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黑曲霉固态发酵橘皮生产纤维素酶及淀粉酶
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摘   要：以橘皮为原料，以黑曲霉 AS3.3928 为生产菌株，采用固态发酵法生产纤维素酶和淀粉酶。通过单因素试

验考察固态发酵培养基中橘皮含量、培养基含水量、接种量及发酵时间 4 个因素对纤维素酶和淀粉酶活力的影响。

在单因素试验基础上，通过正交试验最终确定最优产酶条件为：固态发酵培养基中添加 16g 橘皮，并加入 5mL 无菌

水使培养基初始含水量为 64mL/100g，黑曲霉接种量 15%，发酵 60h。在此发酵条件下所产纤维素酶活力可达 1816U/g，
淀粉酶活力达 196U/g。结果表明，利用黑曲霉固态发酵橘皮，非常有利于纤维素酶和淀粉酶的生产。
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Abstract ：Orange peels were fermented by Aspergillus niger to produce cellulase and amylase by solid state fermentation (SSF).
The effects of orange peel and water contents in SSF medium, inoculum size and fermentation time on cellulose and amylase
activities were explored by one-factor-at-a-time method. Based on the results obtained, the fermentation conditions for the
production of cellulase and amylase were optimized by orthogonal array design to be orange peel content of 16 g, initial water
content of 64 mL/100 g, inoculum size of 15% and fermentation time of 60 h. Under these fermentation conditions, the activities
of cellulase and amylase were 1816 U/g and 196 U/g, respectively. This study suggests that solid state fermentation can provide
a promising strategy for the production of cellulase and amylase from orange peels by Aspergillus niger.
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我国是柑橘生产大国，每年都有大量副产物柑橘皮

作为废弃物而扔掉，既浪费了资源又污染了环境。柑

橘皮富含果胶、纤维素、可溶性糖及多种维生素和矿

物元素，是一种良好的微生物生长基质。目前对柑橘

皮的研究主要集中在内含成分的提取方面，对利用柑橘

皮发酵产酶的报道极少。单丽君等[1]对固体发酵柑橘皮

生产饲用复合酶的菌株进行了选育，Ismail[2]对曲霉和青

霉液体发酵柑橘皮产复合酶进行了研究，戚炯炯等[3]对

宇佐美曲霉固体发酵柑橘皮生产饲用复合酶进行了研究。

纤维素酶是饲用酶制剂的主要酶类之一，在饲料中

与半纤维素酶、果胶酶协同破坏植物细胞壁使营养物质

释放出来以利于动物消化吸收[4-5]。淀粉酶是我国目前用

途最广泛、产量最大的工业酶制剂之一，主要应用于

淀粉加工、纸浆制造、纺织工业、酿酒及饲料加工业

等领域 [ 6 ]。本实验以橘皮为原料，以黑曲霉为生产菌

株，采用固态发酵法生产纤维素酶和淀粉酶，经检索

国内外尚未见相关报道。本研究通过单因素试验和正交

试验确定最优产酶条件，旨在为酶制剂的生产提供参考

数据，同时为柑橘皮的综合利用提供新途径。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

橘皮：四会砂糖橘，于 2 0 0 9 年 1 1 月市购，洗净

阴干，去瓤取皮，直接干燥法[7]测得橘皮含水量为 68.14%，

将橘皮剪碎备用。

氢氧化钠溶液(200g/L)、柠檬酸钠缓冲液(0.05mol/L，
pH5.5)、Whatman 1 号滤纸条(1.0cm × 6.0cm)、DNS 试

剂、葡萄糖标准溶液(10.0mg/mL)，均参照文献[8]配制；

可溶性淀粉溶液(20g/L)、碘液、磷酸缓冲液(pH6.0)、
盐酸溶液(0.1mol/L)，均参照文献[9]配制；所有试剂均

为国产分析纯。

1.2 菌种与培养基
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菌种：黑曲霉(Aspergillus niger) AS3.3928，购于

广东省微生物菌种保藏中心(GIMCC)。
斜面培养基(PDA 培养基)：马铃薯 200g、葡糖糖

20g、琼脂 18g、水 1000mL，自然 pH 值；固态发酵

培养基：橘皮适量、麸皮 2.5g、豆粕粉 1.5g、 (NH4)2SO4

0.1g、K2HPO4 0.009g、ZnSO4 0.018g、MnSO4·7H2O
0.036g、FeSO4·7H2O 0.002g、吐温 -80 0.1mL、水适

量，自然 p H 值。

1.3 仪器与设备

UV-4802H 紫外分光光度计    尤尼柯(上海)仪器有限

公司；SW-CJ-2FD 洁净工作台    苏州安泰空气技术有限

公司；GKC21CR4 可控硅恒温水浴锅    上海锦屏仪器仪

表有限公司；PYX-DHS 隔水式电热恒温培养箱    上海跃

进医疗器械一厂；DHG-9070B 数显电热恒温干燥箱、

LRH-150 生化培养箱    上海浦东荣丰科学仪器有限公司。

1.4 方法

1.4.1 工艺流程

橘皮→预处理→发酵培养基→灭菌→接种→发酵

菌种斜面培养→孢子悬浮液

测酶活力←过滤←提取酶液
↓

↓

1.4.2 孢子悬浮液制备

在斜面试管上接种黑曲霉，28℃培养 3～5d[10]，以

斜面试管长满孢子为准，加入 10mL 无菌水洗下，用玻

璃珠打散，制成孢子悬浮液。

1.4.3 固态发酵产酶

在 250mL 锥形瓶中，装入固态发酵培养基，装料

量高 2cm[11]，在 121℃、0.1MPa 灭菌 30min，冷却后接

种孢子悬浮液，摇匀打散，在 2 8℃恒温培养，培养期

间翻曲 2～3 次，并注意保持培养箱内空气湿度。

1.4.4 粗酶液制备

取 5g 麸曲于三角瓶中，加入 50mL 蒸馏水，在 40℃
水浴浸提 1 h。然后用脱脂棉过滤，滤液即为粗酶液，

4℃保存，2 4 h 内使用[ 1 2 ]。

1.4.5 酶活力测定

纤维素酶活力测定：采用文献[7 ]设计的滤纸法测

定。纤维素酶活力定义：在 37℃、pH5.5、反应 60min
的条件下，每分钟降解滤纸释放 1μmol 葡萄糖所需的酶

量为一个酶活力单位。以每克麸曲所含的酶活力单位

(U/g)表示。葡萄糖标准曲线制作参照文献[7]并稍作修

改，以吸光度为纵坐标，对应标准葡萄糖溶液含糖的

毫克数为横坐标作图，得拟合的线性回归方程为 y ＝

0.2628x ＋ 0.0047(R2 ＝ 0.9980)，拟和度较高，曲线线性

良好，可信度较高。

淀粉酶活力测定：采用文献[ 8 ]的方法测定。淀粉

酶活力定义：1mL 酶液，在 60℃、pH6.0 条件下，1h
液化 1g 可溶性淀粉定义为 1 个酶活力单位。以每克麸曲

所含的酶活力单位(U/g)表示。

1.4.6 正交试验设计

在单因素试验基础上，选取橘皮含量、接种量、

培养基含水量及发酵时间进行四因素三水平 L9(34)正交试

验，确定最优产酶条件。

2 结果与分析

2.1 固态发酵各因素对发酵橘皮产酶的影响

2.1.1 橘皮含量对产酶的影响

分别称取 1 0、1 2、1 4、1 6、1 8、2 0 g 剪碎的橘

皮，制成固态发酵培养基，并分别在培养基中加入 4mL
无菌水、接入 15% 的孢子液，28℃条件下培养 60h，产

酶结果见图 1 。

由图 1 可知，随着培养基中橘皮含量的增加，纤

维素酶和淀粉酶活力均逐渐增大，尤其纤维素酶的活力

较高。当橘皮含量为 16g 时，纤维素酶和淀粉酶活力均

达到最大值，此后随着橘皮含量的增加，两种酶活力

均不断降低。分析原因可能是，橘皮中含有碳水化合

物、多种维生素及矿物元素等营养成分供菌种利用产

酶，而其中含量较高的纤维素还对纤维素酶的产生具有

诱导作用，使纤维素酶大量生成，但添加橘皮过多时，

培养基黏度增大，透气性变得较差，影响了产酶效果。

2.1.2 接种量对产酶的影响

分别在含 16g 橘皮的发酵培养基中接入 5%、10%、

15%、20%、25% 的孢子液，各培养基分别加入 4mL
无菌水，28℃条件下培养 60h，产酶结果见图 2。开始

时纤维素酶和淀粉酶的产量均随孢子液接种量的增加而

增大，且在一定接种量时达到最大值，此后两种酶的

产量均随接种量的增加而减少。分析原因可能是，接

图 1 固态发酵培养基橘皮含量对产酶的影响

Fig.1    Effect of orange peel content on the production of cellulase and
amylase
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种量过小时，菌体生长较弱，影响酶活力，且接种量

小往往使发酵周期延长，不利于生产；接种量太大时，

菌体生长过快，培养基中的营养主要被菌体用于自身的

生长，且培养液黏度增加，造成溶氧不足，另外菌体

大量生长产热多，使曲内温度升高，后期菌丝营养不

足，从而影响菌丝的生长和酶的产生[13]。图 2 显示，接

种量为 15% 时，纤维素酶活力最大；当接种量为 10%
时，淀粉酶活力最大，但与接种量 1 5 % 时的淀粉酶活

力相差很小。综合考虑，选择接种量 1 5 % 作为最佳接

种条件。

2.1.3 培养基初始含水量对产酶的影响

分别在含 16g 橘皮、接种量 15% 的发酵培养基中加

入无菌水 1、3、4、6、8 m L，相应的培养基初始含

水量分别为 57.0、60.0、62.5、65.0、68.0mL/100g，
28℃条件下培养 60h，产酶结果见图 3。

由图 3 可知，当培养基初始含水量为 65mL/100g 时，

纤维素酶活水平最高，而淀粉酶在含水量为 62.5mL/100g
时酶活性最高。培养基含水量过高时，培养基黏度增

加，易结块，透气性差，氧气输送量减少 [ 1 4 - 1 5 ]，影响

产酶，两种酶的活力都迅速下降到最低值。综合考虑，

培养基含水量为 62.5～65.0mL/100g，即加水量为 4～6mL
时，两种酶的活力均较高。

2.1.4 发酵时间对产酶的影响

发酵培养基加入橘皮 1 6 g、无菌水 4 mL、接种量

1 5%，28℃条件下分别发酵 3 6、4 8、60、72、8 4 h，
两种酶活测定结果见图 4。

由图 4 可知，发酵 36h 时，菌体生长处于延迟期，

培养基表面有少量白色菌丝形成，此时有少量纤维素酶

和淀粉酶生成；发酵 4 8 h 时，白色菌丝长满，培养基

结块，有零星黑色孢子长出，此时纤维素酶开始大量

合成，而淀粉酶活力达到最大值；发酵 6 0 h 时，孢子

长得较快，纤维素酶活力继续上升，而淀粉酶活力则

明显降低；发酵 72h 时，白色菌丝表面长满黑色孢子，

遍及培养基表面，但此阶段纤维素酶生成速度趋缓，酶

活基本达到高峰，而淀粉酶活力持续下降；发酵 8 4 h
时，是菌体生长的减速期，培养基内外长满黑色孢子，

孢子趋向成熟，此阶段纤维素酶继续有少量生成，酶

活达最大值，淀粉酶活力则下降到最低值。虽然发酵

72h 后纤维素酶活力较高，但考虑到 72～84h 时，有大

量孢子产生，不利于产品性状，因为麸曲中含孢子量

的多少直接影响后续工艺中酶的提取、纯化等处理，进

而影响到酶的质量[16-17]，而发酵 60h 时，淀粉酶活力不

但比发酵 72h 时高很多，而且纤维素酶活力同发酵 72h
相差不大，时间却可以节省很多，综合考虑，选取最

佳发酵时间为 6 0 h。
2.2 最优产酶条件的确定

由表 1 的极差分析结果表明，各因素对产纤维素酶

和淀粉酶的影响是不一致的。影响纤维素酶活力的因素

主次顺序为 D ＞ A ＞ C ＞ B，发酵时间为主要影响因素，

最佳产酶条件为 A1B2C2D2；影响淀粉酶活力的因素主次

顺序为 C ＞ D ＞ A ＞ B，培养基含水量为主要影响因素，

最优产酶条件为 A 3B 2C 2D 2。

图 2 孢子液接种量对产酶的影响

Fig.2    Effect of inoculum size on the production of cellulase and
amylase
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图 3 培养基初始含水量对产酶的影响

Fig.3   Effect of water content in solid medium on the production of
cellulase and amylase
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图 4  发酵时间对产酶的影响

Fig.4    Effect of fermentation time on the production of cellulase and
amylase
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由于因素 A 是影响纤维素酶活力的较主要因素，却

是影响淀粉酶活力的次要因素，因此应优先考虑因素 A
对纤维素酶活力的影响，对于因素 A 的水平可选择 A 1，

这不仅与单因素试验结果相符，而且节约了原料，降

低了生产成本。最终确定最优产酶条件为 A1B2C2D2，即

在固态发酵培养基中添加 16g 橘皮，并加入 5mL 无菌水

使得培养基初始含水量为 64mL/100g，黑曲霉接种量

15%，发酵 60h。该条件下所得纤维素酶和淀粉酶的活

力均达到最大值，分别为 1816U/g 和 196U/g。

3 结  论

富含果胶、纤维素及其他营养物质的柑橘皮是微生

物发酵产酶的良好原料，不仅可以生产出某些活力较高

的酶制剂，而且使柑橘皮这一废弃资源得到了充分利

用，因而具有良好的经济效益和生态效益。本研究通

过单因素试验和正交试验，确定最优产酶条件为：固态

发酵培养基中添加 16g 橘皮，并加入 5mL 无菌水使培养

基初始含水量为 64mL/100g，黑曲霉接种量 15%、发酵

60h。在此发酵条件下所产纤维素酶活力可达 1816U/g，
淀粉酶活力达 1 9 6 U / g。表明利用黑曲霉固态发酵橘

皮，非常有利于纤维素酶的生产，所得酶活力较高，

但淀粉酶产量较低，这可能是因为橘皮中含量丰富的纤

                     因素

       试验号 A 橘皮含 B 接种 C 培养基含水 D发酵
纤维素酶活 淀粉酶

量 /g 量 /% 量*/ (mL/100g) 时间 /h
力/(U/g) 活力/(U/g)

1 1(16.0) 1(12.5) 1(62.5) 1(54) 1640 78
2 1 2(15.0) 2(64.0) 2(60) 1816 196
3 1 3(17.5) 3(65.0) 3(66) 1026 93
4 2(16.5) 1 2 3 984 159
5 2 2 3 1 1256 63
6 2 3 1 2 1356 155
7 3(17.0) 1 3 2 1196 122
8 3 2 1 3 1054 183
9 3 3 2 1 1306 163
k1 1494.0 1273.3 1350.0 1400.7

纤维素 k2 1198.7 1375.3 1368.7 1422.7
酶活力 k3 1185.3 1229.3 1159.3 1021.3

R 308.7 146 209.4 401.4

k1 122.3 119.7 138.7 101.3
淀粉 k2 125.7 147.3 172.7 157.7
酶活力 k3 156.0 137.0 92.7 145.0

R 33.7 27.6 80.0 56.4

注：* .分别在固态发酵培养基中加入 4、5、6 mL 无菌水。

表 1 正交试验结果及极差分析

Table 1    Results of orthogonal tests and range analysis
维素对纤维素酶的产生具有诱导作用。因而利用黑曲霉

固态发酵橘皮产纤维素酶是一种很有应用前景的纤维素

酶制备方法。
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