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诱导啤酒酵母细胞溶解释放蛋白质�

陈廷登�， 刘献军�， 宁 静�

（��浙江工业大学生物与环境工程学院，浙江杭州
�����；��浙江常山万德富酒业有限公司，

浙江常山
�����）

摘 要：采用自溶法、自溶�酶解法、诱导剂�自溶�酶解法对�������������	酵母细胞进行生

物处理使其释放蛋白质及其分解产物�对反应产物��氨基氮和细胞蛋白质溶出率及细胞干基提取

率的测定结果表明：诱导剂�自溶�酶解法的作用效果明显优于自溶�酶解法及自溶法�诱导剂

�自溶�酶解法比自溶�酶解法及自溶法的反应产物中游离��氨基氮分别提高了�����／�及

�
����／�（以干酵母计），细胞蛋白质溶出率分别提高了�
����及����
�，细胞干基提取率分

别提高了����及�������
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目前，对扩大蛋白质供应的研究主要集中在微

生物领域，特别是酵母上［�］�啤酒酵母蛋白质含量

约占其干物质的�������，比大豆的蛋白质含量

还要高（大豆仅含蛋白质�������），而且营养丰

富，含有包括人体必需氨基酸在内的��种氨基酸�

此外，还含有维生素��，�	，�
及其它微量元素�为

了更有效地利用啤酒酵母细胞中的高蛋白质组分，

从细胞中分离出蛋白质，��

���和�����提出了几

种使酵母细胞释放蛋白质的方法：细胞自溶法、化

学处理法、酶解法和机械破壁法［	］�细胞自溶法通

常反应时间较长，而蛋白质提取率却较低�化学处

理法通常会引起蛋白质变性�最有吸引力的方法应

该是机械破壁法和酶解法，而机械破壁法需要消耗

较大能量，相应地其效率就低�故以酶解法为佳�作

者采用酶解法在����的酵母水解锅中进行试验，

并将其反应产物应用于浙江省科委重点科研项目

———啤酒生产酵母全循环新工艺生产性试验研究，

作为���大米辅料比例啤酒酿造的补充氮源，并取

得了成功�

作者利用��的恒温酵母水解锅对�������

����	���酵母细胞进行生物处理，使其释放蛋白质

及其分解产物�通过大量的试验，探索了一条合理

的啤酒酵母细胞自溶和水解的工艺路线，并在此基

础上研究了����������	���啤酒酵母细胞在自溶

和水解过程中蛋白质及其分解产物的变化规律�

� 材料与方法

��� 菌株

取自北京双合盛五星啤酒厂杭州联合厂的大

生产剩余压榨酵母，用水洗涤至无泡沫无啤酒味

后，经过���目筛过筛；并在�����／��
下离心分

离����
后，收集菌体备用�

��� 试剂

盐酸：��级；氢氧化钠：��级；木瓜蛋白酶：广

东江门健德实业总公司健德生物化学厂出品；中性

蛋白酶：丹麦�����������公司出品�

��� 主要分析方法

细胞染色和显微观察：细胞用����美兰溶液

染色；细胞溶解情况用放大���倍的显微镜观察�

细胞干基提取率的测定：自溶或酶解后的悬浮

液，在�����／��
下离心分离�次，每次倾出上清

液后，用蒸馏水洗涤沉淀物�然后，将其在����下

干燥至恒重，按下式计算细胞干基提取率：


 
��!�	
��

式中：
 ———细胞干基提取率（�）；��———未经

处理的酵母干重（"）；�	———处理后沉淀物干重

（"）

�#氨基氮的测定：茚三酮法
［�］�

总氮、细胞蛋白质溶出率的测定：凯氏定氮

法［�］�

��� 研究方法

将经过洗涤并离心后的酵母菌体悬浮于水中，

搅拌均匀，制成酵母菌悬液，细胞质量浓度为	��

"／��在$%
��、温度���下选用了�种不同工艺

条件进行比较试验，即�）自溶
�&；	）自溶	�&后

再加蛋白质分解酶水解��&；�）自溶一开始添加诱

导剂自溶	�&后，再添加蛋白质分解酶水解��&，

使酵母细胞释放蛋白质及其分解产物［�］�

在自溶和加酶水解结束后，分别将处理液用

�����／��
转速离心����
，收集上清液，即为第

一提取液；然后，用适量水洗涤器底沉淀物，再经离

心分离收集第二次提取液，如此重复�次��次上清

液混合，并浓缩至�／�体积后进行总氮及细胞蛋白

质溶出率的测定�器底沉淀物移至已知重量的烧杯

内测定细胞干基提取率�

在自溶和水解过程中，用��’�／�的�(�%溶

液滴加来控制酵母乳所需保持的$%值，并且每隔)

&用茚三酮法测定自溶液及加酶水解液的�#氨基氮

含量，用凯氏定氮法测定细胞蛋白质溶出率，用重

量法测定细胞干基提取率�

� 结果与讨论

��� ��酵母细胞在自溶和水解过程中游离��氨

基氮的释放

酵母细胞在自溶和水解过程中，随着酵母细胞

壁的破裂，细胞内蛋白质的溶出和降解，自溶和水

解溶液中的游离�#氨基氮含量随培养时间延长而

增加，如图�所示�

图� ��酵母细胞在自溶和和水解过程中��氨基氮的释放
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由图�可见，啤酒酵母细胞只作自溶处理，虽

然在���内自溶液中��氨基氮含量上升幅度较大，

达到����／�（以干酵母计），但���以后，��氨基氮

含量上升缓慢，到���以后基本趋于稳定，最终只

能产生��氨基氮����／�（以干酵母计）	这说明只

靠酵母本身固有的酶进行生化反应的作用是不够

的，通过酵母自溶作用，虽然可使酵母细胞壁结构

在一定程度上松散或破裂，壁的通透性有所增加，

造成一定数量细胞内物质的外溢	但在溶出细胞外

的物质中相当大的部分是高分子物质，含氮物质是

以蛋白质、月示、胨、肽的形式存在于溶 液中	由于酶

的缺乏，特别是蛋白酶数量不够，只够在开始���

内将细胞内溶出的高分子蛋白质分解成��氨基氮，

但并不足以把���以后由细胞内溢出的高分子蛋

白质加以降解	因此，自溶溶液中��氨基氮含量并

不高	

针对只作自溶处理溶液��氨基氮含量的不足，

在自溶���的基础上，向酵母中添加一定数量的蛋

白质分解酶，则��氨基氮释放情况大为改善	加酶

水解的���内，��氨基氮一直处于上升状态，到总

时间���以后才逐步趋于缓慢，到
��才平稳，并

稳定在����／�	

为了使酵母细胞内含物更多地溢出细胞外，特

别是细胞内蛋白质溢出细胞外，并把外溢的高分子

蛋白质更大程度地降解为��氨基氮，又在自溶一开

始向酵母乳中添加一定数量的诱导剂，自溶���后

再添加蛋白质分解酶处理���	从添加诱导剂自溶

一开始，溶液中��氨基氮含量一直处于上升，到��

�的时候，��氨基氮增加到约����／�，比仅自溶的

溶液中��氨基氮提高了约����／�	然后，在自溶��

�后，添加一定数量的蛋白质分解酶，分解细胞内溢

出的高分子蛋白质，��氨基氮继续增加，一直到
��

才趋于基本平稳，最终，溶液中��氨基氮含量达到


���／�，比仅自溶的溶液中��氨基氮提高了��

��／�	说明诱导剂能激活酵母自身含有的能引起自

溶作用的酶，特别是蛋白酶	

由于酵母本身所含的酶大部分以酶源的形式

存在，没有催化能力或者催化能力很小，通过添加

适量的诱导剂，借助于酵母的自溶作用，可使酵母

细胞壁结构松散，壁的通透性进一步提高，细胞内

大分子物质更多地外溢，增加酶水解底物浓度，加

速酶促反应进行	上述结果可见，添加诱导剂自溶

���后追加蛋白质分解酶水解的工艺对提高酵母

水解溶液中��氨基氮含量有明显的效果	

�	� 
�酵母细胞在自溶和水解过程中蛋白质溶出

率的变化

在自溶和水解���的过程中，每隔��将处理

液在
����／���分离心分离�����，收集上层清

原液	用蒸馏水洗涤并离心残渣�次，将洗涤液与

原液合拼，混合均匀	用凯氏定氮法测定混合溶液

的总氮，并扣除外加酶的含氮量，计算出
�酵母细

胞蛋白质溶出率	以培养时间为横坐标，酵母细胞

蛋白质溶出率为纵坐作图，如图�所示	

图� ��酵母细胞在自溶和水解过程中蛋白质溶出率的变化
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由图�可见，
�酵母细胞蛋白质溶出情况基本

与��氨基氮的释放情况相一致	自溶处理酵母细

胞，在开始���内，蛋白质溶出速度较快，���后减

慢，到���趋于平稳，最终只能达到
�	��；而自

溶���后添加酶制剂处理酵母细胞，自添加蛋白质

分解酶开始，蛋白质溶出率就开始上升，到
��才

趋于平稳，最终达到�
	���	与自溶处理酵母细胞

相比，蛋白质溶出率增加了��	���；但自溶一开始

添加诱导剂自溶处理酵母细胞���后再添加酶制

剂处理酵母细胞，则从自溶一开始蛋白质溶出率就

比前两种处理方法高，并一直处于上升状态，到
�

�才趋向平稳，最终可达��	���	比自处理酵母细

胞增加了��	���，比自溶结合酶制剂处理酵母细

胞增加了��	
��	上述这些结果表明，诱导剂不仅

能激活酵母细胞壁的裂解酶，而且能激活蛋白质分

解酶，增强酶制剂对
�酵母细胞的溶解作用，使溶

出细胞外的蛋白质及其分解产物数量增加	

�	� 
�酵母细胞自溶和水解过程中干基提取率的

变化

酵母细胞干基提取率表示酵母细胞中干物质，

包括蛋白质、糖类、核酸类等物质通过自溶和水解

后溶解到溶液中的百分比率，一定程度上反映了酵

母细胞自溶和水解工艺条件控制的好坏	

通过���的自溶和水解，测定酵母细胞干基提

��第�期 陈延登等：诱导啤酒酵母细胞溶解释放蛋白质
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取率，以自培养时间为横坐标，细胞干基提取率为

纵坐标作图，如图�所示�

图� ��酵母细胞在水解过程中干基提取率的变化

����� ��	
����
�	����		��������
���	���	��（���
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���	����	��������������
��������

���������������������	���

由图�可知，对酵母细胞只作自溶处理，在自溶开

始的���内，干基提取率直线上升，至���达到

���左右后基本稳定；对酵母细胞进行自溶结合酶

解法处理�从自溶���后添加蛋白质分解酶开始，

干基提取率就开始上升，并且上升速度始终大于自

溶法，至	��达到
��左右后基本稳定；对酵母细

胞进行诱导剂自溶结合酶制剂处理，在添加诱导剂

自溶���后添加酶制剂，其细胞干基提取率踊开始

就处于上升状态，并且始终大于自溶结合酶解法及

自溶法，���后才变慢，至���达到���后基本不

变�根据�种处理过程中所得最大干基提取率可

知，对酵母细胞进行添加诱导剂自溶结合酶制剂处

理比另两种方法的干基提取率分别提高了
���及

�������这个结果与上述的��氨基氮及蛋白质溶

出率的结果是相符合的�

通过以上分析可知，提高酵母细胞干基提取

率，需添加自溶诱导剂，提高溶液��氨基氮，则需添

加酶制剂，两者结合处理的效果较佳�自溶诱导剂

能破坏酵母细胞壁的完整性，使细胞内干物质，特

别是蛋白质外溢量增加，提高外加酶作用的底物浓

度，从而提高酶促反应的速度�而酶制剂的添加，可

增加生化反应的酶浓度，加速酶促反应进行，从而

使水解液中��氨基氮含量、细胞蛋白质出率及细胞

干基提取率有了更大的提高�

� 结 论

采用添加自溶诱导剂自溶���后结合外加酶

制剂对啤酒酵母细胞进行处理，在选定的工艺条件

下，每克干酵母可得	
��的��氨基氮，酵母细胞

蛋白质溶出率可达���
��，细胞干基提取率可达

�
����与自溶结合酶制剂处理和只作自溶处理相

比，其��氨基氮含量分别提高了�����／�及��

��／�（以干酵母计），蛋白质溶出率提高了
��	��

及������，干基提取率提高了
���及�������

酵母细胞溶出及降解的产物构成了酵母提取物的

独特风味和营养成分，其工艺路线是成功的�

啤酒酵母自溶和水解反应相当复杂，酶法水解

的影响因素很多，诸如酵母种类和菌龄、贮存条件、

添加酶制剂的种类、酶量、激活剂种类、自溶和水解

反应的各种因素都会影响到酵母蛋白质的溶出率、

降解速度及干基提取率�如何继续提高酵母细胞水

解溶液的��氨基氮含量及细胞蛋白质溶出率和干

基提取率，还有待进一步的研究和探讨�
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