褐变抑制率的影响
Fig.5    Effect of calcium chloride on inhibition rate of

enzymatic browning
 

如图 6所示，随着 EDTA-2Na添加量的增加，褐

 

0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12
0

20

40

60

80

100

褐
变

抑
制

率
 (%

)

EDTA-2Na 添加量 (%)

图 6    EDTA-2Na添加量对酶促褐变抑制率的影响

Fig.6    Effect of EDTA-2Na addition on the inhibition rate of
enzymatic browning
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变抑制率逐渐增加，当添加量超过 0.08%时，褐变抑

制率变化趋于平稳。EDTA-2Na作为金属离子螯合

剂，主要通过与底物竞争和 PPO结合，降低 PPO和

酚类底物的结合浓度，抑制果汁的酶促褐变[35]。添加

量为 0.08%时，褐变抑制率为 76.87%，有较好的抑

制效果。当添加量超过 0.08%时，PPO和 EDTA-
2Na的结合反应基本完全，并且蓝靛果果汁中的果胶

和蛋白类物质可能与过量的 EDTA-2Na发生结合，

产生少量的絮状物，影响产品的质量。所以 EDTA-
2Na的最适添加量为 0.08%。

如图 7所示，随着柠檬酸添加量的增加，褐变抑

制率逐渐增加，当添加量超过 0.35%时，褐变抑制率

逐渐趋于平稳。添加量为 0.55%时，褐变抑制率为

72.34%。柠檬酸抑制酶促褐变反应一方面是加入柠

檬酸后，果汁的 pH降低，使 PPO中的辅基铜离子解

离出来，降低了 PPO的活性；另一方面是当果汁 pH
过低时，导致蛋白质变性，降低了 PPO的活性[36]。当

柠檬酸添加量较少时，褐变抑制程度不明显；当柠檬

酸添加量较多时，虽然褐变抑制率有所提升，但会导

致蓝靛果汁过酸，影响产品的风味。
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图 7    柠檬酸添加量对酶促褐变抑制率的影响
Fig.7    Effect of citric acid addition on inhibition rate of

enzymatic browning
  

2.5.2   响应面优化试验结果　为进一步优化工艺，选

择单因素实验已考察的抑制褐变率效果最佳的三种

抑制剂（抗坏血酸、L-半胱氨酸、EDTA-2Na）的添加

量对蓝靛果汁褐变抑制率的影响，进一步确定复合抑

制剂最优组合条件，试验设计及结果见表 10。 

2.5.3   回归模型的建立与分析　对表 10中的数据回

归拟合后得到蓝靛果汁褐变抑制率的二次多项回归

方程为：Y=92.88+1.61A+2.09B+0.3675C+0.43AB−
0.3AC+0.145BC−3.09A2−3.51B2−2.84C2。根据表 11
可以得出，模型中 P<0.0001（极显著），失拟项 P=
0.4189>0.05（不显著），方程拟合度和相关性很好，误

差较小，模型合理。总决定系数 R2=0.9979，校正系

数 R2
Adj=0.9952，说明预测值与实际值高度一致[37]，

模型可用来预测抗坏血酸添加量、L-半胱氨酸添加

量、EDTA-2Na添加量对果汁褐变抑制率的影响。

因此，采用该模型分析和预测蓝靛果汁的褐变抑制

率，可有效反映真实值。

  
表 11    回归模型方差分析结果

Table 11    Regression model analysis of variance results

方差来源 平方和 自由度 平均方差 F值 P值 显著性

模型 198.74 9 22.08 367.53 <0.0001 **
A 20.80 1 20.80 346.21 <0.0001 **
B 34.94 1 34.94 581.61 <0.0001 **
C 1.08 1 1.08 17.98 0.0038 **
AB 0.7396 1 0.7396 12.31 0.0099 **
AC 0.3600 1 0.3600 5.99 0.0442 *
BC 0.0841 1 0.0841 1.40 0.2754 −
A2 40.16 1 40.16 668.47 <0.0001 **
B2 51.98 1 51.98 865.10 <0.0001 **
C2 33.92 1 33.92 564.63 <0.0001 **

残差 0.4206 7 0.0601
失拟项 0.1985 3 0.0662 1.19 0.4198 −
纯误差 0.2221 4 0.0555
总离差 199.16 16

注：“**”表示差异极显著（P<0.01）；“*”表示差异显著（P<0.05）；“−”表示
差异不显著（P>0.05）。

进一步对回归模型进行方差分析和交互作用分

析，确定影响蓝靛果汁褐变抑制率的因素依次为：

EDTA-2Na添加量<抗坏血酸添加量<L-半胱氨酸添

加量。通过 P 值判断回归系数的显著性：一次项 A、

B、C、交互项 AB、二次项 A2、B2 和 C2 均极显著

（P<0.01），交互项 AC为显著水平（P<0.05），交互项

BC不显著（P>0.05）。由图 8所示，交互项 AB等高

线图呈现椭圆形，3D图曲面陡峭，这说明抗坏血酸

和 L-半胱氨酸添加量在交互作用下极显著影响蓝靛

果汁的褐变抑制率。因此，实验结果同样揭示了复合

抑制剂更能够降低蓝靛果打浆过程中的褐变率。 

2.5.4   最佳工艺验证　根据软件对数据进行响应面

结果分析，预测蓝靛果汁酶促褐变最佳抑制剂条件

为：抗坏血酸添加量为 0.1056%、L-半胱氨酸添加量

为 0.1063%、EDTA-2Na添加量为 0.0811%，在此条

件下预测果汁褐变抑制率可以达到 93.45%。但在实

际操作中这一条件很难控制，因此考虑到实际的可操

 

表 10    响应面设计模型及结果

Table 10    Response surface design model and results

试验号 A B C Y：褐变抑制率（%）

1 0 0 0 92.56
2 0 0 0 93.04
3 −1 0 −1 84.73
4 −1 1 0 86.47
5 0 0 0 92.74
6 1 0 1 88.58
7 −1 0 1 85.97
8 0 −1 1 84.86
9 0 0 0 92.92
10 0 1 1 89.03
11 −1 −1 0 82.85
12 1 0 −1 88.54
13 1 1 0 90.57
14 1 −1 0 85.23
15 0 1 −1 87.91
16 0 −1 −1 84.32
17 0 0 0 93.15
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作性且能准确地验证预测的合理性，实际操作验证选

取抗坏血酸添加量为 0.11%、L-半胱氨酸添加量为

0.11%、EDTA-2Na添加量为 0.08%，该条件下经过

3次实验取平均值，得到蓝靛果汁的褐变抑制率为

93.17%，与理论预测值基本一致。说明所建模型有

效可行，可以对蓝靛果汁酶促褐变抑制剂进行优化、

分析和预测。 

3　结论
实验研究了蓝靛果在加工过程中酶促褐变机

理，以及不同褐变抑制剂对褐变抑制率的影响，采用

通径分析的方法得出蓝靛果中主要参与酶促褐变反

应的酚类底物为表儿茶素，其次为绿原酸。通过荧光

光谱分析 PPO与酚类底物的相互作用，得出淬灭常

数为 4.8×103，淬灭速率常数为 4.8×1011 mol·L−1·s−1，
说明表儿茶素对 PPO的淬灭机制为静态淬灭。结合

常数为 7.32×105，说明表儿茶素与 PPO之间具有较

强的相互作用，且约有 1~2个结合位点数。明确褐

变机理后为进一步解决打浆工艺后酶促褐变的问题，

通过单因素实验研究抗坏血酸、L-半胱氨酸、氯化

钙、EDTA-2Na、柠檬酸添加量对褐变抑制率的影

响，并通过响应面优化试验得到最优的复合抑制剂组

合为抗坏血酸添加量 0.11%、L-半胱氨酸添加量

0.11%、EDTA-2Na添加量 0.08%，在此条件下褐变

抑制率达到 93.17%。实验可为蓝靛果加工工艺提供

理论参考。

© The Author(s)  2024.  This  is  an  Open  Access  article
distributed  under  the  terms  of  the  Creative  Commons  Attribution
License (https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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