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发酵法生产高纯度低聚果糖
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摘 要：将筛选得到的酵母添加于固形物质量分数为 !%7的普通级低聚果糖（89:）溶液中，以消

除产品中的副产物葡萄糖，提高 89: 的含量 )研究了固形物质量分数、起始 ;< 值、酵母添加量对

消除葡萄糖的影响，得到了不含葡萄糖且 89: 质量分数达 0! ) 0%7的产品 )后者再经果糖转移酶

作用，于 %$=、;< % ) % 下反应 "$ >，89: 质量分数可提高至 0% ) !#7 )
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随着人们对低能量及健康食品需求的增长，低

聚果糖（89:）由于其良好的生理特性受到广泛的关

注 )该糖在人体小肠内不被消化吸收，能量值很低，

但到达大肠后可被双岐杆菌利用，因而被称为双岐

杆菌增殖因子 )此外，89: 能降低血清胆固醇、磷脂

和甘 三 脂，并 具 有 不 龋 齿，防 治 便 秘 等 生 理 功

能［" [ 2］)工业上一般采用黑曲霉（ !"#$%&’(()" *’&$%）

等产生的果糖转移酶作用于蔗糖溶液，经一系列的

酶转移作用而获得 89: 质量分数为 %%7左右的普

通级 89: 产品，但该产品中含有一定量的葡萄糖和

蔗糖，葡萄糖和蔗糖的存在不利于某些特定人群

（如糖尿病等患者）的身体健康，因而如何消除或转

化产品中的葡萄糖和蔗糖，从而制备出高质量分数

的 89: 产品，是目前急需解决的重要课题 )
作者曾利用酵母消除产品中的葡萄糖以提高

89: 纯度［%］，在上述工作的基础上，作者进一步研

究其反应条件，并在酵母作用后的糖液中加入果糖

转移酶，作用于其中的蔗糖，从而制备出更高质量

分数的 89: 产品 )

B 材料与方法

B C B 材料

B )B )B 菌株B 酵母菌 :\! ) $$#、黑曲霉 AV$$!# 均

万方数据



为江南大学食品科学实验室保藏菌种 !
! !! !" 培养基! 酵母发酵培养基：见参考文献［"］；

黑曲霉发酵培养基：见参考文献［#］!
! !! ! # 普 通 级 $%& ! $%& 质 量 分 数 为 "’( )
""(，江苏梁丰食品集团产品 !
! !! !$ 试剂 所用试剂均为化学纯以上或生化试

剂 !
! % " 方法

! !" !! 还原糖的测定方法* +，",二硝基水杨酸比

色法（-.& 法）［/］!
! !" !" 总糖测定方法 利用阿贝折光仪测定糖液

中固形物含量 !
! !" !# 还原糖相对含量的计算方法

还原糖的相对含量 0 还原糖的绝对含量
总糖含量

! !" ! $ 糖 组 分 的 分 析 采 用 高 效 液 相 色 谱 法

（1234）分析糖液中各成分含量 ! 3546789:6;7 + ! <
== > *"’ == 氨基柱，配有 ?@’* 示差折光检测器，

以 !（乙腈）A !（水）0 /" A B" 为流动相，体积流量为

* =3 C =5D !
! !" !& 酵母制备方法! 接一环斜面种子于装有 B"
=3 酵母液体发酵培养基的 B"’ =3 的三角瓶中，于

B*’ 7 C =5D、+’ E条件下振荡培养 /B 6，离心回收酵

母菌体 !
! !" !’ 酵母作用于 $%& 的方法与条件! 配制固形

物质量分数为 B’(的普通级 $%& 于 B"’ =3 的三

角瓶中，装液量为 B" =3，按 ’ ! B F C F（以总糖计）加

入酵母湿菌体，经 +’ E、B*’ 7 C =5D 摇瓶发酵 +’ 6，

用 1234 分析最终产品的组成 !
! !" !( 果糖转移酶的制备! 见参考文献［#］!
! !" !) 果糖转移酶酶活测定 见参考文献［#］!
! !" !* 果糖转移酶作用于蔗糖的条件! 果糖转移

酶按 + G C F（以蔗糖计）添加于经酵母处理后的固形

物为 #’(的 $%& 溶液中，于 "’ E、:1 " ! " 条件下

反应 *’ 6 !

" 结果与讨论

" % ! 酵母法纯化 +,- 作用条件

经过与其它酵母菌种比较［"］，选择适应 $%& 高

糖环境且不水解 $%& 的酵母菌 &HB ! ’’+ 作为本试

验菌种 !
" !! !! 糖液固形物质量分数的影响* 将培养所得

的酵母湿菌体按总糖的 B’(加于不同固形物质量

分数的普通级 $%& 溶液中 !摇瓶培养以同化普通级

$%& 中的葡萄糖，结果如图 * 所示 !可知，当糖液固

形物质量分数为 +’(时，葡萄糖的同化速率明显下

降 !这是由于随糖液固形物质量分数的增加，粘度

增大，进而导致菌体的氧呼吸速率下降，葡萄糖的

同化速率降低［I］! 由此可见，糖液固形物质量分数

越低，还原糖去除率越高 !但从经济性考虑，选取糖

液固形物质量分数 B"(作为下一步试验的条件 !

图 ! 不同固形物质量分数的还原糖相对含量—时间

变化曲线

+./% ! 0.12 345672 48 62953.:/ 75/;6 <.=> 9.88262:=
7?65@ 34:32:=6;=.4:

" !! !" 起始 :1 值的影响

:1 是微生物生长的一个重要的影响因素，每

一个菌种都有其一定的耐受 :1 范围 !在固形物质

量分数为 B"(、湿酵母添加量为总糖的 B’(，选取

起始 :1 值为 " ! "、# ! "、/ ! "，结果如图 B、图 + 所示 !

图 " @A—时间变化曲线

+./% " 0.12 345672 48 @A（<.=> 9.88262:= .:=.;B @A）

由图 B 可知，在同化前期，:1 有显著变化，而

在后期，:1 变化不是很明显 !这是因为酵母利用原

料中葡萄糖的同时，生成有机酸［<］，导致 :1 降低 !
由图 + 可知，:1 对酵母的耗糖速度影响不是很大，

在 :1 为 # ! " 时葡萄糖的同化速率最低 !在酸性条

件下，低聚果糖易分解，同时考虑到酵母的耐受能

力，因此选取作用起始 :1 为 / ! " !
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图 ! 不同起始 "# 值的还原糖相对含量—时间变化

曲线

$%&’! (%)* +,-./* ,0 .*1-+%2& /-&3. 4%56 1%00*.*25 %2%7
5%38 "#

9 !: !! 酵母添加量的影响" 在固形物质量分数为

#$%、起始 &’ 值为 ( ! $，以酵母添加量为总糖的

)*%，+$%，,*%进行试验，结果如图 + 所示 !可知，

随酵母添加量的增加，同化速率升高 ! 但当酵母添

加量增至一定值时，同化速率开始下降 ! 这是由于

随酵母 添 加 量 增 加，粘 度 增 大，不 利 于 酵 母 的 呼

吸［-］，因此酵母添加量以总糖的 +$%为宜 !

图 ; 不同酵母添加量的还原糖相对含量—时间变化

曲线

$%&’ ; (%)* +,-./* ,0 .*1-+%2& /-&3. 4%56 1%00*.*25

<*3/5 8*=*8

9 !: !; 酵母作用后 ./0 组成的检测

将上述条件下发酵得到的 ./0 糖液以 ) ***
1 2 345 离心，使糖液与菌体分离，上清糖液用活性碳

脱色，微孔过滤，用 ’678 检测其组成 ! 纯化前后

./0 各成分含量的变化见表 " ! ./0 糖液经 )* 9 发

酵后，其纯度由原来的 $# ! $(%提高至 -# ! -$%，葡

萄糖几乎消耗殆尽 !
尽管利用本法可制备得到 -*%的 ./0 产品，

但欲制备更高纯度的产品，仍应与其它分离纯化手

段相结合，作者又进行了以下试验 !
9 ’ 9 果糖转移酶进一步分离纯化 $>?
9 !9 !: 果糖转移酶反应 发酵结束后离心，使菌

体与糖液分离，上清糖液用活性碳脱色，浓缩至固

形物质量分数为 ,*%，以 ) : 2 ; 加入果糖转移酶，

在 $* <、&’ $ ! $ 进行酶反应 !
9 !9 !9 酶反应后 ./0 组成检测" 反应期间定时取

样，沸水浴中灭酶 "* 345，离心取上清液，微孔过

滤，’678 检测其 ./0 的含量，结果见表 " !可知，随

酶反应时间的延长，./0 的纯度不断提高，酶反应

"* 9 后，纯度由-# ! -$%提高至-$ ! #)% ! 尽管酶反

应提高了 ./0 的纯度，但纯度提高不是很大 ! 这是

因为发酵法虽然解除了葡萄糖对酶反应的竞争性

抑制作用，但作用底物蔗糖质量分数仅有 "*% 左

右，资料表明，在蔗糖质量分数低于 "*%时，果糖转

移酶转果糖基的能力有限［"*］!
表 : #@AB检测结果

(3C’: D353 0.,) #@AB

糖液
样品

质量分数 2 %

葡萄
糖

蔗糖
蔗果
三糖

蔗果
四糖

蔗果
五糖

总 ./0!

普 通 级
./0 )) ! *- "+ ! )- #= ! "" "= ! =" ) ! $$ $# ! $(

酵母同化
后 ./0 * ! -) ", ! )# +$ ! +( )# ! =+ $ ! )( -# ! -$

果糖转移
酶反应 (
9 糖液

" ! "" ") ! == +, ! ,$ )) ! (= + ! +$ -+ ! =

反应 "* 9
糖液

" ! "= ") ! $- +$ ! ++ )+ ! + $ ! )= -$ ! #)

!总 ./0 为蔗果三糖、四糖、五糖的总和 !

! 结 论

从试验看出酵母对消除普通级 ./0 中的葡萄

糖效果显著，消除葡萄糖后的 ./0 产品纯度可达到

-# !-$% !在消除葡萄糖的 ./0 糖液中再加入果糖

转移酶，在 $* <、&’ $ ! $ 反应 "* 9，经进一步作用

糖液中的蔗糖后，./0 质量分数可提高至 -$ ! #)% !
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不同，经过调配，可以制成各种类型的氨基酸调味

液，经过浓缩干燥，也可制成固体调味料，具有良好

的市场前景 !
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