
   



min后取上清液，用(NH。)。sq调整到80％饱和度，

再10 000 r／min离心15 min。收集沉淀并将其制成

悬液于磷酸缓冲液中(pH4．5，0．2m01／L)透析过夜。

经纯化后的伊葡萄糖苷酶酶活可达160 U／mL，酶液

于4℃冰箱保存待用n””]。

1．2．3挥发性化舍物提取

1_2．3．1美味牛肝菌挥发性成分制备

取粉碎的美味牛肝菌干粉50 g与500 mL蒸馏

水混匀，注入Likens—Nickerson同时蒸馏萃取装置

中，加入50“g／mL；癸酸乙酯为内标，乙醚为提取溶

剂。在40℃下收集挥发物，用无水硫酸钠干燥过夜

后用氮气浓缩至1 mL可直接进样。

1．2．3．2美味牛肝菌经8-糖苷酶水解后的挥发性成

分制备

美味牛肝菌干粉50 g与500 mL蒸馏水混合后

加入l mL酶液于密闭容器中，50℃下反应2h。提取

挥发物程序如上。

1．2．3．3美味牛肝苗深层发酵液挥发性成分制备

将发酵液500 mL注人Liken3-NickerSon同时

蒸馏萃取装置中，同以上程序提取挥发物。

1I 2．3．4美味牛肝茵深层发酵液经过8一糖苷酶水解

后的挥发性成分制备

取500 mL发酵液，加入1 mL酶液于密闭容器

中，在50℃反应2h。如上法提取挥发物。

1．2．4感官评估

实验中邀请12位评审人，对采用上述方法制备

的美睬牛肝菌子实体、发酵液及其酶解精油样品进行

感官评审，同时对样品进行打分。将4个样品分成z

组，美昧牛肝菌子实体及酶解后提取的风味物为一

组，美昧牛肝菌深层发酵液及酶解后的提取物为另一

组。较好者达2分，较差者打1分，如果认为2个样

品差别不大，则每个都打1-5分o⋯。

1-2．5 气相色谱和质谱(Gc-MS)条件

挥发性物质通过Shimadzu 2010气相色谱质谱

连用仪分析。气相和质谱的操作条件如下：DB一5

(30 m×0．32 mmi．d．，膜厚o．25“m)熔融石英柱

涂5％甲基硅氧烷。升温程序。40℃保持3 min，然后

以2℃／min升到80℃保持2 min，5℃／min升到

220℃保持10 min。载气：氦气，速率1．O mL／minl

检测口温度250℃；注入量1ⅡL(分流比lO：1)}离

子化电压是70 eV；离子源温度为250℃。

2结果与讨论

2．1感官评恬
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12位评审员对4个样品(表1)进行评估打分，通

过定序测试，评审人数和样品数分别是12和4。评

审结果如表2所示，z组样品分别与maxRf和

mir虚f的上限和下限比较。对于美味牛肝菌子实体风

味物质评定后获得如下顺序；15≤mir虚J<maxRI≤

21，这表明，经p葡萄糖苷酶酶解处理和原子实体样

品在5％水平上达到显著。美味牛肝菌深层发酵液

及其酶解后样品的风味物质评定结果：13≤minRf

<maxRJ≤23，在1％水平上达到显著。同时评审员

认为，经B一葡萄糖苷酶水解后的样品闻起来香气更饱

满、圆润和柔和，因此p葡萄糖苷酶对美味牛肝菌子

实体及其深层发酵液均有增香效果。

裹1评价员J=12。样品敛为2时的临界值

￡ 星茎=苎兰!兰里董查兰!堑
2

上段 15～2l 14～22

下段 15～21 14～22

表2美味牛肝蕾豆萁发酵液的定序实验结果

苎堕兰墅堕 差堕生墅堕苎壁主塑

序号P鲁麓苷未处理P：姜?未处理

2．2 oC-MS分析

使用同时蒸馏萃取法(sDE)分别提取美味牛肝

菌子实体、深层发酵液及经B一葡萄糖苷酶处理后的样

品的挥发性组分，采用Gc-Ms分析其化合物组成。

结果如表3和表4所示，组分排序由样品在DB5柱

中洗脱的先后顺序列出。从美味牛肝茵子实体和经

酶作用后的样品中分别分离出39和48个组分(囤1

和图2)，其中相同组分31个，在哥葡萄糖苷酶作用

后的样品中有17种新化合物生成(16．63％)，经鉴定

有6种组分主要属于吡嗪类或／和脂肪族化合物。

在美味牛肝菌子实体中，主要的风味组分是1一

辛烯一3一醇(19．52％)和1一辛烯一3一酮(11．98％)，(Z)一
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圈z美味牛肝菌子实体酶解前后主要

差异部分气相色谱图
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圈3美昧牛肝菌发酵液及其经过酶作用后的

风味物质气相色谱图

酵液中没有检出。因为1一辛烯一3一醇的前体物质是亚

油酸，亚油酸通常是食用菌体内的酶——脂肪氧化酶

和过氧化氢裂解酶氧化的产物[。⋯。虽然在发酵培养

基中额外添加了亚油酸，可能由于美味牛肝菌在发酵

过程中难以形成足量的相关酶类，所以无1一辛烯一3一

醇生成。与芒果、苹果汁和草莓酒的伊葡萄糖苷酶水

解产物相比口]．美味牛肝菌酶解后风味物质的增加

总量并不多，估计与美味牛肝菌子实体及其深层发酵

液中存在的风味前体物糖苷相对较少有关。但是一

4 I垫盟∑型：堂堂!旦!!盟型!望!

些对香气有较大贡献的特征风味物质的含量有所增

加，经过感官评审和Gc-Ms分析均证实B一葡萄糖苷

酶对改良美味牛肝菌的风味有一定效果。

裹4美味牛肝菌发酵液经}葡萄糖苷酶处理

前后风味物质组分

注tRT．保留时间，tr，癯量(<o．05“)lIld，束检出．

3结论

通过实验得出，美味牛肝菌子实体及其深层发酵

液中分别有39种和6种组分。美味牛肝菌子实体中

的主要挥发性组分是由八碳化合物组成，包括1一辛

烯一3一醇(19．52％)和1一辛烯一3一酮(11．98％)，深层发

酵液中的主要组分是3一羟基一2一丁酮。在美味牛肝菌

子实体及其深层发酵液中添加外源}葡萄糖苷用于

增香，从口一葡萄糖苷酶作用后的子实体和发酵液中分

别分离出48种和25种组分，各有17种(16．63％)和

19种(3．78％)种新化合物生成，其它有些组分在原

有基础上有不同程度增加。通过感官评审和Gc／

Ms分析证实，P葡萄糖苷酶能够有效改良美味牛肝

菌子实体及其深层发酵液中的挥发性物质组分，并具

有强化风味的效果。
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