
205※生物工程 食品科学 2011, Vol. 32, No. 15

胡椒经地衣芽孢杆菌发酵脱皮过程中的

主要酶系及 pH值变化
熊海波 1 , 2，侯源源 1，刘四新 1，苗子健 1，李从发 1 ,*

(1. 海南大学食品学院，海南 海口      570228；2. 海南大学环境与植物保护学院，海南 海口      570228)

摘   要：采用地衣芽孢杆菌进行静置液态发酵对胡椒进行脱皮，与生产实践中传统水沤法脱皮对比，研究二者发

酵脱皮过程中的果胶酶、木聚糖酶、纤维素酶和发酵液 pH 值的动态变化。结果表明：在发酵脱皮过程中，两

种方法的聚半乳糖醛酸酶(PG)和果胶裂解酶(PL)变化规律相似，都出现两次酶活力高峰；而纤维素酶活力都很低，

果胶酯酶(PE)酶活力都比较高；在传统水沤法中木聚糖酶活力出现两个高峰，而在发酵法中木聚糖酶活力在脱皮后

期逐渐上升；pH 值变化总趋势也相似，脱皮完成时 pH 值均在 5～5.5 之间。由此推知，胡椒鲜果发酵脱皮过程

中果胶酶系起主要作用，脱皮前期 PG、PL 先作用于果胶类物质，破坏胶质复合体的稳定结构，PE 再作用于果

胶分子，形成果胶酸，同时 pH 值降低，脱皮后期木聚糖酶活力上升，半纤维素降解加快，在多种酶的协同作

用下，胡椒鲜果最终完成彻底脱皮。
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Abstract：Static liquid-state Bacillus licheniformis fermentation was used for pepper decortication and compared with
traditional water retting. Meanwhile, the dynamic changes of pectinases, xylanase, cellulase and pH during pepper decortication
by the two methods were explored. The results showed that the changes of polygalacturonase (PG) and pectin lyase (PL)
revealed a similar pattern with two activity peaks during both decortication processes. However, cellulase activity was low and
the pectin esterase (PE) activity remained high. Similar pH changes were observed during both decortication processes pH was
between 5 and 5.5 at the end of decortication. Xylanase activity showed two peaks in traditional water retting method and a
gradual increase in the late stage of Bacillus licheniformis fermentation. Therefore, pectinase might play an important role during
pepper decortication. In the early stage of decortication, PG and PL first acted on pectin substances and damaged the pectin
complex structure, and then PE hydrolyzed pectin molecules to form pectic acid accompanied with pH decrease. Further,
xylanase activity increased gradually in the late stage of decortication and as a result, hemicellulose was rapidly depolymerized.
Therefore, pepper decortication was completed under the synergistic action of multiple enzymes.
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胡椒(Piper nigrum L.)是重要的热带辛香料植物，其

中白胡椒的市场占有率超过 60%。脱皮是白胡椒加工中

的关键步骤，传统使用的水沤法脱皮周期长，劳动强

度大，特别是沤臭味重，脱皮不彻底，产品质量不稳

定。为了克服传统工艺的不足，近年来国内外都在寻

求新的白胡椒加工方法，其中利用微生物发酵进行生物

法脱皮是白胡椒加工的未来发展方向。

胡椒微生物发酵法脱皮的原理是利用接种的微生物
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产生各种酶类，分解果皮中的有机物质，从而破坏果

皮的致密结构，即在温和条件下进行一系列“胶养菌，

菌产酶，酶脱胶”的生化反应，使得果皮与胡椒种子

(即胡椒粒)分离，达到脱皮目的。在这个生化作用过程

中，所需酶类一般认为是两类，即果胶酶和半纤维素

酶。在麻类脱皮[1-2]的实验中，刘自镕等[3]认为苎麻脱胶

中的关键酶是果胶酶，Akin 等[4]和何连芳等[5]研究麻类

脱胶专用酶制剂时指出半纤维素酶和果胶酶共同作用才

能使麻类脱胶的速度加快，且所得麻类品质更好。但

对于胡椒脱皮过程中酶作用的动态变化的报道很少。传

统水沤法脱皮是将成穗胡椒装在编织袋里，在自然水体

中浸沤 7～15 d，然后在流水中搓洗胡椒使果皮脱除干

净。其原理可能主要是自然水体中多种微生物的共同作

用。由于许多腐败微生物参与该过程，因此所加工的白

胡椒往往带有明显的沤臭味。本课题组致力于研究胡椒的

生物法脱皮工艺，其中对胡椒在传统水沤法和地衣芽孢杆

菌发酵法脱皮过程中生化指标特别是各种酶的变化进行研

究，为阐明胡椒微生物发酵法脱皮的生物化学机制、为

胡椒生物法脱皮的深入研究和进一步推广应用提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

地衣芽孢杆菌(Bacillus licheniformis)3-x-05 由海南大

学食品学院应用微生物研究室筛选。

胡椒(Piper nigrum L.)鲜果及水沤处理中的胡椒采自

海南省琼海市阳江镇。

果胶、D- 半乳糖醛酸、木聚糖、木糖   美国 Sigma
公司；羧甲基纤维素钠    天津市光复精细化工研究所。

1.2 仪器与设备

HMS 智能型恒温恒湿培养箱   宁波江南仪器厂；

Hettich32R 高速冷冻离心机    德国 Zentrifugen 公司；

W-1100 型紫外 - 可见分光光度计   上海美谱达仪器有限

公司；Delta 320-S 型 pH 计    梅特勒 - 托利多仪器(上海)
有限公司；SW-CT-IFD 型超净工作台   苏州佳宝净化工

程设备有限公司；PB303-N 型电子天平   梅特勒 - 托利

多仪器有限公司。

1.3 方法

1.3.1 菌种培养

种子培养液：果胶 2g/L、K2HPO4 2g/L、NaH2PO4

2g/L、(NH4)2SO4 2g/L、NaNO3 1.5g/L、MgSO4 0.5g/L、
酵母浸膏 0.0001g/L。

直接用接种环从试管斜面上挑取 2 环地衣芽孢杆菌

于种子培养基中，30℃、160r/min 振荡培养 24h。

1.3.2 胡椒地衣芽孢杆菌发酵脱皮

称取 3000g 成穗胡椒鲜果，热烫 3min，添加 1g/L
的葡萄糖溶液，料液质量比 1:3，接种 10% 的地衣芽孢

杆菌 3-x-05 种子液，28℃静止培养直至 72h 胡椒脱皮完

成(未脱皮颗粒在 3 0 颗以内，下同)。在脱皮过程中每

隔 6h 定期取样，分别测定发酵液中的 pH 值和果胶酶、

木聚糖酶、纤维素酶的酶活力。

1.3.3 传统水沤法脱皮

海南省琼海市是胡椒的主产区，胡椒种植户生产白

胡椒时均采用自然水体浸沤法，通常需要 7～10d 后。从

农户的露天浸沤池中定期(每隔 12h)吸取编织袋中央的沤

液样品，同 1.3.2 节测定样品液中的 pH 值和果胶酶、木

聚糖酶、纤维素酶的酶活力。

1.3.4 pH 值测定

采用 p H 计测定。

1.3.5 酶活力测定

果胶酶系中聚半乳糖醛酸酶(PG)活力测定采用 3,5-
二硝基水杨酸比色法(DNS)法[6]。40℃、pH4.0 条件下，

1mL 酶液中 1min 产生 1μg 半乳糖醛酸所需要的酶量定义

为一个酶活力单位(U)。
果胶酯酶(PE)活力测定采用 NaOH 滴定法[6]。45℃、

pH6.0 条件下，1mL 酶液中 1min 释放出 1μmol 羧酸所需

要的酶量定义为一个酶活力单位(U)。
果胶裂解酶(PL)活力测定采用紫外光谱仪测定吸光

度法[6]。40℃、pH5.0 条件下，1mL 酶液中 1min 分解

果胶，波长 235nm 处吸光度增加 0.01 所需要的酶量定义

为一个酶活力单位(U)。
木聚糖酶活力测定采用 DNS 法[7]。50℃、pH7.0 条

件下，1mL 酶液 1min 催化木聚糖生成 1μmol 木糖所需

要的酶量定义为一个酶活力单位(U)。
纤维素酶系中滤纸酶活力和 CMC 酶活力测定采用

DNS 法[8]。50℃、pH3.8 条件下，1mL 酶液 1min 水解

纤维素底物生成 1μmol 葡萄糖所需要的酶量定义为一个

酶活力单位(U)。

2 结果与分析

2.1 胡椒脱皮过程中果胶酶活力的变化

2.1.1 胡椒脱皮过程中 PG 酶活力的变化

图 1 胡椒两种脱皮方法中 PG 酶活力随时间变化曲线

Fig.1   PG activity change curve over time
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PG 专一水解果胶分子的糖苷键，属于果胶水解酶[9]，

能够有效降低果胶的黏度。从图 1 可以看出，在传统水

沤法中 PG 在 32h 和 132h 存在酶活力高峰；而在地衣芽

孢杆菌发酵法中 12h 就出现酶活力高峰且酶活力比传统

水沤法高。

2.1.2 胡椒脱皮过程中 PE 酶活力的变化

图 2 胡椒两种脱皮方法中 PE 酶活力随时间变化曲线

Fig.2   PE activity change curve over time
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从图 2 可以看出，在传统水沤法中 PE 酶活力变化

不大，一直维持在 8500～9500U/mL 之间；而在地衣芽

孢杆菌发酵法中，在 36h 就达到 12216.6U/mL，随着脱

皮时间的延长，PE 酶活力逐渐下降，维持在 9500U/mL
左右，直到脱皮结束时。PE 作用于果胶分子，脱去甲

氧基，形成果胶酸 [ 9 ]，在整个脱皮过程中，P E 酶活力

都维持在一个较高的水平。

2.1.3 胡椒脱皮过程中 PL 酶活力的变化
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图 3 胡椒两种脱皮方法中 PL 酶活力随时间变化的曲线

Fig.3   PL activity change curve over time

PL 主要是通过反式消去作用切割果胶分子中的α-1,4
糖苷键，形成果胶分子末端的 C4 － C5 不饱和键[9]，能

更迅速降低黏度。从图 3 可以看出，传统水沤法中 P L
酶活力较低，而在地衣芽孢杆菌发酵法中，6～18 h 之

间 PL 酶活力维持 9.0U/mL 左右，且在 42～54h 出现第 2
次较高的酶活力。地衣芽孢杆菌发酵法能更快地完成脱

皮，可能与脱皮过程中存在较高的 PL 酶活力有关[10 ]。

从图 4 可以看出，传统水沤法中木聚糖酶在 36h 和

132h 存在酶活力高峰，但酶活力比地衣芽孢杆菌发酵法

低；在地衣芽孢杆菌发酵法的脱皮前期木聚糖酶活力较

低，从 3 6 h 起酶活力逐渐上升，在脱皮结束时，木聚

糖酶活力达到 0.086U/mL。对于两种脱皮法，木聚糖酶

都是在脱皮后期才有较高的酶活力，这可能是因为木聚

糖酶属于诱导酶，在脱皮后期，果胶酶作用于果皮，

使得果皮中的半纤维素暴露出来，从而诱导产生较多的

木聚糖酶。

2.3 胡椒脱皮过程中纤维素酶活力的变化
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图 4 胡椒两种脱皮方法中木聚糖酶活力随时间变化的曲线

Fig.4   Xylanase activity change curve over time

图 5 胡椒两种脱皮方法中滤纸酶活力随时间变化的曲线

Fig.5   FPA activity change curve over time
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图 6 胡椒两种脱皮方法中 CMC 酶活力随时间变化的曲线

Fig.6   Carboxylmethylcellulase activity change curve over time
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从图 5 、6 可以看出，在整个脱皮过程中，两种

脱皮方法中纤维素酶的活力都比较低，由此推测胡椒的

2.2 胡椒脱皮过程中木聚糖酶的变化
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脱皮过程与纤维素的降解关系不大。这可能与胡椒鲜果

的果皮中含有较少的纤维素有关。

2.4 胡椒脱皮过程中 pH 值的变化
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图 7 胡椒两种脱皮方法中 pH 值随时间变化的曲线

Fig.7   pH change curve over time

从图 7 可以看出，传统水沤法中，pH 值从最初的

7.2 逐渐降低，脱皮结束 pH 值稳定在 5.5 左右；地衣芽

孢杆菌发酵法中，环境水体的 pH 值从 5h 开始就降低至

pH5.5，脱皮结束时 pH 值在 5.1 左右。发酵液的 pH 值

变化与发酵液中的微生物菌群和发酵产酶情况关系密

切，传统水沤法中随着脱皮的进行，多种微生物大量

繁殖，代谢产生酸性物质，使得 pH 值逐渐下降[11]；地

衣芽孢杆菌发酵法脱皮前期由于优势菌株代谢产生酸类

物质和 CO 2，使得 pH 值迅速降低，接着果胶类物质被

分解成小分子的糖类，p H 值下降减缓。

3 结论与讨论

本实验对胡椒鲜果的传统水沤法脱皮和地衣芽孢杆

菌 3-x-05 发酵法脱皮过程中的果胶酶系、木聚糖酶、纤

维素酶和 pH 值进行了动态变化研究。结果表明在脱皮

的全过程中，两种方法的 PG 和 PL 的变化规律相似，但

地衣芽孢杆菌发酵法中的酶活力水平高于传统水沤法，

且 PG 和 PL 酶活力高峰出现时间更早。PE 酶活力都维持

在较高水平，但纤维素酶活力都较低，且地衣芽孢杆

菌发酵法的纤维素酶活力随时间延长逐渐降低。两种方

法的 pH 值总体趋势相似，都是逐渐下降，在脱皮完成

时 pH 值稳定在 5～5.5；两种方法的木聚糖酶变化趋势

有明显的区别，传统水沤法中木聚糖酶有两个酶活力高

峰，而在发酵法中，在脱皮前期木聚糖酶活力缓慢增

加，从 3 6 h 开始酶活力迅速提高。

实验结果表明在脱皮前期 PG、PL 先作用于果胶类

物质，破坏起交联作用的胶质复合体的稳定结构，随

后 PE 再作用于果胶分子，形成果胶酸[12 ]，同时 pH 值

降低，脱皮后期木聚糖酶活力上升，半纤维素迅速降

解，最终在多种酶的协同作用下，胡椒鲜果完成彻底

脱皮。地衣芽孢杆菌发酵法之所以比传统水沤法高效、

快速，主要是发酵用菌种相关酶系较齐全、酶活力较

高，使脱皮相关的整个生化过程更早、更快完成。
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