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摘 要：为了优化毛云芝菌固体发酵培养条件，采用中心组合试验设计方法，研究初始加水量、接

种量、培养温度及其交互作用对漆酶活力的影响。应用SAS软件和响应面分析相结合的方法，模

拟得到回归方程的预测模型和可信度，并通过岭脊分析得到最佳的发酵条件为：装量为10 g干料

的250 mL三角瓶中加蒸馏水38 mL，种子液4．3 mL，培养温度26．6℃。该条件下酶活达到

1．4778×104 U，约是优化培养条件前酶活的11．75倍。
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Abstract：In this manuscript， the environmental conditions for laccase production by Coriolus

hirsutus so“d substrate fermentation were carefully inVestigated through the central composite

design． Those environmental conditions including，the original humidity，inoculating amount and

culture temperature．The predictive model and reliabi“ty were developed by SAS software and

response surface analysis． The optimal fermentation condition were achieved and listed as

follows：38 mL distilled water，4．3 mL seed liquid of 250 mL flask with 10 g fresh substrate at

the temperature of 26．6℃ through ridge anaIysis． With the optimum conditions， the laccase

activity was achieved at 1．4778×104 U，was l 1．75 times of that of the original condition．
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由于能源危机和环境问题日益严重，固体发酵

技术越来越受到国内外的重视。固体发酵成本低，

能耗低，产物浓度高，微生物附着于发酵基质表面

或菌丝体穿透固体颗粒，进而刺激微生物产多种不

同特性的酶及其它代谢产物。固体发酵气体传递

速率比液体发酵高得多，从而使发酵目标产物的获

得较传统的深层液体发酵具有更大的优势口]。固

体发酵模拟真菌天然的生长条件，适合丝状真菌产

酶口1]。但固体发酵菌体生长、营养物的吸收和代

谢产物的分泌在各处都是不均匀的，使得发酵参数

的检测和控制比较困难。

漆酶是含铜多酚氧化酶，广泛应用于纺织染料

脱色、纸浆漂白、废水处理、生物修复等[4{]。它存

在于担子菌、半知菌和子囊菌中，但最主要的生产

者是担子菌中的白腐菌¨]。其中毛云芝菌是一种

具有较高产酶能力的白腐真菌，它能分泌多种胞外

木质素酶。目前国外已有研究毛云芝菌漆酶和锰

过氧化物酶纯化及酶学性质[7-83的报道。

Madhavi S等口1通过正交试验优化了毛云芝菌液体

发酵培养基，酶活达到305 U／mL是基础培养基酶

活的两倍，添加诱导剂2，5一二甲苯胺后酶活达到

820 U／mL。关于固体发酵培养毛云芝菌产漆酶的

国内外研究较少，选择合适的培养基质，研究其适

合的培养基和培养条件是提高漆酶产量的关键。

国外固体发酵产漆酶的研究较国内多样化且技术

完善，国外有采用椰子果肉[1⋯、栗子壳n1|、酿造加

工副产物H2|、香蕉收获时的残留废物[1朝等作为固

体发酵基质，这样既有利于解决环境问题，又可以

使农产品加工废物得到充分利用。

桑叶和麸皮作为发酵原料，来源广泛，成本低，

且较适合毛云芝菌固体发酵产漆酶，所测得的漆酶

活力高，为了进一步提高酶活，增加产量，对固体发

酵的培养条件进行了研究。作者选择初始含水量、

接种量、培养温度为自变量，漆酶活力为响应值，运

用中心组合设计方法，借助SAS软件进行了响应面

分析，得到毛云芝菌固体发酵最佳的培养条件。

l 材料与方法

1．1 菌株

毛云芝菌(Co—oz“5^ir5“￡“5)，澳大利亚联邦科

学工业研究组织食品科学研究所赠送，作者所在实

验室保藏。

1．2培养基

1．2．1 斜面培养基(组分g／dL) 马铃薯20，葡萄

糖2，琼脂2。

1．2．2 液体种子培养基(组分g／dL) 马铃薯20，

葡萄糖2，酵母膏o．5，MgS()。·7H。0 o．15，

KH2P04 O．3，VBl O．001，121℃灭菌30 min。

1．2．3 固体发酵培养基(组分g／dL) 桑叶

48．15，麸皮48．15，葡萄糖为1．05，草酸铵1．4，

KH 2 P04 O．75，MgS()d·7H2 O O．5，CuS04 O．03，

充分混匀后，121℃灭菌35 min。

1．3培养方法

1．3．1 茵种活化 将保存的菌种接种于斜面培养

基上，28℃恒温培养7～8 d，置于4℃冰箱中保存

备用。

1．3．2 液体种子培养 用灭菌竹签将每支PDA

斜面上的菌丝刮到含有玻璃珠的无菌水中，将其打

散，适当稀释，然后用无菌移液管吸取7 mL悬浮

液，接入装有100 mL种子培养基的250 mL三角瓶

中，28℃、150 r／min振荡培养4 d。

固体发酵培养：以250 mL三角瓶为容器(每瓶

装鲜料10 g)，静置培养10 d，按照中心组合试验设

计，分别试验了初始加水量(23、30、40、50、57 mL

蒸馏水)，接种量(3．3、4、5、6、6．7 mL培养好的液

体种子)，培养温度(22、25、30、35、38℃)各因素及

其交互作用对漆酶活性的影响，每个处理设3个重

复。对各种样品整瓶取样，按干物料(g)：水(mL)=

1：5加入蒸馏水，20～22℃浸提过夜，挤出发酵

液，以手握无水滴滴出为宜，然后以3 ooO r／rnjn的转

速离心10 min，上清液即为粗酶液，测定酶活。发酵

后的湿曲放入70℃烘箱烘干至恒重，称取质量。

1．4漆酶活力测定

3 mL反应总体积中，含O．1 mL适当稀释的粗

酶液，2．7 mL、o．1 mol／L醋酸一醋酸钠缓冲液(pH

4．5)，加入0．2 mL、0．5 mmol／L ABTS，室温条件

下采用UV一1700紫外可见分光光度计测定420 nm

下反应前3 min内的吸光值变化。酶的活力单位

(U)定义为：每克浸提后培养料每分钟催化底物

(ABTS)引起吸光值增加O．1的值n“。

2试验设计及数据处理

2．1试验设计

作者以发酵初始加水量X。、接种量X。、发酵温

度X。为试验因素，进行二次回归中心组合试验设

计，各因素及水平的试验设计见表1。

2．2试验数据处理

2．2．1 数学模型 以漆酶活力为指标(因变量)，

考察三因素对因变量的影响，采用软件SAS V8对

数据进行二次回归拟合，预测模型的方程式，即
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y=60+61 Xl+62 X2+63 X3+6ll Xl 2+

622 X2 2+633 X3 2+612 X1 X2+

61 3 X1 X3+623 X2 X3

表l试验因素与水平

Tab．1 FactOrs and Ievels

2．2．2数据分析 利用方差分析，根据复相关系

数的平方确定模型的拟合度，可以看出方程的一次

项、二次项及交互相的显著性，进而分析各因素的

主效应和交互效应。

2．2．3 寻求最优值 为了确定各因素的最佳取

值，通常有两种方法。其一，根据Box的Complex

Algorithm法拟合方程存在极值的必要条件即y分

别对X。、X：、X。的偏导为零，对拟合出的二次方程

求导，得出方程组，然后解方程组即可。其二，可以

利用SAS软件进行岭脊分析，使用ridge max(求最

小值是用ridge min)命令就可以轻松解出。笔者采

用岭脊分析的方法求得毛云芝菌固体发酵的最佳

条件。

3结果与分析

3．1发酵条件拟合模型的建立

选取发酵初始含水量、接种量、发酵温度为试

验因素，按照中心组合试验设计确定毛云芝菌固体

发酵的试验方案，具体试验方案和漆酶活力y的测

定结果见表2。根据表2的试验结果，借助SAS V8

进行模拟，得到回归方程的预测模型如下：

y=136．4481—13．317 24X1—6．620 54lX2—

28．149 96X3—31．306 08X】XJ—

O．767 5XlX2+1．23X1X3—6．871 96X2X2+

4．32X2X3—23．70465X。X。

式中，y为漆酶活力；X。、X。、X。为初始含水量、接

种量和温度编码值。

3．2回归方程的拟合度检验

中心组合设计预测模型的方差分析结果见表

3。结果表明，初始加水量X。、接种量X：和温度X。

均对毛云芝菌固体发酵产漆酶的影响显著，上述回

归方程描述各因子与响应值之间的变化关系，其因

变量和所有自变量之间的关系是显著的，相关系数

R2为98．87％，说明模型可以解释98．87％实验所

得漆酶酶活的变化，方程的F值为97．43，显著性系

数O．000 l，表明方程的拟合较好。回归方程各项

的方差分析结果表明，模型的一次项和二次项对响

应值的影响是高度显著的，说明分析结果可靠；交

换项的影响不显著，说明各因素之间的交互作用不

明显。综上所述，可以用此回归方程代替各组试验

对试验结果进行分析。

对回归系数的显著性检验结果表明：6．、6：、63、

61。、6：。、63。高度显著，而6。：、6。。、6：。均不显著，根据

方差分析和f检验的结果将差异不显著的因子剔除

后得到回归方程为

y一136．448 1—13．317 24Xl一6．620 54lX2—

28．149 96X3—31．306 08X1Xl一

6．87l 96X2X2—23．704 65X。X3

表2中心组合试验设计及结果

Tab．2 D姻ign and r伪ults of central comp惦ite experiment
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3．3响应面分析

将初始加水量、接种量、培养温度3个参数分

别固定，通过回归方程来绘制漆酶活力随其余两个

参数变化趋势分析图，考察所拟合的相应曲面的形

状，响应面立体分析图见图1～3。

图l

Fig．1

图2 x。、x3对酶活影响的响应面图(xz=0)

F．g．2 R姻pon卵surface Plots of Xl and墨on laccase

actiVity

1．25

o

0．25

图3％、墨对酶活影响的响应面图(X。=O)

Fig．3 R髓p帅鼬surface Plots of兄and墨on Iacca辩

从图1可知，初始加水量和接种量对漆酶活力

影响显著，随着加水量和接种量的增加，漆酶活力

呈现增加的趋势，当初始加水量接近38 mL，接种量

接近4．3 mL后，漆酶活力不再增加，加水量或接种

量继续增加，漆酶活力将不会显著提高。从图2可

知，随着温度的升高，漆酶活力先升高后降低，初始

加水量对酶活力的影响基本与图1一致。从图3可

知，随着接种量和温度的升高，漆酶活力呈先增加

后降低的趋势，对漆酶活力影响显著。

3．4最佳固体培养条件的确定

从图中及软件分析，回归方程存在稳定点，稳

定点是极大值点，通过岭脊分析得到极大值点所对

应的各主要因素(X，，X。，X。)的编码值分别为(一

0．219 572，0．717 53，一O．674 662)，即装量为10 g

固体培养基的250 mL三角瓶中加蒸馏水38 mL，

接液体种子4．3 mL，培养温度26．6℃，漆酶活力达

丑l 1．4943×104 U。
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3．5 验证试验

为验证上述优化结果，在确定的培养条件下，

即装量10 g固体培养基的250 mL三角瓶中加蒸馏

水38 mL，接液体种子4．3 mL，培养温度26．6℃，

重复试验3次，见图4，漆酶酶活分别为1．432 2×

104、1．527 6×104、1．473 5×104 U，漆酶活力的实

测平均值为1．477 8×104 U，与模型的预测值

1．494 3×104 U较为接近，进一步说明回归模型的

拟合度较好。同时，与初始发酵培养条件产生的酶

活o．125 8×104 U相比提高了约11．75倍。

4 结 语

1)选取初始加水量、接种量、培养温度为自变

量，利用中心组合试验设计方法，通过方差分析，得
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