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摘  要：【目的】以柚皮为原料，优化棘孢曲霉利用柑橘加工副产物固态发酵柚苷酶的条件。【方

法】采用高效液相色谱法检测酶活力，通过单因素试验考察固水比、装样量、接种量、温度对柚

苷酶发酵的影响，用正交试验优化发酵条件。【结果】单因素试验结果的显著性分析表明培养基

的固水比、装样量和培养温度对柚苷酶产量有显著性影响，而接种量影响不显著；经正交试验确

定的优化条件是：固水比 1:1 (质量体积比)，装样量 5 g/250 mL 三角瓶，温度为 30 °C，接种 1 mL
孢子悬浮液，发酵 8 d。在此优化条件下，柚苷酶酶活力为 8.19 IU/g 干物质，比初始培养基产柚

苷酶活力提高 7.38 倍。【结论】通过对固水比、装样量和发酵温度进行优化，大幅度提高了棘孢

曲霉固态发酵柑橘加工副产物的柚苷酶产量，为柚苷酶的生产提供了一种高产发酵工艺。 
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Abstract: [Objective] The study aims to optimize solid-state fermentation conditions of citrus 
processing by-products with Aspergillus aculeatus for naringinase production. [Methods] The 
naringinase activity was detected by a high performance liquid chromatography method. The effects of 
solid water ratio, loaded sample, inoculation quantity and culture temperature were investigated on 
producing naringinase by single factor experiments and the fermentation conditions were further 
optimized with 3 factors at 3 levels in an orthogonal experimental design. [Results] Single factor 
experiments showed that solid water ratio, loaded sample and culture temperature had significant 
effects on the yield of naringinase, while inoculation quantity has no significant effect. The optimized 
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fermentation conditions for A. aculeatus are: solid water ratio of 1:1 (W/V), loaded sample of 
5 g/250 mL triangular flask, inoculation quantity of 1 mL at 30 °C for 8 days. Under optimal culture 
conditions, the activity of naringinase reached 8.19 IU/g dry substrate, which was 7.38-fold higher than 
that achieved before optimization. [Conclusion] There is significant improvement in naringinase 
production in pomelo peel solid-state fermentation by A. aculeatus after optimization. This study 
established a high-efficiency fermentation process for naringinase production. 

Keywords: Naringinase, Aspergillus aculeatus, Pomelo peel, Solid-state fermentation, Fermentation 
conditions 

酶是重要的生物催化剂，研究新型酶制剂的生

产技术有助于推动食品工业技术进步。酶的发酵方

法有固态发酵和深层液态发酵 2 种。相比传统液态

发酵生产技术，利用农副产物进行酶的固态发酵具

有培养基成本低、供氧充足、能量消耗低、有机废

液少、对环境污染小等优点，是生产食品酶制剂的

重要途径。 

柚苷酶是一种在食品工业中具有重要应用价

值的新型酶，它具有 α-L-鼠李糖苷酶和 β-D-葡萄糖

苷酶 2 种酶的活性，可特异性水解柚皮苷[1]。柚苷

酶对于去除柑橘类果汁中柚皮苷的苦味具有显著

效果[2]。除此之外，柚苷酶还可用于改善酿造酒的

香味[3]和生物制备普鲁宁[4]。国内外学者对柚苷酶

的发酵生产技术进行了较长时间的研究。1955 年

Kishi[5]首次利用微生物发酵产柚苷酶，并确定黑曲

霉是产柚苷酶的最佳菌株。1970 年 Ito 和 Takiguchi[6]

申请了一项日本专利：在黄豆饼粉上，25 °C 条件

下，利用菌株 Phanopsis citri、Rhizoctonia solani 以

及 Cochiobolus miyabeanus 发酵 5 d 生产柚苷酶。

2010 年，Puri 等[7]通过分子学鉴定了一株木聚葡萄

球菌 Staphylococcus xylosus MAK2，此菌种可产生

胞外柚苷酶，最高柚苷酶活力可达 8.45 IU/mL。2012

年，Ni 等[8]从腐烂的柚皮中分离得到一株柚苷酶高

产菌株——黑曲霉 Aspergillus niger DB056，并在

200 L 发酵罐中进行发酵，检测柚苷酶活力达

2.5 IU/mL。汪钊等[9]用多种方法从 153 株黑曲霉中

筛选得到高产柚苷酶的 ZG86 菌株(酶活力高达

1 124 U/mL)，并对其培养条件及产酶条件进行了优

化。2014 年，Shanmugaprakash 等 [10]研究利用

Plackett-Burman 设计(PBD)和响应面法(RSM)筛选

及优化巴西曲霉 1344 固态发酵产柚苷酶培养基成

分。2011 年，Shanmugaprakash 等[11]研究以廉价的

工业废渣，如米糠、麦麸、甘蔗渣和柑橘皮等提高

Aspergillus niger MTCC 1344 固态发酵(SSF)产柚苷

酶水平，并发现在发酵过程中向培养基中添加柚皮

苷等营养物质可提高柚苷酶水平。尽管柚苷酶的发

酵生产已取得重要进展，但目前工业柚苷酶制剂的

价格仍十分昂贵，限制了柚苷酶在食品工业中的应

用。因此，开发更高效的柚苷酶发酵生产技术、降

低其生产成本具有重要意义。 

柑橘加工副产物(果皮、果渣)是柑橘果汁生产

剩余的副产物，其价格低廉、产量大，含有丰富的

纤维素、果胶成分，可作为固态发酵的碳源被微生

物生长利用[12]。此外，这类农副产物中还含有丰富

的类黄酮物质，如柚皮苷和橙皮苷等，可作为柚苷

酶合成所必需的诱导物[13]。Mendoza 等[14]对 12 株

丝状真菌利用橘皮及葡萄柚皮固态发酵产柚苷酶

进行了研究。Abbate 等[12]研究证实对柑橘类废渣进

行固态发酵可生产柚苷酶。这些研究表明，用柑橘

加工副产物进行固态发酵是降低柚苷酶生产成本

的潜在途径。本研究小组在前期试验中分离得到一

株棘孢曲霉菌株[15]，其柚苷酶具有良好的应用性

质 [16]，且在柑橘副产物上固态发酵能高产柚苷

酶[17]。因此，本论文在国内外相关研究的基础上，

以柚皮为基质进行固态发酵研究，优化该棘孢曲霉

在柑橘副产物上固态发酵生产柚苷酶的条件，为建
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立高产柚苷酶的固态发酵工艺提供技术参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株：棘孢曲霉 JMUdb058[15]菌株，集美大

学食品与生物工程学院食品微生物与酶工程重点

实验室筛选保存菌种。 

1.1.2  培养基：斜面培养基(g/L)：(NH4)2SO4 1.50，
MgSO4·7H2O 1.00，KH2PO4 1.00，KCl 0.50，KNO3 

1.50，CaCl2 0.10，酵母膏 2.00，柚皮苷 2.69，调节

pH 至 6.0，琼脂 20.00，1×105 Pa 灭菌 20 min[17]。

固态发酵培养基(g/L)：柚皮粉 5.0，磷酸氢二铵添

加量为 10.0%(质量比)，酵母浸膏添加量为 1.5%(质

量比)，根据不同的试验加入一定量的蒸馏水混合

均匀。 

1.1.3  试剂：甲醇(色谱纯)、乙腈(色谱纯)，美国

TEDIA 公司；柠檬酸、磷酸氢二钠、H2SO4、乙酰

丙酮、对二氨基苯甲醛、3,5-二硝基水杨酸、苯酚、

无水亚硫酸钠、氢氧化钠、酒石酸钾钠，均为上海

国药集团有限公司分析纯；柚皮苷、柚皮素标准品，

中国陕西小草植物科技有限责任公司。 
1.1.4  主要仪器与设备： pH211C 酸度计，北京哈

纳科仪科技有限公司；MJX 智能型霉菌培养箱，上

海博迅实业有限公司医疗设备厂；UNIC-7200 紫外

可见分光光度计，尤尼柯(上海)仪器有限公司；

HH-4 数显恒温水浴锅，国华电器有限公司；

Symmetry C18 反相柱(4.6 mm×150 mm，3.5 μm)，
E2695-2489 高效液相色谱分析仪，美国 Waters 有

限公司。 

1.2  方法 
1.2.1  发酵流程：将贮藏在 4 °C 的斜面菌种接种于

斜面培养基上，于 28 °C 培养 3 d，得到成熟孢子。

用 0.75%无菌生理盐水洗下孢子，转移至装有

50 mL 无菌生理盐水中充分振荡 30 min，再用无菌

生理盐水调整其 OD600 值至 2.0 (1×108 个孢子/mL)。

取一定量孢子悬液 (OD600 为 2.0)接种于装有发酵

培养基的 250 mL 三角瓶中，搅拌均匀，置于一定

的温度下静置培养 8 d。 
1.2.2  固水比对固态发酵产酶的影响：保持发酵培

养基其他成分不变，改变加水量，制备固水比(质量

体积比)分别为 1:0.8、1:1.0、1:1.2、1:1.6、1:2.0 的

发酵培养基，接入 1 mL 孢子悬液，在 30 °C 条件

下按照 1.2.1 所示的试验流程进行发酵试验，发酵

结束后测定各试验组的生物量、还原糖含量和柚苷

酶活性。 

1.2.3  装样量对固态发酵产酶的影响：固定发酵培

养基的基本比例不变，保持固水比含量 1:1 (质量体

积比)，在 250 mL 的三角瓶中分别装入 4、5、6、8

和 10 g 培养基，接入 1 mL 孢子悬液在 30 °C 按照

1.2.1 所示的试验流程进行发酵试验，发酵结束后测

定各试验组的生物量、还原糖含量和柚苷酶活性。 

1.2.4  接种量对固态发酵产酶的影响：在 250 mL

的三角瓶中装入 5 g 发酵培养基及 5.75 mL 水，分

别接入 0.5、1.0、1.5 和 2.0 mL 孢子悬液，在 30 °C

按照 1.2.1 所示的试验流程进行发酵试验，发酵结

束后测定各试验组的生物量、还原糖含量和柚苷酶

活性。 

1.2.5  发酵温度对固态发酵产酶的影响：在 250 mL

的三角瓶中装入 5 g 发酵培养基及 5.75 mL 水，接

入 1 mL 的孢子悬液，发酵温度分别为 27、30 和

33 °C，按照 1.2.1 所示的试验流程进行实施，发酵

结束后测定各试验组的生物量、还原糖含量和柚苷

酶活性。 

1.2.6  正交优化试验：在单因素的基础上，固定接

种量为 1 mL，选择固水比、装样量以及温度 3 个因

素按照表 1 所示的因素水平表设计 3 因素 3 水平正

交试验组合，按照 1.2.1 所示的试验流程进行发酵，

发酵结束后测定各试验组的柚苷酶活性。 

1.3  检测方法 
1.3.1  柚苷酶活力的测定：在每个发酵三角瓶中加

入 0.02 mol/L pH 5.0 的柠檬酸-磷酸氢二钠缓冲液

100 mL，30 °C、200 r/min 振荡浸提 1 h，用定性滤

纸过滤，滤液经 4 °C、13 000 r/min 离心 20 min 即 
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表 1  固态发酵柚苷酶正交试验因素水平 
Table 1  Different levels of factors on the solid-state 

fermentation of naringinase 

水平 
Level 

固水比(A，质量体

积比) 
Solid water ratio 

(W/V) 

装样量(B，g) 
Loaded 

sample (g) 

温度(C，°C)
Temperature 

(°C) 

1 1:0.5 2.5 25 

2 1:1.0 5.0 30 

3 1:1.5 7.5 35 
 
得发酵提取液。参照 Ni 等[8]采用高效液相色谱法测

定柚苷酶活力。先将 300 mg/L 柚皮苷标准液 2 mL
与 0.02 mol/L pH 5.0 柠檬酸-磷酸氢二钠缓冲液

1.9 mL 混合，置于 50 °C 水浴锅温浴 15 min 后，迅

速加入 0.1 mL 粗酶液并摇匀，50 °C 反应 15 min，

置于 100 °C 沸水浴中 30 min 使酶失活，再迅速冷

却。空白反应是在酶灭活冷却后再加入 300 mg/L

柚皮苷标准液 2 mL。将反应后的样品溶液过

0.22 µm 滤膜，用液相色谱测定柚皮苷和柚皮素含

量的变化，液相色谱条件为：紫外检测波长 280 nm，

柱温 35 °C，上样体积 20 μL，流速 0.4 mL/min，流

动相为水(A)、甲醇(B)、乙腈(C)，洗脱条件为

0−7 min ， A:B:C=62:12:26 ； 7−9 min ， A:B:C= 

15:35:50；9−15 min，A:B:C=15:35:50；15−17 min，
A:B:C=62:12:26；17−20 min，A:B:C=62:12:26；进

行梯度洗脱。将一个柚苷酶活力单位(IU)定义为：

在 50 °C、pH 5.0 的条件下，每 min 生成 1 µmol 柚

皮素所需的酶量。 
1.3.2  还原糖含量的测定：参照张龙翔等[18]采用

3,5-二硝基水杨酸比色法(DNS 法)测定粗酶液中还

原糖含量。取发酵提取液 0.2 mL，加入 DNS 溶液

0.6 mL，摇匀，沸水浴 5 min，取出后迅速冷却，

蒸馏水定容至 5 mL，于 520 nm 处测定 OD600 值，

与标准曲线对比分析还原糖的浓度。 
1.3.3  生物量的测定：参照魏培莲等[19]测定氨基葡

萄糖的方法估测生物量。精密称取干发酵样品

0.30 g，加 60% H2SO4 2 mL，在 25 °C 恒温箱中浸

泡 24 h 后，将 H2SO4 稀释至终浓度为 1 mol/L，至

250 mL 三角瓶中，9.8×104 Pa 高压加热 1 h，冷

却后用 1 mol/L NaOH 调至中性，定容至 100 mL。

取样液 2 mL (空白为蒸馏水 2 mL)各加乙酰丙酮试剂

1 mL，混合均匀后沸水浴加热 30 min，冷却后加

入无水乙醇 2 mL、对二氨基苯甲醛 1 mL，振荡混

匀，再加入无水乙醇 4 mL，60 °C 保温 1 h，530 nm

处测定吸光度值，根据菌体(液态发酵所得)干重对

氨基葡萄糖含量的标准曲线计算生物量。 

1.3.4  数据处理与分析：实验数据为 3 次平行试验

的平均值，一次参数用 Excel 软件计算平均值和标

准偏差，并在作图时添加误差线。用 SPSS 17.0 软

件进行正交试验设计和单因素试验及正交试验结

果的显著性分析。 

2  结果与分析 

2.1  固水比对固态发酵产酶的影响 
对棘孢曲霉发酵柚苷酶的固水比进行试验，结

果如图 1 所示，固水比对柚苷酶的发酵具有重要的

影响，在固水比为 1:1 时，柚苷酶活力达到最大值

为 11.10 IU/g 干物质，此时，剩余还原糖含量较低，

同时生物量含量比较高；当固水比大于 1:1 时，随

固水比的减少，柚苷酶活力缓慢增加；当固水比小

于 1:1 时，随着固水比减小，发酵产物中柚苷酶的

活力快速减少。该结果与王欣等[20]报道的微生物生

长及产酶要求培养基具有适宜的水分含量相一致，

当培养基含水量高于或低于微生物生长和产酶的

最适含水量时，微生物的生长和酶合成速度都将下

降。将各含水量条件下的酶活性用 SPSS 17.0 作单

因素方差分析，结果表明 5 种不同固水比含量产柚

苷酶活力差异显著(显示 F>F0.05 (4,10)=17.767，

P<0.05)。进行多重比较发现当固水比处于 1:0.8、

1:1.0、1:1.2 之间的酶产量水平差异不显著，其他水

平间的差异显著。该结果说明柚苷酶固态发酵的适

宜含水量范围在固水比 1:1 附近。 

2.2  装样量对固态发酵产酶的影响 
对棘孢曲霉发酵柚苷酶的装样量进行试验，结 
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图 1  固水比对固态发酵柚苷酶的影响 
Figure 1  The effect of solid water ratio on the solid-state 
fermentation of naringinase 
注：图中柚苷酶曲线上的上标字母 a、b 和 c 表示不同固水比含

量之间酶活力具有显著性差异(P<0.05). 
Note: The superscript letters a, b, c on naringinase curve indicate 
that there is a significant difference among content of various solid 
water ratio (P<0.05). 
 
果如图 2 所示，装样量对柚苷酶的发酵具有重要的

影响，当 250 mL 三角瓶装样量为 4 g 时柚苷酶的活

力达到最大，酶活力为 11.41 IU/g 干物质；装样量

为 5 g 仅次之，酶活力为 11.10 IU/g 干物质，此时

的剩余还原糖含量较高，同时生物量含量比较低。

随着装样量的增多，酶活力逐渐降低，该结果与

王欣等[20]报道一致，其原因是固体物料的厚度会影

响培养基的透气性及氧气在培养基中的分布，从而

影响微生物的生长和酶的产生。将各装样量条件下

的酶活性测定值用 SPSS 17.0 作单因素方差分析，

结果表明 5 种不同装样量产柚苷酶活力差异显著

(显示 F>F0.05 (4,10)=357.638，P<0.05)。进行多重比

较发现装样量 4 g 与 5 g 之间差异不显著，装样量

8 g 与 10 g 之间差异不显著，其余的差异达到显著

水平。该结果说明柚苷酶固态发酵的适宜装样量范

围在装样量 4 g 附近。 

2.3  接种量对固态发酵产酶的影响 
接种量试验结果如图 3 所示，在培养基中接种

量为 1 mL 时柚苷酶的活力达到最大，酶活力为

11.10 IU/ g 干物质。当培养基接种量大于或小于

1 mL 时，柚苷酶酶活力均下降。生物量和残糖的
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图 2  装样量对固态发酵柚苷酶的影响 
Figure 2  The effect of loaded sample on the solid-state 
fermentation of naringinase 
注：图中柚苷酶曲线上的上标字母 a、b 和 c 表示不同装样量之

间酶活力具有显著性差异(P<0.05). 

Note: The superscript letters a, b, c on naringinase curve indicate 
that there is a significant difference among content of various 
loaded sample (P<0.05). 
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图 3  接种量对固态发酵柚苷酶的影响 
Figure 3  The effect of inoculation quantity on the 
solid-state fermentation of naringinase 
注：图中柚苷酶曲线上的上标字母 a 和 b 表示不同接种量之间

酶活力具有显著性差异(P<0.05). 

Note: The superscript letters a, b, c on naringinase curve indicate 
that there is a significant difference among content of various 
inoculation quantity (P<0.05). 

 
含量在接种量大于 1 mL 以后差别不大。相关研究

表明，接种量太小，生物量不足，导致柚苷酶产量

下降；接种量太大，导致发酵初期营养消耗过快和

缺 乏 氧 气 ， 影 响 柚 苷 酶 产 量 [21] 。 该 结 果 与

Ramachandran 等[22]报道的“接种量过大或者过小，
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均会影响发酵”的结论相一致。将各接种量条件下

的酶活性测定值用 SPSS 17.0 作单因素方差分析，

结果表明 5 种不同接种量产柚苷酶活力差异显著

(显示 F>F0.05 (4,10)=8.993，P<0.05)。进行多重比较

发现，接种量 0.5、1.5、2.0 mL 之间差异不显著，

但接种量为 1 mL 的柚苷酶产量显著高于其他接种

量时所获得的柚苷酶产量。该结果说明在本试验条

件下，最适接种量应该为 1 mL。 

2.4  温度对固态发酵产酶的影响 
对棘孢曲霉发酵柚苷酶的培养温度进行试验，

结果如图 4 所示，当培养温度为 30 °C 时柚苷酶的

活力和生物量都达到最大值。在试验的温度范围

内，残糖含量随发酵温度升高不断降低。该结果与

Puri 等 [21]报道固态发酵产柚苷酶的最适温度为

30 °C 相一致。其原因是温度是调节控制发酵的最

重要因素之一，发酵温度过高或过低不仅影响菌体

的生理状态，还影响酶的分泌及酶变性的速度[23]。

将不同培养温度下的酶活性测定值用 SPSS 17.0 作

单因素方差分析，结果表明 3 种不同培养温度产柚

苷酶活力差异显著(显示 F>F0.05 (2,6)=272.864，

P<0.05)。进行多重比较发现，温度 27、30、33 °C

之间差异达到显著水平。由于在 30 °C 时酶活性最 
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图 4  培养温度对固态发酵柚苷酶的影响 
Figure 4  The effect of culture temperature on the solid- 
state fermentation of naringinase 
注：图中柚苷酶活力柱形图上的上标字母 a、b 和 c 表示不同温

度之间酶活力具有显著性差异(P<0.05). 
Note: The superscript letters a, b, c on naringinase curve indicate 
that there is a significant difference among content of various 
temperature. 

高，因此固态发酵柚苷酶的适宜温度范围在 30 °C

附近。 

2.5  正交试验优化发酵条件 
在单因素试验结果的基础上，选择固水比、装

样量以及温度 3 个因素采用 L9 (34)表进行 3 因素 3
水平的正交实验，以柚苷酶活力为研究指标。结果

如表 2 所示，各因素对柚苷酶活力影响的大小顺序

为固水比(A)＞温度(C)＞装样量(B)；对正交试验结

果进行极差分析可知，最佳的配比为 A2B1C2，即固

水比 1:1 (质量体积比)，装样量为 2.5 g，温度 30 °C。

经显著性分析可知(表 3)，固水比和温度对酶活力具

有显著的影响，而装样量对酶活力影响差异不显

著；由于在单因素试验中发现装样量 4 g 与 5 g 之

间差异不显著(图 2)，装样量 8 g 与 10 g 之间差异不

显著，其余之间的差异达到显著水平，考虑实际设

备的利用率，发酵过程中选择装样量为 5.0 g/250 mL
三角瓶比较合适。因此，确定了固态发酵的优化条

件为：固水比 1:1 (质量体积比)，培养温度 30 °C，

250 mL 三角瓶中装样量 5.0 g。采用该条件进行验

证试验，柚苷酶活力为 8.19 IU/g 干物质(表 4)，比

初始条件的柚苷酶活力(1.11 IU/g 干物质)提高 7.38
倍(P<0.05)。 

与国内外柚苷酶研究的结果相比较，本研究优

化条件下获得的酶发酵产量高于王迪等[15]报道的

棘孢曲霉固态发酵 8 d 的柚苷酶酶活力(7.12 IU/g干

物质)、陈红等[17]报道的棘孢曲霉固态发酵柚皮粉

8 d 产的柚苷酶酶活力(5.81 IU/g 干物质)、吴升山

等[24]报道的黑曲霉DB056 液态发酵 3 d产的柚苷酶

酶活力(276 U/mL)和 Ni 等[8]报道的黑曲霉 DB056
液态发酵 7 d 产的柚苷酶酶活力 (2.5 IU/mL)，
高于 Mendoza 等[14]报道的丝状真菌利用橘皮及葡萄

柚皮固态发酵 8 d 产的柚苷酶酶活力(2.58 IU/mL)，
高于Kumar[25]报道的对柚皮苷诱导Aspergillus niger 
1344 发酵 7 d 产的柚苷酶酶活力(7.48 IU/mL)，与 Puri
等[7]报道的木聚葡萄球菌MAK2液态培养36 h产的

柚苷酶酶活力(8.45 IU/mL)相当。这些结果表明本研

究优化的固态发酵条件能大幅度提高柚苷酶的发 
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表 2  固态发酵柚苷酶的正交试验设计及结果 
Table 2  Orthogonal experiments for improving naringinase production using solid-state fermentation 

实验号 
Number 

A 固水比 
Solid water ratio 

B 装样量 
Loaded sample 

C 温度 
Temperature 

D 空列 
Blank 

柚苷酶活力 
Enzyme activity 

(IU/g dry substrate) 

1 1 1 1 1 1.86 

2 1 2 2 2 4.15 

3 1 3 3 3 0.05 

4 2 1 2 3 11.12 

5 2 2 3 1 8.03 

6 2 3 1 2 4.75 

7 3 1 3 2 3.17 

8 3 2 1 3 3.61 

9 3 3 2 1 6.69 

K1 2.02 6.05 3.41 5.53 

K2 7.97 5.26 7.32 4.69 

K3 5.16 3.83 4.42 4.93 

R 5.95 2.22 3.91 0.84 

KA2>KC2>KB1 

注：K1：水平 1 所对应的试验指标之和；K2：水平 2 所对应的试验指标之和；K3：水平 3 所对应的试验指标之和；R：极差，可以

判断各因素对试验指标的影响主次. 
Note: K1: The sum of test index which is corresponding to the level one; K2: The sum of test index which is corresponding to the level two; 
K3: The sum of test index which is corresponding to the level three; R: Rang, it can be used to judge the primary and secondary influence of 
various factors on the test index. 
 

表 3   正交试验结果因素显著性分析 
Table 3  Significant analysis of the factors of the orthogonal experiment 

因素 
Factor 

偏差平方和 
Sum of Square 

自由度 
Degree of freedom

F 比 
F-ratio 

F 临界值 
F critical value 

显著性 
Significance 

固水比 
Solid water ratio 

53.10 2 47.58 19.00 * 

装样量 
Loaded sample 

7.60 2 6.81 19.00  

温度 
Temperature 

24.76 2 22.19 19.00 * 

误差 
Error 

1.12 2    
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表 4  验证实验结果 
Table 4   The result of Verification test 

项目 
Project 

发酵条件 
Fermentation conditions 

柚苷酶活力 
Enzyme activity (IU/g dry 

substrate) 

初始条件 
Initial medium 

接种量：1 mL，固水比：1:1 (质量体积比)，装样量：5.0 g/250 mL 三角瓶，

培养温度：27 °C 
1.11b 

优化条件 
Optimize medium 

接种量：1 mL，固水比：1:1 (质量体积比)，装样量：5.0 g/250 mL 三角瓶，

培养温度：30 °C 
8.19a 

注：本实验采用的培养基组成为：柚皮粉：5 g，磷酸氢二铵：10% (质量比)，酵母浸膏：1.5% (质量比)。表中酶活力后面的上标字

母 a 和 b 表示这两个酶活力具有显著性差异(P<0.05). 
Note: Culture conditions: Pomelo peel: 5 g, Diammonium hydrogen phosphate: 10% (W/W), Yeast extract: 1.5% (W/W). The superscript 
letters a and b on enzyme activity indicate that there is a significant difference among content (P<0.05). 
 
酵产率，对于后续建立柚苷酶的高效发酵工艺提供

了重要的工艺参数信息。 

3  结论 

在前期研究的基础上，以柚皮为原料，通过单

因素试验和正交试验优化了棘孢曲霉利用柑橘加

工副产物固态发酵产生柚苷酶的条件。结果表明固

水比、装样量和培养温度对柚苷酶产量有显著性影

响，而接种量影响不显著；通过控制固水比、装样

量和发酵温度能够大幅度提高柑橘加工副产物固

态发酵产生柚苷酶的产率。优化得到的固态发酵工

艺为：固水比 1:1 质量体积比)，装样量 5 g/250 mL

三角瓶，温度为 30 °C。在此条件下接种 1 mL 孢子

悬浮液并发酵 8 d 后，柚苷酶酶活力为 8.19 IU/g 干

物质，比初始培养基产柚苷酶活力提高 7.38 倍。 
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《微生物学通报》英文刊名 
《微生物学通报》之前使用的英文刊名“Microbiology”因在国际上有重名，造成了本刊在被国内外作者引用

以及国外数据库收录时英文刊名的混乱，这大大影响了本刊在国际上的传播，也不利于对我刊引用数据的统计。

经本刊编委会讨论，以及主办单位批准，本刊英文刊名自2010年起变更为“Microbiology China”，缩写为“Microbiol. 

China”，请各位作者、读者和数据库引用时注意使用。 
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