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响应面法优化p胡萝卜素液体发酵培养基
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摘 要：用响应面法对三孢布拉霉(Blakeslea trispora)液体发酵J9L胡萝卜素的培养基进行了优

化。首先用快速登高路径逼近伊胡萝卜素最大产量区域，然后根据快速登高法的实验结果进行响

应面实验。运用逐步回归分析法，获得p胡萝卜素产量与柠檬酸、棉籽油、黄豆粉的最优回归方

程，且分析了各因子间的交互效应。最后，通过岭脊分析(Ridge max)得到p胡萝卜素产量最大值

时的组合为；柠檬酸3．10 g／dL、棉籽油11．28 g／dL、黄豆粉2．54 g／dL。p胡萝卜素产量可达

1．02 g／I。，比优化前提高了25％。
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Optimize the Submerged Fermentation Media of伊Carotene

by Using Response Surface Methodology
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Abstract：Response surface methodology was used to optimize the fermentation medium of p

carotene production by Blakeslea trispora．In the fist optimization step，the path of steepest

ascent was used tO approach the optimal region of the pcarotene production．Then The response

surface experiment was perform，according to the result of steepest ascent．The optimal

regression equation model which expressed the relationship between the production and citric

acid。cottonseed oil，and soybean powder was established by the stepwise regression analysis，

and the mutual effects were analyzed．Eventually，the optimal conditions for p-carotene

production(1．02 g／L)were determined by ridge analysis as follows：citric acid 3．10 g／dL，

cottonseed oil 1 1．28 g／dL，and soybean powder 2．54 g／dL．

Key words：fl-carotene；Blakeslea trispora；response surface methodology；mutual effect；ridge
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p胡萝卜素(／／-carotene)是自然界中存在最广 泛的色素之一，是VA的前体，并具有较强的抗氧
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化作用，在食品、保健品、化妆品以及医药领域其有

重要用途[1]。而发酵法生产p胡萝卜索由予具有

工艺安全、羝成本泼及强蓉色力等撬势露在国内外

倍受关注。

培养条件的优化是降低p胡萝卜素生产成本

的最熏要静途径之一强】。耄予三孢带拉霉是异宗

结合菌，其生物合成的调控受多种因素的约柬，因

此培养基的组成对p胡萝卜素产量有着非常重要

的影响。通常用单嚣子法糯歪交试验设诗法傀化

发酵培养基，诅它们都无法找到整个区域上各个因

素的最佳组合朔响应值的最优值[3]。而响应斌分

析法鲻试验次数少、周期簸、求得的溺薅方程精度

高、可研究几种因素间的交互作用。在本研究中，

作者首先用快速登高路径逼近最大产量区域，然后

送行响应面实验；最惹逶避蛉脊分析确定了p胡萝

卜素产量最大时的最佳组合条件，伊胡萝卜索产量

提高了25％。

l材料与方法

1。1实验耪料

1．1．1 试验菌株三孢帮拉霉：藤菌+，负蘸一，

作者所在实验室保存。

1。1。2涪奏基

1)起始摇瓶培养基(组分g／dL)：玉米粉1．60，

柠檬酸3．30，葡萄糖0．48，棉籽油10．oo，黄驻粉

2。10，KH2PO《0．20，玉米浆粉0。26，V琢0．000 l；

其它凭机盐，自来水配制成25 mL。pH 7。

2)优化摇瓶培养基(组分g／dL)：玉米粉1．40，

柠檬酸3。lo，麓萄糖0。《8，褊籽溃11．28，黄蔑粉

2．54，KH2P04 0．20，玉米浆粉0．26，VBl 0．000 1；

其它无机盐，自来水配制成25 mL。pH 7。

1．2分析测定方法

1．2．1 p胡萝卜素的提取摇瓶发酵结束后，胪胡

萝卜索菌体沸水浴5 rain，抽滤得半平的菌体，然后

在冻予毒fl‘里冻予。称量蘩体于重，餍研钵磨碎詹，

再用石油醚提取。

1．2．2妒胡萝卜素的测定 把石油醚抽提的滤液

稀释成适当的浓度<其颜色深度与梦胡萝卜素的含

量成线性关系)，用分光光度计在450 nm处测0D

值，用标准曲线计算出p胡萝卜素产量c4]。

1。3试验设计

1．3．1快速登离法实验快速登高法实验是以实

验值变化的梯度方向为登高方向，根据各因素效应

值的大小确定变化步长，能侠速、经济地遥近最佳

值区域[5]。以柠檬酸(Z，)、棉籽油(Zz)、黄豆粉

(Z。)、玉米粉(Z4)的质量浓度为自变量，p胡萝卜

索产量(y)为目标函数。根据实验设计要求，对试

验因子的设计承平进行线性编褥代换，以便把困变

量y对自变量的回归关系转化为y对因予空间中坐

标轴X上编码值的关系。以试验因子(自变量)编码

蕊掇定试验设计方案，儆3次夔复试验。具体的编

码公式如下：

(z吣一(zlj+Zzj)／2

l每一(Zzj—Zl，>／2

＼Xi一‘zi—Z吣、)『厶i

其中，Z2，、Z孙Z0、岛和Xj分别表示第_『个自然因

素Z，的上承平、下水平、零承平、变讫嚣阀耱编玛因

素。

1．3．2响威面实验逼近最大产量区域后，进行

响应嚣实验。用响应匿实验结果来建立多顼式匿

归模型，多项式回归模型表达式为：!。
4 4 4

Y=bo+∑bjXj+∑6#X；X，牛∑以x，2
j描1 f<， j一1

其中，b。常数项；以一次项回归系数；6{f互作回归系

数；6打二次顶回归系数。

2结果与分析

2。1快速麓高法试验

作者用快速登高法，快速、经济邋遥近柠檬酸

(Z。)、棉籽油(Z2)、黄豆粉(磊)、玉米粉(旋)最佳值

区域，为接下来的响应面实验奠定基础。

根据文献[6]，禚胡萝}、素的液体发酵培养基

巾，柠檬酸(Z。)、棉籽油(Z2)、黄豆粉(磊)、玉米粉

(Z4)这4耪成分的蔗量浓度愚影响产量的主要因

豢。对每一个因素选择适当的零水平和相对狭窄

的变化区间，具体设计见表1。

表1漩狻嚣素承警表

Tab．1 Experimental factors and lever value

根据表l中的因素水平，用一次固归正交设计

巾的部分实施来安排试验，再椴据实验结果，算蠢

编码空间中一次回归的回归系数b。、b。、b。、b。，进而

确定各因素的步长变化e b，，最后根据各因素的步

长变化在网一梯度上进行6次试验，试验设计和绩

果见表2。
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表2快速爨高法试验设计和结粜

Tab．2 Result and design of steepest ascent

注：垂手赫秘eb，必0。02，交化泰夺彩睫不嚣著，掰以把

x4定在1．4。

由表2的试验缕果可知，最优发酵条件在2襁

3之闻，敖以它们的条俘为后续实验中心赢。

2．2响威面实验优化培养基

根据快速登高法的实验结暴，以处理2、3条件

为中心点实施响应两实验。分别选取柠檬酸、棉籽

油、黄豆粉的质量浓度3．10、11．30、2．60 g／dL为中

心熹进行响应蟊实验，实验设计及结果觅表3。

表3晌应面实验方案与结果

Tab．3 Result and design of response surface analysis

续表3

2．2．1最优辫归方程的确定采用SAS软件，用

强迫引入法和逐步回归法拟合柠檬酸、棉籽油、黄

豆粉质量浓度3个因子与p勰萝卜索产量的豳织方

程。

1)强迫引入法：用强迫引入法建立回归方程得

Yl一1009。67—14。25Xl一29。63X2--42。63X3一

111．08X1 2--84．25XlX2--59．25 X1 X3—

95．33X2 2—115．00X2X3—117．33X3
2

该方程的复楣关系数为0．98，修正复摆关系

数为0．94，表明该方程各因子与实验结果的拟合

效果jB常好，熊很好地反映实际情况。

2)逐步霞躲法：采用逐步回螺法建立隧麴方程

得：

Yl一1009．67—14。25X1--29．63X2--42．63X3—

111。08X1 2一§S．33X22—117．33X32

嘲上式可知，该方程所包括的自变量大为减

少，可操作性较好，利于实际应用，同时并来因自

变量懿减少瑟对因变量懿酲癌贡献嗳显藏少(决定

系数仅由0．96减至0．95)。所以把该回归方程作

为最后确定的最优回归方程。

2。2。2试验瘸子溺交互效应分辑

1)棉籽油与柠檬酸的交互效廒：棉籽油、柠檬

酸含量与产量的回归方程为：

Y12—1009。67一l垂。25Xl一29。63X2—

111．08Xi--84．25X1 X2—95．33X；

棉籽油、柠檬酸的质量浓度与产量的关系见图

王。纛图l霉黧，当柠檬酸静覆量浓度在2．9莲～

3．10 g／dL时，棉籽油质量浓度在11．oo～11．30

g／dL时，柠檬酸质量浓度与棉籽油质量浓度的作

孀耜辖栏成，黟麓萝卜素产量随撩籽涵、柠檬酸囊

量浓度的增加而增大。当柠檬酸质量浓度为3．10

g／dL，棉籽油质量浓度为11．28 g／dL时，p胡萝卜

素产量可达1．01 g／L。

2)黄豆粉与棉籽油的交互效应：黄豆粉质量

浓度、棉籽油质爨浓度与产量的回蛸方程为；

Y23—1009．67—29．63X2—42．63X3一

．95．33X2 2—115．OOX2X3—117．33X3
2

黄豆粉质璧浓度、棉籽油质量浓度与争胡萝卜
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素产擞的关系见图2。

图l 响应面法(z-，z2)寂体曲面圈和相应等高线圈

Fig．1 3D surface map and corresponding contour map

of response surface methodology on zl and磊

籽油质量浓度的增加而增大。当黄豆粉质量浓度

为2．54 g／dL，棉籽油质量浓度为11．30 g／dL时，

妒麓萝卜索产量霹达l。01 g／L。

3)柠檬酸与黄甄粉的交曩效应：柠檬酸、黄豆

粉质量浓度与产量的回归方程为：

Y13=1009。67一14。25Xl--42。63X3～

111．08Xl 2—59．25 Xl X3—117．33X3
2

柠檬酸、黄豆粉质量浓度与p胡萝卜索产量的

荚系觅图3。

匿3晌成面法《z1．端}立体嘏蕊暖和根瘙簿焉线圈

Fig．3 3D surface map and Corresponding contour map

of response surface methodology on zl and 2；

由图3可知，当黄豆粉质登浓度为2．54 g／dL，

柠檬酸质甓浓度为11．30 g／dL时，p胡萝卜素产

量可达l。Olg／L。黄豆粉曩璧浓度在2．30～2．54

g／dL，柠檬酸质量浓度在2．94～3．10 g／dL时，黄

豆粉质量浓度与柠檬酸质量浓度的作用相辅相成，

伊麓萝卜素产量随黄豆粉、柠檬羧质量浓度的壤搬

而增大。

2．2．3最佳组合方繁确定 幽于试验因子不但存

在着主效疲，页虽莱些透子之隧同时逐存在着交蠢

圉2响应面滚(磊。易)焱体曲面图和相应等商线豳 效应，因此很难从主效应和交豆效应分析中找到最

Fig．2 3D surface map and Corresponding contour map 佳技术组合。作者根据求得的最优回归方程和实
of response聪如髓methodology雠磊囊nd磊 验结栗，通过岭脊分析(Ridge max)褥至1]妒胡萝卜
由图2可知，当黄驻粉质量浓度在2·30～ 索产量最大值时的组合为：柠檬酸3．10 g／dL、棉

2·56 g／dL范嗣内，棉籽油质量浓度在11·00～ 籽油11．28 g／dL、黄豆粉2．54 g／dL。此条件下步
11·30 g／dL时，黄豆粉质量浓疫与穗籽油凌鏊浓 麓萝}、素产量可达1．02 g／毛。以此最往组合徽3
度的作用相辅相成，随p胡萝卜素产量黄豆粉、棉 次重复试验，结果分别为1．01 g／L、1．03 g／L、1．02
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g／L，平均值为1．02 g／L，与预测值吻合。说明采用

纷者所报道的实验方法能很好地反映实际情提。

3 结 论

1)快速登高法以实验值变化的梯魔方向为登

高方向，快速、经济地逼近伊胡萝卜素的最佳产量

区域，确定凄响应纛实验憨孛心点隽：柠檬酸3．1◇

g／dI。、棉籽油11．30 g／dL、黄甄粉2．60 g／dL。

2)采用强迫引入法和逐步回归法对响应面实

验数据送行分析，蠢SAS软傣拟合窭了柠檬酸、擦

籽油、黄豆粉对伊胡萝卜索产量的最优回归方程

X=1009。67一14。25Xl一29。S2篾一

42．63X3—111．08X；--95．33Xi一117．33X；

3)由试验因子间的豆作效应分析得出，各因

子都有一定的取篷蔻围，哭有在合理配合下孝毙获

得较好的结果。通过岭脊分析(Ridge max)得到p

胡萝卜素产量最大值的发酵培养基组合为：柠檬酸

3。10 g／dL、梅籽油王王．28 g／dL、黄鬣粉2。54 g／dL。

此条件下p胡萝卜素产凝可达1．02 g／L。此组合

经实验验证，能很好地反映实际情况。
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