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粗状假丝酵母(Candida valida T2)生产
脂肪酶的发酵条件

肖海群，段学辉，牛春铃
(南昌大学食品科学教育部重点实验室，江西南昌330031)

摘要：对粗状假丝酵母产生脂肪酶的培养条件进行了研究。结果表明，该菌株产脂肪酶的适宜

培养基组成为：桐油1 5mL／I。，黄豆粉30 g／L，糊精10 g／L，硝酸铵10UL，MgSO。·7H，01 g／L，

K2HPO；2 g／i。，’fween 80 0．5 g／L；最佳培莽为温度30℃、发酵液起始pH 6．摇瓶发酵脂肪酶活

力达到1 467 U／mI。。
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Studies on the Fermentation Process for Lipase Production

by Candida valida T2
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(Key Laboratory of Food Science of Ministry of Education，Nanchang University，Nanchang 330031，China)

Abstract：In this manuscript，the nutritional and environmental conditions of 1ipase production by

Candida valida was investigated．The optimal medium compositions for[ipase production were

as follows：tung oil 1 5 mL／L，bean flour 30 g／L，dextrin 109／l。，NH4 N03 10 g／L，MgSO。

·7H20 1 g／L，K2 HP04 2 g／L，Tween 80 0．5 g／L．With combination with the optimum

enviromental conditions(30℃and pH 6．0)，a highest lipase activity reached was achieved(1 467

U／mL)．
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脂肪酶(1，ipase，EC3．1。1。3，)即甘油酯水解

酶，适合于异相系统或水不溶系统的油(脂)一水界面

上水解油酯“一。自20世纪80年代以来，界面酶学

和非水相酶学的研究和应用取得了突破性的进展，

脂肪酶的多功能催化作用在食品、皮革、造纸、有机

合成、油脂化学工业，以及洗涤剂、化妆品、医药、生

物能源等领域得到广泛应用。脂肪酶在许多动植

物及微生物中均存在。工业用脂肪酶主要来源于

微生物生产菌发酵，常见的微生物类型有识丝酵

母一。-、根霉【“、青霉”和假单胞菌“一等，其中假

丝酵母(Candida sp．)是目前国内外研究较多的产

脂肪酶菌种。B．S．Kim等oo利用高密度发酵柱状

假丝酵母(Candida cylindracea)生产脂肪酶，最高

发酵水平达到23．1 U／mL；D．Liu”o等通过大肠杆

菌进行南极假丝酵母脂肪酶基因表达，发酵酶蛋白

活力达到61 U／mgi何耀强等”。对一株突变高产脂
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肪酶假丝酵母99—125菌株进行产酶条件优化研究，

摇瓶发酵水平达到5 000 1u／mI。。同时，产脂肪酶

新菌株的筛选和开发研究受到关注““。作者探讨

了粗状假丝酵母(Candlda valida T2)发酵生产脂

肪酶的影响因素，并对其培养基组成和产酶条件进

行了优化研究。

l材料与方法

1．1 菌种

粗状缓丝酵母Candlda vaHda T2，作者所在

实验室保藏。

1．2培养基组成

1)斜面培养基(g／L)：蔗糖5，蛋白胨5，NaCl

3，K。HPO。2，酵母浸膏5．琼脂20。

2)种子培养基(g／L)：蔗糖5，蛋白胨5，NaCI

3．K：HPO。2，酵母浸膏5。

3)发酵培养基(g／L)：蛋白胨20，蔗糖5，橄榄

油5，(NH。)zSOn 1，MgSOt-7H：O 1，K2HP04 2。

l_3发酵实验

将斜面菌种接种到30 mI，(250 mL的三角瓶)

种子培养基中，于30℃、200 r／rain的条件下培养

26 h。然后按体积分数10％的接种量接入到60

mL(250 mI，的三角瓶)发酵培养基中，在30℃，160

r／min进行发酵产酶试验，定时取样，离心后取上清

液测定脂肪酶的活力。

1．4测定方法

脂肪酶酶话的测定-”]：采用橄榄油乳化液测定

法，配制2 g／dL的聚乙烯醇(PVA 124)溶液，与橄

榄油按体积比3：l混合后高速均质搅拌3 rain，制

得橄榄油乳化液，取5mL乳化液与4mL磷酸缓冲

液(o．025 mol／L．pH 7．5)混合，在40℃水浴中预

热5 mill，加入发酵样液1 mI．，反应30 nlin后加人

1 5 ml，95％乙醇终止反应，以酚酞作指示剂，用

0．05 mol／L的NaOH溶液滴定至液体呈粉红色。

与空白样对比计算其酶活。在测定条件下，每分钟

释放出1}tmol脂肪酸的酶量定义为1个酶活单位

(U)。

2结果与讨论

2．1苗体生长曲线的测定

将菌种接人装有60 mL摇瓶发酵培养基的250

mI。的三角瓶中，30℃、200 r／min振荡培养，每6 h

取样分析酶活，并测定细胞浓度，细胞生长曲线和

产酶曲线见图1。

由图1可见，细胞从18 h开始进入生长的对数

期，48 h以后转入生长稳定期。而酶的产生是在细

胞生长的对数中期开始增长．伴随着生物量的增加

而增加，在细胞进入稳定期以后产酶量达到最高，

此后下降，发酵过程中脂肪酶的产生与生物量的增

长具有一定的相关性。

图1粗状假丝酵母的生长曲线和产酶曲线

Fig．1 The cllrve of cell growth and lipase prodaetlon of

Candida valida 2T

2．2发酵温度的选择

为考察实验菌最适的生长和代谢温度，在26～

38℃范围进行培养和产酶跟踪实验，结果见图2。

从图2可以看出，菌体发酵的适宜温度范围在28～

32℃之间，30℃时酶活相对较高。

{
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圈2温度对产酶的影响

Fig．2 Effect of temperature on Iipa∞production

2．3起始pH值对产酶的影响

pH值是微生物生存的外部环境之一，也是影

响微生物发酵的一个重要因素。对培养基的起始

pH值用NaOH或HCI溶液分别调pH至4．0～

9．0，在30℃条件下发酵48 h，离心收集发酵液，测

定脂肪酶活力，结果见图3。从图3可以看出，当起

始pH值为6．0时，发酵液酶活力相对较高。

2．4不同装液量对发酵效果的影响

采用一定的摇床转速和培养瓶时，装液量是控

制培养液通气量的主要因素。在250 ml，的三角瓶

中分别装25，30，40，50，60，70 mL发酵培养基，30

℃、200 r／m；n培养48 h。离心分离菌体，测定发酵

液酶活，结果见图4。从图4可知装液量在60 mL

口『羹■『西l『t——■■一『■■■■●■■『■—■量—■『■量拍一氢_—l叫—『_埘J
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valida T2代谢脂肪酶产生一定的抑制作用，而以

糊精为碳源时，发酵液脂肪酶活相对较高。

表2不同碳源和浓度对脂肪酶产生的影响

Tab．2 Effect of carbon sources oil lipase production

2．9不同氮源对产酶的影响

在摇瓶筛选培养基中分别加人不同种类的有

机氮或无机氮，30℃、200 r／rain发酵48 h后测定

酶活，结果如表3。比较表3结果可以看出，培养基

中各种氮源对细胞的作用不同。粗状假丝酵母

Candida valida T2以黄豆粉为氮源时的生长和代

谢状况相对更好一些，最高酶活力达到1133 U／

mL。利用廉价的黄豆粉作为氮源，在大规模工业

生产中具有重要意义。

表3氮源对脂肪酶产生的影响

Tab．3 Effect of nitrogen sotlrces on lipase production

2．10碳源、氮源正交试验

在碳、氮源单因子实验的基础上，确定了发酵

产酶的碳源、氮源和诱导底物的种类选择。组合底

物正交实验的结果和分析见表4，5。从表5中直观

分析(极差分析)即R值的大小可以看出，硝酸铵对

产酶的影响最大，其次是黄豆粉。产酶最佳的碳氮

源为：1 5 g／I。桐油，30 g／L黄豆粉，10 g／l。糊精，10

g／L硝酸铵。

2．11不同油脂对脂肪酶生产的诱导作用

油脂在脂肪酶合成过程中起碳源作用，同时也

是诱导剂，因此油脂是一重要组分。在发酵培养基

内加入不同种类和质量浓度的油脂，在优化条件下

进行发酵，结果见表6。由表6可知，产酶活力在底

物为橄榄油时最佳，其次是桐油。考虑到后期生物

柴油研究的原料来源，认为以桐油为产酶诱导物是

进一步实验研究的重点。

表4正交实验因素水平的设计

Tab．4 Design of factors and levels in orthogonal experiment

表5 L’【34)正交试验结果

Tab．5 Medium optimization by orth090¨I d％ign L9(3‘)

桐油 糊精 黄豆粉 硝酸馈

，。面 质量 质量 质量 质量 酶活／
小。

浓度／ 浓度／ 浓度／ 浓度／(U／mL)
(g／l，) (g／L) (g／L) (g／L)

1 5 10 5 10 400

2 5 20 10 20 434

3 5 30 20 30 466

4 10 40 10 30 46

5 10 20 20 10 546

6 10 30 5 20 400

7 15 10 20 20 40

8 15 20 5 30 46

9 15 30 10 i0 1234

Kl 1300 486 846 2180

K： 992 1026 1714 874

K3 1320 2100 1052 558

毛433．33 162 282 726．67

毛 330．67 342 571．33 291．33

岛440 700 94 186

R 109．33 538 477．33 540．67

铵10 g／L

表6不同油脂对脂肪酶产生的影响

Tab．6 Effect of different oil ester on lipase production
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3 结论

发酵过程的温度、起始pH值、溶氧等因素对粗

状假丝酵母Candida valida 2T的生长和产脂肪酶

能力具有明显的影响。发酵条件优化实验结果表

明，培养基组成为桐油1 5 g／L，黄豆粉30 g／L，糊精

10 g／I。，硝酸铵10 g／L，MgSO。·7Hz 0 l g／L，

K2HPO。2 g／L，Tween 80 0．5 g／l。，起始pH值为

6．0，培养温度为30℃，160 r／min培养48 h，细胞

生长和发酵产酶活力较高，发酵液酶活达到1467

U／mL．

对胞外脂肪酶生产．表面活性剂通常是一个重

要的影响因素。Gulati。“3等人研究认为，表面活性

剂、阿拉伯树胶可以促进黑曲霉Aspergillus ter—

reu$产生脂肪酶。研究结果显示，表面活性剂

Tween 80和阿拉伯树胶均能不同程度地促进粗状

假丝酵母Candida valida 2T脂肪酶的发酵生产，

且Tween 80更有利于该菌株脂肪酶生产，而聚乙

二醇t亍SDS则对实验菌株脂肪酶的产生有一定的

抑制作用。
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