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　　摘要：通过单因素和正交试验，对葡萄酒废酵母多糖的超声波提取工艺进行优化，确定最佳提取工艺条件为：中性
蛋白酶加酶量０．３％、酶解温度５０℃、酶解时间１．５ｈ、ｐＨ值６．０，在此工艺条件下酵母胞壁多糖提取率可达１３．６７％。
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　　葡萄酒废酵母是葡萄酒酿造的主要副产物之一，其排放
量约占葡萄酒产量的４％～５％［１］。葡萄酒酵母泥富含营养，

将其直接排放，不仅会造成排水的生物耗氧量负荷，而且也会

造成很大的资源浪费和环境污染。因此，葡萄酒废酵母的高

效再利用已引起国内外学者的关注。

酵母多糖是酵母细胞壁的主要组分，占酵母细胞壁干质

量的４０％左右［２］。已有研究表明，酵母胞壁多糖主要有葡聚

糖、甘露聚糖和少量几丁质组成，它们具有良好的生物活性，

如抗辐射、抗肿瘤、抗氧化、提高免疫力等。在食品工业中，酵

母胞壁多糖还能充当乳化剂、增稠剂、低热食品原料等［３］。

如葡萄酒酿造业中可选择在不同酿酒阶段添加酵母多糖制

品，用于防止酒石酸盐结晶、增加香气复杂度、改善葡萄酒特

定或整体品质的目的［２］。由于酵母胞壁多糖在菌体细胞中

多与蛋白质、脂类等物质以络合物的形式存在，因此需要对胞

壁多糖进行分离提取后再加以利用。目前，关于啤酒废酵母

多糖提取工艺研究较多［４－８］，但利用葡萄酒废酵母提取多糖

的研究还很少［９，１０］。酵母多糖常用提取技术有自溶法［４］、碱

溶法［４，７，９］、微波辅助提取法［５］、超声波辅助提取法［８，１０］等，其

中碱溶法操作简单、成本低，但提取时间过长、提取率低；超声

波辅助提取法和微波辅助提取法提取时间短，但其设备成本

和能耗较高；自溶法具有工艺过程复杂、提取率低等缺陷。与

上述几种方法相比，酶法由于具有反应条件温和、选择性强、

设备要求低等优点，近年来已被广泛用于酵母多糖的提

取［４，６］，但采用生物酶法提取葡萄酒废酵母多糖的研究尚未

见报道。本研究以葡萄酒废酵母为原料，以多糖提取率为衡

量指标，通过正交试验法［１１－１３］优化酵母胞壁多糖提取工艺参

数，以期为葡萄酒废酵母资源的开发提供理论依据和技术

参考。

１　材料与方法

１．１　材料
葡萄酒废酵母泥：北京电子科技职业学院葡萄酒中试生

产自产，采自２０１３年１１月。
中性蛋白酶和碱性蛋白酶购自成都格雷西亚化学技术有

限公司，胃蛋白酶购自北京芳草医药工业研制公司，木瓜蛋白

酶购自北京奥博星生物技术有限责任公司，β－葡聚糖酶购
自上海源叶生物科技有限公司。

１．２　试验仪器
电热恒温鼓风干燥箱（上海一恒科技有限公司），可见分

光光度计（北京普析通用仪器有限责任公司）。

１．３　方法
１．３．１　葡萄酒废弃酵母预处理　将葡萄酒泥与蒸馏水以
１∶１混合，用６０目筛筛分，４０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ。重复上
述步骤，直至所得沉淀为白色，上清液无色透明为止，收集沉

淀，６０℃鼓风干燥处理，磨粉。
１．３．２　葡萄酒废酵母多糖的提取　精确称取０．２００ｇ酵母
泥粉加至２０ｍＬ活化后的酶液中，对菌悬液进行不同生物酶
（胃蛋白酶、木瓜蛋白酶、蜗牛酶、中性蛋白酶、碱性蛋白酶）、

不同酶量（０．１％～０．４％）、不同温度（４０～６０℃）、不同时间
（０．５～３．０ｈ）和不同ｐＨ值（４．０～７．０）的酶解处理，离心，取
上清，量取提取液的总体积ｖ，将提取液稀释至适当倍数ｎ，检
测提取液中多糖含量ｃ，计算酵母多糖提取率。

酵母多糖提取率＝ＣＶｎ／ｍ×１００％，Ｃ为粗提液中多糖浓
度，Ｖ为粗提液体积，ｎ为粗提液稀释倍数，ｍ为废酵母粉
质量。

１．３．３　多糖含量的测定　多糖含量测定采用苯酚 －硫酸比
色法。

标准曲线的制作：分别吸取标准葡萄糖溶液（４０μｇ／ｍＬ）
０．４、０．６、０．８、１．０、１．２、１．４、１．６、１．８ｍＬ置于比色管中，补蒸
馏水至２．０ｍＬ，再加入１．０ｍＬ６％苯酚后，置冷水中迅速加
入５．０ｍＬ浓硫酸，摇匀后于冷水中放置５ｍｉｎ，然后置沸水浴
中加热１５ｍｉｎ，再置冷水中放置５ｍｉｎ，最后于４９０ｎｍ波长下
测吸光度。以２．０ｍＬ蒸馏水按同样显色操作为空白样。以
吸光度Ｄ为纵坐标，以多糖浓度Ｃ（μｇ／ｍＬ，以葡萄糖计）为横
坐标，绘制标准曲线。
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粗提液中多糖含量的测定：用２．０ｍＬ多糖粗提液代替葡
萄糖标准液和水的混和物，用同样的显色方法测定粗提液中

多糖含量。

１．３．４　多糖提取条件优化
１．３．４．１　单因素试验条件优化　分别对生物酶种类、加酶
量、酶解温度、酶解时间和酶解液 ｐＨ值进行单因素试验，考
察各因素对葡萄酒废酵母多糖提取率的影响。

１．３．４．２　正交试验条件优化　根据单因素试验结果确定葡
萄酒废酵母多糖提取正交试验的因素和水平（表１）。采用４
因素３水平的正交试验设计，对葡萄酒废酵母多糖提取工艺
进行优化。

表１　葡萄酒废酵母多糖生物酶法提取的Ｌ９（３４）正交试验因素水平

水平
Ａ：酶解温度
（℃）

Ｂ：酶解时间
（ｈ）

Ｃ：酶量
（％） Ｄ：酶解ｐＨ值

１ ４５ １ ０．２ ６．０
２ ５０ １．５ ０．２５ ６．５
３ ５５ ２ ０．３ ７．０

２　结果与分析

２．１　多糖含量测定的标准曲线
通过检测不同葡萄糖标准液的吸光度，求得多糖浓度Ｃ与

吸光度Ｄ的回归方程：Ｄ＝０．０２１５Ｃ＋０．０００６（ｒ２＝０．９９９７），标
准曲线见图１所示。

２．２　单因素试验
２．２．１　不同酶对葡萄酒废酵母多糖提取率的影响　各种酶
制剂对酵母细胞壁的破壁效果不同，本试验采用胃蛋白酶、木

瓜蛋白酶、蜗牛酶、中性蛋白酶、碱性蛋白酶等５种生物酶对
废弃葡萄酒酵母进行破壁处理。将各种酶制剂分别以０．２％
的添加量加入至２０ｍＬ４０℃的蒸馏水中活化３０ｍｉｎ；然后分
别加入０．２００ｇ酵母泥粉，搅匀，调节ｐＨ值至６．０；置于６０℃
水浴提取１ｈ；离心、取上清，检测提取液中多糖含量，并计算
多糖提取率（图２）。结果表明，用中性蛋白酶处理葡萄酒酵
母可获得最好的酵母破壁效果和最高的多糖提取率。

２．２．２　酶解时间对葡萄酒废酵母多糖提取率的影响　将中
性蛋白酶以０．２％的添加量加入至２０ｍＬ４０℃蒸馏水中活化
３０ｍｉｎ；调节酶液ｐＨ值至６．０；精确称取０．２００ｇ酵母泥粉６
份，加至酶液中，６０℃水浴分别提取０．５、１、１．５、２、２．５、３ｈ；
离心、取上清，检测提取液中多糖含量，计算多糖提取率（图

３）。结果表明，当酶解时间少于１．５ｈ时，酵母多糖提取率随
时间的延长迅速增加；但当酶解时间多于１．５ｈ时，酵母多糖

提取率略有降低。这可能是由于酶解时间过长，提取出的多

糖大分子结构断裂，使多糖提取率下降。因此，从提取效果和

生产效率角度考虑，１．５ｈ是适宜的酶解时间。
２．２．３　加酶量对葡萄酒废酵母多糖提取率的影响　将中性
蛋白酶分别以 ０．１０％、０．１５％、０．２０％、０．２５％、０．３０％、
０３５％、０．４０％的添加量加入至 ２０ｍＬ４０℃蒸馏水中活化
３０ｍｉｎ；调节酶液ｐＨ值至６．０，称取０．２００ｇ酵母泥粉７份加
至酶液中，６０℃水浴提取１ｈ；离心、取上清，检测提取液中多
糖含量，计算多糖提取率（图４）。结果表明，随着酶用量的加
大，多糖提取率也逐渐增加，但酶用量增大到０．２５％以后，多
糖得率又略有下降。这可能是由于随着酶用量的增加，少量

多糖可能产生了一定的降解作用，结果导致多糖提取率有所

降低。因此，０．２５％为较优酶量。

２．２．４　酶解ｐＨ值对葡萄酒废酵母多糖提取率的影响　将７
份中性蛋白酶以０．２％的添加量加入至２０ｍＬ４０℃蒸馏水中
活化３０ｍｉｎ；调节酶液 ｐＨ值分别为４．０、４．５、５．０、５．５、６０、
６．５、７．０；称取０．２００ｇ酵母泥粉７份，分别加至不同ｐＨ值酶
液中，６０℃水浴提取１ｈ；离心，取上清，检测提取液中多糖含
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量，计算多糖提取率（图５）。结果表明，酶液 ｐＨ值对多糖提
取效果影响很大，在ｐＨ值从４．０升高到６．５时，多糖提取率
达到最高（１１．５８％），随后随着 ｐＨ值的升高，多糖提取率开
始下降。因此，中性蛋白酶液ｐＨ值为６．５时，多糖提取效果
最好，此时可能中性蛋白酶活性最高。

２．２．５　酶解温度对葡萄酒废酵母多糖提取率的影响　将中
性蛋白酶以０．２％的添加量，加入至２０ｍＬ４０℃蒸馏水中活
化３０ｍｉｎ；调节酶液ｐＨ值至６．０；精确称取０．２００ｇ酵母泥粉
５份，加至酶液中，分别于４０、４５、５０、５５、６０℃水浴提取１ｈ；
离心、取上清，检测提取液中多糖含量，计算多糖提取率（图

６）。结果表明，酶解温度对葡萄酒废酵母的多糖提取率影响
较大。随着温度从４０℃逐渐升高到５０℃，多糖的提取率逐
渐增加，其中在５０℃时多糖提取率最高，为１２．８９％。这可
能是因为在一定范围内温度的升高有助于提高中性蛋白酶的

活性，进而促进酵母细胞壁的酶解和多糖的释放。但当温度

继续升高时，过高的温度降低了酶的活性，导致多糖提取率下

降。因此，５０℃是适宜的酶解温度。

２．３　正交试验优化
在单因素试验结果基础上，采用Ｌ９（３

４）正交试验设计对

葡萄酒废酵母多糖提取工艺条件进行优化。结果（表２）发
现，以葡萄酒废酵母多糖提取率为指标，确定多糖最佳生物酶

解提取工艺条件为中性蛋白酶加酶量 ０．３％、酶解温度
５０℃、ｐＨ值６．０、酶解时间１．５ｈ，此条件下葡萄酒酵母泥多
糖得率为 １３．６７％。此外极差分析发现，各因素对葡萄酒废
酵母多糖提取率的影响程度依次为酶解温度 ＞酶解时间 ＞
ｐＨ值＞酶量，即酶解温度对多糖提取率的影响最大，其次为
酶解时间，而加酶量和酶液ｐＨ值的影响较小。

３　结论

葡萄酒废酵母细胞壁中含有丰富的多糖组分，本研究采

表２　葡萄酒废酵母多糖提取工艺Ｌ９（３４）正交试验结果

试验号
Ａ：酶解
温度

Ｂ：酶解
时间

Ｃ：酶量 Ｄ：酶解
ｐＨ值

多糖提取率

（％）

１ １ １ １ １ １０．６８
２ １ ２ ２ ２ １１．３４
３ １ ３ ３ ３ １０．９７
４ ２ １ ２ ３ １２．１３
５ ２ ２ ３ １ １３．６７
６ ２ ３ １ ２ １２．３４
７ ３ １ ３ ２ １０．９８
８ ３ ２ １ ３ １１．６９
９ ３ ３ ２ １ １１．２６
ｋ１ １０．９９７ １１．２６３ １１．５７０ １１．８７０
ｋ２ １２．７１３ １２．２３３ １１．５７７ １１．５５３
ｋ３ １１．３１０ １１．５２３ １１．８７３ １１．５９７
Ｒ １．７１６ ０．９７０ ０．３０３ ０．３１７

用单因素和正交试验设计对葡萄酒废酵母胞壁多糖的生物酶

法提取工艺进行优化，最终确定最佳提取工艺条件为中性蛋

白酶加酶量 ０．３％、酶解温度 ５０℃、ｐＨ值 ６．０、酶解时间
１．５ｈ，此工艺条件下葡萄酒废酵母多糖提取率可达１３．６７％。
该提取方法操作简便、多糖提取率高，具有实际应用价值。本

研究结果为葡萄酒生产中废弃物的资源化再利用提供重要

参考。
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