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　　植酸酶（ｐｈｙｔａｓｅ）是催化植酸及植酸盐水解成磷酸（或磷
酸盐）、肌醇的一类酶［１－３］。因其可解决植酸带来的环境及营

养问题，植酸酶已成为饲料、酶制剂及食品添加剂领域的研究

热点［４－６］。植酸酶可代替饲料原料中所添加的大量无机磷

（磷酸氢钙等），不仅可以解决我国磷资源供应不足的问题，

还可以减少生产无机磷的工厂数量［７］。用添加植酸酶的饲

料喂养动物可有效减少其粪便中的磷含量，进而可解决因磷

含量过多导致的土壤板结及水质下降等问题，改善农村农田

环境。工业制备植酸酶时，在高温制粒这一环节中，植酸酶的

热稳定性较差，严重影响植酸酶的工业化生产，因此进行耐热

植酸酶筛选显得十分重要。笔者所在试验室筛选到１株耐热
植酸酶产生菌。本研究以响应面法优化其发酵培养基，提高

其耐热植酸酶的活力，旨在为植酸酶工业化生产奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
菌株ｚｋ１２６６分离自农村堆肥。

１．２　培养基
液体种子培养基：葡萄糖 ５％，牛肉膏 ２％，氯化钠

００５％，蒸馏水定容至１００ｍＬ，ｐＨ值自然。初始产酶发酵培
养基：葡萄糖 ５％，牛肉膏 ２％，氯化钠 ０．０５％，氯化钾
００５％，ＭｇＳＯ４· ７Ｈ２Ｏ ０．０５％，ＣａＣｌ２· ２Ｈ２Ｏ ０．０５％，
ＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ０．０１％，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０１％，蒸馏水定容至
１００ｍＬ，ｐＨ值自然。
１．３　方法
１．３．１　酶活测定方法　装液量１００ｍＬ，接种量 ６％，４５℃
１８０ｒ／ｍｉｎ培养５０ｈ后测酶活，每组做３个平行，结果取平均
值。参照叶冰等的酶活测定方法［８］测定植酸酶活性。

１．３．２　Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验设计　进行 Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ
试验设计，筛选出对酶活影响显著的因子。装液量１００ｍＬ，
接种量６％，４５℃１８０ｒ／ｍｉｎ培养５０ｈ后测酶活，每组做３个
平行，结果取平均值。

１．３．３　最陡爬坡试验　根据 Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验筛选出
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的显著因子效应大小，设计它们的步长，进行最陡爬坡试验，

确定试验因素中心点，找到产酶活性最高的区域。参照

“１３１”节的方法测酶活性。
１．３．４　响应面分析　采用 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ法，根据最陡爬坡
试验确定的试验因素中心点设计响应面因素及水平。采用

Ｍｉｎｉｔａｂ１５软件对数据进行分析，得到二次线性回归方程，分
析各因素的主效应、交互效应，在一定水平范围内求最佳值，

最后通过试验来验证模型的预测值与实际值是否吻合、模型

是否合理。参照“１．３．１”节的方法测酶活性。

２　结果与分析

２．１　Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验设计结果
采用Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ设计，从６个影响因素中筛选出

具有显著影响的因素。每个因素取 ２个水平：即高水平
（＋１）、低水平（－１）。由表１可知，葡萄糖、胰蛋白胨、氯化
钾是影响显著的因素。

表１　Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验设计各因素水平

因子代码 变量
低值

（－１）
高值

（＋１） ｔ值 Ｐ值

Ｘ１ 葡萄糖 ２．０００ ５．００ ７．５１ ０．００２

Ｘ２ 胰蛋白胨 １．０００ ４．００ ７．１４ ０．００２

Ｘ３ 氯化钠 ０．０５０ ０．１０ －１．１７ ０．３０７
Ｘ４ 氯化钾 ０．２００ ０．４５ －５．１７ ０．００７

Ｘ５ ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０．０５０ ０．１０ ０．２０ ０．８５０
Ｘ６ ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０．００５ ０．０１ －０．２１ ０．８４４
Ｘ７ ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ ０．０２０ ０．０５ ２．５５ ０．０６３

　　注：Ｒ２＝９７．２６％。

２．２　最陡爬坡试验
根据Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验筛选出的显著因子的效应大

小设计它们的步长，进行最陡爬坡试验，结果如表２所示。由
表２可知，发酵产酶的酶活最高值在第３次试验附近，故选其
作为中心点（胰蛋白胨、葡萄糖、氯化钾分别为３．０％、４．０％、
０．３％）。

表２　最陡爬坡试验

试验号
胰蛋白胨

（％）
葡萄糖

（％）
氯化钾

（％）
植酸酶活力

（Ｕ／ｍＬ）

１ １．０ ２．０ ０．５ ５７．８７
２ ２．０ ３．０ ０．４ ９６．４３
３ ３．０ ４．０ ０．３ １３６．３５
４ ４．０ ５．０ ０．２ ８９．５６

　　通过 Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验设计，采用 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ
法，以植酸酶酶活为响应值，试验设计及试验结果见表３、表
４，利用Ｍｉｎｉｔａｂ１５．０软件对结果进行二次回归分析。得到回
归方程为：

　　Ｙ＝－１４２１．８９＋６４４．８６Ｘ１ ＋３０２．１１Ｘ２ －７７．５９Ｘ３ －
８３０７Ｘ２１ －２７．１４Ｘ

２
２ －２４６．０２Ｘ

２
３ －３４．９６Ｘ１Ｘ２ ＋４．７６Ｘ１Ｘ３ ＋

５１２９Ｘ２Ｘ３。　
式中：Ｙ代表植酸酶酶活力，Ｘ１代表胰蛋白胨含量，Ｘ２代表葡
萄糖含量，Ｘ３代表氯化钾含量。
　　从表５可知，回归方程Ｐ值为０．００３，为非常显著。模型
失拟项Ｐ值为０．１０５＞０．０５，不显著，证明模型的选择相对合

表３　响应面优化因素与水平设计

水平
胰蛋白胨含量

（％）
葡萄糖含量

（％）
氯化钾含量

（％）

－１　 ２．５ ３ ０．１
０ ３．０ ４ ０．３
１ ３．５ ５ ０．５

表４　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ设计结果

序号 胰蛋白胨 葡萄糖 氯化钾
植酸酶活力

（Ｕ／ｍＬ）

１ ０ ０ ０ １３７．２１
２ ０ －１ －１ １１６．３５
３ １ ０ －１ １１３．０２
４ ０ １ １ １１０．４７
５ －１ １ ０ ９７．２４
６ ０ １ －１ ８６．９２
７ ０ ０ ０ １４１．０６
８ １ ０ １ １０６．３６
９ ０ －１ １ ９８．８７
１０ －１ －１ ０ ７１．４８
１１ １ １ ０ ７８．０１
１２ ０ ０ ０ １４２．１４
１３ －１ ０ １ １０５．０８
１４ １ －１ ０ １２２．１７
１５ －１ ０ －１ １１３．６５

表５　响应面方差分析结果

来源 自由度 顺序平方和 调整平方和 调正均方 Ｆ Ｐ
回归 ９ ６１１７．７０ ６１１７．７０ ６７９．７４ １８．０００．００３
线性 ３ ３０３．４５ ３０３．４５ １０１．１５ ２．６８０．１５８
平方 ３ ４１７０．２８ ４１７０．２８ １３９０．０９ ３６．８１０．００１
交互 ３ １６４３．９８ １６４３．９８ ５４７．９９ １４．５１０．００７
残差 ５ １８８．８４ １８８．８４ ３７．７７
失拟 ３ １７５．４１ １７５．４１ ５８．４７ ８．７１０．１０５
纯误差 ２ １３．４３ １３．４３ ６．７２
合计 １４ ６３０６．５４

　　　Ｒ２＝９７．０１％

适。回归系数Ｒ２＝０．９７０１，大于０．９，证明模型相关度很好。
所以，能采用此模型分析响应值变化。通过 Ｍｉｎｉｔａｂ１５．０软
件绘制响应面曲线图并进行可视化分析，对相关变量间的交

互作用及最优点进行了进一步分析。图１显示了３组以植酸
酶酶活为响应值的变化趋势图，通过其等高线图能够直观反

映出２个变量之间交互作用的显著程度。由图１可知，葡萄
糖与氯化钾这一组交互作用最强。由图１响应面立体图可
知，响应值存在最大值，经软件分析，得到植酸酶酶活预测值

最大时的培养基浓度为：胰蛋白胨３０６％，葡萄糖３．８５％，氯
化钾０．２７％，预测酶活最大值为 １４０．９１Ｕ／ｍＬ。对优化结果
（胰蛋白胨 ３．０６％，葡萄糖 ３８５％，氯化钾 ０．２７％，氯化钠
０．０５％，ＭｇＳＯ４ · ７Ｈ２Ｏ ０１％，ＣａＣｌ２ · ２Ｈ２Ｏ ０．０５％，
ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．００５％）进行３次验证试验，植酸酶酶活平均
值为１４１．２６Ｕ／ｍＬ，与理论预测值基本吻合，表明该模型是合
理的，与发酵产酶培养基未进行优化时菌株产植酸酶酶活

８５．０２Ｕ／ｍＬ相比，有较大提高。
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３　结论

本研究表明，培养基最佳成分为：胰蛋白胨３．０６％，葡萄
糖３．８５％，氯化钾 ０．２７％，氯化钠 ０．０５％，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
０１％，ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ０．０５％，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．００５％，用此培
养基对菌株进行培养，菌株所产耐热植酸酶酶活为

１４１．２６Ｕ／ｍＬ。经过对产酶培养基进行优化后，菌株 ｚｋ１２６６
的发酵产酶活力有了较明显的提高。４５℃下，本试验所用菌
株ｚｋ１２６６能正常生长，若用其进行放大培养及进一步的工业
生产，可以减少生产中污染杂菌的概率。
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