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摘 要:为解决南极磷虾酶解液氟含量过高问题，以脱氟率为指标，利用响应面法对南极磷虾酶解液氯化钙法脱氟工

艺进行优化。优化结果表明，在氯化钙添加量 1.38%，初始 pH9.0，反应温度 20℃时，脱氟率达到 89.43%。而且，氯化
钙法脱氟过程对酶解液氨基氮、总氮的影响都不显著，是一种较为理想的脱氟方法。
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Abstract: Seeking a solution to the excessive content of fluoride in antarctic krill( Euphausia superba) hydrolyzate，
the technology of adding calcium chloride to the hydrolyzate to lower the fluoride content was studied. Taking
defluoridation rate as the evaluation index，the condition of defluoridation was optimized through response surface
methodology.The results showed that the defluoridation condition was optimal when adding amount of calcium
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南极磷虾是 21 世纪人类巨大的蛋白库，其开发
利用有着广阔的前景。任艳［1］等对南极磷虾进行酶
解获得磷虾蛋白酶解液，蛋白回收率可达到 80%以
上，是一种较为理想的磷虾蛋白利用方式。但是，磷
虾酶解液存在氟含量过高的问题( 氟含量达 50 ～
60mol /L) 。氟是一种具有双阈值性质的微量生命元
素，摄入量过高会引起氟斑牙、氟骨病等一系列疾
病［2］。GB4809 － 1984 规定了食品中氟允许量的标
准［3］，要求鱼类( 淡水) 氟含量应小于 2.0mg /kg，而海
产品由于地域差异导致氟含量变化很大，难以规定

统一的标准。我国卫生部食品氟允许量制定协作组
于 1981 年规定，每人每天摄取氟的安全限量为
3.5mg［4］。为达到安全食用的要求，需要对磷虾酶解
液中的氟进行脱除。钙盐沉淀法是化学沉降脱氟的
常规处理方法，其原理是 Ca2 + + 2F － = CaF2↓。该方
法具有简单、处理方便、成本低等优点，在工业处理

含氟废水中得到广泛应用［5］。本研究采用氯化钙法
对南极磷虾酶解液进行脱氟，并对影响脱氟效果的

因素( 添加量、温度、pH、反应时间等) 进行研究，采
用响应面法优化得到最佳脱氟工艺，为进一步探索

磷虾酶解液的加工利用，达到安全食用的要求做

准备。

1 材料与方法
1.1 材料与仪器
南极磷虾胰蛋白酶酶解液 实验室自制［1］; 氯化

钙、氢氧化钠、硫酸铜、硫酸钾、冰乙酸、柠檬酸钠、高
氯酸、氯化钠等 均为分析纯。

PHS－3C精密酸度计 上海雷磁仪器厂; HH－4
电热恒温水浴锅 国华企业; GL－G－Ⅱ立式离心机
上海安亭科学仪器厂; JB－1A 磁力搅拌器 上海
精密科学仪器有限公司; PF－1 氟选择电极、232 甘汞
参比电极 上海雷磁精密仪器有限公司。

1.2 实验方法
1.2.1 分析方法 氟含量分析: 0.1mol /L 高氯酸浸
提－氟离子选择电极法; 氨基氮含量分析: 甲醛滴定
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法; 蛋白质含量分析: 微量凯氏定氮法; 数据分析:

design expert 7.1.3。

脱氟率 = 1 －脱氟后酶解液氟含量
脱氟前酶解液氟含量

× 100%

氨基氮损失率 = 1 － 脱氟后酶解液氨基氮含量
脱氟前酶解液氨基氮含量

× 100%
1.2.2 脱氟条件的单因素优化
1.2.2.1 氯化钙添加量的单因素实验 向酶解液中
分别添加 0.1%、0.5%、1%、1.5%、2%的氯化钙，磁力
搅拌混匀，pH 不加调整，25℃ 水浴反应沉降 2h，
4800r /min离心分离，取上清液回调 pH 至初始 pH，
测定脱氟率和氨基氮损失。
1.2.2.2 初始 pH的单因素实验 向酶解液中添加适
量的氯化钙，磁力搅拌混匀，pH分别调整为 7.0、7.5、
8.0、8.5、9.0、9.5、10.0、11.0、12.0，25℃水浴反应沉降
2h，4800r /min离心分离，取上清液回调 pH 至初始
pH，测定脱氟率和氨基氮损失。
1.2.2.3 沉降时间的单因素实验 向酶解液中添加
适量的氯化钙，磁力搅拌混匀，pH 不加调整，25℃水
浴分别反应沉降 0、0.25、0.5、1、2、3、4、5h，4800r /min
离心分离，取上清液回调 pH至初始 pH，测定脱氟率
和氨基氮损失。
1.2.2.4 沉降温度的单因素实验 向酶解液中添加
适量的氯化钙，磁力搅拌混匀，pH 不加调整，分别于
4、25、30、35、40、45℃水浴沉降反应 1h，4800r /min 离
心分离，取上清液回调 pH至初始 pH，测定脱氟率和
氨基氮损失。
1.2.3 响应面法优化脱氟条件 在单因素实验的基
础上，选择对脱氟率影响较大的氯化钙添加量、初始
pH、反应温度三个因素，按照 Box－Bohnken 设计法每
个因素取三个水平，以( －1，0，1) 编码进行实验，以脱
氟率为响应值，借助 design expert7.1.3 软件进行数据
分析并建立二次响应面经验模型，从而寻找最佳脱

氟条件。共有 17 个实验，其中 12 个为析因点，5 个
为零点以估计误差。实验因素水平设计如表 1。

表 1 因素水平设计表

因素
水平

－ 1 0 1
A氯化钙添加量( % ) 0.5 1 1.5

B初始 pH 7 8 9
C反应温度( ℃ ) 20 30 40

2 结果与讨论
2.1 氟离子检测标准曲线的绘制
由 0.1mol /L高氯酸浸提－氟离子选择电极法，获

得氟离子检测的标准曲线方程为 y = 58.6x－246.16，
其中，y为电势值( mV) ，x 为氟离子浓度的对数［lgC
( F － ) ］，R2 为 0.9998，在氟浓度 0.05～500mol /L 范围
内线性关系良好。
2.2 单因素实验
2.2.1 氯化钙添加量对脱氟的影响 由图 1 可以看
出，随着氯化钙添加量的增加，酶解液脱氟率逐渐增

加，添加量超过 1%后，脱氟率随添加量的增幅变缓，
这与 M.Islam等［6］的研究结果类似。M.Islam认为，这

可能是由于添加量大时反应活性位点重叠，有效表面

积减小的缘故。实验中还发现，氯化钙添加量过大会
使酶解液有酸涩味和苦味，而且，氯化钙作为食品加工

助剂，国标［7］中规定一般应在制成最后成品之前除去，

有规定食品中残留量的除外。因而添加量并非越大越
好，综合考虑我们认为氯化钙添加量 1%为宜。

图 1 氯化钙添加量与脱氟率的关系

2.2.2 初始 pH对脱氟率的影响 由图 2 可知，随着
初始 pH的升高，脱氟率呈先上升后稳定不变的趋
势，在约 pH8.5 时首先达到最大脱氟率，其后脱氟率
基本保持不变。这与王歆然等［8］的研究结果略有不
同，王歆然等的研究表明，氯化钙与原水中的氟反应

最佳 pH为 7.0～9.0，当 pH ＞ 10 时，氟的去除率大幅
降低，认为这与 pH 高时，Ca2 +与 OH －形成 Ca( OH) 2
使 Ca2 +浓度降低有关。但是由本实验结果来看，pH
＞10 时，脱氟率没有大的变化，推测是由于酶解液中
大量的氨基酸小肽等起到缓冲作用的缘故。

图 2 初始 pH对脱氟率的影响

2.2.3 沉降时间对脱氟率的影响 据文献［9］报道，
因为 Ca2 +和 F －生成 CaF2 的反应速度较慢，且形成的

CaF2 微细晶粒本身具有一定的溶解度，所以达到平

衡时需较长的时间，脱氟反应的沉降时间对脱氟率

有显著影响。
由图 3 可以看出，酶解液的吸附沉降反应非常

迅速，在 0.5h时已经基本达到平衡，延长沉降时间对
提高脱氟率无显著作用 ( 78.4% ～ 80.4% ) ，这与
M.Islam等［6］的研究结果基本相符。因此选定沉降最
佳时间为 0.5h。

图 3 沉降时间对脱氟率的影响

2.2.4 沉降温度对脱氟率的影响 由图 4 可以看出，
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脱氟率随温度升高而增大。沉降温度由 4℃上升至
25℃时，脱氟率显著提高; 温度超过 30℃后，脱氟率
随温度升高变化不大，这一结果与 M.Islam 等［6］的报
道类似。由此推测氯化钙沉脱氟离子脱氟过程是一
个吸热过程。

图 4 沉降温度对脱氟率的影响

2.3 响应面结果分析
响应面的设计方案及实验结果如表 2 所示。
表 2 Box－Bohnken设计方案及响应值结果

实验号 A B C 脱氟率( % )
1 1 7 40 83.59
2 1 9 40 86.52
3 0.5 7 30 73.71
4 1 8 30 84.83
5 1 8 30 84.23
6 0.5 8 20 79.23
7 1 7 20 80.8
8 1.5 8 40 87.04
9 1.5 7 30 83.59
10 1 8 30 84.23
11 1.5 8 20 87.54
12 1 8 30 85.42
13 1 8 30 84.83
14 0.5 8 40 79.23
15 1 9 20 87.54
16 0.5 9 30 81.54
17 1.5 9 30 88.02

2.3.1 方差分析 方差分析的结果见表 3。
表 3 方差分析

变异来源 自由度 平方和 均方 F值 P值 显著性
模型 8 223.59 27.95 87.82 ＜ 0.0001 ＊＊
A 1 131.87 131.87 414.36 ＜ 0.0001 ＊＊
B 1 60.12 60.12 188.89 ＜ 0.0001 ＊＊
C 1 0.20 0.20 0.63 0.4755
AB 1 2.89 2.89 9.08 0.0245 *
BC 1 3.63 3.63 11.40 0.0151 *
A2 1 19.88 19.88 62.46 0.0001 ＊＊
B2 1 2.83 2.83 8.90 0.0256 *
C2 1 2.21 2.21 6.95 0.0412 *
残差 8 2.55 0.32
失拟项 4 1.55 0.39 1.56 0.3381
纯误差 4 0.99 0.25
总变异 16 226.14

注: P≤0.0001，为高度显著，用＊＊表示; P≤0.05，为显著，用
* 表示; P ＞ 0.05，为不显著。
利用软件对实验结果进行二次多元回归拟合，

对表 2 的数据进行方差分析后，除去不显著项 AC 得
到模型的二次多项回归方程为:

y = + 84.71 + 4.06A + 2.74B + 0.16C－ 0.85AB－
0.95BC－2.17A2－0.82B2 + 0.72C2

由表 3 可知，失拟项不显著( P = 0.3381 ＜ 0.05) ，
而模型的 P值 ＜ 0.0001，表明模型高度显著。从表 3
还可以看出，因素一次项( A、B) 、交互项( AB、BC) 、
二次项( A2、B2、C2 ) 对结果影响是显著的( P ＜ 0.05) ，
一次项 C对结果影响不显著( P ＞ 0.05) 。同时，软件
分析的复相关系数 R 的 R2

Adj的值为 97.75%，表明模
型拟合程度良好，实验误差小，可以用于对酶解液氯

化钙法脱氟进行分析和预测。
2.3.2 响应曲面图分析 手动优化后，回归方程中
的交互项所作的响应面图如图 5、图 6 所示。

图 5 氯化钙添加量与初始 pH对脱氟率的影响

图 6 初始 pH与反应温度对脱氟率的影响

由图 5、图 6 可以看出，在所选范围之内，脱氟率
随氯化钙添加量的增加和 pH 的升高而升高，随温度
的升高先上升后下降。并且氯化钙添加量与 pH 的
交互作用比较显著，温度的影响不显著，这与表 3 的
结果一致。
2.3.3 验证实验 通过 Design Expert7.1.3 软件对经
手动优化后的回归方程求解，在实验的因素水平范

围内预测氯化钙脱氟的最佳条件为: 氯化钙添加量

1.38%，初始 pH 为 9.0，反应温度 20℃，此时的酶解
液脱氟率达到 89.43%。在此条件下，进行三次验证
性实验，测得的脱氟率为 87.54%，与理论预测值基本
吻合，平均误差为 2.11%，说明手动优化后的回归方
程对磷虾酶解液氯化钙脱氟的分析和预测都非常

可靠。

2.4 脱氟过程中酶解液中氨基氮的变化
单因素实验过程中，对酶解液总氮和氨基氮指

标的检测表明，氯化钙法脱氟对酶解液的营养成分

影响不显著( 总氮损失约 5%，氨基氮约 3% ) 。图 7
是响应面实验中氨基氮损失率与脱氟率的关系图，

由图 7 可见，在氯化钙法脱氟的过程中，氨基氮损失
随脱氟率的增加而呈增加趋势，但是损失率仅在 3%
左右，表明该方法对酶解液的主要营养成分破坏不

显著，是比较理想的脱氟方法。
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图 7 氨基氮损失率与脱氟率的关系

3 结论
通过响应面法优化得到对南极磷虾酶解液氯化

钙法脱氟的最佳工艺为: 氯化钙添加量 1.38%，初始
pH9.0，反应温度 20℃。经验证，脱氟后酶解液氟含
量为 8.3mg /L，实际脱氟率达到理论预测值的
97.89%。氯化钙法脱氟过程对酶解液氨基氮、总氮
的影响都比较小，是一种较为理想的脱氟方法，对南

极磷虾酶解液的进一步开发利用和安全食用有重要

意义。
研究中发现，酶解液在氯化钙法脱氟处理后略

有苦味涩味，在进一步开发时需要将残存的钙离子

除去或通过调味、添加掩蔽剂等掩蔽苦味，这将是今
后研究中着重解决的问题。
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根据方差分析结果可知，在本正交实验选取的

水平范围内，超声波强度对提取率的影响显著。
表 3 方差分析表

因素 偏差平方和 自由度 F比 F0. 05临界值 显著性
A料液比 0.134 2 7.882 19.000
B时间 0.017 2 1.000 19.000
C强度 0.643 2 37.824 19.000 *
误差 0.02 2

3 结论
本文利用超声波技术提取栀子总甾醇，以石油

醚为提取溶剂，通过单因素实验得出当超声波处理

功率 100W，超声波处理时间 20min，栀子籽粉与溶剂
的比例为 1∶8，栀子果油得率较高。在此基础上，通
过正交实验对栀子甾醇的超声波提取工艺进行优

化，得出较优工艺条件为: 料液比 1∶8，超声波功率为
100W，超声波处理时间为 25min。在该条件下，超声
波提取法提取的栀子甾醇得率为 3.12mg /g。利用超
声波技术提取的栀子总甾醇得率高，且甾醇成分全

面，适合对栀子果油中总甾醇的化学成分组成和生

理活性进行系统研究，可为合理有效利用栀子资源

提供理论基础。
植物甾醇具有显著的降胆固醇功能，天然食物

中较低剂量的植物甾醇即具有降低血浆胆固醇的作

用，在特定人群的膳食中每日补充 2g 植物甾醇酯或
甾烷醇酯可使血浆低密度脂蛋白胆固醇降低

10%［9］。其机理已通过基因工程得以证实。此外最
新研究发现有几种植物甾醇还具有抗氧化效应，在

植物抗衰老中起重要作用。植物甾醇产品开发在国
外已得到迅速发展，各种甾醇类功能性制品不断问

世，而我国在该领域的研究开发仍较滞后。栀子是
我国特有植物，栀子果是卫生部颁布的第一批药食

两用资源，除提取栀子黄色素外，系统研究栀子果油

中的甾醇类物质，并进一步开发栀子甾醇类功能性

产品，对栀子果的综合利用具有重要意义。
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