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利用响应面分析法优化y一氨基丁酸发酵培养基

钟环宇， 许建军， 江波
(江南大学食品学院，江苏无锡214036)

摘要：通过响应面分析的方法对发酵生产7一氨基丁酸(GABA)的培养基进行优化．利用二水平

正交试验考察葡萄糖、豆饼粉、玉米浆、K。HPO。、吐温一80、起始pH值和谷氨酸钠(MSG)对发酵生

产GABA的影响．利用极差分析找出主要影响因子：分剐为豆饼粉、玉米浆和葡萄糖．利用中心组

合设计与响应面分析进一步考察主要影响因子并确定了最佳培养基的组成．在优化培养基中，

(；ABA产量增加约4倍，达到3．63 g／L，实验值与预测值基本相符．
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Culture Medium Optimization for Y—Aminobutyric Acid Production

by Response Surface Analysis
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Southern Yangtze University．Wuxi 214036，China)

Abstract：Response surface analysis(RSA)was applied to optimize the culture medium for 7～

Aminobutyric Acid(GABA)production．In the first optimization step，the influence of glucose，

soybean flour，corn steep liquor，K2 HP04，Tween一80，initial pH and monosodium glutamate

(MSG)on GABA production was evaluated using a fractional factorial design．The significant

factors at the analysis range are：soybean flour，corn steep liquor and glucose．Using the yield of

GABA as t he opt imization index，the optimal medium components were determined by a central

composite design and response surface analysis．Under the optimal conditions，the experimental

values agreed with the predicted values．The yield of GABA increased nearly 4 times to 3．63 g／L．

Key words：y-aminobutyric acid(GABA)；culture medium optimization；response surface

analysis(RSA)

r氨基丁酸(GABA)是一种天然存在的活性氨

基酸，在动物的脑、脊髓和肝脏等器官内分布较为

集中．(；ABA作为重要的神经递质，具有降血压、改

善脑部血液循环、精神安定、健肾利肝等生理活

性Ⅲ．GABA作为一种新型食品功能性因子正越来

越引起人们的注意．富含GABA的食品具有很好
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的免疫保健作用，可以作为一种功能性食品，其研

究开发也因此受到重视[2一]．GABA的制备除化学

合成法外，主要是通过微生物酶作用底物谷氨酸而

产生．大肠杆菌具有很高的谷氨酸脱羧酶的活性，

利用这一特性，有人提出固定化大肠杆菌细胞生产

GABA，并达到较高的转化率H’5]．然而将大肠杆菌

制备的GABA应用于食品，存在种种安全隐患．

一些乳酸菌如短乳杆菌、植物乳杆菌也有脱羧

酶的活力【6’7]．而乳酸菌是一类广泛应用于食品工

业的重要微生物，是一种普遍认为是安全的细菌，

因此可以利用乳酸菌开发富含GABA的食品．目前

国内外对发酵生产GABA的研究主要集中在大肠

杆菌上，对乳酸菌发酵生产GABA的研究很少．本

实验通过筛选得到一支高产GABA的乳酸菌

SYFS 1．009[8]，在对其发酵特性研究的基础上，研

究了发酵生产GABA的工艺参数，并通过响应面分

析的方法对其培养基进行了优化．

1材料与方法

1．1材料与仪器

乳酸菌菌种：江南大学食品科学研究室保藏的

乳酸菌株SYFS 1．009．琼脂斜面传代物在4。C保

存，每4周转接一次．

GABA标样：纯度99．9％(购自Sigma公司)；

L一谷氨酸钠，碳酸钙，混合纤维素酯微孔滤膜0．45

“m(上海新亚净化仪器厂生产)．

日立835—50型氨基酸自动分析仪，2619#树脂

(阳离子交换柱D 2．6 mm×150 mm)，53℃分析．

Agll00液相色谱仪(安捷公司制造)，C18柱(D

4．0 mm×100 ram)．OPA(邻苯二甲醛)柱前衍生测

定氨基酸．

722型分光光度计(上海第三分析仪器厂制

造)．

1．2培养基及培养条件

菌种斜面保藏培养基(组分g／L)：酵母膏10，

葡萄糖15，碳酸钙15，琼脂15．

日本24#乳酸菌培养基(组分g／L)：牛肉膏5，

酵母膏5，葡萄糖lo，乳糖5，蛋白胨10，NaCl 5，琼

脂20．PH 6．8．

发酵种子培养基：MRS液体培养基．

250 mL三角瓶中装入100 mL发酵培养基，取

经活化培养14 h的种子液，内含108～109 CFU／

mL(平板计数)，接种量1％，接种后于30℃恒温培

养箱中静置培养48 h．

1．3指标分析

培养48 h待发酵结束后测定最终pH值．发酵

液中的游离GABA分别由纸层析法定性和氨基酸

自动分析仪定量分析．

发酵液中氨基酸定性[93分析：采用纸层析法．

用新华一号层析纸(杭州新华纸业生产)，展开相为

正丁醇：冰醋酸：水(体积比为60：15：25)，展开

后自然晾干溶剂，85。C显色15 min．显色剂为0．

5％茚三酮．分别配制l mg／mL GABA和L一谷氨酸

作定性参比．

发酵液中氨基酸定量分析：采用氨基酸自动分

析仪法．25 mL发酵液中加人lo mL 10％的三氯

乙酸(TCA)，震荡均匀[1⋯．稀释后，经0．45 ptm膜

过滤，过滤清液经氨基酸自动分析仪分析．

2 实验设计

2．1二水平正交试验

根据对乳酸菌SYFS 1．009发酵特性的研究，

初步确定所要考察的7种组分：葡萄糖、豆饼粉、玉

米浆、K。HPO。、MSG、吐温一80和初始pH值．若用

全因子设计则为七因子二水平的27设计，需128次

试验，实现起来较困难．与全因子实验设计相比，正

交试验能在不丢掉主要信息的前提下，大大减少实

验次数，根据极差分析能估计因子的主效，且根据

实验数据拟合的一次多项式能有效地确定下一步

的实验方向，将次要因素固定在较好水平，进一步

考察主要因素．

2．2响应面试验

Box及其合作者于20世纪50年代提出并完善

了响应面分析法，后广泛应用于化学、化工、农业、

机械、食品工业等领域[11,12J．

采用响应面分析方法(Response Stjrface Anal—

ysis，RSA)对SYFS 1．009的培养基的组成进行了

优化．根据二水平正交试验的结果选取3个主要因

素进行响应面实验设计，并用国际上最常用的统计

软件SAS 8．1对实验数据进行回归分析．通过微分

方法计算预测的最佳点n⋯．

3 结果与分析

3．1 二水平正交试验确定各因子的影响顺序

二水平正交试验安排、GABA产量与极差分析

见表1．
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表1 二水平正交试验嶷排、GABA产量与极差分析

Tab·1 Experimental design，results and intuitive analysis of two-level orthogonal design
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由极差分耩的结果可知，对予GABA的生产，

因子影响顺序依次为：吐温一80>甄饼粉>玉米浆>

甍楚檐>起始pH>K：HPO；>MSG。其中睦涅一80

的添加对GABA的产量有很大的抑制作用，所以将

睦潺一80阂定在1水平上，即不添加睦滠一80．起始

pH值、K：HPO。与MSG分别选取在各自的好水平

上，即起始pH值为6．8、K。HPO。质量浓度为10

g／L、MSG质量浓度隽5 g／L。通过响应面分柝法

(RSA)重点考察豆饼粉、玉米浆和葡萄糖3个

因素。

3．2响廒两分析《RSA)试验

根据Box—Behnken的中心组合设计原瑾H¨，设

计了三因素三水平的响应蹰分析(RSA)试验，共有

ls个试验点，以豆饼粉、玉米浆、葡萄糖3个因素为

是变量。以GABA产爨先响应值，试验因素与水平

的选取觅表2．

裘2鞠素与水平取德衰

Tab．2 AI喇弹d coneentratie_瞄桴variables at different levels
搬Box-Bdhmken design

ls个试验点可分为硬类：其一是柝因点，自变

量取值在X。，X。，X。所构成的三维顶点，共有12

个耩毽点；其二是零点，为送壤煞巾；0点，零点试验

重复3

GABA

Tab．3

次，用以佳计实验误差，每次试验褥到的

产量见表3．

袭3靛应蘧分撰试羧安掺冀GABA产量

Experimental design and results of Box-behnken de”

sign for GABA production

以GABA产量为响应值，运用SAS程序进行

回归拟合后，备试验因子对响应值的影响可用下列

爨数表示：
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y。一0．547十0．519 125X，+0．287 375X!+

0。438X。～0，790 875Xi--0。402 25X，X2+

0．370 5XlX3—0．865 875Xl十0．005 5XzX。～

i．825 SZSX、2

运用SAS程序对回归方程进行方漩分析(风袭

4)+可黻看出：凡。。(9，5)>FH日>^∞(9，5)，说明

秘麴方翟在^。。静承平。E显著，摄据R2—0．9335，

说嘲模型能解释93．35％GABA质麓浓度的变化，

因北醒归方程给蓠橼SYFS 1，009发酵生产GABA

箍供了一个合适静禳型．图I为计算得翻的RSA

图形，可以澍列拟合瓣其有冀鐾的最大值．

寰4瓣魑方程黔方差癸接

{磕b．4 V牡ianee analysts of regression equil(toll

方蓬自由 平方和 均方 F值 相关

皋源整DF SS MS
‘“

幕数(群)

模型

误差

2l 14644 2．349605 7．800071+ O．9335

l，5061 43 0．301229

总计 l{ 22 65259

涟：，0口5(9．5)=4．78；*+^qI(9．5)一lO．15

鸯了避一步骏谶最谴轰辩蕊，对匿擐方程取一

阶偏导等于霉并整理得：

0，519--l。582X，～0。402X#十0。3705X，一0

0。287～0。402为一1．732X2+0．0055X。一0

0．438+0．37X．十0．0055X2～3．652X。；0

勰褥；X；一0。428，墨=0。067。X；一0。165

代入翻归方程。解得预测的GABA的最优产

赞y一3．s8 g／[，．静：培养基中豆饼粉质量浓震海

蕊．40 g珏，，玉寒浆爨量浓度隽io．54 g，7乙，帮簿糖

质最浓度为8．82 g／L．考虑到塞际操作的便利，确

定培葬基骢最拢配方冀；要饼粉质爨浓嶷为龉

g／}，，玉米浆质量浓度为i0 g／L，葡萄糖蕊量浓度

为9 g／t。。

努了鼗宴疆涮黪结暴，攫鞋土褥鳓静爱撬懿方

堂复实验3次，平均GABA产量为3．63圭0，12

g／I，，预测值y=3。66 g／L与襄验值之间良好的拟

翕惶诞窭了模型翡有效挂，豳j瓣方程为GABA盼发

黪提供了一个合适的摸型．
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4结论

实验证明响鹿丽分析法对培养基优化是非常

肖效的．二水平正交试验屠缀少的实验对多个嘲素

避抒考察，通过投差分辑对各个强素静教藏避行评

价，能有效地找出主效因素，分别为豆饼粉、玉米浆

移蘩楚鼹，英它嚣索势列强定在冬爨的簸筑枣平

上．通过响应面实验对3个主要困索避一步优化，

找出最佳德．

经过璃应蟊方法饶恕静袋佳臻嚣萋鬻育缀成

为(g／I，){豆饼粉26，玉米浆lO，葡萄糖9，

K。HPO；10，MSG 5．葱始pH擅6。8+在鼗优他的

培养基中蒲株SYFS 1．009的GAB质量浓度出最

韵的0．92 g／L提到3；63 g／L，提高了避4倍．
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量分数)时的膨胀率和抗融性比0．35％时都有所下

降，加入量0．40％时，抗融性虽然最好，但体系的膨

参考文献：

胀率下降，而且硬度增加太大也不利于感官评价，

因此复配胶的最佳用量为0．35％(质量分数)．
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