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微生物转化生产木糖醇中工业化原料

培养基组成的优化

李 耕 章克昌 徐 柔 高修功

( 生物工程学院 )

摘要 对用 酵母转化木糖醇 中工业化原料培养基组成的优化进行 了较 系统的研

究
,

研究 中采用 了 lP ac k
e t t 一

uB
r
m an 川和响应 曲面 法

,

得到 了一个完全用 工 业化原

料组成的优化培养基
,

摇瓶转化率最高达 80
.

4 %
.

实验结果表明
,

在保持较高转化

率的前提下
,

发酵培养基可以采用较廉价的工业化原料
。
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0 引 言
木糖醇是一种天然存在的五碳糖醇

,

是人和动物碳水化合物代谢的普通中间产物 2j[
,

广

泛存在于各种果蔬 中
,

但含量很少 s[,
`」

。

1 9 8 7 年 3 月在荷兰召开的国际食品添加剂会 汉上
,

木糖醇被正式列为国际 A 级 (安全级 )食品添加剂
,

并在各国医药
、

食品等部门得到广泛应

用
。

目前
,

商业化生产木糖醇的方法只有氢化法
,

但氢化法的生产过程较为复杂
,

安全要求

高
,

使得木糖醇价格高
,

应用市场没有得到很好地开拓
。

而微生物法生产木糖醇
,

可以弥补氢

化法的许多缺点
。

本实验室在用较优原料转化木糖为木糖醇已取得较好结果的基础上
,

对发

酵培养基工业化原料的替代进行了研究
。

1 材料与方法
1

.

1 菌种

C a n d i d a

w Q
一

z 由本实验室保存的 C
.

R u x 经选育而成
。

1
.

2 培养基 ( g / L )

1) 斜面保藏培养基 葡萄糖 50 ; 酵母膏 5 ; 麦芽汁 3 ;0 琼脂 20

2) 液体种子培养基 木糖 20 ;
酵母膏 2

.

5 ;
酵母氮基 1

.

5 ;
蛋白脏 2

.

5

3 ) R S A 法优 化培养基 玉 米浆 3 0 ; 豆 饼 水 解 液 1 0 ; 添 加 剂 X Z ; K
Z
H P O

4 1
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C aCO
:2 0;木糖 浓度按需要而定

1
.

3 主要实验室药品与试剂

木糖 (江苏滨海东方木糖厂及德国 MR E C K产 品 )
,

木糖醇 (美国 )
,

玉米浆 (无锡酶制剂

厂提供 ), 高碘酸
,

氯化亚锡
,

变色酸
,

地衣酚固
。

1
.

4 培养条件

培养基经 0
.

I M aP
,

20 m
, n 灭菌

,

冷却
,

接种后将 2 5 Om l 摇瓶置于旋转式摇瓶机上
,

控制

转速 1 60
r
/ m i n

,

培养温度 3 2 C
,

并隔时取样分析
。

1
.

5 分析方法

木糖
、

木糖醇含量测定 离子色谱法圈
、

化学法困
。

2 结果与讨论
2

.

1 重点因素选择试验

发酵培养基中各组分对转化率影响的情况
,

因涉及到的因素多
,

很难用一些常规方法处

理
。

lP
a c k e tt

一

B u r m a n
是一种以不完全平衡块为原理的实验设计

,

能够从众多变量中快速
、

有

效地筛选出最为重要的一些因素
,

供进一步详细研究用
,

具有数据处理简单
,

可适用于多个

实验因子等优点
。

本实验对培养基中各组分对转化率影响的情况进行了研究
。

选用试验次数 N ~ 8 的实

验设计
,

考察了 6 个因素
。

实验设计及结果见表 1
,

各因素所代表的参数
、

水平及分析结果见

表 2
.

培养基中木糖质量分数为 5%
,

C a C O
3

质量分数为 2%
,

其余各成分按表 2 安排
。

表 I N = 8 的 P l a e k e t t一 B u r m a n

表 2 因素
、

水平及影晌效果

数
素参

实验设计与结果

实验

号

因

代码

水平 ( % )

低 ( 一 ) 高 ( + )

效果 t
值 置境终率

、 / 0 尹

F

素E

D

因C

B

90

7 5

::

38.2533

C

D

添加剂 X

( N H
`

) 2 5 ( )
4

豆饼水解液

甲醇

玉米浆

M g S ( )
。 ·

7 H z ( )

+ K z H P ( )
-

空白

5
.

7

3
.

7 5

一 4
.

9 5

3
.

9 5

7
.

2

0
.

1 1
.

3 5 0
.

分析结果表明
,

添加剂 X
、

豆饼水解液
、

玉米浆三因素对转化率影响显著
,

其置信概率为

90 %
,

而其它因素对转化率影响显著的置信概率只有 75 %
.

.2 2 R s A 法优化培养基

响应曲面分析法 ( R S A )是数学与统计学相结合的产物
,

由于采用了合理的实验设计
,

能以最经济的方式
,

用很少的实验数量和时间对实验进行全面研究
,

从而取得 明确
、

有 目的

的结论
。

B o x 及其合作者于 50 年代完善了响应曲面分析法
。

特别是在培养基优化上已经证

明很有效v.[ 习
。

通过重点因素选择实验
,

我们确定了三个对转化率影响显著的因子
,

以这三个

因子为研究对象
,

进一步考察它们对转化率的影响
,

并对培养基的组成进行优化
。

设豆饼水

解液 ( X
:
)

,

玉米浆 ( X
Z
)

,

添加剂 X ( X
3
) 三个因素为自变量

,

以转化率 ( Y ) 为响应值
,

设计了

三 因 素三 水 平 的实 验
。

发 酵 培养基 中的其他组 分为 ( g / L )
:

木 糖 5 0
,

K Z H P O
; 1

,
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M gS O
; ·

7 HZ
O . 5 0

,

硫酸按 20
,

碳酸钙 20
.

实验安排及结果见表 .3

表 3 响应面分析实验安排及结果

实实验 因 素素 }率验 因 素素
号号 豆饼水解液 玉米浆 添加剂 X 转化率 ( % ))) } 号 豆饼水解液 玉米浆 添加剂 X 转化率 ( % )))

lll 一 l ( 0
.

5 % ) l ( 2
.

5 % ) ( ) ( ( )
.

2 % ) 6 2
.

555

{
9 “ `

·

5% , 一 ` 。 , “
·

888

222 一 1 0 ( 3
.

0% ) 一 1 ( ()
.

1% ) 70
.

111

…
` 。 ` “ 一 ` 7`

·

333

333 一 1 0 1 ( 0
.

3% ) 6 4
.

111

…
`

!
` 。 ` 5 5

.

””

444 一 1 1 ( 3
.

5% ) () 7 6
.

777

…“

“
。 7`

.

777

555 0 ( 1
.

〔 )% ) 一 1 一 1 7 2
.

666

…
` 3 。 。 。 78

·

222

666 0 一 1 1 6 ()
.

333

} “ 。 。 0 79
·

555

777 0 1 一 1 7 4
.

222

…
`吞 。 。 “ 8 0

’

`̀

888 0 1 1 6 8
.

99999

各实验因子对响应值的影响可用下列函数表示
:

Y 一 7 9
.

4 一 0
.

1 3 7X
I
+ 3

.

16 X
:
一 5

.

3 X
3
一 5

.

gX { 一 3
.

o 5X I 一 7
.

3 2X呈

一 3
.

3 3X
I
X

:
一 3

.

0 5X
I
X

:
+ 1

.

7 5X
2
X

3

从方差分析表 4 可以看出
,

用回归方程描述因子与响应值之间的关系时
,

其因变量与自

变量之间的线性关系是显著的 ( F > fo
.

。 1
( 9

,

5 ) )
,

线性相关系数为 0
.

97 4
.

对回归方程各项

方差的进一步检验也可以看出
,

方程的失拟项很小
,

因此可用回归方程代替实验真实点对实

验结果进行分析
。

回归方程各项的方差分析 (表 5) 表明
,

方程一次项
、

二次项
、

交互项的影响

显著
,

各个具体实验因子对响应值的影响并 表 5 回归方程方差分析表

不是简单的线性关系
。

表 4 回归方程方差分析表

方差来 源 自由度 平方和 均方差 F 值 相关系数

回归 9 7 1 8
.

6 7 9
.

8 4 20
.

6 4 0
.

97 4

残差 5 1 9
.

3 4 3
.

8 6 8

总离差 1 4 7 3 7
.

9

注
:

八 川 《 9
.

幼 一 1 0
.

2

图 1
、

图 2 是响应面分析立面图和平面图

方差来源 自由度 均方差

一次项

二次项

交互项

失拟项

误 差

3 3
.

8 7

3 5
.

5 7

10
.

4 1

1
.

8 7 7

0
.

6 1 1 5

F 值 显著性

8 3
.

0 7 妥

8 7
.

1 9 朴

2 5
.

5 2
娜

4
.

6 0 2

2

注
:

f
。 。 , ( 3

,

2 ) ~ 9 9
.

2 ;

几 l ( 3
,

2 ) = 9
.

16 ;

f
o 。 5 ( 3

,

2 ) = 19
.

2 ;

,

从图中可直观地看出各因子对响应值影响的

( )
.
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变化趋势
。

对回归方程取一阶偏导等于零并整理可得培养基最优配比
:

X
l

=0
.

9 5 4 %X
Z

一

=3
.

24 %X
3

=0
.

7 1 1 %

考虑 到培养基实际配 制的方便
,

取豆饼水解液 为 1肠
,

玉米浆为 3 %
,

添加剂 x 为

0
.

2%
.

因此
,

用工业化原料替代实验室试剂级药品作为培养基组成是可行的
,

得到的优化

培养基有利于木糖的转化
,

这对于进一步降低生产成本
,

发展微生物转化法生产木糖醇有着

重要的意义
。
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