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　　摘要：采用亚临界水提取技术提取银耳多糖，考察提取温度、提取时间、液料比对多糖提取得率的影响，结合响应
面法优化其提取工艺，并与传统热水浸提法进行比较。结果表明，亚临界水提取银耳多糖的最佳工艺条件为提取温度

１３８℃、提取时间３０ｍｉｎ、液料比３０ｍＬ／ｇ，在该条件下银耳多糖提取得率可达３４．５８％。与传统热水浸提法相比，银耳
多糖的提取得率提高了８４．２３％，亚临界水提取法可明显缩短银耳多糖的提取时间和提高银耳多糖的提取得率。
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　　银耳是一种经济价值高、营养丰富的药食两用菌，具有润
肺生津、滋阴养胃、补脑强心等功效。我国是银耳生产大国，

但目前市场上销售的银耳品种单一，绝大部分是未经任何加

工的银耳干品，在一定程度上限制了银耳的消费。银耳多糖

是银耳的主要活性成分，具有提高机体免疫能力、降血糖、降

血脂、抗衰老、抗溃疡、抗血栓形成、抗突变等作用，可广泛应

用于功能性食品、医药保健品及日用化妆品等领域［１－４］。银

耳多糖的常用提取方法是热水浸提法，但这种传统的提取方

法存在耗时长、提取率低、易造成资源浪费等问题。银耳多糖

分为胞外多糖和胞壁多糖，其中胞壁多糖存在于细胞壁内部，

用热水浸提很难提取完全，即使是采用稀酸提取法或稀碱提

取法，又由于部分多糖易发生水解，破坏多糖的活性结构，导

致多糖损失和提取率降低。亚临界水提取技术是近年来发展

起来的一种新兴的提取技术，具有提取时间短、提取效率高、

环境友好等技术优势，是一种很有开发潜力的绿色提取技

术［５－７］。本研究采用亚临界水提取银耳多糖，研究提取温度、

提取时间、液料比对银耳多糖提取得率的影响，并结合响应面

分析法优化银耳多糖的亚临界水提取工艺，提高银耳多糖的

提取得率，旨在为银耳多糖的开发和利用提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
市购干燥的银耳子实体，经万能粉碎机粉碎后，得到过

４０目筛的银耳粉末，备用。葡萄糖标准品；苯酚、浓硫酸均为
分析纯；去离子水；ＵＶ－２１０２ＰＣ型紫外 －可见分光光度计；

ＴＧＬ－１６Ｃ型高速台式离心机。自制亚临界水萃取装置，如
图１所示。

１．２　方法
１．２．１　亚临界水提取　称取一定量的银耳粉末置于萃取罐
的物料篮内，在不同提取温度、提取时间、液料比的条件下进

行提取，亚临界水提液４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，测量上清液
体积，测定银耳多糖含量，计算银耳多糖得率。

１．２．２　热水回流提取　称取一定量的银耳粉末置于圆底烧
瓶内，按液料比６０ｍＬ／ｇ加入去离子水，在１００℃水浴锅回流
提取６ｈ，提取液在４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液，测定
银耳多糖含量，计算银耳多糖得率。

１．２．３　多糖标准曲线制作　０．１ｍｇ／ｍＬ葡萄糖标准溶液：将
葡萄糖干燥至恒质量后准确称取１．０００ｇ，用去离子水溶解并
定容至１Ｌ，梯度稀释至０．１ｍｇ／ｍＬ。分别取０、０．２、０．４、０．６、
０．８、１．０、１．２、１．４、１．６ｍＬ葡萄糖标准溶液于２０ｍＬ比色管
中，用去离子水补至２．０ｍＬ；混合均匀后分别依次加入５％苯
酚１．０ｍＬ、浓硫酸５．０ｍＬ，摇匀；静置１０ｍｉｎ放入沸水浴中
反应１５ｍｉｎ，水浴冷却至室温，４９０ｎｍ处进行测量，以吸光度
为纵坐标，葡萄糖含量为横坐标，绘制标准曲线。

１．２．４　多糖测定和计算方法　参考苯酚 －硫酸法［８］测定多
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糖含量：准确吸取样品液１．０ｍＬ，加水补充至２．０ｍＬ，摇匀，
加入５％苯酚１．０ｍＬ，摇匀，再加５．０ｍＬ浓硫酸，迅速摇匀。
室温放置 ５ｍｉｎ，在沸水浴中保温 １５ｍｉｎ，用自来水冷却
５ｍｉｎ，再摇匀，于波长４９０ｎｍ处测定吸光度。多糖得率计算
公式如下：

粗多塘得率＝
Ｃ×Ｖ１×Ｎ×１０

－３

Ｖ２×ｍ
×１００％

式中：Ｃ表示经过稀释后测定的多糖含量（μｇ）；Ｖ１表示提取
后得到的上清体积（ｍＬ）；Ｎ表示稀释倍数；Ｖ２表示用于测定
的上清体积（ｍＬ）；ｍ表示用于提取的银耳质量（ｍｇ）。
１．２．５　响应优化法试验设计　在提取温度、提取时间、液料
比３个单因素试验基础上，根据Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ中心组合试验
设计原理，采用三因素三水平响应面分析法，依据回归分析确

定各工艺条件的影响因子，以多糖提取得率为响应值作响应

面与等值线图，分析优化最佳提取条件。

２　结果与分析

２．１　单因素试验
根据文献报道，在亚临界水提取过程中，压力只是用来使

水保持液体状态［９］，所以本试验不考虑压力对多糖得率的影

响，选择３ＭＰａ作为提取压力，研究提取温度、提取时间、液料
比３个因素对银耳多糖提取得率的影响。
２．１．１　提取温度的影响　在提取时间为２０ｍｉｎ，液料比为
６０ｍＬ／ｇ的条件下，选取提取温度分别为１００、１１０、１２０、１３０、
１４０、１５０℃，对银耳多糖进行亚临界水提取。由图２可知，随
着提取温度的升高，多糖得率逐渐升高，１００～１３０℃升高趋
势明显，到达１３０℃后再提高温度，多糖得率有下降趋势。因
此，选取１３０℃作为后续的亚临界水提取温度。

２．１．２　提取时间的影响　在提取温度为１３０℃，液料比为
６０ｍＬ／ｇ条件下，选取提取时间分别为１０、２０、３０、４０、５０ｍｉｎ
对银耳多糖进行亚临界水提取。由图３可知，在１０～２０ｍｉｎ
内，多糖得率会随着提取时间的延长而增加，继续延长提取时

间，多糖得率变化并不明显。因此，选取２０ｍｉｎ作为后续的
亚临界水提取时间。

２．１．３　液料比的影响　在提取温度１３０℃，提取时间２０ｍｉｎ
条件下，选择液料比为２０、３０、４０、５０、６０ｍＬ／ｇ对银耳多糖进
行亚临界水提取。由图４可知，多糖得率随液料比的增大而
增加，当液料比在２０～４０ｍＬ／ｇ之间时，多糖得率增加较快，
继续提高液料比多糖得率并没有增加。因此，选取４０ｍＬ／ｇ
作为后续的亚临界水提取液料比。

２．２　响应面分析法优化工艺
２．２．１　多糖提取试验方案和因素水平　响应面分析法已经
被广泛应用于化学化工、生物工程、食品工业等领域［１０］。根

据Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ中心组合试验设计原理，在单因素试验基础
上，选取提取温度、提取时间、液料比对银耳多糖亚临界水提

取得率影响显著的３个因素，采用三因素三水平响应面分析
方法进行试验设计（表１）。

表１　银耳多糖亚临界水提取响应面分析因素与水平

水平
影响因素

提取温度 （℃） 提取时间 （ｍｉｎ） 液料比 （ｍＬ／ｇ）
－１ １２０ １０ ３０
０ １３０ ２０ ４０
１ １４０ ３０ ５０

２．２．２　响应面分析方案及结果　对银耳多糖亚临界水提取
工艺进行响应面分析，具体试验方案见表２。
２．２．３　模型的建立及其显著性检验　运用 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ
８．０．６软件对表２的试验数据进行多元回归拟合，得到银耳
多糖得率（ｙ）对提取温度（ｘ１）、提取时间（ｘ２）和液料比（ｘ３）
的二次多项回归模型为：ｙ＝２８．４６＋３．８０ｘ１ ＋０．１９ｘ２ －

１．８５ｘ３＋０．５３ｘ１ｘ２－２．９６ｘ１ｘ３－２．００ｘ２ｘ３－４．５４ｘ１
２＋２１６ｘ２

２－

３．３５ｘ３
２。运用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ软件对１７个试验点的响应值进

行回归分析，得到回归分析表（表３），对多糖提取得率有交互
影响的响应面分析立体曲面图见图４至图６。模型的可靠性
可从方差分析及相关系数来考察。当 Ｐ值 ＜０．０５即表示该
项指标显著。从表３可知，整体模型的 Ｐ值是 ０．０００４，可知
各次试验的模型预测值与实测值比较相符。确定系数

Ｒ２＝０．７８４７，表明该二次方程模型较显著，试验设计可靠。
温度对银耳多糖得率影响高度显著，提取时间与液料比较不
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表２　银耳多糖亚临界水提取工艺响应面分析方案及结果

序号
提取温度

（℃）
提取时间

（ｍｉｎ）
液料比

（ｍＬ／ｇ）
多糖提取得率

（％）

１ １３０．００ ２０．００ ４０．００ ２７．５６
２ １２０．００ ２０．００ ５０．００ １４．９２
３ １３０．００ ２０．００ ４０．００ ２８．８５
４ １２０．００ １０．００ ４０．００ ２０．７７
５ １４０．００ ２０．００ ５０．００ １７．４４
６ １３０．００ ３０．００ ３０．００ ２６．５０
７ １２０．００ ３０．００ ４０．００ ２４．６５
８ １３０．００ ３０．００ ５０．００ ２３．８６
９ １４０．００ １０．００ ４０．００ ２６．４５
１０ １３０．００ ２０．００ ４０．００ ２８．６８
１１ １４０．００ ３０．００ ４０．００ ３２．４５
１２ １３０．００ １０．００ ３０．００ ２６．６８
１３ １２０．００ ２０．００ ３０．００ １７．７７
１４ １３０．００ ２０．００ ４０．００ ２８．２４
１５ １４０．００ ２０．００ ３０．００ ３２．１４
１６ １３０．００ ２０．００ ４０．００ ２８．９７
１７ １３０．００ １０．００ ５０．００ ３２．０５

表３　二次回归模型的方差分析结果

方差来源 自由度 平方和 均方 Ｆ值 Ｐ值
Ａ：温度 １ １１５．２９ １１５．２９ ８．４２ ０．０２２９
Ｂ：时间 １ ０．２９ ０．２９ ０．０２１ ０．８８９３
Ｃ：料液比 １ ２７．４５ ２７．４５ ２．０１ ０．１９９６
ＡＢ １ １．１２ １．１２ ０．０８２ ０．７８２８
ＡＣ １ ３５．１１ ３５．１１ ２．５６ ０．１５３３
ＢＣ １ １６．０４ １６．０４ １．１７ ０．３１４９
Ａ２ １ ８６．８８ ８６．８８ ６．３５ ０．０３９８
Ｂ２ １ １９．６９ １９．６９ １．４４ ０．２６９４
Ｃ２ １ ４７．２５ ４７．２５ ３．４５ ０．１０５５
回归 ３ ９５．８２ １３．６９ ９５．５２ ０．０００４
误差项 ４ １．３２ ０．３３
总回归 １６ ４４４．９７

显著。在所选取的各因素水平范围内，按照对结果的影响排

序，其顺序为提取温度＞液料比＞提取时间。
２．２．４　因素间的交互影响　由图５可以看出，若液料比固定
不变，提取温度与提取时间的交互作用对银耳多糖得率的影

响显著，多糖得率随提取温度及提取时间的增加而呈现由低

到高再降低的趋势，即多糖得率在合适的提取温度及提取时

间下具有极大值，该极大值存在于响应曲面的顶部，即响应面

的最高点，也是等高线最小得椭圆的中心点。

　　由图６可知，若提取时间固定不变，提取温度与液料比的
交互作用对多糖得率的影响显著，多糖得率随提取温度及液

料比的增加而呈现由低到高再降低的趋势，即多糖得率在合

适的提取温度及液料比下具有极大值，该极大值存在于响应

曲面的顶部，即响应面的最高点，也是等高线的最小得椭圆的

中心点。

　　由图７可知，若提取温度固定不变，提取时间及液料比之
交互作用对多糖得率的影响显著，多糖得率随提取时间及液

料比的增加而呈现由低到高再降低的趋势，即多糖得率在合适

的提取时间及液料比下具有极大值，该极大值存在于响应曲面

顶部，即响应面的最高点，也是等高线最小得椭圆中心点。
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　　提取温度与液料比对银耳多糖提取得率的交互效应最为
显著，表现为曲线较陡；提取温度与提取时间对银耳多糖提取

得率的交互效应次之；提取时间与液料比对银耳多糖提取率

的交互效应不显著，相应表现为曲线较为平滑。

２．２．５　优化最佳组合条件　通过上述分析可知，合适的提取
温度、提取时间和液料比有利于银耳多糖的提取，因此可以采

用软件优化功能或者利用二次方程模型分别对参数Ｘｉ求导，
联解求导所得的方程，即可得到最佳试验条件。本试验采用

软件 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ的 Ｎｕｍｅｒｉｃａｌ优化功能，在试验因素取值范
围内选择最低点为出发点，响应值选取最大值，可优化得到亚

临界水萃取银耳多糖的理论最佳条件，即最佳提取温度

１３７．８℃，提取时间３０ｍｉｎ，液料比３０．８１ｍＬ／ｇ，在此条件下，
银耳多糖提取得率的理论预测值为３４．２６％。考虑到实际操
作的便利性，将银耳多糖的最佳提取条件修正为提取温度

１３８℃、提取时间３０ｍｉｎ、液料比３０ｍＬ／ｇ。
２．３　验证试验

为检验ＲＳＭ优化法的可靠性，采用上述最优提取条件进
行银耳多糖亚临界水提取试验，实际测定银耳多糖的提取得

率为３４．５８％，与理论预测值３４．２６％误差约０．９％左右，证明
响应面法适用于对银耳多糖亚临界水提取工艺进行回归分析

和参数优化，具有较高的实用价值。

２．４　亚临界水提取法与传统热水浸提法的比较
从表４可以看出，亚临界水提取法在提取温度１３８℃、提

取时间３０ｍｉｎ、液料比３０ｍＬ／ｇ条件下，银耳多糖提取得率为

３４．５８％。利用传统热水浸提法［１１］，在提取温度为１００℃、提
取时间 ６ｈ、液料比６０ｍＬ／ｇ条件下，银耳多糖提取得率仅为
１８．７７％。由此可知，亚临界水提取法可明显降低银耳多糖的
提取时间并提高银耳多糖提取得率。

表４　亚临界水提取与传统热水浸提银耳多糖比较

提取方法
提取温度

（℃）
提取时间

（ｍｉｎ）
液料比

（ｍＬ／ｇ）
多糖提取得率

（％）

亚临界水提取 １３８ ３０ ３０ ３４．５８
传统热水浸提 １００ ３６０ ６０ １８．７７

３　结论

采用亚临界水提取技术提取银耳多糖，通过单因素试验

对该方法影响多糖提取得率的主要因素提取温度、提取时间、

液料比进行了研究，并在此基础上采用三因素三水平响应面

分析法进行了试验，获得亚临界水提取银耳多糖的最佳工艺

条件为提取温度１３８℃、提取时间３０ｍｉｎ、液料比３０ｍＬ／ｇ，
此时银耳多糖提取得率为３４．５８％。亚临界水萃取法与传统
热水浸提法相比，银耳多糖的提取得率提高了８４．２３％，结果
证实亚临界水提取法具有提取时间短、提取效率高等优点，是

一种有效的银耳多糖提取技术。
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