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从酵母细胞壁提取 β-1,3-D-葡聚糖的研究
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摘 要: 采用酸法、碱法提取酵母细胞壁中的 β-1,3-D-葡聚糖。用纸层析法和紫外光谱法进行

多糖成分分析。结果表明,经酸法提取的 β-1,3-D-葡聚糖产品中除含有葡聚糖外,还含有甘露聚

糖和蛋白质;而用碱法提取时,产品为高纯度的 β-1,3-D-葡聚糖。
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Abstract:β-1,3-D-glucosanwasextractedfrom yeastcellwallbyacidprocessorbyalkalineprocess.Thenthepolysac-

charidecom ponentswereanalyzed bypaperchromatographyand ultravioletspectroscopy. Theresultssuggested thatthe

extraction byacid processproduced m annan and protein exceptβ-1,3-D-glucosan.However, theextraction byalkaline

processonlyproducedhigh-purityβ-1,3-D-glucosan.(Tran.byYUE Yang)
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在酵母细胞壁中,含有大量的 β-1,3-D-葡聚糖成

分。β-1,3-D-葡聚糖是一种富生物活性的多糖,它表现

出很强的刺激免疫、抗肿瘤和抗辐射等活性[1～3],是一种

良 好 的 生 物 反 应 调 节 剂 (biologicalresponse modifiers,

BRM )。

酵母细胞壁从外向内分为 3层, 分别为甘露糖、蛋

白质和葡聚糖。葡聚糖是由葡萄糖组成的均一多糖。酵

母细胞壁中存在着 β-1,6-分支的碱不溶性 β-1,3-D-

葡聚糖、碱溶性 β-1,3-D-葡聚糖、中间插有 β-1,3-键

的无定型的酸溶性 β-1,6-D-葡聚糖[4]。从酵母中提取

葡聚糖就是要从细胞壁中去除甘露聚糖和蛋白质。国内

曾有人分别用酶法、酶-Sevage法和碱法[5]对废酵母进

行 β-1,3-D-葡聚糖的提取,但产品纯度不高,工艺也

较复杂。本文分别采用酸法、碱法来提取酵母中的 β-1,

3-D-葡聚糖,并分析其产品的纯度,探讨其水解机理,

从而找到一种综合效果较佳的从啤酒酵母中提取 β-1,

3-D-葡聚糖的方法。

1 试验材料、仪器与方法

1.1 材料

药用酵母粉,市售。

1.2 仪器与试剂

紫外分光光度计、离心机、真空干燥箱、集热式恒温

加热磁力搅拌器;乙酸、氢氧化钠、无水乙醇、无水乙醚

等,均为分析纯。

1.3 β-1,3-D-葡聚糖的提取方法

1.3.1 酸法

配制 1.0mol/L 醋酸溶液 100m L,加入酵母粉 5g,

在 90℃下反应 3h。3000r/min离心 15min,沉淀物水洗

2次,然后用无水乙醇洗涤,无水乙醚脱水,在-0.1M Pa,

50℃条件下真空干燥至恒重即得产品。

1.3.2 碱法

配制 1.0mol/L 氢氧化钠溶液 100 mL,加入酵母粉

5g,在 90℃条件下反应 3h。3000r/m in离心 15m in,沉

淀物水洗 2次,然后用无水乙醇洗涤,无水乙醚脱水,再

在-0.1M Pa,50℃条件下真空干燥至恒重即得产品。

1.4 分析方法

1.4.1 紫外吸收

取适量多糖溶于蒸馏水中, 以蒸馏水作 空 白,于

200～400nm 处扫描紫外吸收光谱。

1.4.2 单糖组成分析
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纸层析:称取多糖样品 10 m g,先用 5 mL 10 m ol/L

的硫酸水解 5min后,加水将硫酸浓度稀释至 2 mol/L,

封管后置于 100℃烘箱中水解 6h,使水解完全,水解产

物用碳酸钡中和,过滤,将滤液浓缩至适当浓度,水解产

物与标准葡萄糖、甘露糖对照进行纸层析。展开剂为正

丁醇∶无水乙酸∶水 =4∶1∶5(v/v,上层液),以苯胺-邻苯二

甲酸为显色剂。

2 结果分析与讨论

2.1 结果分析

2.1.1 紫外光谱分析

分别对经酸法、碱法提取得的多糖产品作紫外光谱

分析,结果见图 1,图 2。

图 1,图 2表明,酸法所得产品在 260 nm 处有吸收

峰,说明其含有蛋白质、核酸成分;而碱法所得产品在

260nm 和 280nm 处均无吸收峰出现,说明其不含蛋白

质、核酸类成分。

2.1.2 多糖成分分析

分别对两种不同工艺所得的产品进行纸层析色谱,

结果见图 3,图 4。

图 3表明,酸法提取的多糖样品水解物不仅含有葡

萄糖,而且含有甘露糖,说明制备的多糖产品除了葡聚

糖外还含有甘露聚糖类成分;而图 4中水解物层析结果

表明,碱法提取得的多糖产品中只含有葡聚糖类物质。

2.2 机理探讨

用这两种方法来提取 β-1,3-D-葡聚糖,结果之所

以会有这么大的差别。可以作如下解释[6~9]:酵母细胞壁

的甘露聚糖是高度分支的多聚体,以 α-1,6-键合的 D-

甘露糖为骨架链, 其中大部分甚至全部的残基具有 α-

1,2-或-1,3-连接的含有 2～5个甘露糖残基的侧链。位

于酵母细胞壁表面的 D-甘露聚糖, 同中间层的蛋白质

和磷酸酯连在一起形成磷酸-甘露聚糖-蛋白质复合物。

其主要通过甘露聚糖的大量碳水化合物短链与多肽残

基上的酰胺基或氨基相结合,形成 N-糖苷键。此外甘露

聚糖-蛋白质复合物又通过 GPI(葡萄糖磷酸基肌醇)残

基与 β-1,6-D-葡聚糖相连。

在酸性条件下,O-糖苷键比较容易断裂, 而 N-糖

苷键、蛋白质中的酰胺键和 GPI残基都是稳定的,不易

断裂,所以酸法提取的多糖产品中保留了相当一部分甘

露聚糖-蛋白质的复合物。相反,在碱性条件下,N-糖苷

键、蛋白质中的酰胺键和 GPI残基都是不稳定的,尽管

O-糖苷键不易断裂,但是甘露聚糖、蛋白质却以甘露聚

糖、甘露聚糖-肽、肽或氨基酸等的形式溶入碱溶液中,

从而得到高纯度的碱不溶性 β-1,3-D-葡聚糖。

3 结论

用碱法提取酵母细胞壁 β-1,3-D-葡聚糖,所得的

产品中去除了蛋白质和甘露聚糖成分,且葡聚糖得率可

达 10% 。所以,碱提取法是从药用酵母中提取 β-1,3-

D-葡聚糖的高效方法。

参考文献:

图 1 酸法提取多糖的紫外线吸收图谱

图 2 碱法提取多糖的紫外线吸收图谱

注:A 为多糖样品;B 为葡萄糖;C 为甘露糖

图 3 酸法提取多糖的纸层析图谱

注:A 为多糖样品;B 为葡萄糖;C 为甘露糖

图 4 碱法提取多糖的纸层析图谱
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从表 4 可知,取下三角瓶冷却皂化液,测得的挥发

酯偏高,产生正误差。不卸取三角瓶冷却,减少了空气中

CO2 与 NaOH 反应的机会,测得的结果接近样品中挥发

酯的真实含量。

4 结束语

挥发酯是一个不易测准的分析项目, 为了减少误

差,提高准确度和精密度,必须从以下两方面着手:

4.1 严格遵守容量分析的操作规程。容量瓶、移液管、

滴定管、酸度计等要精心校正,减少仪器本身带来的误

差,同时要正确、熟练、细致地操作,减少操作误差;向滴

定管注入或放出溶液后 30s到 1min再读数,以便附在

内壁的溶液流下;滴定管内溶液的流速应始终一致,刻度

标线的读数务必准确。如果标准溶液的消耗量计偏差

0.02mL,就会给测定结果带来较大误差。

4.2 必须控制好外界条件。试样制备、取样、皂化过程

中严防酯类挥发; 冷却皂化液时尽量减少与空气接触,

防止部分 NaOH 被 CO2 中和,产生错误结果。

以上外界条件控制,也适用于葡萄酒和果酒挥发酯

的测定。●
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操作,劳动强度大,为了提高产品质量,必须操作细致。

通过试验证明,酿酒工艺、卫生条件与质量稳定关系相

当密切。要求生产操作达到“稳、准、细、净”,各个环节必

须精工细做,以配料、上甑和蒸酒蒸料等最为重要,必须

严格遵守操作规程。

试验酒质量为什么好? 初步认为存在水分适宜、入

窖温度偏低和用曲量适当等, 符合了提高质量的要求。

为了使四特酒优质高产, 应该对原料有一定的要求,制

订半成品和成品酒的质量标准,建立一套完整的生产管

理制度。

3 四特酒的标准与展望

通过半年多的生产实践证明,按照试验研究的生产

工艺,提高了四特酒的质量。从试验结果看出,试制酒的

总酸和总酯均较出厂四特酒含量高,尝评结果一致认为

较好。

白酒质量的好坏,以色、香、味和风格为尝评依据。

白酒尝评的优劣,以感官尝评为主,理化分析次之。这次

试验对高粱与中碎米原料、成品酒加糖与不加糖分别进

行了对比,组织全厂 20名职工分两次尝评,同时用全国

优质酒的德山大曲酒为对照样。尝评结果认为,以高粱

原料酿酒好,认为是发展优质酒的方向,同时极大地提

高了四特酒的质量。关于成品酒中加糖可使酒味醇甜,

减少苦涩感,因加糖可将酒中杂味抑制,但仔细尝评仍

有感觉,其不加糖亦可生产出好酒。通过高粱原料和发

酵期长的中碎米原料酿出的酒,经尝评仅次于德山大曲

酒。这次尝评因样品多、时间短,所以尝评结果个别尚有

出入,有人认为在当地习惯酒中加糖,说明喝酒有地方

性和习惯性。

四特酒应加强生产技术管理,成品酒经过半年以上

的贮存,精心勾兑,改进包装,其质量一定会上新台阶,

最后达到“清彻透明,清香纯正,醇厚甜净,饮后余香”,

具有我国传统大曲酒的独特风格,可另树一格。

四特酒经过科学研究试验后,在全厂职工的共同努

力下,产品质量提高很快。产品有加糖与不加糖两种,据

反映,不加糖的酒多销售北京等省市,远销香港等地区。

1984 年获轻工业部酒类质量银杯奖,1988 年荣获全国

第五届评酒会国家优质酒(银质奖)称号。1991年,轻工

业部食品发酵科研所剖析其他香型白酒成分的特征,发

现四特酒富含奇数碳脂肪酸乙酯,相应的脂肪酸含量也

较高,因此称为特型,为特型的典型代表,已占全国白酒

企业各类香型的 0.57% ,其产量可观。该厂生产规模逐

渐扩大, 在市场上有了发展, 取得了显著的经济效益,

2004年进入全国白酒销售收入前 11家企业。●
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