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高产脂肪酶菌株的筛选及产酶条件研究
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摘要$从油坊土壤#饭店#食堂油烟机排气孔等
1

个取样点获

得
$%

份样品&通过溴甲酚紫平板初筛和摇瓶发酵复筛选出

/

株产脂肪酶量高的菌株&其中一菌株
K0

的产量最高&其酶

活为
$")/`

'

68

&以菌株
K0

为出发菌株再进行发酵培养基

的研究$经过单因素和正交试验&确定脂肪酶高产的最佳培

养基为%大豆油
.
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#蛋白胨
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#

初始
Q

V%)#

&培养温度
!#\

&摇床转速
"##-

'

6>H

&优化后产

酶量达到
$/)1`

'

68

$
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脂肪酶是一类具有多种催化能力的酶!广泛应用于食

品#化妆品#皮革#洗涤剂#医药#印染#能源等领域0

$

1

"作为

诊断和预测工具!血清中的脂肪酶可用于检测急性胰腺炎和

胰腺损伤0

"

1

!也有研究0

!

1将脂肪酶固定在
Q

V

或氧化电极

上!联合葡萄糖氧化酶制成脂质生物传感器!测定人体甘油

三酯和血胆固醇含量"利用酶促转酯反应合成生物柴油是

制备新能源的一条新途径0

2I.

1

!由于生物柴油可再生!对环

境友好!且利用脂肪酶制备生物柴油的反应条件温和!产物

易于分离!因此具有深远的经济和社会效益0

%

1

"目前利用脂

肪酶催化植物油合成生物柴油代替石化柴油已成为寻找新

能源的研究热点!美国#巴西#日本及欧洲的发达国家!已经

开始利用脂肪酶大规模催化合成生物柴油0

0I/

1

"

由于脂肪酶在医药#食品#工业生产等方面具有广阔的

应用前景!因此!分离筛选高产脂肪酶菌株是获取脂肪酶的

第一步!目前筛选产脂肪酶菌株的方法很多!张搏等0

$#

1从富

油土壤中分离到
$

株脂肪酶产生菌!经过正交试验!其发酵

脂肪酶活力可达
$.).`

+

68

"董明奇等0

$$

1也从富油土壤中

分离筛选到
$

株产酶活性为
$2)#%.`

+

68

的短波单胞菌!

同时发现
+

7

"9能激活菌体产酶"邓欣等0

$"

1以面包干酵母

为出发菌株!对其进行紫外和微波复合诱变!得高产突变菌

株
Jg"$!

!其酶活为
%!.`

+

68

"工业用脂肪酶多来源于微

生物!分布于细菌#放线菌#酵母菌等多个属中0

$!

1

"主要存

在于工业废水#盐碱地#植物油加工厂#油脂#被油污染的土

壤#油料种子#腐败食物#堆肥及温泉等0

$2

1

"张婵等0

$.

1从富

油样品中得到
!"#

株产脂肪酶的细菌#酵母菌和霉菌!进一

步分离获得了一株高产脂肪酶菌株!通过培养基优化!其最

终产酶活力达到
/)"1`

+

68

!较优化前提高
")%.

倍"虞凤慧

等0

$%

1通过单因素及正交试验!对毕赤酵母工程菌
WYC8+C$1

的

发酵培养基进行优化!使所产高温碱性脂肪酶的酶活达

"02/`

+

68

!是 摇 瓶 发 酵 水 平 的
!)/

倍!蛋 白 含 量 为

$)16

7

+

68

"为了寻找来源更为广泛#代表性更强的原始菌

株!本研究从油坊土壤#饭店#食堂油烟机排气孔等地取样!

通过富集培养#初筛和复筛得到了一株产酶较高的细菌!再

对其进行正交试验优化产酶条件!得到一株产酶活性较高的

菌株"将该菌株作为进一步育种的出发菌株!将为脂肪酶大

量生产和制备提供条件!同时也为深入研究该菌所产脂肪酶

的性质提供理论依据"

%$
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材料与方法
$)$

!

仪器与设备

超净工作台*

XV3C$!##UUX"

型!苏州苏洁净化设备有限

公司(

分光光度计*

B̀ C""##T

型!上海昂拉仪器有限公司(

高压灭菌锅*

XZh<C.#

型!山东博科生物产业有限公司(

培养箱*

JV<C/#."

型!上海合恒仪器设备有限公司"

$)"

!

菌种采集

从油坊土壤#饭店#食堂油烟机排气孔等富油土壤中采

集
1

个样品共
$%

份"取样时先将表层土刮去
"

!

!?6

!在同

一地点取
"

份!每份取土样
$#

7

左右"

$)!

!

培养基

富集培养基*硫酸铵
$)#

7

+

8

!硝酸铵
$)#

7

+

8

!氯化钠

$)#

7

+

8

!硫酸镁
#).

7

+

8

!磷酸氢二钾
$)#

7

+

8

!大豆油

$)#

7

+

8

!

Q

V0)#

!

$"$\

灭菌
"#6>H

(

初筛培养基*硫酸铵
$)#

7

+

8

!硝酸铵
$)#

7

+

8

!氯化钠

$)#

7

+

8

!硫酸镁
#).

7

+

8

!磷酸氢二钾
$)#

7

+

8

!琼脂
$.)#

7

+

8

!

脂肪乳化剂
$")#

7

+

8

!

$)%5

溴甲酚紫
$)#

7

+

8

!

Q

V0)#

!

$"$\

灭菌
"#6>H

(

种子斜面培养基*硝酸铵
")#

7

+

8

!硫酸镁
#).

7

+

8

!磷酸

氢二钾
$)#

7

+

8

!氯化钾
#).

7

+

8

!硫酸亚铁
#)#$

7

+

8

!蔗糖

!#)#

7

+

8

!琼脂
".)#

7

+

8

!

Q

V0)#

!

$"$\

灭菌
"#6>H

(

发酵培养基*硫酸铵
$)#

7

+

8

!硫酸镁
$)#

7

+

8

!磷酸氢二

钾
$)#

7

+

8

!蔗糖
.)#

7

+

8

!脂肪乳化剂
$")#

7

+

8

!蛋白胨

!#)#

7

+

8

!

Q

V0)#

!

$"$\

灭菌
"#6>H

"

$)2

!

主要试剂

25

的聚乙烯醇-

<&K

.溶液*称取
2#

7

聚乙烯醇于烧杯

中!加入
1##68

蒸馏水!边搅拌边加热!使其完全溶解!自然

冷却后加蒸馏水定容至
$###68

!然后用双层纱布过滤!保

存滤液备用(

脂肪乳化剂*取大豆油与聚乙烯醇-

25

.按
$

"

!

-

T

"

T

.

比例混合!用高速组织搅拌机搅拌乳化
.

!

16>H

!于
2\

保

存备用-保质期
$

周."

$).

!

方法

$).)$

!

脂肪酶活力测定
!

采用
*,;V

滴定法0

$0

1

"在

2#\

!以每分钟产生
$

%

6'(

游离脂肪酸所需的酶量定义为

$

个酶活力单位-

`

."

$).)"

!

三丁酸甘油酯平板透明圈法
!

在
$1#68:->D

)

V3(

缓冲液-

Q

V1)#

.中加入三丁酸甘油酯乳化液
"#68

!然后加

入
$).5

琼脂!灭菌!倒平板"凝固后!每个平板内打直径为

#)1?6

的小孔"取
(68

发酵培养液
2###-

+

6>H

离心

$#6>H

!转移上清液!移取
.#

%

8

上清液于小孔内!于
!#\

反应
"2L

!测透明圈大小!取圈大清晰者进行酶活力测定"

$).)!

!

产脂肪酶菌株的初筛和复筛
!

称取
.

7

不同地点采

集的富含脂肪的样品溶于
2.68

无菌生理盐水中!混匀!将

").68

溶液接种于富集培养基!于
!#\

#

$1#-

+

6>H

恒温摇

床培养
0"L

"然后将长出菌落用蒸馏水梯度稀释成
$#

I"

!

$#

I!

!

$#

I2

!

$#

I.

!

$#

I%

!

$#

I0

%

个不同浓度!分别涂布于初筛

培养基平板上!于
!#\

恒温培养
0"L

!挑取初筛培养基周围

有黄色透明圈的菌落!接种于平板培养基上!

!#\

恒温培养

0"L

"待长出菌落并产生黄色变色圈后!挑取变色圈大的菌

落进行复筛"因为脂肪酶将脂肪分解成脂肪酸!使产脂肪酶

菌株周围环境的
Q

V

由中性变为酸性!并出现黄色透明圈

-溴甲酚紫在酸性条件下显示黄色.!据此可将产脂肪酶菌株

与其他菌株分离开来"

采用三丁酸甘油酯平板透明圈法0

$1

1测量变色圈的直径

和菌落直径!如透明圈直径越大!说明产生的脂肪酶越多!菌

落直径较小!说明该菌株产脂肪酶的能力越强"计算两者之

比!选出比值较大的菌株纯化!然后进行摇瓶培养"

$).)2

!

单因素发酵试验

利用紫外分光光度计测定不同单因素在多水平条件下

脂肪酶的浓度!以确定产生最大酶活的最佳单因素条件"

-

$

.碳源对发酵产酶的影响*在发酵培养基中分别添

加橄榄油#花生油#菜籽油#大豆油
2

种碳源!于
!# \

#

"##-

+

6>H

发酵
21L

后!测定菌株
K0

的脂肪酶活力!以确定

最佳碳源"

-

"

.氮源对发酵产酶的影响*在摇瓶筛选培养基中分别

加入蛋白胨#酵母粉#牛肉膏#氯化铵#硫酸铵
.

种氮源!于

!#\

#

"##-

+

6>H

发酵
21L

后测定菌株
K0

的脂肪酶活力!以

确定最佳氮源"

-

!

.初始
Q

V

及培养温度对发酵产酶的影响*将培养基

的初始
Q

V

分别调节为
!)#

!

2)#

!

.)#

!

%)#

!

0)#

!

1)#

!

/)#

!培

养温度分别控制在
"2

!

"%

!

"1

!

!#

!

!"

!

!2\

!于
"##-

+

6>H

下

发酵
21L

后测定菌株
K0

的脂肪酶活力!以确定最适
Q

V

"

-

2

.摇床转速对发酵产酶的影响*将摇床转速调节为

$##

!

$"#

!

$2#

!

$%#

!

$1#

!

"##

!

""#-

+

6>H

!于
!#\

下发酵
21L

后测定菌株
K0

的脂肪酶活力!以确定最佳摇床转速"

-

.

.金属离子对发酵产酶的影响*在发酵培养基中分别

添加了
#)2

7

+

8

的
4F

"9

#

+

7

"9

#

3,

"9和
3E

"9

!同时设空白对

照"于
!#\

#转速
"##-

+

6>H

培养产酶菌株
21L

后测定菌株

K0

的脂肪酶活力!以确定对发酵产生最佳效果的金属离子"

$).).

!

正交试验
!

在最佳温度和摇床转速#橄榄油和蛋白

胨分别作碳源和氮源时!菌株
K0

的产酶活力最强!在培养基

中加入
+

7

"9后!菌株
K0

产酶能力明显提高!所以考察了橄

榄油#蛋白胨#

+

7

"9

-

+

7

Y;

2

2

0V

"

;

.和初始
Q

V

四因素对

产酶的影响!以确定各试验因素的最佳条件"

"

!

结果与分析

")$

!

菌株分离纯化

从
1

个采样点获取的
$%

份样品经溴甲酚紫平板初筛

-图
$

.和三丁酸甘油酯平板透明圈法复筛-图
"

.得到产脂肪

酶菌株
/

株!命名为
K$

!

K/

"由于菌株所分泌脂肪酶分解

了底物脂肪!而使培养基
Q

V

由中性变为酸性!导致溴甲酚

紫显示黄色!从而分离出产脂肪酶菌株"菌株
K0

产生的黄

色变色圈!比较各菌株的透明圈与菌落直径比值-图
!

.!发

现菌株
K"

#

K!

#

K%

#

K0

和
K1

的比值均大于
!).

!相对酶活

最高!因此对其进行酶活力测定!结果见图
2

"

0$

基础研究
!

"#$%

年第
!

期



图
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!

经溴甲酚紫平板初筛结果
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三丁酸甘油酯平板透明圈法复筛结果

4>

7

E-F"

!

:LF-FDE(='PDF?'HG,-

N

D?-FFH>H

7

O

N

=->OE=

N

->H

Q

(,=F

图
!

!

不同产酶菌株的透明圈与菌落直径比值
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不同菌株产酶能力比较
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由图
2

可知!菌株
K0

酶活力最高!为
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!将其

作为出发菌株!进行发酵条件优化研究"

")"

!

单因素试验结果

")")$

!

碳源对发酵产酶的影响
!

在发酵培养基中分别添加

了不同碳源!酶活测定结果见图
.

"

!!

由图
.

可知!不同碳源对菌株发酵产酶影响不同!其中
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碳源对产酶的影响
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大豆油能明显促进脂肪酶的合成!而且大豆油价格便宜!容

易获得!因此可将大豆油作为产脂肪酶菌的最佳碳源"

")")"

!

氮源对发酵产酶的影响
!

在发酵培养基中分别添加

了不同的氮源!其酶活测定结果见图
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氮源对产酶的影响
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由图
%

可知!以蛋白胨为氮源时的生长和代谢状况相对

最好!最高酶活达到
$.)0`

+

68

!而其他氮源作用相对较低!

可能是由菌种特性及培养方式所决定的"

")")!
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初始
Q

V

及培养温度对发酵产酶的影响
!

分别设置

不同的初始
Q

V

和培养温度!其酶活测定结果见图
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初始
Q

V

对产酶的影响
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由图
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可知!随着发酵液初始
Q

V

值的增大脂肪酶活力

逐渐上升!当初始
Q

V

达到
%

时!脂肪酶活力最大!为
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68

(当初始
Q

V

大于
%

时!酶活力又逐渐下降(当

初始
Q

V

为
/

时!脂肪酶活力仅为
0)/`
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68
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由图
1

可知!培养温度对菌株产酶影响较大!当温度为
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时!酶活最高!为
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!温度为
"1

!

!"\

!其酶活

分别为
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!
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!均比
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时的酶活至少相差
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培养温度对产酶的影响
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酶活单位!因此!
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为发酵培养的最佳温度"

")")2

!

摇床转速对发酵产酶的影响
!

分别设置不同的摇床

转速!其酶活测定结果见图
/

"

图
/

!

摇床转速对产酶的影响
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由图
/

可知!随着摇床转速的增加!菌株
K0

产脂肪酶能

力增强!可能是转速越快!三角瓶内氧的溶解量增大!从而使

产酶能力增强!但转速过高易使培养液溅出瓶外!导致培养

基量发生变化!因此最佳转速确定为
"##-

+

6>H

"
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!

金属离子对发酵产酶的影响
!

在发酵培养基中添加

了不同的金属离子后!其酶活测定结果见图
$#

"

!!

由图
$#

可知!在培养基中加入
+

7

"9后!菌株
K0

产酶

能力明显提高!其酶活力达
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68

!比未添加
+

7

"9提

高了
$0)15

"而加入
3E

"9后!其产酶活力仅为
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!

比未添加
3E

"9降低了
!$5

!表明
3E

"9对菌株
K0

的产酶能

力具有抑制作用"
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正交试验

根据单因素试验各因素的显著程度!设计了正交试验!

图
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!

金属离子对产酶的影响
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正交试验各因素水平见表
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!根据表
$

设计培养基正交试验!

结果见表
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正交试验各因素水平表
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培养基优化正交试验结果
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可知!对菌株
K0

脂肪酶活力影响的主要因素是

培养基的
Q

V

!其次是橄榄油的含量和蛋白胨的含量!影响最

小的是金属离子的含量"试验
"

为最优水平!即最优培养基

成分为*橄榄油
.
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!在此培养基中培养其酶活达到
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!

结论
本研究从油坊土壤#饭店#食堂油烟机排气孔等处采样!

然后进行分离筛选!具有原始菌株来源广#代表性强等特点!

通过试验也表明其酶活较多数产酶菌株高"其原因可能有

以下
!

个方面*

&

分离筛选所得菌种不同(

'

菌株所产脂肪

酶水解目标物不同(

(

对脂肪酶酶活的定义不同"在本试

验的后续工作中!还需通过形态学和分子生物学手段确定菌

株
K0

的种属!同时利用多种诱变方法!对菌株进行改良!以

提高其产酶能力!为利用脂肪酶催化植物油合成生物柴油提

供原始材料和参考数据"
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中!

.

种
K

牌系列中国产卷烟中价位相对较高的卷烟
2

和卷

烟
.

中所检出的糖和丙二醇的含量显著较高!一方面与卷烟

本身所使用烟叶品质较高有关!优质烟叶中总糖和还原糖含

量都较高(另一方面与卷烟加工中所加料液和保润剂配方有

关!势必会造成产品间的保润性能会存在一定差异"对于其

他中国品牌的卷烟!低价位的中国产卷烟
$

-

.).

元+包.#中

国产卷烟
"

-

0).

元+包.中麦芽糖和蔗糖!葡萄糖!果糖及丙

二醇的含量都相对较低!这也与其本身所使用叶组配方组成

及品质有关"但是中国产卷烟
$

中同时检测出甘油含量为

.)206

7

+

7

(中 国 产 卷 烟
"

检 测 出 山 梨 醇!其 含 量 为

$)116

7

+

7

!同时在中国产卷烟
!

中也检出山梨醇的存在!说

明这两种卷烟在保润剂配方中添加了山梨醇"

另外对于国外品牌卷烟!

"

个不同价位的
3

牌进口卷烟

中都检测出麦芽糖和蔗糖!葡萄糖!果糖!甘油及丙二醇的存

在!相比于中国卷烟!

3

牌进口卷烟
$

和
3

牌进口卷烟
"

中

的丙三醇量相对较大!是中国卷烟
$

的
$).

!

")#

倍!其他样

品中均未检出丙三醇!表明大部分卷烟基本上不用丙三醇作

保润剂"分析发现!

"

种
3

牌号系列进口卷烟尽管二者价位

不同!但是几种糖的含量无明显差异!而在甘油和丙二醇二

者的使用量和比例上有所不同!低价位的进口卷烟
$

中甘油

使用比例大!相反高价位的进口卷烟
"

中丙二醇使用比例

大!其配方保润剂的设计思路可能充分考虑了烟叶类型的差

异!值得深入探讨"

!

!

结论
建立了用高效液相色谱法同时测定烟草中果糖#葡萄

糖#麦芽糖#蔗糖和甘油#丙二醇以及山梨醇含量的方法!该

方法方便快速#结果可靠"采用本研究建立的
V<83

方法!

可对不同国内外品牌卷烟的糖类和多元醇进行检测!为深入

了解不同卷烟的物理保润机制进而改善烟草物理保润性能

提供理论指导"
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