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新疆哈萨克族奶酪产脂肪酶酵母菌的筛选

及产酶条件优化
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摘要!从新疆不同地区采集到的哈萨克族手工奶酪中分离得

到
&%%

株菌种!通过分离&

Î

'培养基和罗丹明
^

培养基筛

选出
+

株产脂肪酶酵母菌!分别为
#-$
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!-(
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#结合

菌种生理生化及
$'T;K@W

基因序列分析确定
+

株菌的系

统进化地位!在系统发育上
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隶属于马克斯克鲁维酵

母&
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和
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分别隶属于毕赤

酵 母 &

U&D2&8 I+CK&8JQ/J&&

'"乳 酸 克 鲁 维 酵 母

&

PF+

G
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G

D/@F8DA&@

'#利用对硝基苯酚法对
+

株菌种产

酶酶活进行测定!发现
P?=8KM&8'+@!-(

产脂肪酶酶活最

高!达
$>:%%X

,

."

$对
P?=8KM&8'+@!-(

产酶条件进行优

化!确定最优发酵条件为%温度
>% d

"

E

\B:(

"接种量

$:(."
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左右时!其酶学活性最强!为
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关键词!脂肪酶$酵母菌$筛选$条件优化
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脂肪酶是一类非常重要的水解酶$在食品工业上应用非

常广泛$能将甘油三酯水解成甘油二酯+甘油一酯+脂肪酸和

丙三醇$通过催化非水介质中的酯化反应+相互酯化反应和

转酯作用$增加食品的风味与香味,

&

-

%目前工业脂肪酶主要

从微生物中获取,

$

-

$这种方法的原料资源丰富$生产不受自

然环境影响$可大量生产且周期短$生产成本低$经济又实

用,

>

-

%在自然界中约有
'(

个属的微生物产脂肪酶$其中有

$*

个属来源于细菌$

+

个属来源于放线菌$

&%

个属来源酵母

菌$其它
$>

个属来源于真菌,

+
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%现已工业化应用的脂肪酶

产生菌主要有芽孢杆菌!

H8D&FF+@

#+大肠杆菌工程菌,

(
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+无色

杆菌!

"D2K3=3H8DA/K

#+假单细胞菌!

U@/+C3=3'8@

#和伯克霍

尔德氏菌属!
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%微生物脂肪酶发现于
$%

世

纪初$中国在此方面的研究起步较晚$最早投入生产的产脂

肪酶菌株是
&)'B

年由中科院微生物所筛选到的解假丝酵母

WT$:&$%>

$最早的科研报道为施巧琴,

B

-

+黄建中,

*

-

+吴松刚,
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-

等对碱性脂肪酶的筛选及应用研究%现今对产脂肪酶微生

物的研 究 越 来 越 多$吴 厚 军 等,
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-对 华 根 酶 !

X2&Q3
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#定 向 改 造 使 其 在 巴 斯 德 毕 赤 酵 母 !
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#中表达突变酶
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$使该酶的热稳定性得以提
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-研究了细毛嗜热霉脂肪酶!
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#基因在
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菌株中的表达%目前$对新疆哈萨克族奶酪

样品中产脂肪酶酵母菌筛选并应用于奶制品风味改善方面

研究较少%

新疆哈萨克族奶酪营养丰富$均为靠经验手工制作$奶

酪中奶臭味等特殊风味不能被广泛的消费者所接受$奶酪制

品风味物质形成机制不明晰+风味品质不稳定等已成为产品

标准化生产的瓶颈%脂肪酶在奶酪中能降解脂肪为游离脂

肪酸$并将其分解成乙酯+丙酮等呈味物质,

&$

-

$能提高奶酪

熟化过程中的风味+增加香气%因此本研究以新疆不同地域

的哈萨克族奶酪为研究对象$分离筛选出产脂肪酶酵母菌$

并对其产酶条件进行优化$旨在为传统自然发酵奶酪实施微

生物控制+风味强化和品质提升提供理论参考依据%
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材料与方法
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!

材料#试剂及仪器

&:&:&
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样品的采集

奶酪样品主要采集于北疆哈萨克族聚居地区"和布克赛

尔!

T

#+伊宁!

#

#+昭苏!

!

#+木垒!

"

#+吉木乃!

@

#+巴里坤

!
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#+阿勒泰!

W

#+可可托海!

j

#+那拉提!

C

#%每地采集
(

块

奶酪$用保鲜袋封装后贴上标签放入
V+d

的车载冰箱内保

藏$

&*8

内运回实验室$在
+d

下冷藏%

&:&:$

!

主要试剂与设备

高速离心机"

C]I"-&'A

型$上海上天精密仪器有限

公司(

摇床"

!K->

型$天津顺吉科技有限公司(

恒温培养箱"

"I\-$(%N

型$上海善志仪器设备有限

公司(

光学显微镜"

bTY-&%L

型$陕西天平仪器设备有限公司(

电磁搅拌器"

*(-$W

型$金培市城东新璃仪器厂(

E

\

计"

Y\T->,

型$上海科晓科学仪器有限公司(

紫外分光光度计"

X?&*%%

型$上海奥析科学仪器有限

公司(

YLI

扩增仪"

CL-(&$

型$英国
C678=6

公司(

立式电热压力蒸汽灭菌锅"

"K$b->%jW

型$上海申安医

疗器械厂(

对硝基苯酚丁酸酯"分析纯$无锡中坤生化科技有限

公司(

罗丹明
^

"分析纯$湖北广奥生物科技有限公司(

橄榄油乳化液"化学纯$国药集团化学试剂有限公司%
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富集培养基"酵母浸粉
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$橄榄油
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E
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$水
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发酵!

#YK

#培养基"葡萄糖
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$胰蛋白胨
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$酵母浸

粉
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+橄榄

油乳化液
&$%."

'

"

$水
&%%%."

(

"̂

斜面培养基"蛋白胨
&%

<

$酵母浸粉
(

<

$氯化钠

&%

<

$琼脂粉
$%

<

$水
&%%%."

(

分离培养基"按文献,

&>

-制备(

罗丹明
^

培养基"按文献,

&+

-制备%

&:$

!

方法

&:$:&

!

菌种的富集
!

将块状的奶酪样品用研钵捣+碾粉碎$

使碎小颗粒直径
&

%:(..

%称取
(

<

样品$溶入盛有
(%."

无菌水的锥形瓶内$摇匀后置于
>(d

+

&*%;

'

.0=

的摇床上

振荡
'8

$待瓶内的溶液静置分层$取
(."

上清液加入到盛

有
(% ."

液体富集培养基的锥形瓶中$再置于
>( d

+

&B(;

'

.0=

的摇床内振荡培养
$+8

$进行富集培养%

&:$:$

!

初筛
!

配制分离培养基$在
&$&d

下灭菌
$%.0=

$用

移液枪移取
&."

富集后的菌液加到装有
)."

无菌水的试

管中$稀释为
&%

V&

%再取
'

支装有
)."

无菌水的试管$分

别稀释至
&%

V$

$

&%

V>

$

&%

V+

$

&%

V(

$

&%

V'

$

&%

VB

$移取
$%%

#

"

不

同浓度的菌液加入到分离培养基平板中%涂布均匀后放入

>(d

的培养箱中$培养
+*8

%将生长状况良好的菌株纯化

后$采用牛津杯法接种到罗丹明
^

培养基中$

>( d

下培养

+*8

$在紫外灯照射下观察水解圈$将水解圈直径较大且有

橙色荧光圈的菌落挑出来$

V$%d

下冷藏保存于
"̂

斜面培

养基中$待复筛测酶活时使用%

&:$:>

!

复筛
!

将初筛中水解圈直径较大单菌落转接到

$%."

液体富集培养基中$在
>%d

+

&'%;

'

.0=

摇床中培养

&4

$用移液枪吸取活化后的菌液!

&%

'

LNX

'

."

#

$."

转接

到
$%."

发酵培养基中$在
>% d

的摇床中培养
+*8

$取

(."

培养液于离心管中$于
(%%%;

'

.0=

离心
&%.0=

$取上

层清液用于对硝基苯酚法测定酶活$按酶活力大小筛选出产

脂肪酶能力较强的菌株%

&:$:+

!

菌种鉴定

!

&

#

YLI

扩增及测序"参考文献,

&(

-的方法提取菌株总

K@W

%

YLI

扩增
$'T;K@WK&

'

K$

区基因"采用酵母菌通

用引物
@"&

!

(q-]LW CWC LWW CWW ]L] ]W] ]WW

WW]->q

#和
@"+

!

(q-CLLCLL]CLCWC C]W CWC ]L-

>q

#

,

&'

-对
$'T;K@WK&

'

K$

区基因片段进行
YLI

扩增%

扩增条件"

)(d

预变性
(.0=

$

)+d

变性
+%9

$

((d

退

火
+%9

$

B$d

延伸
>%9

$

&.0=

循环
>'

次$

B$d

延伸
&%.0=

%

将扩增后的
YLI

产物经过
&:$U

琼脂糖凝胶电泳确认扩增

效果和片段大小$电压为
&%%?

$使用
A/;G6;&

进行标注%

YLI

产物用
,!-&%731F.=

纯化后送往上海生工生物科技有

限公司进行测序%

!

$

#菌悬液的制备"将筛选出的产脂肪酶菌株接种到装

有
(%."

液体分离培养基的锥形瓶中$在摇床上培养
&$8

$

以
+%%%;

'

.0=

离心
>%9

%将上层清液弃去$用无菌生理盐

水洗涤沉淀菌体
$

"

>

次$震荡
>%.0=

%用平板活菌计数法

将菌悬液浓度调整为
&%

'

LNX

'

."

%

!
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#酶活力测定"酶活力的大小或酶的反应速度$通常

用酶在反应过程中底物的减少量或产物的增加量来表示%

由于不同链长的对硝基苯酚酯类水解时$吸光值在
+&%=.

处会发生变化$所以使用分光光度计测定酶反应过程中反应

物或产物吸光值的变化$进而对脂肪酶活力的大小进行定

量%根据文献,

&$

-的方法进行脂肪酶活力的测定$以吸光度

((

基础研究
!
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值为横坐标!
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#+

E

-@Y

总量为纵坐标!

-

#绘制标准曲线$并计

算出相关线性方程"

-f%:+&%)<e%:%%&$

!

X

$

f%:)))B

#%酶

活按式!
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#计算"
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T

,

8

V
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W
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%

! #
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N
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V

'

&(
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式中"

%

&&& 酶活$

X

'

."

(

'

&&& 酶液的稀释倍数(

8

+

N

&&&

E

-@Y

标准曲线公式中的系数(

"

&&&反应后
,O

+&%=.

下吸光度值(

"

%

&&&初始
,O

+&%=.

下吸光度值%

&:$:(
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温度对菌株产酶的影响
!

在
E

\B:%

+接种量
$U

条件

下$分别设置不同温度
$'

$

$*

$

>%

$

>$

$

>+

$

>'d

$吸取
&."

离

心后的菌悬液接种到装有
(%."

发酵培养基的
&(%."

锥

形瓶中$在
&B(;

'

.0=

摇床上培养
&$8

后$测定菌株产脂肪

酶活力%

&:$:'

!E

\

对菌株产酶的影响
!

在
>%d

+接种量
$U

条件

下$分别调节
E

\

值为
(:(

$

':%

$

':(

$

B:%

$

B:(

$

*:%

$

*:(

%吸取

&."

菌悬液!

&%

'

LNX

'

."

#接种到装有
(%."

发酵培养基

的
&(%."

锥形瓶中$在
&B(;

'

.0=

的摇床上培养
&$8

后$测

定不同
E

\

值下菌株产脂肪酶活力%

&:$:B

!

接种量对菌株产酶的影响
!

接种量的大小直接影响

菌株的发酵速率%在
>%d

+

E

\B:%

条件下$分别吸取
&:%U

$

&:(U

$

$:%U

$

$:(U

$

>:%U

$

>:(U

$

+:%U

菌悬液接种到装有

(%."

发酵培养基的
&(%."

锥形瓶中$在
&B(;

'

.0=

的摇

床上培养
&$8

后$测定不同接种量下菌株产脂肪酶活力%

$

!

结果与讨论
$:&

!

产酶酵母菌菌株鉴定

$:&:&

!

产酶酵母菌菌株的筛选
!

在酵母菌进行富集培养+初

筛+纯化复筛后$得到
+

株产脂肪酶能力较强的酵母菌见

表
&

$编号分别为
#-$

+

!-(

+

T-'

+

@-(

$产脂肪酶能力见图
&

$

菌株
!-(

的水解光圈最大$其酶活力也最大%并对这
+

株酶活

图
&

!

产酶酵母菌菌株的筛选结果

N0

<

F;6&

!

,=S

D

./507/M0105069;69F15932586

D

6/950931/569

表
&

!

菌株筛选结果

C/M16&

!

T5;/0=97;66=0=

<

;69F159

菌株
产脂肪酶活力'

!

X

1

."

V&

#

水解圈直

径'
7.

菌落形态

#-$ &':'% &:+*

圆形+乳白色+表面不明亮+

饱满凸起

!-( $>:%% &:B&

圆形+暗黄色+表面较干燥+

饱满凸起

T-' &):$* &:($

圆形+暗白色+较光滑+饱满

凸起

@-( $%:>$ &:'+

不规则+乳白色+不光滑+有

边毛+饱满凸起

最高的菌株进行了生理生化分析+分子鉴定及后续的产酶条

件优化%

$:&:$

!

$'T;K@W

测序及产酶特性
!

对这
+

株酵母菌株的

$'T;K@W

基因序列进行测定后在
1̂/95

中对比$结果见

表
$

$使用
A,]W(

软件中的
@60

<

83F;-_30=0=

<

法构建系统

发育树,

&BV&*

-

$见图
$

%发现
#-$

+

!-(

这
$

株菌种都属于
PF?

=8KM&8'+@

$

@-(

属于
PF?F8DA&@

$

T-'

则属于
U?I+CK&8JQ/J&&

%

$:&:>

!

酶活测定
!

标准曲线的绘制见图
>

%通过测定酵母菌

在培养基内发酵液中的胞外酶$来确定酶活力的大小%分别

将
+

株酵母菌接种到发酵培养基中$在
E

\B:%

+接种量
$:%U

+

装液量
(%."

'

&(%."

+培养温度
>%d

+摇床转速
&B(;

'

.0=

+

培养时间
&$8

$将
+&%=.

处的吸光值代入式!

&

#$得出各菌株

的产 脂 肪 酶 的 活 力"

#-$

酶 活
&':'%X

'

."

$

T-'

酶 活

&):$*X

'

."

$

@-(

酶活
$%:>$X

'

."

$

!-(

酶活
$>:%%X

'

."

%

$:$

!

温度对菌株产酶的影响

在不同温度下
!-(

菌株产脂肪酶活力的变化见图
+

%当

图
$

!

基于
$'T;K@W

序列的系统发育树

N0

<

F;6$

!

Y8

D

13

<

6=65075;66M/9643=$'T;K@W96

O

F6=76

表
$

!

$'T;K@W

测序结果

C/M16$

!

$'T96

O

F6=70=

<

32;K@W

菌株 种属 相似度'
U @L̂H

对比菌株 来源

#-$ PF+

G

J/K3=

G

D/@=8KM&8'+@@AK8&'-">)$ )) jI&(%B&&:&

伊宁地区奶酪
!!!

!-( PF+

G

J/K3=

G

D/@=8KM&8'+@@AK8&'E& )) _b&+&>B%:&

昭苏地区奶酪
!!!

T-' U&D2&8I+CK&8JQ/J&&&@3F8A/-&1$ )B jA$B)>B$:&

和布克赛尔地区奶酪

@-( PF+

G

J/K3=

G

D/@F8DA&@

Z

8KA&8F$'1KX#"

(

/'/

$

@AK8&'!;%$+(> )) \,''%%B+:&

吉木乃地区酸奶酪
!
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第
>+

卷第
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图
>

!

标准曲线

N0

<

F;6>

!

T5/=4/;47F;Q610=6

图
+

!

温度对产酶的影响

N0

<

F;6+

!

,226753256.

E

6;/5F;63=6=S

D

.6

E

;34F7503=

温度为
$B

"

>%d

时$菌株的生长代谢反应速率持续加快$不

断消耗培养基内的养分进行产酶$菌株的产脂肪酶能力随着

温度升高逐渐增大%在温度达到
>%d

时$菌株的产酶能力

达到最大$累积产酶量最多$此时的脂肪酶也达到最适存活

温度$所以酶活力达到最高峰值$为
$>:'(X

'

."

(当温度大

于
>%d

时$由于温度过高会使酶变性失活$且培养基内养分

被消耗过多$菌株产酶能力逐渐下降$导致总体酶活力开始

下降%酶活力随着温度的升高而不断降低$当温度达到

>'d

时酶活力下降到最低%由此可知$当发酵温度为

>%d

$

!-(

菌株的产酶能力最佳$且产出的酶能够保持最高

的活力%

$:>

!E

\

对菌株产酶的影响

E

\

的改变能影响酶活性中心上必须基团的解离程度$

同时也可以影响底物和辅酶的解离程度$从而影响酶分子对

底物分子的结合和催化%

E

\

过高或过低都会是酶变性失

活$只有在最适的
E

\

下$酶+底物和辅酶的解离状态$才最

适宜它们相互结合$并发生催化作用$从而使酶的反应速度

达到最大值%不同
E

\

值下
!-(

菌株产脂肪酶活力的变化情

况见图
(

$当发酵培养基的初始
E

\

为
(:(

"

B:(

时$菌株的酶

活力与
E

\

呈正相关$产脂肪酶的活力随
E

\

的上升而增加%

在
E

\

为
B:(

时$产酶能力最强$酶活力最高!

$>:B'X

'

."

#(

E

\

为
B:(

"

*:%

时呈缓慢下降趋势$超过
*:%

之后迅速下降%

因此$

!-(

菌株的产酶最佳
E

\

值为
B:(

%

$:+

!

接种量对菌株产酶的影响

接种量对
!-(

菌株产脂肪酶活力的影响见图
'

%接种量

图
(

!E

\

对产酶的影响

N0

<

F;6(

!

,2267532

E

\3=6=S

D

.6

E

;34F7503=

图
'

!

接种量对产酶的影响

N0

<

F;6'

!

,22675320=37F1/503=/.3F=53=6=S

D

.6

E

;34F7503=

主要影响酶的催化速率$在
&:%U

"

$:(U

时$随着接种量的

梯度式增加$菌株数量不断增多$能够充分利用培养基内充

足的养分$使菌株的生长代谢加快$是产酶效率的加速上升

期$此时酶活力值迅速增加%当接种量为
$:(U

时$培养基

内的养分与菌株数量达到均衡饱和状态$产酶效率最快$产

酶量最多$酶活最大$为
$(:))X

'

."

(当接种量超过
$:(U

时$再增加接种量时菌株的产酶活力并无增加$反而呈平缓

下降的趋势$是因为此时培养基内的养分供给不足$影响产

酶速率%因此$得出
!-(

菌株产脂肪酶的最佳接种量为

$:(U

%

>

!

结论
从新疆地区采集的哈萨克族特色奶酪中得到

&%%

多株

菌种$经筛选后得到
+

株产脂肪酶酵母菌!

#-$

+

T-'

+

!-(

+

@-

(

#%对这
+

株酵母菌进行
$'T;K@W

测序$发现
#-$

+

!-(

+

@-

(

都属于
P?=8KM&8'+@

$其中
@-(

为
P?F8DA&@

$

T-'

则属于
U?

I+CK&8JQ/J&&

%对
+

株菌进行产脂肪酶酶活测定$发现
!-(

菌株酶活力最强$为
$>:%%X

'

."

$以
!-(

菌株为样本$对其

产酶条件进行单因素优化试验$当温度达到
>% d

+

E

\

值

B:(

+接种量
$:(U

时$为最优产酶条件$其酶活性最高为

$(:))X

'

."

$与胡臖,

&)

-

+黎小军,

$%

-等优化的产脂肪酶菌种

结果相近$优化较成功%

P?=8KM&8'+@!)(

可以初步作为风

味酵母菌$进一步研究其酶学性质以及模拟奶酪发酵$探究

其对奶酪风味的改善$可为改善新疆哈萨克族奶酪风味提供

理论依据%

B(

基础研究
!

$%&*
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