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啤酒酵母中β-(1,3)-D-葡聚糖的水解条件的优化 
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摘要：对啤酒酵母中 β-(1,3)-D-葡聚糖（用碱－酶法从啤酒废酵母中提取）的水解条件进行了优化。研究表明影响 β-(1,3)-D-葡

聚糖水解条件的因素顺序依次为：预水解硫酸浓度>水解温度>水解硫酸浓度>水解时间；水解参数为：预水解硫酸浓度 12 mol/L、水

解硫酸浓度 2 mol/L、水解温度 100 ℃、水解时间 24 h。此条件下用苯酚－硫酸法测得的 β-(1,3)-D-葡聚糖含量为 83.1%。 
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Abstract: In this study, the hydrolysis conditions of β-(1,3)-D-glucan from beer yeast were optimized by single factor and orthogonal 

design. The results showed that the sequence of the influential factors was as follows: sulfuric acid concentration in pretreatment > hydrolysis 

temperature>sulfuric acid concentration in hydrolysis > hydrolysis time. The optimum hydrolysis conditions were as follows: 12 mol/L of 

sulfuric acid in pretreatment, 2 mol/L of sulfuric acid in hydrolysis, 100 ℃ of hydrolysis temperature and 24 h of hydrolysis time. Under these 

conditions，phenol-sulfuric method showed that β-(1,3)-D-glucan content reached 83.1%. 
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啤酒是我国第一大饮料酒，2006 年产量已达 3515

万千升，居世界第一位，年产啤酒废酵母可达 5 万多

吨（干基）。啤酒酵母细胞壁中含有大量的 β-(1,3)-D-
葡聚糖，约占酵母细胞壁干重的 29%[1~2]。β-(1,3)-D-
葡聚糖能够通过刺激免疫系统而提高机体的免疫能

力，作为一种真菌多糖，已证实对肿瘤、肝炎、糖尿

病等疑难病具有较好的疗效，β-(1,3)-D-葡聚糖还能够

改善食品的质地，可作食品中增稠剂、脂肪的替代物，

能够在肉制品中作为持水持油剂，并可作食品中膳食

纤维的来源，是一种非常优良的食品添加剂[3~5]。 
β-(1,3)-D-葡聚糖的分子量在 80 kD~240 kD之间，

既不溶于一般性的酸，也不溶于碱，是典型的沉淀物

质。虽然可以溶于二甲基亚砜中，但是任何一种利用

这种溶液进行测定的方法都改变了它的溶解状态，恢

复为沉淀物质[6]。β-(1,3)-D-葡聚糖是由葡萄糖键为主

链，以 β-(1,6)键为侧链连接的多糖，在一定条件下能

够被浓硫酸水解，因此，可以将其彻底水解为葡萄糖 
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后再运用苯酚－硫酸法测定葡萄糖的含量，从而间接

地得出产品中 β-(1,3)-D-葡聚糖的含量。 
目前，我国还没有统一的标准来测定啤酒酵母中

β-(1,3)-D-葡聚糖的含量。由于水解条件对检测结果会

产生直接的影响，鉴于此，本文对 β-(1,3)-D-葡聚糖的

水解条件进行了优化研究。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 
1.1.1  β-(1,3)-D-葡聚糖 

实验室用碱－酶法从酵母粉（山东泰山啤酒有限

公司提供）中提取，方法如下： 
干燥的啤酒酵母粉经过水洗、脱色后，按照150:10

（V/m）的比例加入 3%的 NaOH 溶液，在 80 ℃水浴

条件下水解 2 h，离心，洗涤，调整 pH 在 8.5~9.0 后

加入 600 U/g 的碱性蛋白酶，在 55 ℃下水解 24 h，离

心，沉淀，干燥得到成品。 
其它化学试剂均为分析纯。 

1.1.2  实验仪器 
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UV-2100 型分光光度计：UNICO（上海）仪器有

限公司；高速万能粉碎机：北京科伟永兴仪器有限公

司；LXJ-IIB 低速大容量多管离心机：上海安亭科学

仪器厂；pHS-3C 酸度计：上海理达仪器厂；GR-200
分析天平：METTLER TOLEDO；电子恒温水浴锅：

国华电器有限公司；KDN-04B 凯氏定氮仪：上海新嘉

电子有限公司；SC69-02C 水分快速测定仪：上海精密

科学仪器有限公司；101A-3 电热鼓风干燥箱：黄骅市

卸甲综合电器厂。 
1.2  β-(1,3)-D-葡聚糖的水解 

准确称取葡聚糖 5 mg，放入 50 mL 的具塞刻度试

管中，加入 4.0~12.0 mol/L硫酸溶液 5 mL，水解 25 min
后，加水稀释至 1.0~3.0 mol/L，封管水解，在 80~100 ℃
水浴锅中水解 6~30 h。取出刻度试管后加水至 50 mL，
充分搅拌均匀，取 10 mL 溶液，再加入 40 mL 水，充

分均匀后加入 12~14 g BaCO3，进行中和沉淀，在反

应基本没有气泡时用 pH 试纸测定 pH 值为 7.0，反应

结束。将溶液进行离心分离，4200 r/min 条件下离心

10 min。取上清液用滤纸过滤，滤液再进行同上条件

离心。离心后的液体再次进行滤纸过滤，即得葡聚糖

的水解液。 
1.3  葡聚糖含量的测定 
1.3.1  葡萄糖标准曲线的制作 

准确称取标准葡萄糖 20 mg于 500 mL容量瓶中，

加水至刻度线，分别吸取 0.2 mL、0.4 mL、0.6 mL、
0.8 mL、1.0 mL、1.2 mL、1.4 mL、1.6 mL、1.8 mL、
2.0 mL，各以水补足 2 mL。然后加入 6%苯酚 1.0 mL
及浓硫酸 5 mL。静止 10 min，摇匀，室温放置 20 min
后于 490 nm 下测定吸光度。以 2.0 mL 水按同样显色

操作为空白，横坐标为糖溶液的 mL 数质量浓度

(μg/mL)，纵坐标为吸光度值，得到标准曲线。见图 1。 
由图 1 得线性回归方程： 
Y＝0.2919X-0.0178（R2＝0.9979） 
式中：Y-吸光度；X-标准葡萄糖溶液的质量浓度(μg/mL)。 

1.3.2  样品含量的测定 

 
图1 葡萄糖标准曲线 

Fig.1 Calibration curve of glucose 

吸取样品液 1 mL（相当于 40 μg 左右的 β-(1,3)-D 

-葡聚糖），按上述步骤操作测吸光度值，以标准曲线

计算出样品中的葡萄糖的质量浓度。 

2  结果与分析 

2.1  单因素实验 
2.1.1  预水解硫酸浓度对 β-(1,3)-D-葡聚糖水解的影响  

按照 1.2 的水解方法，在水解硫酸浓度为 2.0 
mol/L、水解温度为 100 ℃、水解时间为 24 h 的条件

下，考察 4~12 mol/L 的预水解硫酸浓度对 β-(1,3)-D-
葡聚糖水解的影响，结果见图 2。 

 
图2 预水解硫酸浓度对β-(1,3)-D-葡聚糖含量的影响 

Fig.2 Effect of sulphuric acid concentration in pretreatment on 

content of β-(1,3)-D-glucan 

由图 2 可明显看出，测得的 β-(1,3)-D-葡聚糖样品

的含量随着预水解硫酸浓度的增大而不断上升，但是

在较高的浓度时 β-(1,3)-D-葡聚糖的含量趋于平缓，这

说明此时的 β-(1,3)-D-葡聚糖预水解较好。因此该单因

素选择 8 mol/L，10 mol/L，12 mol/L 作为正交条件。 
2.1.2  硫酸浓度对 β-(1,3)-D-葡聚糖水解的影响 

按照 1.2 的水解方法，在预水解硫酸浓度为 10 
mol/L、水解温度为 100 ℃、水解时间为 24 h 的条件

下，考察 1.0~3.0 mol/L 的硫酸浓度对 β-(1,3)-D-葡聚

糖水解的影响，结果见图 3。 

 
图 3 水解硫酸浓度对β-(1,3)-D-葡聚糖含量的影响 

Fig.3 Effect of concentration of sulphuric acid on content of 

β-(1,3)-D-glucan 

由图 3 可看出，测得的 β-(1,3)-D-葡聚糖样品的含

量随着水解硫酸浓度的增大而不断上升，但是在较高

的浓度时 β-(1,3)-D-葡聚糖的含量趋于下降，这说明此

时的β-(1,3)-D-葡聚糖已经被水解过度，导致β-(1,3)-D-
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葡聚糖含量下降。因此该单因素选择 2.0 mol/L，2.5 
mol/L，3.0 mol/L 作为正交条件。 
2.1.3  温度对 β-(1,3)-D-葡聚糖水解的影响 

按照 1.2 的水解方法，在预水解硫酸浓度为 10.0 
mol/L、水解硫酸浓度为 2.0 mol/L、水解时间为 24 h
的条件下，考察 80~100 ℃的水解温度对 β-(1,3)-D-葡
聚糖水解的影响，结果见图 4。 

 
图4 水解温度对β-(1,3)-D-葡聚糖含量的影响 

Fig.4 Effect of hydrolysis temperature on content of 

β-(1,3)-D-glucan 

由图 4 可明显看出，测得 β-(1,3)-D-葡聚糖样品的

含量随着水解温度的升高而不断增大，在较高的温度

时 β-(1,3)-D-葡聚糖的含量增长幅度减缓，这说明此时

的 β-(1,3)-D-葡聚糖已经接近于水解彻底。因此该单因

素选择 90 ℃、95 ℃、100 ℃作为正交条件。 
2.1.4  时间对 β-(1,3)-D-葡聚糖水解的影响 

按照 1.2 的水解方法，分别水解 6 h、12 h、18 h、
24 h、30 h，苯酚-硫酸法测定 β-(1,3)-D-葡聚糖含量。

具体结果见图 5。 

 

图 5 水解时间对β-(1,3)-D-葡聚糖含量的影响 

Fig.5 Effect of hydrolysis time on content of β-(1,3)-D-glucan 

由图 5 可明显看出，测得 β-(1,3)-D-葡聚糖样品的

含量随着水解时间的延长而不断增大，在较长的时间

时 β-(1,3)-D-葡聚糖的含量呈下降的趋势，这说明此时

的 β-(1,3)-D-葡聚糖处于水解过度状态，时间不能再延

长。因此该选择 18 h、24 h、30 h 作为正交条件。 
2.2  正交实验 

为了进一步提高 β-(1,3)-D-葡聚糖水解的程度，在

单因素实验的基础上，采用正交实验的方法，设计四

因素三水平实验，对 β-(1,3)-D-葡聚糖水解条件进行优

化。正交实验的设计及实验结果如表 1、2 和 3 所示。 
表1 β-(1,3)-D-葡聚糖分析因素水平编码表 

Table 1 1 Factor levels of β-(1,3)-D-glucan hydrolysis 

水平
A 预水解硫酸

浓度/(mol/L) 

B 硫酸浓

度/(mol/L) 

C 水解温

度/℃ 

D 水解

时间/h

1 8 2.0 90 18 

2 10 2.5 95 21 
3 12 3.0 100 30 

表2 正交实验结果 

Table 2 Result of orthogonal test 

编号 A B C D 结果

1 1 1 1 1 66 

2 1 2 2 2 73.6

3 1 3 3 3 72.5

4 2 1 2 3 80.3

5 2 2 3 1 79.5

6 2 3 1 2 72.5

7 3 1 3 2 82.5

8 3 2 1 3 74.5

9 3 3 2 1 77.5

均值1 70.700 76.267 71.000 74.333  

均值2 77.433 75.867 77.133 76.200  

均值3 78.167 74.167 78.167 75.767  
极差 7.467 2.100 7.167 1.867  

表3 正交实验方差分析结果 

Table 3 Variance analysis of the orthogonal test 

因素 偏差平方和 自由度 F比 F临界值 

A 164.507 2 1.647 

4.460 
B 72.507 2 0.726 

C 133.327 2 1.335 

D 29.180 2 0.292 
误差 399.52 8  

以上正交实验经方差分析后可知：对于 β-(1,3)-D-
葡聚糖含量 A、C 两因素对其影响较显著，而 B、D
两因素对其影响不显著，其正交试验最佳水平为

A3B1C3D2即：预水解硫酸浓度为 12 mol/L、水解硫酸

浓度为 2 mol/L、水解温度为 100 ℃、水解时间为 24 h。 
2.3  验证实验 

采用上述条件经验证实验，得到 β-(1,3)-D-葡聚糖

含量为：83.1%，高于正交实验中所有实验组合。 

3  讨论 

在大多数有关 β-(1,3)-D-葡聚糖的文献与研究中，
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其中 β-(1,3)-D-葡聚糖测定选择的条件多是：先用 8 
mol/L 的硫酸常温下短时间预水解 5 min，然后稀释为

1.5 mol/L，于 100 ℃下水浴水解 3 h，然后定容至 250 
mL，取 1 mL 测多糖。但是采用这种方法，得到的

β-(1,3)-D-葡聚糖含量相对较低，因此，葡聚糖在水解

时的条件极为重要，既要完全将样品中葡聚糖彻底水

解又要防其水解过度。需要说明的是，预水解硫酸浓

度并非越高越好，在 12 mol/L 以上，预水解时易发生

黑色沉淀现象。这可能是由于浓硫酸把 β-(1,3)-D-葡聚

糖氧化为黑色腐殖物形成沉淀。己糖能够与酸共热生

成 5-羟甲基糠醛，在酸性条件下受热可进一步作用，

分解成已酰丙酸、甲酸和暗色的不溶缩合物（humin），
称腐黑物，因此 β-(1,3)-D-葡聚糖的结果非常低。 

4  结论 

通过单因素和正交试验，影响 β-(1,3)-D-葡聚糖含

量测定各因素的顺序依次为：预水解硫酸浓度>水解

温度>水解硫酸浓度>水解时间。水解参数为：预水解

硫酸浓度 12 mol/L、水解硫酸浓度 2 mol/L、水解温度

100 ℃、水解时间 24 h。β-(1,3)-D-葡聚糖测定含量为

83.1%。 
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图12 温度对长枣红色素稳定性的影响 

Fig.12 Thermo stability of red pigment of long jujube 

由图 12 可知，长枣红色素在 20~60 ℃吸光值变

化不大，色素对低温较稳定，当温度大于 60 ℃时，吸

光值变化较大，说明该色素在 60 ℃以上对热不稳定，

可能发生了一定程度的降解[9]。 

5  结论 

5.1  由实验可知，酶解醇提长枣红色素最佳工艺参数

为：料水比 1:20（m/V），粉碎度 60 目，酶解温度 50 ℃，

酶解时间 40 min，酶解 pH 为 6，加酶量 1%，酶解液

用 3 倍体积的 80%乙醇浸提，该条件下提取可得到深

红色浸膏状粗色素，得率为 9.85%。 
5.2  长枣红色素除在强氧化剂 H2O2和碱性条件中稳

定性较差外，在光照、低温、还原剂、酸性条件中均

具有良好的稳定性。 
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