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　　摘要：为获得枣最佳的工艺参数，以山东冬枣为原料，通过热处理研究冬枣中纤维素酶（Ｃｘ）、多聚半乳糖醛酸酶
（ＰＧ）活性的变化及纤维素、果胶的保留量，利用响应面分析法设计３因素３水平的优化试验，结果表明，热处理时间
４ｍｉｎ、处理温度９３℃、投料量２７ｇ／Ｌ为最佳的热处理条件，此条件下纤维素酶（Ｃｘ）和多聚半乳糖醛酸酶（ＰＧ）被灭
活，纤维素和果胶保留量分别为０．６４７０Ｄ６２０ｎｍ／ｇ和０．０８５９％。
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　　冬枣别称苹果枣，含有丰富的维生素 Ａ、维生素 Ｅ及钾、
钠、铁、铜等多种矿物质元素。鲜冬枣皮薄、肉脆、质优、味甘

的特异品质，在古代被钦定为“贡品”［１］。果实质地是构成果

实品质的重要因素，而采后冬枣很容易软化、腐烂，致使各种

营养成分大量丧失。目前研究认为，果实的软化是由构成细

胞间层及细胞壁的果胶降解所致，而果胶的分解与多聚半乳

糖醛酸酶（ＰＧ）的活性有密切的关系［２－４］。与此同时，纤维素

的降解也会促进果实的软化，而调节纤维素降解的水解酶主

要是纤维素酶（Ｃｘ）［４］，鳄梨的软化就是纤维素酶在起作
用［５］。本试验通过对冬枣进行热处理，分析其多聚半乳糖醛

酸酶、纤维素酶活性及果胶、纤维素含量的变化，以寻求最佳

的热处理条件，使ＰＧ和Ｃｘ这２种酶被灭活的同时果胶和纤
维素保留量最高，为果蔬热处理技术进一步提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
冬枣，产自山东沾化。选择着色度为２０％ ～６０％的半红

枣，手工采摘以防造成机械损伤；０～４℃保藏，待用。
０．１５％咔唑、１００μｇ／ｍＬ半乳糖醛酸标准液、浓硫酸（分

析纯）、５０ｍｍｏｌ／ＬｐＨ值为５．５的醋酸钠缓冲液、１．８ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ、１％多聚半乳糖醛酸溶液、３，５－二硝基水杨酸（ＤＮＳ）试
剂、５０ｍｍｏｌ／ＬｐＨ值为５．０的柠檬酸缓冲液、１％羧甲基纤维
素钠（ＣＭＣ－Ｎａ）溶液。

ＴＵ－１８１０型紫外可见分光光度计，北京普析通用仪器责
任有限公司生产；ＨＨ－Ｓ４型数显恒温水浴锅，金坛市医疗仪
器厂生产；ＳＨＢ－Ⅲ型循环水式多用真空泵，郑州长城科工贸

有限公司生产；ＴＧＬ－１６ａＲ型冷冻离心机，上海安亭科学仪
器厂生产；含研钵组织捣碎机；ＦＥ２０ＫＰｌｕｓ型 ｐＨ计，梅特
勒－托利仪器有限公司生产。
１．２　试验方法
１．２．１　工艺流程　原料选择→拣选→清洗→切片→热处理
→热风干燥→打粉→包装。
１．２．２　操作要点　拣选无机械损伤、无病虫害、着色度为
２０％～６０％且大小均匀的红枣，用去孔器将红枣的核去掉；顺
着核孔垂直切片，枣片厚度为３ｍｍ左右；将定量的枣片装入
纱布网中，确保网内空间足够大，避免枣片上浮于水面；将纱

布网放入设定并达到温度的水浴锅中，水浴锅中水量按料液

比设定；达到处理时间后迅速取出，并用液氮冷冻，低温存放

备用。

１．２．３　热处理单因素试验设计
１．２．３．１　料液比的选择　以 Ｃｘ、ＰＧ酶活性和纤维素、果胶
保留量为指标，处理温度为 ８５℃、时间为 ４ｍｉｎ，液料比
（ｍＬ∶ｇ）分别为２０∶１、４０∶１、６０∶１、８０∶１、１００∶１。
１．２．３．２　处理时间的选择　以 Ｃｘ、ＰＧ酶活性和纤维素、果
胶保留量为指标，处理温度为８５℃、液料比为４０ｍＬ∶１ｇ，处
理时间分别为１、２、３、４、５ｍｉｎ。
１．２．３．３　处理温度的选择　以 Ｃｘ、ＰＧ酶活性和纤维素、果
胶保留量为指标，处理时间为４ｍｉｎ、液料比为４０ｍＬ∶１ｇ，处
理温度分别为７５、８０、８５、９０、９５℃。
１．２．４　响应面试验设计　在单因素试验基础上，选取处理温
度、处理时间、料液比３因素为自变量（表１），分别以 Ｃｘ活
性、ＰＧ活性、纤维素含量、果胶含量为响应值，根据 Ｄｅｓｉｇｎ－
Ｅｘｐｅｒｔ８．０．５ｂ软件Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ的试验设计方法，设计３因
素３水平共１７个试验点的响应面分析试验，其中１２组是析
因试验，５组是中心试验。
１．２．５　测定指标及方法　果胶含量、Ｃｘ酶活性和ＰＧ酶活性
的测定参照曹建康等的方法［６］；纤维素含量测定参照李合生

等的方法［７－８］，并进行部分修改。准确称量２ｇ枣果置于冰
水浴的烧杯中，用６０ｍＬ６０％硫酸溶液消化３０ｍｉｎ；转入
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表１　响应面试验因素水平

水平

因素

Ａ：热处理时间
（ｍｉｎ）

Ｂ：热处理温度
（℃）

Ｃ：料液比
（ｇ∶Ｌ）

－１ ３ ８５ １∶２０
０ ４ ９０ １∶４０
１ ５ ９５ １∶６０

１００ｍＬ的容量瓶中，用同一浓度硫酸定容至刻度线；用布氏
漏斗过滤，取溶液５ｍＬ用蒸馏水定容至１００ｍＬ，摇匀；取溶
液２ｍＬ于比色管中，加 ０．５ｍＬ２％蒽酮试剂，再缓慢加入
５ｍＬ浓硫酸，摇匀；静置１２ｍｉｎ，波长６２０ｎｍ下测吸光度。
１．２．６　数据统计分析　采用 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．５ｂ数据处
理软件进行响应面分析。

２　结果与分析

２．１　单因素试验
２．１．１　料液比对冬枣片热处理的效果　由图１可见，随料液
比的增大，纤维素酶（Ｃｘ）、多聚半乳糖醛酸酶（ＰＧ）的活性越
高；液料比为２０ｍＬ∶１ｇ和４０ｍＬ∶１ｇ时，２种酶的活性变化
不大，说明此时枣片的添加量基本不会影响酶活性的变化；随

料液比的增大，纤维素和果胶保留量下降明显，这可能是因为

料液比增加使水温下降，致使酶能够长时间保持较高的活性，

促进了纤维素和果胶的分解，而液料比为 ２０ｍＬ∶１ｇ和
４０ｍＬ∶１ｇ时，酶的活性降低很快，故而纤维素和果胶保留
量较高。考虑实际操作和人力、物力消耗，选择液料比为

４０ｍＬ∶１ｇ较合适。

２．１．２　热处理时间对冬枣片的影响效果　由图２可见，随热
处理时间的延长，酶活性总体呈下降趋势，相应的纤维素和果

胶的保留量也逐渐减少，５ｍｉｎ时保留量下降明显，这可能是
纤维素和果胶溶解到热水中的缘故。因此，选择热处理时间

为４ｍｉｎ较合适。

２．１．３　热处理温度对冬枣片的影响效果　由图３可见，热处
理温度越高，酶的活性越低，７５～９０℃酶活性急剧下降，９０～
９５℃酶活变化趋于平缓；９０℃处理时纤维素和果胶的保留量
最高，９５℃时有所降低，这可能是因为高温促进纤维素和果
胶热分解的发生［９］。因此，选择处理温度为９０℃较合适。

２．２　响应面分析
２．２．１　模型建立及显著性检验　利用软件对试验结果（表
２）进行拟合，得到热处理时间（Ａ）、热处理温度（Ｂ）、料液比
（Ｃ）分别与纤维素酶活性、果胶酶活性、纤维素含量、果胶含
量的二次多项回归方程为：Ｃｘ酶活＝０．０３７－０．０３９Ａ－０．２２Ｂ＋
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００３２Ｃ－０．０９７ＡＢ＋０．０３９ＡＣ－０．０１８ＢＣ＋０．０７２Ａ２＋０．１９Ｂ２＋
０．０３７Ｃ２；ＰＧ酶活 ＝０．０３７－０．０３３Ａ－０．２４Ｂ＋０．０８５Ｃ－
０１１ＡＢ＋０．０５ＡＣ－０．０７４ＡＢ＋０．０８２Ａ２＋０．２１Ｂ２－０．０３２Ｃ２；
纤维素保留量 ＝０．６４－０．０００１２５Ａ＋０．０２２Ｂ－０．０１７Ｃ－

０００１５ＡＢ＋０．０１３ＡＣ＋０．００５２５ＢＣ－０．００８４５Ａ２－０．０２４Ｂ２－
０．０１３Ｃ２；果胶保留量 ＝０．０８５＋０．００００６２５Ａ＋０．００３１２５Ｂ－
０００１８８８Ｃ＋０．０００３７５ＡＢ＋０．００１３５ＡＣ＋０．００１０７５ＢＣ－
０００１７８５Ａ２－０．００２７１Ｂ２－０．００１０８５Ｃ２。

表２　响应面试验设计与试验结果

试验号 Ａ：热处理时间 Ｂ：热处理温度 Ｃ：料液比 Ｃｘ酶活
［ｍｇ／（ｇ·ｈ）］

ＰＧ酶活
［ｍｇ／（ｇ·ｈ）］

纤维素保留量

（Ｄ６２０ｎｍ／ｇ）
果胶保留量

（％）
１ ０ ０ ０ ０　　　 ０　　　 ０．６４９ ０．０８５７
２ １ ０ １ ０．１７１１ ０．１８４８ ０．６１４ ０．０８１９
３ ０ １ －１ ０ ０ ０．６３６ ０．０８５４
４ －１ １ ０ ０．２２８６ ０．２３１４ ０．６３４ ０．０８３２
５ ０ １ １ ０ ０ ０．６２３ ０．０８４５
６ １ １ ０ ０ ０ ０．６３０ ０．０８２９
７ －１ ０ －１ ０．１９９９ ０．２１５９ ０．６５７ ０．０８５１
８ ０ －１ １ ０．５５９６ ０．６９７６ ０．５６７ ０．０７４９
９ ０ ０ ０ ０ ０ ０．６４２ ０．０８５４
１０ －１ ０ １ ０．２１４３ ０．２００３ ０．５８７ ０．０７７９
１１ １ ０ －１ ０ ０ ０．６３１ ０．０８３７
１２ ０ ０ ０ ０ ０．１８４８ ０．６４５ ０．０８５４
１３ １ －１ ０ ０．５５９６ ０．６３５４ ０．５９１ ０．０７７１
１４ ０ ０ ０ ０ ０ ０．６４２ ０．０８３９
１５ ０ ０ ０ ０．１８５５ ０ ０．６３９ ０．０８４７
１６ ０ －１ －１ ０．４８７７ ０．４０２３ ０．６０１ ０．０８０１
１７ －１ －１ ０ ０．４０１３ ０．４３３４ ０．５８９ ０．０７８９

　　统计分析表明，回归模型均显著（Ｐ＜０．０５），失拟项不显
著（Ｐ＞０．０５），这说明方程拟合性较好，可用回归方程来预测
实际的试验结果（表３至表６）；纤维素酶活性、果胶酶活性、
纤维素含量、果胶含量的二次多项回归方程决定系数Ｒ２分别
为０．９３４８、０．９４９５、０．９７５７、０．９５１７，不良适配度仅分别为
０．０６５２、０．０５０５、０．０２４３、０．０４８３，这说明响应值与自变量之
间的回归系数呈现较高比例，回归线与回归数据之间适配度

较好；信噪比分别为１０．３４９、１１．７６０、１８．９８６、１１．８４６，均大于
４，这说明４个模型均可以准确反映试验结果。由表３可见，
处理温度、处理温度和时间的交互项、处理温度的二次项对

Ｃｘ酶活性的影响显著，Ｐ值分别为 ０．０００１、０．０４７１、
０．００２０，均小于０．０５；由表４可见，处理温度、处理温度和时
间的交互项、处理温度的二次项对 ＰＧ酶活性的影响显著，Ｐ
值分别为＜０．０００１、０．０２７９、０．００１０，均小于０．０５；由表５可
见，处理温度、处理时间和料液比的交互项、处理温度的二次

项对纤维素保留量影响显著，Ｐ值分别为＜０．０００１、０．００３５、
＜０．０００１，均小于０．０５；由表６可见，处理温度、料液比、处理
时间和料液比的交互项、处理时间的二次项、处理温度的二次

项对果胶保留量影响显著，Ｐ值分别为 ０．０００１、０．００２１、
０．０４６９、０．０１３７、０．００１６，均小于０．０５。
２．２．２　各因素交互作用的影响　采用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．５ｂ
软件，按照回归方程式绘制等高线图和响应面图（图４至图
７）。从等高线可以观察交互影响效应的强弱，圆形表示２个
因素交互影响作用不显著，而椭圆形则表示２个因素交互影
响作用显著。响应面图是依照响应值对各试验因子构成的三

围空间曲面图形，可以形象地看出各参数间的相互作用及最

佳参数，当特征值均为正值时，响应面图表现为山谷形曲面，

存在最小值，当特征值均为负值时，响应面图表现为山丘形曲

面，存在最大值，当特征值有正值、有负值时，响应面图表现为

表３　Ｃｘ酶活的试验结果方差分析

方差来源 自由度 平方和 均方 Ｆ值 Ｐ值
模型 ９ ０．６５ ０．０７２ １１．１６ ０．００２２
Ａ １ ０．０１２ ０．０１２ １．９０ ０．２１０７
Ｂ １ ０．４０ ０．４０ ６１．２０ ０．０００１
Ｃ １ ０．００８２８２ ０．００８２８２ １．２８ ０．２９５１
ＡＢ １ ０．０３７ ０．０３７ ５．７９ ０．０４７１
ＡＣ １ ０．００６１３９ ０．００６１３９ ０．９５ ０．３６２４
ＢＣ １ １２９２ ０．００１２９２ ０．２０ ０．６６８４
Ａ２ １ ０．０２２ ０．０２２ ３．１４ ０．１０７３
Ｂ２ １ ０．１５０ ０．１５０ ２２．９８ ０．００２０
Ｃ２ １ ０．００５７１４ ０．００５７１４ ０．８８ ０．３７８６
残差 ７ ０．０４５ ０．００６４６８
失拟项 ３ ０．０１８ ０．００５９１６ ０．８６ ０．５３０７
纯误差 ４ ０．０２８ ０．００６８８２
总离差 １６ ０．６９

表４　ＰＧ酶活的试验结果方差分析

方差来源 自由度 平方和 均方 Ｆ值 Ｐ值
模型 ９ ０．８１ ０．０９０ １４．６２ ０．０００９
Ａ １ ０．００８５０２ ０．００８５０２ １．３８ ０．２７８０
Ｂ １ ０．４７０ ０．４７０ ７６．３３ ＜０．０００１
Ｃ １ ０．０２７ ０．０２７ ４．３９ ０．０７４４
ＡＢ １ ０．０４７ ０．０４７ ７．６４ ０．０２７９
ＡＣ １ ０．０１０ ０．０１０ １．６３ ０．２４２０
ＢＣ １ ０．０２２ ０．０２２ ３．５５ ０．１０１７
Ａ２ １ ０．０２８ ０．０２８ ４．５７ ０．０６９８
Ｂ２ １ ０．１８０ ０．１８０ ２９．１９ ０．００１０
Ｃ２ １ ０．００４２０６ ０．００４２０６ ０．６８ ０．４３５４
残差 ７ ０．０４３ ０．００６１４６
失拟项 ３ ０．０１６ ０．００５２３４ ０．７７ ０．５６９５
纯误差 ４ ０．０２７ ０．００６８３０
总离差 １６ ０．８５
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表５　纤维素保留量试验结果方差分析

方差来源 自由度 平方和 均方 Ｆ值 Ｐ值
模型 ９ ０．０１１ １．１７８×１０－３ ３１．１７ ＜０．０００１
Ａ １ １．２５０×１０－７ １．２５０×１０－７ ３．３０９×１０－３ ０．９５５７
Ｂ １ ３．８２８×１０－３ ３．８２８×１０－３ １０１．３３ ＜０．０００１
Ｃ １ ２．２４５×１０－３ ２．２４５×１０－３ ５９．４１ ０．０００１
ＡＢ １ ９．０００×１０－６ ９．０００×１０－６ ０．２４ ０．６４０６
ＡＣ １ ７．０２３×１０－４ ７．０２３×１０－４ １８．５９ ０．００３５
ＢＣ １ １．１０３×１０－４ １．１０３×１０－４ ２．９２ ０．１３１３
Ａ２ １ ３．００６×１０－４ ３．００６×１０－４ ７．９６ ０．０２５７
Ｂ２ １ ２．４１５×１０－３ ２．４１５×１０－３ ６３．９３ ＜０．０００１
Ｃ２ １ ６．７９１×１０－４ ６．６９１×１０－４ １７．９８ ０．００３８
残差 ７ ２．６４４×１０－４ ３．７７８×１０－５

失拟项 ３ ２．０７２×１０－５ ６．９０８×１０－５ ４．８３ ０．０８１１
纯误差 ４ ５．７２０×１０－４ １．４３０×１０－５

总离差 １６ ０．０１１

表６　果胶保留量的试验结果方差分析

方差来源 自由度 平方和 均方 Ｆ值 Ｐ值
模型 ９ １．７３３×１０－４ １．９２５×１０－６ １５．３２ ０．０００８
Ａ １ ３．１２５×１０－８ ３．１２５×１０－６ ０．０２５ ０．８７９２
Ｂ １ ７．８１３×１０－５ ７．８１３×１０－５ ６２．１４ ０．０００１
Ｃ １ ２．８５０×１０－５ ２．８５０×１０－６ ２２．６７ ０．００２１
ＡＢ １ ５．６２５×１０－７ ５．６２５×１０－７ ０．４５ ０．５２５０
ＡＣ １ ７．２９０×１０－６ ７．２９０×１０－７ ５．８０ ０．０４６９
ＢＣ １ ４．６２２×１０－６ ４．６２２×１０－７ ３．６８ ０．０９６７
Ａ２ １ １．３４２×１０－５ １．３４２×１０－６ １０．６７ ０．０１３７
Ｂ２ １ ３．０９２×１０－５ ３．０９２×１０－５ ２４．６０ ０．００１６
Ｃ２ １ ４．９５７×１０－６ ４．９５７×１０－８ ３．９４ ０．０８７５
残差 ７ ８．８００×１０－６ １．２５７×１０－７

失拟项 ３ ６．６９２×１０－６ ２．２３１×１０－７ ４．２３ ０．０９８６
纯误差 ４ ２．１０８×１０－６ ５．２７０×１０－８

总离差 １６ １．８２１×１０－４
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鞍马形曲面，无极值存在，从经济角度考虑，响应面０点水平
的处理条件较为合适。

通过等高线图可见，热处理时间和热处理温度２个因素
的交互作用对Ｃｘ酶和ＰＧ酶活性影响显著，热处理时间和料
液比２个因素的交互作用对纤维素和果胶保留量影响显著；
从响应面图可见，各因素水平过高或过低，对考察指标均有不

利影响，处理温度高、处理时间长能够很好地将酶灭活，但处

理温度升到９５℃，其果胶和纤维素保留量有下降的趋势（图
４至图７），这可能是高温使果胶和纤维素发生热分解，而时
间越长溶出量越大，从而导致保留量下降。

２．２．３　反应条件优化及模型验证　通过数学模型及响应面
分析得出，枣热处理的最佳工艺条件为：处理时间３．８０ｍｉｎ、
处理温度９２．１２℃、料液比２７．４２ｇ／Ｌ，此条件下 ＰＧ酶和 Ｃｘ
酶被灭活，纤维素和果胶保留量分别为 ０．６５４Ｄ６２０ｎｍ／ｇ、
０．０８６４％。为实际操作方便，将热处理条件调整为：处理时
间４ｍｉｎ、处理温度９３℃、料液比２７ｇ／Ｌ，经５次平行试验发
现，此条件下 Ｃｘ酶和 ＰＧ酶被完全灭活，纤维素和果胶保留
量分别为０．６４７Ｄ６２０ｎｍ／ｇ、０．０８５９％，与预测值相差较小。

３　结论

试验利用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．５ｂ软件设计响应面，优化
热激处理工艺条件，并进行试验验证，得到枣最佳提取工艺条

件为：处理时间４ｍｉｎ、处理温度９３℃、料液比２７ｇ／Ｌ，此条件
下Ｃｘ酶和 ＰＧ酶被完全灭活，纤维素和果胶保留量分别为

０．６４７Ｄ６２０ｎｍ／ｇ、０．０８５９％，这可为相关生产加工提供理论参
考和借鉴。
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