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从啤酒废酵母中提取海藻糖工艺的研究

谭海刚，李书巧，关凤梅，王瑞明

（山东轻工业学院食品与生物工程学院，山东 济南 !#"%""）

摘 要： 对从啤酒废酵母中提取海藻糖的工艺进行了研究，在乙醇浓度为 ." /（0 1 0），提取温度

为 2"3% 4，提取时间为 &" 567，酵母质量浓度为 %"" 8 1 9 条件下，海藻糖的提取率可达 :%);% /。

采用活性炭脱色，阴阳离子交换除杂，经浓缩、结晶、干燥，制成的海藻糖成品纯度为 :.)2# /。
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海藻糖*+NJDB,(S，!?O?8,T[(PTNB7(ST,?!?O?8,T[(PT_
NB7(S6KJ-是由两个葡萄糖分子通过半缩醛羟基缩合而成

的非还原性双糖。自然界中存在的海藻糖一般为*!‘!-构
型 ， 它 的 分 子 式 为 W%!A!!a%%·!A!a， 相 对 分 子 量 为

&;2)&&。

天然海藻糖是白色结晶体，易溶于水、热乙醇，不溶

于乙醚、丙酮，无毒无害，无过敏性，具有甜味。海藻糖作

为一种应急代谢物，能赋予动物、植物和微生物等抵抗

营养缺乏、高温、低温、干燥、高渗透压、有毒物质等恶劣

环境的能力b!‘&c，它具有在严酷环境下保护生物体的生物

膜、脂质体、蛋白质、核酸等结构和功能的特殊功效。更

为重要的是外源性的海藻糖同样对生物体和生物大分

子有良好的非特异性保护作用b$‘#c。科学家对保存条件苛

刻的一些酶类、病毒、疫苗、抗体和重组蛋白等在海藻糖

存在条件下干燥和复水后的功能性进行了研究，结果表

明，在干燥过程中海藻糖对这些酶类、病毒、疫苗、抗体

和重组蛋白等具有明显保护作用b.‘;c。作为一种生物添加

剂，海藻糖在生物制品活性保存以及食品、化妆品、农

业、医药等方面有着广泛的应用前景。

近年来，随着国民经济的迅猛发展，我国啤酒工业

发展迅速，%::! 年我国啤酒产量已达 %""" 万千升，而

!""& 年啤酒产量达到 !#$")$2 万千升 （国家统计局数

据），为世界第一大啤酒生产国，但随之也带来一个难

题，即如何处置啤酒生产副产物———废酵母问题。在啤

酒的生产过程中，每生产 %""" d9 啤酒，就会产生 %e%)#
Q 的剩余酵母，其中 ." /左右是主发酵酵母，这部分酵

母质量比较好，杂质少，是酵母利用的主要部分b2c。目前

我国有的啤酒厂只是简单地将这些酵母烘干或直接添

加到麦糟中去，用作动物饲料或饲料添加剂，但酵母具

有坚韧的细胞壁，直接饲用或食用极不易消化，还有部

分工厂直接排放至下水道中，造成环境的严重污染。啤

酒酵母有较高的利用价值，合理地利用酵母进行开发或

深加工，不仅为啤酒工业治理“三废”找到了一条有效的

途径，而且将会产生巨大的经济社会效益。

% 实验材料和方法

%)% 实验材料

啤酒厂废酵母、工业酒精（:# /）、浓硫酸、蒽酮、三

氯乙酸、葡萄糖、海藻糖、活性炭、;&! 强酸性阳离子树
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图 ! 加热预处理温度对海藻糖提取率的影响

脂、"!" 强碱性阴离子树脂。

!#$ 仪器

%&’($) 旋转蒸发器、**·+!!’, 电热恒温水浴锅、

"$! 分光光度计、-*.’/!,0) 电热恒温鼓风干燥箱、分

析天平、凯氏定氮仪、*12’2 振荡器、3-4’(’) 离心机。

!#5 实验方法

!#5#! 提取方法和工艺

恒温水浴，一定质量酵母和一定体积的水’乙醇溶

液在冷凝回流和充分搅拌下加热提取。

从啤酒废酵母中提取海藻糖的工艺流程：

啤酒废酵母!洗涤离心!加热预处理!乙醇浸提!冷却 离

心!上清液浓缩去醇!加足量醋酸铅溶液!过滤!滤液加足量

固体草酸钠除铅!过滤!活性炭脱色!阴阳离子交换（阴阳体积

比 $6!）!浓缩!乙醇结晶!过滤、洗涤及干燥!成品

!#5#$ 酵母菌中海藻糖含量测定方法

酵母菌用 0#( 789 : 4 三氯乙酸提取，所得溶液中仅

有海藻糖存在;/<。用三氯乙酸提取液和 0#$ =硫酸蒽酮溶

液以 !6, 的比例混合反应，并于 (/0 >7 处测反应液的

吸收值。计算提取液中海藻糖的含量即酵母菌中的海藻

糖量。

!#5#5 提取液中海藻糖定量分析方法

采用纸层析’硫酸蒽酮比色法;!0<测定。

!#5#, 海藻糖成品纯度的测定方法

海藻糖含量的测定：硫酸蒽酮比色法。

蛋白质含量的测定：凯氏定氮法。

$ 实验结果与讨论

$#! 预处理条件的确定

加热预处理可使海藻糖酶失活并使酵母细胞壁和

细胞膜受到一定程度的破坏，有利于海藻糖的渗出，提

高海藻糖的提取率。

$#!#! 加热预处理温度的确定

将废酵母在不同温度下处理 ( ?，然后用酵母质量

浓度 (0 @ : 4（干基）、(0 =AB : BC乙醇，D0 E下提取 /0 7F>，

用纸层析’硫酸蒽酮比色法测定提取液中海藻糖量，计

算其中的海藻糖提取率，结果见图 !。由

图 ! 可知，加热预处理温度为 !0( E时，

海 藻 糖 提 取 率 达 到 /0#$5 =。 再 提 高 温

度，海藻糖提取率趋于稳定，所以，确定加

热预处理的最佳温度为 !0( E。

$#!#$ 加热预处理时间的确定

将废酵母在 !0( E下处理不同时间，

然后按 $#!#! 测定海藻糖提取率，结果见

图 $。由图 $ 可知，加热预处理时间达到

, ? 时，海藻糖提取率达到 /0#$( =。再延

长时间，海藻糖提取率趋于稳定，所以，确定加热预处理

的最佳时间为 , ?。

$#$ 海藻糖提取参数的确定

根据单因素实验结果，选定 , 因素 5 水平作正交实

验：因素 ) 为乙醇浓度（B : B），水平为 (0 =，G0 =，"0 =；

因素 H 为提取温度，水平为 ,0I! E，G0I! E，D0I! E；

因素 J 为提取时间，水平为 50 7F>，G0 7F>，/0 7F>；因素

- 为干酵母的质量浓度（干基），水平为 (0 @ : 4，!00 @ : 4，

!(0 @ : 4。结果见表 !。

从表 ! 可知，各因素影响海藻糖提取率的程度顺序

为：提取温度K乙醇浓度K酵母质量浓度K提取时间。提取

温度对海藻糖提取率的影响最大，随温度的升高，酵母

细胞壁和细胞膜的通透性增强，有利于海藻糖的提取，

海藻糖得率不断提高；其次乙醇浓度L一定乙醇浓度对

海藻糖的溶出有促进作用，但过高的乙醇浓度会造成酵

母细胞壁皱缩，阻碍海藻糖的溶出，得率会下降。再次为

酵母质量浓度，随着酵母质量浓度的增大，海藻糖提取

率呈下降趋势，当酵母质量浓度（干基）小于 !00 @ : 4

图 $ 加热预处理时间对海藻糖提取率的影响
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时，海藻糖提取率减少很慢，#" . / 0 和 %"" . / 0 的提取

率相差仅 ")%" 1；当酵母质量浓度（干基）大于 %"" . / 0
时，海藻糖提取率减少很快。提取时间对海藻糖的提取

影响不大，这可能与加热使海藻糖酶失活，并对细胞壁

和细胞膜造成一定损坏，使得海藻糖释放变得容易。根

据实验结果并考虑工艺的效益，确定海藻糖提取的最适

工艺条件为 2!3&4%5!，即乙醇浓度为 6" 1，提取温度为

7"8% 9，提取时间为 &" :;<，酵母质量浓度为 %"" . / 0。

在最适工艺条件下对海藻糖进行提取，提取率可达

=%)>% 1。

!)& 冷却及离心分离

提取液先冷却至室温，然后 &"" ? / :;< 离心 %# :;<，

使固液分离，倾出上清液。

!)$ 浓缩去醇

本实验采用旋转蒸发器真空浓缩，既可回收乙醇，

又能使其中的各种反应减到较低程度。由于海藻糖的性

质稳定，并且为非还原性，本实验采用温度为 #" 9，真

空压力为 ")"# @ABC 转速为 &" ? / :;< 进行浓缩。

!)# 除蛋白

采用重金属盐来达到除蛋白和澄清的目的。每 %""
. 湿菌体的提取液加质量分数为 %" 1的醋酸铅溶液 7
:0，搅拌下反应 %" :;<，再在搅拌下缓慢加入 % . 草酸

钠固体，静置，离心分离，取上层清液。

!)6 活性炭脱色

利用活性炭的吸附作用，除去非离子型色素物质，

获得了较好的脱色效果。活性炭用量为样液的 %)# 1，

DE 为 $)"，7" 9水浴中反应 $" :;<，反应过程中不断搅

拌。

!)> 离子交换

利用 >&! 强酸性阳离子树脂和 >%> 强碱性阴离子

树脂以体积比 !F% 组成的阴阳离子混合床除去各种离

子杂质（包括离子型色素），采取的工艺条件：流速为 %)#
:0 / :;<，DE 为 6)"，温度为 $" 9。

!)7 浓缩

本试验采用旋转蒸发器使糖液浓缩，达到结晶所需

的质量分数 $" 1G#" 1。条件为：温度为 #" 9，真空压

力为 ")% @AB，转速为 &" ? / :;<。

!)= 结晶

采用比例添加乙醇法进行结晶，并可除去部分残余

的盐和色素。将样液 6" 9旋转蒸发至海藻糖质量浓度

为 $" 1G#" 1，加入为样液 # 倍体积的无水乙醇，在 &"

9下不断搅拌，便可得晶体。将晶体过滤并用 =# 1（H / H）

乙醇洗涤，结晶率在 7# 1以上。干燥后得到较纯的略带

黄色的菱柱晶体即成品。

!)%" 海藻糖成品的纯度

实验获得的成品中海藻糖含量为 =6)7# 1，蛋白质

含量为 ")%$ 1，其他物质含量为 &)"% 1。

& 结论

&)% 确定了加热预处理最佳温度为 %"# 9，最佳时间为

$ I，经加热预处理后，可使海藻糖酶失活并使酵母细胞

壁和细胞膜受到一定程度的破坏，有利于海藻糖的渗

出，提高提取率。

&)! 确定了提取海藻糖的适宜条件：乙醇浓度为 6" 1
（H / H），提取温度为 7"8% 9，提取时间为 &" :;<，酵母质

量浓度为 %"" . / 0。在此条件下，提取率可达 =%)>% 1。

&)& 海藻糖质量浓度为 $" 1G#" 1，加入 # 倍体积的

无水乙醇，在 &" 9下不断搅拌，可得到晶体，再经过滤、

洗涤和干燥后得成品，结晶率在 7# 1以上。

&)$ 经纸层析对照，成品为海藻糖，纯度为 =6)7# 1。
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