
   



关系是：zi=(Xi—X；。)／△Xi

其中，X静为实验中心点处的自变量值，△Xi为

自变量的变化步长。

1．2．2培养条件

挑取斜面培养的B．咒n￡￡D TK一2两环至装有20

mL一级种子培养基的100 mL三角瓶中，37℃，170

r／min，振荡培养24 h。从一级种子培养基中取1 mL

接人到装有50 mL二级种子培养基的250 mL三角

瓶中，37℃，170 r／min振荡培养12 h，再从种子液中

取2 mL接人到装有50 mL初始发酵培养基的250

mL三角瓶中，37℃，170 r／min振荡培养24 h。

1．2．3 7一PGA的测定

发酵结束后，取发酵液10 mL在12 000 r／min，

4℃条件下离心20 min，在上清液中缓慢加入5倍体

积的95％的预冷乙醇提取。将混合物振荡后离心

(10 000 r／min，10 min)，沉淀物用去离子水溶解，再

加2～4倍体积的预冷丙酮提取。将混合物振荡后离

心(10 ooO r／min，10 min)，取沉淀物于105℃衡重2h

后称其干重。

2 结果与分析

2．1 Plackett．Burman设计筛选影响tPGA产量的

重要因素

根据单因素试验选取对rPGA产量有影响的6

个因素，每个因素选高低2个水平，见表2，其中高水

平是低水平的1．25倍，以7一PGA的产量作为响应值

(Y)。试验设计及结果如表1所示(每组试验有3个

重复，以平均值为准)。分别计算各因素效应，并进行

重要性评价，结果见表2。表l

PI牡ketHIuman试验设计及结果
‘ 由表2可知，对B口fiZz“s

n口f￡oTK一2产7一PGA

有有显著影响(可信度>90％)的因素包括葡萄糖，味精及CaCl。。其中，葡萄糖和CaCl。有显著负效应，

味精有显著正效应。因此，后面的试验主要考察这3

‘个因素，且应当适当增加味精含量，减少葡萄糖和

CaCl2的含量。

2．2最陡爬坡试验接近最大响应面区域

从表2可知，在影响rPGA产量的各主要因素

中，葡萄糖和CaCl有显著负效应，味精有显著正效

应。根据这3个因素效应大小的比例设定它们的变

化方向和步长。其他各因素分别取各自的低水平进

行试验，试验设计及结果见表3。

表3最陡爬坡试验设计及结果
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由表3知，随着3个重要因素的不同变化，P

PGA的产量的变化趋势是先上升后下降，其中第3

组培养基对应的发酵液产rPGA的产量达到最大

值，响应变量接近最大响应区域，所以以第3组条件

为中心点进行响应面分析。

2．3 Box·Behnke试验设计筛选重要因素的最优水

平

以葡萄糖，味精及CaCl。三个重要因素为自变

量，各因素编码水平如表4所示。Box_Behnke试验‘

设计及试验结果如表5所示。

表4 Box-Behnke试验因素水平

表5 Box—Behnke试验设计及结果

注：工1=(X1～Z．”／O．Z·动=(X2一Z．4)／o．Z·期=【x3一O．Z5)／0．05

以7一PGA的产量为响应值，利用SAS软件对表

5的结果进行回归拟和，得到二阶回归方程为：

y=24．066 67一O．123 75Xl+O．425X2一

O．201 25 X3—1．655 833Xl 2—0．697 5X1 X2+

O．5X1 X3一O．518 333X2 2+0．067 5X2 X3一

O．890 833X3
2

表6和表7分别是该回归方程的方差分析和模

型的可信度分析。从这2个表格可以看出，大于F

值的概率为o．005774，说明此模型的可信度较高，可

以选择。同时，在模型各参数中，除X。，X。和X。X。

对7一PGA的产量无影响外，其他各项均有较显著的

影响(可信度>90％)。

此外，从模型的可信度分析表7中得到复相关系
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数的平方R2一O．958 8，校正后的R2=O．884 7，说明

模型可以解释95．88％的试验所得丫一PGA的变化。

y的变异系数CV=1．664 577，较低，说明试验的可

靠性较高。综上说明回归方程给TK一2发酵产r

PGA提供了合适的模型。

表6 回归方程的方差分析

表7模型的可信度分析

平均值

复相关系数R2／％

校正后的R2／％

模型误差的平方根

y的变异系数(CV)

2．4 响应面分析及最佳培养成分确定

利用SAS软件对回归模型进行响应面分析，得

到各响应面立体分析图，见图1、图2、图3。由图及

软件分析可知，回归方程存在稳定点。通过岭嵴分析

知X。，X：，X。的编码值分别为(一O．182 23，

O．533 82，一O．204 51)，即葡萄糖，味精，CaCl2的最

佳浓度分别为(g／L)：21-4，25．1和2．6。此时，响应

值y达到最大值，即7一PGA的产量最多，为24．2069

g／L。以此浓度配制发酵培养基，分批次发酵进行试

验验证，得到7一PGA的产量均值为23．99 g／L，这与

预测值24．2069 g／L是基本吻合的。同时，与初始发

酵培养基所产生的7一PGA相比提高了34．01％。

图1 y=，(X．，Xz)响应面立体分析图
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