
书书书

! 第 "# 卷第 $ 期

"%%& 年 $ 月
! ! ! ! ! ! !

食 品 与 生 物 技 术 学 报

!"#$%&’ "( )""* +,-.%,. &%* /-"0.,1%"’"23
! ! ! ! ! ! ’()* "#! +(* $

,-.* ! "%%&

! 文章编号：$#&/0$#12（"%%&）%$0%%&$0%#

! ! 收稿日期："%%#0%30$1*
! ! 基金项目：国家自然科学基金项目（"%//#%$%）和国家“2&/”计划项目（"%%/45&$#%%1）*

作者简介：白东栋（$21"0），男，江苏大丰人，生物化工硕士研究生* 67-8)：9::%%&/3$&1"$; <-=((* >(7* >.
! ! 通讯作者：杨立荣（$2#"0），男，江苏扬州人，教授，博导* 主要从事生物催化与转化、多肽合成与应用化学研究* 67-8)：

)?<-.@; ABC* D:C* >.

响应面法优化烯丙醇酮乙酸酯水解酶的产酶条件

白东栋$，! 吴坚平$，! 徐 刚$，! 杨立荣$，"

（$* 浙江大学 化学工程与生物工程学系，浙江 杭州 /$%%"&；"* 江南大学 工业生物技术教育部重

点实验室，江苏 无锡 "$E%/#）

摘! 要：采用响应面方法对一株能够选择性水解（F）0烯丙醇酮乙酸酯的菌株的发酵产酶培养基

进行了优化。首先考察了不同碳、氮源的影响，在此基础上通过 G)->HDII05C?7-. 设计法对发酵培

养基主要因子进行筛选，确定主要影响因子为橄榄油的质量浓度，黄豆饼的质量浓度和 J"KGLE 的

质量浓度。用最陡爬坡实验逼近以上三因素最优水平，并用中心组合设计以及响应面分析确定主

要影响因子的最佳浓度。在优化培养条件下，发酵液中酶产量从 2E M N O 提高到了 /31 M N O，增加

了 "1$P。
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! ! 拟除虫菊酯是一类重要的合成杀虫剂。迄今

已商品化的拟除虫菊酯有 "# 多种，在全球杀虫剂

的销售额中占 $#%。拟除虫菊酯具有广谱、高效、

低毒等特性。丙烯菊酯是拟除虫菊酯杀虫剂家族

中的主要成员，其有 & 种异构体，其中以（’）(烯丙

醇酮的反式右旋（)*，+*）菊酸酯的活性最高［)］。

其关键手性中间体（’）(烯丙醇酮的制备主要有化

学拆分法，不对称合成法和酶拆分法等。酶拆分法

具有路线简单，成本低廉，副产物少以及易于产业

化等优点。水解酶类如酯酶和脂肪酶等，已被广泛

用于光学异构体的拆分上［$］，也可用于催化烯丙醇

酮乙酸酯的不对称水解制备（’）(烯丙醇酮。

作者所在实验室从生产烯丙醇酮乙酸酯工厂

周围的土样中筛选出一株具有立体选择性水解活

力的菌株，它能够高选择性地催化（*）(烯丙醇酮乙

酸酯的水解反应，当转化率达到 ",%时，--.（’ 构型

底物的对映体过量百分率）为 /&%，从而得到（’）(
烯丙醇酮乙酸酯，通过化学法水解后就可以得到高

光学纯度的（’）(烯丙醇酮。

01234-55(67892: 设计法和响应面分析法是 $#
世纪中后 叶 发 展 起 来 的 优 化 试 验 条 件 统 计 学 方

法［+］，在微生物培养条件优化中已有广泛应用［;(<］。

为了提高该菌株的产酶量，作者应用该方法对其发

酵培养基主要因子进行了筛选和优化。

!" 材料与方法

!# !" 试剂

橄榄油（ 化学纯），吐温(&#（ 化学纯），正十六

烷（色谱纯），均购于中国医药（集团）上海化学试剂

公司；烯丙醇酮乙酸酯（ 纯度 = /&%）；其它试剂均

为化学纯。

!# $" 培养基组成

种子培养基（> ? @）：蛋白胨 "A #，甘油 +A #，酵母

膏 $A #，蔗糖 +A #，（BC;）$’D;$A # ，E$C0D;$A #，B2F1
)A #，G>’D; #A $；HC ,A #［,］。

发酵培养基（> ? @）：橄榄油 )#A #，黄豆饼 )#A #，

（BC;）$’D; $A #，E$C0D;$A #，B2F1 )A #，G>’D; #A $；

HC ,A #。

!% &" 培养条件

种子培养：在装液量为 &%的 $"# 9@ 的三角瓶

中进行，+# I，$$# 8 ? 9J: 摇床中培养 )& K。

摇瓶培养：接种量为 )#%，)## 9@ 的摇瓶装液

量为 $# 9@，培养 $; K，其余条件同种子培养。

!% ’" 酶活的测定

取 )# 9@ 发酵液加入烯丙醇酮乙酸酯至 ;"
99L1 ? @，在 +# I，$$# 8 ? 9J: 下反应 +# 9J:，反应结

束后加入 $ 倍体积的乙酸乙酯萃取，; ### 8 ? 9J:离

心 )# 9J:，取有机层气相分析。气相色谱仪 MN@O(
/,/#，柱温 )$# I，进样器和检测器温度均为 $+#
I，MOP，载气（B$）流量为 +# 9@ ? 9J:，氢气流量为

+# 9@ ? 9J:，空气流量为 +## 9@ ? 9J:，十六烷为内

标［&］。酶活单位（N）定义为 +# I时，每分钟催化生

成 ) !9L1 烯丙醇酮所需要的酶量。

!% (" 实验设计

!% (% !" 01234-55(67892:（06）设计筛选影响产酶的

重要因素" 06 设计法是一种两水平的试验设计方

法，它试图用最少试验次数使因素的主效果得到尽

可能精确的估计，适用于从众多的考察因素中快速

有效地筛选出最为重要的几个因素，供进一步研究

用。与部分因子实验相比较，06 法在筛选实验重要

因子方面最为有效和准确［/］。

选用 ! Q )$ 的 06 设计，并预留 + 个虚拟变量

作为误差分析。每个因素取两个水平，低水平为原

始培养条件，高水平约取低水平的 )A " 倍，实验设计

见表 )，各因素水平见表 $。使用 ’R’&A #) 对实验

数据进行回归分析。

表 !" ! )!$ 的 *+,-./0012345,6 实验设计与结果

7,8% !" 9:;/4<5/60,+ =/><?6 ,6= 4/>3+0> @A 0B/ *+,-./0012345,6 ,> ! )!$

实验号
")

黄豆饼

"$

G>’D;

"+

虚拟

";

E$C0D;

""

（BC;）$ ’D;

"<

虚拟

",

橄榄油

"&

B2F1
"/

虚拟

")#

HC 值

#) ?（N ? @）

酶产量

) ) S ) ) S ) S ) S ) ) ) ) S ) +$#

$ ) ) S ) ) S ) S ) S ) ) ) ) +$&

+ S ) ) ) S ) ) S ) S ) S ) ) ) +)#

; ) S ) ) ) S ) ) S ) S ) S ) ) +#<

" ) ) S ) ) ) S ) ) S ) S ) S ) $&&

< ) ) ) S ) ) ) S ) ) S ) S ) +)#

, S ) ) ) ) S ) ) ) S ) ) S ) $,/
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续表 !

实验号
!!

黄豆饼

!"

#$%&’

!(

虚拟

!’

)"*+&’

!,

（-*’）" %&’

!.

虚拟

!/

橄榄油

!0

-123
!4

虚拟

!!5

6* 值

"! 7（8 7 9）

酶产量

0 : ! : ! ! ! ! : ! ! ! : ! ! "05

4 : ! : ! : ! ! ! ! : ! ! ! : ! "4.

!5 ! : ! : ! : ! ! ! ! : ! ! ! (!/

!! : ! ! : ! : ! : ! ! ! ! : ! ! "0.

!" : ! : ! : ! : ! : ! : ! : ! : ! : ! : ! "44

表 !" 各因素水平及重要性评价

#$%& !" ’()(*+ $,- (..(/0+ 1. )$23$%*(+

代码 因素
低水平（$ 7 9）

（ ;!）
高水平（$ 7 9）

（!）
# 值 $< = ︱#︱ 显著性

!! 黄豆饼质量浓度 !5 !, !/ 5> 5(/’5, !!

!" #$%&’ 质量浓度 5> " 5> ( : "> ’"0,/ 5> "’0..0

!( 虚拟 : ! ! : :

!’ )"*+&’ 质量浓度 " ( : 4> "0,/! 5> 5.0"4. !!

!, （-*’）" %&’ 质量浓度 " ( : "> ’"0,/ 5> "’0..0

!. 虚拟 : ! ! : :

!/ 橄榄油质量浓度 !5 !, : !!> "0,/5 5> 5,."." !!

!0 -123 质量浓度 ! !> , ( 5> "5’0((

!4 虚拟 : ! ! : :

!!5 6* / 0 , 5> !",...

4& 5& !" 最陡爬坡实验" 由于响应面拟合方程只在

考察的紧接领域才充分近似真实情形，在其他区

域，拟合方程与被近似的函数方程毫无相似之处，

拟合几乎是没有意义的。所以，必须首先逼近最大

产酶区域。最陡爬坡实验以实验值变化的梯度方

向为爬坡方向，根据各因素效应值的大小确定变化

步长，能 快 速、经 济 地 逼 近 最 佳 值 区 域［.］。根 据

+31?@ABB;CD<E1F 法筛选影响产酶的重要因素的结

论，按文献［!5］做最陡爬坡实验。

4& 5& 6" 中心组合实验 " 逼近最佳产酶区域后，按

文献［!!］进行中心组合实验，收集数据得到各影响

因素（即自变量）的二次多项式来估计反映变量的

变化规律的反应曲面模型。设有 % 个因素，记为

!!，!"，⋯，!%，反应变量为 "，则

" & !5 ’"
%

( & !
!(!( ’"

%

( & !
!((!

"
( ’"

( ) *
!(*!(!*

式中 " 为预测响应值，即酶产量（8 7 9）；!5，!(，!((，!(*

分别是截距和回归系数；!(，!* 为编码转换后的自变

量。

用统计软件 %G%0H 5! 对实验数据进行回归分

析，并计算出因素的最佳点。

!" 实验结果

!& 4" 酶种类的确定

脂肪酶和酯酶都能水解酯键。脂肪酶对于聚

集态并且不溶的底物具有高活性，而酯酶对于水溶

性的底物具有高活性。另外，脂肪酶优先水解长链

的酯类，酯酶优先水解短链的酯类。在测定酶活的

时候，不加吐温;05（ 助溶剂），底物呈聚集态且不

溶，此时发酵液几乎无水解活力。而加入吐温;05
后，发酵液对底物具有高的水解活力。作者采用经

典的脂肪酶水解活力检测方法———橄榄油乳化液

法［!"］来判定此酶是否为脂肪酶，发现酶几乎无水解

活力，远低于普通脂肪酶的水解活力。另外，由底

物结构可知，烯丙醇酮乙酸酯为短链的酯类。所

以，此菌所产酶为酯酶。

!& !" 单因素优化碳、氮源

首先以种子培养基作为出发培养基对碳、氮源

进行优化，优化结果见表 (，表 ’。可以看出，在碳源

优化中得到最佳碳源为 !5 $ 7 9 的橄榄油，此时酶产

量最高。在氮源优化中，得到最佳氮源为 !5 $ 7 9 的

黄豆饼，此时酶产量为最高。确定了橄榄油为最佳

(/I 第 ! 期
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碳源，黄豆饼为最佳氮源，质量浓度均为 !" # $ %，发

酵液的酶活从最初的 &’ ( $ % 提高到了 )"’ ( $ %，提

高幅度高达 **)+。

表 !" 碳源影响

#$%& !" ’()*+,(-,. /) -$0%/( 0,./+0-,

碳源 $
（# $ %）

酶产量 $
（( $ %）

细胞干重 $
（# $ %）

碳源 $
（# $ %）

酶产量 $
（( $ %）

细胞干重 $
（# $ %）

对照 && *, -’ . 硬脂酸（!"） !/) *, )"

! 淀粉（!"） !0" !, &* " 油酸（!"） " ), !-

# 蔗糖（!"） 1- ), 0* $ 棕榈酸（!"） !&! !, &’

% 葡萄糖（!"） !!1 *, /0 & 月桂酸（!"） " ), 00

’ 甘油（!"） 0* *, /& ( 辛酸（!"） " ", -!

) 吐温*-"（!"） *00 *, ’1 #（0）2 )（0） **- *, ’)

+ 橄榄油（!"） *-- *, )" #（0）2 +（0） *0! *, /!

, 三油酸甘油酯（!"） ’) ), /’ )（0）2 +（0） *1) *, /!
3 注：以上述质量浓度的碳源作为唯一碳源。

表 1" 氮源影响

#$%& 1" ’()*+,(-,. /) (230/4,( 0,./+0-,

碳源 $
（# $ %）

酶产量 $
（( $ %）

细胞干重 $
（# $ %）

碳源 $
（# $ %）

酶产量 $
（( $ %）

细胞干重 $
（# $ %）

对照 &’ *4 1/ -（56’）* 78’（!"） )) "4 /"

. 牛肉膏（!"） !"* *4 /" /（0）2 0（0） *-0 ’4 !/

/ 蛋白胨（!"） !11 ’4 *" /（0）2 1（)）2 -（*） !"- ’4 &)

1 酵母膏（!"） *!" )4 "" .（)）2 /（0）2 -（*） -! )4 !/

2 尿素（!"） *& "4 1" /（0） !/1 *4 ’!

0 黄豆饼（!"） )"’ )4 0" /（0）2 3（0） !0& *4 ’)

3 958)（!"） !1 "4 /" /（0）2 2（0） *"/ *4 !*
3 注：以橄榄油为碳源，上述质量浓度的氮源作为唯一氮源。

5& !" 67 实验筛选重要因素

实验结果见表 0。由实验数据拟合得到的模型

方程为

4! 5 )"!, 0-) ) 6 &, &!/ //17! 8 !, ’!/ //17* 8
", 107) 8 0, ’!/ //17’ 8 !, ’!/ //170 8
*, 0-) )))7/ 8 /, 0-) )))71 6 !, 107- 6
/, 107& 6 *, &!/ //17!"

因此 1 个因素（黄豆饼质量浓度，:#78’ 质量浓

度，9*6;8’ 质量浓度，（56’）* 78’ 质量浓度，橄榄油

质量浓 度，5<=> 质 量 浓 度，?6 值）的 效 应 分 别 是

&, &!/ //1，@!, ’!/ //1，@0, ’!/ //1，@!, ’!/ //1，

@ /, 0-) )))，!, 10，*, &!/ //1。通过 7A7 软件分析

可知，9*
!’$为 &-+，说明响应面 &-+的变化可以由此

模型解释。3 检验（: B ", "&* 0)&）说明回归在统

计学上是显著的。; 检验表明对产酶影响最大的 )
个因素是橄榄油质量浓度、黄豆饼质量浓度和 9*

6;8’质量浓度。

5& 1" 最陡爬坡实验

爬坡由 ;><CDEFFGHIJK<L 实验的中心点开始，沿

着黄豆饼质量浓度增加，橄榄油和 9*6;8’ 质量浓

度减小的方向移动（由 ;H 实验拟合得到的方程知，

黄豆饼质量浓度为正效应，橄榄油和 9*6;8’ 质量

浓度为负效应）。7! 每次增加 *, ’-，7’ 每次减少

", *1，71 每次减少 !, /0 为基本步长，步长的计算方

法见文献［!"］。爬坡实验的设计以及结果见表 0。

可以看出，当黄豆饼的质量浓度为 !1, ’/ # $ %，9*

6;8’的质量浓度为 !, &/ # $ %，橄榄油的质量浓度为

&, * # $ % 的时候，得到最大酶活为 )’) ( $ %。这表明

这个点在最大产酶响应面附近。

5& 8" 中心组合实验和响应面分析

根据最陡爬坡实验，中心组合实验在最优点的

附近进行，以爬坡实验的条件 ) 为中心点进行中心

组合实验，选择三元二次正交的组合设计，含有 -
个析因点，/ 个星号点，在中心点重复 / 次实验。以

黄豆饼的质量浓度（7!）、9*6;8’ 的质量浓度（7’）、

橄榄油的质量浓度（71 ）为自变量。各自变量水平

见表 /，实验设计以及结果见表 1。
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表 !" 最陡爬坡实验设计以及结果

#$%& !" ’()*+,-*./$0 1*2,3. 45 2/**)*2/ $26*./ $.1 64++*2)4.1,.3 +*2)4.2*

!! "（# " $） !% "（# " $） !& "（# " $） " "（’ " $）

（!）基点（() 实验的中心点） !*+ , *+ , !*+ ,
（*）原始步调单位（() 实验质量浓度变化幅度） *+ , -+ , *+ ,
（.）斜坡（() 回归方程的系数） /+ /!0 00& 1 ,+ %!0 00& 1 0+ ,2. ...
（%）对应的质量浓度（*）!（.） *%+ &/! 002 1 *+ &-2 ..% 1 !0+ %,2 ...
（,）新的步调单位（%）!-+ ! *+ %2 1 -+ *& 1 !+ 0,

实验 ! !*+ ,- *+ ,- !*+ ,- .-*
实验 * !%+ /2 *+ *. !-+ 2, .!&
实验 . !&+ %0 !+ /0 /+ *- .%.
实验 % !/+ /% !+ 0/ &+ ,, */2
实验 , **+ %* !+ %* ,+ /- !&,

表 7" 中心组合实验中变量以及水平

#$%& 7" 8*9*02 45 /:* 9$+,$%0*2 /*2/*1 ,. 6*./+$0 64-)42,/* 1*2,3.

因 素
水 平

1 !+ 02* 1 ! - ! !+ 02* !#3

!! "（# " $） !.4 */, !, !&4 , *- *!4 &-- *4 ,
!% "（# " $） -4 0,/ ! !4 , * *4 .%! -4 ,
!& "（# " $） 04 /&& 2 /4 , !! !*4 -*. !4 ,

表 ;" 中心组合实验设计以及结果

#$%& ;" ’()*+,-*./$0 1*2,3. $.1 +*2<0/2 45 6*./+$0 64-)42=
,/* 1*2,3.

序号 !! !% !& " "（’ " $）

! 1 ! 1 ! 1 ! *..
* 1 ! 1 ! ! *%,
. 1 ! ! 1 ! *&-
% 1 ! ! ! *2.
, ! 1 ! 1 ! */!
0 ! 1 ! ! *&%
& ! ! 1 ! *00
2 ! ! ! .-*
/ 1 !4 02* - - !2-
!- !4 02* - - *,%
!! - 1 !4 02* - *2,
!* - !4 02* - .%.
!. - - 1 !4 02* *!0
!% - - !4 02* .!2
!, - - - .%&
!0 - - - .,*
!& - - - ../
!2 - - - .%,
!/ - - - .,!
*- - - - .,.

5 5 由实验数据拟合得到二次多项式方程为：

" 6 .%&+ ,*& &- 7 !0+ ,2! 0&!! 7 !*+ 2,. /*!% 7
!,+ &2* &/!& 1 %%+ *,/ %&!!!! 1 /!!!% 1
-+ &,!!!& 1 /+ /0% &.!%!% 7 0+ &,!%!& 1
*0+ ,2! &0!& !&

5 5 由此方程绘出响应面图（见图 ! 8 .），可以直观

地看出最大酶产量约为 .,- ’ " $ 左右。

图 >" !? 和 !; 对水解酶产量的中心组合响应曲面

@,3A >" B*2)4.2* 2<+5$6* )04/2 45 !? $.1 !; 4. :C1+4=

0$2* )+41<6/,4.

图 D" !> 和 !? 对水解酶产量的中心组合响应曲面

@,3A D" B*2)4.2* 2<+5$6* )04/2 45 !> $.1 !? 4. :C1+4=

0$2* )+41<6/,4.
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图 !" !# 和 !$ 对水解酶产量的中心组合响应曲面

%&’( !" )*+,-.+* +/0123* ,4-5+ -1 !# 2.6 !$ -. 7860-9

42+* ,0-6/35&-.

! ! 通过 "#" 软件分析可知，!$为 %&’ &()，说明响

应面 %&’ &()的变化可以由此模型解释。" 检验（#
* +’ +++ ,）说明回归在统计学上是显著的。因此可

以用此方程代替真实实验点进行分析和预测。由

"#" 软件计算得，最大响应值对应的 & 个因素黄

豆饼质量浓度（$,），-$./01质量浓度（$1），橄榄油

质量浓度（$2 ）分别为 ,2’ 3 4 5 6，,’ 23 4 5 6，,+’ $ 4 5
6。此时得到的最大产酶量为 &(7 8 5 6。为了检验

模型预测的准确性，在最佳反应条件处进行实验，

得出实际产酶量为 &(3 8 5 6，可见该模型可以较好

地预测实际产酶情况。

!" 结" 论

使用 /9:;<=>>?@ABC:D 实验和响应面法相结合

的实验方法对烯丙醇酮乙酸酯水解酶产生菌的产

酶条件进行了优化，获得了产酶的优化培养基组

成：黄豆饼 ,2’ 3 4 5 6，橄榄油 ,+’ $ 4 5 6，（E.1）$"01

$ 4 5 6，-$./01 ,’ 23 4 5 6，E:F9 , 4 5 6，G4"01 +’ $ 4 5
6；H. 2’ +。在此条件下，发酵液的酶产量由最初的

%1 8 5 6 提高到优化后的 &(3 8 5 6，提高幅度达到了

$3,)。
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