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姬松茸抗氧化酶解液的制备
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摘要：目的：研究制备姬松茸抗氧化酶解液的工艺条件，

并分析酶解液的营养成分。方法：将木瓜蛋白酶、纤维素

酶、果胶酶按犿木瓜蛋白酶∶犿纤维素酶∶犿果胶酶 为３∶４∶４制

备复合酶，酶解姬松茸子实体；采用响应面试验优化姬松

茸酶解工艺。结果：复合酶水解姬松茸的最佳工艺为复

合酶添加量０．５％，酶解ｐＨ６．２，酶解温度４９℃，酶解时

间１４７ｍｉｎ，该条件下，当姬松茸酶解液质量浓度为

２．０ｍｇ／ｍＬ时，其对ＤＰＰＨ自由基的清除率为６９．１５％，

表现出很强的抗氧化活性。酶解液中蛋白质含量为

（１０１３．８３±２５．１１）ｍｇ／１００ｍＬ，粗脂肪含量为（１５０．１７±

１．２１）ｍｇ／１００ｍＬ，总糖含量为（７２１．４１±８．７４）ｍｇ／１００ｍＬ，

多糖含量为（１３８．８３±１．６６）ｍｇ／１００ｍＬ，游离氨基酸含

量为（８００．９４±１２．３６）ｍｇ／１００ｍＬ，其中必需氨基酸占

４０．２２％。结论：采用复合酶法制备的姬松茸酶解液具有

较强的抗氧化活性和较高的营养价值，可开发为功能性

食品。
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姬松茸含蛋白质、多糖、核酸、多种氨基酸、维生素、

甾醇类物质等营养成分［１］，具有提高免疫力、抗疲劳等多

种生理功效。目前姬松茸产品形式较为单一，仍以鲜品、

干品为主要销售产品，缺乏深加工制品。姬松茸自身酶

活力较低，难以发生自溶。纤维素酶、果胶酶可以降解细

胞壁中的纤维素、果胶，促进蛋白酶的水解作用［２］。通过

纤维素酶、果胶酶、蛋白酶的共同作用，可以增强鲜味氨

基酸、核苷酸等物质的释放，增加鲜味［３］，同时促进抗氧

化物质，如多糖［４］、多肽［５］、多酚［６］等物质的溶出，起到清

除自由基、保护细胞免受氧化损伤的目的［７］。研究拟以

姬松茸子实体为原料，以ＤＰＰＨ 自由基清除率为试验指

标，优化酶解工艺，制备姬松茸抗氧化产品，以期为姬松

茸功能性食品的开发利用提供依据。

１　材料与方法
１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

姬松茸干品：产于福建古田；

木瓜蛋白酶（８００Ｕ／ｍｇ）、果胶酶（５００Ｕ／ｍｇ）、纤维

素酶（４００Ｕ／ｍｇ）：生物纯，上海源叶生物科技有限公司；

１，１二苯基２三硝基苯肼（ＤＰＰＨ）：色谱纯，上海麦

克林化工有限公司；
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抗坏血酸：分析纯，天津市北辰方正试剂厂；

氨基酸混合标准溶液：色谱纯，百灵威科技有限

公司；

浓硫酸：分析纯，西陇化工股份有限公司。

１．１．２　主要仪器设备

紫外分光光度仪：ＵＶ５２０型，上海元析仪器有限

公司；

台式冷冻离心机：３Ｋ１５型，德国Ｓｉｇｍａ公司；

恒温水浴锅：ＤＫＳ２６型，上海森信实验仪器有限

公司；

酸度计：Ｆｅ２８Ｓｔａｎｄａｒｄ型，梅特勒—托利多仪器（上

海）有限公司；

凯氏定氮仪：Ｂ３２４型，上海博讯实业有限公司医疗

设备厂；

氨基酸分析仪：Ｂｉｏｃｈｒｏｍ３０＋ 型，英国 ｂｉｏｃｈｒｏｍ

公司。

１．２　方法

１．２．１　酶解工艺流程　根据前期试验，按 犿木瓜蛋白酶 ∶

犿纤维素酶∶犿果胶酶为３∶４∶４制备复合酶。姬松茸子实体

干燥至恒重，粉碎过６０目筛。称取５．０ｇ菌粉，按液料比

２０∶１（ｍＬ／ｇ）加入蒸馏水，调节ｐＨ 至７．５，酶解温度

４５℃，添加０．４％复合酶进行酶解，每隔３０ｍｉｎ搅拌混

匀，酶解结束后，１００℃灭酶１０ｍｉｎ，４℃、３０００ｒ／ｍｉｎ离

心３０ｍｉｎ，取上清，得姬松茸酶解液。

１．２．２　酶解工艺优化

（１）单因素试验：按１．２．１酶解工艺进行酶解，固定其

他条件，以酶解液ＤＰＰＨ自由基清除率为试验指标，考察

复合酶添加量（０．１％，０．２％，０．３％，０．４％，０．５％）、酶解

ｐＨ（４．５，５．５，６．５，７．５，８．５）、酶解温度（３０，４０，５０，６０，

７０℃）、酶解时间（６０，９０，１２０，１５０，１８０ｍｉｎ）对酶解工艺

的影响。

（２）响应面试验：在单因素试验基础上，选择酶解

ｐＨ、酶解温度、酶解时间３个因素，根据ＢｏｘＢｅｎｈｎｋｅｎ中

心组合试验设计原理，采用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．５软件设计

三因素三水平响应面优化试验［８］。

１．２．３　ＤＰＰＨ自由基清除能力测定　参考 Ｙａｎｇ等
［９］的

方法并修改。取２ｍＬ姬松茸酶解液稀释液，加入２ｍＬ

０．０２ｍｏｌ／Ｌ的ＤＰＰＨ溶液，混匀，避光反应３０ｍｉｎ，测定

５１７ｎｍ处吸光值。按式（１）计算ＤＰＰＨ自由基清除率。

犡 ＝
犃０－（犃１－犃２）

犃０
×１００％ ， （１）

式中：

犡———自由基清除率，％；

犃０———蒸馏水代替样品测得的吸光度值；

犃１———样品组的吸光度值；

犃２———无水乙醇代替ＤＰＰＨ测得的吸光度值。

１．２．４　蛋白质含量测定　按ＧＢ５００９．５—２０１６执行。

１．２．５　总糖含量测定　按ＧＢ／Ｔ１５６７２—２００９执行，以葡

萄糖含量为纵坐标，吸光值为横坐标，绘制葡萄糖标准曲

线，方程曲线为犢＝１２３．１９犃，犚２＝０．９９５。

１．２．６　还原糖含量测定　采用３，５二硝基水杨法
［１０］。

１．２．７　粗脂肪含量测定　按ＧＢ５００９．６—２０１６执行。

１．２．８　氨基酸含量测定　按ＧＢ５００９．１２４—２０１６执行。

１．２．９　数据处理　每个试验重复３次，结果以平均值±

标准差表示，采用Ｅｘｃｅｌ２０１０和ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．５软件

分析处理数据。

２　结果与分析
２．１　单因素试验

２．１．１　复合酶添加量　由图１可知，当复合酶添加量为

０．２％～０．４％时，随着酶添加量的增大，ＤＰＰＨ 自由基清

除率先显著增加后增幅减缓。当复合酶添加量为０．５％

时，ＤＰＰＨ自由基清除率达最大值（５７．６２％）。当复合酶

添加量为０．６％时，ＤＰＰＨ 自由基清除率与酶添加量为

０．５％的无显著差异，是因为酶添加量的增大可以增加酶

与底物的作用，提高底物水解程度［１１］，抗氧化产物生成增

多，ＤＰＰＨ自由基清除率也随之增大。酶量充足时，底物

已充分酶解，ＤＰＰＨ 自由基清除率也不再随着酶添加量

的增大而升高。因此，选择复合酶添加量为０．５％。

２．１．２　酶解ｐＨ　由图２可知，当ｐＨ值为６．５时，ＤＰＰＨ

自由基清除率最大，ｐＨ高于或低于６．５，ＤＰＰＨ自由基清

除率均有所降低。这是因为环境中的ｐＨ值会影响酶的

空间构象和底物的解离状态［１２］，每种酶只有在特定的

ｐＨ条件下才具有最高的生物活性，ｐＨ 过高或过低均会

影响酶的活性，从而降低底物的水解程度［１３］。因此，选择

ｐＨ５．５，６．５，７．５进行响应面试验。

２．１．３　酶解温度　由图３可知，当酶解温度为３０～５０℃

时，随着酶解温度的上升，ＤＰＰＨ自由基清除率增大。当

酶解温度为６０℃时，ＤＰＰＨ 自由基清除率下降，是由于

酶具有最适温度［１４］，高于酶解最适温度，酶发生变构，活

性降低，导致生成的抗氧化活性物质减少，ＤＰＰＨ自由基

酶解ｐＨ７．５，酶解温度４５℃，酶解时间１２０ｍｉｎ

图１　复合酶添加量对酶解液ＤＰＰＨ自由基清除率的

影响
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ｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｅ
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复合酶添加量０．５％，酶解温度４５℃，酶解时间１２０ｍｉｎ

图２　ｐＨ值对酶解液ＤＰＰＨ自由基清除率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｅｎｚｙｍａｔｉｃｐＨｏｎＤＰＰＨｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌ

ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｅ

复合酶添加量０．５％，酶解ｐＨ６．５，酶解时间１２０ｍｉｎ

图３　酶解温度对酶解液ＤＰＰＨ自由基清除率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｅｎｚｙｍａｔｉｃｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎＤＰＰＨ

ｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｅ

清除率也随之减少。因此，选择４０，５０，６０℃进行响应面

试验。

２．１．４　酶解时间　由图４可知，当酶解时间为６０～

１５０ｍｉｎ时，随着酶解时间的延长，ＤＰＰＨ 自由基清除率

增大。这是因为在一定范围内，酶解时间越长，底物水解

越充分［１５］，抗氧化活性产物增多。当酶解时间＞１５０ｍｉｎ

时，继续延长酶解时间，ＤＰＰＨ 自由基清除率下降，可能

是由于酶解时间过长，水解出过多的游离氨基酸，从而导

致抗氧化活性降低［１６］。因此，选择１２０，１５０，１８０ｍｉｎ进

行响应面试验。

复合酶添加量０．５％，酶解温度５０℃，酶解ｐＨ６．５

图４　酶解时间对酶解液ＤＰＰＨ自由基清除率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｅｎｚｙｍａｔｉｃｔｉｍｅｏｎＤＰＰＨｆｒｅｅ

ｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｅ

２．２　响应面试验

２．２．１　响应面试验设计及结果　在单因素试验基础上，选

择酶解ｐＨ、酶解温度和酶解时间３个因素，设计三因素三

水平的ＢＢＤ试验，以ＤＰＰＨ自由基清除率为试验指标。响

应面试验因素水平见表１，试验设计及结果见表２。

　　利用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０对数据进行回归分析，得到

拟合方程为：

犢＝－６４５．８１＋９１．８７犃＋６．７２犅＋３．５９犆－０．４８７５犃犅＋

０．０５７９犃犆＋０．００４４犅犆－６．１４５５犃２ －０．０４４５犅２ －

０．０１４２犆２。 （２）

由表３可知，模型犘 值＜０．０００１，说明回归方程模型

高度显著。失拟项犘＝０．２１４２＞０．０５，说明该模型拟合良

好，相关系数犚２＝０．９７６１，与校正系数犚２Ａｄｊ＝０．９４５３相

近，说明拟合方程可以较好地解释各因素与响应值之间

的真实关系。由犉 值可知，各因素对酶解液ＤＰＰＨ自由

基清除率影响的顺序为酶解ｐＨ＞酶解温度＞酶解时间。

２．２．２　各因素交互作用　结合表３和图５可知，酶解

ｐＨ、酶解温度、酶解时间对酶解液的ＤＰＰＨ自由基清除

表１　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验设计因素与水平

Ｔａｂｌｅ１　ＦａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎｄｅｓｉｇｎ

水平 Ａ酶解ｐＨ Ｂ酶解温度／℃ Ｃ酶解时间／ｍｉｎ

－１ ５．５ ４０ １２０

０ ６．５ ５０ １５０

１ ７．５ ６０ １８０

表２　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验设计及结果

Ｔａｂｌｅ２　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎｄｅｓｉｇｎａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔｓ

试验号 Ａ Ｂ Ｃ ＤＰＰＨ自由基清除率／％

１ －１ －１ ０ ５８．１９

２ １ ０ １ ４２．８６

３ ０ ０ ０ ６７．１９

４ ０ ０ ０ ６７．８６

５ ０ －１ －１ ５３．８８

６ －１ １ ０ ６１．２６

７ ０ ０ ０ ６５．００

８ ０ １ １ ４９．２２

９ －１ ０ －１ ５７．６８

１０ ０ ０ ０ ６９．７７

１１ １ －１ ０ ６２．１５

１２ ０ ０ ０ ６７．３５

１３ ０ －１ １ ４９．４７

１４ １ ０ －１ ４５．１５

１５ ０ １ －１ ４８．３０

１６ －１ ０ １ ４８．４４

１７ １ １ ０ ４５．７２
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表３　响应面设计回归模型方差分析


Ｔａｂｌｅ３　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔｓ

ｏｆＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎｄｅｓｉｇｎ

来源 平方和 自由度 均方 犉 值 犘 值 显著性

模型 １３０８．５１ ９ １４５．３９ ３１．７１ ＜０．０００１ 

Ａ １１０．１５ １ １１０．１５ ２４．０２ ０．００１８ 

Ｂ ４６．０１ １ ４６．０１ １０．０３ ０．０１５８ 

Ｃ ２８．２４ １ ２８．２４ ６．１６ ０．０４２１ 

ＡＢ ９５．０６ １ ９５．０６ ２０．７３ ０．００２６ 

ＡＣ １２．０６ １ １２．０６ ２．６３ ０．１４８９

ＢＣ ７．０９ １ ７．０９ １．５５ ０．２５３７

Ａ２ １５９．０２ １ １５９．０２ ３４．６８ ０．０００６ 

Ｂ２ ８３．６８ １ ８３．６８ １８．２５ ０．００３７ 

Ｃ２ ６８５．２０ １ ６８５．２０１４９．４５ ＜０．０００１ 

残差 ３２．０９ ７ ４．５８


失拟项 ２０．４６ ３ ６．８２ ２．３５ ０．２１４２ 不显著

纯误差 １１．６３ ４ ２．９１

总误差 １３４０．６０ １６

　　表示差异显著（犘＜０．０５）；表示差异极显著（犘＜

０．０１）；犚２＝０．９７６１，犚２Ａｄｊ＝０．９４５３。

率影响显著，酶解ｐＨ与酶解温度的交互作用明显，而酶

解温度与酶解时间、酶解ｐＨ 与酶解时间的交互作用不

明显［１７］。

２．２．３　验证实验　利用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０软件预测得到

姬松茸抗氧化酶解工艺的最优条件为酶解ｐＨ６．２，酶解

温度４９℃，酶解时间１４７ｍｉｎ，此时预测ＤＰＰＨ自由基清

除率为６８．１８％。在该条件下进行实验验证，重复３次，

测得ＤＰＰＨ自由基清除率为６９．１３％，与模型预测值差

１．３７％，说明响应面优化得到的模型回归方程及最佳条件

可靠，该回归方程可应用于实践。

２．３　姬松茸酶解液的主要成分含量

最佳试验条件下，测得酶解液中蛋白质含量为

（１０１３．８３±２５．１１）ｍｇ／１００ｍＬ，脂肪含量为（１５０．１７±

１．２１）ｍｇ／１００ｍＬ，为低热量食品，总糖含量为（７２１．４１±

８．７４）ｍｇ／１００ｍＬ，多糖含量为（１３８．８３±１．６６）ｍｇ／１００ｍＬ。

食用菌中的蛋白质容易被人体消化吸收，是一种良好的

蛋白质来源，且姬松茸多糖具有抗氧化、抗肿瘤、抗炎、提

高免疫力以及降血糖等生理功能，是一种具有多种生理

图５　各因素交互作用的响应面

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｏｆｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

功能的活性物质［１８］。试验条件下制得的酶解液，营养价

值高可用开发为调味品、功能性饮料等产品。

２．４　游离氨基酸含量分析

由表４可知，姬松茸酶解液中含有常见的１７种氨基

酸，总量达８００．９４ｍｇ／１００ｍＬ，必需氨基酸占氨基酸总量

的４０．２２％，说明姬松茸酶解液具有较高的营养价值。酶

解液中谷氨酸和天门冬氨酸含量最高，谷氨酸和天门冬

氨酸是形成鲜味的重要物质，可以使酶解液产生鲜美的

口味，表明通过酶解反应，可以提高食用菌的营养价值，

释放鲜味成分，是一种具有前景的食用菌加工方式。

３　结论
姬松茸抗氧化酶解液的最佳工艺条件为复合酶添加

量０．５％，酶 解 ｐＨ ６．２，酶 解 温 度 ４９ ℃，酶 解 时 间

１４７ｍｉｎ。该方法制作的酶解液抗氧化活性强，蛋白质、

表４　酶解液中游离氨基酸含量

Ｔａｂｌｅ４　Ｃｏｎｔｅｎｔｏｆｆｒｅｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓｉｎｅｎｚｙｍａｔｉｃ

ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎ ｍｇ／１００ｍＬ

氨基酸种类 含量 氨基酸种类 含量

天冬氨酸 ８６．３５±１．４４ 异亮氨酸 ３９．０５±０．５９

苏氨酸　 ４０．５１±０．８５ 亮氨酸　 ６７．６５±１．１２

丝氨酸　 ３１．３５±０．４３ 酪氨酸　 ２０．９５±０．４６

谷氨酸　 ８６．３５±１．６６ 苯丙氨酸 ４１．２５±０．６８

脯氨酸　 ２３．１０±０．６７ 组氨酸　 １８．７０±０．２２

甘氨酸　 ５６．１１±０．４１ 赖氨酸　 ４８．４４±０．７３

丙氨酸　 ６７．６５±０．９８ 精氨酸　 ５５．２３±０．５８

半胱氨酸 ７．１５±０．１４ 必需氨基酸（ＥＡＡ） ３２２．１５±４．８７

缬氨酸　 ４６．７５±０．３３ 总量（ＴＦＡＡ） ８００．９４±１２．３６

蛋氨酸　 ６４．３５±１．０７
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多糖及游离氨基酸含量高，必需氨基酸占氨基酸总量的

４０．２２％，谷氨酸和天门冬氨酸含量最高，说明酶解液具有

丰富的营养价值及鲜美的口感。后续还需对酶解液的组

分结构及体外抗氧化活性进行探究。
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