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Abstract: Waste beer yeast polypeptides were made from waste beer yeast by bromidic hydrolyzation, separation, purification and dryness etc.

The optimum bromidic hydrolyzation conditions of waste beer yeast were determined by single factor and response surface analysis experiments

as follows:temperature at 40.61 ℃, pH value as 6.58, and the use level of enzyme was 2.26 % (w/w). The yield of peptide could achieve 50.97 %

(w/w).
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啤酒废酵母酶法制备生物活性肽的工艺研究
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摘 要: 以啤酒废酵母为原料 , 经菠萝蛋白酶酶解、分离、纯化、干燥等工序制得啤酒废酵母活性肽。试验通过单

因素及响应面试验分析确定了菠萝蛋白酶对废酵母的最佳酶解条件 : 酶解温度 40.61 ℃, pH6.58, 酶用量 2.62 %

( w/w) 。酶解后多肽得率可达到 50.97 %( w/w) 。
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我国 2006 年年产啤酒 3515 万 t, 每年需处理的废

酵母泥 60～90 万 t。啤酒废酵母是一种营养丰富、价格

低廉的蛋白源, 其中蛋白质占酵母干重的 45 %～60 %。

目前处理方法主要是将其直接干燥成饲料蛋白原料, 但

因细胞壁在畜体内不易被消化 , 核酸含量偏高 , 而限制

了其发展和运用。本试验采用蛋白酶水解啤酒废酵母中

的蛋白质来制取生物活性肽 , 可在充分利用啤酒废酵

母、有效处理啤酒生产废渣的同时 , 获得一定的经济效

益, 为啤酒行业循环经济的发展开创新思路。

生物活性肽是分子量在 180～1000 之间的 , 一定氨

基酸顺序的小肽、寡肽、低聚肽 [1], 具有免疫调节、抗菌、

抗肿瘤等多种生理活性作用, 它比氨基酸更易被人体吸

收 , 可获得更高的生物效价和营养价值 , 是目前研究的

热点之一[2～4]。酶水解蛋白质的方法具有反应条件温和、

反应时间短、效率高、不产生消旋作用、也不破坏氨基

酸、产品纯度高、产物易分离、成本低廉等优点[5], 优于传

统的化学水解法, 是制备活性肽较好的方法。目前制取

生物活性肽的原料多采用大豆、花生等 , 啤酒废酵母作

为原料研究的相关报道较少, 本研究对生产生物活性肽

的原料多样性及啤酒废酵母的综合利用研究打下基础。

1 材料与方法

1.1 材料

菌种 : 啤酒废酵母 , 贵州蓝剑瀑布啤酒集团有限公

司提供。

NaHCO3、NaOH、HC1、三 氯 乙 酸 ( TCA) : 分 析 纯 ;

活性炭 : 工业级 。SephadexG- 25: Superfine Amersham

Biosciences 公 司 生 产 ; 菠 萝 蛋 白 酶 ( Bromelain from

pineapple stem): Sigma 公司生产。

1.2 仪器

pHS- 25 型 精 密 数 显 酸 度 计 , 电 热 恒 温 水 浴 锅 ,

TDL- 40B 型离心机, UV- 2500 型紫外分光光度计, KTA

purifine 制备色谱仪; !1.6×100 cm 层析柱; 旋转蒸发仪

RE- 52B; 真空干燥器; ALPHA1- 4 冷冻干燥机。

1.3 检测方法

多 肽 分 离 方 法 为 三 氯 乙 酸 TCA 沉 淀 法 。 即 取 出

10 mL 酶解后的上清液加 10 mL 20 %( w/w) 的 TCA, 搅

匀静置 30 min 后, 4800 r/min 下离心 10 min, 所得上清
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液[TCA]分别用凯氏定氮法[6]和甲醛滴定法[7]测定上清液中

的总氮含量和氨态氮含量, 多肽氮量和多肽得率按下式

进行计算[7]:

多肽氮量 = 上清液[TCA]总氮量- 上清液[TCA]氨态氮量

多肽得率= 上清液[TCA]多肽氮量
原料总蛋白氮量

×100 %

1.4 制备工艺流程及其要点

啤酒废酵母→预处理→酶解→灭酶→除杂→离心分离→收

集上清液→脱色、除臭→凝胶层析分离→真空冷冻干燥→活性多

肽成品

1.4.1 啤酒废酵母的预处理

为了除去啤酒废酵母泥中一定量的大颗粒酒花、树

脂等杂质, 需对酶解前的废酵母进行预处理。将啤酒废

酵母加入 2 倍体积的 0～4 ℃无菌水 , 搅拌均匀后 , 用

80 目筛网滤去杂质 , 然后加入 1 倍体积的 0～4 ℃无菌

水 , 并添加 1 %( w/w) 的 NaHCO3, 反应 15 min 后 , 倾去

上清液 , 用蒸馏水洗涤 2～3 次 , 离心所 得 废 酵 母 用

NaOH 溶解其中的蛋白质后 ( pH9.0) , 再用 HCl 沉淀蛋

白质( pH4.5) 后, 离心分离后备用。

1.4.2 酶解

取一定量经预处理的废酵母蛋白, 加入 200 %(w/w)

的水 , 在一定的 pH 值、温度、时间条件下用一定量的菠

萝蛋白酶进行酶解。

1.4.3 灭酶

将酶解液迅速升温到 95 ℃,维持 15 min,让酶失活。

1.4.4 除杂

酶解所得的多肽液中含有一些核酸杂质, 本试验用

等电点沉淀法去除核酸。

1.4.5 离心分离

多肽液在 3000 r/min 条件下, 离心 15 min。

1.4.6 脱色

用活性炭吸附柱对离心所得的上清液进行吸附脱

色、除臭。

1.4.7 凝胶层析分离

试验选用分离分子量范围为 1000～5000 的葡聚糖

凝 胶 ( SephadexG- 25) 精 制 、 纯 化 多 肽 液 。 将 凝 胶

Sephadex G- 25 经过 pH7.0 Tris- HCl 缓冲液溶胀后 , 装

入内径为 1.6 cm、高度为 100 cm 的层析柱中 , 加入多肽

液 5 mL, 用 pH 为 7.0 的 Tris- HCl 缓冲液洗脱 , 流速控

制为 0.5 mL/min, 最后在波长为 280 nm 条件下检测洗

脱成分。

1.4.8 真空冷冻干燥

分离所得组分 , 经真空浓缩、真空冷冻干燥后能形

成乳白色、略带苦味、有酵母香、易溶于水的均匀粉末。

这种干燥方式能较大程度地保护多肽的活性, 提高成品

的品质。

2 结果与分析

2.1 菠萝蛋白酶酶解条件的优化

2.1.1 对影响菠萝蛋白酶酶解的各因素进行单因素分

析

对影响菠萝蛋白酶的酶解程度的酶用量、反应 pH、

时间、温度几个重要因素进行单因素试验 , 各因素条件

对多肽得率的影响见图 1～图 4。

由各图中各曲线的变化趋势可知, 较佳的酶解条件

为: pH6.5, 酶解温度 40 ℃, 酶按干酵母泥中所含蛋白质

量的 2.5 %( w/w) 加入酵母悬液, 酶解时间为 10 h。

2.1.2 对影响菠萝蛋白酶酶解的各因素进行响应面分

析

为了更好地了解各因素之间的交互作用, 确定最佳

酶解条件 , 在单因素实验结果的基础上 , 采用响应面分

析法对用菠萝蛋白酶酶解啤酒废酵母中蛋白质的条件

图 1 反应时间对多肽得率的影响

图 2 反应温度对多肽得率的影响

图 3 pH 对多肽得率的影响
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图 4 酶用量对多肽得率的影响

进行优化。

2.1.2.1 因素水平的选取

根据 central composite 的中心旋转实验设计原理 ,

用响应面分析法对影响较大的酶解温度、pH、酶用量 3

个因素进行分析, 根据单因素分析选取因素水平。试验

因素与水平设计见表 1。

2.1.2.2 实验设计与结果

设定 X1= 酶解温度, X2= 酶解 pH, X3 = 酶用量 , 以 3

次实验所得多肽得率的平均值为响应值( Y) , 实验设计

与实验结果见表 2。采用 Design- Expert 软件对所得数

据进行分析 , 回归分析结果见表 3, 响应面分析结果见

图 5、图 6、图 7。

采用 Design- Expert7.0 程 序 对 响 应 值 与 各 因 素 进

行回归拟合后, 得到回归方程:

Y= - 465.0522+9.3087X1+90.4730X2+22.4156X3 -

0.1375X1X2+0.0445X1X3 - 0.2950X2X3 - 0.1049X12 -

6.3904X2
2- 4.2504X3

2

回归方程中各变量对指标( 响应值) 影响的显著性,

由表 3 可以看出, 最显著的因素为一次项 X1, X2, X3, 二

次项 X1X1, X2X2, X3X3, 其次为交互项 X1X2。回归方程也

是高度显著的, 相关系数 R2=91.78/92.52=99.2 %,说明响

应值的变化有 99.2 %来源于所选变量 , 即酶解温度、pH

及酶用量。因此, 回归方程可以较好地描述各因素与响

应值之间的真实关系, 可以利用该回归方程确定菠萝蛋

白酶最佳酶解条件为: 酶解温度为 40.61 ℃, pH 为 6.58,

酶用量为 2.62 %( w/w) , 在此条件下进行提取 , 由回归

方程预测多肽得率可达到 51.07 %( w/w) 。

在上述响应面分析法求得的最佳条件下进行酶解,

发现响应值与回归方程预测值吻合良好, 结果见表 4。

2.2 不同的预处理方案对酶解多肽液成分的影响

将用菠萝蛋白酶酶解后的多肽液, 经灭酶、除杂、离

心、脱色后 , 用葡聚糖凝胶( SephadexG- 25 ) 层析柱分离

纯化 , 用 Tris- HCl 缓冲液洗脱 , 在波长为 280 nm 条件

下 , 所得的洗脱曲线见图 8。由图 8 可知 , 葡聚糖凝胶

( SephadexG- 25 ) 层析对多肽液中的多组分进行分离 ,
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图 5 多肽得率对酶解 pH 与温度的响应面
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可获得较好的分离效果。

3 结论

3.1 对菠萝蛋白酶酶解啤酒废酵母条件的单因分析及

对重要因素的响应面分析得出最佳酶解条件为: 酶解温

度为 40.61 ℃, pH 为 6.58, 酶用量为 2.62 %( w/w) 。

3.2 利用 pH7.0 Tris- HCl 缓冲液溶胀凝胶 SephadexG-

25, Tris- HCl 缓冲液洗脱柱层析, 可获得较好的分离效

果。
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图 7 多肽得率对酶解 pH 与酶用量的响应面

图 6 多肽得率对酶用量与酶解温度的响应面
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图 8 酶解后的洗脱曲线

泸州老窖通过国家级农业
产业化龙头企业初审

本刊讯: 2007 年 12 月初 , 国家级农业产业化龙头企业评审

培训会在四川成都市举行 , 会上 , 泸州老窖集团有限责任公司

通过了国家级农业产业化龙头企业初审 , 有望被命名为国家级

农业产业化重点龙头企业。目前 , 泸州市已有省级农业产业化

重点龙头企业 9 家 , 泸州老窖集团有限责任公司名列其中。如

果泸州老窖集团有限责任公司被命名为国家级重点龙头企业 ,

将对该公司争取国家、省级农业项目资金 , 加快打造国家优质

原粮基地 , 进一步提高名酒质量 , 促进泸州市酒业发展和助农

增收等产生十分重要的意义。( 君)

洋河蓝色经典包装
获得两项大奖

本刊讯 : 2007 年 12 月中旬,在北京人民大会堂召开的 2007 年

中国“包装之星”设计作品评比活动颁奖 大会上 , 江苏洋河酒厂股

份有限公司产品洋河蓝色经典以其精美高雅、新颖别致的包装设

计 , 一举荣获“世界之星”、“包装之星”两项大奖。“世界之星”颁奖

大会将于 2008 年在非洲加纳举行。此项评比活动是由中国包装总

公司、中国包装联合会、世界包装组织(WPO)和“世界之星”包装奖

作品推荐组委会共同主办的。世界包装组织主席基斯·皮尔森等各

界权威人士出席了大会。洋河蓝色经典包装在此次严格而竞争激

烈的评比中同时获得两项大奖 , 充分说明该品牌的成功开发是外

在包装、内在品质、文化品味等全方位精心打造的结果。(江源)
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