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响应面法优化枯草芽孢杆菌产脂肪酶的合成培养基3
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摘要　对枯草芽孢杆菌 (B acillus subtilis) C ICC 20034利用合成培养基液体发酵产脂肪酶的条件

进行了优化。首先采用单因子实验筛选出最适诱导剂为三丁酸甘油酯 ,氮源为尿素 ,碳源为葡萄

糖 ,无机盐为 MgSO4。在此基础上 ,利用 Plackett2Burman设计对影响产酶因素的效应进行评价 ,筛

选出具有显著效应的三丁酸甘油酯、尿素、KH2 PO4和培养基起始 pH值 4个最显著的因素。用最

陡爬坡路径逼近最大产酶区域后 ,利用响应面中心组合设计对显著因素进行优化 ,获得最适合成

培养基组分为 :葡萄糖 8 g/L,尿素 8. 57g/L ,三丁酸甘油酯 2. 62 % , KH2 PO4 2. 59 g/L, MgSO4·

7H2 O 0. 5 g/L , TritonX2100 0. 5g/L, pH 9. 47。优化后的 B. subtilis C ICC 20034胞外脂肪酶活力达

0. 483 U /m l,比初始酶活力 0. 072 U /m l提高了 6. 7倍。
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　　脂肪酶 ( EC 3. 1. 1. 3)是一类水解和合成长链脂

肪酸甘油酯的生物催化剂 ,广泛应用于油脂加工、洗

涤、食品加工、医药、化妆业、皮革加工、饲料、造纸、有

机合成、精细化工以及生物能源等领域 [ 1 ]。作为一种

高效无污染的脱脂剂 ,脂肪酶在皮革脱脂工艺上尤其

具有重要的用途 ,且在碱性条件下使得脂肪更易从皮

中除去。与传统的皂化法、乳化法和溶剂法脱脂相比

较 ,酶法脱脂皮板柔软、富有弹性、粒面毛孔清晰、毛发

光亮柔软 ,对皮革质量有明显的提高 [ 2 ]。

　　枯草芽孢杆菌 (B acillus subtilis)是产胞外脂肪酶的

典型微生物 ,其脂肪酶因对碱性环境有较高的耐受力 ,

应用潜力巨大 [ 3 ]。同时 B. subtilis具有分泌性强、细胞

壁不含内毒素和发酵性能良好等特点 ,使得 B. subtilis

倍受遗传工程界的重视 ,成为继大肠杆菌之后又一具

有商业潜力的基因工程表达系统。但国内外报道 B.

subtilis野生菌生产脂肪酶的产量都比较低 [ 4 ]。本文拟

通过响应面优化策略 ,获得适合 B. subtilis C ICC 20034

发酵产脂肪酶的合成培养基 ,为 B. subtilis C ICC 20034

产脂肪酶的代谢调控研究奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　菌种 　枯草芽孢杆菌 B. subtilis C ICC 20034

(中国工业微生物菌种保藏中心 )。

1. 1. 2　培养基　种子培养基 ( g /L ) : 蛋白胨 10、酵母

粉 5、NaCl 10。

　　初始发酵产酶培养基 ( g /L) :葡萄糖 8、KH2 PO4 2、

MgSO4·7H2O 0. 5、TritonX2100 0. 5、橄榄油 2% ( v/

v)、尿素 10。

1. 2　方　法

1. 2. 1　发酵培养　自斜面取 1环菌接入装有 50 m l种

子培养基的三角瓶中 , 30℃、200 r/m in培养 24 h。以

1. 5%的接种量接入 250 m l装有 50 m l发酵产酶培养基

的三角瓶中 , 30℃、200 r/m in发酵 14 h。

1. 2. 2　蛋白的测定　采用 B randford法 [ 5 ]
,标准蛋白为

牛血清白蛋白 (BSA)。

1. 2. 3　脂肪酶活力测定方法　采用以对硝基苯酚棕

榈酸酯 (p2nitrophenylpalm itate, pNPP)为底物的分光光

度法 [ 6 ]。配制 16. 5 mmol/L pNPP的异丙醇溶液 ;该溶

液与 A溶液按照 1∶9 ( v/v)混合 ,制成底物溶液。A溶

液的配制 : 50 mmol/L的磷酸缓冲 ( pH7. 0) ,其中含有
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0. 6% Triton X2100和 0. 1%的阿拉伯树胶。发酵液于

4℃, 1000 g离心 10 m in,上清液作为粗酶液。在反应

体系中加入 240μl底物溶液 , 10μl适当稀释的酶液 ,

在酶标仪中进行反应 ,反应温度为 40℃,反应时间 10

m in,在 410 nm处 ,测定吸光值。对照加 10μl一定稀

释倍数的灭活酶液。酶活单位的定义 (U ) :在 40℃, pH

7. 0条件下 ,每分钟催化 pNPP水解生成 1μmol pNP所

需的脂肪酶量。

2　结　果

2. 1　单因子实验筛选最适诱导物、氮源、碳源及无机盐

2. 1. 1　最适诱导剂　改变初始产酶培养基中碳源的

种类 ,分别以 2% ( v/v)的大豆油、玉米油、葵花籽油、橄

榄油和三丁酸甘油酯为诱导剂进行最适诱导剂的筛

选。实验结果如图 1所示 ,在供试的 5种碳源中 , 三丁

酸甘油酯的效果普遍优于其它诱导剂 ,故选三丁酸甘

油酯为发酵最适诱导剂。

图 1　不同诱导剂对产酶的影响

F ig. 1　Effect of var ious inducers on lipa se production

2. 1. 2　最适氮源　以三丁酸甘油酯作为诱导剂 ,分别

以含氮量为 0. 75%的尿素、NH4 H2 PO4、NH4NO3、

(NH4 ) 2 SO4、NH4 Cl等 5种氮源进行最佳氮源的筛选。

实验结果如图 2所示 ,尿素的效果普遍优于其它氮源 ,

因此选用尿素为发酵最适氮源。

2. 1. 3　最适碳源　以三丁酸甘油酯为诱导剂 ,尿素为

氮源 ,分别以 8g/L的葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、果糖、乳糖

和可溶性淀粉作为碳源进行最适碳源的筛选。实验结

果如图 3所示 ,在供试的 6种碳源中 ,葡萄糖的效果普

遍优于其它碳源 ,故选葡萄糖为发酵最适碳源。

2. 1. 4　最适无机盐　无机盐或矿质元素主要为微生

物提供除碳、氮源以外的各种重要元素 ,一些微量元素

也可作为酶的激活剂。以三丁酸甘油酯为诱导剂 ,尿

素为氮源 ,葡萄糖为碳源 ,分别以 1 mmol/L的 CaCl2、

图 2　不同氮源对产酶的影响

F ig. 2　Effect of var ious n itrogen sources

on lipa se production

图 3　不同碳源对产酶的影响

F ig. 3　Effect of var ious carbon sources

on lipa se production

BaCl2、MnCl2、CoCl2代替 MgSO4作为无机盐进行筛选。

以不加无机盐的产酶培养基为空白。实验结果如图 4

所示 ,MgSO4对产酶有明显的促进作用。

图 4　不同无机盐对产酶的影响

F ig. 4　Effect of var ious sa lts on lipa se production

2. 2　Plackett2Burman设计筛选影响脂肪酶液体发酵

的显著因素

　　影响 B. subtilis C ICC 20034液体发酵产酶的可能

因素包括三丁酸甘油酯、葡萄糖、尿素、KH2 PO4、MgSO4

·7H2O (各自的浓度 ) 、培养基起始 pH值、摇床转速、

和发酵温度等。为对这 8个因素进行全面考察 ,选用 N

= 12的 Plackett2Burman设计 ,进行 12组实验 ,并设 2
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个空白作为误差分析项。每个因素取高 ( + 1)低 ( - 1)

两个水平。运用 Statistical 8. 0软件分别计算各因素的

效应值 ,并对各因素效应进行 t检验 ,选择置信度较高

的因素作为显著因素作进一步考察。

　　Plackett2Burman设计及实验测得的酶活力结果见

表 1,各因素所代表的参数、水平及因素效应评价见表

2。由表 2可知 ,对产酶有显著影响 (置信度大于 95

% )的因素有三丁酸甘油酯、尿素、KH2 PO4和培养基起

始 pH值。其中三丁酸甘油酯、KH2 PO4和起始 pH值

对产酶呈现出正效应 ,尿素则呈现出较大的负效应。

要提高产酶量 ,应适当提高三丁酸甘油酯、KH2 PO4和

起始 pH值的浓度 ,降低尿素的浓度。其它因素对产酶

影响不显著 ,维持在低水平。

表 1　N = 12的 Plackett2Burman设计及结果

Table 1　Exper im en ta l design of Plackett2Burman

and correspond ing results

编码 X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 X10
酶活

/ (U /m l)

1 1 21 1 21 21 21 1 1 1 21 0. 168

2 1 1 21 1 21 21 21 1 1 1 0. 172

3 21 1 1 21 1 21 21 21 1 1 0. 112

4 1 21 1 1 21 1 21 21 21 1 0. 117

5 1 1 21 1 1 21 1 21 21 21 0. 280

6 1 1 1 21 1 1 21 1 21 21 0. 164

7 21 1 1 1 21 1 1 21 1 21 0. 153

8 21 21 1 1 1 21 1 1 21 1 0. 150

9 21 21 21 1 1 1 21 1 1 21 0. 200

10 1 21 21 21 1 1 1 21 1 1 0. 272

11 21 1 21 21 21 1 1 1 21 1 0. 191

12 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 0. 148

表 2　Plackett2Burman设计的各因素水平

及效应评价 (α= 0. 05,置信度 95%)

Table 2　Factors, levels and effect estima tes of

Plackett2Burman design

因素 ( Facctors) 水平 (Levels) 效应 显著性检验

代码 参数
低
( 21)
高

( + 1)
t值
大于 t的概
率 Pr > | t |

X1
三丁酸甘油
酯 ( % )

1. 5 2 0. 0365 24. 3333 0. 02613

X2 葡萄糖 ( g /L) 8 12 0. 0028 1. 8889 0. 3100

X3 尿素 ( g/L) 10 15 20. 0665 244. 3333 0. 01443

X4 空白 2 2 0. 0028 1. 8889 0. 3100

X5 KH2PO4 ( g /L ) 1 2 0. 0382 25. 4444 0. 02503

X6
MgSO4·

7H2O ( g/L )
0. 25 0. 5 0. 0112 7. 4444 0. 0850

X7 培养基起始 pH 7 8 0. 0502 33. 4444 0. 01903

X8
摇床转速

( r /m in)
200 250 20. 0062 24. 1111 0. 1519

X9 空白 2 2 0. 0045 3. 0000 0. 2048

X10 发酵温度 (℃) 30 37 20. 0165 211. 0000 0. 0577

2. 3　最陡爬坡实验确定响应面实验因素水平的中心点

　　响应面拟合方程只有在考察的邻近区域里才能较

好地反映真实情形 ,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 Plackett2Burman法筛选出

的显著因素效应大小设定它们的步长 ,进行最陡爬坡

实验设计 ,寻找最大产酶区。

　　三丁酸甘油酯、尿素、KH2 PO4、培养基起始 pH值

四者浓度的步长依次取 - 0. 10、0. 2、0. 2、0. 2。最陡爬

坡实验设计及实验测得的酶活力结果见表 3。由表 3

可知 ,最大产酶区在第 4组实验附近 ,故以第 4组的实

验条件为响应面实验因素水平的中心点。

表 3　最陡爬坡实验设计及结果

Table 3　Exper im en ta l design of steepest a scen t

and correspond ing results

编码 X1 X3 X5 X7 酶活 (U /m l)

1 2. 0 10 2. 0 8. 0 0. 141

2 2. 2 9. 5 2. 2 8. 5 0. 285

3 2. 4 9. 0 2. 4 9. 0 0. 352

4 2. 6 8. 5 2. 6 9. 5 0. 456

5 2. 8 8. 0 2. 8 10. 0 0. 165

6 3. 0 7. 5 3. 0 10. 5 0. 129

2. 4　响应面 ( cen tra l com posite design type)设计确

定显著因素的最优水平

　　运用 Statistical 8. 0软件设计了 4因素 5水平共 26

个试验点的响应面中心组合实验 ,实验设计的因素及

水平见表 4。响应面中心组合实验设计及实验测得的

酶活结果见表 5。由 Statistical 8. 0软件拟合得响应量

Y[脂肪酶酶活 (U /m l) ]与自变量 (影响产酶的显著因

素 )关系的多项式回归模型为 : Y = 0. 478 + 0. 0294X1

- 0. 1886X1 X1 + 0. 0341X3 - 0. 1166X3 X3 - 0. 0087X5

- 0. 1683X5 X5 - 0. 0191X7 - 0. 1711X7 X7 - 0. 0016X1 X3

- 0. 0836X1 X5 - 0. 0129X1 X7 + 0. 0049X2 X5

- 0. 0049X3 X7 + 0. 0161X5 X7。

表 4　响应面中心组合设计的因素及水平

Table 4　Factors and levels of respon se surface

cen tra l com posite design

因素 水平

代码 参数 22 21 0 1 2

X1 三丁酸甘油酯 ( % ) 2. 2 2. 4 2. 6 2. 8 3. 0

X3 尿素 ( g /L) 7. 5 8. 0 8. 5 9. 0 9. 5

X5 KH2 PO4 ( g/L) 2. 2 2. 4 2. 6 2. 8 3. 0

X7 培养基起始 pH 8. 5 9. 0 9. 5 10. 0 10. 5
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表 5　响应面中心组合实验设计及结果

Table 5　Respon se surface cen tra l com posite

design and correspond ing results

编号 X1 X3 X5 X7 酶活 (U /m l)

1 21 21 21 21 0. 083
2 21 21 21 1 0. 077
3 21 21 1 21 0. 14

4 21 21 1 1 0. 158
5 21 1 21 21 0. 136

6 21 1 21 1 0. 094
7 21 1 1 21 0. 222
8 21 1 1 1 0. 219

9 1 21 21 21 0. 216
10 1 21 21 1 0. 136
11 1 21 1 21 0. 103
12 1 21 1 1 0. 106

13 1 1 21 21 0. 245
14 1 1 21 1 0. 224
15 1 1 1 21 0. 165

16 1 1 1 1 0. 127
17 22 0 0 0 0. 066
18 2 0 0 0 0. 146
19 0 22 0 0 0. 251
20 0 2 0 0 0. 249

21 0 0 22 0 0. 18
22 0 0 2 0 0. 113
23 0 0 0 22 0. 156
24 0 0 0 2 0. 126
25 0 0 0 0 0. 479
26 0 0 0 0 0. 477

　　回归方程系数的估计见表 6。在α = 0. 05水平

上 ,该模型失拟不显著 ,回归高度显著。决定系数 ( R 2

square) = 96. 8% ,表明 96. 8%的酶活变化可由此模型

解释 ,与实际情况拟合很好。该方程为 B. subtilis C ICC

20034发酵产脂肪酶提供了一个合适的模型 ,因此可用上

述模型代替真实实验点对脂肪酶发酵进行分析和预测。

表 6　回归模型系数的估计

Table 6　Effect estima tes

参数
( Term)

参数估计
( Estimate)

标准误差
( Std Err)

t值
大于 t的
概率

X1 0. 0294 0. 0114 2. 5801 0. 0256

X1 ×X1 20. 1886 0. 0134 214. 1043 0. 0000

X3 0. 0341 0. 0114 2. 9894 0. 0123

X3 ×X3 20. 1166 0. 0134 28. 7188 0. 0000

X5 20. 0087 0. 0114 20. 7675 0. 4590

X5 ×X5 20. 1683 0. 0134 212. 5896 0. 0000

X7 20. 0191 0. 0114 21. 6738 0. 1223

X7 ×X7 20. 1711 0. 0134 212. 7953 0. 0000

X1 ×X5 20. 0016 0. 0140 20. 1164 0. 9095

X1 ×X5 20. 0836 0. 0140 25. 9888 0. 0001

X1 ×X7 20. 0129 0. 0140 20. 9220 0. 3763

X3 ×X5 0. 0049 0. 0140 0. 3491 0. 7336

X3 ×X7 20. 0049 0. 0140 20. 3491 0. 7336

X5 ×X7 0. 0161 0. 0140 1. 1548 0. 2726

　　运用 Statistical 8. 0对回归模型进行规范形分析 ,寻

求最大产酶量的稳定点及对应的因素水平 ,结合图 5～

图 10给出的回归方程的三维响应面图可知 ,回归模型存

在稳定点 ( 0. 0904, 0. 1459, - 0. 0492, - 0. 0636 ) ,对

应的 X1、X3、X5、X7实际取值为 ( 2. 62, 8. 57, 2. 59,

9. 47) , Y的最大估计值为 0. 480 U /ml。即当三丁酸甘油

酯、尿素和 KH2 PO4 浓度分别为 2. 62% , 8. 57g/L和

2. 59g/L,培养基起始 pH值为 9. 47时 ,该模型预测的最

高酶活为 0. 480 U /ml,而实际发酵酶活为 0. 483 U /m l,

进一步说明该模型能够较好地预测实际发酵情况。

　　优化后的 B. subtilis C ICC 20034脂肪酶液体发酵

生产最佳培养基组成为 : 葡萄糖 8g/L ,尿素 8. 57g/L ,

三丁酸甘油酯 2. 62 % , KH2 PO4 2. 59g/L , MgSO4 ·

7H2O 0. 5 g/L , TritonX2100 0. 5g /L , pH 9. 47。

图 5　三丁酸甘油酯和尿素影响产酶量的响应面图
F ig. 5　Surface for the effects of tr ibutyr in

vs. urea on lipa se production

图 6　三丁酸甘油酯和 KH2 PO4影响产酶量的响应面图

F ig. 6　Surface for the effects of tr ibutyr in
vs. KH2 PO4 on lipa se production
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图 7　三丁酸甘油酯和 pH影响产酶量的响应面图

F ig. 7　Surface for the effects of tr ibutyr in

vs. pH on lipa se production

图 8　尿素和 KH2 PO4影响产酶量的响应面图

F ig. 8　Surface for the effects of urea

vs. KH2 PO4 on lipa se production

3　讨　论

　　B. subtilis产脂肪酶的量都比较低。He等 [ 7 ]的研

究显示 B. subtilis野生菌 BCL1002和蛋白酶缺陷菌

BCL1009脂肪酶的最大产量都仅为 0. 015 U /m l。Ma

等构建了重组 B. subtilis能产 0. 314 U /m l的胞内脂肪

酶 ,而胞外脂肪酶只有 0. 012 U /m l
[ 8 ]。带有 sacU

h32突

变基因的 B. subtilis BCL1033产酶量为 0. 4 U /m l
[ 9 ]

,

BCL1033产脂肪酶工程菌产酶量达 0. 75 U /m l
[ 10 ]。

　　微生物产脂肪酶倾向于使用有机氮 ,如玉米浆、蛋

白胨和牛肉膏等成分复杂的天然物质更有利于产酶 ,

图 9　尿素和 pH影响产酶量的响应面图

F ig. 9　Surface for the effects of urea

vs. pH on lipa se production

图 10　KH2 PO4和 pH影响产酶量的响应面图和等高线图

F ig. 10　Surface for the effects of KH2 PO4

vs. pH on lipa se production

因此大部分文献报道采用天然培养基 [ 1, 11 ]。本文采用

响应面优化所获得的合成培养基 ,脂肪酶酶活达 0. 483

U /m l,较之初始酶活力 0. 072 U /m l提高了 6. 7倍 ,达

到了野生 B. subtilis菌株产脂肪酶的最高水平。该培

养基成分确定、简单 ,实验可重复性强 ,且脂肪酶产量

高 ,为 B. subtilis产脂肪酶的营养、代谢等相关研究奠

定了基础。
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O ptim iza tion of L ipa se Production Cond ition s by B acillus

subtilis Using Surface M ethodology

SONG Ping　Q I Xiao2ling　HU Yi　X IE N ing2chang
(College of B iotechnology and Pharmaceutical Engineering, Nanjing University of Technology, Nanjing　210009, China)

　　Abstract　The fermentation conditions of lipase p roduction by B acillus subtilis C ICC 20034 were op tim ized.

Initially, the most suitable intruder tributyrin, nitrogen source urea, carbon glucose, and MgSO4 were selected

according to single factorial experiments respectively. Based on the result, screening methodology Plackett2
Burman design was used to evaluate the effects of twelve factors related to lipase p roduction and four statistically

significant factors tributyrin, urea, KH2 PO4 and pH were selected. The path of steepest ascent was used to

app roach the op timal region of lipase p roduction subsequently. Then, the op timal combined concentration for

maximum enzyme activity were further op tim ized by response surface methodology and determ ined as follows:

tributyrin 2. 62% , urea 8. 57g/L, KH2 PO4 2. 59g/L and pH 9. 47. The op tim ization of culture conditions of B.

subtilis C ICC 20034 led to a 6. 72fold increase in lipase p roduction relative to initial result 0. 072 /m l, which

indicate that single factor in combination with response surface methodology, is an effective method for

op tim ization of lipase p roduction conditions by B. subtilis C ICC 20034.

　　Key words　L ipase　B acillus subtilis　 Plackett2Burman design　Response surface methodology　

Op tim ization
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