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风味物质发酵条件的优化
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(生物 工程学院 )

滴要 G
.

eP 爪 cl U at u m 是一株 能生产水 果香味的微 生 物
,

醋 类是其香味的主休
。

采用响应 面 分析方法对影响 G
.

P en i cl’ l lat u m 产醋的主 要 因素进行 了摇瓶实验研

究
,

确 定 了培养基的最 佳组成
,

用此培养基发 酵
,

` 酸乙醋 (产物醋 中代表性成分之

一 ) 产量提 高了 9
.

6 % ; 还得到 了在摇瓶条件下预测 醋产量与菌休生 长量的 两个 多

项 式数学模型
。

主题词 G
.

p en ic ill at “ m ; 醋 ; 优化 / 发酵培 养基
;
响应面

中图分类号 T Q 9 20
.

6

0 前 言
风味物质已被广泛地应用于食品

、

饲料
、

化妆品和医药工业
。

目前
,

世界上风味芳香物质

的年产值约为 70 亿美元
,

占据 了 25 %的食品添加剂市场 lj[
,

且逐年增长
,

然而在现今生产

的风味化合物中
,

85 %是通过化学合成法得到的
。

化学合成的风味物质存在严重缺陷
,

因而

用生物技术法生产风味物质的前景越来越广
。

采用生物技术生产风味物质有二条途径川
:

一

是将适当的前体物进行酶转化
,

即利用微生物分泌的酶将前体物质转化成具有高附加值的

产品 ; 二是将简单的营养物 质 ( 如糖和氨基酸 ) 用微生物进行发酵生产风味物质
。

研究表明
,

微生物发酵能生产四大类化合物
:

菇烯类
、

内醋类
、

毗嗓类和酷类
。

G
.

P ell ic 汀al ut m 是一株能产醋的微生物
,

形态类似 于假丝酵母
,

生长特性与霉菌相似
,

属霉菌类
〔’ 〕

。

作者采用响应面分析方法对影响 G
.

P。 : cI il l at o n 产酷的几个主要因素进行摇

瓶实验研究
,

确定了培养基的最佳组成和最佳 p H 值
,

用此培养基摇瓶发酵
,

乙酸乙酷 (产物

酷中代表性成分之一 )产量提高了 9
.

6 % ;
在响应面分析过程中还得到了预测醋产量与菌体

生长量的两个多项式数学模型
。

材料与方法
菌种与培养条件
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1
.

1
.

1 菌种 G e ot ri ehu m P e, , i c i l l a t u n :
(帚

状地霉 )
。

1
.

1
.

2 培养基与培养条件 菌种保存培养

基 葡萄糖
,

酵母膏和蛋白脏组成的完全培

养基
。

发酵培养基 葡萄糖
、

蛋白陈
、

酵母膏

等
,

其中酵母膏的加入量为 4 9 / L
,

其他由实

验确定
。

培养条件 50 0n
飞l 的三 角瓶中装液

l o o m 】
,

接种量 1。 %
,

培养温度 30 C
.

摇床转

速 1 0 O r / m i n
,

发酵 4d
.

1
.

2 室验设计

表 1 因素与水平的取值表

竺150嘿
因素 编码 因素取值

葡萄糖

( g / I
一

)

+

;

蛋 白肮

( g / I )

一 1

+ 1 10

6

2

+ 1 7
.

0

p H X
3 0 5

.

5

一 1 4
.

0

根据 oB
x 一

eB
n h n k e n

的中心组合设计原理 [’]
,

设计了三因素三水平的响应面分析实验
,

共有 15 个实验点
,

其中 12 个为析因点
,

3 个为零点
,

零点实验进行 3 次
,

以估计误差
。

以葡

萄糖
、

蛋 白脏
、

p H 三个 因素为 自变量
,

以 总醋产量及菌体量为响应值
,

实验因素与水平的选

取如表 1
.

1
.

3 分析方法

菌体量测定 0
.

2 m l 发酵液中加入一定量的生理盐水
,

在波长为 6 60
n m 可 见光处读

O D 值
,

与标准曲线对照得到菌体干量
。

酷类测定 I Om l 发酵液在 3 0 0 O r

/ m i n 下离心 ] On , i n
,

取上清液 Zm l
,

用 0
.

s m l 二氯 甲

烷 萃取
,

吸取 萃取液 0
.

5川进 气相色 谱仪
。

色谱条件 为
:

恒温 ( 3 0 C
,

s m in ) 后程 序升 温

( Z C /m in ) 至 1 5 o C
,

氢火焰检测器
,

检测器温度 2 30 C
,

进样器温度 Z 10 C
,

辛烷作 内标
,

保

留时间法确定样品成分
,

积分面积法确定样 品组分的浓度
。

本研究中乙酸乙醋是产物醋中有

代表性的一种物质
,

下面的分析均以 乙酸乙酷为例
。

响应面分析 实验以随机次序进行
,

重复 2 次
,

实验获得的酷产量与菌体生长量的平均

值用 s A s
’

R s R E G ( R e s p 。 n s e s u r f a c e : e g r e s s io n ) 程序进行分析 : 5〕
,

并由此给出响应面分析

图和方差分析表
。

2 结果与讨论
2

.

1 摇瓶发酵条件的优化

近 1 0 年来
,

响应面分析 ( R e s p o n s e
S u r f a e e A n a l y s is )方法已被广泛应用于 发酵过程实

验的设计
,

以期能以最经济的方式 (如用很少的实验次数和时间 )对实验进行全面
、

科学的研

究
,

取得明确的
、

有 目的的结论
。

摇瓶培养是 发酵生产研究的第一步
,

涉及到培养基的多种组

分和多个环境因素
,

利用表面响应法的特点
,

即通过将 多因子试验中因子与试验结果的关系

函数化
,

进行函数面的分析
,

可对摇瓶发酵条件进行优化
。

根据表 1 对实验 因素与水平的设计
,

采用不同的葡萄糖浓度
、

蛋 白陈浓度和 p H 值
,

作

者进行了 15 次实验
,

每次实验得到的总酷产量及菌体量 见表 2
.

采用回归方程 Y 一 a 。
+

a ;
X

】
一 a :

X
Z
+ a 3

X
3
+ a , I

X } + a 2 2
X I + a 3 3

X ; + a l :
X

,
X

:
+ a 1 3

X
I
X

3
+ a 2 3

X
2
X

3 ,

在由表 2

数据 用 S A S
’

R S R E G 程序计算出回归方程中各系数 (结果 见表 3 ) 的基础上
,

对乙 酸乙醋产

量和菌体生长量 二回归模型分别进行数学 分析
,

即对模型方程求偏导
,

并令其等于零
,

可得

到曲面的稳定点
,

即最大点
,

结果见表 4
.

从表 4 可以发现
:

达到最大乙酸乙酷产量和菌体生
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长量时所需的葡萄糖
、

蛋 白陈及 p H 值基本相近
,

说明 G
.

P ;e , i ic l lat
u m 发酵过程中乙酸 乙酷

的生产与菌体 的生长密切相关
; 综合考虑乙 酸乙醋生产

、

菌体生长及培养基的配制
,

得 .G

P en ic l’l al lu m 摇瓶发酵最佳培养条件为
:

葡萄糖 12 59 / L
、

蛋白脏 9 9 / L
、

酵母膏 g4 / L
,

p H 6
.

.0

表 2 响应面分析实验结果 ( g / L ) 表 3 回 归系数取值

编号 X
】

X : X 3 酷 菌体干量 系数 乙酸 乙醋 菌体

一 1

一 1

一 l

一 l

0

0

0

0

+ l

十 1

+ l

+ 1

0

0

0

一 l

0

0

+ l

一 1

一 1

+ 1

+ l

一 1

0

一 1

+ l

0

一 1

+ 1

一 1

+ 1

0

一 1

十 1

0

O

0

0

0
.

2 2 4 0

0
.

2 9 7 0

0
.

3王0 1

0
.

3 2 1 0

0
.

2 3 8 0

0
.

2 6 4 0

0
.

3 6 3 1

0
.

3 7 2 7

0
.

2 5 0 0

0
.

3 4 3 2

0
.

3 5 7 0

0
.

3 8 3 1

0
.

35 10

0
.

36 2 0

0
.

34 9 1

3
.

5 4 0 X 10 一 l

2
.

2 6 5 X 10 一 2

5
.

7 9 9 X 10 一 2

7
.

8 1 3 火 10 一 3

一 2
.

1 0 7 X 10 一 2

一 3
.

8 4 4 X 10 一 2

一 6
.

1 4 2 X 10 一 3

9
.

0 2 5 X 10 一 3

1
.

7 5 0 X 10 一 4

一 4
.

1 0 0 义 10 一 3

1
.

28 7 X 1 0

4
.

2 8 8 X 1 0一 1

2
.

吕0 0 X 1 0一 1

9
.

6 2 5 X 1 0一 2

一 7
.

4 3 3 X 1 0一

月nt了

一 1
.

8 5 8 义 1 0一 2
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0
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0
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0

一 1
.
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6
.
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对回归模型的进一步分析 表 4 回归模型的数学分析 ( g I/
一

)

和计算发现
:

两模型的 F 值均 响应值变量 葡萄搪 蛋白陈 p H 计算值 点的类型

大 于 fo
.

。 :
( 9

,

5 )
,

线性相关 系 乙酸乙醋 1 27
.

7 9
.

2 6
.

。 6 。
.

3 5 6 7 最大值

数分别达到 了 0
.

9 9 6 和 0
.

9 5 5 菌体 川
·

8 9
·

3 “
·

6 , , 0
·

4 9 最大值

(见表 5 )
,

说明方程的因变量与全体 自变量之间的线性关系显著
,

相 比较而言乙酸 乙酷有更

大的显著性
; 由于两个方程的失拟项很小 (表 6 )

,

所得 回归方程有较好的代表性
,

可用 回归

方程对实验进行分析和预测
。

从表 6 还可看出
,

两方程一次项和二次项的数值较大
,

说明各

个具体试验因子对响应值的影响不是简单的线性关系
,

且各个因子之间的交互作用不显著
。

为了进一步验证最佳摇瓶培养条件
,

作者采用上述条件进行了实验
,

结果乙酸 乙醋产量

达到了 0
.

3 8 4 79 / L
,

比没优化前提高了 9
.

6%
.

表 5 回归方程的方差分析

方 差来源 自由度
平方和

乙酸乙酷

均方差

菌体

平方和 均方差 F 值

回归

残差

总离差

3
.

8 5 7 只 1 0 一 2

F 值

1 9 2 2 3

1
.

1 13 X 1 0一 4

4
.

2 8 6只 10 一 3

2
.

2 2 6 X 10 一 2

4 8 1

0 2 0 5

l 4 3
.

8 6 9 X 1 0一 2

4
.

3 3

0
.

10 3

4
.

4 34

线性相关系数

关
,

.

。 ,
( 9 ,

5 ) 一 10
.

2

0
.

99 6 0
.

9 5 5

表 6 回归方程各项的方差分析表

方差来源 自由度
乙 酸 乙 醋

均 方 F 值 显著性 均方

0
,

7 2 4

0
.

7 0 2

菌 体
F 值 显著性

关关一次项

二次项

0 5O X 10 一 2
2 1 6

.

4 关 关

2
.

2 2 9 火 10 1 6
.

0

1 9
.

9 8

1 9
.

3 8
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续表 6

方差来源 自由度
乙 酸 乙 酷

均方 F 值 显 著性 均方
菌 体
F 值 显著性

1
.

3 l l X 1 0 一 `

4
.

7 6 7 只 10 一 `

4
.

8 5 0 X 1 0 一 5

2
.

7 0
.

0 1 7 5 0
.

4 8 3

3 0
.

0 98 0
.

0 1 0 1 0
.

2 7 8

0
.

0 3 6

j o
.

。 1
( 3

,

2 ) 一 9 9
.

2 fo
.

。 5 ( 3
,

2 ) = 2 9
.

2 f0
.

1
( 3

,

2 ) = 9
.

1 6

2
.

2 摇瓶发酵条件下醋产量和菌体生长量的预测

根据 两个 回归模型
,

作 出响应面分析的等高线图以确认葡萄糖
、

蛋 白陈和 p H 分别对

G
.

eP in cl’ “ al u 。 摇瓶发酵中乙酸乙酷产量和菌体生长量的影响情况
。

由于 p H 在三个 因素

中的影响最小
,

因此在作等高线 图时将 p H 点固定
,

以便突出二个主要的因素— 葡萄糖和

蛋白陈对乙酸乙酷产量和菌体生长量的影响
,

见图 1
,

2
.

由此可 见
:

葡萄糖是影响菌体生长

p H . p H月

览览览 仁仁仁1 50 5 0 7 0 , 0 1 1 0 13 0 1 5 0

P H S
.

5 P H S
.

5

1 5 0

一一

似幼)
,,

墩墩泛义义甘甘
“

,
’

旧 胃胃 褪褪褪
(

、
一、活沙扣以

ē ,ù、.à镬口目

1 5 0

P H 7
.

0 P H 7
.

0

1 0
名 0

. O

聋

姆, 碑少

5 0 70 , 0 1 1 0 1 3 0 15 0

翻翻特 ( . /一 ) 心心心l 翻 . 恤 1/ 〕

图 l 菌体生长的响应面分析图 图 2 乙酸乙醋响应面分析图
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的最重要因素
,

在一定的葡萄糖浓度 ( 1 0 0一 1 2 59 / L )和蛋 白陈浓度 (7 ~ 10 9 / L ) 内
,

可获得较

大的菌体量
;蛋 白陈对酷 (乙酸乙酷 ) 的影响很大

,

其加量多少是酷产量高低的主要因素
,

酷

产量高时的葡萄糖和蛋白陈浓度范围分别是 1 10 一 1 40 9 / L 和 7一 1 09 / L
.

在响应面分析的基础上
,

采用 回归模型进行计算
,

可以预测不同摇瓶发酵条件下 .G

Pen ic il la ut m 的醋产量和菌体生长量
。

表 7 是作者采用不同葡萄糖浓度
、

蛋 白陈浓度和 p H

进行的 4 次实验结果
,

同时还给出了在实验条件下采用模型计算得到的预计值
。

从表 7 可以

看出
,

在各种实验条件下
,

无论是醋产量还是菌体生长量
,

实验值与模型计算值均相当吻合
,

说明本研究得到的试验因子与响应值之间的回归模型在预测 G
.

P en icl’ l l at “ m 摇瓶发酵实验

结果有较好的准确性
,

得到的最佳培养基配方是合理的
,

为下一步的上罐发酵和随程萃取发

酵打下了基础
。

表 7 回归模型的实验验证

实验数
葡萄糖
(g / I

一

)

蛋白陈
( g / I )

1
.

0

0
.

9

0
.

7

0
.

4

预计值

0
.

3 8 2 7

乙酸乙醋

实验值

菌 体 量

预计值 实验值

0
.

3 7 7 5 10
.

14 9
.

5 1

0
.

3 8 6 2 0
.

3 8 4 7 10
.

4 2 1 0
.

3 3

0
.

3 6 7 3 0
.

3 6 2 1 10
.

3 5 1 0
.

2 9

0
.

28 88 0
.

2 7 4 1 9
.

6 3 9
.

8 1
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