
第 29卷第 5期               温 州 大 学 学 报·自 然 科 学 版               2008年 10月 
Vol 29, No 5                   Journal of Wenzhou University · Natural Sciences                   Oct, 2008 

 

 

假丝酵母Candida sp.发酵生产脂肪酶培养条件

的优化 
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摘  要：研究了碳源和氮源种类、碳源浓度以及起始 pH 值对假丝酵母 Candida sp.菌株发酵生产脂肪

酶的影响．结果显示，最适碳源为橄榄油，氮源为酵母膏，橄榄油浓度为 2%，起始 pH 值为 6.0．应

用响应面试验设计对酵母膏、橄榄油和起始 pH 值进行培养基优化，结果表明，优化后的培养基配方

为：橄榄油 2.582%，酵母膏 0.276%，K2HPO4 0.1%，MgSO4·7H2O 0.01%，NaCl 0.05%，pH6.28．在

此条件下，假丝酵母 Candida sp.液体发酵液中脂肪酶的酶活力可达 36 250U·mL-1． 
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脂肪酶（Lipase，EC3.1.1.3）又称三酰基甘油水解酶，广泛存在于动物组织、植物种子和微

生物体中，是一类水解和合成长链脂肪酸甘油酯的生物催化剂，在油脂加工、洗涤、食品加工、

医药、化妆业、皮革加工、饲料、造纸、有机合成、精细化工以及生物能源等诸多领域有着广泛

的应用[1]．对高产脂肪酶菌株的选育及其发酵条件的研究一直受到工业微生物学者的关注，研究

报道的菌株包括假单胞菌[2]、丝孢酵母[3]、假丝酵母[4]、白地霉[5-6]、米曲霉[7]、少根根霉[8]等． 

对微生物发酵条件的研究，普遍采用的方法为单因素试验，或是在单因素试验的基础上采用

正交试验，但该方法难于全面考察各因素间的相互作用．响应面方法（Response surface 

methodology，RSM）在多因子起作用的生化过程中，可以快速地找出主要因子，逼近最大响应

区间，获得最佳操作条件，已广泛应用于多因素影响条件的优化[9]．本文对假丝酵母 Candida sp.

菌株产脂肪酶培养基组成及 pH 进行了初步研究，以期为脂肪酶的发酵生产提供基础． 

1 材料与方法 

1.1 菌种 

假丝酵母 Candida sp.：从浙江温州仰义皮革基地土壤中筛选获得． 

1.2 培养基 

种子培养基（g·L-1）：酵母膏 2，橄榄油 5，K2HPO4 1，MgSO4·7H2O 0.1，NaCl 0.5． 

初始发酵培养基（g·L-1）：蛋白胨 2，葡萄糖 5，K2HPO4 1，MgSO4·7H2O 0.1，NaCl 0.5． 
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1.3 发酵培养 

将活化 24h后的种子培养液以体积分数 10%的接种量接种至发酵培养基中，一定条件下摇床

培养．培养液 8 000r/min离心 10min，取上清发酵液测定脂肪酶活力． 

1.4 酶活力测定[10] 

橄榄油乳化滴定法．以橄榄油为底物，1mL酶液在 0.05mol·L-1、pH 值为 10.30的甘氨酸-NaOH

缓冲液中，温度 37℃．在上述条件下，以每 min 产生 1nmol脂肪酸的酶量定为一个脂肪酶活力

单位． 

1.5 响应面分析（RSM）优化培养基组成 

响应面分析（RSM）法是一种寻找多因素系统中最佳条件的数学统计方法．根据Box-Bohnken

中心组合原理，设计三个因素取三个水平共15个试验点的响应面分析，根据相应的试验表进行试

验后，试验数据用SAS6.12软件经多项式回归分析，得到一个关于响应值与自变量关系的二阶经

验模型： 

Y=β0＋β1X1＋β2X2＋β3X3＋β11X1
2＋β22X2

2＋β33X3
2＋β12X1X2＋β13X1X3＋β23X2X3 

式中Y为预测响应值即菌株产酶活力，β为回归系数，自变量X1、X2、X3为影响菌株产酶的主要

因素．用SAS6.12软件对试验数据做回归拟合，并对拟合方程做显著性检验及方差分析．多项式

模型拟合的性质由决定系数R2及方差分析决定；其统计学上的显著性由F检验确定．通过分析各

因素的主效应和交互效应，最后确定在一定水平范围内求取最佳值． 

2 结果与分析 

2.1 不同碳源对脂肪酶生产的影响 

改变初始发酵培养基中碳源的种类，分别以0.5%的葡萄糖、橄榄油、玉米油、麦芽糖、蔗糖

作为唯一的碳源，摇床培养72h，测定Candida sp.菌产脂肪酶发酵液酶活．结果（图1）显示，以

葡萄糖等糖类物质为碳源时发酵酶活较低，以油脂为碳源有利于脂肪酶生产，油脂除作为碳源外，

显然还对脂肪酶的形成具有诱导作用，但油脂的种类（橄榄油、玉米油）对脂肪酶生产影响不大，

其中橄榄油为碳源时产酶活力稍高，达

2 326U·mL-1． 

2.2 不同氮源对脂肪酶生产的影响 

以0.5%的橄榄油为碳源，改变发酵

培养基中氮源的种类，分别以0.2%的蛋

白胨、酵母膏、牛肉膏、硫酸铵、硝酸钠

作唯一的氮源，摇床培养72h，测定

Candida sp.菌发酵液酶活，结果（图2）显

示，有机氮源有利于脂肪酶的生产，其中

以酵母膏的效果为最佳，达2 834U·mL-1． 

2.3 不同橄榄油含量对脂肪酶生产的影响 

以 0.2%的酵母膏为氮源，改变发酵

培养基中橄榄油的含量，分别以浓度为

0.5%、1%、1.5%、2.0%、2.5%作为唯一
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图 1  不同碳源对 Candida sp.产脂肪酶的影响 

Fig 1  Effects of Various Carbon Sources on 

the Lipase Production by Candida sp. 
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的碳源，摇床培养 72h，考察橄榄油添加量对 Candida sp.菌发酵产脂肪酶的影响，结果见表 1． 

 

 

 

 

从表 1中可以得出，随着橄榄油用量的增加，Candida sp.发酵液的酶活逐渐增加．当橄榄油

用量增加到 2%，Candida sp.产脂肪酶的酶活有一个明显的跳跃，此时酶活最大，达 7 045 U·mL-1；

但随着橄榄油用量的增加，酶活呈现下降． 

2.4 不同起始 pH值对脂肪酶生产的影响 

以 0.2%的酵母膏为氮源，以 2%的橄榄油为碳源，改变发酵培养基中起始 pH值，分别为 4.0、

5.0、6.0、7.0、8.0、9.0下进行产酶试验，摇床培养 72h．测定发酵液中产脂肪酶的酶活，试验结

果（图 3）表明，起始 pH值会直接影响到 Candida sp.产脂肪酶的酶活，在 pH值为 6.0时，酶活

达到最高点，此时产酶酶活为 14 023U·mL-1． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
2.5 响应面分析优化产酶条件 

从以上试验结果可知，碳、氮源的种类及其浓度、起始pH值对Candida sp.菌株产脂肪酶影响

较大．为确定菌株产脂肪酶的最佳橄榄油、酵母膏添加量以及最佳起始pH值，采用Box-Behnken

的中心组合设计进行优化，其中三个试验因素与水平的选取见表2，试验结果及方差分析分别见

表3、表4． 

表1  不同橄榄油含量对Candida sp.产脂肪酶的影响 

Table 1  Effect of Olive Oil Concentrations on the Lipase Production by Candida sp. 

橄榄油浓度(%) 0.5 1 1.5 2 2.5 

酶活(U·mL-1) 2 834 2 997 4 455 7 045 2 997 

表2  响应面分析因素与水平 

Table 2  Analytical Factors and Levels for RSM 

水平 酵母膏(X1) 橄榄油(X2) pH(X3) 

-1 0.1% 1% 5.0 

0 0.2% 2.0% 6.0 

1 0.3% 3% 7.0 
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图 3  不同起始 pH 值对 Candida sp.产脂肪酶的影响 

Fig 3  Effects of Initial pH on the Lipase 

Production by Candida sp. 
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图2  不同氮源对Candida sp.产脂肪酶的影响 

Fig 2  Effects of Various Nitrogen Sources 

on the Lipase Production by Candida sp. 
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表 3  响应面试验设计与结果 

Table 3  Experimental Design and Result of RSM Design 

RUN 酵母膏 X1 橄榄油 X2 pH X3 酶活 Y(U·mL-1) 

1 -1 -1 0 9 346 

2 -1 1 0 12 480 

3 1 -1 0 35 880 

4 1 1 0 45 240 

5 0 -1 -1 9 346 

6 0 -1 1 17 160 

7 0 1 -1 23 400 

8 0 1 1 42 120 

9 -1 0 -1 10 920 

10 1 0 -1 29 640 

11 -1 0 1 3 120 

12 1 0 1 35 880 

13 0 0 0 14 020 

14 0 0 0 14 019 

15 0 0 0 14 021 

将试验数据运用SAS进行回归拟合，可得酶活力响应值（Y）与各因子（X1，X2，X3）之间

的回归方程为： 

Y1=14 020+13 846.75X1+6 438.5X2+3 121.75X3+4 300X1
2+7 416.5X2

2+1 570X3
2 

+1556.5X1 X2+3 510X1X3+2 726.5X2X3 

由方差分析（表4）可知，大于F值的概率为0.026 1，说明该模型可靠性较高．此外，其中复

相关系数的平方R2=0.921 8，说明由这3个因素及其二次项能解释Y1的变化的92.18%，回归方程的

模型拟合程度较好[11-12]． 

响应面图形是响应值对各试验因子X1、X2、X3所构成的三维空间的曲面图，从响应面分析图 

上可以形象地看出最佳参数及各参数之间的相互作用．当特征值均为正值时，响应面分析图为山 

表 4  回归方程的方差 

Table 4  ANOVA for Y 

Source DF SS MS F Pr>F 

X1 1 1.533 9E9 1.533 9E9 39.491 0.001 5 

X2 1 3.316 3E8 3.316 3E8 8.538 2  0.032 9 

X3 1 77 962 585 77 962 585 2.007 2 0.215 7 

X1*X 1 1 68 270 769 68 270 769 1.757 7 0.242 2 

X1*X 2 1 9 690 769 9 690 769 0.249 4 0.638 6 

X1*X 3 1 49 280 400 49 280 400 1.268 8 0.311 1 

X2*X 2 1 2.030 9E8 2.030 9E8 5.228 8 0.070 9 

X2*X 3 1 29 735 209 29 735 209 0.765 5 0.421 6 

X3*X 3 1 9 101 169 9 101 169 0.234 3 0.648 7 

Model 9 2.288 9E8 2.543 3E8 6.547 843 0.026 1 

R2 0.9218     
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谷形曲面，有极小值存在；当特征值为负值时，为山丘曲面，有极大值存在；当特征值有正有负

时，为马鞍形曲面，没有极值存在[13]．根

据回归方程，作出不同因子的响应面分

析的立体图以及相应的等高图，见图4、

图5、图6． 

经典型分析，3个特征值有正有负，

说明二次响应面为马鞍形，故无极值存

在．经进一步做岭嵴分析表明最佳培养

基组成为：酵母膏0.276 2%，橄榄油

2.582%，pH值6.28，理论上所测的酶活为

36 240.76U·mL-1，略高于中心组合试验的

第12组试验．对回归方程的优化结果进

行试验论证．根据实际情况，取酵母膏

0.28%，橄榄油2.58%，pH值6.28，脂肪

酶的实际酶活为36 250 U·mL-1，与预测值

相差不大，说明回归模型可较好地预测

酶活大小． 

假丝酵母具有较强的脂肪酶生产能

力，Muralidhar等以Candida cylindracea 

NRRL Y-17506发酵生产脂肪酶，经优化

后，以橄榄油为碳源，在中试规模发酵，

酶活力为47.25 U·mL-1 [4]；何耀强等以假

丝酵母99-125进行脂肪酶的发酵生产，在

30L发酵罐发酵酶活达8 100IU·mL-1 [9]．本

文对假丝酵母Candida sp.发酵生产脂肪

酶的条件进行了研究，经优化后在摇瓶

发酵水平发酵酶活达36 250U·mL-1． 

3 结  论 

以假丝酵母Candida sp.为出发菌株，

对其产脂肪酶的发酵条件进行了研究，

结果表明： 

（1）橄榄油是适宜的碳源，酵母膏

是适宜的氮源，最适pH值在6.0左右； 

（2）经响应面分析法优化，假丝酵

母 Candida sp.产脂肪酶的发酵培养基组

成为（%）：酵母膏 0.276 2%，橄榄油

2.582%，K2HPO4 0.1%，MgSO4·7H2O 

图6  X2和X3对Candida sp.产酶影响的响应面图和等高图 

Fig 6  Response Surface and Contour Plots for the Effect 

of Candida sp. Lipase Production between X2 and X3 

图4  X1和X2对Candida sp.产酶影响的响应面图和等高图 

Fig 4  Response Surface and Contour Plots for the Effect 

of Candida sp. Lipase Production between X1 and X2 

  图5  X1和X3对Candida sp.产酶影响的响应面图和等高图 

Fig 5  Response Surface and Contour Plots for the Effect  

   of Candida sp. Lipase Production between X1 and X3 
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0.01%，NaCl 0.05%，pH 值为 6.28；在此条件下，脂肪酶发酵酶活达 36 250 UmL-1． 
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Optimization of Lipase Production by Candida sp. 
 

ZHENG Meiling, LIN Lingling, YANG Hailong 
(College of Life and Environmental Science, Wenzhou University, Wenzhou, China  325027) 

 

Abstract: Effects of carbon and nitrogen sources, the carbon concentration and pH on the lipase production 

of Candida sp. are studied. The results show that the best carbon source, nitrogen sources, olive oil 

concentration and initial pH are olive oil, yeast extract, 2%, and 6.0 respectively. The medium composition 

for lipase production by Candida sp. is optimized by response surface analysis and the result is: olive oil: 

2.582%; yeast extract: 0.276%; K2HPO4: 0.1%; MgSO4·7H2O: 0.01%; NaCl: 0.05%, and initial pH: 6.28. 

36 250U·mL-1 lipase can be achieved in the optimal media.  

Key words: Lipase; Candida sp.; Response surface analysis; Fermentation 
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