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废啤酒酵母制取酵母抽提物的酶促工艺研究
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摘要!为了获得废啤酒酵母制取酵母抽提物的最佳工艺条

件$通过单因素试验获得外加酶法制取酵母抽提物的最佳工

艺条件$并比较其与传统工艺条件的效果&使用
WL

*

YF

对

最终产物进行风味分析%通过优化得到最佳工艺条件为添

加中性蛋白酶$外加酶
%?$%M

$

I

J"?%

$酶促溶时间
#"6

$得

到的该抽提物中含有多种酸类(酯类和醇类等物质%研究表

明$外加中性蛋白酶法是开发利用啤酒废酵母制备酵母提取

物的较好方法$得到的产物营养丰富%

关键词!啤酒&酵母&抽提物&蛋白酶&酶解&风味
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废啤酒酵母泥在本质上就是啤酒酵母%是在啤酒生产过

程中经主发酵和后发酵酿造工艺后产生的)

&

*

&酵母泥中富

含蛋白质+维生素和微量元素等营养物质%具有很高的经济

价值)

$

*

&中国是世界啤酒生产大国%每年生产约
*%

万
>

啤

酒废酵母%除很少部分被用作饲料外%大部分被排放%并未得

到合理利用)

#

*

&目前%中国对制取酵母抽提物工艺的研究主

要有自溶法)

#

*

+扩培法)

)

*

+复合促溶法)

*

*和外加酶解法)

"C(

*

等&由于外加酶法可以提高营养物质的获得率%缩短提取时

间%已经成为研究热点)

!

*

&

随着生物酶技术的快速发展%啤酒废酵母的加工利用向

着精深加工方向发展&提高产品的科技含量%进行产品开发

及各类直接或间接生物产品转化%注重产品的高附加值是目

前研究的重点&本试验采用木瓜蛋白酶+胰蛋白酶和中性蛋

白酶这
#

种成本较低%应用广泛%大生产发展较优)

!C&%

*的单

种酶进行对比研究%对酵母抽提物酶促工艺条件进行优化%

以期通过控制多种指标得到高得率+高呈味核苷酸含量的酵

母抽提物产品&

&

!

材料与方法
&?&

!

材料与仪器

&?&?&

!

材料与试剂

木瓜蛋白酶!

!?%̀ &%

)

V

(

9

#+胰蛋白酶!

&?&̀ &%

*

V

(

9

#+

中性蛋白酶!

#?*̀ &%

)

V

(

9

#+酪素"生化纯%国药集团化学试

剂有限公司$

甲醛+氢氧化钠!片状#+碳酸钠+氯化钠+三氯乙酸+磷酸

二氢钠+磷酸氢二钠+酚酞+乙醇+福林酚试剂等"分析纯%国

药集团化学试剂有限公司&

&?&?$

!

主要仪器设备

紫外分光光度计"

\0$"mHX

型%尤尼科!上海#仪器有限

公司$

高压均质机"

V4>G20>;GG2_

型%上海智光仪器仪表有限

公司$

.*&



恒温水浴锅"

JJ

型%北京长安科学仪器厂$

冷冻离心机"

FBGT244FR&"Z

型%赛默飞世尔科技公司$

酸度计"

F$%a

型%梅特勒'托利多仪器有限公司$

鼓风干燥箱"

UmZ-0($#%

型%上海智城分析仪器制造有

限公司$

旋转蒸发器"

F+$%%

型%上海亚荣生化仪器厂$

气质联用仪"

-F]

0

型%美国赛默飞世尔科技公司&

&?$

!

试验方法

&?$?&

!

工艺流程

废啤酒酵母
8

脱苦
8

调配!蒸馏水
&

酵母泥质量比为

.

&

&

#

8

高压均质!

)*YH2

处理
$

次#

8

酶解!

*%b

$恒温自

溶
#"6

#

8

灭酶!

.%b

$

&%138

#

8

冷却!至室温#

8

离心!常

温$

#%%%̀

9

$

&%138

#

8

上清液
8

减压浓缩!

**b

#

8

酱状酵

母抽提物

&?$?$

!

废啤酒酵母脱苦
!

取啤酒废酵母离心!

*%%%`

9

%

&%138

#去上清液%

$

倍体积
%?*M E2JL[

#

振荡
#%138

%

&%%

目筛子筛分%

$

倍体积蒸馏水和
%?*M E2JL[

#

分别洗涤%最

终采用
$

倍体积蒸馏水离心洗涤
$

次)

&&

*

&

&?$?#

!

酶促工艺条件的优化
!

文献)

&$

"

&#

*和)

&)

*

)%都指

出%酶促溶的最适温度均在
*%b

左右%因此本试验确定酶促

温度为
*%b

&

!

&

#酶添加量对酶促溶影响"取
&%

9

(

&%%

9

的酵母悬浊

液
!%1K

%温度控制为
*%b

%酶促溶时间
#%6

%

I

J"?%

%以氨

基酸态氮得率和固形物得率为指标%考察酶添加量!

%?%%

%

%?&%

%

%?$%

%

%?#%

%

%?)%

%

%?*%

9

(

&%%1K

%酶活以
&%

)

V

(

9

数量

级计#对酶促溶影响&

!

$

#

I

J

对酶促溶的影响"取
&%

9

(

&%%

9

的酵母悬浊液

!%1K

%温度控制为
*%b

%基于前述研究所得酶添加量%酶促

溶时间
#%6

%以氨基酸态氮得率和固形物得率为指标%考察

I

J

!

*?%

%

*?*

%

"?%

%

"?*

%

(?%

%

(?*

#对酶促溶影响&

!

#

#酶促溶时间对酶促溶的影响"取
&%

9

(

&%%

9

的酵母

悬浊液
!%1K

%温度控制为
*%b

%基于前述研究所得酶添加

量+

I

J

%以氨基酸态氮得率和固形物得率为指标%考察酶促

溶时间!

&$

%

&!

%

$)

%

#%

%

#"

%

)$6

#对酶促溶影响&

&?$?)

!

优化工艺条件与传统工艺条件的对比
!

以得到的
#

种酶的优化工艺条件与传统的醇溶和盐溶工艺进行对比研

究&控制相同条件为"选取
!%1K

浓度为
&%

9

(

&%%

9

的酵母

悬浊液%酵母溶液
)*YH2

均质
$

次%自溶时温度为
*%b

&

!

&

#空白组)

&)

*

)&

"溶液
I

J"?%

%自溶时间
#"6

&

!

$

#醇溶组)

*

*

"添加
&?%1K

(

&%%1K

乙醇%溶液
I

J"?*

%

自溶时间
)!6

&

!

#

#盐溶组)

&)

*

)&C)#

"添加
$?%

9

(

&%%

9

氯化钠%溶液

I

J"?%

%自溶时间
#"6

&

&?$?*

!

测定方法

!

&

#蛋白酶活力"福林法)

&*

*

&

!

$

#游离氨基氮得率"甲醇滴定法)

&"

*

&游离氨基氮得率

按式!

&

#计算"

E"

I

>

&

>

$

K

&%%M

% !

&

#

式中"

E"

'''游离氨基氮得率%

M

$

>

&

'''自溶后上清液氨基氮质量%

9

$

>

$

'''自溶前酵母干重%

9

&

!

#

#固形物得率"根据文献)

&(

*%固形物得率按式!

$

#

计算"

E:

I

>

#

K

(

&

J

>

)

>

$

K

&%%M

% !

$

#

式中"

E:

'''固形物得率%

M

$

>

#

'''自溶后上清液总质量%

9

$

(

&

'''上清液固形物含量%

M

$

>

)

'''外加物质干重%

9

$

>

$

'''自溶前酵母干重%

9

&

!

)

#挥发性成分鉴定"称取
!

9

最佳工艺条件获得的酵

母抽提物%装入
$*%1K

锥形瓶中铺平%密封$

*%b

水浴平衡

$%138

$然后将固相微萃取针头插入平衡后的锥形瓶中%推

动手柄探出纤维头%使纤维头吸附
)%138

&

色谱 柱"

-N0g'm

毛 细 管 柱 !

#% 1 `%?$* 11

%

%?$*

#

1

#$载气为
J7

!色谱纯#$恒定流速
&?$1K

(

138

$进样

口温度设为
$*%b

$初始温度
)%b

%保持
#138

%以
*b

(

138

升至
$%%b

%再以
&*b

(

138

升至
$"%b

%保持
#138

&

离子源"电子电离源!

/X

#$电子能量
(%7D

$质谱接口温

度
$!%b

$离子源温度
$#%b

$四级杆温度
&*%b

$溶剂延迟

#138

$质谱扫描
)%

"

"%%;

&

根据得到的图谱%参考文献)

&!

*进行定性分析&

$

!

结果与分析

$?&

!

酶促工艺条件的优化

$?&?&

!

酶添加量对酶促溶影响
!

酵母的自溶过程主要是糖

类物质和蛋白质等大分子物质在酶的水解作用下不断降解

的过程&蛋白质的降解导致游离氨基氮得率和固形物得率

增加)

"

*

&由图
&

可知%随着酶添加量的增加%蛋白质降解速

率从迅速逐渐变缓&这是由于起初底物浓度远大于酶浓度%

增加酶量%酶与底物结合效率增加%蛋白质降解速率加快$其

后%酶浓度逐渐饱和%蛋白质降解速率趋于平稳%最终再增加

酶量已无法有效提高酶解效率)

(

*

&综合考虑%当木瓜蛋白酶

添加量为
%?)M

%中性蛋白酶添加量为
%?$M

%胰蛋白酶添加

量为
%?%$*M

时%游离氨基氮得率和固形物得率最高%即为
#

种酶最适宜添加量&

$?&?$

!I

J

对酶促溶的影响
!

晏志云)

&)

*

#.在研究中发现%酵

母自溶时其
I

J

变化趋势是先缓慢上升然后再逐步下降&

因而%研究中只需要在自溶开始时调节到适宜蛋白酶作用的

I

J

%从而保证酶的活性和酶促反应速度&酶的催化能力与

I

J

紧密相关%体系中
I

J

变化%酶分子的构象+与底物分子

的解离状态等也随之发生变化%从而影响酶与底物的结

合)

&.

*

&当
I

J

为酶适宜反应
I

J

时%则促进酶的活性和酶促

反应速度%酶解效果较好%固形物得率和游离氨基酸得率相

对较高$反之%远离该
I

J

则起抑制效果&由图
$

可知%

%"&

提取与活性
!

$%&"

年第
!

期



图
&

!

酶添加量对酶促溶的影响

,3

9

;G7&

!

/SS7A><BS>67AB8>78>BS785

P

17<

I

J*?*

%

"?%

%

*?%

分别是木瓜蛋白酶+中性蛋白酶和胰蛋白酶

促溶的理想酸碱度&

$?&?#

!

酶促溶时间对酶促溶的影响
!

由图
#

可知"随着酶促

溶时间的延长%酵母抽提产品得率不断增加%其风味也不断

改善%而后产品得率趋于稳定%风味将变得醇厚%最终产品得

率几乎不再增加&其中%木瓜蛋白酶的最佳酶促溶时间为

#"6

%与蒋雪薇等)

*

*的研究结果一致%而中性蛋白酶的为

#"6

%胰蛋白酶的为
#%6

&

终上所述%木瓜蛋白酶促溶的最佳工艺条件为"蛋白酶

酶量为酵母溶液的
%?)M

%

I

J*?*

%自溶时间
#"6

%与陈军)

&$

*

得到的结论相近$中性蛋白酶促溶的最佳工艺条件为"蛋白

酶酶量为酵母溶液的
%?$M

%

I

J"?%

%自溶时间
#"6

$胰蛋白

酶促溶的最佳工艺条件为"蛋白酶酶量为酵母溶液的

%?%$*M

%

I

J*?%

%自溶时间
#%6

&

$?$

!

优化工艺条件与传统工艺条件的对比

由图
)

可知%添加蛋白酶的三组游离氨基酸得率和固形

物得率均高于盐溶组和空白组&其中%中性蛋白酶组的游离

氨基酸得率达到
)?#)M

%固形物得率达到
"$?%$M

%结果明显

图
$

!I

J

对酶促溶的影响

,3

9

;G7$

!

/SS7A><BS>67

I

JB82;>B4

P

<3<B8>67

Q2<7BS785

P

17<

优于胰蛋白酶组与木瓜蛋白酶组&因此%最优酶促工艺条件

为"采用中性蛋白酶%蛋白酶酶量
%?$M

%溶液的
I

J"?%

%酶促

温度
*%b

%酶促溶时间
#"6

&

$?#

!

挥发性成分鉴定

经
WL

'

YF

分析鉴定%所得酵母抽提物中挥发性化合

物的
WL

色谱见图
*

%各种化合物相对百分比含量比较见

表
&

&

!!

由表
&

可知%制得的酵母抽提物中测定出的挥发性化合

物%主要有酸类!占
&*?#)M

#+酯类!占
.?$.M

#+醇类!占

&?..M

#+醚类!占
&?*%M

#和其他类!占
.?&#M

#%是酵母抽提

物的主要风味来源&

#
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结论
综合比较酶解和传统工艺条件%得出当添加

%?$%M

中性

蛋白酶%

I

J"?%

%自溶
#"6

%

*%b

下促溶效果最佳&同时%得

到的酵母抽提物富含多种风味物质&试验中木瓜蛋白酶研

究部分与前人)

&$

*相似%同时在前人基础上比较了更适用于

大生产的工艺条件的优劣%为酶促提取酵母抽提物的大生产

化作了一定理论补充&但并未在提高产品附加值方面进行

更深入的研究%后续需着眼于附加值研究进行进一步探讨&
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食品物流中的薄弱环节%定期进行评估+监测%减少食品在物

流运输和仓储期间对食品的质量造成的破坏&其中首要的

是增强食品物流中影响食品质量风险来源的识别&在食品

的运输和仓储过程中%影响食品质量的风险存在很多种可

能%每种风险发生的概率或者危害程度%以及发生危险的方

式各不相同%食品物流企业应当根据风险种类的不同%寻找

应对不同风险的解决方案%不断减少+化解影响食品质量+安

全的各种风险&在判断食品物流中的风险时%应当主要参考

危险物的数量和剂量的描述+对食品各个环节可能发生风险

的程度及可能造成的后果进行分别评测)

&%

*

&

另外%应当逐步建立食品物流的风险监管机制%让企业

食品物流的风险管理和评估常态化%多方协调社会各方力

量%包括政府+媒体+企业协会以及消费者等多方力量%利用

整个社会的机制来约束和规范食品物流企业的行为)

&&

*

&以

政府和企业协会为例%政府应当建立统一的食品物流监管机

制%避免不同监管部门执法间的冲突%不断加强对于食品物

流企业的资格审查%逐步疏通食品物流行业的准入机制和退

出机制%全面整顿食品物流业的市场秩序&企业协会则是逐

步建立行业的内部约束规则%同时注重食品物流行业的宣

传%做好行业的内部监管&

)

!

结语
为保障食品行业的健康发展以及危害食品消费者的合

法权益%应当大力发展食品物流行业%加大食品物流基础设

施投入%不断提高食品物流技术%建立食品物流安全的保障

体系%完善食品物流现代化管理体系%注重食品物流配送过

程中的安全监测与监控技术%不断引进先进的食品物流管理

经验%完善中国食品物流的法律法规%充分发挥政府+行业协

会及社会大众对食品物流的监督作用%不断满足消费者对食

品的更高要求%逐步奠定食品物流行业的坚实基础%促进中

国食品物流行业快速+持续+健康发展&
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