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利用酵母提高低聚果糖纯度

江波， 张涛， 王璋
(江南大学食品学院，江苏无锡214036)

摘要：将黑曲霉AS 0023生产的果糖转移酶作用于底物蔗糖，可制备含量为55％的低聚果糖，

但该产品中亦含有30％的副产物葡萄糖．利用酵母消化低聚果糖产品中的葡萄槠，可生产高纯度

低聚果糖．将筛选得到具有较弱转化酶活性的酵母SK 2．003，经培养后添加于总糖浓度为20％的

低聚果糖中，经30℃、250 r／rain反应24 h。制得纯度为80．24％的低聚果糖
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Increasing Purity of Fructo—oligosaccharides Mixture with Yeast

JIANG 130， ZHANG Tao， WANG Zhang

(School of Food Science and Technology．Southern Yangme University．Wuxi 214036，China)

Abstract：A sugar mixture containing 55％fructo-oligosaccharides(FOS)could be produced with a

fructosyltransferase(FTS)which was extracted from Aspergillus niger AS0023．However，the mix—

ture contains 30％glucose which was an unwanted by—product．High—purity[ructo—oligosaccharides

can be prepared by consuming glucose with a yeast．A strain of low[nvertase—activity yeast，SK 2

003，was screened out and added to FOS．By incubating at 30℃，250 r／min for 24 h，80．24％Of

FoS was obtained．

Key words：fructooligosaccharides；fructosyltransferase；high-purity；yeast

低聚果糖(Fructo．oligosaccharides．简称为

FOS)u J．又称寡果糖、果寡糖或蔗果三糖族低聚糖，

其分子式为G—F_F。(G为葡萄糖，F为果糖，n=1～

3)天然存在的低聚果糖主要由微生物中具有果糖

基转移活性的酶作用而产生。目前工业化生产低聚

果糖的方法是将微生物中B一呋喃果糖苷酶或果糖

转移酶作用于蔗糖而获得⋯2．

已有文献报道了低聚果糖具有促进肠遭健康

等生理学功能，并在食品、保健品及医药等领域得

到了广泛应用[2-47．但由于用普通方法制备得到的
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低聚果糖中含有约30％葡萄糖，后者并不具备低聚

果糖的生理活性，而且它的积累抑制了转移酶反应

的进行．由于高纯度低聚果糖比通常的低聚果糖混

合物吸湿性低，可用真空干燥或喷雾干燥法制成粉

剂或颗粒，因而其应用范围可进一步扩大．由此看

出．如何消除或转化产品中的副产物葡萄糖，从而

开发出低聚果糖含量达90％以上的低聚果糖产品，

是目前低聚果糖产业中一个亟待解决的重要课题．

分离制备高纯度低聚果糖的方法有葡萄糖氧

化酶一果糖转移酶双酶法【5J、色谱分离法【“、膜分
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离法及发酵法(酵母法)H“1等，利用连续色谱分离

法可生产纯度高达90％以上的低聚果糖L9J，但由于

设备昂贵，目前在国内尚无法利用其实现低聚果糖

的工业化生产虽然也有文献报道可利用双酶法制

备含量为85％的低聚果糖【5 J，但该法的缺陷是酶制

剂要求高．市售的商品化葡萄糖氧化酶中含有转化

酶，在前者氧化产品中葡萄糖的同时，后者可降低

聚果糖分解．

作者利用酵母法消除产品中的葡萄糖，从而制

备出较高含量的低聚果糖．

1材料与方法

1．1实验材料

1．1 1 菌株8株Pichia氏酵母菌．编号为SK

2．001至SK 2 008，为作者实验室保藏菌种．

1．1 2培养基

1)斜面培养基：12。Bx麦芽汁，琼脂15 g／L

2)基础发酵培养基(g／L)：葡萄糖30．蛋自胨

15，酵母膏10，MgS04·7H20 2，Na2HP04 2，pH

6．5．

1 1 3 普通级低聚果糖 江苏梁丰食品集团产

品，低聚果糖含量为58．6％

1．1 4试剂所用试剂均为化学纯以上级或生化

试剂．

1．2方法

1．2．1酵母菌培养条件接一环斜面种子于装有

30 mL液体基础培养基的250 mI。三角瓶中。于210

r／rain(HYG-1I型回转式恒温调速摇瓶柜，上海新

星自动化控制设备成套厂制)、30℃条件下振荡培

养72 h．

1 2．2生桕量度含水量的测定

1)生物量测定：合并3瓶培养液于2 000 r／min

下离心10 rain，用蒸馏水洗涤菌体，于105℃烘干

至恒重，记录质量，即得菌体干重．

2)含水量测定：将培养后酵母液于2 000 r／min

离心10 rain，取少许酵母泥于预先烘干至恒重并称

重(质量”o)的培养皿中．称重(∞1)，于105℃烘干

至恒重，记录质量(w2)．

湿酵母含水率=里[∑生
-r．v1一让，O

1．2．3 残糖的测定方法3，5-二硝基水杨酸比色

法(DNS法)[1“

1．2．4酵母中转化酶活性测定称取酵母1 g于

研钵．加甲苯2 mL及石英砂少许，研磨至酵母体破

壁(5 rain)．水洗定容至10 mL并移入离心管。离心

去除甲苯，于36℃保温15 min待用．吸取2 mI．酶

液至由1 mL蔗糖(浓度38％)和1 mI，pH 4 6的醋

酸缓冲液体系中，36℃水浴保温10 min．加0 5 mI．

1 tool／L NaOH终止反应．用DNS法测定生成的还

原糖转化酶活定义为每分钟生成1 Mm。l还原糖

(按葡萄糖计)为1个单位．

1．2．5糖组分的分析 利用阿贝折光仪测定糖液

中固形物含量．各组分含量按以下方法测定：HPI．C

为Waters209系列，配有R401示差折光检测器和

M740数据处理器；色谱柱为E．Merck公司

LiChrosorb 3 9 mm×150 mm氨基柱，填料粒度

5 btm；流动相为乙腈：水(体积比)=75：25，体积流

量为1 mL／min；温度为25℃；进样量为5止．样品

预处理是将糖液稀释至总固形物为5％，经0．45“

超滤膜过滤

1．2 6 25 I，发酵罐生产酵母及高纯度低囊果糖

1)按17 L优化培养基配方所需量，配制成13

L培养液，经灭菌后发酵液总体积为17 I。，经30

℃、250 r／rain、0 4 m3／h空气流量通风培养，发酵

结束后收集菌体待用．

2)配制17 I。总糖为20％的普通级低聚果糖于

25 L发酵罐中．按2 g／g总糖加入酵母菌体．经30

℃、250 r／rain、0 3 m3／h通风培养30 h，用HPI，C

分析最终产品组成

2结果与讨论

2．1低转化酶活性酵母的筛选

酵母通常都含有一定量的转化酶活性．它可将

蔗糖水解为葡萄糖和果糖但是，由于低聚果糖也

可被转化酶作用，因而筛选出低转化酶活性的酵母

是本研究的关键之一．

分别对8株现有保藏酵母测定其转化酶活性，

结果见表1

表1保藏酵母转化酶活性

Tab．1 Invertase activities of stored yeasts

酵母编号 转化酶活／(U／mL发酵液)

SK2 00t

SK2 002

SK2 003

sK2．004

Sm 00S

SK2．006

SI(2．007

SK2．008

结果表明，SK2．003及SK2．005的转化酶活性
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较低．

将总糖浓度为71．4％、低聚果糖含量为58％的

起始糖液稀释至总固形物为20％，取25 mI．加入

250 nd，三角瓶中，分别加入1 g SK2 003致SK

2．005湿酵母，然后于30℃，210 r／rain下摇瓶反应

8 h，利用HPI。C测定产物中各组啦的含量

表2经酵母处理后糖液组成

Tab．2 Sugar composition after yeast fermentation ％

注：总低聚果糖为蔗果三糖、蔗果四糖及蔗果五糖之和

由表1．2可以看出．SK2．003转化酶活按发酵

液计比SK2 005高，但去除葡萄糖效果较SK2．005

优，因而，在以后试验中采用SK2+003作为实验菌

种．

2．2 SK2．003培养条件的优化

由于酵母不分泌蛋白酶，不能代谢细胞外蛋白

质，但能利用氨和尿素作为氮源，也可利用氨基酸、

肽等作为氮源[1“．然而这些氮源的利用园酵母的种

属不同而异【l“，实验确定该酵母的培养采用尿素和

蛋白胨结合作为氮源．由于蔗糖可诱导转化酶的产

生，为避免蔗糖的诱导效应，采用葡萄糖为单一碳

源，并利用酵母膏作为生长因子．

15
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采用I。(34)正交表对基础培养基中的碳源和

氮源浓度、酵母膏含量及通风量(咀不同的装液量

方式)进行优化试验，以确定较适的酶母培养条件．

结果见表3，4．

表3各因察的水平

Tab．3 Factor levels
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表4试验方案和试验结果

Tab-4 Experiment plans and results

为了直观起见。作出因素和试验指标的关系

图，见图1
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按极差大小决定因素的主次顺序为：A—C—

D一8；而较优的工艺条件为：AlB3 c3，)3

上述试验结果表明，在实验范围内．碳源对菌

．#生长最为敏感，酵母膏含量其次，氮源含量及通

-o量不是影响酵母生长的主要因素．因此．最终选

取培养基配方为衙萄糖6％，氯源含量1．5％．酵母

膏1．0％，装液量30mL¨

2．3摇瓶条件制备高纯度低聚果糖

将总糖为71．4％的低聚果糖稀释至20％，分装

于250 ml。三角瓶中，每瓶装25 mL，按2 g／g总糖

添加酵母于25 mI。糖液中，于30℃，210 r／min摇

瓶中反应24 h，再于3 000 r／min下离心15 min．取

上清糖液用HFI。c分析其糖液组成，结果见表5

表5低聚果糖各组分台量(干基)

Tab．5 Fee contents C dry base)

组 分 含量／％

葡萄耱．

蔗糖

蔗果三糖

蔗果四糖

蔗果五糖

总低聚果糖

4．00

15．76

43．90

31．22

5．12

80．24

2．4 25 L发酵罐生产酵母及高纯度低聚果糖

按2．2中获得的最佳配方配制培养基，经蒸气

灭菌，无菌接入酵母种子，通风培养并定时取样分

析，结果见图2．

图2酵母生长曲线

Fig-2 The W’owth profile of yeast

参考文献

结果表明，当培养至15 h时，酵母生长缓慢，15

h后生长速度加快，50 h后生物量保持稳定．收集菌

体，得560 g酵母体，然后按1．2．6的方法加入低聚

果糖，转化后产物组分见表6

表6 25 L罐生产低聚果糖组分含量C干基)

Tab．6 FOS content after incubation in 25 L tank【dry base】

组 分 含量／％

葡萄糖

蔗糖

蔗果三糖

蔗果四糖

蔗果五糖

总低聚果糖

1 03

18 80

47 73

28 55

3．90

80．17

25 L发酵罐结果表明，可利用酵母基本消除葡

萄糖，而体系中的功效成分低聚果糖则未受到酵母

利用或酵母中转化酶的破坏。其含量可达到80％．

由此可见，利用酵母法去除葡萄糖从而制备高纯度

低聚果糖在工业上完全可行．值得注意的是，酵哥

菌在低浓度葡萄糖中进行好氧生长时，可将葡萄糖

分解为二氧化碳利水，即巴斯德效应；另一个影响

酵母呼吸能力的现象是“葡萄糖效应”，即酵母菌在

中等浓度的葡萄糖液(5％)中显示厌氧发酵，即使

对培养基通气也不能使其进行呼吸活动．若葡萄糖

浓度降低，则呼吸作用增强【11,”】．其原因是．当存在

高浓度葡萄糖时，呼吸酶的合成受碳源分解物的抑

制．即降解物阻遏因而可考虑在酵母菌培养时，采

用流加方式．在利用酵母代谢葡萄糖时．酵母产生

的代谢副产物如微量的醇、醛．可能对低聚果糖产

品的风味产生不良影响，需在反应后采用脱味措

施．尽管利用本法可制备得到80％的低聚果糖．但

若制备更高纯度产品，仍应与其它分离纯化手段相

结合，以制备纯度高于90％的高纯度产品．

【1]吴采儒主编．糖类的生物化学[M]北京：高等教育出版社，1987

[2]HIDAKAH Fructcoligos．accharides，a newly devdop甜foodmaterialfor health[J]．Kagakuto Seibulsu，1983．21：291～

293

：3]日高秀昌，荣田利章利用糖转移反应制各低聚糖[J]BioIndustry．1984，1：5～13

(下转第452再)
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圈7红豆淀粉在蔗糖溶液及水中的粘度曲线

Fig．7 The effect of sucmse oil paste viscosity

3结论

红豆淀粉颗粒呈不规则的圆形或捕圆形，表面

参考文献：

粗糙，为27～45“m．偏光十字明显．较小的圆形颗

粒十字交叉在颗粒中央；较大的椭圆颗粒大小不

一，有的颗粒呈斜十字型，若干呈“x”型，出现中间

盲区x一光衍射图样为A型红豆淀粉的重均聚合

度比马铃薯淀粉小、与玉米淀粉相似，分散度比马

铃薯和玉米淀粉都小，中间部分分子聚合度分布比

例较马铃薯和玉米淀粉高．红豆淀粉糊的粘度曲

线．在较低温度(约70℃)起糊．不出现峰值粘度．

为Brabender C型曲线．糊冷热稳定性好，凝胶性

强，且粘度随着浓度增高而大为上升；在低pH时，

红豆淀粉水解严重。糊粘度大为下降．因此．添加酸

昧剂时应予注意．另外，添加蔗糖对红豆淀粉颗粒

的膨胀和糊化有抑制作用，能提高糊的热和冷牯

度．凝胶性也增强．这种作用随糖用量的增加而增

大，有利于提高糕类食品的弹韧性．
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