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一株石油降解菌产表面活性剂条件的优化
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摘  要：利用 Minitab软件，采用 Plackett-Burman设计、选择了温度、转速、pH、加油量、时间 5个因素对一

株石油降解菌 CT-6(Pseudomonas aeruginosa)产表面活性剂的条件进行了优化。结果表明：当温度为 35℃、加油量为

4%、pH为 8.0、转速为 213 r/min、培养时间为 152 h时，产生的表面活性剂排油效果最好，排油圈达 6.4 cm，乳化性

能达 92%，细胞表面疏水性达 41%，比优化前分别提高了 35.9%、29.6%、64%。 
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生物表面活性剂(Biosurfactant)是微生物在一定

条件下产生的具有表面活性的代谢产物[1]，具有降低

表面张力、稳定乳化液等特性，还具有无毒、可自然

降解、生态安全及高表面活性和生理活性等优点[2]，

在石油、环保、食品工业等领域广泛应用[3]。目前，

有关生物表面活性剂产生菌已经有大量报道，并对生

物表面活性剂的结构和类型也都有了较深层次的研

究[4]，但对微生物产表面活性剂的条件优化却鲜有报

道。本试验采用 PB 设计、Box-Behnken 试验以及

响应面分析对一株石油降解菌产表面活性剂的条件

进行优化，以期有效提高微生物产表面活性剂的活

性，为表面活性剂的生产和广泛应用奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料 

1.1.1  试验菌株    试验用石油降解菌 CT-6由延安

大学生命科学学院微生物实验室提供。 

1.1.2  试验油样    试验所用原油采自延长油田股

份有限公司七里村采油厂第三采油大队。 

1.1.3  培养基    LB培养基，发酵培养基[5]。 

1.2  试验方法 

排油圈的测定参照文献[6]；乳化性能的测定参

照文献[7-10]；细胞表面疏水性的测定参照文献[11]。 

1.3  试验设计 

1.3.1  Plackett-Burman 设计    根据发酵过程中的

影响因素，本试验选取温度、转速、pH、加油量、

时间 5个因素进行考察，接种量为 8%。选用 n =12

的 PB 试验设计，每个因素分别选高低两水平，响

应值为排油圈大小。每组试验重复 3次，同时设对

照组。 

1.3.2  最陡爬坡试验    根据 PB试验结果，确定影

响显著的因子，以试验值变化的梯度方向为爬坡方

向，各自变化的步长由效应值大小而定(效应值越大

步长越大)，设置最陡爬坡试验，其他因素不变。每

组重复 3次，目的为下一步进行的 Box-Behnken试验

找到中心组合点。 

1.3.3  Box-Behnken 设计    以爬坡所得的数据组

合为中心进行 Box-Behnken 试验设计，其他因素不

变。根据中心组合原理，设计 3因素 3水平 15试验

点的试验，同样每组重复 3次，取平均值。 

2  结果与分析 

2.1  影响发酵条件的主要因素的确定 

PB试验设计及结果见表 1。 

对表 1进行 pareto chart图分析及水平和主效应

分析，见图 1、表 2。 

由 pareto图及主效应分析可知： pH、时间两因

素对试验结果影响达到极显著水平，转速达到显著水

平，其他两因素没有达到显著性。因此，选取 pH、

时间和转速作为主因素进行下一步试验。 
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表 1  PB 试验设计及试验结果 
Table 1  PB design and test results 

组别 转速 
(r/min) 

温度 

(℃) 

pH 加油量 
(%) 

培养时间
(h) 

排油圈
(cm) 

1 200 30 6.5 3 192 2.8 

2 180 35 6.5 3 144 3.7 

3 180 30 8.0 4 192 2.8 

4 200 30 8.0 4 144 6.3 

5 180 35 8.0 3 192 3.3 

6 200 35 8.0 3 192 4.5 

7 200 30 8.0 3 144 5.8 

8 180 30 6.5 3 144 3.0 

9 180 35 8.0 4 144 6.2 

10 180 30 6.5 4 192 2.8 

11 200 35 6.5 4 144 5.3 

12 200 35 6.5 4 192 3.3 

 

图 1 试验结果 pareto chart 图 
Fig. 1  Pareto chart of test results 

 

表 2  Plackett-Burman 试验因素水平及其主效应分析 
Table 2  Plackett-Burman experiment factor levels and  

main effect analyses 

编号 因素 低水平 高水平 T值 P值 重要性

排列 

1 转速(r/min) 180 200 3.65 0.011 3 

2 pH 6.5 8 4.71 0.003 2 

3 温度(℃) 30 35 1.65 0.150 5 

4 加油量(%) 3 4 2.12 0.078 4 

5 培养时间(h) 144 192 6.36 0.001 1 
 

2.2  通过最陡爬坡设计选出因素影响试验设计的

中心点 

通过图 1 及表 2 的结果，再用 Minitab 的主效

应分析中效应值的大小及正负确定爬坡试验的方向

和步长。根据表 2 效应值温度和初始加油量分别选

取最大值，分别为 35℃ 和 4%，接种量为 8%，设

计及结果见表 3。 

从表 3 的试验结果来看，最佳结果应处于第 3

组，故以第 3 组为后续试验响应面设计的中心点。 

2.3  Box-Behnken试验 

在爬坡试验的基础上，以转速 200 r/min、pH7.5、

时间 144 h为中心，其他条件不变，同时上下各取

一水平进行Box-Behnken试验，试验设计及结果见表4。 

表 3  最陡爬坡试验及结果 
Table 3  Steep hills experiment and results 

组别 pH 转速(r/min) 时间(h) 排油圈(cm) 

1 8.5 220 96 2.8 

2 8.0 210 120 4.2 

3 7.5 200 144 6.1 

4 7.0 190 168 5.4 

5 6.5 180 192 3.0 

表 4  Box-Behnken 试验设计表及结果 
Table 4  Design of Box-Behnken experiment and results 

运行序 
 

时间(h) 
 

PH 
 

转速
(r/min) 

排油圈
(cm) 

1 1 1 0 4.0 

2 0 1 1 6.2 

3 0 0 0 6.0 

4 0 1 1 3.7 

5 0 1 1 3.6 

6 0 0 0 6.3 

7 0 1 1 4.0 

8 1 0 1 3.4 

9 0 0 0 6.1 

10 1 1 0 5.4 

11 1 0 1 5.8 

12 1 1 0 3.2 

13 1 0 1 4.4 

14 1 0 1 4.8 

15 1 1 0 4.1 
 

2.3.1  二次回归拟合及方差分析    将 Box-Behnken 

试验结果用Minitab软件进行回归拟合后得到编码回

归方程为：Y = 6.133 + 0.538E + 0.625C + 0.638A  

0.867E2  1.092C2    0.667A2 + 0.525AC ，其中，Y为

排油圈(cm)；E为时间(h)；C为 pH；A为转速(r/min)。

对回归方程进行回归方差分析，结果见表 5。 

从以上数据可知本试验存在显著的线性影响，又

存在显著的交互作用影响和二次项影响。失拟 P = 

0.384>0.05，失拟不显著，说明数据中没有异常点，

不需要引入更高次数的项，模型适当。 

2.3.2  响应面分析及最优条件的确定    通过回归

方程绘制分析图，响应面分析见图 2。由响应面分析

图可知，3因素对 Y的影响都是非线性的，因为表面

图发生明显弯曲。 

对该结果进行 RSA分析，结果如图 3所示。由

RSA 分析可以确定优化的 3 因素(转速、pH、时间)

的最优点分别为(213.1 r/min，8.0，152 h)，预测最佳

排油圈大小为 6.58 cm。 
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表 5  方差分析表 
Table 5  Variance analysis table 

来源 自由度 顺序偏差平方和 调整后偏差平方和 平均后偏差平方和 F值 P值 

回归 9 17.56 17.56 1.952 57.68 0.000 

线性 3 8.688 8.688 2.896 85.59 0.000 

平方 3 7.712 7.712 2.571 75.98 0.000 

交互作用 3 1.165 1.165 0.388 11.48 0.011 

残差误差 5 0.169 0.169 0.034   

失拟 3 0.123 0.123 0.041 1.750 0.384 

纯误差 2 0.047 0.047 0.023   

合计 14 17.73     

 

图 2  响应面立体分析 
Fig.2  The three-d imensional analysis of response surface 

 

图 3  表面活性剂产生条件最优化分析图 
Fig. 3  Optimization analysis of produce conditions of surface active agent 

 

2.4  优化试验结果验证 

以优化后的条件进行验证，其结果见表 6。由表

6可知，优化后，排油圈的大小、乳化活性以及细胞

表面疏水性分别提高了 35.9%，29.6%，64.0%，优化

结果明显，而且和预测值基本相符。 

3  讨论 

本试验利用Minitab软件中的中心组合设计对产

生表面活性剂的菌株 CT-6的发酵条件进行优化，经 

表 6  优化前后表面活性剂活性 
Table 6  Surfactants activities before and after optimization 

 排油圈(cm) 乳化活性(%) 表面疏水性(%)

优化前 4.1 71 25 

优化后 6.4 92 41 

过方差分析、回归分析、RSA 分析和验证试验，得

到了发酵的最佳水平，温度为 35℃，加油量为 4%，

pH为 8.0，转速 213.1 r/min，时间 152 h。优化后排

油圈、乳化活性、细胞表面疏水性分别提高了 35.9%，

29.6%，64.0 %，表面活性剂活性得到了显著提高。 

生物表面活性剂是一类能显著降低表面张力、提

高乳化活性的物质，在工业生产和日常生活中的应用

越来越广泛。然而，目前生物表面活性剂的应用不如

合成表面活性剂广泛，其中一个重要原因是生物表面

活性剂产量、活性太低[12]，而影响生物表面活性剂产

量和活性的主要因素是生产菌种及其发酵条件，本试

验通过优化提高了石油降解菌 CT-6产生表面活性剂的

活性，为生物表面活性剂高产、高活性生产奠定了基础。 

现在对发酵条件的优化很多，部分试验[13-14]采用
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单因素法来选择因子和正交试验法来优化。而将中心组

合设计和响应面分析结合使用的优化方法较少，由于单

因素不考虑因素之间的交互作用，正交试验只能在预先

设计好的水平中选择，不能按照各因素的趋势找出某一

条件下真正的最佳水平值。而本试验利用中心复合设

计、响应面分析和 RSA分析的方法找到各因素的最佳

水平值，在优化设计与方法上得到了进一步的改善。 
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Optimizing Surfactant Produce Conditions for An Oil-degrading Stain 

GAO Xiao-peng, JIANG Zhao, GAO Xiu-mei, ZHANG Wei-hua 
(College of Life Science, Yanan University, Yanan, Shaanxi  716000, China) 

 

Abstract: The experiment was conducted with minitab software and applied Packett-Burman design with five factors, 

including temperature, pH, inoculate capacity, rotational speed and the initial amount of oil to optimize the surfactant produce 

conditions of oil degrading strain CT-6 (Pseudomonas aeruginosa). The results showed that when the temperature was 35℃, the 

original amount of oil 4.0%, pH 8.0, rotational speed 213 r/min, incubation time 152 h, the activity of surfactant which produced 

by strain CT-6 was best, the exhibit circle was 6.4 cm, emulsification performance reached 92%, cells hydrophobic was 41%, 

increased by 35.9%, 29.6%, 64.0%, respectively. 

Key words: Surfactant, Minitab software, Produce conditions, Optimization 

 


