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摘 要：主要研究了机械破壁、45值以及麦芽根核酸酶的作用对啤酒酵母自溶过程的影响)均质
破壁能显著提高自溶速率及酵母抽提物中蛋白质和核苷酸的含量，麦芽根核酸酶的加入有效地提

高了酵母抽提物中267核苷酸含量，而提高自溶时的45值不能显著地提高酵母抽提物中267核苷
酸的含量)因此，有效地提高酵母抽提物中267核苷酸含量的方法是：啤酒废酵母经")28*95:;/
脱苦后，加!倍体积无菌水和28*9:(，再加质量分数为$8的核酸酶，搅拌均匀，在#"<=9下均
质/次，然后升温至22>，自溶/"?，得到的酵母抽提物中267@<=含量高达3)/%AB／B)
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关于酵母抽提物的研究，!"世纪-"年代以来
在国内较热，研究方向主要集中在：脱苦方法（以啤

酒废酵母为原料）、自溶促进剂（食盐等）及自溶条

件（温度、45、变温条件、时间）的选择、蛋白质降解
作用等方面［$!#］)目前国内酵母自溶物的得率约为

/28!2%8［!］)国外酵母抽提物的制备主要有两种

方法：一是通过自溶，二是先将酵母灭活，再外加酶

降解［2］)这两种方法各有优缺点，从得率看，前者得
率约为%"8，后者将近-"8［2］)从组成上看，外加
酶法的酵母抽提物产品中呈味核苷酸含量高，而自

溶法产品中的267核苷酸含量很低，这是因为酵母细
胞本身含有核酸酶，能将核酸降解为/67核苷酸)另
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外，外加酶法制备的酵母抽提物成分中低分子糖

类、肽类含量较多，故产品风味更厚重!从这两点
看，外加酶法更有吸引力!但外加酶法工艺相对较
复杂，而自溶法工艺相对简单得多!
目前，国内酵母抽提物产品存在的主要问题

是：酵母抽提物中呈味核苷酸的含量较低，酵母抽

提物鲜度不够!本论文采用自溶法工艺制备酵母抽
提物，主要研究了麦芽根核酸酶在酵母抽提物中的

应用，目的是提高酵母抽提物中"#$核苷酸的含量!
有关麦芽根在酵母抽提物中的应用，国外在%&世
纪’&年代开始即有报道，国内自(&年代起，也有关
于利用绿麦芽根提高酵母抽提物中呈味核苷酸含

量的报道!事实上，在现有文献中，有关麦芽根提高
酵母抽提物中呈味核苷酸含量的报道基本限于定

性报道［)，*!)%］，而酵母自溶过程中关于核酸的降解

及核苷酸的生成鲜有定量报道!论文通过测定酵母
自溶过程中核酸、可溶性蛋白、总可溶性固形物含

量随自溶时间的变化来判断自溶效果，以期通过控

制多重指标包括可溶性蛋白质、总可溶性固形物及

呈味核苷酸的生成量等指标，得到高得率、高呈味

核苷酸含量的酵母抽提物产品!

! 材料与方法

!"! 主要材料、试剂和仪器
啤酒废酵母泥：太湖水啤酒厂提供；核酸酶：按

文献［)&］的方法从麦芽根制备；+,-.、+,/-01、

+,0/、/-.、钼酸铵、高氯酸、+,-01、-2304、硫酸
锂、液溴、酒石酸钾、钨酸钠、钼酸钠：均为分析纯；

磷酸：优级纯；甲醇：色谱纯；沉淀剂：&!%"5钼酸铵
溶于%"5高氯酸中；超滤膜：截留相对分子质量分
别为)万和1千，天津纺院生产；超滤器：天津纺院
生产；/67-：8,9:,;，"&&&型，-)<柱；("%&紫外分
光光度仪：上海分析仪器厂生产；(%%光栅分光光度
仪：上海第三分析仪器厂制!
!"# 测定方法

!!#!! 可溶性蛋白质! 福林=酚法［<］!
!!#!# 总可溶性固形物! 直接干燥法［*］!
!!#!$ 核酸! 紫外吸收法［<］!
!!#!% 核苷酸!/67-法［))］!将浓缩4倍的酵母
抽提物离心，取上清液，采用截留相对分子质量为1
&&&的膜超滤以除去大分子!所得透过液采用

/67-检测其中的核苷酸含量!采用3>?@A公司
的1#$A@6，"#$A@6，"#$?@6，"#$-@6，"#$B@6，

1#$B@6和1#$-@6作为标样!/67-色谱条件为：
体积积流量)!&C7／C:;，波长为%’";C，采用梯度

洗脱!&C:;时，1&5的质量浓度为&!&"D／E7磷酸
水溶液F(&5水；"C:;时，1&5的质量浓度为&!
&"D／E7磷酸水溶液F(&5水；)"C:;时，"&5的

&!&"D／E7磷酸水溶液F"&5水；)<C:;时，"&5的
质量浓度为&!&"D／E7磷酸水溶液F"&5水；%%
C:;时，1&5的质量浓度为&!&"5的磷酸水溶液F
(&5水!
!"$ 试验方法

!!$!!! 啤酒废酵母脱苦工艺 将啤酒废酵母离
心，去除上清液后加%倍体积的无菌水，搅拌均匀，
采用(&目筛子筛分去除杂质，然后加%倍体积的

&!"5的+,/-01溶液，搅拌均匀，离心分离，去除
上清液；再依次用%倍体积的无菌水和&!"5的

+,/-01溶液洗涤，最后用无菌水洗至中性后待用!
!!$!# 制备酵母抽提物的基本工艺) 在%&&D酵
母中加%倍体积的无菌水和质量分数为"5的+,$
-.，搅拌均匀后将料液升温至""G，保温1&H并保
持不断搅拌，期间每隔一定时间取样!所取样品立
即置于)&&G水浴中保温%&C:;，然后离心分离，
取上清液，测定总可溶性固形物、总可溶性蛋白质、

总核酸及单核苷酸含量!
!!$!$ 均质破壁对酵母自溶进程的影响)%&&D酵
母加%倍体积无菌水和质量分数为"5的+,-.，搅
拌均匀后在4&@6,压力下均质1次，然后升温至

""G，保温1&H并不断搅拌，期间每隔一定时间取
样!以下处理同)!1!%，对照不均质!
!!$!% 核酸酶对酵母自溶进程的影响)%&&D酵母
加%倍体积的无菌水和质量分数为"5的+,-.，再
加质量分数为)5的核酸酶，搅拌均匀，在4&&ID
压力下均质1次，然后升温至""G，保温1&H并不
断搅拌，期间每隔一定时间取样，以下处理同

)!1!%，对照不加核酸酶!
!!$!& J/值对自溶进程的影响
未均质破壁组：%&&D酵母加%倍体积的无菌

水和质量分数为"5的 +,-.后，搅拌均匀，用4
CK.／7+,0/将J/调至<，再加质量分数为)5的
核酸酶，然后升温至""G自溶，同时用4CK.／7
+,0/维持至J/<，%H后，用4CK.／7/-.将J/
调至"!自溶期间每隔一定时间取样，以下处理同

)!1!%，对照不调节J/!
均质破壁组：%&&D酵母加%倍体积无菌水和

"5+,-.后，搅拌均匀，用4CK.／7+,0/将J/调
至<，再加质量分数为)5的核酸酶，然后在4&@6,
压力下均质1次，再升温至""G自溶，同时用4
CK.／7+,0/将J/调至<，%H后，用4CK.／7/-.
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将!"调至#$自溶期间每隔一定时间取样，以下处
理同%$&$’，对照不调节!"$
!$"$#! 比较自制产品和市售产品中中#()*+,的
含量 采用",-.分别测定自制产品、市售国产酵
母抽提物及进口酵母抽提物中核苷酸的含量$所有
样品均配成’#/溶液，离心分离后取上清液待用$

$ 结果与讨论

$%! 均质破壁对酵母自溶进程的影响
均质破壁对于酵母自溶进程的影响见图%，’$

从图%可以看出，均质破壁不能显著提高自溶产物
的得率，但可以明显加快自溶进程$均质样品自溶’
0，其总可溶性固形物含量即达到非均质样品自溶

%#0的水平$
均质破壁能显著提高自溶产物中可溶性蛋白

质的含量，图%显示均质样品自溶产物中的可溶性
蛋白质含量约为对照的’倍$

图! 均质破壁对酵母自溶进程的影响

&’(%! )*++,,+-./,*/0/(+1’23.’/1/1.*+4+35.367
./8423.’/1
同时，均质破壁也能有效促进酵母中核酸的降

解$从图’可以看出，均质样品自溶产物中的核酸
含量仅为对照的%／’左右，而核苷酸含量约为对照

的&倍$啤酒酵母所含的核酸酶主要为&()核苷酸生
成酶$表%显示，非均质样品的自溶产物中，基本不
含#()核苷酸，而均质样品则含有很少量的#()核苷
酸$从图’还可以看出，在酵母自溶过程中，对照与
均质样品中的核酸的变化趋势很相似：核酸含量先

呈上升趋势，随后逐渐下降，再略有回升，然后再次

呈下降趋势$表’表明，均质样品的变化趋势更显
著一些$对于核酸的这种变化，可以认为是由于核
酸溶出与降解速率的不平衡引起的$研究发现，啤
酒酵母中的核酸酶的最适作用温度约在##1左
右，2#1以上开始不稳定，##1保温’0后，酶活力
损失约为34/$啤酒酵母中核酸酶的这种性质造成
了酵母自溶过程核酸含量的起伏$酵母自溶是在##
1下进行的$在开始阶段，核酸逐渐溶出，此时核酸
酶活力较高，核酸降解迅速，核苷酸也迅速生成，造

成核酸含量的第一次起伏$随着核酸酶活力的下
降，核苷酸生成速率渐缓，而核酸溶出依然保持一

定的速率，直至完全溶出，导致了核酸含量的第二

次起伏$

图$ 均质破壁对酵母自溶过程中核酸降解及核苷酸
生成量的影响

&’(%$ )*++,,+-./,*/0/(+1’23.’/1/1.*+9:;<+(=37
<3.’/131<16-8+/.’<+-/1.+1.5’14+35.36./8453.+
表! 对照样品的核苷酸生成进程表!）

)3>%! )*+16-8+/.’<+5-/1.+1.5’14+35.36./8453.+/,-/1.=/8

自溶时间／0
核苷酸含量’）

&()5+, &().+, &()6+, #().+,，#()6+,，#()5+,，#()*+,

’ %78444 %&247 %2&72% 9

2 ’78288 3:’4 #&7%3 9

8 ’:8734 #8:43 %2#%#8 9

7 ’#2488 #837% ’7%73% 9

%’ ’2’8’% 84%:: ’:7%:% 9

’’ %83783 ::7%% &’32:# 9

&4 %&#327 :7&#: &822#3 9

注：%）对照样品指未经均质破壁、未加麦芽根核酸酶并且未调节!"的酵母自溶样品$
’）核苷酸含量由",-.图谱积分面积表达$
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表! 均质样品的核苷酸生成进程表

"#$%! "&’()*+’,-./’0*,(-’(-0.(1’#0-#)-,+10#-’,2&,3,4’(.5#-.,(0#36+’

自溶时间／!
核苷酸含量"）

#$%&’( #$%)’( *$%&’( *$%)’( #$%+’( #$%,’( *$%+’(
" !#--- . /*--*# "#0/# . . /-#//"
1 #213 . "**3"/ "2#4-2 "0/1# #131 /0-3-#
4 3412 . /0-4// "34"*4 101*1/） . /3/#*2
2 1-/41 . /3-33* 11"*// //-20/） . /42-41
/" ##//0 . 222-4 1-/3"2 0/11/） . 04031
"" #2243 . 41/10 *1/0"* "-*3"/） . 1*322
*- /-414" . /-/00- #-##"/ /411"/） . /-02"

注：/）由于5(6&分辨率的原因，两个峰合并7
"）核苷酸含量由5(6&图谱积分面积表达7

!%! 麦芽根核酸酶对酵母自溶过程的影响
从图*，1和表/，*的结果来看，麦芽根核酸酶

的加入可以显著提高酵母抽提物中呈味核苷酸的

含量，显著降低*$%核苷酸的含量，但对可溶性固形
物和蛋白质含量没有明显影响7
有研究表明，麦芽根中的核酸酶主要为#$%核苷

酸生成酶，其最适作用温度在##8左右，最适95
有两个，分别在95#和950左右；该酶在95""7
#，温度小于#-8环境下很稳定7在954、##8条

图7 麦芽根核酸酶对酵母自溶进程的影响

8.4%7 "&’’22’*-,29:#0’2;,33#+-;,,-0,(-&’1’#0-
#)-,+15#-.,(

件下保温"!后，其活力损失约为1-:［/"］7而啤酒
酵母核酸酶的最适作用温度为##8左右，但在1#
8以上开始不稳定，##8时保温"!，酶活力损失约

0-:7因此推断，在破壁酵母中直接加入麦芽根核
酸酶可以竞争底物;<+，从而有效地提高酵母自溶
产物中呈味核苷酸的含量7表*所示结果证实了这
一点7在加酶自溶*-!的样品中，#$%,’(的含量高
达47*3=>／>，约为市售国产酵母抽提物的*倍7

图< 麦芽根核酸酶对酵母自溶过程中核酸降解的影
响

8.4%< "&’’22’*-,29:#0’2;,33#+-;,,-0,(-&’9:=
/’4;#/#-.,(#(/()*+’,-./’*,(-’(-0.(1’#0-#)>
-,+10#-’

表7 加麦芽根核酸酶均质样品的核苷酸生成进程表

"#$%7 "&’()*+’,-./’0*,(-’(-0.(1’#0-#)-,+10#-’,2&,3,4’(.5#-.,(0#36+’?.-&9:#0’2;,33#+-;,,-0

自溶时间／!
核苷酸含量/）

#$%&’( #$%)’( *$%&’( *$%)’( #$%+’( #$%,’( *$%+’(
" /-"242 . "134" 10*"4 "-/13 3-2#2 *-"*43
1 1-21# /3*-4 *#0#* 3111 /"4*"3 /"30"4 "22314
4 "4"1/ 4*"00 1"03/ . /#2""2 /0024" 122//4
2 2-00 204"4 *#*0# . /301-- "/001 #42*#
/" . 320/" /20"0 . /3##"3 "#**#3 #-"2**
"" . #20#2 /103/ . /41#"* ""0-1# 4*-2-4
*- . /0310 ""120 . "3//## "#2#40 2/20-3

/）核苷酸含量由5(6&图谱积分面积表达
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!"# $%对酵母自溶进程的影响

!"对酵母自溶总的得率影响不大，但对于自
溶产物的组成成分有显著影响#从图$，%的结果可
以看出，在!"&自溶的产物中蛋白质含量显著低
于对照，而核酸的含量则远高于对照，核苷酸的含

量又明显低于对照，这种趋势在均质破壁样品更明

显#从表’!%的核苷酸生成进程表来看，非均质破
壁的条件下，在!"&自溶的产物中$()核苷酸的量
与在!"$自溶的产物中的量相当，而*()核苷酸的

量则显著低于在!"$自溶的产物中的量；在均质
破壁条件下，在!"&自溶的产物中两种核苷酸的
量均显著低于在!"$自溶的产物中的量#
在!"&自溶的产物中*()核苷酸的量显著低于

在!"$自溶的产物中的量，说明!"&可以有效抑
制酵母中产*()核苷酸的核酸酶的活力#而在!"&
自溶的产物中蛋白质含量显著低于对照，则说明

!"&对于酵母中的蛋白酶也有抑制作用#

+#均质破壁 ,#未均质破壁

图& $%对酵母自溶进程的影响

’()"& *+,,--,./0-$%01/+,2,34/35/06273/(01

+#未均质破壁 ,#均质破壁

图8 $%对酵母自溶过程中核苷酸的影响

’()"8 *+,,--,./0-$%01/+,9:;<,)=3<3/(0131<15.6,0/(<,.01/,1/4(12,34/35/06243/,
表> 加麦芽根核酸酶的非均质样品的核苷酸生成进程表

*3?"> *+,15.6,0/(<,4.01/,1/4(143@$6,35/06273/,<A(/+9:34,-=0@@36/=00/4

自溶时间／-
核苷酸含量.）

$()/01 $()201 *()/01 *()201 $()301 $()401 *()301
. $566 .&.55 .7.567 5%$&%6 8 %%*7 967%
’ 75&5 %57%. .’*9.. *.9$’’ *56% $6$5 %5$6
% 5%&&7 5757$ .’76.$ .$.&66 7$&99 5’%.% 5*7$%
9 9%’7 599.6 .6&*6$ 5*56*. &$*%%5） 8 %.$6
5. .$$&7 5%69& .6679% 56.*&6 9%66$5） 8 5.%%6
.. ’$*’% ..%&5 5&7.76 56$*.% 55$79%5） 8 %7$%
*6 $7$’. .’*56 .%&6*7 5’*$5$ 5*’$’65） 8 5.$66

注：5）由于"1:/分辨率的原因，两个峰合并#
.）核苷酸含量由"1:/图谱积分面积表达#
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表! 加麦芽根核酸酶的非均质的酵母在"#$条件下自溶的核苷酸生成进程表

%&’(! %)*+,-.*/012*3-/+0*+031+3&4".*&,0/.56&0*2&0"#$(7810)9:&3*;</44&.0<//03

自溶时间／!
核苷酸含量"）

#$%&’( #$%)’( *$%&’( *$%)’( #$%+’( #$%,’( *$%+’(

" -..# -/0. "/1"2 .#-.2 #3*# 4 4

. //#/ .#.*2 #2-01 #-/3. 4 4 -"0"

- 1*/*" .1"0- -3//- 10/#2 10/#21） 4 4

/ /1.- -./22 1.#*"# #-*3 3*.1 1/#*/ 10*#"

1" 1#.0" #/33" 1"-*0" -.31" 3-."1） 4 4

"" 111"# 13-*1 1*31/" #"--3 -0*2*1） 4 4

*2 1201* 1/#/1 1*#1/2 ...30 #*"2*1） 4 4

注：1）由于5(6&分辨率的原因，两个峰合并7
"）核苷酸含量由5(6&图谱积分面积表达7

表= 加麦芽根核酸酶的均质的酵母在"#$条件下自溶的核苷酸生成进程表

%&’(= %)*+,-.*/012*3-/+0*+031+)/4/>*+16*23&4".*8)1-)&,0/.56&0*2&0"#$(7810)9:&3*;</44&.0<//03

自溶时间／!
核苷酸含量1）

#$%&’( #$%)’( *$%&’( *$%)’( #$%+’( #$%,’( *$%+’(

" /-/- 11/10 4 4 */.#1 #222 #2-0

. 10*0" 31-3 #32- 4 #"1.# 122.. 1/32"

- #/22# -3/" -.1// 1122. #/102 ##/. 01.2

/ 0/-.. 1#-2/ 11*0/. 1-00*3 **3#0 /-2" 11002-

1" 11"0"0 #3*# 1-.001 "2-30* .22.3 .-0/3 1012#0

"" 1*"-#2 -111# "2/20- 1/"1/- *.11* *#*0# 1/..3"

*2 1.#*1. ."-3- "/0#.# ".1/13 #0-.. "#20# ".0"-#

1）核苷酸含量由5(6&图谱积分面积表达

酵母中的蛋白酶主要有.种［#］，其最适85和
最适温度见表37这些蛋白酶的温度稳定性和85稳
定性均比较差7从试验结果看，虽然试样在850的
条件下保温"!后，随即将85调回#72，仍然对蛋
白酶造成了很明显的抑制作用7
表? 酵母中的内源蛋白酶的最适"#和最适温度

%&’(? %)**+2/>*+*313"</0*1+31+5*&30

蛋白酶 最适85 最适温度／9

+ 0!/ *#!.2

: #!3 .#!##

& #!3 .#!##

; *!. -2

另外，由于外加的麦芽根核酸酶的85稳定性
较好，理论上讲，在850加酶的自溶过程中，核酸
的降解应该比较迅速并能生成较大量的呈味核苷

酸7但试验未达到预想结果7这可能有以下原因导
致的：

第一，由于在850的条件下，阻碍蛋白质降
解，也阻碍了细胞器中核酸的溶出，导致在核酸酶

失活前生成的核苷酸总量下降7比较图-中的<和

=可以看出，均质破壁的酵母在自溶前期，产物中的
核酸含量明显高于未破壁的，同时核苷酸含量也大

了将近一倍7虽然850阻碍了蛋白质的降解，然而
均质能有效破坏细胞膜结构，因此破壁酵母的自溶

产物中的核苷酸含量要高得多7这可以部分说明在

850外加核酸酶未能有效生成呈味核苷酸可能是
由于细胞膜或细胞器膜未能被有效破坏所导致的7
第二，对照表#和表*的结果可以看出，在85

0自溶的产物中，#$%&’(和#$%)’(生成量较在

85#时大，而#$%+’(和#$%,’(的生成量较在85
#小7因此，有理由相信，85会影响麦芽根核酸酶
系的水解作用，导致产物不同7
@(A 自制产品与市售产品!BCDEF含量的比较

5(6&测定自制样品中#$%,’(的含量约-7*3
>?／?，国产样品约17#0>?／?，进口样品约"72/
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!"／"#这个结果说明了采用麦芽根核酸酶能有效地
提高酵母抽提物中$%&核苷酸含量#

! 结 论

主要研究了机械破壁、’(以及麦芽根核酸酶
的作用对酵母自溶过程的影响#均质破壁能显著提
高自溶速率及酵母抽提物中蛋白质和核苷酸的含

量，麦芽根核酸酶的加入能有效地提高酵母抽提物

中$%&核苷酸含量，而提高自溶时的’(值不能显著
提高酵母抽提物中$%&核苷酸含量#因此，能有效地
提高酵母抽提物中$%&核苷酸含量的方法是：啤酒废
酵母经)#$*+,(-./脱苦后，加0倍体积无菌水
和$*+,-1，再加质量分数为2*的核酸酶，搅拌均
匀后在3)45,压力下均质/次，然后升温至$$6
自溶/)7，得到的酵母抽提物中$%&845含量高达

9#/:!"／"，约为市售产品的/倍#

参考文献：

［2］钟文辉，吴小荣#利用废弃啤酒酵母研制营养调味品———酵母精［;］#食品科学，2<<9，2:（0）：2$!02#
［0］冯霖#啤酒废酵母菌体变温法自溶的研究［;］#酿酒科技，2<<9（2）：9/!93#
［/］沈国惠，刘杨岷#啤酒酵母自溶条件的优化及其抽提物的挥发性风味成分［;］#食品与发酵工业，2<<2（/）：=!2:#
［3］宁正祥#酵母自溶过程中氨基酸溢出动力学［;］#食品与发酵工业，2<</（0）：/)!/3#
［$］4>?@.4.@ABC，DEA+>.@F>+#AGGHIJKGHLMN!HOPLPLQROJSN［4］#+HTUKSV：W7H+,JRSH5SHOO，2<:<#
［9］管敦仪#啤酒工业手册［4］#北京：轻工业出版社，2<=0#
［:］5@A+WC-A+#-K!’,SPOKLKG!,1JOGKSLRI1H,OH,LQLRI1HKX,OH’KJHLJP,1O［;］#"#$%&’(#)*+,-.,%/0’&1#0/,*2#)3%,4/&5

6+,./7*7，2<=/，32（3）：2//!233#
［=］张龙翔#生化实验方法及技术［4］#北京：高等教育出版社，2<=2#29$!299#
［<］刘福岭，戴行钧#食品物理与化学分析方法［4］#北京：轻工业出版社，2<=2#
［2)］陈洁，王璋#麦芽根中核酸酶的提取方法［;］#食品工业科技，0)))（2）：2<!02#
［22］+8?UA+WW，5>E-C-44，(>YZCUA[Y#EP\RPQI7SK!,JK"S,’7N,OO,NGKS’KJ,JKJRXHS!RI1H,OH,LQ!"#$%&’()%*)+

"#$%&’(#)6+%#.’*85%’8+2［;］#2<=:，/==：2=<!2<<#
［20］5@A+WC-A+#-7,S,IJHSPM,JPKLKG,LRI1H,OHGSK!!,1JHQX,S1HNSKKJO［;］#"#$%&’(#)6,%,’(10/,&0,，2<=:（$）：2:$!2=:#

（责任编辑：李春丽）

09/ 无 锡 轻 工 大 学 学 报 第0)卷

万方数据


