
书书书

藏金萍，韩志校，姜军坡．响应面法优化产纤维素酶菌株深层液体发酵的条件［Ｊ］．江苏农业科学，２０１６，４４（２）：３６８－３７０，３７４．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１６．０２．１０７

响应面法优化产纤维素酶菌株深层液体发酵的条件

藏金萍１，韩志校２，姜军坡１

（１．河北农业大学生命科学学院，河北保定０７１００１；２．河北农业大学国资处，河北保定０７１０００）
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根据Ｂｏｘ－Ｂｅｎｈｎｋｅｎ中心组合试验的设计原理，设计４因素３水平试验，建立以滤纸酶活力为响应值的二次回归方程
模型，并利用响应面法分析得到深层液体发酵的最优条件是：葡萄糖含量为４．４％，豆饼粉含量为０．７％，接种量为
３．０％，装瓶量为６７．６ｍＬ，此时供试菌株相应的滤纸酶活力达到１２．３２Ｕ／ｍＬ，菌株产纤维素酶活力提高了２７．４倍。
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　　纤维素是丰富的可再生资源和碳水化合物，可转化为糖
类，并进一步转化成乙醇、菌体蛋白或气体燃料。农作物秸秆

的主要成份是纤维素，而我国目前农作物秸秆的年产量可达

１０ｔ，其中一半以上被焚烧或废弃［１］。人口增加和耕地面积

锐减之间的矛盾，使人畜争粮问题日益突显。通过纤维素酶

降解、利用纤维素资源已成为目前非常规资源研究的热

点［２］，提高纤维素的转化效率，对解决当今世界面临的环境

污染、饲料资源紧张和能源危机等具有重大的现实意义［３］。

纤维素酶是微生物分解纤维素时合成的一种胞外酶，其

产量直接影响纤维素的利用率。在发酵过程中，通过一定的

外部条件优化，可以提高产酶活力［４］。纤维素酶发酵条件优

化常采用单因素和正交试验设计相结合的方法，但这种方法

不能考察各因素之间的交互作用，无法实现各因素达到最

优［５］。响应面分析法通过合理的试验设计，可使用最少的试

验次数尽可能精确地估计各因素，对各因素水平及其交互作

用进行评价和优化，快速有效地确定多因子的最佳条件［６－８］，

是一个十分有效的优化试验方法。

解淀粉芽孢杆菌Ｔｕ－１１５菌株是一株胞外产纤维素酶，
能有效抑制大肠杆菌，本研究组对其产纤维素酶的发酵条件

已进行一些研究［９－１０］，但菌株固体发酵生产机械化程度较

低，缺乏在线传感仪器，过程控制较为困难，不利于大规模生

产。本试验在前期单因素试验的基础上，采用 Ｂｏｘ－
Ｂｅｎｈｎｋｅｎ组合设计，考察影响Ｔｕ－１１５菌株深层液体发酵产
纤维素酶的关键因素如葡萄糖含量、豆饼粉含量、接种量、装

瓶量，旨在利用响应面法确定该菌株液态发酵产纤维素酶的

最佳工艺参数，为其大规模液态发酵和应用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　试验菌株　Ｔｕ－１１５菌株，由河北农业大学生命科学
院制药工程系提供。

１．１．２　培养基及试剂　Ｍａｎｄｅｌｓ无机盐营养液、ＤＮＳ试剂，
配制方法参考文献［９］；芽孢杆菌种子培养基和基础发酵培
养基：蛋白胨２ｇ、蔗糖２ｇ、Ｍａｎｄｅｌ′ｓ无机盐营养液１００ｍＬ，自
然ｐＨ值。
１．２　试验方法
１．２．１　Ｔｕ－１１５菌株产纤维素酶活性的测定
１．２．１．１　酶活力测定原理　采用３，５－二硝基水杨酸比色
法［１１］（ＤＮＳ法）测定纤维素酶的酶活力。
１．２．１．２　标准曲线的绘制　精确称取无水葡萄糖分析纯
１００ｍｇ，溶于蒸馏水中，定容至１００ｍＬ，即得浓度为１ｍｇ／ｍＬ
的葡萄糖标准母液；取１１支试管，分别加入不同体积的葡萄
糖标准母液，用蒸馏水定容至５０ｍＬ，将母液稀释成不同浓
度；分别吸取１．０ｍＬ，分别加入３ｍＬＤＮＳ，沸水浴１０ｍｉｎ；用
流水冷却至室温，加入６．０ｍＬ蒸馏水，混匀，测定吸光度，以
葡萄糖浓度为ｘ轴，吸光度为ｙ轴绘制标准曲线。
１．２．１．３　Ｔｕ－１１５发酵液纤维素酶比活力测定　取发酵液
１ｍＬ加入 ＥＰ管中，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ；试管中加入
０．５ｍＬ上清液，加入１ｍＬ浓度为１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液，摇匀
以终止反应；加入７５ｍｇ滤纸和１．５ｍＬ浓度为０．０５ｍｏｌ／Ｌ、
ｐＨ值为４．５的乙酸钠溶液，５０℃反应３０ｍｉｎ；加入３ｍＬＤＮＳ
试剂，沸水浴１０ｍｉｎ，冷却，所得溶液作为空白调零。

在另 １支试管中加入 ７５ｍｇ滤纸、１．５ｍＬ浓度为
０．０５ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值为４．５的乙酸钠溶液和 ０．５ｍＬ粗酶液，
５０℃ 反应３０ｍｉｎ，加入１ｍＬ浓度为１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液，摇
匀以终止反应；加入３ｍＬＤＮＳ试剂，沸水浴１０ｍｉｎ，冷却，测
定吸光度。每１ｍｉｎ催化纤维素水解生成１μｍｏｌ葡萄糖的酶
量为一个酶活力单位（Ｕ）。
１．２．２　Ｔｕ－１１５菌株种子液培养　将菌种用５ｍＬ无菌蒸馏
水从１支斜面培养基上冲洗下来，接种于装有种子培养基的
２５０ｍＬ三角瓶中，装瓶量为１００ｍＬ；３７℃ ２００ｒ／ｍｉｎ，摇床培
养１２ｈ，待用。
１．２．３　响应面优化 Ｔｕ－１１５菌株产纤维素酶条件　采用
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Ｂｏｘ－Ｂｅｎｈｎｋｅｎ组合设计，对影响菌株产纤维素酶的４个因
素分别选取不同水平（表１），以进行响应面优化分析。

表１　响应面试验因素与水平设计

编码
葡萄糖含量

（％）
豆饼粉含量

（％）
接种量

（％）
装瓶量

（ｍＬ）

－１　 ２ ０．５ ２ ５０
０ ４ １．５ ４ ７５
１ ６ ２．５ ６ １００

２　结果与分析

２．１　ＤＮＳ法测定葡萄糖浓度的标准曲线
根据ＤＮＳ法测定葡萄糖吸光度值，得回归方程为 ｙ＝

１．３９３８ｘ（ｒ２＝０．９９６６），其线性关系良好。绘制葡萄糖标准
曲线见图１。

２．２　响应面发酵试验与数据回归
采用Ｂｏｘ－Ｂｅｎｈｎｋｅｎ组合设计，对影响菌株 Ｔｕ－１１５产

纤维素酶的４个关键因素进行２９组试验，计算滤纸酶活力及
其平均值（表２）。采用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６软件，对响应面
试验数据进行多元回归拟合，以滤纸酶活力为响应值（Ｙ），葡
萄糖含量、豆饼粉含量、接种量、装瓶量为自变量，建立回归方

程为：Ｙ＝－４７．０９６＋１５．５３７Ａ＋１．５２６Ｂ＋１．５２９Ｃ＋１．１９８Ｄ＋

０．２５８ＡＢ＋０．２９７ＡＣ－５．２０８×１０－３ＡＤ＋０．３６４ＢＣ＋１．３４７×
１０－２ＢＤ＋０．０６８０ＣＤ－１．８２６Ａ２－２．８７７Ｂ２－０．７８７Ｃ２－１．０２５×
１０－２Ｄ２（Ｒ２＝０．７４０２），方程拟合程度良好，试验误差较小。

表２　以滤纸酶为指标的产纤维素酶深层液体发酵条件响应面分析

试验

号

Ａ：葡萄
糖含量

Ｂ：豆饼
粉含量

Ｃ：接
种量

Ｄ：装
瓶量

滤纸酶活力（Ｕ／ｍＬ）
１ ２ ３ 平均值

１ ０ －１ －１ ０ １２．１５１０．２４１２．３９１１．５９
２ ０ －１ ０ －１ ４．５４ ３．１１ ７．１３ ４．９３
３ ０ ０ －１ －１ ８．４７ ９．４２ ９．６１ ９．１７
４ １ ０ １ ０ ７．８９ ６．７０ ９．８５ ８．１５
５ ０ １ －１ ０ ３．６４ ４．５０ ５．３６ ４．５０
６ １ ０ －１ ０ ６．４１ ４．２１ ６．３６ ５．６６
７ －１ ０ １ ０ １．３９ ０．４８ １．６７ １．１８
８ －１ １ ０ ０ ２．５０ ２．０６ ２．４７ ２．３４
９ １ ０ ０ １ ５．２１ ４．４５ ５．８８ ５．１８
１０ １ ０ ０ －１ ４．４０ ６．０７ ６．７０ ５．７２
１１ ０ ０ ０ ０ ４．３７ ３．６１ ４．２０ ４．０７
１２ －１ －１ ０ ０ ６．２２ ６．２７ ３．４９ ５．３３
１３ ０ ０ ０ ０ ４．２０ ４．８５ ３．９５ ４．３３
１４ ０ ０ １ １ １．５４ ２．０３ ２．４６ ２．０１
１５ －１ ０ －１ ０ ０．３２ ０．４５ ０．４０ ０．３９
１６ １ －１ ０ ０ ３．９２ ５．７９ ５．６９ ５．１３
１７ ０ １ １ ０ ２．５２ １．７７ ２．０７ ２．１２
１８ ０ １ ０ －１ ２．０７ ２．４６ １．８３ ２．１２
１９ ０ －１ ０ １ ６．６２ ６．４６ ４．０２ ５．７０
２０ ０ ０ －１ １ ２．６５ １．７５ ３．２０ ２．５４
２１ １ １ ０ ０ ２．９７ ３．２２ ２．４９ ２．８９
２２ ０ ０ ０ ０ ４．０７ ３．６４ ４．３４ ４．０２
２３ ０ １ ０ １ ２．９７ ３．３５ ３．８６ ３．３９
２４ ０ －１ １ ０ ９．０２ ８．０７ ７．４３ ８．１７
２５ ０ ０ １ －１ ３．４４ ３．５１ ４．３７ ３．７７
２６ ０ ０ ０ ０ ４．４３ ３．５１ ３．９２ ３．９５
２７ －１ ０ ０ －１ ２．５５ ３．０３ ２．７７ ２．７８
２８ －１ ０ ０ １ ２．４７ ３．１２ ２．２５ ２．６１
２９ ０ ０ ０ ０ ４．００ ５．０７ ３．７９ ４．２９

２．３　回归方程显著性检验
由表３可见，以滤纸酶为指标的产纤维素酶深层液体发

表３　以滤纸酶为指标的产纤维素酶深层液体发酵条件响应面模型和回归系数显著性检验

方差来源 总偏差平方和 自由度 平均偏差平方和 Ｆ值 Ｐ值 显著性

模型 ２５８．４３ １４ １５．２４３０ ３．４３５８６７ ０．００４３ 
Ａ ２７．３０８０４ １ ２７．３０８０４ ５．６３６７２３ ０．０３２４ 
Ｂ ４６．０３４７７ １ ４６．０３４７７ ９．５０２１５５ ０．００８１ 
Ｃ ５．９２６４５１ １ ５．９２６４５１ １．２２３２９４ ０．２８７４
Ｄ ４．１４１５６８ １ ４．１４１５６８ ０．８５４８７２ ０．３７０８
ＡＢ ０．１３６４２７ １ ０．１３６４２７ ０．０２８１６ ０．８６９１
ＡＣ ０．７１７６４３ １ ０．７１７６４３ ０．１４８１３ ０．７０６１
ＡＤ ０．０３４５９９ １ ０．０３４５９９ ０．００７１４２ ０．９３３８
ＢＣ ０．２７１２５９ １ ０．２７１２５９ ０．０５５９９１ ０．８１６４
ＢＤ ０．０５７８３２ １ ０．０５７８３２ ０．０１１９３７ ０．９１４５
ＣＤ ５．９２４６４７ １ ５．９２４６４７ １．２２２９２２ ０．２８７４
Ａ２ ４４．１３５７８ １ ４４．１３５７８ ９．１１０１８ ０．００９２ 
Ｂ２ １０．１５９４３ １ １０．１５９４３ ２．０９７０３４ ０．１６９６
Ｃ２ ８．２１０５９１ １ ８．２１０５９１ １．６９４７６９ ０．２１４０
Ｄ２ ３３．９３１７１ １ ３３．９３１７１ ７．００３９３２ ０．０１９２ 
误差项 ６７．８２５３３ １４ ４．８４４６６６
失拟项 ６６．００５３９ １０ ６．６００５３９ １４．５０７２１ ０．２２１３
纯误差 １．８１９９３４ ４ ０．４５４９８４
所有项 ２２６．２５６３ ２８

　　注：“”为差异显著（Ｐ＜０．０５）；“”为差异极显著（Ｐ＜０．０１）。
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酵条件响应面模型Ｐ值为０．００４３，小于０．０１，说明不同条件
下差异具有极显著性，试验方法可行；失拟项不显著，这表明

模型选择相对合适；Ａ、Ｂ、Ａ２、Ｄ２对滤纸酶活的影响显著，其
他各因素交互作用均不显著，各试验因素对响应值的影响不

是简单的线性关系；由Ｐ值大小可知，各因素对结果的影响大
小为：豆饼粉含量 ＞葡萄糖含量 ＞接种量 ＞装瓶量。离散系
数（ＣＶ）一般表示试验的精确度，其值越小，试验结果的可靠
性越高，本试验ＣＶ值为０．００４３，在可接受范围内，所得二次
回归方程可以很好地对响应值进行预测。

２．４　响应面分析
利用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ软件对数据进行二次多元回归，拟合得

到二次回归方程的响应曲面及其等高线。由图２至图７可见，
葡萄糖含量与豆饼粉含量相互作用较弱，沿豆饼粉含量方向的

等高线密度大于沿葡萄糖含量方向的等高线密度，豆饼粉含量

对酶活力的影响大于葡萄糖含量（图２）；葡萄糖的含量与接种
量相互作用较强，沿葡萄糖含量方向的等高线密度大于沿接种

量方向的等高线密度，葡萄糖含量对酶活力的影响大于接种量

（图３）；葡萄糖的含量与装瓶量相互作用较强，沿葡萄糖含量
方向的等高线密度大于沿装瓶量方向的等高线密度，葡萄糖含

量对酶活力的影响大于装瓶量（图４）；接种量与豆饼粉的含量
相互作用较强，沿豆饼粉含量方向的等高线密度大于沿接种量

方向等高线的密度，豆饼粉含量对酶活力的影响大于接种量

（图５）；豆饼粉含量与装瓶量相互作用较强，沿豆饼粉方向的
等高线密度大于沿装瓶量方向的等高线密度，豆饼粉含量对酶

活力的影响大于装瓶量（图６）；接种量与装瓶量的相互作用较
强，沿装瓶量方向的等高线密度小于沿接种量方向的等高线密

度，装瓶量对酶活力的影响小于接种量（图７）。

２．５　Ｔｕ－１１５菌株产纤维素酶响应面结果的优化分析和条
件验证

试验结果表明，回归方程对响应面法优化Ｔｕ－１１５菌株
（下转第３７４页）
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草地，园地和耕地因定期施肥和定期翻耕，因此养分相对

较高。

根据对３种土壤酶的分析可知，土壤酶的活性与土层深
度有关，酶活性在０～６０ｃｍ随土层增加而降低，这与植物枯
枝落叶和残根集中在土壤表层有关。而通过对不同土地利用

方式养分和酶活性的相关性分析可知土壤酶活性与有机质、

速效氮、速效磷、速效钾有一定的相关，这与薛?等［３］和梁毅

等［１５］的结论基本相符。

土地的利用方式对土壤养分含量高低和土壤酶活性强弱

会有影响，因此合理的土地管理方式和施肥可以提高农业生

产效益，为防止土地荒漠化、盐碱化等土地问题提供科学依

据。同时，增加覆被植物种类可以间接提高土壤肥力，进而提

高生态系统的稳定性。
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产纤维素酶深层液体发酵条件试验结果拟合良好，可用此回

归方程对该菌株产纤维素酶深层液体发酵条件进行优化分

析。采用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６软件获取滤纸酶活力极大值，
方法为：选取Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ→Ｎｕｍｅｒｉｃａｌ→Ｃｒｉｔｅｒｉａ，选定指标“滤
纸酶活力”；Ｇｏａｌ设定为 ｍａｘｉｍｉｚｅ→Ｓｏｌｕｔｉｏｎ，从 Ｓｏｌｕｔｉｏｎ寻找
最大响应值为１２．２３Ｕ／ｍＬ，此时葡萄糖含量为４．４４％、豆饼
粉含量为０．６７％、接种量为２．９５％、装瓶量为６７．６１ｍＬ。考
虑试验的实际情况，确定最优条件为葡萄糖含量为４．４％、豆
饼粉含量为０．７％、接种量为３．０％、装瓶量为６７．６ｍＬ，此条
件测定得该菌株相应的滤纸酶活力为（１２．３２±０．４１）Ｕ／ｍＬ
（ｎ＝６）。优化前采用基础发酵培养基培养该菌株对应的平
均酶活力为（０．４５±０．０２）Ｕ／ｍＬ（ｎ＝６），优化后菌株产纤维
素酶活力提高了２７．４倍。

３　结论

本试验采用 ＤＮＳ染色法，通过 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验设计
及响应面分析，对以Ｔｕ－１１５菌株产纤维素酶的深层液体发酵
条件进行优化，得到由影响产纤维素酶活力发酵的各因素变量

构成的二次方程，该模型回归显著，对试验结果拟合良好。在

此基础上，确定Ｔｕ－１１５菌株产纤维素酶的深层液体发酵最优
工艺条件，为该菌株的大规模发酵和应用奠定了良好基础。采

用响应面法能很好地预测产纤维素酶的深层液体发酵条件，方

法简单易行，结果可靠，具有一定的实用和推广价值。
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