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摘 要： 考察了微量元素对乙酰乳酸脱羧酶活的影响，通过单因子实验确定微量元素的最佳产

酶浓度，进一步通过回归方法计算出微量元素的理论最佳产酶浓度，并用响应面分析法确定微量

元素的最佳配比：微量元素配比为 )*(+ %,%(( * - "，).(+%,%%%&/ * - "，0.(+%,%%(1/ * - "，酶活提高了 2
倍。
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啤酒发酵中，产生的双乙酰对啤酒口味有不良的影

响，如果超过 %,’4 9* - " 就会产生类似馊饭的味道。啤酒

的风味物质中双乙酰起主要作用，其含量直接影响啤酒

的风味成熟，把双乙酰的量降到阈值以下是风味成熟阶

段的主要目的，也是熟化阶段的时间限制因素XC，(:。

!7乙酰乳酸脱羧酶（!7!"#$）能催化 !7乙酰乳酸

（!7!;<=>?@;=@=<）脱羧后生成乙偶姻和 $A(，它能较快地

除去前体物 !7乙酰乳酸，使之不 形 成 双 乙 酰 。 如 将

!"#$ 酶制剂在啤酒主发酵阶段或熟化阶段加入，可大

大缩短啤酒熟化期，从而提高设备的利用率和节省能

源。

微生物在生长繁殖和产酶过程中，需要无机盐维持

细胞的渗透压，并合成核酸等生命物质；某些微量元素

如锰、锌、钡等对其生理活性物质（酶的活性中心或辅

酶）的组成或生理活性作用的调节物（酶的激活剂）的作

用有重要影响，本文研究了微量元素对 !"#$ 产生的激

活作用。

’ 材料与方法

’,’ 材料

’,’,’ 菌种

枯草芽孢杆 菌 （!"#$%%&’ ’&()$%$’）2((/74 B本 实 验

室C。
’,’,( 培养基

种 子 培 养 基（* - "）：蛋 白 胨 ’%，D@$? 4，牛 肉 膏 4，

EF&,(；

发酵培养基（* - "）：葡萄糖 ’4，蛋白胨 8,G，酵 母 膏

G， 牛 肉 膏 ’4， 糊 精 ’4， 柠 檬 酸 (,4，（DFG）(6AG 8,G，

EF&,%。

’,’,2 主要试剂与设备

肌酸；!7乙酰氧基7!7甲基7乙酰乙酸乙酯（!?HIJ;K
公司产品）；)L6M乙7（D7吗啉）7乙磺酸:（6J*9@ 公司产
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品）；./01&#（23/045 公司产品），其他试剂均为国产分析

纯。

高速冷冻离心机（美国 .67869 产品）；$!%:分光光

度计（上海分析仪器厂）。

%)! 方法

%)!)% 酶活力测定

酶活力测定与相关溶液及底物配制见参考资料 ;&<，

以及各因素对酶活影响参考资料;=<。

%)!)! 激活率的计算方法

激活率>（加入微量元素酶活 ? 对照酶活:%"" @）

%)!)& 实验方法

微量元素对 ABCD 的影响，以一定接种量加入分别

装有不同浓度的微量元素发酵培养基中培养，离心收集

菌体，破壁测酶活力。

! 结果与讨论

!)% 单一金属离子的影响

分别选用 E 种微量元素，各以不同浓度加入发酵培

养基中，以空白为对照样，测定酶活力并计算激活率，结

果见表 %，表 !。

从上述可以看出，E 种微量元素在低浓度时有明显

的激活作用，但当浓度升高到一定值时便对酶活产生抑

制作用。E 种微量元素中镁、锰、锌 & 种离子对酶活影响

较大，故对这 & 种离子作进一步试验。

!)! 单因子线性回归试验

从镁、锰、锌离子浓度与激活率的关系可知：其符合

F> 6G!H3GH4 的 方 程 （F 表 示 激 活 率 ，G 表 示 镁 离 子 浓

度）。回归分析见表 &，表 =。

从方差结果，镁离子对酶活影响显著，/! 值表明方

程模拟准确，方程的失拟性小。

由表 = 得，F> :EEI")""G!H&=$)$!"G:!)="E；从方程

可以求出当 G>")"!E 时，F 有最大值。同样的方法可以求

出锰、锌的最佳浓度。

锰 的 回 归 方 程 为 F >:I#J!I#$)%=&G!H%!$#%)""G :
&)%&#，G 锰> ")"""$=。

锌的回 归 方 程 为 F>:%"%!!%=!)I$#G!HE!J#$)I#$GH
=%)"$E，G 锌>")"&!&。

!)& 多因子实验;#，E<

在 线 性 回 归 的 理 论 最 佳 浓 度 基 础 上 K 根 据 .(G:
.L597L9 设计实验，见表 #。

%# 个实验可以分为两类：一是析因点，自变量取值

在 G%，G!，G&；二是零点，用以估计实验误差。响应面实验

安排及结果见表 E，回归方差分析见表 $，回归系数取值

见表 I。经回归拟合后，各实验因子对响应值的影响可

以用以下函数表示：

M>6"H6%G%H 6!G!H 6&G&H 6%%G%! H6!!G!! H6&&G&!H6%!G%G!H
6!&G!G&H6%&G%G&
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-! .-! .-! /! 0-123/!
0! .-! /! .-! 0452//!
1! .-! /! -! 06-20/!
3! .-! -! /! -57268!
6! /! .-! .-! -75208!
8! /! .-! -! -6-200!
7! /! -! .-! -37268!
4! /! -! -! -362-0!
5! -! .-! /! -012-7!
-/! -! /! .-! -682/5!
--! -! /! -! -16217!
-0! -! -! /! --72/7!
-1! /! /! /! 1-526-!
-3! /! /! /! 1152/0!
-6! /! /! /! 1-/257!
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扰。

! 样品分析

从超市购得 " 瓶山东某厂生产的啤酒，采用标准加

入法#$%测定了啤酒中甲醛的含量及其回收率。实验方法：

分别移取 &’ () 啤酒于 $ 支 $’ () 容量瓶中，分别加入

甲 醛 标 准 液 ：’，* ()，&’ ()，&+ ()，&" () 后 稀 释 至 刻

度，以此作为待测样品液。实验时分别加入样品液 &
()，用空白液作参比，在 ,&+ -( 处测吸光度 ! ’，! .，以

/01（! ’ 2! .）对 " 甲 醛进行线性回归计算，即可求得甲醛含

量（见表 +）。

从表 + 看出，本法可以消除基体物质（如乙醇）干

扰，提高测定方法的准确度。
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从表 V 可以看出，用上述回归方程描述各因子与响

应面之间的关系时，其因变量与全体子变量之间的关系

是显著的。方程的失拟性很小，因此可以用该方程代替

实验进行分析。

分别对 U&，U+，U! 求偏导得：

5’3$" U&W’3’VR," U+W’3’++$ U! 5’3!!"X’ （&）

’3’VR," U&5&3’* U+ W’3’&V$ U! 5’3’*,’VX’ （+）

’3’++$ U&5’3V", U! W’3’&V$ U+ 5’3’$+$X’ （!）

由 以 上 ! 个 方 程 可 以 解 得 U& X5’3$*RV!，U+ X
’3+&*V*，U!X5’3’*!’!。

根据表 & 的对应关系可以求得 ! 种元素的最佳配

比 浓 度 ： 分 别 是 61+W’3’++ 1 2 )，6-+W’3’’’V, 1 2 )，Y-+W

’3’’+R, 1 2 )。

+3" 验证实验

分别以优化微量元素的单因子、多因子和空白进行

发酵实验，结果见表 R。

! 小结

进行微量元素单因子实验，确定出影响显著的元素

及合适的浓度，并用回归方法确定出其理论浓度分别为

61+W’3’+, 1 2 )，6-+W’3’’’V" 1 2 )，Y-+W’3’!+! 1 2 )；之后利

用 响 应 面 法 算 出 ! 种 离 子 的 配 比 及 最 佳 浓 度 分 别 为

61+W’3’++ 1 2 )，6-+W’3’’’V, 1 2 )，Y-+W’3’’+R, 1 2 )，通过实

验表明优化的理论数值合理。
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