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响应面法优化醋酸菌在梨渣中的发酵条件研究
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摘摇 要: 测定不同温度、转速、酒精浓度、接种量条件下醋酸菌在梨渣为主的半固体培养基中的产

酸量,观察菌种的生长情况. 采用响应面法优化醋酸菌生长条件. 结果表明:醋酸菌较佳发酵条件

为转速 136 r·min - 1,温度 32 益,梨渣量 28% ,乙醇体积分数 3郾 6% ,接种量 4郾 0% .
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摇 摇 果醋是以苹果、葡萄、柿子、梨、柑橘、猕猴桃、西
瓜、山楂等水果,或果品加工下脚料为主要原料,利
用现代生物技术酿制而成的一种营养丰富、口感优

良的酸味调味品及饮料[1] . 果醋兼有水果和食醋的

营养保健功能,是集营养、保健、食疗等功能为一体

的新型饮品[2 - 4] . 目前市场上有大量的不同种类的

果醋饮料,各类的占有率呈逐渐增加的趋势. 梨果

中含有丰富的汁液,将其余下的果渣制成富含营养

又具特色的果醋饮料,既可丰富食品种类,完善食物

结构,充分利用其资源,扩大销售范围,又可进一步

调动梨农的生产积极性,促进梨生产的更大发展.
结合目前已有的研究成果,选取接种时梨渣用量、摇
床转速、乙醇浓度、接种量并在整个过程中控制发酵

温度,研究醋酸菌在梨渣中发酵的影响因素,为醋酸

菌在不同环境下发酵的最适宜条件的确定提供一定

的理论依据.

1摇 材料与方法

1郾 1摇 材料

菌种:实验室储藏菌种.

1郾 2摇 实验方法

1郾 2郾 1摇 醋酸菌的培养和总酸测定

配制液体培养基[5]:葡萄糖 1郾 0 g,酵母膏 1郾 0
g,碳酸钙 1郾 5 g,水 100 mL, pH 自然,使用前加入

2郾 0 mL 无水乙醇;将储藏菌种移植于斜面培养基

上,30 益培养 48 h. 总酸[6]以醋酸计,g·L - 1;酸碱滴

定法参考国家标准[7] .
1郾 2郾 2摇 醋酸发酵单因素实验

配制乙醇体积分数为 6郾 0% 的液体培养基,装
液量 100 mL,果渣量 30% ,醋酸菌接种量为 4郾 0% ,
160 r·min - 1、30 益摇床培养发酵,间隔 12 h 测定其

总酸.
单因素变量分别为体积分数 2郾 0% ,4郾 0% ,

6郾 0% ,8郾 0% ,10郾 0% 的乙醇;转速 0,40,80,120,
160,200 r·min - 1, 接 种 量 ( V / V ) 2郾 0% , 4郾 0% ,
6郾 0% ,8郾 0% ,10郾 0% ;发酵温度 24,28,32,36,40
益;果渣量(V / V)10% ,30% ,50% ,70% ,90% . 发酵

培养测定总酸含量.

2摇 结果与分析

2郾 1摇 乙醇浓度对产酸量的影响

乙醇浓度对产酸量的影响结果如图 1. 由图 1
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可见,乙醇体积分数为 4郾 0% 时,发酵总酸量达到最

高,其次为 6郾 0% . 随着乙醇浓度的持续升高,产酸

量呈显著下降趋势. 高浓度乙醇明显抑制了醋酸菌

的代谢[8] .

图 1摇 乙醇浓度对产酸量的影响

Fig. 1摇 Effect of alcohol concentration on acidity

2郾 2摇 转速对产酸量的影响

转速对产酸量的影响结果见图 2. 图 2 显示,随
着转速的增大,产酸量有所增加,当转速达到 160
r·min - 1时,总酸量较高,转速再继续增加,产酸量无

明显上升趋势. 转速越大,溶氧量越高[9],利于醋酸

菌发酵.

图 2摇 转速对产酸量的影响

Fig. 2摇 Effect of rotation rate on acidity

2郾 3摇 接种量对产酸量的影响

接种量对产酸量的影响结果见图 3. 由图 3 可

知,接种量大小变化对产酸量影响并不明显,前 64 h
内总体趋势变化不大,其后有小幅度上升. 然而接

种量过高或过低都会影响到醋酸菌的生长或产酸,
综合比较选取接种量为 4郾 0% .
2郾 4摇 发酵温度对产酸量的影响

产酸速率与产酸量在发酵温度为 32 益时达到

最大,见图 4. 随着温度继续上升,产酸量呈现下降

趋势,当温度为 40 益时,几乎不产酸. 高温对醋酸

菌产生了抑制作用[10] .

图 3摇 接种量对产酸量的影响

Fig. 3摇 Effect of different inoculate quantity on acidity

图 4摇 温度对产酸量的影响

Fig. 4摇 Effect of different temperature on acidity

2郾 5摇 果渣量对产酸量的影响

果渣量对产酸量的影响结果如图 5. 由图 5 可

见,当果渣量为 30% 时产酸量较大;当果渣量为

70%与 90%时,产酸量降低,开始有下降的趋势.

图 5摇 果渣量对产酸量的影响

Fig. 3摇 Effect of different pear slag weight on acidity

2郾 6摇 醋酸菌发酵条件的优化

由单因素实验得出,转速、温度、果渣量、乙醇浓

度四个因素对产酸量的影响比较显著,实验中每个

因素选取 3 个水平,以( - 1,0, + 1)作为编码[11],做
试验因素水平表,得表 1.

采用 SAS 软件[12 - 13],进行 Box鄄Behnken 中心组

合设计[14];做转速、温度、果渣量、乙醇浓度交互实

验,以总酸度的平均值作为响应值 Y,最终得到结果

如表 2.
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表 1摇 Box鄄Behnken 试验因素水平表

Tab. 1摇 Factors and Levels of Box鄄Behnken

编号 实验因素 - 1 0 + 1

X1 转速 / ( r·min - 1) 80 140 200

X2 t / 益 22 30 38

X3 果渣量 / % 10 30 50

X4 w(乙醇) / % 1郾 0 4郾 0 7郾 0

表 2摇 Box鄄Behnken 实验设计表及结果

Tab. 2摇 Schedule and results of Box鄄Behnken

试验号
编码因素取值

X1 X2 X3 X4

总酸 /

(g·L - 1)

1 - 1 - 1 摇 0 摇 0 2郾 37

2 - 1 - 1 摇 0 摇 0 6郾 11

3 摇 1 - 1 摇 0 摇 0 2郾 64

4 摇 1 摇 1 摇 0 摇 0 2郾 46

5 摇 0 摇 0 - 1 - 1 12郾 65

6 摇 0 摇 0 - 1 摇 1 7郾 47

7 摇 0 摇 0 摇 1 - 1 7郾 8

8 摇 0 摇 0 摇 1 摇 1 6郾 855

9 - 1 摇 0 摇 0 - 1 4郾 661

10 - 1 摇 0 摇 0 摇 1 3郾 21

11 摇 1 摇 0 摇 0 - 1 1郾 53

12 摇 1 摇 0 摇 0 摇 1 1郾 39

13 摇 0 - 1 - 1 摇 0 8郾 93

14 摇 0 - 1 摇 1 摇 0 5郾 23

15 摇 0 摇 1 - 1 摇 0 15郾 98

16 摇 0 摇 1 1 摇 0 12郾 387

17 - 1 摇 0 - 1 摇 0 8郾 23

18 - 1 摇 0 1 摇 0 4郾 281

19 1 摇 0 - 1 摇 0 2郾 83

20 摇 1 摇 0 摇 1 摇 0 1郾 98

21 摇 0 - 1 摇 0 - 1 4郾 92

22 摇 0 - 1 摇 0 摇 1 3郾 127

23 摇 0 摇 1 摇 0 - 1 18郾 27

24 摇 0 摇 1 摇 0 摇 1 6郾 832

25 摇 0 摇 0 摇 0 摇 0 28郾 77

26 摇 0 摇 0 摇 0 摇 0 24郾 85

27 摇 0 摇 0 摇 0 摇 0 25郾 05

摇 摇 采用 SAS 统计软件,根据上述实验数据得到模

拟方程:
Y = 2郾 622 3 - 0郾 133 6X1 + 0郾 290 2X2 - 0郾 146 3X3 -

0郾 174 6X4 - 1郾 423 9X2
1 - 0郾 098X1X2 +

0郾 077 4X1X3 + 0郾 032 8X1X4 - 0郾 829 4X2
2 +

0郾 002 6X2X3 - 0郾 241 1X2X4 - 0郾 762 3X2
3 +

0郾 105 8X3X4 - 0郾 961 2X2
4

试验所得到的模型拟合度为 96郾 31% ,失拟度

为 92郾 00% ,见表 3,此模型拟合程度较为合理.

表 3摇 回归模型方差分析表

Tab. 3摇 Analysis of variance on regression model

系数项 自由度 平方和 均方 F 值 Pr > F

X1 1 0郾 214 2 0郾 214 2 4郾 506 4 0郾 055 3

X2 1 1郾 010 4 1郾 010 4 21郾 260 1 0郾 000 6

X3 1 0郾 256 8 0郾 256 8 5郾 404 6 0郾 038 4

X4 1 0郾 365 6 0郾 365 6 7郾 693 1 0郾 016 8

X1*X1 1 10郾 814 0 10郾 814 0 227郾 522 9 < 0郾 000 1

X1*X2 1 0郾 038 4 0郾 038 4 0郾 808 2 0郾 386 3

X1*X3 1 0郾 024 0郾 024 0郾 505 2 0郾 490 8

X1*X4 1 0郾 004 30 0郾 004 30 0郾 090 4 0郾 768 8

X2*X2 1 3郾 668 8 3郾 668 8 77郾 190 2 < 0郾 000 1

X2*X3 1 0郾 000 029 0郾 000 029 4郾 893 0郾 980 8

X2*X4 1 0郾 232 6 0郾 232 6 65郾 207 8 0郾 047 1

X3*X3 1 3郾 099 2 3郾 099 2 65郾 207 8 < 0郾 000 1

X3*X4 1 0郾 044 8 0郾 044 8 0郾 943 4 0郾 350 6

X4*X4 1 4郾 927 0 4郾 927 0 103郾 664 < 0郾 000 1

模型 14 14郾 868 3 1郾 062 22郾 344 6 < 0郾 000 1

失拟项 10 0郾 472 8 0郾 047 2 0郾 970 2 0郾 608 3

纯误相 2 0郾 097 4 0郾 048 7

残差项 12 0郾 570 4 0郾 047 5

总和 26 15郾 438 6

R2 = 96郾 31% 摇 校正 R2 = 92郾 00%

摇 摇 从表 3 可看出,一次相 X2及单因素二次项的 P
值 < 0郾 01 极显著,一次相 X3、X4及交互项 X2X4的 P
值 < 0郾 05 显著,说明温度和乙醇浓度之间存在着交

互作用,而非简单的线性关系,温度对乙醇极性产生

一定的影响,且乙醇浓度与密度也随之改变. 影响

产酸量单因素的显著性次序 X2 > X4 > X3 > X1,即温

度影响最大,转速影响最小.
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响应面曲面上升越陡峭,等高线呈椭圆形,则两

因素之间交互作用显著,见图 6. 由图 6 可知,固定

X1,X3,等高线沿 X2方向变化与沿 X4方向变化较为

陡峭,在实验水平下,发酵温度和乙醇浓度两个因素

交互作用对总酸的影响显著,而其余因素的交互作

用不显著,与表 3 方差分析结果一致. 在温度的变

化下,对转速与果渣量并无明显影响,其相应的交互

作用并不显著;而对乙醇极性产生一定的影响,且乙

醇浓度与密度也随之改变,交互影响显著.

图 6摇 醋酸菌响应面图

Fig. 6摇 Response surface stereogram of acetic acid bacteria
摇

摇 摇 由响应面分析可知,回归模型存在最大值 Y 的

最大 估 计 值 为 2郾 673 1, 其 极 值 点 代 码 值 为

X ( - 0郾 058 0,0郾 196 0, - 0郾 107 0, - 0郾 122 2),转
速 136 r·min - 1,温度 32 益,果渣量 28% ,乙醇体积

分数 3郾 6% .

3摇 结摇 论

1) 单因素实验显示,乙醇体积分数为 4郾 0% ~
8郾 0%时,产酸量随乙醇浓度的递增而降低;转速增

大,产酸量随之提高,160 r·min - 1之后,转速继续增

大对产酸量也有一定影响;温度为 20 ~ 32 益时,产
酸速率随温度升高而升高;果渣量为 30% 时,产酸

量达最大;接种量大小的变化对产酸量影响不明显.
2) 经过 SAS 统计软件分析得出,温度对产酸量

的影响最大,其次是乙醇浓度,转速对产酸量的影响

最小. 其中温度和乙醇浓度的交互影响最为显著.

3) 较佳生产醋酸工艺条件:转速 136 r·min - 1,
温度 32 益,果渣量 28% ,乙醇体积分数 3郾 6% ,接种

量 4郾 0% . 在此条件下产酸量可达到较理想的状态,
72 h即可达到 26郾 7 g / L.
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Optimization of Fermentation Conditions of Acetic Acid Bacteria
in Pear Slag by Response Surface Analysis

ZHANG Wei鄄hua,摇 WANG Chao,摇 LUO Jun鄄jie,摇 SONG Juan,摇 CHEN Mao鄄bin,摇 LI Dong鄄sheng
(School of Biological Engineering, Hubei University of Technology, Wuhan 430068, China)

Abstract: Direct drinking vinegar, especially Fruit vinegar production is one of the most important way
for deep processing of agricultural byproducts. This article is based on acetic acid bacteria was cultured
under the conditions with different temperature, rotation rate, alcohol concentration, and inoculation.
The total acid content was determined, and the growth of bacteria on the semisolid culture medium with
pear slag was observed. Finally, response surface analysis was used to optimize the growth condition of
acetic acid bacteria, and the optimum conditions were found as follows: rotation rate was 136 r·min - 1,
temperature was 32 益, the weight of the pear slag was 28% , alcohol content was 3郾 6% , inoculation was
4郾 0% . The result could provide a theory reference and practice basis for industrial production of the pear
vinegar.

Key words: acetic acid bacteria; pear slag; total acid; response surface analysis
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