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摘要研究了保加利亚乳杆菌将无机态微量元素锌富集转化为细胞内的有机态微量元素锌的条件。正交实

验结果表明，培养基中zns04浓度为主要影响因素，培养温度、培养时间和接种量为次要影响因素，其中又以培

养温度的影响较主要。最佳富集条件为，z她浓度400旭／n1L、培养温度37℃、培养时间36 h、接种量5％。在
优化条件下，细胞富集的锌含量有明显升高，为249．8旭詹，有机态锌占总量的80％以上。
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微量元素是人和动物必需的营养素，它对提高人

体免疫机能、预防某些疾病的发生有着重要的作用。

大量实验表明，有机态微量元素较之无机态微量元素

生物利用率和生物活性高、毒性低[1'2J。有机态微量

元素的获得目前主要有2个途径：一是人工合成有机

态微量元素；二是借助生物生长吸收无机微量元素，

转化为富含有机微量元素的食物。近十几年来，用微

生物作为载体富集人及动物所必需的微量元素，制备

有机形态、成本低廉的微量元素添加剂，在国内外已

形成研究热点。用可食用的、对人体有益的微生物吸

收转化无机微量元素是一条极有价值的途径。国外

自1970年代以来相继研制出硒酵母[3J、铬酵母【4~6 o

等。在美国、法国、芬兰、德国等国均有硒酵母作为食

品添加剂及补充药物出售。我国这方面的研究也很

活跃，上海酵母厂和上海生物工程试验基地首先研制

成功了高铁酵母、高锌酵母。

锌是人体必需的微量元素，被誉为“生命之花”，

缺锌时可导致器官和组织的生理功能异常，生长发育

迟缓，免疫能力低下，性功能减退等症状。用微生物

富集锌已有不少研究报道[7~1⋯。李洪军等[9]研究酵

母对锌的富集，发现法国酵母和梅山酵母在Zn2+

(ZnS04)浓度越高时细胞中锌含量也越高，但当

Zn2+浓度大于或等于10—1 m01／L时，酵母生长繁殖

受到极大抑制，故选择Zn2+浓度在10屯～10_3 mol／

L之间较为适宜。

目前国内外富集微量元素所用菌种主要为酵母

菌，很少用细菌。乳酸菌是一类益生细菌，有助于人
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体肠道健康u1|。乳酸菌代谢过程中产生的具有特殊

功能的乳酸菌素对很多腐败菌、致病菌具有抑制作

用Ll引，是美国FDA公认的安全食品。通过乳酸菌富

集人体必需的微量元素，可以集微量元素、乳酸菌、乳

酸菌素的功能于一身。文中研究了保加利亚乳杆菌

富集微量元素锌的影响因素(培养基中添加锌的浓

度、培养温度、培养时间、接种量)，首先通过单因素梯

度试验得出各因素水平范围，再用正交试验法找到最

佳富集条件，以提高保加利亚乳杆菌富集锌的水平。

1’材料与方法

1．1材料

1．1．1 菌 种

保加利亚乳杆菌(kc￡o沈c删甜s 6“五奶以c“s)：南

昌大学中德联合研究院提供。

1．1．2培养基

躲S培养基[13]：蛋白胨10 g，牛肉膏10 g，酵母
膏5 g，K2Ⅷ104 29，柠檬酸三铵29，乙酸钠5 g，葡萄

糖20 g，吐温80 1 mL，MgS04·7H20 0．58 g，MnS04

·4H20 0．25 g，H20 1 000 mL，pH6．2～6．4，121℃灭

菌15 min

1．1．3仪器

150A生化培养箱、LⅪ一Ⅱ离心沉淀机、FAl604

电子天平、KL—UP～Ⅲ一10实验室专用超纯水机、

SpeetrAA一10原子吸收分光光度计等。

所用硝酸为优级纯，其余试剂均为分析纯

1．2方法

1．2．1 富集培养

将znS04配成一定浓度的溶液，灭菌备用。在

无菌室将ZnS04溶液按不同的比例加入150 mL已

灭菌的MRS液体培养基中，摇匀，按一定比例接入
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保加利亚乳杆菌，每个处理设2个重复。一定温度下

培养一定时间，收集培养物待用。

1．2．2培养物洗涤处理

培养物一离心(4 000r／min)0．5 h，倾去上清液

一加入300 mL双重蒸馏水，搅拌均匀一离心(4 000

r／min)0．，h，倾去上清液。如此反复洗涤5次，将附

着于细胞表面的Zn2+洗去。最后于4 000r／min离心

0．5 h获得最终培养物。

1．2．3干法消化和测定方法

将培养物分别转入坩锅中，在电热鼓风干燥箱进

行干燥。干燥后加入适量硝酸，浸泡2 h后置电炉上

蒸干，炭化完全后转入550℃高温炉中灰化一定时

间，至样品全部变成灰白色。取出冷却，用2％的硝

酸溶解样品后，移人50 mL容量瓶中，定容，用原子

吸收分光光度计测定锌含量[14|。同时作空白对照及

一段时间彻底搅拌，浸取12 h，然后离心获得菌体沉

淀(无机态存在于上清液中)。将菌体沉淀干燥、消

化、定容，便可测得有机态锌的含量。采用差减法计

算得到的无机态锌含量。

1．2．5数据分析处理

采用SPSS数据处理软件对正交实验结果进行

方差分析，得出正确的结论。

2结果与讨论

2．1单因素实验

在保加利亚乳杆菌的富集培养过程中，分别对培

养基中znS04浓度、接种量、培养时间3个因素进行

单因素实验，得出适宜的单因素水平范围。

2．1．1 ZnS04添加量对保加利亚乳杆菌富集锌的影

响

标准曲线。 对保加利亚乳杆菌进行MRS液体培养基中Zn一

1．2．4有机态和无机态的分离和测定S04添加量的单因素实验。向MRS液体培养基中加

采用静置浸出离心分离法测定保加利亚乳杆菌 人不同量的znS04，使培养基中zns04浓度成为一

富集的锌的有机态和无机态u5J。将0．2～0．39离心 定梯度，按3％接种量接人保加利亚乳杆菌，在37℃

洗涤干燥后的乳酸菌细胞加人10 mL双蒸水，每隔 培养48 h，测定细胞中锌元素含量。结果见表1。
表1 2r皿s04添加量对保加利亚乳杆菌生长及富集锌量的影响

圣璺璺堕鋈塑量尘堡：些：! ! !Q !! !! !!! !!! !!旦 !!Q !壁!
细胞干重詹．(300 mL)1 O．279 0．307 0．308 0．307 0．309 0．308 O．307 O．319 0．310

细胞锌含量49．g‘1 20．42 71．24 146．1 160．4 152．1 126．7 133．3 204．6 177．1

由表1可知，随着MRS培养液中znS04的添加

量逐渐增加，保加利亚乳杆菌细胞干重有明显的增

加，在添加量为400肚g／mL时，细胞干重达到最大。

对锌的富集量也大幅度提高，在ZnS04添加量为90

肛g／mL时，细胞中锌的富集量达到第1个高峰，为

160．4肛g儋；以后随着ZnS04浓度的增加，保加利亚

乳杆菌对锌的富集先降低后又增加，在添加量为400

煺／n1L时，细胞中锌的富集量达到第2个高峰，为

204．6耀儋。因此，保加利亚乳杆菌富集锌元素采用

ZnS04添加量为400肚g／n1L较为合适。

2．1．2接种量对保加利亚乳杆菌富集锌的影响

在培养保加利亚乳杆菌的MRS液体培养基中

加入ZnS04使其浓度为400越／mL，以不同的接种
量接入保加利亚乳杆菌，37℃培养48 h，测定细胞中

锌元素含量。结果见表2。

表2接种量对保加利亚乳杆菌生长及富集锌量的影响

接种量／％ 1 2 3 4 5 6 7 8

细胞于重屈．(300 mL)一1 0．311 0．313 0．319 0．322 0．326 0．328 0．328 0．331

塑丝壁垒量丛：曼：! !堑：! !竺：! !墅：! !!!：i !竺!：! !塑：! !翌：! !!!：!

由表2可知，随着接种量的增加，保加利亚乳杆

菌的细胞干重和细胞中锌含量逐渐增加，在接种量为

5％时细胞中锌含量达到最高，为201．6肛g儋。所以

保加利亚乳杆菌富集锌元素采用接种量为5％较为

合适。

2．1．3培养时间对保加利亚乳杆菌富集锌的影响

2Q堕y鱼!：墨至丛Q：§i!Q塑!至丝2

在培养保加利亚乳杆菌的MRS液体培养基中

加入znS04使其浓度为400肛g／mL，以5％的接种量

接入保加利亚乳杆菌，37℃培养不同时间，测定细胞

中锌元素含量。结果见表3。

由表3可看出，随着培养时间的增加，保加利亚

乳杆菌的细胞干重只有很小幅度的变化；细胞中锌富

   



集量开始时增加，以后逐渐下降，说明培养时间较长

对保加利亚乳杆菌富集锌元素较为不利。在培养时

间为36 h时细胞中锌富集量达到最大，为231．6耀／

g。因此，保加利亚乳杆菌富集锌元素采用培养时间

为36 h较为适宜。

表3培养时间对保加利亚乳杆菌生长及富集锌量的影响

培养时间／h 24 36 48 60 72 84

细胞干重儋．(300 n1L)一1 0．314 0．316 O．319 0．311 0．301 0．296

塑堕壁垒量互坚：曼：： 183．1 231．!!!i：!!15．7 155．4 1塑二!

分析表4数据可知，影响保加利亚乳杆菌锌富集

量的主次因素为：D(ZnS04浓度)>A(培温度)>B

(培养时间)>C(接种量)。ZnS04浓度(D)为400

弘g／mL时极显著地高于90肛g／mL时的锌富集量，显

著地高于浓度为800耀／mL时的锌富集量，故选择

400肛g／mL(D2)为ZnS04浓度；因素A、B、C的3个

水平之间无显著性差异，可选择最优水平，也可选择

其他水平，故培养温度(A)选择37℃(A2)，培养时间

(B)选择36 h(B】)，接种量(C)选择5％(G)。因此，

本实验确定最佳富集条件为A2 B】C3D2。

2．3保加利亚乳杆菌富集锌的有机态分析

在最佳条件进行富集实验，即znS04添加量400

旭／n1L，培养温度37℃，接种量5％，培养时间36 h。

测定细胞中锌元素总量，按1．2．4方法分析有机态和

无机态含量。结果见表5。

表5保加利亚乳杆菌富集锌元素的有机形态

堡重童堑查 查塑查 垂垫奎 璺宣堡量
塑堕壁鱼量互竖：星：：—三坚二i 42．5 111：!

由表5可知，在优化条件下，细胞富集的锌含量

有明显升高，为249．8肚g儋。保加利亚乳杆菌富集的

微量元素锌中，有机态占总量的80％以上，这种有机

态元素的含量是比较高的，对人体应具有较高的营养

价值。

3 小 结

(1)保加利亚乳杆菌富集锌元素采用培养时间为

36 h较为适宜，培养时间较长对保加利亚杆菌的生

长和锌元素富集都较为不利。

(2)从正交实验分析可知，影响保加利亚乳杆菌

富集锌元素的因素中，培养基中ZnS04浓度为主要

影响因素，培养温度、培养时间和接种量为次要影响

因素。在3个次要因素中，培养温度的影响是较主要

的。

(3)在优化条件下，细胞富集的锌含量有明显升

高，有机态含量较高(占总富集量的80％以上)，对人

体应具有较高的营养价值。
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Study on Conditions of Bio·c伽centrating Trace Element

Zinc by L口cfDZ，口ciZZ“s易"而暨口一c配s

Liu Wenqun Deng Zeyuan Xu Emi Li Man

(The Key Lab．of F00d Science of MOE，Nallchang Uni、啊sity，NaIlchallg 330047，CIlim)

A卫研RACT In this paper，L以曲口沈c洲“s沈Z舭一f“s(LB)waS cultured in the medi啪with Zinc．The inorganic
state trace element Zn was changed into the orgallic state trace elenlent through bio—tranSfomlation．The effect of

different conditions on enrichment of trace element Zn by I—B was assessed with the orthogonal design of b(34)．

The results showed that ZnS0：4∞ncentration in the medium was the main influence factor；the culture tempera—

ture，the culture time and the inoculation v01ume were the se∞ndary innuence factors．The optinlal enriching con—

ditions of Zn by LB were as follows：ZnS04 concentration，400弘g局【lL，；the culture temperature，37℃；the culture

time，36h；and the inoculation、Dlunle，5％． In these optimal enrichIllent conditions the锄ount of Zinc by I出
waS raised up to 249．8肚g／g．The锄ount of organic fom was abCIve 80％．

J始y wDrds Lncfo￡尬ciZZ“s 6“Z譬n矗f“5，trace element Zn，enriching conditions

隧==j2：=2甏l
隧会蓑 婴鳓如脑部发育营养素与相i莠会毳撩准研谐务礁索雹希
隧讯蠹
巨。。。。。麓 2006年8月31日，由中国食品科学技术学会儿童食品专业学会主办，美赞臣(广州)有限公司协办的“婴幼儿脑部l

l发育营养素与相关食品标准研讨会”在北京中国大饭店召开。会议围绕我国婴幼儿生长发育现状和趋势分析、我国婴幼儿营养I

l与健康状况、婴幼儿早期脑部发育重要营养元素及相关食品标准、企业如何推动中国婴幼儿脑部营养发展事业等议题进行研I

I讨，随后美赞臣(广州)有限公司将企业的婴幼儿食品研发最新科研成果递交给中国儿童食品专业学会作为今后行业制定相关l

l标准的参考。
众所周知，儿童是对营养需求非常敏感的人群之一，儿童时期的营养直接关系到其一生的健康。因此，多年来，世界各国的l

I营养学家在儿童食品及营养等方面都在进行着不断的探索和研究，以寻求最科学的营养膳食。

儿童营养不良不但影响体格发育，同时也影响儿童的脑发育和智力发育。婴幼儿阶段的营养缺乏对其脑发育的损害，甚至l

I有可能导致其终生的心理行为受到不良影响。儿童是民族和国家的未来和希望所在，更是千万家庭的核心和焦点，吸引着全社l

I会的目光；目前我国儿童食品生产企业的个体水平参差不齐，整个行业良莠并存，包括婴幼儿食品在内的儿童食品也还存在一l

I些亟待解决的问题，消费者缺乏必要的科学指导和正确引导的问题也比较突出。

此次会议也正是在这样的背景下举办的，主办方表示希望通过此次会议能够引起全社会人士对婴幼儿营养和健康的关注，I

l以科学的态度对待孩子的成长，建议进一步加强儿童食品安全信用体系建设，制定婴幼儿食品的相关标准，政府相关部门加强I

I对婴幼儿食品的监管力度，在提倡婴幼儿食品脑部营养的同时，确保婴幼儿食品的安全和卫生。

参加此次研讨会议的还有卫生部等管理部门领导，中国营养学会、中国食品科学技术学会、中国奶业学会、广东奶业协会、l

l中国消费者协会、cDc、发改委宏观院公众营养与发展中心、全国妇联心系新生命工作组等人士及婴幼儿食品方面的专家，以及l

来自多家新闻媒体的记者。
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