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嗜酸乳杆菌发酵脱脂乳
生成 CLA的条件优化
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 摘  要:为提高发酵乳中共轭亚油酸 ( CLA )含量,以经化学诱变的

嗜酸乳杆菌 (Lactobacillus ac idophilus ) 发酵添加亚油酸

( LA)的脱脂乳,通过三因素二次正交旋转组合设计对该菌

株发酵脱脂乳生成共轭亚油酸的条件进行了优化。结果

表明:培养温度 37e 、pH 515、培养时间 28h时为最佳优化条

件,此时 CLA产率达 3314%。
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 Abstrac :t In o rde r to inc rease con jug a ted lino le ic a c id ( C LA )

conc en tra tion in fe rm e n ta t io n m ilk, skmi m ilk added

lino le ic a c id ( LA ) w as fe rm e n ted by Lac tobac illus

a c idoph ilus a fte r chem ica l m u ta tion, and the C LA

fo rm a tion c ond it io ns w e re op tmi ized us ing th ree

fac to rs quad ric o rthog ona l ro ta tab le de s ig n1 The

op tmi um co nd it io ns w e re: re ac tion tem pe ra tu re 37e ,

pH 515, and incuba t io n tmi e 28h1U nde r the op tmi um

cond itions the y ie ld o fC LA w as 3314% 1

 Key words: Lac tobac illus ac idoph ilus ; co n jug a ted lino le ic ac id;
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共轭亚油酸 ( conjugated lino leic acid, CLA )是亚

油酸 ( linole ic acid, LA )衍生的共轭双烯酸的多种位

置与几何异构体的总称。 CLA主要存在于瘤胃动物

如牛、羊的乳脂及肉制品中
[ 1 ]

, 且主要以顺- 9, 反- 11

异构体存在。近年来,经微生物转化,特别是经乳酸

菌转化获得 CLA成为研究的热点。Tung Y1L in等人

把嗜酸乳杆菌、保加利亚德氏乳杆菌、乳酸乳球菌、

嗜热链球菌分别接种到添加 LA的脱脂牛奶中, 发现

均能生成 CLA, 且嗜酸乳杆菌的转化能力最强
[ 2 ]
。

L1A lonso
[ 3 ]
等人对嗜酸乳杆菌研究表明: 在脱脂乳培

养基中添加 012mg /mL的 LA和 1% 的 Tw een- 80可

以生成 54131Lg /mL CLA。但是,有关牛乳发酵提高

CLA含量的实验研究尚处在探索阶段
[ 4]
。深入探讨

研究牛乳发酵过程中不同因素对 CLA水平的影响,

并将其应用于功能性乳制品生产中, 具有重要的意

义和广阔的应用前景。本实验以嗜酸乳杆菌为出发

菌株,经化学诱变 [ 5]后, 对其提高发酵乳中 CLA的条

件进行了优化研究。

1 材料与方法
111 材料与设备
嗜酸乳杆菌 ( Lactobacillus acidophilus) 111854 

购于中科院微生物研究所, 通过化学诱变和诱导处

理而获得一株 CLA高产菌株; 脱脂乳培养基  用新
西兰进口脱脂乳粉配成 10%的脱脂乳培养基; 活化

培养基  MRS培养基; 亚油酸 ( 99% 以上 )  S igm a

公司;共轭亚油酸 ( CLA )  青岛澳海生物有限公司;

其余试剂均为国产分析纯。

SW- CJ- 1F无菌操作台  苏州安泰空气技术有
限公司; DH P060型恒温培养箱  上海实验仪器厂有
限公司; PH S- 3B精密 pH计  上海精密科学仪器有
限公司雷磁仪器厂; BS210S电子天平  北京赛多利
斯天平有限公司;高压灭菌锅  上海三申; TU- 1901

双束紫外分光光度计  北京普析通用仪器有限责任
公司。

112 实验方法
11211 培养方法  将嗜酸乳杆菌接种到 10mL MRS

液体培养基上,活化两代后, 接入含有 011%亚油酸
的脱脂乳培养基内,混匀,静置培养。

11212 共轭亚油酸的提取  脱脂乳发酵结束后, 移入

100mL分液漏斗中,加入 25mL正己烷振荡萃取。静

置分层后弃去下层液体,加入等量蒸馏水振荡水洗,水

洗两遍后,用无水 N a2 SO4 干燥,然后移入 25mL的容

量瓶中,加入正己烷定容,摇匀后进行紫外检测。

11213 培养基中 CLA产量的测定  以不接种的培养
基为参比,用紫外分光光度计在 190~ 350nm范围内

扫描,读取特征吸收峰 233nm处的吸收值, 根据标准

曲线计算发酵液中 CLA的含量。

11214 实验设计与数据处理  采用三因素二次正交
旋转组合设计,研究培养温度、pH以及培养时间三

因素对发酵生成 CLA量的影响。各因素水平安排见

表 1。实验数据用 SAS(V6112版 )统计软件处理。
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表 1 三个因素水平编码表

编码水平 X1 pH
X2温度

( e )

X3时间

( h)

+ 11682 715 42 42

+ 1 615 40 35

0 510 37 24

- 1 315 34 13

- 11682 215 32 6

v i 115 3 11

2 结果与分析
211 回归模型的建立和检验
三因素二次正交旋转组合实验结果见表 2 ,表 2

实验数据经 SAS统计软件处理后,以 CLA产率为指

标剔除不显著项,建立回归模型如下:

Y = 32155 + 2171X1 + 0175X2 + 4113X3 + 0124X1 X2

+ 0116X2 X3 - 7136X
2

1 - 2195X
2

2 - 6109X
2

3

表 2 三因素二次正交旋转组合实验设计结果

实验号 X1 X2 X3 CLA产率 ( % )

1 1 1 1 2611
2 1 1 - 1 1512
3 1 - 1 1 2317
4 1 - 1 - 1 1311
5 - 1 1 1 1517
6 - 1 1 - 1 1113
7 - 1 - 1 1 1319
8 - 1 - 1 - 1 1015
9 11682 0 0 1417
10 - 11682 0 0 816
11 0 11682 0 2511
12 0 - 11682 0 2312
13 0 0 11682 2313
14 0 0 - 11682 712
15 0 0 0 3117
16 0 0 0 3314
17 0 0 0 3311
18 0 0 0 3219
19 0 0 0 3217
20 0 0 0 3115

212 因素分析
采用 /降维分析法 0, 得到单因素及双因素对目

标函数的偏回归解析子模型, 分析得到各参试因素

单独或交互作用与目标函数的关系。

21211 单因素分析

2121111 pH对 CLA产率的影响  分别对 X2、X3取零

值,得出 pH对 CLA产率的偏回归解析子模型如下:

Y 1 = 32155 + 2171X1 - 7136X
2

1, 由子模型 Y1 得

图 1。

从图 1可以看出, 在初始 pH较低时, CLA产率

也较低,可能是乳酸菌发酵引起了凝乳,不利于底物

LA和菌体细胞亚油酸异构酶的接触, 从而影响了

CLA生成;当初始 pH 为 515时生成的 CLA量最多,

这与 L in T1Y[ 6 ]
的研究基本一致。当初始 pH较高时,

CLA产率下降,这可能是由于较高 pH不利于菌体的

生长。

2121112 培养温度对 CLA产率的影响  分别对 X1、

图 1 pH 对 CLA产率的影响

X3取零值,得出培养温度对 CLA产率的偏回归解析

子模型如下:

Y2 = 32155 + 0175X2 - 2195X
2

2, 由子模型 Y2 得

图 2。

图 2 培养温度对 CLA产率的影响

乳酸菌转化 LA为 CLA主要是亚油酸异构酶作

用的结果, 酶活性与温度关系密切, 由图 2可以看

出, 当培养温度为 37e 时 CLA产率最高。温度过

高, 可能使 LA的双键不发生迁移或迁移过程中不发

生原有构型的变化。

2121113 培养时间对 CLA产率的影响  分别对 X1、

X2取零值,得出培养时间对 CLA产率的偏回归解析

子模型如下:

Y3 = 32155 + 4113X
2

3 - 6109X
2

3, 由子模型 Y3 得

图 3。

图 3 培养时间对 CLA产率的影响

从图 3可以看出开始 5h是菌体生长的适应阶

段, 亚油酸异构酶没有充分释放出来, 随着时间的继

续, 亚油酸异构酶的酶活力逐渐提高, CLA产量也逐

渐提高, 28h时 CLA产量达到最高,以后 CLA产量有

所降低,可能是因为 CLA进一步被加氢、氧化生成硬

脂酸的缘故
[ 7 ]
。

21212 因素交互作用分析

2121211 pH和培养温度交互对 CLA产率的影响  
pH和培养温度交互作用对 CLA产率的偏回归解析

子模型如下:

Y4 = 32155+ 2171X1 + 0175X2 + 0124X1X2 - 7136X
2

1

- 2195X
2

2,由子模型 Y4得图 4。

由图 4可以看出: pH和温度对 CLA产率具有显

著交互影响。在 pH 510~ 515和培养温度 36~ 38e 交

互作用区, CLA产量最高。同时可以看出 pH的变化
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图 4 pH和温度交互对 CLA产率的影响

大于温度的变化, 在温度一定的情况下, 通过改变

pH可以显著提高 CLA产率。

2121212 培养温度和培养时间交互对 CLA产率的影

响  培养温度和培养时间交互对 CLA产率的偏回归

解析子模型如下:

Y 5 = 32155+ 0175X2 + 4113X3 + 0116X2 X3 - 2195X
2

2

- 6109X
2

3, 由子模型 Y5得图 5。

图 5 温度和时间交互作用对 CLA产率的影响

由图 5可知,温度和培养时间对 CLA产率有明

显的交互影响。在培养温度 36~ 38e 和培养时间 24

~ 28h情况下, 能获得较多的 CLA。

3 结论
本次实验采用三因素二次正交旋转组合设计,

得到了参试因素与 CLA产率之间的回归模型: Y =

32155 + 2171X1 + 0175X2 + 4113X3 + 0124X1 X2 +

0116X2 X3 - 7136X
2

1 - 2195X
2

2 - 6109X
2

3。通过对该模型

相关分析,得出该菌株发酵脱脂乳生成共轭亚油酸

的最佳条件为: 培养温度为 37e , 培养时间 28h,

pH 515。在优化工艺条件下, CLA的产率达 3314%。
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致一部分的水分迁移。水分活度梯度越大, 水分迁

移速率越快, 发生迁移的量也越大。影响水分子运

动的一些因素也会影响水分迁移:低温贮存 ( 4e )可

以延缓水分的迁移; 在馅中添加脂肪可以在一定程

度上减少水分的迁移。
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