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摘 要：西南冷凉地区是我国马铃薯主产区之一，近年来马铃薯产业快速发展，其加工产品不断增
加，为解决鲜切马铃薯在保鲜过程中发生的褐变问题，以昭薯 ZT032为试材，选取柠檬酸、L-半胱氨
酸、D-异抗坏血酸钠、氯化钙作为护色剂，通过单因素试验，研究了其对鲜切马铃薯片的护色效果，并
在此基础上采用响应面法进行护色剂复配研究。结果表明：复合护色剂对多酚氧化酶活性的抑制效
果优于单一护色剂，复合护色剂的最优配方为柠檬酸 0.47%、L-半胱氨酸 0.28%、D-异抗坏血酸钠
0.05%、氯化钙 0.54%，在此条件下，酶活性抑制率可达 95.13%，加工的鲜切马铃薯护色效果较好。
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Abstract: Southwest cold highland is one of the main potato producing areas in China. In recent years, the potato
industry has been developed rapidly, and the processed products have been increased continually. In this study,
the ZT032 potatoes were selected as test materials, and citric acid, L-cysteine, sodium D-isoascorbate and calci-
um chloride were applied as color protecting agents. Subsequently, the single factor experiments and response sur-
face methodology were employed to evaluate the composite ratios and color protection effects on fresh-cut potato
chips, aiming to solve the browning problem of fresh-cut potatoes during preservation. Results showed that the
compound color protectant presented superior inhibition effects on polyphenol oxidase activity compared with single
color protectant. The optimal formulation of compound color protectant was determined as follows: citric acid of
0.47%, L-cysteine of 0.28%, D-isoascorbate sodium of 0.05% and calcium chloride of 0.54%. Under these con-
ditions, the inhibition rate on enzyme activity reached to 95.13% , and the color protection effects of fresh-cut
potatoes were better.
Key words: fresh-cut potatoes; polyphenol oxidase; browning; inhibition

基金项目：云南省教育厅科学研究基金项目（2019J1144）；昭通学院校级科研项目（2018xj09）
作者简介：程立君（1986—），男，汉族，硕士，研究方向：植物资源开发与利用。
*通信作者：王世敏，硕士，副教授，研究方向：园艺植物栽培与生理。

保鲜研究

中图分类号：S532；TS255.3 DOI：10.3969/j.issn.1009－6221.2021.10.002文献标识码：A

保鲜与加工
Storage and Process 2021，21（10）：8-14，22

8



投稿平台：www.bxyjg.com2021 年第 10 期

马铃薯（Solanum tuberosum L.）是世界第四大粮
食作物，富含维生素、矿物质、膳食纤维等成分，具有
丰富的营养和良好的保健功能[1]。我国是世界马铃薯
第一生产大国，种植面积和总产量均占全世界的
20%左右[2]，目前形成了东北、华北、西北、南方和西南
冷凉地区五大马铃薯主产区，其中西南冷凉地区因高
海拔冷凉的气候环境和云贵高原得天独厚的红土资
源，所产的马铃薯中淀粉和干物质含量高，质量较
好[3]，适用于鲜食和加工。近年来，以马铃薯主粮化和
产业扶贫为契机，西南地区马铃薯产业快速发展[4]，尤
其是马铃薯主食化、鲜切等加工需求迅速增长，但是
针对西南冷凉高地马铃薯的保鲜研究相对滞后。在马
铃薯加工过程（如削皮、切片、粉碎）中，由于机械损伤
导致代谢活动增强，氧化应激反应增加，同时组织暴
露于空气表面与氧气接触，从而容易发生褐变[5]。鲜切
马铃薯的褐变导致外观不佳、品质下降以及水分和养
分的流失[6]，影响产品的生产和销售，并阻碍了深加工
产品的进一步发展[7]。
鲜切马铃薯的褐变通常是由多酚氧化酶（PPO）

引起的酶促褐变[8]。多酚氧化酶是一种含有两个铜原
子（CuA）的 3型铜蛋白，在分子氧存在下，PPO可催
化单酚酶羟基化和邻二酚氧化为邻醌，随后醌类化合
物被氧化成醌衍生物，形成的邻醌与其他醌、氨基酸、
蛋白质非酶聚合形成黑色化合物，导致酶促褐变[9]，并
且不同品种马铃薯的多酚氧化酶活性存在差异[10-11]。
因此，如何有效抑制多酚氧化酶活性是西南冷凉高地
鲜切马铃薯产业发展的迫切需要。
通过调节 pH和温度等物理方法可以降低多酚

氧化酶活性，从而控制马铃薯褐变的程度[12]，但是这
些操作同时也容易导致马铃薯营养成分的损失。因
此，本研究选择柠檬酸、L-半胱氨酸、D-异抗坏血酸
钠、氯化钙 4种添加剂进行复配，在单因素试验的基
础上，采用响应面法研究其不同比例复配后对鲜切马
铃薯的护色效果，最终获得对鲜切马铃薯褐变抑制效
果最佳的组合，为鲜切马铃薯的护色保鲜提供参考，
以期为高原特色马铃薯产品的开发提供支持。

1 材料与方法

1.1 材料与设备
1.1.1 材料与试剂
试验用马铃薯品种为昭薯 ZT032，由昭通市农业

科学院提供。挑选新鲜、大小基本一致、无病虫害和机
械损伤的马铃薯，4℃条件下贮存，备用。
磷酸二氢钠、磷酸氢二钠、亚硫酸氢钠、氯化钙、

邻苯二酚、柠檬酸、D-异抗坏血酸钠：均为国产分析
纯；L-半胱氨酸：生化试剂。
1.1.2 仪器与设备

AX224ZH/E型精密电子天平，奥豪斯仪器有限
公司；759型可见分光光度计，上海奥谱勒仪器有限
公司；HL/T20MM型高速冷冻离心机，湖南赫西仪器
装备有限公司；BGZ140型干燥箱，上海博讯实业有
限公司医疗设备厂。
1.2 方法
1.2.1 单因素试验设计
1.2.1.1 柠檬酸对鲜切马铃薯护色的影响

新鲜马铃薯清洗、去皮后，切成厚度为 3 mm的
薄片，于浓度分别为 0.1%、0.2%、0.3%、0.4%、0.5%、0.6%、
0.7%、0.8%的柠檬酸溶液中浸泡护色 20 min后，考察
其对马铃薯片 PPO活性抑制率的影响。
1.2.1.2 L-半胱氨酸对鲜切马铃薯护色的影响

新鲜马铃薯清洗、去皮后，切成厚度为 3 mm的
薄片，于浓度分别为 0.10%、0.15%、0.20%、0.25%、0.30%、
0.35%、0.40%的 L-半胱氨酸溶液中浸泡护色20 min
后，考察其对马铃薯片 PPO活性抑制率的影响。
1.2.1.3 D-异抗坏血酸钠对鲜切马铃薯护色的影响

新鲜马铃薯清洗、去皮后，切成厚度为 3 mm的
薄片，于浓度分别为 0.01%、0.02%、0.03%、0.04%、
0.05%、0.06%的 D-异抗坏血酸钠溶液中浸泡护色
20 min后，考察其对马铃薯片 PPO活性抑制率的影响。
1.2.1.4 氯化钙对鲜切马铃薯护色的影响

新鲜马铃薯清洗、去皮后，切成厚度为 3 mm的
薄片，于浓度分别为 0.2%、0.4%、0.6%、0.8%、1.0%、
1.2%的氯化钙溶液中浸泡护色 20 min后，考察其对
马铃薯片 PPO活性抑制率的影响。
1.2.2 响应面法优化鲜切马铃薯护色剂配方试验
在单因素试验的基础上，采用 Box-Behnken响

应面法优化柠檬酸、L-半胱氨酸、D-异抗坏血酸钠和
氯化钙配比，得到最优的马铃薯褐变抑制剂复合配
方，并对该结果进行验证。
1.2.3 多酚氧化酶的提取及酶活性抑制率的测定
参考李利华[13]的方法，加以改进。称取不同处理

后的马铃薯样品 5 g，加入预冷的 pH 6.0的磷酸缓冲
溶液 10 mL，在冰水浴中研磨成匀浆后，转入至
25 mL容量瓶中，用已预冷的 pH 6.0磷酸缓冲溶液
定容至 25 mL，混匀后 4 ℃下浸提 10 min，取出后
以 4 ℃、10 000 r/min离心 30 min，离心后得到的上清
液即为多酚氧化酶粗酶液。
参考李利华[13]的方法，采用比色法，取 4 ℃冷藏
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的 0.1 mol/L磷酸缓冲溶液 4 mL及 0.1 mol/L邻苯二
酚溶液 1.0 mL，再加入多酚氧化酶粗酶液 0.5 mL，混
匀后在波长 420 nm处测定吸光值（OD值），从加入酶
液开始计时，以不加酶液作为参比溶液每隔 30 s记
录 1次 OD值的变化。选取吸光度-时间曲线中线性
部分确定反应时间和计算酶活性抑制率[14]。酶活性抑
制率为经抑制剂处理后酶的催化活性下降的百分数[15]。

IE =（1 - ΔA1

ΔA0
）× 100

式中：IE为酶活性抑制率，%；ΔA0为未处理对照样品
在反应时间内吸光度变化值；ΔA1为处理样品在反应
时间内吸光度变化值。
1.2.4 数据处理
单因素试验结果采用 SPSS（version 20.0）软件对

试验数据进行处理和统计分析；响应面设计和数据分
析采用 Design Expert（version10.0）进行。

2 结果与分析

2.1 柠檬酸对鲜切马铃薯护色效果的影响
柠檬酸是一种重要的有机酸，因具有螯合作用和

调节 pH的特性，在食品加工中能提高抗氧剂的性
能，抑制酶活性，延长食品保存期[16]。由图 1可知，柠
檬酸对 PPO活性有明显的抑制效果。随着柠檬酸添
加量的升高，对 PPO活性的抑制率逐渐增加，当添加
量达到 0.5%时，酶活性抑制率达到 62.03%，之后柠
檬酸添加量继续升高，但 PPO活性的抑制率基本保
持稳定，这与刘丽等[17]的研究结果较一致。分析原因
可能因为柠檬酸对 PPO活性中心的铜离子具有较强
的螯合作用，破坏了活性中心，使 PPO 活性受到抑
制[18]，另外随着柠檬酸浓度的升高，溶液的 pH值逐渐
下降，使得反应体系的 pH 值远离 PPO 的最适 pH
值，进一步导致 PPO的结构被破坏，从而失活[19]。但
柠檬酸达到一定浓度后，反应底物也受到了柠檬酸
的抑制，在同一时间也会对酶的活性中心进行竞争[20]，

导致虽然浓度继续增加，但效果不明显。因此，试验选
择柠檬酸浓度 0.5%作为响应面 Box-Benhnken设计
中零水平的中心点。
2.2 L-半胱氨酸对鲜切马铃薯护色效果的影响

L-半胱氨酸为含硫氨基酸之一，属非必需氨基
酸，能直接与酶促反应产物醌类物质结合生成无色
的硫氢化合物，从而抑制褐变的发生[21]。由图 2可见，
L-半胱氨酸对 PPO 活性有明显的抑制作用，随着
L-半胱氨酸添加量的升高，其对 PPO活性的抑制率
逐渐升高，当添加量达到 0.25%时，酶活性抑制率达
到 61.10%；达到一定浓度后，继续增加 L-半胱氨酸
添加量，酶活性抑制率变化不明显。原因可是由于高
浓度的 L-半胱氨酸溶液在马铃薯组织中传质受阻，
从而影响 L-半胱氨酸向鲜切马铃薯的浸透[22-23]，L-半
胱氨酸抑制鲜切马铃薯 PPO 活性的最佳添加量为
0.25%。因此，选择 L-半胱氨酸添加量 0.25%作为响
应面 Box-Benhnken设计中零水平的中心点。

2.3 D-异抗坏血酸钠对鲜切马铃薯护色效果的影响
D-异抗坏血酸钠又名赤藻糖酸钠，具有极强的

还原性，是一种新型生物型食品抗氧防腐保鲜助色
剂，能抑制果蔬氧化酶类的活性，防止褐变现象的发
生，对保持果蔬的外观色泽和风味品质均有很大作
用 [24]。由图 3可知，D-异抗坏血酸钠对鲜切马铃薯
PPO活性有显著的抑制作用，因为 D-异抗坏血酸钠
能够作用于多酚氧化酶中心的铜离子，钝化酶活性，
同时能还原被酚酶氧化的酚类物质，抑制褐变进
程 [25]。试验结果表明，随着 D-异抗坏血酸钠添加量的
升高，其对 PPO活性的抑制率逐渐升高，当添加量达
到 0.04%时，酶活性抑制率达到 77.26%，抑制效果明
显。但当 D-异抗坏血酸钠添加量超过 0.04%后，酶活
性抑制率变化不明显。因此，选择 D-异抗坏血酸钠添
加量 0.04%作为响应面 Box-Benhnken设计中零水平
的中心点。

图 1 柠檬酸添加量对 PPO活性抑制率的影响
Fig.1 Effects of citric acid additions on the inhibitory rates

of PPO activities
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图 2 L-半胱氨酸添加量对 PPO活性抑制率的影响
Fig.2 Effects of L-cysteine additions on the inhibitory rates

of PPO activities
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图 3 D-异抗坏血酸钠添加量对 PPO活性抑制率的影响
Fig.3 Effects of D-sodium isoascorbate additions on the

inhibitory rates of PPO activities

图 4 氯化钙添加量对 PPO活性抑制率的影响
Fig.4 Effects of calcium chloride additions on the inhibitory rates

of PPO activities
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表 1 响应面试验因素水平表
Table 1 Factor and level of response surface experiment

水平
因素

A 柠檬酸
添加量/%

B L-抗坏血
酸添加量/%

C D-异抗坏血
酸钠添加量/%

D 氯化钙
添加量/%

-1 0.4 0.20 0.03 0.4
0 0.5 0.25 0.04 0.6
1 0.6 0.30 0.05 0.8

表 2 响应面试验设计及结果
Table 2 Response surface experimental design and results

序号
因素 Y酶活性抑

制率/%A B C D

1 -1 0 -1 0 83.43

2 0 0 0 0 90.22

3 -1 0 0 -1 83.97

4 1 1 0 0 80.27

5 1 0 0 -1 78.94

6 1 0 0 1 83.94

7 0 1 0 -1 90.15

8 0 0 -1 1 79.87

9 0 -1 -1 0 85.95

10 0 -1 0 -1 72.49

11 -1 1 0 0 82.41

12 0 -1 1 0 79.69

13 1 0 -1 0 85.81

14 0 0 -1 -1 85.88

15 -1 0 0 1 82.76

16 0 1 1 0 93.31

17 0 1 0 1 79.68

18 -1 0 1 0 86.77

19 0 0 0 0 94.22

20 0 0 1 -1 91.05

21 0 0 0 0 94.51

22 1 -1 0 0 82.23

23 1 0 1 0 82.86

24 0 0 1 1 90.87

25 0 1 -1 0 83.96

26 -1 -1 0 0 74.69

27 0 0 0 0 94.94

28 0 -1 0 1 85.16

29 0 0 0 0 94.24
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2.4 氯化钙对鲜切马铃薯护色效果的影响
氯化钙常作为食品添加剂，能使可溶性果胶凝固

为凝胶状不溶性果胶酸钙，保持果蔬加工制品的脆度
和硬度，同时 Ca2+能够抑制 PPO活性，从而延缓褐变
的发生[26-27]。由图 4可知，氯化钙对鲜切马铃薯 PPO
活性具有一定的抑制作用，这可能是因为 Ca2+与PPO
中具有羧基的化合物结合，从而降低 PPO活性[28]。随着
氯化钙浓度的升高，对 PPO活性的抑制率逐渐升高，
当添加量达到 0.6%时，抑制率为 36.09%，抑制效果
明显。当氯化钙添加量超过 0.6%后，浓度继续升高，
酶活性抑制率变化趋于平缓，单独使用氯化钙作抑制
剂时效果并不十分理想，有必要与其他抑制剂同时使
用，通过交互作用增加抑制效果。因此，本试验选择氯
化钙添加量 0.6%作为响应面 Box-Benhnken设计中
零水平的中心点。

2.5 响应面法优化鲜切马铃薯护色剂配方试验结果
2.5.1 Box-Behnken设计与结果
根据单因素试验结果，利用 Design Expert 软件

进行 Box-Behnken响应面中心组合试验设计，以柠檬
酸添加量、L-半胱氨酸添加量、D-异抗坏血酸钠添加
量、氯化钙添加量 4个因素为自变量，以 PPO活性抑

制率为响应值，进行四因素三水平响应面试验分析，
优化褐变抑制剂的配方，响应面试验因素水平见表1，
试验设计与结果见表 2。
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来源 平方和 自由度 均方 F值 P值 显著性
模型 904.95 14 64.64 10.58 ＜0.000 1 **
A 3.33×10-5 1 3.33×10-5 5.46×10-6 0.981 7
B 72.87 1 72.87 11.93 0.003 9 **
C 32.18 1 32.18 5.27 0.037 7 *
D 3.33×10-3 1 3.33 ×10-3 5.46×10-4 0.998 2
AB 23.43 1 23.43 3.84 0.070 4
AC 9.89 1 9.89 1.62 0.223 9
AD 9.64 1 9.64 1.58 0.229 6
BC 60.92 1 60.92 9.97 0.007 0 **
BD 133.86 1 133.86 21.92 0.000 4 **
CD 8.50 1 8.50 1.39 0.257 9
A2 308.12 1 308.12 50.44 ＜0.000 1 **
B2 287.14 1 287.14 47.01 ＜0.000 1 **
C2 19.21 1 19.21 3.15 0.097 9
D2 149.90 1 149.90 24.54 0.000 2 **
残差 85.51 14 6.11
失拟项 70.67 10 7.07 1.91 0.279 8
纯误差项 14.84 4 3.71
总误差 990.46 28

R2=0.953 7

表 3 响应面回归模型方差分析结果
Table 3 ANOVA for response surface quadratic model

注：*表示影响显著（P＜0.05），**表示影响极显著（P＜0.01）。

2.5.2 多元二次回归方程拟合及方差分析
利用 Design Expert软件对表 2试验结果进行多

元二次回归方程拟合，通过响应面回归过程进行数据
分析，建立回归模型，得到回归方程：

Y=93.63+0.002A+2.46B+1.64C-0.017D-2.42AB-
1.57AC +1.55AD +3.90BC -5.79BD +1.46CD -6.89A2 -
6.65B2-1.72C2-4.81D2

回归模型方差分析结果见表 3。由表 3可知，回
归方程极显著（F=10.58，P＜0.000 1），失拟项不显著
（P=0.279 8＞0.05），表明该模型有很好的拟合度，能

将柠檬酸添加量、L-半胱氨酸添加量、D-异抗坏血酸
钠添加量和氯化钙添加量 4个因素对鲜切马铃薯护
色效果进行准确的预测。方差分析结果表明：一次项
B，交互项 BC、BD，二次项 A2、B2、D2对 PPO活性抑制
率的影响极显著（P＜0.01），一次项 C对 PPO活性抑
制率的影响显著（P＜0.05），交互项 AB、AC、AD 对
PPO活性抑制率的影响不显著；各因素对多酚氧化酶
活性抑制率影响的顺序为：B（L-半胱氨酸添加量）＞
C（D-异抗坏血酸钠添加量）＞D（氯化钙添加量）＞A
（柠檬酸添加量）。

2.5.3 响应曲面图分析
各因素交互作用对鲜切马铃薯 PPO活性抑制率

的影响见图 5~10。每个响应曲面图代表两个自变量
之间的相互作用对 PPO活性抑制率的影响。通过对
图 5~10的分析可知，除了 BC（图 8）BD（图 9）的响应
面图陡峭，等高线呈椭圆形，表明其交互作用极显著
（P＜0.01），其他两两因素交互作用的响应面图较
平缓，等高线均呈椭圆形，随着柠檬酸、L-半胱氨酸、
D-异抗坏血酸钠和氯化钙水平的增加，酶活性抑制
率变化均呈现先增加后下降的变化趋势，表明选择合

适的柠檬酸、L-半胱氨酸、D-异抗坏血酸钠和氯化钙
添加量对抑制多酚氧化酶活性至关重要。
2.5.4 褐变抑制剂配比的确定
在获得非线性回归模型和响应面分析的基础上，

得出酶活性抑制率的最佳条件为：柠檬酸添加量
0.47%，L-半胱氨酸添加量 0.28%，D-异抗坏血酸钠
添加量 0.05%，氯化钙添加量 0.54%，该条件下酶活
性抑制率预测值为 95.84%。为验证模型预测的可靠
性，在此最优配比条件下，进行 3组平行验证试验。结
果表明，酶活性抑制率的平均值为 95.13%，与预测值
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图 5 柠檬酸和 L-半胱氨酸添加量的交互作用对酶活性抑制
率影响的响应面图

Fig.5 Response surface plot showing the interaction effects of
citric acid and L-cysteine additions on the inhibitory rates of

PPO activities
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图 6 柠檬酸和 D-异抗坏血酸钠添加量的交互作用对
酶活性抑制率影响的响应面图

Fig.6 Response surface plot showing the interaction effects of
citric acid and D-sodium isoascorbate additions on the

inhibitory rates of PPO activities

图 7 柠檬酸和氯化钙添加量的交互作用对酶活性抑制率
影响的响应面图

Fig.7 Response surface plot showing the interaction effects of
citric acid and calcium chloride additions on the inhibitory

rates of PPO activities

图 8 L-半胱氨酸和 D-异抗坏血酸钠添加量的交互作用对酶
活性抑制率影响的响应面图

Fig.8 Response surface plot showing the interaction effects of
L-cysteine and sodium D-isoascorbate additions on the

inhibitory rates of PPO activities

图 9 L-半胱氨酸和氯化钙添加量的交互作用对酶活性
抑制率影响的响应面图

Fig.9 Response surface plot showing the interaction effects of
L-cysteine additions and calcium chloride on the inhibitory rates

of PPO activities

图 10 D-异抗坏血酸钠和氯化钙添加量的交互作用对
酶活性抑制率影响的响应面图

Fig.10 Response surface plot showing the interaction effects of
sodium D-isoascorbate and calcium chloride additions on the

inhibitory rates of PPO activities
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程立君，等：西南冷凉高地鲜切马铃薯抗褐变研究

相比，两者的相对误差为 0.71%，误差较小，说明该模
型可以很好地反映酶活性抑制率与各褐变抑制剂添
加量的关系，利用响应面法优化褐变抑制剂添加量配
比的研究是可靠的。

3 结论

试验选择西南冷凉高地种植的马铃薯品种昭薯
ZT032为护色试验品种，通过添加护色剂抑制鲜切马
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铃薯中多酚氧化酶活性，减少褐变发生。单因素试验
中研究了单一柠檬酸、L-半胱氨酸、D-异抗坏血酸钠
和氯化钙对鲜切马铃薯的护色效果，并在此基础上采
用响应面法进行复配研究。结果发现，复合护色剂对
多酚氧化酶的酶活性抑制率效果优于单一护色剂的
效果。采用响应面优化试验得到西南冷凉高地鲜切
马铃薯护色剂的最佳添加量配比为：柠檬酸 0.47%，
L-半胱氨酸 0.28%，D-异抗坏血酸钠 0.05%，氯化钙
0.54%，此时 PPO的酶活性抑制率为 95.13%，与模型
预测值的相对误差仅为 0.71%。该研究对高原特色鲜
切马铃薯等产品的开发具有一定的应用价值。
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