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摘摇 要: 为提高香菇酶解液的酶解效率和感官品质,研究了 3 种酶复合酶解香菇的较佳工艺。 首

先通过正交试验优化了纤维素酶的酶解条件,纤维素酶的较佳酶解条件为温度 40 益、时间 1 h、加
酶的质量分数 0郾 5% 。 然后以感官评分和 琢鄄氨基态氮含量为指标筛选出菠萝蛋白酶和风味蛋白酶

2 种蛋白酶,最后通过响应面试验优化了复合酶的较佳酶解条件。 结果表明,3 种酶同时酶解香菇

液为较佳酶解方式,复合酶的较佳酶解条件为温度 58郾 6 益、时间 2郾 02 h、质量浓度 15郾 24 mL / g(即

超纯水体积与香菇粉质量的比例)。 在此条件下得到的 琢鄄氨基态氮的密度为 0郾 090 1 g / 100 mL,感
官评分为 7郾 4,属于喜欢范畴。
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摇 摇 香菇又名花菇、香蕈等[1] 是一种常见的大型真

菌,药食同源,具有很高的保健和药用价值[2 - 4],不
仅含有丰富的蛋白质、多糖,还含有较多的双链核糖

核酸、香菇嘌呤[5]、麦角甾醇、维生素、钙、铁、磷等

多种功能性成分[6], 具有降血脂、 抗肿瘤等功

效[7 - 8],被赞誉为“菇中皇后冶 [9]。 香菇中含有丰富

的呈味物质,但存在多数小分子呈味物质提取不完

全,营养成分损失严重、主要非挥发性呈味物质呈味

效果差、综合利用率低,产品质量不高等问题。 酶解

工艺是解决这一问题的关键[10],高珊[11] 研究了有

效破壁对酶解的作用。 王丽君[12] 研究了微波等辅

助作用对酶解的影响。 程玉[13] 利用响应面得出了

酶解的最佳工艺条件。 另外,其他团队也对酶解工

艺进行了研究[14 - 16]。 本文利用多种酶复合酶解香

菇,从而提高其酶解液的风味物质含量,为香菇的精

深加工提供理论与技术支持。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 材料

香菇,购于济南大润发超市;纤维素酶,南宁庞
博生物工程有限公司;菠萝蛋白酶、风味蛋白酶、木
瓜蛋白酶、中性蛋白酶、复合蛋白酶,上海源叶生物

科技有限公司;其他试剂均为分析纯。
1郾 2摇 仪器设备

ZN-20L 型小型粉碎机,北京兴时利和科技发
展有限公司;GZX-9240MBE 型电热鼓风干燥机,上
海博迅实业有限公司医疗设备厂;UV-6100 型紫外

可见分光光度计,上海元析仪器有限公司;CR22D芋
型高速冷冻离心机,日立有限公司;SG2 型便携式

pH 计,梅特勒-托利多仪器(上海)有限公司;pk -
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8D 型电热恒温水浴锅,上海精宏实验设备有限公

司;AR423CN 型天平,奥豪斯仪器(上海)有限公司。
1郾 3摇 实验方法

1郾 3郾 1摇 酶解操作

取已制备好的香菇粉 2郾 0 g(以干质量计),按
较佳酶活力加入相应的酶,按适当质量浓度加入超

纯水,自然 pH 值,在适当的温度下酶解适当的时

间,后于 100 益水中灭酶 10 min,7 000 r / min、4 益条

件下冷冻离心 15 min,取上清液测 琢鄄氨基态氮的密

度含量。 做 3 组平行实验。
1郾 3郾 2摇 蛋白质测定

使用考马斯亮蓝法[17]。
1郾 3郾 3摇 琢鄄氨基态氮含量的测定

使用甲醛电位滴定法[18]。
1郾 3郾 4摇 感官评定

选实验室经过训练的 11 人(5 男 6 女)进行实

验。 评定员对不同风味的样品的总体接受程度按照

9 点快感类别量表测定方法评分。 评分标准:1,极
不喜欢;2,非常不喜欢;3,不喜欢;4,较不喜欢;5,一
般不喜欢;6,较喜欢;7,喜欢;8,非常喜欢;9,极
喜欢。
1郾 3郾 5摇 纤维素酶的优化

1郾 3郾 5郾 1摇 纤维素酶的单因素设计

温度的单因素实验。 酶活力按 200 U / g,质量浓

度按 10 mL / g 加入超纯水,控制温度分别在 35,40,
45,50,55 益条件下酶解 1 h。

时间的单因素实验。 酶活力按 200 U / g,质量浓

度按 10 mL / g 加入超纯水,控制温度在 45 益条件下

分别酶解 0郾 5,1郾 0,1郾 5,2郾 0,2郾 5 h。
加酶量的单因素实验。 控制加酶的质量分数分

别为底料的 0郾 3% ,0郾 5% ,1郾 0% ,质量浓度按 10
mL / g 加入超纯水,在 45 益条件下酶解 1 h。
1郾 3郾 5郾 2摇 纤维素酶的正交设计

实验以香菇水解后的蛋白含量为考察指标,采
用正交试验的方法优化纤维素酶,通过单因素实验

确定纤维素酶的温度、时间、加酶量 3 个因素,根据

酶的性质,每个因素设定 3 个水平。
1郾 3郾 6摇 确定较优蛋白酶组合的实验

取制备好的香菇粉 4 组,每份各 2郾 0 g,选择菠

萝蛋白酶分别与复合蛋白酶、中性蛋白酶、风味蛋白

酶和木瓜蛋白酶复合,调节质量浓度为 20 mL / g,各加

酶量为 2 000 U / g,自然 pH 值,各自最适温度下酶解

3 h 后,测 琢鄄氨基态氮的密度含量,同时根据感官评

分选出较优蛋白酶组合。 每组做 3 次平行实验。

1郾 3郾 7摇 纤维素酶添加方式的确定

实验分 4 组进行,第 1 组不加纤维素酶直接加

风味蛋白酶和菠萝蛋白酶,40 益条件下酶解 3 h;第
2 组同时加入纤维素酶、风味蛋白酶和菠萝蛋白酶

40 益条件下酶解 3 h;第 3 组先加入纤维素酶 45 益
条件下酶解 1 h 后,加风味蛋白酶、菠萝蛋白酶 40
益条件下酶解 3 h;第 4 组先加风味蛋白酶和菠萝蛋

白酶 40 益条件下酶解 3 h 后,再加纤维素酶 45 益条

件下酶解 1 h,4 组实验的质量浓度都按 20 mL / g 的

比例添加超纯水 40 mL,测定 琢鄄氨基态氮的密度含

量,同时根据感官评分选出较优蛋白酶组合。 每组

做 3 次平行实验。
1郾 3郾 8摇 复合酶条件的优化

1郾 3郾 8郾 1摇 复合酶的单因素设计

取已制备好的香菇粉 2郾 0 g,按纤维素酶的 200
U / g 酶活添加纤维素酶,按风味蛋白酶的 2 000 U / g
酶活添加风味蛋白酶,按复合蛋白酶的 2 000 U / g 酶

活添加复合蛋白酶,按 10,15,20,25 mL / g 的质量浓

度加入超纯水,分别在 35,40,45,50,55,60,65 益条

件下酶解 0郾 5,1,1郾 5,2,2郾 5,3 h,后测定 琢鄄氨基态氮

的密度含量,同时根据感官评分选出较佳复合酶解

条件。 每组做 3 次平行实验。
1郾 3郾 8郾 2摇 复合酶的响应面设计

通过单因素实验确定复合酶的温度、时间、液料

比 3 个因素,根据每个因素设计 3 个水平,以 琢鄄氨
基态氮的密度为指标,利用响应面进行优化实验,根
据感官评分选出复合酶的较佳酶解条件。

2摇 结果与分析

2郾 1摇 纤维素酶条件的优化

在单因素实验基础上确定了纤维素酶的适合酶

解条件是在温度 45 益的条件下酶解 1 h,加酶的质

量分数为 0郾 5% ,为进一步确定纤维素酶的较佳酶

解条件运用 L9(33)正交试验表进行进一步优化,结
果见表 1。

由表 1 极差分析可以看出,RC > RA > RB各因素

影响的主次依次为:加酶量、温度、时间。 根据各因

素的 k1、k2、k3 选择各因素的较优组合:温度 40 益、
时间 1 h、加酶的质量分数 0郾 5% 。
2郾 2摇 较优蛋白酶组合的确定

选择菠萝蛋白酶分别与复合蛋白酶、中性蛋白

酶、风味蛋白酶和木瓜蛋白酶进行复合,以 琢鄄氨基

态氮的密度为指标测定酶解液,结果见图 1。
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表 1摇 纤维素酶的正交试验因素水平表

Tab. 1摇 Factors and levels in the orthogonal
array design of cellulase

实验号 A 温度 / 益 B 时间 / h C 加酶量 / % 蛋白含量 / (滋g·mL -1)

1 40 0郾 5 0郾 3 84郾 75

2 40 1郾 0 0郾 5 91郾 36

3 40 1郾 5 1郾 0 82郾 20

4 45 0郾 5 0郾 5 87郾 08

5 45 1郾 0 1郾 0 78郾 95

6 45 1郾 5 0郾 3 81郾 75

7 50 0郾 5 1郾 0 84郾 88

8 50 1郾 0 0郾 3 86郾 57

9 50 1郾 5 0郾 5 82郾 75
k1 86郾 10 85郾 57 84郾 36
k2 82郾 60 85郾 63 87郾 06
k3 84郾 73 82郾 24 82郾 01

R 3郾 51 3郾 34 5郾 05

图 1摇 4 组蛋白酶对香菇酶解液 琢鄄氨基态氮

含量和感官评分的影响

Fig. 1摇 Effect of proteases on 琢鄄amino nitrogen content and
sensory evaluation of mushroom hydrolysis

摇 摇 由图 1 可知,4 组蛋白酶对于香菇 琢鄄氨基态氮

的密度含量和感官评分均有显著的影响。 显然,菠
萝蛋白酶与复合蛋白酶和中性蛋白酶复合的酶解液

中 琢鄄氨基态氮的密度含量高,表明蛋白酶酶解出了

较多的呈味物质,但同时也酶解出了较多的苦味物

质,这严重影响了酶解液的整体感官评分。 菠萝蛋

白酶与木瓜蛋白酶水解出的呈味物质少导致感官评

分低,综上所述,选菠萝蛋白酶和风味蛋白酶组合对

香菇进行下一步的酶解实验。
2郾 3摇 纤维素酶添加方式的确定

将纤维素酶以不同方式添加到香菇粉中进行酶

解,得到如下 4 组实验,结果见图 2。
由图 2 可以看出不加纤维素酶与加纤维素酶有

明显的不同。 先加纤维素酶的酶解液中虽然 琢鄄氨

图 2摇 纤维素酶添加方式对 琢鄄氨基态氮含量的影响

Fig. 2摇 Effects of cellulase adding ways on
琢鄄amino nitrogen content

基态氮密度高,但水解出的苦味呈味物质影响了感

官评分,所以选同时加入 3 种酶的方式,该酶解方式

不仅 琢鄄氨基态氮密度含量与感官评分高,同时能缩

短酶解时间,提高酶解效率,降低生产成本。
2郾 4摇 复合酶酶解条件的优化

2郾 4郾 1摇 响应面试验设计及结果

在单因素实验基础上确定了复合酶的适合酶解

条件是在温度 55 益的条件下酶解 2 h,质量浓度为

15 mL / g,为进一步确定复合酶的较佳酶解条件运用

响应面试验进行进一步优化,结果见表 2。

表 2摇 响应面试验设计及结果

Tab. 2摇 Design of response surface experiment and results

标准序 运行序 温度 / 益 时间 / h
质量浓度 /

(mL·g -1)
籽(琢鄄氨基态氮) /
(g·(100 mL - 1))

3 1 50 2郾 5 15 0郾 084

4 2 60 2郾 5 15 0郾 086

14 3 55 2郾 0 15 0郾 099

5 4 50 2郾 0 10 0郾 087

11 5 55 1郾 5 20 0郾 084

2 6 60 1郾 5 15 0郾 086

1 7 50 1郾 5 15 0郾 085

15 8 55 2郾 0 15 0郾 097

7 9 50 2郾 0 20 0郾 081

12 10 55 2郾 5 20 0郾 083

16 11 55 2郾 0 15 0郾 097

8 12 60 2郾 0 20 0郾 087

17 13 55 2郾 0 15 0郾 097

13 14 55 2郾 0 15 0郾 098

10 15 55 2郾 0 10 0郾 086

9 16 55 1郾 5 10 0郾 084

6 17 60 2郾 0 10 0郾 084
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2郾 4郾 2摇 方差分析与显著性分析

在单因素实验的基础上,采用 Design鄄Expert
8郾 0郾 6郾 0 软件,以 琢鄄氨基态氮的密度为响应值,对数

据进行分析得到回归方程为:
y = - 0郾 733 36 + 0郾 025 492x1 + 0郾 096 415x2 +
4郾 068 20 伊 10 - 3x3 + 1郾 470 80 伊 10 - 4x1x2 +

8郾 460 52 伊 10 - 5x1x3 - 2郾 364 00 伊
10 - 4x2x3 - 2郾 446 11 伊 10 - 4x2

1 -
0郾 025 166 伊 10x2

2 - 2郾 806 23 伊 10 - 4x2
3。

该方程回归系数 R2 = 0郾 993 3,说明实验的

99郾 33%可以被模型所解释[19],该方程 y 与实际的

拟合度较高。 模型的方差分析结果见表 3。 由表 3
可知,模型的 p < 0郾 01,说明其具有极显著性,回归

方程模型中失拟项为 0郾 880 0( > 0郾 05),说明失拟项

不显著,得到的回归模型比较理想,方程有极高可靠

性。 在实验的 3 个影响因素中,温度与加液量的交

互作用的 p 值均小于 0郾 01,说明对 琢鄄氨基态氮密度

的影响极显著,相比较,温度、加液量的单因素对 琢鄄
氨基态氮的密度也有显著影响,但不如温度和质量

浓度的交互作用影响大。 模型中 R2
Adj - R2

Pred < 0郾 2
说明模型预测值与实际值有较高的相关性,模型准

确。 综上所述,该实验模型合理,复合酶的较佳酶解

条件可以用该模型来很好的模拟。
表 3摇 方差分析结果

Tab. 3摇 Variance analysis results

方差

来源
平方和 自由度 均方和 F 值 p 值

模型 6郾 237 伊 10 - 4 9 6郾 930 伊 10 - 5 115郾 28 < 0郾 000 1

x1 4郾 352 伊 10 - 6 1 4郾 352 伊 10 - 6 7郾 24 0郾 031 1

x2 1郾 749 伊 10 - 7 1 1郾 749 伊 10 - 7 0郾 29 0郾 606 4

x3 5郾 781 伊 10 - 6 1 5郾 781 伊 10 - 6 9郾 62 0郾 017 3

x1 x2 5郾 408 伊 10 - 7 1 5郾 408 伊 10 - 7 0郾 90 0郾 374 5

x1 x3 1郾 790 伊 10 - 5 1 1郾 790 伊 10 - 5 29郾 77 0郾 000 9

x2 x3 1郾 397 伊 10 - 6 1 1郾 397 伊 10 - 6 2郾 32 0郾 171 2

x21 1郾 575 伊 10 - 4 1 1郾 575 伊 10 - 4 261郾 95 < 0郾 000 1

x22 1郾 667 伊 10 - 4 1 1郾 667 伊 10 - 4 277郾 25 < 0郾 000 1

x23 2郾 072 伊 10 - 4 1 2郾 072 伊 10 - 4 344郾 75 < 0郾 000 1

残差 4郾 208 伊 10 - 6 7 6郾 011 伊 10 - 7

失拟项 5郾 891 伊 10 - 7 3 1郾 964 伊 10 - 7 0郾 22 0郾 880 0

净误差 3郾 619 伊 10 - 6 4 9郾 047 伊 10 - 7

总和 6郾 279 伊 10 - 4 16

R2
Pred 0郾 976 0

R2
Adj 0郾 984 7

2郾 4郾 3摇 响应面结果验证实验

利用 Design鄄Expert 8郾 0郾 6郾 0 软件得到复合酶的

较佳酶解条件为温度 58郾 64 益,时间 2郾 02 h,质量浓

度 15郾 24 mL / g,得到的 琢鄄氨基态氮密度含量最高为

0郾 094 97 g / 100 mL。 根据实际情况,较佳酶解条件为

温度 58郾 6 益,时间 2郾 02 h,质量浓度为 15郾 24 mL / g,在
此条件下进行验证实验,重复 3 次,得到的 琢鄄氨基

态氮的密度为 0郾 090 1 g / 100 mL,酶解液具有较强的

香菇特征风味和较强的鲜味,几乎无苦味,感官评分

为 7郾 4,属于喜欢范畴,与预测值有较好拟合性,说
明响应面优化试验得到的复合酶酶解条件具有实际

参考价值。

3摇 结摇 论

纤维素酶水解的较佳条件为温度 40 益、时间 1
h、加酶的质量分数 0郾 5% 。 综合考虑 琢鄄氨基态氮的

密度和感官评分结果,选择菠萝蛋白酶和风味蛋白

酶组合对香菇进酶解。 考虑 琢鄄氨基态氮的密度和

感官评分,再加上生产流程和生产成本综合考虑,选
择 3 种酶同时加入的酶解方式。 优化的较佳酶解条

件为温度 58郾 6 益,时间 2郾 02 h,质量浓度为 15郾 24
mL / g,在此条件下得到的 琢鄄氨基态氮的密度含量为

0郾 090 1 g / 100 mL,酶解液具有较强的香菇特征风味

和较强的鲜味,几乎无苦味,感官评分为 7郾 4,属于

喜欢范畴。
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Study on Enzymolysis Technology of Shiitake Mushroom Seasoning

SHEN Wenfeng1,2, 摇 WANG Yueming2, 摇 XU Zhixiang1,摇 CUI Wenjia2, 摇 GONG Zhiqing2,摇
SHI Xianquan2, 摇 WANG Wenliang1,2,*

(1郾 College of Food Science and Technology, Shandong Agriculture University, Tai蒺an 271018, China;
2郾 Institute of Agro鄄Products Processing Science and Technology / Shandong Provincial Key Laboratory of

Agro鄄Products Processing Technology, Shandong Academy of Agricultural Sciences, Jinan 250100, China)

Abstract: In this study, the optimal processing of enzymatic hydrolysis of shiitake mushrooms has been
studied using three enzymes, in order to improve the enzymatic efficiency and sensory evaluation. First,
the hydrolysis conditions of cellulase were optimized by orthogonal experiments. The results showed that
the optimum hydrolysis conditions were temperature 40 益, hydrolysis time 1 h, and enzyme dosage
0郾 5% . Second, bromelain and flavourzyme were screened out using 琢鄄 amino nitrogen content and
sensory evaluation as indicators. Third, the enzyme hydrolysis conditions were optimized by the response
surface test. The results showed that the optimum conditions were hydrolysis temperature 58郾 6 益, hy鄄
drolysis time 2郾 02 h, and concentration 15郾 24 mL / g (water volume: shiitake mushroom powder quanti鄄
ty) . Under the optimum conditions, the 琢鄄amino nitrogen content was 0郾 090 1 g / 100 mL and the sensory
score was 7郾 4, belonging to the category of favorite.

Keywords: shiitake mushroom; protease; hydrolysis; 琢鄄amino nitrogen
(责任编辑:李摇 宁)
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