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要!采用响应面优化法!

FGH

"与中心组合试验!

IIJ

"对粗糙脉孢菌发酵产纤维素酶培养条件

进行优化#以纤维素酶活力及蛋白浓度作为响应值#用
J459

K
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4+1

设计温度$

M

N

$转速
%

因素
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次的响应面试验#建立回归模型#确定最佳的发酵条件是温度为
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时#羧甲基纤维素酶活性达到
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#滤纸酶活性达到
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#蛋 白 浓 度 达 到
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#可以提高粗糙脉孢菌产纤维素酶的能力&
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丝状真菌再经长期的自然进化之后!成为降解

植物生物质最有效的来源!也是目前商业化生产纤

维素 酶 生 产 的 主 要 菌 种!如
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#作为一种模式生物已被研究几十年之久(

!

)

!

近些年来在纤维素降解以及糖转运蛋白方面取得了

极其 显 著 的 成 就(

%'&

)

!并 且 含 有 里 氏 木 霉 "
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倍多的纤维素基因!可参与生物

质降解(

>

)

!而且国内外科学家亦从工业生产角度对

粗糙脉孢菌进行研究!其中包括粗糙脉孢菌产乙醇

发酵(

@

)与蛋白表达(

$

)

!其中山东大学曲音波教授对

粗糙脉孢菌黑色素分泌以及木糖发酵等做出了系统

研究(

='#"

)

!为使其更好地生产纤维素酶!本试验对其

发酵条件进行进一步优化以提高其产量&

响应面分析法"
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#是一种寻找多因素系统中培养条件中最佳条

件的数学统计方法!可以将多个变量影响的问题进

行建模与分析!并根据其响应进行优化!与传统的单

因素试验法"

),4:-+9-V.4-1-19C4

#*正交设计法
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#等相比!具有缩短优化时间以

及提高其可信度等优点!一般可以运用
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#设计法(
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&顾芮萌(
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)等利用响应面分析

法对粗糙脉孢菌产纤维素酶培养基进行优化!并将

酶活提高
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倍'同时!响应面分析也被用作哈茨

木霉培养基优化(

#A

)以及光叶蛋白提取工艺研究(

#&

)
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本试验采用粗糙脉孢菌野生型菌
6XGI!A=$

作为研

究对象!通过中心组合试验设计"

IIJ

#优化试验中

各因素影响提高纤维素酶活力&
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仪器与设备
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方法
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粗糙脉孢菌培养方法
!

把整个发酵过程分

成$菌丝生长阶段"利用蔗糖
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培养基培养粗

糙脉孢菌菌丝#和纤维素酶诱导阶段"利用
Q:9E4.'
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培养基诱导纤维素酶#!有利于提高纤维素

酶的得率&具体方法如下$

在
!&"CP

锥形瓶装入
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蔗糖
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液

体培养基!接入适当体积的孢子悬液!使孢子悬液终

浓度
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培养基发酵产酶&
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纤维素酶活性及蛋白浓度测定
!

总蛋白的

浓度测定"
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试剂盒法#$取
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上清液加

入
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酶 标 板 微 孔 中!再 加 入
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酶标仪!混匀后!静止

反应
&C9,

!在
&=&,C

波长处测量其
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值!以
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标准曲线换算成蛋白质浓度&
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酶活的检测$在
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孔板微孔中加入
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#!后加入
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上清液!最后再加入
#

张直径为
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的滤纸

片!于水浴锅中
&"O

反应
#>2

&取
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上述反应

液加入另一
=>

微孔板孔的微孔 中!再 加 入
#""

"

PJ0G

反应液!在
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仪
#""O

反应
&C9,

&取
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上述反应液于酶标版!加入
#>"
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#!用酶标仪在
&A",C

波

长测量其
FG

值!通过还原糖标准曲线计算其还原

糖浓度和酶活&
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酶活的检测$在
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孔板微孔中加入
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溶液!然后再加入
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上清液接!于

水浴锅中
&"O

反应
%"C9,

&再向上述反应液加入
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溶液!在
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仪
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上述反应液加入到酶标版的微孔中!最后加
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用酶标仪在
&A",C

波长测量其
FG

值!通过还原糖

标准曲线计算其还原糖浓度和酶活&

!
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结果与分析

#"!

!

响应面分析法试验设计与结果

利用
J459

K

,BL

M

4+1$<"

软件的
IIJ

试验设

计!对温度*

M

N

*转速等各因素进行设计!试验设计

各因素水平如表
#

所示&

表
A

!

中心组合设计各因素水平

U-V.4#

!
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因素 水平
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`
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#

#̀ " a#
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温度
Q #@<&= #@<& !" !!<& !A<!
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N W &<&@ &<@& ><" ><!& ><A!

转速
I #>&<= !"" !&" %"" %%A

利用
J459

K

,BL

M

4+1$<"

软件进行响应面试验

设计!对试验因素进行优化设计!分别以滤纸酶活

"

6T-54

#活性*羧甲基纤维素酶活"

IHI-54

#活性以

及蛋白浓度"

M

+)149,E),E4,1+-19),

#为响应值!以温

度*

M

N

值*转速为因变量!设计了
!"

次试验以优化

试验条件!得到的试验结果如表
!

所示!并对响应面

曲面函数进行拟合&

通过
J459

K

,BL

M

4+1$<"

软件对表
!

数据进行

分析!表
%

为方差分析结果&以蛋白浓度为响应

值!对表
!

数据进行多元二次回归拟合!建立回归模

型&回归方程为$

: _#A&!&&a=!"&3 a!!>"=`%!"%"a

#!&A3=`&!"#3"a"!>&="a#!&&33`!!!&==

"̀!%=""

"

#

#

以滤纸酶活性为响应值的回归方程为$

:_"!$"a"!#=3a"!###A%=`"!#@&$@"a

!&#
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以羧甲基纤维素作为底物的酶活性相应值方程
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不同独立变量对响应值的影响
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C
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回归方程方差分析
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$

6 G9

K

,9/9E-,E4.4:4.
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!!

由表
%

可以看出!回归模型的
6

值为
#><#=

!

H

%

"<""#

!表明此模型达到极显著水平'失拟项
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P-Ec)/691

#的
H_"<=&&#

$

"<"&

!由此说明失拟

项差异并不显著!本试验无失拟因素的存在!能准确

反应实际情况!回归模型没有问题&而试验模型的

决定系数
I

!

_#<A!

%

#<&#_"<=A"%=

!说明酶活及

蛋白浓度与模型预测有很好的一致性!因此试验结

果可靠!此模型及回归方程可以对酶活及蛋白浓度

进行分析及预测&回归方程中各项方差分析
6

检

验值可以判断出本试验设计中各个自变量及其交互

相对因变量的影响&由表
!

*表
%

可得!温度与转速

对响应值的影响最为显著!虽然
M

N

对响应值的影

响较弱!但仍是极其显著'而交叉项中!温度与转速

有显著影响!而其余的
!

种交互相对结果的影响不

%&#

第
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显著'二次项中
M

N

对响应值的影响达到显著水平!

而温度与转速对其影响不甚明显&

#"#

!

响应面分析

通过
J459

K

,'BL

M

4+1$<"

软件分析得到的响应面

图!响应面图示根据试验因素因素温度及转速与响应

值
IHI

酶活*

6T

酶活*蛋白浓度构成三维曲面图&

由图
#

$

图
%

可知!温度与
M

N

对响应值的影响

不甚明显!并且可以得出温度为
!!<&O

*

M

N

为

><!&

*转速为
!""+

%

C9,

时!

IHI-54

达
#<!%C

K

%

P

!

6T-54

达
#<&&C

K

%

P

!蛋白浓度达
#>!<%A=C

K

%

P

!可

以较高地提高粗糙脉孢菌产纤维素酶的能力&

图
A

!

温度与
M

N

对粗糙脉孢菌滤纸酶活的影响的等温线与响应面分析

69

K

<#

!

G*+/-E4-,;E)*1)*+

M

.)15)/C*1*-.'9,/.*4,E4/)+14C

M

4+-1*+4-,;

M

N),124

7

94.;)/6T-54-E19:91

7

图
B

!

温度与
M

N

对粗糙脉孢菌
IHI

酶活的影响的等温线与响应面分析

69

K

<!

!

G*+/-E4-,;E)*1)*+

M

.)15)/C*1*-.'9,/.*4,E4/)+14C

M

4+-1*+4-,;

M

N),124

7

94.;)/IHI-54-E19:91

7

图
C

!

温度与
M

N

对粗糙脉孢菌蛋白浓度的影响的等温线与响应面分析

69

K

<%

!

G*+/-E4-,;E)*1)*+

M

.)15)/C*1*-.'9,/.*4,E4/)+14C

M

4+-1*+4-,;

M

N),124

M

+)149,E),E4,1+-19),

M

+);*E19),

!!

#"$

!

模型验证试验

表
A

为原始培养条件与优化后培养条件产酶结

果对比!每个条件分别设置
%

个重复!初始产酶条件

为温度
!&O

*转速为
!""+

%

C9,

*

M

N><"

&从表
A

可

以看出!优化后培养条件将
IHI-54

提高
%A<AY

!

6T-54

提高
>"Y

!蛋白浓度提高
##<!!Y

!极大地提

高了
6T

酶活&

A&#
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表
D

!

模型试验结果

U-V.4A

!

F45*.15)/C);4.9,

K

1451 C

K

+

P

`#

培养条件
IHI-54

M

+)149, 6T-54

原始培养条件
"<=#& #A&<=>$ "<=@"

优化培养条件
#<!%" #>!<%A= #<&&"

%

!

结论与讨论

试验采用响应面分析法对粗糙脉孢菌这一模式

菌株进行产纤维素酶发酵条件的优化!使其提高产

纤维素酶的能力&根据响应面法设计的
%

因素
!"

次试验的结果得出!温度为
!"O

*

M

N

为
><!&

*转速

为
!""+

%

C9,

时!可以较高地提高粗糙脉孢菌产纤

维素酶的能力!此时
IHI-54

达
#<!%"C

K

%

P

!

6T-54

达
#<&&"C

K

%

P

!蛋白浓度达
#>!<%A=C

K

%

P

&

在发酵条件试验的
%

个控制因素中!温度*转速

对响应值的影响最为显著!其次是
M

N

!转速对响应

值的影响比
M

N

显著&转速可以影响发酵过程中的

通气量!溶氧水平随着转速的提高而增加!溶氧水平

可以极大促进粗糙脉孢菌发酵产酶&同时!随着转

速升高!产生的作用力极易打断粗糙脉孢菌菌丝体!

不利于发酵产酶(

#>

)

&

本试验所使用的是摇瓶培养法!锥形瓶中条件

控制较为欠佳!所以优化后的粗糙脉孢菌产纤维素

酶能力的提高并不明显&而后期试验中计划将其接

入发酵罐中!发酵罐中更为精密的控制条件及搅拌

过程中更为充分的溶氧率!必能更好地提高粗糙脉

孢菌产纤维素酶的能力&
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