
书书书

　第５８卷　第１期　 　化　　　工　　　学　　　报　　　 　　　　Ｖｏｌ．５８　Ｎｏ．１

　 ２００７年１月　 　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｉｎｄｕｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　（Ｃｈｉｎａ）　 　Ｊａｎｕａｒｙ　２００７

檭檭檭檭檭檭
檭

檭檭檭檭檭檭
檭

殐

殐殐

殐
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摘要：通过ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ设计和响应面分析方法对犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊Ｗ２０菌株产脱卤酶的培养基组成进行优化。

得出影响产酶的３个重要的培养基成分为：尿素、葡萄糖和ＫＨ２ＰＯ４，且其最适浓度分别为１．１９、１８．４ｇ·Ｌ
－１

和１．３０ｇ·Ｌ
－１。此时脱卤酶活力达到了１０．５７Ｕ· （ｇ干菌体）

－１，比优化前提高了２３．７７％。
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引　言

α氯丙酸 （αＣＰＡ）是合成多种除草剂的重要

中间体，如新燕灵、茅草枯等。αＣＰＡ 具有光学

活性，只有以 （犛）αＣＰＡ 合成的产品才具有较

高的生理活性或药理作用，而传统制备工艺都是以

αＣＰＡ消旋体来生产的。使用时，不仅活性较低，

而且会加剧环境污染，所以开发一种高效拆分α

　　犚犲犮犲犻狏犲犱犱犪狋犲：２００５－１２－１１．

犆狅狉狉犲狊狆狅狀犱犻狀犵犪狌狋犺狅狉：ＷＡＮＧＮｅｎｇｑｉａｎｇ．

　

ＣＰＡ消旋体的方法很有必要。尽管通过酯的不对

称水解、光学活性胺或其他手性前体经催化反应等

方法可生产 （犛）αＣＰＡ，但需要使用昂贵的试剂，

合成步骤多，所得产物的光学纯度不高、得率低，

不适于工业生产。利用微生物产生的专一性脱卤

酶，将 （犚）αＣＰＡ 转化为乳酸，而 （犛）αＣＰＡ



保留下来，可实现从αＣＰＡ 消旋体生产光学纯

（犛）αＣＰＡ
［１２］。

利用脱卤酶的立体选择性进行αＣＰＡ消旋体

拆分，获得纯 （犛）αＣＰＡ，国外已有一些涉及机

理和应用方面的研究［３４］，但生产工艺研究较少，

自Ｔａｙｌｏｒ等
［１］报道以来，国内外还未见有新的报

道。本文对实验室保藏的对αＣＰＡ有高效脱卤能

力的微生物菌株犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊Ｗ２０发酵生产脱卤

酶的条件进行研究，为 （犛）αＣＰＡ 生产打下基

础，填补国内在这方面研究的空白。

１　实验材料与方法

１１　菌株

犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊Ｗ２０菌株，本实验室保存。

１２　培养基

斜面培养基 （ｇ·Ｌ
－１）：蛋白胨１０，牛肉膏

５．０，ＮａＣｌ５．０，琼脂２０．０。

种子培养基 （ｇ·Ｌ
－１）：Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ

３．２，ＫＨ２ＰＯ４１．５， （ＮＨ４）２ＳＯ４０．５，ＭｇＳＯ４

０．０９８，适量微量元素液和维生素液，ｐＨ７．５。培

养基经湿热灭菌后加入微孔膜过滤的αＣＰＡ钠盐，

其终浓度为０．０３ｍｏｌ·Ｌ－１。微量元素液 （ｇ·

Ｌ－１）：ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０２，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．２，

Ｈ３ＢＯ３０．００３，ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ０．０４；维生素液

（ｍｇ·Ｌ
－１）：生物素２．７，叶酸２．３，烟酸５．８，

核黄素５．５，泛酸５．０，对氨基苯甲酸５．９，维生

素Ｂ６１０．０。

发酵培养基 （ｇ·Ｌ
－１）：葡萄糖２０．０，尿素

１．０，酵 母 膏 ０．５，Ｎａ２ＨＰＯ４ · １２Ｈ２Ｏ ３．２，

ＫＨ２ＰＯ４１．５，无水 ＭｇＳＯ４０．０９８，微量元素液

１０．０ｍｌ·Ｌ－１，维生素液５．０ｍｌ·Ｌ－１。

１３　培养方法

斜面培养：从原斜面上用接种环挑取１环接种

到新鲜斜面上，３０℃培养４８ｈ。

种子培养：从斜面上挑取１环于种子培养基

中，３０℃，２００ｒ·ｍｉｎ－１培养４８ｈ。

发酵培养：按５％接种量移取种子培养液于发

酵培养基中，３０℃，２００ｒ·ｍｉｎ－１培养４８ｈ。

１４　细胞破碎及粗酶提取

菌体培养４８ｈ后离心收集细胞 （４０００ｒ·

ｍｉｎ－１，１５ｍｉｎ）。将收集到的细胞用０．２ｍｏｌ·

Ｌ－１的磷酸缓冲液洗两次。２０ｋＨｚ超声破碎１０

ｍｉｎ，离心，所得上清液即为粗酶液
［５］。

１５　菌体生长量的测定

比浊法和重量法测定。

１６　酶活力测定

取一定量粗酶液于５０ｍｌ的三角瓶中，添加终

浓度为０．０３ｍｏｌ·Ｌ－１的αＣＰＡ，置于３０℃、２００

ｒ·ｍｉｎ－１的摇床中反应，在底物转化率小于５％范

围内测定反应液中氯离子浓度。氯离子的测定采用

硝酸汞滴定法［６］。酶活定义为每分钟产生１μｍｏｌ

氯离子所需的酶量为一个活力单位 （Ｕ）。

２　实验结果与讨论

２１　犘犾犪犮犽犲狋狋犅狌狉犿犪狀实验

实验采用犖＝１２ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ实验设计对

影响产脱卤酶的８个因素进行了研究，其实验设计

与结果见表１，各因素的水平与分析结果见表２。

表１　犘犾犪犮犽犲狋狋犅狌犿犪狀实验设计和响应值

犜犪犫犾犲１　犘犾犪犮犽犲狋狋犅狌狉犿犪狀犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋犱犲狊犻犵狀犪狀犱犻狋狊狉犲狊狆狅狀狊犲

Ｒｕｎ
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｐａｒａｍｅｔｅｒ

犡１ 犡２ 犡３ 犡４ 犡５ 犡６ 犡７ 犡８

Ｅｎｚｙｍａｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ犢

／Ｕ·（ｇｄｒｙｃｅｌｌｓ）－１

１ １ １ １ －１ １ １ －１ １ ７．２４

２ －１ －１ １ １ １ －１ １ １ ２．７４

３ －１ －１ －１ １ １ １ －１ １ ２．３５

４ －１ １ －１ －１ －１ １ １ １ ５．０６

５ －１ １ １ －１ １ －１ －１ －１ ２．６２

６ １ １ －１ １ １ －１ １ －１ ９．３０

７ －１ －１ －１ －１ －１ －１ －１ －１ ２．５７

８ －１ １ １ １ －１ １ １ －１ ８．５７

９ １ －１ １ －１ －１ －１ １ １ ４．９７

１０ １ －１ －１ －１ １ １ １ －１ ３．１７

１１ １ －１ １ １ －１ １ －１ －１ ４．１２

１２ １ １ －１ １ －１ －１ －１ １ ９．５６
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表２　各因素的主要效应

犜犪犫犾犲２　犕犪犻狀犲犳犳犲犮狋狅犳犳犪犮狋狅狉狊

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ

ｐａｒａｍｅｔｅｒ

Ｌｅｖｅｌ

－１ ＋１
犜ｔｅｓｔ

Ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ

ｏｆ＞!犜!

Ｐｒｏｍｉｎｅｎｃｅ

犡１ ｇｌｕｃｏｓｅ／ｇ·Ｌ－１ １５．０ ２５．０ ２．８８７４４９ ０．０６３１４４ ３

犡２ ｕｒｅａ／ｇ·Ｌ－１ ０．５ １．５ ６．０７２６７２ ０．００８９６４ １

犡３ ｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔ／ｇ·Ｌ－１ ０．２ ０．８ ０．６９７０８４ ０．５３５９１３ ７

犡４ ＫＨ２ＰＯ４／ｇ·Ｌ－１ １．０ ２．０ ４．７４７６４８ ０．０１７７２９ ２

犡５ Ｎａ２ＨＰＯ４／ｇ·Ｌ－１ ２．０ ４．４ －０．８６７９ ０．４４９３０４ ６

犡６ ＭｇＳＯ４／ｇ·Ｌ－１ ０．０５ ０．１５ ０．０５７６９８ ０．９５７６１７ ８

犡７ ｖｉｔａｍｉｎｓｏｌｕｔｉｏｎ／ｍｌ·Ｌ－１ ２．０ ８．０ ２．５３７０５６ ０．０８４８９８ ４

犡８ ｔｒａｃｅｅｌｅｍｅｎｔｓｏｌｕｔｉｏｎ／ｍｌ·Ｌ－１ ５．０ １５．０ ２．１１３４２３ ０．１２４９６ ５

　　由表２的分析结果可知，在实验的８个因素

中，葡萄糖、尿素和 ＫＨ２ＰＯ４ 对产酶的影响比较

显著，可考虑作为主要因素进行下一步实验。

２２　响应面分析实验设计筛选重要因素的最优浓

度水平

２．２．１　响应面分析实验　由ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ实

验分 析 结 果 知 葡 萄 糖 （犡１）、尿 素 （犡２）及

ＫＨ２ＰＯ４ （犡４）等３个因素对产酶的影响比较显

著。因此，本实验通过二次回归的旋转中心结合设

计，对这３个显著因素进行寻优，以脱卤酶活力

［Ｕ· （ｇ干菌体）
－１，下同］为响应值，对应于因

变量犢。实验设计及实验结果见表３和表４。葡萄

糖的浓度ξ１ 对应于自变量犡１；尿素的浓度ξ２ 对应

于自变量 犡２；ＫＨ２ＰＯ４ 的浓度ξ３ 对应于自变

量犡４。

表３　响应面三因素五水平实验设计

犜犪犫犾犲３　犈狓狆犲狉犻犿犲狀狋犱犲狊犻犵狀狅犳３犳犪犮狋狅狉狊犪狀犱５犾犲狏犲犾狊

狅犳狉犲狊狆狅狀狊犲狊狌狉犳犪犮犲犿犲狋犺狅犱

Ｆａｃｔｏｒ
Ｓｙｍｂｏｌ

Ｃｏｄｅｄｕｎｃｏｄｅｄ

Ｌｅｖｅｌ①

－１．６８ －１ ０ １ １．６８

ｇｌｕｃｏｓｅ／ｇ·Ｌ－１ 犡１ ξ１ １１．６ １５．０２０．０２５．０２８．４

ｕｒｅａ／ｇ·Ｌ－１ 犡２ ξ２ ０．５ ０．７ １．０ １．３ １．５

ＫＨ２ＰＯ４／ｇ·Ｌ－１ 犡４ ξ３ １．０ １．２ １．５ １．８ ２．０

　　① 犡１＝ （ξ１－２０）／５；犡２＝ （ξ２－１．０）／０．２９８；犡４＝ （ξ３－
１．５）／０．２９８．

２．２．２　二次回归拟合及方差分析　根据表４的实

验结果，采用逐步回归的方法进行回归分析得到回

归方程式为

犢＝８．５２－１．４１犡１ ＋１．３９犡２ ＋０．１２犡４ －１．１２犡１
２ －

１．０４犡２
２＋０．１１犡

２
４＋０．４８犡１犡２－０．５７犡１犡４－０．２４犡２犡４

所拟合的全变量二次回归方程的标准差犛＝

０．９１３５，决定系数犚２＝０．９１５９，说明回归方程

的拟合程度较好。由表５方差分析可知，回归模

型的犉检验极显著，说明所拟合的二次回归方程

合适。

表４　响应面分析实验设计及结果

犜犪犫犾犲４　犈狓狆犲狉犻犿犲狀狋犱犲狊犻犵狀犪狀犱狉犲狊狌犾狋狊狅犳

狉犲狊狆狅狀狊犲狊狌狉犳犪犮犲犿犲狋犺狅犱

Ｒｕｎ
Ｇｌｕｃｏｓｅ

犡１

Ｕｒｅａ

犡２

ＫＨ２ＰＯ４

犡４

Ｅｎｚｙｍａｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ犢

／Ｕ·（ｇｄｒｙｃｅｌｌｓ）－１

１ １ １ １ ５．３８

２ １ １ －１ ７．７６

３ １ －１ １ ２．７９

４ １ －１ －１ ３．１１

５ －１ １ １ ９．９８

６ －１ １ －１ ８．９８

７ －１ －１ １ ８．２３

８ －１ －１ －１ ７．３５

９ －１．６８ ０ ０ ６．１２

１０ １．６８ ０ ０ ３．８８

１１ ０ －１．６８ ０ ２．７４

１２ ０ １．６８ ０ ７．７１

１３ ０ ０ －１．６８ ７．７６

１４ ０ ０ １．６８ ９．２１

１５ ０ ０ ０ ８．２１

１６ ０ ０ ０ ８．５２

１７ ０ ０ ０ ８．４８

１８ ０ ０ ０ ８．５９

１９ ０ ０ ０ ８．８７

２０ ０ ０ ０ ８．５４

由响应面回归分析和回归方程拟合可以绘出响

应面图形，见图１～图３。
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表５　方差分析表

犜犪犫犾犲５　犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳犿犲犪狀狊狇狌犪狉犲犱犲狏犻犪狋犻狅狀

Ｓｏｕｒｃｅ Ｓｕｍｏｆｓｑｕａｒｅｓ 犇犉 Ｍｅａｎｓｑｕａｒｅ 犉ｖａｌｕｅ 犘ｖａｌｕｅ

犡１ ５０５．９７５３ １ ５０５．９７５３ ６０６．３４３２４ ０．０００００

犡２ ４９０．９２５５ １ ４９０．９２５５ ５８８．３０８１４ ０．０００００

犡４ ３．５７０８ １ ３．５７０８ ４．２７９１７ ０．０６５４４

犡１２ ３３８．３８８６ １ ３３８．３８８６ ４０５．５１３１３ ０．０００００

犡２２ ２９２．１５１７ １ ２９２．１５１７ ３５０．１０４４１ ０．０００００

犡４２ ３．１８６５ １ ３．１８６５ ３．８１８６１ ０．０７９２０

犡１犡２ ３４．６６７８ １ ３４．６６７８ ４１．５４４７３ ０．００００７

犡１犡４ ４８．８０７１ １ ４８．８０７１ ５８．４８８７４ ０．００００２

犡２犡４ ８．７５７０ １ ８．７５７０ １０．４９４０９ ０．００８８８

ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ９０．８８９２ ９ １０．０９８８ 犉２＝１２．１０２ ０．０００４５

ｒｅｓｉｄｕａｌ ８．３４４７ １０ ０．８３４５

ｌａｃｋｏｆｆｉｔ ８．１２０６ ５ １．６２４１ 犉１＝３６．２２８ ０．０００００

ｅｒｒｏｒ ０．２２４１ ５ ０．０４４８

ｓｕｍ ９９．２３３９ １９

图１　犢＝犳 （犡１，犡２）响应面分析图 （犡４＝０）

Ｆｉｇ．１　犢＝犳 （犡１，犡２）ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｓｔｅｒｅｏｇｒａｍ
　

图２　犢＝犳 （犡１，犡４）响应面分析图 （犡２＝０）

Ｆｉｇ．２　犢＝犳 （犡１，犡４）ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｓｔｅｒｅｏｇｒａｍ
　

　　由图可知，葡萄糖与尿素对酶活力的影响较

大。随着葡萄糖浓度的增加，脱卤酶活力先增大后

减小，尿素对酶活力的影响与葡萄糖的相似。图１

说明葡萄糖与尿素对酶活力的影响呈正相关性，随

着浓度的增大，脱卤酶活力先增大后减小。

２．２．３　优化最佳条件的获取　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，

图３　犢＝犳 （犡２，犡４）响应面分析图 （犡１＝０）

Ｆｉｇ．３　犢＝犳 （犡２，犡４）ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｓｔｅｒｅｏｇｒａｍ
　

并令其等于零，可以得到曲面的最大点，求导方程

整理得

－１．４１－２．２４犡１＋０．４８犡２－０．５７犡４ ＝０

１．３９－２．０８犡２＋０．４８犡１－０．２４犡４ ＝０

０．１２＋０．２２犡４－０．５７犡１－０．２４犡２ ＝

烅

烄

烆 ０

在回归方程中，求解得 犡１＝－０．３２；犡２＝

０．６４；犡４ ＝ －０．６８。最后求得葡萄糖、尿素、

ＫＨ２ＰＯ４ 的最适浓度分别为：ξ１＝１８．４ｇ·Ｌ
－１，

ξ２＝１．１９ｇ·Ｌ
－１和ξ３＝１．３０ｇ·Ｌ

－１。

２．２．４　方程的验证　由于以上最佳条件未包括在

响应面优化的２０个实验中，需进一步确认计算结

果。因此实验中按响应面法优化的结果配制培养

基，即葡萄糖、尿素和 ＫＨ２ＰＯ４ 的浓度分别为

１８．４ｇ·Ｌ
－１、１．１９ｇ·Ｌ

－１和１．３０ｇ·Ｌ
－１，在

３０℃、１８０ｒ·ｍｉｎ－１条件下发酵产酶４８ｈ，然后测

定酶活，同时将未优化之前实验条件的结果作为对

照，发现脱卤酶的酶活力提高了２３．７７％，由原来

的８．５４Ｕ·ｇ
－１提高到１０．５７Ｕ·ｇ

－１。
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３　结　论

（１）通过ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ实验发现，在α氯

丙酸脱卤酶发酵过程中发酵培养基的８个因素对产

酶的影响显著性顺序为：尿素＞ＫＨ２ＰＯ４＞葡萄糖

＞维生素液＞微量元素液＞Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ＞

酵母抽提物＞ＭｇＳＯ４。

（２）通过二次回归的旋转中心结合设计对影响

产酶显著的３个因素：葡萄糖、尿素、ＫＨ２ＰＯ４ 进

行了进一步优化，采用响应面方法对实验结果进行

分析，得出葡萄糖、尿素、ＫＨ２ＰＯ４ 的最适浓度

分别为：１８．４ｇ·Ｌ
－１、１．１９ｇ·Ｌ

－１和１．３０ｇ·

Ｌ－１，此时脱卤酶活力达到了１０．５７Ｕ· （ｇ干菌

体）－１，比优化前提高了２３．７７％。
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