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酵母不溶性葡聚糖测定方法的研究

祁业明，杜丽平，肖冬光，栗 娜

（天津科技大学天津市工业微生物重点实验室，天津 300457）

摘 要： 对酵母不溶性葡聚糖含量的测定方法进行了研究。葡聚糖的纯度一般由酸水解后的单

糖含量表示，水解时酸的浓度、温度和时间是影响单糖含量测定结果的重要因素。分别比较 H2SO4

和 TFA 在不同条件下水解酵母不溶性葡聚糖对测定结果的影响。实验表明，采用 H2SO4进行水解

优于 TFA，最佳水解条件为 H2SO4浓度 2.7mol/L、水解温度 100℃、时间 3h。
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Abstract：Themeasurem entmethodsofinsolubleyeastglucancontentwereinvestigated.Thepurityofglucan wasusually

expressed bym onosaccharidecontentafteracid hydrolysis.Acid concentration in hydrolysis,thetemperatureand thetime

wereim portantfactorsinfluencingthemeasurem entresultsofm onosaccharidecontent.ThehydrolysisbyH2SO4 and TFA

underdifferenthydrolysisconditionswascom pared to analyzetheirinfluenceon themeasurem entofinsolubleyeastglu-

can content.Theresultsshowed thatH2SO4 waspreferablethan TFA ashydrolysisacid and thebesthydrolysisconditions

wereasfollows:2.7mol/L H2SO4concentration,hydrolysistem peratureat100℃,and3hhydrolysistime.
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酵母是一种重要的食品和工业微生物，在其细胞壁

中存在大量的以β- 1,3- D 为主链、β- 1,6- D 为侧链的不

溶性葡聚糖。这种物质具有抗细菌、抗病毒，增强哺乳动

物的免疫力等作用，是一种良好的生物效应调节剂，广

泛应用于食品、医药、化妆品等行业，是国内外研究的热

门课题[1，2]。由于酵母葡聚糖的水不溶性使其测定有一定

困难，目前研究大多是将葡聚糖经酸水解成单糖以后测

定其含量来表示葡聚糖的纯度。由于单糖对高温比较敏

感，在保证多糖水解完全的前提下要使葡聚糖水解成的

葡萄糖减少损失，酸处理的时间、温度和酸浓度是影响

测定结果的重要因素[3]。硫酸和三氟乙酸是最常用的水

解葡聚糖的酸，但是对于水解条件的选择，各种文献报

道也是不尽相同。

本试验分别采用三氟乙酸(TFA)和硫酸对酵母葡聚

糖进行水解，并分别对两种酸水解条件进行了比较，得

出了最佳的酸水解方法。

1 材料与方法

1.1 材料

酵母细胞壁粗提物由安琪酵母股份有限公司提供、

葡聚糖由本实验室制备。

浓硫酸（H2SO4）、蒽酮、三氟乙酸（TFA）、标准葡萄

糖等，均为分析纯。

1.2 主要仪器

752紫外光栅分光光度计。

1.3 试验方法

1.3.1 酵母不溶性葡聚糖的提取

①称取干燥的酵母细胞壁粗提物 260g，将其溶于

一定量的水中制成悬浮液,搅拌均匀,置于立式压力蒸汽

灭菌器中加热至 125℃处理 2 h，冷却至 45℃，离心

(4000r/min，15m in)。②离心后沉淀物用水稀释，搅拌混

匀，水洗 2次，离心。③水洗过的沉淀物用水稀释混匀，

加热至 45℃，分别在 0 h、1.0 h、2.0 h时边搅拌边加入
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蛋白酶，处理 2h后离心，重复水洗两次。④沉淀物用丙

酮处理后离心、置于- 70℃预冷冻 24h，- 67℃冷冻干燥

10h，得到淡黄色，松软的葡聚糖粉末。

1.3.2 标准曲线的绘制

1.3.2.1 标准溶液的配制

精密称取经干燥至恒重的标准葡萄糖 0.1 g，置于

100 mL容量瓶中，以蒸馏水定容至刻度，配成 1mg/mL

的贮备液。分别精密吸取贮备液 0.5m L、1.0mL、1.5m L、

2.0 m L、3.0 m L、4.0 m L、5.0 m L 置于 50 m L 容量瓶中，

以蒸馏水稀释定容，摇匀，得系列对照品溶液。

1.3.2.2 0.2%蒽酮试剂的配制

溶解 0.2g蒽酮于 100mL浓硫酸中，现配现用。

1.3.2.3 标准曲线的绘制

分别精密吸取上述系列标准溶液 1.0 m L，各加入

4.0mL蒽酮试剂，摇匀，迅速浸入冰水浴中冷却，各管加

完后一起浸入沸水浴，管口加盖玻璃球，以防蒸发。自沸

水浴重新煮沸起计算，准确煮沸 10min后取出，用自来

水冷却，室温放置 10min左右，于 620nm 比色。以蒸馏

水做对照进行比色，测吸光度。以吸光度为横坐标，葡萄

糖浓度 (m g/m L)为纵坐标，绘制标准曲线，见图 1。线性

系数 R2 = 0.9997，结果表明，葡萄糖的测定量在 0.01～

0.1mg/mL的浓度范围内有良好的线性关系。

1.3.3 酸水解条件的优化

1.3.3.1 水解温度的选择

H2SO4水解：分别称取固体样品 100 mg放入水解

管中，加入 27m L、2.7m ol/L的 H2SO4后封管，分别置于

80℃、85℃、90℃、95℃、100℃、105℃和 100℃的水

浴中水解 3h。将水解液转入 100m L容量瓶定容备用。

TFA 水解：分别称取固体样品 20 mg放入水解管

中，加入 3 mL、75 %的 TFA 后封管，分别置于 80℃、

85℃、90℃、95℃、100℃、105℃和 100℃水浴中水解

1.5h。待水解液蒸干，加入少量的蒸馏水混匀后再蒸干，

重复蒸发过程 1次。加入 10mL蒸馏水洗涤，离心，收集

上清液，重复洗涤 1次，将 2次的上清液转入 50m L容

量瓶定容，备用。

1.3.3.2 酸浓度的选择

H2SO4水解：分别称取固体样品 100 m g放入水解

管中，并且分别加入 0.5 m ol/L、0.9 m ol/L、1.8 mol/L、

2.7 mol/L、3.6 mol/L、4.5 mol/L 和 5.4 mol/L 的 H2SO4

27m L后封管，置于沸水浴中水解 3h。将水解液转入

100mL容量瓶定容，备用。

TFA 水解：分别称取固体样品 20 mg放入水解管

中，再分别加入 50%、60 %、65 %、70%、75 %、80%和

90%的 TFA 3m L后封管，置于 95℃水浴中水解 1.5h。

以下处理按 1.3.3.1步骤进行。

1.3.3.3 水解时间的选择

H2SO4水解：分别称取固体样品 100m g放入水解

管中，加入 27mL、2.7mol/L的 H2SO4后封管，分别置于

沸水浴中水解 0.5 h、1.0 h、1.5 h、2.0 h、2.5 h、3.0 h、

4.0h、5.0h和 6.0h。将水解液转入 100m L容量瓶定容，

备用。

TFA 水解：分别称取固体样品 20 mg放入水解管

中，加入 3 m L、75 %的 TFA 后封管，分别置于 95℃水

浴中水解 0.5 h、1.0 h、1.5 h、2.0 h、2.5 h、3.0 h、4.0 h、

5.0h和 6.0h。以下处理按 1.3.3.1步骤进行。

1.3.4 样品含量的测定

将经酸水解处理后的样品溶液稀释到 0.04 mg/mL

后，取 1.0 m L，加入蒽酮试剂，按照硫酸-蒽酮法[4]测定

含量。

2 结果与分析

2.1 水解温度的选择

不同水解温度对葡聚糖测定结果的影响见图 2。

如图 2表明，用 H2SO4和 TFA 水解时，在开始阶

段，温度的升高对葡聚糖的水解起到促进作用，测定结

果呈上升趋势；而温度持续升高会对葡聚糖水解成的单

糖造成损失，导致测定结果出现下降趋势。H2SO4进行

水解，当温度为 100℃时葡萄糖含量最高，为 77.78 %；

TFA 进行水解处理时，葡萄糖含量在 95℃达到最高值，

为 66.56%。从两条线的下降趋势可以发现，H2SO4水解

图 1 葡萄糖标准曲线

图 2 不同水解温度对葡聚糖测定结果的影响
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时温度提高 10℃,单糖损失了 25%；而用 TFA 水解时，

单糖损失达到了 32 %。对两种酸进行比较可以看出，

H2SO4水解酵母不溶性葡聚糖时水解程度比 TFA 要彻

底，因此 H2SO4水解后进行糖含量测定的结果高于

TFA。

2.2 酸浓度的选择

不同酸浓度对葡聚糖测定结果的影响见图 3。

图 3表明，随着 H2SO4和 TFA 浓度的增大，葡萄糖

的含量先升后降。这说明水解开始时，随着酸浓度的增

加加快了葡聚糖的水解率；同时高浓度的酸也造成了大

量由葡聚糖水解成的葡萄糖的损失。在 H2SO4浓度为

2.7 mol/L时，糖含量达到最大值 76.80 %，对于 TFA 而

言，浓度为 75%时，糖含量达到最大值 68.95%。从图 3

中两条曲线的下降趋势可以发现，H2SO4水解时酸浓度

提高 1倍，单糖损失了 20 %；而用 TFA 水解时，酸浓度

提高 15%，单糖损失达到了 37 %，由此可以看出，高浓

度的 TFA 对单糖造成的损失明显大于 H2SO4。从 TFA

浓度与糖含量的关系图中可以发现，TFA 浓度在 70 %

～75%范围时，糖含量的变化非常微小，这和文献报道

的情况吻合，说明在这两个浓度之间根据水解时间和温

度的不同出现最优点的可能性很大。

2.3 水解时间的选择

不同水解时间对葡聚糖测定结果的影响见图 4。

图 4表明，采用 TFA 进行水解时，1.5h糖含量就达

到最大值 68.73% ,而 2h时糖含量为 68.19%，水解时间

1.5h和 2h对糖含量的影响不大，进一步说明了在 TFA

浓度为 70 %～75 %之间糖含量的变化非常微小。对

H2SO4而言，从图 4可以看出，用 2.7 m ol/L的 H2SO4水

解 3h达到最大值，即糖含量最高为 76.98%。在 4h以

后两条线都趋向平稳，说明水解时间对单糖的损失影响

不明显，但是从两条线的最高点来看 H2SO4对酵母不溶

性葡聚糖的水解程度还是要高于 TFA。

2.4 不同酸处理方法的比较

本试验分别用 TFA 和 H2SO4水解酵母不溶性葡聚

糖，通过对水解温度、浓度、时间 3个因素对葡聚糖测定

结果影响的分析，得出了适宜的水解条件为：TFA：75%，

5℃，1.5h；H2SO4：2.7 mol/L，100℃，3.0h。将 2种酸水

解的方法和文献中记载的方法进行比较，结果见表 1。

对 3种酸处理方法的重现性进行了考察，方法 1、

方法 2、方法 3的 RSD 分别为 1.77%、1.02%和 2.04%，

可见其有较好的重现性。通过 2.7m ol/L H2SO4一步水解

法和 NathalieDallies[5]等采用的两步水解法的比较可以

看出，本试验选出的方法具有操作简单、耗时少、重现性

好的优点，文献记载的方法操作比较复杂，尤其是第一

步用浓硫酸进行处理的时候，必须保证浓硫酸和样品全

面充分的接触，操作比较困难。如果操作过程中出现了

结块的现象，将最终导致测定结果偏低。将 H2SO4和

TFA 进行比较可以发现，硫酸水解具有重现性好、单糖

损失少、成本低、操作容易等优点。TFA 水解时在操作上

有一点很难控制，即 TFA 水解后如果不挥发彻底，残留

的 TFA 对蒽酮-硫酸测定葡萄糖会有干扰。因此，经过

比较可以得出，用 2.7m ol/L的 H2SO4在 100℃条件下

图 3 不同酸浓度对葡聚糖测定结果的影响

图 4 不同水解时间对葡聚糖测定结果的影响
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水解 3h是最理想的酸处理方法。

3 结论

3.1 分别对 TFA 和 H2SO4水解条件进行优化后，确

定了适用于酵母不溶性葡聚糖酸水解时的水解条件：

2.7 m ol/L的 H2SO4，100℃水解 3.0h。TFA 酸水解后测

得酵母不溶性葡聚糖的含量为 68.08 %；H2SO4酸水解

后测得酵母不溶性葡聚糖的含量为 77.78%。

3.2 用 TFA 进行样品酸水解，步骤多，可控性较差，尤

其是 TFA 的残留对蒽酮-硫酸比色法有很大的干扰。用

H2SO4水解酵母不溶性葡聚糖操作简单，重现性好，弥补

了上述缺点。
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对含量在各个规格成品中居首位。我们知道，乙醛和乙

缩醛在白酒中对白酒的香气起平衡和协调的作用 [3]，并

且，从一等品酒浓郁而又独特的香气可知，提高乙醛和

乙缩醛在酒体中的绝对含量对白酒的提香会有明显的

作用。

另外，乙醛与乙缩醛是白酒中重要的醛类化合物，

其与羧酸一起成为白酒的协调成分，其对白酒的香气起

着平衡和协调的作用。表 4的数据表明，一等品酒中乙

缩醛的绝对含量相对最高，它与乙醛之间的比例为

3.93∶1，相反，三等品酒中乙缩醛的绝对含量最低，而它

与乙醛的相应比例为 4.52∶1。从一等品酒与三等品酒中

乙醛与乙缩醛之间比例的差别看来，其结果是一等品酒

闻香、喷香相对较浓，而三等品酒闻香相对较淡有一定

的关系。

3 结论

3.1 使用惠普 HP- 101 （M ethylSiloxane）19091Y - 015

型毛细管柱，FID 检测器，以乙酸正戊酯为内标，对豉香

型白酒中的乙缩醛和乙醛进行检测，实验结果表明方法

简单、准确、重现性好。

3.2 提高乙醛和乙缩醛在酒体中的绝对含量对白酒的

提香会有明显的作用，它们对白酒的香气起着平衡和协

调的作用。
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张弓酒鉴评会在郑州举行

本刊讯：张弓酒鉴评会于 2007年 8月 19日在郑州举行，由部分白酒专家组成的专家

组对 38% vol和 52% vol张弓酒 4个样进行了感官鉴评，一致意见认为：“38% vol的 1- 1

号样无色透明，窖香浓郁，醇和甜净，低而不淡，香味谐调，尾味爽口，浓香风格突出；38%

vol的 1- 2号样无色透明，窖香幽雅，醇和绵柔，低而不淡，香味谐调，尾味爽口，浓香风格

突出；52% vol的 2- 1号样无色透明，窖香浓郁，绵甜甘爽，香味谐调，余香悠长，浓香风格

突出；52 % vol的 2- 2号样无色透明，窖香幽雅，醇厚绵柔，圆润丰满，香味谐调，回味悠

长，浓香风格突出”。（小雨）

余剑霞·豉香型白酒中乙缩醛的色谱分析及应用
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