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固定化灵芝漆酶脱色氨基黑反应体系优化 
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(南阳师范学院 生命科学与技术学院，河南 南阳 473061) 

摘 要 ：采用响应面分析法，对固定化灵芝漆酶(Lac)降解氨基黑 10B脱色反应体系进行优化分析．首先采用 

单因素实验分别获取反应体系中 6个影响脱色率因素的最佳值；然后通过 Plackett-Burman设计法对选取的 6个影 

响因素进行筛选，确定主要影响因素为 ABTS浓度和 Lac酶量 ；再用最陡爬坡实验逼近 ABTS浓度和 Lac酶量 2个 

主要因素的最大响应区域，并通过中心组合设计和响应面分析，确定 2个主要影响因素的最佳值．优化后的氨基黑 

10B脱色 200 L反应体系为：pH值 4．6、温度 3O℃、ABTS浓度 0．07 mmol·L-。、硫酸铜浓度 1．75 mmol·L_‘、 

Lac酶量 6．23 mg、初始底物浓度 100 mg·L_。．该反应体系氨基黑 10B脱色率可达 6O．02％，比单因素法脱色率提 

高了44．46％． ． 
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染料废水主要来源于印染业、印刷业、纺织业、食品加工、染料制造等领域，是公认的难以处理的污染物 

之一．在染料生产及使用过程中有 1O ～15 的染料以废水的形式排放到环境中，造成了严重的环境污染 

和生态系统的破坏[1 ]．全球染料每年产量约为 8oo万 t，偶氮类染料占据一半以上，且该类染料具有致畸、 

致癌、致突变的“三致效应”[4]．偶氮类染料因其具有复杂芳香环结构，生物降解困难；目前运用化学或物理的 

方法虽然能对偶氮类染料废水处理起到了较好的效果[5 ]，但利用理化方法处理存在对环境造成二次污染 

和成本高的现象，使其在处理偶氮类染料废水的推广运用受到了限制[7 ]．相对理化方法酶法降解偶氮类染 

料因具有不造成环境二次污染、反应快速、条件温和等特点而受到生产者的青睐．漆酶作用底物范围广，能够 

使多种染料脱色，但漆酶稳定性差、易降解．研究表明，固定化漆酶处理染料及印染工业废水比游离漆酶具有 

明显的优越性_1 H]．漆酶的固定化一方面提高了酶的稳定性，另一方面减少了酶在工业处理废水应用中损 

失量、降低了工业中的处理成本，实现了酶的循环利用． 

氨基黑 10B属偶氮类染料，是实验室常用的蛋白质染色剂，使用后大多直接以废水方式排出，造成环境 

污染．目前氨基黑处理大多使用物理化学的方法进行吸附脱色，尚未发现直接用漆酶脱色氨基黑 10B的研 

究报道． 

酶法脱色染料是一个复杂的体系，受多种因素的影响，应作为一整体来进行研究．常用的单因素法工作 

量较大，简单的实验设计忽略了各因素之间的交互作用，难以得到理想结果．正交试验具有实验设计的合理， 

几种影响因素同时考虑的优点，但是还存在对整个区域因素和响应值之间的函数关系不能明确的建立，因而 

各个对响应值的影响因素不能进行最佳的组合口 ”]． 

本研究以灵芝固定化漆酶为研究对象，用偶氮染料氨基黑 10B做测试染料，氨基黑 10B脱色率为响应 

值，采用单因素法、PB设计法等筛选出固定化灵芝漆酶脱色氨基黑 10B的主要影响因素；通过最陡爬坡试 

验、中心组合实验和响应面分析方法[1 ∞ 确定固定化灵芝漆酶脱色氨基黑10B的最优方案．以期为偶氮类 
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染料工业废水脱色提供科学合理的理论依据和方法技术的指导． 

1 材料与方法 

1．1 材 料 

供试灵芝(Ganoderma lucidum)菌株 AM21由中山大学生物实验室赠送，保存于南阳师范学院生物实 

验室；氨基黑 10B、ABTS均购于美国 Sigma公司；硫酸铜、磷酸氢二钠、柠檬酸、海藻酸钠、氯化钙均为分析 

纯 ，购于上海生工． 

1．2 方法 

1．2．1 固定化灵芝漆酶的制备 

用 500 mL三角瓶配制250 mL的液体 MYG培养基(葡萄糖 1 g、酵母粉 1 g、麦芽糖 2．5 g，加水至 

250 mL，自然 pH)，接人灵芝菌丝，29℃、200 r·min 摇床培养 5 d，取上清作为粗酶液，使用海藻酸钙微 

球包埋法制备固定化灵芝漆酶 ̈ ． 

I．2．2 固定化灵芝漆酶活性检测 

酶活性测定使用ABTS法 ：将一定质量的固定化漆酶加入含0．5 mmol·L ABTS的磷酸氢二钠一 

柠檬酸缓冲液中(pH 5．O)，30℃催化反应 3 rain，冰浴 10 min终止反应，离心取上清液，用 Bio—rad EXL 800 

酶标仪 405 nm下测定吸光值变化．以单位时间内催化 l m0L ABTS转化为蓝绿色 ABTS阳离子所需要的 

酶量定义为一个酶活单位(u)(￡一3．6×t0 L·mol叫 ·cm )．经检测，本研究制备的固定化灵芝漆酶酶活 

达到 0．868 U ·mg_。． 

1．3 单因素分析 

以脱色率作为固定化灵芝漆酶对氨基黑 10B脱色效果的评价指标，脱色率高的即为最适脱色条件．每 

个单因素实验均重复 3次取平均值，所有单因素实验在 200 L反应体系中反应 4 h后，在 Bio—rad EXL 800 

酶标仪 630 nm波长下测量不同因素条件下氨基黑 10B脱色前后吸光值，根据脱色前后氨基黑 10B吸光值 

计算脱色率，脱色率一(脱色前的吸光值一脱色后的吸光值)／脱色前的吸光值×100 ． 

1．3．1 最适 pH值 

以柠檬酸一磷酸氢二钠为缓冲液，设置 2．2、2．6、3．0、3．6、4．0、4．6、5．0、5．6、6．0等共 9个 pH梯度，体 

系内含 Lac 5 mg、100 mg·L 的氨基黑 10B、0．1 mmol·L 的硫酸铜、0．15 mmol·L 的 ABTS；温度 

3O℃，反应 4 h后测定吸光值，计算不同 pH条件下氨基黑 10B脱色率，筛选出最适脱色 pH。 

1．3．2 最适温度 

设置 2O、25、3O、35、4O、45℃等共 6个温度梯度．pH 4．6、其他条件同 1．3．1，反应 4 h后测定吸光值，计 

算不同温度条件下氨基黑 10B脱色率，筛选出最适脱色温度． 

1．3．3 最适 ABTS浓度 

设置 0．05、0．10、0．15、0．20、0．25、0．30、O．35、0．40、0．45 mmol·L 等共 9个 ABTS浓度梯度，pH值 

4．6、温度3O℃、其它条件同 1．3．2，反应 4 h后测定吸光值，计算不同ABTS浓度条件下氨基黑10B脱色率， 

筛选出最适脱色 ABTS浓度． 

1．3．4 最适硫酸铜浓度 

设置 0．50、0．75、1．00、1．25、1．5O、1．75、2．O0、2．25、2．50 mmol·L 等共 9个硫酸铜浓度梯度，pH值 

4．6、温度3O℃、ABTS浓度 0．07 mmol·L_。、其它条件同 1．3．3，反应 4 h后测定吸光值，计算不同硫酸铜 

浓度条件下氨基黑 10B脱色率，筛选出最适脱色硫酸铜浓度． · 

1．3．5 最适酶量 

设置 1．25、2．50、3．75、5．00、6．25、7．5O、8．75 mg等共 7个 Lac酶量梯度，pH值4．6、温度 3O℃、ABTS 

浓度 0．07 mmol·L_。、硫酸铜浓度 1．75 mmol·L一1、其它条件同 1．3．4，反应 4 h后测定吸光值，计算不同 

Lac梯度条件下氨基黑 10B脱色率，筛选出最适脱色 Lac酶量． 

1．3．6 最适底物浓度 
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设置 1O、25、50、75、100、125、150、200 mg·L 等共 8个氨基黑 10B的浓度梯度，pH值 4．6、温度 

30℃、硫酸铜浓度 1．75 mmo|·L_。、ABTS浓度 0．07 mmol·L_。、Lae酶量 6．23 mg，反应 4 h后测定吸光 

值，计算不同氨基黑 10B浓度条件下氨基黑 10B脱色率，筛选出最适脱色氨基黑 10B浓度． 

1．4 PB试验设计 

采用 PB两水平法，筛选影响氨基黑 10B脱色率的主要因素．以脱色率为响应值，对影响脱色率的 6个 

单因素进行全面筛选，PB设计时选用 N一11，并设置5个虚拟变量以作误差分析．PB实验因素和水平如表 

1，根据表 1设计实验方案(见表 2)，所有测量均重复 3次取平均值，采用“Design Expert 8．0”(Stat—Ease 

Inc，Minneapolis，USA)软件对数据进行研究分析． 

表 1 PB试验因素设计 

注：A：Ph；B：硫酸铜，mmoI·L ；C：温度，℃；D：ABTS浓度，mmo|·L ；E：Lac酶量，rag；F：初始底物浓度， 

mg·L一．下表同． 

表 2 N----11 PB试验设计 

试验点 — 下 —  —  —  — 广  

l 1 1 — 1 — 1 — 1 1 — 1 1 】 一 】 】 

1．5 最陡爬坡试验 

从 PB实验可以确定对脱色率起关键作用的因素，进而以主要因素为变量设计最陡爬坡试验，非主要因 

素使用单因素最适值进行试验．根据影响因素对脱色率影响的大小及实际结果分别设定最陡爬坡实验的步 

长，并进行优化处理． 

1．6 中心组合设计和响应面分析 

在最陡爬坡试验确定的区域内，以脱色率为响应值设计中心组合实验[23]，对实验结果进行响应面分析 

和回归分析，并对分析结果做方差检验．用“Design Expert 8．0”软件对设计相关实验、分析相关数据和模型 

建立，其中 a(轴向点)为 1．414 21． 

1．7 拟合度试验 

以响应面分析主要影响因素的结果为最佳浓度，其它因素采用单因素测得的最适浓度，进行固定化灵芝 

漆酶对氨基黑 10B的脱色试验，所有测量均重复 3次取平均值，研究分析预测响应值和真实实验响应值的 

契合度． 

2 结果与讨论 

2．1 单因素实验 

2．1．1 pH对氨基黑 10B脱色的影响 

固定化灵芝漆酶脱色氨基黑的最适 pH为 4．6，此时脱色率达 32．5 ．在 pH不超过4．6时，随着pH增 
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大，氨基黑脱色率迅速上升，超过 4．6脱色能力反而下降(见图 1)．所以选择 pH4．6作为后续实验的最适 

pH．不同来源漆酶脱色偶氮染料时都存在类似情况，只是最适 pH有所不同．杜东霞等报道[2 ，粗毛栓菌灵 

芝漆酶脱色偶氮染料刚果红的最适 pH为 4．5，和我们的结果近似．来源于芽孢杆菌的漆酶脱色偶氮类染料 

最适 pH在 pH6．0～7．oEZS]，嗜热色串孢 (Scytalidium thermophilum)漆酶脱色偶氮染料的最适 pH 为 

pH5．O～ 6．0[。引． 

2．1．2 温度对氨基黑 10B脱色的影响 

脱色率随着反应体系温度的升高表现出先升高后下降的趋势，在温度 3O℃时达到最大值，此时脱色率 

最高达 25．53 (见图 2)．温度高于 35℃后脱色率低于 5 9／6，高温使脱色率下降可能与酶的部分失活有关． 

不同来源漆酶脱色偶氮染料的最适温度不同，在 4O～65℃之间[2 引．灵芝属于中温菌，生产的漆酶反应条 

件更温和，染料脱色时能耗更低． 

、 、  

斛 
蛆] 

銎 

pH 

图 1 pHX~氨基黑lOB脱色的影响 

O 

＼  

料 
蝴 
翟 

t／℃ 

图 2温度对氨基黑10B脱色的影响 

2．1．3 硫酸铜对氨基黑 10B脱色的影响 

氨基黑脱色的最适硫酸铜浓度为 1．75 mmol·L一，此时最高脱色率为 35．38 9／6(见图 3)．当 Cu。 浓度 

低于 1．75 mmol·L 时，硫酸铜能对固定化灵芝漆酶对氨基黑 10B的脱色起到促进作用，主要因为 Cu抖不 

仅是固定化灵芝漆酶的一个活性中心，而且还是固定化灵芝漆酶分子一个重要组成成分，能起到激活漆酶活 

性的作用．硫酸铜浓度高于 1．75 mmol·L 时，氨基黑 10B的脱色率呈现缓慢下降的趋势，由此可以看出 

过高浓度 Cu抖会抑制氨基黑 10B的脱色效率L2 ． 

2．1．4 ABTS对氨基黑 10B脱色的影响 

偶氮类染料为漆酶的非直接底物，小分子介体(如 ABTS、HBT等)的存在可以提高染料脱色[8]．促进氨 

基黑脱色的最适 ABTS浓度为 0．20 mmol·L_。，此时最高脱色率为 33．44 (见图 4)．过高的 ABTS浓度 

对促进氨基黑脱色没有任何贡献，甚至会对脱色起到抑制作用．故后续实验 ABTS浓度选择为0．20 mmol· 

L_。．本实验验证了 Wang和 Yu在研究漆酶脱色偶氮类和靛青类染料时需要小分子介体提高脱色率的推 

论 。 ． 

＼  

糌 
蛆] 

翟 

c／(mmoi·L ) 

图 3硫酸铜对氨基黑10B脱色的影响 

2．1．5 Lac酶量对氨基黑 10B脱色的影响 

＼  

槲 

婆 

0．05 O．10 O．15 0．20 0．25 0．3O O．35 O．4O O．45 

c／ (retool·L-1) 

图 4 ABTS对氨基黑IOB脱色的影响 

200 L体系，脱色氨黑的最适 Lac量为 5．00 mg，此时脱色率可达 34．16％．低于 5．O0 mg时随酶量的 
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增加氨基黑脱色率迅速上升，超过 5．00 mg脱色率反而下降(见图 5)．过氧化物酶在脱色偶氮类染料时也存 

在酶量过大抑制脱色率的现象 ，但是早期也有研究报道过量的酶既不增加染料脱色率脱色率也不会抑制 

染料脱色 。 ． 

2．1．6 氨基黑初始浓度对氨基黑 10B脱色的影响 

最适氨基黑的浓度为 100 mg·L_。，此时脱色率可达 33．33 ．低于 100 mg·L 时随氨基黑浓度升高 

脱色率也升高，达到 100 mg·L 后继续增加氨基黑浓度脱色率逐渐下降(见图6)．酶降解多种染料时都存 

在一定范围内随染料浓度升高脱色率上升，超过一定值后脱色率反而下降的现象口 札]． 

垣] 

g 

Lac酶量／rag · 

图 5 Lac酶量对氨基黑10B脱色的影响 
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图 6氨基黑浓度对氨基黑10B脱色的影响 

2．2 影响氨基黑 10B脱色的主要因素 

通过 PB试验确定影响氨基黑 10B脱色率的主要因素．模型和方差分析结果见表 3，所建模型效果显著 

(P<O．05)；6个影响氨基黑 10B脱色率的因素中，ABTS浓度和 Lac酶量对氨基黑 10B脱色效果影响显著 

(P<O．05)，因此把 ABTS浓度和 Lac酶量两个因素作为影响氨基黑 10B脱色率的主要影响因素，根据实际 

实验数据制定最陡爬坡试验． 

表 3 PB试 验结果方差分析袅 

影响因子 方差汇总 自由度 方差平均值 F值 P值 

模型 Model 

A 

B 

C 

D 

E 

F 

残余 

总计 

2808．58 

496．67 

144．9O 

308．21 

859．42 

704．06 

295．33 

377．82 

3186．39 

2．3 最陡爬坡实验 

ABTS浓度和 Lac酶量步长分别为 0．012 5 mmol·L 和1．25 mg，最陡爬坡试验的设计和结果如表 4 

所示．由表 4可知，实验 3的氨基黑 10B脱色率最高，因此以该实验所对应的 ABTS浓度(O．125 mmol· 

L-1)和 LAC酶量(5．00 rag)作为响应面试验的中心点． 

表 4 最陡爬坡试验 的设计及 结果 

试验编号 ABTS／(mmol·L-1) LAC／mg 脱色率／ 

0．1000 

O．1125 

0．1250 

O．1375 

O．1500 

O．1625 

0．1750 

29．44 

36．48 

5O．55 

37．63 

29．45 

27．36 

9．34 

∞ ∞ 加 m O 
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2．4 中心组合设计及响应面分析 

中心组合试验的各因素和各因素的水平以及试验设计和结果见表5．借助 Design Expert 8．0软件对PB 

试验的实验数据进行分析，分析的响应面回归方程为： 

Y一 一 36．224 3+ 6．889 l1A+ 139．725 7B一3．271 7AB一 0．524 6 A2—5 ．533 1B。． 

本实验得到的实验模型为极显著(R。一0．977 7，P<O．001)，模型可以解释响应面 97．77 的差异变化， 

拟合度良好．因此可以利用上述模型代替真实实验点对氨基黑 10B脱色率进行分析和预测．从表 6中的 P 

值还可以看出，上述方程中各影响因素均显著，其中 Lac酶为极显著． 

利用软件Design Expert 8．0还可以得出氨基黑 10B脱色率与其影响因素 ABTS浓度和 Lac酶量之间 

的等高线图(见图 7)和 3D响应面图(见图8)．从图中可以看出 ABTS浓度和 Lac酶量存在极值点，从等高 

线最小椭圆的中心点可以推断出两个因子在所选的范围内存在极值．此外，椭圆形等高线图表明两因子之间 

的相互作用显著 卜。 ．运用 Design Expert 8．0软件计算出最大响应值所对应的 ABTS浓度和 Lac酶量分 

别为 0．07 mmol·L 和 6．23 mg，计算出的最大响应值为 60．O9 ． 

表 5 中心组合实验设计及试 验结果 

实验编号 因素水平 
A／ABTS浓度／(mmol·L ) B／Lac酶量／mg 脱色率／％ 

一a(1．464 47) 

0 

O 

1(7．50) 

表 6 响应面二项式模型的方差分析表 

影响因子 方差汇总 自由度 方差平均值 F值 P值 

模型 Model 

A(ABTS浓度) 

B(Lac酶量) 

AB 

Az 

B 

残余 Residual 

失拟性 Lack of Fit 

纯误差 Pure Error 

总计 CorTotal 

2．5 拟合度实验 

综合响应面分析结果可知，在一定三维变量区域内氨基黑 10B脱色率存在最优值．验证试验结果表明， 

3个平行试验的灵芝固定化漆酶对氨基黑 10B的脱色率相近，平均值为 60．02 ，与预测值拟合度良好． 

2．6 固定化酶的重复利用 

以单因素实验测定的最适 pH(4．6)、最适温度(30℃)、最适硫酸铜浓度(1．75 mmol·L )、最适初始 

底物浓度(100 mg·L )和 PB实验、最陡爬坡实验、中心组合实验及响应面实验获得的最适 ABTS浓度 

(O．07 mmol·L )、最适 Lac酶量(6．23 mg)为反应体系，本研究制备的固定化灵芝漆酶重复使用 5次，其 

氨基黑 10B脱色率为 49 86％，较最高脱色率下降 16．93 ． 

O  4  
l。 2 4 0 4 0 1 8 2 0 9 ∞ ∞ ∞ 一 ∞ 一 一 

O ．C ． ．O ． < O < O O < O 

1 2  7 3 6 8  2 9 8 K O ． 5 7 2 ． ． ． ， ． 9  2 7 1 — 4 O 9 5 9  ． ． ． 一 4 9 6 5 1  7 4 9 4 1  6 ( 1 l  
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Optimization of Decolorization Reaction System of Amino Black 1 0B 

Using Immobilized Ganoderma Lucidum Laccase 

FANG Jintao，XIA Min，DONG Bingxue，CHEN Caiyu，YANG Yujiao，JIN Xiuting，DONG Wenhao 

(College of Life Science and Technology，Nanyang Normal University，Nanyang 473061，Henan) 

Abstract：Response surface methodology(RSM)was applied for optimization of amino black 10 B deeolouration using 

immobilized ganoderma lucidum laecase．The optimum value of the six selected impact factors about decolorizing efficiency were 

measured through single factor experiment．A Plackett—Burman design was applied to screen potential key factors，and the stee— 

pest ascent method was adopted to approach the approximate optimal reaction system．Finally，central composite design and re— 

sponse surface methodogy were applied to define more precisely the optical composition of the reaction system．The data re— 

vealed ABST concentration and Laccase amount to be the most influential parameters，and the composition of the optimal reac— 

tion system was determined to consist of pH 4．6，temperature 30 ℃ ，copper sulfate concentration 1．75 mmol·L_。，ABTS 

concentration 0．07 mmol·L 9 enzyme 6．23 mg。the initial amino black 10 B 100 mg·L一 ．The decolorization ratio of amino 

black 10 B in the optimal reaction system was 60．02％，which was 44．46 higher than single factor method． 

Keywords：decolouration of Amido black1 0 B；single factor method；plackett-Burman design；response surface method— 

ology 


