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摘要!以印度块菌为原料"运用复合酶法提取块菌多糖#采

用单因素和均匀试验设计方法"考察酶配比$酶解时间$酶解

温度$酶用量$料液比$

>

?

值
'

个因素对块菌多糖得率的影

响#按照
d

"8

'
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%

(进行试验"考察各因素及其交互作用对块

菌多糖得率的影响"预测和验证最佳工艺参数#结果表明%

块菌多糖提取的最佳工艺条件为中性蛋白酶与纤维素酶
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($酶解时间
9%*,1

$酶解温度
9"X

$酶用量
!5'C
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料液比
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($酶解
>

?

值
95%

"多糖得率可达

"95#8C

"含量可达
$#5&'C

#经验证"该工艺稳定可行"适用

于块菌多糖的提取#

关键词!块菌&多糖&复合酶法
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块菌!

RG0MM-H.

#又名松露(无娘果等$属于块菌科!

R0)

KHG+6H+HV0*7G=

#块菌属!

E./7: @,6/H-,

#%块菌中富含氨基

酸(蛋白质(维生素(雄烷醇(微量元素等生理活性成分$具有

提高机体免疫力(抗肿瘤等保健功效$是典型的药食同源真

菌)
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%中国商业块菌品种包括印度块菌!

EP)%S)I.;

#(夏

块菌!

EP073=)<.;

#等$主要产自西南山区的四川和云

南)
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%研究)

$W&

*表明$块菌的很多生物学功效都与其多糖

密切相关%

目前$常用的多糖提取方法主要有热水浸提法(微波辅

助法(超声波辅助法(酶法等)
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*

%利用不同方法制备多糖的

得率(糖含量(单糖组分等大不相同)

""

*

%其中$热水浸提法

耗时长(提取效率低$且液体量太大不宜处理+微波和超声波

辅助提取$不仅会影响多糖空间微结构$也容易导致多糖化

学键断裂和相对分子质量降低$从而对多糖的抗氧化等生物

学活性造成影响)
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%目前$利用生物酶提取多糖的方法

已经得到广泛应用$此法具有成本低和使用方便的优点)
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$

与超声波和微波辅助提取方法在大规模生产时的局限性相

比$其反应条件温和$对多糖结构的破坏较少$对设备和工艺

的要求也较低%此前已有酶解提取块菌多糖的研究$但均采

用单一酶法辅助提取)
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%

由于不同的酶作用位点不同$复合酶解作用效率更

高)

"$

*

%通常多糖被包裹在植物细胞壁内$纤维素酶能破坏

细胞壁$使多糖易于从胞内释放%蛋白酶对细胞中游离的蛋

白质具有分解作用$并水解糖蛋白和蛋白聚糖中游离的蛋白

质$有利于多糖的浸出%本研究选用中性蛋白酶和纤维素酶

辅助提取块菌多糖$并采用均匀试验设计法优选复合酶解工

艺$以期获得高效温和的提取条件$避免超声波或微波对多

糖结构与活性的影响$为块菌多糖结构和功能的进一步研究

提供物质基础%
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材料与方法
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单因素试验设计
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#酶配比对块菌多糖得率的影响"设定酶用量为
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值对块菌多糖得率的影响"设定酶配比
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均匀设计试验
!

根据单因素试验结果$按照
d
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#

进行均匀设计试验$得出块菌多糖的最佳复合酶解工艺%
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块菌多糖含量的测定
!

采用硫酸
)

苯酚法)
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#葡萄糖标准曲线的绘制"以标准葡萄糖溶液浓度

!
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#为横坐标$吸光度值
U

为纵坐标$绘制标准曲线$

得到回归方程为
# '̀594#$*a854&"$
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#块菌多糖含量的计算"
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式中"
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&&&稀释倍数+
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块菌多糖得率的计算
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试验统计与分析
!

运用
VFE&5#8

软件对均匀试验结

果进行分析处理%

4

!

结果与分析
45"

!

单因素试验结果
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酶配比对多糖得率的影响
!

由图
"

可知$块菌多糖得

率随中性蛋白酶与纤维素酶配比的逐渐增大先升高$在
"

#

9

!

2

'

2

#时达到最高$之后呈现下降趋势%纤维素酶能有效地

分解或破坏细胞壁$中性蛋白酶能有效酶解与多糖结合在一

起的蛋白质$从而更有利于多糖的提取)
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%故提取块菌多

糖的最适酶配比为
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酶解时间对多糖得率的影响
!

由图
4

可知$随着酶解

时间的延长$多糖得率提高$在
'#*,1

处达到最大$之后再

延长时间$多糖得率下降%酶解时间太短$底物不能被充分

图
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酶配比对多糖得率的影响
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图
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酶解时间对多糖得率的影响
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酶解+时间太长$高温使得被提取出来的多糖分解$或者高温

导致多糖结构发生变化$从而使多糖得率降低%提取块菌多

糖的最佳酶解时间为
'#*,1

%

45"5!
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酶解温度对多糖得率的影响
!

由图
!

可知$块菌多糖

的得率随着温度的升高先增加$在
##X

处达到最大$之后呈

下降的趋势%因温度较低时$达到反应所需的活化能较困

难$因而反应速度较慢$多糖的得率也较低+当温度较高时$

酶活性丧失$反应速率减慢$多糖得率也低%故提取块菌多

糖的最合适酶解温度为
##X

%
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酶用量对多糖得率的影响
!

由图
9

可知$块菌多糖的

得率随酶用量的增加先增加$在
45#C

处达到最大$之后多糖

得率减少%因酶用量较低时$

4

种酶不能完全使结合在一起

的多糖和蛋白质分开$因而多糖提取率较低+当酶用量较高

时$由于酶分子已经达到饱和$一部分酶分子不能与底物结

合$底物被水解的速率下降$多糖得率减少%故提取块菌多

图
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酶解温度对多糖得率的影响
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酶用量对多糖得率的影响
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糖的最适酶用量为
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?

值对多糖得率的影响
!

由图
#

可知$

>

?

值从
95#

增加至
'58

块菌多糖的得率随之增加$当
>

?

值为
'58

时块

菌多糖的得率达到最高$之后开始降低%因
>

?

较低时$中

性蛋白酶的活性受到抑制+同样当
>

?

"

'58

时$纤维素酶的

活性受到抑制%故提取块菌多糖的最适
>

?

值为
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%

图
#

!>

?

值对多糖得率的影响

[,

2

0GH#

!

(MMH6=7M

>

?71

>

7-

L

.+66/+G,JH

L

,H-J

45"5'

!

料液比对多糖得率的影响
!

由图
'

可知$块菌多糖的

得率随料液比的增加呈先上升的趋势$在
"
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#处

达到最大值$随后开始下降%可能是当料液比较小时$短时

间内多糖的浸出受到抑制$所以得率较低+而料液比较大时$

水分的增加使酶的浓度降低$多糖得率也会降低)
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%故提取

块菌多糖的最合适料液比为
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均匀试验

4545"

!

均匀设计
!

根据单因素试验结果$选择酶配比(酶解

时间(酶解温度(酶用量(

>

?

值和料液比
'

个因素的较优水

平!见表
"

#$按照
d

"8

!
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%

#设计进行均匀试验%

45454

!

均匀试验结果与分析
!

按照优化之后的数据点$每次

提取块菌干粉
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2

$根据选定的均匀设计表$得出试验结果

见表
4

%运用
VFE&5#8

软件进行二次多项式回归分析得到

回归方程为"
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对建立的模型进行检验可知$
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型与实际试验拟合度高$能很好地拟合复合酶法提取块菌多

糖的工艺条件$方程有意义%

对相关系数进行检验$结果见表
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线性关系$而是存在较大的交互作用%如果只用单因素法很

难得到较优方案$均匀设计是很好的寻优方法%从
F

值的

表
!

!

相关系数及检验结果

R+K-H!

!

D7GGH-+=,7167HMM,6,H1=+1J=H.=GH.0-=

相关因素 偏相关系数
=

值
F

值

G

!

L

$

f

"

#

"588!& &8599!$ 85888"

G

!

L

$

f

4

9

#

85&%$8 %58$&% 858"%8

G

!

L

$

f

"

f

!

#

W"58!#! 985$""9 85888$

G

!

L

$

f

"

f

#

#

W"58!9$ '"5"""% 85888!

G

!

L

$

f

!

f

9

#

W"58889 "$5%9%% 8588!$

G

!

L

$

f

!

f

#

#

"588!' #!5"'&' 858889

G

!

L

$

f

9

f

#

#

"58'!' 4&5$!9$ 8588"!

大小可知$对块菌多糖得率影响的大小顺序为
f

"

"

f

"

f

#

"

f

!

f

#

"

f

"

f

!

"

f

9

f

#

"

f

!

f

9

"

f

4

9

%

!!

同时$用
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软件进行分析得到复合酶法提取块菌多
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最佳工艺的确定及验证
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*研究相比$该块菌多糖提取温度更低$时间更短$

耗能更少$提取效率更高%
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不同提取方法的比较
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