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从非洲土壤中分离新的产生脂肪酶的细菌�

���������
����
��
， 章克昌
（无锡轻工大学生物工程学院，江苏无锡����
�）

摘 要：从采自非洲（喀麦隆和加纳）的

个土样中分离得到的产生脂肪酶的细菌���，初步鉴定

为假单胞菌属�以菌株���为出发菌株，经紫外线照射和亚硝基胍处理，得诱变菌株����，其脂肪

酶产生能力达���／� �对菌株����进行生产能力的稳定性试验，结果良好�连续传代�次能保

持良好的产脂肪性能�
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近年来，脂肪酶（
�,�’�,�����
�,�&,����
0，54


�����
）在工业应用方面得到了很大重视
［�，�］，例

如，可以用它来改变甘油三酯，合成各种酯类化合

物以及用于家庭洗涤剂［
，�］�许多脂肪酶已经商业

化生产，其产生菌主要是霉菌和细菌�已经公布的

适用于甘油三酯加工的不同来源的脂肪酶有



种，其中��种来自霉菌，9种来自细菌
［�］�

与其它的水解酶，如蛋白酶和淀粉酶相比，脂

肪酶在工业上的重要性至今还比较小，其原因部分

是因为直到��年前，脂肪酶在工业上很少找到重

要的应用领域，另外，工业规模地大量生产脂肪酶

在工艺上还有困难，也很昂贵［���］�虽然很容易找

到脂肪酶产生菌，但其产率往往是低的�通过经典

的诱变和发酵工艺的改进来提高产率的报道非常

少�

低分子量的酯类是香味的一个重要类别，它们

� 收稿日期：����������；修订日期：�����������

作者简介：���������
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��
（���9年�月生），男，喀麦隆人，工学博士�
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中的大多数是许多食品和香料中水果香味的代表

性组成�分离新的脂肪酶产生菌，可用于进一步研

究在有机溶剂中低分子量酯类的合成，作者选择了

假单胞菌属的细菌，因为有一些研究工作者报道

说，这类菌在有机催化反应中表现良好的多面性，

反应性和稳定性［�，��］�

� 材料与方法

��� 材料

聚乙烯醇（���，聚合度����	��），上海石油

化工废水处理工厂生产；

亚硝基胍（
��），瑞典
����公司产品；

若丹明�和��硝基苯棕榈酸盐，�����公司产

品；

豆饼粉和玉米浆，无锡酶制剂厂提供；

��� 方法

����� 产脂肪酶微生物的富集 ��土样悬浮在

��������／��的
���溶液中�摇匀后取出���

��悬浮液，加入含有丰富培养基的试管中�培养基

的组成（�／��）：橄榄油�，酵母膏����；
��������

 �；!���������；"��������；
�������；起始��

值为����试管放在培养箱中保温 �#，���$／��%，

摇瓶，培养����，然后取���培养液移入另一支

装有相同培养基的试管中，在相同的条件下重复培

养一次�用橄榄油作为碳源是基于以下设想，即能

利用油脂的微生物一般能产生脂肪酶，而较高的培

养��值是因为它适宜细菌的生长�

����� 产脂肪酶微生物的分离和筛选 在丰富培

养基上长出的微生物用营养平板进行分离（图�），

后者含���&的中性若丹明�的无水酒精溶液�产

脂肪酶的微生物生成的菌落周围在紫外灯下有红

色荧光环�挑选光环大的菌落进行摇瓶发酵，筛选

产酶能力强的菌株�

图� 用来分离脂肪酶产生菌的若丹明平板
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����� 脂肪酶发酵 从若丹明平板上挑选到的菌

株生长在斜面试管上，斜面培养基的组成（�／��）：

橄榄油�，
������，蛋白胨�，牛肉膏���，琼脂

����

保温培养���从斜面上挑取一环细菌，接入装

有 ���发酵培养基的容积为�����三角瓶中，

发酵培养基的组成（�／��）：橄榄油�，豆饼�，玉米

浆�，
�
� �� ；起始��值为’�������接种后保

温培养��(�

����� 脂肪酶活性测定

�）平板法（脂肪酶活性快速评估法）：平板中装

入以下组成的固体培养基：���&琼脂，��&脂肪酶

基质（����橄榄油，�����&的聚乙烯醇，�����

$／��%条件下均质����%，��& ����)�／�的


����甘氨酸溶液，��值为���的���&若丹明�

溶液�在该固体培养基上正确地打上一些直径�

��的孔（图�），往这些孔中加入����发酵液上清

液（发酵液’���$／��%离心����%）�平板在��#

保温培养��(，在*�光下检查孔周围红色荧光环

的大小，环大者表示产生脂肪酶能力高�

图� 快速检测脂肪酶活力的若丹明平板
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�）分光光度测定法：生色基质已被成功地应用

于脂肪酶测定中［��，��，�+］�溶液�：������棕榈酸

硝基苯脂溶于 ���异丙醇中�溶液�：�������

�)�／�,$�-����缓冲液，并含有��三硝基甲苯.�

���和����阿拉伯胶������基质溶液（由溶液

�和溶液�按�/�比例，缓慢混合，新鲜配制而成，

该溶液至少可稳定�(在��#预培养，然后加入

�����稀释至一定程度和粗酶液，继续在��#保

温����%�然后，用分光光度计测定溶液中已释放

��硝基酚的数量（以不加酶的溶液作对照）�脂肪酶

�个单位的定义是：每分钟释放���)���硝基酚所

需的酶量（标准曲线制作时以��硝基酚为标准

品）�
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�）标准方法
［��］：人们经常用标准法来测定脂

肪酶的活力�这里的反应混合物组成是：���上述

脂肪酶基质溶液，���������	／�甘氨酸缓冲液，


�值为���的���制备好的稀释样品，混合溶液

保温��
������加����无水酒精中止反应，然

后用�����	／�的����溶液通过滴定来测定已

释放的脂肪酸量�一个单位脂肪酶的定义是：每分

钟释放����	脂肪酸所需脂肪酶的数量�

����� 分类研究 分离得到的菌种采用������和

��������
［��］叙述的方法，并参考������的细菌分

类手册进行初步鉴定�

����� 微生物的诱变

�）紫外线照射：���处于对数生长期（培养

���）的悬浮菌液（���� 个／��）置于平板中，用紫

外线灯（��!，���"��）照射，间距为�����#��

照射时间分别为��$，%�$，��$，����，����，�

����在照射过程中细胞浮液用磁力搅拌进行混合�

样品的致死率���&�照射后的菌液进行分离�

�）�’(处理：����’(（�����／��和���

��	／�
�值为%��的磷酸缓冲液）加入到���上

述细胞悬浮液中���
摇床培养（� ��／���），时间

分别为��，%�，��，�������到处理时间，立即加�

���倍体积的蒸馏水稀释，中止反应�对致死率为

��&的样品进行分离�

� 结果和讨论

��� 产脂肪酶微生物的分离

众所周知，选育脂肪酶产生菌通常并不是一件

十分困难的事，因为这类菌的分布是很广泛的�但

是，要找到一株脂肪酶活力很高的菌株是困难的�

作者从��个在非洲采集到的土样中分离得到���

个脂肪酶产生菌，测定了它们的酶活并将它们分成

�组（见表�）�第一组是产酶活力低的菌，其酶活在

��／��以下，共有��株�第二组的菌株数量最多，

共有���株，它们的产酶活力在���)／��之间�

最后一组的产酶活力最高，均高于�)／��（图�）�

其中产酶活力最高的菌株是�*��所以我们取�*�

作为进一步研究的出发菌株�后续的发酵研究表

明，其发酵产酶能力达��)／���

��� 菌株���的鉴定

菌株�*�的分类学特性如下：

�）形态学特性 杆状：�� �����%��，圆形

未端，单个或成双�无孢子，格兰阴性运动，有两根

鞭毛�

表� 从��个土样中分离脂肪酶产生菌

�	
�� ��
�����������	���
�����
��
���������	�����

脂肪酶水平
活性范围／
（)／��）

菌株数目／
个

百分数／

&

低 �� �� ��

中 ��� ��� ""

高 �� �� ��

图� 分离到一些脂肪酶产生菌株

����� ����	������	���
�����
�

�）培养特性 营养琼脂菌落：圆形，平滑，突

起，完整，半透明，黄棕色�

营养琼脂斜面：完整，纤维状，平滑，扁平，反

光，有光泽，黄棕色，不透明�

明胶穿刺：适度生长，暗棕色薄膜，无液化�

营养液：浑浊，但无明显丝状

�）生理特征：

最适
�"���"��，
�范围��������，最适

温度�����
，范围����
，好气，利用葡萄糖

产酸，氧化酶阳性，反硝化作用阴性，精氨酸脱氢酶

阴性，明胶不水解，淀粉不水解，聚*�*羟基丁酸盐不

积累�可供生长的碳源：葡萄糖，蔗糖，阿拉伯糖，山

梨糖，果糖，鼠李糖，乳糖，麦芽糖，�*丙氨酸，+�*精

氨酸，,�$����$��	�来源：土壤���
琼脂培养基上

该菌的电镜照片见图��

研究的结果表明，该菌是属于假单胞菌属

（��������������	�）�鉴定是以革兰氏染色，运动

性，过氧化氢酶活性，氧化酶活性，明胶液化等性能

为基础的，比较本假单胞菌和假单胞菌属部����

个典型菌株的分类特性，可见，菌株�*�与����


�����	�����
��最为接近�要真正决定菌株�*�的

属性，还需进行近一步的研究�菌株�*�暂命名为

���������	�����*��
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图� 菌株���的电子显微镜照片
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��� 诱变

菌株���进行紫外线照射，致死率����选得

一株诱变菌株��，其脂肪酶生产能力达	
���／


�左右，��诱变正突变的结果见图��

图� ��诱变正突变结果

����� �
��	�����������
����������

菌株 ��进一步用 ���处理两次，致死率

����第一次处理，只有�株突变菌株是正突变，其

结果见图��突变株��	的产酶活力最高，达����

�／
��

再对突变株��	进行���处理，选得两株突

变菌株�����和���，其产酶活力分别为�
���／


�和���／
��

菌株���进行了性能稳定性试验�结果是良好

的�传代�次仍能保持高的产酶活性�其结果见表

	�高修功等也报道了相同的研究结果，其野生菌株

	���经��和���处理后，产酶活力提高了��	�

倍�

图� � !诱变正突变结果

����� �
��	�����������
� !��������

表� ������������	
���"的稳定性

 �#��������������	
���"���#�	��$

传代次数 脂肪酶酶活／（�／
�）

第一代 �����

第二代 �����

第三代 �����

第四代 ���
�

第五代 �����
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