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比１ｇ∶２０ｍＬ的最佳工艺条件下，对样品中狼把草总黄酮的
提取量在 ２５．０８０４～２５．６７０５ｍｇ之间，平均提取率为
０．５０７２％，提取效果比较理想。

３　小结

本试验采用微波工艺提取狼把草黄酮，该方法加热耗能

少，成本低，简单方便。优化所得最佳提取工艺条件为：乙醇

体积分数 ７５％、微波功率 ５００Ｗ、提取时间 ３５ｍｉｎ、料液比
１ｇ∶２０ｍＬ、微波温度７０℃，该优化条件下的平均提取率为
０５０７２％。该研究结果对狼把草总黄酮在药物、食品等领域
的深入开发提供了一定参考。
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　　摘要：采用单因素试验和Ｌ９（３
３）正交试验确定酿酒酵母的最佳超声破碎条件。结果表明，酿酒酵母的最佳超声

破碎条件为：破碎功率３５０Ｗ、总工作时间２５ｍｉｎ、工作时间／间歇时间１５ｓ／２５ｓ。
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　　蔗糖酶（ｓｕｃｒａｓｅ，ＥＣ３．２．１．２６）别称转化酶，能催化蔗糖
水解产生葡萄糖、果糖，是一种广泛存在于自然界中的糖苷

酶［１］。目前蔗糖酶已在农产品加工业［２］、食品工业［３－４］、医药

行业［５－６］中发挥重要作用。工业上一般从酵母中提取蔗糖

酶［７］。蔗糖酶属于胞内水解酶，提取时须对酵母细胞进行破

壁处理，酵母细胞的破壁方法主要有机械研磨法、酶解法、反

复冻融法等［８］，这些方法都有一些不足之处，例如酶解法耗

时长、费用高，机械研磨法操作复杂、损耗大等［９］。超声波具

有空化效应，会产生机械剪切压力而使细胞破碎［１０－１１］。本研

究采用超声波法破碎酵母细胞，以期找出有效保存酵母蔗糖

酶活性的超声破碎条件。

１　材料与方法

１．１　菌株
酿酒酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）ＧＹ７，由辽宁石油化

工大学化学化工与环境学部实验室保存。

１．２　培养基

种子培养基：葡萄糖 １０ｇ／Ｌ，蛋白胨 ５ｇ／Ｌ，酵母膏
１５ｇ／Ｌ，氯化钠４ｇ／Ｌ，ｐＨ值７．０。

摇瓶发酵培养基：葡萄糖２０ｇ／Ｌ，酵母粉１０ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４
１．５ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４１ｇ／Ｌ，ｐＨ值５．５。
１．３　仪器设备

立式压力蒸汽灭菌器（上海申安医疗器械厂）；全温振荡

器（哈尔滨市东联电子技术开发有限公司）；可见分光光度计

（北京瑞利分析仪器公司）；高速台式离心机（上海安亭科学

仪器厂）；超声波细胞粉碎机（宁波新芝生物科技生物有限公

司）。

１．４　方法
１．４．１　酿酒酵母的培养及收集　向装有３０ｍＬ液体种子培
养基的２５０ｍＬ三角瓶中接种两环斜面种子，３０℃、１５０ｒ／ｍｉｎ
振荡培养２４ｈ，得到二级种子液。将二级种子液以１０％的接
种量接入１００ｍＬ发酵培养基中，２９℃、摇床转速１６０ｒ／ｍｉｎ
条件下培养２７ｈ左右。取菌液于４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，得
到酵母菌体细胞。

１．４．２　超声破碎酿酒酵母　将离心得到的菌体用ｐＨ值４．６
的醋酸－醋酸钠缓冲液冲洗２次，取菌体１ｇ，加入到５０ｍＬ
缓冲液中充分振荡混匀制成菌悬液，在超声细胞破碎仪中破

碎，破碎条件按单因素试验和正交试验表进行。
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１．４．３　酵母蔗糖酶的提取 　将超声破碎后细胞悬浊液于
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，得到上清即为粗酶液。向粗酶液
中加入乙醇使 其质量分数达 ３０％，４℃ 放 置 过 夜，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上清液，再追加投入乙醇使其终
质量分数达５０％。４℃放置１ｈ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，弃
上清液，沉淀用双蒸水溶解，４℃保存［１２］。

１．４．４　酵母蔗糖酶活性的测定　取 ４支试管，各加入
０．５ｍＬ酶液。将其中１支试管置于１００℃沸水浴２ｍｉｎ（作
参比），另３支试管作平行测定管。向４只试管中各加入２％
蔗糖液０．５ｍＬ，置于３５℃水浴反应１０ｍｉｎ，然后取出各加入
１ｍＬＤＮＳ溶液终止反应。用 ＤＮＳ法［１３］在５４０ｎｍ波长下测
定还原糖含量。将１个酶活力单位定义为在本试验条件下，
１ｍｉｎ催化２％蔗糖生成１μｇ葡萄糖的蔗糖酶量［１４］。在葡萄

糖标准曲线（图１）上找到所测定光密度值对应的葡萄糖含
量，按下式计算酶活力。

蔗糖酶活力＝ｘ×ｎＶ×ｔ （１）

式中：ｘ为葡萄糖含量；ｎ为稀释倍数；Ｖ为酶液体积，０．５ｍＬ；
ｔ为反应时间，１０ｍｉｎ。

２　结果与分析

２．１　超声破碎酵母细胞的单因素试验
２．１．１　超声破碎功率的确定　超声破碎功率是影响细胞破
碎率的重要因素，超声破碎功率过小会造成细胞破碎率低，破

碎不完全；若超声破碎功率过大，则会引起样品飞溅或产生泡

沫。本试验中细胞悬浊液体积为５０ｍＬ，因此在２００～４００Ｗ
范围内选择功率。在工作时间／间歇时间为２０ｓ／２５ｓ、总工作
时间（指超声破碎的总时间，不包括间隔时间）２５ｍｉｎ、冰浴等
条件不变的情况下，分别以５个功率进行超声细胞破碎。

由图２可以看出，当破碎功率为３５０Ｗ时，提取到的酵
母蔗糖酶活力最高，为 ８５１５．７Ｕ／ｍＬ。当破碎功率小于
３５０Ｗ时，酵母蔗糖酶活力随功率增加而增加，说明功率越
高，细胞破碎率越高，蔗糖酶活力也越高；而当破碎功率大于

３５０Ｗ时，蔗糖酶的活力开始降低，说明功率过大虽然会增加
细胞破碎率，但由于功率增大的同时对活性物质的破坏力也

有所增大，因此破碎功率选择３５０Ｗ较为适宜。
２．１．２　总工作时间对酵母蔗糖酶的影响　选定破碎功率
３５０Ｗ、工作时间／间歇时间为２０ｓ／２５ｓ，分别以５、１０、１５、２０、
２５、３０ｍｉｎ为总工作时间进行超声细胞破碎。破碎后离心取
上清，提取蔗糖酶，最后测定蔗糖酶活力。

　　由图３可见，在一定范围内，随着总工作时间的增加，蔗
糖酶活力逐渐升高，２０ｍｉｎ之前增加幅度较为显著，之后趋于
缓慢；当总工作时间达到２５ｍｉｎ时，破碎效果最为明显，蔗糖
酶活力最高，达到８７１５．７Ｕ／ｍＬ；３０ｍｉｎ后蔗糖酶活力开始有
降低趋势。因此，超声破碎总工作时间选择２５ｍｉｎ左右较为
适宜。

２．１．３　工作时间／间歇时间对酵母蔗糖酶活力的影响　工作
时间／间歇时间是超声破碎过程中的重要因素之一，其直接影
响细胞破碎率，而且不同时间间隔还会引起超声破碎过程中

热效应和空化效应的改变，影响目的蛋白活性［１５］。在破碎功

率为３５０Ｗ、总工作时间为 ２５ｍｉｎ条件下，分别以工作时
间／间歇时间为 ５ｓ／２５ｓ、１０ｓ／２５ｓ、１５ｓ／２５ｓ、２０ｓ／２５ｓ、
２５ｓ／２５ｓ、３０ｓ／２５ｓ进行超声细胞破碎。

由图４可以看出，在一定范围内，随着工作时间／间歇时
间的增大，蔗糖酶活性逐步增高；当工作时间／间歇时间为
１５ｓ／２５ｓ时，蔗糖酶活性达到峰值；之后蔗糖酶活性有小幅
度降低；当工作时间超过间歇时间时，蔗糖酶活性骤然下降。

因此，选择工作时间／间歇时间为 １５ｓ／２５ｓ左右进行超声
破碎。
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２．２　超声破碎酵母细胞的正交试验
在单因素试验的基础上，选用 Ｌ９（３

３）正交试验表，综合

考察超声破碎功率、总工作时间、工作时间／间歇时间对酵母
蔗糖酶活性的影响，各因素水平见表１。

表１　超声破碎酵母细胞正交试验因素与水平

水平
Ａ：超声破碎
功率（Ｗ）

Ｂ：总工作时间
（ｍｉｎ）

Ｃ：工作时间／
间歇时间（ｓ／ｓ）

１ ３００ ２０ １０／２５
２ ３５０ ２５ １５／２５
３ ４００ ３０ ２０／２５

　　由表２可以看出，超声破碎酵母细胞正交试验结果中，极
差的高低顺序为：工作时间／间歇时间＞超声破碎功率＞总工
作时间，即工作时间／间歇时间对酵母蔗糖酶活性的影响最
大，其次是超声破碎功率，影响最小的因素是总工作时间。由

表２还可见，从酿酒酵母中提取蔗糖酶的最佳超声破碎工艺
条件为Ａ２Ｂ２Ｃ２，即超声功率３５０Ｗ，总工作时间２５ｍｉｎ，工作
时间／间歇时间１５ｓ／２５ｓ。

表２　超声破碎酵母细胞正交试验结果

处理
Ａ：超声破碎
功率

Ｂ：总工作时间 Ｃ：工作时间／
间歇时间

酵母蔗糖酶

活力（Ｕ／ｍＬ）

１ １ １ １ ５７８７．１
２ １ ２ ２ ８６０１．４
３ １ ３ ３ ５５５８．６
４ ２ １ ２ ８７３０．０
５ ２ ２ ３ ８７８７．１
６ ２ ３ １ ６１０１．４
７ ３ １ ３ ７６５８．６
８ ３ ２ １ ５６８７．１
９ ３ ３ ２ ８３７２．９
ｋ１ ６６４９．０ ７３９１．９ ５８５８．５
ｋ２ ７８７２．８ ７６９１．９ ８５６８．１
ｋ３ ７２３９．５ ６６７７．６ ７３３４．８
Ｒ １２２３．８ １０１４．３ ２７０９．６

　　方差分析表明，工作时间／间歇时间是影响酵母蔗糖酶活
性的显著性因素（表３）。

表３　超声破碎酵母细胞正交试验方差分析

因素 偏差平方和 自由度 Ｆ值 Ｆ临界值
（α＝０．１０） Ｐ值

超声破碎功率 ２２４７４４５．６ ２ １．３６１ ９．０００ ０．１４２
总工作时间 １６２８８２６．１ ２ ０．９８６ ９．０００ ０．１５８

工作时间／间歇时间 １１０４２１２７．５ ２ ６．６８６ ９．０００ ０．０４３
误差 １６５１５３６．３ ２

３　结论与讨论

酿酒酵母细胞壁较厚，在超声破碎过程中超声功率的选

择非常重要，功率较小影响酵母细胞破碎率，导致酵母蔗糖酶

活力较低；而功率过大则会引起细胞悬液飞溅或产生泡沫。

超声破碎的工作时间／间歇时间对蔗糖酶活力有显著影
响，当超声破碎时间大于间歇时间时，超声破碎过程中产生了

较多热量，而较短的间歇时间使热量无法散发，从一定程度上

破坏了蔗糖酶活性。因此设定工作时间／间歇时间时，应使超
声时间短于间歇时间。

本研究以酵母蔗糖酶活力为指标，将超声破碎功率、总工

作时间、工作时间／间歇时间列为考察因素，通过单因素试验
及正交试验探寻超声破碎酵母细胞的最佳条件。试验优化后

的超声破碎条件为超声功率３５０Ｗ，总工作时间２５ｍｉｎ，工作
时间／间歇时间１５ｓ／２５ｓ。优化后的超声破碎酵母细胞法与
酸碱裂解法、反复冻融法、酶解法相比，更为简便、快捷、经济、

实用，适于实验室及小规模的破碎酵母提取蔗糖酶等胞内活

性物质试验。
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