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［摘要］ 以棘孢曲霉为菌种， 以磷酸氢二铵为氮源固态发酵柚皮生产柚苷酶， 结果表明， 在以柚皮为碳源和

磷酸氢二铵为氮源的发酵体系中， 添加疏松剂和豆饼粉对柚苷酶发酵没有显著影响， 而磷酸氢二铵添加量和水分

质量分数对柚苷酶合成具有显著影响． 当无水柚皮粉中磷酸氢二铵和水分质量分数分别为 ３２􀆰 ４％和 １７０􀆰 ０％时，
有利于提高柚苷酶发酵活力． 在接种量为 ７􀆰 １％、 发酵温度为 ３０ ℃的情况下发酵 ６ ｄ， 柚苷酶比合成速率与棘孢

曲霉的生长速率符合模型 Ｙ柚苷酶 ＝ ６􀆰 ２６７７ Ｘ － ０．０３８１ ， 其中 Ｙ 代表柚苷酶的比合成速率， Ｘ 代表比生长速率． 用

Ｄａｖｉｓ 法测得柚苷酶活力为 ９４􀆰 ６１ ＩＵ／ ｇ， 酶发酵的培养基成本 （５ ×１０ －５元 ／ ＩＵ） 远远低于其他同类研究， 酶的纯

度远高于用豆饼粉为氮源所获得的酶纯度．
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０　 引言
柑橘类水果是世界上最大宗的水果， 无论是种植面积还是产量都远远大于其他种类的水果［１］，

它不仅可以鲜食， 还是果汁加工的主要原料． 柑橘类水果经人们食用或加工后约产生 ４０％的副产物，
包括果皮和果渣［２］ ． 因此， 对柑橘加工副产物进行高值化利用是柑橘产业发展的重要研究领域． 传

统研究表明， 柑橘加工副产物可用于提取果胶、 膳食纤维、 香精油和黄酮等［３］ ． 近年研究表明， 柑

橘加工副产物也是发酵食品生产酶制剂的原料， 如可以作为果胶酶和纤维素酶的良好原料［４ － ５］ ．
柚苷酶 （ＥＣ ３􀆰 ２􀆰 １􀆰 ４０） 是 α － Ｌ －鼠李糖苷酶和 β － Ｄ － 葡萄糖苷酶的复合酶， 它不仅能将柑橘

类水果中具有苦味的柚皮苷水解成柚皮素， 达到脱苦的效果， 还可用于改善酿造酒香味以及制备抗生

素、 鼠李糖和普鲁宁等活性物质［６ － ９］， 是一种应用前景良好的新型酶制剂． 相关研究表明， 柑橘果皮

中含有丰富的橙皮苷和柚皮苷， 能作为柚苷酶的诱导物［１０ － １２］ ． Ｐｕｒｉ 等［１３］ 发现， 添加柚皮粉可以提高

Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｘｙｌｏｓｕｓ ＭＡＫ２ 产柚苷酶； Ｍｅｎｄｏｚａ － Ｃａｌ 等［１４］ 利用橙皮和柚皮作为发酵底物， 优选出产

柚苷酶的菌株和发酵条件； 王迪等［１５］和陈红等［１６］发现用棘孢曲霉 （Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ａｃｕｌｅａｔｕｓ） 固态发酵柚

皮可高产柚苷酶． 这些研究结果表明， 作为柚苷酶发酵生产原料是柑橘加工副产物综合利用的一种新

途径．
在前期研究［１５ － １６］中， 本实验室分离得到了一株高产柚苷酶的棘孢曲霉菌株， 发现其在柑橘加工

副产物中进行固态发酵可产生大量的柚苷酶． 酶发酵需要大量氮源， 相关研究［１３，１７］ 表明， 采用豆饼

粉、 蛋白胨等有机氮源对柚苷酶合成具有促进作用． 但是， 有机氮源含有丰富蛋白质， 加入到酶发酵

体系中， 将大大增加酶分离纯化的难度． 最近， 笔者发现， 在固态发酵体系中， 用磷酸氢二铵作为氮

源也可以高产柚苷酶， 与有机氮源相比， 不会因为引入杂蛋白质而导致柚苷酶分离纯化困难的问题．
因此， 为进一步优化用磷酸氢二铵作为氮源的柑橘加工副产物固态发酵体系， 进一步提高柚苷酶产

量， 本研究拟建立一种高产、 高纯度的柚苷酶发酵生产技术， 以柚子加工副产物柚皮为研究对象， 对

固水比、 疏松剂、 磷酸氢二铵和豆饼粉添加量进行优化， 研究酶合成动力学， 分析酶生产培养基成本

及酶纯度， 为柚苷酶的高效发酵及柑橘副产物的高值化利用提供试验依据．

１　 材料与方法
１􀆰 １　 原料与药品

原料： 柚子外果皮由福建省国农农业发展有限公司提供， 经 ５０ ℃烘干、 粉碎过 ４０ 目筛备用．
药品： 柚皮苷和柚皮素 （纯度均≥９８％ ） 购于中国陕西小草植物科技有限责任公司； 甲醇和乙

腈 （均为色谱纯） 购于美国 ＴＥＤＩＡ 公司； 其他试剂 （分析纯） 均购于上海国药集团有限公司．
１􀆰 ２　 菌种与培养基

棘孢曲霉 ＪＭＵｄｂ０５８ 菌株［１８］由集美大学生物工程学院发酵工程研究室选育保存．
斜面培养基［１９］ （ｇ ／ Ｌ）： ＭｇＳＯ４∙７Ｈ２Ｏ １􀆰 ０， ＫＨ２ＰＯ４ １􀆰 ０， （ＮＨ４） ２ＳＯ４ １􀆰 ５， ＫＣｌ ０􀆰 ５， ＫＮＯ３ １􀆰 ５，

无水 ＣａＣｌ２ ０􀆰 １， 酵母膏 ２􀆰 ０， 柚皮苷 ２􀆰 ６９， 琼脂 ２０， 初始 ｐＨ ＝６􀆰 ０， １２１ ℃灭菌 ２０ ｍｉｎ．
固态发酵初始培养基： 在柚皮粉 （水分质量分数为 ７􀆰 ４％ ） 中加入磷酸氢二铵 １０％ （质量分

数）， 并加入与柚皮粉同质量的蒸馏水．
１􀆰 ３　 仪器设备

Ｗａｔｅｒｓ ２６９５ 高效液相色谱分析仪和 Ｓｙｍｍｅｔｒｙ Ｃ１８ 反相柱 （４􀆰 ６ ｍｍ × １５０ ｍｍ， ３􀆰 ５ μｍ） 购于美

国 Ｗａｔｅｒｓ 有限公司； ＳＨＺ － ＩＩＩ Ｄ 型循环水式多用真空泵购于上海亚荣生化仪器厂； ＡＬＰ －高压蒸汽灭

·７５３·
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菌器购于日本 ＡＬＰ 公司； ＳＷ － ＣＪ － ２ＦＤ 型双人单面净化工作台购于苏州净化设备有限公司； 数显恒

温水浴锅购于常州国华电器有限公司； 霉菌培养箱购于上海博迅实业有限公司医疗设备厂； ｐＨ２１１Ｃ
酸度计购于北京哈纳科仪科技有限公司； ＵＶ － ７２００ 型可见分光光度计购于尤尼柯仪器有限公司；
１０１ － ３Ｂ型电热鼓风干燥箱购于上海市实验仪器总厂．
１􀆰 ４　 实验方法

１􀆰 ４􀆰 １　 菌种活化及发酵操作

将 ４ ℃下贮藏的菌种接种于斜面培养基上， ２８ ℃下培养 ４ ｄ 得到成熟孢子， 用 ０􀆰 ７５％ （体积分

数） 无菌生理盐水洗下孢子， 转移至装有 ５０ ｍＬ 无菌生理盐水和无菌玻璃珠的三角瓶中， 将孢子充

分打散后， 用无菌生理盐水调整其 ＯＤ６００值至 ２􀆰 ０ （孢子 １ × １０８个 ／ ｍＬ）， 即得孢子悬液． 为了优化发

酵培养基， 进行以下试验： 在 ２５０ ｍＬ 三角瓶中装入用 ５ ｇ 柚皮粉加入其他成分配成的培养基， 灭菌

冷却后按照总装样量的 ７􀆰 １％接种上述孢子悬液， 搅拌均匀后于 ３０ ℃静置培养 ８ ｄ．
１􀆰 ４􀆰 ２　 加水量对柚皮固态发酵产酶的影响

保持发酵初始培养基的其他成分不变， 分别按照柚皮粉与水的质量比为 １∶ １、 １∶ １􀆰 ５、 １∶ ２、 １∶ ２􀆰 ５ 和１∶ ３
配制培养基， 接种发酵后， 测定酶活力、 生物量以及还原糖含量．
１􀆰 ４􀆰 ３　 疏松剂对柚皮固态发酵产酶的影响

以柚皮粉与水的质量比为 １∶ １􀆰 ５ 的比例混合， 分别加入以下 ３ 种成分配制培养基：（Ａ） 按柚皮粉

质量的 １０％添加 （ＮＨ４） ２ＨＰＯ４；（Ｂ） 分别按柚皮粉质量的 １０％添加 （ＮＨ４） ２ＨＰＯ４和麸皮； （Ｃ） 分别

按柚皮粉质量的 １０％ 添加 （ＮＨ４） ２ＨＰＯ４和甘蔗渣． 其中， Ａ 为对照， Ｂ 为添加 １０％麸皮作为疏松剂

的培养基， Ｃ 为添加 １０％甘蔗渣为疏松剂的培养基． 接种发酵后， 分别测定酶活力、 生物量以及还

原糖含量．
１􀆰 ４􀆰 ４　 磷酸氢二铵添加量对发酵产酶的影响

固定培养基中柚皮粉和水的质量比为 １ ∶ １􀆰 ５， 分别按照柚皮粉质量的 ０％ 、 １０％ 、 ２０％ 、 ３０％ 、
４０％和 ５０％添加磷酸氢二铵， 配制培养基， 接种发酵后， 分别测定酶活力、 生物量以及还原糖含量．
１􀆰 ４􀆰 ５　 豆饼粉添加量对发酵产酶的影响

固定每份培养基中添加柚皮粉质量的 ３０％ （ＮＨ４） ２ＨＰＯ４， 以柚皮粉与水的质量比为 １∶ １􀆰 ５ 的比例

加水， 分别按柚皮粉质量的 ０％ 、 ０􀆰 ５％ 、 １􀆰 ０％ 、 １􀆰 ５％ 、 ２􀆰 ０％ 、 ２􀆰 ５％和 ３􀆰 ０％添加豆饼粉， 配制培

养基， 接种发酵后， 分别测定酶活力、 生物量以及还原糖含量．
１􀆰 ４􀆰 ６　 柚苷酶动态规律及酶合成动力学

采用优化后的培养基 （在柚皮粉中加入 ３０％ （质量分数） 磷酸氢二铵， 并加入柚皮粉质量 １􀆰 ５
倍的蒸馏水）， 接种发酵， 每隔 ２ ｄ 取样一次， 分别测定各样品的酶活力、 生物量及还原糖含量， 分

析柚苷酶活性、 生物量和还原糖含量随发酵时间变化的动态规律， 计算比速率， 并拟合柚苷酶合成及

生长的关系动力模型．
１􀆰 ４􀆰 ７　 柚苷酶活力测定

为了快速获得优化效果， 在大部分试验中， 参照 Ｎｉ 等［２０］ 的液相色谱法 （ＨＰＬＣ） 测定柚苷酶活

力． 取样后， 在每个发酵三角瓶中加入 １００ ｍＬ ｐＨ ＝ ５􀆰 ０ 的柠檬酸 （０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ） － 磷酸氢二钠

（０􀆰 ０２ ｍｏｌ ／ Ｌ） 缓冲液， ３０ ℃、 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡浸提 １ ｈ， 用定性滤纸过滤， 滤液经４ ℃、 １３０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 ２０ ｍｉｎ 即得粗酶液． 取 ２ ｍＬ 柚皮苷标准液 （３００ μｇ ／ ｍＬ） 与 １􀆰 ９ ｍＬ ｐＨ ＝ ５􀆰 ０ 缓冲液混合，
５０ ℃恒温保温 １５ ｍｉｎ， 加入 ０􀆰 １ ｍＬ 粗酶液， ５０ ℃反应 １５ ｍｉｎ， 置于 １００ ℃加热 ３０ ｍｉｎ 使酶失活，
迅速冷却后过 ０􀆰 ４５ μｍ 滤膜， 用 ＨＰＬＣ 测定反应液中柚皮苷和柚皮素含量的变化． 空白对照以灭活的

酶液代替酶溶液， 其他方法条件相同． 液相色谱条件为： 流动相流速 ０􀆰 ４ ｍＬ ／ ｍｉｎ， 柱温 ３５ ℃， 上样

体积 ２０ μＬ， 走样时间 ２０ ｍｉｎ， 紫外检测波长 ２８０ ｎｍ， 梯度洗脱程序见表 １． 根据柚皮素的生产量计

算柚苷酶活力， 酶活力单位 （ＩＵ） 定义为： 在 ５０ ℃、 ｐＨ ＝５􀆰 ０ 的条件下， 每分钟生成 １ μｍｏｌ 柚皮素
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所需柚苷酶的量定义为一个柚苷酶活力单位．

表 １　 用于柚苷酶活力检测的高效液相色谱流动相梯度

Ｔａｂ． １　 Ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｆｏｒ ｍｅａｓｕｒｉｎｇ ｎａｒｉｎｇｉｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

时间
Ｔｉｍｅ ／ ｍｉｎ

流速 Ｆｌｏｗ ｒａｔｅ
／ （ｍＬ·ｍｉｎ － １）

ｗ（超纯水 Ｕｌｔｒａｐｕｒｅ ｗａｔｅｒ）
／ ％

ｗ（甲醇 Ｍｅｔｈａｎｏｌ）
／ ％

ｗ（乙腈 Ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ）
／ ％

初始 Ｉｎｉｔｉａｌ ０． ４ ６２ １２ ２６
７ ０． ４ ６２ １２ ２６
９ ０． ４ １５ ３５ ５０

１５ ０． ４ １５ ３５ ５０
１７ ０． ４ ６２ １２ ２６
２０ ０． ４ ６２ １２ ２６

为了对比本研究和国内外同类研究的酶产量水平， 在验证试验中， 除 ＨＰＬＣ 法外， 还参照 Ｐｕｒｉ
等［１７］用 Ｄａｖｉｓ 法测定柚苷酶活力， 具体操作是： 取 ０􀆰 ９ ｍＬ ０􀆰 ０５％柚皮苷标准溶液 （ｐＨ ＝４􀆰 ０ 醋酸 －
醋酸钠缓冲溶液） 与 １００ μＬ 粗酶液混合均匀， 置于 ５０ ℃恒温箱保温 ６０ ｍｉｎ， 迅速吸取１００ μＬ反应液

并加入 ９０％一缩二乙二醇 ５ ｍＬ、 ４ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 溶液 １００ μＬ， 摇匀后于 ２８ ℃保温１０ ｍｉｎ， 在 ４２０ ｎｍ
下测定吸光度值． 根据柚皮苷标准曲线计算反应后消耗的柚皮苷量， 以此为依据计算柚苷酶活力， 每

个柚苷酶活力单位 （ＩＵ） 定义为在此反应体系下消耗 １ μｍｏｌ 柚皮苷所需的柚苷酶量．
１􀆰 ４􀆰 ８　 生物量测定

参考魏培莲等［２１］提供的方法测定氨基葡萄糖含量， 用以计算固态发酵产物中的菌体量． 称取干

发酵样品 ０􀆰 ３００ ｇ， 加 ２ ｍＬ ６０％Ｈ２ＳＯ４， ２５ ℃恒温箱浸泡 ２４ ｈ， 加入 ２８ ｍＬ 蒸馏水稀释 Ｈ２ＳＯ４至浓度

为 １ ｍｏｌ ／ Ｌ， 置于 ２５０ ｍＬ 三角瓶中， 沸水浴加热 １ ｈ， 冷却后用 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 中和至 ｐＨ ＝７􀆰 ０， 定容

至 １００ ｍＬ． 取 ２ ｍＬ 样液加 １ ｍＬ 乙酰丙酮试剂， 沸水浴加热 ０􀆰 ５ ｈ， 冷却后加入 ２ ｍＬ 无水乙醇、
１ ｍＬ对二氨基苯甲醛试剂振荡， 再加入 ４ ｍＬ 无水乙醇， ６０ ℃保温 １ ｈ， 测定 ＯＤ５３０， 对照组将样液替

换成水， 根据菌体干重对氨基葡萄糖含量的标准曲线计算生物量．
１􀆰 ４􀆰 ９　 还原糖含量测定

参考张龙翔等［２２］的方法， 取 １ ｍＬ 粗酶液用 ３， ５ － 二硝基水杨酸比色法 （ＤＮＳ 法） 测定其中还

原糖含量．
１􀆰 ４􀆰 １０　 蛋白质含量测定

参考陈钧辉等［２３］的考马斯亮蓝法测定蛋白质浓度， 配制 １ ｇ ／ Ｌ 的牛血清标准蛋白， 分别取 ０，
０􀆰 ０２， ０􀆰 ０４， ０􀆰 ０６， ０􀆰 ０８， ０􀆰 １ ｍＬ， 加入蒸馏水至 ０􀆰 １ ｍＬ， 再分别加入 ５ ｍＬ 配制好的考马斯亮蓝

Ｇ －２５０， 震荡均匀后放置 ５ ｍｉｎ， 测定 ５９５ ｎｍ 下的吸光度值． 取 ０􀆰 １ ｍＬ 样品， 按上述方法测定吸光

度值， 根据标准曲线计算酶液中的蛋白质含量．
１􀆰 ４􀆰 １１　 发酵产物 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 蛋白质电泳

分别配制 １０％分离胶和 ５％浓缩胶， 灌胶， 待胶凝固后， 取待测酶液 ３０ μＬ， 加入 ４ × ＳＤＳ 上样

缓冲液 １０ μＬ， 混匀， 沸水浴处理 ５ ｍｉｎ， 迅速冷却， 离心后取 １２ μＬ 上清液加入到加样孔中， 往电

泳槽中倒入 １ × ＳＤＳ 缓冲液， 在电流 １２ ｍＡ 的条件下电泳 １２０ ｍｉｎ 后进行银染显色．
１􀆰 ５　 数据处理与分析

试验数据取 ３ 次平行测定的平均值， 应用 Ｅｘｃｅｌ 软件计算平均值和标准偏差， 应用 ＳＰＳＳ 软件对

结果进行差异显著性分析 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ．
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２　 结果与分析
２􀆰 １　 柚皮粉和水的比例对发酵产酶的影响

在固态发酵过程中， 初始含水量是影响发酵成败的关键因素之一． 据相关研究报道［２４］， 含水量

过高， 不仅会降低氧的扩散和交换， 而且稀释了营养物质， 从而影响菌体生长以及产酶； 当含水量较

低时， 培养基中糖浓度较高， 导致产生营养物阻遏并增大了培养基渗透压， 也会影响微生物生长和产

酶量．
图 １ 显示， 还原糖含量随水的比例增加而下降； 生物量和柚苷酶活力随水的比例增加先增加后减

少， 当柚皮粉和水的质量比为 １∶ ２􀆰 ５ 时， 生物量达到最大； 当柚皮粉和水的质量比为 １∶ １􀆰 ５ 时， 柚苷

酶活力达到最大． 因此， 在下面的试验中按柚皮粉和水 １∶ １􀆰 ５ 的质量比加水．
２􀆰 ２　 疏松剂对发酵产酶的影响

柚皮中含有大量的果胶［２５］， 灭菌后容易导致培养基黏度增大及通透性降低而影响微生物生长．
甘蔗渣和麸皮含有丰富的纤维素， 能增加固态发酵培养基的疏松透气性， 提高菌丝体生长［２６］ ． 在柚

子果皮中添加一定量的甘蔗渣和麸皮 （增加柚苷酶固态发酵培养基的通透性） 进行发酵试验， 结果

（见图 ２） 显示， 添加麸皮和甘蔗渣后产酶量下降， 生物量和还原糖含量变化不大． 进一步进行方差

分析发现， 添加疏松剂后对产酶量、 还原糖、 生物量含量均没有显著性影响， 出现该现象的可能原因

是添加疏松剂后培养基总量增加， 但柚皮粉在培养基中的含量降低了， 营养物质降低与通气量增加的

效应相互抵消． 针对该现象， 在后续发酵中不添加疏松剂．

图 1 柚皮粉和水的比例对柚苷酶固态发酵的影响

Fig.1 Effect of citrus peel鄄water ratio on the
solid鄄state fermentation of naringinase

图 2 添加疏松剂对柚苷酶固态发酵的影响

Fig.2 Effect of loosening agents on solid鄄state
fermentation of naringinase
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２􀆰 ３　 磷酸氢二铵对发酵产酶的影响

前期研究［２７］结果表明， 以铵盐或尿素为氮源， 可以消除葡萄糖、 果糖和淀粉等对柚苷酶发酵的

分解代谢阻遏作用， 从而提高柚苷酶的发酵产量． 考虑到铵盐利用后残留的磷酸盐可能影响培养基

ｐＨ 值， 从而影响柚苷酶的发酵， 因此， 研究了磷酸氢二铵的添加量对柚苷酶固态发酵的影响． 结果

如图 ３ 所示， 当磷酸氢二铵添加量从 ０ 增加到 １０％柚皮粉时， 还原糖迅速降低， 生物量大幅度上升，
之后还原糖含量随磷酸氢二铵添加量增大趋于平稳， 而生物量随添加量增大而降低． 当磷酸氢二铵为

３０％柚皮粉时， 柚苷酶活力达到最大， 之后随着添加量的增大而减少． 该现象可能是由于棘孢曲霉的

生长及酶分泌所需的最适 ｐＨ 值不一致所引起的； 当磷酸氢二铵添加量为 １０％柚皮粉时， 其培养基的

ｐＨ 值最适合于微生物生长， 此时营养物质大量用于生长菌体， 体现出生物量最大， 而酶活力不是最

大； 当磷酸氢二铵添加量为 ３０％柚皮粉时， 培养基的 ｐＨ 值最适于酶合成， 营养物质大量流向酶蛋白

合成， 体现出生物量减小， 而酶合成量最大． 由于本研究是以提高柚苷酶产量为试验目的， 因此后期
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试验添加磷酸氢二铵的量为 ３０％柚皮粉．
２􀆰 ４　 豆饼对发酵产酶的影响

豆饼粉来源稳定， 价格低廉， 含有丰富的微量氨基酸、 蛋白质、 维生素等营养物质， 是发酵工业

中常用的氮源及生长因子． 大量添加豆饼粉作为氮源， 由于其中淀粉分解 （产生葡萄糖） 会对诱导

酶产生阻遏［１７，２８］， 但相关研究表明豆饼粉是柚苷酶发酵的良好氮源［１３］， 但添加豆饼粉会导致发酵产

物中杂蛋白质含量偏高， 影响对酶进行分离纯化． 本研究采用磷酸氢二铵为氮源配制培养基， 并在其

中添加不同量豆饼粉进行发酵， 结果显示， 豆饼粉的添加量对生物量、 还原糖含量和柚苷酶活力的影

响不明显 （见图 ４）． 用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 软件进行方差分析， 进一步证实了添加豆饼粉对生物量、 还原糖

含量和柚苷酶活力均无显著性影响． 该结果与相关研究［１３］ 报道在培养基中添加豆饼粉可以大幅度提

高柚苷酶产量明显不同， 原因主要有： １） 磷酸氢二铵和豆饼粉都是柚苷酶发酵优良氮源， 在培养基

中含有充足磷酸氢二铵的情况下， 再补充氮源豆饼粉已经没有必要； ２） 柑橘副产物中可能含有丰富

的生长因子， 不需要额外补充豆饼粉、 蛋白胨等物质就能提供棘孢曲霉生长及其酶合成需要的生长因

子． 考虑到本研究柚皮粉含有 ７􀆰 ４％的水分， 因此优化培养基的组成为： 在无水柚皮粉中添加 ３２􀆰 ４％
的磷酸氢二铵和 １７０％的水 （此比例均为与无水柚皮粉的质量比）．

图 3 磷酸氢二铵添加量对柚苷酶固态发酵的影响

Fig.3 Effect of addition of (NH4)2HPO4 on
solid鄄state fermentation of naringinase

w（(NH4)3PO4）/% w（豆饼粉 Soybean meal）/%
图 4 豆饼粉添加量对柚苷酶固态发酵的影响

Fig.4 Effect of addition of soybean meal on
solid鄄state fermentation of naringinase
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２􀆰 ５　 柚苷酶固态发酵的动态规律及酶合成动力学

如图 ５ａ 所示， 随发酵时间增加， 还原糖含量逐渐降低， 生物量和酶活性先快速增加后趋于平稳；
生物量和酶活力曲线变化趋势高度一致， 发酵 ６ ｄ 时， 生物量和柚苷酶活性同时出现最大值． 图 ５ｂ 显示，
比生长速率 Ｘ （以菌体干重的含量表征， 单位为 ｄ －１） 和柚苷酶的比合成速率 Ｙ （单位为 ＩＵ ／ （ｇ·ｄ））
随发酵时间的增加呈现同步降低趋势． 进一步拟合柚苷酶比合成速率与棘孢曲霉比生长速率的关系，
得到它们的回归关系模型为 Ｙ柚苷酶 ＝ ６􀆰 ２６７７ Ｘ － ０􀆰 ０３８１． 该模型显示， 棘孢曲霉柚苷酶的合成似乎符

合部分生长关联型模型， 每生长 １ ｇ 的菌体就会合成约 ６􀆰 ２７ ＩＵ 的柚苷酶， 在菌体生长停止后， 柚苷

酶以 ０􀆰 ０３８ ＩＵ ／ （ｇ·ｄ） 的速度缓慢下降． 进一步分析发现， ０􀆰 ０３８１ 仅相当于 ６􀆰 ２６７７ 的 ０􀆰 ６１％ ， 而

图 ５ａ 显示， 菌体生物量与酶活力测定的误差均在 ５％左右， 该分析结果说明 ０􀆰 ０３８１ 这个数值可能是

由于测量误差引起， 而不是实际差异引起的， 由此推测该柚苷酶合成属于生长关联型． 相关研究［２９］

表明， 产物合成生长关联型的特征是产物合成曲线与生长曲线高度一致． 图 ５ 中棘孢曲霉生物量和柚

苷酶活性曲线随时间变化趋势的高度一致性也进一步证明该柚苷酶合成属于生长关联型， 该结果与陈

红等［２７］用豆饼粉为氮源研究的柚苷酶合成动力学规律相一致， 但与张晨等［２９］研究结论 （Ｂ０４ 菌株产

柚苷酶的合成属于非生长关联型） 不一致， 其主要原因可能是菌株、 发酵条件及发酵状态不同所致．

·１６３·
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t/d t/d
a 柚苷酶、还原糖以及生物量的动态变化过程

Time course variation of naringinase, residual sugar and biomass
b 菌体比生长速率和柚苷酶比合成速率之间的动力学关系

Dynamic relationship between specific synthetic rate and specific growth rate

图 5 柚苷酶合成的动态规律及酶合成动力学分析

Fig.5 Dynamic process and kinetic analysis of naringinase during production
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２􀆰 ６　 用柚皮为碳源、 磷酸氢二铵为氮源发酵柚苷酶的成本分析

目前， 国内柚苷酶的研究都停留在实验室研究阶段， 商品酶制剂在国内没有生产， 市场上尚属空

白． 国外只有美国、 日本等少数国家生产， 价格昂贵， 如 ２００９ 年美国 Ｓｉｇｍａ 公司出品的柚苷酶制剂

（酶活力约为 ３００ Ｕ ／ ｇ）， 价格为 １６２３􀆰 ９ 元 ／ ｋｇ， 日本田边制药生产的柚苷酶制剂 （酶活力为 １５０ Ｕ ／ ｇ）
售价高达 ２６００ 元 ／ ｋｇ， 因此限制了柚苷酶在食品工业中的应用． 本研究柚苷酶活力达到 ９４􀆰 ６１ ＩＵ ／ ｇ
（用 Ｄａｖｉｓ 法测定）， 高于 Ｍｅｎｄｏｚａ － Ｃａｌ （２􀆰 ５８ Ｕ ／ ｍＬ） ［１４］、 张晨等 （３４２ Ｕ ／ ｍＬ） ［２９］报道的酶活力， 同

样高于用王迪［１５］和陈红［１６］的方法发酵所获得的柚苷酶活力 （见表 ２）． 计算柚苷酶发酵培养基成本，
并与各报道提供的柚苷酶生产培养基成本进行对比， 结果 （见表 ２） 显示， 本研究生产柚苷酶的成本

仅为 ５ × １０ － ５元 ／ ＩＵ， 远远低于本实验室前期研究［１５ － １６］和国内同类研究［１４，２９ － ３０］的生产培养基成本．

表 ２　 柚苷酶生产成本估算

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｃｏｓｔ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｎａｒｉｎｇｉｎａｓｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

相关研究

Ｒｅｌａｔｅｄ ｒｅｓｅａｒｃｈ

报道或测定活力
Ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｏｒ

ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ａｃｔｉｖｉｔｙ

转换成本研究
酶活定义后
的酶活力
Ｃｏｎｖｅｒｔｅｄ
ａｃｔｉｖｉｔｙ

发酵体积
或质量
Ｖｏｌｕｍｅ ｏｒ
ｍａｓｓ ｏｆ

ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

发酵体系总酶
活力 Ｔｏｔａｌ

ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ
ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
ｓｙｓｔｅｍ ／ ＩＵ

发酵原料
总成本 ／元

Ｃｏｓｔ ｏｆ
ｍａｔｅｒｉａｌｓ
／ Ｙｕａｎ

拟核算价格
／ （１０ － ３元·

ＩＵ － １）
Ａｃｃｏｕｎｔｉｎｇ ｐｒｉｃｅｓ
／ （１０ － ３Ｙｕａｎ·

ＩＵ － １）
ＬＡＩ ＣＤ［３０］ ９５５． ６ Ｕ ／ ｍＬ∗（Ｄａｖｉｓ ｍｅｔｈｏｄ） １． ６５ Ｕ ／ ｍＬ ３０ ｍＬ ４９． ３８ ０． ０５５ １． １１
ＭＥＮＤＯＺＡ⁃
ＣＡＺ Ａ［１４］ ２． ５８ Ｕ ／ ｍＬ＃（Ｄａｖｉｓ ｍｅｔｈｏｄ） ２． ５８ Ｕ ／ ｍＬ ７５ ｍＬ １９３． ５０ ０． ２６１ １． ３５

ＺＨＡＮＧ Ｃ［２９］ ３４２． ００ Ｕ／ ｍＬ∗（Ｄａｖｉｓ ｍｅｔｈｏｄ） ０． ５９ Ｕ ／ ｍＬ ４０ ｍＬ ２３． ５６ ０． ３９４ １６． ７２
ＷＡＮＧ ＤＩ［１５］ ８０． ０１ ＩＵ ／ ｇ＃（Ｄａｖｉｓ ｍｅｔｈｏｄ） ８０． ０１ ＩＵ ／ ｇ １０００ ｇ ８００１０． ００ ６． ８００ ０． ０８
ＣＨＥＮ Ｈ ６１． ４２ ＩＵ ／ ｇ＃（Ｄａｖｉｓ ｍｅｔｈｏｄ） ６１． ４２ ＩＵ ／ ｇ 　 ５ ｇ ３０７． １０ ０． ０５０ ０． １６
本研究
Ｔｈｉｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ ９４． ６１ ＩＵ ／ ｇ＃（Ｄａｖｉｓ ｍｅｔｈｏｄ） ９４． ６１ ＩＵ ／ ｇ 　 ５ ｇ ４７３． ０５ ０． ０２５ ０． ０５

日本田边制药
Ｔｉａｎ Ｂｉａｎ ｐｈａｒｍａ⁃
ｃｅｕｔｉｃａｌ ｉｎ Ｊａｐａｎ

１５０． ００ Ｕ ／ ｇ － － － － １７． ３３

美国 Ｓｉｇｍａ 公司
Ｓｉｇｍａ ｉｎ ＵＳＡ ３００． ００ Ｕ ／ ｇ － － － － ５． ４１

　 　 说明： ∗表示酶活力单位定义为水解 １ μｇ 柚皮苷所需的酶量； ＃表示酶活力单位定义为水解 １ μｍｏｌ 柚皮苷所需的酶量．
Ｎｏｔｅｓ： ∗ Ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ ｄｅｆｉｎｅｄ ａｓ １ μｇ ｏｆ ｎａｒｉｎｇｉｎ ｈｙｄｒｏｌｙｚｅｄ ｕｎｄｅｒ ａｓｓａｙ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ； ＃ Ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ ｄｅｆｉｎｅｄ ａｓ １ μｍｏｌ ｏｆ ｎａ⁃

ｒｉｎｇｉｎ ｈｙｄｒｏｌｙｚｅｄ ｕｎｄｅｒ ａｓｓａｙ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ．
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图 6 不同粗酶液的
SDS-PAGE 图

Fig.6 SDS-PAGE of
different crude enzymes

说明：M—标准蛋白；1—实验
室前期纯化后的柚苷酶；2—
添加柚皮粉 5 g，豆饼粉 1.5 g
发酵的酶液；3—添加柚皮粉
5 g，磷酸氢二铵 1.5 g 发酵的
酶液.
Notes:M—protein marker ;1—pur鄄
fied naringinase in previous study;
2—medium with citrus peel powder
5 g, soybean meal 1.5 g;3—medium
with citrus peel 5 g, diammonium
hydrogen phosphate 1.5 g.
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２􀆰 ７　 用柚皮为碳源、 磷酸氢二铵为氮源发酵柚苷酶的纯度分析

酶的纯度是影响酶工业化制备及应用的关键因素之一， 发酵产物中酶的

纯度越高， 提纯应用的可能性也越高． 由表 ３ 可得， 添加磷酸氢二铵作为氮

源， 酶的比活力为 １６􀆰 ４７ ＩＵ ／ ｍｇ， 远高于以豆饼粉为氮源所获得的比活力

（７􀆰 ０１ ＩＵ ／ ｍｇ）． 分别浸提以磷酸氢二铵和豆饼粉为氮源获得的粗酶液， 稀释

到相同的酶活性， 进行 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 电泳分析 （见图 ６） 发现， 以豆饼粉为

氮源的发酵产物中杂蛋白质明显比用磷酸氢二铵为氮源发酵的粗酶液多． 这

两个结果说明， 用磷酸氢二铵为氮源发酵所获得的柚苷酶比用豆饼粉为氮源

发酵的柚苷酶的纯度高， 有利于进一步纯化利用．

表 ３　 两种培养基对产柚苷酶的影响

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｗｏ ｍｅｄｉａ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｎａｒｉｎｇｉｎａｓｅ ｂｙ Ａ． ａｃｕｌｅａｔｕｓ

培养基
Ｍｅｄｉａ

总蛋白量
Ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ
／ （μｇ·ｇ － １）

Ｄａｖｉｓ 法测柚苷酶活力
Ｎａｒｉｎｇｉｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

／ （ ＩＵ·ｇ － １）

比活力
Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ
／ （ ＩＵ·ｍｇ － １）

Ｉ ５７４． ４６ ± １５８． ９０ ９４． ６１ ± １０． ０８ １６． ４７
ＩＩ ８７６． ３２ ± ９９． ９２ ６１． ４２ ± １２． ３２ ７． ０１

　 　 说明： Ｉ— 柚皮粉 ５ ｇ， 磷酸氢二铵 １􀆰 ５ ｇ； ＩＩ —柚皮粉 ５ ｇ， 豆饼粉 １􀆰 ５ ｇ．
Ｎｏｔｅｓ： Ｉ —ｃｉｔｒｕｓ ｐｅｅｌ ５ ｇ， ｄｉａｍｍｏｎｉｕｍ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ １􀆰 ５ ｇ； ＩＩ— ｃｉｔｒｕｓ ｐｅｅｌ ５ ｇ， ｓｏｙｂｅａｎ

ｍｅａｌ １􀆰 ５ ｇ．

３　 结论
１） 初步优化获得以柚皮为碳源， 磷酸氢二铵为氮源产柚苷酶的培养基为： 在无水柚皮粉中添加

质量分数 ３２􀆰 ４％磷酸氢二铵和 １７０􀆰 ０％的水．
２） 用柚皮为碳源， 磷酸氢二铵为氮源培养棘孢曲霉， 柚苷酶合成符合模型 Ｙ柚苷酶 ＝ ６． ２６７７ Ｘ －

０． ０３８１， 属于生长关联型．
３） 用柚皮为碳源， 磷酸氢二铵为氮源培养棘孢曲霉， 柚苷酶活力与同类研究报道相当， 酶发酵

成本远远低于其他同类研究， 酶纯度高于用豆饼粉为氮源所获柚苷酶的纯度．
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