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植物乳杆菌 LPL 1 产细菌素发酵培养基优化
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摘要: 乳酸细菌素是细胞在转录翻译过程中通过核糖体机制合成,并分泌到菌体体外的一类具有抑菌活性的蛋白

质,细菌素具有无抗药性、无毒副作用及易被人体降解的特点,因此是一种天然的食品防腐保鲜剂。 为了提高植物

乳杆菌 LPL 1 所产细菌素的产量,以单增李斯特菌为指示菌,相对抑菌效价为效应值,通过响应面法对发酵培养

基组成进行优化,确定了最优培养基组成。 利用单因素试验与 Plackett Burman 试验,确定了主要影响因素为葡萄

糖质量分数、胰蛋白胨质量分数与吐温 80 体积比,最陡爬坡试验与 Box Behnken 响应面试验确定了最优培养基

组成为:葡萄糖质量分数 2郾 08% 、酵母粉质量分数 0郾 51% 、胰蛋白胨质量分数 1郾 02% 、牛肉膏质量分数 1% 、吐温

80 体积比 1郾 02 mL / L、磷酸氢二钾质量浓度 3 g / L、乙酸钠质量分数 0郾 5% 、硫酸镁质量浓度 0郾 2 g / L、硫酸锰质量浓

度 0郾 3 g / L、柠檬酸氢二铵质量浓度 2 g / L、蒸馏水体积 1 L。 在此条件下细菌素效价(752郾 11 AU / mL)比优化前

(286郾 67 AU / mL)提高了 1郾 62 倍。 因此,发酵培养基的优化为菌种与细菌素的产业化应用奠定了基础。
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Abstract: Bacteriocins from lactic acid bacteria (LAB) are ribosomally synthesized peptides or proteins
that inhibit or kill the closely related species. Based on the merits of easy degradation by proteases, non鄄
resistance and non鄄toxic side effects, plantaricin LPL 1 is a promising natural and safe biological
preservative for food preservation industry. Aiming at the improvement of plantaricin LPL 1 from
Lactobacillus plantarum LPL 1, the inhibitory activity (AU / mL) against Listeria monocytogenes 54002
was used as effect index, and the optimized medium composition was determined by response surface
methodology. The major factors were determined as glucose, yeast extract and Tween 80 by single factor
tests and Plackett Burman tests. Based on the results of the steepest grade test and response surface
methodology, the optimal medium composition was followed as glucose 2郾 08% , yeast extract 0郾 51% ,
tryptone 1郾 02% , beef extract 1% , Tween 80 1郾 02 mL / L, K2 HPO4 3 g / L, NaAc 0郾 5% , MgSO4

0郾 2 g / L, MnSO4 0郾 3 g / L, tri鄄ammonium citrate 2 g / L, and ddH2O 1 L. Under the optimal conditions,
the inhibitory activity reached up to 752郾 11 AU / mL which was increased by 1郾 62 times. Finally, the
research provided insight into the potential use of bacteriocin as a food preservative in the food industry.
Key words: Lactobacillus plantarum LPL 1; plantaricin LPL 1; fermentation medium; response

surface



0摇 引言

乳酸细菌素是乳酸菌在转录翻译过程中通过核

糖体机制合成,并分泌到菌体体外的一类具有抑菌

活性的蛋白质,细菌素具有无抗药性、无毒副作用及

易被人体降解的特点,因此不仅是一种天然的食品

防腐保鲜剂[1 - 2],而且具有取代抗生素的潜力[3]。
目前已经报道了许多新的细菌素及产生菌(如植物

乳杆菌 LPL 1 的植物乳杆菌素 LPL 1[4]、动物双

歧杆菌 B04 的 bifidocin A[5]与类植物乳杆菌 L ZS9
的 paraplantaricin L ZB1[6]等),但其细菌素的产量

严重制约了其工业化生产及应用。
植物乳杆菌(Lactobacillus plantarum)是食品发

酵工业中常见的益生菌,已经被广泛应用于奶制品、
肉制品及果蔬发酵食品中[7 - 9]。 产细菌素的植物乳

杆菌不仅具有益生特性,而且具有抑菌特性,因此在

食品发酵与食品防腐保鲜领域具有应用潜力。
植物乳杆菌 LPL 1 ( Lactobacillus plantarum

LPL 1)不仅是一株新的菌种,而且所产细菌素为

新的 IIa 类细菌素,有作为天然食品生物防腐剂的

巨大应用潜力[4],然而菌体自身所产细菌素的产量

比较低,其合成不仅受到自身诱导肽的调控,而且与

培养基的组成及培养条件有关[10]。 本文以植物乳杆

菌 LPL 1 为研究对象,通过单因素试验、Plackett
Burman 试验及响应面法优化植物乳杆菌素 LPL 1
的培养基组分,获得该菌种产生细菌素的最佳培养

基组成,为该菌种产业化生产细菌素提供一定的实

践基础。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 菌种、培养基及试剂

植物乳杆菌 LPL 1 分离自发酵鱼,指示菌单

增李斯特菌(Listeria monocytogenes) ATCC 54002 由

实验室保存。 MRS 培养基(葡萄糖质量分数 2% 、酵
母粉质量分数 0郾 4% 、蛋白胨质量分数 1% 、牛肉膏

质量分数 1% 、吐温 80 体积比 1 mL / L、磷酸氢二钾

质量浓度 2 g / L、乙酸钠质量分数 0郾 5% 、硫酸镁质

量浓度 0郾 2 g / L、硫酸锰质量浓度 0郾 1 g / L、柠檬酸氢

二铵质量浓度 2 g / L、蒸馏水体积 1 L)各组成成分购

自西陇科学股份有限公司。
1郾 2摇 细菌素提取

按照 1% 接种量将植物乳杆菌 LPL 1 接种至

100 mL MRS 培养基,37益静止培养 24 h,8 000 r / min
离心 15 min 收集上清液,按照培养基与 - 20益预冷

丙酮体积比 1 颐 3进行配比, - 20益 放置 1 h 取出,
8 000 r / min 离心 15 min 收集沉淀,后用 - 20益预冷

的丙酮等体积洗涤脱水,8 000 r / min 离心 15 min 收

集沉淀,沉淀室温(20益)干燥用于计算酶活力。
1郾 3摇 抑菌活性的检测

采用牛津杯双层平板扩散法测定细菌素的酶活

性[11]。 将提取的细菌素进行 2 倍稀释,取样 100 滋L
进行抑菌试验,观察不到抑菌圈出现的最高稀释度

定义为 1 个活力单位,其倒数即是原液的细菌素相

对抑菌效价,单位为 AU / mL。
相对抑菌效价标准曲线的制作:将已知相对抑

菌效价的细菌素稀释为 80% 、60% 、40%与 20% ,分
别取 100 滋L 进行抑菌试验,以对应抑菌圈直径为横

坐标,相对抑菌效价对数为纵坐标,绘制标准曲线。
1郾 4摇 单因素试验

选择不同碳源、氮源、刺激因子、磷酸盐缓冲液

及二价离子作为影响抑菌活性的主要因素,通过单

因素试验选择 Plackett Burman(PB)试验的影响因

素与水平。
1郾 4郾 1摇 碳源

分别采用 2%的葡萄糖、蔗糖、琢鄄半乳糖、乳糖、
可溶性淀粉及麦芽糖作为 MRS 培养基碳源成分,培
养温度 37益,培养时间 24 h。 发酵结束后按照 1郾 2
节与 1郾 3 节中方法进行细菌素的提取与活性验证。
1郾 4郾 2摇 氮源

分别采用 1% 的酵母粉、胰蛋白胨、蛋白胨、牛
肉膏、大豆蛋白胨及硝酸钠作为 MRS 培养基氮源成

分,培养温度 37益,培养时间 24 h。 发酵结束后按

照 1郾 2 节与 1郾 3 节中方法进行细菌素的提取与活性

验证。
1郾 4郾 3摇 刺激因子

分别采用 1 mL / L 的吐温(Tween) - 20、吐温

60、吐温 80、聚乙二醇(PEG) 1000、PEG 4000 与

PEG 8000 作为 MRS 培养基刺激因子,培养温度

37益,培养时间 24 h。 发酵结束后按照 1郾 2 节与 1郾 3
节中方法进行细菌素的提取与活性验证。
1郾 4郾 4摇 缓冲液

分别采用 2 g / L 的 K2HPO4、KH2PO4、Na2HPO4

与 NaH2PO4 作为 MRS 培养基缓冲成分,培养温度

37益,培养时间 24 h。 发酵结束后按照 1郾 2 节与 1郾 3
节中方法进行细菌素的提取与活性验证。
1郾 4郾 5摇 二价离子

分别采用 0郾 2 g / L 的 MgSO4、 MnSO4、 ZnSO4、
FeSO4与 CuSO4作为 MRS 培养基缓冲成分,培养温

度 37益,培养时间 24 h。 发酵结束后按照 1郾 2 节与

1郾 3 节中方法进行细菌素的提取与活性验证。
1郾 5摇 Plackett Burman 试验

根据单因素试验结果,利用 Design鄄Expert 10郾 0
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设计 Plackett Burman 试验(N = 12)。 具体设计及

相应区间如表 1 所示,根据各因素的贡献率与 P 值

确定主要影响因素。

表 1摇 Plackett Burman 试验设计

Tab. 1摇 Design of Plackett Burman experiment

因素
编码

- 1 1
葡萄糖质量分数 / % 1郾 5 2郾 5
酵母粉质量分数 / % 0郾 4 0郾 6
吐温 80 体积比 / (mL·L - 1) 0郾 8 1郾 2
硫酸镁质量浓度 / (g·L - 1) 0郾 2 0郾 3
硫酸锰质量浓度 / (g·L - 1) 0郾 2 0郾 3
磷酸氢二钾质量浓度 / (g·L - 1) 1郾 5 3郾 0

1郾 6摇 最陡爬坡试验

根据 Plackett Burman 试验分析的显著性、贡
献率及效应值设计试验的方向与步长。 最陡爬坡试

验具体设计方案如表 2 所示。

表 2摇 最陡爬坡试验设计

Tab. 2摇 Design of the steepest grade test

试验序号
葡萄糖质量

分数 / %
酵母粉质量

分数 / %

吐温 80 体积

比 / (mL·L - 1)
1 1郾 0 0郾 2 0郾 25
2 1郾 5 0郾 3 0郾 5
3 2郾 0 0郾 5 1郾 0
4 2郾 5 0郾 8 1郾 5
5 3郾 0 1郾 0 2郾 0

1郾 7摇 Box Behnken 响应面试验

由最陡爬坡试验的拐点确定响应面试验的中心

点及相应区间,采用 Design鄄Expert 10郾 0 软件设计试

验方案,优化葡萄糖、酵母粉质量分数与吐温 80 体

积比,以相对抑菌效价为响应值进行 17 组试验,具
体设计方案如表 3 所示。 模型对酶活力进行二次多

元回归拟合,生成等高线图与响应面曲线图,获得最

佳发酵参数,对模型进行方差分析,确定其可信度。

表 3摇 Box Behnken 试验设计

Tab. 3摇 Design of Box Behnken experiment

因素
编码

- 1 0 1
葡萄糖质量分数 / % 1郾 5 2郾 0 2郾 5
酵母粉质量分数 / % 0郾 25 0郾 50 0郾 75
吐温 80 体积比 / (mL·L - 1) 0郾 5 1郾 0 1郾 5

1郾 8摇 模型的验证

利用响应面模型优化的最佳条件进行发酵试

验,比较模型预测值与试验值,验证模型的有效性。
1郾 9摇 数据处理与分析

每个试验重复 3 次,取平均值。 采用 SPSS 23郾 0
进行单因素方差分析与显著性差异分析,Design鄄

Expert 10郾 0 进行 Plackett Burman 与 Box Behnken
试验设计。

2摇 结果与分析

2郾 1摇 单因素试验

2郾 1郾 1摇 碳源

碳源是菌体代谢与生长的主要元素,不同碳源

对植物乳杆菌 LPL 1 产植物乳杆菌素 LPL 1 的

影响如图 1 所示(图中不同字母表示差异显著,下
同)。 Lb郾 plantarum LPL 1 可以利用多种碳源,方
差结果显示不同种类的碳源对细菌素的活性具有显

著性影响(P < 0郾 05)。 以葡萄糖为碳源时,所获得

细菌素相对抑菌效价达到286郾 67 AU / mL,明显高于

其它 碳 源。 由 于 不 同 碳 源 的 结 构 不 同, Lb郾
plantarum LPL 1 对蔗糖、半乳糖、乳糖、淀粉与麦

芽糖 利 用 率 比 较 低, 因 此 确 定 葡 萄 糖 为 Lb郾
plantarum LPL 1 产植物乳杆菌素 LPL 1 的最佳

碳源。

图 1摇 碳源对植物乳杆菌 LPL 1 产乳杆菌素 LPL 1
的影响

Fig. 1摇 Influence of carbon source on activity of plantaricin
LPL 1 from Lb郾 plantarum LPL 1

摇

不同类型乳酸菌利用碳源的差异性比较大,如
戊糖乳杆菌 31 1[12]、植物乳杆菌 ST23LD[13] 与酸

乳片球菌 C20[14]的最佳碳源分别为乳糖、山梨醇与

麦芽糖。 本文的最优碳源是葡萄糖,导致菌体利用

不同碳源的原因可能是菌体来源、所处的生长环境

及内部代谢途径的不同。
2郾 1郾 2摇 氮源

氮源是微生物合成的主要因素,可以分为有机

氮源与无机氮源。 有机氮源被微生物酶解为小分子

物质,被菌体吸收转化后进一步合成代谢,最终形成

菌体所必需的营养物质;无机氮源不仅可以调节外

部环境的 pH 值,而且可以参与菌体的代谢,但是其

利用速率比较快[15]。 本文利用有机氮源与无机氮

源不同组合,测定菌体产乳杆菌素 LPL 1 的活性,
结果如图 2 所示,有机氮源比无机氮源更能促进乳
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杆菌素 LPL 1 的产生,有机氮源降解的营养成分

有可能促进了细菌素合成蛋白的表达。 方差结果显

示,酵母粉与胰蛋白胨更能促进细菌素的合成,但是

两者之间差异不显著,复合氮源的使用可以更大提

高细菌素的活性,因此采用不同氮源比例(胰蛋白

胨与酵母粉质量比)1颐 1、1颐 2、2颐 1进行复配,结果如

图 3 所示。

图 2摇 氮源对植物乳杆菌 LPL 1 产乳杆菌素 LPL 1
的影响

Fig. 2摇 Influence of nitrogen source on activity of plantaricin
LPL 1 from Lb郾 plantarum LPL 1

摇

图 3摇 氮源质量比对植物乳杆菌 LPL 1 产乳杆菌素

LPL 1 的影响

Fig. 3摇 Influence of nitrogen ratio on activity of plantaricin
LPL 1 from Lb郾 plantarum LPL 1

摇
由图 3 可知,氮源比例为 2颐 1时,乳杆菌素 LPL 1

相对抑菌效价最高,因此,确定最优氮源比例为 2颐 1,
并以此为基础进行 Plackett Burman 与响应面

试验。
2郾 1郾 3摇 刺激因子

刺激因子主要是表面活性剂类的物质,它可以

影响细胞膜的通透性[16],进而影响细菌素的合成与

分泌,不同种类的刺激因子对乳杆菌素 LPL 1 的

影响如图 4 所示,不同刺激因子对细菌素的产生差

异性明显(P < 0郾 05),吐温 80 为刺激因子时,细菌

素的相对抑菌效价达到 310郾 83 AU / mL,明显高于其

它刺激因子(P < 0郾 05),因此确定吐温 80 为最佳

刺激因子。

图 4摇 刺激因子对植物乳杆菌 LPL 1 产乳杆菌素

LPL 1 的影响

Fig. 4摇 Influence of surfactants on activity of plantaricin
LPL 1 from Lb郾 plantarum LPL 1

摇
GARVER 等[17]初步证实了吐温 80 对细菌素

影响的重要性;庄绪亮等[18] 研究了吐温 80 对

Nisin 产生的影响,确定了吐温 80 对细菌的产生具

有刺激作用;本文同样初步证明了吐温 80 对植物

乳杆菌素活性的影响。
2郾 1郾 4摇 二价离子

二价离子通常作为酶反应活性中心的辅基,对
菌体蛋白质的转录翻译具有重要影响[19],不同种类

的二价离子对细菌素活性的影响如图 5 所示,不同

离子对细菌素的产生差异性明显(P < 0郾 05),硫酸

镁与硫酸锰对细菌素活性影响明显,因此确定其为

最佳影响因子。

图 5摇 二价离子对植物乳杆菌 LPL 1 产乳杆菌素

LPL 1 的影响

Fig. 5摇 Influence of divalentions on activity of plantaricin
LPL 1 from Lb郾 plantarum LPL 1

摇
2郾 1郾 5摇 缓冲液

在培养基体系中,缓冲液主要起到稳定 pH 值

作用[20],促进菌体生长,同时磷又是菌体内糖类、蛋
白质与能量等主要营养物质的组成元素,因此本文

分析了不同缓冲体系对细菌素活性的影响,结果如

图 6 所示,磷酸氢二钾为细菌素发酵最佳缓冲液,方
差分析结果显示,缓冲液之间对该细菌素的活性影

响差异并不显著 (P > 0郾 05),在后期的 Plackett
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Burman 试验中,选择磷酸氢二钾作为考察因素进行

重复验证。

图 6摇 缓冲液对植物乳杆菌 LPL 1 产乳杆菌素

LPL 1 的影响

Fig. 6摇 Influence of buffer on activity of plantaricin
LPL 1 from Lb郾 plantarum LPL 1

摇
2郾 2摇 Plackett Burman 试验

以单因素试验为基础,根据 Plackett Burman
试验的贡献率与显著性确定主要影响因素,为后续

的 Box Behnken 响应面试验奠定基础。 以葡萄糖

质量分数(A)、酵母粉质量分数(B)、吐温 80 体积

比(C)、硫酸锰质量浓度(D)、硫酸镁质量浓度(E)
与磷酸氢二钾质量浓度(F)为考察因素(A ~ F 为编

码值),设置 - 1 与 1 的不同水平(表 4、5),以相对

抑菌效价为响应值(表 4),利用 Design鄄Expert 10郾 0
进行设计与分析,结果如表 4 与表 5 所示。 根据

Design鄄Expert 10郾 0 数据分析,模型方差 P < 0郾 05,说
明数据模型具有可信度,葡萄糖质量分数(A)、酵母

粉质量分数(B)与吐温 80 体积比(C)贡献率最

高,并且具有显著性差异,因此,选择以上 3 个因素

进行最陡爬坡试验确定中心点,同时磷酸氢二钾质

量浓度为正效应,硫酸镁质量浓度为负效应,硫酸锰

质量浓度为正效应,因此,选择磷酸氢二钾质量浓度

表 4摇 Plackett Burman 试验结果

Tab. 4摇 Results of Plackett Burman experiment

试验序号 A B C D E F
相对抑菌效价 /

(AU·mL - 1)
1 - 1 - 1 - 1 - 1 - 1 - 1 196郾 06 依 4郾 56
2 1 - 1 1 1 1 - 1 330郾 21 依 5郾 32
3 - 1 - 1 - 1 1 - 1 1 197郾 98 依 6郾 43
4 - 1 1 1 1 - 1 - 1 319郾 92 依 5郾 95
5 1 1 - 1 - 1 - 1 1 346郾 70 依 5郾 87
6 - 1 - 1 1 - 1 1 1 252郾 59 依 6郾 01
7 1 1 - 1 1 1 1 310郾 70 依 5郾 34
8 - 1 1 1 - 1 1 1 302郾 49 依 6郾 21
9 - 1 1 - 1 1 1 - 1 248郾 92 依 5郾 32
10 1 1 1 - 1 - 1 - 1 430郾 64 依 5郾 45
11 1 - 1 - 1 - 1 1 - 1 238郾 25 依 5郾 69
12 1 - 1 1 1 - 1 1 356郾 12 依 5郾 92

3 g / L,硫酸镁质量浓度 0郾 2 g / L、硫酸锰质量浓度

0郾 3 g / L,其余因素按照培养基初始比例进行添加,
牛肉膏质量分数 1% 、乙酸钠质量分数 0郾 5% 、柠檬

酸氢二铵质量浓度 2 g / L。

表 5摇 Plackett Burman 试验效应分析

Tab. 5摇 Effect analysis of Plackett Burman experiment
因素 效应值 贡献率 / % P
A 1郾 17 37郾 57 < 0郾 000 1
B 0郾 96 25郾 45 0郾 000 2
C 1郾 10 33郾 20 < 0郾 000 1
D 0郾 05 0郾 08 0郾 594 2
E - 0郾 24 1郾 61 0郾 054 6
F 0郾 06 0郾 10 0郾 551 8

2郾 3摇 最陡爬坡试验

根据 Plackett Burman 试验结果设计主要因素

的最陡爬坡试验,葡萄糖质量分数、酵母粉质量分

数、吐温 80 体积比为显著因素。 根据这 3 个因素

的取值高低水平、效应值,以细菌素相对抑菌效价为

响应值,设定这 3 个因素的变化方向及步长。 最陡

爬坡试验结果呈现先增高后降低的趋势,在 3 号试

验点(表 2)处出现最高点,该点处葡萄糖质量分数

为 2% 、酵母粉质量分数为 0郾 5% 、吐温 80 体积比

为 1 mL / L,此时植物乳杆菌 LPL 1 产细菌素相对

抑菌效价达到最大,最大值为 583郾 23 AU / mL。 该点

即为下一步 Box Behnken 试验设计的中心点。
2郾 4摇 Box Behnken 响应面试验

利用 Design鄄Expert 10郾 0 软件对葡萄糖质量分

数、酵母粉质量分数、吐温 80 体积比设计三因素三

水平的 Box Behnken 试验,试验结果见表 6。 对

Box Behnken 试验结果进行方差分析,由表 7 可

表 6摇 Box Behnken 试验结果

Tab. 6摇 Results of Box Behnken experiment

试验

序号

因素

葡萄糖质量

分数 / %
酵母粉质量

分数 / %

吐温 80 体积

比 / (mL·L -1)

相对抑菌效价 /

(AU·mL -1)

1 1郾 5 0郾 50 1郾 5 140郾 76 依 5郾 62
2 2郾 0 0郾 50 1郾 0 823郾 27 依 5郾 63
3 1郾 5 0郾 75 1郾 0 196郾 05 依 5郾 98
4 2郾 5 0郾 25 1郾 0 427郾 50 依 6郾 02
5 2郾 5 0郾 75 1郾 0 372郾 98 依 4郾 99
6 2郾 0 0郾 25 1郾 5 200郾 89 依 5郾 31
7 2郾 0 0郾 50 1郾 0 825郾 28 依 5郾 54
8 2郾 0 0郾 50 1郾 0 786郾 03 依 5郾 64
9 2郾 0 0郾 75 1郾 5 346郾 70 依 5郾 75
10 1郾 5 0郾 25 1郾 0 149郾 97 依 3郾 98
11 2郾 0 0郾 50 1郾 0 774郾 63 依 6郾 11
12 2郾 5 0郾 50 0郾 5 226郾 95 依 5郾 65
13 2郾 5 0郾 50 1郾 5 271郾 74 依 5郾 87
14 2郾 0 0郾 75 0郾 5 226郾 91 依 5郾 88
15 1郾 5 0郾 50 0郾 5 95郾 32 依 3郾 92
16 2郾 0 0郾 50 1郾 0 713郾 05 依 6郾 22
17 2郾 0 0郾 25 0郾 5 166郾 93 依 4郾 75
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知,所选择的回归模型的 P 值小于 0郾 05,表明整体

模型对试验结果具有显著的影响,具有可信度;而失

拟项的 P 值为 0郾 299,大于 0郾 05,失拟项检验不显

著,说明未知因素对试验结果的影响较小,残差主要

由随机误差引起,模型选择适当;该模型的相关系数

R = 0郾 983 8,校正相关系数 0郾 963 0,信噪比大于 4,

表明模型可信度很高。 细菌素相对抑菌效价 Y 对

葡萄糖质量分数、酵母粉质量分数和吐温 80 体积

比的多元二次回归方程为

Y = 784郾 458 + 89郾 629 2A + 24郾 669 4B + 30郾 500 6C -
25郾 151 7AB - 0郾 153 076AC + 21郾 458BC -

274郾 751A2 - 223郾 076B2 - 326郾 02C2

表 7摇 Box Behnken 试验结果分析

Tab. 7摇 Result analysis of Box Behnken experiment

方差来源 平方和 自由度 均方 F P 显著性

模型 1郾 167 伊 106 9 1郾 296 伊 105 47郾 23 < 0郾 000 1 **
A 64 267郾 15 1 64 267郾 15 23郾 41 0郾 001 9 **
B 4 868郾 64 1 4 868郾 64 1郾 77 0郾 224 7
C 7 442郾 31 1 7 442郾 31 2郾 71 0郾 143 6
AB 2 530郾 42 1 2 530郾 42 0郾 92 0郾 369 0
AC 0郾 094 1 0郾 094 3郾 415 伊 10 - 5 0郾 995 5
BC 1 841郾 78 1 1 841郾 78 0郾 67 0郾 439 7

A2 3郾 178 伊 105 1 3郾 178 伊 105 115郾 80 < 0郾 000 1 **

B2 2郾 095 伊 105 1 2郾 095 伊 105 76郾 33 < 0郾 000 1 **

C2 4郾 475 伊 105 1 4郾 475 伊 105 163郾 04 < 0郾 000 1 **
残差 19 214郾 16 7 2 744郾 88
失拟项 10 843郾 20 3 3 614郾 40 1郾 73 0郾 299 0
纯误差 8 370郾 96 4 2 092郾 74
矫正总和 1郾 186 伊 106 16

摇 摇 注:**表示 P < 0郾 01。

图 7摇 Box Behnken 试验的响应面三维图和等高线图

Fig. 7摇 Response surface three鄄dimensional diagrams and counter maps of Box Behnken experiments

2郾 5摇 响应面立体分析及等高线图

由回归方程所做的响应面立体图与等高线图如

图 7 所示,主要反映了葡萄糖、酵母粉与吐温 80 之

间的相互作用,通过方程可知,二次项系数为负值,
表明方程具有最大值。 利用 Design鄄Expert 10郾 0 分

析计 算, 最 适 发 酵 培 养 基 为 葡 萄 糖 质 量 分 数

2郾 08% 、酵母粉质量分数 0郾 51%与吐温 80 体积比

1郾 02 mL / L,由于胰蛋白胨与酵母粉的最优质量比为

2颐 1,因此胰蛋白胨质量分数确定为 1郾 02% ,此时最

大相对抑菌效价为 793郾 21 AU / mL。
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2郾 6摇 回归模型的验证

为了验证回归方程的准确性,利用优化后培养

基的条件(葡萄糖质量分数 2郾 08% 、酵母粉质量分

数 0郾 51% 、胰蛋白胨质量分数 1郾 02% 、牛肉膏质量

分数 1% 、吐温 80 体积比 1郾 02 mL / L、磷酸氢二钾

质量浓度 3 g / L、乙酸钠质量分数 0郾 5% 、硫酸镁质

量浓度 0郾 2 g / L、硫酸锰质量浓度 0郾 3 g / L、柠檬酸氢

二铵质量浓度 2 g / L、蒸馏水体积 1 L)进行 3 次重复

性验证,细菌素的平均相对抑菌效价为(752郾 11 依
4郾 98) AU / mL,与预测值的拟合率达到 94郾 7% ,表
明预测值与实际值具有良好的拟合性,优化后培

养基 可 用, 同 时 优 化 后 细 菌 素 相 对 抑 菌 效 价

(752郾 11 AU / mL)比优化前(286郾 67 AU / mL)提高

了 1郾 62 倍,说明本试验优化的培养基明显提高了

细菌素的产量。

3摇 结束语

在单因素试验基础上,利用 Plackett Burman
试验确定了主要影响因素为葡萄糖质量分数、酵母

粉质量分数与吐温 80 体积比,最陡爬坡试验确定

了中心点,响应面 Box Behnken 试验建立了二次多

项式回归模型,最终确定发酵培养基为:葡萄糖质量

分数 2郾 08% 、酵母粉质量分数 0郾 51% 、胰蛋白胨质

量分数 1郾 02% 、牛肉膏质量分数 1% 、吐温 80 体积

比 1郾 02 mL / L、磷酸氢二钾质量浓度 3 g / L、乙酸钠

质量分数 0郾 5% 、硫酸镁质量浓度 0郾 2 g / L、硫酸锰

质量浓度 0郾 3 g / L、柠檬酸氢二铵质量浓度 2 g / L、蒸
馏水体积 1 L。 在此条件下细菌素相对抑菌效价

(752郾 11 AU / mL)比优化前(286郾 67 AU / mL)提高了

1郾 62 倍。
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