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脂肪酶是用来催化酯类化合物的分解、合成

和酯交换的酶, 具有高度的化学选择性和立体异

构性,可广泛应用于轻纺、皮革、化妆品、洗涤剂、

医药以及食品等领域
[ 1]
。随着研究的深入, 脂肪

酶还被应用于石油污染土壤的生物修复
[ 2]
、柴油

替代品的合成、旧报纸的脱墨、含油污水的处理
[ 3 ]

等方面,可见脂肪酶在环保领域也具有良好的应

用前景。

由于微生物脂肪酶具有广泛的作用 pH、作用

温度范围和对底物的专一性, 使其在酶学理论研

究及实际应用中具有非常重要的意义。土壤是微

生物的大本营, 土壤微生物在能源循环中扮演着

重要的角色
[ 4]
, 不同土壤环境中微生物的种类和

数量及其产生的脂肪酶往往不尽相同, 而且直接

从土壤中分离出的菌株产生的脂肪酶其性能往往

不能完全满足工业化生产的需要。从土壤中筛选

到优良的菌株并对其进行遗传改造, 使其具有生

产价值, 是人们努力的方向
[ 5]
。本研究从不同的

含油土壤中分离出产脂肪酶菌株, 筛选出产酶活

性较高的菌株进行紫外 亚硝基胍的复合诱变, 获

得高产诱变菌株, 并进一步研究其产酶条件和酶

学性质,为微生物脂肪酶的生产和应用提供理论

依据。

1 材料与方法

1 1 菌种来源

从合肥工业大学北门口、工大北门大排挡、工

大怡园饭店出污口、肉联厂油菜地、肉联厂出污口

等地方采集土样 7份。

1 2 培养基

富集培养基、初筛培养基、复筛培养基参见文献

[ 6],略作修改。传代培养基: 蛋白胨 10 g、酵母膏

5 g、橄榄油 1 g、NaC l 5 g、琼脂 15 g、H 2O 1 000m l。

1 3 产脂肪酶菌株的分离与筛选

取土样 5 g,加入到一个盛有 95 m l无菌水并装

有玻璃珠的锥形瓶中, 振荡 10 m in, 即成 10
- 2
土壤

稀释液。菌株的富集培养、初筛、复筛参见文献

[ 6]。

1 4 菌株鉴定

参照 真菌鉴定手册  [ 7]
对 J菌株进行鉴定。

1 5 脂肪酶酶活性测定

将发酵液过滤, 3 000 rm in
- 1
离心 10m in,取上清

液,按照参考文献 [ 8]的橄榄油底物乳化法测定酶活

性。在 40! 、pH 7 0的条件下水解橄榄油产生 1

mo l游离脂肪酸的酶量定义为 1个活力单位 (U )。
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1 6 紫外与亚硝基胍复合诱变

1 6 1 孢子悬液的制备 依据参考文献 [ 9]的

方法制成 1 ∀ 10
8
个 m l

- 1
的孢子悬液。

1 6 2 紫外诱变 取 5m l孢子悬液于无菌平板

中,用紫外灯 ( 20W、253 7 nm ) ,间距为 30 cm,分别

照射 15 s、30 s、45 s、60 s和 75 s。在照射过程中孢

子悬液用磁力搅拌器进行搅拌。

1 6 3 亚硝基胍 ( NTG )诱变 将 1 m l 200

g m l
- 1
NTG和 1 m l 0 1 mo l L

- 1
pH 6 0的磷酸缓

冲液加入到 1 m l上述孢子悬液中,轻微摇晃。诱变

时间分别为 30 m in、45 m in、60 m in、90 m in和 120

m in。到达处理时间, 立即进行稀释, 终止反应,然后

将 10
- 4
、10

- 5
、10

- 6
稀释度进行平板涂布, 28! 恒温

培养。

1 7 J 7菌株产脂肪酶条件优化

分别以碳源、氮源、温度和 pH 值为考察因素,

每个因素对应 4个水平并增加空列, 采用 L16 ( 4
5
)的

正交试验方案研究这 4个因素对菌株产酶的影响。

所有处理为 3个重复。

1 8 脂肪酶酶学性质

酶作用的最适温度, 酶作用的最适 pH,酶的热

稳定性,酶的 pH稳定性 (以上处理均为 3个重复 ) ,

其方法参见文献 [ 10], 并略作修改。

1 9 遗传稳定性试验

对菌株 J 7连续传代 5代,测定酶活性。

2 结果与分析

2 1 菌株筛选

对 7份土样分别进行初筛、复筛,获得了 10株产

脂肪酶活性较高的菌株,经过多次分离纯化, 筛选出

的菌株中酶活性最高达 22 2U m l
- 1
,命名为 J菌株。

2 2 菌株鉴定

J菌株菌落初为白色,后变为灰褐色;镜检见匍

匐菌丝和假根,菌丝无隔膜,匍匐菌丝不发达,假根色

淡,量少。孢囊梗浅褐色, 形成伞状聚合, 长 0 5~

2mm。孢子囊球形,直径 125~ 250 m。囊轴球形,

褐色,平滑,高 40~ 70 m,直径 65~ 95 m。孢子球

形,灰褐色, 直径 4 5~ 7 0 m。根据 真菌鉴定手

册 ,初步鉴定其为少根根霉 (Rhizopus arrhizus)。

2 3 诱变育种

对 J菌株进行不同剂量的紫外与亚硝基胍的复

合诱变,选取诱变后致死率大于 90%的几个处理的

菌株, 28! 、180 rm in
- 1
摇瓶培养 4 d,测其脂肪酶酶

活性,结果所选取菌株中, 有 3株出现负突变, 8株

出现正突变。其中酶活性最高达到了 77 4 U m l
- 1
,

为 J 7菌株,其诱变剂量为 UV 45 s, NTG 45m in。

2 4 产酶条件的优化

对 J 7菌株在不同处理下所产脂肪酶酶活性数

据进行极差分析,结果见表 1。

表 1 正交试验结果 1)

实验号 氮源 2) pH 碳源 3) 温度 空列
酶活性

(U m l- 1 )
实验号 氮源 2) pH 碳源 3) 温度 空列

酶活性

( U m l- 1 )

1 N1 P1 C1 T1 1 57 2 14 N 4 P2 C3 T1 4 38 4

2 N1 P2 C2 T2 2 78 1 15 N 4 P3 C2 T4 1 21 1

3 N1 P3 C3 T3 3 17 8 16 N 4 P4 C1 T3 2 16 7

4 N1 P4 C4 T4 4 12 2 K
1 165 3 143 9 114 0 164 6 120 6

5 N2 P1 C2 T3 4 48 9 K2 115 1 136 6 196 5 164 3 129 3

6 N2 P2 C1 T4 3 11 7 K3 99 1 87 9 104 0 91 8 101 8

7 N2 P3 C4 T1 2 20 6 K4 100 1 111 2 65 1 58 9 127 9

8 N2 P4 C3 T2 1 33 9 k1 41 3 36 0 28 5 41 2 30 2

9 N3 P1 C3 T4 2 13 9 k
2 28 8 34 2 49 1 41 1 32 3

10 N3 P2 C4 T3 1 8 4 k3 24 8 22 0 26 0 23 0 25 5

11 N3 P3 C1 T2 4 28 4 k4 25 0 27 8 16 3 14 7 32 0

12 N3 P4 C2 T1 3 48 4 R 16 5 14 0 32 8 26 5 6 8

13 N4 P1 C4 T2 3 23�������������� 9

1) N1、N2、N3、N4分别代表蛋白胨、黄豆粉、硫酸铵、硝酸铵; P1、P2、P3、P4分别代表 pH 5、7、9、11; C1、C2、C 3、C 4分别代表葡萄糖、橄榄

油、淀粉、牛肉膏; T1、T2、T3、T4分别代表 23! 、28! 、33! 、38! ; K1、K 2、K 3、K 4分别表示各因素在水平 1、2、3、4下的酶活性之和; k1、k2、k3、k4

分别为 K 1、K 2、K3、K4的均值; R为极差; 2 ) 40 g L- 1; 3) 20 g L- 1
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从表 1可见, 影响脂肪酶酶活性的因素的主次

顺序为: 碳源、温度、氮源、pH; 脂肪酶产生的最佳

条件为: 发酵培养基以 20 g L
- 1
橄榄油作碳源,

40 g L
- 1
蛋白胨作氮源, 发酵液起始 pH 7 0, 发酵

温度 28! 。

2 5 酶学性质

2 5 1 酶作用的最适温度 脂肪酶酶活性与温

度之间的关系如图 1所示。结果表明, 40! 时酶活
性最高, 50! 时仍有较高的酶活性, 超过 50! , 酶活

性下降较快。因此酶作用的最适温度为 40! 。

图 1 酶作用的最适温度

2 5 2 酶作用的最适 pH 由图 2可知, J 7菌株

产生的脂肪酶在 pH 7 0时酶活性最高 (为 74 4

U m l
- 1

) ,可见此酶作用的最适 pH为 7 0。

图 2 酶作用的最适 pH

2 5 3 酶的热稳定性 以不经处理的酶的相对

酶活性为 100% ,其余酶活性折算成百分数, 对保温

时间作图 (图 3)。

图 3 酶的热稳定性

可以看出, J 7菌株产生的脂肪酶在 40! 保温 2

h,基本不失活, 50! 保温 2 h保留酶活性 45 5% ,

60! 保温 80 m in后还有 52 9%的酶活性, 70! 保温

20m in后,仍有 63 2%的酶活性, 这表明该酶有一

定的耐热性。

2 5 4 酶的 pH稳定性 以最适 pH的相对酶活

性为 100%,其余酶活性折算成百分数。可以看出,

在 pH 6 5~ 7 5之间酶活性变化较平缓, 低于 pH

6 5高于 pH 7 5时酶活性下降很快 (图 4)。

图 4 酶的 pH稳定性

2 6 J 7菌株产脂肪酶遗传稳定性

对菌株 J 7连续传代 5次, 酶活性均保持在

73 3~ 76 7 U m l
- 1
之间 (图 5), 说明其具有良好的

遗传稳定性。

图 5 J 7菌株产脂肪酶遗传稳定性

3 讨 论

本研究从土壤中筛选出一株酶活性较高的产

中性脂肪酶菌株 J, 对其进行紫外与亚硝基胍的复

合诱变,成功地选育出了一高产菌株 J 7, 其酶活性

达到 77 4 U m l
- 1
, 较出发菌株提高了 235% , 较国

内相关文献 [ 10, 11]所报道的脂肪酶酶活性均有所

提高,说明用紫外 亚硝基胍复合诱变的方法选育高

产脂肪酶菌株是可行的。
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J 7菌株最适产酶条件为橄榄油 20 g L
- 1
, 蛋白

胨 40 g L
- 1
,起始 pH 7 0, 温度 28! ; 其脂肪酶在 pH

6 5~ 7 5之间活性稳定,在 40! 保温 2 h,基本不失

活, 70! 时保温 20 m in后, 仍有 63 2%的酶活性。

可见, J 7菌株所产生的脂肪酶为中性脂肪酶,且有

较高的耐热性, 可望应用于轻纺、油脂、食品、医药

以及废纸的脱墨等领域。
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