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)

#>#&

#

图
%

!

酶解温度对
S

9

.

含量的影响

R5

9

=J?%

!

1HH?AICH?8:

M

34I5A;

M

@JC6

M

<5<I?3

L

?J4I=J?

C8I;?S

9

.AC8I?8I

分别下降了
&>#&e

(

"$>0"e

(

"0>*&e

(由于随着温度的进一

步升高(

#

2

半乳糖苷酶的变性程度进一步加大(不利于反应

的进行(酶解温度以
%#a

为宜)

$>!>!

!

酶解时间对
S

9

.

含量的影响
!

由图
&

可知(

S

9

.

含量

随着酶解时间的延长呈现先增大后降低的趋势(在酶解时间

为
$;

时(

S

9

.

浓度达到最大(

S

9

.

含量为
$0>!$3

9

*

3b

(在

酶解时间为
";

时(

S

9

.

含量较低(这是因为酶解时间过短(

反应不充分(不能完全酶解
S

9

.

)当酶解时间为
$;

时(

S

9

.

含量提高了
"*>*0e

(当酶解
!;

时(

S

9

.

含量下降
#>W%e

!

X

)

#>#&

#(与
$;

时没有显著性差异)这是因为底物与产物

已经达到溶解平衡(水解时间过长(作用底物被消耗水解度

随之下降)在酶解时间为
%

(

&;

时(

S

9

.

含量分别下降了

%>%%e

(

0>&$e

(这是因为随着酶解产物的增加(加快了逆反

应的进行(反应速率随之下降(所以
S

9

.

含量也会下降(酶解

时间以
$;

为宜)

不同字母表示
+

值在
#>#"

条件下差异显著!

X

%

#>#&

#$相同字母表示

+

值在
#>#"

条件下差异不显著!

X

)

#>#&

#

图
&

!

酶解时间对
S

9

.

含量的影响

R5

9

=J?&

!

1HH?AICH?8:

M

34I5A;

M

@JC6

M

<5<I53?C8

I;?S

9

.AC8I?8I

$>!>%

!

酶添加量对
S

9

.

含量的影响
!

由图
0

可知(

S

9

.

含量

随着酶添加量的加入呈现先增大后降低的趋势(在酶添加量

为
&3b

时(

S

9

.

含量达到最大(

S

9

.

含量为
$0>$*3

9

*

3b

)

酶添加量为
" 3b

(

S

9

.

含量相比
& 3b

时分别下降了

"">"*e

(有显著性差异!

X

$

#>#&

#(这是因为随着酶添加量的

不同字母表示
+

值在
#>#"

条件下差异显著!

X

%

#>#&

#$相同字母表示

+

值在
#>#"

条件下差异不显著!

X

)

#>#&

#

图
0

!

酶添加量对
S

9

.

含量的影响

R5

9

=J?0

!

1HH?AICH4@@I;?43C=8ICH?8:

M

3?C8

I;?S

9

.AC8I?8I
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第
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#
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半乳糖苷酶辅助饱和硫酸铵法制备
S

9

.

及其活性研究
!



升高(与底物的接触面积增大)当酶的添加量达到饱和时(

继续添加酶时(底物浓度相对较低(酶与底物竞争(会对酶产

生抑制作用)当酶的添加量为
*3b

和
)3b

时(

S

9

.

含量分

别降低了
#>%$e

(

">#We

(同时酶解中间产物会改变盐溶液

的构成(影响
S

9

.

的析出与酶的接触面积+副产物会导致逆

反应的发生不利于
S

9

.

含量的进一步提高(综上所述(选用

&3b

的酶添加量为宜)

$>%

!

响应面法确定
#

2

半乳糖苷酶酶解
S

9

.

的最佳工艺

通过单因素试验结果(选择
S

9

.

含量影响较大的
%

个因

素时间+温度+

L

U

+酶添加量四个因素(根据中心组合试验设

计的方案及试验结果见表
"

)

表
"

!

试验编码水平

G4P6?"

!

b?O?6<CHI?<IAC@58

9

水平
Z

时间*
; ^

温度*
a +

L

U E

酶添加量*
3b

$ "># !# !>& !

" ">& !& %># %

# $># %# %>& &

T" $>& %& &># 0

T$ !># &# &>& *

!!

根据
ĈN2̂?;8Q?8

的统计设计原理(以酶解温度+时间+

L

U

以及酶添加量对
S

9

.

浓度影响见表
$

)以
S

9

.

含量值为

响应值(得出酶解温度+时间+

L

U

以及酶添加量的编码值为

自变量的四元二次回归方程"

Ic$)>&"T#>$!#T#>"$7T#>!!ET#>#%$MT#>#!)#7T

#>""#E d#>#!%#M d*>&#1T##!7E T#>#0)7M T

#>#&!EMT#>%$#

$

T#>%&7

$

T#>00E

$

T#>&*M

$

) !

"

#

!!

由表
!

可知"模型
X

$

#>###"

(说明此模型在统计学上极

显著$决定系数!

P

$

#为
#>)**0

(校正系数!

P

$

4@

i

#为
#>)&&$

(该

模型能解释
)&>&$e

响应面的变化(失拟项
Xc#>#&#$

)

#>#&

(失拟项不显著(表明模型的建立较为合理)

$>%>"

!

响应面分析
!

由表
!

可知(交互作用中(时间和
L

U

的交互作用对
S

9

.

浓度有显著影响(其他
X

值均大于
#>#&

(

说明其显著性不明显)图
*

显示了当酶解时间一定时(随着

酶解
L

U

的增大(

S

9

.

浓度呈现先增大后降低的趋势)当酶

图
*

!

酶解
L

U

!酶解时间对
S

9

.

浓度的响应面图

R5

9

=J?*

!

U

M

@JC6

M

<5<

L

U

$

I53?C8I;?S

9

.AC8A?8IJ4I5C8

J?<

L

C8<?<=JH4A?

表
$

!

试验安排与结果

G4P6?$

!

1N

L

?J53?8I464JJ48

9

?3?8I48@J?<=6I<

试验号
Z ^ + E

S

9

.

浓度*

!

3

9

.

3b

T"

#

" ">## ">## ">## ">## $&>))

$ T">## ">## ">## ">## $&>*!

! ">## T">## ">## ">## $&>WW

% T">## T">## ">## ">## $&>%%

& ">## ">## T">## ">## $&>!)

0 T">## ">## T">## ">## $%>)#

* ">## T">## T">## ">## $&>0%

W T">## T">## T">## ">## $%>!)

) ">## ">## ">## T">## $0>$!

"# ">## ">## ">## T">## $&>W*

"" ">## T">## ">## T">## $&>*!

"$ T">## T">## ">## T">## $&>&#

"! ">## ">## ">## T">## $&>&%

"% T">## ">## ">## T">## $%>*)

"& ">## T">## ">## T">## $&>##

"0 T">## T">## ">## T">## $%>%%

"* $>## #>## #>## #>## $0>""

"W T$>## #>## #>## #>## $&>&!

") #>## $>## #>## #>## $&>*)

$# #>## T$>## #>## #>## $&>0#

$" #>## #>## $>## #>## $&>$W

$$ #>## #>## T$>## #>## $%>%*

$! #>## #>## #>## $>## $&>%$

$% #>## #>## #>## T$>## $&>#&

$& #>## #>## #>## #>## $*>!*

$0 #>## #>## #>## #>## $*>0#

$* #>## #>## #>## #>## $*>%0

$W #>## #>## #>## #>## $*>&*

$) #>## #>## #>## #>## $*>&%

解
L

U%>!#

#

%>&#

时(

S

9

.

浓度最大)当酶解
L

U

一定时(酶

解时间
">W

#

$>#;

时(

S

9

.

浓度最大)

$>%>$

!

验证实验
!

通过对
S

9

.

浓度取最大值(由软件自动分

析可得到
S

9

.

提取工艺最佳理论值$酶解时间
">WW;

+酶解

温度
!)>%"a

+

L

U%>!)

+酶添加量
%>)*3b

时(

S

9

.

浓度为

$*>&W3

9

*

3b

)考虑实际操作的方便(选取酶解时间
$;

+酶

解温度
%#a

+

L

U%>%

+酶添加量
&>#3b

(进行
!

次平行实验(

最终
S

9

.

浓度为
$*>"!3

9

*

3b

(与理论值较为接近(实际值

比理论值降低了
">0!e

(说明该数学模型的建立对牦牛血

S

9

.

的获取具有可行性)

$>&

!

未加酶处理与加酶处理提取
S

9

.

含量活性的对比结果

由表
%

可知(加酶处理后
S

9

.

含量显著提高)

S

9

.

活性

在加酶处理后未有显著性的变化(原因就在于
#

2

半乳糖苷酶

是一种外切糖苷酶(酶解只能切除肽链两端的聚糖(酶解程

度不大(

#

2

半乳糖苷酶酶解
S

9

.

表面少部分聚糖以后(对活

性影响不大)

W!

基础研究
!
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"$
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表
!

!

响应面模型的方差分析f

G4P6?!

!

B4J548A?4846

M

<5<CHJ?<

L

C8<?<=JH4A?3C@?6

变异源 平方和 自由度 均方
.

值
X

值 显著性

模型
$%>#!# "% ">*$# %!>0&#

$

#>###"

""

Z ">$0# " ">$0# !$>#0#

$

#>###"

""

^ #>!!# " #>!!# W>!"# #>#"$"

"

+ $>0## " $>0## 00>"%#

$

#>###"

""

E #>#%$ " #>#%$ ">#0# #>!$#* T

Ẑ #>#$% " #>#$% #>0"# #>%%*% T

Z+ #>")# " #>")# %>)$# #>#%!&

"

ZE #>#"W " #>#"W #>%0# #>&#*" T

+̂ )>###1T##% " )>###1T##% #>#$! #>WW") T

Ê #>#*0 " #>#*0 ">)$# #>"W*" T

+E #>#%% " #>#%% ">"$# #>!#*& T

Z

$

%>0!# " %>0!# ""*>*0#

$

#>###"

""

^

$

&>!%# " &>!%# "!&>W!#

$

#>###"

""

+

$

"">$0# " "">$0# $W0>!$#

$

#>###"

""

E

$

W>!)# " W>!)# $"!>%$#

$

#>###"

""

残差
#>&&# "% #>#!)

'''''''''''''''''''''''

失拟项
#>&$# "# #>#&$ &>)&# #>#&#$ T

纯误差
#>#!& % W>0*#1T##!

总和
$%>&W# $W

!

f

!""

表示极显著(

X

$

#>#"

$

"

表示显著(

X

$

#>#&

$

T

表示不显

著(

X

)

#>#&

)

表
%

!

加酶与未加酶处理
S

9

.

含量与活性变化f

G4P6?%

!

+;48

9

?<C8S

9

.AC8I?8I<48@4AI5O5I

M

P?IK??8?8:?2

3

M

IJ?4I3?8I48@8C?8:?3

M

IJ?4I3?8I

!

3

9

'

3b

样品
S

9

.

含量
S

9

.

活性

加酶处理
$*>"!

P

"&>)$

4

空白对照
$$>!&

4

"0>#*

4

!

f

!

同列不同字母表示在
+c#>#&

显著水平差异显著!

X

%

#>#&

#$

相同字母表示在
+c#>#&

显著水平差异不显著!

X

)

#>#&

#

!

!

结论
不同的酶解条件下(添加

#

2

半乳糖苷酶对
S

9

.

表面聚糖

进行酶解(当酶解
L

U

为
%>%

(酶解温度为
!)a

(酶解时间为

$;

(酶解添加量为
& 3b

!酶活
%0*>& `

#时(

S

9

.

含量为

$*>"!3

9

*

3b

(比不加酶含量提高了
$">!We

(应用
1bS[Z

方

法检测经过酶处理后样品
S

9

.

活性含量为
"&>)$3

9

*

3b

(比

不加酶处理
S

9

.

!活性含量
"0>#*3

9

*

3b

#活性下降了
#>)!e

!

X

)

#>#&

#)综上所述(糖基转移酶
42

半乳糖苷酶在酶解糖蛋

白
S

9

.

表面聚糖提高
S

9

.

含量以及对活性有所影响)至于

S

9

.

表面聚糖去糖基化以后稳定性等问题还有待进一步研究)
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