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响应面优化涉县无核黑枣果酒发酵工艺
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摘 要：以河北涉县产无核黑枣为原料，采用响应面法优化黑枣果酒发酵工艺条件。用白砂糖将黑枣汁还原糖含量调
整至 20 %，在发酵菌种及其接种量、发酵初始 pH 值、发酵温度、发酵时间 4 个单因素试验基础上，选取发酵初始 pH
值、发酵温度、发酵时间为影响因子，以黑枣果酒的酒精度为响应值，应用 Box-behnken 试验设计建立回归模型，并进
行响应面分析。结果表明，黑枣果酒发酵的最佳条件为：安琪黄酒高活性酵母添加量 0.2 %、发酵初始 pH 3.5、发酵温
度 27.0℃、发酵时间 9 d，在此优化条件下，黑枣果酒的酒精度为 15.37 %vol。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： The stone-free date plum produced in Shexian of Hebei province was utilized as raw material to brew
fruit wine in this study. Response surface methodology （RSM） was applied to optimize the fermentation
conditions of date plum fruit wine. The sugar concentration of the fruit juice was adjusted to 20 %， based on
single factor experiments （fermentation strain and its inoculation amount， initial pH value， fermentation
temperature and fermentation time）， and the fermentation initial pH value， temperature and time were chosen
as influencing factors， and the alcoholicity was selected as response value and the mathematical model was
established by Box -behnken central composite design. The results showed that the optimal fermentation
conditions were as follows： inoculating amount of Angel alcohol active dry yeast for yellow rice wine 0.2 %，
fermentation initial pH 3.5， fermentation temperature 27.0 ℃ and fermentation time 9 d. Under these optimal
condition， the alcoholicity was 15.37 %vol.
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黑枣，学名君迁子（Diospyros lotus L.），属于柿树科
（Ebenaceae）柿属（Diospyros），落叶乔木[1-2]。 果实脱涩

后生食，或者酿酒制醋，广泛分布在中国北方地区，河
北的涉县、赞皇，山西的平顺、左权，山东的邹平、淄博，
湖南的洞口等地均有成片的栽培[3-4]。 主要分为有核和
无核两种，黑枣入脾胃经，能补中养气、养血、安神及明
目，多用于补血和作为调理药物，对贫血、血小板减少、
肝炎、乏力、失眠有一定的疗效[5-7]。
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黑枣果实中含有丰富的营养成分，是研制多种食
品、饮料、保健品以及果酒的理想原料，所含蛋白质包
括人体自身不能合成的丙氨酸、色氨酸、蛋氨酸、苏氨
酸、赖氨酸、缬氨酸、组氨酸、精氨酸。 维生素含量非常
丰富，包括 VA、VC、VE 等，尤其 VC 含量极为丰富，每百
克新鲜黑枣中含有 VC 97.9 mg，是苹果、梨、桃、杏等水
果的 14~32倍[8-9]。 同时黑枣中含有大量的多酚类化合
物，包括没食子酸、没食子酸甲酯、倍酸甲酯、鞣花酸、
单宁酸、山萘酚、槲皮素、杨梅素等，这些多酚化合物具
有良好的抗氧化、抗肿瘤、镇静和抑制 HIV-1 病毒的
作用[10-13]。

本试验以河北涉县产无核黑枣为原料，采用响应
面法对发酵工艺进行优化，研发出一种口感协调，营养
价值较高的保健型果酒， 旨在为进一步精深加工黑枣
奠定基础，实现资源的深度开发利用，推动产业结构升
级和效益提升， 带动涉县林产业和传统初加工业的转
型和综合协调发展。

1 材料与方法
1.1 材料与试剂

无核黑枣于 2017 年 11 月采自河北省涉县井店
镇；安琪果酒酵母、安琪黄酒高活性酵母、安琪酿酒曲
（绍酒风味）：安琪酵母股份有限公司；果胶酶（酶活力
10 万 U/g）：河南臻玉实业有限公司；柠檬酸（食品级）：
潍坊英轩实业有限责任公司；白砂糖：北京康普汇维科
技有限公司。
1.2 仪器与设备

BioFlo/CelliGen115发酵罐：NewBrunswickScientific
公司；PHS-3E pH 酸度计： 上海仪电科学仪器股份有
限公司；PAL-1 数显折射仪、PAL-33S 酒精浓度计：厦
门森态仪器仪表有限公司；MKJ-J1-4 型实验室微波
炉：青岛迈威微波技术应用有限公司。
1.3 方法
1.3.1 黑枣果酒发酵工艺流程

果实精选→清洗→切片→热水浸提→果胶酶处
理→调糖→调酸→高温灭菌→接种发酵→后发酵→澄
清过滤→灌装→检验→成品
1.3.2 指标测定方法

糖度测定：数显折射仪进行测定；酒精度测定：
酒精浓度计测定发酵液的蒸馏液中的酒精度； 还原
糖含量、大肠菌群和菌落总数按照 NY/T 1508—2017
《绿色食品 果酒》中的方法测定[14]。
1.3.3 无核黑枣果酒发酵的单因素试验
1.3.3.1 发酵菌种筛选及其接种量的影响

将涉县无核黑枣切成 1 mm~2 mm 的薄片， 称取

100 g 于烧杯中加入纯水 500 mL， 置于微波炉中在功
率为 400 W 条件下微波处理 5 min， 然后于 85 ℃下浸
提得到黑枣汁， 用白砂糖将还原糖含量调到 20 %，柠
檬酸调节 pH 3.5， 向 250 mL 锥形瓶中个加入 100 mL
黑枣汁，在黑枣汁中分别加入安琪果酒酵母、安琪黄酒
高活性酵母、安琪酿酒曲（绍酒风味），接种量分别为
0.05 %、0.1 %、0.15 %、0.2 %、0.25 %，在 25 ℃条件下发
酵 9 d，分别测量酒精度。
1.3.3.2 发酵初始 pH值的影响

将浸提得到的黑枣汁还原糖含量调到 20 %，用柠
檬酸调节 pH 值分别为 2.5、3.0、3.5、4.0、4.5，在枣汁中
加入 0.2 %的安琪黄酒高活性酵母，25 ℃条件下发酵
9 d，分别测量酒精度。
1.3.3.3 发酵温度的影响

将浸提得到的黑枣汁还原糖含量调到 20 %，用柠
檬酸调节 pH 3.5，在枣汁中加入 0.2 %的安琪黄酒高活
性酵母，分别置于 15、20、25、30、35 ℃的条件下发酵，
9 d后测量酒精度。
1.3.3.4 发酵时间的影响

将浸提得到的黑枣汁还原糖含量调到 20 %，用柠
檬酸调节 pH 3.5，在枣汁中加入 0.2 %的安琪黄酒高活
性酵母，在 25℃的条件下分别发酵 6、7、8、9、10 d 后分
别测量酒精度。
1.3.4 无核黑枣果酒发酵工艺优化

在单因素试验的基础上， 根据 Box-behnken 的中
心组合设计原理，选取发酵初始 pH 值（A）、发酵温度
（B）、发酵时间（C）3个影响较大的因素为自变量，以黑
枣果酒的酒精度为响应值， 采用响应面分析法对涉县
无核黑枣果酒的发酵工艺进行优化， 并对响应面法得
到的最佳工艺进行验证。

2 结果与分析
2.1 影响无核黑枣果酒发酵的单因素试验
2.1.1 发酵菌种及其接种量的影响

发酵菌种及其添加量对酒精度的影响见图 1。
3 种酿酒酵母发酵黑枣果酒酒精度随着接种量增

加而增加， 整体观察发现安琪黄酒高活性酵母为发酵
菌种的酒精度最高， 在接种量为 0.2 %时， 酒精度为
13.97 %vol，而果酒酵母和安琪酿酒曲发酵的酒精度最
高分别为 12 %vol 和 11 %vol，因此选择安琪黄酒高活
性酵母为发酵菌种。 当黄酒高活性酵母菌种接种量较
小时，代谢繁殖慢，且抗性较弱，导致原料代谢转化为
酒精不彻底，酒精度低；而当黄酒高活性酵母接种量过
高时，酒精度反而降低；当接种量为 0.2 %时，酒精度达
到最高为 13.97 %vol，且酒体品质良好，因此以安琪黄
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酒高活性酵母添加量为 0.2 %比较合适。
2.1.2 发酵初始 pH值的影响

发酵液中 pH 值对酵母细胞中酶的活性影响较
大，从而影响酒精的产量，其对酒精度的影响见图 2。

由图 2 可知，在其他条件相同的情况下，随着发
酵液初始 pH 值的增加，酒精度逐渐增加，当初始 pH
值为 3.5时，黑枣果酒的酒精度达到最高为 14.5 %vol，
而当 pH值高于 3.5后，酿酒酵母生长和代谢酶系活性
被抑制，酒精度逐渐降低，因此选择初始发酵液 pH 值
为 3.5。
2.1.3 发酵温度的影响

温度对酵母菌的生长繁殖和次级代谢产物的形
成都具有重要的影响，发酵温度对酒精度的影响见图 3。

黑枣果酒的酒精的体积分数在 15 ℃~35 ℃区间
呈现先增后减的趋势，而当温度为 25 ℃~30 ℃时，黑
枣果酒的酒精度为 15.2 %vol，而高于 30 ℃时，酒精
度呈下降趋势， 高温影响酵母菌活性和代谢途径中
酶系活力，同时发酵温度过高会产生不良发酵味，影
响果酒的口感[15-17]。 因此选择发酵温度为 25 ℃~30 ℃
比较合适。
2.1.4 发酵时间的影响

发酵时间对酒精度的影响见图 4。

黑枣酒的酒精度与发酵时间呈正相关，在发酵前
9 d时，酒精度增长较快，之后发酵速度趋于缓慢，原因
为发酵液中的糖转化较完全， 此时测定还原糖含量
2.3 %左右，酒精发酵基本接近终点，为了保持果酒口
感，选择发酵时间为 9 d较为适宜。
2.2 响应面优化试验
2.2.1 响应面试验设计方案及试验结果

在单因素试验的基础上， 按响应面设计方案，以
黑枣果酒酒精度为响应值，设计三因素三水平，因素水
平见表 1，试验结果见表 2。

2.2.2 回归模型的建立与方差分析
通过统计软件 Design-Expert.V8.06对表 2 中的试

验数据进行二次线性回归拟合分析，得到回归方程为：
Ln （酒精度）=14.76 +0.20A +1.35B +0.20C -0.75AB +
1.30AC+2.20BC-0.81A2-1.81B2-3.26C2

对回归模型进行方差分析，结果见表 3。

图 1 发酵菌种及其添加量对酒精度的影响
Fig.1 Effects of fermentation strains and inoculating amount on

alcoholicity
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图 4 发酵时间对酒精度的影响
Fig.4 Effects of fermentative time on alcoholicity
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图 2 发酵初始 pH值对酒精度的影响
Fig.2 Effects of fermentation pH on alcoholicity
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图 3 发酵温度对酒精度的影响
Fig.3 Effects of fermentation temperature on alcoholicity

表 1 响应面分析因素水平表
Table 1 Factors and levels of response surface analysis
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表 2 响应面试验设计及结果
Table 2 Design and results of response surface experiments

试验号
因素 �酒精度/

%volA pH值 B 发酵温度 C 发酵时间

1 0 1 -1 8.0

2 0 -1 1 7.0

3 1 0 -1 10.0

4 -1 -1 0 9.8

5 -1 0 1 8.8

6 0 0 0 14.0

7 -1 0 -1 13.0

8 0 -1 -1 9.0

9 1 0 1 11.0

10 0 0 0 14.0

11 -1 1 0 13.3

12 1 1 0 13.0

13 1 -1 0 12.5

14 0 1 1 14.8

15 0 0 0 16.0

16 0 0 0 15.0

17 0 0 0 14.8

数据来源 平方和 自由度 均方 F值 P值 显著性

模型 109.69 9 12.19 6.56 0.010 7 *

A pH值 0.32 1 0.32 0.17 0.690 6

B温度 14.58 1 14.58 7.84 0.026 5 *

C时间 0.32 1 0.32 0.17 0.690 6

AB 2.25 1 2.25 1.21 0.307 6

AC 6.76 1 6.76 3.64 0.098 2

BC 19.36 1 19.36 10.42 0.014 5 *

A2 2.73 1 2.73 1.47 0.265 0

B2 13.72 1 13.72 7.38 0.029 9 *

C2 44.61 1 44.61 24.00 0.001 8 **

残差 13.01 7 1.86

失拟项 10.26 3 3.42 4.97 0.077 7 不显著

净误差 2.75 4 0.69

总离差 122.70 16

表 3 回归统计分析表
Table3 ANOVA for the regression response surface model

注：*表示差异显著（P＜0.05）；**表示差异极显著（P＜0.01）。

（a）pH值和发酵温度

（b）pH值和发酵时间
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模型 P=0.010 7＜0.05，表明回归模型方程显著，拟
合度较好；失拟项 P=0.077 7＞0.05，不显著，说明通过试
验得到的二次回归方程能较好地预测结果[18-19]。其中一
次项 B、BC交互项以及二次项 B2、C2 均表现为显著，由
此可知这些一次、交互项、二次项对涉县无核黑枣果酒

发酵的影响较为明显； 在模型互交项中，AB、AC 交互
项的显著性较差， 说明发酵与单因素并不是简单的线
性关系。方差分析可知，试验所选因素对响应值影响的
强弱次序依次为：温度＞时间＞pH 值。
2.2.3 交互项拟合响应值分析

对各变量的交互项进行二元回归模型分析，得到
三维响应面分析图以及等高线[20]图见图 5。由图可以直
观看出各因素及其交互值对响应值的影响、 变化趋势
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c.发酵温度和发酵时间
图 5 各变量互相作用对酒精度影响的响应面和等高线

Fig.5 Response surface and contour plots showing the interactive effects on alcoholicity
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以及各因素在所选范围内存在的极值。
图 5 中（a、b、c）响应面上标记的最高点即为最大

值，说明在所选分析的因素水平范围内存在极值。等高
线的形状均为近椭圆型， 在一定程度上反映了交互项
对黑枣果酒发酵酒精度的显著性，当发酵温度高于 26℃
时，等高线变化稀疏（图 5a），说明对发酵酒精度影响
减弱，这与单因素试验结果一致。 从图 5b 等高线中发
现 pH 值和发酵时间均对酒精度有一定的影响， 而发
酵时间为中间水平 9 d 时，等高线变化稀疏。 图 5c 中
发现发酵温度比发酵时间对果酒酒精度的影响大。

为了确定最佳响应值的因子组合，计算得到的数
学回归模型的一阶偏导数，得出的最佳条件为：发酵温
度 27.44 ℃、初始 pH 3.53、发酵时间 9.21 d，理论酒精
度为 15.12 %vol。 考虑实际因素以及操作条件，将涉县
无核黑枣酒发酵工艺的最佳参数调整为：发酵温度 27℃、
初始 pH 3.5、发酵时间 9 d。 在此工艺条件下 3次试验
取平均值， 得到的涉县无核黑枣果酒的酒精度平均值
为 15.37 %vol，与理论预测值相差 0.25 %vol，说明此次
响应面分析法优化后所得到的黑枣酒的发酵条件较为
准确可靠，具有一定的实际应用价值。
2.3 黑枣果酒质量指标
2.3.1 感官指标

色泽：橙黄色至棕黄色，透明清亮，无沉淀物；香
气：愉悦的酒香和黑枣果香，无异味；口味：清爽，柔顺；
典型性：酒体协调、完整，典型性突出。
2.3.2 理化指标

酒精度：15 %vol ~16 %vol；还原糖含量≤4 g/L。
2.3.3 微生物指标

大肠菌群≤3.0 MPN/mL；细菌总数≤50 CFU/mL；
致病菌：未检出。

3 结论
本文在单因素试验的基础上，以黑枣果酒的酒精

度为考查指标，通过 Box-Behnken响应面设计优化，建
立了黑枣果酒的发酵工艺条件，研发一种口感协调，果
香浓郁以及营养价值较高的保健型果酒， 对解决产量
过剩和深加工问题， 促进太行山资源开发利用具有重
要的现实意义。 最终得到黑枣果酒最佳发酵工艺条件
参数为： 安琪黄酒高活性酵母接种量 0.2 %、 发酵 pH
值为 3.5、发酵温度 27 ℃、发酵天数 9 d，在此条件下的
黑枣酒品质最佳，黑枣果酒的酒精度为 15 %vol左右。
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再制干酪工艺条件的优化
霍建新1， 白彩艳1，马晓丽1，郭拥莉1，薛洪1，李明2，*

（1.晋中学院，山西晋中 030600；2.天津科技大学食品工程与生物技术学院，天津 300457）

摘 要：研究乳化盐、稳定剂、乳清粉、乳化温度对再制干酪的生产工艺的影响。采用单因素简单分析、复合因素共同
调节及响应面试验设计进行工艺条件优化。最佳工艺条件为乳化温度 70℃，柠檬酸钠 1.5 %、焦磷酸钠 0.5 %，黄原胶
1.0 %、卡拉胶 1.5 %、乳清粉 20 %（均以原料天然干酪的质量计）。在此条件下，验证试验得到再制干酪的感官综合评
分为 23.4，与模型预测值非常接近。
关键词：再制干酪；乳化盐；融化性；响应面法；感观评价

Optimization of the Manufacture Conditions for the Preparing Cheese
HUO Jian-xin1， BAI Cai-yan1， MA Xiao-li1， GUO Yong-li1， XUE Hong1， LI Ming2，*

（1. Jinzhong University， Jinzhong 030600， Shanxi， China；2. College of Food Engineering & Biotechnology，
Tianjin University of Science & Technology， Tianjin 300457， China）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： The effects of emulsifying temperature， emulsifying salt， stabilizing agent and whey powder on the
manufacture conditions of preparing cheese were studied. The conditions were optimized by using single-factor
tests， compound factors modulation and response surface methodology. The optimal conditions were composed
of 70 ℃ emulsifying temperature， 1.5 % sodium citrate， 0.5 % sodium pyrophosphate， 1.0 % xanthan， 1.5 %
carrageenan， 20 % whey powder on the basis of the weight of natural cheese）. Under the conditions， the overall
sensory evaluation was 23.4， which was close to the predicted value.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ：preparing cheeses； emulsifying salt； melting texture； response surface methodology； sensory eval－
uation
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