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超高压处理对海参自溶酶活性影响的研究
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  摘要:海参的超高压处理与传统的处理方法相比有许多优越性,具有十分广阔的应用前

景。研究了超高压处理过程中压力(0.1~550MPa)、保压时间(0~30min)、温度(24~62℃)
及保压方式对海参自溶酶活性的影响。在室温、保压20min的条件下,200MPa左右较低压

力下酶活性降低,相对残存活性为88.25%;250MPa较高压力下自溶酶被激活,酶活性为

106.77%;550MPa高压下酶活性最低为29.81%。自溶酶活性随保压时间和温度的增加先

上升后下降;保压方式对自溶酶活性的影响不大。同时利用误差反向传播神经网络(Back
PropagationNeuralNetwork,BP人工神经网络),模拟了超高压钝酶效果,与实验结果比较,
平均相对误差为0.9%,可以获得较好的预测结果。研究结果表明,在一定的压力、保压时间

和温度下,酶被激活,其活性上升;而在一定的压力、保压时间和温度下,酶被钝化,活性降低。
对优化海参超高压钝酶工艺具有一定的参考价值。
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1 引 言

  海参的营养价值和药用价值很高,是高蛋白、低胆固醇、低脂肪,富含多种生理活性物质的营养保健

佳品,具有抗肿瘤[1-2]、抗病毒[3]、降血脂[4]及抗凝血[5]的作用,经常食用海参不但健身,而且能够防治

很多疾病,因而被人们视为重要的海珍品,具有较高的经济价值[6]。然而鲜海参由于含有自溶酶,使其

在一定条件下会水解[7],所以采用传统加工方法海参只能制作成干参或盐渍参,大量的活性成分在加工

过程中流失或损失。虽然采用现代的科学技术,能通过水解或冷冻干燥制造一些保健品,但鲜参的保存

问题一直是一个尚未解决的难题。
超高压处理食品保鲜技术是一项具有广阔应用前景的食品加工新技术。超高压处理可以杀灭食品

中的微生物,还可以抑制酶的活性[8-9],同时可以保持食品原有的风味、色泽和营养成分[10]。
采用超高压加工技术可将海参自溶酶钝化,从而延长鲜参的保质期,是解决海参加工难题的一条有

效途径。然而超高压处理海参的钝酶技术要实现工业化,还有许多问题有待深入研究。本工作拟对影

响超高压钝酶效果的相关因素进行实验研究,并利用神经网络对钝酶效果进行模拟。

2 实验材料和方法

2.1 实验材料
  原料:市售新鲜刺参。
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试剂:磷酸二氢钠,分析纯,天津市博迪化工有限公司提供;磷酸氢二钠,分析纯,天津市博迪化工有

限公司提供;干酪素(酪蛋白),生化试剂,北京奥博星生物技术有限公司提供;三氯乙酸,分析纯,沈阳新

兴试剂厂提供;无水碳酸钠,分析纯,天津市津东天正精细化学试剂厂提供;Folin-酚试剂,北京索莱宝

科技有限公司提供。

2.2 仪器设备

  采用自制超高压设备,压力范围为0~600MPa;HWS12型电热恒温水浴锅;5804R型冷冻式离心

机;DZ-280/2SD型多功能真空封装机;JENCO6173精密酸度计;UV762型紫外/可见分光光度计。

2.3 实验方法

  试样制备:将新鲜刺参剖开去除内脏,剔除夹杂的泥沙,用去离子水冲洗2遍,切碎,分组,真空密封

于聚乙烯塑料袋中,备用。
超高压处理:把样品置于高压容器内,进行超高压处理。为了保证每组实验样品中自溶酶数量一

致,每次实验所用试样均一次性制备,每组取3个平行样。
酶活性测定[7]:
(1)取5g样品,匀浆(加冷冻去离子水适量),加入40mL(5~8倍体积)磷酸盐缓冲溶液浸提,4℃

下静置过夜。次日4000r/min离心8min,收集上清液,冰箱中备用。
(2)取4支10mL比色管,分别吸取1.0mL稀释酶液,加入到3支比色管中,另一支定为空白管,

加1.0mL蒸馏水。
(3)将比色管置入30℃恒温水浴中预热5min,再各取0.5%的酪蛋白溶液2.0mL,分别加入到

4支比色管中,置入30℃恒温水浴中准确计时,保温10min,立即加入2.0mL的10%三氯乙酸溶液,使
蛋白质变性,终止反应。

(4)4000r/min离心8min,各取滤液1.0mL放入到4支比色管中,依次加入5.0mL的0.55mol/L
Na2CO3溶液,最后加入0.5mLFolin-酚试剂,摇匀,放入30℃恒温水浴中显色15min。

(5)在650nm下,用紫外分光光度计测定样品的吸光度(OD)值。
酶活性的定义[11]:单位时间内,每毫升酶液,吸光度变化0.001定义为1个酶活性单位。相对酶活

性的定义:相对残存活性= (处理样品活性/未处理对照样品活性)×100%。

3 结果与讨论

3.1 压力对海参自溶酶活性的影响

图1 压力对海参自溶酶活性的影响

Fig.1 Effectofpressureonholothurians
autoenzymeactivity

  为考察海参自溶酶活性随压力的变化特性,选
择的实验条件为:室温、保压时间20min、海参为自

然酸度,进行8种压力(200、250、300、350、400、450、

500和550MPa)的超高压处理,实验结果如图1
所示。

由图1可见,在200MPa下保压20min,海参

自溶酶相对残存活性为88.25%;之后随压力升高

酶活性开始上升,到250MPa酶相对残存活性达到

最高为106.77%;250MPa过后酶活性随压力升高

开始下 降;到550MPa酶 相 对 残 存 活 性 降 低 到

29.81%,其对应的钝酶率为70.19%。
产生上述现象的主要原因是:酶的化学本质是

蛋白质,生物活性产生于由分子的三维结构所产生

的活性中心,三维结构的改变与体积变化有关,而超高压促进体积减小的反应,抑制体积增加的反应,因
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此酶受超高压影响。在200MPa左右的较低压力下,压力促使海参中的游离酶产生变性,酶活性下降;

同时,由于酶液中还存在一定数量的海参细胞碎片,因此部分处于附着状态的自溶酶(处于这种状态的

酶稳定性较高)还未解脱出来。当压力增加到250MPa左右时,压力足以促使酶从海参细胞碎片附着

而被束缚的状态中解离出来,其中先游离出来的部分酶也可能变性失活,还有一部分未能失活,综合效

果是提高了酶的活性。当压力高于250MPa时,游离(即没有与生物大分子(蛋白质、淀粉和多糖等)结

合(或称为生物大分子保护))的自溶酶,其构象和活性中心被破坏,随着压力的增加,使部分酶逐渐丧失

活性。压力越大,丧失活性的自溶酶分子越多,酶的残存活性越低。

以上实验结果分析表明,超高压对海参自溶酶的影响有3个阶段:(1)较低的压力(如200MPa)降

低酶的活性;(2)较高的压力(如250MPa)使酶的活性增强;(3)非常高的压力(如550MPa)导致酶

失活。

3.2 保压时间对海参自溶酶活性的影响

图2 保压时间对海参自溶酶活性的影响

Fig.2 Effectofpressure-keepingtimeon
holothuriansautoenzymeactivity

  为考察超高压处理时保压时间对海参自溶酶活

性的影响,选择的实验条件为:400MPa、室温、海参

自然酸度,进行6种保压时间(5、10、15、20、25和

30min)的超高压处理。实验结果如图2所示。

由图2可见,保压5min海参自溶酶残存活性

为41.45%;之后随着保压时间的延长,自溶酶活性

上升,保压15min酶残存活性达最高为68.71%;保

压时间超过15min后,酶活性随时间增加开始下

降,到保压30min时下降为59.21%。

产生上述现象的原因可能是:保压时间较短时,

压力促使海参中的游离酶产生变性,酶活性较低;增

加保压时间,附着在海参细胞碎片上的自溶酶开始

解离出来,所以酶的活性上升;随着保压时间的进一

步增加,丧失活性的自溶酶分子增多,所以酶的活性又开始下降。

3.3 温度对海参自溶酶活性的影响

  为考察超高压处理时温度对海参自溶酶活性的影响,选择的实验条件为:海参自然酸度、400MPa
下保压20min,进行5种温度(24、30、40、48和62℃)下的超高压处理。实验结果如图3所示。

由图3可见,自溶酶活性随温度升高先上升,从室温24℃时的62.10%上升到40℃时的76.94%,

活性达最高值,之后开始下降,62℃酶残存活性降为42.14%。实验结果说明,海参自溶酶在40℃左右

活性较高,此时酶蛋白构象最稳定、耐压能力最强,即使在400MPa高压下,依然表现出较高的活性。

从钝酶的角度看,超高压处理时室温24℃或60℃以上钝酶效果较好。但考虑到在较高的温度下,海参

的活性成分可能受到破坏,因此海参的超高压钝酶处理应在接近室温为宜。

3.4 保压方式对海参自溶酶活性的影响

  为考察保压方式对海参自溶酶活性的影响,实验采用400MPa下15min连续保压与间断保压

(3次,每次5min)的方式进行对比。实验结果如图4所示。

从图4中可以发现,保压方式对酶活性的影响不大,连续保压和间断保压两种保压方式相差不多,

间断保压酶残存活性稍低。
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图3 温度对海参自溶酶活性的影响

Fig.3 Effectoftemperatureonholothurians
autoenzymeactivity

图4 保压方式对海参自溶酶活性的影响

Fig.4 Effectofpressure-keepingmodeon
holothuriansautoenzymeactivity

4 人工神经网络模拟

  近年来,不少学者应用响应曲面法预测和优化超高压灭菌条件[12-14],取得了较好的结果,但考虑到

超高压处理参数和海参自溶酶残存活性之间存在很强的非线性关系,而神经网络在解决多影响因子的

复杂非线性问题方面具有显著的优势,因而不需要有明确的数学物理模型就能得出比较精确的计算结

果。而且近十几年来,人工神经网络技术在各个方面有了较好的应用,国外已有人将人工神经网络特别

是BP网络应用于食品处理领域[15-16]。因此,本工作尝试把人工神经网络用于超高压钝酶效果的预测。

本工作采用目前应用最为广泛的误差反向传播神经网络(BackPropagationNeuralNetwork),即

BP神经网络进行模拟研究。

4.1 网络参数的初步确定

  (1)确定网络层数

在闭区间的任何一个连续函数都可以用一个隐层BP网络逼近,一个3层的BP网络可以完成任意

的N 维到M 维的映射,本模型采用3层网络[17]。

(2)确定网络输入层节点数i
输入层的节点多少与预测指标个数相对应。本工作选择影响超高压钝酶效果最显著的两个因素

(压力和保压时间)作为输入层的预测指标,输入层节点为2个。

(3)确定隐含层(中间层)节点数j
考虑到单隐含层网络的非线性映射能力较弱,为了达到预定的映射关系,隐含层节点宜适量增加,

以增加网络的可调参数,最终确定隐含层节点为12个。

(4)确定输出层节点数k
采用海参自溶酶残存活性作为网络的输出,输出层节点为1个,即选用网络结构为2-12-1的BP神

经网络。

(5)确定转换函数

选择各神经元的传递函数均为Logsig,设置BP网络的反传函数为Trainlm。
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4.2 样本集的选择与网络训练

4.2.1 样本集选择

  选择实验中8组处理压力(200、250、300、350、400、450、500和550MPa)、6组保压时间(5、10、15、

20、25和30min)组合共48组数据作为样本集数据。其中温度条件为室温,海参为自然酸度。

4.2.2 训练集与测试集的选取

图5 网络误差曲线

Fig.5 Deviationcurveofneuralnetwork

  选择处理压力400MPa与保压时间(5、10、15、

20、25和30min)组合共6组数据作为测试数据集,

其余40组数据作为训练数据集。

4.3 网络训练、检验与模拟

4.3.1 网络训练

  确定上述参数后,输入训练样本数据进行网络

训练,图5为网络训练误差下降曲线图。经2000步

训练后,训练误差达到5×10-4,停止训练。

4.3.2 网络检验

  网络训练结束后,利用检验样本集对网络进行

测试,预测值与实验值进行比较,以验证预测结果的

准确性,结果如表1所示。

由表1可知,用本研究提出的模型对室温条件

下超高压处理钝酶效果的预测取得了较好效果,绝
对误差在0.69%以下,最大相对误差为1.28%,平均相对误差仅为0.9%。

表1 钝酶效果的预测值与实验值比较结果

Table1 Acomparisonofpredictedvalueswithexperimentalones

400MPatestsamples/(min) Experimentalvalues/(%) Predictedvalues/(%)Absoluteerror/(%) Relativeerror/(%)

5 41.45 41.98 0.53 1.28

10 65.06 65.73 0.67 1.03

15 68.71 68.02 0.69 1.00

20 62.10 61.78 0.68 1.10

25 60.82 60.43 0.39 0.64

30 59.21 59.43 0.22 0.37

5 结 论

  压力、保压时间和温度对钝酶效果具有显著影响。在保压时间为20min的条件下,随着压力的增

加,酶的残存活性先上升后下降,550MPa时自溶酶残存活性最低,为29.81%,对应的钝化率为

70.19%。400MPa压力时,酶的残存活性在保压5min时较低,为41.45%;之后酶活性随保压时间的

增加反而升高,保压15min达到最高值68.71%;之后开始下降;保压30min时酶残存活性下降到

59.21%。温度对酶活性的影响是随着温度的增加先升高,之后又下降,24℃室温和62℃为酶活性较

低的点,分别为62.10%和42.14%,40℃酶活性最高为76.94%。保压方式对酶残存活性影响不显著。

利用BP神经网络预测室温条件下超高压钝酶效果,预测值与实测值比较,平均相对误差为0.9%,

表明神经网络系统性能良好,可以获得较好的预测结果。
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EffectsofHighHydrostaticPressureTreatmenton
HolothuriansAutoenzymeActivity

XIAYuan-Jing1,LIUZhi-Jun1,LINing2,CHENShu-Hua1,
DENGJi-Song1,LIUXue-Wu1,LIZhi-Yi1

(1.R&DInstituteofFluidandPowderEngineering,

DalianUniversityofTechnology,Dalian116012,China;

2.DepartmentofBioscienceandBioengineering,

DalianUniversityofTechnology,Dalian116023,China)

Abstract:Thehighhydrostaticpressuretreatmentonseacucumberhasmanyadvantagesovertradi-
tionalprocessesandithasapromisingfuture.Effectsofprocessingparametersonholothuriansau-
toenzymeactivitywereinvestigatedwithintherangeoftheparameters:theprocessingpressureof0.1
~550MPa,thepressure-keepingtimeof0~30min,theprocessingtemperatureof24~62℃.Under
theroomtemperatureandpressure-keepingtimeof20min,theautoenzymeactivitydecreasedto
88.25%at200MPa,increasedto106.77%at250MPa,andreachedthelowestlevelof29.81%at
550MPa.Theholothuriansautoenzymeactivityincreasedfirstandthendecreasedwiththeincreasing
ofpressure-keepingtimeandtemperature.Theeffectofpressure-keeping modeonholothurians
autoenzymeactivitywasnotsignificant.TheBPartificialneuralnetworkwasusedtopredictthe
effectsofhighpressureonholothuriansautoenzyme.Comparedwiththeexperimentalresults,the
averagerelativeerrorofpredictedresultswas0.9%.Theexperimentalresultsshowthattheholothu-
riansautoenzymecanbeactivatedandinactivatedatcertainpressure,pressure-keepingtimeandtem-
perature.Thestudyprovidessomevaluableinformationforoptimizingthehighhydrostaticpressure
treatmentofholothuriansautoenzymeinactivation.
Keywords:highhydrostaticpressuretreatment;seacucumber;autoenzyme;artificialneuralnetwork
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