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摘!要!酵母菌同化单糖的能力和速度高于低聚糖!因而可以消除异麦芽低聚糖产品中多余的葡

萄糖(通过筛选驯化!得到较快发酵葡萄糖和麦芽糖的4酵母!并对该酵母的最适发酵条件和最佳

培养基组成进行了研究!在优化培养基条件下!得到.$(-"5的高纯度异麦芽低聚糖(
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!!异麦芽低聚糖%又称为分枝低聚糖和&8S;混

合物’#8?&I+’&F@’D’C?T>K&’CA&@+OO=+,CK>@$%是不

规则连接的低聚糖%指葡萄糖基以!/-%3糖苷键结

合而成的单糖数在!!2不等的一类低聚 糖%其 主

要成分为异麦 芽 糖(异 麦 芽 三 糖 和 潘 糖 等)-*(由 于

它具有增殖双歧杆菌(抗龋齿(抑制腐败物质(合成

U族 维 生 素%提 高 机 体 免 疫 力 等 多 种 生 理 功 能%被

称为&双歧因子’%正日益受到消费者的青睐)!!$*(
以淀粉为原料%酶法生产的异麦芽低聚糖产品

中异麦芽低聚糖的质量分数约为2#5!3#5%其它

成分 主 要 是 葡 萄 糖 和 麦 芽 糖 等%质 量 分 数 接 近

2#5(大量葡萄糖和麦芽糖的存在对异麦芽低聚糖

的生理功能产生干扰%严重影响了低聚糖的功效和

商业价值(目 前%许 多 研 究 者 试 图 通 过 不 同 途 径 来

提高异麦芽低聚糖的收率和纯度%包括筛选新酶和

选育新 菌 种)2!V*(离 子 交 换)0%.*(膜 分 离 法)-#%--*等%
但是由于 分 离 不 彻 底 或 成 本 高%而 未 能 实 现 工 业

化(作者利用某些微生物对单糖和低聚糖同化能力

和速度不同的原理%筛选能发酵异麦芽低聚糖中残

留的葡萄 糖 和 麦 芽 糖%而 不 能 发 酵 其 中 的 异 麦 芽

糖(潘糖(异麦芽三糖等分枝低聚糖的酵母菌%从而

提高异麦芽低聚糖的纯度(
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B!材料与方法

BCB!菌种

酿酒 酵 母 8!U!L!4 均 购 于 广 东 微 生 物 研

究所(
BCD!培养基

-"麦 芽 汁 斜 面 培 养#-!WUX麦 芽 汁!琼 脂!
A$KS(

!"种子培养基#葡萄糖2#A$S!蛋白胨2A$S!
酵母膏-A$S!Y:!Z;$-A$S![>M;$%V:!;#(#-
A$S!*AM;$%V:!;#(2A$S!自然G:值(

""发酵培养基#用异麦芽低聚糖代替葡萄糖!
其余同种子培养基(

以上培养基均于-!-\下高压灭菌!#IC?(
BCE!分析方法

B(E(B!还 原 糖 含 量 测 定!"!2/二 硝 基 水 杨 酸 法

&4)M法"’-!((
B(E(D!菌 体 生 物 量 测 定!生 物 光 度 计 测 定3##
?I处的;4值!适当稀释培养液!使;43##小于-(
细胞干重’-$(&4L]"的测定#取菌液-#IS!-####
,$IC?离心-#IC?!弃 清 液!用 蒸 馏 水 洗 涤!次!微

波炉&<+’+?P-VS机 械 型 微 波 炉!!0# ]"烘 干-2
IC?(
B(E(E!异麦芽低聚糖成分分析!用高效液相色谱

&:ZSL"法!采 用 惠 普 :Z--##液 相 色 谱 仪(!2#
II $̂(3II9&,Q+X氨基柱!示差检测器!流动相

乙腈与水体积比为V#_"#!体积流量-IS$IC?(柱
温"#\!进料量为-#"S)进样前异麦芽低聚糖过

#($2"I微孔滤膜(
BCF!菌株的筛选与驯化

将$种酵母在麦芽汁斜面培养基上活化后!分

别接种于以 葡 萄 糖 和 异 麦 芽 糖 为 单 一 碳 源 的 平 板

培养基上!!0\恒 温 培 养!$=(结 果 发 现#葡 萄 糖

平板培养基上有菌落生长!而异麦芽糖平板培养基

上无菌落生长!说 明 这$种 酵 母 都 只 降 解 葡 萄 糖!
而不能降解异 麦 芽 糖(然 后!在$个 葡 萄 糖 平 板 培

养基上各挑 取 单 一 菌 落 接 种 到 液 体 种 子 培 养 基 中

&-##IS三 角 瓶 装 液 量 为"#IS"!于"#\!-$#
,$IC?摇床中增殖培养!在对数生长 期 以-#5接 种

量接种于发酵 培 养 基 中!厌 氧 发 酵!$=!用 :ZSL
法检测发酵后的异麦芽低聚糖组分!得到葡萄糖和

麦芽糖 降 解 率 最 高 的4酵 母(为 使4酵 母 能 耐 受

高渗透压!适应高糖度的生长环境!对其进行驯化(
然后用平板划线法分离复筛!将较大的单一菌落转

移到斜面培养基中扩大培养!$\保存备用(

D!结果与讨论

DCB!最适培养时间的确定

将活 化 的 4酵 母 菌 种 接 种 于 种 子 培 养 基 中

&;43##值为#(-左 右"!培 养 温 度 为"#\!摇 床 转

速-$#,$IC?(定时 取 样 测 定 培 养 液 中 菌 体 生 物 量

;43##的变化!以 ;43##为 纵 坐 标!培 养 时 间 为 横 坐

标!绘出生长曲线&见图-"(在开始的3=内!;43##
基本无变 化!这 说 明 菌 株 在 发 酵 前 期 有 一 段 延 滞

期!菌株在逐渐适应新的培养基环境!3!!3=为对

数生长期!到"#=时达到最高!然后开始下降!进入

衰亡期!此时菌株逐渐衰老或自溶(因此!最适培养

时间为!#!!3=(

图B!G菌株的生长曲线

<+3CB!H$"A048#$-."(/0$&+%G

DCD!温度的影响

温度对酵母菌发酵产生较大的影响!过高或过

低的温度会使酵母菌停止生长或休眠甚至死亡(将

4菌株在不同温度下&!3!!0!"#!"!!"$\"接种于

发酵培养基中厌氧发酵!$=(从图!可知!在"#!
"!\时!4菌株生长最好!还原糖残余率最小!低于

"#\或高于"!\都不利于酵母菌的生长和还原糖

的降解(

图D!温度对发酵的影响

<+3CD!I((.80"(0.;J.$&0#$."%(.$;.%0&0+"%

DCE!JK值的影响!
酵母菌适于在偏酸性环境下生长与发酵!若超

出其适应范围!酵 母 菌 将 受 到 抑 制 或 不 能 生 长(主

3$ 无!锡!轻!工!大!学!学!报!!!!!!!!!!!!!第!"卷!
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要是由于温度影响发酵过程中酶的活性(用柠檬酸

‘磷酸氢 二 钠 作 为 缓 冲 液 调 节 发 酵 培 养 基 的G:
值(将 4菌 株 接 种 于 不 同G: 值!!(!""(#"$(#"

2(#"3(#"V(##的发酵培养基中""#\厌氧发 酵!$
=(从图"可知"G:值在$!2时"还原糖的残余率

最小"只有!.(0"5"而且此时;4值最大(

图E!JK值对发酵的影响

<+3CE!I((.80"(JK"%(.$;.%0&0+"%

DCF!氮源的影响

氮素是微生物合成细胞物质的必须营养元素"
各种酶及核酸$蛋 白 质 的 产 生 均 需 要 氮 素(工 业 上

的氮源分为两类%有机氮源和无机氮 源(考 察4菌

株对V种氮源的选择"结果见图$(可以看出"有机

氮源明显优于无机氮源"而且添加酵母膏时的细菌

生长 量 和 还 原 糖 降 解 率 明 显 比 其 它 的 大(这 和

%(8,+@+,+H?+I等人&-2’报道的结果一致(这可能是

由于酵母膏中含有氨基酸$维生素及有机酸像丙酮

酸$甘油酸等(为了确定最适的酵母膏质量浓度"将

4菌株接种于 含 不 同 质 量 浓 度!#"2"-#"-2"!#"!2
A(S#酵母膏的发酵培养基中""#\厌氧发酵!$=(

-(!):$#!M;$)!():$L’)"():$);")$()+);")2(尿素)

3(蛋白胨)V(酵母膏

图F!氮源对发酵的影响

<+3CF!I((.80"(L+0$"3.%/"#$8./"%(.$;.%0&0+"%

!!从图2可看出"当酵母膏质量浓度大于-2A(S
!含氮-(!A#时"降解率的增加变得缓慢(从经济角

度考虑"选用):$L’代替部分酵母膏"并使二者含

氮元素之和为-(!A(为 了 确 定 ):$L’(酵 母 膏 的

最佳比值"将 4菌 株 接 种 于 不 同 比 值!-##(#"V2(

!2"2#(2#"!2(V2"#(-###的发酵培 养 基 中""#\厌

氧发酵!$=(从图3可以看出"):$L’(酵母膏比值

为2#(2#时"还原糖残余率最小"只有!V(35"此时

细胞干重最大(

图M!酵母膏质量浓度对发酵的影响

<+3CM!I((.80"(1.&/0.*0$&80"%(.$;.%0&0+"%

图N!LKF=’!酵母膏对发酵的影响

<+3CN!I((.80"(LKF=’!1.&/0.*0$&80"%(.$;.%0&0+"%

DCM!营养盐的影响

在配制培养 基 时 必 须 以 无 机 盐 形 式 加 入 各 种

离子或元素"这些无机营养盐是酶活性基团的组成

部分"加入质量浓度过低"菌体生长缓慢)加入质量

浓度过高"又 抑 制 菌 体 生 长"因 此 必 须 掌 握 合 适 的

质量浓度范围(根据均匀设计实验的原理和使用原

则&-"’"按均匀设计表B3"!3$#!见表-#进行实验方

案的设计和实施"考察"种营养盐对菌体生长量和

葡萄糖降解的影响(应用中国均匀设计学会和东北

制药总厂研 究 院 联 合 研 制 的*均 匀 设 计 软 件 包+进

行数据处理和线性回归"得到方程%

!-!;43###a-"#$20.‘#"V20"V-#-b-"V#!
0-#-#!b#"!V.2$!#-#"‘-"$2"2$#!!

复相关系数%$a#"..."23"20
!!!还原糖残余率#a#".2!V2-b#""3VV.#!

‘#"$V3"0-#"‘#""-##V-#-#!‘-""2#2-#!!

复相关系数%$a#"00$"02$.!
相对而言"#!!*AM;$,V:!;#对!-"!!的 影

V$!第!期 钟振声等!提纯异麦芽低聚糖的酵母菌株筛选及发酵条件
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响最显著!且#-!#!之 间 存 在 交 互 作 用"理 论 最 优

值为"#-a#"2!#!a#"2!#"a#"#2!预报最优结果

为!!a".(..5(
表B!营养盐组成的均匀设计表,N"!NF"

O&?CB!O4.#%+("$;6./+3%"(%#0$+.%0/&’0/("$;#’&0+"%

Y:!Z;$
质量浓度#
$A#S%

*AM;$&V:!;
质量浓度#
$A#S%

[>M;$&V:!;
质量浓度#
$A#S%

;43##
还原糖

残余
率#5

- #(2 #(- #(#! !!(-V"$2(..

! #(3 #(" #(#2 -0(V"2$!(V"

" #(V #(2 #(#- -"(".V$-(#3

$ #(0 #(# #(#$ -.(0-2$$(0V

2 #(. #(! #(## -.(.2-$V(30

3 -(# #($ #(#" !-(-.V$"(!3

DCN!发酵时间的影响

定时取样!用 :ZSL法检测异麦芽低聚糖各组

分随时间的变化(从图V可看出!前十几小时内!麦

芽糖的相对含量增加’发酵!$=时!葡萄糖降解完

全!此时麦芽糖开始降解!到"V=时!异麦芽低聚糖

和麦芽糖的含量基本恒定不变!所以发酵以"V=为

宜(

E!结!论

通过对酵母菌的筛选驯化!得到能较快降解还

图P!发酵时间的影响

<+3CP!I((.80"((.$;.%0&0+"%0+;.

原糖的4菌株(最适发酵条件为"温度"#\!G:值

$!2!接种量"5!发酵时间"V=(最优培养基组成

为"异麦 芽 低 聚 糖"##A#S!):$L’#酵 母 膏 为2##

2#$共 含 氮-(!A%!Y:!Z;$#(2A#S!*AM;$&

V:!;#(2A#S![>M;$&V:!;#(#2A#S!在优化培

养基 的 条 件 下!得 到 异 麦 芽 低 聚 糖 的 纯 度 为.$(
-"5(这种方法 设 备 投 资 较 少!但 在 用 酵 母 菌 代 谢

葡萄糖时!所产生的代谢副产物如甘油(杂醇油(酯

类等可能给产品带来不良风味(如果用于生产风味

食品!需在反应后采取去味措施(
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