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摘 要： 采用酶解法提取啤酒废酵母泥的酵母细胞壁多糖。采用正交试验加酶量、pH 值、温度

和酶解时间 4个单因素对胞壁多糖提取率的影响。得出最佳提取条件为最适加酶量 240 IU/g，最

适 pH 值 4.0，最佳酶解时间 2 h，最佳酶解温度 50 1，多糖得率可达 60 % 。采用薄层层析法对胞
壁多糖进行纯化，定性测得多糖的组分为甘露糖和葡萄糖。
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/9.#$%&#：The polysaccharidesof cellwallinwa stebeeryeastslurrywere extractedby enzyme decompositionmethod.
The effectsoffoursinglefactorsincludingenzyme additionlevel，pH value，temperatureand enzymolysistimeon theex-

tractionrateofpolysaccharideswere studiedby orthogonalteststoobtainthefollowingoptimalextractionconditions： en-

zyme additionlevelas240 IU/g，pH valueas4.0，2 h enzymolysistime，enzymolysisat50 1，and polysaccharidesyield
reached60 % .Besides，thepolysaccharideswere purifiedby thin-layerchromatographyand itsingredientswere mannose

and glucoseby compositionanalysis.（Tran.by YUE Yang）
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啤酒酵母泥是啤酒生产的副产物，随着啤酒产量的

逐年提高，产生的啤酒废酵母泥也不断增加。如今，我国

每年大约产生 100 万吨啤酒废酵母泥，一些废酵母泥随

废水排放，严重污染环境。而且这些啤酒废酵母泥中含

有 48 % 355 % 的蛋白质，23 % 328 % 的碳水化合物，6 %
38 % 的核糖，2 % 的 B 族维生素，1 % 的谷胱甘肽以及丰
富的氨基酸和多种矿物质，这些营养成分并没有得到充

分的利用，因此对啤酒废酵母泥进行回收利用具有明显

的社会效益和经济效益[1]。

回收的酵母除直接制成酵母片，用于帮助消化外，

还可通过提取得到多种生物制剂或名贵药品[2]。啤酒酵

母细胞的细胞壁中含有大量的多糖，外层部分是含甘露

糖的多糖体，内侧部分是葡聚糖。它们在人的消化道中

难以被消化，故可作为膳食纤维发挥作用，且具有增强

细胞免疫力，提高巨噬细胞活性及治癌等功效[3]。

酵母菌细胞壁组分有葡聚糖、甘露聚糖、蛋白质及

脂类等，它们以络合的形式共存，利用酵母自溶和酶解

的方法使细胞壁结构破裂，游离出葡聚糖、甘露糖等[4，5]，

可大大提高原料利用率，提高产品价值，本研究采用蛋

白酶水解的方法提取废酵母泥的胞壁多糖。

1 材料与方法

1.1 实验材料

啤酒废酵母泥：取自哈尔滨啤酒厂、大庆（晓雪）啤

酒有限公司。

1.2 实验仪器

快速天平 PM460 ：瑞士 Mettle梅特勒仪器公司；

电热恒温培养箱 DRP .9082 型：济南赛恩斯科技有
限公司；

酸度计 pH .3C：上海雷磁仪器厂；
722S 可见分光光度计：上海精密仪器仪表有限公

司；
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远红外线干燥箱 YHW1104 ：天津市实验仪器；

层析缸、喷雾器、研钵、玻璃板等。

1.3 实验试剂

氢氧化钠、盐酸、氢氧化钡、95 % 乙醇、苯胺.二苯
胺.磷酸显色剂、氯仿、冰乙酸、葡聚糖、甘露聚糖、阿拉
伯糖、半乳糖、硅胶 G 粉、羧甲基纤维素钠、硼酸、酒石

酸，均为分析纯。

1.4 实验方法

1.4.1 预处理工艺

啤酒废酵母泥!2/6 0水洗!沉淀酵母泥!加 2 倍体积的
5 % 的酒石酸!离心（3000 r/min，10 min）!干净啤酒酵母
1.4.2 单因素条件下蛋白酶对酵母泥多糖提取率的影

响

取酵母泥 5 g，加水 10 g，调整 pH 值、加酶量，控制

酶解温度和时间，离心（3000 r/min，10 min）洗涤，干燥，

测定多糖得率。

1.4.3 正交实验确定蛋白酶最适作用条件

根据上述单因素实验结果，采用正交试验法，以提

取率为评价指标，确定最佳提取条件。

1.4.4 胞壁多糖组分分析

采用薄层层析法测定。

2 结果与分析

2.1 单因素对胞壁多糖提取率的影响

2.1.1 加酶量对酵母泥胞壁多糖提取率的影响（图 1）

酵母细胞壁除多糖外，还含有一定量的蛋白质、胶

质、粗纤维及脂肪等成分。这些物质的分解有利于糖类

物质的溶出、分离和纯化。由图 1 看出，多糖的提取率随

加酶量的增加而增加，当加酶量为 240 IU/g时，多糖的

得率增加趋势较平缓，故加酶量以 240 IU/g左右为宜。

2.1.2 pH 值对酵母泥胞壁多糖提取率的影响（图 2）

在其他条件不变的情况下，240 IU/g加酶量，控制

一定的 pH ，研究 pH 值对酵母泥胞壁多糖提取率的影

响。从图 2 中可以看出，当 pH 值小于 4 时，多糖的得率

随着 pH 值的增大而增加，当 pH 值大于 4 时，多糖的得

率随 pH 值的增大而减小，所以 pH 值以 4.0 左右为宜。

2.1.3 酶解时间对酵母泥胞壁多糖提取率的影响 （图

3）

酶解时间是直接影响提取效果的因素，从 1/5 h 设

定了 5 个不同作用时间进行实验，从中确定一个最适的

酶解作用时间。由图 3 可以看出，当酶解时间小于 2 h

时，多糖的得率随着时间的增加而增加，当酶解时间大

于 2 h 时，多糖得率随着时间的增加而减少，所以酶解

时间以 2 h 左右为宜。

2.1.4 酶解温度对酵母泥胞壁多糖提取率的影响 （图

4）

酶作用只有在适宜的温度下，才能有最大作用的酶

活性，实验采用不同温度下温度对酶解效果的影响。由

图 4 看出，当酶解温度低于 50 0时，多糖得率随着温度
的增加而增加，当酶解温度高于 50 0时，多糖得率随温
度的升高而降低，所以酶解温度以 500左右为宜。
2.2 蛋白酶酶解提取最适作用条件的确定

根据以上单因素得出的结果，选用影响蛋白酶作用

条件的 4 个因素为加酶量、酶解时间、酶解温度和 pH

值，每个因素做 3 个水平的实验设计，见表 1。
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图 1 加酶量对胞壁多糖提取率的影响

图 2 pH 值对胞壁多糖提取率的影响

图 3 时间对胞壁多糖提取率的影响

图 4 温度对胞壁多糖提取率的影响
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在此因素水平下，进行 L9（3
4）正交试验，结果见表

2。因素与指标的关系见图 5。

采用极差分析法，根据各因素的 K，k，R 的大小，对

试验结果进行分析。从表 2 可以判断出各因素对指标影

响的顺序为：加酶量 > 时间 > 温度 >pH 。由图 5 可看出，

加酶量为 240 IU/g，酶解时间 2 h，pH 值为 4.0，酶解温

度 50!时，各曲线均达到峰值。由此得出最佳条件为：
加酶量 240 IU/g，pH 值为 4.0，酶解时间 2 h，酶解温度

50!，多糖提取率可达 60 % 。
2.3 胞壁多糖的组分分析

2.3.1 粗多糖的精制

在最佳提取条件下，酶解胞壁多糖，取粗多糖 5 g，

加水 10 g，混匀，将氯仿"正丁醇 =4 "1 的比例混合后，加
至样品中振摇，样品中的蛋白质与混合液形成凝胶，离

心除掉，这样反复脱蛋白两次。收集多糖，用 3 倍体积的

95 % 乙醇醇析，得脱蛋白多糖；用水溶解再醇析；重复两

次，最后得去蛋白多糖，供层析用。

2.3.2 粗多糖组分的分析

称取 50 mg 精制多糖于 10 mL 试管中，加入 2 mL

浓度为 1.8 mol/L 的 H 2SO 4 封管。置 100 !烘箱中水解

2 h。将水解物转入烧杯中，加入 Ba(OH )2 的饱和溶液，调

整 pH 至 7 后过滤，滤液置 70!水浴中浓缩，供层析用。
称取硅胶 G 粉 15 g，羧甲基纤维素钠 0.05 g，加入

0.1 mol/L 硼酸溶液 80 mL 于研钵中充分研磨，待硅胶

G 粉开始变稠时，进行薄板铺层。铺层后的薄板放在

100!烘箱中烘干取出后，放在干燥器里备用，使用前于
110!烘箱中活化 1 h 使用。
取活化过的硅胶 G 板一块，在距底边 1.5 cm 水平

线上确定 4 个点，相互间隔 2 cm ，其中 3 个点分别点上

葡萄糖、半乳糖、阿拉伯糖标准溶液各 3 !#，另一个点
点上样品 3 !#。以氯仿"冰乙酸"水$%"&"’为展层剂，当展
层剂前沿达距薄板顶端 1 cm 处，停止层析。取出玻璃板

以吹风机吹干。然后以苯胺(二苯胺(磷酸喷雾，于 85!
烘箱中烘 10 min，各种糖即显出不同颜色，以标准糖比

较，即可鉴定出糖的种类。薄层层析结果见图 %。

可溶性糖硅胶 G 薄层层析实验表明，不同的多糖

在层析后即显示出不同的颜色，与标准糖比较后可确

定，啤酒酵母胞壁多糖为葡萄糖和甘露糖。

3 结论

3.1 采用酶解法提取酵母细胞壁多糖，最佳提取条件

为最适加酶量为 240 IU/g，最适 pH 值为 4.0，最佳酶解

时间为 2 h，最佳酶解温度为 50!，多糖得率可达 60 % 。
3.2 采用薄层层析法对胞壁多糖进行简单纯化，定性

测得多糖的组分为甘露糖和葡萄糖。
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图 5 因素与指标的关系

注：1—葡萄糖 2—阿拉伯糖 3—甘露糖

4—半乳糖 5—测定样

图 6 薄层层析结果


