
随着全球环境问题日益严重!发展低碳经济和低碳技术
已成为世界各国的研究热点" 纺织行业是高能耗#高污染行

业!特别是洗毛工业对环境的污染比较严重!且传统洗毛工
艺很难去除蛋白质污染物$!"#%$%&!影响后加工的质量和成品

用响应面法!"#$%&’$# ()*+,-# .#/0&1&2&345"(.6对枯草芽孢杆菌!!"#$%%&’ ’&()$%$’"液体发酵产蛋白酶的发酵条件进行快
速优化# 首先运用逐因子试验确定 !"#$%%&’ ’&()$%$’ 产蛋白酶的最佳碳源和氮源分别为糊精和玉米粉# 在此基础上$通过 72,-8#//9
:)*;,’设计对影响其产酶相关因素进行评估$并筛选出具有显著效应的 < 个因素%糊精&玉米粉和酵母膏# 在用最陡爬坡试验逼近
以上 < 个因子的最大响应区域后$采用 "(. 法对以上 < 个显著因子的最佳水平范围进行研究$通过对二次多项回归方程求解$确

定其最优发酵条件为%糊精 ==>?@A3BC$玉米粉 DD>E@D3BC$酵母膏 =F>DFD3BC$G,H2 ?3BC#初始 %I 值为 J>F$<J!培养 EA0#最终优化
后的酶活达到 <DA=>JKLB;C$比初始酶活 DE@<>K?LB;C 提高了 <<>=KM$证明 "(.法优化洗毛用 !"#$%%&’ ’&()$%$’产蛋白酶发酵工
艺是可行的#

枯草芽孢杆菌’蛋白酶’72,-8#//9:)*;,’设计’响应面法
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的色光!"#! 为解决这一难题"本研究应用枯草芽孢杆菌蛋白酶
进行洗毛"可有效去除蛋白质污染物 !$%&#"提高洗净毛的质量!

首先优化菌种发酵条件 " 采用逐因子试验筛选出菌株
!"#$%%&’ ’&()$%$’ 的最佳碳源和氮源 " 然后结合 ’()*+,-- %
./01)2设计和 345法优化确定产酶发酵的最佳条件! 通过
各种方法的联合应用"在短时间内对菌株的产酶条件进行系
统的研究"快速地优化了产酶的发酵条件!

! 材料与方法
!"! 菌种
枯草芽孢杆菌#!"#$%%&’ ’&()$%$’$"为实验室保藏菌株%

!"# 培养基
6$ 斜面培养基&789$’牛肉膏 &"蛋白胨 :;" <)=( &"琼脂

";">? @A;%
"$ 种子培养基&7B9$’牛肉膏 &"蛋白胨 :;" <)=( &">?

@C;%
$$ 发酵培养基 &7B9$’牛肉膏 &"蛋白胨 :;"酵母膏 &"

<)=( &">? @C;%
!"$ 接种和发酵
将活化后的菌种由培养斜面接种到种子培养基中 "于

DE!F;"(:E;0B1G2 下培养 DHI" 制成液体菌种% 然后按 D#的
接种量接入到产酶培养基中"在 $@"(D;;0B1G2 下进行产酶试
验% 发酵液 H"":;;;;0B1G2 下离心 E1G2"取上清液测定蛋白
酶的活力%

!"% 酶活力的测定
按照 J.BK:E;F ):LLF MN((G2O’I,2N( 法测定蛋白酶酶

活!

# 结果与讨论
#"! 最适碳源的选择
在发酵培养基的基础上"把牛肉膏替换成不同种类的碳

源&&7B9$"如可溶性淀粉(葡萄糖(蔗糖(糊精(甘油进行发酵"
HEI 后测定酶活! 结果如图 : 所示!
从图 : 可以看出糊精的产酶效果最佳"因此选用糊精作

为发酵产酶的最佳碳源!

#"# 最适氮源的选择
在确定糊精为碳源的基础上" 分别添加玉米粉(P<QF(

<?H=((R<?HSD4QH(牛肉膏代替培养基中的蛋白胨为氮源"其他
培养基成分不变"进行发酵比较"结果如图 D 所示! 从图 D 可
以看出"用玉米粉作氮源发酵 HEI 后酶活最高"明显优于其
他氮源! 因此选用玉米粉作为发酵的最佳氮源!

#"$ &’()*+,,-./01(2 设计筛选主效因子
采用 ’()*+,--O./01)2 设计从糊精 &*6$(玉米粉&*D$(酵

母膏&*H$(<)=(&*&$(初始 >?&*@$(发酵温度&*E$和培养时间

&*6T$@ 个影响发酵产酶的因素中筛选具有显著影响的因素!
实验中"每个因素取两个水平’即高水平*:+和低水平*O:+%
实验设计 F个冗余变量’*F"*U"*L% 实验设计及结果如表 : 所
示% 针对实验结果"用 4’44 软件进行统计分析&表 D$%

由表 D 所示实验结果可知 "*:&糊精$(*D&玉米粉$和 *H

&酵母膏 $F 个因素的重要性分别为 LLAE@V (LLAE&V和
LLA:HV"在 @ 个实际考察因素中最高"因此这 F 个因素被选
为重要因素"即在进一步研究工作中"选择糊精(玉米粉和酵
母膏作为主要研究对象进行优化工作% 而其他 H个因素根据
其效应性选择实验水平"即’*&&<)=($和 *@&初始 >?$选择高

图 ! 不同碳源对产酶的影响
345" ! 677+), 87 9(048/: )(0;82 :8/0)+: 82

<08,+(:+ <08=/),482

图 # 不同氮源对产酶的影响
345"# 677+), 87 9(048/: 24,085+2 :8/0)+: 82

<08,+(:+ <08=/),482
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水平!!!"发酵温度#和 !"#"培养时间$选择低水平%所以!在此
后的研究工作中!除了糊精&玉米粉和酵母膏之外!培养基其
他组分和培养条件如下’$%&’ ()*+& 初始 ,- ./#& 发酵温度
0.!&培养时间 1!2%
主要因素的编码多元一次回归方程为

"34!50/.006.7/7#5!"6../"!!!461./(7"!1

其中!" 为酶活响应值!该方程相关性 #437./1("!该模型的
实验结果存在 4/(("的失真!相关性较好%

!"# 响应面分析法!$%&"优化培养基组成
在大多数 89: 面临的问题中! 预期响应 " 和过程变量

!$之间的函数关系是未知的% 如果已知响应 " 和变量 !$ 的

关于真实函数关系的近似逼近式!就可以根据函数关系指导
过程变量设置!快速优化响应% 因此!89: 的任务就是通过少
量实验分析出响应 " 和变量 !$的函数逼近式;5<.=%

!"#"’ 最陡爬坡实验
响应面拟合方程只有在考察的临近区域里才能充分近

似真实情况!所以应先逼近最大产酶区域后再建立有效的拟
合方程%根据 >’%?@ABB<CDEF%G法筛选出的显著因子效应大小
设计它们的步长!进行最陡爬坡试验设计!寻找最大产酶区%
实验设计及结果如表 0所示%

在以上 5 组实验中! 在 #阶段组合实验的酶活最高!达
到 0410/!(H(F+<"!所以!在下面的响应面分析实验的时候!将

# 阶段组合实验作为响应面实验的中心实验点%

!"#"! 中心组合实验
根据最陡爬坡实验!确定以糊精 "")(+<"!玉米粉 4#)(+<"!

酵母膏 "#)(+<"为中心点! 对这 0 个主因素进行中心组合实
验!实验中每个因素取 ( 个水平% 实验主要因素水平编码见
表 1% 中心组合实验设计和实验结果见表 (%

实验以随机次序进行!实验结果用 9>99 软件进行分析!
经回归拟合后求得响应函数的回归方程表达式为

"3<"####/10"6"401/#57!"65#/!((!46"#.5/4!5!0

<(4/#11!4
" <4/#(0!4

4 <17/!.5!4
0 6"/!07!"!4

<5/77"!"!06#/77#!4!0

并由此得出回归分析结果"表 5$&方差分析表"表 .$和响应面
图以及对应等高线图"图 0$%
回归方程中各变量对响应值影响的显著性!由 % 检验来

判定!概率 & 值越小!则相应变量的显著程度越高% 从表 5的
回归分析和表 . 的方差分析结果可以看出!方程一次项和二
次项极明显! 交互项显著性一般I 这种结论也可以从响应面
图及对应等高线图中得到!见图 0% 总回归模型拟合度好!其

表 ! ()*+,-../0123*4 实验设计各因素水平编码及影响效果
5*6)- ! 7-8-)9 +:;- :< 8*2=*6)- *4; 2->1).>

:< ()*+,-../0123*4 ;->=?4

影响因素
培养条件

’值 &()*JK’K
显著水

平*L" <"
!"*")(+<"$
!4*")(+<"$
!1*")(+<"$
!(*")(+<"$

!.

!!*!
!"#*2

(
"#
(
0
5/(
0.
1!

"#
4#
"#
(
./#
14
.4

!/#.(5("
./!##741
1/!#7.17
#/5#17(5
#/5.5!!#

<"/.#5#((
<#/0(.01!

#/##"4..
#/##"1(.
#/##!(!.
#/(..!(#
#/(0(5#5
#/"50"70
#/.0!!!!

77/!.
77/!(
77/"1
14/44
15/11
!0/5!
45/""

表 @ 最陡爬坡实验设计和结果
5*6)- @ ABC-2=3-4.*) ;->=?4 *4; 2->1).> :< >.--C->. *>+-4.

阶段 !"*")(+<"$ !4*")(+<"$ !1*")(+<"$ 酶活*"H(F+<"$

<4
<"
#
"
4
0

7
"#
""
"4
"0
"1

"#
"(
4#
4(
0#
0(

!
7
"#
""
"4
"0

4.#7/14
4!(1/."
0410/!(
0"#4/..
47("/"1
4.57/0(

因素 编码
编码水平

<"/5!4 <" # " "/5!4
糊精

玉米粉

酵母膏

!’

!4

!0

7/0"!
""/(7#
!/0"!

"#
"(
7

""
4#
"#

"4
4(
""

"4/5!4
4!/1"#
""/5!4

表 # 实验因素水平及编码
5*6)- # 7-8-) *4; +:;- :< -BC-2=3-4. 8*2=*6)->

表 D 中心组合实验设计和结果
5*6)- D E-4.2*) +:3C:>=.- ;->=?4 *4; 2->1).>

序号 !" !4 !0 "*H(F+<"

"
4
0
1
(
5
.
!
7
"#
""
"4
"0
"1
"(
"5
".
"!
"7
4#

<"
<"
<"
<"
"
"
"
"

<"/5!4
"/5!4
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#

<"
<"
"
"

<"
<"
"
"
#
#

<"/5!4
"/5!4
#
#
#
#
#
#
#
#

<"
"

<"
"

<"
"

<"
"
#
#
#
#

<"/5!4
"/5!4
#
#
#
#
#
#

0#""/0(
0#45/44
0#5(/..
0""5/1.
0"44/5"
0"4(/((
0447/!1
0405/(1
0#.#/4!
040#/(5
0#!#/.(
0441/""
0#7#/7(
0444/"5
04.7/4"
04!#/01
04!"/4.
04!4/75
04!"/(.
04.!/#1
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中一次项中最显著的因素为 !!!即糊精" 方程复相关系数的
平方 ""#$%&’("!说明建立的模型能解释酶活变化的 &’%(")!

即能较好地描述实验的变化规律" 在所选的各因素水平范围
内!按照对结果的影响排序#!!*!"*!+!即#糊精*玉米粉*酵母
膏"

!"# 最佳优化条件的确定
为了确证各因素的最佳点!对已回归的非线性模型方程

求一阶偏导!并令其等于零!可以得到曲面的最高点!求导方
程整理得

!"+(%$’&,!$(%$--!!.!%-+&!",’%&&!!+#$
’$%-//.!%-+&!!,(%!$’!".$%&&$!+#$
!$0’%"-’,’%&&!!!.$%&&$!",&&%0/"!+#

!
#
#
#
"
#
#
#
$ $

在回归方程中!求解得 !!#!!%/’0’’(""$ !"#""%(’!0$"&!
和 !+ #!$%"$!-+’$!!即酶法洗毛优化后的条件为 #糊精

!!%/’0’’(""123$玉米粉 ""%(’!0$"&!123和酵母膏 !$%"$!-+’$!123"
!"$ 验证实验
由于以上最佳条件未包括在 456 的 "$个实验中! 应进

一步确认计算结果!但因优化后实验条件过于精确!本研究
以糊精 !!%/’-123$玉米粉 ""%(’"123$酵母膏 !$%"$"123!并结

表 $ 回归系数显著性检验
%&’() $ *)+,)--./0 1/)22.1.)03- &04 35)., -.+0.2.1&01)

/2 35) ,)+,)--./0 )67&3./0

参数 数值 标准误差 #值 $%&’*(#7
截距

!!

!"

!+

!"
!

!"
"

!"
+

!!!"

!!!+

!"!+

""

$%&’("

+"-!%(-’
//%&’$
((%""(
"!%’’/
,/"%$((
,/!%++(
,(&%-0’
&%!&(
,’%&&!
(%&(&

!$%"--
’%-"/
’%-"/
’%-"/
’%’(+
’%’(+
’%’(+
-%&!-
-%&!-
-%&!-

调整 ""

$%&+"$

+!-%&0"!’$
-%!&&$++
’%(0&(’0
+%!0("+-

,0%-+($0/
,0%0"0!+$
,0%/$0’/+
!%$+$&!+

,$%0-+&("
$%//(&!+

"%"/(8,"!
&%(-$8,’
0%$0"8,/
$%$$&&!’
!%(!+8,/
!%/&"8,/
"%$(+8,/
$%+"’-0$
$%(/!"(+
$%/&!!(&

标准估计误差

"/%""(!$

表 8 回归方程方差分析
%&’() 8 9:;<9 2/, 35) ,)+,)--./0 )67&3./0
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图 > 响应面三维图和对应的等高线图
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图 $ 响应面三维图和对应的等高线图!续"
%&’( # )*+ $, -./ !0.1023 4501 06 3+740.7+ 7236-!+ 8!0.1&.2+/9

合单因素最适条件! "#$% &’()!初始 *+ ,-.!/,!培养 012!对
结果进行验证实验!测得的酶活为 /314-,56(7)"/ 次重复#$

相对于优化前的初始酶活 308/-5&6(7) 提高了 //-459!证明
用 :;< 法优化枯草芽孢杆菌发酵产酶条件是可行的$

$ 结论
本研究通过逐因子实验%=%#>?@AABCDE7#F 设计以及响应

面法 /种实验设计相结合! 快速且有效地筛选主效因子!并
对其水平进行了优化! 从而得到 !"#$%%&’ ’&()$%$’ 最优发酵条
件$ 优化后的发酵条件为&糊精 44-&81’()!玉米粉 33-083’()!
酵母膏 4.-3.3’()!"#G% &’()!初始 *+ ,-.!/,!培养 01 2$ 按
照此发酵条件培养!酶活可以达到 /314-,56(7)!比初始酶活
308/-5&6(7) 提高 //-459$ 实验证明 ! 联合逐因子实验 %

=%#>?@AAHIDE7#F 设计以及响应面分析!能够快速%有效地优
化产酶的发酵条件$
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