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不同碳源培养条件下假丝酵母菌产槐糖脂的结构及性能∗
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摘　 要　 采用不同碳源，如油酸、菜籽油、棉籽油和煎炸废油作为假丝酵母菌（Ｃａｎｄｉｄａ． ｂｏｍｂｉｃｏｌａ）ＡＴＣＣ ２２２１４
发酵生产槐糖脂的脂溶性碳源，考察了在不同碳源条件下该菌株合成槐糖脂的能力、所产槐糖脂的结构及表

面活性特点．结果表明，以油酸、菜籽油及棉籽油为脂溶性碳源时，该菌株有着较高的槐糖脂产量，分别为 １０１、
７３、５１ ｇ·Ｌ－１；通过高效液相色谱⁃高分辨质谱（ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）对以不同脂溶性碳源为发酵底物产生的槐糖脂

进行分析，发现所产槐糖脂均由乙酰基取代的内酯型和酸型槐糖脂同系物构成且以内酯型槐糖脂结构为主．
槐糖内酯中脂肪酸基的结构有所差异，但主要以脂肪链不饱和度为 １ 的十八烯酸（Ｃ１８∶１）结构为主．所产槐糖

脂具有较低的表面张力和临界胶束浓度（ＣＭＣ），其中最低表面张力结果一致约 ３６．０—３７．０ ｍＮ·ｍ－１，而 ＣＭＣ
有所差异．同时，该槐糖脂具有良好的稳定性，其水溶液的最低表面张力在 １００ ℃下保持 ２ ｈ 基本不变，在 ０—
２０％的 ＮａＣｌ 盐溶液及 ｐＨ 值为 ２—１０ 范围内均保持良好的表面活性．
关键词　 槐糖脂， 假丝酵母菌， 脂溶性碳源， 高效液相色谱⁃高分辨质谱， 表面活性．
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与传统的化学合成表面活性剂相比，槐糖脂生物表面活性剂不仅具有增溶、乳化、润湿、降低表面张力

等作用，而且具有无毒、可生物降解、对环境友好等特性．因而，在医药、食品、日化、石油开采，特别是在环境

污染生物治理方面具有重要用途．目前，限制槐糖脂生物表面活性剂广泛应用的主要因素是生产成本过高，
因此，筛选高效槐糖脂生物表面活性剂产生菌，选用廉价发酵原料，是降低其生产成本的有效途径．

研究较多的槐糖脂产生菌为假丝酵母菌（Ｃ． ｂｏｍｂｉｃｏｌａ），利用水溶性碳源葡萄糖和脂溶性的长链烷

烃碳源进行发酵，底物转化率可达 ７０％，发酵罐生产产量可达 ４００ ｇ·Ｌ－１ ［１⁃３］ ．据统计，发酵培养基成本约

占生物表面活性剂合成的 ３０％—５０％［４］，槐糖脂发酵生产时，发酵碳源是主要生产原材料，因此减少碳

源成本可以有效降低槐糖脂的价格，尤其是降低脂溶性碳源成本． Ｓｏｌａｉｍａｎ 等［５］ 发酵培养假丝酵母菌

（Ｃ． ｂｏｍｂｉｃｏｌａ）时，在采用葡萄糖和油酸为碳源的基础上，尝试采用大豆糖浆、豆油、牛肉油脂及亚麻籽

油等廉价碳源为替代碳源，使槐糖脂生产成本得到降低．而底物不同，所得到的槐糖脂类生物表面活性

剂结构和性能可能不同，因此，深入研究微生物以不同碳源合成表面活性剂的结构和性能，对槐糖脂的

实际应用具有重要的指导意义．
本研究在选育槐糖脂高产菌假丝酵母菌（Ｃ． ｂｏｍｂｉｃｏｌａ）的基础上，选择不同碳源油酸、菜籽油、棉籽

油及煎炸废油为脂溶性碳源，考察了不同碳源培养条件下该菌株产槐糖脂能力、槐糖脂结构及表面活性

特征．

１　 实验部分

１．１　 试验材料与仪器

葡萄糖、油酸（ＡＲ，天津市巴斯夫化工有限公司）、菜籽油和棉籽油（山东德州粮油食品商店）、煎炸

废油（麦当劳快餐店）、层析硅胶（１００—２００ 目）（青岛海洋化工厂）、乙腈（ＨＰＬＣ，ＭＥＲＣＫ 公司）、液质联

用仪器用水为哇哈哈纯净水．
菌株为假丝酵母菌（Ｃ． ｂｏｍｂｉｃｏｌａ）ＡＴＣＣ ２２２１４，为笔者所在实验室保存．
高效液相色谱⁃高分辨质谱联用仪（ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ），美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司，１２９０ ＨＰＬＣ⁃Ｂｒｕｋｅｒ ｍａＸｉｓ Ｑ⁃

ＴＯＦ，ＪＺ⁃２００Ａ 自动界面张力仪（承德精密试验机有限公司）．
１．２　 实验方法

（１）菌株发酵培养

菌株发酵培养方法同本实验室已报道方法［６］，以葡萄糖为水溶性碳源，菜籽油、棉籽油和煎炸废油

为脂溶性碳源，采用摇瓶培养分批补料方式，考察该菌株利用不同碳源合成槐糖脂的性能，实验设计如

表 １ 所示．根据表 １ 碳源的组成进行实验，在发酵 ８ ｄ 后进行槐糖脂粗产物含量的测定．

表 １　 假丝酵母菌 ＡＴＣＣ ２２２１４ 利用不同碳源合成槐糖脂发酵培养基组成

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｍｅｄｉａ ｆｏｒ ｓｏｐｈｏｒｏｌｉｐｉｄ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｂｙ Ｃ． ｂｏｍｂｉｃｏｌａ
ＡＴＣＣ ２２２１４ ｇｒｏｗｎ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅ

实验方案 水溶性碳源 ／ （ｇ·Ｌ－１） 脂溶性碳源 ／ （ｇ·Ｌ－１） 酵母粉 ／ （ｇ·Ｌ－１） 尿素 ／ （ｇ·Ｌ－１）

１

２

３

４

葡萄糖 ６０

油酸 ６０ ８ ２

菜籽油 ６０ ８ ２

棉籽油 ６０ ８ ２

煎炸废油 ６０ ８ ２

（２）粗提产物的层析柱法纯化

采用液液萃取方式［６］对发酵底物进行分离提取后得到槐糖脂的粗产物，对得到的槐糖脂粗产物进

行纯化：将 ３ ｇ 层析硅胶（１００ 目，１１０ ℃活化 ４ ｈ）溶于 １５ ｍＬ 的乙酸乙酯∶甲醇（１０∶１，Ｖ ／ Ｖ）的混合溶剂

中，填充到玻璃层析柱（１．２ ｃｍ×３０ ｃｍ）中，顶部再填入 １ ｃｍ 无水硫酸钠．取 ０．０５—０．１０ ｇ 粗产品溶到
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２ ｍＬ上述混合溶剂中，添加到层析柱顶部，用 ４０ ｍＬ 上述混合溶剂按 １．６ ｍＬ·ｍｉｎ－１的速率洗脱．合并洗

脱液，通过旋转蒸发仪 ４０ ℃除去溶剂，得到槐糖脂纯化产品．定量转移到 １ ｍＬ 色谱小瓶中，通过 ＨＰＬＣ⁃
ＭＳ ／ ＭＳ 进行槐糖脂结构鉴定分析．

（３）纯化产物的 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 结构分析

采用 Ａｇｉｌｅｎｔ １２９０ ＨＰＬＣ⁃Ｂｒｕｋｅｒ ｍａＸｉｓ Ｑ⁃ＴＯＦ 高分辨质谱仪器，色谱柱为 Ｗａｔｅｒｓ ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ
ＢＥＨ１３０ Ｃ１８ ２．１ ｍｍ×１５０ ｍｍ×１．７ μｍ．实验条件：流动相 Ａ：０．１％甲酸 １％乙腈水溶液；流动相 Ｂ：０．１％甲

酸乙腈；流速为 ０． ２ ｍＬ·ｍｉｎ－１；等度洗脱条件为： ８０％ Ｂ．柱温：３０ ℃，进样量：１ μＬ，ＵＶ 检测波长：
２０７ ｎｍ，无分流进入质谱．质谱条件：电喷雾正离子模式；扫描范围 ｍ ／ ｚ ２００—１０００；毛细管电压：４．５ ｋＶ；
喷雾气压 １．５ ｐｓｉ；干燥气（Ｎ２）流速：６ Ｌ·ｍｉｎ－１；气体温度：１８０ ℃；分辨率：５００００．

（４）槐糖脂的表面活性测定

采用吊环法对不同发酵碳源条件下生成槐糖脂的最低表面张力及临界胶束浓度（ＣＭＣ）进行测定，
同时考察了不同加热时间（在 １００ ℃加热 ２０、４０、６０、８０、１００、１２０ ｍｉｎ）、盐度（ＮａＣｌ 浓度 ２％、５％、８％、
１２％、１５％、１８％、２０％）及 ｐＨ（２．００、４．００、６．００、７．００、８．００、１０．００、１２．００）对槐糖脂溶液最低表面张力的

影响．

２　 结果和讨论

２．１　 不同碳源培养条件下槐糖脂产量

将脂溶性碳源采取分批补料添加（分 ３ 次，每隔 １ ｄ 添加 １ 次），得到 ８ ｄ 后槐糖脂粗产物的产量，具
体结果见表 ２．可以看出，以油酸为脂溶性碳源时槐糖脂产量为 １０１ ｇ·Ｌ－１以菜籽油和棉籽油代替油酸

后，槐糖脂产量有所降低，但仍保持较高的槐糖脂产量，分别为 ７３、５１ ｇ·Ｌ－１ ． Ｓｏｌａｉｍａｎ 等［７］采用大豆油、
动物油脂及亚麻籽油代替油酸后，槐糖脂产率也有所降低．在使用煎炸废油为脂溶性碳源时，槐糖脂产

量较低，这可能是由于在煎炸过程中产生了对菌体生长有害的毒性物质．然而，根据中国粮油公布的油

品价格，产单位质量的槐糖脂需要这几种脂溶性碳源的成本相差不大．因此，在实际生产中，可以根据当

地实际条件选择价格低廉易得的脂溶性碳源．

表 ２　 不同碳源培养条件下槐糖脂产量

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｙｉｅｌｄｓ ｏｆ ｓｏｐｈｏｒｏｌｉｐｉｄ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｃｅｓ
水溶性碳源 脂溶性碳源 培养时间 ／ ｈ 槐糖脂产量 ／ （ｇ·Ｌ－１）

葡萄糖　 　 油酸　 　 　 １９６ １０１

葡萄糖　 　 菜籽油　 　 １９６ ７３

葡萄糖　 　 棉籽油　 　 １９６ ５１

葡萄糖　 　 煎炸废油　 １９６ ２２

２．２　 槐糖脂同系物结构的 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 鉴定

应用层析硅胶柱将菌株以菜籽油为脂溶性碳源的发酵粗产物进一步纯化后，利用 ＨＰＬＣ ／ ＥＳＩ⁃ＴＯＦ ／
ＭＳ 分析了该菌株所产糖脂同系物的结构．图 １ 给出了该糖脂同系物的 ＨＰＬＣ ／ ＥＳＩ⁃ＴＯＦ ／ ＭＳ 总离子流图．
表 ３ 则给出了各组分的分子离子峰、相应的离子碎片及相对含量．各个组分的详细分析过程同本实验室

已发表文章［６］，通过对不同保留时间各组分的质谱碎片的分析结果进行总结，详细结果如表 ４ 所示．从结

果中可以判断该提取物中含有 ７ 种槐糖脂同系物，除保留时间为 ３．０、６．７、６．９ ｍｉｎ 的 ３ 种组分为自由酸型

外，其余均为内酯型结构．这和 Ｓｏｌａｉｍａｎ 等［７］的研究结果基本一致，他们发现假丝酵母（Ｃ． ｂｏｍｂｉｃｏｌａ）在以

大豆糖浆和油酸为共基质生长时，所产槐糖脂主要是以内酯的形式存在．也有研究发现假丝酵母

（Ｃ． ｂｏｍｂｉｃｏｌａ）在以葡萄糖和油酸为碳源时产生的槐糖脂同系物中，内酯型结构约占 ９５％［８］ ．
２．３　 不同碳源发酵培养产槐糖脂结构分析

以不同碳源发酵所产槐糖脂进行 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 测定分析，其中以葡萄糖为水溶性碳源，将脂溶性

碳源菜籽油发酵产物组成作为参照，分别将脂溶性碳源油酸、棉籽油及煎炸废油混合进行发酵所产槐糖
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脂的 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 测定结果与其对比，结果见表 ５．对不同碳源发酵所产槐糖脂进行综合分析，发现均

为酸型和内酯型槐糖脂的混合物且对应的主要产物均为内酯型槐糖脂；同时，均含有脂肪链不饱和度为

１ 的十八烯酸（Ｃ１８∶１）或不饱和度为 ０ 的十八烷酸（Ｃ１８∶０）结构的槐糖脂，这一结果和很多研究者的研

究结果一致［７⁃９］ ．其中脂肪链为不同结构脂肪酸基的槐糖内酯分子结构如表 ６ 显示，可以看出以不同脂

溶性碳源为发酵底物对应的槐糖内酯中脂肪酸基的结构有所差异，但主要以脂肪链不饱和度为 １ 的十

八烯酸（Ｃ１８∶１）结构为主，同时含有 Ｃ１８∶０ 和 Ｃ１８∶２ 结构．以油酸（结构为 Ｃ１８∶１）为第二碳源时，可以看

出产物中同时含有 Ｃ１８∶０ 和 Ｃ１８∶２ 结构的内酯产物，Ｎｕｎｅｚ 等［１０］曾指出假丝酵母菌（Ｃ． ｂｏｍｂｉｃｏｌａ）会自

然产生这两种同系物，本研究进一步论证了此结论．

图 １　 假丝酵母菌 ＡＴＣＣ ２２２１４ 所产槐糖脂的 ＨＰＬＣ ／ ＥＳＩ⁃ＴＯＦ ／ ＭＳ 总离子流图

Ｆｉｇ．１　 Ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｓｏｐｈｏｒｏｌｉｐｉｄｓ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｃ． ｂｏｍｂｉｃｏｌａ ＡＴＣＣ ２２２１４

表 ３　 以葡萄糖和菜籽油为发酵碳源下假丝酵母菌（Ｃ． ｂｏｍｂｉｃｏｌａ）ＡＴＣＣ ２２２１４
产槐糖脂同系物及各组分的结构和相对含量

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｐｈｏｒｏｌｉｐｉｄ ｈｏｍｏｌｏｇｕｅｓ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｃ． ｂｏｍｂｉｃｏｌａ
ＡＴＣＣ ２２２１４ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅ ｏｆ ｇｏｕｃｏｓｅ ａｎｄ ｒａｐｅｓｅｅｄ ｏｉｌ

糖脂名称
保留时
间 ／ ｍｉｎ 糖脂类型

分子离子
（ｍ ／ ｚ）

质量分
数 ／ ％

主要离子碎片
（ｍ ／ ｚ）

Ｌ⁃［（２′⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖基⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄
糖基）⁃Ｏ⁃］⁃十八烯酸⁃６′，６″⁃二乙酸酯

３．０ 酸型　 ７０７．３８３０ ３．９８ ７２９．３７，７０７．３８，５８９．２５，
５０３．３２

１７⁃Ｌ⁃［（２′⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖基⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡
萄糖基）⁃Ｏ⁃］⁃十八碳二烯酸⁃１′，４″⁃内酯⁃６′⁃
乙酸酯

４．７ 内酯型 ６４７．３６２６ ２．８６ ６６９．３４，６４７．３６，４８５．３１，
４６７．３０

１７⁃Ｌ⁃［（２′⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖基⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡
萄糖基）⁃Ｏ⁃］⁃十八碳二烯酸⁃１′，４″⁃内酯⁃６″⁃
乙酸酯

５．６ 内酯型 ６４７．３６２０ ３．６９ ６６９．３４，６４７．３６， ４４３．３０

１７⁃Ｌ⁃［（２′⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖基⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡
萄糖基）⁃Ｏ⁃］⁃十八碳二烯酸⁃１′，４″⁃内酯⁃６′，
６″二乙酸酯

６．２ 内酯型 ６８７．３５７６ １３．８５ ７０９．３４， ６８７．３６，
６６９．３５， ６５１．３４

１７⁃Ｌ⁃［（２′⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖基⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡
萄糖基）⁃Ｏ⁃］⁃十八烯酸⁃６″⁃乙酸酯

６．７ 酸型　 ６６３．３５７９ ６．３３ ６８５．３４， ６６３．３６，
６４５．３５， ６２７．３４， ４８３．３０

１８⁃Ｌ⁃［（２′⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖基⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡
萄糖基）⁃Ｏ⁃］⁃十八烯酸⁃６″⁃乙酸酯

６．９ 酸型　 ６６３．３５７３ ４．２１ ６８５．３４， ６６３．３６，
６４５．３５， ６２７．３４， ４８３．３０

１７⁃Ｌ⁃［（２′⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖基⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡
萄糖基）⁃Ｏ⁃］⁃十八烯酸⁃１′，４″⁃内酯⁃６′，６″二
乙酸酯

７．６ 内酯型 ６８９．３７４７ ５３．６６ ７１１．３６， ６８９．３７， ６７１．３６，
６５３．３５， ４８５．３１， ４６７．３０

１８⁃Ｌ⁃［（２′⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖基⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡
萄糖基）⁃Ｏ⁃］⁃十八烯酸⁃１′，４″⁃内酯⁃６′，６″二
乙酸酯

７．７ 内酯型 ６８９．３７４３ ⁃ ７１１．３６， ６８９．３７， ６７１．３６，
６５３．３５， ４８５．３１， ４６７．３０

１７⁃Ｌ⁃［（２′⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖基⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡
萄糖基）⁃Ｏ⁃］⁃十八烷酸⁃１′，４″⁃内酯⁃６′，６″二
乙酸酯

１０．０ 内酯型 ６９１．３８９１ １０．５１ ７１３． ３７， ６９１． ３９， ６７３． ３８，
６５５．３７
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表 ４　 槐糖脂二级质谱碎片信息（ｍ ／ ｚ）分析

Ｔａｂｌｅ ４　 ＭＳ ／ ＭＳ ｄａｔａ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ｉｏｎｓ （ｍ ／ ｚ） ｏｆ ｓｏｐｈｏｒｏｌｉｐｉｄｓ

槐糖脂质谱碎片
保留时间 ／ ｍｉｎ

３．０ ４．７ ５．６ ６．２ ６．７ ６．９ ７．６ ７．７ １０．０

［Ｍ＋Ｎａ］ ＋ ７２９．３７ ６６９．３４ ６６９．３４ ７０９．３４ ６８５．３４ ６８５．３４ ７１１．３６ ７１１．３６ ７１３．３７

［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ７０７．３９ ６４７．３６ ６４７．３６ ６８７．３６ ６６３．３６ ６６３．３６ ６８９．３７ ６８９．３７ ６９１．３９

［Ｍ＋Ｈ－Ｈ２Ｏ］ ＋ ５８９．２５ ６６９．３５ ６４５．３５ ６４５．３５ ６７１．３６ ６７１．３６ ６７３．３８

［Ｍ＋Ｈ－２Ｈ２Ｏ］ ＋ ６５１．３４ ６２７．３４ ６２７．３４ ６５３．３５ ６５３．３５ ６５５．３７

［Ｍ＋Ｈ－２ＣＨ３ＣＯ］ ＋ ６２３．２５

［Ｍ＋Ｈ－Ｃ６Ｈ１０Ｏ５］ ＋ ４８５．３１

［Ｍ＋Ｈ－Ｃ８Ｈ１２Ｏ６］ ＋ ５０３．３２ ４４３．３０ ４８３．３０ ４５９．３０ ４５９．３０ ４８５．３１ ４８５．３１ ４８７．３３

［Ｍ＋Ｈ－２Ｃ８Ｈ１２Ｏ６］ ＋ ２９９．２６ ２９７．２４ ２９９．２６ ２９９．２６ ３０１．２７

表 ５　 假丝酵母菌 ＡＴＣＣ ２２２１４ 以不同碳源为底物发酵产槐糖脂同系物及各组分结构和相对含量

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｐｈｏｒｏｌｉｐｉｄ ｈｏｍｏｌｏｇｕｅｓ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｃ． ｂｏｍｂｉｃｏｌａ
ＡＴＣＣ ２２２１４ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗ ｃｏｓｔ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅｓ

糖脂名称 糖脂类型
分子离子 ／
（ｍ ／ ｚ）

不同碳源对应各组分百分数 ／ ％

葡萄糖、
煎炸废油

葡萄糖、
棉籽油

葡萄糖、
油酸［６］

Ｌ⁃［（２′⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖基⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖基）⁃Ｏ⁃］⁃十八碳
二烯酸⁃６′，６″⁃二乙酸酯

酸型　 ７０５．３６９２ √（５．４８） 无 无

Ｌ⁃［（２′⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖基⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖基）⁃Ｏ⁃］⁃十八碳
二烯酸⁃１′，４″⁃内酯⁃６′⁃乙酸酯

内酯型 ６４７．３６２６ √（４．４９） 无 无

Ｌ⁃［（２′⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖基⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖基）⁃Ｏ⁃］⁃十八碳
二烯酸⁃１′，４″⁃内酯⁃６″⁃乙酸酯

内酯型 ６４７．３６２０ 无 无 无

Ｌ⁃［（２′⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖基⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖基）⁃Ｏ⁃］⁃十八碳
二烯酸⁃１′，４″⁃内酯⁃６′，６″二乙酸酯

内酯型 ６８７．３５７６ √（２２．４０） √（２８．６６） 无

Ｌ⁃［（２′⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖基⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖基）⁃Ｏ⁃］⁃十八烯
酸⁃６″⁃乙酸酯

酸型　 ６６３．３５７９ √（１２．０７） √（３６．９４） √（２７．２１）

Ｌ⁃［（２′⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖基⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖基）⁃Ｏ⁃］⁃十八烯
酸⁃６′，６″⁃二乙酸酯

酸型　 ７０７．３８３０ √（６．４３） 无 无

Ｌ⁃［（２′⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖基⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖基）⁃Ｏ⁃］⁃十八烯
酸⁃１′，４″⁃内酯⁃６′，６″二乙酸酯

内酯型 ６８９．３７４７ √（３８．６１） √（２０．６０） √（３４．９６）

Ｌ⁃［（２′⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖基⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖基）⁃Ｏ⁃］⁃十八烷
酸⁃１′，４″⁃内酯⁃６′，６″二乙酸酯

内酯型 ６９１．３８９１ √（１０．５０） √（１３．８０） √（３７．８４）

表 ６　 槐糖内酯分子中脂肪酸基的组成

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｐｈｏｒｏｌｉｐｉｄ ｌａｃｔｏｎｅｓ

水溶性碳源 脂溶性碳源
槐糖内酯中脂肪酸基的组成相对丰度 ／ ％

Ｃ１８ ∶２ Ｃ１８ ∶１ Ｃ１８ ∶０

葡萄糖　 　 油酸　 　 　 ２７．２ ３５．０ ３７．８

葡萄糖　 　 菜籽油　 　 ２１．４ ６７．５ １１．１

葡萄糖　 　 棉籽油　 　 ４５．４ ３２．７ ２１．９

葡萄糖　 　 煎炸废油　 ３５．４ ５０．８ １３．８

综上研究结果表明，疏水链中含有一个不饱和键的槐糖脂 （ Ｃ１８ ∶ １ 型结构） 是假丝酵母菌

（Ｃ． ｂｏｍｂｉｃｏｌａ）的主要产物，这和 Ｃｈｅｎ 等［１１］发酵槐糖脂时采用同位素标记法验证的结构一致，他们发

现在槐糖脂的主要产物中，内酯型槐糖脂中 Ｃ１８∶１ 型结构约占内酯槐糖脂的 ７７％，酸型槐糖脂中 Ｃ１８∶１
型结构约占酸型槐糖脂的 ８５％．
２．４　 不同脂溶性碳源培养条件下产槐糖脂的表面活性

考察了不同碳源培养条件下菌株所产槐糖脂的表面活性．结果见表 ７，可以看出 ４ 种不同碳源培养

条件下所产槐糖脂溶液的最低表面张力在 ３６—３７ ｍＮ·ｍ－１之间，这与采用十六烷酸、十八烷酸、十八烯



　 ７ 期 宋丹丹等：不同碳源培养条件下假丝酵母菌产槐糖脂的结构及性能 １２５７　

酸及十八碳二烯酸为碳源发酵产槐糖脂的结果一致［１２］，因为不同底物发酵所产槐糖脂的脂肪酸链均为

这几种脂肪酸链的混合物．而 ＣＭＣ 却有所不同，主要是由于在不同脂溶性碳源培养条件下所产槐糖脂

中脂肪酸链的组成比例不同，槐糖脂的 ＣＭＣ 受不同脂肪醇羟基影响较为显著［１３］ ．

表 ７　 不同碳源培养条件下假丝酵母菌 ＡＴＣＣ ２２２１４ 生产槐糖脂的表面活性

Ｔａｂｌｅ ７　 Ｓｕｒｆａｃｅ⁃ａｃｔｉｖｅ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｓｏｐｈｏｒｏｌｉｐｉｄｓ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｃ． ｂｏｍｂｉｃｏｌａ ＡＴＣＣ ２２２１４
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗ ｃｏｓｔ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅｓ

脂溶性碳源

油酸 菜籽油 棉籽油 煎炸废油

最低表面张力 ／ （ｍＮ·ｍ－１） ３６．１ ３７．０ ３６．９ ３７．０

ＣＭＣ ／ （ｍｇ·Ｌ－１） ３６．５ ３０．１ ４３．６ ３８．３

为了研究槐糖脂的稳定性，考察了不同加热时间、盐度和 ｐＨ 对浓度为 ２００ ｍｇ·Ｌ－１槐糖脂溶液最低

表面张力的影响，测定结果如图 ２ 所示．可以看出，槐糖脂溶液在沸水中加热 ２ ｈ 后，其表面张力几乎没

有发生变化，表明槐糖脂有很好的热稳定性；在盐浓度为 ０—２０％范围均保持较高的表面活性，而
Ｇｈｏｊａｖａｎｄ 等［１４］报道了枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＰＴＣＣ １６９６）产生物表面活性剂在 ４％—８％的盐浓

度范围内保持较高表面活性，说明槐糖脂对高盐条件有很强的耐受性；在 ｐＨ ２—１０ 范围内，槐糖脂表现

出较高的表面活性，当 ｐＨ 值为 １２ 时，其表面张力明显升高，达 ４０．３ ± ０．０８ ｍＮ·ｍ－１，此时槐糖脂溶液中

原有的规则絮状形态消失，溶液呈现清澈透明状态，可能是破坏了槐糖脂形成的特殊胶束结构．

图 ２　 不同加热时间、盐度和 ｐＨ 条件对槐糖脂溶液（２００ ｍｇ·Ｌ－１）表面张力的影响

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｅａｔｉｎｇ ｔｉｍｅ， ｓａｌｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｐＨ ｏｎ ｓｕｒｆａｃｅ ｔｅｎｓｉｏｎ ｏｆ ｓｏｐｈｏｒｏｌｉｐｉｄ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｐｈｏｒｏｌｉｐｉｄ ２００ ｍｇ·Ｌ－１

３　 结论

以油酸、菜籽油及棉籽油为脂溶性碳源时，假丝酵母菌 ＡＴＣＣ ２２２１４ 有着较高的槐糖脂产量，合成

的槐糖脂均由乙酰基取代的含有 Ｌ⁃羟基十八烯酸的内酯型和酸型槐糖脂同系物构成且以内酯型槐糖

脂为主．以不同脂溶性碳源为发酵底物对应的槐糖内酯中脂肪酸基的结构有所差异，但主要以脂肪链不

饱和度为 １ 的十八烯酸（Ｃ１８∶１）结构为主．所产槐糖脂具有较低的表面张力和临界胶束浓度（ＣＭＣ），其
中最低表面张力约 ３６．０—３７．０ ｍＮ·ｍ－１，而 ＣＭＣ 有所差异．同时，该槐糖脂具有良好的稳定性，其表面活

性可在 １００ ℃下保持 ２ ｈ 基本不变，并可在 ０—２０％的 ＮａＣｌ 盐溶液及 ｐＨ 值为 ２—１０ 范围内均保持良好

的表面活性．
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