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培养基中主要成分对酵母生长及富硒性能的影响
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　　[摘　要 ]　以活性干酵母为菌种,采用摇瓶培养,通过单因素试验和正交试验设计,研究了发酵培养基中酵母

粉、蛋白胨和蔗糖3种主要成分对酵母生物量及富硒性能的影响。结果表明,对酵母生物量影响最主要的营养成分

是蔗糖,其次是酵母粉和蛋白胨; 对酵母硒含量和硒总含量影响最主要的成分均为蛋白胨,其次为酵母粉和蔗糖。

以酵母中硒总含量为指标,初步确定的富硒酵母优化培养基配方为:酵母粉 15 göL ,蛋白胨 10 göL ,蔗糖 20 göL ,且

在该营养条件下制得富硒酵母的硒含量和硒总含量分别可达1 050. 00 Λgög和5 510. 07 ΛgöL ,与优化前 (培养基配

方为酵母粉 10 göL ,蛋白胨 10 göL ,蔗糖 40 göL )相比分别提高了 28. 8%和 9. 01%。
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Abstract: By u sing single facto r tests and the o rthogonal design, b iom ass and Se con ten t of yeast

influenced by th ree facto rs: yeast ex tract pow der, pep tone and sucro se of ferm en ta t ion m edium , w ere

studied. T he resu lts show ed that sucro se w as the mo st p rincipal facto r in the th ree facto rs that affected the

yeast b iom ass, and pep tone w as the mo re p rim ary facto r that affected the Se con ten t and the to ta l Se

con ten t of yeast than yeast ex tract pow der and sucro se. T he op t im um ferm en ta t ion m edium w as determ ined

as: yeast ex tract pow der 15 göL , pep tone 10 göL , and sucro se 20 göL by index of the to ta l Se con ten t.

U nder the in it ia l op t im ized ferm en ta t ion m edium , Se con ten t and the to ta l Se con ten t of selen ium 2en riched

yeast reached 1 050. 00 Λgög and 5 510. 07 ΛgöL , and imp roved by 28. 8% , and 9. 01% respect ively,

compared w ith that of the p reviou s ingredien t (yeast ex tract pow der 10 göL , pep tone 10 göL , and sucro se

40 göL ) of cu ltu re m edium.
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　　硒 (Selen ium , Se)是人体必需的微量元素之一,

具有诸多的生物学功能,缺硒会导致多种疾病的发

生[122 ]。人体内的硒大多来源于食物,但食物中硒含

量通常很低,难以满足机体的需要[3 ]。以无机硒作为

硒源补充硒营养不足,除存在一定的毒性外,其生物

利用率也较低。而利用生物转化法,将无机硒转化成

有机硒,则可以提高硒的利用率,这是开发新型硒源

一条安全有效的途径。

酵母对多种微量元素均具有较强的富集作用,

同时其还具有易生长、发酵周期短及营养成分丰富

等优点,是将无机硒转化为有机硒的理想载体[426 ]。

关于富硒酵母的研制,国内外均有报道[7210 ] ,所用菌
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种大多局限于啤酒酵母,且多数是有关发酵条件优

化的研究,而对培养基中主要营养成分对酵母生长

及其富硒性能的影响研究甚少。本试验以安琪活性

干酵母为菌种,不仅对其发酵条件进行了初步优化,

而且还分析了所用发酵培养基中主要营养成分对酵

母生长和富硒性能的影响,初步确定了培养基中主

要营养成分的最佳用量,以期为最大限度地提高富

硒酵母中的硒含量提供参考依据。

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 M Pa、121 ℃下灭菌20 m in。 (2)发酵

培养基 (YEPS 培养基) : 酵母粉 (YE) 10 göL , 蛋白

胨 (P ) 10 göL , 蔗糖 (S) 40 göL , pH 自然, 于 0. 1

M Pa、121 ℃下灭菌20 m in。

1. 1. 3　主要试剂　亚硒酸钠 (N a2SeO 3) , 优级纯,

天津市大茂化学仪器供应站; 3, 3′2二氨基联苯胺
(DAB )分析纯, 生工生物工程 (上海)有限公司; 已

二胺四乙酸二钠 (ED TA 22N a) ,分析纯,西安化学试

剂厂; 酵母粉,分析纯,北京奥博星生物技术责任有

限公司; 蛋白胨,化学纯,北京奥博星生物技术责任

有限公司;蔗糖,分析纯,天津市登峰化学试剂厂。

1. 1. 4　主要仪器　721 可见分光光度计,上海第三

分析仪器厂; HH SyZ I2N i4 电恒温水浴锅, 北京长源

实验设备厂; H Y22 调速多用振荡器, 上海第三分析

仪器厂。

1. 2　培养条件

(1)干酵母活化。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 ℃恒温培

养箱静置活化2 h。

(2)摇瓶发酵。按试验要求配制不同的发酵培养

基,装液量 200 mL öL , Se 质量浓度为 20 m göL (以

N a2SeO 3 为硒源) , 接种量 100 mL öL , 于 30 ℃、200

röm in 摇床培养30 h。

1. 3　营养条件优化

1. 3. 1　不同质量浓度酵母粉对酵母生物量和硒含

量的影响　配制分别含不同质量浓度酵母粉 (5, 10,

15, 20, 25 göL )的发酵培养基,装液量200 mL öL , Se

质量浓度为 20 m göL (以N a2SeO 3 为硒源) ,接种量

100 mL öL ,于30 ℃、200 röm in 摇床培养30 h。分析

不同质量浓度酵母粉对酵母生物量和硒含量的影

响,以选择最佳的酵母粉质量浓度。

1. 3. 2　不同质量浓度蛋白胨对酵母生物量和硒含

量的影响　在确定最佳酵母粉质量浓度的基础上,

分别配制含不同质量浓度蛋白胨 (5, 10, 15, 20, 25

göL )的发酵培养基, 摇瓶培养, 培养条件同1. 3. 1。

分析不同质量浓度蛋白胨对酵母生物量和硒含量的

影响,以选择最佳的蛋白胨质量浓度。

1. 3. 3　不同质量浓度蔗糖对酵母生物量和硒含量

的影响　确定最佳酵母粉和蛋白胨的质量浓度后,

分别配制含不同质量浓度蔗糖 (20, 30, 40, 50, 60

göL )的发酵培养基,摇瓶培养,培养条件同 1. 3. 1。

分析不同质量浓度蔗糖对酵母生物量和硒含量的影

响,以选择最佳的蔗糖质量浓度。

1. 4　正交试验设计

为确定发酵培养基中各成分对酵母富硒性能影

响的差异及其对试验结果的综合影响,选取酵母粉、

蛋白胨和蔗糖3个因素的3个水平,利用L 9 (33)正交

试验表,进行正交试验,因素及水平选择见表1。发酵

液的培养条件同1. 3. 1。
表 1　发酵培养基配方优化L 9 (33)正交试验因素水平表

T able 1　Facto rs and levels of o rthogonal experim ent

on the p rescrip t ion of ferm entat ion m edium göL

水平
L evel

因素 Facto rs

酵母粉
Yeast ex tract pow der

A

蛋白胨
Pep tone

B

蔗糖
Sucro se

C

1 10 10 20
2 15 15 30
3 20 20 40

1. 5　酵母生物量的测定

将摇瓶发酵培养的发酵液于 5 000 röm in 离心

10 m in,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. 6　酵母硒含量的测定

采用可见分光光度法测定酵母中的硒含量[11 ]。

硒总含量的计算公式为:

硒总含量ö(Λg·L - 1) = 硒含量ö(Λg·g - 1 )×

生物量ö(g·L - 1)。

1. 7　数据处理

数据均采用SPSS软件进行分析和统计。

2　结果与分析

2. 1　不同质量浓度酵母粉对酵母生物量和硒含量

的影响

　　从表2可以看出,随着酵母粉质量浓度的增加,

酵母生物量总体也呈增加的趋势,当酵母粉质量浓
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度为 10～ 20 göL 时,酵母的生物量基本保持平稳;

当酵母粉质量浓度为25 göL 时,酵母的生物量出现

较大幅度的增长。说明酵母粉作为有机氮源,在一定

的浓度范围内,可以促进酵母生物量的生长。当酵母

粉质量浓度为5～ 15 göL 时,随酵母质量浓度增加,

硒含量和硒总含量逐渐增加;当酵母粉质量浓度为15

göL 时,酵母中的硒含量和硒总含量均达到最高; 当

酵母粉质量浓度为15～ 25 göL 时,随着酵母粉质量

浓度的增加,硒含量和硒总含量呈下降趋势。以上研

究结果表明,酵母粉质量浓度对酵母的生物量和硒含

量的影响趋势不同。以硒总含量为指标分析,当酵母

粉浓度为15 göL 时,硒总含量达到最高。因此,确定

培养基中酵母粉的最佳质量浓度为15 göL。

表 2　不同质量浓度酵母粉对酵母生物量和硒含量的影响

T able 2　Effects of yeast ex tract pow der concen tra t ions on the b iom ass and selen ium conten t of yeast

酵母粉质量浓度ö(g·L - 1)
Yeast ex tract pow der concen tration

硒含量ö(Λg·g- 1)
Se con ten t

生物量ö(g·L - 1)
B iom ass

硒总含量ö(Λg·L - 1)
To tal Se con ten t

5
10
15
20
25

780. 00
790. 55
864. 20
714. 20
454. 75

5. 71
6. 40
6. 83
6. 51
7. 58

4 453. 80
5 059. 52
5 902. 49
4 649. 44
3 447. 01

2. 2　不同质量浓度蛋白胨对酵母生物量和硒含量

的影响

　　不同质量浓度蛋白胨对酵母生物量和硒含量的

影响见表3。从表3可以看出, 5～ 25 göL 蛋白胨对酵
母生物量的影响较小,酵母生物量基本上均维持在9

göL 左右; 但是不同质量浓度蛋白胨对于酵母硒含

量及硒总含量的影响却较明显,其中当蛋白胨质量

浓度为5～ 10 göL 时,随着蛋白胨质量浓度增加,酵

母的硒含量和硒总含量增加; 当蛋白胨质量浓度为

10 göL 时,酵母中的硒含量和硒总含量均达到最大

值,分别为727. 50 Λgög 和6 452. 93 ΛgöL ;当蛋白胨

质量浓度为10～ 25 göL 时,随着蛋白胨质量浓度增

加,酵母硒含量和硒总含量均呈下降趋势。说明蛋白

胨作为培养基中的一种营养因素,其浓度的变化对

酵母生物量的影响不明显,但对酵母硒含量和硒总

含量的影响较大。因此,确定培养基中蛋白胨的最佳

质量浓度为10 göL。

表 3　不同质量浓度蛋白胨对酵母生物量和硒含量的影响

T able 3　Effects of pep tone concen tra t ions on the b iom ass and selen ium conten t of yeast

蛋白胨质量浓度ö(g·L - 1)
Pep tone concen tration

硒含量ö(Λg·g- 1)
Se con ten t

生物量ö(g·L - 1)
B iom ass

硒总含量ö(Λg·L - 1)
To tal Se con ten t

5
10
15
20
25

527. 50
727. 50
664. 00
632. 50
590. 50

9. 31
8. 87
8. 81
9. 27
9. 03

4 911. 03
6 452. 93
5 849. 84
5 863. 28
5 332. 22

2. 3　不同质量浓度蔗糖对酵母生物量和硒含量的

影响

　　不同质量浓度蔗糖对酵母生物量和硒含量的影

响见表4。由表4可知,当蔗糖质量浓度为20～ 60 gö

L 时,酵母的生物量随着蔗糖质量浓度的增加而增

加。当蔗糖质量浓度为 20～ 50 göL 时,酵母硒含量

随蔗糖质量浓度的增加而减少; 当蔗糖质量浓度大

于 50 göL 时,随着蔗糖质量浓度的增加,酵母硒含

量增大。综合对酵母生物量和硒含量的影响,选取硒

总含量最高时的蔗糖质量浓度 (40 göL )为其最佳质

量浓度。

表 4　不同质量浓度蔗糖对酵母生物量和硒含量的影响

T able 4　Effects of sucro se concen tra t ions on the b iom ass and selen ium conten t of yeast

蔗糖质量浓度ö(g·L - 1)
Sucro se concen tration

硒含量ö(Λg·g- 1)
Se con ten t

生物量ö(g·L - 1)
B iom ass

硒总含量ö(Λg·L - 1)
To tal Se con ten t

20
30
40
50
60

790. 55
780. 00
716. 85
564. 20
601. 05

6. 61
8. 00
8. 80
9. 57

10. 23

5 225. 54
6 240. 00
6 308. 28
5 399. 39
6 148. 74
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2. 4　发酵培养基配方优化正交试验结果

从表 5 可以看出,在所选水平范围内,酵母粉、

蛋白胨和蔗糖 3 因素对各项指标的影响不同,其中

对酵母生物量影响的因素依次为蔗糖> 酵母粉> 蛋

白胨。

从表 6 可知,蔗糖和酵母粉对酵母生物量的影

响均达极显著水平,蛋白胨对酵母生物量的影响达

显著水平,表明这 3 种营养成分对酵母生长均有显

著影响,影响力大小与表5的结果一致。

表 5　发酵培养基配方优化L 9 (33)正交试验结果

T able 5　D esign and resu lts of o rthogonal experim ent L 9 (33) on the p rescrip t ion of ferm entat ion m edium

试验编号
N o.

因素ö(g·L - 1) Facto rs

酵母粉
Yeast ex tract

pow der
A

蛋白胨
Pep tone

B
　

蔗糖
Sucro se

C
　

生物量ö
(g·L - 1)
B iom ass

硒含量ö
(Λg·g- 1)
Se con ten t

硒总含量ö
(Λg·L - 1)
To tal Se
con ten t

É

Ê

Ë

Ì

Í

Î

Ï

Ð

Ñ

1 (10)

1 (10)

1 (10)

2 (15)

2 (15)

2 (15)

3 (20)

3 (20)

3 (20)

1 (10)

2 (15)

3 (20)

1 (10)

2 (15)

3 (20)

1 (10)

2 (15)

3 (20)

1 (20)

2 (30)

3 (40)

3 (40)

1 (20)

2 (30)

2 (30)

3 (40)

1 (20)

5. 140

6. 190

6. 996

7. 400

5. 256

6. 216

6. 758

7. 550

5. 360

942. 10

569. 47

222. 10

922. 10

822. 10

445. 25

407. 35

281. 05

350. 55

4 842. 42

3 525. 04

1 553. 11

6 822. 58

4 320. 43

2 769. 23

2 753. 89

2 121. 55

1 878. 60

K 1ö3

K 2ö3

K 3ö3

R

6. 110

6. 290

6. 556

0. 446

6. 430

6. 332

7. 320

0. 240

5. 252

6. 388

7. 320

2. 068

R C> R A > R B

A 3B 3C3

K 1ö3

K 2ö3

K 3ö3

R

578. 0

730. 0

327. 8

402. 2

757. 0

557. 5

339. 5

417. 5

705. 0

474. 0

475. 0

231. 0

R B > R A > R C

A 2B 1C1

K 1ö3

K 2ö3

K 3ö3

R

3 306. 70

4 637. 50

2 251. 40

2 386. 10

4 806. 19

3 322. 40

2 067. 00

2 739. 19

3 680. 33

3 016. 11

3 499. 15

664. 22

R B> R A > R C

A 2B 1C1

表 6　正交试验酵母生物量方差分析结果

T able 6　V ariance analysis of the b iom ass on the o rthogonal experim ent

方差来源
Source

离差平方和
S S

自由度
df

均方
M S

F 检验值
F

显著性概率
S ig.

A 0. 304 2 0. 152 167. 117 0. 006

B 8. 867×10- 2 2 4. 434×10- 2 48. 805 0. 020

C 6. 408 2 3. 204 3 526. 791 0. 000

误差 E rro r 1. 817×10- 3 2 9. 084×10- 4

总变异 To tal 366. 107 9

　　从表5还可以看出,对酵母硒含量和硒总含量影

响主次因素均为蛋白胨> 酵母粉> 蔗糖,这与方差分

析结果 (表7)一致,但三者的显著性概率均大于0. 05,

表明其对酵母硒总含量的影响均不显著。由此可知,

酵母粉、蛋白胨和蔗糖3种营养成分对酵母生物量和

富硒性能的影响不同,本试验最终选定硒总含量的最

优条件组合A 2B 1C 1,即酵母粉15 göL ,蛋白胨10 göL ,

蔗糖20 göL ,作为初步确定的最佳培养基配方,并在

此条件下进行了试验,以验证酵母产品的硒含量、硒

总含量和酵母生物量,结果见表8。
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表 7　正交试验硒总含量方差分析结果

T able 7　V ariance analysis of the to ta l selen ium conten t on the o rthogonal experim ent

方差来源
Source

离差平方和
S S

自由度
df

均方
M S

F 检验值
F

显著性概率
S ig.

A 8 577 796. 541 2 4 288 898. 271 3. 786 0. 209

B 11 281 911. 918 2 5 640 955. 959 4. 980 0. 167

C 707 689. 155 2 353 844. 577 0. 312 0. 762

误差 E rro r 2 265 462. 831 2 1 132 731. 415

总变异 To tal 126 783 459. 659 9

表 8　发酵培养基配方优化前后酵母生物量和硒含量的比较

T able 8　B iom ass & Se con ten t of selen ium 2enriched yeast p repared acco rding to the

op tim ized ferm entat ion m edium and that of in it ia l ingredien t of cu ltu re m edium

培养基配方
Ingredien t of cu ltu re m edium

生物量ö(g·L - 1)
B iom ass

硒含量ö(Λg·g- 1)
Se con ten t

硒总含量ö(Λg·L - 1)
To tal Se con ten t

未优化 P revious ingredien t 6. 48 815. 00 5 277. 91

优化Op tim ized ingredien t 5. 25 1 050. 0 5 510. 07

　　由表8可知,在优化的最佳培养基配方 (酵母粉

15 göL ,蛋白胨10 göL ,蔗糖20 göL )条件下,平均酵

母生物量、硒含量和硒总含量分别为 5. 25 göL ,

1 050. 00 Λgög 和5 510. 07 ΛgöL。与未优化的培养
基配方 (酵母粉10 göL ,蛋白胨10 göL ,蔗糖40 göL )

相比,虽然培养基优化后的酵母生物量降低,但是硒

含量和硒总含量分别提高了28. 8%和9. 01%。由此

可知,培养基优化后酵母具有较高的硒含量。

3　结　论

1)以市售活性干酵母为菌种进行富硒酵母的生

产,工艺简单,方便快捷,易于推广。

2)发酵培养基中3种营养成分对酵母生物量及

其富硒能力均有一定影响。对酵母的生物量影响最

主要的成分是蔗糖,而对其富硒性能影响最主要的

成分是蛋白胨。

3)通过正交试验,初步确定出最佳培养基配方

为: 酵母粉15 göL ,蛋白胨10 göL ,蔗糖20 göL ,并在

此营养条件下进行富硒酵母的生产,酵母中硒含量

和硒总含量分别可达1 050. 00 Λgög 和5 510. 07 Λgö

L ,分别较优化前提高了28. 8%和9. 01%。
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