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摘要：以紫外诱变配合驯化的方法获得富锌酵母HB524，并在单因素研究的基础上通过正交实

验确定了该菌株富锌培养的最佳条件为：麦芽汁4 Bx，葡萄糖25 g／L，尿素1．0 g／L，磷酸二氢钾

0．5 g／L，不加豆芽汁，接种体积分数lo％，6 mmol／L锌在接种后4 h内加入，48 h摇瓶培养后富

锌总量可达到130 mg／L。球磨法破壁及锌的浸出结果表明，至少47．84％的锌是有机态形式结合

的，其余锌松散结合在细胞壁或游离于细胞内部。
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the Cultivation Condition
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Abstract：A zinc-enriched yeast zinc-enriched yeast strain，namely HB54，was isolated from UV

mutation and domestication．Then the nutritional and environmental conditions were optimized

with single factor experiment and orthogonal design．A total zinc of 1 30 mg／L was achieved at 48

h in flask culture with the optimum conditions：4 Bx malt，25 g／L glucose，1．0 g／L urea，0．5 g／

L KH2 P04，10％inoculum size and 6 mmol／L Zn2+was added at 4 h after inoculation．The

results from the mechanical ball milled yeast cells and the leaching of zinc illustrated that more

47．84％zinc in organic and the rest zinc was adhered to the cell wall or dissociated in the cell．
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锌广泛存在于生命体内，其含量过低会造成人

和动物免疫力的降低，诱发腹泻，并影响机体正常

的生长发育。目前我国儿童缺锌现象仍较突出，另

外苏琪等[13调查后指出我国饲粮需锌量的1／3以

上要人为添加。无机锌在人工补锌的历史上发挥

了不可磨灭的功绩，但吸收率低且易刺激胃黏膜引

起呕吐等许多弊端使人们对有机态的氨基酸及糖

类络合微量元素产生了兴趣。而富含多种营养物

质的微生物特别是酵母因其制造成本低廉又能富

集硒、铬、锌等多种微量元素引起人们更加广泛的

关注。

目前，硒、铬、锌等酵母已有产品问世，其中国

内生产用的锌酵母富锌水平为4．5～5 mg／g[2]，但

微量元素酵母的质量鉴定还存在较大困难。

收稿日期：2006—03—22；修回日期：2006·04—29．

作者简介：孔林(1981一)，男，安徽巢湖人，微生物工程硕士研究生；*为通讯作者

  万方数据



98 食品 与 生 物技术 学报 第25卷

Demirci和PomettoE妇详细报道了判断有机铬含量

的乙醇浸提法；Ponce[41等尝试了细胞壁酶解后用

ICP—MS的方法鉴定有机硒的含量。而有机锌的鉴

定还少有报道，这与酵母富锌的机制没有完全阐明

有一定关系。作者用紫外线诱变并通过高浓度锌

正向诱导获得富锌效果良好的菌株；重点对其培养

工艺进行了优化并探讨了酵母中有机态锌的检测，

希望为富锌酵母的生产与质量评价提供参考。

1材料与方法

1．1材料

1．1．1 菌株酿酒酵母(Saccharomyces cerevisi—

ae)HB52，作者所在实验室保存。

1．1．2主要试剂 ZnSO。贮备液(1 mol／L，浓硫酸

调pH 4，于115℃灭菌20 rain)；金属锌粒(纯度

99．8％)。

1．1．3主要仪器北京普析通用TAS一990原子吸

收分光光度计、武汉科学仪器厂生产的HQLl50B

大振幅恒温冷冻摇床、南京大学仪器厂生产的QM

行星式球磨机。

1．1．4培养基麦氏培养基、豆芽汁葡萄糖培养

基、麦芽汁培养基按文献E5-i配制。

1．2实验方法

1．2．1 富锌酵母的诱变选育 以酿酒酵母HB52

为出发菌株，采用涂平板的方法确定锌离子耐受性

后进行紫外线诱变。用两倍耐受浓度的锌筛选，挑

取较大的菌落转接更高浓度的锌平板进行传代驯

化，最终获得抗高浓度锌的菌株。

1．2．2酵母培养斜面菌种一环接入50 mL麦芽

汁中，28℃、180 r／min摇瓶24 h，按10％接种量转

接于发酵培养基(三角瓶装液量20％)，加入ZnSO。

贮备液至规定的浓度，28℃，180 r／min培养48 h。

4 000 r／min离心5 min，收集菌体，等体积去离子

水洗涤3次，转移至洁净平皿，60℃烘干至恒重后

计算生物量。

1．2．3酵母含锌量的测定浓HNO。一70％HCIO。

(4：1)湿法消化[钊，0．5％HNO。定容，原子火焰吸

收法测定。

1．2．4 细胞中锌的浸出 酵母千样0．1000 g于

50 mL离心管中，分别加去离子水和过量EDTA溶

液10 mL，28℃摇床中180 r／min振荡16 h，取出

后4 000 r／min离心5 min，沉淀加10 mL去离子水

混匀后同法离心，合并上清液。上清液和沉淀分别

消化定容测锌含量。

1．2．5 酵母细胞破碎 中性磷酸盐缓冲液(含

10％甘油，20 mmol／L MgCl。)中星式球磨机400

r／min连续破碎24 h，血球板法口1统计完整细胞计

算破碎率。细胞碎片等的分离测定参照文献E7]进

行。

1．2．6 发酵条件的优化 在单因素研究的基础

上，采用表1正交设计L。。(21×37)观察A：10％豆

芽汁、B：葡萄糖(g／L)、C：尿素(g／L)、D：麦芽汁

(Bx)、E：磷酸二氢钾(g／L)、F：加锌时间(h)对酵母

生物量及富锌能力的影响，进而确定最优的培养条

件。

表1正交试验因素、水平表L，。(21 X37)

Tab．1 Factors and levels in orthogonal design

水平 A B C D E F

2结果与分析

2．1酵母对锌的耐受性及细胞锌含量

出发酵母HB52能耐较高浓度的锌，培养时间

足够长几乎都能生长，因此耐受性测定的时间限定

为72 h。72 h内能观察到菌落的最高锌浓度记为

耐受浓度。麦氏培养基上HB52的耐锌浓度为5

mmol／L。经多次诱变筛选后提高浓度反复驯化，

最终得到几株在25 mmol／L锌浓度环境中生长良

好，3次转接无锌斜面后抗锌性能稳定的突变株，编

号HB521、HB522、HB523、HB524、HB525后与

HB52分别接种于50 mL麦氏培养基中，28℃，180

r／min培养24 h后，加入ZnSO。贮备液，使终浓度

为4 mmol／L，继续培养48 h后测定生物量和含锌

量，结果见表2。

表2 突变株培养的生物量和含锌量

Tab．2 Biomass and zinc content of mutant strains

表2数据表明，抗性菌株在高锌环境下表现出
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较强的耐受性，生物量是出发菌株的2～3倍，并且

富锌总量是出发菌株的30～60倍，表现出很强的

富集能力。后续研究采用富锌能力最强的HB524

为供试菌株。研究发现，用麦氏培养基培养时生物

量很低，并且随着酵母的增殖，发酵液的pH值不断

升高，可达9．0以上，添加KH。PO。仍不能有效降低

pH值。如此高的含锌量是不是由Zn(OH)。或碱

式醋酸锌等沉淀引起的，目前还没有公认的方法来

验证。

2．2不同培养基的富锌效果

豆芽汁和麦芽汁都是酵母的优良培养基，且发

酵过程中的pH值均小于6。表3所示的是豆芽汁

葡萄糖培养基中HB524在不同锌离子浓度下发酵

48 h的结果。

表3突变株HB524在不同锌浓度中的富锌效果

Tab．3 Effect of zinc concentration on zinc uptake of mutant

strain HB524

生长的抑制，但对锌的富集并没有益处，与生物量

微弱增加对应的是细胞含锌率的急剧下降。即使

采用梯度加锌或相应延长发酵时间的方式也未能

达到生物量和富锌率双丰收的愿望。这说明锌在

HB524中的富集不是锌化合物在细胞表面的简单

堆积，而是与菌体生长密切相关的。很可能是高浓

度的锌对HB524的高效富锌产生了某种诱导作

用。

图1加锌时间对酵母富锌的影响

Fig．1 Effect of the zinc feeding time on zinc uptake

表3的数据表明，HB524在酸性条件下仍有很

好的富锌能力。应当指出的是，当豆芽汁中添加

5．0 g／L尿素时发酵终点pH值为8．5，但加锌1

mmol／L时酵母含锌也只有1 mg／g左右；而同样锌

浓度的麦氏培养基在发酵后调至pH 3再洗涤，细

胞曼擘粤有：r·17 mg／。g o．．竺圭现象初步塑5吟二碱性 图2接种量对酵母富锌的影晌
沉淀物的可能，但不清楚富集机理，发酵中仍避免

Fig．2 Effect of the in。cuI哪size。n ziIIc uptake
使用麦氏培养基。HB524在麦芽汁中富锌率有所

由图2可知，接种量对生物量和富锌率都有较
下降，但抗性增强，6 mm。1／L锌环境中仍有较高的 大影响，这与文献[6]的报道有所不同。随着接种
生物量，并且锌的转化率在20％以上，因此后续研

量的增加，菌体收获量也随之增加，但富锌总量在
究采用麦芽汁作为培养基，加锌浓度为6 mm。l／L。

接种量10％时达到峰值。综合加锌时间的结果，可

2·3接种体积分数和加譬时间对富锌效果的影响 以看出HB524的富锌量与生物量并不成正比关
用6 Bx麦芽汁10％接种体积分数，分别在接

系，说明细胞表面的配位结合不是酵母富锌的主要
种o，4，8，12 h以及梯度的方式(再u 3个时I司点分另q

机制。
加入1,2,3 mm01／L的锌)加入6 mm。l／L的锌离

2．4麦芽汁糖度对富锌效果的影响

子培养4．．8 h，测妻等絮量和含竺罢，挚嚣见粤．1．。J粤 为获得更多的酵母锌，适应现代高密度生物发
2显示的是相同条件下不同接种体积分数对 酵的需蒌，。拟采用；养妾丰富的高葙磊妄芽汁研
HB5i4等物量?亨笔量昱髯．响?⋯ ⋯．．． 究，但事与愿违，于是将麦芽汁稀释成不同浓度后
由图1可知，加锌时间的延后减少了锌对酵母 进藉培养，结果见图3。’

‘。。
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图3麦芽汁糖度对酵母富锌培养的影晌

Fig．3 Effect of the Brix of malt on zinc uptake

由图3可知，随着麦芽汁稀释度的加大，

HB524生物量逐渐下降，而细胞富锌的能力却不断

增加；总的趋势是低糖度的麦芽汁有利于获得更多

的酵母锌，只是当麦芽汁糖度低于6 Bx后增加不明

显。朱靖环等叩]报道，麦芽汁中添加～定营养成分

对酵母富铬有促进作用；因此将低糖度麦芽汁作为

培养基的一个组分，再添加其他营养物可能是酵母

富锌的最佳选择。

2．5葡萄糖、尿素、磷酸盐对富锌的影响

考察了6 Bx麦芽汁中分别添加葡萄糖(o，25，

50，75，100 g／L)、尿素和磷酸氢二钾(0．5，1．0，

1．5，2．0，2．5 g／L)对富锌的影响，结果见图4～6。

随着葡萄糖的添加，HB524生物量持续下降，

而细胞含锌率和含锌总量都在50 g／L时达到最大

值；与葡萄糖的作用正相反，尿素提高生物量的同

时，降低了单位细胞的含锌量，以酵母锌总量为指

标时，2．0 g／L的添加量最为适宜；磷酸盐在低浓度

时能同时促进酵母的生长和锌的富集，而随着量的

继续增加富锌效果反而变差。

图4葡萄糖对酵母寓锌的影响

Fig．4 Effect of glucose concentration on zinc uptake

图5尿素对酵母富锌的影响

Fig．5 Effect of urea concentration on zinc uptake
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续袭4

霉A B c D E F(生g／物50量mL／) 富(m锌g／率g； 富gc锌／m总g

O．83

0．75

0．52

0．74

0．49

1．04

O．9l

5．52

4．21

6．35

3．66

3．83

3．81

2．77

4．58

3．16

3．30

2．71

1．88

3．96

2．52

运用SPSS软件的Univariate过程对表4进行

方差分析和直观性统计分析。从分析结果看，葡萄

糖对富锌总量的影响具有显著性(p<O．05)，尿素

的影响次之(户<o．1)；豆芽汁的影响不显著，其作

用是增加生物量，降低富锌率，总的结果是降低了

锌的富集。磷酸盐和加锌时间对实验各指标的影

响均不显著。

以富锌总量为指标时，选择最佳配比为A，B。

C。D。E，F2，再综合单因素研究结果，可以确定酵母

HB524富锌的培养条件为：麦芽汁4 Bx，葡萄糖25

g／L，尿素1．0 g／L，磷酸二氢钾0．5 g／L，不加豆芽

汁，接种量10％，6 mmol／L锌宜在接种后0～4 h

内加入，富锌总量可达130 mg／L，与文献[9]报道

的133 mg／L相当。

2．7细胞破壁及酵母结合锌的分析

生物有机态微量元素含量的测定通常采用静

置浸出法[73，该法简便但难以排除微量元素沉淀的

干扰。作者对该法稍加改进并引入EDTA对

HB524中的锌进行分析，结果见表5。

袭5 EDTA和水对锌浸出的影响

Tab．5 Leaching of zinc with EDTA and water

由表5知，锌酵母与EDTA混匀后洗涤两次，

锌总量的31．97％存留在细胞中；而振荡16 h后绝

大部分锌被洗涤除去。说明振荡后大量锌从细胞

内部释放出来，或者由于螯合在细胞壁上的锌元素

被EDTA竞争结合后洗涤到上清液中。同法用水

研究，短时作用后，50％以上的锌留在细胞中；震荡

16 h后，细胞残留锌仍占到一半左右。在酵母干燥

前的多次洗涤中，细胞表面的游离锌已基本被洗

净，而50％左右的锌仍能被水洗涤出来，这只可能

来源于细胞内部。这部分锌很可能是液泡破碎或

细胞质中的游离锌或含锌小分子由于干燥引起的

细胞通透性增加而释放出来的[2]。

为进一步研究细胞中锌的结合状态，作者尝试

了研磨、微波加热、超声波、化学试剂处理等来破碎

细胞壁，但效果不明显。其中超声波破碎率可达

80％，但菌体炭化严重。行星球磨机破壁，镜检结

果较为理想，见图7。

图7酵母球磨破碎的显徽镜观察结果140x 16。A作

用1 h。B作用48 h)

Fig．7 Micrographs of mechanical ball milled yeast(40

X16-A for one hour。B for 48 hours)

湿酵母于500 r／min作用1 h，破碎率为14％，

24 h时破碎率达95％；48 h后只剩下个别空细胞和

许多细胞壁碎片，但离心后有黑色沉淀，可能是部

分细胞被炭化。干酵母用缓冲液400 r／min球磨24

h，破碎率也能达到90％以上。HB524经该法破碎

后，细胞碎片含锌量占到酵母含锌总量的81．45％。

White和Gadd[1们认为，在微量锌的条件下，60％的

锌存贮于液泡中；张之申等[11]认为，高浓度情况下

酵母富锌主要是细胞壁中的多糖和蛋白质起络合

作用的结果。仅以上数据还难以判断细胞壁或液

泡在HB524富锌中的作用，其富锌的机理还有待

进一步研究。

3 讨 论

1)稀释后的麦芽汁适当添加其他营养成分更

有利于酵母对锌的富集；而添加葡萄糖改变麦芽汁

的糖度和麦芽汁自然糖度对锌的富集规律并不相

同，可能是麦芽汁中其他成分协同作用的结果。

2)球磨法可以破碎酵母细胞壁，但用来研究锌

的状态时与浸出法的结果似有矛盾，可能是细胞破

碎后暴露出更多的配位基团将部分释放出的锌重

新螯合的结果。该方法是否适用于细胞中微量元

素分布的研究有待更多的实践检验。

(下转第123页)
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3)锌的浸出研究表明，HB524中的锌可以缓

慢释放，并且95．5％的锌可以被EDTA洗涤置换

出来。采用细菌鉴定中产H。S的实验‘”3后，排除
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了ZnS沉淀的可能，加上发酵中酸性条件的保证，

可以认为用去离子水充分震荡后，细胞中接近50％

的锌是以有机态形式存在的。
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