
正交设计在柠檬酸发酵研究中的应用

广州食品厂 涂桂洪 何翠琼
.

毛主席关于以阶级斗争为纲把国民经济搞上去的指示
,

鼓舞 着 我 们厂广大工

人
、

干部和工程技术人员
,

在现有的设备条件下
,
大干技术革命和技术革新

,

充分

挖掘企业潜力
,

进一步提高柠檬酸的产量
。

根据正交设计的原理和方法
,

对浅盘发酵添加液中影响柠檬酸产量的 C
、

N
、

P诸

因素进行了研究
,

并优选出一个较适合的工艺条件
。

结果表明
,

这种新工艺的柠檬

酸产量 比旧工艺提高了近 30 帕 , 简化了培养基配方
,
节约了生产原料

。

试 验过 程 及试 验 结 果 的 分 析

~
、

试验材料 试验在底部面积为 6 3
.

5 C m :
的中性玻璃瓶中进行 , 使用东莞塘

犷的甘蔗糖蜜作培养基中的 C源
,
该糖蜜含糖 51 肠

、

总氮为。
.

7肠 , 配 制 培 养基均

用化学纯试剂
。

二
、

试验过程及结 果 取试验菌种 接 种 于 盛 有 60 m l内含 C 4
.

5呱
,

K H少氏

0 、 0 1肠
,

N H 4
N O。 0

.

2呱和 P H为 6
.

0培养液的玻璃瓶中 (为防止 酵母感染另加C
u

SO
-

5 0 r / m l )
, 3 0

O

C 静置培养 2 4~ 2 8 小时
,

待菌膜形成后慢慢加入 2 0 0 0 1添加液
,

3 0
0

C继续培养 7 天
。

发酵结束后
,
测定柠檬酸总量

。

实践证明
,
添加液的组成和配比对黑曲霉 ( A

s p
.

in g er )积 累柠檬酸起着重要的

作用
。

今根据正交设计的方法对添加液中的几个组分进行优选
,

同时对黑曲霉川柠

1一2及以此为出发菌株经自然分离和氮氖处理而得的 N S 68
、

N M 47 等五株菌种进行

综合比较试验
。

所取因素及水平如表 1。

实验中忽略各因素间交互作用
。

根据所取因素及水 平
,
选用 L 2 5 ( 5。

)正交表安

排了 25 组试验
,

各组重复一次
。

试验结果列于表 2
。

为便于计算
,

将总酸的 实测值

乘以尖
,

取小数点后第一位
,

小数点后第二位四舍五入
,
得简化值

。

以后用简化值
一

, 一 ’ 一 ’

1 0
, 一 r ’ 心

~
、 ` . 、 , `

一
’ -

一
` ,

~
、 `

…
`

~
一 ’ -

一 一一 曰一
` 、 子 ’ , ’ 、 ’ ~

~
“

’
`

’ `
曰

` ’ J ’
,

’ “ 一

参与各项运算
。

. 强木炎
、

梁艳华及种子室
、

化脸室的同志曹协助工作
。
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表 1 正 交 试 验 的 因 素及 水 平 排 列 .
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图 1 各因素对榨檬酸产量的影响
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三
、

试验结果的分析 本实验是从提高柠檬酸产量的角度出发而进行的
,
因而

在对实验结果进行分析时
,

把柠檬酸量作为考察的主要技术指标
。

以该因素相应水平二次试验的平均产酸为纵座标
、

因素水平为横座标
,

在座标

纸上作成图象
,

如图 1所示
。

从图 1 即可大致看出各因素对柠檬酸产量的影响
。

为了给出这种影响的显著性

水平而作进一步的分析
。
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根据

s ; =

卫 - 会、 卜二匕 f 云尸 )
口 〕 `二 1

一

” C \ ` = x ` l

式中
: is 为该列号的平方和

a
为因素水平数

,

本实验
a = 5 。

为重复试验数
,

本实

验
c 二 Z n

为试验号数
,

本实验 n 二
25

。

容易算出各列的平方和
,

误差项之平方和 (
s 。

)由下式给出
:

I名,=l
ùX

,

E间
。
习问一一se

将计算结果列成方差分析表
,

见表 3
。

表 3 方 差 分 析 表
.

方方差来源源 平方和和 自由度度 方差差 F植植 显著性性

BBBBB 2
。

111 444 0
。

5 2 555 0
。

3 44444

CCCCC 1 0
。

222 444 2
。

5555 1
。

6 555 △△

DDDDD 1 0
。

000 通通 2
。

555 1
。

6 222 △△

AAAAA 0
。

777 444

{
1
一一一一

EEEEE 0
。

666 444444444

FFFFF 0
。

999 444444444

殷殷 差差 5 4
。

9 333 2 555555555

总总 和和 7 9
.

4 333 4 999999999

. 有关平方和
、

自由度
、

方差等针算参考中国科学院数学研究所
: 《 常用数理扰箭方法 》 。

本实暇 A
、

E 、
F三因素之平方和显著地小

,

与改差项合井求方差
。

分析结果表明
:

1
、

本实验所考察的六个因素中
,

N与 P在所取水平范围内
,

对于柠檬酸生成的

影响是显著的
, C次之

。

方差分析的结果指出
,

这种判断有80 肠以上的把握 ,

2
、

五株菌种的产酸水平相差无几
,

以 N M S为高 ,

3
、

C us 认
、

C
a

C aO在所取水平范围内对柠檬酸的生成没有明显的影响
。

综合上述分析
,

对于柠檬酸 生 产 的 最佳 条 件 应 是
:
菌株 N M S

,

C 27 帕
,

C u SO
一1 2 0 r

/ m l
,

不需添加任何营养盐
。

四
、

分析结果的验证 为了证实上述结果
,

将新
、
旧工艺对照各做十个试验

,

结果列于表 4
。
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表 4 新 旧 工 艺 比 较 试 验 结 果 .

脸 号

总 酸 1 } 2

新 卫 艺

!日 工 艺

2 1
。

6 } 2 1
。

7 1 2 1
.

3 1 2 2
。

8 .8 ! 2 3
。

1 7
。

3 } 1 8
。

2 5 花不}
, 6

.

`
1

; 7
.

:

{
1 5

.

1

}
; 8

.

5

{
1 7

.

5

{
1 6

.

。
{飞万 }石又万

. 新工艺 : N M S
,

2C 7另
,

c u S O . 1 2 o r / m l

旧工艺
:

Jl!棒 1一 2
, C 1 8终

,

N H一N O * 0
.

1万
, C u S O 一5 0 r / m l

表中的结果指出
,

新工艺 明显优于旧工艺
,

其柠檬酸产量比旧工艺提高了近 30 肠
,

同时简化了培养基
、

节省了生产原料
。

简 要 结 论

1
.

正交设计是进行科学实验的一个好方法
,

它同样适用于柠檬酸的发酵研究
。

特别是对于一个经诱变处理而发生变异的新菌株
,

需要重新考察其生理特性和营养

要求时
,

采用正交设计方法可大大减少试验次数
、

缩短 实 验 时 间
,

结论也比较可

靠
。

本实验为把数理统计方法的普遍原理运用在柠檬酸发酵研究的具体实践中提供

了一个成功的例子
。

2
.

对浅盘发酵添加液进行的正交试验结果表明
:

i) 在本实验所考察的诸因素中
,

N与 P是影响柠檬酸产量的重要因素
。

由于无机氮源 ( N H
`
N 0 3

)的增加
,

柠檬酸产量

成直线下降 , 当P的加入量为。
.

1肠时可使柠檬酸减产 50 肠以上
。

11) 糖在 一 定范围

内随着其摄度的增加柠檬酸的产量也增加
。

考虑到发酵液中的残糖可回收再利用
,

适当地提高添加液中的糖滇度对于增加柠檬酸的产量是有益的
。

iii )为 更 有效地防

止发酵过程中酵母的感染
,

C u S O
`
用量可增加至 1 2 0 r

/ m l
,

对柠檬酸的生成没有抑制

作用
。

3
.

生产柠檬酸的最适工艺条件是
: 菌株 N M S ,

C 2 7多
,

C u
S 0

4 i Z o r
/ m l

,

不需添加

任何营养盐
。

这种新工艺
,

其柠檬酸产量比旧工艺提高了近 30 肠
。


