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富铬酵母发酵条件的研究
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[摘　要 ]　为了对富铬酵母的工业化生产提供参考依据 ,用活性干酵母为菌种制备富铬酵母 ,通过单因素试验

和正交试验 ,以富铬酵母中有机铬总量为指标 ,确定了富铬酵母的优化发酵条件为 : Cr3 +质量浓度 300μg/ mL ,接种

量 120 mL/ L ,p H 6. 5 ,培养时间 28 h ,装液量 280 mL/ L ,发酵温度 28 ℃。
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Study on the fermentation conditions of chromium2enriched yeast
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Abstract :In ordr to p rovide reference for t he indust rial p roduction of chromium2enriched yeast by angel

active yeast ,by using single factor test s and a L 18 (37 ) ort hogonal design ,and analysed by t he total organic

Cr of chromium2enriched yeast , t he fermentation conditions were optimized as : culture volume was 280

mL/ L ,300μg/ mL Cr3 + and 120 mL/ L inoculation at 28 ℃for 28 h at 200 r/ min ,wit h t he initial p H adjus2
ted to 6. 5.
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　　铬是人体及动物体内必不可少的一种微量元

素。机体中的铬以葡萄糖耐量因子 ( GTF)的形式存

在 ,是 GTF 中的功能元素 ,具有重要的生物学功

能[122 ]。然而 ,天然食物中的铬远不能满足人体的正

常需要。目前 ,对铬的补充有无机铬和有机铬两种

形式 ,有机铬因其安全性高 ,易被吸收而更有效 ,其

中尤以酵母铬最佳[324 ]。酵母能有效富集和转化无

机铬 ,转化率在 84 %以上[5 ] ,且其本身富含蛋白质

和 B族维生素 ,发酵工艺成熟 ,生产周期短 ,是微量

元素理想的载体[ 627 ]。目前 ,对于富铬酵母的报道主

要集中于富铬条件的优化 ,以及铬盐添加工艺的研

究[8211 ] ,还未见以活性干酵母为菌种的相关研究报

道。本试验以安琪活性干酵母为菌种 ,进行富铬酵

母的研制 ,对其发酵条件进行了初步优化 ,以期为富

铬酵母的工业化生产提供参考依据。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　菌　种　安琪活性干酵母 ,由湖北安琪酵母

股份有限公司生产。

1. 1. 2　培养基　(1)活化培养基 :蔗糖 1 g ,蒸馏水

80 mL。于 0. 1 MPa、121 ℃下灭菌 20 min。

(2)发酵培养基 :蔗糖 40 g/ L ,酵母浸出粉 10

g/ L ,蛋白胨 10 g/ L , KH2 PO4 1 g/ L , MgSO4 ·

7 H2 O 1 g/ L ,微量元素溶液 3 mL/ L ,p H 值自然。

于 0. 1 Mpa、121 ℃下灭菌 20 min。

微量元素溶液配方 : NaCl 100 mg/ L , CaCl2 ·

2 H2 O 117 mg/ L ,MnCl2 ·4 H2 O 14. 6 mg/ L ,ZnSO4 ·

7 H2 O 0. 28 mg/ L ,对氨基苯甲酸 0. 5 mg/ L。

1. 1. 3　试 　剂 　CrCl3 ·6 H2 O ,分析纯 ,天津市福
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晨化学试剂厂生产 ;二苯胺基脲 ,分析纯 ,北京化学

试剂公司生产 ;酵母浸出粉 ,生化试剂 ,北京奥博星

生物技术责任有限公司生产 ;蛋白胨 ,生化试剂 ,北

京奥博星生物技术责任有限公司生产 ;蔗糖 ,分析

纯 ,天津市登峰化学试剂厂生产 ;对氨基苯甲酸 ,分

析纯 ,国药集团化学试剂有限公司生产。

1. 1. 4　仪　器　752型棱光紫外可见分光光度计 ,

上海精密科学仪器有限公司生产 ; SRJ X2429箱型马

弗炉 ,陕西省秦岭电炉厂生产 ; H Y22调速多用振荡

器 ,国华仪器有限公司生产。

1. 2　方　法

1. 2. 1　干酵母的活化　称取 2 g活性干酵母 ,加入

到预先灭菌过的活化培养基中 ,摇匀后于 30 ℃恒温

静置活化 2 h。

1. 2. 2　发酵条件优化 　分析 Cr3 + 质量浓度、接种

量、装液量、培养时间、p H 值和温度 6 个因素对酵

母铬含量的影响。

(1) Cr3 +质量浓度对酵母铬含量的影响。发酵

培养基中 Cr3 +质量浓度分别为 100 ,150 ,200 ,250 ,

300 ,400μg/ mL ,装液量为 200 mL/ L ,接种量 100

mL/ L ,培养基初始 p H 值 6. 0 ,于 30 ℃、200 r/ min

摇床培养 30 h。

(2)接种量对酵母铬含量的影响。发酵培养基

中 Cr3 + 质量浓度为 250 μg/ mL ,装液量为 200

mL/ L ,接种量分别为 40 , 60 , 80 , 100 , 120 和 140

mL/ L ,培养基初始 p H 值 6. 0 ,于 30 ℃、200 r/ min

摇床培养 30 h。

(3)初始 p H 值对酵母铬含量的影响。装液量

200 mL/ L ,发酵培养基中 Cr3 + 质量浓度为 250

μg/ mL ,接种量 120 mL/ L ,调节培养基初始 p H 值

分别为 5. 0 ,5. 5 ,6. 0 ,6. 5 ,7. 0 ,于 30 ℃、200 r/ min

摇床培养 30 h。

(4)培养时间对酵母铬含量的影响。装液量为

200 mL/ L ,Cr3 + 质量浓度 250μg/ mL ,接种量 120

mL/ L ,培养基初始 p H 值 6. 0 ,于 30 ℃、200 r/ min

摇床分别培养 18 ,24 ,30 ,36 ,42 ,48 h。

(5)装液量对酵母铬含量的影响。装液量分别

为 120 ,200 ,280 ,360 ,440 ,520 mL/ L ,发酵培养基中

Cr3 +质量浓度 250μg/ mL ,接种量 120 mL/ L ,培养基

初始 p H值 6. 0 ,于 30 ℃、200 r/ min摇床培养 30 h。

(6) 温度对酵母铬含量的影响。装液量 280

mL/ L , Cr3 + 质量浓度 250 μg/ mL ,接种量 120

mL/ L ,培养基初始 p H 值 6. 0 ,分别于 26 ,28 ,30 ,

32 ,34 ℃及 200 r/ min摇床培养 30 h。

1. 2. 3　酵母生物量的测定 　将摇瓶发酵培养的发

酵液于 5 000 r/ min离心 10 min ,收集菌体 ,蒸馏水

洗涤 2 次 ,收集新鲜酵母 ,60～70 ℃烘干至恒重即

可得酵母生物量。

1. 3　测定项目及方法

采用二苯胺基脲法测定酵母中铬含量[ 12213 ]。铬

酵母经干法灰化后进行测定 ,即为铬酵母中的总铬

含量 ;采用静置浸出离心分离法测定铬酵母中无机

铬的含量[ 5 ,14 ]。

总铬量/ ( mg ·L - 1 ) =总铬含量 ( mg ·g - 1 ) ×

生物量 (g·L - 1 ) ;

有机铬含量/ ( mg ·g - 1 ) = 总铬含量 ( mg ·

g - 1 ) - 无机铬含量 (mg·g - 1 ) ;

有机铬总量/ ( mg ·L - 1 ) =有机铬含量 ( mg ·

g - 1 ) ×生物量 (g·L - 1 ) ;

有机化程度/ % =有机铬总量 ( mg·L - 1 ) /总铬

量 (mg·L - 1 ) ×100 % 。

2　结果与分析

2. 1　Cr3 +质量浓度对酵母铬含量的影响

Cr3 +质量浓度对酵母铬含量的影响见表 1。

表 1　不同质量浓度 Cr3 +对酵母铬含量的影响

Table 1　Effect s of Cr3 + concentrations on the Cr content of yeast

Cr3 +质量浓度/ (μg·mL - 1)
Cr3 + concent ration

总铬量/ (mg·L - 1)
Total Cr

有机铬总量/ (mg·L - 1)
Total organic Cr

有机化程度/ %
Organizing degree

100 18. 065 16. 442 91. 0

150 21. 511 20. 453 95. 1

200 22. 599 20. 951 92. 7

250 50. 277 48. 599 96. 7

300 31. 042 29. 730 95. 8

400 22. 243 18. 644 83. 0

　　由表 1 可见 ,当培养基中 Cr3 + 质量浓度为

100～250μg/ mL 时 ,随培养基中 Cr3 + 质量浓度的

增大 ,酵母中的总铬量和有机铬总量均呈递增趋势 ;

当 Cr3 +质量浓度为 250μg/ mL 时 ,二者均达到最高

值 ;当 Cr3 +质量浓度大于 250μg/ mL 时 ,随着 Cr3 +

质量浓度增加 ,酵母中的总铬量和有机铬总量均迅
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速下降。这主要是由于 Cr3 + 质量浓度较高时 ( ≥

300μg/ mL) ,进入酵母细胞中的无机铬不能被充分

转化为有机铬 ,从而对酵母生长产生强烈的抑制作

用 ,使酵母生物量大幅下降 ,最终表现为总铬量和有

机铬总量的下降。表明酵母对无机铬的生物转化能

力是有限的。当 Cr3 +质量浓度为 250μg/ mL 时 ,酵

母铬的有机化程度最高 ,为 96. 7 %。因此 ,培养基

中 Cr3 +质量浓度以 250μg/ mL 为宜。

2. 2　接种量对酵母铬含量的影响

接种量对酵母铬含量的影响见表 2。
表 2　接种量对酵母铬含量的影响

Table 2　Effect s of inoculations on the Cr content of yeast

接种量/ (mL ·L - 1)
Inoculation

总铬量/ (mg·L - 1)
Total Cr

有机铬总量/ (mg·L - 1)
Total organic Cr

有机化程度/ %
Organizing degree

40 19. 343 17. 682 91. 4

60 19. 710 18. 310 92. 9

80 58. 393 55. 735 95. 4

100 61. 913 58. 624 94. 7

120 88. 753 86. 529 97. 5

140 36. 677 34. 485 94. 0

　　由表 2 可见 ,当接种量为 40～60 mL/ L 时 ,酵

母中的总铬量和有机铬总量变化较小 ;当接种量为

60～120 mL/ L 时 ,随接种量的增加 ,酵母中的总铬

量和有机铬总量均呈逐渐增大的趋势 ;且当接种量

为 120 mL/ L 时 ,总铬量和有机铬总量均达到最大 ,

之后 ,随接种量的继续增大 ,二者均迅速下降。接种

量为 120 mL/ L 时 ,酵母铬的有机化程度最高 ,为

97. 5 %。因此 ,接种量以 120 mL/ L 为宜。

2. 3　初始 p H对酵母铬含量的影响

初始 p H值对酵母铬含量的影响见表 3。
表 3　初始 p H值对酵母铬含量的影响

Table 3　Effect s of initial p H on the Cr content of yeast

初始 p H
Initial p H

总铬量/ (mg·L - 1)
Total Cr

有机铬总量/ (mg·L - 1)
Total organic Cr

有机化程度/ %
Organizing degree

5. 0 25. 657 23. 816 92. 8

5. 5 36. 069 34. 182 94. 8

6. 0 41. 498 39. 643 95. 5

6. 5 33. 412 31. 172 93. 3

7. 0 37. 972 35. 590 93. 7

　　由表 3可以看出 ,在所选的 p H值范围内 ,当培

养基中的 p H值为 6. 0 时 ,酵母中的总铬量和有机

铬总量均达到最高 ,有机化程度也最高 ;当 p H 值在

6. 0以上时 ,酵母中的总铬量和有机铬总量有一定

的波动 ,可能是试验误差所造成。在以后的试验中

控制培养基初始 p H值为 6. 0。

2. 4　培养时间对酵母铬含量的影响

培养时间对酵母铬含量的影响见表 4。
表 4　培养时间对酵母铬含量的影响

Table 4　Effect s of incubation time on the Cr content of yeast

培养时间/ h
Incubation time

总铬量/ (mg·L - 1)
Total Cr

有机铬总量/ (mg·L - 1)
Total organic Cr

有机化程度/ %
Organizing degree

18 16. 647 14. 542 87. 4

24 23. 386 21. 003 89. 8

30 40. 367 36. 786 91. 1

36 35. 438 32. 531 91. 8

42 33. 102 30. 378 91. 8

48 31. 488 28. 029 89. 1

　　由表 4可知 ,随着发酵时间的延长 ,酵母中总铬

量和有机铬总量开始呈递增关系 ,当培养时间为 30

h时 ,酵母中总铬量和有机铬总量均达到最高 ,之后

随培养时间的延长 ,二者均逐渐下降。酵母的有机

化程度在培养时间为 36 和 42 h 时均最高 ,为

91. 8 % ;培养 30 h时 ,酵母铬的有机化程度也较高 ,

为91. 1 %。综合考虑 ,选择发酵时间为 30 h较好。

2. 5　装液量对酵母铬含量的影响

装液量对酵母铬含量的影响实际上反映的是溶

解氧对酵母铬含量的影响。装液量对酵母铬含量的

影响见表 5。由表 5 可知 ,当装液量为 120～280

mL/ L 时 ,随装液量的增加 ,酵母总铬量和有机铬总
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量均随之增加 ,当装液量为 280 mL/ L 时 ,酵母总铬

量和有机铬总量均达最大 ;之后随装液量的继续增

大 ,二者均逐渐下降 ,说明溶解氧质量浓度过低或过

高均不利于酵母中有机铬的富集。不同装液量下酵

母铬的有机化程度变化较小 ,为 91 %～92 %。因

此 ,装液量以 280 mL/ L 为宜。

2. 6　发酵温度对酵母铬含量的影响

发酵温度对酵母铬含量的影响见表 6。

表 5　装液量对酵母铬含量的影响

Table 5　Effect s of volumes on the Cr content of yeast

装液量/ (mL ·L - 1)
Volumes

总铬量/ (mg·L - 1)
Total Cr

有机铬总量/ (mg·L - 1)
Total organic Cr

有机化程度/ %
Organizing degree

120 24. 998 22. 799 91. 2

200 28. 030 25. 478 90. 9

280 33. 064 30. 574 92. 5

360 24. 910 22. 983 92. 3

440 23. 708 21. 694 91. 5

520 23. 739 21. 951 92. 5

表 6　发酵温度对酵母铬含量的影响

Table 6　Effect s of fermentation temperatures on the Cr content of yeast

发酵温度/ ℃
Fermentation temperat ure

总铬量/ (mg·L - 1)
Total Cr

有机铬总量/ (mg·L - 1)
Total organic Cr

有机化程度/ %
Organizing degree

26 15. 121 13. 436 88. 9

28 34. 226 31. 550 92. 2

30 51. 290 47. 804 93. 2

32 23. 413 21. 387 91. 3

34 22. 081 20. 254 91. 7

　　从表 6 可以看出 ,较低的温度 (26～28℃)或较

高的温度 (32～34℃)均不利于酵母对铬的吸收转

化 ,当酵母于 30 ℃下发酵时 ,总铬量、有机铬总量及

有机化程度均最高 ,表明 30 ℃是酵母对铬进行吸收

转化的最佳温度。

2. 7　发酵条件优化试验结果

在以上单因素试验的基础上 ,考虑各发酵条件对

酵母富铬性能影响的综合效应 ,为了得出初步优化的

发酵条件 ,以有机铬总量为指标 ,进行 L18 (37 )正交试

验 ,因素及水平见表 7 ,正交试验结果见表 8。
表 7　富铬酵母发酵条件优化 L 18 (37 )正交试验的因素及水平表

Table 7　Factors and levels of L 18 (37 ) orthogonal experiment for optimizing the fermentation

conditions of chromium2enriched yeast

水平
Level

因素 Factors

Cr3 +质量浓度/
(μg·mL - 1)

Cr3 + concent ration
A

接种量/
(mL ·L - 1)
Inoculation

B

初始 p H
Initial p H

C

培养时间/ h
Incubation

time
D

装液量/
(mL ·L - 1)

Volumes
E

发酵温度/ ℃
Fermentation
temperature

F

1 200 80 6. 0 28 240 28

2 250 100 6. 5 30 280 30

3 300 120 7. 0 32 320 32

　　由表 8可知 ,在试验取值范围内 ,影响酵母有机

铬总量的主次因素依次为 :装液量 > 发酵温度 >

Cr3 +质量浓度 >接种量 >培养时间 >初始 p H ,即

装液量为影响酵母有机铬总量的最主要因素 ,其次

是发酵温度 ,Cr3 +质量浓度和接种量 ,而培养基初始

p H的影响最小。富铬酵母发酵条件的最佳组合为

A3B3 C2 D1 E2 F1 为 ,即 Cr3 +质量浓度 300μg/ mL ,接

种量 120 mL/ L ,初始 p H 6. 5 ,培养时间 28 h ,装液

量 280 mL/ L ,发酵温度 28 ℃。

3　结　论

本试验利用高活性干酵母作为菌种进行富铬酵

母的制备 ,菌种来源易得 ,活化过程简单 ,工艺流程

缩短 ,具有实际推广价值 ;通过单因素和正交试验分

析了接种量、装液量、Cr3 +质量浓度、发酵温度、初始

p H值及培养时间 6个因素对富铬酵母中铬含量的

影响 ,可知富铬酵母的最佳发酵条件为 :培养基中

Cr3 +质量浓度为 300μg/ mL ,初始 p H 为 6. 5 ,接种
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量 120 mL/ L ,装液量 280 mL/ L ,于 28 ℃发酵培养 28 h。
表 8　富铬酵母发酵条件优化 L 18 (37 )正交试验的结果

Table 8　Result and analysis of L 18 (37 ) orthogonal experiment for optimizing the

fermentation conditions of chromium - enriched yeast

序号
No.

Cr3 +质量浓度/
(μg·mL - 1)

Cr3 + concent ration
A

接种量/
(mL ·L - 1)
Inoculation

B

初始 p H
Initial p H

C

培养时间/ h
Incubation

time
D

装液量/
(mL ·L - 1)

Volumes
E

空白
Blank

发酵温度/ ℃
Fermentation
temperature

F

有机铬总量/
(mg·L - 1)

Total organic
Cr

1 1 (200) 1 (80) 1 (6. 0) 1 (28) 1 (240) 1 1 (28) 10. 5

2 1 (200 2 (100) 2 (6. 5) 2 (30) 2 (280) 2 2 (30) 12. 7

3 1 (200) 3 (120) 3 (7. 0) 3 (32) 3 (320) 3 3 (32) 8. 5

4 2 (250) 1 (80) 1 (6. 0) 2 (30) 2 (280) 3 3 (32) 11. 8

5 2 (250) 2 (100) 2 (6. 5) 3 (32) 3 (320) 1 1 (28) 20. 0

6 2 (250) 3 (120) 3 (7. 0) 1 (28) 1 (240) 2 2 (30) 16. 7

7 3 (300) 1 (80) 2 (6. 5) 1 (28) 3 (320) 2 3 (32) 22. 7

8 3 (300) 2 (100) 3 (7. 0) 2 (30) 1 (240) 3 1 (28) 14. 3

9 3 (300) 3 (120) 1 (6. 0) 3 (32) 2 (280) 1 2 (30) 25. 7

10 1 (200) 1 (80) 3 (7. 0) 3 (32) 2 (280) 2 1 (28) 24. 1

11 1 (200) 2 (100) 1 (6. 0) 1 (28) 3 (320) 3 2 (30) 15. 4

12 1 (200) 3 (120) 2 (6. 5) 2 (30) 1 (240) 1 3 (32) 16. 0

13 2 (250) 1 (80) 2 (6. 5) 3 (32) 1 (240) 3 2 (30) 15. 9

14 2 (250) 2 (100) 3 (7. 0) 1 (28) 2 (280) 1 3 (32) 19. 0

15 2 (250) 3 (120) 1 (6. 0) 2 (30) 3 (320) 2 1 (28) 24. 1

16 3 (300) 1 (80) 3 (7. 0) 2 (30) 3 (320) 1 2 (30) 13. 0

17 3 (300) 2 (100) 1 (6. 0) 3 (32) 1 (240) 2 3 (32) 10. 6

18 3 (300) 3 (120) 2 (6. 5) 1 (28) 2 (280) 3 1 (28) 21. 4

T1 87. 2 98. 0 98. 1 105. 7 84. 0 114. 4

T2 107. 5 92. 0 108. 7 91. 9 114. 7 99. 4 T = 302. 4

T3 107. 7 112. 4 95. 6 104. 8 103. 7 88. 6

X1 14. 53 16. 33 16. 35 17. 62 14. 00 19. 07

X2 17. 92 15. 33 18. 12 15. 32 19. 12 16. 57

X3 17. 95 18. 73 15. 93 17. 47 17. 28 14. 77

R 3. 42 3. 40 2. 19 2. 30 5. 12 4. 30
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