
第27卷第3期

2008年5月

食品与生物技术学报

Journal of Food Science and Biotechnology

V01．27 No．3

Mav． 2008

文章编号：1673—1689(2008)03一0114—06

一株碱性低温脂肪酶产生菌发酵条件的优化

王蕾1， 蔡宇杰1， 廖祥儒。1， 张峰1， 张大兵2
(1．江南大学生物工程学院，江苏无锡214122；2．江苏汉邦科技有限公司，江苏淮安223001)

摘要：通过单因素实验，对SYBC Wu一3茵摇床发酵产脂肪酶的培养基组成和培养条件进行优

化，得出较佳的产酶培养基组成配方为：蛋白胨5 g／L，酵母膏6 g／I。，NaHz PO。3 g／L；油脂250

mL／L，乳化剂0P 25 mL／L。最优发酵条件为250 mL的摇瓶装液量50 mL，培养温度30℃，发酵

时间72 h。经过优化后发酵液脂肪酶酶活力最高可达到10．68 U／mL，较优化前提高了2．8倍。
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Optimization of Fermentation Conditions for a Low。Temperature

Lipase-Producing Strain
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Abstract：The effect of single factor on the flask incubation of SYBC Wu一3 was investigated．The

optimum medium for the yield of lipase was that containing peptone 5 g／L，Nail2 P04 39／L，oil

250 mL／L。emulsification 25 mL／L．The strain was cultured under the condition of 30℃for 72

h．The enzyme activity under the optimal condition was 2．8 times of that under the condition

before optimized，and reached to 10．68 U／mL．
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脂肪酶(Lipase，EC3．1．1．3)又称三酰基甘油

酰基水解酶，广泛存在于动植物组织、植物种子及

微生物中。脂肪酶具有多种催化能力，能够催化脂

化合物分解，合成和酯交换反应，因此被广泛应用

于食品、轻纺、皮革、香料、化妆品、洗涤剂、有机合

成、医药等领域。微生物脂肪酶种类多，作用温度

及pH值范围比动植物脂肪酶广，底物专一性高，且

便于工业生产以获得较高纯度的酶制剂，已成为工

业生产脂肪酶的主要来源。

根据Margsin[¨等人的定义，把最适酶活温度

在30℃左右，在0℃左右仍具有一定催化活性的

脂肪酶称为低温脂肪酶。目前，产低温脂肪酶的微

生物大多来源于南、北两极以及大洋底部等长期处

于低温的环境中，如静止嗜冷杆菌(Psychrobacter
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immobilis)B10[2]，深海适冷假单胞菌(Pseudo一

仇。咒口s sp．)KB 700AL30以及Pseudomonas sp．B1卜

1Ho等。我国对低温脂肪酶的研究起步较晚，研究

的产低温脂肪酶微生物主要来源于几次南极科学

考察采集的样品中。2003年中国极地研究中心的

俞勇[51等从南极乔治王岛冻土来源的76株低温细

菌中筛选到13株低温脂肪酶产生菌，并对其中的

BTsl0022菌株进行了鉴定和酶学性质的初步研

究；2004年邵铁娟[6]等对渤海海泥中筛选到的一株

产低温脂肪酶微生物进行了菌种鉴定及产脂肪酶

发酵条件的研究；2006年，张金伟[71等从南极普里

兹湾深海沉积物中筛选到一株产低温脂肪酶菌株

7195，并对其进行了鉴定和初步分离纯化；尽管目

前已经对低温脂肪酶展开了一些研究，但有关碱性

低温脂肪酶的报道还不多，作者从自然界中筛选得

到一株地霉属微生物，显示其可以分泌一种碱性低

温脂肪酶，故对其产酶发酵条件进行了初步研究。

1材料与方法

1．1 菌种

实验室保藏菌种(Geotrichum．sp)，命名为

SYBC Wu-3。

1．2培养基

1．2．1酵母膏蛋白胨培养基酵母膏3 g／L，葡萄

糖10 g／L，麦芽汁3 g／L，蛋白胨5 g／L；pH值自

然。

1．2．2产酶培养基 酵母膏3 g／L，蛋白胨10

g／L，NaCl 3 g／L；橄榄油100 mL／L，表面活性剂

(乳化剂OP)50 mL／L。

1．3培养方法

1．3．1 种子培养 250 mL的三角瓶装50 mL酵

母膏蛋白胨培养基，接入斜面菌种一环，30℃、180

r／min旋转式摇床振荡培养24 h。

1．3．2产酶培养250 mL的三角瓶装50 mL产

酶培养基，接种体积分数为2％，30℃、180 r／rain

旋转式摇床振荡培养72 h。

1．4分析方法

1．4．1酶活测定方法脂肪酶活性的测定以对硝

基苯丁酸酯(PNPB)为底物，参考Margesin[83等人

的测定方法并略作修改。每5 mL测定体系含：72

mmol／L Tri-HCI(pH 9．5)缓冲液，8 mmol／L对硝

基苯丁酸酯。30℃保温15 rain后加入100“L酶

液，在405 nm下测定吸光值。利用对硝基酚的消

光系数18 600 L／(tool·cm)计算对硝基酚的产生

量，以1 min内催化产生l“tool的对硝基酚所需的

酶量为1个酶活力单位(U)。

1．4．2 茵体量测定方法 干重法：取发酵液30

mL，8 000 r／min离心15 rain，蒸馏水水洗3次，沥

干后于105℃烘箱中干燥至恒重。

2结果与讨论

2．1产酶培养基中碳源的选择

以产酶培养基进行摇瓶培养，显示在72 h时发

酵液脂肪酶酶活性达到最高，粗酶的最适温度在20

～30℃之间，并在0℃有较高的酶活性。在产酶培

养基的基础上分别将酵母膏替换为葡萄糖、淀粉、

高粱粉和玉米粉；接种体积分数均为2％，在30℃、

180 r／min条件下摇瓶培养72 h以确定碳源对发酵

产酶的影响。由图1可以看出，葡萄糖、淀粉、高梁

粉、玉米粉对脂肪酶的产生并没有促进作用(以酵

母膏为碳源时的发酵液酶活为基准，计算相对酶

活)，其中以葡萄糖的作用最小，其脂肪酶活力仅有

0．139 U／mL。是以酵母膏为碳源的4．3％，由此可

见，该菌对糖的利用能力不高。而酵母膏对脂肪酶

的产生有十分明显的促进作用，其脂肪酶活力可达

3．2 U／mL，是葡萄糖的23倍，故后期实验选择酵

母膏作为培养基碳源。
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图2氮源对SYBC Wu-3菌产脂肪酶的影响

Fig．2 Effect of nitrogen source on lipase production of

SYBC Wu-3

中以蛋白胨为氮源时最理想，其脂肪酶活力可达

3．16 U／mL。故采用蛋白胨作为产酶培养基的氮源。

2．3 不同无机盐对菌体产生脂肪酶活力的影响

按照产酶培养基配方分别将NaCI替换为

BaCl2、CoCl2、MnCl2、KCl、CaCl2、MgCl2、LiCl、

Na2C03、Na2 S04、NaN03、Na2 HP04或NaH2P04，

在接种体积分数为2％，30℃、180 r／min条件下摇

瓶培养72 h，测定发酵液脂肪酶活性，以考察无机

盐在发酵产脂肪酶中的作用，见表1。

表1无机盐对SYBC Wn-3菌产脂肪酶的影响

Tab．1 Effect of inorganic salt on lipase production of SYBC

Wl卜3

无机盐 相对酶活／％ 无机盐 相对酶活／％

NaCl 100 LiCl 22

BaCl2 56 Na2C03 80

CoCl2 65 Na2S04 40

MnCl2 73 NaN03 53

KCl 120 Na2HPOI 103

CaCl2 32 NaH2P04 122

MgCl2 40

从表1可以看出，不同的无机盐对菌体产脂肪

酶的作用不尽相同，以NaCI为无机盐时的发酵液

酶活为基准计算相对酶活，其中BaCl。、CoCl：、

MnCl2、CaCl2、MgCl2、LiCI、Na2C03、Na2 S04及

NaNO。均明显不利于发酵产酶(P<0．01)，其中作

用最小的是CoClz，其脂肪酶活力仅为1．6 U／mL；

KCI和NaHzPOt对发酵产酶具有较为明显的促进

作用(P<O．05)，其中NaH：PO。对酶活的促进作用

最为明显，其脂肪酶活力最高可达9．7 U／mL，是

CoClz的6．6倍；NazHPO。对摇瓶发酵产脂肪酶无

明显影响。

2．4初始pH值对菌体产生脂肪酶活力的影响

按照优化后的培养基配方配制培养基并分别

调节初始pH值到4、5、6、7、8、9，实验接种体积分

数为2％，在30℃、180 r／min条件下摇瓶培养72

h，测定发酵液脂肪酶活性，以明确初始pH值对发

酵产脂肪酶的影响。以初始pH 9时的发酵液酶活

为基准，计算相对酶活。结果显示，尽管初始pH值

为7～8时，酶活有所升高，但发酵液初始pH值对

酶活并无明显影响，见图3。
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图3初始pH值对SYBC Wu-3菌产脂肪酶的影响

F嘻3 Effect of initial pH value OII lipase production of

SYBC Wu-3

2．5摇瓶装液量对菌体产生脂肪酶活力的影响

按照优化后的培养基配方配制培养基并分别

按10、20、30、40、50、60、70 mI。体积将培养基加入

250 mL的三角瓶，接种体积分数为2％，在30℃、

180 r／min条件下摇瓶培养72 h，测定发酵液酶活，

以确定装液量对发酵产酶的影响。以装液量为50

mL时的发酵液酶活为基准，计算相对酶活。由图4

可以看出，装液量对酶活有较大影响，当装液量≤

30 mL／250 mL时，酶活随装液量的增大而升高；当

装液量达到(30～40)mI。／z50 mL时，发酵液酶活

最高；之后随着装液量的增加，酶活逐渐降低，当装

液量为70 mL／ZS0 mL时，发酵液酶活最低。装液

量30 mL时的脂肪酶活力较酶活最低时提高了1．6

倍。

装液量／(mL／250 mL)

图4装液量对SYBC Wu-3菌产脂肪酶的影响

Fig．4 Effect of medial volume on lipase production of

SYBC Wu-3
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Wu一3菌为好氧菌，装液量对发酵产酶的影响

实际上是溶解氧对产酶的影响。由于三角瓶的容

积一定，装液量越大，能够溶解到发酵液中的氧气

就越少。由此可知，适宜的通气量可以促进脂肪酶

活力的提高；装液量过大和过小均不利于菌体脂肪

酶的产生，因此在发酵时250 mL的三角瓶的装液

量应控制在40 mL左右。

2．6培养温度对菌体产生脂肪酶活力的影响

按照优化后的培养基配制培养基并分别在20、

25、30、35、40℃，180 r／min条件下摇瓶培养72 h，

测定发酵液酶活，以考察培养温度对发酵产脂肪酶

的影响。

以发酵温度为30℃时发酵液的酶活为基准，

计算相对酶活。由图5可以看出，当发酵温度范围

在20～30℃时，发酵液酶活几乎不变，但当发酵温

度为30～35℃时，发酵液酶活迅速升高，并在35

℃时达到酶活最大值，之后随着培养温度的升高，

发酵液酶活又开始下降。因此，摇瓶发酵时培养温

度应控制在35℃。

温度／12

图5温度对sYBC Wu-3菌产脂肪酶的影响

2．7正交实验

2．7．1 因素和水平确定 通过对摇瓶培养基组成

和培养条件的单因素实验得知，对SYBC Wu-3菌

发酵产生脂肪酶活力影响较大的因素有蛋白胨、酵

母膏、Nail：PO。的质量浓度和装液量、温度，此外油

脂和乳化剂对SYBC wu-3发酵产生脂肪酶活力有

一定的影响。添加油脂可以促进SYBC Wu-3产生

脂肪酶，与添加油脂和酵母膏的培养基相比，只加

入酵母膏的培养基脂肪酶活力可以提高数倍；乳化

剂0P可以增加油脂和水相接触的表面剂，有利于

SYBC Wu-3发酵时对油脂的利用，但是如果加入

量过大反而会抑制菌体生长、导致菌体死亡，因此

也对产生的酶活力有较大的影响。故选择这些因

素为实验因素，因素和水平的选择见表2。

2．7．2正交试验结果试验按照表2选取的因素

和水平，选用L-s(37)正交表，并按照正交表安排实

验，正交实验结果见表3。

由表3可以看出，A。B2 C。D：E：F：G。为最优

水平组合，即蛋白胨添加量为5 g／L，酵母膏添加量

为6 g／L，NaHzPO。添加量为3 g／L，橄榄油体积分

数为250 mL／L，乳化剂OP体积分数为25 mL／L，

装液量为50 mL／250 mL，发酵温度为30℃。

由极差分析比较R。>RA>RB>Rc>RG>

RD>R，可以看出：因素对SYBC Wu一3菌发酵产脂

肪酶活力的主次顺序是EABCGDF。即乳化剂添

加量对SYBC Wu-3发酵产酶活力影响最大，其次

为蛋白胨添加量、酵母膏添加量等，而温度对SYBC

Wu一3菌发酵产酶活力影响最小。
Fig．5 Effect of temperature@11 lipase production of

SYBC Wu-3
表2因素水平表

Tab．2 Factors and Ievels
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实验号—孟l戛蓦蚤——j戛薹君三——薯蠹嚣霉薹—j笔蠢毳蒌i二—凛霉匿要i———；石_i。U酶／活m／LNail PO ，
实验号 蛋白胨 酵母膏 。 。 油脂 乳化剂 。。 。。。 r”⋯7、

质量浓度 质量浓度 质量浓度 体积分数 体积分数
皿厘 狂限里 、 ’

3 结 语

作者从自然界筛选得到一株低温脂肪酶产生

菌SYBC Wu-3，通过单因素影响、正交实验对发酵

培养基和发酵条件进行了优化，确定其发酵培养基

为：蛋白胨5 g／L，酵母膏6 g／L，Nail2PO,3 g／L，

橄榄油250 ml。／i，，乳化剂OP 25 mL／L；发酵条件

为250 mL的摇瓶装液量50 mL，培养温度30℃，

发酵时间72 h。在最优发酵培养基组成和发酵条

件下，发酵液脂肪酶酶活力最高可达到10．68 U／

mL，较优化前(3．68 U／mL)提高了2．8倍。

在培养基方面，SYBC Wu一3分别以蛋白胨和

酵母膏为最佳氮、碳源，可能该菌不能较好地利用

淀粉等碳水化合物，而偏好于蛋白质、脂类等；不同

于Galactomyces geotrichum Y25[引、Aspergillus

sp．F044[10‘、Pseudomonas sp．YT34—8L1川、Pseudo—

monas sp．26—2[1引、P．∥uorescence 5963[1引，与已

报道的[14]相比，具有优化后的培养基组成成分简

单，发酵周期短等优点；作为一株低温脂肪酶产生

菌，其脂肪酶活力高于低温脂肪酶产生菌Pseudo-

monas sp．YT34—8，略低于Pseudomonas sp．26—2和

P．ftuorescence 5963。

由此可见，SYBC Wu一3作为原始菌株具有一

定的脂肪酶生产能力，可作为一株具有潜力的脂肪

酶产生菌进行进一步研究。
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