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统计学分析方法在普鲁兰发酵培养基优化中的应用
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摘 � 要: 为了得到普鲁兰发酵的最佳培养基,在单因子实验的基础上, 应用 Placket t�Burman设计

法对影响普鲁兰发酵的基本培养基组分中的关键因子进行了优选, 并进一步采用响应面分析法

( Response Surface M ethodolog y, RSM )对影响普鲁兰产量的关键因素最佳水平范围作了深入的

研究。实验结果表明:影响普鲁兰产量的关键因素为: 葡萄糖、酵母粉和 NaCl的浓度。通过 RSM

模型的拟合和推算得到在葡萄糖、酵母粉和 NaCl质量浓度分别 5� 675、0� 405、0� 0815 g / dL 时, 此

时模型预测发酵最佳的产量为 32� 071 44 g/ L , 验证值为 32� 16 g / L ,预测值与验证值之间吻合较

好, 比原始培养基提高了约 5倍。
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Abstract: In order to obtain the optimal medium composit ion for Pullulan product ion, stat ist ical

method w as used to invest ig ate the medium components for pullulan concentration by

Aureobasidium pullulans in this study First , the Plackett�Burman design w as used to evaluate the

effects of six v ar iables including g lucose, yeast ext ract , KH 2 PO4 , M gSO 4 7H2 O, ( NH 4 ) 2 SO 4

and NaCl. Subsequent ly, a three�level three�factor Box�Benhnken design w as employed to

determine the max imum Pullulan pr oduct ion at opt imum concentration of glucose, yeast ext ract

and NaCl. T he opt imal v alues of the three parameters determined by RSM were g lucose 5� 675% ,

yeast ex t ract 0� 405% and NaCl 0� 0815% . T he Pullulan production w as 32� 1g/ L , and the actual

exper imental result w as 32� 16g/ L. T hey w er e in w el l agreement and it is 5� 0 folds of the



Pullulan product ion befor e opt imizat ion.

Key words: A ureobasidium p ul lulans , placket t�burman design, response sur face analy sis

methodolo gy ( RSM )

� � 出芽短梗霉( A ureobasidium p ul lulans )是一

种多形态真菌, 在其酵母状细胞内可分泌一种短梗

霉多糖,又称普鲁兰( Pullulan) [ 1] ,其分子由麦芽三

糖以 ��1, 6�糖苷键连接而成。由于普鲁兰具有可食
性、无毒害、无污染、可塑性好等特点, 在食品, 医

药,轻工业生产等方面具有广泛的应用前景 [ 2, 4]。

在国外,普鲁兰的研究和生产早已成为热点
[ 5]

, 中

国内普鲁兰的发酵生产研究处于起步阶段, 对普鲁

兰发酵进行培养基的优化的研究较少。为了获得

较高的普鲁兰产量和普鲁兰发酵过程中培养基因

子之间的影响进行研究, 我们进行了统计学分析方

法的优化。

Placket t�Burman设计法是一种两水平的实验

设计的经典方法。它可以利用最少的实验次数, 从

众多的考察因素中快速有效地筛选出主要的因子,

被广泛地用于因子主效应的估计中[ 6]。响应曲面

法( Response Sur face Methodolo gy, RSM ) 是一种

优化生物过程的综合技术,该法可以建立连续变量

曲面模型,在建立可靠模型的基础上对影响生物产

量的因子水平及其交互作用进行优化与评价, 它可

快速有效的确定生物过程的最佳条件,该法在各种

探索工艺的优化实践中被广泛应用
[ 7- 10]

。

本研究利用 Placket t�Burman 和响应曲面法

( Response Surface M ethodolog y, RSM )等统计学

的实验设计方法确定及优化普鲁兰菌深层发酵的

培养基, 以期得到最佳的培养基, 增加普鲁兰产生

菌发酵过程中的普鲁兰产量,为后续放大发酵培养

和普鲁兰的广泛应用提供依据。

1 � 材料与仪器

1� 1 � 实验菌株
菌种: 普 鲁 兰 产生 菌 AT CC16623, 购 于

ATCC。

1� 2 � 主要试剂
蒽酮, 浓硫酸, 葡萄糖, 酵母粉等试剂均为分

析纯,购于国药集团。

1� 3 � 培养基
固体培养基: PDA 培养基。

液体培养基 ( g / dL ) : 葡萄糖 5, 磷酸二氢钾

0� 6, 酵母粉 0� 3, 硫酸铵 0� 06,七水合硫酸镁 0� 02,

氯化钠 0� 05, pH6� 0, 120 � 灭菌 30 min。

1� 4 � 实验仪器
SHB�III 型循环水式多用真空泵: 郑州长城科

工贸公司产品, PX�150�Z 恒温摇床: 上海跃进医疗

器械厂生产, SANYO 全自动高温灭菌器: 日本,

101A�2E 电热恒温干燥箱: 上海实验仪器厂生产,

电子分析天平( d= 0� 001 g ) : 德国赛多利斯公司产

品, 752 紫外可见分光光度计: 上海分析仪器厂产

品。

2 � 实验方法

2� 1 � 普鲁兰产量的计算
将深层发酵得到的发酵液抽滤、离心后留上清

液; 4 � , 体积分数 80%醇沉过夜,离心去上清液,

不容物烘干后用适量的水溶解, 使用蒽酮�硫酸
法[ 11]测定普鲁兰的含量。

2� 2 � 实验设计
2� 2� 1 � 起始发酵培养基的确定 � 以葡萄糖 5 g/

dL , KH 2PO4 0� 6 g/ dL , 酵母粉 0� 3 g / dL , ( NH 4 ) 2

SO4 0� 06 g/ dL , MgSO4 � 7H 2 O 0� 2 g/ dL , NaCl

0� 05 g / dL 为基本培养基进行单因子碳源、氮源种

类和浓度, 无机盐浓度的优化研究。发酵条件

为
[ 12]

: 接种体积分数为 4% , 发酵温度为 28 � , 摇

床转速为 120 r/ min,发酵 96 h。

2� 2� 2 � 影响普鲁兰产量主要因素的确定 � 用
Placket t�Burman 试验设计确定起始培养基中 6种

成分对普鲁兰产量的影响进行研究, 以回归分析的

方法确定影响较大的因子。依据已确定的起始发

酵培养基,选取培养基的 6 种成分作为 6个因素进

行考察。本试验采用 N = 12 Placket t�Burman 设

计, 并余留 2个空项作为误差分析
[ 13]
。

2� 2� 3 � 中心组合优化培养基的确定 � 根据 Box�
Benhnken 的中心组合实验设计原理的实验分析结

果
[ 15]

, 采用响应面分析法在三因子三水平上对普

鲁兰的发酵工艺进行优化。选取响应值为普鲁兰

产量,自变量为显著因子水平, 得到响应面的二阶

经验模型:

Y = b0 + � bix i + � bij x ix j + � biix 2x i (1)

式中: Y 为模型响应值, 即普鲁兰常量, b 为
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回归系数, x i 为自变量的编码水平, 它与自变量真

实值 X i的关系为:

x i = ( X i + X i0) /�X i ( 2)

� � 式中: X i 0为实验中心点处自变量的真实值,

�X i为自变量变化步长。

3 � 结果与讨论

3� 1 � 单因子实验结果
3� 1� 1 � 碳源和氮源种类的选择 � 培养基其它成分
和含量不变选取不同种类的碳源和氮源进行实验。

( a)不同种类的碳源对普鲁兰产量的影响; ( b)不同种类的氮源

对普鲁兰产量的影响

图 1� 碳源和氮源种类对普鲁兰产量的影响

Fig. 1� Effects of carbon and nitrogen sources on Pullu�

lan production

� � 从图 1( a)中可以看出在其它培养基成分不变

的情况下,同等质量浓度的不同碳源在普鲁兰产生

菌的发酵培养过程中, 葡萄糖作为碳源对普鲁兰的

产量最有利,所以实验中选择葡萄糖为碳源。从图

1( b)中可以看出在其它培养基成分不变的情况下,

同等质量浓度的不同氮源在普鲁兰产生菌的发酵

培养过程中,酵母粉作为碳源对普鲁兰的产量最有

利,所以实验中选择酵母粉为碳源。

3� 1� 2 � 培养基浓度单因子优化的结果 � 以优化后
的培养基种类进行培养基质量浓度选择的单因子

实验。实验中分别选择合适的范围对葡萄糖、酵母

粉、KH 2 PO 4、( NH 4 ) 2 SO4、MgSO 4 � 7H 2O和 NaCl

的质量浓度进行了研究,研究结果见图 3。
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( a)葡萄糖质量浓度对普鲁兰产量的影响; ( b)酵母粉质量浓度

对普鲁兰产量的影响; ( c) KH 2 PO 4质量浓度对普鲁兰产量的

影响; ( d) ( NH4 ) 2SO4质量浓度对普鲁兰产量的影响; ( e) Mg�

SO 4 � 7H2O 质量浓度对普鲁兰产量的影响; ( f) NaCl 质量浓

度对普鲁兰产量的影响

图 2 � 培养基质量浓度单因子对普鲁兰产量的影响

Fig. 2 � Effects of medium concentration on Pullulan

production

� � 由图 2( a)中可以看出随着葡萄糖质量浓度的

增加,普鲁兰的产量表现为现增加后减小, 当葡萄

糖质量浓度为 5� 5 g/ dL 时, 普鲁兰的产量达到最大

值 7� 47 g/ L。故选择葡萄糖质量浓度为5� 5 g / dL。

图 2( b)中可以看出随着酵母粉浓度的增加, 普鲁兰

的产量表现为现增加后减小,当酵母粉质量浓度为

0� 40 g/ dL 时,普鲁兰的产量达到最大值 7� 97 g/ L。

故选择酵母粉质量浓度为 0� 40 g / dL。图 2( c)中可

以看出随着 KH 2PO 4浓度的增加, 普鲁兰的产量表

现为现增加后减小, 当 KH 2 PO 4浓度为 0� 65%时,

普鲁兰的产量达到最大值 8� 1 g/ L。故选择 KH 2

PO 4质量浓度为 0� 65 g/ dL。图 2( d)中可以看出随

着( NH4 ) 2SO 4质量浓度的增加, 普鲁兰的产量表现

为现增加后减小, 当 ( NH 4 ) 2 SO4质量浓度为 0� 05
g/ dL 时, 普鲁兰的产量达到最大值 8� 36 g/ L。故

选择( NH 4 ) 2 SO4质量浓度为 0� 05 g/ dL。图 2( e)中

可以看出随着 MgSO 4 � 7H 2O质量浓度的增加, 普

鲁兰的产量表现为现增加后减小,当 MgSO 4 � 7H 2

O质量浓度为 0� 07 g/ dL 时, 普鲁兰的产量达到最

大值 8� 712g/ L。故选择 MgSO4 � 7H 2O 质量浓度

为 0� 07 g / dL。图 2( f )中可以看出随着 NaCl质量

浓度的增加,普鲁兰的产量表现为现增加后减小,

当 NaCl质量浓度为 0� 08 g / dL 时, 普鲁兰的产量

达到最大值 10� 5 g / L。故选择 NaCl质量浓度为

0� 08 g / dL。

3� 2 � 影响普鲁兰产量主要因素确定的结果( Plack�
ett– Burman Design)

应用 SAS 实验设计工具箱设计 8因子的 12次

的 Placket t�Burman 试验安排见表 1, 分析过程采

用统计学上的 t�检验。利用 SAS V9� 0软件进行试
验设计、数据分析。

表 1 � N= 12 Plackett�Burman试验设计与结果

Tab. 1 � Results of Plackett�Burman design experiments

实验
号

变量质量浓度/ ( g/ dL )

葡萄糖
A

酵母粉
B

( NH 4) 2 SO 4

C
KH 2PO4

D
M gSO4 � 7H2O

E
NaCl
F

空白
G

空白
H

普鲁兰
产量/
( g / L )

1 8. 25 0. 4 0. 75 0. 65 0. 07 0. 08 - - 21. 41

2 8. 25 0. 6 0. 5 0. 975 0. 07 0. 08 - - 22. 87

3 5. 5 0. 6 0. 75 0. 65 0. 105 0. 08 - - 10. 49

4 8. 25 0. 4 0. 75 0. 975 0. 07 0. 12 - - 18. 76

5 8. 25 0. 6 0. 5 0. 975 0. 105 0. 08 - - 21. 69

6 8. 25 0. 6 0. 75 0. 65 0. 105 0. 12 - - 19. 83

7 5. 5 0. 6 0. 75 0. 975 0. 07 0. 12 - - 6. 350

8 5. 5 0. 4 0. 75 0. 975 0. 105 0. 08 - - 6. 980

9 5. 5 0. 4 0. 5 0. 975 0. 105 0. 12 - - 2. 330

10 8. 25 0. 4 0. 5 0. 65 0. 105 0. 12 - - 17. 89

11 5. 5 0. 6 0. 5 0. 65 0. 07 0. 12 - - 11. 65

12 5. 5 0. 4 0. 5 0. 65 0. 07 0. 08 - - 10. 88

406 食 � 品 � 与 � 生 � 物 � 技 � 术 � 学 � 报 � � � � � � � � � � � � 第 30卷 �



� � 实验中照表 1 的安排进行 Placket t – Burman

实验,应用 12 种不同质量浓度的培养基进行普鲁

兰产生菌的发酵培养, 分别得到对应的普鲁兰产

量, 对 Plackett�Burman 的试验结果进行多项式的

回归分析得到的方程如下:

Y = 14� 26 + 6� 148A + 1� 219B - 0� 2908C -

1� 098D- 1� 059E- 1� 459F+ 0� 0675G- 0� 0825H。
方程拟合的相关性为 R

2 = 98� 26%, 表明此多

项式方程很好的模拟和解释了 Plackett�Burman 的

实验结果。对普鲁兰发酵产量的 Placket t – Bur�
man 实验 t�检验结果见表 2。

表 2� Plackett– Burman 试验各因素参数的 t�检验分

析结果

Tab. 2� Regression analysis and t�test of the Plackett – Bur�

man design experiments

各因素质量
浓度/ ( g/ dL )

效应 t- 值 Pr > | t|

葡萄糖 A 1. 229 5 12. 096 9 0. 001 22

酵母粉 B 0. 243 83 2. 399 05 0. 095 96

( NH 4 ) 2 SO4 C - 0. 058 17 - 0. 572 3 0. 607 19

KH 2PO4 D - 0. 219 5 - 2. 159 64 0. 119 62

MgSO 4� 7H2O E - 0. 211 83 - 2. 084 21 0. 128 49

NaCl F - 0. 291 83 - 2. 871 32 0. 063 98

培养基 6个成分的 t�检验结果表明:葡萄糖的浓度

对普鲁兰产量影响非常显著( P= 0� 001 216) , 其次

培养基中的 NaCl( P= 0� 063 981)和酵母粉( P =

0� 095 956)的浓度对普鲁兰的产量影响显著, 其它

因子的影响不显著。由 t检验的结果分析看出, 适

当增加这 3 种培养基成分的质量浓度对普鲁兰的

产量是有利的。

3� 3 � 中心组合实验结果
3� 3� 1 � 预测模型的建立和回归分析检验 � 以单因
子实验和 Placket t– Burman实验结果进行三因素

三水平的中心组合实验, 实验方案及对应的发酵普

鲁兰产量结果见表 3。

表 3� 中心组合实验设计和结果

Tab. 3 � Results of the Box�Behnken design experiments

实验
号

葡萄糖/
( g/ dL )
X 1

酵母粉/
( g / dL )
X 2

NaCl/
( g / dL)
X 3

普鲁兰
产量

Y / ( g/ L)

1 5. 1 0. 36 0. 080 25. 01

2 5. 1 0. 44 0. 080 28. 38

3 5. 9 0. 36 0. 080 29. 18

4 5. 9 0. 44 0. 080 28. 31

续表 1

实验
号

葡萄糖/
( g/ dL)
X 1

酵母粉/
( g/ dL )
X 2

NaCl/
( g / dL )
X3

普鲁兰
产量

Y / ( g/ L )

5 5. 5 0. 36 0. 076 27. 18

6 5. 5 0. 36 0. 084 27. 13

7 5. 5 0. 44 0. 076 26. 88

8 5. 5 0. 44 0. 084 30. 16

9 5. 1 0. 40 0. 076 25. 64

10 5. 9 0. 40 0. 076 28. 11

11 5. 1 0. 40 0. 084 25. 88

12 5. 9 0. 40 0. 084 31. 57

13 5. 5 0. 40 0. 080 31. 54

14 5. 5 0. 40 0. 080 31. 59

15 5. 5 0. 40 0. 080 31. 47

� � 用 SA S V9� 0的实验设计工具箱对实验数据进
行回归拟合,并对拟合方程和相关的因子作显著性

t�检验及方差分析, 可以得到响应面方程和普鲁兰

产量的最佳发酵培养条件, 应用 Matlab7� 5 进行响
应面和等高线直观分析图形的制作。

经过 SASV9� 0 对中心组合数据进行处理, 得

到二次响应面回归方程为:

Y = 31� 533+ 1� 532 5X 1 + 0� 653 75X 2 +

� � 0� 866 25X 3 - 1� 925 42X 1X 1 - 1� 06X 1X 2 +

� � 0� 805X 1X 3 - 1� 887 92X 2 X 2+ 0� 832 5X 2 X 3-

� � 1� 807 9X 3X 3

式中: Y 为响应值普鲁兰产量, X 1、X 2 和 X 3 分别为

葡萄糖、酵母粉和 NaCl浓度的编码值。同时对拟

合模型进行方差分析,模型的方差分析结果见表 4。
表 4 � Box�Behnken试验设计回归分析结果

Tab. 4 � Regression analysis of the Box�Behnken design experi�

ments

方差

来源

自由度/

DF

平方和/

SS

均方/

MS

F 值/

F
Pr> F

X 1 1 0. 187 884 0. 187 884 44. 693 1 0. 001 13

X 2 1 0. 0341 91 0. 0341 91 8. 133 22 0. 035 75

X 3 1 0. 060 031 0. 060 031 14. 279 9 0. 012 91

X1X 1 1 0. 136 882 0. 136 882 32. 561 0. 002 31

X1X 2 1 0. 044 944 0. 044 944 10. 691 1 0. 022 21

X1X 3 1 0. 025 921 0. 025 921 6. 165 97 0. 055 63

X2X 2 1 0. 131 602 0. 131 602 31. 304 9 0. 002 52

X2X 3 1 0. 027 722 0. 027 722 6. 594 44 0. 0501 6

X3X 3 1 0. 120 685 0. 120 685 28. 708 1 0. 003 04

模型 9 0. 718 032 0. 079 781 18. 978 0 0. 002 37
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续表 4

方差

来源

自由度/

DF

平方和/

S S

均方/

MS

F 值/

F
Pr> F

线性 3 0. 282 107 0. 094 036 22. 368 7 0. 002 52

平方 3 0. 337 338 0. 112 446 26. 748 2 0. 001 66

交互 3 0. 098 587 0. 032 862 7. 817 16 0. 024 66

参差 5 0. 021 019 0. 004 204

失拟 3 0. 020 947 0. 006 982 192. 172 0. 005 18

误差 2 0. 000 073 0. 000 036

离差 14 0. 739 052

� � 从模型的方差分析结果(表 4)可以看出模型的

P( P r> F)值为 0� 002 365, 说明模型回归非常显著

说明模型拟和得较好。此外, 模型的预测值和真实

值相关性高,模型的线性、平方和交互项回归均非

常显著 [ P ( P r > F ) < 0� 05 ] 相关系数为 R
2 =

97� 16%。这些结果表明了拟合的二次响应面方程
很好的解释了中心组合实验,可以用其代替真实试

验点进行普鲁兰发酵培养最优条件的预测。方程

中的各个因子对响应值的影响关系可以通过 t�检验
进行研究, 表 6给出了回归模型的系数显著性检验

的结果。模型系数的显著性 t�检验结果表明, 回归

方程的一次项 X 1和平方项 X 1 X 1、X 2X 2、X 3X 3对模

型的影响非常显著[ P( Pr> F) < 0� 01] ,同时回归方

程的一次项 X 2、X 3和交互项 X 1X 2对模型的影响显

著[ P ( P r> F) < 0� 05]。说明了模型的因子和响应
值变化相对复杂性, 不是简单的线性关系, 曲面效

应显著。

3� 3� 2 � 普鲁兰产量的响应面分析与优化 � 由拟合
的二次项方程在给定的因子范围内使用 Matlab

9� 0 作图可以得到用于分析的响应面和等高线直观
图,由于 X 1X 2交互项的影响显著,图 3给出了 X 1、

X 2项对模型的交互作用的分析图。

图 3 � Y= f ( X1 , X2 )的响应面和等高线分析图

Fig. 3 � Y= f ( X1 , X 2 ) of responsive surfaces and con�

tours plots

� � 从图中可以看出, 在编码值为�1~ 0之间时, 随

着 X 1(葡萄糖)和 X 2(酵母粉)的增加, 响应值 Y 增

加后缓慢减少。X 1在低浓度时, 随着 X 2的增加, Y

值先增加后减小表现了非线性的关系, 在 X 1 (葡萄

糖)编码值在 0� 5以上时, X 2(酵母粉)增大时,响应

值 Y 先增加后减少也表现了很强的非线性的关系,

这与 t检验分析的结果中出的 X 1 X 2交互项对模型

的影响显著( P= 0� 022 21)相对应。

响应面的最高点和等高线的中心点在此范围

内, 可以知道在所选的区域有最大的 Y 值。同时由

二次响应面方程可以得到极值点的编码值为: X 1 =

0� 438 714, X 2= 0� 130 984, X 3 = 0� 367 401; 即为葡

萄糖质量浓度为 5� 675 g / dL, 酵母粉质量浓度为

0� 405 g/ dL , NaCl 质量浓度 0� 0815 g/ dL , 此时最

大的响应值 Y(普鲁兰产量)为 32� 071 44 g/ L。

3� 4 � 验证实验
为了对模型拟合和推算的结果进行准确性的

检验,配置模型推算的最优普鲁兰发酵培养基进行

发酵实验,三次实验的平均结果为 32� 16 g/ L。与

计算值的相对误差为 0� 276%, 在模型的允许的误

差范围之内。说明上述的统计学方法对普鲁兰生

产的培养基优化是合理可行的,模型能较好地预测

实际发酵情况和结果, 得到的推算结果可是在实际

生产中应用。

4 � 结 � 语

1) 本文在单因子培养实验的基础上确定了培

养基的碳氮源种类和各种培养基成分的基本配比。

通过 Plackett – Burman试验对 6个因子进行了相

关因素的筛选,发现了对普鲁兰具有显著影响的是

葡萄糖,酵母粉和 NaCl。增加这 3种成分的含量对

普鲁兰的发酵生产是非常有利的。

2) 以单因子确定的最优浓度为响应面分析的

中心点,进行三因素三水平的响应面分析实验, 对

实验的结果进行二次回归曲线的合理拟合,并用统

计学的方法进行分析, 寻找到了对普鲁兰产量影响

较大的因子。经过响应面分析得到了最优的培养

基结果为:葡萄糖质量浓度为 5� 675 g/ dL , 酵母粉

质量浓度为 0� 405 g/ dL , NaCl质量浓度 0� 0815 g/

dL , ( NH 4 ) 2 SO 4质量浓度为 0� 05 g/ dL, KH 2 PO4

质量浓度为 0� 65 g/ dL, MgSO4 � 7H 2O质量浓度

为 0� 07 g/ dL, 此时普鲁兰的产量为 32� 16 g/ L, 普

鲁兰的产糖量明显的提高。由此可见, 利用响应面

法对普鲁兰的培养基进行优化不仅省时省力, 而且

科学有效。本试验利用该方法建立的数学模型, 不
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仅有利于数学统计分析, 更重要的是它能根据实际

生产中培养基组分的特性,选择培养基各组分的水

平; 同时能够达到产物的最大产量, 对不同培养条

件下发普鲁兰产量的预测, 有利于对普鲁兰产生菌

发酵过程的控制, 为生产实际提供很好的指导作

用。
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