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银耳菌糠黑色素微波辅助提取工艺

优化及其抗氧化活性
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摘要!以微波辅助碱溶酸沉法提取银耳菌糠的天然黑色素$

优化其分离纯化工艺$并对黑色素的光谱特征和抗氧化活性

进行研究"结果表明$微波辅助碱溶酸沉法提取银耳菌糠黑

色素最佳工艺为#料液比
"

(

%#

%

9

(

3b

&$提取碱液浓度

">*&3C6

(

b

$水解时间
$;

$微波处理时间
0#<

$该条件下黑色

素粗提物的色价为
"&0>0

$经纯化后色价达
!"0>#

"经红外光

谱分析$将银耳菌糠黑色素归为
!

$

%2

二羟基苯丙氨酸

%

E\XZ

&类的黑色素"其对
EXXU

自由基的半抑制浓度为

">*%3

9

(

3b

$

\

T

$

自由基的半抑制浓度为
">#W3

9

(

3b

"

关键词!银耳菌糠'黑色素'微波'分离纯化'光谱特性'抗氧

化活性
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黑色素!

(?64858<

#是目前已知生物色素中含量最多+分

布最广的一类色素(广泛存在于动植物和微生物中%

"T$

&

)它

由酚类和*或吲哚聚合物聚合而成(一般难溶于水+酸和有机

溶剂(易溶于碱溶液%

!

&

(具有抗氧化%

%T0

&

+抗癌%

*

&

+抗蛇!蝎+

蝙蝠#毒%

W

&

+抗病毒%

)T"#

&

+抗辐射%

""

&等作用(在医学+药学+日

用化工+食品及其它领域有很大的应用潜力)

随着银耳生产的产业化+工厂化的蓬勃发展(中国每年

产生的大量银耳菌糠不但得不到合理的利用(还造成环境污

染(同时也造成资源极大浪费%

"$

&

)

$#"%

年(中国银耳产量达

到
!)>&

万
I

(消费量也达到
!W

万
I

(每生产
"Q

9

的食用菌(大

约可产生
&Q

9

的菌糠%

"!

&

(因此如何正确处理和综合利用银

耳栽培废料有待于深入开发和研究)银耳栽培过程中存在

一种,伴生菌-香灰菌(当菌丝生长到一定阶段后会产生大量

黑色素)天然黑色素由于其来源的多样性和复杂性给提纯

带来一定困难%

"%

&

(而且因提纯方法不同黑色素性质也有所

"0"



不同)目前(仅有一篇专利报道%

"&

&银耳菌糠黑色素常规提

取+高温高压提取+超声辅助提取方法研究(但未见微波辅助

提纯研究以及对所提银耳菌糠黑色素性能分析的报道(其方

法存在提取时间长+溶剂耗量大+能源消耗高等不足)

微波辅助提取黑色素方法具有溶剂耗量较少+安全+污

染小+提取率高等优点%

"0T"*

&

)本试验拟通过单因素试验与

正交试验设计法对银耳菌糠黑色素微波辅助提取工艺进行

优化(并对黑色素进行初步纯化+结构鉴定和体外抗氧化活

性研究(以期为银耳菌糠功能活性的深入研究+增值利用和

产业化应用提供理论和技术支撑)

"
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材料与方法

">"

!

材料与仪器

">">"

!

材料与试剂

银耳菌糠"重庆黔江朵朵润尔营养食品股份有限公司(

于低温避光通风处保存备用$

溴化钾"色谱纯(成都西亚试剂有限公司$

邻二氮菲和连苯三酚"分析纯(成都市科龙化工试剂厂$

EXXU

!

$

(

$2

二苯基
2"2

苦基肼#"分析纯(上海华蓝化学科

技有限公司$

七水合硫酸亚铁+乙二胺四乙酸二钠"分析纯(国药集团

化学试剂有限公司)

">">$

!

主要仪器设备

紫外'可见光分光光度计"

B̀2$%&#

型(日本
[;534@:=

公司$

数显恒温水浴锅"

UU2%

型(金坛市富华仪器有限

公司$

真空冷冻干燥机"

RE2"

型(北京德天佑科技发展有限

公司$

傅里叶变换红外光谱仪"

[

L

?AIJ=3 .,

型(美国
X?JQ582

163?J

公司$

电子分析天平"

RZ$##%Z

型(上海恒平科学仪器有限

公司$

L

U

计"

XU[2!+

型(上海盛磁仪器有限公司$

微波快速制样系统"

([Z2SS

型(上海新仪公司)

">$

!

试验方法

">$>"

!

菌糠黑色素色价的测定
!

精确称取菌糠黑色素粗品

#>"###

9

(溶于
L

U W

的
D4\U

缓冲溶液中(并定容至

"##3b

(摇匀)从中吸取
&3b

黑色素溶液(用同样的缓冲

溶液定容至
"##3b

(在最大吸收波长
$#)83

下测定其吸光

度%

"W

&

)黑色素的色价值按式!

"

#计算"

=

"e

"A3

J

#

K

>

B

( !

"

#

式中"

=

"e

"A3

'''试液浓度为
"e

(用
"A3

比色皿(在最大吸收

波长处测得的色价$

#

'''吸光度$

B

'''样品质量(

9

$

>

'''测定吸光度时所吸取样品的稀释倍数)

">$>$

!

提取工艺单因素试验

!

"

#料液比对菌糠黑色素提取效果的影响"称取粉碎后

的菌糠
&>##

9

于烧杯中(用
"3C6

*

b

的氢氧化钠溶液分别按

料液比
"

(

"#

(

"

(

$#

(

"

(

!#

(

"

(

%#

(

"

(

&#

!

9

*

3b

#加入)

0#a

水浴浸提
$;

)微波功率
!$# _

(处理时间
0#<

)

%###J

*

358

离心
"#358

并过滤)滤液用
"3C6

*

b

盐酸调

L

U

为
$

使黑色素沉降(

%###J

*

358

离心
"&358

得沉淀%

")

&

)

沉淀用蒸馏水洗涤(放真空干燥箱
%#a

干燥)测定计算黑

色素色价)

!

$

#碱液浓度对菌糠黑色素提取效果的影响"称取粉碎

后的菌糠
&>##

9

于烧杯中(分别用
#>##

(

#>&#

(

">##

(

">&#

(

$>##3C6

*

b

的氢氧化钠溶液按料液比
"

(

%#

!

9

*

3b

#加入(

后续处理同
">$>$

!

"

#)

!

!

#水解时间对菌糠黑色素提取效果的影响"称取粉碎

后的菌糠
&>##

9

于烧杯中(按料液比
"

(

%#

!

9

*

3b

#加入

"3C6

*

b

的氢氧化钠溶液)分别于
0#a

水浴浸提
">#

(

">&

(

$>#

(

$>&

(

!>#;

(后续处理同
">$>$

!

"

#)

!

%

#微波处理时间对菌糠黑色素提取效果的影响"称取

粉碎后的菌糠
&>##

9

于烧杯中(按料液比
"

(

!#

!

9

*

3b

#加入

"3C6

*

b

的氢氧化钠溶液)

0#a

水浴浸提
$;

)于微波功率

!$#_

下(分别处理
#

(

!#

(

0#

(

)#

(

"$#<

)后续处理同
">$>$

!

"

#)

">$>!

!

正交试验
!

系统考查提取工艺参数对提取结果的影

响(根据单因素试验结果(选取因素的不同水平(以黑色素色

价为评价指标(采用
b

)

!

!

%

#正交进行正交试验确定最佳提取

工艺)

">$>%

!

银耳菌糠黑色素的纯化
!

参考文献%

"%

&和%

$#

&(并略

有修改)准确称取
&>#

9

黑色素粗提物(放入烧杯并加入

*3Cb

*

bU+6&#3b

(于
0#a

水浴处理
!;

后!用保鲜膜将烧

杯口密封(以解决溶剂减少可能会带来的影响#(

%###J

*

358

离心沉淀
"&358

(沉淀物用蒸馏水洗涤
!

次(溶于
L

UW>#

的

氢氧化钠溶液)加入
"

倍体积的氯仿异戊醇!

"

(

&

#混合(经

多次振荡后离心(收集上层液体(重复操作
!

次)用
"3C6

*

b

盐酸将所收集液体
L

U

调至
$>#

(同上离心(沉淀物依次用无

水乙醇+

)&e

浓度乙醇+

*&e

乙醇洗涤
!

次(再次同上离心收

集沉淀)沉淀物经蒸馏水洗涤
!

次(冷冻干燥(存于
T$#a

冰箱备用)

">$>&

!

银耳菌糠黑色素的光谱特征分析

!

"

#紫外'可见光谱扫描"称取少量纯化黑色素溶于

#>#"3C6

*

b

氢氧化钠溶液中(超声波辅助溶解(取波长
")#

#

&&#83

处进行紫外'可见光谱扫描%

$"

&

)

!

$

#傅里叶红外变换光谱扫描"采用溴化钾压片法)黑

色素和溴化钾按
"

(

$#

的质量比例混匀(研成细粉(压片)

在
&##

#

%###A3

T"范围内测定其红外吸收光谱%

$$

&

)

">$>0

!

银耳菌糠黑色素抗氧化活性研究

!

"

#

EXXU

自由基清除能力"根据文献%

$!

&(修改如下"

取一定浓度!

#>"

#

$>#3

9

*

3b

#的样品甲醇溶液
!3b

(加入

&3b0>!%j"&3C6

*

bEXXU

.乙醇溶液(混匀后在室温下

静置
!#358

(测定
&"*83

处的吸光值
#

)

EXXU

自由基清

除率按式!

$

#计算"

$0"

提取与活性
!

$#"0

年第
"$

期



P

J

#

#

O

#

"

#

#

K

"##e

( !

$

#

式中"

P

'''清除率(

e

$

#

#

'''空白在
&"*83

处的吸光度$

#

"

'''样品在
&"*83

处的吸光度)

!

$

#

\

T

$

自由基清除能力试验"根据文献%

$%

&)

">$>*

!

数据分析
!

每组试验在相同条件下平行
!

次(数据以

7

A

^

@

表示(

X

$

#>#&

为差异显著(

X

$

#>#"

为差异极显著)

$

!

结果与分析
$>"

!

银耳菌糠黑色素提取单因素试验结果

$>">"

!

料液比对银耳菌糠黑色素提取效果的影响
!

由图
"

可知(随着提取料液比增大(黑色素色价也随之升高(并在料

液比为
"

(

%#

!

9

*

3b

#时达到最大(这是因为随着提取溶剂使

用量的增大(银耳菌糠中黑色素完全被湿润(提取溶剂促使

黑色素溶解饱和)若提取溶剂量过大(将会产生过多的杂

质(影响下一步的酸沉(同时可能造成不必要的浪费)因此(

初步选定料液比
"

(

%#

!

9

*

3b

#)

不同的小写字母表示在
#>#&

水平上差异显著!

(c!

#

图
"

!

料液比对黑色素提取的影响

R5

9

=J?"

!

1HH?AICH<C65@

(

65

7

=5@J4I5CC83?64858?NIJ4AI5C8

$>">$

!

碱液浓度对银耳菌糠黑色素提取效果的影响
!

由图
$

可知(随着提取溶剂碱液的增加(黑色素色价增加到一定值

后增速缓慢(在
">&3C6

*

b

达到最大(但考虑到黑色素因提

取碱液浓度增大继而溶出杂质越多(甚至引发黑色素与别的

物质反应(同时碱液浓度过大不利于下一步的酸沉和纯化(

因此(初步选定碱液浓度为
">&3C6

*

b

)

不同的小写字母表示在
#>#&

水平上差异显著!

(c!

#

图
$

!

碱液浓度对黑色素提取的影响

R5

9

=J?$

!

1HH?AICH46Q465<C6=I5C8AC8A?8IJ4I5C8C8

3?64858?NIJ4AI5C8

$>">!

!

水解时间对银耳菌糠黑色素提取效果的影响
!

由图
!

可知(随着水解时间的延长(黑色素色价逐渐增大(水解时间

为
$>&;

时黑色素色价达到最高(但水解时间
$>#

#

$>&;

黑

色素色价变化不明显(随之黑色素色价值降低(可能在水解

过程中改变了黑色素的化学结构%

$&

&

(导致黑色素色价值下

降)虽然水解时间
$>#

#

$>&;

时黑色素色价值差异不显著(

但也存在缓慢的增长趋势(因此(初步选定水解时间为
$>&;

)

不同的小写字母表示在
#>#&

水平上差异显著!

(c!

#

图
!

!

水解时间对黑色素提取的影响

R5

9

=J?!

!

1HH?AICH;

M

@JC6

M

<5<I53?C83?64858?NIJ4AI5C8

$>">%

!

微波处理时间对银耳菌糠黑色素提取效果的影响

由图
%

可知(随着微波处理时间的增加(黑色素色价呈

现先增大后减小的趋势(在
0#<

时达到最大(并随着微波处

理时间的延长(黑色素色价呈现明显的降低趋势)这可能是

较长时间的微波处理导致温度升高(破坏了黑色素成分)因

此(初步选定微波处理时间为
0#<

)

不同的小写字母表示在
#>#&

水平上差异显著!

(c!

#

图
%

!

微波处理时间对黑色素提取的影响

R5

9

=J?%

!

1HH?AICH35AJCK4O?IJ?4I3?8II53?C8

3?64858?NIJ4AI5C8

$>$

!

银耳菌糠黑色素提取工艺优化的正交试验

根据单因素试验的结果(选取影响黑色素提取效果的因

素水平做正交试验(并对结果进行极差分析(以确定最佳的

提取条件)采用
b

)

!

!

%

#正交表(以料液比+碱液浓度+水解时

间+微波处理时间作为
%

个考察因素(选取
!

个水平!见表
"

#

进行试验)按表
"

的正交因子水平设计
b

)

!

!

%

#正交试验(结

果见表
$

)由表
$

可知(各因素对银耳菌糠黑色素提取效果

的影响程度顺序为"碱液浓度
)

料液比
)

水解时间
)

微波处

理时间(最优的因素水平组合为
Z

!

^

!

+

!

E

$

)为了确定正交

试验最佳组合的再现性(进行最佳组合的平行验证实验(即

!0"

第
!$

卷第
"$

期 师
!

萱等"银耳菌糠黑色素微波辅助提取工艺优化及其抗氧化活性
!



表
"

!

正交试验因素水平表

G4P6?"

!

E?<5

9

8CHCJI;C

9

C846H4AICJ<48@6?O?6<

水平
Z

料液比

!

9

*

3b

#

^

碱液浓度*

!

3C6

.

b

T"

#

+

水解时

间*
;

E

微波处理

时间*
<

" "

(

!& ">$& $># !#

$ "

(

%# ">&# $>& 0#

! "

(

%& ">*& !># )#

表
$

!

b

)

$

!

%

%正交试验结果

G4P6?$

!

\

L

I535:4I5C8I?<IJ?<=6I<CHb

)

$

!

%

%

试验号
Z ^ + E

色价

" " " " " "!!>0

$ " $ $ $ "%#>W

! " ! ! ! "%W>#

% $ " $ ! "%#>W

& $ $ ! " "%)>$

0 $ ! " $ "&0>0

* ! " ! $ "%&>0

W ! $ " ! "&">$

) ! ! $ " "&!>%

R

"

%$$>% %$#># %%">% %!0>$

''''''''''''''''''''''

R

$

%%0>0 %%">$ %!&># %%!>#

R

!

%&#>$ %&W># %%$>W %%#>#

P $*>W !W># *>W 0>W

料液比
"

(

%&

!

9

*

3b

#(氢氧化钠浓度
">*&3C6

*

b

(水解时间

!;

(微波处理时间
0#<

(此条件下黑色素的平均色价为

"&!>&

)与正交试验
0

号测得的黑色素色价的组合
"&0>0

相

比(最佳的提取条件所得黑色素的色价较低)这说明在优化

的同等试验条件下料液比过大和水解时间过长时(反而影响

银耳菌糠中提取效果(致使黑色素的色价值更低(可能是因

为用碱液作溶剂提取黑色素的过程其实也是一个化学过程(

当碱液浓度和水解时间适宜时(可以获得较多黑色素(但当

碱液浓度过大和水解时间过长时(可能会出现更多的杂质或

者引发黑色素与别的物质反应(与陈松等%

$0

&试验结论相一

致(同时与单因素试验结论相吻合)因此(银耳菌糠黑色素

最好的提取条件为料液比
"

(

%#

!

9

*

3b

#(氢氧化钠浓度

">*&3C6

*

b

(水解时间
$;

(微波处理时间
0#<

)

$>!

!

银耳菌糠黑色素纯化及其结构分析

$>!>"

!

黑色素纯化
!

经分离纯化后的黑色素呈深黑色(无定

形粉末(带有金属光泽)纯化后黑色素的色价为
!"0>#

(是纯

化前的
$##e

(表明纯化后黑色素的色价有了很大提高)

$>!>$

!

黑色素的紫外'可见光谱特征
!

由图
&

可知(黑色素

在紫外光区有着较强的吸收(

$)#

#

$)&83

范围内有最大特

征吸收峰)从最大吸收峰位置开始(随着波长的逐渐增大(

吸光度呈下降趋势(是典型的黑色素紫外吸收图像(与
X

(485O4<4

9

48

等%

$*

&报道的黑色素紫外扫描图是一致的)

$>!>!

!

黑色素的红外光谱特征
!

黑色素是一种生物大分子

物质(其红外光谱是由多种官能团振动所形成的宽而强吸收

峰(相对缺乏官能团特征性)由图
0

可知(银耳菌糠黑色素

图
&

!

黑色素的紫外)可见光谱图

R5

9

=J?&

!

B̀<

L

?AIJ=3CH3?64858<

图
0

!

黑色素红外扫描图谱

R5

9

=J?0

!

S8HJ4J?@<

L

?AIJ=3CH3?64858<

在
"0"*>)#

(

"&"%>!)A3

T"附近有较强的吸收峰(是由芳环

骨架振动引起(在
W0#

#

0&#A3

T"范围内的吸收带变弱(是由

于芳环被取代并形成共扼体系(芳氢随之相对减少$在

!$&#>00A3

T" 附近存在较宽较强共扼吸收峰(可能是'

\U

和'

DU

之间的氢键连接及基团伸缩振动引起(说明分子中

含有 羟 基 !'

\U

#和 氨 基 !'

DU

#结 构$在
" 0&#

#

"*"#A3

T"的较强吸收峰(说明分子中有羧基!'

+\\

#结

构(

!%##A3

T"处的强吸收峰(与大量的芳环基团!

+

$

\

(

+

$

+

#的振动有关(说明羧酸根!'

+\\U

#官能团的存

在%

")

(

$W

&

)从红外谱图类似性的官能团初步推断银耳菌糠黑

色素归为
!

(

%2

二羟基苯丙氨酸!

E\XZ

#类的黑色素)

$>%

!

黑色素抗氧化活性分析

$>%>"

!

EXXU

自由基的清除能力
!

由图
*

可知(提纯的黑色

素对
EXXU

自由基的清除能力随浓度升高而增强(黑色素浓

度与
EXXU

自由基清除率的线性回归方程为"

D

c$!>W%Ad

W>%$%

(

>

$

c#>))*

(通过计算(得出该黑色素对
EXXU

自由基

的半抑制浓度!

-E

&#

#为
">*%3

9

*

3b

)

$>%>$

!

\

T

$

自由基清除能力
!

由图
W

可知(提纯的黑色素对

\

T

$

自由基的清除能力随浓度升高而增强(黑色素浓度与
\

T

$

自由基体系清除率的线性回归方程为"

D

c%$>&%Ad%>$#%

(

>

$

c#>))W

(通过计算(得出该黑色素对
\

T

$

自由基的半抑制

浓度为
">#W3

9

*

3b

)

!!

上述抗氧化活性试验表明"当银耳菌糠黑色素浓度为

#>&3

9

*

3b

时(

EXXU

自由基清除率为
$">#%e

(低于吴晨霞

等%

$)

&报道木耳黑色素同浓度时对
EXXU

自由基清除率为

)%e

$当银耳菌糠黑色素浓度为
!3

9

*

3b

时(

EXXU

清除率

为
W#>#%e

(高于郑淑英等%

!#

&报道乌饭树叶黑色素浓度为

%0"

提取与活性
!

$#"0

年第
"$

期



不同的小写字母表示在
#>#&

水平上差异显著!

(c!

#

图
*

!

黑色素对
EXXU

自由基的清除能力

R5

9

=J?*

!

G;?<A4O?8

9

58

9

A4

L

4A5I

M

CH3?64858<C8

EXXUJ4@5A46

不同的小写字母表示在
#>#&

水平上差异显著!

(c!

#

图
W

!

黑色素对
\

T

$

自由基的清除能力

R5

9

=J?W

!

G;?<A4O?8

9

58

9

A4

L

4A5I

M

CH3?64858<

C8

-

\

T

$

J4@5A46

&3

9

*

3b

时对
EXXU

清除率为
!W>$%e

$当银耳菌糠黑色素

浓度为
">#3

9

*

3b

时(

\

T

$

自由基清除率为
%0>!!e

(低于邹

宇%

!"

&报道黑木耳黑色素同浓度时对
\

T

$

自由基清除率为

W#e

)通过抗氧化数据比较分析(说明银耳菌糠黑色素具有

抗氧化活性(但其抗氧化活性偏低(这与银耳的伴生菌'''

香灰菌有关(银耳栽培初期香灰菌生长旺盛产生较多黑色

素(但随着银耳栽培时间延长黑色素易遇光热较不稳定(所

以(导致银耳菌糠所提的黑色素抗氧化活性偏低)

!

!

结论
本研究采用单因素与正交试验对银耳菌糠黑色素微波

辅助碱溶酸沉法的提取工艺参数进行了优化(其最佳提取工

艺条件为料液比
"

(

%#

!

9

*

3b

#+提取碱液浓度
">*&3C6

*

b

+

水解时间
$;

和微波处理时间
0#<

(在此条件下所得黑色素

粗提物的色价为
"&0>0

(纯化后的黑色素色价达到
!"0>#

)本

研究证实了此方法有助于银耳菌糠黑色素提取纯化(新增有

效提取银耳菌糠黑色素的方法(具有提取时间较短+能耗较

低+溶剂消耗较低等优点(在提取过程中也同样表现出黑色

素的不稳定性(易改变黑色素的结构(从而影响黑色素的提

取效果(同时(银耳菌糠因培养基不同而不同(黑色素的提取

工艺研究工作需更深入+更细致)

本研究初步将银耳菌糠黑色素归为
!

(

%2

二羟基苯丙氨

酸!

E\XZ

#类的黑色素(具有一般吲哚黑色素的典型光谱性

质(

EXXU

自由基的半抑制浓度为
">*%3

9

*

3b

(

\

T

$

自由基

的半抑制浓度为
">#W3

9

*

3b

(具有一定的抗氧化活性)银

耳菌糠黑色素的抗氧化活性因与银耳的栽培过程有关(造成

所得黑色素的抗氧化能力不高(若充分利用其抗氧化活性(

应在银耳栽培
!

茬后及时进行二次生物质资源的有效利用)

今后研究中应加强银耳菌糠黑色素生物安全性研究(以便拓

展银耳菌糠黑色素的应用领域)
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+辣椒籽乙醇提取物浓度为
#>"$e

时抗氧化效果最好(

XR

值分别达到
">%&

(

$>"%

(

">$!

)但由于各浓度辣椒籽提取

物之间的抗氧化效果差距不大(从抗氧化系数角度(以

#>#$e

浓度乙醇提取物的抗氧化效果接近
#>#$e ÛZ

的

!#e

)从添加方式来看(直接添加辣椒籽或辣椒籽粉能够达

到抗氧化目的(且辣椒籽粉的添加效果要明显强于辣椒籽

粒(可见(辣椒籽中的活性物质的释放会随着粒度的减小而

增加)但在生产上(辣椒籽或辣椒籽粉的去除较为困难(且

用量较大(造成浪费(相比之下添加低浓度提取物的方式最

为可取)

虽然与人工抗氧化剂
ÛZ

相比较仍具有一定差距(但

辣椒籽成本低廉(对食品具有增香作用(天然安全性(足具开

发潜力)本研究结果可为辣椒籽的进一步开发与研究提供

理论依据)
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