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摘  要 : 固态下酵母自溶可以有效促进菌体内多种活性物质的释放，进而提高酵母类产品的品质。通过优化自溶温

度、自溶时间及自溶促进剂锌离子浓度以获得固态发酵下酵母自溶的最佳工艺，对固态发酵物料中游离氨基酸、可

溶性蛋白、α-氨基氮含量和 A260/A280 等指标的分析来确定固态酵母自溶工艺条件，在此基础上以自溶温度 40 ℃、

50 ℃、55 ℃；作用时间 12、18、24 h；锌离子添加浓度 2、4、8 mg/kg 设置 L9(33)正交试验，进一步优化固态酵母

自溶的工艺参数。结果表明酵母自溶的最佳工艺条件为：自溶温度 55 ℃、作用时间 18 h、锌离子浓度 2 mg/kg，此

时其可溶性蛋白含量可达 9.31 mg/g、游离氨基酸 14.36 mg/g、α-氨基氮 10.16 μg/g、A260/A280 为 1.73。经工艺优化后，

可显著提高酵母自溶产物可溶性蛋白、游离氨基酸和 α-氨基氮的含量，从而明显提高了复合菌培养物的品质。 

关键词 : 固态发酵，酵母自溶，工艺条件  
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Abstract:  Yeast autolysis under solid-state fermentation can effectively promote the release of various active substances, 

·生物技术与方法· 
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thereby improving the quality of yeast products. The optimal process for yeast autolysis under solid-state fermentation was 
obtained by optimizing the autolysis temperature, autolysis time and the zinc ion concentration. We analyzed the indexes of free 
amino acid, soluble protein and α-amino nitrogen in the fermentation material, as well as A260/A280 ratio to determine yeast 
autolysis process conditions in the solid-state fermentation. On the basis of the obtained data, L9 (33) orthogonal test was 
designed to optimize the solid-state fermentation parameters for yeast autolysis: temperature at 40, 50 and 55 °C; time 12, 18 and 
24 h; zinc ion concentration 2, 4 and 8 mg/kg. The optimum process conditions for yeast autolysis were: autolysis temperature 
55 °C, time 18 h, zinc ion concentration 2 mg/kg, and soluble protein content reached 9.31 mg/g, free amino acid 14.36 mg/g, 
α-amino nitrogen 10.16 μg/g and A260/A280 1.73. After optimization of the process, the soluble protein, free amino acid and 
α-amino nitrogen contents of the yeast autolysis production can be significantly increased, thereby obviously improving the 
quality of the composite culture. 

Keywords:  solid-state fermentation, yeast autolysis, process conditions 

酵母自溶是指活性酵母细胞内的蛋白酶、核

酸酶、碳水化合物水解酶在特定条件下被激活后，

作用于相应的底物，从而将胞内大分子物质如多

糖、氨基酸、蛋白质、多肽、核酸、核苷酸等降解

成能通过酵母细胞壁的小分子营养物质，释放到体

外的过程[1-3]。研究者们通过超声波、温差法[4]，

或添加 NaCl、乙醇、锌离子等化学物质[5-7]，或

采用外加酶[8]等方法来提高酵母自溶得率。对酵母

自溶的研究多数是围绕自溶温度、时间和促进剂展

开的，提高自溶温度、作用时间可以大幅提高氨基

氮得率[9]。杨建梅等[4]研究表明自溶温度 50 ℃、

自溶 24 h、NaCl 添加量达 3%时，啤酒酵母自溶

液中总糖量、游离氨基氮含量达到最大。在酵母

自溶过程中添加适量的锌离子浓度可提高游离氨

基氮、氨基酸的含量[10]，啤酒酿造中锌离子可激

活酶的活性、促进糖化、发酵等[11]。赵志云等[5]

研究发现，当锌离子添加量为 0.8 mg/L、1.6 mg/L

时可加速酵母自溶，添加量为 0.2–0.4 mg/L 时，可

延缓酵母自溶。尽管对酵母自溶条件的研究甚多，

但多数是在液态条件下进行的，而对固态发酵下

酵母自溶条件研究报道较少。课题组研制的复合

菌培养物是在固态发酵下获得的，该制剂含有甘

露聚糖、β-葡聚糖、多肽、氨基酸、核酸等多种

营养活性物质[12]，这些营养物质能够刺激动物肠

胃内的微生物增殖，促进动物健康生长，进而达到

提高饲料利用率和改善动物性能的目的，并且营养

活性物质的含量决定着复合菌培养物的功效[13]。

固态发酵过程中促进酵母自溶可有利于上述营养

活性物的产生。酵母自溶时可释放多种活性营养

物质，用某一种物质含量的变化作为判定酵母自

溶程度的依据并不全面。蛋白质的酶促降解是酵

母自溶过程中最重要的生化反应，其水解产物主要

是一些蛋白质、多肽、氨基酸等，对蛋白质及其水

解产物的测定能及时反映酵母变化情况[14-15]，其

中可溶性蛋白、游离氨基酸、α-氨基氮等物质会

随着酵母自溶程度的加强而不断释放到细胞外。

A260/A280 是一个综合反映蛋白质和核酸类物质含

量关系的物理量，随着自溶程度的增大，自溶所

产生核酸物质所占比例越来越大，A260/A280 值逐

渐增大[16]。本研究通过对上述 4 个指标的测定来

研究固态发酵下自溶温度、时间和促溶剂对酵母

自溶的影响，为固态条件下酵母自溶和营养活性

物质的生产提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  活性酵母的制备 
将酿酒酵母菌 XR4 和 BC 分别接种于麦芽汁

液体培养基中，30 ℃、180 r/min 活化培养 48 h。

枯草芽孢杆菌 A15 接种于营养肉汤液体培养基

中，37 ℃、180 r/min 活化培养 24 h，4 ℃原容器

内保存待用。其中，酿酒酵母菌 (编号 XR4、BC)、

枯草芽孢杆菌 (编号 A15)，均来源于内蒙古农业大
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学兽医学院反刍动物微生态制剂课题组菌种库。 

1.2  酵母发酵饲料的制备 
根据课题组前期的研究结果，本试验发酵

料配方由 15%麸皮、40%玉米、6%米糠、15%
枣粉、4%玉米皮、15%豆粕和一定量的复合无

机盐组成 [12]。 

1.3  发酵时自溶温度和时间优化 
按固态发酵组方称取 500 g 发酵底物置于不

锈钢盒中，每个自溶温度下 3 个平行样，接水量

约为 45%，复合菌接种量为 20%，其比例 BC∶
XR4∶A15 为 2∶2∶1，将湿的双层纱布盖于发酵

盒口，30 ℃恒温培养箱中发酵 28 h 后，分别转至

40 ℃、45 ℃、50 ℃、55 ℃、60 ℃恒温培养箱中

进行酵母菌自溶。在自溶 0 h、6 h、12 h、18 h、
24 h、30 h 时分别从上述各温度发酵盒的 4 个角

及中央 5 个位置共取样 5 g，每个自溶温度、时间

下取 3 个平行样于 100 mL 三角瓶中。加入 45 mL
去离子水 10 倍稀释，经漩涡振荡仪振荡 10 min，
经 4 层脱脂棉纱布过滤后，再用 0.45 μm 细菌过

滤器二次过滤，测定滤液中可溶性蛋白、游离氨

基酸、α-氨基氮、A260/A280 比值。 

1.4  添加锌离子试验优化 
在发酵料配制时，将锌离子加入发酵液内，

其添加浓度分别为 0、0.1、2、4、8 mg/kg。根据

1.3 试验结果确定自溶温度，自溶时间 0、6、12、
18、24、30 h，以上述相同的方法取样并测定可

溶性蛋白等 4 项指标。 

1.5  测定方法 
A260/A280：紫外分光光度计测得 A260 与 A280

处吸光光度值[16]。 

可溶性蛋白测定：采用 BCA 法测定[17]。 

α-氨基氮测定：采用茚三酮法测定[18]。 

游离氨基酸测定：采用分光光度法测定[19]。 

1.6  数据统计与分析 
利用 Excel 对数据进行基础处理，用 SAS 9.0

软件中的 ANOVA 对数据差异性进行分析，试验

结果以平均值标准误 ( x s ) 表示，用 DPS 14.0

数据处理系统中的 Topsis 法对数据进行综合评价。 

2  结果与分析 

2.1  不同温度和作用时间对酵母自溶可溶性

蛋白含量的影响  
由表 1 可知，在 0–18 h 内，温度为 55 ℃、

60 ℃时，随着自溶时间的延长，可溶性蛋白含量

逐渐增加，18 h 后各组的变化并没有表现出明显

的规律。在 40 ℃、50 ℃条件下，自溶 24 h、30 h

时的可溶性蛋白含量显著高于 0–12 h (P<0.05)。

60 ℃时，自溶 18 h、24 h、30 h 的可溶性蛋白含

量显著高于 0–12 h (P<0.05)。随着温度的增加，

可溶性蛋白含量也呈增长趋势。自溶 24 h、30 h

时，50 ℃、55 ℃和 60 ℃条件下可溶性蛋白含量

差异不显著 (P>0.05)，但显著高于 40 ℃、45 ℃

组 (P<0.05)。总之，在 50 ℃、55 ℃、60 ℃条件

下进行酵母自溶，可溶性蛋白含量显著高于 
 

表 1  不同温度和作用时间对可溶性蛋白质含量的影响 (mg/g)  
Table 1  Effects of different temperature and time points on soluble protein contents (mg/g) 

 40 °C 45 °C 50 °C 55 °C 60 °C 
0 h 4.90±1.20BCa 4.86±0.45Ca 4.66±0.69Ca 5.07±1.06Ca 4.61±0.29Ea 
6 h 4.53±0.75BCc 5.10±0.63Cbc 6.24±0.44BCab 5.72±0.92Cabc 6.89±0.74Da 
12 h 4.23±0.20Cd 5.71±0.45BCc 5.33±0.43Ccd 7.30±0.94BCb 9.32±1.07Ca 
18 h 5.69±0.28ABc 6.63±0.80Bc 7.65±0.94Bc 10.05±2.20Ab 12.45±1.31Aa 
24 h 6.17±0.30Ab 6.49±0.57Bb 10.67±1.80Aa 9.80±1.38ABa 10.08±1.15BCa 
30 h 6.10±0.51Ac 7.92±0.31Ab 10.70±0.32Aa 10.37±1.80Aa 11.67±1.06ABa 

The different uppercase letters of the same column data showed significant difference (P<0.05). The different lowercase letters 
of the same peer data showed significant difference (P<0.05). 
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40 ℃、45 ℃组 (P<0.05)，三者之间并无显著差异 

(P>0.05)，自溶进行到 18–30 h 时，效果较为彻底。 

2.2  不同温度和作用时间对酵母自溶游离氨

基酸含量的影响 
由表 2 可知，在 0–18 h 内，随着自溶时间的

延长，温度为 50 ℃、55 ℃、60 ℃时，游离氨基

酸含量逐渐上升，18 h 以后，55 ℃组表现为先降

低再升高的趋势，而 40 ℃、50 ℃、60 ℃组呈先

升高后降低的态势。在 40 ℃条件下，自溶 18 h、

24 h、30 h 的游离氨基酸含量显著高于 0–12 h 

(P<0.05)。在 60 ℃条件下，自溶 24 h、30 h 的游

离氨基酸含量显著高于 0–18 h (P<0.05)。随着作

用时间的延长和自溶温度的升高，游离氨基酸含

量均呈逐渐增加的趋势。自溶 30 h 时，55 ℃、60 ℃

温度组游离氨基酸含量差异不大 (P>0.05)，但显

著高于 40 ℃、45 ℃、50 ℃组 (P<0.05)。综合来

看，在 55 ℃、60 ℃条件下进行酵母自溶，游离

氨基酸含量显著高于 40 ℃、45 ℃、50 ℃组 

(P<0.05)，当自溶进行到 24–30 h，游离氨基酸含

量显著高于 0–18 h (P<0.05)。 

2.3  不同温度和作用时间对酵母自溶 α-氨基

氮含量的影响 
由表 3 可知，在 0–30 h 内，随着自溶时间的

延长，温度为 40–60 ℃时，α-氨基氮含量呈逐渐

上升态势。在 40 ℃、45 ℃条件下，自溶 30 h 时，

α-氨基氮含量显著高于 0–24 h (P<0.05)。在 50 ℃

条件下，自溶 24 h、30 h 时，α-氨基氮含量显著

高于 0–18 h (P<0.05)。在 60 ℃条件下，自溶 18、

24、30 h 时，α-氨基氮含量显著高于 0–12 h 

(P<0.05)。随着自溶温度的升高，α-氨基氮含量也

逐渐增加，当温度达到 55 ℃时，增长趋于平缓。

自溶 6 h 时，50 ℃、55 ℃、60 ℃组的 α-氨基氮含

量著高于 40 ℃、45 ℃组 (P<0.05)。自溶 18 h、

24 h，温度为 60℃时，α-氨基氮含量著高于

40–55 ℃组 (P<0.05)。总之，55 ℃、60 ℃条件下

进行酵母自溶时，α-氨基氮含量显著高于 40 ℃、 
 

表 2  不同温度和作用时间对游离氨基酸含量的影响 (mg/g)  
Table 2  Effects of different temperature and time points on free amino acid contents (mg/g) 

 40 °C 45 °C 50 °C 55 °C 60 °C 
0 h 8.04±2.01Bb 11.07±3.75Ca 9.86±2.73Cb 10.38±2.76Dab 12.44±4.01Ca 
6 h 7.76±0.97Bc 13.69±7.22Cc 15.75±4.46BCbc 24.48±3.75Ca, 25.67±6.41Ba 
12 h 10.55±1.81Bb 15.89±4.04BCab 17.93±4.53BCab 21.45±1.77Ca 23.49±6.46Ba 
18 h 16.15±1.64Ac 12.91±1.85Cc 23.89±6.56ABb 32.26±2.17Ba 27.31±3.54Bab 
24 h 20.54±3.67Ad 23.61±4.99ABcd 29.87±2.29Ab 27.82±2.47BCbc 42.74±0.78Aa 
30 h 17.05±4.79Ac 27.57±5.54Ab 28.80±5.41Ab 42.19±6.59Aa 40.61±3.12Aa 

The different uppercase letters of the same column data showed significant difference (P<0.05). The different lowercase letters 
of the same peer data showed significant difference (P<0.05). 

 

表 3  不同温度和作用时间对 α-氨基氮含量的影响 (μg/g)  
Table 3  Effects of different temperature and time points on α-amino nitrogen contents (μg/g) 

 40 °C 45 °C 50 °C 55 °C 60 °C 
0 h 5.89±0.18CDa 4.53±20Ec 5.10±0.17Cb 5.29±0.17Eb 5.38±0.51Dab 
6 h 5.19±0.52Db 5.29±0.23Cb 7.63±0.22Ba 6.93±39Da 7.63±0.52Ca 
12 h 6.02±0.37Cc 5.73±0.42CDc 7.67±0.32Bb 8.71±0.40Ca 8.99±0.30Ba 
18 h 5.92±0.47Dd 6.19±0.20Cd 8.32±0.42Bc 9.09±0.21BCb 10.07±0.27Aa 
24 h 8.23±0.25Bc 8.83±0.36Bbc 10.61±0.65Aa 9.47±0.53Bb 10.54±0.59Aa 
30 h 9.91±0.49Ac 10.35±0.27Abc 11.08±0.43Ab 11.84±0.27Aa 10.08±0.48Ab 

The different uppercase letters of the same column data showed significant difference (P<0.05). The different lowercase letters 
of the same peer data showed significant difference (P<0.05). 
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45 ℃、50 ℃组 (P<0.05)。当自溶进行到 18–30 h，

α-氨基氮含量显著高于 0–12 h (P<0.05)。 

2.4  不同温度和作用时间对酵母自溶 A260/A280

值的影响 
由表 4 可知，在 0–18 h 内，随着自溶时间的

延长，温度为 50–60 ℃时，A260/A280 值呈增大趋

势。温度为 50 ℃时，自溶 18 h、24 h 时 A260/A280

值显著大于 0–18 h (P<0.05)。温度为 55 ℃时，自溶

18 h、24 h、30 h 时，A260/A280 值显著大于 0–12 h 

(P<0.05)。自溶 18 h、24 h、30 h 时，50 ℃、55 ℃

和 60 ℃ 3 个温度组之间的 A260/A280值无显著差异 

(P>0.05)，但均显著大于 40 ℃、45 ℃组 (P<0.05)。

总体来讲，50 ℃、55 ℃、60 ℃条件下进行酵母

自溶，A260/A280 显著高于 40 ℃、45 ℃组 (P<0.05)，

三者之间并无显著差异 (P>0.05)。自溶 18–30 h

时，A260/A280 显著高于 0–12 h (P<0.05)。 

2.5  不同锌离子浓度对可溶性蛋白含量的影响 
由图 1 可知，锌离子浓度为 2–4 mg/kg，自溶

18–24 h 时，随着锌离子浓度增加，可溶性蛋白含

量呈增加态势。自溶 6 h 时，4 mg/kg 组可溶性蛋白

含量显著高于 0–2 mg/kg 组、8 mg/kg 组 (P<0.05)。

当锌离子添加量为 8 mg/kg，自溶至 12、18、24、

30 h 时，可溶性蛋白含量显著高于 0–4 mg/kg 组  

 

表 4  不同温度和作用时间对 A260/A280 值的影响 
Table 4  Effects of different temperature and acting time points on A260/A280 values 

 40 °C 45 °C 50 °C 55 °C 60 °C 
0 h 1.59±0.01Db 1.70±0.04BCa 1.73±0.02Ca 1.75±0.02Da 1.69±0.04Ca 
6 h 1.60±0.04Dc 1.77±0.03ABb 1.79±0.01Bb 1.79±0.01CDb 1.85±0.01Aba 
12 h 1.67±0.02Cb 1.68±0.02Cb 1.80±0.01Ba 1.80±0.01CDa 1.81±0.02Ba 
18 h 1.72±0.01ABb 1.73±0.02BCb 1.90±0.01Aa 1.84±0.06BCa 1.85±0.02Aba 
24 h 1.68±0.01BCc 1.76±0.01ABb 1.91±0.05Aa 1.90±0.01ABa 1.84±0.01Aba 
30 h 1.76±0.01Ac 1.82±0.02Ab 1.76±0.02BCc 1.92±0.01Aa 1.89±0.03Aa 

The different uppercase letters of the same column data showed significant difference (P<0.05). The different lowercase letters 
of the same peer data showed significant difference (P<0.05). 

 

 
 

图 1  不同锌离子浓度对可溶性蛋白含量的影响 
Fig. 1  Effects of different zinc ion concentrations on soluble protein contents. The different capital letters showed 
significant difference in the different time in same group (P<0.05). The different small letters showed significant 
difference of different group in the same time (P<0.05).  
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(P<0.05)。总体来看，当锌离子添加量为 4–8 mg/kg，

可溶性蛋白含量显著增高。 

2.6  不同锌离子浓度对游离氨基酸含量的影响 
由图 2 可知，锌离子浓度为 0–2 mg/kg，自溶

0–30 h 时，游离氨基酸含量的变化无明显规律。

当浓度在 2–8 mg/kg，自溶 12–30 h 时，随着锌离

子浓度的增加，游离氨基酸含量也呈增加态势。4、

8 mg/kg 组在自溶进行至 6、12 和 30 h 时游离氨基

酸含量显著高于 0、0.1 和 2 mg/kg 组 (P<0.05)。综

合来看，当锌离子添加量为 4–8 mg/kg 时，游离氨

基酸含量增加显著。 

2.7  不同锌离子浓度对 α-氨基氮含量的影响 
由图 3 可知，锌离子浓度为 0–2 mg/kg，自溶

0–30 h 时，α-氨基氮含量变化未表现出明显规律。

当浓度为 2–8 mg/kg，自溶 6–30 h 时，随着锌离

子浓度增加，α-氨基氮含量呈增长趋势。自溶 6 h

时，2 mg/kg 组、4 mg/kg 组和 8 mg/kg 组的 α-氨基

氮含量差异不显著 (P>0.05)，但显著高于 0 mg/kg 

 
 

图 2  不同锌离子浓度对游离氨基酸含量的影响 
Fig. 2  Effects of different zinc ion concentrations on free amino acid contents. The different capital letters showed 
significant difference in the different time in same group (P<0.05). The different small letters showed significant 
difference of different group in the same time (P<0.05).  

 

 
 

图 3  不同锌离子浓度对 α-氨基氮含量的影响 
Fig. 3  Effects of different zinc ion concentrations on α-amino nitrogen contents. The different capital letters showed 
significant difference in the different time in same group (P<0.05). The different small letters showed significant 
difference of different group in the same time (P<0.05).  
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组、0.1 mg/kg 组  (P<0.05)。自溶 18、30 h 时，

4 mg/kg 组和 8 mg/kg 组的 α-氨基氮含量显著高

于 0–2 mg/kg 组 (P<0.05)。综合来看，当锌离子

添加量为 4–8 mg/kg，自溶 0–18 h 时，α-氨基氮

含量显著高于 0–2 mg/kg 组 (P<0.05)。 

2.8  不同锌离子浓度对 A260/A280 值的影响 
由图 4 可知，自溶 6、12 h 时，0.1、2 和 4 mg/kg

三组 A260/A280 无显著差异 (P>0.05)。自溶 6–24 h

时，8 mg/kg组的 A260/A280比值显著高于 0–4 mg/kg

组 (P<0.05)。总体来看，当锌离子添加量为 8 mg/kg，

自溶 0–24 h 时，A260/A280 比值显著高于 0–4 mg/kg

组 (P<0.05)。 

2.9  自溶条件正交试验 
根据 1.3、1.4 试验结果及对发酵饲料感官评

定，确定自溶温度为 40、50、55 ℃，自溶时间为

12、18、24 h，锌离子添加浓度为 2、4、8 mg/kg，

进行 L9 (33) 三因素三水平正交试验。 

由表 5 可知，以可溶性蛋白、α-氨基氮含量为

衡量指标时，自溶影响因素的主次顺序分别是

A>C>B，即温度为最关键因素，锌离子浓度的影

响最小，优化组合为 A2B2C2。以游离氨基酸含量

为衡量指标时，自溶影响主次顺序是 B>A>C，优

化组合为 A3B2C1。以 A260/A280 为衡量指标时，自

溶影响主次顺序是 A>B>C，优化组合为 A2B3C。

随着温度的升高，可溶性蛋白、α-氨基氮含量呈先

增高后降低的趋势。当温度升至 50 ℃时，可溶性

蛋白、游离氨基酸的含量及 A260/A280 的比值均达到

峰值，随着温度的继续升高，增长趋势较为平缓或

略降低。50–55 ℃时，自溶 12–18 h，4 项测定指标

含量逐渐增加，18–24 h 时呈降低态势。当锌离子

浓度逐渐增加，自溶 50 ℃时，可溶性蛋白、游离

氨基酸、A260/A280 等指标都呈增加趋势。综合上述

结果，当温度为 50–55 ℃、自溶时间 12–18 h、锌

离子浓度 2–4 mg/kg 时，各组合自溶效果彻底。 

2.9.1  正交试验 Topsis 综合分析结果 
由表 6 可知，经过 DPS 软件 Topsis 法对多试

验、多指标进行分析后，得到固态发酵下酵母自

溶最佳工艺条件：自溶温度 55 ℃、自溶时间 18 h、

锌离子添加浓度为 2 mg/kg，此时可溶性蛋白含量

为 9.31 mg/g、游离氨基酸 14.36 mg/g、α-氨基氮

10.16 μg/g、A260/A280 为 1.73。  
 

 
 

图 4  不同锌离子浓度对 A260/A280 值的影响 
Fig. 4  Effects of different zinc ion concentrations on A260/A280 values. The different capital letters showed significant 
difference in the different time in same group (P<0.05). The different small letters showed significant difference of 
different group in the same time (P<0.05).  
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表 5  不同温度、作用时间、锌离子添加量正交试验结果及极差分析表 
Table 5  Orthogonal test results and range analysis of different temperature and acting time points and zinc ion 
addition 

Test 
number 

Test factor Result 
Autolysis  

temperature  
A (°C ) 

Zinc ion  
addition B 

(mg/kg) 

Autolysis
time C (h)

Soluble protein  
content (mg/g) 

Free aminoacids
(mg/g) A260/A280 

Alpha-amino 
nitrogen 
(μg/g) 

1 1(40) 1(2) 1(12) 7.81±0.34E 13.52±0.29ABC 1.69±0.01C 5.21±1.68D 
2 1 2(4) 2(18) 8.38±0.27D 11.94±0.09C 1.59±0.02E 9.56±0.27AB

3 1 3(8) 3(24) 5.69±0.13F 9.78±0.09D 1.68±0.01C 5.65±0.10D 
4 2(50) 1 3 8.73±0.11CD 12.84±0.63BC 1.65±0.04D 9.55±0.38AB

5 2 2 1 9.62±0.43A 13.25±1.05ABC 1.72±0.01B 9.19±0.29ABC

6 2 3 2 9.84±0.14A 14.56±2.52AB 1.76±0.01A 9.10±0.10ABC

7 3(55) 1 2 9.31±0.09AB 14.36±0.27AB 1.73±0.01AB 10.16±0.26A 
8 3 2 3 8.98±0.03BC 14.78±0.10A 1.75±0.01AB 8.25±0.17C 
9 3 3 1 9.31±0.63AB 14.15±0.19AB 1.66±0.02CD 8.52±0.06BC

K1 7.29 8.62 8.91     

K2 9.39 8.99 9.18 Soluble protein 
content    

K3 9.20 8.28 7.80 A>C>B     
R 1.91 0.71 1.38 A2B2C2    
K1 11.74 10.52 13.64      
K2 13.55 13.32 13.62 Free amino acids    
K3 14.43 12.83 12.46 B>A>C     
R 2.69 2.80 1.18 A3B2C1    
K1 1.65 1.69 1.69     
K2 1.71 1.68 1.69 A260/A280    
K3 1.72 1.70 1.69 A>B>C     
R 0.07 0.01 0.00 A2B3C    
K1 6.81 7.64 7.64     
K2 9.28 9.00 9.60 Alpha-amino nitrogen    
K3 8.97 7.75 7.81 A>C>B     
R 2.47 1.36 1.96 A2B2C2      

The different uppercase letters of the same column data showed significant different (P<0.05).  
 

表 6  正交试验 Topsis 综合分析结果 
Table 6  Orthogonal test results of Toss synthesis 

Sample D+ D− Statistics CI Ranking

1 0.212 693 3 0.124 927 3 0.370 022 6 8 

2 0.098 992 2 0.204 556 7 0.673 884 0 7 

3 0.267 323 4 0.026 380 5 0.089 820 1 9 

4 0.071 715 5 0.220 843 0 0.754 867 8 4 

5 0.055 829 1 0.234 347 7 0.807 603 1 3 

6 0.043 362 3 0.251 510 7 0.852 945 9 2 

7 0.022 624 1 0.266 586 8 0.921 773 1 1 

8 0.080 359 8 0.217 411 5 0.730 129 2 6 

9 0.073 597 2 0.218 574 9 0.748 103 2 5 
 

3  讨论 

3.1  温度对酵母自溶的影响 
酵母自溶的本质是一种酶促反应，是在菌体

内蛋白酶、碳水化合物水解酶及其他酶类的参与

下进行的，每一种酶都有适合自己的温度。这些

酶在一个特定的温度条件下，催化达到一个最佳

平衡点，发挥最佳的催化效率，因此温度是酵母

自溶最关键的因素。喻轶等[8]研究表明，当自溶

温度为 55 ℃时，氨基酸态氮溶出率达到最大。孙

向军等[20]发现自溶温度在 40–56 ℃范围内蛋白质

与氨基酸溢出量持续升高，到 56 ℃左右开始下
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降，表明 56 ℃是蛋白质与氨基酸溢出的最佳温

度。杨建梅等[4]发现，当自溶温度为 55 ℃时，游离

氨基酸态氮得率、上清液总糖分含量和抽提物得率

均达到最大。本试验中，当自溶温度逐渐增高时，

发酵产物中可溶性蛋白含量、游离氨基酸及 α-氨基

氮的含量也呈现增加的趋势，当自溶温度为

50–60 ℃时，各项指标的增长趋于平缓。正交试验

结果中，50 ℃温度组各测定指标含量较其他组均处

于较高水平，表明虽然增加温度可以增大酵母自溶

程度，但并不是温度越高越好。酵母细胞 A、B、C、

D 四个部分的酵母蛋白酶，在急剧的自溶作用下，

这些酶的活性都得到了很大的提高。外切肽酶 A 的

最适温度为 30–35 ℃，内切肽酶 B、C 为 50 ℃左右，

酶 D 为 60 ℃左右[21]。试验中当温度达到 50 ℃时，

各项评定指标含量与 55 ℃、60 ℃之间已无明显差

异。结合固态微生物发酵饲料实际生产工艺，自溶

适宜温度为 50–55 ℃。 

3.2  时间对酵母自溶的影响 
试验初期先将物料放在 30 ℃条件下发酵 28 h

后，然后将此状态的物料放在不同的温度条件下

进行自溶，因此在自溶起始点时游离氨基酸、α-

氨基氮等指标含量就出现了明显差异。酵母细胞

自溶需要一定的时间，只有细胞自溶后，胞内的

各类水解酶系才能被活化发挥作用。自溶过程中，

酵母细胞内容物是不断溢出的，时间过长会染杂

菌而时间过短不能有效地获取细胞内容物。本试

验研究表明，随着自溶时间的延长，发酵产物中

可溶性蛋白、游离氨基酸等指标含量也随之增加。

当自溶时间为 0–12 h 各测定指标增长缓慢，12–24 h

时增长迅速，24–30 h 增长趋于平缓或降低趋势。

田小群等[22]研究发现，自溶温度 50 ℃时，时间

越长，氨基氮含量越高，但 24 h 后氨基氮含量上

升基本趋于平稳。相同条件下，汤务霞等[23]也有

同样发现。自溶初期，只有少量分子量小的氨基

酸和肽类才有可能透过细胞壁而释放到胞外，因

此初期可溶性蛋白、游离氨基酸等的含量也较低。

在自溶进行到中、后期，即自溶 12–24 h 时，酵

母细胞内的蛋白水解酶、碳水化合物酶与相应底

物充分反应，酶促反应速率已经达到较高的水平，

产物中可溶性蛋白等的含量也逐渐增加。当自溶

时间为 24–30 h，各项测定指标的上升趋势趋于平

缓或略微降低，表明当酶促反应进行到最后时期，

底物已经被相应的酶类彻底降解。随着自溶时间

的进一步延长，可溶性蛋白、游离氨基酸等含量

已经达到极限，因此自溶时间不宜过长，结合固

态微生物发酵饲料实际生产工艺，自溶适宜温度

为 12–24 h。 

3.3  锌离子浓度对酵母自溶的影响 
由试验可知，当锌离子浓度增大时，各项测

定指标含量也随之增加。分析其原因，锌是酿酒

酵母维持生长代谢所必需的微量元素[24-25]。酿酒

酵母在麦芽汁中生长迅速并累积锌离子用于细胞

生长代谢及细胞繁殖。Susan 等[26]研究发现，Zn2+

浓度并不能影响细胞的生长，但可以影响发酵速

率，适当浓度 Zn2+与酵母细胞相互作用时可提高

酵母发酵速率。锌离子不足时，会导致发酵停滞。

在一定条件下，锌离子浓度增加可加速酵母自溶[27]。

然而锌离子浓度也不是越高越好，汪志君等[28]研

究发现，当锌离子添加过量时，会对酵母细胞有

毒害作用，影响细胞增殖及活性。过量的锌离子

会导致酵母细胞代谢副产物高级醇、双乙酰等活

性物质含量降低，从而使得酵母发酵度降低。景

晓莉等[29]发现，当酿造液锌离子浓度为 5 mg/L

时，酿造液中 α-氨基氮和氨基酸含量分别提高了

3.5 mg/L 和 56 mg/L，同时提高了酵母的活力与发

酵度。本试验中，当锌离子添加浓度为 2–8 mg/kg

时，游离氨基酸、α-氨基氮等活性物质含量较其

他组均有显著提高，这是因为锌离子作为促进剂

使酶蛋白保持特定的结构，更好地与底物结合，

提高底物的分解速率，从而使蛋白质生成更多的
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氨基酸类物质，同时可提高酵母发酵性能及酵母

活性。结合正交试验结果，固态发酵工艺选取锌

离子浓度为 2–4 mg/kg。 

3.4  A260/A280 值对酵母自溶的影响 
A260/A280 比值是一个综合反映蛋白质和核酸

类物质含量关系的物理量，若比值高则说明有

RNA，若比值低则说明样品中有蛋白质存在，

DNA 纯品的 A260/A280 为 1.8[30]。本试验中，在自

溶初期，因为酵母释放的蛋白质类物质比较多，

所以 A260/A280 值较小。随着时间的延长，A260/A280

值也随之增大，核酸类物质所占比例增大，表明

自溶程度也在逐渐增大，这与许维娜等[16]的研究

结果一致。随着温度的增加，A260/A280 也在增大。

当温度升到 50 ℃时，A260/A280 值与 55 ℃、60 ℃

组无显著差异  (P>0.05)，但显著高于 45 ℃与

40 ℃组 (P<0.05)。表明当温度为 50 ℃时，为酶

促反应最适温度，此温度下酵母自溶程度已经达

到最大。锌离子浓度的适当增加，A260/A280 值也

逐渐增大，表明锌离子加速了酵母自溶的过程。 

4  结论 

本试验固态发酵条件下酵母自溶的优化工艺

为：自溶温度 55 ℃、作用时间 18 h、锌离子浓度

为 2 mg/kg，此时自溶代谢产物中可溶性蛋白含量

为 9.31 mg/g、游离氨基酸为 14.36 mg/g、α-氨基

氮为 10.16 μg/g、A260/A280 为 1.73。 
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