
基金项目$国家重点研发计划+编号"

$%#&h5R%!###%.

,&青岛海洋科

学与 技 术 试 点 国 家 实 验 室
<

鳌 山 科 技 计 划 +编 号"

$%#.Z\cL#"

,&青岛市市南区科技发展计划+编号"

$%#&<"<

%%$<i[

,

作者简介$黄立萍!女!上海海洋大学在读硕士研究生%

通信作者$郝建华+

#2/.

),!男!黄海水产研究所研究员!博士%

;<=>?)

"

C>(

l

C

!Q

STG?*>B*BE

收稿日期$

$%#&<%$<%2

第
!"

卷第
##

期

$%#&

年
##

月 ! " # $ %

!!"#$%&'()*+,

'()*!"

!

+(*##

+(,*$%#&

!"#

"

$%&$'()*

#

+

&,--.&$%%'/)011&*%$1&$$&%'0

$<

氧
<

"

<,<

葡萄糖基
<7<

抗坏血酸酶法合成工艺优化
S

4

"+3+6-"+&'&1)'6

%

3-"+2"/-'01&/3-"+&'&1

$>:>

!

>;>

,

5#2&

4%

/-'&0

%

5>!>-02&/*+2-2+$

黄立萍#

"

$

<2(#$7'/

O

'.

4

#

!

$

!

郝建华#

"

!

<(-G'*./6J*

#

!

!

!

王
!

伟#

%(#$%&'

#

!

孙晶晶#

K2#G'.

4

/

[

'.

4

#

!

刘均忠#

782GJ./Z6+.

4

#

+

#@

中国水产科学研究院黄海水产研究所农业农村部极地渔业开发重点实验室!山东 青岛
!

$..%/#

&

$@

上海海洋大学食品学院!上海
!

$%#!%.

&

!@

江苏省海洋生物产业技术协同创新中心!江苏 连云港
!

$$$%%1

,

+

#@)6&P&AA+QK&*!'I6&B'&I=&I&*B568.I0'0J0&+

E

>6'.&I&(5*L&F

D

+

E

!'I6&B

D

K5'&.5&I

!

9&

D

7*C+B*0+B

D

+

E

KJI0*'.*CA&

,&H&A+

O

F&.0+

E

3+A*B!'I6&B

D

!

T'.'I0B

D

+

E

(

4

B'5JA0JB&*.L=JB*A(

EE

*'BI

!

S'.

4

L*+

!

K6*.L+.

4

$..%/#

!

>6'.*

&

$@>+AA&

4

&

+

E

!++LK5'&.5&W)&56.+A+

4D

!

K6*.

4

6*'-5&*.2.'H&BI'0

D

!

K6*.

4

6*'$%#!%.

!

>6'.*

&

!@G'*.

4

IJ>+AA*C+B*0'H&8..+H*0'+.

>&.0&B

E

+B"?

O

A+'0*0'+.*.L20'A'Z*0'+.+

E

T*B'.&R'+A+

4

'5*A=&I+JB5&

!

7'*.

D

J.

4

*.

4

!

G'*.

4

IJ$$$%%1

!

>6'.*

,

摘要$以
7<

抗坏血酸和
#

<

环糊精为底物$利用海洋微生物

P##$

所产的环糊精葡萄糖基转移酶!

RY6>SD

"催化合成
$<

氧
<

"

<,<

葡萄糖基
<7<

抗坏血酸!

ZZ<$Y

"(在单因素试验的

基础上应用
:)>BKDOO<9HG=>E

试验设计筛选出
!

个对
ZZ<$Y

产量有显著影响的因素!

N

[

#底物浓度#加酶量"$然后应用

9(A<9DCEKDE

方法进行三因素三水平的试验设计优化
ZZ<

$Y

酶法合成工艺(结果表明$最佳工艺条件为%加酶量

2%*/&]

'

F

*

#

<

环糊精$

N

[2*%/

$底物浓度
1.*&#

F

'

J

$底物配

比
#

%

#

!体积比"$转化时间
$"C

$温度
"1 `

(该条件下$

ZZ<$Y

的产量为
#%*.$

F

'

J

(

关键词$

7<

抗坏血酸&

$<

氧
<

"

<,<

葡萄糖基
<7<

抗坏血酸&环糊

精葡萄糖基转移酶&海洋微生物
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抗坏血酸+

7<>SB(GP?B>B?I

!

7<ZZ

,又名
'

R

!是一种人

体不可缺少的营养素!人体自身无法合成
'

R

!必须从食物中

获得%

'

R

在多种生理活动中均起到重要作用!如胶原蛋白

合成$改善脂肪代谢$提高免疫力等.

#

/

%

'

R

可广泛应用于食

品$化妆品$医疗等行业.

$-"

/

!然而
'

R

分子结构中具有特殊

的连烯二醇结构!容易被氧化失去生理活性!限制了它在各

领域中的应用.

1

/

%因此!人们一直致力于开发稳定性好的

'

R

衍生物%

$<

氧
<

"

<,<

葡萄糖基
<7<

抗坏血酸+

ZZ<$Y

,是一种
'

R

糖

苷类衍生物!被认为是
'

R

的最佳替代品!具有稳定性好$安

全性高$生理活性与
'

R

最接近等优势%由于
ZZ<$Y

进入人

体后可被缓慢分解成
'

R

与
,<

葡萄糖!能持续提供
'

R

.

.

/

!因

此可添加到食品中作为抗氧化剂$

'

R

补充剂等%此外还可

应用于医疗保健$化妆品$畜牧$水产养殖等领域.

/

/

%

ZZ<$Y

主要通过酶法合成!即利用环糊精葡萄糖基转

移酶+

RY6>SD

,的转糖基作用!将葡萄糖基以
"

<#

!

"

糖苷键接

于
7<

抗坏血酸的
R$

上!取代原有的羟基%近年来中国对

ZZ<$Y

的 合 成 已 有 很 多 研 究 报 道!高 爱 伟 等.

&

/利 用

RY6>SD

$麦芽糊精和
'

R

合成
ZZ<$Y

!在最优条件下产量为

!*#!

F

#

J

&

;?P>?I

等.

2

/利用
RY6>SD

转化合成
ZZ<$Y

!最高产

量为
/*%1

F

#

J

&单丽媛.

#%

/用游离
RY6>SD

合成
ZZ<$Y

!经条

!&#



件优化后产量为
.*%$

F

#

J

%但均未达到工业化生产水平!一

方面是由于底物的转化率较低!另一方面是单位酶活低!导

致生产成本高%

海洋中有着极为丰富的微生物资源!随着海洋资源的进

一步开发!与海洋微生物酶相关的研究逐渐增多!海洋微生

物已成为开发新型酶制剂的重要来源%目前来自深海和极

地的极端微生物作为产酶资源也成为研究热点!低温酶$碱

性酶和耐盐酶等结构和功能新颖的极端酶以其独特的催化

作用大大拓宽了微生物酶的应用范围%但是!目前报道的从

海洋环境中分离的产
RY6>SD

的菌株只有本课题组所筛选

到的
h##$

菌株.

##

/

!该菌株所产的酶稳定性好!单位酶活较

高!在转化淀粉制备
"

<

环糊精方面有一定的优势.

#$

/

!未见其

他海洋来源的产
RY6>SD

菌株%因此本研究继续探讨其在

海洋生物酶法合成
ZZ<$Y

方面的应用潜力!以
'

R

和
#

<

环糊

精+

#

<RX

,为底物!采用单因素试验和响应面分析法对合成条

件进行优化!以期提高
ZZ<$Y

的产量!为今后的合成工艺研

究提供理论基础%

#

!

材料与方法
#*#

!

材料与仪器

#*#*#

!

材料与试剂

ZZ<$Y

标准品"色谱纯!美国
\?

F

=>

公司&

'

R

标准品"色谱纯!国药集团化学试剂有限公司&

海洋微生物环糊精葡萄糖苷转移酶酶粉"电泳纯!酶活

力
&%]

#

F

!本研究室发酵制备&

#

<

环糊精$

'

R

"分析纯!国药集团化学试剂有限公司&

磷酸&色谱纯!天津科密欧化学试剂有限公司&

甲醇"色谱纯!德国默克医药生物科技公司&

甲酸"色谱纯!上海阿拉丁生化科技股份有限公司%

#*#*$

!

主要仪器设备

全温摇床"

(̂I)D"&#

型!美国赛默飞世尔科技公司&

台式高速离心机"

[#.1%<7

型!长沙湘仪离心机仪器有

限公司&

电子天平"

[Z+Y:4+Y5Z#%%"

型!上海精密科学仪器

有限公司&

高效液相色谱仪"

])O?=>OD!%%%

型!美国戴安公司&

高分辨质谱仪"

=>8?S_<6W5

型!美国布鲁克0道尔顿

公司&

色谱柱"

\

Q

==DOG

Q

R

#&

型!

1

%

=

+

$*#==b#1%==

,!美

国沃特世科技有限公司&

高效液相色谱仪"

$.21

型!美国沃特世科技有限公司&

检测器"

$22.

型!美国沃特世科技有限公司&

色谱柱"

\9<Z

V

型!

1

%

=

+

$1%==b"*.==

,!美国安捷

伦科技有限公司%

#*$

!

方法

#*$*#

!

环糊精葡萄糖基转移酶酶活测定方法

+

#

,试验组"用
%*$ =()

#

J

的
+>W[<

甘氨酸缓冲液

+

N

[&*1

,配制
"

F

#

#%% =J

可溶性淀粉液做为底物!取

%*2=J

底物于试管中!

1%`

水浴预热
1=?E

!然后加入适当

稀释倍数的酶液
%*# =J

混合均匀!

1% `

水浴准确反应

#%=?E

!再加入
#=J

盐酸溶液+

#=()

#

J

,终止反应!最后加

入
"=J

甲基橙溶液+

&=

F

#

J

,混匀!室温静置
$%=?E

%

+

$

,对照组"取底物
%*2=J

于试管中!

1% `

水浴预热

1=?E

%随试验组一起
1%`

水浴反应
#%=?E

!加入
#=J

盐

酸溶液混合均匀后!再加入与试验组相同的酶液!其他处理

与试验组相同%最后用紫外分光光度计在
1%/E=

下测定试

验组与对照组的吸光度%

#

个酶活力单位定义为上述条件

下
#=?E

生成
#

%

=()

"

<

环糊精所需要的酶量.

#!

/

%

#*$*$

!

ZZ<$Y

的鉴定
!

通过
JR<̂ \

检测转化产物中是否

含有
ZZ<$Y

!检测条件"柱温
"1`

!流速
%*!=J

#

=?E

!流动

相为
210

的甲酸+浓度为
$0

,和
10

的乙腈!离子方式

;\43

!锥孔电压
"*1K'

!碰撞能量
&D'

!质量范围
1%

#

#1%%F

#

Z

%

#*$*!

!

ZZ<$Y

含量测定
!

根据文献.

#"

/!修改如下!

[:JR

条件为"检测波长
$1"E=

!流动相
$%==()

#

J

稀磷酸!流速

%*&=J

#

=?E

!柱温
!1`

!进样量
#%

%

J

%用超纯水配制浓度

为"

$1%

!

1%%

!

#%%%

!

#1%%

!

$%%%

!

!%%%=

F

#

J

的
ZZ<$Y

标准

液!通过
[:JR

分析!以
ZZ<$Y

浓度为横坐标!峰面积为纵

坐标!利用软件
;=

N

(UDG

N

G(

制作
ZZ<$Y

的标准曲线%经

[:JR

分 析 得 出 反 应 液 中
ZZ<$Y

峰 面 积 后!在 软 件

;=

N

(UDG

N

G(

中处理可直接得出
ZZ<$Y

浓度%

#*$*"

!

单因素试验设计
!

酶法转化合成
ZZ<$Y

条件中主要

包括转化时间$温度$

N

[

$底物浓度$底物配比$加酶量
.

个

关键因素%设计单因素试验考察这
.

个因素对酶法合成

ZZ<$Y

产量的影响!所有试验均重复
!

次%初始转化条件"

反应总体系为
$=J

!配制浓度均为
#%%

F

#

J

的
#

<

环糊精溶

液和
'

R

溶液!各取
#=J

加入反应容器中作为底物+终浓度

均为
1%

F

#

J

,!以及
%*$

F

+>

$

\W

!

作为抗氧化剂!调节
N

[

至

2

!按照
#%%]

#

F

0

#

<

环糊精的比例加入
RY6>SD

!在
!1`

!

#1%G

#

=?E

反应
$"C

%

+

#

,转化时间"按照初始转化条件!其他条件不变!转化

时间分别设为
.

!

#$

!

#&

!

$"

!

!.

!

"$

!

"&C

进行反应%

+

$

,温度"按照初始转化条件!其他条件不变!反应温度

分别设为
#1

!

$1

!

!%

!

!1

!

"%

!

"1

!

1%

!

11`

进行反应%

+

!

,

N

[

值"按照初始转化条件!其他条件不变!调节
N

[

值分别至
"

!

1

!

.

!

/

!

&

!

2

!

#%

!

##

进行反应%

+

"

,底物浓度"按照初始转化条件!其他条件不变!

#

<

环

糊精溶液和
'

R

溶液的终浓度相同!均分别设置为
#%

!

$%

!

!%

!

"%

!

1%

F

#

J

%

+

1

,底物配比"按照初始转化条件!其他条件不变!分别

设置
#

<

环糊精溶液与
'

R

溶液的比例+体积比,为
#

%

"

!

$

%

!

!

#

%

#

!

!

%

$

!

"

%

#

作为底物进行反应%

+

.

,加酶量"按照初始转化条件!分别按照
%

!

1%

!

#%%

!

#1%

!

$%%

!

$1%

!

!%%]

#

F

0

#

<

环糊精的比例加入
RY6>SD

进行

反应%

#*$*1

!

:)>BKDOO<9HG=>E

试验设计
!

在单因素试验的基础

上!通过
:)>BKDOO<9HG=>E

试验对转化时间$温度$

N

[

$底物

浓度$底物配比$加酶量
.

个因素进行筛选!从中选出对酶法

"&#

开发应用
!

$%#&

年第
##

期



合成
ZZ<$Y

具有显著影响的因素!采
XDS?

F

E<;A

N

DGO*&*%*.

软件进行试验设计及结果分析!每组试验均重复
!

次%

#*$*.

!

9(A<9DCEKDE

试验设计
!

根据
:)>BKDOO<9HG=>E

筛选

出的
!

个显著影响因素!每个因素取
!

个水平!进行三因素

三水平的试验!所有试验均重复
!

次!以获得酶法转化合成

ZZ<$Y

的最佳工艺条件%

$

!

结果与讨论
$*#

!

JR<̂ \

鉴定转化液中
ZZ<$Y

为了确认反应液中是否有
ZZ<$Y

生成!对
ZZ<$Y

标准

品和反应液进行质谱鉴定%

ZZ<$Y

的分子量为
!!&*$/

%

ZZ<$Y

标准品.图
#

+

>

,/

F

#

Za!!2

+

^3[

3

,

aF

#

Z!.#

+

^3+>

3

,!反应液.图
#

+

P

,/

F

#

Za!.#*%/

+

^3+>

3

,!推

断其分子量为
!!&*%/

!与标准样品
\̂

图一致!由此可说明

反应液中含有
ZZ<$Y

%

图
#

!

ZZ<$Y

标准品及反应液
\̂

图

5?

F

HGD#

!

\̂>E>)

Q

S?S(TZZ<$YSO>EI>GIS>=

N

)D>EI

P?(OG>EST(G=>O?(E

N

G(IHBO

$*$

!

[:JR

检测反应液中
ZZ<$Y

含量

通过
[:JR

检测分析
ZZ<$Y

标准品$

'

R

标准品和反应

液!结果表明!

'

R

标准品的保留时间是
1*%&=?E

.图
$

+

P

,/!

ZZ<$Y

标准品保留时间是
1*.=?E

.图
$

+

>

,/!与反应液在

1*.=?E

处出现的峰保留时间.图
$

+

B

,/一致%通过
[:JR

检测梯度浓度
ZZ<$Y

标准液!以
ZZ<$Y

浓度为横坐标!峰

面积为纵坐标!利用软件
;=

N

(UDG

N

G(

制作
ZZ<$Y

标准曲

线!方程为
Pa/*%2;3%%!13#*!!;3%%.

+

=

$

a%*2&

,!经

[:JR

分析得出反应液样品中
ZZ<$Y

峰面积后!在软件

;=

N

(UDG

N

G(

中处理可直接得出其
ZZ<$Y

浓度%

$*!

!

酶法转化合成
ZZ<$Y

的单因素试验

$*!*#

!

转化时间对酶法合成
ZZ<$Y

的影响
!

由图
!

可知!

随着转化时间的延长!

ZZ<$Y

的产量大幅度增加!当时间达

到
$"C

时!

ZZ<$Y

的产量最高!超过
$"C

后!

ZZ<$Y

产量开

图
$

!

ZZ<$Y

标准品#

'

R

标准品及反应液
[:JR

图

5?

F

HGD$

!

[:JR>E>)

Q

S?S(TZZ<$YSO>EI>GIS>=

N

)D>EI'

R

SO>EI>GIS>=

N

)D>EIP?(OG>EST(G=>O?(E

N

G(IHBO

图
!

!

转化时间对合成
ZZ<$Y

的影响

5?

F

HGD!

!

;TTDBO(TO?=D(EOCDS

Q

EOCDS?S(TZZ<$Y

始减少!可能是随反应时间的延长有其他
'

R

衍生物生成%

所以选择
$"C

进行后续酶法转化合成
ZZ<$Y

条件优化进

行研究%

$*!*$

!

温度对酶法合成
ZZ<$Y

的影响
!

由图
"

可知!随着

反应温度的升高!酶法转化合成
ZZ<$Y

的产量也在不断增

加!

"1`

时达到最大!随着温度的继续升高!

ZZ<$Y

的产量

反而逐渐下降!可能是
#

/

环糊精溶解度较小!温度太低造成

#

<

环糊精析出!而温度过高会导致部分酶活损失%所以选择

"1`

进行后续酶法转化合成
ZZ<$Y

条件优化研究%

$*!*!

!N

[

对酶法合成
ZZ<$Y

的影响
!

由图
1

可知!当
N

[

达到
2

时!酶法转化合成
ZZ<$Y

的产量最高!为
&*%!

F

#

J

&

1&#

第
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图
"

!

温度对合成
ZZ<$Y

的影响

5?

F

HGD"

!

;TTDBO(TOD=

N

DG>OHGD(EOCDS

Q

EOCDS?S(TZZ<$Y

图
1

!N

[

对合成
ZZ<$Y

的影响

5?

F

HGD1

!

;TTDBO(T

N

[(EOCDS

Q

EOCDS?S(TZZ<$Y

当
N

[

再升高时!

ZZ<$Y

的产量反而下降!可能是本实验室

制备的
RY6>SD

最适
N

[

为碱性!

N

[

太低造成酶失活!而

N

[

过高使
'

R

氧化速度加快!因此合成
ZZ<$Y

的产量下降%

所以选择
N

[2

进行后续酶法转化合成
ZZ<$Y

条件优化

研究%

$*!*"

!

底物浓度对酶法合成
ZZ<$Y

的影响
!

由图
.

可知!

随着底物浓度的不断增加!

ZZ<$Y

的产量也随之增加%当底

物浓度达到
1%

F

#

J

时!

ZZ<$Y

的产量达到最高+

.*.

F

#

J

,%当

底物浓度超过
1%

F

#

J

时!

ZZ<$Y

的产量反而略有下降!可能

是高浓度底物降低了水的有效浓度!降低了分子扩散性!从

而降低了酶促反应速度%所以选择底物浓度为
1%

F

#

J

进行

后续酶法转化合成
ZZ<$Y

条件优化研究%

$*!*1

!

底物配比对酶法合成
ZZ<$Y

的影响
!

由图
/

可知!

当
#

<

环糊精溶液的比例逐渐增大时!

ZZ<$Y

产量缓慢增加!

当
#

<

环糊精溶液与
'

R

溶液体积比达到
#

%

#

时!

ZZ<$Y

的产

量最大!可能由于
#

<

环糊精是糖基供体的提供者!其所占比例

过大使得小分子糖类副产物生成量太多!与
'

R

竞争
RY6>SD

图
.

!

底物浓度对合成
ZZ<$Y

的影响

5?

F

HGD.

!

;TTDBO(TSHPSOG>ODB(EBDEOG>O?(E(EOCD

S

Q

EOCDS?S(TZZ<$Y

图
/

!

底物配比对合成
ZZ<$Y

的影响

5?

F

HGD/

!

;TTDBO(TOCDG>O?((TSHPSOG>OD(EOCDS

Q

EOCDS?S

(TZZ<$Y

的受体位点从而抑制了
ZZ<$Y

生成.

#"

/

!所占比例过小则糖

基供体不足!都不利于
ZZ<$Y

的合成!所以选择
#

<

环糊精溶

液与
'

R

溶液的体积比为
#

%

#

进行后续酶法转化合成
ZZ<

$Y

条件优化研究%

$*!*.

!

加酶量对酶法合成
ZZ<$Y

的影响
!

由图
&

可知!在

一定范围内随着酶浓度的增高!

ZZ<$Y

的产量随之增加%

当酶浓度达到
#%%]

#

F

0

#

<

环糊精时!

ZZ<$Y

的产量最高!

达到
/*.

F

#

J

%酶浓度继续升高!

ZZ<$Y

的产量反而逐渐降

低!可能是加酶量过大导致反应过程中过多小分子糖类副产

物产 生!制 约 了
ZZ<$Y

的 产 量%所 以 选 择 酶 浓 度 为

#%%]

#

F

0

#

<

环糊精进行后续酶法转化合成
ZZ<$Y

条件优

化研究%

图
&

!

加酶量对合成
ZZ<$Y

的影响

5?

F

HGD&

!

;TTDBO(TOCDDE@

Q

=DB(EBDEOG>O?(E(EOCD

S

Q

EOCDS?S(TZZ<$Y

$*"

!

:)>BKDOO<9HG=>E

试验

在单因素试验的基础上!通过
:)>BKDOO<9HG=>E

试验对
.

个因素进行筛选!每个因素取
$

水平!

:9

试验因素水平见

表
#

!试验设计及结果见表
$

%

!!

用
XDS?

F

E<;A

N

DGO&*%*.

数 据 分 析 软 件 对
:)>BKDOO<

9HG=>E

试验结果进行处理!得到
:9

试验结果分析见表
!

!

N

[

$底物浓度$加酶量
!

个因素的
:

值
"

%*%1

!是显著因素!

因此确定这
!

个因素为
ZZ<$Y

产量的主要影响因子%

$*1

!

9(A<9DCEKDE

试验

9(A<9DCEKDE

试验因素水平见表
"

!试验设计及结果见

表
1

%

!!

用
XDS?

F

E<;A

N

DGO'&*%*.

数据分析软件对数据进行回归

分析!分析结果见表
.

!

:

值
"

%*%%%#

!说明该模型是显著的!

失拟项
:a%*#$/!

#

%*%1

!表明该模型的失拟项不显著%方

.&#

开发应用
!

$%#&

年第
##
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表
#

!

:)>BKDOO<9HG=>E

试验因素水平

6>P)D#

!

JD,D)(TDA

N

DG?=DEOT>BO(G(T:)>BKDOO<9HG=>E

水平
Z

N

[

9

温度#

`

R

加酶量#

+

]

0

F

-#

0

#

<RX

,

X

转化时间#

C

;

底物配比
5

底物浓度#

+

F

0

J

-#

,

-# & "% 1% $% $

%

! !%

# #% 11 $%% $& !

%

$ /%

程的
=

$

a%*2/.2

!说明模型拟合度较好!能较好地预测
ZZ<

$Y

产量变化%二次多项式回归方程"

Pa#%*$1-%*22(-%*"#R3$*%.>-%*2%(R3%*/"(>3

#*.%R>-$*#&(

$

-$*%$R

$

-!*%#>

$

% +

#

,

$*.

!

响应面图分析

用
XDS?

F

E<;A

N

DGO'&*%*.

数据分析软件进行分析!各因

素的交互作用对酶法转化
ZZ<$Y

产量的影响见图
2

#

##

%

表
$

!

:)>BKDOO<9HG=>E

试验设计及结果

6>P)D$

!

XDS?

F

E(T:)>BKDOO<9HG=>E>EIGDSH)OS

序号
Z 9 R ; X 5

ZZ<$Y

产量#

+

F

0

J

-#

,

# # # -# # # # $*1.%

$ -# # # -# # # 1*$#$

! # -# # # -# # &*$&%

" -# # -# # # -# %*.""

1 -# -# # -# # # 1*#2$

. -# -# -# # -# # %*"&2

/ # -# -# -# # -# %*1.%

& # # -# -# -# # .*!"%

2 # # # -# -# -# .*&/.

#% -# # # # -# -# !*%$&

## # -# # # # -# "*##$

#$ -# -# -# -# -# -# %*2""

表
!

!

:)>BKDOO<9HG=>E

试验结果分析

6>P)D!

!

6CD>E>)

Q

S?S(TOCDGDSH)OS(T:)>BKDOO<9HG=>E

因素 平方和 自由度 均方
!

值
:

值 显著性

N

[ #"*1. # #"*1. 2*!1 %*%$&$

显著

温度
$*#1 # $*#1 #*!& %*$2$/

加酶量
!/*!$ # !/*!$ $!*2. %*%%"1

显著

底物配比
!*%# # !*%# #*2! %*$$!$

转化时间
"*2# # "*2# !*#1 %*#!.%

底物浓度
##*&$ # ##*&$ /*12 %*%"%#

显著

表
"

!

9(A<9DCEKDE

试验因素水平

6>P)D"

!

JD,D)(TDA

N

DG?=DEOT>BO(G(T9(A<9DCEKDE

水平
Z

加酶量#+

]

0

F

-#

0

#

<RX

,

9

N

[

R

底物浓度#+

F

0

J

-#

,

-# 1% & !%

% #%% 2 1%

# $%% #% /%

!!

由图
2

可知!响应面变化明显!随着
N

[

的升高!

ZZ<$Y

产量先缓慢增加后减小!随着加酶量的增大!

ZZ<$Y

产量呈

现先增加后降低的趋势%等高线图表明!等高线呈椭圆形!

说明交互作用较强%由表
.

可知!其交互作用对
ZZ<$Y

产

表
1

!

9(A<9DCEKDE

试验设计及结果

6>P)D1

!

XDS?

F

E(T9(A<9DCEKDE>EIGDSH)OS

序号
Z 9 R ZZ<$Y

产量#+

F

0

J

-#

,

# -# -# % /*%$/

$ # # % .*$&/

! -# # % /*.#%

" # % % !*$2%

1 -# % -# "*12%

. # % -# #*.&!

/ -# % # .*2.&

& # % # /*%#%

2 % -# -# "*&$!

#% % # -# #*$#2

## % -# # .*%!.

#$ % # # &*&%!

#! % % % #%*#%2

#" % % % #%*"!1

#1 % % % #%*/%&

#. % % % 2*21"

#/ % % % #%*%!$

表
.

!

响应面模型方差分析表m

6>P)D.

!

6CD>E>)

Q

S?S(T,>G?>EBD(T9(A<9DCEKDE

方差来源 平方和 自由度 均方
!

值
:

值 显著性

模型
#"$*!. 2 #1*&$ /.*%2

"

%*%%%#

显著

Z /*&1 # /*&1 !/*// %*%%%1

((

9 #*!! # #*!! .*!2 %*%!2"

(

R !"*%% # !"*%% #.!*1/

"

%*%%%#

((

Z9 !*$% # !*$% #1*"# %*%%1/

((

ZR $*#/ # $*#/ #%*". %*%#""

(

9R #%*#& # #%*#& "&*21 %*%%%$

((

Z

$

#2*21 # #2*21 21*22

"

%*%%%#

((

9

$

#/*#! # #/*#! &$*"$

"

%*%%%#

((

R

$

!&*#% # !&*#% #&!*$1

"

%*%%%#

((

残差
#*%. / %*$#

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

失拟项
!*"/ ! %*!1 !*1! %*#$/!

不显著

纯误差
%*"% " %*#%

合计
#"!*&$ #.

!

m

!((

表示极显著+

:

"

%*%#

,&

(

表示显著+

%*%#

"

:

"

%*%1

,%

/&#
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量影响极显著%由图
#%

可知!响应面变化明显!随着底物浓

度和加酶量的增大!

ZZ<$Y

产量先增加后减小%等高线图

表明!沿底物浓度轴向的等高线变化密集!加酶量的轴向等

高线变化比较稀疏!说明底物浓度对
ZZ<$Y

产量的影响比

加酶量大!等高线呈椭圆形!说明交互作用强!由表
.

可知!

其交互作用对
ZZ<$Y

产量影响显著%由图
##

可知!响应面

变化明显!随着底物浓度和
N

[

的增加
ZZ<$Y

产量先升高

再逐渐降低%等高线图表明!沿底物浓度轴向的等高线变化

密集!

N

[

的轴向等高线变化相对稀疏!说明底物浓度对
ZZ<

$Y

产量的影响比
N

[

大!等高线呈椭圆形!说明交互作用

强!由表
.

可知!其交互作用对
ZZ<$Y

产量影响极显著%

$*/

!

验证实验

对回归方程进行分析!得到理论最优条件组合"加酶量

2%*/&]

#

F

0

#

<

环糊精!

N

[2*%/

!底物浓度为
1.*&#

F

#

J

!底物

配比
#

%

#

+体积比,!转化时间
$"C

!温度
"1 `

!该条件下

ZZ<$Y

达到最高产量为
#%*./

F

#

J

%在此条件下进行验证实

图
2

!

加酶量与
N

[

对
ZZ<$Y

产量的交互作用

5?

F

HGD2

!

4EODG>BO?(EDTTDBOS(TDE@

Q

=DB(EBDEOG>O?(E>EI

N

[

图
#%

!

加酶量和底物浓度对
ZZ<$Y

产量的交互作用

5?

F

HGD#%

!

4EODG>BO?(EDTTDBOS(TDE@

Q

=DB(EBDEOG>O?(E>EISHPSOG>ODB(EBDEOG>O?(E

图
##

!N

[

和底物浓度对
ZZ<$Y

产量的交互作用

5?

F

HGD##

!

4EODG>BO?(EDTTDBOS(T

N

[>EISHPSOG>ODB(EBDEOG>O?(E

&&#

开发应用
!

$%#&
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验!

!

次实验
ZZ<$Y

平均产量为
#%*.$

F

#

J

!与模型预测值基

本吻合!说明该试验选用的模型是合理的%

!

!

结论
本研究采用单因素试验设计及响应面分析法对

RY6>SD

酶法合成
ZZ<$Y

的条件进行优化!得到了最优工艺条件为

加酶量
2%*/&]

#

F

0

#

<

环糊精!

N

[2*%/

!底物浓度
1.*&#

F

#

J

!

底物配比
#

%

#

+体积比,!转化时间
$"C

!温度
"1`

!在此条

件下
ZZ<$Y

产量为
#%*.$

F

#

J

%相较于之前的研究.

#1

/

!

ZZ<

$Y

产量达到较高水平%

RY6>SD

酶被认为是合成
ZZ<$Y

的

最佳酶源!但该酶价格昂贵!本实验室利用海洋微生物
h##$

发酵制备的
RY6>SD

酶粉单位酶活较高!有利于降低生产成

本%然而游离酶存在难以回收利用的缺点!后续将对固定化

RY6>SD

合成
ZZ<$Y

进行研究!进一步提高
ZZ<$Y

产量及

固定化
RY6>SD

的利用次数%
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