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响应面试验优化失活酵母吸附猕猴桃汁中 
氯吡脲条件

杨丽霞，岳田利*，袁亚宏，龙芳羽，王周利
（西北农林科技大学食品科学与工程学院，陕西 杨凌 712100）

摘  要：以失活酵母菌为吸附剂，对猕猴桃汁中植物生长调节剂（氯吡脲）进行吸附。在单因素试验基础上，利用

Box-Behnken响应面法对影响猕猴桃汁中氯吡脲吸附的失活酵母菌添加量、氯吡脲初始质量浓度、吸附时间关键因

素进行优化，分析吸附对猕猴桃汁品质的影响。结果表明，失活酵母菌吸附氯吡脲的最佳条件为：失活酵母菌添加

量28 mg/mL、氯吡脲初始质量浓度0.2 μg/mL、吸附时间3 h。在此条件下，氯吡脲吸附率为97.02%，与预测结果相

符。失活酵母菌吸附氯吡脲对猕猴桃汁品质没有显著影响（P＞0.05）。
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Optimization of Adsorption Conditions for Forchlorfenuron in Kiwifruit Juice by Inactivated Yeast 
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Abstract: The adsorption of forchlorfenuron in kiwifruit juice was studied by inactivated yeast. Based on single-factor 

experiments, Box-Behnken response surface methodology (RSM) was adopted to study the effects of the key factors 

(inactivated yeast dosage, initial concentration of forchlorfenuron, and adsorption time) on adsorption efficiency. The 

influence of the adsorption on main quality indexes of kiwifruit juice was also studied. The results indicated that the optimum 

adsorption conditions were as follows: inactivated yeast dosage, 28 mg/mL; initial forchlorfenuron concentration, 0.2 μg/mL;  

and adsorption time, 3 h. Experiments conducted under the optimized conditions gave an adsorption rate of 97.02%, which 

was consistent with the predicted value by RSM. The quality of kiwifruit juice was not significantly affected by treatment 

with inactivated yeast (P > 0.05). 
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植物生长调节剂是用于调节植物生长发育的一类农

药，包括人工合成的化合物和从生物中提取的天然植物激

素[1-2]。氯吡脲作为一种苯基脲类新型高效植物生长调节

剂，有促进细胞分裂、扩大细胞体积等生理作用[3]。同时

是膨大剂的主要成分，广泛应用于猕猴桃、西瓜、黄瓜等

多种果蔬生产中[4-6]。目前，由于经济利益的驱使，部分生

产者为了追求丰产，增加使用量，导致其残留增加，长期

接触，可能会引起体内蛋白质代谢的紊乱，给人体带来潜

在的健康危害。美国规定氯吡脲在猕猴桃果实中的最大残

留限值为0.04 mg/kg[7]，澳大利亚为0.01 mg/kg[8]，我国为

0.05 mg/kg。因此，对果蔬及其制品中氯吡脲进行检测和

控制研究对于保障消费者饮食安全具有非常重要的作用。
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对农药的去除主要包括物理吸附[9]、化学吸附[10]和

生物降解[11]。传统的物理、化学方法成本高、难度大，

可能会带来二次污染，甚至把无毒或低毒物质变成有毒

或毒性更大的物质，从而在很大程度上限制了化学方法

在降解农药残留上的广泛应用。生物降解具有高效、彻

底、无二次污染的优势，但其应用范围受到一定的局限

性，主要应用于水污染和环境治理。近年来，生物吸附

作为一种新型、有效处理难降解有机物的技术手段日益

受到关注，在很多领域得到了广泛的应用[12-18]。利用失活

微生物进行有毒物质吸附成为研究的热点[19-24]。越来越多

的研究者认为失活微生物吸附剂不仅具有很好的吸附效

果，而且潜在的生物危害小，使用更安全。因此，具有

广泛的应用前景。尽管如此，现阶段还少有关于植物生

长调节剂去除的研究；另外，失活酵母菌在农药残留分

析方面的研究鲜有报道。失活酵母菌吸附氯吡脲之后，

通过离心分离除去猕猴桃汁中的失活酵母菌粉。为此，

本研究利用失活酵母菌吸附猕猴桃汁中氯吡脲，通过单

因素和响应面试验优化氯吡脲的吸附条件，达到有效安

全地去除猕猴桃汁中氯吡脲的目的。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

猕猴桃汁为自榨清汁，猕猴桃购自陕西杨陵夏家沟

猕猴桃基地果园。

氯吡脲标品（纯度大于99%）  阿拉丁公司；

HYJ-3号酵母菌 西北农林科技大学发酵动力学实验室。

酵母膏蛋白胨葡萄糖（yeast peptone dextrose，YPD）

培养基组成：2%蛋白胨、1%酵母浸粉、2%葡萄糖。

1.2 仪器与设备

恒温培养箱、全自动灭菌锅、QYC-2102C全温摇

床、DGX-9143BC型电热恒温鼓风干燥箱 上海福玛

试验设备有限公司；HC-3018R高速冷冻离心机 安徽

中科中佳科学仪器有限公司；MCFD冷冻干燥机、LC-

2010AHT高效液相色谱仪 日本岛津公司。

1.3 方法

1.3.1 酵母菌的培养

活化：将保存的菌种于YPD平板上进行划线，28 ℃

培养24 h。

一级培养：将经过活化的酵母菌挑取两环接种到

250 mL装有100 mL YPD培养基的三角瓶中进行培养，培

养条件为：28 ℃、24 h、120 r/min。

二级培养：将一级培养得到的种子液以10%的接种

量接种到250 mL装有150 mL YPD培养基的三角瓶中进行

培养。培养条件：28 ℃、24 h、120 r/min。

1.3.2 失活酵母菌的制备  

将1.3.1节中培养得到的酵母菌，4 ℃、3 600×g、

10 min离心获得菌泥，在121 ℃高压灭菌20 min，保证被

处理的酵母细胞完全失活。用蒸馏水洗涤3 次，然后将

失活的酵母菌进行冷冻干燥，在冷冻干燥之前，样品需

在－40 ℃条件下预冻24 h，之后进行干燥，干燥条件为

温度－54 ℃、真空度0.665 Pa、时间36 h。冷冻干燥完成

之后，用研钵研碎，过100 目筛，即得到实验所需的失活

酵母菌。

1.3.3 氯吡脲的提取及纯化[25-27]

量取2.5 mL猕猴桃汁于10 mL离心管中，加入2.5 mL

含1%乙酸的乙腈，涡旋振荡2 min，再加入1 g无水硫酸

镁、0.25 g 无水乙酸钠，迅速振荡2 min，防止结块。在

4 ℃、4 000 r/min条件下离心5 min，取上清液。准确吸取

上述上清液1 mL于10 mL离心管中，加入100 mg N-丙基

乙二胺和100 mg无水硫酸镁，振荡1 min，再以同样的条

件离心，取上清液，过0.22 μm有机滤膜于进样瓶中，供

高效液相色谱测定。

1.3.4 高效液相色谱条件 

色谱柱：Inertsil  ODS-SP（4.6 mm×250 mm，

5  μ m）；流动相：乙腈∶水 = 5 5∶4 5 （ V / V ）； 

流速：1.0 mL/min；进样量：20 µL；260 nm波长处紫外

检测；柱温：30 ℃。

1.3.5 失活酵母菌吸附猕猴桃汁中氯吡脲的单因素试验  

1.3.5.1 失活酵母菌添加量的确定

分别将0.4、2、4、8、12、20、32、36、40 mg/mL

失活酵母菌添加到1 μg/mL氯吡脲的猕猴桃汁中。置于恒

温摇床中吸附，摇床转速为120 r/min，温度为28 ℃，吸

附时间为2 h。处理结束之后，对猕猴桃汁进行离心分离

（3 600×g、10 min、4 ℃），收集上层猕猴桃汁进行提

取纯化，用高效液相色谱进行氯吡脲剩余量的检测。考

察失活酵母菌添加量对氯吡脲吸附率的影响。

氯吡脲吸附率的计算公式如下：

C0 CtR/% C0
100

式中：R为t时间时失活酵母菌对氯吡脲的吸附率/%；

C0为猕猴桃汁中氯吡脲的初始质量浓度/（μg/L）；Ct为吸

附t时间后猕猴桃汁中剩余氯吡脲的质量浓度/（μg/L）。

1.3.5.2 吸附时间的确定

称取失活酵母菌50 mg，添加到2.5 mL含有1 μg/mL

氯吡脲的猕猴桃汁中。置于恒温摇床中处理，摇床转速

为120 r/min，吸附温度为28 ℃。在不同的时间取样进行

猕猴桃汁中氯吡脲剩余量的测定。考察吸附时间对吸附

率的影响。

1.3.5.3 氯吡脲初始质量浓度的确定

配制氯吡脲初始质量浓度为0.2、0.3、0.5、1.0、

2.0、3.0、10.0 μg/mL的猕猴桃汁。将50 mg失活酵母
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菌分别添加于不同氯吡脲初始质量浓度的猕猴桃汁

中（2 .5  mL），置于恒温摇床中吸附，摇床转速为 

120 r/min，温度为28 ℃。考察氯吡脲初始质量浓度对吸

附率的影响。

1.3.5.4 吸附温度的确定

称取失活酵母菌50 mg，添加到2.5 mL含有1 μg/mL

氯吡脲的猕猴桃汁中。置于恒温摇床中吸附，摇床转速

为120 r/min，分别在20、28、37、45 ℃条件下吸附2 h。

考察吸附温度对氯吡脲吸附率的影响。

1.3.6 响应面优化吸附条件

在单因素试验的基础上，采用Box-Behnken设计方

案，以失活酵母菌添加量、氯吡脲初始质量浓度、吸附

时间为试验因素，氯吡脲吸附率（Y）为响应值，试验因

素水平设计见表1。

表 1 响应面试验设计因素及水平

Table 1 Factors and levels used in response surface analysis

因素
水平

－1 0 1

X1失活酵母菌添加量/（mg/mL） 8 20 32

X2氯吡脲初始质量浓度/（μg/mL） 0.2 1.6 3.0

X3吸附时间/h 1 2 3

1.3.7 猕猴桃汁理化指标测定

可溶性固形物含量的测定参照SB/T 10203—1994

《果汁通用试验方法》；色值和透光率测定参照GB/T 

18963—2003《浓缩苹果汁》；总糖、总酸含量的测定参

照SB/T 10203—1994，采用直接滴定法。

1.4 数理统计分析方法

采用SPSS 18.0软件进行单因素试验结果统计分析，

利用Design-Expert 8.0软件设计Box-Behnken试验，设计

建立数学模型，并进行响应面分析。

2 结果与分析

2.1 氯吡脲标准曲线绘制

准确吸取氯吡脲标准溶液，用流动相稀释为0.02、

0.05、0.1、0.5、1.0、5.0、10.0 μg/mL系列质量浓度，

利用高效液相色谱进行测定，以质量浓度（x）对峰面积

（y）绘制标准曲线，回归方程为y＝186 609x＋3 397.8，

R2＝0.999 5。

2.2 单因素试验结果

2.2.1 失活酵母菌添加量对吸附率的影响

由图1可以看出，随着失活酵母菌添加量的增加，氯

吡脲的吸附率呈上升趋势，当失活酵母菌达到32 mg/mL，

氯吡脲的吸附率基本上变化不大。但在失活酵母菌达到

20 mg/mL后，氯吡脲的吸附率增加非常缓慢。其原因

可能是，当失活酵母菌添加量增加时，有效吸附位点相

应增加，但猕猴桃汁中氯吡脲含量是一定的，当失活酵

母上的有效吸附位点足够将猕猴桃汁中氯吡脲全部吸附

后，再增加失活酵母菌添加量对氯吡脲的吸附率没有贡

献，同时加大了分离难度。因此综合考虑，选择失活酵

母菌的最佳添加量为20 mg/mL。

0
0 10 20 30 40

20

40

60

80

100

/ mg/mL

/%

图 1 失活酵母菌添加量对氯吡脲吸附率的影响

Fig.1 Effect of inactivated yeast dosage on forchlorfenuron adsorption

2.2.2 吸附时间对吸附率的影响
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图 2 吸附时间对氯吡脲吸附率的影响

Fig.2 Effect of adsorption time on forchlorfenuron adsorption

由图2可知，随着吸附时间的延长，吸附率呈先增加

后降低的趋势，最终达到平衡。时间太短（小于2 h），反

应不完全，因此吸附率较低；吸附时间过长（大于2 h），

有可能发生解吸，吸附上的氯吡脲可能又会重新溶于猕猴

桃汁中，导致吸附率降低。在吸附时间为2 h 时，吸附率

最高，吸附效果最优，因此吸附时间选择2 h。

2.2.3 氯吡脲初始质量浓度对吸附率的影响
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图 3 氯吡脲初始质量浓度对吸附率的影响

Fig.3 Effect of initial forchlorfenuron concentration on 

forchlorfenuron adsorption

由图3可以看出，随着氯吡脲初始质量浓度的增加，

失活酵母菌对氯吡脲的吸附率明显降低，当氯吡脲初始
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质量浓度超过3 μg/mL时，吸附率降低的趋势明显减缓。

其原因可能是，当猕猴桃汁中失活酵母菌添加量一定

时，有效吸附位点的量也是一定的；氯吡脲质量浓度越

大，与失活酵母菌吸附位点作用的氯吡脲占总氯吡脲的

比例越低，吸附率越低。因此综合考虑，在后面的优化

中选择氯吡脲初始质量浓度范围为0.2～3 μg/mL。

2.2.4 吸附温度对吸附率的影响
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字母不同表示差异显著（P＜0.05）。

图 4 吸附温度对氯吡脲吸附率的影响

Fig.4 Effect of temperature on forchlorfenuron adsorption

由图4可以看出，随着吸附温度的升高，失活酵母菌

对氯吡脲的吸附率降低。说明该吸附过程是放热过程，

高温不利于氯吡脲的吸附。但在20 ℃和28 ℃时对氯吡脲

的吸附率没有显著差异，因此从实际操作中的方便性和

经济方面综合考虑，失活酵母菌对氯吡脲的吸附适宜在

常温条件下进行，因此确定温度为28 ℃。

2.3 响应面试验结果

2.3.1 Box-Behnken试验设计方案及结果

表 2 响应面试验设计与结果

Table 2 Experimental results for response surface analysis

试验号
X1失活酵母
菌添加量

X2氯吡脲初始
质量浓度

X3吸附
时间

氯吡脲吸附率/%

实测值 预测值 残差

1 －1 －1 0 87.47 87.31 0.16

2 1 －1 0 97.12 97.10 0.025

3 －1 1 0 82.66 82.69 －0.025

4 1 1 0 96.43 96.60 －0.17

5 －1 0 －1 83.82 83.98 －0.16

6 1 0 －1 96.48 96.50 －0.018

7 －1 0 1 85.51 85.49 0.017

8 1 0 1 96.83 96.67 0.16

9 0 －1 －1 95.22 95.23 －7.5×10－3

10 0 1 －1 92.57 92.39 0.18

11 0 －1 1 95.61 95.79 －0.18

12 0 1 1 93.52 93.51 7.5×10－3

13 0 0 0 93.98 93.72 0.26

14 0 0 0 93.54 93.72 －0.18

15 0 0 0 93.39 93.72 －0.33

16 0 0 0 94.24 93.72 0.52

17 0 0 0 93.45 93.72 －0.27

在单因素试验中，以猕猴桃汁中氯吡脲的吸附率为

试验指标，研究了影响吸附率的参数。为了进一步确定

吸附的最佳条件，综合单因素试验结果，以吸附率为响

应值，选择失活酵母菌添加量、氯吡脲初始质量浓度、

吸附时间3 个因素设计Box-Behnken试验。试验设计与结

果如表2所示，其中1～12为析因试验，13～17为中心试

验，用来估计试验误差。

2.3.2 模型方程的建立及显著性分析

利用Design-Expert 8.0软件对表2数据进行多元回归

拟合，得到吸附率对失活酵母菌添加量、氯吡脲初始质

量浓度、吸附时间真实值的回归模型：

Y=77.78＋1.34X1－2.97X2＋0.32X3＋0.06X1X2－

0.03X1X3＋0.10X2X3－0.02X1
2＋0.20X2

2＋0.13X3
2

上述回归方程的方差分析结果见表3。

表 3 回归模型方差分析结果

Table 3 Analysis of variance of regression model

变异来源 离差平方和 自由度 均方 F值 P值 显著性

模型 343.07 9 38.12 368.12 ＜0.000 1 **

X1失活酵母菌添加量 280.85 1 280.85 2 712.17 ＜0.000 1 **

X2氯吡脲初始质量浓度 13.11 1 13.11 126.58 ＜0.000 1 **

X3吸附时间 1.43 1 1.43 13.79 0.007 5 **

X1X2 4.24 1 4.24 40.98 0.000 4 **

X1X3 0.45 1 0.45 4.34 0.075 9

X2X3 0.078 1 0.078 0.76 0.413 1

X1
2 42.71 1 42.71 412.48 ＜0.000 1 **

X2
2 0.62 1 0.62 6.03 0.043 8 *

X3
2 0.066 1 0.066 0.64 0.451 6

残差 0.72 7 0.10

失拟 0.17 3 0.058 0.42 0.750 9

注：*.差异显著（P＜0.05）；**.差异极显著（P＜0.01）。

由表3可知，失活酵母菌添加量一次项（X1）、氯吡

脲初始质量浓度一次项（X2）、吸附时间一次项（X3）

达到极显著水平（P＜0.01），表明失活酵母菌添加量、

氯吡脲初始质量浓度、吸附时间对吸附率的线性效应达

到极显著。失活酵母菌添加量的平方项（X1
2）达到极

显著水平，氯吡脲初始质量浓度的平方项（X2
2）达到

显著水平，表明其对氯吡脲吸附率的曲面效应显著。

失活酵母菌添加量（X1）和氯吡脲初始质量浓度（X2）

的交互项极显著（P＜0.01），表明各参数对吸附率的

影响不是简单的线性关系。失拟项在P＜0.05水平不显

著，该模型的R2=0.997 9，整体模型达到极显著水平 

（P＜0.000 1），说明该模型拟合程度良好，误差小，模

型是合适的；模型的校正决定系数R2
Adj=0.995 2，表明该

回归模型可以解释99.52%因变量的变化，具有很好的代表

性，可以用来预测吸附条件的理论参数。根据回归方程分

析结果，可以看出各因素影响吸附率的大小顺序为：失活

酵母菌添加量＞氯吡脲初始质量浓度＞吸附时间。

2.3.3 响应面分析

根据回归方程，作响应面图见图5。
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图 5 各因素交互作用对氯吡脲吸附率影响的响应面图

Fig.5 Response surface graphs showing the interactive effect of three 

parameters on forchlorfenuron adsorption

根据图5曲线的陡峭平滑程度可以看出，失活酵母菌

添加量和氯吡脲初始质量浓度的交互作用＞失活酵母菌

添加量和吸附时间的交互作用＞吸附时间和氯吡脲初始

质量浓度的交互作用。由表3可以看出，只有失活酵母菌

添加量和氯吡脲初始质量浓度的交互作用极显著，其他

两种交互作用不显著，所以可以不予考虑。由图5a可以

看出，当失活酵母菌添加量处于较低水平时，吸附率随

着氯吡脲初始质量浓度的增加而减少，当失活酵母菌添

加量处于较高水平时，吸附率随着氯吡脲初始质量浓度

的增加呈现出先降低后保持不变的趋势；当氯吡脲初始

质量浓度处于较低水平时，吸附率随着失活酵母菌添加

量的增加呈现出先增加后保持不变的趋势，当氯吡脲初

始质量浓度处于较高水平时，吸附率随着失活酵母菌添

加量的增加而增加。

2.3.4 吸附工艺条件的优化和可靠性验证

为进一步确定最佳吸附条件，用Design-Expert 8.0软

件进行验证优化，确定失活酵母菌对猕猴桃汁中氯吡脲

的最佳吸附条件为：失活酵母菌添加量28.60 mg/mL、

氯吡脲初始质量浓度0.20 μg/mL、吸附时间3 h，在此条

件下氯吡脲的理论吸附率为97.42%。考虑到实际条件，

失活酵母菌添加量取28 mg/mL，用此最优条件进行验证

得到氯吡脲的吸附率为97.02%，与理论值非常接近，表

明该回归模型对优化猕猴桃汁中氯吡脲的吸附条件是可

行的。

为了进一步研究失活酵母菌吸附对猕猴桃汁品质

的影响，以可溶性固形物含量、pH值、总糖含量、总

酸含量等为指标，对吸附前后的猕猴桃汁进行分析，

结果见表4。

表 4 吸附前后猕猴桃汁品质变化

Table 4 Changes in quality of kiwi fruits before and after adsorption

处理
可溶性固形物
含量/°Brix

总糖含量/
（g/100 mL）

总酸含量/
（g/100 mL） pH 透光率/%

吸附前 11.00±0.10a 8.71±0.07a 1.61±0.05a 3.02±0.01a 96.83±0.22a

吸附后 11.20±0.26a 8.80±0.06a 1.64±0.02a 3.00±0.03a 96.68±0.13a

注：同列字母不同表示差异显著（P＜0.05）。

由表4可以看出，在P＜0.05时，失活酵母菌吸附前

后猕猴桃汁的可溶性固形物、总糖、总酸含量与pH值、

透光率理化指标没有显著差异。说明利用失活酵母菌处

理猕猴桃汁中的氯吡脲是可行的。

3 结 论

本研究用Box-Behnken法优化了失活酵母菌对猕猴

桃汁中氯吡脲的吸附条件，得到模型的R2
Adj=0.995 2，说

明该回归模型能解释99.52%响应值的变化，该模型拟合

程度良好，失拟项不显著（P＞0.05），说明本试验所得

二次回归方程能很好预测氯吡脲吸附率随各参数的变化

规律。3 个因素对氯吡脲吸附率的影响大小依次为失活

酵母菌添加量、氯吡脲初始质量浓度、吸附时间；确立

了失活酵母菌吸附氯吡脲的最佳条件为失活酵母菌添加

量28 mg/mL、氯吡脲初始质量浓度0.2 μg/mL、吸附时间

3 h。在此条件下吸附率为97.02%。失活酵母菌能有效去

除猕猴桃汁中氯吡脲，同时对猕猴桃汁品质没有影响，

极大提高了猕猴桃汁的安全性。
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