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摘要!为建立酵母
*
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7/

葡聚糖高效%快速的提取方法"以细

胞壁为原料"在传统碱)酶法基础上"辅助微波加热"采用响

应面法优化提取工艺"通过二次回归模型分析得出最佳工艺

为'微波功率
(;)X

"加热时间
&02J

"酶添加量
;&&)"
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$

该条件下
*

/'

"
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葡聚糖总糖含量预测值为
Y-8((j

"验证值

为
Y-8,(j

$

关键词!酵母&

*
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葡聚糖&微波辅助&碱)酶法
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酵母细胞壁是酵母抽提物生产中的重要副产物%约占酵

母细胞干重的
;&j

"

7)j

%主要由
7

层构成%由内向外依次

为葡聚糖!

L

3C91J

#*蛋白质*甘露聚糖(

'

)

&葡聚糖是主链为

*
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键!故称为
*

/'

%

7/

葡聚糖%简称葡聚糖#%及少量
*

/'

%

*/

键侧链的高聚物%特有的三股螺旋结构使其可促进体内抗体

产生%具有活化巨噬细胞*嗜中性白血球功能(

;

)

%还可增强宿

主抵抗细菌*病毒*真菌及寄生虫的感染%加强机体抗辐射能

力%并促进伤口愈合%是一种重要的生物效应应答剂!
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&葡聚糖对重金属与毒素

也具有一定的吸附作用(

&<*

)

%被广泛应用于水产养殖和饲料

工业%开发酵母葡聚糖具有重要的应用前景&

酵母
*

/'

%
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葡聚糖的提取方法主要有酸法*碱法*酸

碱结合法%这些方法提取条件较剧烈%且强酸强碱易腐蚀设

备*污染环境&后期发展的酶碱法先采用碱液提取葡聚糖%

再用酶法降解蛋白质%提高了总糖含量%但提取时间长*操作

工艺复杂&目前%微波辅助提取法已应用于车前草多糖*紫

苏叶多糖的提取(

-<Y

)

%但在葡聚糖提取方面未见文献报道%

如果能在碱$酶法的基础上%改变碱处理时的加热方式%用

微波加热代替水浴保温%可在短时间内迅速升温%既缩短时

间%又可在降低碱液浓度条件下保证较高的葡聚糖提取率&

本研究拟探讨在碱$酶法的基础上复合微波加热%以快

速加热*强电磁波作用提高碱液游离蛋白质的能力%提高提

取率%缩短提取时间%由此建立酵母
*
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葡聚糖的提取

新方法%为开发利用酵母细胞壁提供依据&

'

!

材料与方法

'8'

!

材料与试剂

酵母细胞壁"食品级%广东雅琪生物科技有限公司+

]/

葡萄糖"标准品%纯度
+

,Yj

%上海源叶科技有限

公司+

木瓜蛋白酶"食品级%酶活
')

万
"

'

L

%广西庞博有限

&('



公司+

氢氧化钠*冰醋酸等"分析纯%国药集团化学试剂有限

公司&

'8;

!

仪器与设备

微波炉"

Z-)?;)b>'̀/]Z

!

X)

#型%广东格兰仕微波炉

电器制造有限公司+

紫外分光光度计"

"=/'Y)'

型%北京北分瑞丽分析仪器

公司+

真空冷冻干燥机"

Z̀!/')

型%北京四环科学仪器厂+

离心机"

PZ̀/'*b

型%上海安亭科学仪器厂&
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!

方法

'878'

!

*
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葡聚糖的提取
!

称取酵母细胞壁%以
'8&j

>1MT

为提取液%微波加热提取一定时间&将提取液以

7&))G

'

02J

离心
'&02J

%取沉淀%用木瓜蛋白酶酶解&酶解

液再以
7&))G

'

02J

离心
'&02J

%取沉淀%用无水乙醇和水各

洗涤一次%经冷冻干燥得酵母
*
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%
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葡聚糖粗品(

,

)

&

'878;

!

标准曲线绘制及样品测定

!

'

#标准曲线绘制"配制
()

#

L

'

0̀

葡萄糖标准溶液%准

确移取
)8)

%

)8(

%

)8*

%

)8Y

%

'8)

%

'8;

%

'8(

%

'8*

%

'8Y0̀

于

')0̀

比色管中%各管补水至
;0̀

%加入
*j

苯酚
'0̀

%冷水

浴中迅速加入浓硫酸
&0̀

%放置
&02J

%摇匀%沸水浴中加热

'&02J

%再置于冷水浴中
'&02J

%室温
(,)J0

测吸光度%绘

制标准曲线&

!

;

#样品测定"准确称取
;&0

L

样品%加
';0:3

'

`

硫酸

溶液
;&0̀

%混匀%室温静置
;&02J

%加水使硫酸最终浓度为

;0:3

'

`

%真空封管&于
'))[

水解
*K

%冷却至室温%调节

B

T

至
-8)

%

'))))c

L

离心
'&02J

%上清液即单糖水解液(

')

)

&

取稀释的水解液
'0̀

!相当于
(&

#

L

左右葡萄糖#%按照

苯酚硫酸法测定吸光度值%以标准曲线计算多糖含量(

''

)

&

'8787

!

正交试验设计
!

综合分析影响葡聚糖提取率的可能

因素%在前期预试验基础上%采用
-

因素
;

水平正交试验进

行显著因素筛选&因素水平设计见表
'

&

表
'

!

因素水平制表

P1A3@'

!

P1A3@H:G2JO@DF2

L

1F@EH19F:GD1JEFK@2G3@O@3D

水平
+

加热时

间'
02J

a

微波功

率'
X

b>1MT

浓

度'
j

]

酶添加量'

!

"

,

L

<'

#

.

酶解时

间'
K

?

酶解

B

T

Z

酶解温

度'
[

' ( ;Y) '8& '))) ; &8& (&

; * (;) 78) ;))) ( *8& &&

'878(

!

响应面优化提取工艺
!

在确定显著影响因素基础

上%借助
]@D2

L

J/.6

B

@GFY8)

软件%运用
a:6/a@KJN@J

试验设

计原理%以总糖含量为响应值%通过响应面优化提取条件&

'878&

!

数据处理
!

所有试验重复
7

次%采用
.69@3;))7

进

行数据统计和处理%采用正交设计助手
dd78'

及
]@D2

L

J.6/

B

@GFY8)

进行数据分析&

;

!

结果与分析
;8'

!

正交试验结果与分析

`

Y

!

;

-

#试验方案及结果分析见表
;

&

表
;

!

正交试验设计及结果

P1A3@;

!

]@D2

L

J1JEG@DC3FD:H%319N@FF/aCG01J

试验号
+ a b ] . ? Z

总糖含

量'
j

' ' ' ' ' ' ' ' --8'*

; ' ' ' ; ; ; ; Y*8;(

7 ' ; ; ' ' ; ; -,8Y&

( ' ; ; ; ; ' ' Y,8,-

& ; ' ; ' ; ' ; -;8''

* ; ' ; ; ' ; ' *&8,;

- ; ; ' ' ; ; ' -*8&(

Y ; ; ' ; ' ' ; Y&8;'

K

'

***********************

Y787)&-&87&YY'8;Y--*8('&--8)7&Y'8'';--87,Y

K

;

-(8,(&Y;8Y,;-*8,*7Y'8Y7&Y'8;'&--8'7YY)8Y&;

L Y87*) -8&7( (87;( &8(;) (8'Y) 78,-( 78(&(

!!

由表
;

可知%对总糖含量影响显著性为"加热时间
(

微

波功率
(

酶添加量
(

>1MT

浓度
(

酶解时间
(

酶解
B

T

(

酶

解温度&本结论与张红丽等(

Y

)在固定样品处理量前提下%微

波功率与加热时间是最主要影响因素相一致&选择前
7

个

为研究对象%碱浓度为非主要影响因素%为了降低对环境的

污染%采用低浓度!

'8&j

#%酶解温度
&& [

%酶解时间
(K

%

B

T&8&

%以总糖含量为响应值%做响应面优化&

;8;

!

响应面优化提取工艺

;8;8'

!

回归方程的建立与方差分析
!

基于前期单因素预试

验及正交试验结果设定试验因素与水平见表
7

%试验设计及

结果见表
(

&

!!

通过
]@D2

L

J/.6

B

@GFY8)

软件进行多元回归拟合分析%方

差分析结果见表
&

%得到的回归方程为式!

'

#"

!VY-8;Y<'8-*"<'8*&Z<)8('?<&8'7"Z<

;87)"?<'8'(Z?<*87("

;

<(8,7Z

;

<'87)?

;

!

'

#

!!

由表
&

可知%回归模型差异极显著!

%

)

)8)))'

#%方程

中的
+

*

a

*

+a

*

+b

*

+

;

*

a

;影响极显著%

ab

*

b

;影响显著%并且该

表
7

!

a:6/a@JKJN@J

试验设计因素与水平

P1A3@7

!

?19F:GD1JE3@O@3D2Ja:6/a@JKJN@J

@6

B

@G20@JF13E@D2

L

J

水平
+

微波功率'

X

a

微波时间'

02J

b

酶添加量'

!

"

,

L

<'

#

' ;Y) ( ;)))

) (;) & ;&))

<' &*) * 7)))

*('

提取与活性
!
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年第
;

期



表
(

!

a:6/a@JKJN@J

试验设计及结果

P1A3@(

!

a:6/a@JKJN@J@6

B

@G20@JF13E@D2

L

J1JE

9:GG@

B

:JE2J

L

@6

B

@G20@JF13G@DC3FD

序号
+ a b

总糖含量'
j

' ) <' <' Y'8&7

; <' ) ' Y;8,'

7 ) ) ) Y-8*)

( ) ) ) Y-8',

& <' <' ) -&8)Y

* ' ) <' Y)8,Y

- ) ) ) Y-8)*

Y <' ' ) Y'8;)

, ' <' ) Y'8')

') ) ' <' Y'87*

'' ) <' ' Y78)7

'; <' ) <' -,8'*

'7 ) ' ' -Y87)

'( ' ' ) **8*,

'& ' ) ' -&8&'

模型的
L

;

V)8,,7(

%失拟项不显著%说明此模型与实际拟合

程度好%可用于回归模型分析和预测酵母多糖的提取

结果(

';

)

&

;8;8;

!

响应面及等高线分析
!

采用
]@D2

L

J.6

B

@GFY8)

软件

表
&

!

总糖含量回归模型方差分析l

P1A3@&

!

=1G21J9@1J13

4

D2D:HG@

L

G@DD2:J@

Q

C1F2:JH:GFK@

F:F13DC

L

1G9:JF@JF

来源 平方和 自由度 均方
X

比率
%

值
(

X

显著性

模型
();8'* , ((8*Y Y(8),

)

)8)))'

&&

+ ;(8-& ' ;(8-& (*8&- )8))')

&&

a ;'8-& ' ;'8-& ()8,; )8))'(

&&

b '87( ' '87( ;8&7 )8'-;&

+a ')&87- ' ')&87- ',Y8;Y

)

)8)))'

&&

+b ;'8;& ' ;'8;& 7,8,, )8))'&

&&

ab &8;) ' &8;) ,8-Y )8);*)

&

+

;

'(Y8(7 ' '(Y8(7 ;-,87;

)

)8)))'

&&

a

;

Y,8&- ' Y,8&- '*Y8&*

)

)8)))'

&&

b

;

*8;- ' *8;- ''8-, )8)'Y&

&

残差
***********************

;8** & )8&7

失拟合
;8&) 7 )8Y7 ')8(Y )8)YY7

纯误差
)8'* ; )8)-,

总误差
()(8Y; '(

!

l

!

1

&

2表示差异显著!

)8)'

)

%

)

)8)&

#+1

&&

2表示差异极显著

!

%

)

)8)'

#+

L

;

V)8,,7(

%

L

;

+E

f

V)8,Y'*

&

建立的响应面及等高线见图
'

"

7

%等高线形状可反应出两因

素交互作用强弱%圆状表示交互作用不显著%椭圆状表示交

互作用显著&

图
'

!

微波功率与微波时间对总糖含量的影响

?2

L

CG@'

!

\29G:51O@

B

:5@G1JE029G:51O@F20@@HH@9F:JFK@F:F13DC

L

1G9:JF@JF

图
;

!

微波功率与酶添加量对总糖含量的影响

?2

L

CG@;

!

\29G:51O@

B

:5@G1JEFK@2JH3C@J9@:HFK@1EE2J

L

10:CJF:HF:F13DC

L

1G9:JF@JF

-('

第
7;

卷第
;

期 杨锡洪等"微波辅助碱$酶法提取酵母
*

/'

%

7/

葡聚糖工艺优化
!



图
7

!

微波时间与酶添加量对总糖含量影响

?2

L

CG@7
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经响应面模型软件分析%确定最佳提取工艺"微波功率
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%加热时间
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于工业实际%选取微波功率
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%加热时间
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次验证实验得总糖含量平均值为
Y-8,(j

%

与预测值
Y-8((j

接近&蔺红苹等(

'7

)比较了碱法*酸碱法以

及酶$碱法
7

种提取酵母葡聚糖的方法%结果表明酶$碱法

提取效果最好%多糖含量可达
-78*-j

&采用响应面法优化

的提取率和总糖含量皆优于目前的方法%优化确立的最佳参

数可靠%具有实用价值&
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结论
本试验在碱$酶法的基础上改用微波加热%增强了碱处

理中蛋白质从细胞壁中游离的效果%使蛋白质释放更彻底&

后续酶法降解蛋白质%可以有效去除蛋白质%提高总糖纯度&

经过对影响总糖含量的多因素进行显著性筛选%确定主要因

素%再采用响应面法优化确定最佳工艺为微波功率
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加热时间
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%酶添加量
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%在此条件下%
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葡

聚糖的提取率为
;Y8)'j

%总糖含量为
Y-8,(j

%蛋白质含量

为
78-Yj

%产品为乳白色粉末&该方法的提取率好*总糖纯

度高%若能进一步探讨不同来源的
*
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葡聚糖的功能及性

质(

'(
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%将进一步促进其产业的快速发展&
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