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产神经酸菌种的筛选及发酵条件优化

宋贤娟１，孙爱娣１，张　瑞２，周佩蓉１，黄艾祥１，王雪峰１，２

（１．云南农业大学 食品科学技术学院，昆明 ６５０２０１；２．滨州市检验检测中心，山东 滨州 ２５６６００）

摘要：旨在为神经酸的获取及相关研究提供参考，以云南特色木本植物油辣木籽油为底物，从４种
产油菌株中筛选出产神经酸较高的菌种，通过单因素实验和响应面实验对优选菌种的发酵条件进

行了优化，并采用气相色谱－质谱（ＧＣ－ＭＳ）测定了添加与不添加辣木籽油乳液（辣木籽油、水、吐
温８０体积比２∶２∶１）发酵获得的优选菌种冻干粉中脂肪酸组成及含量。结果表明：圆红冬孢酵母
（ＧＤＭＣＣ２２２６）为产神经酸最优菌种；圆红冬孢酵母（ＧＤＭＣＣ２．２２６）最佳发酵条件为辣木籽油添
加量７％（以乳液形式添加）、菌液添加量１０％、培养温度２８℃、培养时间４８ｈ，在此条件下圆红冬
孢酵母（ＧＤＭＣＣ２．２２６）提取物中神经酸含量为２．４０ｍｇ／ｍＬ；未添加辣木籽油乳液发酵获得的圆
红冬孢酵母（ＧＤＭＣＣ２．２２６）冻干粉（对照组）中饱和脂肪酸、单不饱和脂肪酸和多不饱和脂肪酸相
对含量分别为３８．９１％、４１．９２％、１９．１８％，神经酸含量为１０．９８３μｇ／ｇ，而添加辣木籽油乳液发酵
获得的圆红冬孢酵母（ＧＤＭＣＣ２２２６）冻干粉中饱和脂肪酸、单不饱和脂肪酸和多不饱和脂肪酸相
对含量分别为４８．５７％、３１９８％、１９．４６％，神经酸含量为１３．５１８μｇ／ｇ，比对照组中神经酸含量提
升了２３．１％。综上，添加辣木籽油底物可以提高菌种冻干粉中神经酸的绝对含量。
关键词：神经酸；微生物发酵；圆红冬孢酵母（ＧＤＭＣＣ２．２２６）；辣木籽油
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　　神经酸（Ｎｅｒｖｏｎｉｃａｃｉｄ），化学名为顺 －１５－二
十四碳烯酸，又名鲨鱼酸（Ｓｅｌａｃｈｏｌｅｉｃａｃｉｄ）［１］。研
究表明，大脑中缺乏神经酸会引起大脑损伤以及记

忆力减退，导致中风、老年痴呆等大脑疾病［２］。目

前，神经酸已成为公认的能够修复脑受损“神经传

递通道”，并促使“神经再生”的双效、高能物质，因

其独特的神经保护作用受到市场关注［３］。

神经酸最早发现于鲨鱼的神经组织中［４］，过

去主要依靠捕杀鲨鱼获得。但随着人类短期快速

大量地捕杀鲨鱼，鲨鱼资源逐渐匮乏，生态环境平

衡遭到破坏，为了保护鲨鱼资源，国际上开始禁止

捕杀鲨鱼，这也使神经酸的获取受到极大制约。

随着油脂化学的发展，研究者发现一些植物果实

和种子中含有神经酸。由此，对神经酸的研究由

动物源转向植物源，从植物中提取成为获取神经

酸的主要方向。目前已发现１３科３１属的３８种植
物中含有神经酸，其中８种木本植物和２种草本植
物的神经酸含量至少为４．６％［１］。我国神经酸含

量较高的植物有元宝枫、文冠果、蒜头果。虽然一

些植物表现出较高的种子油含量和神经酸含量，

但由于各种条件的制约，植物源神经酸的获取遭

遇瓶颈，远不能满足市场需求。除了鲨鱼组织和

部分植物中含有神经酸外，利用微生物资源进行

发酵和半工业化生产也能够获得神经酸，且通过

微生物发酵的方式生产神经酸具有生长繁殖快、

发酵条件易控制、培养时间短等优势，已成为生产

神经酸的一种新趋势，引起越来越多的关注。如

范勇等［５］利用微藻 ＭｙｃｈｏｎａｓｔｅｓａｆｅｒＨＳＯ－３生产
神经酸，发现 ＭｙｃｈｏｎａｓｔｅｓａｆｅｒＨＳＯ－３油脂中神经
酸含量能够达到细胞内中性脂肪酸含量的６．５％。
目前，通过发酵法产神经酸的研究主要集中在从

植物内生菌中筛选出产神经酸的真菌，通过基因

工程技术对菌株进行改造，外源添加油酸等进行

诱导的方式获取神经酸［６－７］，但从特定植物中培

养、提取具有一定局限性，基因改造过程复杂、耗

时，不利于产业化生产。Ｃｈｅｎ等［８］研究发现，利用

植物乳杆菌 ＣＧＭＣＣ８１９８发酵元宝枫籽油可提高
共轭亚油酸的含量，这一发现为神经酸的获取提

供了新思路。若以油脂为底物直接发酵获取神经

酸，不仅可改善从特定动植物中提取的局限性，且

具有耗时短、条件易控制、可根据需要进行小批量

或大批量连续化生产等优点，利于实现产业化生

产。本文以云南特色木本植物油辣木籽油为底

物，从４种产油菌株中筛选出产神经酸较高的菌
株，进行发酵条件优化，并采用气相色谱 －质谱
（ＧＣ－ＭＳ）测定添加辣木籽油前后菌种冻干粉中
脂肪酸组成及含量，以期为神经酸的获取及相关

研究提供理论依据。

１　材料与方法
１．１　实验材料

辣木籽，云南天佑有限公司；神经酸甲酯标准

品、３７种混合脂肪酸甲酯标准品（４０００μｇ／ｍＬ），上
海源叶生物科技有限公司；圆红冬孢酵母（ＧＤＭＣＣ
２．２２６）、解脂假丝酵母（ＧＤＭＣＣ２．１８７）、深黄被孢
霉（ＧＤＭＣＣ３．２４１），广东省微生物菌种保藏中心；
深黄被孢霉（ＢＮＣＣ３３６２０７），北京北纳创联生物技
术研究院；氢氧化钾、氢氧化钠、甲醇、无水硫酸钠、

乙醇、无水乙醚、氯仿，天津市风船化学试剂科技有

限公司；盐酸，重庆川东化工（集团）有限公司；硫

酸，上海星可高纯溶剂有限公司；氯化钠，天津市恒

兴化学试剂制造有限公司；冰乙酸，天津市富宇精细

化工有限公司；三氯甲烷，成都市科隆化学品有限公

司；麦芽汁（ＹＭ）培养基、综合马铃薯（ＰＤＡ）培养
基，青岛日水生物技术有限公司。
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ＺＹＪ－４２０榨油机，东菀市房太电器有限公司；
ＥＰＥＤ－ＥＳＬ－１０ＴＨ超纯水机，南京易普易达科技
发展有限公司；ＳＣＱ－９２０１Ｂ超声波提取仪，上海声
彦超声波仪器有限公司；ＬＤＺＭ－６０ＫＣＳ立式压力
蒸汽灭菌锅，上海申安医疗器械厂；ＴＨＺ－９８Ａ振荡
摇床培养箱，上海一恒科学仪器有限公司；Ｈ２－
１６ＫＲ台式高速冷冻离心机，湖南可成仪器设备有
限公司；ＳＣＩＥＮＴＺ－１８Ｎ真空冷冻干燥机，上海比朗
仪器制造有限公司；Ａｇｉｌｅｎｔ７８９０Ａ气相色谱仪；
ＴｈｅｒｍｏＴｒａｃｅ１３００气相色谱仪、ＴＳＱ９０００质谱仪，
美国赛默飞世尔科学公司。

１．２　实验方法
１．２．１　辣木籽油乳液的制备

取一定量辣木籽，除去杂质，于６０℃烘箱中烘
４ｈ，榨油机预热１０ｍｉｎ，将烘好的辣木籽缓慢加入
榨油机进行压榨，静置、去除沉淀后得到辣木籽油，

倒入瓶中密封，于 －２０℃保存备用。将辣木籽油、
水、吐温８０按体积比２∶２∶１混合均匀，冰水浴超声
１０ｍｉｎ（超声１０ｓ后间歇１０ｓ，共１０ｍｉｎ）得到辣木
籽油乳液，置于无菌操作台（紫外３０ｍｉｎ）中备用。
１．２．２　菌种的复苏、传代

将菌种冻干粉开管，加０．５ｍＬ培养基（圆红冬
孢酵母、解脂假丝酵母加ＹＭ培养基，深黄被孢霉加
ＰＤＡ培养基）于菌管中混匀后，取０．２５ｍＬ于装有
５０ｍＬ培养基的２５０ｍＬ三角瓶中，摇匀，于２８℃、
２００ｒ／ｍｉｎ恒温摇床中培养（圆红冬孢酵母、解脂假
丝酵母培养２４ｈ，深黄被孢霉培养７２ｈ），即得一代
菌，取１ｍＬ一代菌于装有５０ｍＬ培养基的２５０ｍＬ
三角瓶中，按上述条件培养即得二代菌，重复操作得

三代菌（可用于后续实验），取１ｍＬ三代菌液于装有
１ｍＬ３０％甘油的冻存管中，密封，于 －８０℃保存
备用。

１．２．３　菌种的活化
取出１．２．２中菌种冻存管，室温解冻，于无菌操

作台中接入灭好菌的培养基中，于２８℃、２００ｒ／ｍｉｎ
恒温摇床中培养（圆红冬孢酵母、解脂假丝酵母培

养２４ｈ，深黄被孢霉培养７２ｈ），得到菌液，备用。
１．２．４　产神经酸菌种的筛选

以培养基体积为基准，取 １％辣木籽油乳液、
５％１．２．３中活化好的菌液于装有１００ｍＬ培养基的
２５０ｍＬ三角瓶中，摇匀，于２８℃、２００ｒ／ｍｉｎ恒温摇
床中培养（圆红冬孢酵母、解脂假丝酵母培养４８ｈ，
深黄被孢霉培养１４４ｈ）。将培养液于８０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，去除上清液，用无菌水清洗下层菌体３
次，将菌体置于圆底烧瓶中，加１５ｍＬ质量分数为

１０％的氢氧化钾－甲醇溶液，混匀后于８０℃水浴冷
凝回流２ｈ，结束后用５ｍＬ６ｍｏｌ／Ｌ的盐酸溶液进
行酸化，加１０ｍＬ正己烷，于２００ｒ／ｍｉｎ摇床中振荡
萃取２ｈ，将上层有机相取出，Ｎ２吹至０．５～１ｍＬ，得

到菌种提取物［９］。以菌种提取物中神经酸含量筛

选菌种。

１．２．５　菌种提取物中神经酸含量的测定
１．２．５．１　标准曲线的建立

取神经酸甲酯标准品，用正己烷溶解，分别配制

２０、１０、５、２．５、１．２５、０．６２５、０．３１２ｍｇ／ｍＬ神经酸甲
酯标准品工作溶液，使用Ａｇｉｌｅｎｔ７８９０Ａ气相色谱仪
进行检测，以峰面积（ｙ）为纵坐标，神经酸甲酯质量
浓度（ｘ）为横坐标绘图，拟合得到标准曲线回归方
程（ｙ＝３２８．０４ｘ－１０．０７，Ｒ２＝０．９９９５）。
１．２．５．２　气相色谱条件

ＨＰ－８８毛细管色谱柱（６０ｍｍ×２５０μｍ×０．２
μｍ）；进样口温度２３０℃；载气为氮气，流速１ｍＬ／ｍｉｎ；
分流进样，分流比４０∶１；检测器温度２５０℃；进样量
１μＬ；升温程序为初始温度 １５０℃，保持 １ｍｉｎ，以
６℃／ｍｉｎ升到２３０℃并保持２０ｍｉｎ。
１．２．５．３　菌种提取物的甲酯化及分析

取菌种提取物，加入４ｍＬ质量分数为１％的硫
酸－甲醇溶液，于６０℃水浴锅中反应１ｈ，取出，于
室温冷却，加５ｍＬ饱和氯化钠溶液，再加１ｍＬ正己
烷，盖上塞子，用旋涡振荡仪振荡 ３ｍｉｎ，静置 ３０
ｍｉｎ，取出上层溶液，向其中加入无水硫酸钠除去多
余水分，再经０．４５μｍ滤膜过滤后进气相色谱仪检
测，根据神经酸的峰面积和标准曲线回归方程计算

神经酸含量。

１．２．６　优选菌种发酵产神经酸实验
取装有１００ｍＬ培养基的三角瓶，以培养基体积

为基准，加入一定量的辣木籽油乳液（以辣木籽油

添加量表示），接种一定量活化好的菌液，摇匀，于

一定温度、２００ｒ／ｍｉｎ恒温摇床中培养一定时间，然
后按照１．２．４的方法对培养液进行处理获得菌种提
取物。

１．２．７　菌种冻干粉中脂肪酸组成及含量的测定
１．２．７．１　菌种冻干粉的制备

将１．２．６中获得的培养液于４０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，去除上清液，无菌水清洗３次后于－８０℃冰
箱冷冻２４ｈ，再在真空冷冻干燥机中冷冻干燥３ｄ，
完全冻干后取出密封，于－２０℃保存备用。
１．２．７．２　菌种冻干粉中油脂的提取及甲酯化

精确称取适量菌种冻干粉（未添加辣木籽油乳
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液５１．４ｍｇ，添加辣木籽油乳液５０．６ｍｇ）于２ｍＬ离
心管中，准确加入１ｍＬ氯仿－甲醇（体积比２∶１，用
于提取油脂）溶液，加入１００ｍｇ玻璃珠，放入高通量
组织研磨仪中６０Ｈｚ振荡１ｍｉｎ，重复２次，室温超
声３０ｍｉｎ，４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清液
于１５ｍＬ离心管中，加入 ２ｍＬ质量分数 １％的硫
酸－甲醇溶液，振荡１ｍｉｎ充分混匀，８０℃水浴锅中
甲酯化３０ｍｉｎ，取出后冷却至室温，加入１ｍＬ正己
烷，振荡混匀 ３０ｓ，静置 ５ｍｉｎ，再加入 ５ｍＬＨ２Ｏ
（４℃）洗涤，１２０００ｒ／ｍｉｎ、４℃离心 １０ｍｉｎ，吸取
７００μＬ上清液于２ｍＬ离心管中，再加入１００ｍｇ无
水硫酸钠粉末，振荡混匀 ３０ｓ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，吸取３００μＬ上清液于２ｍＬ离心管中，加入
１５μＬ５００μｇ／ｍＬ水杨酸甲酯作为内标，振荡混匀
１０ｓ，精准吸取２００μＬ上清液加入到检测瓶中，待
气相色谱－质谱分析。
１．２．７．３　气相色谱－质谱分析条件

气相色谱条件：ＴｈｅｒｍｏＴｒａｃｅ１３００气相色谱仪；
ＴｈｅｒｍｏＴＧ－ＦＡＭＥ毛细管色谱柱（５０ｍ×０．２５ｍｍ×
０．２０μｍ）；进样口温度 ２５０℃；分流进样，分流比
８∶１；进样量１μＬ；升温程序为起始温度８０℃，保持
１ｍｉｎ，以２０℃／ｍｉｎ升至１６０℃并保持１．５ｍｉｎ，以
３℃／ｍｉｎ升至 １９６℃并保持 ８．５ｍｉｎ，以 ２０℃／ｍｉｎ
升至 ２５０℃并保持 ３ｍｉｎ；载气为氦气，流速 ０．６３
ｍＬ／ｍｉｎ。

质谱条件：ＴｈｅｒｍｏＴＳＱ９０００质谱仪，电子轰击
电离（ＥＩ）源，ＳＩＭ扫描方式，电子能量７０ｅＶ，离子
源温度３００℃，传输线温度２８０℃。
１．２．７．４　标准曲线制作

将 ３７种混合脂肪酸甲酯标准品 （４０００
μｇ／ｍＬ）用正己烷分别配制成１、５、１０、２５、５０、１００、
２５０、５００、１０００、２０００μｇ／ｍＬ的混标工作液，现用现
配。将混标工作液进行气相色谱 －质谱分析，以各
脂肪酸标准品的质量浓度为横坐标，峰面积为纵坐

标绘制标准曲线。

１．２．７．５　样品中脂肪酸定性和定量
将待测样品进行气相色谱 －质谱分析，根据保

留时间和特征离子对脂肪酸进行定性，根据定量离

子的峰面积以及标准曲线进行定量。

１．２．８　数据处理
所有实验均重复 ３次，利用 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＯｆｆｉｃｅ

Ｅｘｃｅｌ２０１９进行数据收集整理，用 Ｇｒａｐｈｐａｄｐｒｉｓｍ
７．０、Ｏｒｉｇｉｎ２０２１绘图，ＩＢＭＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ１９对数据
进行统计学分析。

２　结果与分析
２．１　不同菌种提取物中神经酸含量

不同菌种提取物中神经酸含量如表１所示。
表１　不同菌种提取物中神经酸含量

Ｔａｂｌｅ１　Ｎｅｒｖｏｎｉｃａｃｉｄｃｏｎｔｅｎｔｉｎｅｘｔｒａｃｔｓｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｒａｉｎｓ

菌种 神经酸含量／（ｍｇ／ｍＬ）
圆红冬孢酵母（ＧＤＭＣＣ２．２２６） ０．７１±０．０２
解脂假丝酵母（ＧＤＭＣＣ２．１８７） ０．５８±０．０１
深黄被孢霉（ＧＤＭＣＣ３．２４１） －
深黄被孢霉（ＢＮＣＣ３３６２０７） ０．５２±０．０２

　注：－．未检出
　Ｎｏｔｅ：－．Ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ

从表 １可以看出，解脂假丝酵母（ＧＤＭＣＣ
２１８７）提取物中神经酸含量为（０．５８±０．０１）ｍｇ／ｍＬ，
深黄被孢霉（ＧＤＭＣＣ３．２４１）提取物中未检测到神
经酸，深黄被孢霉（ＢＮＣＣ３３６２０７）提取物中神经酸
含量为（０．５２±０．０２）ｍｇ／ｍＬ，圆红冬孢酵母
（ＧＤＭＣＣ２．２２６）提取物中神经酸含量最高，为
（０７１±００２）ｍｇ／ｍＬ，因此确定圆红冬孢酵母
（ＧＤＭＣＣ２．２２６）为产神经酸最优菌株。
２．２　圆红冬孢酵母（ＧＤＭＣＣ２．２２６）发酵产神经酸
单因素实验

２．２．１　培养时间的影响
在辣木籽油添加量４％、菌液添加量６％、培养

温度２８℃条件下，考察培养时间对菌种提取物中神
经酸含量的影响，结果如图１所示。

图１　培养时间对菌种提取物中神经酸含量的影响
Ｆｉｇ．１　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｃｕｌｔｕｒｅｔｉｍｅｏｎｎｅｒｖｏｎｉｃａｃｉｄ

ｃｏｎｔｅｎｔｉｎｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔ

　　由图１可知，当培养时间为１２～３６ｈ时，神经
酸含量随培养时间延长逐渐增大，在培养时间为

３６ｈ时，神经酸含量达到最大，为２．３７ｍｇ／ｍＬ，这是
因为随着菌体的生长，菌体生物量逐渐增大，菌种提

取物中神经酸含量逐渐增加。当培养时间超过３６ｈ
后，神经酸含量开始下降，这可能是由于培养时间过

长，培养基中的营养物质减少，细胞缺乏外来碳源维

持生命活动，进入内源呼吸阶段，开始分解细胞内油

２３ ＣＨＩＮＡＯＩＬＳＡＮＤＦＡＴＳ　　　　　　　　　　　　　　２０２５Ｖｏｌ５０Ｎｏ３



脂来提供生命活动所需的能源，导致神经酸含量降

低［１０］。因此，选择最适培养时间为３６ｈ。
２．２．２　培养温度的影响

培养温度影响细胞内酶的活性，从而影响细胞

的代谢途径及强度，改变细胞（膜）中脂肪酸的比

例，进而影响神经酸含量［１１］。在辣木籽油添加量

４％、菌液添加量６％、培养时间３６ｈ条件下，考察培
养温度对菌种提取物中神经酸含量的影响，结果如

图２所示。

图２　培养温度对菌种提取物中神经酸含量的影响

Ｆｉｇ．２　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｃｕｌｔｕｒｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｎｅｒｖｏｎｉｃ

ａｃｉｄｃｏｎｔｅｎｔｉｎｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔ

　　由图２可知，神经酸含量随培养温度的升高呈
先上升后下降的趋势，在培养温度为２８℃时，神经
酸含量最大，为 ２．３１ｍｇ／ｍＬ。圆红冬孢酵母
（ＧＤＭＣＣ２．２２６）的最适生长温度为２８～３０℃，温度
过低或过高时都不利于其生长和神经酸的产生［１２］。

因此，选择最适培养温度为２８℃。
２．２．３　菌液添加量的影响

菌种添加量过低或过高均会影响菌体的生长繁

殖速度［１３］。在辣木籽油添加量４％、培养时间３６ｈ、
培养温度２８℃条件下，考察菌液添加量对菌种提取
物中神经酸含量的影响，结果如图３所示。

图３　菌液添加量对菌种提取物中神经酸含量的影响

Ｆｉｇ．３　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｆｌｕｉｄｄｏｓａｇｅｏｎｎｅｒｖｏｎｉｃ

ａｃｉｄｃｏｎｔｅｎｔｉｎｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔ

　　由图３可知，当菌液添加量在２％ ～１０％时，神
经酸含量不断增加，菌液添加量为１０％时，神经酸
含量达到最大，为２．３８ｍｇ／ｍＬ，这可能是因为在菌
液添加量较低时，营养物质充足，菌种能够很好地生

长繁殖，而当菌液添加量大于１０％时，神经酸含量
开始降低，可能是接种量过高，菌体开始结团生长，

内部菌体微环境恶劣，单位菌体氧气供应量不足

（圆红冬孢酵母为好氧菌），油脂积累受到抑制所

致［１４］。因此，选择最适菌液添加量为１０％。
２．２．４　辣木籽油添加量的影响

在菌液添加量１０％、培养时间３６ｈ、培养温度
２８℃条件下，考察辣木籽油添加量对菌种提取物中
神经酸含量的影响，结果如图４所示。

图４　辣木籽油添加量对菌种提取物中神经酸含量的影响

Ｆｉｇ．４　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＭｏｒｉｎｇａｏｌｅｉｆｏｌｉａｓｅｅｄｏｉｌｄｏｓａｇｅｏｎ

ｎｅｒｖｏｎｉｃａｃｉｄｃｏｎｔｅｎｔｉｎｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔ

　　由图 ４可知，当辣木籽油添加量为 １％ ～６％
时，神经酸含量随辣木籽油添加量的增加逐渐增大，

在辣木籽油添加量为６％时，神经酸含量达到最大，
为２．４２ｍｇ／ｍＬ，这可能是由于外源添加的辣木籽油
在圆红冬孢酵母（ＧＤＭＣＣ２．２２６）的诱导下能够转
化产生神经酸，且随着辣木籽油添加量的增加，转化

的神经酸含量逐渐增多。当辣木籽油添加量大于

６％时，神经酸含量开始下降，这可能是由于随着辣
木籽油添加量的继续增加，营养成分供给不足，抑制

了菌体的生长，导致转化的神经酸减少。因此，选择

最适辣木籽油添加量为６％。
２．３　圆红冬孢酵母（ＧＤＭＣＣ２．２２６）发酵产神经酸
响应面实验

在单因素实验基础上，固定培养温度２８℃，以菌
种提取物中神经酸含量为响应值，选取培养时间、菌

液添加量和辣木籽油添加量３个因素进行三因素三
水平的响应面实验，以优化圆红冬孢酵母（ＧＤＭＣＣ
２２２６）产神经酸的发酵条件。响应面实验因素与水
平见表２，响应面实验设计与结果见表３。

表２　响应面实验因素与水平

Ｔａｂｌｅ２　Ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ

水平
Ａ培养
时间／ｈ

Ｂ菌液
添加量／％

Ｃ辣木籽油
添加量／％

－１ ２４ ８ ４
０ ３６ １０ ６
１ ４８ １２ ８
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表３　响应面实验设计与结果
Ｔａｂｌｅ３　Ｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｓｐｏｎｓｅ

ｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ

实验号 Ａ Ｂ Ｃ 神经酸含量／（ｍｇ／ｍＬ）
１ ０ ０ ０ ２．３４
２ ０ １ １ ２．３０
３ －１ ０ －１ １．４３
４ ０ －１ －１ １．９８
５ ０ ０ ０ ２．３２
６ １ １ ０ ２．３８
７ －１ ０ １ １．３９
８ ０ ０ ０ ２．２６
９ －１ －１ ０ １．４５
１０ １ ０ －１ ２．０１
１１ １ ０ １ ２．３０
１２ －１ １ ０ １．４４
１３ １ －１ ０ ２．２８
１４ ０ １ －１ １．９７
１５ ０ －１ １ ２．１３
１６ ０ ０ ０ ２．３３
１７ ０ ０ ０ ２．３４

利用 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ．ｖ８．０．６．１软件对表３中
数据进行多元回归拟合，得到神经酸含量（Ｙ）与各
因素的回归方程：Ｙ＝２．３２０＋０．４１０Ａ＋０．０３１Ｂ＋
００９１Ｃ＋０．０２７ＡＢ＋０．０８３ＡＣ＋０．０４５ＢＣ－０．３７０Ａ２－
０．０５９Ｂ２－０．１６０Ｃ２。对回归模型进行显著性分析，
结果见表４。

表４　回归模型方差分析
Ｔａｂｌｅ４　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅｏｆｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｍｏｄｅｌ

来源 平方和 自由度 均方 Ｆ ｐ
模型 ２．２０ ９ ０．２４ ７９．４９ ＜０．０００１

Ａ １．３３ １ １．３３ ４３２．４２ ＜０．０００１

Ｂ ７．８１Ｅ－００３ １ ７．８１Ｅ－００３ ２．５４ ０．１５４８
Ｃ ０．０７ １ ０．０７ ２１．６８ ０．００２３

ＡＢ ３．０３Ｅ－００３ １ ３．０３Ｅ－００３ ０．９８ ０．３５４１
ＡＣ ０．０３ １ ０．０３ ８．８６ ０．０２０６

ＢＣ ８．１０Ｅ－００３ １ ８．１０Ｅ－００３ ２．６４ ０．１４８５
Ａ２ ０．５８ １ ０．５８ １８９．１５ ＜０．０００１

Ｂ２ ０．０２ １ ０．０２ ４．７７ ０．０６５２
Ｃ２ ０．１１ １ ０．１１ ３６．８６ ０．０００５

残差 ０．０２ ７ ３．０７Ｅ－００３
失拟项 ０．０２ ３ ５．６８Ｅ－００３ ５．０７ ０．０７５５
纯误差 ４．４８Ｅ－００３ ４ １．１２Ｅ－００３
总误差 ２．２２ １６

　注：表示高度显著（ｐ＜０．００１），表示极显著
（ｐ＜０．０１），表示显著（ｐ＜０．０５）
　Ｎｏｔｅ： ｐ＜０．００１， ｐ＜０．０１， ｐ＜０．０５

由表４可见，模型高度显著，失拟项不显著，说
明模型拟合良好。３个因素对菌种提取物中神经酸

含量的影响大小为 Ａ＞Ｃ＞Ｂ，即培养时间 ＞辣木籽
油添加量＞菌液添加量，其中培养时间的影响高度
显著，而菌液添加量的影响不显著。采用 Ｄｅｓｉｇｎ－
Ｅｘｐｅｒｔ．ｖ８．０．６．１软件计算得到圆红冬孢酵母
（ＧＤＭＣＣ２．２２６）产神经酸的最佳发酵条件为培养
时间４８ｈ、菌液添加量 １０．１７％、辣木籽油添加量
６６３％，在此条件下菌种提取物中神经酸含量理论
值为２．３９ｍｇ／ｍＬ。结合实际操作的简便性，将最佳
发酵条件调整为培养时间４８ｈ、菌液添加量１０％、
辣木籽油添加量７％，在此条件下进行３组平行实
验，得到菌种提取物中神经酸平均含量为 ２４０
ｍｇ／ｍＬ，与理论值接近。
２．４　圆红冬孢酵母（ＧＤＭＣＣ２．２２６）冻干粉中脂肪
酸组成及含量

在优化的发酵条件下，按１．２．６的方法，以不添
加辣木籽油乳液为对照，对圆红冬孢酵母（ＧＤＭＣＣ
２．２２６）进行发酵，再按１．２．７方法测定圆红冬孢酵
母（ＧＤＭＣＣ２．２２６）冻干粉中脂肪酸组成及含量，结
果如表５所示。

表５　圆红冬孢酵母（ＧＤＭＣＣ２．２２６）

冻干粉中脂肪酸组成及含量

Ｔａｂｌｅ５　Ｆａｔｔｙａｃｉｄｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｎｄｃｏｎｔｅｎｔｉｎｌｙｏｐｈｉｌｉｚｅｄ

ｐｏｗｄｅｒｏｆＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｒｈｏｄｏｓｐｏｒａＧＤＭＣＣ２．２２６

脂肪酸
对照组／
（μｇ／ｇ）

添加辣木

籽油乳液／
（μｇ／ｇ）

提升率／
％

己酸（Ｃ６∶０） ０．２３０ ０．５９８ １６０．０
辛酸（Ｃ８∶０） ０．７４３ １．７８８ １４０．６
癸酸（Ｃ１０∶０） ０．７７１ ５．６４４ ６３２．０
十一烷酸（Ｃ１１∶０） ０．７０７ ０．８９２ ２６．２
月桂酸（Ｃ１２∶０） １０．１２９ ２１．９３０ １１６．５
十三烷酸（Ｃ１３∶０） ０．６４９ ０．７７７ １９．７
肉豆蔻酸（Ｃ１４∶０） ３６．３７８ １２３．１７８ ２３８．６
顺－９－肉豆蔻烯酸（Ｃ１４∶１ｎ５） １３．７１７ ９．７０２ －２９．３
十五烷酸（Ｃ１５∶０） ２９．６３６ ２８．０７７ －５．３
顺－１０－十五烯酸（Ｃ１５∶１ｎ５） ４．７６９ ４．２７３ －１０．４
棕榈酸（Ｃ１６∶０） ６１１．４２７ １７６１．２５４ １８８．１
顺－９－棕榈油酸（Ｃ１６∶１ｎ７） ５５４．０４１ １３１３．７５３ １３７．１
十七烷酸（Ｃ１７∶０） １０６．８７６ １１７．０２８ ９．５
顺－１０－十七烯酸（Ｃ１７∶１ｎ７） １３２．５１８ １０２．３４２ －２２．８
硬脂酸（Ｃ１８∶０） ２８８．６２７ １１８．８３７ －５８．８
反油酸（Ｃ１８∶１ｎ９ｔ） １５．９０１ ４２．４９８ １６７．３
油酸（Ｃ１８∶１ｎ９） ６５３．４４３ ９９９．０２９ ５２．９
反亚油酸（Ｃ１８∶２ｎ６ｔ） ６．００２ ２３５．９９１３８３１．９
亚油酸（Ｃ１８∶２ｎ６） ５２３．３７２ １１００．９６１ １１０．４
花生酸（Ｃ２０∶０） ２５．８０３ ６１３．２３７２２７６．６

γ－亚麻酸（Ｃ１８∶３ｎ６） １．８９１ ５８．８９１３０１４．３
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续表５

脂肪酸
对照组／
（μｇ／ｇ）

添加辣木

籽油乳液／
（μｇ／ｇ）

提升率／
％

顺－１１－二十碳烯酸
（Ｃ２０∶１ｎ９） ５３．７９０ ３２５．９８０ ５０６．０

α－亚麻酸（Ｃ１８∶３ｎ３） １００．３２７ ２５３．８２８ １５３．０
二十一烷酸（Ｃ２１∶０） ５．６２３ ６２．５７７１０１２．９
顺－１１，１４－二十碳二烯酸
（Ｃ２０∶２ｎ６） ４．８３６ ３９．１４８ ７０９．５

山嵛酸（Ｃ２２∶０） ４３．７９５ ６０９．７５６１２９２．３
ＨＯＭＯ－γ－亚麻酸（Ｃ２０∶３ｎ６） ２．８２０ ３６．４３１１１９１．９
芥酸（Ｃ２２∶１ｎ９） ５．７３７ ７１．８１９１１５１．９
顺－１１，１４，１７－二十碳三烯酸
（Ｃ２０∶３ｎ３） ３．７２５ ５．４０９ ４５．２

花生四烯酸（Ｃ２０∶４ｎ６） ４．２７５ １２．８６１ ２００．８
二十三烷酸（Ｃ２３∶０） ６．６５４ １１１．０６７１５６９．２
顺－１３，１６－二十二碳二烯酸
（Ｃ２２∶２ｎ６） ５．６１０ ３．２６７ －４１．８

二十碳五烯酸（Ｃ２０∶５ｎ３） ２．４０１ ３．９７６ ６５．６
木蜡酸（Ｃ２４∶０） １７２．９１１ ８０２．２９８ ３６４．０
神经酸（Ｃ２４∶１ｎ９） １０．９８３ １３．５１８ ２３．１
二十二碳六烯酸（Ｃ２２∶６ｎ３） ５．６５８ ３．３７２ －４０．４
ＳＦＡ １３４０．９５９ ４３７８．９３８ ２２６．６
ＭＵＦＡ １４４４．８９９ ２８８２．９１４ ９９．５
ＰＵＦＡ ６６０．９１７ １７５４．１３５ １６５．４

由表５可见，圆红冬孢酵母（ＧＤＭＣＣ２．２２６）冻干
粉对照组中饱和脂肪酸（ＳＦＡ）含量为１３４０．９５９μｇ／ｇ，
占总脂肪酸含量的３８．９１％，以棕榈酸（Ｃ１６∶０）、硬
脂酸（Ｃ１８∶０）和木蜡酸（Ｃ２４∶０）为主，单不饱和脂肪
酸（ＭＵＦＡ）含量为１４４４．８９９μｇ／ｇ，占总脂肪酸含
量的４１．９２％，以油酸（Ｃ１８∶１ｎ９）、顺－９－棕榈油酸
（Ｃ１６∶１ｎ７）、顺 －１０－十七烯酸（Ｃ１７∶１ｎ７）为主，多
不饱和脂肪酸（ＰＵＦＡ）含量为６６０．９１７μｇ／ｇ，占总脂
肪酸含量的１９．１８％，以亚油酸（Ｃ１８∶２ｎ６）和α－亚
麻酸（Ｃ１８∶３ｎ３）为主。添加辣木籽油乳液发酵的圆
红冬孢酵母（ＧＤＭＣＣ２．２２６）冻干粉中 ＳＦＡ含量为
４３７８．９３８μｇ／ｇ，占总脂肪酸含量的４８．５７％，以棕
榈酸（Ｃ１６∶０）、木蜡酸（Ｃ２４∶０）、花生酸（Ｃ２０∶０）和
山嵛酸（Ｃ２２∶０）为主，ＭＵＦＡ含量为 ２８８２．９１４
μｇ／ｇ，占总脂肪酸含量的３１．９８％，以顺 －９－棕榈
油酸（Ｃ１６∶１ｎ７）、油酸（Ｃ１８∶１ｎ９）和顺－１１－二十碳
烯酸（Ｃ２０∶１ｎ９）为主，ＰＵＦＡ含量为 １７５４．１３５
μｇ／ｇ，占总脂肪酸含量的 １９．４６％，以亚油酸
（Ｃ１８∶２ｎ６）为主。添加辣木籽油乳液发酵的圆红冬
孢酵母（ＧＤＭＣＣ２２２６）冻干粉中神经酸（Ｃ２４∶１ｎ９）
含量为 １３５１８μｇ／ｇ，比对照组中神经酸含量
（１０９８３μｇ／ｇ）提升了２３．１％，说明以辣木籽油为

底物时能够促进圆红冬孢酵母（ＧＤＭＣＣ２．２２６）转
化生产出更多的神经酸，同时还有多种 ＰＵＦＡ含量
也显著提高，如 γ－亚麻酸（Ｃ１８∶３ｎ６）、α－亚麻酸
（Ｃ１８∶３ｎ３）、顺－１１，１４－二十碳二烯酸（Ｃ２０∶２ｎ６）、
ＨＯＭＯ－γ－亚麻酸（Ｃ２０∶３ｎ６）等。本实验所得圆红
冬孢酵母（ＧＤＭＣＣ２．２２６）冻干粉中神经酸绝对含量
虽然显著提高，但是神经酸含量占总脂肪酸含量比例

仍较低，想要最终实现产业化生产还有一定局限性。

３　结　论
本文以云南特色木本植物油辣木籽油为底物，

从４种产油菌株中筛选确定圆红冬孢酵母（ＧＤＭＣＣ
２．２２６）为产神经酸较高的菌种，通过单因素实验结
合响应面法得到其最佳发酵条件为辣木籽油添加量

７％（以乳液形式添加）、菌液添加量１０％、培养温度
２８℃、培养时间４８ｈ。不添加与添加辣木籽油乳液
发酵获得的圆红冬孢酵母（ＧＤＭＣＣ２．２２６）冻干粉
中神经酸含量分别为１０９８３μｇ／ｇ和１３．５１８μｇ／ｇ，
后者比前者的神经酸绝对含量提升了２３．１％，说明
添加辣木籽油底物可以提高菌种冻干粉中神经酸含

量，但是神经酸含量占总脂肪酸含量比例仍较低，后

续研究中可以结合转录组学和代谢组学技术挖掘圆

红冬孢酵母（ＧＤＭＣＣ２．２２６）以油为底物发酵产神经
酸的主要通路及合成机制，进一步探讨其参与神经酸

合成的主要调控因素，以达到高产神经酸的目的。
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　　由图３可知，黑芝麻粉碎后其酸值非常不稳定，
随着储存时间的延长，其酸值呈上升趋势，在储存７ｄ
左右超过国家标准规定的限量值，在储存１０ｄ时已
远远超过国家标准规定的限量值，储存时间超过１０ｄ
后，酸值升高更加明显，在储存３０ｄ时酸值（ＫＯＨ）已
达到２１．８ｍｇ／ｇ。这可能是因为黑芝麻粉碎过程中的
机械摩擦与升温使其发生氧化；另外粉碎后的芝麻粒

度变小，表面积变大，与空气中氧气接触的机会增多，

导致脂肪氧化分解速度加快，酸值上升明显。

３　结　论
本文测定了不同包装形式及粉碎后黑芝麻的酸

值变化情况。结果表明：采用不同包装形式（透明、

铝箔、黑色避光自封塑料袋，空气、真空、充氮气环

境，抗氧化剂）保存一年以上，黑芝麻酸值均满足

ＧＢ１９３００—２０１４的限量要求，整体而言，不同包装
形式均优于敞开接触空气储存的，真空环境的储存

效果优于氮气和空气环境的，加抗氧化剂的储存效

果优于不加抗氧化剂的，在加抗氧化剂及在空气环境

不加抗氧化剂的条件下，黑色避光自封塑料袋的储存

效果最好。黑芝麻粉碎后酸值持续上升，储存７ｄ左
右超过国家标准规定的限量值，不宜久存。市售芝麻

酸值不合格可能与本身品质、储存条件不佳有关，有

效包装储存黑芝麻一年，其品质变化不大。后续研究

将探索更长储存时间对黑芝麻酸值及品质的影响。
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