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摘要：先用复合酶对 草 菇 进 行 水 解，再 采 用 微 波 辅 助 提 取 草

菇风味物质。以α－氨基氮含量为指标，通过正交试验确定了

微波辅助酶法提取草菇中风味物质的最佳工艺条件：食用菌

水解酶１号和食用菌水解酶２号 的 用 量 为１∶２（ｍ∶ｍ），初

始ｐＨ为５．５，水解温度５５℃，水解时间１２０ｍｉｎ；微波功 率

８００Ｗ，微波温度７０℃，微波时间１０ｍｉｎ。利用微波辅助复合

酶法提取的提取液中α－氨基氮平均值达到０．１８１ｇ／１００ｇ，比

只用复合酶解提取增幅达８３．０％。
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草菇是生长在稻草堆上的一种腐生真菌，发现于广东曲

江县的南华寺中，又名南华菇［１］。草菇为真菌植物门真菌草

菇的子实体，属 担 子 菌 纲 伞 菌 科。草 菇 具 有 肉 质 肥 嫩 肉 滑、

味道鲜美、口感佳等 特 点，同 时 具 有 较 高 的 营 养 价 值，有“放

一片，香一锅”之美誉。草菇高温容易开伞降低商品价值，低

温又容易自溶，目 前 草 菇 不 易 保 藏，绝 大 部 分 是 鲜 食。草 菇

中所含的核苷酸及鲜味氨基酸等呈味成分的含量比较高，所

含食用菌特有的芳 香 成 分 醇 类、酮 类 丰 富，十 分 适 于 从 中 提

取草菇抽提物。

对草菇的提取工艺研究主要有水浸法提取和酶法提取，

而微波辅助 复 合 酶 法 提 取 草 菇 风 味 物 质 的 研 究 鲜 见 报 道。

赵谋明等［２］研究利用 草 菇 自 身 酶 系 和 外 加 复 合 蛋 白 酶 与 纤

维素酶的共同作用把 草 菇 中 的 有 效 成 分 提 取 出 来 并 部 分 降

解为小分子的呈味物质。其最佳提取工艺条件：加水量为草

菇的８倍，蛋白酶与纤维 素 酶 的 酶 活 比 为４００／２００，ｐＨ值 为

６．０，在５５℃下恒温１２０ｍｉｎ可获得最 佳 提 取 效 果。固 形 物

提取率、蛋 白 提 取 率 和 蛋 白 水 解 率 分 别 为８３．５％，６７．６％，

２８．１％，３个 指 标 分 别 比 对 照 样（未 加 酶）提 高 了５３．８％，

７２．４％，１１２．９％。

在复合酶酶解草菇之后再通过微波提取，微波能对提取

体系中不同组分进行选择性加热，使目标组分直接从基体分

离，具有较好的选择性。微波利用分子极化或离子导电效应

直接对物质加热，而 空 气 和 容 器 对 微 波 不 吸 收，因 此 热 效 率

高，升温 快 速 均 匀，大 大 缩 短 了 提 取 时 间，提 高 了 提 取 效

率［３－７］。据此，本研 究 拟 在 复 合 酶 解 的 基 础 上，增 加 微 波 提

取草菇风味物质，以期达到缩短时间、降低能耗、提高提取率

的目的，从而为草菇的深加工提供理论依据和试验参考。

１　材料与方法

１．１　仪器和试剂

１．１．１　主要仪器

紫外可见分光 光 度 计：ＵＶ－１８０１型，北 京 瑞 利 分 析 仪 器

公司；

电子天平：ＢＳ２１０型，北京赛多利斯天平有限公司；

４６１



微波化学 反 应 仪：ＣＯＯＬＰＥＸ－Ｅ型，上 海 屹 尧 仪 器 科 技

发展有限公司。

１．１．２　材料与试剂

草菇：市售；

甘氨酸：分析纯，广州化学试剂厂；

木瓜蛋白酶、菠萝蛋白酶：８０万Ｕ／ｇ，广州欲立宝生物科

技有限公司；

食用菌水解酶１号：２万Ｕ／ｇ，南宁庞博生物工程有限公

司；

食用菌水解酶２号：１０万 Ｕ／ｇ，南宁庞博生物工程 有 限

公司。

１．２　试验方法

１．２．１　微波辅助复合酶法提取草菇风味物质的工艺流程

清洗→称 重→护 色 处 理→打 浆→调 配（按 液 料 比 补 足

水，调整ｐＨ值，添加 一 定 量 的 酶）→酶 解（置 于 恒 温 水 浴 锅

中，恒温水解一定时间）→微波辅助酶解（置于微波化学反应

仪中，在一定功率和温度下，水解一定时间）→灭酶→过滤→
离心分离→测定α－氨基氮含量

１．２．２　复合酶法试验方法

（１）单因素试验设计方案：每 个 酶 催 化 反 应 体 系 都 有 一

个最合适的 底 物 浓 度、初 始ｐＨ、酶 用 量、温 度 和 水 解 时 间。

本试验以草菇为底 物，按 一 定 的 料 液 比，探 讨 其 它 各 个 因 素

对酶水解效果的影响，以 游 离α－氨 基 氮 含 量 为 考 察 指 标，分

别确定木瓜蛋白酶、菠 萝 蛋 白 酶、食 用 菌 水 解 酶１号 和 食 用

菌水解酶２号的最 佳 酶 解 条 件。① 初 始ｐＨ值 对 水 解 效 果

的影响：料液比为１∶８（ｍ∶Ｖ），加酶量为０．２％（ｍ∶ｍ），水

解温度为５０℃，水 解 时 间 为１２０ｍｉｎ，初 始ｐＨ值 分 别 调 为

４．０，４．５，５．０，５．５，６．０。② 酶 用 量 对 水 解 效 果 的 影 响：初 始

ｐＨ值为５．０，料液比为１∶８（ｍ∶Ｖ），水 解 温 度 为５０℃，水

解 时 间 为 １２０ ｍｉｎ，加 酶 量 分 别 为 ０．１％，０．２％，０．３％，

０．４％，０．５％（ｍ∶ｍ）。③ 水 解 温 度 对 水 解 效 果 的 影 响：初

始ｐＨ值为５．０，料液比为１∶８（ｍ∶Ｖ），加 酶 量 为０．２％（ｍ

∶ｍ），水 解 时 间 为１２０ｍｉｎ，水 解 温 度 分 别 为３０，４０，５０，６０，

７０℃。④ 水解时间对 水 解 效 果 的 影 响：初 始ｐＨ值 为５．０，

料液比为１∶８（ｍ∶Ｖ），加 酶 量 为０．２％（ｍ∶ｍ），水 解 温 度

为５０℃，水解时间分别为６０，９０，１２０，１５０，１８０ｍｉｎ。

（２）正交试验 设 计 方 案：在 单 因 素 试 验 的 基 础 上，以 水

解液中α－氨 基 氮 含 量 为 指 标，同 时 考 虑 酶 用 量、水 解 初 始

ｐＨ、水解时间和水解温度的影响，选用Ｌ９（３４）正交表进行试

验，优化提取工艺。

１．２．３　微波辅助复合酶法试验方法

（１）单因素试验设计方案：为 进 一 步 破 坏 草 菇 酶 解 液 中

存在的蛋白质与纤维素等不溶性物质的紧密结构，提高蛋白

质的提取得 率，将 在 酶 解 最 佳 工 艺 条 件 下 得 到 的 草 菇 处 理

液，放入微波化学反应仪中，考察微波功率、温度和时间对处

理液中α－氨基氮含量的影响。① 微波功 率 对 水 解 效 果 的 影

响：微波时间为１０ｍｉｎ，温度 为６０℃，功 率 分 别 为６００，７００，

８００，９００，１　０００Ｗ。② 温度对水 解 效 果 的 影 响：微 波 时 间 为

１０ｍｉｎ，功 率 为６００Ｗ，温 度 分 别 为４０，５０，６０，７０，８０℃。

③ 时间对水解 效 果 的 影 响：微 波 温 度 为６０℃，功 率 为６００

Ｗ，时间分别为５，１０，１５，２０，２５ｍｉｎ。

（２）正交试验 设 计 方 案：在 单 因 素 试 验 的 基 础 上，以 水

解液中α－氨基氮含量 为 指 标，同 时 考 虑 微 波 功 率、温 度 和 时

间的影响，选用Ｌ９（３４）正交表进行试验，优化提取工艺。

１．２．４　α－氨基氮测定　采 用 茚 三 酮 法［８］。先 配 制 甘 氨 酸 标

准储备液（１．０７２ｇ／Ｌ），再 用 甘 氨 酸 标 准 储 备 液 配 制 浓 度 分

别为０．００，２．００，４．００，８．００，１２．００，１６．００，２０．００μｇ／ｍＬ的

α－氨基氮标准系列溶液。分别取α－氨基氮标准溶液２．００ｍＬ

于试管中，分别加入显色剂１ｍＬ，并分 别 放 一 粒 玻 璃 球 于 试

管口上，将试管放入沸水中，准确加热１６ｍｉｎ，在（２０±０．１）℃

水浴中冷却２０ｍｉｎ。再 各 加 入 稀 释 溶 液５ｍＬ，充 分 摇 匀。

用空白试管调节仪器 零 点，于 波 长５７０ｎｍ下，测 量 吸 光 度，

绘制α－氨基氮标准曲线，计算回归方程和线性相关系数。样

品的测定方法与标准液的一致，平行做３份。

以α－氨 基 氮 质 量 浓 度 为 横 坐 标，吸 光 度 为 纵 坐 标，绘 制

标准曲 线，结 果 见 图１。由 图１可 知，在 试 验 范 围 内，α－氨 基

氮浓度与吸光值之间呈良好的线性关系，其线性方程为：ｙ＝

０．０３３ｘ。
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图１　α－氨基氮标准曲线

Ｆｉｇｕｒｅ　１　Ｔｈｅ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｃｕｒｖｅ　ｏｆα－Ａｍｉｎｏ

２　结果与讨论

２．１　复合酶法最佳工艺条件的优化

２．１．１　酶制剂对草菇水解效果的影响　由表１可知：４种酶

水解 产 物 的α－氨 基 氮 含 量 不 同，以 食 用 菌 水 解 酶１号 为 最

高，其中木瓜蛋白酶、菠萝蛋白酶、食用菌水解酶２号主要成

分均为蛋白酶，仅有 食 用 菌 水 解 酶１号 是 以 纤 维 素 酶 为 主。

草菇的子实体由菌盖、菌柄、菌托组成，其中蛋白质与纤维素

结合紧密，由于纤维 素 酶 可 将 纤 维 素 部 分 降 解 为 葡 萄 糖，并

有破坏菇体细胞壁的作用，可促进细胞内物质（蛋白质、多糖

类、脂肪等）的溶出，因此添加纤维素酶可明显提高草菇的固

形物溶出率和蛋白 溶 出 率，对 蛋 白 水 解 有 一 定 的 促 进 作 用。

由此可知，食用菌水 解 酶１号 的 水 解 率 较 高，宜 采 用 食 用 菌

水解酶１号和食用菌水解酶２号的复合酶系进行水解，以提

高草菇细胞壁的破碎率。
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表１　不同种类酶在最佳条件下水解草菇的结果

Ｔａｂｌｅ　１　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｈｙｄｒｏｌｙｚｉｎｇ　ｔｈｅ　Ｖｏｌｖａｒｉｅｌｌａ　ｖｏｌｖａｃｅａｉｎ　ｔｈｅ　ｏｐｔｉｍｕｍ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｐｒｏｃｅｓｓ

种类 初始ｐＨ 水解温度／℃ 水解时间／ｍｉｎ 酶质量浓度／％ α－氨基氮含量／（１０－２ｇ·ｇ－１）

木瓜蛋白酶 ５．０　 ５０　 １２０　 ０．３　 ０．０４０

菠萝蛋白酶 ５．０　 ５０　 １２０　 ０．３　 ０．０３５

食用菌水解酶１号 ５．５　 ５５　 １２０　 ０．２　 ０．０５４

食用菌水解酶２号 ５．５　 ６０　 １２０　 ０．２　 ０．０４５

２．１．２　复合酶法最佳工艺条件的确定　在单因素试验的基

础上，以水解液中游 离α－氨 基 酸 的 含 量 为 考 察 指 标，选 择 食

用菌水解酶１号的用量 为 草 菇 质 量 的０．２％，食 用 菌 水 解 酶

２号的用量分别为０．２％（１∶１）、０．４％（１∶２）和０．６％（１∶

３），同时又考 虑 了 水 解 初 始ｐＨ、水 解 时 间 和 水 解 温 度 的 影

响，选用Ｌ９（３４）正交表进行试验，所有试验均重复３次，数据

取平均值，正交试验因素水平表见表２，结果见表３。

表２　复合酶解正交试验因素水平表

Ｔａｂｌｅ　２　Ｆａｃｔｏｒｓ　ａｎｄ　ｌｅｖｅｌｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ　ｏｆ　ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ　ｅｎｚｙｍｅ

水平
Ａ复合酶比例

（ｍ∶ｍ）

Ｂ初始

ｐＨ

Ｃ时间／

ｍｉｎ

Ｄ温度／

℃

１　 １∶１　 ４．５　 ６０　 ５０

２　 １∶２　 ５．５　 １２０　 ５５

３　 １∶３　 ６．５　 １８０　 ６０

表３　复合酶解正交试验结果

Ｔａｂｌｅ　３　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

ｏｆ　ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ　ｅｎｚｙｍｅ

试验

号
Ａ　 Ｂ　 Ｃ　 Ｄ

α－氨基氮含量／

（１０－２ｇ·ｇ－１）

１　 １　 １　 １　 １　 ０．０５３

２　 １　 ２　 ２　 ２　 ０．０９７

３　 １　 ３　 ３　 ３　 ０．０６１

４　 ２　 １　 ２　 ３　 ０．０７８

５　 ２　 ２　 ３　 １　 ０．０９０

６　 ２　 ３　 １　 ２　 ０．０７０

７　 ３　 １　 ３　 ２　 ０．０７８

８　 ３　 ２　 １　 ３　 ０．０４５

９　 ３　 ３　 ２　 １　 ０．０６７

ｋ１


０．０７０　 ０．０７０　 ０．０５６　 ０．０７０

ｋ２ ０．０７９　 ０．０７７　 ０．０８０　 ０．０８１

ｋ３ ０．０６３　 ０．０６６　 ０．０７６　 ０．０６１

Ｒ　 ０．０１６　 ０．０１１　 ０．０２４　 ０．０２０

　　由表３可知，以α－氨 基 氮 作 为 考 察 指 标 时，各 因 素 影 响

的大小为Ｃ＞Ｄ＞Ａ＞Ｂ，即 水 解 时 间 对 草 菇 提 取 影 响 最 大，

初始ｐＨ对草菇提取的影响最 小。在 试 验 范 围 内，最 佳 提 取

工艺条件为Ｃ２Ｄ２Ａ２Ｂ２。

２．１．３　验证实 验　由 表３可 知，最 佳 组 合 方 案 为Ｃ２Ｄ２Ａ２

Ｂ２，而正交表中没有 该 组 合 方 案，为 了 进 一 步 考 察 酶 解 提 取

工艺条件的准确性，按 照 最 佳 组 合 方 案Ｃ２Ｄ２Ａ２Ｂ２进 行３次

重复实验，取平均值，在此最 佳 工 艺 条 件 下，α－氨 基 氮 的 含 量

为０．０９８　９ｇ／１００ｇ，比所 有 组 合 方 案 的 结 果 都 高，说 明 经 优

化后的组合方案Ｃ２Ｄ２Ａ２Ｂ２是准确的。

２．２　微波辅助复合酶法最佳工艺条件的优化

　　在单因素试验的基础上，以水解液中游离α－氨基酸的含

量为考察指标，同时考虑微波功率、时间和温度的影响，选用

Ｌ９（３４）正交表进 行 试 验，所 有 试 验 均 重 复３次，数 据 取 平 均

值，正交试验因素水平见表４，结果见表５。

由表５可 知，以α－氨 基 氮 作 为 考 察 指 标 时，各 因 素 影 响

的大小为Ａ＞Ｃ＞Ｂ，即微 波 功 率 对 草 菇 提 取 影 响 最 大，微 波

时间对草菇提取的影响最小。在试验范围内，最佳微波提取

工艺条件为Ａ２Ｃ３Ｂ２，与表５中试验号为５的方案相同，即微

波功率８００Ｗ，微波温度７０℃，微波时间１０ｍｉｎ。表５中试验

号为５的试验结果α－氨基氮含量最高，也验证了此因素水平

组合为最佳提取工艺，在此最佳工艺条件下，α－氨基氮含量为

０．１８１ｇ／１００ｇ，比复合酶法增加了８３．０％，提取率明显提高。

３　结论

（１）本 研 究 最 大 特 点 在 于 将 微 波 与 复 合 酶 共 同 作 用 应

用到草菇风味物质的提取中，提取率比只采用复合酶法提取

增加了８３．０％，表 明 微 波 提 取 破 壁 效 果 明 显，有 助 于 酶 解 氨

表４　微波辅助复合酶提取正交试验

Ｔａｂｌｅ　４　Ｆａｃｔｏｒｓ　ａｎｄ　ｌｅｖｅｌｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

ｏｆ　ｍｉｃｒｏｗａｖｅ－ａｓｓｉｓｔｅｄ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｕｎｄｅｒ

ｍｌｔｉ－ｅｎｚｙｍｅ　ｃｏｍｐｌｅｘ

水平 Ａ功率／Ｗ　 Ｂ时间／ｍｉｎ　 Ｃ温度／℃

１　 ７００　 ５　 ５０

２　 ８００　 １０　 ６０

３　 ９００　 １５　 ７０
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表５　微波辅助复合酶提取正交试验结果表

Ｔａｂｌｅ　５　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

试验号 Ａ　 Ｂ　 Ｃ 空列
α－氨基氮含量／

（１０－２ｇ·ｇ－１）

１　 １　 １　 １　 １　 ０．１０７

２　 １　 ２　 ２　 ２　 ０．１２１

３　 １　 ３　 ３　 ３　 ０．１３１

４　 ２　 １　 ２　 ３　 ０．１５８

５　 ２　 ２　 ３　 １　 ０．１８１

６　 ２　 ３　 １　 ２　 ０．１３７

７　 ３　 １　 ３　 ２　 ０．１２０

８　 ３　 ２　 １　 ３　 ０．１３２

９　 ３　 ３　 ２　 １　 ０．１２０

ｋ１


０．１２０　 ０．１２８　 ０．１２５　 ０．１３６

ｋ２ ０．１５９　 ０．１４５　 ０．１３３　 ０．１２６

ｋ３ ０．１２４　 ０．１２９　 ０．１４４　 ０．１４０

Ｒ　 ０．０３９　 ０．０１６　 ０．０１８　 ０．０１４

基酸、核酸风味物质的释放。

（２）采用正交 试 验 优 化 了 微 波 辅 助 复 合 酶 提 取 草 菇 风

味物质的最佳工艺条件：水解时间１２０ｍｉｎ，水解温度５５℃，

食用菌水解酶１号和食用菌水解酶２号的用量为１∶２（ｍ∶

ｍ），初始ｐＨ为５．５，微波功率８００Ｗ，微波温度７０℃，微波

时间１０ｍｉｎ。

（３）在今后的 试 验 需 要 进 一 步 研 究 草 菇 中 各 种 主 要 风

味物质如特有 的 芳 香 成 分 醇 类、酮 类 的 提 取 效 果 和 损 失 程

度。
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