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啤酒废酵母蛋白水解物的制取工艺

张晓鸣#， 袁信华#， 徐 柔#， 章克昌!
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摘 要：利用啤酒废酵母资源，通过破壁预处理与复合酶降解相结合的工艺，制取特定相对分子质

量范围的蛋白水解物 ’响应面分析结果表明，在温度 33 4 2" 5，67 2’ 2 4 2 ’/，!8葡聚糖酶用量 #3 4
!" 9 : ;（以酵母计）的条件下，有最高的肽提取率 ’酶解 < =，蛋白质提取率大于 /!>，经 7?@A 测定，

水解产物中 23>组分的相对分子质量在 !#" 4 2.3 之间，处于二肽和三肽相对分子质量范围 ’
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利用质优价廉的啤酒废酵母资源，制取小肽为

主要组分的蛋白水解物，该产品一方面可作为合成

高生物活性的矿物元素蛋白盐的理想配体，同时也

可用作食品蛋白质营养强化剂，经过适当处理还可

直接用作肽类调味食品［#］’

A 材料与方法

A ’A 材料

啤酒废酵母 无锡狮王太湖水啤酒有限公司

提供；破壁复合酶 无锡轻工大学生物工程学院研

制 ’
A ’B 仪器

恒温水浴锅，阿贝尔折光仪，<!# 分光光度计，

?7C8!3 型酸度计，日立 /.38"!" 型氨基酸分析仪，

<#3G 型分光光度计，7?#"3" 型高压液相色谱仪 ’
A ’C 分析方法

酵母质量分数，折光率法［!］；粗蛋白（M?），凯氏

定氮法［.］；肽，双缩脲法［1］；BAE 溶解指数，文献［3］
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报道的方法；水解度（!"），氨基滴定法；!#葡聚糖酶

活力，蓝色葡聚糖法［$］；酵母提取物相对分子质量

测定，"%&’ 法 (

! 结果与讨论

! (" 破壁预处理和破壁复合酶对酵母水解的影响

根据细胞壁的结构和自溶作用的理论，作者研

究了改变酵母细胞壁质构的预处理技术 ( 同时，资

料表明酵母受到外加蛋白酶和葡聚糖酶的相继处

理时可加速酵母水解 (在不同处理条件下进行了啤

酒酵母的水解试验，结果见图 ) (

图 " 各种处理条件下的酵母水解动力学曲线

#$%&" ’$()*$+, -. /)0,* 1/23-4/,$, 5(2)3 2$..)3)(*
*3)0*6)(*,

结果显示，破壁预处理技术能显著地加速酵母

水解过程中产物的溶出，在此基础上添加破壁复合

酶效果更加明显，因此，制取蛋白水解物采用如下

的工艺路线：

啤酒废酵母!清洗除杂!脱苦脱臭!破壁预处理

!酶解!离心分离!干燥!成品

! (! 蛋白水解物制取工艺条件的优化

根据动力学研究结果、内源酶作用条件及单因

子试验结果，初步确定酵母初始质量分数为 )*+，

酶解时间 $ ,，在此基础上对酶解 -" 值（$ (* . / (*）、

温度（0* . $* 1）和破壁复合酶中起主要作用的!#
葡聚糖酶的用量（* . 2* 3 4 5）进行优化，响应面分析

的设计与结果如表 )，2 所示：

表 " 优化试验的因素和水平

708&" #0+*-3, 0(2 4)9)4, -. -:*$6$;0*$-(

水平 温度 !) 4 1 -" 值 !2 葡聚糖酶 !6 4（34 5）
7 ) 08 $(* *
9 ** /(9 )*
) $2 /(* 2*

由计算机分析得到以下结果：

（)）回归方程

" # *$ $/* % )2 $0)!) & ) $/8$!2 % 6 $29:!6 &

)) $2:!2
) & 2 $6)0!2

2 & $ $88:!2
6 %

9 $8:2*!)!2 % 2 $9/2!)!6 & ) $2)!2!6

表 ! 优化试验的安排和结果

708&! <),54*, -. -:*$6$;0*$-(

序号 !) !2 !6 肽提取率 " 4 +

) 7 ) 7 ) 9 6)(8*

2 7 ) 9 7 ) 2*()0

6 7 ) 9 ) 28(*$

0 7 ) ) 9 28(2/

* 9 7 ) 7 ) 0$(68

$ 9 7 ) ) *0(9/

/ 9 ) 7 ) 06(0*

8 9 ) ) 0$(69

: ) 7 ) 9 *$(2*

)9 ) 9 7 ) 00(0*

)) ) 9 ) *$()$

)2 ) ) 9 *$(20

)6 9 9 9 */(0/

)0 9 9 9 *$(0)

)* 9 9 9 *$(68

（2）方差分析结果：

方程项 均方差 自由度 ’ 值

一次项 00$($ 6 ))2(:

二次项 292(: 6 *)(66

交互项 8(/0) 6 2(2))

失拟项 )(80/ 6 9(0$/2

误差项 6(:*0 2

’回归方程 # 回归项均方差 ( 残余项均方差

# 8) $*8 ) ’9 $99)（:，*）# 2/ $20
（注：回归项包括一次项、二次项和交互项，残

余项包括失拟项和误差项 (）
因此回归方程是可靠的 ( 方差分析表明，一次

项和二次项都具有较高的显著性，说明响应值的变

化相当复杂，交互项的显著性不高，说明 6 因素之间

相互影响较小，此外，失拟项不显著，说明对酶解存

在影响的主要因素都已考虑到，没有遗漏因素，误

差项均方差很小，说明实验误差很小 (
响应面分析结果说明，温度对肽的提取影响最

大，!#葡聚糖酶的影响次之，-" 值的影响较小 (在温

度为 ** . $9 1，-" $( $ . $ ( 8，!#葡聚糖酶用量 )* .
29 3 4 5（以酵母计）的条件下，有最大的响应值，即有

最高的肽提取率 (
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! !" 酶解时间对产物的影响

在酶解温度、"# 值、酶用量等主要参数确定后，

进一步考察酶解时间对产物的影响，从表 $ 可以对

蛋白质提取率、水解程度等指标的动态变化有清晰

的了解 !
从表中产物的 %%& ’ ()&、*%% ’ +%% 及 +,% 溶

解指数 $ 个指标可以看出，由于溶出时受到细胞壁

的分子筛效应，不同时间溶出产物的相对分子质量

分布基本上是一致的，蛋白质必须水解到一定的大

小才能通过细胞壁上的孔隙渗出到介质中 !对于蛋

白质（()）提取率而言，酶解时间达到 - . 后这个指

标基本不变，但氨基酸分析结果显示酶解 / . 游离

氨基酸在总氨基酸中的比例 *%% ’ +%% 较低，有利

于小肽含量的提高 !
! !# 蛋白水解物的制取与分析

! !# !$ 蛋白水解物制取工艺条件 根据以上讨论，

可以确定由啤酒酵母酶法制取蛋白水解物的工艺

条件为：酵母初始质量分数 012，!3葡聚糖酶用量

01 4 56 7 ’ 8（以酵母计），酶解温度 11 4 -6 9，酶解

"# 值 - !- 4 - !:，酶解时间 / .!
! !# !!$ 酵母蛋白水解物组分相对分子质量分布及

光谱分析 由于测定相对分子质量所用的标准曲

线的工作范围在 0:; 4 05 166 之间，因此表 < 说明产

物中没有相对分子质量在 5<66 4 05 166 的大分子存

在 !产物的相对分子质量分布集中在 506 4 0 166之

间，这是人和动物小肠粘膜细胞极易吸收的相对分

子质量范围，其中相对分子质量在 506 4 -$1 的组分

占总组分的 -1 !5-2，这些组分基本上处于二、三肽

的水平 !
! !# !" () 蛋白质 采用凯氏定氮法测得酵母蛋白

水解物中 () 蛋白质质量浓度为 /5 !1< =8 ’ =>，由此

得到酵母酶解的粗蛋白提取率为:5 !102 !
表 " 酶解时间对产物提取率的影响!

%&’(" )*+,-.*/.0 1+ 23451,3060 768. 1* .975&/761* 5&761

酶解时间 ’ . () 提取率 ’ 2 （!%%& ’ !()&）’ 2 ?# ’ 2 （!*%% ’ !+%%）’ 2 +,% 溶解指数 ’ 2

$ -$!;$ <5!$: $:!/6 <1!;: ;:!-/

< /6!<1 <0!$< <0!-0 <-!- 066!-

1 /<!$- <5!1; <1!5< <:!;< ;/!/6

- :5!0: <0!-$ <:!:/ <;!11 ;/!;5

/ :5!<< <$!$< 10!61 <-!$$ ;/!6;

: :5!-0 <<!<: 15!16 <;!$$ ;/!;$

注：%%&，氨基氮；()&，粗蛋白氮；*%%，游离氨基酸；+%%，总氨基酸 !
表 # 酶母蛋白水解物的相对分子质量分布和!8&9

%&’(# :60756’-761* 1+ 81,./-,. ;.6<27 &*4!8&9 6* 72. 23451,30&7. 1+ 3.&07 =517.6*

保留时间

"+ ’ =@A
相对分子

质量 #

重均相对分子

质量 #!

数均相对分子

质量 #$

分布宽度

指数
质量分数 ’ 2 !=BC ’ A=

0-!1; 5 $;< $!<6

0/!0: 0 /</ 1!$$ 506

0/!;- 0 01- 0 500 0 0;$ 0!601 :!6$ 506 5:5

0;!06 -$1 --5 -<5 0!6$0 0$!<1 506 5:5

56!6< $:- 0!6;

56!-5 5:< 5;:!$ 5;-!: 0!661 :!6$ 506 5:-

50!0; 506 56< 0;; 0!651 <5!-; 506 5:-

5$!$/ D 0:; 6!:: 5-<

5<!66 0!$ 5-6

51!0/ 506 5/6

51!;< 506 5/6
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［!］ "#$% & ’，(#$’ ) *+ ,-./01234 56 7.8251 56 9:21-0 )2; $2<-= >=013;?:8042103-［&］+ ! "#$% &’()，@ABB，C!@：DD@E F DDCD+
［D］ 7GH# I，7H7(IJ ,，K,’H7 %，!" #$ + ):=262.08251 01L ./0=0.8-=2382.3 56 0 15<-? 8=013;?:8042103- L-=2<-L 6=54 42.=55=;012343［&］+

*+,#- "#$% &’()，@AEA，DM：CB@M F CB@N+
［B］ 7GH# I，,7>OKP7 7，OKOK,K I+ ,01:60.8:=- 56 8=013;?:8042103- Q28/ O8=-R854S.-3［)］+ 日本专利：&) TCCEBTM@，

［N］ ,7O7# ,，7>OKOI #，!" #$ + >=013;?:8012103-［)］U 美国专利：KO D@DBADB，@AACV@TVCTU
［E］ 张树政主编 +酶制剂工业上册［,］+北京：科学技术出版社，@AEA+
［A］ &KGWK7 ,，HKP7G P，97G(’> (+ #R8242X08251 56 42.=5Y20? 8=013;?:8042103- R=5L:.8251 :321; -ZR-=24-180? L-32;13［&］+ *..% /#0

-,$1#$% "#$2(-’3$%，@AAN，!E：NMT F NM! 4
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5 结 论

利用啤酒废酵母制取蛋白水解物，蛋白质提取

率高，提取时间短，小肽含量丰富，且相对分子质量

分布集中于二、三肽，可作为一种理想的蛋白质营

养强化剂，也可作为合成矿物元素蛋白盐的理想配

体 +
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