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指数补料发酵提高鲁氏酵母 β-1,3-葡聚糖酶产量 
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摘要：高耐盐鲁氏酵母 A菌株（耐 24%盐）10 L 发酵罐产 β-1,3-葡聚糖酶的过程中，葡萄糖（YEPD）是鲁氏酵母 A 生长和产

酶的最适碳源，其发酵效率显著高于甘油（YEPG）和乙醇（YEPE），而乙酸钠的可利用性较差。YEPD 批培养生长效率（生物量）、

最大酶活力以及酶产率分别比 YEPG 和 YEPE 批培养提高了 1.89%和 29.88%、114%和 19.65%以及 188%和 33%。与 YEPD 批培养相

比，15~23 h 开始指数流加 YEPF 培养基，达到最大生物量的周期缩短 12 h，最大生物量提高 19.29%，而且 β-1,3 葡聚糖酶几乎以对

数增长的方式提前 6 h 合成到最大酶活力（44.99 U/mL），酶产率提高了 76.86%，达到 2.14 U/(mL·h)，实现了指数补料发酵的目的。

研究结果确定了有效提高鲁氏酵母 A 生物量和-1,3-葡聚糖酶产量的指数补料模型，为高耐盐鲁氏酵母菌剂和 β-1,3-葡聚糖酶产品有

效生产以及其在高活性酿造功能食品行业的应用打下了基础。 
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Abstract: High salt-tolerant Zygosaccharomyces rouxii A (tolerant of 24% NaCl) was used to produce -1,3-Glucanase in 10 L fermenter. 

Glucose (YEPD) is the optimum carbon source for yeast growth and enzyme production. Fermentation efficiency with YEPD batch culture is 

significantly higher than that with glycerol (YEPG) and ethanol (YEPE), respectively. Meanwhile, batch culture efficiency with acetate as 

carbon source was poor. The growth efficiency (biomass), the largest -1,3-Glucanase and enzyme productivity with YEPD batch cultivation 

was increased by 1.89% and 29.88%, 114% and 19.65%, 188% and 33% than that with YEPG and YEPE batch culture, respectively. Compared 

with the YEPD batch cultivation, exponential fed-batch with YEPF medium from 15 to 23 h, the time of maximum biomass was shorten by 12 h 

and the maximum biomass was increased by 19.29%. Moreover, -1,3-glucanase was nearly logarithmically synthesized to the largest enzyme 

activity (44.99 U/mL), the time of synthesis was shortened by 6 h and enzyme productivity was up to 2.14 U/(mL·h) that was increased by 

76.86%. Exponential fed-batch model for effective enhancement of biomass and β-1,3-glucanase production by Z. Rouxii A was confirmed by 

the results above, which laid the foundations for the effective production of high salt-tolerant Z. Rouxii A, -1,3-glucanase products and the 

application of them in highly active fermentative function food industry.  
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酵母细胞壁含有丰富的β-葡聚糖，其中85%左右为

β-1,3-1,6-葡聚糖，是维系酵母细胞壁骨架和刚性的主 
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要物质[1]。一定分子量的具有三股螺旋结构的酵母

β-1,3-1,6-葡聚糖是具有生物活性的高效生物应答物，

其在促进免疫以及抗肿瘤方面的功效已得到广泛认可
[2]，是一种市场潜力巨大的保健食品，并可由化学法和

酶解法制得[3]。酸热水解酵母细胞壁制备活性葡聚糖存

在水解程度（分子量和三股螺旋活性结构）不易控制、

环境保护压力大的缺点，而酶法水解位点专一、效率
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高，制备工艺环境友好，更符合国家可持续发展战略

的要求。 

-葡聚糖酶主要由细菌（芽孢杆菌）、真菌（酵母

菌、曲霉、毛霉等）和瘤胃微生物等合成，并在微生

物新陈代谢和形态发生过程中行使着重要功能[4]。酵母

在葡萄糖限制生长状态时能产生β-1,3-葡聚糖酶[5]。而

且，使用酵母来源的β-1,3-葡聚糖酶制备生物活性葡聚

糖产品，因其酶解位点专一性更强、分子量控制效率

高、三股螺旋空间结构不易破坏等优势而更能满足市

场对活性酵母β-1,3-1,6-葡聚糖的需求。 

近年来，β-葡聚糖酶的研究势头有增无减，生产方

法不断改进，来源范围不断扩大，在医药、纺织、饲

料、废水处理和日用化工等方面的应用价值正逐渐地

显现出来，其应用前景十分广阔[6]，特别是在食品发酵

工业中的应用。鲁氏酵母作为醇香型的酵母，在酱醅

保温发酵过程中占酵母菌总数的45%
[7]，是提升酱油品

质和功能中的重要菌种。酿造行业对高耐盐性鲁氏酵

母菌剂产品的需求持续增强，但是有关鲁氏酵母产

β-1,3-葡聚糖酶研究和生产的报道不多[8]，因此，若能

在发酵培养鲁氏酵母获得菌剂产品的同时还能高效生

产β-1,3-葡聚糖酶产品以满足上述行业的需求，无疑会

进一步体现出显著的经济效益和社会效益。 

指数流加发酵是建立在对物料平衡及反应动力学

基础上的常用前置流加控制方法，使限制性基质的供

给与反应器中细胞量随时间的指数增加相适应[9]。考

虑到酵母是在葡萄糖限制生长状态时产生专一性的

β-1,3-葡聚糖酶。因此，以本实验室筛选的高耐盐鲁氏

酵母为发酵菌株，研究了碳源底物、批发酵、指数补

料批培养对鲁氏酵母生物量和-1,3-葡聚糖酶产量的

影响，并确定了有效提高鲁氏酵母 A 生物量和-1,3-

葡聚糖酶产量的指数补料模型，为高耐盐鲁氏酵母 A

及 β-1,3-葡聚糖酶在高活性酿造功能食品中的应用打

下了基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料和仪器 

1.1.1  菌种 

鲁氏酵母 A（Zygosaccharomyces rouxii A），耐盐

24%，由实验室保存。 

1.1.2  培养基 

YEPD 培养基（g/L）：酵母浸粉 10、蛋白胨 20、

葡萄糖 20。 

YEPG 培养基（g/L）：酵母浸粉 10、蛋白胨 20、

甘油 60。 

YEPE 培养基（g/L）： 酵母浸粉 10、蛋白胨 20、

葡萄糖 5，灭菌后加入终浓度为 15 g/L 的乙醇。 

YEPF 培养基（g/L）：酵母浸粉 10、蛋白胨 20、

葡萄糖 50。 

培养基灭菌条件：115℃，20 min。 

1.1.3  仪器 

DELTA 320 pH 计，梅特勒托利多仪器（上海）

有限公司；立式压力蒸汽灭菌器，上海博迅实业有限

公司医疗设备厂；SGJ-10 L/C 发酵罐，上海联环生物

工程设备有限公司；TG18M 台式高速离心机，长沙平

凡仪器仪表有限公司；HNY-211B 全温振荡培养箱，

天津欧诺仪器仪表有限公司；冷冻离心机，Eppendorf 

5417R 型（德国）；DZF-6020 电热鼓风干燥箱，重庆

试验仪器有限公司；UVmini-1240 紫外可见分光光度

计，岛津制作所；生物传感仪，山东省生物科学研究

院。 

1.2  方法 

1.2.1  不同碳源对鲁氏酵母A发酵生长的影响 

鲁氏酵母A的新鲜斜面加入9 mL无菌生理盐水，

制备菌悬液，接入不同碳源替代 YEPD 葡萄糖的各发

酵摇瓶培养基中，30 ℃，180 r/min，培养 19 h 后，

测定菌体光密度值，确定碳源替代对菌体生长的影响。

碳源替代设计如表 1 所示： 

表1 不同碳源替代YEPD葡萄糖设计 

Table 1 The design of carbon source substitution for glucose in 

YEPD 

碳源/浓度 碳源 1/浓度 碳源 2/浓度 碳源 3/浓度 

葡萄糖/2% 甘油/2% 乙醇/2% 乙酸钠/2% 

1.2.2  YEPG 培养基对鲁氏酵母 A 产 β-1,3-葡

聚糖酶的影响 

YEPG 培养的鲁氏酵母 A 种子液（吸光值为

11.15±0.11），以 10%的接种量接入装有 YEPG 发酵培

养基的 10 L 发酵罐中（接后体积为 6 L）。控制发酵温

度 30 ℃，转速 300 r/min，通气量 1 vvm。周期取样，

测量菌体生物量（干重）、酶活力和 pH，并采用乙酰

丙酮法[10]测定甘油含量。 

1.2.2.1  生物量（干重）测定 

取 8 mL 发酵液，立即于 4 ℃的冷冻离心机，8000 

r/min 离心 10 min，沉淀放在 105 ℃烘箱中，烘至恒

重，得菌体干重。 

1.2.2.2  酶液的制备 

分别取 8 mL 发酵液，立即于 4 ℃的冷冻离心机，

8000 r/min 离心 10 min，上清液分别用于葡萄糖测定

和作为粗酶液测定酶活力。 
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1.2.2.3  酶活力样品处理及测定方法 

实验组样品处理：取 40 ℃恒温水浴预热 10 min

的 0.10%的碱不溶性 β-1,3-1,6-葡聚糖（安琪酵母股份

有限公司）悬浮液 2 mL 和 40 ℃恒温水浴预热 10 min

的酶液 2 mL，混匀，于 40 ℃恒温水浴反应 15 min（反

应 5 min 左右震荡一次）。反应结束后立即沸水浴处理

5 min，后 5000 r/min 离心 10 min。收集上清于 5 mL

的比色管中，再用 pH 为 5.50 的 0.10 mol/L 的乙酸缓

冲溶液定容至 5 mL，得实验组样液，用于检测。 

对照组样品处理时用 pH 为 5.50 的 0.10 mol/L 的

乙酸缓冲溶液代替 0.10%的 β-1,3-1,6-葡聚糖悬浮液 2 

mL，反应结束后立即沸水浴处理 5 min，5000 r/min

离心 10 min 后收集上清用 pH 为 5.50 的 0.10 mol/L的

乙酸缓冲溶液定容至 5 mL，得对照组样液，用于检测。 

葡萄糖含量测定采用 3.5-二硝基水杨酸法[11]。

β-1,3-葡聚糖酶活单位定义为：在上述测定条件下，每

分钟从底物溶液中降解释放 1 µg 葡萄糖所需要的酶

量为 1 个酶活力单位（U）。 

1.2.3  YEPE 培养基对鲁氏酵母 A 发酵生长产

β-1,3-葡聚糖酶的影响 

YEPE 培养的鲁氏酵母 A 种子液（吸光值为

10.95±0.14），以 10%的接种量接入YEPE培养基中（接

后体积为 6 L）。控制发酵温度 30 ℃，转速 300 r/min ，

通气量 1 vvm。周期取样，测量菌体生物量（干重）、

酶活力、pH、葡萄糖含量、乙醇含量（生物传感仪测

定）。 

酶活力测定：酶液的制备方法同 1.2.2.2，酶活力

样品处理及测定方法同 1.2.2.3，其中酶反应底物替换

成 0.10%的水溶性-1,3-1,6 葡聚糖（安琪酵母股份有

限公司）溶液。 

1.2.4  YEPD 培养基对鲁氏酵母 A 发酵生长产

β-1,3-葡聚糖酶的影响 

YEPD 培养的鲁氏酵母 A 种子液（吸光值为

11.45±0.17），以 10%的接种量接到装有 YEPD 发酵培

养基的 10 L 发酵罐中（接后体积为 6 L）。控制发酵温

度 30 ℃，转速 300 r/min ，通气量 1 vvm。周期取样，

测量菌体生物量（干重）、酶活力、pH 和葡萄糖含量。 

酶活力测定同 1.2.3。 

1.2.5  指数流加YEPF培养基对鲁氏酵母A 发

酵生长产 β-1,3-葡聚糖酶的影响 

按1.2.4进行批培养，15 h指数流加YEPF培养基，

8 h 后停止流加。溶氧与转速偶联控制在 10-20%，周

期取样，测量菌体生物量（干重）、酶活力、pH 和葡

萄糖含量。 

酶活力测定方法同 1.2.3。 

简化指数流加模型： 

简化指数流加补料速率参考方程（1）进行[12]： 

F=μ(VX)0 exp(μt)/ Yx/s(SF-S)                （1） 

式中 X 和 S 分别为细胞和底物浓度(g/L)，μ为比生长速率

(h-1)，V 为发酵液体积(L)，SF 为补加葡萄糖的浓度(g/L)，Yx/s

为细胞对底物（葡萄糖）的得率系数(g/g)，(VX)0 为培养体系

的初始细胞量(g)，t 为流加时间(h)。 

式中的有关参数取值见表 2： 

表2 指数流加模型中有关参数设定 

Table 2 The parameters in exponential fed-batch model 

参数 μ/h-1 Yx/s/(g/g) SF/(g/L) S/(g/L) 

设定值 0.14 0.50 50 1 

1.3  数据分析  

所得实验数据均为最少 3 次平行实验的平均值。 

2  结果与分析 

2.1  不同碳源对鲁氏酵母 A 发酵生长的影响 

酵母在葡萄糖限制生长状态时产生专一性的

β-1,3-葡聚糖酶，考虑到发酵液中的残糖（葡萄糖）可

能对以葡萄糖为指标定义 β-1,3-葡聚糖酶活力的测定

产生影响，而甘油、乙醇和乙酸盐又是能被酵母利用

的常用碳源[12]。因此，考察了不同碳源替代 YEPD 培

养基中的葡萄糖对鲁氏酵母 A 生长的影响。实验结果

如图 1 所示： 

 
图1 不同碳源替代YEPD葡萄糖对鲁氏酵母A菌体生长的影响 

Fig.1 Influence of different carbon source substitution for 

glucose in YEPD on cell growth of Z. rouxii A 

由图 1 可知：葡萄糖是鲁氏酵母 A 生长的最适碳

源，甘油、乙醇和乙酸钠三种替代碳源在相同条件下

培养鲁氏酵母 A，菌体光密度值 OD600 nm分别为 7.42、

6.52 和 3.62，均低于葡萄糖为碳源时的 11.45。鲁氏酵

母 A 以甘油为碳源时，菌体密度分别是以乙醇和乙酸

钠为碳源的 1.14 和 2.05 倍。三种替代碳源中甘油是最

适碳源，乙醇次之，而乙酸钠的可利用性较差。因此
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考察了替代YEPD葡萄糖的YEPG和YEPE培养基批

发酵过程对鲁氏酵母 A 生长和产 β-葡聚糖酶的影响。 

2.2  YEPG 培养基对鲁氏酵母 A 发酵生长产

β-1,3-葡聚糖酶的影响  

YEPG培养基在10 L的发酵罐中发酵培养鲁氏酵

母 A，菌体生长和 β-1,3-葡聚糖酶活力变化如图 2 所

示： 

 

图2 YEPG培养基对鲁氏酵母A发酵生长和产β-1,3-葡聚糖酶

的影响 

Fig.2 Influence of YEPG on cell growth and -1,3-glucanase of 

Z. rouxii A 

经过近 6 h 的延迟期，细胞对数生长至 15 h，后

经过 6 h 适应期进入二次生长期至 27 h。30~39 h 进行

三次生长，最大生物量 10.58 g/L。伴随着二、三次生

长，pH 经历了 2 次明显的回升，而且期间酶活性在

36 h 达到最大值（15.28 U/mL）后大幅反复波动，酶

产率为 0.42 U/mL/h。可能的原因：一、结合二三次生

长现象，发酵液中的碳氮源可能不足，β-1,3-葡聚糖酶

蛋白被反复合成与降解；二、由于酶活力定义检测产

物为葡萄糖，因此，酶活力测定体系中的酵母 β-1,3-

葡聚糖悬浊液可能影响了酶催化反应的稳定性。同时，

由发酵过程的甘油消耗曲线确定乙酰丙酮法测定甘油

含量不能满足测定要求。 

综上所述，YEPG 培养基发酵培养高耐盐菌株-

鲁氏酵母 A 不具备优势；以葡萄糖定义 β-1,3-葡聚糖

酶活性时，酶活力测定体系的底物应使用水溶性的酵

母 β-1,3-葡聚糖。 

2.3  YEPE 培养基对鲁氏酵母 A 发酵生长产

β-1,3-葡聚糖酶的影响 

基于 2.1 和 2.2 的结果，考察了 YEPE 培养基对鲁

氏酵母 A 发酵生长和产 β-1,3-葡聚糖酶的影响。实验

结果如图 3 所示： 

 
图3 YEPE培养基对鲁氏酵母A发酵生长和产β-1,3-葡聚糖酶

的影响 

Fig.3 Influence of YEPE on cell growth and -1,3-glucanase of 

Z. rouxii A  

葡萄糖在 12 h 基本耗尽，同时乙醇也被利用了

5.50 g/L，12~21 h 乙醇被快速利用至 3.96 g/L，至 48 h

被缓慢利用至 1 g/L 左右。经过近 6 h 的延迟期，细胞

进入一次生长至 36 h（生物量为 5.69 g/L），在 39 h 进

入二次生长，48 h 最大生物量为 8.30 g/L。同时，伴

随着一次生长，酶活力迅速增加至 30 h 的最大酶活

（27.38 U/mL），酶产率为 0.91 U/mL/h。但是 30~51 h，

随着细胞二次生长，酶活力迅速下降至 16.63 U/mL。

二次生长时生物量提高了 31.45%，而过程中的碳源

（乙醇和葡萄糖）仅有 1.50 g/L 左右，这是不足以支

持二次生长的，而 β-1,3 葡聚糖酶的降解可以缓解二

次生长对碳氮源的需求，因而30 h后酶活性迅速下降。 

2.4  YEPD 培养基对鲁氏酵母 A 发酵生长产

β-1,3-葡聚糖酶的影响 

YEPD发酵培养基在发酵过程中对鲁氏酵母A菌

体生长和 β-1,3-葡聚糖酶活力变化如图 4 所示。 

 
图4 YEPD培养基对鲁氏酵母A发酵生长和产β-1,3-葡聚糖酶

的影响 

Fig.4 Influence of YEPD on cell growth and -1,3-glucanase of 

Z. rouxii A  

经过近 6 h 的延迟期，细胞进入了对数生长期，
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15 h 的生物量达 8.56 g/L。经过代谢的调整，于 21 h

开始二次生长至 33 h（生物量为 10.78 g/L）。伴随葡

萄糖快速利用并在 12 h 降至 1.41 g/L，pH 也在 12 h

降至最低，稳定在 5.14 左右至 36 h，而后随细胞二次

自溶而快速回升至 5.46 左右。乙醇浓度随着葡萄糖的

利用而快速积累至 15 h 的 2.72 g/L，并随着细胞的二

次生长被迅速利用，降至 36 h 的 0.08 g/L。同时发现，

伴随细胞的一次生长，β-1,3-葡聚糖酶活力升至 21.83 

U/mL（18 h），并随着乙醇的快速利用以及细胞的二

次生长增加至 32.76 U/mL（27 h），酶产率为 1.21 

U/mL/h。这与 Kwang 等的报道[5]一致：β-1,3-葡聚糖

酶在葡萄糖限制条件下合成，并与生长偶联。 

因此，YEPD 发酵批培养鲁氏酵母产 β-1,3-葡聚

糖酶周期应控制在 27 h 左右，若进行补料批发酵，应

考虑在 15~18 h 开始补入。 

根据前期发酵罐培养鲁氏酵母A所得的实验数据

进行动力学计算，获得部分动力学参数如表 3 所示： 

表3 YEPD批培养过程发酵动力学参数 

Table 3 Fermentation kinetic parameters in batch culture of 

YEPD 

参数 µmax/h
-1 Yx/s/(g/g) S/(g/L) 

计算值 0.18 0.50 1 

数据与毕赤酵母的 µmax和 Yx/s报道[12]相近。 

2.5  指数流加 YEPF 培养基对鲁氏酵母 A 发酵

生长产 β-1,3-葡聚糖酶的影响   

 
图5 指数流加YEPF培养基对鲁氏酵母A发酵生长产β-1,3-

葡聚糖酶的影响 

Fig.5 Influence of exponential feeding YEPF on cell growth and 

-1,3-glucanase of Z. rouxii A  

由图 2~4 可知：最大生物量在 YEPD 批培养中于

33 h 达到，分别比 YEPG 和 YEPE 批发酵提前了 6 h

和 15 h，生物量也提高了 1.89%和 29.88%；最大酶活

性也分别提高了 114%和 19.65%；YEPD 发酵批培养

的 β-1,3-葡聚糖酶产率为 1.21 U/(mL∙h)，分别比 YEPG

和 YEPE 批发酵提高了 188%和 33%，具有明显的优

势，而且残糖也未对酶活性检测产生影响。因此，确

定 YEPD 培养基作为鲁氏酵母 A 发酵生长产 β-1,3-葡

聚糖酶的基础培养基。考虑到 β-1,3-葡聚糖酶合成与

生长偶联以及酶蛋白合成对氮源的需求，确定补料培

养基用 YEPF 培养基。同时，指数流加模式比溶氧流

加或糖浓度控制流加模式有明显的优势[12]，因此，结

合表 3 所获得的动力学参数，考察了发酵培养 15~23 h

指数流加 YEPF 培养基对鲁氏酵母 A 菌体生长和

β-1,3-葡聚糖酶活力的影响。结果如图 5 所示。经过近

6 h 的延迟期，细胞进入对数生长期，12 h 生物量为

7.16 g/L，此时，葡萄糖几近耗尽（2.08 g/L），pH 也

降至低值（5.18），酶活力为 13.68 U/mL。15~23 h 开

始进行指数补料，细胞维持了对数生长至 21 h（对应

最大生物量为 12.86 g/L），比 YEPD 批培养 33 h 生物

量达到 10.78 g/L，周期缩短了 12 h，生物量提高了

19.29%。期间，葡萄糖并没有出现积累情况，而是迅

速被利用，并维持在 1.00 g/L 左右；pH 维持在 5.10

左右；β-1,3-葡聚糖酶的产率为 2.14 U/mL/h，几乎是

以对数合成的方式提高到 21 h 的最高酶活（44.99 

U/mL），比 YEPD 批培养 27 h 酶活力至 32.76 U/mL，

周期提前了 6 h，酶产量提高了 37.33%，酶产率也提

高了 76.86%，实现了指数补料的目的。但是，指数流

加补料发酵 21 h 后 pH 迅速上升、酶活性快速下降、

细胞也进入稳定期不再进行对数生长。指数流加

YEPF 培养基中的葡萄糖浓度需要在下一步研究中继

续进行调整和优化。 

3  结论 

3.1  高耐盐鲁氏酵母A菌株发酵产 β-1,3-葡聚糖酶的

过程中，葡萄糖是鲁氏酵母 A 生长和产酶的最适碳源

（YEPD 培养基），其发酵效率显著高于甘油（YEPG）

和乙醇（YEPE）碳源，而乙酸钠的可利用性较差。

YEPD 批培养生长效率（生物量）比 YEPG 和 YEPE

批培养提高了 1.89%和 29.88%；最大酶活性也分别提

高了 114%和 19.65%。β-1,3-葡聚糖酶产率为 1.21 

U/mL/h，分别比 YEPG 和 YEPE 批发酵提高了 188%

和 33%。与 YEPD 批培养相比，15~23 h 开始指数流

加 YEPF 培养基，达到最大生物量的周期缩短 12 h，

最大生物量提高 19.29%，而且 β-1,3-葡聚糖酶几乎以

对数增长的方式提前 6 h 合成到最大酶活力（44.99 

U/mL），酶产率为 2.14 U/mL/h，也提高了 76.86%，

实现了指数补料发酵的目的。 

3.2  研究结果确定了有效提高鲁氏酵母生物量和

-1,3-葡聚糖酶产量的指数补料模型，为高耐盐鲁氏酵
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母菌剂和 β-1,3-葡聚糖酶产品有效生产以及在高活性

酿造功能食品行业的应用打下了基础。 
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