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摘!要!利用旋转回归法研究里氏木霉 340..!发酵生产纤维素酶的两个重要因素"微晶纤维素

粉#56789)$和麸皮对滤纸酶活的影响!并拟合出回归方程%经回归分析表明!培养基中 56789)&麸

皮的 含 量 及 其 配 比 对 滤 纸 酶 活 有 显 著 影 响%通 过 岭 脊 分 析 寻 优 得 出"56789)最 佳 浓 度 为.:/#
;’<=&麸皮最佳浓度为/:/";’<=!在此优化条件下滤纸酶活可达%:".>’?=%用/$=发酵罐进

行放大试验!滤纸酶活可达.$:1#>’?=!@A@BC9达到##2:"&>’?=%
关键词!纤维素酶#里氏木霉#岭脊分析#培养基优化

中图分类号!D1." 文献标识码!5

450-6-7&0-"%"(01.8.’’#’&9.).$6.%0&0-"%:.*-&;3
01.<#&*$&0-,="0&$38"6;-%&0-"%>.9-2%

E5F4-908B7.%!%!AG5F,7H;/%!I>47B(0J7H".%!%!KEF>E(H;.%!%!L5+M=97.%!

#.*N8O(()(PQ7(R98OH()(;S%N(-RO9THIBH;RU9>H769TC7RS%3-V7!.#$/%%@O7HB"!*W9S=BJ(TBR(TS(PGH<-CRT7B)

Q7(R98OH()(;S%A7H7CRTS(PX<-8BR7(H%N(-RO9THIBH;RU9>H769TC7RS%3-V7!.#$/%%@O7HB"/*N8O(()(P=7P9N870

9H89%IBHRB7+(T?B)>H769TC7RS%IBHRB7!%#$!"%@O7HB$

?;90$&,0!37RORO9Y-B<TBR78T(RBTS<9C7;H%RO9RZ(7?[(TRBHRPB8R(TC056789)BH<ZO9BRJTBH%

ZO78O[)BSBH7?[(TRBHR[BTR7H89))-)BC9[T(<-8R7(HJS!"#$%&’(")*"((+(# 340..! Z9T9
BHB)SC9<BH<CR-<79<:\9;T9CC7(HBHB)SC7CCO(Z9<ROBRRO98(HR9HRCBH<RO9[T([(TR7(H(P56789)
BH<ZO9BRJTBH7HRO9?9<7-?7HP)-9H89<RO9]̂ 5C7;H7P78BHR)S*LOT(-;OT7<;9BHB)SC7C%RO9
([R7?-?56789)BH<ZO9BRJTBH8(HR9HRCZ9T9<9R9T?7H9<BC.:/#_BH</:/"_T9C[98R769)S*
>H<9TRO7C([R7?7U9<8(H<7R7(H%RO9]̂ 5T9B8O9<%:".>&?=*.$:1#>&?=(P]̂ 5BH<##2:"&
>&?=(P@A@BC9Z9T9(JRB7H9<ZO9HRO9[T(89CCZBCC8B)9<-[R(/$=P9T?9HR(T*
@.3A"$*9!89))-)BC9"!"#$%&’(")*"((+(#"T7<;9BHB)SC7C"?9<7-?([R7?7UBR7(H

!!纤维素作为植物光合作用的主要多糖类产物%
是地球上 最 为 丰 富 的 可 再 生 天 然 资 源’通 过 微 生

物产生的纤维素酶#@9))-)BC9$来 降 解(转 化 纤 维 素

是自然界中碳素转化的主要环节’近年来%国内外

纤维素酶的应用研究十分活跃%已筛选到一批高产

菌株’本研究采用二元二次正交旋转回归模型%以

里氏木霉 340..!作纤维素酶发酵菌株%对其发酵

培养基的碳源进行了优化’对霉菌而言%纤维素酶
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是诱导酶!碳源的不同对纤维素酶的合成有显著的

影响!本实验室以前对一系列不同碳源及与麸皮复

合对产酶影响的研究表明!56789)与麸皮复合碳源

产酶最高".#$因 此 在 本 试 验 中!选 用 56789)与 麸

皮作为碳源!分析了两者的不同配比对纤维素酶酶

活的影响$优化以后!发酵液酶活达到国内外先进

水平%国 内"!#":".>&?=’国 外"/#!/>&?=(!为 进

一步扩大发酵奠定了实验基础$

B!材料和方法

BCB!材料与仪器

BCBCB!供试菌种!里氏木霉 340..!!为纤维素酶

高产变异株!该菌种由里氏木霉\-R@0/$诱变选育

获得!由作者所在实验室保存$

BCBCD!培养基!试管斜面培养基)将菌种接种于"
;&<=麸皮汁斜面 培 养 基 上!!1‘培 养/<后 使 用

或#‘保存$
起始摇瓶培养基)!;&<=麸皮!.;&<=56789)!

$:!;&<=WE!̂ F#!$:#;&<=蛋白胨!酵母粉$:$!

;&<=!及 其 它 各 种 微 量 元 素!自 来 水 配 制 成.$$
?=!自然[E值$

优化摇 瓶 培 养 基)/:/";&<=麸 皮!.:/#;&<=
56789)!$:!;&<=WE!̂ F#!$:#;&<=蛋白胨!酵母

粉$:$!;&<=!及其它各种微量元素!自来水配制成

.$$?=!自然[E值$

BCBCE!主要仪器与设备!&!.型分光光度计*电热

恒温 水 浴 锅*LM=0.%@台 式 离 心 机*EIM0转 式 恒

温调速摇瓶柜$

BCD!分析测定方法

BCDCB!酶活单位定义!"$‘下!每 分 钟 水 解 底 物

生成.!?()葡萄糖所对应酶活定义为.个酶活单

位%>($

BCDCD!还原糖测定!采用a+N法"##)a+N试剂与

还原糖发生氧化还原反应!生成/0氨基0"0硝基水杨

酸!其 产 物 在 煮 沸 后 显 色!其 颜 色 深 度 与 还 原 糖 的

含量成线性关系!利用分光光度计测量还原糖$

BCDCE!滤 纸 酶 活!]̂ 5"测 定!取 适 当 稀 释 酶 液

$:"?=加入.?=[E值#:1的柠檬酸b磷酸氢二

钠缓冲液!加入新华."滤纸条%$:"8?c"8?(一

片!在"$‘酶解/$?7H!然后进行还原糖测定!最

后再扣除发酵液中的还原糖含量$

BCDCF!@A@酶 活!@A@BC9"测 定!将@A@溶 解

于[E值#:1的柠檬酸+磷酸 氢 二 钠 缓 冲 液 中!使

其浓度为.$?;&?=!取 该 溶 液.?=!然 后 再 加 入

适当稀释酶液$:"?=!在"$‘酶解!$?7H!然 后

进行还原糖测定$

BCE!统计分析

采用国际上最常用的统计软件N5N1:.对实验

数据进行 回 归 分 析$并 根 据 回 归 方 程 寻 优 预 测 出

最佳点$

D!结果与分析

DCB!实验设计与结果

根据预备试验确定上下水平后 !按二元二次正

交旋转组合设计表确定各试验组的编码与取值!5670
89)的质量百分含量,.!对应于自变量-.!麸皮质量

百分含 量,!!对 应 于 自 变 量-!!编 码 变 换 为)-.d
%,.b.:!(&$:!*-!d%,!b/(&.!具体设计见表.$

表B!试验因素水平表

G&;HB!)&,0"$9&%*’.I.$I&’#..J5.$-6.%0

编码值
质量分数&_

,. ,!

.:#.# .:#1 #:#.

. .:# #

$ .:! /

b. . !

b.:#.# $:2! .:"2

!!通过二元二次正交旋转组合设计!对这两个重

要因素进行 寻 优!以 纤 维 素 酶 的 酶 活 为 响 应 值!对

应于因变量.$运 行N5N软 件 得 到 实 验 设 计 表 及

实验结果如表!所示$
表D!实验设计和结果

G&;HD!=.9#’0&%**.9-2%"(.J5.$-6.%0

实验号 -. -! .

. b. b. #/.!

! b. . "/$&

/ . b. #/#/

# . . %/"/

" b./#.# $ "/$/

% ./#.# $ "/2"

& $ b./#.# #/."

1 $ ./#.# #/"%

2 $ $ %/!!

.$ $ $ %/!2

.. $ $ %//&

.! $ $ %/!#

./ $ $ %//%
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DCD!二次回归拟合及方差分析

以滤纸酶活为响应值!根据正交旋转设计表中

56789)及麸皮的用量 !利用统计分析软件进行多元

回归分析 !得出酶活">#?=$依56789)及麸皮的二

元二次回归方程为%

0d$:."2b$:$./-.b$:$.2-!e$:$.!-.-.b
$:$$&-.-!e$:$/"-!-!
!!从表/中可以看出!用上述回归方程描述各因

子与响应值之间的关系时!其因变量和自变量之间

的线性关系是显著的!决定系数为2!:12_!说明回

归方程的拟合程度较好&
表#中的]检验显示!总回归达到显著&表明

56789)和麸皮!个培养基组分与酶活之间总的来说

存在显著的回归关系&其中一次项!平方项都达显

著水平!交互 项 也 较 高!表 明 改 变 56789)或 麸 皮 用

量对酶活的影响是显著的&

表E!偏回归系数的估计值

G&;HE!K90-6&0.I&’#."(5&$0-&’$.2$.99-"%,".((-,-.%0

参数 自由度 参数估计 标准误 1值 大于#1#的概率

-. . b$*$./$& $*$$#!"& b/*$&$!1 $*$.1$%

-! . b$*$.1"12 $*$$#!"& b#*/%%2# $*$$/!1%

-."-. . $*$..&&%" $*$$#"%" !*"&2&&" $*$/%#1#

-!"-. . b$*$$%&&2 $*$$%$! b.*.!% $*!2&!1.

-!"-! . $*$/".!/" $*$$#"%" &*%2#.1/ $*$$$..&

\((RANX 离回归偏差 $*$.!$#

\0CY-BT9 决定系数 2!*12_

表F!回归方程的方差分析

G&;HF!L&$-&%,.&%&’39-9"($.2$.99-"%.M#&0-"%

方差
来源

自由
度

平方和 均方 2值
大于#2#的

概率

一次项 ! !:1!"121 $:/.!& 1:"/ $:$!##

二次项 ! ":$".".2 $:""2$ .":!" $:$$&#

交互项 . $://$%!" $:$/%% !:$$ $:!.%1

总回归 " 1:!$1$#! $:2$1# 2:2. $:$.!"

DCE!采用岭脊分析寻求?I-,.’与麸皮的最佳配比

对全变量的二次回归模型进行规范分析!考察

所拟合出 的 响 应 曲 面 的 形 状&获 得 的 响 应 面 立 体

图如图.所示&

"B$

!!"J$

图B!酶活与?I-,.’和麸皮的响应面图

)-2HB!=.95"%9.9#$(&,.5’"0"(?I-,.’&%*A1.&0;$&%

"%)N?

!!由 图 分 析 可 知!当 56789)含 量 的 编 码 值 在

"$:!#1!.:.$1$之间!麸皮含量的编码值在"$:$1%!

$:"2"$之 间!即 56789)含 量 在".:!";#<=!.:#!

;#<=$之间!麸皮含量在".:/#;#<=!/:/";#<=$
之间!滤纸酶活可达%:"$以上&当 56789)含量与

麸皮含量均以最大值组合时!滤纸酶活却偏低&可

见!56789)含量与麸皮含量只有在合理配合下才能

获得较高的滤纸酶活&

利用N5N软件进行岭脊分析’"("也可以通过求

偏导解出最佳值$!对这两个显著因素进行寻优!得

22!第#期 郝学财等!正交旋转回归试验优化纤维素酶发酵培养基
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出回归模型 存 在 稳 定 点!.">#?=$的 最 大 估 计 值

为%:%$!两 个 因 素 的 取 值 分 别 为%56789)为.:/#
;#<=&麸皮为/:/";#<=’在以上优化条 件 下 进 行

验证试验!共进行"批次!"$?=摇瓶试验!结果见

表"’证明预测值%:%$与试验平均值%:".是非常

接近的’
表O!验证试验结果

G&;HO!=.9#’0"(I&’-*&0-%2.J5.$-6.%0

批次 酶活#">#?=$

. %:#&

! %:#"

/ %:%!

# %:#/

" %:"%

平均值 %:".

DCF!EPQ罐扩大试验

/$=罐发酵!接种量体积分数"_!!1‘!风量

.f$:!#.66?!转速."$#!$$T#?7H!通过控制风

量和转速!保 持 溶 氧 饱 和 度 在!$_’在 此 条 件 下!
采用优化后 的 56789)与 麸 皮 的 最 佳 配 比!测 定 了

发酵过 程 中 的@A@BC9&]̂ 5和 还 原 糖 的 变 化!结

果见图!’

!!从图!可看出!发酵!<后!纤维素酶 活 力 开

始增加!第/<到 第%<是 产 酶 的 高 峰 期@A@BC9
和 ]̂ 5活性同步迅速增长’发酵至第%<!]̂ 5可

达.$:1#>#?=!@A@BC9达到##2:"&>#?=当培

养至第%<后!菌体生长进入衰亡期!酶活增幅略

变缓!在 整 个 发 酵 过 程 中 还 原 糖 浓 度 始 终 小 于.
?;#?=’由于优化后的麸皮含量高!能有效缓解发

酵过程[E 值 的 下 降"优 化 前[E 值 平 均 下 降 至

/:2!$!使其始终维持在产酶最佳[E值附近’

图D!EPQ罐发酵过程曲线

)-2HD!G1.0-6.,"#$9."(01.(.$6.%0&-"%-%EPQ(.$6.%0"$

E!结!论

56789)和麸 皮 是 发 酵 生 产 纤 维 素 酶 比 较 理 想

的廉价碳源!对 纤 维 素 酶 也 有 着 较 好 的 诱 导 作 用’
纤维素酶的合成过程中伴随着产酸!产酸被认为是

纤维素酶合成过程中必需的!并可能对纤维素酶的

合成具有诱导作用(%)!因而批[E对产酶有着重要

影响!而在高浓度碳源条件下!由于碳 源 代 谢 菌 体

大量产酸!培养液[E急剧下降!从而导致酶的失活

和菌体生长的停滞(&)!而不利于产 酶’而 当 56789)

与麸皮的配比合适时!可以使[E得到有效的控制!
从而有利于产酶’本试验在以前的研究(1b2)的基础

上!进一步优 化 了 56789)与 麸 皮 的 配 比!精 确 地 求

出它们的最佳浓度为%56789)为.:/#;#<=&麸皮为

/:/";#<=’在 此 优 化 条 件 下 进 行 验 证 试 验!共 进

行"批次!"$?=摇瓶试验!试验平均值为%:".>#

?=!比优化前#:.!>#?=提高了"1_’在此基础

上进行/$=发酵罐放大 试 验!发 酵%<!]̂ 5可 达

.$:1#>#?=!@A@BC9达到##2:"&>#?=!为纤维

素酶的进一步工业化生产奠定了一定的基础’
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右!&"1#$向卷烟 中 添 加 不 同 用 量 的 碳 酸 钾 后"测 定

卷烟主流烟气84值"结果见表"$
表K!碳酸钾用量对卷烟主流烟气;H值的影响

4&=AK!41..((.,0"(;"0&77-#:,&$="%&0.,-2&$.00.!7;H

碳酸钾用量%‘ 烟气34值

$ %*$/

.*$ %*/$

!*$ %*"$

/*$ %*%2

!!由 表"可 知"随 着 碳 酸 钾 用 量 的 增 加"卷 烟 主

流烟气34值从%*$/增加到%*%2$这是可能是由

于碳酸钾添加到烟丝中"改变了烟草体系原来的酸

碱平 衡"使 烟 草 中 的 烟 碱 更 容 易 游 离 出 来"在 卷 烟

抽 吸 过 程 中 进 入 卷 烟 烟 气"从 而 使 烟 气 更 偏 向 碱

性$另外"由 于 碳 酸 钾 影 响 了 卷 烟 的 燃 烧 状 况"使

碳酸钾燃吸产 物 发 生 了 变 化"从 而 使 卷 烟 烟 气34
值上升$因此"尽管碳酸钾使卷烟主流烟气中烟碱

的总量减少"但由于主流烟气34值增加"提高了游

离烟碱的转化率"主流烟气中游离烟碱的含量和比

例都增加"主流烟气34 值增加是卷烟劲头增加的

原因$

C!结!论

卷烟添加碳酸钾能够减少卷烟焦油&烟碱的含

量"但是由于碳酸钾使卷烟主流烟气34值增加"使
卷烟主流烟气中游离烟碱转化率提高"游离烟碱的

含量和在总烟碱含量中的比例都增加"导致卷烟劲

头并不随着烟碱含量的减少而降低"卷烟劲头反而

增加$

d!T̂ /提 高 卷 烟 烟 气 游 离 烟 碱 的 转 化 率 有 着

非常重大 的 实 际 使 用 意 义$目 前 市 场 上 流 行 的 超

低焦油’安全(卷烟"它的降焦减害技术主要就是采

用通风稀释烟气技术$如前所述"通风稀释烟气技

术是对卷烟烟气的整体的稀释"包括烟气烟碱$烟

气中烟碱含 量 太 低"对 于 烟 龄 较 长 的 吸 烟 者 而 言"
提供不了足够的满足感"反而增加了他们吸烟的次

数"以 弥 补 对 烟 碱 的 需 求"从 而 造 成 人 体 吸 入 更 多

烟气中的 有 害 物 质$如 果 在 这 些 超 低 焦 油 卷 烟 中

添 加 一 定 含 量 的 钾 盐"提 高 烟 气 游 离 烟 碱 的 转 化

率"提 供 卷 烟 足 够 的 生 理 强 度"一 方 面 能 够 使 这 些

超低焦油卷烟满足吸烟者的需要"另一方面也有利

于卷烟的降焦减害工作$
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