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摘要!为筛选具有潜在应用价值的产脂肪酶菌株!采用三丁酸甘油酯固体培养基从黄山松树林土壤

中筛选产脂肪酶菌株!利用 %&G ŶON测序对筛选的菌株进行鉴定!并对其产脂肪酶酶活力参数以

及酶学性质进行分析& 结果表明'筛选的产脂肪酶菌株 ,GR#/ 为伯克霍尔德氏菌"G(&"?%,4;&+-

T[7,GR#/$#菌株,GR#/ 所产脂肪酶的最适反应温度为 ($d!最适 [,为 $!为一种耐酸性的中

温脂肪酶#菌株,GR#/ 发酵 $ U!所产脂肪酶酶活力最大!为 /!7!! R?2Q& 同时!e
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对菌株,GR#/ 所产脂肪酶酶活力具有显著的促进作用!而O4
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! s具有一定的抑

制作用!该脂肪酶可耐受有机溶剂甲醇%乙醇%异丙醇和二甲基亚砜!但 FY4V9@ -#%"" 可显著抑制

其酶活力#此外!该脂肪酶能耐受 &$d的高温& 综上!菌株 ,GR#/ 可高产脂肪酶!且该脂肪酶有

较强的热稳定性!可耐受多种有机溶剂!具有很好的工业应用价值&

关键词!菌株#脂肪酶#分子鉴定#酶活力#耐热性#耐有机溶剂#耐酸性
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EE随着社会的不断发展与进步$能源危机已成为

当今社会发展不容忽视的重要问题& 目前可供人类

使用的能源有煤炭%天然气%石油%太阳能和风能等$

但仍以化石能源为主(%)

& 化石能源为不可再生能

源(!)

$其大量使用造成大气中 H̀

!

浓度不断增高$并

导致全球变暖$而 H̀

!

温室效应是当前人类面临的

重要环境问题(')

& 因此$开发高效%可再生的新型

清洁能源迫在眉睫&

生物柴油是由动植物油或废弃油脂与醇"如甲

醇或乙醇#反应制得的脂肪酸单烷基酯$其中典型

的为脂肪酸甲酯& 生物柴油具有燃料性能好%可再

生和环保等优势$是当前大力发展的一种新型清洁

能源(( #&)

& 目前$生产生物柴油的方法主要有物理

法%化学法和生物法(/ #.)

& 物理法主要是按一定比

例将柴油%原料油脂和添加剂等混合制成生物柴油$

该方法制备的生物柴油流动性差$会导致发动机活

塞环粘连而不宜长时间使用(.)

& 化学法是工业生

产中应用较多的方法$但该方法存在工艺复杂%产品

不易回收且能耗较高等问题(.)

& 生物法主要采用

生物酶催化合成生物柴油$该方法具有醇消耗量少%

无污染排放且产品易回收等优点(.)

& 因此$生物法

制备生物柴油已成为能源领域研究的热点之一$具

有广阔的市场前景&

脂肪酶$即三酰基甘油酰基水解酶$隶属于羧基

酯水解酶$可催化甘油三酯分解为甘油二酯%甘油单

酯%甘油和脂肪酸等())

$也是生物法制备生物柴油

工业中使用较多的酶类(%")

$具有重要的应用价值&

此外$脂肪酶还可应用于食品%洗涤剂%制革%医药品

和污水处理等行业$是用途最广泛的酶制剂之

一(%%)

$脂肪酶已成为酶工程研究领域的热点和重

点& 目前脂肪酶的工业化生产主要依赖微生物发

酵(%!)

$如目前已发现有 &$ 个种属的微生物可产生

脂肪酶(%')

& 我国于 !" 世纪 &" 年代开展脂肪酶研

究与开发$但到目前为止$只有解脂假丝酵母

"$-'4+4- ,+!%,U7+6- # 和 扩 展 青 霉 " H;'+6+,,+(/

;R!-')(/#! 种菌所产生的脂肪酶实现工业化生产$

与国外尚有一定的差距(%( #%$)

& 因此$急需筛选和开

发脂肪酶活力高%产量高%应用成本低的新型脂肪酶

菌种资源& 为此$本文以黄山松树林中的土壤为材

料$采用三丁酸甘油酯平板筛选%纯化出一株产耐有

机溶剂脂肪酶菌株,GR#/$经 %&G ŶON序列鉴定

后$对其脂肪酶的酶学性质进行研究$以期为生物柴

油工业提供产脂肪酶菌种资源&

;<材料与方法

%7%E实验材料

%7%7%E实验样品

本实验所用土壤采自黄山学院黄山松树林中$

刮去表层 % c! 82处土壤后$采集土样装入无菌铝

盒中带回实验室备用&

%7%7!E实验试剂

对硝基苯酚棕榈酸酯%对硝基苯酚和三丁酸甘油

酯$上海阿拉丁试剂有限公司!"O,
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!

%蔗糖%甲醇%乙醇%异丙醇%聚乙

烯醇%二甲基亚砜" P̂G #̀$上海国药集团化学试剂

有限公司!橄榄油%盐酸%蛋白胨%琼脂%FY4V9@ -#

%""$上海生工生物工程有限公司!氨基丁三醇$

G953Y<49公司&

%7%7'E培养基

富集培养基'酵母浸膏 ! C%"O,

(

#
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O3H5%7$ C%PCG`
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$ C%橄榄

油乳化液"橄榄油与质量分数 ! C?%"" 2Q的聚乙烯

醇溶液按体积比 %i' 混匀%乳化 !" c!$ 24@ 制得#

%! 2Q%水 % """ 2Q&

三丁酸甘油酯培养基(%&)

' O3H5%" C%酵母粉

$ C%蛋白胨 %" C%三丁酸甘油酯 ! 2Q%琼脂 %$ C$定

容至 % """ 2Q&

发酵培养基'"O,
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% C%蔗糖 $ C%橄榄油 $ 2Q%蛋白胨 '" C%水

% """ 2Q%自然 [,&

%7%7(E实验仪器

超净工作台%恒温培养箱$上海智城分析仪器公

司!高压蒸汽灭菌锅$重庆雅马拓科技有限公司!高

速冷冻离心机$美国贝克曼库尔特公司!振荡培养

箱$上海泉仪器有限公司!三孔恒温电热水槽$匡

贝实业"上海#有限公司!紫外可见分光光度计$上

海精密科学仪器公司!电子天平$上海恒平科学仪器

有限公司&

%7!E实验方法

%7!7%E样品处理

称取 $ C采集的土样溶于 ($ 2Q无菌水中$用

无菌玻璃棒充分搅拌混匀$静置 % L 后$吸取 %" 2Q

溶液保存于 %$ 2Q无菌试管中作原始菌种&

%7!7!E产脂肪酶菌株分离%纯化与鉴定

参考赵兴秀等(%/)的方法$取 $ 2Q原始菌种于

%"" 2Q富集培养基中$在 '/d恒温振荡培养 /! L&

取富集培养液梯度稀释至 %"

#!

%%"

#'

%%"

#(

%%"

#$

%

%"

#&和 %"

#/

& 个浓度后$分别取 %""

!

Q涂布于三丁

酸甘油酯培养基平板上$在 '/d恒温静置培养 ! c

' U$观察三丁酸甘油酯平板菌落周围是否出现透明

水解圈!若出现透明水解圈$则该菌株可产脂肪酶&

分别测量菌落直径"4#和水解圈直径"T#$比较菌

株所产脂肪酶的酶活力大小!同时$对可产脂肪酶的

菌株进行多次纯化"划线于三丁酸甘油酯培养基平

板进行纯化#$直至纯化出的菌落均为纯种"多次纯

化菌落特征一致$即认为纯种#& 选取 T?4 大的菌

株观察其菌落特征$并参考柏晓辉(%.)

%王蕾(%))等报

道的方法鉴定菌株的种类$同时将筛选的菌株保存

在#."d冰箱中&

%7!7'E脂肪酶粗酶液的制备

从#."d冰箱中取出保存的筛选菌株$划线于

三丁酸甘油酯培养基平板上复苏& 取活化的单克隆

菌落于发酵培养基中$在 !.d恒温振荡发酵一定时

间$取发酵液于 (d%%! """ Y?24@下离心 %" 24@$所

得上清液即为脂肪酶粗酶液&

%7!7(E脂肪酶酶活力的测定

采用对硝基苯酚法(!")测定酶活力& 酶活力定

义为在一定条件下每毫升粗酶液每分钟分解对硝基

苯酚棕榈酸酯产生 %

!

295对硝基苯酚所需的酶量&

%7!7(7%E标准曲线绘制

准确配制 % 2295?Q的对硝基苯酚标准溶液$分

别取 "%%""%%$"%!""%!$"%'""%'$"%(""%$""

!

Q于

不同的试管中$分别加入 "7!$ 2Q异丙醇%!7() 2Q

蒸馏水$并用 [,.7" FY4T#,H5缓冲液补足至 $ 2Q$

混匀$室温下反应 !" 24@ 后沸水浴处理 %" 24@$室温

冷却后用容量瓶定容至 $ 2Q$测定其在 (%" @2波长

下的吸光值$重复测定 ' 次$以对硝基苯酚浓度">#

为横坐标$吸光值"A#为纵坐标绘制标准曲线$得回

归方程'At"7"%$ $>s"7"%! ' "#

!

t"7))) )#&

%7!7(7!E酶活力测定

称取 ' 2C对硝基苯酚棕榈酸酯于烧杯中$加入

%" 2Q异丙醇搅拌至完全溶解即得底物溶液$于棕色

瓶中 (d保存备用& 取干净试管$加入 !7!$ 2Q一定

[,的FY4T#,H5缓冲液和 "7!$ 2Q上述底物溶液$混

匀$在一定温度下反应 !" 24@$再加入 "7"% 2Q脂肪

酶粗酶液$混匀$置于一定温度的水浴锅中恒温反应

%$ 24@ 后$沸水浴处理 %" 24@ 终止反应$冷却至室

温后定容至 $ 2Q$并于 (%" @2波长下测定溶液的

吸光值"实验组的吸光值#$重复 ' 次& 同时$以煮

沸失活的脂肪酶粗酶液作为对照$按上述方法测定

对照组溶液的吸光值$再根据标准曲线回归方程%实

验组与对照组的吸光值的差值和酶活力定义计算酶

活力&

%7!7$E脂肪酶的稳定性研究

%7!7$7%E金属离子的影响

配制浓度为 % 2295?Q的 eH5%P@H5

!

%S@H5

!

%

H3H5

!

和H;H5

!

等金属离子溶液$参考佘新松等(!%)的

方法向反应液"%7!7(7! 中加入脂肪酶粗酶液前的体

系#中加入上述金属离子处理$再按照 %7!7( 的方法

测定酶活力$以添加与不添加外源金属离子的脂肪酶

酶活力的比值计算添加外源金属离子的相对酶活力&

%7!7$7!E有机溶剂的影响

配制体积分数为 %_%%$_和 '"_的甲醇%乙

醇%FY4V9@ -#%""%二甲基亚砜" P̂G #̀和异丙醇溶

液$参考佘新松等(!%)的方法向反应液中加入上述有

机溶剂处理$再按照 %7!7( 方法测定酶活力& 以添

加与不添加有机溶剂时脂肪酶酶活力的比值计算添

加有机溶剂时的相对酶活力&

%7!7$7'E温度的影响

将脂肪酶粗酶液置于 '$%($%$$%&$%/$d下分

别处理 % L 和 ! L$再按照 %7!7( 方法测定酶活力$

以 "d时的酶活力为 %""_$计算其他温度下的相对

酶活力&

=<结果与分析

!7%E产脂肪酶菌株的筛选与鉴定

按 %7!7% 和 %7!7! 方法从黄山松树林土壤中筛

选到一株产脂肪酶菌株 ,GR#/& 经观察$菌株

!)
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,GR#/ 在三丁酸甘油酯平板上形成白色菌落$菌

落呈不规则的圆形%较为干燥$菌落周围有明显的透

明水解圈$其菌落直径"4#为 %"7" 22$水解圈直径

"T#为'&7" 22&测序获得菌株 ,GR#/ %&G ŶON

序列$构建系统进化树$见图 %&

图 ;<基于 ;B$&!U7序列对比构建W$[DQ 系统进化树

E E 由图 % 可知$ 筛选 的 菌 株 ,GR #/ 与

G(&"?%,4;&+- 6;!-6+- TVY34@ OWfH%("/( 等伯克霍尔

德氏菌属位于同一分支& 因此$由形态学及分子生

物学方法鉴定菌株 ,GR#/ 为伯克霍尔德氏菌属

"G(&"?%,4;&+- T[7,GR#/#&

!7!E菌株,GR#/ 所产脂肪酶的最适反应条件

按 %7!7' 方法发酵 ! U 制得脂肪酶粗酶液$再

按 %7!7( 方法测定其酶活力$以确定该脂肪酶的最

适反应条件&

!7!7%E最适反应温度的确定

按 %7!7( 方法$在 [,.7" 时$考察反应温度对

脂肪酶酶活力的影响$结果见图 !&

图 =<反应温度对脂肪酶酶活力的影响

EE由图 ! 可知$当反应温度在 !$ c($d时$脂肪

酶的酶活力随反应温度的升高而增加$在反应温度

为 ($d时$酶活力达最大值$为 (!7$$ R?2Q$继续

升高反应温度$酶活力降低& 因此$($d为该脂肪

酶的最适反应温度& 微生物来源脂肪酶依据最适反

应温度可分为低温%中温和高温三类(!!)

$本研究筛

选到的菌株,GR#/ 所产脂肪酶属于中温脂肪酶&

!7!7!E最适反应 [,的确定

按 %7!7( 方法$在反应温度 ($d时$考察 [,对

脂肪酶酶活力的影响$结果见图 '&

图 ?<6W对脂肪酶酶活力的影响

EE由图 '可知$随 [,的升高$脂肪酶的酶活力呈先

增后降趋势$在 [,$ 时酶活力最大$为 $(7(. R?2Q&

因此$该脂肪酶的最适反应 [,为 $& 细菌来源的脂

肪酶最适反应 [,一般为 . c%"$属于碱性脂肪

酶(!!)

!而本研究筛选的菌株 ,GR#/ 所产脂肪酶最

适反应 [,为 $$为酸性脂肪酶$且在 [,$ c/ 范围

内活性较为稳定&

综上$该脂肪酶的最适反应 [,为 $$最适反应

温度为 ($d$后续研究均在此条件下测定酶活力&

!7'E发酵时间对脂肪酶酶活力影响

按 %7!7' 方法发酵不同时间制得脂肪酶粗酶

液$测定其酶活力$结果见图 (&

图 @<发酵时间对脂肪酶酶活力的影响

EE由图 ( 可知$随发酵时间的延长$脂肪酶的酶活

力呈先增后降的趋势$并在发酵 $ U 时酶活力达到

最大值$为 /!7!! R?2Q& 因此$发酵 $ U 为该脂肪

酶的最佳发酵时间&

本研究筛选并纯化的菌株,GR#/的初始酶活力

"/!7!! R?2Q#已远高于已报道的大部分野生型菌株$

如 3̂@U3Z3VK等(!')筛选的菌株G(&"?%,4;&+- /(,7+J%&-')

a!酶活力仅为 &7(. R?2Q$ RVV3VYKK等(!()筛选的菌株

56+';7%8-67;&8-U,U+酶活力为 (7(% R?2Q$夏宇等(!$)筛

选的白地霉初始酶活力也仅为 %"7/) R?2Q$但与马抒

晗等(!!)报道的菌株JS%" #'初始酶活力 /.7&. R?2Q

相似$属于高产脂肪酶& 以上结果说明$菌株,GR#/

具有较大的开发价值$值得深入研究&

')
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!7(E菌株,GR#/ 所产脂肪酶的稳定性

按 %7!7' 在发酵 $ U 时制备脂肪酶粗酶液$按

%7!7$ 方法考察其对金属离子%有机溶剂和高温的

耐受性&

!7(7%E金属离子对脂肪酶酶活力的影响

按 %7!7$7% 方法$考察金属离子对脂肪酶酶活

力的影响$结果见图 $&

图 A<金属离子对脂肪酶酶活力的影响

EE由图 $ 可知$e

s

%H3

! s

%PC

! s对脂肪酶酶活力

有明显的促进作用$而 H;

! s

%O4

! s

%XK

' s

%S@

! s对脂

肪酶酶活力有不同程度的抑制作用$其中 XK

' s和

S@

! s的抑制作用最显著&

!7(7!E有机溶剂对脂肪酶酶活力的影响

按 %7!7$7! 方法$考察有机溶剂对脂肪酶酶活

力的影响$结果见图 &&

E注'N7甲醇!W7乙醇!H7异丙醇! 7̂̂PG !̀07FY4V9@ -#%""

图 B<不同体积分数的有机溶剂对脂肪酶酶活力的影响

EE由图 & 可知'不同体积分数的甲醇和 P̂G`对

脂肪酶酶活力影响不大$而乙醇和异丙醇会使脂肪

酶的酶活力略微降低$但相对酶活力仍维持在 ."_

以上$说明该脂肪酶对甲醇%乙醇%异丙醇和 P̂G`

有一定的耐受能力!当FY4V9@ -#%""体积分数为 %_

时$脂肪酶的相对酶活力大于 ."_$而FY4V9@ -#%""

体积分数为 %$_和 '"_时$该脂肪酶的相对酶活力

明显降低$说明该脂肪酶对FY4V9@ -#%"" 耐受能力

较差&

!7(7'E温度对脂肪酶酶活力的影响

按 %7!7$7' 方法考察温度对脂肪酶酶活力的影

响$结果如图 / 所示&

图 Q<温度对脂肪酶酶活力的影响

EE由图 / 可知'在 '$%($%$$d处理 % L和 ! L时$

脂肪酶的相对酶活力波动较小$说明该脂肪酶对以

上温度具有耐受性!当温度为 &$d时$脂肪酶的相

对酶活力仍可保持在 /$_左右$说明该脂肪酶对

&$d也具有耐受性!当温度为 /$d时$脂肪酶的酶

活力大幅降低$相对酶活力只有 '"_左右$说明该脂

肪酶对 /$d耐受性较差& 本研究发现菌株 ,GR#/

所产脂肪酶在 &$d处理 ! L 后仍能维持 /$_以上

酶活力$而张传丽(!&)

%桑鹏(!/)等筛选出的约氏不动

杆菌"56+';7%8-67;&:%?')%'++#所产脂肪酶在 &"d下

处理 ! L后$酶活力降至 &"_左右$以上数据表明菌

株,GR#/ 所产脂肪酶具有较好的耐热性&

综上所述$菌株 ,GR#/ 所产脂肪酶是一种酸

性脂肪酶$有较强的热稳定性$能耐受多种有机溶

剂$且多种金属离子对 ,GR#/ 所产脂肪酶酶活力

具有促进作用$表明菌株 ,GR#/ 所产脂肪酶具有

很好的工业应用价值$值得进一步开发与利用&

?<结<论

本研究采用三丁酸甘油酯平板从黄山松树林土

壤中筛选出一株产耐有机溶剂脂肪酶菌株,GR#/$

经分子鉴定为伯克霍尔德氏菌!该菌株所产脂肪酶

最适反应温度为 ($d$最适 [,为 $$最佳发酵时间

为 $ U!在最佳条件下$该发酵液脂肪酶初始酶活力

可达 /!7!! R?2Q& 同时$该脂肪酶对温度%[,%金

属离子和有机溶剂都具有不同程度的耐受性$在工

业生产中具有较好的研究和开发价值&
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