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引言

银耳，是一种营养丰富、历史悠久的食用型真菌，

不仅可以用于烹饪，在医学上也是一种常用的药方[1]。

古籍中记载道，银耳对人体具有诸多益处，可以养肺生

津、滋阴润胃，长期在饮食中摄入银耳，有助于提高人

体免疫力，预防心脑血管疾病等。

一、材料与方法

1.还原糖含量的测定

银耳中还原糖含量的测定采用 DNS 法。DNS 法测

糖的原理是：DNS 试剂与还原糖可以发生化学反应生成

氨基化合物，该化合物在碱性条件下会呈现出橙色，在

550nm 波长下可以得到最强的吸收。并且还原糖的含量

与吸光度值呈线性关系。

2.总糖含量的测定

总糖含量的测定采用苯酚硫酸法。

苯酚硫酸法的实验原理为：在较高的温度下，多糖

会被浓硫酸水解成单糖分子，并生成一些糠醛及其衍生

物，这种衍生物可以与苯酚在强酸性条件下显色，生成

呈橙色的化合物，在 490nm 时可达到最高吸收。因此，

通过对样品在该波长下吸光度进行测量，可以计算出多

糖含量。总糖的标准曲线总糖标准曲线的回归线性方程

为：y=0.8488x+0.0078，R2=0.9978。

3.银耳多糖提取收率

将酶标仪测出的不同组别银耳多糖的吸光度值代入

到总糖标准曲线中，利用该曲线的回归方程计算出不同

组别银耳多糖的多糖浓度。将粗多糖质量与称取的银

耳干粉质量相除，即为粗多糖提取率，同时将平行组

的结果与实验组进行对比，并计算平行组和实验组的

标准偏差。

二、结果与讨论

1.pH值对银耳多糖提取率的影响

为了探究 pH 值对于提取结果的影响，本实验选取

ph 值 8、9、10、11、12 作为变量。具体的实验方法为：

分别称取 5 份 0.1g 过 60 目筛的银耳干粉至 10ml 离心管

中，并按照按料液比 1：60（g/ml）向每支离心管中加入

去离子水 6ml，加热并震荡至银耳溶于水中，摇床振荡

两小时。然后通过添加不同体积的 6mol/L NaOH 溶液使

得溶液的 pH 值分别达到 8、9、10、11、12。调节 pH 值

后放入 80℃的恒温电热水浴锅中加热两小时。加热结束

后，放入离心机中离心 10min，调节转速为 4000r/min。

离心结束后，取 1ml 上清液，加入 4ml 的无水乙醇进行醇

沉，将溶液中的多糖组分沉淀下来。醇沉时长为 20min，

之后放入离心机离心处理 25min，转速为 4000r/min。离

心结束后倒出乙醇，沉淀烘干后，配置成一定浓度的溶

液进行多糖的含量测定。实验重复 3 次，取其平均值进

一种pH值与高压均质协同最优化的银耳多糖提取新方法

李学兵

多维医药集团国际控股有限公司　宁夏　750101

�
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质处理，能够高效破坏银耳的细胞壁结构，让更多的多糖充分溶解到水相中，用浓度为80%的乙醇进行醇沉，可实

现了银耳多糖提取率达到44.17%。本研究通过多方法组合设计，极大地提升了银耳多糖由干银耳粉的提取收率，为
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行统计分析。

在料液比为 1：60、提取温度为 80℃的固定条件下，

pH 值对银耳多糖提取率的影响结果如图 1 所示。

图1　不同pH值对银耳多糖提取率的影响

当 pH 值 从 8 上 升 到 11 时， 多 糖 的 提 取 量 随 着 溶

液 碱 性 的 增 强 而 明 显 增 加， 提 取 率 从 7.35% 上 升 到

14.59%， 提 高 了 98%； 当 pH 值 达 到 12 时， 提 取 率 达

到最大值 14.66%，提取率趋向平稳，不再有明显上升。

在碱性条件下，多糖的羟基与溶液的氢氧根离子充分接

触，多糖的结构舒展开来，过高的 pH 值对结果的影响

将不再明显。

在关于碱溶性银耳粗多糖的提取研究中，通过因

素交互作用建立数学模型，对提取率进行拟合，确定了

碱提取法的最适氢氧化钠浓度为 0.76mol/L，约为 pH 值

13.9，符合本实验中碱浓度与提取率呈正相关的趋势，

考虑到实验过程中添加过多的碱液会对实验中的料液比

造成一定影响，且碱提取法的缺陷也比较明显，当碱浓

度过高时，提取的多糖溶液颜色发黄，对于成品的品质、

颜色等有着不好的影响。因此，综合以上因素，确定进

一步进行正交试验设计中，该因素的三水平值分别为 10、

11、12。

2.料液比对银耳多糖提取率的影响

为了探究料液比对于多糖提取率的影响，控制 pH 值

为 11，提取温度 80℃为固定条件，通过添加不同体积的

去离子水使料液比分别达到 1：50、1：60、1：70、1：

80、1：90（g/ml）。具体的实验方法为：分别称取 5 份

0.1g 过 60 目筛的银耳干粉至 10ml 离心管中，并向每支离

心管中分别加入去离子水 5、6、7、8、9ml，加热并震荡

至银耳溶于水中，摇床振荡两小时。然后添加一定体积

的 6mol/L NaOH 溶液使得溶液的 pH 值达到 11。其余实验

步骤与前者实验内容相同。实验结果重复 3 次取其平均

值进行统计分析，料液比对银耳多糖提取率的影响结果

如图 2 所示。

图2　不同料液比对银耳多糖提取率的影响

由结果可知，料液比的增加与多糖提取率的升高成

正比，当料液比为 1：50 时，多糖提取率为 6.82%，而

当料液比升高到 1：90 时，提取达到最大值 15.73%，提

取率相较 1：50 时提高了 130.6%，由此可见，料液比

的增加使得多糖能够更多地溶解在溶剂里，在实际提取

操作时，料液比的选取不能太小也不能过大，过低的料

液比会使溶液黏度过大，质地过于黏稠，并且多糖不能

很好地溶解，对于后续的提取分离都有不利的影响；过

大的料液比会使得多糖溶液的浓度过低，从而在醇沉阶

段时不容易被乙醇沉淀出来，使得多糖提取率降低，因

此要选择适中的料液比。依据该实验结果，确定进一步

进行正交试验设计中选取的三水平值分别为 1：70、1：

80、1：90。

3.加热温度对银耳多糖提取率的影响

为了探究温度对多糖提取率的影响，保持其他实验

条件不变，分别控制各个组别的加热温度为 50、60、70、

80、90℃。具体实验内容为：分别称取 5 份 0.1g 过 60 目

筛的银耳干粉至 10ml 离心管中，向每支离心管中加入去

离子水 6ml，加热并震荡至银耳溶于水中，摇床振荡两小

时。然后添加一定体积的 6mol/L NaOH 溶液使得溶液的

pH 值达到 11。调节 pH 值后分别放入温度为 50、60、70、

80、90℃的恒温电热水浴锅中加热两小时。其余步骤与

前者实验内容相同。

不同温度对提取收率影响结果可以看出，在温度从

50℃升到 70℃时，多糖的提取率随温度升高而显著增加，

从 11.04% 提高到 18.33%，上升了 66.0%，这是由于温度

的升高使得分子运动的速度加快，多糖在水中的溶解度

增加；当温度大于 70℃时，提取率逐渐下降，温度上升

到 90℃时，提取率降低到 16.27%，距离最大值下降了

11.2%，原因可能是过高的温度破坏了多糖的链式结构，

使多糖发生降解，从而使后续的提取变得困难。
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4.复合酶添加量对银耳多糖提取率的影响

为了探究复合酶的添加量对于多糖提取率的影响，

将配置好的复合酶分别按照 0.5、1、1.5、2.0、2.5（g/100g）

定量添加，控制其他因素不变，具体实验方法为：称取

5 份 0.1g 过 60 目筛的银耳干粉至 10ml 离心管中，分别加

入质量分数为 0.5、1、1.5、2.0、2.5% 的复合酶（纤维素

酶：果胶酶：中性蛋白酶 1：1：1），并按照按料液比 1：

60（g/ml）向每支离心管中加入去离子水 6ml，加热并震

荡至银耳溶于水中，摇床振荡两小时。然后添加一定体

积的 6mol/L NaOH 溶液使得溶液的 pH 值达到 11，其余实

验步骤保持不变。在料液比为 1：60、提取温度为 80℃、

pH 值为 11 的固定条件下，pH 值对银耳多糖提取率的影

响结果。

酶添加量的变化总体来看对银耳多糖的提取率没有

显著的影响，当酶的添加量从 0.5% 升高到 2% 时，银耳

多糖的提取率从 17.84% 增加到 20.39%，上升了 14.3%，

由此可见多糖提取率与酶添加量成正相关；当复合酶的

量达到 3% 时，提取率有轻微下降至 19.93%。整体看来，

酶法提取的优势比较突出，多糖的提取率均高于 15%，

优于前几个条件下的最优值。其原因是复合酶对细胞壁

有破壁、分解作用，使得银耳多糖可以从细胞中释放出

来，从而提高多糖的提取率。综合考虑酶的用量和银耳

多糖提取率，确定进一步进行正交试验设计中酶添加量

的三个水平定为 1%、2%、3%。

5.正交设计优化实验

根据单因素实验的分析结果，对提取率影响较大的

因素进行可正交试验设计，以考虑交互作用对银耳多糖提

取收率的影响，实验结果如下：将实验结果在正交实验软

件中进行分析，在料液比1：80，pH值12，温度60℃，酶

添加量为1%的条件下，银耳多糖的提取率最高。

6.正交试验结果验证

在正交试验结果得出的最适条件下，进行银耳多糖

的验证实验：称取 1g 过 60 目筛的银耳干粉至 150ml 摇

瓶中，并分别加入 0.01g 的中性蛋白酶、纤维素酶和果

胶 酶（质 量 比 1：1：1）， 按 照 按 料 液 比 1：80（g/ml）

向摇瓶中加入去离子水 80ml，振荡使银耳和酶溶解于水

中，然后摇床振荡两小时。之后添加一定体积的 6mol/L 

NaOH 溶液使得溶液的 pH 值达到 11，调节 pH 值后放入

60℃的恒温电热水浴锅中加热两小时。加热结束，放入

离心机中以 4000r/min 的转速离心 10min，去除沉淀，取

上清液放入旋转蒸发仪中蒸发至溶液粘稠，然后加入 4

倍体积的无水乙醇进行醇沉。醇沉放置 20min 后放入离

心机，以 4000r/min 的转速离心 25min，沉淀即为得到的

银耳多糖。

7.高压均质提升银耳多糖提取率

实验组：正交实验结果与高压均质结合提升多糖提

取收率。称取 12.5g 过 60 目筛的银耳干粉，加入 1000ml

的去离子水和 1% 的复合酶，摇床混匀两小时后调节 pH，

在 pH 为 12、提取温度为 60℃的条件下，提取两小时，

然后加入高压均质机中进行均质处理，分别在压力为

500Pa、750Pa、1000Pa、1400Pa 处取样，对其进行多糖

含量的测定。研究不同压力对于银耳多糖提取率的影响。

空白对照组：称取 12.5g 过 60 目筛的银耳干粉，并

加入 1000m 的去离子水，然后加入高压均质机中进行均

质处理，分别在压力为 500Pa、750Pa、1000Pa、1400Pa

处取样，对其进行多糖含量的测定。研究不同压力对于

银耳多糖提取率的影响。

结论

本研究采用了联合提取的方法对银耳中的多糖组分

进行提取。首先通过单因素试验确定每种影响因素的合

适范围，然后通过正交试验确定不同条件的影响效果以

及最佳水平，对实验设计进行优化，从而确定出银耳多

糖提取的最适条件：料液比1：80、温度60℃、pH值12、

复合酶添加量1%。正交试验的结果表明，影响银耳多糖

提取率的因素的主次顺序依次为：pH值＞酶添加量＞料

液比＞温度，采取最适条件对银耳多糖进行提取，多糖

得率可以达到29.15%。
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