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摘 要: 南瓜资源丰富，本实验从利用南瓜中的重要成分南瓜多糖入手，研究了时间( x1 ) 、温度( x2 ) 和酸浓度( x3 ) 对酸

水解南瓜多糖制备低聚糖工艺的影响，通过响应面法优化的最佳工艺为: 时间 171min; 温度 64℃ ; 硫酸浓度 7.3%。在

这个条件下获得的总糖含量为 33.362mg /mL，同时平均聚合度为 3000，达到了保护多糖含量的同时实现南瓜多糖的可

控降解的目的，为南瓜的深加工利用和提高附加值提供了新的途径。
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Abstract: Pumpkin is rich in resources. In this study，for the use of the pumpkin polysaccharides one of the main
component of pumpkin，response surface methodology was applied to study the effect of time( x1 ) ，temperature
( x2 ) and acid concentration( x3 ) on the acidic hydrolysis of pumpkin polysaccharide oligosaccharide process on
the preparation.A time of 171min，temperature of 64℃; sulfuric acid concentration of 7.3% were thought to be
optimal.These conditions resulted in a total sugar concentration of 33.362mg /mL，while the average degree of
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南瓜属于葫芦科南瓜属，发源于北美洲，在世界

各地都有种植，亚洲种植面积最多［1］。我国每年利用

南瓜籽数千吨，但对南瓜果肉资源利用十分有限。
南瓜籽与果肉部分 ( 扣除皮、瓤) 质量比为 1 ∶ 30 ～
1∶45，果肉 部 分 作 为 粉 剂 或 者 廉 价 饲 料 利 用 不 到

30%，有近 70% 因得不到有效利用而被弃掉，造成了

浪费与污染［2］。南瓜的含水量接近 90%，碳水化合

物含量占干物质 2 /3，其中以大分子的南瓜多糖为

主，分子量从数万到数百万道尔顿不等，单糖组成包

括半乳糖、阿拉伯糖、葡萄糖、鼠李糖、木糖等。南瓜

多糖聚合度高、分子空间体积大、生物利用度低，极

大地限制了南瓜多糖在食品、医药和化工等产业的

应用［3］。低聚糖具有多种生物活性，在日本、欧洲以

及美国拥有巨大的市场［4－7］。通过可控的酸降解南

瓜多糖，生产南瓜低聚糖，将有效推进南瓜肉质资源

的开发利用，实现南瓜农产品的深加工，增加其附加

值。为了能高效的制备南瓜低聚糖，本文在单因素

实验的基础上，运用响应面法研究了硫酸浓度、时

间、温度对总糖含量和平均聚合度的影响及交互作

用，优化了南瓜多糖酸水解的工艺。

1 材料与方法
1.1 材料与仪器

南瓜 新鲜、无病虫害、充分成熟，市售; 3，5－二

硝基水杨酸显色剂( DNS 试剂) 取 3，5－二硝基水

杨酸 6.3g，氢氧化钠 21g，溶于酒石酸钾钠的热溶液

( 182g 酒石酸钾钠溶于 500mL 热水) 中，再加 5g 苯

酚，5g 无水亚硫酸钠，搅拌加热溶解，冷却后定容至

1000mL，置棕色瓶内保存，7d 后标定和使用; 葡聚糖

标准品 Sigma 公司; 其它试剂 均为分析纯。
食物调理机 德国 BROWN 公司; RE－52A 型旋

转蒸发仪、SHZ－Ⅲ型循环水真空泵 上海亚荣生化

仪器厂; PHS－3C 型精密 pH 计 上海雷磁仪器厂;

Hitachi Himac CR22g 高速冷冻离心机 日本日立株

式会社; S22－2 磁力搅拌器 上海司乐仪器有限公司;

DK－98－1 型电热恒温水浴锅 上海精宏精密实验设
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备有限公司; UV757CRT 紫外可见分光光度计 普析

通用; 高效液相色谱仪 德国 KNAUER 公司; 冷冻干

燥机。
1.2 实验方法
1.2.1 南瓜多糖的提取 新鲜南瓜，－18℃缓冻 24h，

洗净，切块，打磨成浆。以料液比 1∶4( w /v) 加入去离

子水，于 85℃水浴中浸提 4h，4200r /min 离心 15min，

收集上清液，残渣用 1∶4 ( w /v) 的去离子水在 85℃水

浴中再浸提 3h，离心，合并两次上清液。向上清液中

加入三倍体积的无水乙醇，搅拌 30min，然后在 4℃冰

箱静置 12h，4800r /min 离心 10min，分离醇沉物，冻

干作为多糖样品［8］。
1.2.2 单因素实验

1.2.2.1 时间对南瓜总糖含量和聚合度的影响 取

1g 多糖于 20mL 7.5% ( V /V) 的硫酸溶液中，在 70℃
下分 别 水 解 60、120、180、240、300、360min 后，用

0.5mol /L 的 NaOH 溶液中和至中性，测定还原糖与总

糖含量。
1.2.2.2 温度对南瓜总糖含量和聚合度的影响 取

1g 多糖于 20mL 7.5% ( V /V) 的硫酸溶液中，分别在

40、50、60、70、80℃下水解 180min 后，用 0.5mol /L 的

NaOH 溶液中和至中性，测定还原糖与总糖含量。
1.2.2.3 硫酸浓度对南瓜总糖含量和聚合度的影响

取 1g 多糖分别于 20mL 2.5、5.0、7.5、10.0 的 12.5%
( V /V) 硫 酸 溶 液 中，在 70℃ 下 水 解 180min 后，用

0.5mol /L 的 NaOH 溶液中和至中性，测定还原糖与总

糖含量。
1.2.3 优化实验设计 依据 Design Expert 7.0.0 软

件，采用 Central Composite Design 建立数学模型，以

时间 X1、温度 X2 和硫酸浓度 X3 三个因子为自变量。
其中，Xi 为自变量的真实值，xi 为自变量的编码值，

按方程 xi = ( Xi－Xo ) /ΔX 对自变量进行编码。Xo 为

实验中心点处自变量的真实值，ΔX 为自变量的变化

步长。以平均聚合度和总糖含量为响应值，建立回

归方程模型。
根据单因素实验结果，采用三因素五水平的响

应面法，实验因子编码及水平见表 1。
表 1 响应面三因素五水平实验设计

因素
水平

－ 1.682 － 1 0 1 1.682
X1 时间( min) 120 168 240 311 360
X2 温度( ℃ ) 40 48 60 72 80

X3 硫酸浓度( V/V，% ) 5 6 7.5 9 10
1.2.4 分析方法

1.2.4.1 总糖含量的测定［9］ 总糖含量的测定采用

苯酚－硫酸法。标准曲线的制作如下: 称取葡萄糖

1.00g 溶于去离子水，定容至 100mL，取 1mL 定容至

100mL，即制得 100μg /mL 标准葡萄糖溶液。分别移

取配制的 100μg /mL 标准葡萄糖溶液 0、0.1、0.2、0.3、
0.4、0.5、0.6、0.7、0.8、0.9、1.0mL 于试管，以去离子水

定容至 1.0mL，即得不同浓度葡萄糖标准溶液( 0、10、
20、30、40、50、60、70、80、90、100μg /mL) ，加入 1.0mL
的 6%苯酚溶液，然后加入浓硫酸 5.0mL，室温静置

20min，以 0 管为空白，于 490nm 波长处测定其他各

管溶 液 的 吸 光 度 值，以 葡 萄 糖 浓 度 为 横 坐 标，以

490nm 吸光度值为纵坐标，绘制出标准曲线，其方程

为 Y =0.00986x－0.0392。
将多 糖 水 解 液 稀 释 合 适 的 倍 数，取 稀 释 液

1.0mL，按照上述步骤操作，测定吸光值，以标准曲线

方程计算总糖含量。
1.2.4.2 还原糖含量的测定［10］ 还原糖含量的测定

采用 DNS 法。标准曲线的制作如下: 取 8 支干净的

试管分别加入 0、0.2、0.4、0.5、0.6、0.7、0.8、1.0mL 的

1mg /mL 葡萄糖标准液、3.0mL DNS 试剂，补充去离

子水到 4.0mL，沸水浴反应 10min 后，迅速放入冰水

浴中 冷 却，稀 释 至 20.0mL，以 蒸 馏 水 做 空 白，在

540nm 处测定溶液的吸光值，以葡萄糖浓度为横坐

标，以 540nm 吸光度值为纵坐标，绘制出标准曲线，

其方程为 Y =0.8564x－0.0142。
将多 糖 水 解 液 稀 释 合 适 的 倍 数，取 稀 释 液

1.0mL，按照上述步骤操作，测定吸光值，以标准曲线

方程计算还原糖含量。
1.2.4.3 平均聚合度的计算［11］ 见下式:

平均聚合度 = 总糖 /还原糖

1.2.4.4 软 件 分 析 本 实 验 统 计 分 析 软 件 采 用

SPSS16.0，作图软件采用 Origin 8.0。

2 结果与讨论
2.1 不同水解程度南瓜多糖的平均聚合度

从图 1 中可以看出，降解后得到的不同平均聚

合度的糖样品的分子量分布明显不同。图中 a 为未

降解的南瓜多糖样品，平均聚合度为 24519; b、c、d 为

南瓜多糖经酸水解制备的南瓜低聚糖样品，平均聚

合度分别为 4977、3374、2945。

图 1 时间对总糖含量和平均聚合度的影响

注: 麦芽糖标准品以及分子量分别为 0.05 × 105、0.12
× 105、0.25 × 105、0.5 × 105、2.7 × 105、6.7 × 105、14 ×
105Da 的葡聚糖标准品的保留时间( × ) 由右向左排

列; 色 谱 柱 Shodex SB － 805 HQ，流 动 相 0.1mol /L
NaNO3，流速 0.5mL /min，柱温 35℃。

样品 a 分子量主要分布于 5000Da 以上，最大分

子量延伸到 2.7 × 105Da; 经过一定程度降解的样品 b
其 12000Da 以上的分子量分布明显减少，分子量在

5000Da 以下的产物明显增多，其中低于麦芽糖的小

分子单糖产物显著增多; 样品 c 的降解程度更深，其

5000Da 以上的分子量分布较 b 明显减少，低于麦芽

糖的小分子单糖产物略为增多; 样品 d 的降解程度

最深，其几乎没有高于麦芽糖以上的小分子单糖产

物，样品中主要组成物质为单糖。
所以在南瓜多糖降解过程中，用平均聚合度的
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变化来描述分子量的分布变化是稳定、可行的。
因此，为了充分降解南瓜多糖制备南瓜低聚糖，

在高效液相色谱分析实验的基础上，本实验选取平

均聚合度 3000 作为响应值优化的目标值。
2.2 单因素实验结果
2.2.1 时间对总糖含量和聚合度的影响 图 2 结果

表明，当反应时间为 240min 时，所得总糖含量最高，

达到 35.18mg /mL。当反应时间小于 240min 时，随着

反应时间的延长总糖含量逐渐增高; 当反应时间大

于 240min 时，随着反应时间的延长总糖含量逐渐下

降。在本实验范围内，随着反应时间的延长，聚合度

逐渐下降。

图 2 时间对总糖含量和平均聚合度的影响

2.2.2 温度对总糖含量和聚合度的影响 图 3 结果

表明，当反应温度为 60℃ 时，所得总糖含量最高，达

到 37.19mg /mL。当反应温度小于 60℃时，随着反应

温度的增加总 糖 含 量 逐 渐 增 高; 当 反 应 温 度 大 于

60℃时，随着反应温度的增加总糖含量逐渐下降。
在本实验范围内，随着反应温度的延长，聚合度逐渐

下降。

图 3 温度对总糖含量与平均聚合度的影响

2.2.3 硫酸浓度对总糖含量和聚合度的影响 图 4
结果表明，当硫酸浓度为 7.5% 时，所得总糖含量最

高，达到 34.6mg /mL。当硫酸浓度小于 7.5%时，随着

硫酸浓度的增加，总糖含量逐渐增高; 当硫酸浓度大

于 7.5%时，随着硫酸浓度的增加总糖含量逐渐下

降。在本实验范围内，随着硫酸浓度的增加，聚合度

逐渐下降。

图 4 硫酸浓度对总糖含量和平均聚合度的影响

2.3 响应面法优化南瓜低聚糖提取工艺
2.3.1 响应面法实验设计及结果 表 2 中给出了总

糖含量和平均聚合度的实验结果。
表 2 响应面分析实验设计及结果

实验号 X1 X2 X3
总糖含量
( mg /mL)

平均
聚合度

1 － 1 － 1 － 1 32.3813 6032.04
2 － 1 － 1 － 1 31.5294 4924.76
3 － 1 － 1 － 1 31.4077 1885.65
4 － 1 － 1 － 1 30.1907 1394.24
5 － 1 － 1 － 1 31.002 4595
6 － 1 － 1 － 1 31.4077 3838.16
7 － 1 － 1 － 1 30.4746 1323.11
8 － 1 － 1 － 1 29.9067 1072.44
9 － 1.682 － 0 － 0 33.9635 4413.86
10 － 1.682 － 0 － 0 33.8012 2657.09
11 － 0 － 1.682 － 0 34.2475 7599.49
12 － 0 － 1.682 － 0 33.1116 1157.56
13 － 0 － 0 － 1.682 29.8256 3205.95
14 － 0 － 0 － 1.682 29.6227 1935.34
15 － 0 － 0 － 0 32.9087 3015.93
16 － 0 － 0 － 0 33.6795 3054.4
17 － 0 － 0 － 0 32.3813 3039.6
18 － 0 － 0 － 0 33.7606 3186.26
19 － 0 － 0 － 0 33.3955 3117.99
20 － 0 － 0 － 0 33.6795 3152.96

2.3.1.1 总糖含量的分析 按照 Design Expert 软件

中的 Central Composite Design 模型，对实验设计各组

的总糖含量进行回归分析，得回归方程如下: Y1 =
33.34－ 0.18x1 － 0.46x2 － 0.22x3 － 0.17x1x2 + 0.24x1x3 +

0.035x2x3－0.077x
2
1－0.15x

2
2－1.55x

2
3 ( Y1 为总糖含量，x1、

x2、x3 分别为上述 3 个自变量的编码值) 。该模型的

相关系数是 0.8335( p ＜ 0.05) ，模型的拟合度良好，该

模型是合适的，可以用此模型分析和预测不同水解

条件下总糖含量的变化。对模型进行回归系数显著

性检验( 表 3) ，由此可知，温度对总糖含量的影响显

著，硫酸浓度的二次项对总糖含量的影响极显著。
依据一次项回归系数绝对值的大小可知，因素的主

效应关系为: 温度 ＞ 硫酸浓度 ＞ 时间。
表 3 回归方程模型系数的显著性检验

系数项
总糖含量 Y1 平均聚合度 Y2

回归系数 t 值 回归系数 t 值
常数 33.34 92.27071 3106.99 27.4621
b1 － 0.18 － 0.76472 － 407.18 － 5.4246＊＊
b2 － 0.46 － 1.90907* － 1797.52 － 23.9472＊＊
b3 － 0.22 － 0.9343 － 406.01 － 5.409＊＊
b1b2 － 0.17 － 0.53418 140.26 1.4301
b1b3 0.24 0.76083 73.9 0.7535
b2b3 0.035 0.11328 204.91 2.0894
b2
1 － 0.077 － 0.32911 74.45 1.0192
b2
2 － 0.15 － 0.6363 372.51 5.0981＊＊
b2
3 － 1.55 － 6.62757＊＊ － 266.67 － 3.6488＊＊

注: * 表示差异显著;＊＊表示差异极显著。
根据模型的回归方程，固定一个因素在编码值 0

的水平，分 析 另 外 两 个 因 素 对 总 糖 含 量 的 影 响，

Design Expert 软件生成 3 个三维响应面 ( 图 5 ～ 图
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7) 。从图 5 可以看出，硫酸浓度在 7.5% 时，温度和

时间对总糖含量的影响。从图 6 可以看出，温度在

60℃时，时间和硫酸浓度对总糖含量的影响。从图 7
可以看出，时间在 240min 时，温度和硫酸浓度对总

糖含量的影响。

图 5 温度和时间对总糖含量影响的响应面

图 6 硫酸浓度和时间对总糖含量影响的响应面

图 7 温度和硫酸浓度对总糖含量影响的响应面

2.3.1.2 平均聚合度的分析 按照 Design Expert 软

件中的 Central Composite Design 模型，对实验设计各

组的平均聚合度进行回归分析，得回归方程如下: Y2

=3106.99－407.18x1－1797.52x2－406.01x3 + 140.26x1x2

+ 73.90x1x3 + 204.91x2x3 + 74.45x2
1 + 372.51x2

2 －
266.67x2

3 ( Y2 为平均聚合度; x1、x2、x3 分别为上述 3
个自变量的编码值) 。该模型的相关系数是 0.9856
( p ＜ 0.05) ，模型的拟合度良好，该模型是合适的，可

以用此模型分析和预测平均聚合度随水解条件的变

化。对模型进行回归系数显著性检验( 表 3) ，由此可

知，时间、温度、硫酸浓度的一次项，温度的二次项和

硫酸浓度的二次项对平均聚合度的影响极显著。依

据一次项回归系数绝对值的大小可知，因素的主效

应关系为: 温度 ＞ 时间 ＞ 硫酸浓度。
根据模型的回归方程，固定一个因素在编码值 0

的水平，分析另外两个因素对平均聚合度的影响，

Design Expert 软件生成 3 个三维响应面 ( 图 8 ～ 图

10) 。从图 8 可以看出，硫酸浓度在 7.5% 时，温度和

时间对总糖含量的影响。从图 9 可以看出，温度在

60℃时，时间和硫酸浓度对总糖含量的影响。从图

10 可以看出，时间在 240min 时，温度和硫酸浓度对

总糖含量的影响。

图 8 温度和时间对平均聚合度影响的响应面

图 9 硫酸浓度和时间对平均聚合度影响的响应面

图 10 硫酸浓度和温度对平均聚合度影响的响应面

2.3.2 优化 本实验的目的在于保证快速、稳定地

降解到适当的平均聚合度的同时获得最高的总糖含

量，以获得高的产率与活性，因此优化方法选择固定

平 均 聚 合 度 在 3000，同 时 取 总 糖 含 量 最 大。用

Design Expert 软件进行优化，时间、温度和硫酸浓度

都选择在本实验范围内; 总糖含量的目标选择最大，

重要性选择 +++++ ，最低值选择 29.6227mg /mL，最

高值选择 34.2475mg /mL，权重选择 1; 平均聚合度的

目标选择 3000，权重选择 1。
优化的结果为: 时间 171min，温度 64℃，硫酸浓

度 7.3%。在 这 个 条 件 下 获 得 的 总 糖 含 量 为

33.362mg /mL，同时平均聚合度为 3000。
2.3.3 验证实验 按实验优化条件下进行验证实验

( 如表 4) 得到的总糖含量为 32.192mg /mL，平均聚合

度为 2906，接近且都略低于 Design Expert 软件分析

得到的预测值。由此证明实验模式合理，实验结果

理想。
表 4 验证实验条件和结果

响应值 预测值
实际值

均值a 范围
总糖含量 33.362 32.1920.574 31.529～33.112

平均聚合度 3000 2906111 2859～3100

注: a 六次验证实验的均值。

3 结论
3.1 本实验利用 Design Expert 软件，采用 Central
Composite Design 建立总糖含量回归模型: Y1 = 33.34
－ 0.18x1 － 0.46x2 － 0.22x3 － 0.17x1x2 + 0.24x1x3 +
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0.035x2x3 －0.077x
2
1－0.15x

2
2－1.55x

2
3 以及平均聚合度回

归模型: Y2 = 3106.99－407.18x1 －1797.52x2 －406.01x3

+ 140.26x1x2 + 73.90x1x3 + 204.91x2x3 + 74.45x2
1 +

372.51x2
2－266.67x

2
3，两个方程拟合程度良好，实验误

差小。
3.2 利用模型的响应面及其等高线对影响总糖含量

和平均聚合度的关键因子及其相互作用进行探讨，

优化出了在目标平均聚合度下获得最高总糖含量的

条件为: 时间 171min，温度 64℃，硫酸浓度 7.3%，所

得 到 的 总 糖 含 量 为 32.192mg /mL，平 均 聚 合 度

为 2906。
3.3 本实验将化学法测定平均聚合度与高效液相色

谱法相结合，发现该方法可以简便、快捷、稳定地评

价降解程度。
3.4 本实验在研究如何利用南瓜果肉资源，增加南

瓜附加值的基础上，探索了利用酸降解南瓜多糖制

备低聚糖的方法及可能遇到的问题，为后续研究应

用其他途径降解南瓜多糖奠定了基础。
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统计结果分析表明，实验所设计的四因素对紫

山药色素的提取均具有不同的影响。浸提温度和

料液比对提取效果影响较大，浸提时间影响最小。
各因素影响大小依次为: B ＞ D ＞ A ＞ C。因此，综合

各因素的 K 值和直观分析，A2B3C3D1 为最佳提取

条件。
正交实验的方差分析结果表明，浸提温度、料液

比两个因素无显著性差异( P ＞ 0.05) ，这说明作为主

要影响因素的浸提温度及料液比在正交设计的三水

平内对色素提取效果无显著性影响，各水平可以任

意选择。因此，从经济、可行性出发，选择浸提温度

70℃及料液比 1∶10 比较合适。因此，最后确定紫山

药色素提取的最佳工艺条件为: 40% 乙醇，70℃，2h，

料液比 1∶10。
2.5 色价的测定

经 AB－8 大孔吸附树脂纯化后的紫山药色素为

紫黑色粉末，稳定性好，不易吸潮，其色价为 51.2。

3 结论
紫山药皮中的天然色素为花色苷类化合物，在

0.5% 硫酸溶液、甲醇、乙醇中溶解性较好，难溶于乙

醚。实验从经济、方便、安全以及提取效率高考虑，

选用 40%乙醇溶液做浸提剂。紫山药色素提取的最

佳工艺方法是: 以 40%乙醇溶液作为浸提剂，在 70℃
的温度条件下加热 2h，料液比为 1∶10。在此条件下

制得的色素提取液经纯化后色价达到 51.2。因此，

紫山药皮可以作为提取紫山药色素的来源。本实验

初步研究了紫山药皮中花青素的提取工艺，可以用

于生产实践中开发和利用，可提高紫山药的附加值。
实验只能确定紫山药色素的色价，不能确定其

色素的组分及其含量构成，要鉴定该色素各组分及

其含量，还需借助 TLC、HPLC 等仪器进一步分析。
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