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提取黑木耳黑色素工艺

宋丹靓敏1,2，么宏伟3，曾伟民1,2，冯　磊4，王　淼1,2，程　文1,2，万　鹏1,2，雷　虹1,2, *

（1.黑龙江大学农业微生物技术教育部工程研究中心，黑龙江哈尔滨 150500；
2.黑龙江大学生命科学学院黑龙江省普通高校分子生物重点实验室，黑龙江哈尔滨 150080；

3.黑龙江省林副特产研究所，黑龙江牡丹江 157011；
4.黑龙江省林业科学院，黑龙江哈尔滨 150040）

摘　要：以黑木耳（Auricularia auricula-judae）粉末为材料，研究了超声微波联用辅助提取黑木耳黑色素的方法。

通过单因素实验考察黑木耳干粉粉碎粒度、超声功率、微波功率和超声微波联用时间对提取效果的影响，并采用

响应面法优化工艺条件。通过与传统溶剂提取法及超声辅助提取法进行比较，结合扫描电镜（Scanning electron
microscope）观察不同提取方法对于黑木耳干粉组织结构的破坏程度，以此验证超声微波联用辅助提取黑木耳黑色

素的优势。结果表明：木耳黑色素的最佳提取工艺条件是：超声功率 398 W、微波功率 392 W、联合作用时间

31 min。此条件下黑木耳黑色素吸光度为 0.984，粗黑色素得率达到 9.10%，相较传统溶剂法提取法（7.20%）、超

声辅助提取法（5.20%）分别提高 26.38%、75.00%。经比较不同提取方法后的黑木耳组织的 SEM 图像，表明黑木

耳组织经超声微波联用辅助提取方法后，组织结构破损严重。结果证实：超声微波联用辅助提取黑木耳黑色素的

方法相较于传统溶剂法可节约溶剂的使用量，相较于超声辅助提取法所耗费的时间有所减少，并且可提升黑木耳

黑色素得率。
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Abstract：The ultrasound-microwave assisted extraction(UMAE) of melanin from Auricularia auricula-judae powder was
studied in this study. The effects of particle size, ultrasonic power, microwave power and ultrasound-microwave combined  
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action time on the extraction of melanin from A. auricula-judae  powder were investigated by single factor experiment, and
the process conditions were optimized by response surface methodology.Compared with the traditional solvent extraction
method and ultrasound assisted extraction method, combined with scanning electron microscope (SEM), the damage degree
of  different  extraction  methods  on  the  structure  of A.  auricula-judae dry  powder  was  observed,  so  as  to  verify  the
advantages of ultrasound-microwave assisted extraction of  A. auricula-judae  melanin.The results showed that the optimal
extraction conditions were as follows: Ultrasonic power 398 W, microwave power 392 W, combined action time 31 min.
Under these conditions, the absorbance of  A. auricula-judae  melanin was 0.984, and the yield reached 9.10%. Compared
with  the  traditional  solvent  extraction  method  (7.20%)  and  ultrasound-assisted  extraction  method  (5.2%),  the  extraction
yield  of Auricularia  auricula melanin  increased by 26.38% and 75.00%, respectively.  Compared the  SEM images  of  the
tissue of  A. auricula-judae  with different extraction methods, it was shown that the tissue structure of  A. auricula-judae 
was  seriously  damaged  after  ultrasound-microwave  assisted  extraction.  The  results  confirmed  that  the  method  of
ultrasound-microwave assisted extraction of  A. auricula-judae  melanin could save the amount of solvent compared with
the traditional solvent method, reduce the time spent compared with the ultrasound-microwave assisted extraction method,
and improve the yield of  A. auricula-judae  melanin.

Key words：Auricularia auriculata-judae melanin；ultrasound-microwave combination；response surface design；scanning

electron microscope；structure of the organization

 

黑木耳（Auricularia auricula-judae），又名光木

耳。按照真菌学分类属于担子菌纲，木耳目，木耳科，

木耳属[1]。我国是世界上主要的木耳生产国，年产量

占世界总产量的 60% 以上，其产区遍布 20 多个省

（自治区、直辖市）[2]。作为一种营养丰富的食用菌，

黑木耳具有多种保健作用。研究发现，黑木耳黑色素

具有抗氧化、抗辐射、抗病毒、提高免疫力等许多重

要的生理功能，极具开发潜力 [3]。同时，黑色素

（Melanin）被认为是黑色食品中最重要的功能成分之

一[4]。黑色素是由吲哚或酚类化合物氧化聚合而成

的非均质高分子化合物，一般呈黑色、褐色或者棕

色，广泛存在于动植物和微生物中[5]。同时在食品加

工、化妆品开发、疾病预防治疗等方面也都有着广阔

的应用前景[6]。

侯若琳等[7] 采用正交法和响应面法对纤维素酶-
超声波协同提取黑木耳黑色素的提取工艺进行了优

化，并对最优条件下提取的黑木耳黑色素体外抗氧化

活性进行了检测。潘磊等[8] 使用响应面对超声波

辅助法提取黑木耳黑色素工艺进行优化。Harki
等[9] 用碱提酸沉法从真菌细胞中提取黑色素粗品，

于 7 mol/L 的盐酸中在 100 ℃ 下水解 2 h，离心，依

次用 0.01 mol/L 的盐酸和蒸馏水对色素沉淀进行洗

涤，最后用氯仿洗涤，即得纯化的黑色素。李琦

等[10] 研究了黑木耳黑色素的提取纯化和鉴定方法，

运用紫外-可见光谱扫描和傅里叶红外光谱扫描的方

法对黑木耳黑色素的基本结构进行了鉴定，发现黑木

耳黑色素与酪氨酸合成黑色素表现出相对一致的紫

外-可见光谱和傅里叶红外光谱特征，最终将黑木

耳黑色素归类为 3，4-二羟基苯丙氨酸 (DOPA) 类黑

色素。

超声波-微波辅助提取（UMAE）是一种结合超声

波和微波方法的新工艺技术,它充分利用了微波和超

声空化的高能效应，克服了传统超声波和微波提取的

缺点[11]。这种方法能够快速、有效地在低温环境条

件下提取，节省能源和时间。并且，UMAE 已被用于

从植物中提取多种活性化合物，如番茄红素、植物

油、多糖和低聚糖[12]。然而，现阶段使用超声波-微

波辅助提取法从黑木耳中提取黑色素的研究较为少见。

本文采用超声-微波联用辅助法提取木耳黑色

素，在明确黑木耳黑色素最大吸收波长的前提下，研

究黑木耳干粉粉碎粒度、超声功率、微波功率、联合

作用时间对黑木耳黑色素吸光度的影响，使用响应面

法优化黑木耳黑色素提取工艺，并结合扫描电镜检

测，与传统溶剂法提取黑木耳黑色素方法进行比较，

最终明确超声-微波联用辅助提取法对黑木耳黑色素

提取的优势所在，以期为黑木耳黑色素的进一步开发

提供技术依据。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

黑木耳材料　由东宁黑木耳产业基地提供，菌

种保藏号：HDXZ-1；氢氧化钠、乙酸乙酯、乙醇、磷

酸二氢钠、三氯甲烷、柠檬酸　均为分析纯，天津市

光复科技发展有限公司；盐酸　分析纯，哈尔滨理工

化学试剂有限公司；酪氨酸合成黑色素　标准品,购

于 Sigma 公司。

FDV 手提式小型高速粉碎机　北京环亚有限公

司；SL-SM200 超声波微波组合反应系统　南京顺流

仪器有限公司；H2050R 台式高速大量冷冻离心机　

湖南湘仪实验室仪器开发有限公司；UV-2500 岛津

紫外分光光度计　日本岛津公司；AB104-N 电子天

平　常熟市天量仪器有限责任公司；PHS-25 pH 计

　上海仪电科学仪器股份有限公司；W201 电热恒温

水浴锅　天津市泰斯特仪器有限公司；S-4800 扫描

式电子显微镜　日本株式会社；冷冻干燥机　上海

那艾精密仪器有限公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   黑木耳原料预处理　黑木耳原料为干制品，使
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用粉碎机进行粉碎，将粉碎完成的黑木耳粉末依次

过 200、160、120、80、40 目筛，收集不同目数下黑

木耳干粉并将其置于自封袋中，于干燥条件下保存

备用。 

1.2.2   传统溶剂法提取黑木耳黑色素工艺　黑木耳干

品经粉碎后，过 40 目筛。准确称取黑木耳粉末样品

10.0 g，加入 250 mL 浓度为 3 mol/L 的盐酸，70 ℃
下搅拌浸提 1 h，混合物经 4000 r/min 离心 15 min，
分离上清和沉淀，沉淀采用氢氧化钠调节其 pH 至

12，充分溶解搅拌后，再经 4000 r/min 离心 15 min[13]。

取上清 0.5 mL，用蒸馏水稀释 180 倍，于紫外分光光

度计上测定其吸光度。其余上清液采用 3 mol/L 盐

酸调节 pH 至 2，静置 10 min 后，4000 r/min 离心 15 min
取沉淀，得到黑色素粗品。 

1.2.3   超声波辅助法提取黑木耳黑色素工艺　取粉碎

后过 40 目筛黑木耳粉末 10.0 g，按照料液比 1:30 mL，
加入 0.1 mol/L NaOH 溶液，超声破壁处理（功率 80 W，

80 min），10000 r/min 离心，15 min。取上清液 0.5 mL
用蒸馏水稀释 180 倍，测定吸光度[14]。其余上清液

采用 3 mol/L 盐酸调节 pH 至 2，静置 10 min，沸水

浴酸沉 10 h，10000 r/min 离心 15 min 取沉淀，即为

黑色素粗品。 

1.2.4   超声-微波联用辅助提取法提取黑木耳黑色素工

艺　取黑木耳粉末 10.0 g，加入 0.1 mol/L NaOH 溶

液，调节提取液 pH 至 12，使用超声-微波联用处理，

10000 r/min 离心，15 min，取上清 0.5 mL 用蒸馏水

稀释 180 倍，测定吸光度。其余上清液采用 3 mol/L
盐酸调节 pH 至 2，静置 10 min，沸水浴酸沉 10 h，
10000 r/min 离心 15 min 后，沉淀即为黑色素粗品。 

1.2.5   黑木耳黑色素的纯化　将所提取的黑木耳黑色

素粗提物，先后采用氯仿、乙酸乙酯和乙醇洗涤，最

后沉淀再用蒸馏水洗涤 3 ~ 5 次，最后一次离心，取

固体，经冷冻干燥即得黑色固体粉末状的精制黑木耳

黑色素。 

1.2.6   最大吸收波长检测　称取少量已纯化的黑木耳

黑色素溶于 pH 为 8 的柠檬酸磷酸氢二钠缓冲液中，

在 40 ℃ 的条件下，在可控温磁力搅拌器中搅拌溶

解 1 h，使色素尽可能溶解，溶液经 4000 r/min 离心

15 min，取上清液，使用石英比色皿在波长 200 ~
600 nm 范围内进行紫外-可见光谱扫描[15]。 

1.2.7   响应面法优化超声-微波联用辅助提取黑木耳黑

色素　 

1.2.7.1   超声-微波联用辅助提取黑木耳黑色素单因素

实验设计　a.黑木耳干粉最佳微粉碎粒度测定：使用

电子天平称取依次过 40、80、120、160、200 目筛黑

木耳干粉各 10.0 g，在料液比 1:30 g/mL，超声功率

400 W，微波功率 200 W，联合处理时间 20 min 条件

下，考察不同粉碎颗粒粒度对于黑木耳黑色素提取的

影响，将所得提取液离心，取 0.5 mL 上清液，用蒸馏

水稀释 180 倍，于 207 nm 波长处测定吸光度，以吸

光度值大小明确黑木耳干粉最佳微粉碎粒度。b.黑
木耳黑色素提取最佳超声功率参数测定：用电子天平

称取过 120 目筛黑木耳干粉 10.0 g，料液比 1:30 g/mL，
微波功率 200 W，联合作用时间 20 min 条件下，通过

设置不同超声功率：300、350、400、450、500 W，考

察超声功率对于黑木耳黑色素提取的影响，将所得提

取液离心，取 0.5 mL 上清液，用蒸馏水稀释 180 倍，

于 207 nm 波长处测定吸光度，以吸光度值大小判定

最佳超声功率参数。c.黑木耳黑色素提取最佳微波

功率参数测定：用电子天平称取过 120 目筛黑木耳

干粉 10.0 g，料液比 1:30 g/mL，超声功率 400 W，联

合作用时间 20 min 条件下，通过改变不同微波功率：

100、200、300、400、500 W，考察微波功率对于黑木

耳黑色素提取的影响，将所得提取液离心，取 0.5 mL
上清液，用蒸馏水稀释 180 倍，于 207 nm 波长处测

定吸光度，通过吸光度值大小明确最佳微波功率参

数。d.黑木耳黑色素提取最佳超声-微波联合作用时

间测定：用电子天平称取过 120 目筛黑木耳干粉 10.0 g，
料液比 1:30 g/mL，超声功率 400 W，微波功率 400 W
条件下，通过改变超声-微波联合作用时间分别为：

10、20、30、40、50 min，考察超声-微波联合作用时

间对于黑木耳黑色素提取的影响，将所得提取液离

心，取 0.5 mL 上清液，用蒸馏水稀释 180 倍，于 207 nm
波长处测定吸光度，以吸光度值大小明确超声-微波

联合作用时间的最佳参数。 

1.2.7.2   响应面试验设计　单因素实验中首先确定出

最佳黑木耳干粉粉碎粒度，在此基础上根据 Box-
Behnken 试验设计原理，设计 3 因素 3 水平的响应

面分析方法（表 1），以吸光度为指标，优化超声-微波

联用辅助法提取黑木耳黑色素的工艺参数。

  
表 1    黑木耳黑色素提取 Box-Behnken 试验因素和水平

Table 1    Factors and levels of Box-Behnken test for A.
auricula-judae  melanin extraction

水平 X1超声功率（W） X2微波功率 (W） X3联合作用时间（ min）

1 350 300 20
2 400 400 30
3 450 500 40

  

1.2.8   黑木耳黑色素提取得率的计算　W（%）=（W1/
W2）×100

式中：W 表示黑木耳黑色素粗提物得率，%；

W1 表示根据冷冻干燥称重后的黑色素粗提物质量，

g；W2 表示黑木耳微粉使用量，g。 

1.2.9   不同提取方法处理黑木耳干粉形态分析　使用

S-4800 扫描电子显微镜（SEM）检测未做提取处理黑

木耳干粉样品、传统溶剂提取法处理后黑木耳干粉

样品、超声波辅助提取法处理后黑木耳干粉样品、超

声-微波联用辅助提取法处理后黑木耳干粉样品的形

状和表面特征。于高真空（1.3×10−3 PA），1000×放大
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倍数，光源 6.0，分辨率 9.8 nm，12.5 kV 加速电势条

件下，观察每个样品经不同提取方法处理后的组织形

态结构。 

1.3　数据处理

采用 SPSS 17.0 软件中 One-way ANOVA 进行

统计分析，多重比较采用 LSD 法；P<0.05 为差异显

著，P<0.01 为差异极显著。 

2　结果与分析 

2.1　最大吸收波长的确定

通过最大吸收波长可明确所提取得到的物质是

否为黑色素，亦可将不同提取方法处理后的黑木耳黑

色素提取液于其最大吸收波长处进行比较测定，可对

不同提取工艺进行比较分析，以明确最佳提取工艺参

数，结果见图 1。
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图 1    黑木耳黑色素的紫外扫描图谱
Fig.1    Ultraviolet scanning spectrum of

A. auricula-judae melanin
 

由紫外-可见光谱扫描图谱可见，酪氨酸合成黑

色素的紫外扫描最大吸收峰值在紫外波长 210 nm
处，纯化的黑木耳黑色素的最大吸收峰值在紫外波

长 207 nm 处，在所设定的 200~600 nm 的紫外可-见
光谱扫描范围内呈现出了与酪氨酸合成黑色素相对

一致的紫外吸收变化规律，在紫外区具有强吸收，从

最大吸收峰值处开始，随着扫描波长的逐渐增大，吸

光度呈现出下降的变化趋势，具有典型的黑色素紫外

吸收图谱特征，这与 Bell 等[16] 报道的不同来源黑色

素的紫外可见光最大吸收峰值在波长在 210 nm
附近具有较高的一致性。

将经不同提取工艺参数提取后的黑木耳黑色素

提取液在波长 207 nm 处测定吸光度值，进行比较分

析，以此吸光度值为评价指标，确定最佳黑木耳黑色

素提取工艺参数条件。 

2.2　超声-微波联用法提取黑木耳黑色素工艺单因素

实验结果 

2.2.1   黑木耳干粉最佳微粉碎粒度的确定　不同微粉

碎粒度参数对黑木耳黑色素提取液吸光度值的影响

结果如图 2 所示。可知，黑木耳干粉微粉碎粒度由

过 40 目变化至 120 目（380 μm 变化至 120 μm）过程

中，随着颗粒粒度的减小，黑木耳黑色素提取液的吸

光度逐步增加，表明黑木耳干粉原料粉碎粒度在该范

围内时，黑木耳黑色素提取液的吸光度值与微粉碎颗

粒粒度呈反比，微粉碎后所过的筛网目数越大，黑木

耳黑色素提取液吸光度值越大。
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图 2    干粉微粉碎粒度对黑色素吸光度的影响
Fig.2    Effect of dry powder particle size on melanin absorbance
 

当颗粒粒度超过 120 目（120 μm），随着微粉碎

颗粒粒度的减小，黑木耳黑色素提取液的吸光度值有

所下降，该结果表明当微粉碎粒度小于 120 μm 后，

黑木耳黑色素提取液吸光度值会随着微粉碎颗粒粒

度的降低而降低。得到该结果的原因可能是因为黑

木耳样品微粉碎颗粒小于 120 μm 时，所选用的提取

剂为碱性溶液，这样会导致一些碱溶性杂质的溶出量

随之增加，这些杂质成分与黑木耳黑色素竞争溶出，

从而导致黑木耳黑色素溶解度降低，使得吸光度有所

下降[17]；亦有可能是因为在微粉碎的过程中，为得到

颗粒粒径较小的黑木耳干粉原料需要更长的微粉碎

时间，微粉碎时间的增长使得热效应增大，黑木耳干

粉原料中黑色素的结构被破坏，导致其吸光度值降

低。故选用微粉碎粒度 120 μm 的黑木耳干粉原料

作为黑木耳黑色素超声-微波联用辅助提取法工艺中

微粉碎颗粒粒度最佳参数条件。 

2.2.2   超声-微波联用辅助提取最佳超声功率的确定　

由图 3 可知，当超声功率由 300 W 增大至 400 W 的

过程中，黑木耳黑色素提取液的吸光度值持续增大，

与超声功率呈正比，当超声功率至 400 W 时，黑木耳

黑色素提取液吸光度值达到最大；当超声功率由 400 W
持续增大时，可发现，黑木耳黑色素提取液的吸光度

值有所下降，此范围内，超声功率与黑木耳黑色素吸

光度值呈反比。

该结果发生的原因可能因为超声功率过大所引

起的机械剪切作用增强，从而导致提取液中黑木耳黑

色素结构因降解而发生变化，从导致损失[18]。由此可

知，超声功率 400 W 可作为超声-微波联用辅助提取

黑木耳黑色素工艺中超声功率最佳单因素条件。 

2.2.3   超声-微波联用辅助提取最佳微波功率的确定　

由图 4 可知，当微波功率由 100 W 提升至 400 W 过

程中，随着微波功率的增大，黑木耳黑色素提取液的

吸光度持续增大，当微波功率达到 400 W 时，黑木耳

黑色素提取液的吸光度值达到最大。随着微波功率

的持续增大，对于黑木耳黑色素提取液吸光度值的提

第  42 卷  第  7 期 宋丹靓敏 ，等： 响应面法优化超声微波联用辅助提取黑木耳黑色素工艺 · 165 · 



升较小，与 400 W 微波功率参数条件基本一致。得

到该结果的原因可能是由于提取包括扩散、渗透、溶

解等过程，随着微波功率的增大，黑木耳微粉中黑色

素释放量增大，提取量亦增大。故提取所使用的微波

功率越大，提取越完全；当扩散达到平衡时，增大微波

功率，提取率不再增大。从节省能源消耗方面考虑，

将微波功率 400 W设定为超声-微波联用辅助提取黑

木耳黑色素工艺中微波功率最佳参数条件。 

2.2.4   超声-微波联用辅助提取最佳联合时间的确定　

由图 5 可知，不同的超声-微波联合作用时间参数对

于黑木耳黑色素提取液吸光度值的影响不一，当超

声-微波联用时间参数设定为 30 min 时，黑木耳黑色

素提取液吸光度值达到最大。但随着所设定的联合

作用时间的持续增大，提取液吸光度值下降程度较为

明显。发生该种情况的原因可能是由于超声-微波联

合用时间的过长，会使得黑木耳黑色素的结构发生变

化[19]，从而有所损失，导致黑木耳黑色素提取液的吸

光度值降低。

相较于传统溶剂提取法（90 min）及超声波辅助

提取法（80 min）的耗时较长，超声-微波联用辅助提

取法可在短时间内对黑木耳干粉原料中的黑色素进

行较为充分地提取，以此体现了超声-微波联用辅助

提取法可缩短提取时间的优点。由该结果可明确，单

因素实验中最佳超声-微波联合作用时间参数为

30 min。 

2.3　响应面优化试验

采用 Design-Expert 8.0.6.1 软件对试验数据进

行回归分析。Box-Behnken 的 3 因素 3 水平试验共

17 个试验点，前 12 个是析因点，自变量取值在 X1，

X2，X3 所构成的三维顶点；后 5 个为零点，为区域的

中心点，用来评估试验误差。黑木耳黑色素提取

Box-Behnken 试验方案与结果见表 2。 

X2
1 X2

2 X2
3

2.3.1   模型的建立及显著性检验　利用 Design-

Expert 8.0.6.1 软件对表 2 数据进行多元回归拟合，

得到黑木耳黑色素吸光度对超声功率、微波功率、作

用时间的二次多项回归模型为：Y=0.99−0.016X1−

0.005X2+0.019X3−0.014X1X2+0.019X1X3−0.0025X2X3−

0.11 −0.060  − 0.11 ，R2=0.913。其中整体模型

极为极显著（P<0.01），失拟项不显著（P>0.05），

说明方程和试验拟合较好，可以对超声-微波联用辅

助提取法不同参数下黑木耳黑色素提取液的吸光度

进行预测。

X2
1 X2

3 X2
2

对回归方程系数进行显著性检验见表 3，可知各

因素对黑木耳黑色素提取液吸光度影响的排序为：联

合作用时间（X3）>超声功率（X1）>微波功率（X2）。

其中 、  作用极显著（P<0.01），  作用显著

（P<0.05）。 

2.3.2   分析响应面和二维等高线图　图 6、图 7、图 8

是根据回归方程所做出的响应曲面和等高线图，各图

形能够直观地反映出各因素之间的交互作用以及各

因素和响应值之间的关系，等高线呈圆形表示两因素

交互作用不显著，而呈椭圆形或马鞍形则表示两因素

交互作用显著[20]。

由图 6 可知，当超声功率一定时，黑木耳黑色素

提取液的吸光值受微波功率的影响较小，随着微波功

率的增大，黑木耳黑色素提取液的吸光值先增大而后

有所下降；而当微波功率一定时，超声功率对黑木耳

黑色素提取液吸光值的影响较大，吸光度随着超声功
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图 3    超声功率对黑色素吸光度的影响

Fig.3    Effect of ultrasonic power on melanin absorbance
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图 4    微波功率对黑色素吸光度的影响

Fig.4    Effect of microwave power on the absorbance of melanin
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图 5    超声-微波联用时间对黑色素吸光度的影响

Fig.5    Effect of ultrasound-microwave combined action time on
the absorbance of melanin

 

 · 166 · 食品工业科技 2021 年  4 月



率的增大而增大，但是当超声功率增大到一定的程

度，随着超声功率的增大，黑木耳黑色素提取液的吸

光值反而逐渐降低。超声功率与微波功率的等高线

排列疏松且椭圆曲率小，近似圆形。说明微波功率与

超声功率之间的交互作用不明显。

由图 7 可以看出，黑木耳黑色素提取液的吸光

值随着提取时间的变化，呈现先升高后降低的变化趋

势；超声功率对于提取液的吸光值影响情况同样一

致，在超声-微波联合作用时间为 30 min，超声功率

为 400 W 时，黑木耳黑色素提取液的吸光值达到

最大。超声功率与超声-微波联合作用时间的坡度陡

峭，等高线较为密集，椭圆曲率较大。说明超声功率

与超声-微波联合作用时间之间交互作用有一定相关

性，但经过方差分析并不显著。而且超声-微波联合

作用时间的等高线相较超声功率密集，说明超声-微
波联合作用时间的影响大于超声功率。

由图 8 可以看出，在微波功率 400 W，联合作用

时间为 30 min 时，黑木耳黑色素提取液的吸光值达

 

表 2    黑木耳黑色素提取 Box-Behnken 试验方案与结果

Table 2    Scheme and results of Box-Behnken experiment for extraction of A. auricula-judae melanin

试验号 X1 X2 X3 OD207 试验号 X1 X2 X3 OD207

1 −1 −1 0 0.841 10 0 1 −1 0.847
2 1 −1 0 0.853 11 0 −1 1 0.797
3 −1 1 0 0.819 12 0 1 1 0.831
4 1 1 0 0.774 13 0 0 0 0.963
5 −1 0 −1 0.768 14 0 0 0 0.977
6 1 0 −1 0.684 15 0 0 0 1.025
7 −1 0 1 0.826 16 0 0 0 0.986
8 1 0 1 0.817 17 0 0 0 1.007
9 0 −1 −1 0.823

 

表 3    方差分析

Table 3    Variance analysis

方差来源 自由度 平方和 均方 F值 P值

X1 1 1.985E-003 1.985E-003 1.08 0.3324
X2 1 2.311E-004 2.311E-004 0.13 0.7328
X3 1 2.775E-003 2.775E-003 1.52 0.2579

X1X2 1 8.123E-004 8.123E-004 0.44 0.5266
X1X3 1 1.406E-003 1.406E-003 0.77 0.4098
X2X3 1 2.500E-005 2.500E-005 0.014 0.9102

X2
1 1 0.051 0.051 27.99 0.0011**

X2
2 1 0.015 0.015 8.16 0.0245*

X2
3 1 0.049 0.049 26.61 0.0013**

模型 9 0.13 0.015 8.16 0.0057**

残差 7 0.013 1.830E-003
失拟项 3 0.010 3.465E-003 5.74 0.0623
纯误差 4 2.415E-003 6.038E-004
总和 16 0.15

注：*表示差异显著（P < 0.05），**表示差异极显著（P < 0.01）。
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图 6    超声功率和微波功率对黑色素吸光度影响的响应面和等高线图

Fig.6    Response surface and contour diagram of the effect of ultrasonic power and microwave power on the absorbance of melanin
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到最大。微波功率变化曲面相较联合作用时间变化

曲面平缓，说明微波功率对黑木耳黑色素提取液吸光

值的影响较联合作用时间对黑木耳黑色素提取液吸

光值的影响小，与方差分析的结果一致。从等高线图

可以看出，联合作用时间轴向的等高线密集，说明联

合作用时间对黑木耳黑色素吸光值影响较大，而微波

功率轴向的等高线相对稀疏，说明微波功率对黑木耳

黑色素提取液吸光值影响较小[21]。 

2.3.3   反应条件优化及模型验证　经由 Design-Exp-

ert 8.0.6.1 软件分析该模型下，黑木耳黑色素超声-

微波联用辅助提取法最佳提取工艺条件为：超声功

率 398.04 W、微波功率 392.36 W、联合作用时间

30.79 min。此时，黑木耳黑色素提取液理论吸光度

为 0.993±0.003。

为检验响应面可靠性，采用最佳提取工艺条件

做黑木耳黑色素超声-微波辅助提取验证试验。同时

考虑到实际操作的可行性和局限性，将工艺参数修正

为超声功率 398 W、微波功率 392 W、联合作用时

间 31 min。在修正条件下进行 3 次平行试验，测得

黑木耳黑色素提取液的平均吸光度为 0.984，与理论

值 0.993 基本吻合。

将超声-微波联用辅助提取法最佳优化工艺条件

下所得到的上清液用 3 mol/L 盐酸，沸水浴沉淀 10 h，

经 4000 r/min 离心 15 min 后，取沉淀冷冻干燥后，

测得粗黑色素得率（9.10%±0.45%），相较于传统溶剂

提取法粗黑色素得率（7.20%±0.25%）、超声波辅助

提取法粗黑色素得率（5.20%±0.35%），使用超声-微

波联用辅助提取法，对于黑木耳粗黑色素的提取得率

有较高的提升。表明采用响应面法优化得到的黑色

素提取条件准确可靠，具有一定应用价值。 

2.4　不同提取方法处理黑木耳干粉形态分析

SEM 观察黑木耳组织经过不同提取方法处理后

的微观结构，如图 9A、B、C、D 所示。

提取效率与植物组织细胞壁的物理变化存在一

定关系[22]。不同提取方法处理对于黑木耳组织结构

的物理变化有着显著影响。黑木耳组织样品经过粉

碎处理后（图 9 A），其组织结构几乎完好无损，排列

较为紧密，表明粉碎处理对于黑木耳组织的破坏程度

较小。经过与粉碎处理的黑木耳组织样品相比，使用

传统溶剂提取法、超声波辅助提取法、超声-微波联

用辅助提取法处理后（图 9 B、C、D）的黑木耳样品组

织结构受到不同程度的破坏，其组织结构破坏程度由

大到小排序依次为：超声-微波联用辅助提取法>传统

溶剂提取法处理>超声波辅助提取法。

其中，与传统溶剂提取法以及超声波辅助提取

法相比，经超声-微波联用辅助提取法处理后的黑木

耳组织样品破损程度较为严重，组织形态完全改变，

组织结构排列松散；相较于传统溶剂法，超声波辅助
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图 7    超声功率和联合作用时间对黑色素吸光度影响的响应面和等高线图

Fig.7    Response surface and contour diagram of the effect of ultrasonic power and combined action time on the absorbance of melanin
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Fig.8    Response surface and contour diagram of the effect of microwave power and combined action time
on the absorbance of melanin
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提取法的超声波会产生空化效应，导致黑木耳组织样

品产生空洞，使其组织状态发生改变；相较于粉碎处

理，传统溶剂提取法处理后的黑木耳组织样品由于酸

水解导致细胞壁中果胶的溶出，使得组织结构联结更

加紧密，破化程度较小。 

3　讨论
与传统溶剂提取法以及超声波辅助提取法相

比，经超声-微波联用辅助提取法处理后的黑木耳组

织样品，破损程度较为严重，组织形态完全改变，组织

结构排列松散。这可能是由于超声-微波联用辅助提

取法是一种结合超声波和微波方法的新工艺技术。

其中，微波可以较为快速地加热整个样品，诱导已溶

解的分子发生迁移。同时，超声波可增强传质，提高

目标产品的提取量[23]。其中，造成黑木耳组织结构的

破坏的原因，归因于超声引起的强烈震动，以及微波

处理可以对黑木耳组织样品进行加热和膨胀，从而引

起冲击和空化效应[24]。

由不同黑木耳黑色素提取方法工艺所耗费的时

间来看，传统溶剂提取法需耗费 90 min，超声辅助提

取法时长 80 min，而使用超生-微波联用辅助提取法

对于黑木耳黑色素进行提取，只需 30 min 即可，这是

由于超声系统可在瞬时产生大量的能量，从而使得黑

色素从黑木耳组织内部快速溶解至溶剂中，相对于渗

透过程，耗时更短。同时，超声系统可在瞬时产生大

量的能量，从而使得黑色素从黑木耳组织内部快速溶

解至溶剂中，相对于渗透过程，耗时更短。另一方面，

微波能量可有效地被提取溶剂吸收，并同时对样品进

行有效加热[25]。因此，提取溶剂可渗透进入到组织内

部并剧烈膨胀，随后导致组织结构严重破裂，使得黑

木耳黑色素在超声-微波联合辅助提取期间大量释放

到提取溶剂中，从而提升黑木耳黑色素的提取量。

SEM 所提供的不同提取方法处理后的黑木耳组织结

构图也印证了超声-微波联合辅助提取的优势所在，

为超声-微波联用辅助提取法可提高黑木耳黑色素提

取效率，提供了具有一定说服力的依据。

使用该方法对于黑木耳黑色素进行提取，提取

得率明显高于传统溶剂提取法及超声波辅助提取法，

可作为黑木耳黑色素的高效提取工艺方法。 

4　结论
通过单因素和响应面试验得到最佳超声-微

波联用辅助提取黑木耳黑色素工艺条件为：超声

功率 398  W、微波功率 392  W、联合作用时间

31 min。此工艺条件下，黑木耳黑色素提取液吸光度

值可达 0.984±0.003，黑木耳黑色素粗提物得率

为 9.10%±0.45%；相较于传统溶剂提取法得率

7.20%±0.25%、超声辅助提取法得率 5.20%±0.35%，

超声 -微波联用辅助提取法分别提升了 26.38%、

75.00%，明显高于该两种方法。

同时，经过不同提取方法处理后的黑木耳干粉

样品组织 SEM 图像的比较，表明超声-微波联用辅助

 

C D

A B

图 9    不同处理方法的黑木耳组织样品扫描电子显微镜图片

Fig.9    Scanning electron microscope images of samples with different treatment methods
注：A：黑木耳干粉粉碎样品； B：超声辅助提取法处理后黑木耳样品； C：传统溶剂提取法处理后黑木耳样品；

D：超声-微波联用辅助提取法处理后黑木耳样品。
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提取法相较于其他提取方法，对黑木耳干粉组织结构

的破坏程度较大。这些结果表明超声-微波联用辅助

法提取黑木耳黑色素方法有一定优势所在，可节约资

源，降低提取时间，并且提升提取得率。
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