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响应曲面法优化中空纤维膜分离啤酒

废酵母活性成分的研究
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摘 要： 以啤酒废酵母为原料，研究中空纤维膜分离酵母活性成分的工艺。在膜通量试验基础上，选择料液浓度、
pH 和操作压力为自变量，海藻糖透过率和蛋白质截留率为响应值，采用 Box-Benhnken 设计的方法，拟合得到二次

多项式回归方程的预测模型，并确定膜分离工艺的最佳条件为压力 18 psi、温度 24 ℃、pH 6.0 和料液浓度 3.0 %。在

此条件下，膜通量为 20.62 L/m2·h，海藻糖透过率为 96.82 %，蛋白质截留率为 95.04 %。
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Optimization of the Separation of Waste Beer Barm through Hollow
Fiber Membrane by Use of Response Surface Methods
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Abstract: The separation techniques of active compositions from waste beer barm through hollow fiber membrane were studied. Based on mem-
brane flux experiments, the solution concentration and pH values and operating pressure were selected as independent variables and the penetra-
tion rate of trehalose and the retention rate of proteins selected as response values, then the predictive polynomial quadratic equations model was
obtained by use of Box-Benknken design and the optimum separation technical conditions were summed up as follows: operating pressure as
18 psi, temperature at 24 ℃, pH value was 6.0 and solution concentration was 3.0 %. Under the above conditions, the membrane flux was
20.62 L/m2·h, the penetration rate of trehalose was 96.82 %, and the retention rate of protein was 95.04 %.
Key words: waste beer barm; comprehensive utilization; hollow fiber membrane; response surface method; trehalose; protein

啤酒酵母属于真菌类，含有丰富的蛋白质、海藻糖、
葡聚糖和甘露聚糖等生物活性成分[1]，具有提高免疫力、
清除自由基、保护生物膜等生理功能，在食品、药品、化妆

品等领域有良好的应用前景[2～3]。 据统计，2007 年我国啤

酒产量为 3931.4 万 t，约产生废酵母 58.97 万 t（干重），
这些酵母大都丧失了发酵能力，营养价值损失较少，是廉

价提取多种生物药物和功能成分的宝贵资源。目前，啤酒

废酵母研究方向主要集中在蛋白质、 酵母味素和葡聚糖

等方面，综合利用较少涉及 [4～5]，其提取方法一般使用化

学试剂，成本高，耗时长，制取过程中易造成细菌、病毒污

染，无法满足食品级要求，从而在实际应用上受到限制。
膜分离技术是生物、医药等行业普遍应用的方法，相

比于传统的试剂提取，它是纯物理分离，能去除致病菌，
具有分子级分离、无试剂污染、分离效率高、不破坏生物

活性及操作简单的特点 [6]，可用于蛋白质和糖类物质的

分离纯化。 故本实验将膜分离技术应用于海藻糖和蛋白

质的分离工艺研究， 基于超滤机理研究了影响膜通量的

主要因素， 并采用响应曲面试验设计初步探求中空纤维

膜分离酵母活性成分的最佳工艺条件， 为提高我国啤酒

废酵母资源的综合利用和工业化生产提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

试验材料：新鲜啤酒废酵母（广西南宁青岛啤酒有限
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公司提供）；酒精（工业级）；海藻糖、葡萄糖、蔗糖（SIG-
MA）；蒽酮、浓硫酸等（分析纯）。

主要仪器：美国 Amersham Biosciences 超滤系统（包

括 0.2 μm 微滤膜，MWCO5000 超滤膜，WATSON MAR-
LOW323 蠕动泵）； 美国 Waters 高效液相色谱仪 （包括

ELSD2000 蒸发光检测器，EMPOWER 色谱工作站）；瑞

士 RUCHI 旋转蒸发仪 R-205； 丹麦 FOSS 自动定氮仪；
美国贝克曼超速离心机； 日本岛津 UV-2051PC 紫外可

见分光光度计，真空冷冻干燥机。
1.2 方法

1.2.1 膜分离工艺流程

β-1,3-葡聚糖←酶解、碱溶←沉淀

↑
啤酒废酵母→超声波破壁→离 心→上 清 液→ 微 滤→超 滤→

浓缩→真空冷冻干燥→蛋白质、海藻糖

1.2.2 啤酒废酵母提取液的制备

新鲜啤酒废酵母在 0 ℃冷水中絮凝，制得水分含量

20 %～25 %的酵母泥， 于 40 ℃烘箱鼓风干燥后磨粉，
用功率为 140 W 的超声波处理 60 min，4000 r/min 离心

20 min，所得上清液即为啤酒废酵母提取液，沉淀用来制

备 β-1,3-葡聚糖[4]。
1.2.3 微滤膜预处理

将料液浓度为 20 %的酵母提取液， 用 0.2 μm 微滤

膜，在 25 ℃、压力 15 psi、泵转速 210 r/min 的条件下进

行实验，收集透过液，得到浅黄色的酵母微滤液。
1.2.4 超滤膜分离酵母活性成分试验

膜通量试验：膜管的分离效率通常用膜通量来衡量，
膜通量是指每单位时间和单位膜面积透过膜的液体量，
影响因素主要有操作压力、温度、pH 和料液浓度。将酵母

微滤液稀释到适当浓度，讨论操作压力 5～20 psi、温度

为 9 ℃及 23.5 ℃、pH 2～10 和料液浓度 1.5 %～7.5 %对

膜通量影响，确定最适超滤操作范围。
分离性能的响应曲面法设计：在膜通量试验基础上，

采用 Box-Behnken 设计方案，以浓度、pH 和压力 3 个因

素为自变量，分别用 X1、X2、X3 来表示，并以 +1、0、-1 分

别代表变量的水平，按照方程 xi=（Xi-Xo）/△X 对自变量

进行编码。 式中，xi 为自变量的编码值，Xi 为自变量的真

实值，X0 为试验中心点处自变量的真实值，△X 为变量

的变化步长，海藻糖透过率（Y1）和蛋白截留率（Y2）为响

应值（见表 1）。 采用 SAS 对实验数据进行回归分析，由

此求出影响因素的一次效应、 二次效应及其交互效应的

关联方程， 对中空纤维膜分离酵母多糖的影响因素进行

更为深入的研究和条件优化，并做出各因素响应曲面图，
进行建模及分析。
1.2.5 膜分离性能的测定

用 FOSS 自动定氮仪测定蛋白质含量，蒽酮-硫酸法

测定海藻糖含量 [7]。
HPLC 色谱条件：色谱柱：氨基柱，流动相：乙腈-水

（体积比 80∶20），流速：1.0 mL/min，进样 20 μL；ELSD 参

数：漂移管温度 100 ℃，气体流速：2.5 L/min，外标法定量

分析。

膜通量 J（L/m2·h）= 滤出溶液体积 V
膜面积 S×时间 t

蛋白质截留率(%)= 截留液蛋白质含量
原溶液蛋白质含量

×100 %

海藻糖透过率(%)= 透过液海藻含量
原溶液海藻含量

×100 %

2 结果与分析

2.1 超滤膜通量

2.1.1 操作压力对膜通量的影响

超滤是以压力为推动力的膜分离过程， 压力是分离

性能的重要参数。 由图 1 可知，在 5～10 psi 操作压力区

间内，膜通量有较大增幅，而在 15～20 psi 区间内，膜通

量的增幅较小。这是因为在操作压力较小时，经过膜表面

的溶质量较少， 对膜污染较小， 膜通量与压力呈线形关

系，但当压力达到某一临界值时，膜面凝胶层逐渐形成并

增厚，使膜通量增长幅度明显减小，最后趋于稳定。

2.1.2 温度对膜通量的影响

通常膜通量会随着温度的升高而增大。由图 2 所示，
在 0～500 s 内，24 ℃的膜通量明显高于 9 ℃的膜通量。
这是因为料液粘度下降， 料液中糖和蛋白分子的活化能

提高，扩散系数和传质系数增大，降低了浓差极化现象。
然而， 过高的温度在增大膜通量的同时会破坏溶液中的

活性成分、增加仪器负担和能源消耗。
2.1.3 pH 对膜通量的影响
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图 1 压力对膜通量的影响
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图 2 温度对膜通量的影响

pH 对料液中蛋白类物质有较大影响，结果见图 3。

由图 3 可知，膜通量在 pH 6.0 时最大，而在 pH 2.0
和 10.0 时膜通量均很小。 这是因为 pH 在一定范围会使

成分复杂的酵母蛋白溶解度变小（等电点）而析出或絮凝

于膜表面，堵塞膜孔，增大传质阻力，造成膜通量下降。而

当 pH 远离等电点时，蛋白质稳定，黏度小，不易形成絮

凝状态，利于膜分离过程。
2.1.4 料液浓度对膜通量的影响

料液浓度是影响超滤速度的一个重要因素， 结果见

图 4。 由图 4 可知，在相同的操作条件下，可溶性固形物

含量越低，膜通量越大，其中浓度为 1.5 %的膜通量约是

7.5 %的两倍。 这是因为溶液粘度随着溶液浓度的增高，
溶质间排斥作用高于吸引作用，造成传质阻力增大，浓差

极化现象增强，膜通量下降。

2.2 超滤膜分离性能的响应曲面试验结果与分析

2.2.1 试验结果

试验采用 Box-Behnken 设计方案及膜分离性能分

析，结果见表 2。 试验号 1～12 是析因试验，试验号 13～

15 是中心试验（估计试验误差）。 利用 SAS 软件，通过表

2 中试验数据进行多元回归拟合， 分别获得海藻糖透过

率和蛋白质截留率对编码自变量浓度、pH、 压力的二次

多项回归方程（1）和（2）：
Y1=95.84 -0.35x1 -0.68x2+4.48x3 -7.21x12+0.53x1x2 -

3.36x22-1.19x1x3+1.51x2x3-3.60x32 (1)
Y2=96.27 -0.40x1 -0.57x2 -0.33x3 -1.31x12+0.07x1x2 -

0.99x22-0.56x1x3+1.26x2x3-1.87x32 (2)

对海藻糖透过率方差分析（表 3）结果表明，所建立

的回归模型是极显著的（P＜0.01）。 该模型的 R2=0.9610
说明，此模型与实际试验拟合较好，试验失拟项小，因此

可用该回归模型代替试验真实点对实验结果进行分析。
回归方程各项的方差分析结果还表明方程中的一次项和

二次项的影响都是极显著的， 因此各个具体试验因子与

响应值都不是简单的线形关系。同理，对蛋白质截留率方

差分析 （表 4） 结果表明， 所建立的回归模型是显著的

（0.01＜P＜0.05），二次项的影响是极显著的，R2=0.9253，
各个具体试验因子与响应值也不是简单的线形关系。

2.2.2 响应面分析

由响应面图 5～图 6 可以看出，在选定区域内，各因

素对海藻 糖 透 过 率（Y1）的 影 响 从 大 到 小 依 次 为：压 力

（X3）、pH（X2）、浓度（X1）；对蛋白质截留率(Y2)的影响

顺序为：pH、浓度、压力。 通过软件分析，得到的最佳膜分

图 4 料液浓度对膜通量的影响

图 3 pH 对膜通量的影响
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图 6 蛋白质截留率响应曲面

离条件为料液浓度 2.89 %、pH 6.07、压力 18.21 psi，在此

条件下，海藻糖透过率理论值为 97.28 %，蛋白质截留率

为 95.35 %。

2.2.3 验证试验

为检验方法的可靠性， 采用上述最优条件进行膜分

离实验，同时考虑到实际操作的情况，将膜分离最佳条件

修正为浓度 3 %、pH 6.0、压力 18 psi 时，实际测得的海藻

糖透过率为 96.82 %，蛋白质截留率为 95.01 %，说明拟

合的结果是可信的。

进一步对酵母透过液进行 HPLC 分析得到图 7 的

HPLC 色谱图。 与标准样对比，3 号峰为海藻糖，1 号峰和

2 号峰分别是葡萄糖和蔗糖， 峰面积总和达到 64.60 %，
说明酵母透过液主要成分是以海藻糖、 葡萄糖和蔗糖为

代表的低碳糖。另用考马斯亮蓝检验不变色，说明不含蛋

白类物质，得到了良好的分离效果。

3 结论

探讨了中空纤维膜分离海藻糖和蛋白质的方法，基

于超滤机理研究了操作压力、 温度、pH 和料液浓度对膜

通量的影响， 并在此基础上采用响应曲面法试验设计建

立了主要因素对海藻糖透过率和蛋白质截留率的预测模

型，确定了最佳膜分离工艺条件为：操作压力为 18 psi、
温度为 24 ℃、pH 6.0 和 浓 度 3 %， 此 时 超 滤 膜 通 量 为

20.62 L/m2·h，海藻糖透过率为 96.82 %，蛋白质截留率为

95.04 %，达到了分离浓缩的目的。 中空纤维膜分离工艺

具有高效率、无污染的优点，可为啤酒废酵母综合利用提

供有益参考。
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图 5 海藻糖透过率的响应曲面

图 7 海藻糖透过液 HPLC 谱图
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