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基于 Taguchi试验设计稻草发酵产纤维素酶的优化

辛 婷 1，2，谢逸萍 1，张 兴 1，2，马代夫 1，王 慧 2

（1.徐州农科院，江苏 徐州 221121；2.中国矿业大学生物工程系，江苏 徐州 221116）

摘 要： 采用 Taguchi设计法综合考察接种量、硫酸铵、磷酸二氢钾、七水硫酸镁等因素对实验室筛选出的 1株木
霉菌种进行产纤维素酶的影响。结果表明，接种量对产酶的影响最大，其次是硫酸铵、七水硫酸镁，而磷酸二氢钾对
产酶酶活的影响最小；Taguchi设计优化后得到产纤维素酶的最优条件为：接种量为 8 %，硫酸铵、磷酸二氢钾、七水
硫酸镁添加量分别为 0.6 %、0.25 %和 0.03 %。在最优条件下预期纤维素酶活能达到 6.276 μmol/g·min，而验证性试
验证明在优化条件下，纤维素酶活达到了 5.222 μmol/g·min，比优化前的纤维素酶活平均值 3.128 μmol/g·min增加
了 2.094 μmol/g·min，表明 Taguchi方法对于产纤维素酶优化具有较好的应用价值。
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Optimization of the Fermentation of Straw to Produce
Cellulase Based on Taguchi Design
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Abstract: Taguchi design method was adopted to investigate the effects of inoculation quantity, (NH4)2SO4, KH2PO4, MgSO4·7H2O on cellulase
production by a trichoderma strain (screened in the Lab). The results showed that the inoculation quantity had the strongest influence and then fol-
lowed by (NH4)2SO4, MgSO4·7H2O and KH2PO4.The optimum conditions for cellulase production were summed up as folllows by use of Taguchi
Design Method: inoculation quantity was 8 %, the best addition levels of (NH4)2SO4, KH2PO4 and MgSO4·7H2O were 0.6 %, 0.25 % and 0.03 %
respectively. Under the most optimized conditions, the activity of the produced cellulase could achieve 6.726 μmol/ (g·min) theoretically. The
validation experiments showed that the average activity of the produced cellulase under the optimized conditions was up to 5.222 μmol/ (g·min)
(inceased by 2.094 μmol/(g·min) than before (3.128 μmol/g·min)), which proved that Taguchi design method was of good application value in
the optimization of cellulase production conditions.
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随着全球能源的日趋紧张， 生物乙醇作为一种可再
生的环保燃料成为新的替代能源。 甘薯作为一种新型可
再生的高效生物质能源作物， 其生产和利用具有原料及
加工成本低、综合利用潜力大和环境污染少等优点，且我
国是世界上最大的甘薯生产国家，因此，合理利用甘薯作
为原料对保障我国粮食与能源安全起了重要作用[1～2]。在
甘薯乙醇生产过程中，由于其中含有一定的纤维素，因此
投加纤维素酶，对提高甘薯乙醇发酵效率起到促进作用。
而稻草是亚洲主要的农副产品， 每年的稻草产量大约为
1.85×108 t。 如何利用如此丰富的纤维素原料，是研究的
一个热点， 国内外学者研究最多的就是利用纤维素来生

产乙醇[3～4]。 总之，在生物乙醇的生产过程中纤维素酶起
到重要的作用，所以生产经济、有效的纤维素酶成为研究
的关键。
在利用稻草发酵产纤维素酶试验中发现了几个很明

显的影响因素，比如淀粉的添加量，添加的淀粉中直链淀
粉和支链淀粉的比例，稻草中不同部位的产酶[5]。 后来又
做了几个常见因素如接种量、硫酸铵用量、磷酸二氢钾用
量、七水硫酸镁用量对产酶的影响。在做单一因素对产纤
维素酶的影响时发现各因素之间存在着很明显的交互作

用。为确定出影响因素的主次，消除上述因素之间的交互
作用，本文引入 Taguchi 设计法做进一步的考察，以确定
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最佳优化条件， 并且减少在生产中由于环境等因素的改
变而减少产量情况的发生。

Taguchi设计法是由日本的田口一博士提出来的，它
包括实验设计、实验操作、分析和验证 4个阶段。 该设计
法有别于一般的试验设计方法。 虽然 Taguchi 设计法中
有正交试验设计，但它又优于普通的正交试验方法[6]。 使
用 Taguchi 设计法， 能使试验结果受环境因素的影响减
少到最低[7～8]。最初，Taguchi设计法只是应用在美国和日
本的一些制造业中的全面质量控制， 最近已经开始应用
在生物化学工艺和生物过程中。

1 材料与方法

1.1 菌株和原料
康宁木霉菌株 MM-3 保藏于中国矿业大学微生物

实验室。
稻草由徐州农科院提供，经 80℃烘 3 h，粉碎过 32

目筛。
1.2 培养基
种子斜面培养基：PDA琼脂培养基。
二代种子培养基：250 mL 三角瓶中分装 10 g 干稻

草粉，加入 30 mL营养液后混匀，加 1.2 g淀粉。 起始 pH
为 5.5～6（自然 pH）。
固体发酵培养基：250 mL 三角瓶中分装 10 g 干稻

草粉，加入 30 mL配比不同的营养液（见表 2）。 起始 pH
为 5.5～6（自然 pH）。
营养液成分：1 % (NH4)2SO4, 0.2 % KH2PO4, 0.03 %

MgSO4·7H2O。
1.3 方法
1.3.1 二代种子的制备
取培养好的斜面种子一支， 用 5 mL无菌水洗下制

成孢子悬液(孢子浓度为 106～107个 /mL)，取 1 mL接入
二代种子培养基中，待发酵 5 d 菌体生长旺盛、孢子达到
最多时备用。
1.3.2 酶活的测定
采用 DNS法测还原糖。 滤纸酶活(FPA)的测定参考

文献[9]。 酶活力单位：1 g纤维素固体干酶曲 1 min 水解
底物生成 1 μmol葡萄糖，为一个纤维素酶活力单位(U)。
1.3.3 试验方案设计
根据 Taguchi设计法原理，进行方案设计。 首先要先

确定需要优化的因素。本试验选择接种量、氮源（硫酸铵）
用量、磷酸盐（磷酸二氢钾）用量、七水硫酸镁 4 个对产酶
影响较大的因素作为可控因素。 同时每个因素取 4 个水
平，2 个低水平，2 个高水平，水平选择见表 1，按照 5 因
素 4 水平的正交表（L16(45)）来设计实验，5 个因素中除 4
个可控因素外有一个因素是 Taguchi 特有的误差项，即
不可控因素， 这样使得结果更可靠。 具体设计方案见表

2，所得试样分别记为 1～16 号，并在发酵培养 5 d 酶活
达到最高时对酶活进行测定，以确定最佳制备条件。

1.3.4 试验操作
按照表 2中 16个不同因素的配比，进行 16 组试验，

每组都设定 3个平行样，发酵 5 d，分别测定酶活，取每组
的平均值。
1.3.5 对于 Taguchi方法给出的最佳组合进行验证实验
得出优化条件后，按照最佳条件，进行验证性试验，

设 3个平行样。

2 结果与分析

2.1 Taguchi设计法数据处理
通过测定，计算出每个瓶样的酶活，结果见表 3。 然

后利用 Qualitek-4软件对试验数据进行处理。 所用公式
如下[10]：

S/N＝-10×log{ 1n [
n

i = 1
Σ 1

y2i
]}

式中：S/N———Signal/Noise ration 信噪比；
Y———测试评价参数，本试验即为滤纸酶活数值；
n———同一实验重复次数，本试验 n 为 3。
根据稳健性优化，信噪比要求越大越好。
用 Qualitek-4 软件处理数据后得到表 3～表 6 的数

据结果。按照实验条件设计好的 16个瓶培养发酵后所测
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酶活见表 3，求得其平均酶活和信噪比。

由表 3可知，随着实验条件的不同，酶活有着显著变
异。 所选择的 4个因素在不同的水平上对产酶的影响见
表 4。

由表 4可知，接种量、硫酸铵、磷酸二氢钾、七水硫酸
镁分别在水平 1、水平 2、水平 4、水平 3 上对产酶的影响
最大。 每个因素在水平 1和水平 2上数值的差别表示因
素间相对的影响。差值越大，影响越大。在几个因素中，接
种量的影响最大，其次是七水硫酸镁、磷酸二氢钾、硫酸
铵。 图 1表明了不同因素在不同水平条件下对产酶的影
响。
了解 2 个因素之间的交互作用有助于整体的分析，

表 5考察了因素间的交互作用。其中，交互作用严重性指
数（SI）表示 2个因素交互后对产酶的影响程度。Columns
代表设计好的 2个相交互的因素。
由表 5 可知，磷酸二氢钾和七水硫酸镁交互的 SI值

最大，其次是硫酸铵和七水硫酸镁、接种量
和硫酸铵，而接种量和七水硫酸镁交互的 SI
值最小。 值得注意的是，硫酸铵和七水硫酸
镁单独对产酶的影响都是较小的，但是交互
后 SI值却相对较大， 即对产酶的影响反而
较大。 由此可见，单独因素对产酶的影响与
因素组合后对产酶的影响是不同的。
表 6（方差分析表）考察了在置信度为

95 %时各个因素对产酶的影响是否显著。 表 6 结果表
明，4个因素对产纤维素酶都有显著性影响。 其中接种量
的影响最大。
总贡献率为 3.147；SN比平均值 9.259。
酶活平均值为 3.128；优化条件下的预期值为 6.276。

2.2 产纤维素酶最优条件的确定
表 7 结果表明，接种量为 8 %，硫酸铵、磷酸二氢钾、

七水硫酸镁添加量分别为 0.6 %、0.25 %和 0.03 %时，所
产纤维素酶的酶活达到最大。 其中， 接种量的贡献率最
大。 通过 Qualitek-4软件得出优化条件下预期产纤维素
酶的酶活值为 6.276 μmol/g·min， 比优化前的纤维素酶
的酶活平均值 3.128 μmol/g·min增加了 100.6 %。
2.3 验证性实验
为了研究 Taguchi 设计法的可靠性， 进行了验证性

实验，4个因素都设置为最优水平，做 3个平行实验，得出
3瓶酶活分别为：5.207 μmol/g·min、5.206 μmol/g·min 和
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图 1 不同因素在不同水平的酶活
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5.253 μmol/g·min，平均值为 5.222 μmol/g·min。 结果表
明，通过 Taguchi 试验设计法优化，纤维素酶活从优化前
的 3.128 μmol/g·min提高到了 5.222 μmol/g·min。

3 结论

用Taguchi方法对降解稻草产纤维素酶进行了优化，
找出了对实验影响最显著的因素为接种量， 并推断出实
验条件的最佳化趋势。 得出接种量为 8 %，硫酸铵、磷酸
二氢钾、 七水硫酸镁的添加量分别为 0.6 %、0.25 %和
0.03 %时，所产纤维素酶活达到最大。通过验证性实验得
出 Taguchi方法是一个比较可靠有效的优化方法。
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锐钛型纳米 TiO2具有优良的光催化活性，其在能量

大于 3.2 eV的光照下，纳米 TiO2产生光生电子（e-）和空
穴(h)，空穴与水反应生成羟基自由基(OH)，而光生电子
与氧和水等反应生成活性氧的超氧离子(O2

-)和过氧化氢
(H2O2)，超氧离子和过氧化氢具有很强的氧化性能，能将
酿酒工业废水中的部分有机物氧化为二氧化碳和水[3～4]，
凹凸棒土由于具有多孔结构，具有良好的吸附性能，能吸
附废水中的有机物，TiO2的光催化性和凹凸棒土的吸附

性结合使酿酒工业废水达到了行业排放标准的二级标准

（300 mg/L），当光催化剂投入量过多时，可能引起光线散
射，凹凸棒土表面吸附过多有机物，引起光线屏蔽，光利
用率降低，COD的去除率下降。

3 结论

3.1 通过XRD 分析， 凹凸棒土负载的主要是锐钛矿相
的纳米 TiO2和部分金红石相 TiO2。
3.2 预处理凹凸棒土和纳米 TiO2/ 凹凸棒土 SEM 图比
较可以看出， 在凹凸棒土松散纤维状表面有均匀分散的
白色纳米 TiO2颗粒， 并且纳米 TiO2颗粒镶嵌在凹凸棒

土纤维状表面。
3.3 在光照条件下， 利用复合纳米 TiO2/ 凹凸棒土可以
有效地去除酿酒工业废水的 COD， 其 COD 可以降到
287.1 mg/L，去除率达 96.7 %，可以实现高浓度酿酒工业
废水的达标排放。

参考文献：

[1] Hoffmann M R,Martin S T,Choi W,et al.Environment
applications of semiconductor Photocatalysis [J].Chem.Rev，
1995, 95(1)：69.

[2] 杨波，杨淑华，等. 废水中 COD 快速测定的研究[J].沈阳化工
学院学报，2003, 17(2)：110-113.

[3] Yanghee Kim, Minjoong Yoon. TiO2/ Y -Zeolite encap2 sulating
intramolecular charge transfer molecules: a new photocatalyst
for photoreduction of methyl orange in aque2 ous medium [J].
Journal of Molecular Catalysis A: Chemical, 2001, (168)：
257-263.

[4] 陈前林，王龙现，吴建青.纳米 TiO2对酿酒工业废水的降解作

用[J].酿酒科技，2006, (3)：57-61.

-------------------------------------------------
（上接第 132页）

张 俊，曹建新，张晓峰，吴爱民·复合纳米 TiO2/凹凸棒土表征及降解酿酒工业废水研究 135


