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粘红酵母 CA815 固态发酵废弃烟梗产油脂的

Plackett-Burman 优化 
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(1. 河南省农业科学院农业质量标准与检测技术研究所, 郑州  450002; 2. 河南省粮食质量安全与检测重点实验室, 

郑州  450002; 3. 农业部农产品质量安全风险评估实验室(郑州), 郑州  450002; 

4. 河南蓝天药业有限公司, 郑州  450016) 

摘  要: 目的  资源化利用废弃烟梗(waste tobacco stem, WTS)并获取微生物油脂的廉价发酵基质。方法  以

一株粘红酵母(Rhodotorula glutinis)CA815 为出发菌株, 采用摇瓶方式固态发酵 WTS, 发酵后加入适量生理盐

水并混合均匀 , 双层纱布过滤获得固态发酵的酵母生物量 , 采用酸热法提取酵母细胞油脂 ; 采用

Plackett-Burman (PB)实验设计法对影响微生物油脂产生的相关因素进行方差及贡献率分析。结果  PB 试验结

果统计学分析表明: 在选择的 11 个相关因素中, 酵母粉、蛋白胨和培养时间是影响酵母油脂产量的 3 个关键

供试因素, 粘红酵母 CA815 生物量最高值可达 79.00 mg/g, 油脂的最高产量可达 4.633 g/g。结论  粘红酵母

CA815 以 WTS 为主要基质, 通过添加适量酵母粉和蛋白胨、优化培养时间, 既可资源化利用 WTS, 又可通过

固态发酵的方式获得微生物油脂。 
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Optimization of lipid production from Rhodotorula glutinis CA815 under 
solid-state fermentation with waste tobacco stems by Plackett-Burman design 
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ABSTRACT: Objective  To realize the resource utilization of waste tobacco stem (WTS) and obtain cheap 

fermentation substrate of microbial oil. Methods  Rhodotorula glutinis CA815 was used as the starting strain, and 

solid-state fermentation of WTS was performed by shake flask method. After fermentation, a proper amount of 

normal saline was added and mixed evenly, and the biomass of Rhodotorula glutinis CA815 was obtained by double 

layer gauze filtration. The yeast cell lipid was extracted by acid-heating method. Plackett-Burman (PB) design was 

employed to evaluate some variables which were relevant to lipid production of Rhodotorula glutinis CA815 under 

solid-state fermentation of WTS. Results  The PB design results showed that among eleven selected variables, 
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peptone, yeast powder and culture time, as three key factors, were found to significantly influence lipid production, 

the highest biomass of Rhodotorula glutinis CA815 could reach 79.00 mg/g, and the maximum production of lipid 

could reach 4.633 g/g. Conclusion  Under PB design conditions, WTS is used as the main substrate of 

Rhodotorula glutinis CA815. By adding appropriate amount of yeast powder, peptone and optimizing culture time, 

the lipid can be produced by solid -state fermentation from WTS. 

KEY WORDS: tobacco stem; solid-state fermentation; lipid; Plackett-Burman design; Rhodotorula glutinis 
 

 

1  引  言 

随着不可再生化石资源的紧缺和不断扩大的环境污

染状况, 人类对油脂资源的需求矛盾日益突出, 开发和利

用新型微生物油脂愈加显现出它的重要性。目前发现的产

油脂微生物主要集中在酵母、霉菌、微藻、细菌等, 鉴于

多数细菌产量低, 科研实践中所用菌株以酵母[1-3]、霉菌[4]

类真核微生物居多。一般产油脂微生物菌体油脂含量远远

优于单纯利用大豆、玉米等农作物生产油脂的产率, 使微

生物油脂开发成为研究热点。此外, 利用微生物发酵生产

油脂具有周期短、不受季节和气候变化影响、成本低、可

无限生产等优点, 能有效缓解工农业对油脂需求的增加, 

开发微生物油脂用于生物柴油的制备亦成为近几年研究的

热点[5-9]作为卷烟工业的一种废弃资源, 烟梗中含有大量

的可溶性糖和氮类等物质 [10], 相关报道中多用来提取烟

碱、果胶、茄尼醇, 制备烟草薄片、发酵制备乳酸等物质
[11,12], 然而利用酵母发酵废弃烟梗 (waste tobacco stem, 

WTS)产微生物油脂研究较少。 

本 实 验 以 一 株 分 离 的 富 含 油 脂 的 粘 红 酵 母

(Rhodotorula glutinis)CA815 为出发菌株, 以 WTS 为主要

基质, 对影响菌株 CA815 发酵生产油脂的主要因素利用

PB 设计法(Plackett-Burman, PB)进行综合考察 , 旨在为

WTS 的资源化利用和酵母菌产油脂廉价原材料的开发提

供新思路。 

2  材料与方法 

2.1  材料与仪器 

2.1.1  材料和试剂 

WTS 由河南天昌国际烟草有限公司提供。 

酵母粉和蛋白胨(英国 OXOID 公司); 琼脂粉(美国

Sanland 公司); 葡萄糖(天津市风船化学试剂科技有限公

司); 蔗糖(广州化学试剂二厂); 柠檬酸(天津市科蜜欧化学

试剂开发中心); 硫酸铵(天津市永大化学试剂中心); 硫酸

锌(北京市平谷双燕化工厂); 硫酸锰和磷酸二氢钾(中国宿

州化学试剂公司)。所有实验用试剂均为国产分析纯。 

2.1.2  仪器与设备 

JJ300 型精密电子天平(常熟双杰仪器厂); 101 型电热

鼓风干燥箱(北京中兴伟业仪器有限公司); SW-CJ-2F 型双

人 双 面 净 化 工 作 台 ( 苏 州 净 化 设 备 有 限 公 司 ); 

YXQ-LS-30SII 型高压灭菌器 (上海博迅实业有限公司); 

Avanti J-25 低温恒温离心机(美国贝克曼库尔特有限公司); 

台式恒温振荡器(泰昌市实验设备厂); GHP-9160 隔水式恒

温培养箱(上海一恒科技有限公司); PHS-3C 雷磁精密 pH

计(上海精密仪器有限公司); HWS-20 恒温水浴箱(江苏太

仓市实验设备厂); AA3 自动连续流动分析仪(德国布朗卢

比公司)。 

2.2  菌株及培养基 

粘红酵母 CA815 保藏于郑州大学生命科学学院。菌

种保藏和种子液制备均采用烟梗提取液 (tobacco stem 

extraction, TSE)培养基。 

2.3  试验方法 

2.3.1  烟梗预处理、成分分析及 TSE 培养基制备 

WTS 于 60 ℃干燥箱中烘干 2 h, 去除较粗和较长烟

梗后过 16 目标准筛除尘备用。处理后采用 AA3 连续流动

分析仪进行主要成分分析。TSE 培养基制备方法: 称取 10 

g 烟梗, 加入 100 mL 自来水, 室温放置 10 h, 双层纱布过

滤, 滤液即为 TSE, 121 ℃灭菌 20 min 备用, 其中固体培养

基琼脂含量为 2.0%。 

2.3.2  种子液制备 

从保藏的菌种斜面挑取一环培养物接种到含有 80 

mL 种子培养液的 250 mL 三角瓶中, 置于恒温摇床 30 ℃

和 180 r/min 条件下培养 36 h, 获得的培养物作为固态发酵

的种子液。 

2.3.3  固态发酵 

分别称取一定量的 WTS 置于 250 mL 三角瓶中, 按照

2.3.4 实验设计加入对应编号的添加物, 称取 10 g WTS, 加

入 40 mL 自来水混匀室温浸泡 10 h, 121 ℃灭菌 20 min。冷

却后无菌操作分别取 5 mL 种子液接种到上述三角瓶中, 

恒温 30 ℃静置培养, 每 24 h 轻摇 1 次。 

2.3.4  PB 设计实验方案 

依据预实验结果, 选取与粘红酵母固态发酵产生物

油脂培养过程相关的多种影响因素进行分析 , PB 设计

(N=12)对影响 WTS 发酵生产油脂的 11 种因素进行了评估, 

11 种因素的编码、单位及水平见表 1。 
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表 1  PB 设计试验所选因子、水平及编码 
Table 1  Levels and codes of variables used in the Plackett- 

Burman design 

变量 因素 单位 
因素水平 

1 1 

X1 葡萄糖 g/kg 0 10 

X2 蔗糖 g/kg 0 10 

X3 酵母粉 g/kg 0 5 

X4 蛋白胨 g/kg 0 5 

X5 硫酸镁 g/kg 0 1 

X6 磷酸二氢钾 g/kg 0 2 

X7 柠檬酸 g/kg 0 0.5 

X8 硫酸铵 g/kg 0 2 

X9 硫酸锌 g/kg 0 0.5 

X10 pH  6 7 

X11 培养时间 d 5 7 

 

2.4  分析方法 

2.4.1  酵母生物量分离及测定 

酵母菌固态发酵培养一定时间后, 向含发酵物的三

角瓶中加入适量生理盐水, 双层纱布过滤获得菌体滤液后

定容 100 mL。取 20 mL菌体滤液 8000 r/min 离心 5 min, 弃

除上清, 收集菌体, 无菌水洗涤 2 次, 105 ℃烘至恒重, 称

重并计算干重[13,14]。 

2.4.2  分离菌株油脂的提取 

分离菌株油脂的提取采用酸热法提取[15], 具体步骤

如下: 取适量菌体滤液 8000 r/min 离心 3 min。弃上清液获

得 1 g 湿菌体, 向湿菌体中加入 4 mol/L 盐酸 10 mL, 振荡

均匀, 室温放置 20 min。沸水浴 10 min, 立即放于-20 ℃于

速冷 30 min。分别加入 10 mL 的氯仿和甲醇, 振荡 30 min

后 8000 r/min 离心 3 min。静置分离下层氯仿层至小烧杯中, 

70 ℃下干燥 2 h 冷却称重并计算 1 g 湿菌体中油脂含量。 

2.4.3  数据分析 

实验数据采用 Design-Expert 8.0.6 统计分析软件进行

处理。 

3  结果与分析 

3.1  WTS 成分分析 

WTS 中含有大量可溶性糖、烟碱等水溶性物质, 其主

要成分见表 2。因此, 经水浸泡后 WTS 可作为一种廉价的

固态发酵基质。发酵基质颗粒大小在固态发酵过程中起重

要的作用, 小颗粒基质能够提供更大的微生物作用表面, 

因此固态发酵中多采用小颗粒基质。鉴于本实验中若采用

小颗粒基质, 发酵后酵母细胞很难与基质颗粒分离,  因

此采用大颗粒的 WTS 进行发酵, 发酵后通过简单的过滤

即可获得高纯度的酵母细胞, 有利于规模化生产过程中油

脂及其它高附加值产物的分离和提取。 

 
表 2  预处理烟梗的成分分析 

Table 2  Main compositions of WTS 

成分 总糖 总氮 烟碱 钾 氯 

含量(g/L) 20.35 1.73 0.84 2.53 2.03 

 

3.2  PB 设计方案及结果 

PB 设计实验中, 生物量、油脂产量的响应值见表 3。

从表 3可看出, 对生物量而言, 最小的响应值为 61.00 mg/g, 

最大响应值为 79.00 mg/g; 油脂产量最小和最大响应值分 

 
表 3  PB 设计试验方案及结果 

Table 3  Experiment scheme and results of Plackett-Burman design 

试验号 X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 X10 X11 生物量(mg/g) 油脂产量(g/g) 

1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 66.00 2.439 

2 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 71.50 3.516 

3 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 61.00 1.929 

4 1 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 74.00 2.024 

5 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 79.00 0.810 

6 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 68.00 3.158 

7 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 70.00 4.198 

8 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 1 67.50 4.633 

9 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 72.00 0.351 

10 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 76.00 2.033 

11 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 78.50 3.896 

12 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 73.50 1.327 
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别为 0.351 g/g 和 4.633 g/g。生物量最大时的油脂产量并

不是最高值, 生物量和油脂产量的不对应性表明油脂含量

在 12 组试验中变化较大。在供试的营养添加物中, 有些物

质可促进细胞生长, 有的物质可以促进油脂在细胞中的累

积。在第 3 组试验中, 烟梗作为唯一基质时油脂产量为 1.929 

g/g, 其中有 9 组试验中油脂产量均高于 1.929 g/g, 表明

合适的添加营养物质对 CA815 油脂的累积具有正效应。在

12 组试验中, 生物量、油脂产量变化均较大, 表明 PB 设计

中所选因子对响应值影响较大, 因此可选择适当的营养物

质用于促进细胞内油脂的累积, 提高油脂的产量。 

3.3  PB 设计试验的方差分析 

对 PB 设计试验结果进行方差分析, 结果见表 4。结

果表明: 在选择的 11 个因素中, 葡萄糖、蔗糖、磷酸二氢

钾、硫酸锌对实验模型影响不显著, 而酵母粉、蛋白胨、

pH 和培养时间对实验模型影响均显著[16]。 

 

3.4  供试因子对 Plackett–Burman 试验模型的贡献度 

供试因子对油脂产量的贡献度见表 5, 试验结果表明: 

酵母粉、蛋白胨、pH 和培养时间对模型贡献度相对较大, 

而葡萄糖、硫酸镁、柠檬酸、硫酸铵等因子对模型贡献率

相对较小。根据因子的贡献度和 Prob>F 值综合考虑, 培养

时间、蛋白胨和酵母粉是影响 CA815 油脂产量的正效应重

要因子, 因此可通过响应面进一步优化, 提高油脂产量。 

 
表 4  PB 设计试验结果方差分析 

Table 4  Variance analysis of Plackett-Burman design results 

因素 平方和 自由度 均方 F 值 Prob>F*

模型 20.41 8 2.55 153.15 0.0008

X1 0.11 1 0.11 6.78 0.0802

X2 0.74 1 0.74 44.65 0.0068

X3 3.48 1 3.48 209.11 0.0007

X4 6.78 1 6.78 406.74 0.0003

X6 0.89 1 0.89 53.22 0.0053

X9 0.63 1 0.63 37.82 0.0086

X10 1.19 1 1.19 71.39 0.0035

X11 6.59 1 6.59 395.45 0.0003

注: *表示 Prob>F 小于 0.05, 表明模型或参数有显著影响; Prob>F

小于 0.01, 表明模型或参数有极显著影响。 

 
表 5  PB 设计试验中供试因子对油脂产量的贡献度 

Table 5  Contribution of the tested variables to lipid production in Plackett-Burman design 

因素 X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 X10 X11 

贡献度(%) 0.55 3.64 17.03 33.12 0.046 4.33 0.12 0.076 3.08 5.81 30.20 

 

4  结  论 

粘红酵母 CA815 可固态发酵废弃烟梗, 发酵后通过

简单的过滤操作即可获得高纯度酵母细胞, 进而通过提取

获得低成本的生物油脂。通过营养添加物的 PB 设计优化

后, 菌株 CA815 油脂产量有明显的提高, 最大油脂产量可

达 4.633 g/g, 比WTS为唯一基质发酵油脂产量提高了 2.4

倍。结合 PB 设计试验的方差分析和模型贡献度确定了 11

种供试因子中培养时间、蛋白胨和酵母粉是影响油脂产量

的关键因子, 因此仍需进一步通过响应面等方法优化固态

发酵的工艺条件, 为廉价发酵原料的开发和微生物油脂的

工业应用提供更多的参考和技术支持。 
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