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秀珍菇鲜味菇液酶解制备工艺优化
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摘要!以秀珍菇等
9

种干燥食用菌为原料"研究了不同酶

解条件对制备秀珍菇鲜味菇液的影响"并采用响应面方

法优化酶解工艺$结果表明%酶解法制取秀珍菇鲜味菇

液最优条件为蛋白酶酶解温度
9'j

&蛋白酶
B

T#7$&

&纤

维素酶量
&7"&Q

"该条件下水解度为
"!7%"&Q

$

关键词!秀珍菇)酶解)氨基酸)水解度
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食用菌含有丰富的氨基酸等呈味物质&鲜味独特&因

此调味料开发是其深加工的重要方向'国内外采用食用

菌提取物提味增鲜&但工艺简单&食用菌来源单一)

"

*

'秀

珍菇脂肪含量较低&蛋白质含量丰富&氨基酸种类齐全&

其中必需氨基酸含量在
$%Q

以上)

'W$

*

&还含有活性多糖+

黄酮等成分)

9W6

*

'但关于酶解法提取秀珍菇有效成分的

工艺研究较少&陈雅平等)

#

*以氨基酸利用率为主要评价

指标酶解秀珍菇&通过单因素试验和正交试验&最佳酶解

条件为复合风味酶用量
&7%Q

&酶解时间
"'&-/3

&酶解温

度
%&j

&

B

T

值
!7%

&秀珍菇氨基酸利用率为
'#7*Q

$李佳

佳等)

!

*以秀珍菇干粉为原料&利用生物酶解和美拉德反

应技术制备具有菌菇特征风味的调味核心基料&以还原

糖含量和挥发性风味物质为指标&确定纤维素酶和中性

蛋白酶的最佳酶解条件&在此条件下制备的秀珍菇酶解

液水解度为
"$7#%Q

'利用秀珍菇与其他菌类复配的食

用菌调味菇液的研究则未见报道&国外研究主要集中在

秀珍菇的主要功能及相关生物活性+营养成分的鉴定分

离纯化及开发等方面)

!W*

*

$而国内研究则主要集中在生

物学特性+褐变保鲜+功能成分提取及活性等方面)

"&W""

*

'

海鲜菇是一种药食两用的珍稀菌)

"'W"$

*

&氨基酸含量

丰富&含有对人体有益的黄酮和酚类等营养成分&具有抗

%&!
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期
"
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炎症+抗氧化等功能)

"9W"6

*

'香菇营养丰富&含有如多糖+

香菇嘌呤+氨基酸等多种有效成分&香菇多糖的抗病毒&

抗肿瘤以及调节免疫功能突出)

"#

*

'灰树花味道鲜美&营

养丰富&抗肿瘤多糖+多酚+酮类和甾类的含量可观&具有

抗肿瘤+免疫调节+平衡营养成分等特殊药理作用)

"!W"*

*

'

为均衡营养+提高活性成分含量&协调不同食用菌的

功能&本试验拟以秀珍菇为主要原料&辅以海鲜菇+香菇

和灰树花
$

种食用菌&探索不同配比的食用菌在纤维素

酶和蛋白酶复配的酶解条件下&优化制取高氨基酸含量

的食用菌调味菇液的工艺条件&以期为秀珍菇等食用菌

综合开发利用提供参考'

"

!

材料与方法
"7"

!

材料与试剂

"7"7"

!

原料

秀珍菇+海鲜菇+香菇+灰树花"缙云县珍稀食用菌专

业合作社提供$

秀珍菇+海鲜菇+香菇+灰树花在
%&

"

#& j

下烘干

!2

+磨成粉末&装在封口袋中放置于阴凉干燥处保存'

"7"7'

!

试剂

抗坏血酸"生物试剂&纯度
'

*!Q

&广东省化学试剂

工程技术研究开发中心$

茚三酮"生物试剂&纯度
'

*!Q

&国药集团化学试剂

有限公司$

醋酸+正丙醇+正丁醇+乙二醇"分析纯&上海凌峰化

学试剂有限公司$

硫酸"分析纯&衢州巨化试剂有限公司'

"7'

!

仪器与设备

高速离心机"

AY"!)

型&长沙东旺实验仪器有限

公司$

高速多功能粉碎机"

UTX,6&&

型&浙江荣浩工贸有限

公司$

凯氏定氮仪"

GD)"%*

型&上海人和科学仪器有限

公司$

电热鼓风干燥箱"

Yai,*&#6:_+

型&上海博迅实业

有限公司医疗设备厂$

紫外可见分光光度计"

G[%%&&XF

型&上海元析仪器

有限公司'

"7$

!

方法

"7$7"

!

工艺流程

各食用菌按比例混合
+

加水溶解
+

调节
B

T

+

纤维

素酶酶解
92

+

调节
B

T

+

蛋白酶酶解
+

灭酶
+

离心
+

鲜

味菇液

"7$7'

!

食用菌蛋白质含量测定
!

凯氏定氮法'参照
Y_

(

A%&&*7%

%

'&&$

,食品中蛋白质的测定-&采用
[+\X

GD)"%*

自动定氮仪测定'

"7$7$

!

酶解工艺的优化

!

"

#食用菌配伍比例"取
$7$$$

5

!料液比
"

&

"%

5

(

-\

#

不同食用菌配伍比!见表
"

#食用菌干粉&加入
%&-\

去离

子水充分溶解&调节
B

T

至
%7&

&加入
&7&9Q

纤维素酶&摇

匀&于
%&j

水浴酶解
92

&调节
B

T

至
#7&

&加入
&7"Q

蛋白

酶&摇匀&再置于
%&j

水浴酶解
%2

'酶解结束后&水解

液在
"&&j

下加热灭酶
"&-/3

&

#&&&@

(

-/3

离心
"%-/3

&

取适量上清液
'&

倍稀释后备用'

表
"

!

食用菌配伍质量比例

A.E0;"

!

F8-

B

.?/E/0/?

Cb

>.0/?

C

@.?/88H;</E0;H>3

5

/

名称 秀珍菇 香菇 海鲜菇 灰树花

配方
" 9 9 "7& "7&

配方
' 9 $ '7& "7&

配方
$ 9 ' $7& "7&

配方
9 % $ "7% &7%

配方
% % $ "7& "7&

配方
6 % ' '7& "7&

配方
# 6 $ &7% &7%

配方
! 6 ' "7& "7&

配方
* 6 ' "7% &7%

!!

!

'

#料液比"取秀珍菇
&

香菇
&

海鲜菇
&

灰树花质量

比为
%

&

$

&

"

&

"

的食用菌干粉&以料液比
"

&

"&

&

"

&

"%

&

"

&

'&

&

"

&

'%

!

5

(

-\

#&按
"7$7'

!

"

#所示方法&考察料液比

对水解度的影响'

!

$

#蛋白酶酶解温度"取秀珍菇
&

香菇
&

海鲜菇
&

灰

树花质量比为
%

&

$

&

"

&

"

的食用菌干粉&按
"7$7'

!

"

#所

示方法&加入蛋白酶摇匀后&分别于
$&

&

$%

&

9&

&

9%

&

%&

&

%%j

的水浴酶解
%2

&考察蛋白酶酶解温度对水解度的

影响'

!

9

#蛋白酶酶解时间"取秀珍菇
&

香菇
&

海鲜菇
&

灰

树花质量比为
%

&

$

&

"

&

"

的食用菌干粉&按
"7$7'

!

"

#所

示方法&加入蛋白酶摇匀后&分别于
%&j

水浴酶解
&7%

&

"7&

&

$7&

&

%7&

&

#7&2

&考察蛋白酶酶解时间对水解度的

影响'

!

%

#纤维素酶酶解
B

T

值"取秀珍菇
&

香菇
&

海鲜

菇
&

灰树花质量比为
%

&

$

&

"

&

"

的食用菌干粉&分别调

节纤维素酶酶解
B

T

至
97&

&

97%

&

%7&

&

%7%

&

67&

&

67%

&

#7&

&按

"7$7'

!

"

#所示方法&考察纤维素酶酶解
B

T

值对水解度的

影响'

!

6

#蛋白酶酶解
B

T

值"取秀珍菇
&

香菇
&

海鲜菇
&

灰树花质量比为
%

&

$

&

"

&

"

的食用菌干粉&加入
%&-\

去离子水充分溶解&调节
B

T

至
%7&

&加入
&7&'"$

5

纤维

素酶&摇匀&于
%&j

水浴酶解
92

&分别调解
B

T

至
67&

&

67%

&

#7&

&

#7%

&

!7&

&加入
&7&%$$

5

蛋白酶&摇匀&于
%&j

水

浴酶解
%2

'随后加热灭酶并离心&取适量上清液
'&

倍

&&!

提取与活性
+iAUNFAOR= S NFAO[OAV

总第
'"'

期
"

'&"*

年
6

月
"



稀释后备用'

!

#

#纤维素酶添加量"取秀珍菇
&

香菇
&

海鲜菇
&

灰

树花质量比为
%

&

$

&

"

&

"

的食用菌干粉&按
"7$7'

!

"

#所

示方法&分别加入
&7&'Q

&

&7&9Q

&

&7"&Q

&

&7'&Q

&

&79&Q

纤维素酶&考察纤维素酶添加量对水解度的影响'

!

!

#蛋白酶添加量"取秀珍菇
&

香菇
&

海鲜菇
&

灰树

花质量比为
%

&

$

&

"

&

"

的食用菌干粉&按
"7$7'

!

"

#所示

方法&分别加入
&7&'Q

&

&7&9Q

&

&7"&Q

&

&7'&Q

&

&79&Q

蛋

白酶&摇匀&考察蛋白酶添加量对水解度的影响'

"7$79

!

测定项目及方法

!

"

#游离
"

,

氨基态氮测定"取待测液
"7&-\

&去离子

水
"-\

&水合茚三酮
$7&-\

!

&76

5

重结晶的茚三酮用

"%-\

正丙醇+

$&-\

正丁醇+

6&-\

乙二醇及
*-\

B

T

97%9

的醋酸盐缓冲液溶解#&

&7"Q

抗坏血酸溶液
&7"-\

&

混匀&封口'沸水浴加热
"%-/3

后冷却&加入
"97*-\

的

6&Q

乙醇溶液&摇匀&于
%#&3-

测定吸光度'

标准曲线的绘制"分别取
%

&

5

(

-\

精氨酸氨基酸标

准溶液
&7&

&

&7'

&

&79

&

&76

&

&7!

&

"7&-\

至
6

个
'%-\

容量

瓶中&分别加水补充至
'7&-\

&加水合茚三酮
$7&-\

&加

抗坏血酸溶液
&7"-\

!质量分数
&7"Q

#&混匀&封口&在沸

水浴中加热
"%-/3

&取出用冷水快速冷却至室温&定容&

摇匀&静置
"%-/3

&加入
"97*-\

的
6&Q

乙醇溶液&摇匀&

于
%#&3-

波长下&以空白试剂为参比测定各溶液吸光度

>

&以氨基酸质量浓度为横坐标&吸光度
>

为纵坐标&绘

制标准曲线'

!

'

#水解度的测定"水解度指游离
"

,

氨基态氮占总氮

的百分比&按式!

"

#计算"

8

O

F

"

F

'

P

"&&Q

& !

"

#

式中"

8

%%%水解度&

Q

$

F

"

%%%游离
"

,

氨基态氮质量&

5

$

F

'

%%%总氮质量&

5

'

'

!

结果与分析

'7"

!

食用菌蛋白质含量测定

由表
'

可知"秀珍菇蛋白质含量!

"*7*%!

5

(

"&&

5

#最

高&其次为灰树花!蛋白质含量约
"97"'!

5

(

"&&

5

#&再次

为海鲜菇!蛋白质含量为
"'7!%'

5

(

"&&

5

#&香菇蛋白质含

量最低!

"'7#"*

5

(

"&&

5

#'因此&选择以秀珍菇为主要原

料&配合香菇+海鲜菇和灰树花的食用菌干粉为研究

对象'

'7'

!

游离
"

,

氨基氮标准曲线的绘制

以精氨酸标准液质量为横坐标&吸光值为纵坐标&绘

制得到的标准曲线&回归方程为
4

m&7&$#$NW&7&&*$

&

相关系数为
2

'

m&7*!**

&结果如图
"

所示'

表
'

!

各菌菇的含氮量及蛋白质含量%干基&

A.E0;'

!

=/?@8

5

;3.3<

B

@8?;/3183?;3?8H</HH;@;3?

->42@88-4

5

)

"&&

5!!

菌菇 含氮量 蛋白质含量

秀珍菇
$7"*$ "*7*%!

香菇
!

'7&$% "'7#"*

海鲜菇
'7&%6 "'7!%'

灰树花
'7'6" "97"'!

图
"

!"

,

氨基氮标准曲线

P/

5

>@;"

!

(?.3<.@<1>@I;8H

"

,.-/383/?@8

5

;3

'7'

!

单因素最佳酶解条件确定

'7'7"

!

食用菌配伍比例对水解度的影响
!

蛋白质含量高

的菌菇&其组分含量越高&水解度就越大&秀珍菇的蛋白

质含量最大'由图
'

可以看出"随着秀珍菇组分含量的

升高&水解度增大&秀珍菇
&

香菇
&

海鲜菇
&

灰树花
m

67&

&

$7&

&

&7%

&

&7%

时&水解度达到最大值为
"67*!#Q

&

此时氨基酸占总氮含量的比重最大&说明在该条件下&酶

解产生的游离氨基酸含量最高'因此&确定该配比为最

佳配比'

图
'

!

组分比对水解度的影响

P/

5

>@;'

!

+HH;1?8H18-

B

83;3?@.?/8832

C

<@80

C

4/4<;

5

@;;

'7'7'

!

料液比对水解度的影响
!

由图
$

可知"当料液比

为
"

&

"%

!

5

(

-\

#时&水解度达到最大值为
"6796$Q

&此时

氨基酸占总氮含量的比重最大&说明在该条件下&酶解产

生的游离氨基酸含量最高'因此&确定该料液比为最佳'

'7'7$

!

蛋白酶酶解温度对水解度的影响
!

蛋白酶酶解温

度是影响蛋白酶活性的重要因素'如图
9

所示&在
$&

"

9&j

时水解度随着温度的升高而大幅增大&温度达到

'&!

"

[807$%

$

=876
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图
$

!

料液比对水解度的影响

P/
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2
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C
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图
9

!

蛋白酶酶解温度对水解度的影响

P/

5

>@;9

!

+HH;1?8H

B

@8?;.4;2

C

<@80

C

4/4?;-

B

;@.?>@;83

2

C

<@80

C

4/4<;

5

@;;

9&j

时样品蛋白质的水解度达到最大值
"#7*$*Q

&当温

度从
9&j

继续上升到
6&j

时水解度逐渐下降&酶解温

度对水解度的影响较大'因此&选定
9&j

为蛋白酶酶解

的最适温度&进入下一步试验'

'7'79

!

蛋白酶酶解时间对水解度的影响
!

由图
%

可知&

酶解
&7%

"

%7&2

时&随时间的延长&水解度逐渐增大&且在

$

"

%2

时增幅最大&酶解
%2

后增幅减缓'故后续试验选

择蛋白酶酶解时间为
%2

'

'7'7%

!

纤维素酶酶解
B

T

值对水解度的影响
!B

T

值可

影响底物和纤维素酶的稳定性'由图
6

可知"随着
B

T

的

增大&水解度逐渐增大&当
B

T

达到
%7%

时水解度达到最

图
%

!

蛋白酶酶解时间对水解度的影响

P/

5
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!
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B
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C
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C

4/4?/-;83

2

C
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图
6

!

纤维素酶酶解
B

T

值对水解度的影响

P/

5

>@;6

!

+HH;1?8H1;00>0.4;2

C

<@80

C

4/4

B

TI.0>;83

2

C

<@80

C

4/4<;

5

@;;

大值
"#79#&Q

&之后水解度呈现明显的下降趋势'因此&

选择纤维素酶酶解
B

T

为
%7%

为最佳'

'7'76

!

蛋白酶酶解
B

T

值对水解度的影响
!

由图
#

可知&

随着
B

T

的增大&水解度逐渐增大&当
B

T

达到
#7%

时水解

度达到最大值&之后水解度呈现明显的下降趋势'因此&

后续试验选择蛋白酶酶解
B

T

为
#7%

'

图
#

!

蛋白酶酶解
B

T

值对水解度的影响

P/

5

>@;#

!
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B
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C
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C

4/4

B
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2

C

<@80

C
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5
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'7'7#

!

纤维素酶添加量对水解度的影响
!

如图
!

所示&

当底物含量较高时&酶促反应速度与酶含量呈正比&纤维

素酶添加量在
&7&'Q

"

&7"&Q

时&水解度大幅增加&而在

&7"&Q

"

&79&Q

时水解度有减小的趋势&原因有两个"

#

当酶添加量达到
&7"Q

以后&水解产生的产物可能对酶

活有抑制作用$

$

大部分底物已被反应消耗'所以最适

图
!

!

纤维素酶添加量对水解度的影响
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纤维素酶添加量为
&7"&Q

'

'7'7!

!

蛋白酶添加量对水解度的影响
!

从图
*

可以看

出"当蛋白酶添加量从
&7&'Q

增加到
&7"&Q

时&酶促反应

速率大大增加&水解度大幅增加'当蛋白酶添加量从

&7"&Q

增加到
&79&Q

时&虽然酶促反应速率继续增大&但

底物物料有限&几乎被完全水解&所以水解度趋于平稳'

因此&选择
&7"&Q

为最适蛋白酶添加量'

图
*

!

蛋白酶添加量对水解度的影响

P/

5
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!
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'7$

!

响应面法优化最佳酶解工艺

'7$7"

!

模型的建立及显著性检验
!

在单因素试验的基础

上&选取对水解度影响较大的蛋白酶酶解温度+纤维素酶

添加量和蛋白酶酶解
B

T

值等
$

个影响因子&其他因素选

取单因素试验最佳条件&采用三因素三水平的响应曲面

分析方法进行酶解条件的优化&其因素水平编码见表
$

&

试验因素与水平设计见表
9

'软件分析得到水解度对以

上
$

个因素的二次多项回归模型为"

$+mW9$#7#"&"!s%79#"6$>s$"7*&*"$Hs

*$7"'''#=s&7*%*%$>HW&7&99&6>=s%7%!&*6H= W

&7&6'9**>

'

W%&%7%9&%!H

'

W67'*!!!=

'

' !

'

#

对该模型进行方差分析&结果见表
%

'由表
%

可知"

模型具有极显著性&根据
2

'和
2

'

N<

K

的数值&可知回归方程

拟合度和可信度很高&试验误差较小&故可用此模型对秀

珍菇等的酶解工艺结果进行分析和预测'

'7$7'

!

响应曲面分析与优化
!

由图
*

可以看出&随着纤

维素酶量从
&7&%Q

增加到
&7""Q

和蛋白酶酶解温度从

$%j

上升到
9'j

的过程中&水解度上升变化明显$继续

提高纤维素酶添加量和蛋白酶酶解温度&水解度开始下

表
$

!

因素水平编码表

A.E0;$

!

P.1?8@0;I;018</3

5

?.E0;

水平
N

蛋白酶酶解

温度(
j

_

纤维素酶

添加量(
Q

F

蛋白酶酶解

B

T

值

W" $% &7&% #7&

& 9& &7"& #7%

" 9% &7"% !7&

表
9

!

纤维素酶和蛋白酶酶解条件的响应面

优化方案与结果

A.E0;9

!

U;4

B

834;4>@H.1;8

B

?/-/L.?/83412;-;.3<

@;4>0?48H1;00>0.4;.3<3;>?@.0

B

@8?;.4;2

C

,

<@80

C

4/4183</?/834

组别
N _ F $+

(

Q

" & & & "!79"6

' & & & "#7!&'

$ & & & "!7$%#

9 " & W" "#76!'

% W" W" & "97$!'

6 & " " "97#9%

# " & " "%7$*"

! W" " & "97%6!

* & W" W" "67'6'

"& & W" " "'7*'$

"" & " W" "#7%'%

"' " " & "67!%&

"$ W" & " "'766*

"9 & & & "!7%$9

"% & & & "#7*&'

"6 W" & W" "97%"*

"# " W" & "%7#&9

表
%

!

响应曲面二次回归方程模型方差分析结果l

A.E0;%

!

U;4>0?48HI.@/.31;.3.0

C

4/48H?M8@;

5

@;44/83

;

b

>.?/83-8<;08H@;4

B

834;4>@H.1;

方差来源 平方和 自由度 均方
I

值
X

值 显著性

模型
%#7!9 * 679$ '$7&$

$

&7&&&'

极显著

N ""7'% " ""7'% 9&7$$ &7&&&9

_ '799 " '799 !7#9 &7&'"'

F "$7"6 " "$7"6 9#7"# &7&&&'

N_ &7'$ " &7'$ &7!' &7$*$*

NF &7&% " &7&% &7"# &76!*"

_F &7&! " &7&! &7'! &76"$6

N

'

"&7'! " "&7'! $67!9 &7&&&%

_

'

67#$ " 67#$ '97"& &7&&"#

F

'

"&799 " "&799 $#79' &7&&&%

残差
"7*% # &7'!

((((((((((((((((((((((

失拟项
"7%' $ &7%" 97#$ &7&!$!

不显著

纯误差
&79$ 9 &7""

总和
%*7#* "6

!

l

!

2

'

m&7*6#$

$

2

'

N<

K

m&7*'%$

'

降'结合等高线图可以得出&等高线中的最小椭圆的中

心点即是响应面的最高点&等高线形状呈椭圆形&表示
N

和
_

两因素交互作用较显著'由图
"&

可以得出&蛋白酶

)&!

"
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$
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酶解温度和蛋白酶
B

T

值曲线坡度大&说明这两个因素对

水解度的影响变化很快'随着蛋白酶酶解温度从
$%j

上升到
9'j

和蛋白酶
B

T

值从
#7&

上升到
#79

的过程中&

水解度上升变化明显$继续提高蛋白酶酶解温度&水解度

上升变化不明显$而继续提高蛋白酶
B

T

值&水解度急剧

下降&表明蛋白酶对
B

T

变化较敏感且其最适宜
B

T

为

#7'

"

#79

'结合等高线图可以得出&等高线中的最小椭圆

的中心点即是响应面的最高点&等高线形状呈椭圆形&表

示
N

和
F

两因素交互作用较显著'由图
""

以发现&蛋白

酶
B

T

值曲线比纤维素酶添加量曲线变化更大&说明蛋白

酶
B

T

值对水解度的影响更为显著'随着纤维素酶添加

量从
&7&%Q

上升到
&7""Q

和蛋白酶
B

T

值从
#7&

上升到

#79

的过程中&水解度平稳上升$继续提高纤维素酶添加

量和蛋白酶
B

T

值&水解度呈现下降趋势'结合等高线图

可以发现&等高线图形呈明显的椭圆形&表明
_

和
F

两因

素交互作用显著'

图
"&

!

蛋白酶酶解温度和纤维素酶添加量对水解度的影响
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图
""

!

蛋白酶酶解温度和酶解
B

T

值对水解度的影响
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图
"'

!

纤维素酶添加量和蛋白酶酶解
B

T

值对水解度的影响
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!!

结合
X

值可知"模型的一次项
N

和
F

极显著&二次项

N

'和
F

'极显著&

_

'显著表明各因素对水解度的影响不是

简单的线性关系'该模型下得到最佳工艺参数为蛋白酶

酶解温度
9'7&6 j

+蛋白酶
B

T#7'*

+纤维素酶添加量

&7""Q

&此时水解度为
"!7##%Q

'结合实际&调整各因素

为蛋白酶酶解温度
9'j

+蛋白酶
B

T#7$&

+纤维素酶添加

量
&7"&Q

&此时水解度为
"!7%"&Q

&与预测值相差为

"79"Q

&证明了该模型的可靠性'

$

!

结论
本试验结果表明&制取高氨基酸含量的最优酶解工

艺条件为蛋白酶酶解温度
9'j

+蛋白酶
B

T#7$&

+纤维素

酶添加量
&7"&Q

&此时水解度为
"!7%"&Q

'

多种食用菌复配结合制备鲜菇菌液的方式&不仅有

利于协调不同食用菌的氨基酸&同时可以增加产品的功

能性&为开发秀珍菇等食用菌深加工产品提供新思路&但

是本研究还存在一些不足&虽然水解度比单一采用秀珍

菇水解度高)

"*

*

&但仍有提高空间&这可能与所选取的食用

菌种类有关&后续可以本研究作为基础&开发更多秀珍菇

及其他菌类复合的深加工产品&提高氨基酸利用率&增进

营养和保健功能'同时&进行单一菌菇酶解制备菇液&得

到鲜味液体在气味上尚有不足$如果通过添加部分还原

糖&进行美拉德反应&就能够满足气味上的要求'
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