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摘  要: 以 α-鼠李糖苷酶活力和柚苷酶活力为考察指标, 研究了发酵条件对黑曲霉 DB056 产柚苷

酶的影响。结果表明: 发酵温度、菌丝形态、培养基初始 pH、接种量和装液量对黑曲霉 DB056

产柚苷酶都具有重要影响。初步优化得到黑曲霉 DB056 产柚苷酶的条件为: 培养基初始 pH 8.0, 

玻璃珠添加个数 5 个, 装液量 45 mL, 接种量 7%, 发酵温度 34°C, 摇床转速 190 r/min。采用此条

件进行发酵, 高效液相色谱法检测 α-鼠李糖苷酶活力最大可达 1076.32 U/mL, 柚苷酶活力最大可

达 420.68 U/mL, 分别比初始条件提高了 72.35%和 78.03%。黑曲霉 DB056 不仅在对数生长期能快

速合成柚苷酶, 在稳定期及衰亡期也会不断地分泌柚苷酶。阐明了发酵条件对黑曲霉 DB056 产柚

苷酶的影响并获得了经过初步优化的发酵条件, 为进一步优化发酵条件, 提高黑曲霉 DB056 产柚

苷酶的产量奠定了良好的基础。 
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Abstract: In this study, α-rhamnosidase activity and naringinase activity were adopted to evaluate ef-
fects of conditions on naringinase production by Aspergillus niger DB056. The results showed that 
fermentation temperature, mycelia morphology, initial pH, inoculation amount and medium volume had 
important impacts on naringinase production. Optimum conditions, including initial pH 8.0, adding 5 
class beads, 45 mL medium in 250 mL flask, inoculation amount 7%, culture temperature 34°C and ro-
tatory speed 190 r/min, were proved superior to get high α-rhamnosidase and naringinase yield. Under 
these conditions, the enzyme activity detected by high performance liquid chromatography method were 
1076.32 U/mL for α-rhamnosidase and 420.68 U/mL for naringinase, which increased by 72.35% and 
78.03% comparing with the initial condition. Furthermore, the results also showed Aspergillus niger 
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DB056 could synthesize naringinase not only rapidly in the logarithm grown phase, but also continu-
ously in the stationary and death phase. The present study elucidated effects of fermentation conditions 
on naringinase production by Aspergillus niger DB056 and provided a preliminarily optimized condi-
tions for naringinase fermentation. It set a basic foundation for further study to enhance the productivity 
of naringinase by Aspergillus niger DB056. 

Keywords: Aspergillus niger, Fermentation condition, α-rhamnosidase, Naringinase 

柚苷酶(Naringinase)是一种以水解柚皮苷至柚

皮素为特征的糖苷酶。相关研究表明, 柚苷酶在柑

桔类果汁的加工脱苦、鼠李糖和普鲁宁的工业制备、

葡萄酒增香、黄酮类中药加工及甾体转化[1]等方面

具有重要的应用价值。目前, 柚苷酶制剂的价格十

分昂贵, 如, Sigma 柚苷酶制剂(N1385 Naringinase 
from Penicillium decumbens, 酶活力约为 300 U/g)的

价格为 1623.9 元/kg[2], 日本田边制药生产的酶活

力为 150 U/g 柚苷酶制剂的售价约为 2600 元/kg。

高昂的酶制剂价格限制了其应用技术的开发。因

此 , 探索并建立柚苷酶的高产发酵技术具有重要

的实用价值。 

本实验室在前期研究过程中, 分离获得了产柚

苷酶的黑曲霉菌株 [3−4], 选育获得了一株柚苷酶的

高产菌株——黑曲霉 DB056, 该菌种具有产量高、

安全性好、发酵泡沫少等优点, 显示出了较好的研

究开发价值。优化发酵条件是提高柚苷酶发酵产量

的重要方面, 虽然国内有一些学者对黑曲霉产柚苷

酶的发酵进行了研究 [5−11], 但由于没有进行系统的

发酵条件优化, 发酵产量提高缓慢。因此, 研究柚苷

酶的发酵条件对于优化、建立柚苷酶的高产发酵技

术具有重要的参考价值。 
相关研究表明[12], 柚苷酶实际是由 α-L-鼠李糖

苷酶(以下简称 α-鼠李糖苷酶)和 β-D-葡萄糖苷酶组

成的复合酶, 这两种酶在水解柚皮苷反应过程中是

先后起作用的, 首先柚皮苷在 α-L-鼠李糖苷酶作用

下水解产生普鲁宁(Prunin)和鼠李糖(Rhamnose), 然

后普鲁宁在 β-D-葡萄糖苷酶作用下进一步水解成柚

皮素(Naringenin)和葡萄糖(Glucose)。考虑到纤维素

酶及其他一些大宗酶制剂中都含有丰富的 β-D-葡萄

糖苷酶, β-D-葡萄糖苷酶的生产成本已经相对较低。

因此, 本研究以 α-鼠李糖苷酶活力为主要指标, 柚

苷酶活力为辅助指标, 以黑曲霉 DB056 为对象, 初

步研究发酵条件对黑曲霉产柚苷酶的影响, 为建立

柚苷酶高产发酵技术提供基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与主要仪器 
黑曲霉 DB056 (Aspergillus niger DB056)为集美

大学生物工程学院发酵研究室选育的菌种, 柚皮苷

购 自 西 安 小 草 植 物 科 技 有 限 责 任 公 司 , 乳 化 剂

Triton X-100 (商品名为乳化剂 OP-10)购自天津光复

精细化工研究所。 

1525 型高效液相色谱仪(美国 Waters Co., Ltd), 
ZHWY-2102 双层全温度恒温摇床(上海智城分析仪

器制造有限公司), Unic7200 紫外可见分光光度计

[尤尼柯(上海)仪器有限公司]。 

1.2  培养基 
1.2.1  斜面培养基(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, 初始 pH 6.0, 琼脂 

2.0%, 1 × 105 Pa 灭菌 20 min。 
1.2.2  发酵培养基(g/L): MgSO4·7H2O 3.5, KH2PO4 
1.0, KCl 0.5, 无水 CaCl2 0.1, 柚皮苷 3.5, 玉米浆 4, 

乳 化 剂 Triton X-100 1.0% (V /V) ,  初 始 pH 6.0, 
1 × 105 Pa 灭菌 20 min。 

1.3  发酵初始条件 
培养基初始 pH 6.0, 玻璃珠添加个数 5 个 , 

250 mL 锥形瓶的装液量 45 mL, 接种量 10%, 发酵

温度 28°C、190 r/min 摇床中培养 72 h。 

1.4  实验方法 
1.4.1  单孢子菌悬液的制备: 将 4°C 贮藏的斜面菌

种接种于斜面培养基上, 28°C 培养 3 d 得到成熟孢

子, 用 0.75%的无菌生理盐水洗下孢子, 放到装有

无菌玻璃珠和 50 mL 无菌生理盐水的锥形瓶中, 充

分振荡 30 min。待孢子充分打散后, 测菌悬液 OD600

值, 并用无菌生理盐水调整其 OD 值至 0.2, 即得单

孢子菌悬液。 
1.4.2  接种及发酵: 将制得的单孢子菌悬液于 4°C

冰箱中放置 1 h 使之同步培养, 然后取出升至室温, 
以 10%的接种量接种至装液量为 45 mL 的 250 mL
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锥形瓶中, 在 28°C、190 r/min 的条件下培养 72 h 后

取样。发酵液于室温下 3500 r/min 离心 10 min 后, 

取上清液测定 α-鼠李糖苷酶活力和柚苷酶活力。 

1.5  分析测定方法 
1.5.1  α-鼠李糖苷酶活力和柚苷酶活力的测定: 样

品 的 前 处 理 : 取 1.9 mL pH 4.0 磷 酸 盐 缓 冲 液

(Na2HPO4·12H2O 0.01 mol/L, 柠檬酸 0.005 mol/L)于

试 管 中 ,  加 入 0.1 mL 发 酵 上 清 液 混 匀 于 40°C

水 浴 中 预 热 5 min, 再 加 入 2 mL 柚 皮 苷 标 准 液

(300 mg/L)于 40°C 下反应 15 min, 后于 100°C 水浴

加热 20 min 使酶失活, 取出后迅速冷却至室温, 空

白为先将发酵上清液失活后再加入柚皮苷标准液 , 

其他操作相同。 

反应底物和产物的定量: 经过酶反应后的溶液

于室温下 13000 r/min 离心 15 min 后, 用高效液相色

谱仪(采用 Waters Symmetry C18 色谱柱)检测柚皮

苷和柚皮素的峰面积, 对照标准曲线, 求出对应的

柚皮苷和柚皮素含量。色谱条件为: 流动相组成甲

醇 : 超纯水=1 : 1 (V/V), 流速 0.7 mL/min, 进样量

20 μL, 柱温 35°C, 检测波长 280 nm, 走样时间为

12 min[5,13]。 

酶活力单位的定义: 在 40°C、pH 4.0 的条件下, 
每分钟分解 1 μg 柚皮苷所需的酶量定义为 1 个 α-

鼠李糖苷酶活力单位; 每分钟生成 1 μg 柚皮素所需

的酶量定义为一个柚苷酶活力单位。 

1.5.2  生物量的测定: 发酵液于室温下 3500 r/min
离心 10 min 后, 上清液转移保存测 α-鼠李糖苷酶活

力和柚苷酶活力, 沉淀的菌体用蒸馏水洗涤 3 次后

于 105°C 烘箱内烘至恒重, 称重, 计算生物量。 

2  结果与分析 

2.1  温度对黑曲霉 DB056 发酵的影响 
保持其他初始发酵条件不变 , 分别在 28°C、

32°C、34°C、36°C 条件下培养黑曲霉 DB056, 比

较不同温度条件下黑曲霉 DB056 发酵柚苷酶的的

差异, 结果见表 1。 
 

表 1  培养温度对黑曲霉 DB056 产 α-鼠李糖苷酶和柚苷酶发酵的影响 
Table 1  Effects of culture temperature on the production of α-rhamnosidase and naringinase by Aspergillus niger DB056

培养温度 
Culture temperature (°C) 

α-鼠李糖苷酶活力 
α-rhamnosidase activity (U/mL)

柚苷酶活力 
Naringinase activity (U/mL)

生物量 
Biomass (g/L) 

发酵液终止 pH 值 
Final pH of fermentation broth

28 598.94 ± 14.48 c 240.94 ± 13.91 c 2.00 ± 0.06 a 7.14 ± 0.05 c 

32 796.17 ± 1.00 b 322.24 ± 12.16 a 1.85 ± 0.06 ab 7.53 ± 0.06 a 

34 848.48 ± 9.51 a 280.35 ± 16.21 b 1.78 ± 0.01 b 7.43 ± 0.11 ab 

36 864.01 ± 10.18 a 190.04 ± 10.52 d 1.97 ± 0.12 a 7.40 ± 0.04 b 

注: 同一列数值后面的不同字母表示 5%显著水平上的不同数值. 
Note: Different letters after the digital number in each column meant significant values at significant level 0.05. 

 
从表 1 可以看出, 在 28°C−36°C 之间, α-鼠李糖

苷酶活力随着发酵温度的上升而增加, 柚苷酶活力

随着发酵温度的上升呈现先增加后下降的趋势。当

发酵温度上升至 34°C 时, α-鼠李糖苷酶活力基本不

再随温度的上升而增加, 此时, α-鼠李糖苷酶活力为

848.48 U/mL, 柚苷酶酶活力为 280.35 U/mL, 比初

始条件(28°C)分别提高了 41.66%和 16.36%; 当发酵

温度为 32°C 时柚苷酶酶活力可达到最大, 其酶活力

比 28°C 时提高了 33.74%, 同时 α-鼠李糖苷酶活力

也比 28°C 时提高了 32.93%。该结果表明, 黑曲霉

DB056 菌株发酵柚苷酶的最适温度在 32°C−34°C 之

间, 而且 α-鼠李糖苷酶和柚苷酶的最适温度可能不

一样; 以 α-鼠李糖苷酶活力作为发酵的主要指标 , 

兼顾柚苷酶酶活力, 选择 34°C 进一步开展实验。 

2.2  菌丝形态对黑曲霉 DB056 发酵的影响 
前期实验研究表明, 黑曲霉 DB056 发酵过程中

容易有菌丝球生成(如图 1A 所示, 采用菌落计数器 
 

 
图 1  黑曲霉 DB056 培养 72 h 后的菌丝生长情况 
Fig. 1  The mycelia morphology of Aspergillus niger DB056 
cultivated after 72 h 
注: A: 培养基中没有添加玻璃珠; B: 培养基中添加 5 个玻璃珠. 
Note: A: Medium without beadings; B: Medium with 5 beadings. 
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拍照, 放大倍数为 1 倍), 这限制了营养物质的吸收

及酶的分泌, 不利于提高柚苷酶发酵的产量水平。

在摇瓶中添加玻璃珠有利于使黑曲霉形成松散的菌

丝(如图 1B 所示), 当菌体形态由菌球变成菌丝后, 

发酵液中柚苷酶的活力会显著增加(表 2)。 
为了研究菌丝形态对黑曲霉 DB056 发酵柚苷

酶的影响, 在发酵摇瓶中分别添加 2、5 和 8 个直径

4 mm 的玻璃珠, 以使产生不同的菌丝形态, 考察其

对产酶的影响。结果如表 3 所示。 

从表 3 可以看出, 当添加 5 个玻璃珠时, α-鼠李

糖苷酶活力和柚苷酶活力都可达到最大值, 酶活力

分别为 1066.59 U/mL 和 320.97 U/mL。因此, 选择

添加 5 个直径为 4 mm 的玻璃珠, 以使黑曲霉的菌体

保持在有利柚苷酶分泌的形态。 
 

表 2  菌丝形态对黑曲霉 DB056 产 α-鼠李糖苷酶和柚苷酶发酵的影响 
Table 2  Effects of mycelial morphology on the production of α-rhamnosidase and naringinase by Aspergillus niger DB056

玻璃珠个数 
Amounts of beadings 

α-鼠李糖苷酶活力 
α-rhamnosidase activity (U/mL) 

柚苷酶活力 
Naringinase activity (U/mL) 

生物量 
Biomass (g/L) 

发酵液终止 pH 值 
Final pH of fermentation broth

0 584.54 ± 14.08 29.40 ± 8.76 1.86 ± 0.11 6.59 ± 0.02 

5 680.32 ± 26.88 77.01 ± 7.48 1.29 ± 0.13 6.46 ± 0.04 

注: 此为前期预实验的结果. 不同之处是采用的培养基为发酵初始培养基, 其他条件相同. 
Note: Table 2 was the result of the previous experiment. The condition was the same of the present experiment with one exception. The ex-
ception was the fermentation medium was the initial medium. 
 

表 3  菌丝形态对黑曲霉 DB056 产 α-鼠李糖苷酶和柚苷酶发酵的影响 
Table 3  The effects of mycelial morphology on Aspergillus niger DB056 producing α-rhamnosidase and naringinase 
玻璃珠个数 

Amounts of beadings 
α-鼠李糖苷酶活力 

α-rhamnosidase activity (U/mL) 
柚苷酶活力 

Naringinase activity (U/mL)
生物量 

Biomass (g/L) 
发酵液终止 pH 值 

Final pH of fermentation broth
2 950.39 ± 18.82 c 240.71 ± 6.26 b 1.96 ± 0.05 a 6.96 ± 0.16 a 

5 1066.59 ± 6.98 a 320.97 ± 14.32 a 1.88 ± 0.09 a 7.05 ± 0.04 a 

8 1015.09 ± 16.84 b 244.77 ± 17.00 b 1.99 ± 0.07 a 6.58 ± 0.09 b 

注: 表中同一列数值后面的不同字母表示 5%显著水平上的不同数值. 
Note: Different letters after the digital number in each column meant significant values at significant level 0.05. 

 
2.3  培养基初始 pH 值对黑曲霉 DB056 发酵的

影响 
pH 是影响微生物生长及产物的形成的重要的

环境因素[14]。保持其他发酵条件不变, 分别将培养

基初始 pH 调节至 3.0、4.0、5.0、5.5、6.0、6.5、7.0、

7.5、8.0、8.5、9.0 进行发酵培养, 比较不同培养基

初始 pH 对黑曲霉 DB056 发酵柚苷酶的影响, 结果

如图 2 所示。 

从图 2 可以看出 , α-鼠李糖苷酶活力随着培养

基初始 pH 值的增加呈现先上升后下降的趋势 , 柚

苷酶活力也有类似的规律。当培养基初始 pH 为

8.0 时 , 黑曲霉 DB056 培养液中 α-鼠李糖苷酶活力

和柚苷酶活力均达到最大, 分别为 1077.11 U/mL 和

364.69 U/mL。从生物量来看, 初始 pH 值对生物量

也具有较大的影响 , 当培养基初始 pH 为 3.0 时 , 

黑 曲 霉 DB056 的 生 物 量 最 大 ;  当 培 养 基 初 始

pH 4.0−8.5 内, 生物量不随初始 pH 改变而变化; 而

当培养基初始 pH 为 9.0 时, 培养基变粘稠, 呈果冻

状, 不利于黑曲霉 DB056 的生长, 生物量最小。发 

 

图 2  培养基初始 pH 对黑曲霉 DB056 产 α-鼠李糖苷酶

和柚苷酶发酵的影响 
Fig. 2  Effects of initial pH of the medium on the produc-
tion of α-rhamnosidase and naringinase by Aspergillus niger 
DB056 
 
酵结束时, 发酵液的 pH 值随培养基初始 pH 的升高

而升高; 当培养基初始 pH 为 7.5、8.0 和 8.5 时, 发

酵液的 pH 值降到 6.4−6.8 左右; 而当培养基初始 pH
为 9.0 时, 发酵液的 pH 值为 7.70。综合黑曲霉 DB056
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的生长及产酶状况, 确定培养基初始 pH 为 8.0 进行

后续实验。 

2.4  接种量对黑曲霉 DB056 发酵的影响 
保持其他发酵条件不变, 分别按 1%、4%、7%、

10%、13%、16%、19%的接种量进行发酵, 比较不

同接种量对黑曲霉 DB056 发柚苷酶酵的影响, 结果

如图 3 所示。 

从图 3 可以看出, α-鼠李糖苷酶活力和柚苷酶活

力随着接种量的增大呈现先上升而后平稳的趋势 , 

当接种量低于 7%时, 发酵液中柚苷酶活力和 α-鼠
李糖苷酶活力随接种量的增大而增大, 而当接种量

≥7%后, 黑曲霉 DB056 培养液中 α-鼠李糖苷酶活

力和柚苷酶活力基本均保持不变。接种量对生物量

的影响不大, 但对发酵液的 pH 值具有一定影响, 发

酵液的 pH 值随着接种量的增大呈现先上升而后平

稳的趋势。综上所述, 选择接种量为 7%来考察下一

个条件。 
 

 

图 3  接种量对黑曲霉 DB056 产 α-鼠李糖苷酶和柚苷酶

发酵的影响 
Fig. 3  Effects of inoculation amount on the production of 
α-rhamnosidase and naringinase by Aspergillus niger DB056 

 

2.5  装液量对黑曲霉 DB056 发酵的影响 
黑曲霉 DB056 属于好氧菌 , 溶氧对于菌体生

长和产酶水平有较大的影响。为了研究溶氧对黑

曲霉 DB056 发酵柚苷酶的影响 , 固定摇床转速为

190 r/min, 在 250 mL 锥形瓶中分别装入 15、25、35、

45、55、65、75 mL 液体发酵培养基, 比较不同装液

量对黑曲霉 DB056 发酵柚苷酶的影响, 结果如图 4

所示。 

 

图 4  装液量对黑曲霉 DB056 产 α-鼠李糖苷酶和柚苷酶

发酵的影响 
Fig. 4  Effects of medium volume on the production of 
α-rhamnosidase and naringinase by Aspergillus niger DB056 

 
从图 4 可以看出, α-鼠李糖苷酶活力和柚苷酶活

力随着装液量的增加 , 均呈现先上升而后下降的

趋势。装液量为 45 mL 时 , α-鼠李糖苷酶活力和柚

苷酶活力均达到最高 , 分别为 1036.63 U/mL 和

445.48 U/mL, 分别比装液量为 15 mL 时增加了

12.06%和 38.70%, 比装液量为 75 mL 时的酶活力分

别高出 7.78%和 36.57%。从生物量来看, 当装液量

为 25 mL 时, 生物量最大; 发酵液 pH 值随着装液

量的增加而呈现先上升后下降的趋势 , 在装液量

为 45 mL 时, 发酵液 pH 值达到最大(7.13)。由此可

知, 当摇床转速为 190 r/min 时, 250 mL 锥形瓶中装

液量为 45 mL 时的溶氧条件有利于黑曲霉 DB056 产

柚苷酶。 

2.6  验证实验 
通过以上试验, 初步优化得到了黑曲霉 DB056

产 α-鼠 李 糖 苷 酶 和 柚 苷 酶 的 条 件 : 培 养 基 初 始

pH 8.0, 玻璃珠添加个数为 5 个, 装液量 45 mL, 接

种量 7%, 发酵温度 34°C。在此条件下进行验证试验, 
结果见图 5。 

从图 5 可以看出 , 在优化条件下 , α-鼠李糖苷

酶 活 力 可 达 1076.32 U/mL, 柚 苷 酶 活 力 可 达

420.68 U/mL, 比 初 始 条 件 分 别 提 高 了 72.35%和

78.03%。目前国内采用相同酶活力测定方法的研究

者仅有郭倩[5]和陈华根[4,11], 他们发酵的 α-鼠李糖苷

酶活力分别为 100 U/mL 和 631.9 U/mL(柚苷酶活力

水平均没有报道)。本研究获得 α-鼠李糖苷酶活力水

平比国内采用相同酶活力测定方法报道的最高水平

大约高出了 70.33%。 
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图 5  初始条件与优化后条件的发酵结果比较 
Fig. 5  Comparisons of fermentation results between the 
initial condition and the optimized condition 

 

2.7  发酵曲线 
在培养基初始 pH 8.0, 装液量 45 mL, 接种量

7%, 发酵温度 34°C, 添加 5 个玻璃珠的条件下培养

黑曲霉 DB056, 每 24 h 取样 1 次, 测定发酵液的 pH
值、生物量、柚皮苷含量、柚皮素含量, α-鼠李糖苷

酶活力和柚苷酶活力, 绘制发酵曲线, 结果见图 6

所示。 
从图 6 可以看出, 前 24 h 生物量增长较慢, 菌

体生长缓慢, 为细胞生长的延滞期, 此阶段菌体快

速利用柚皮苷, α-鼠李糖苷酶活力缓慢上升, 柚苷酶

活力仍很低, 发酵液的 pH 呈略上升的趋势。24 h 后, 
进入对数生长期, 菌体快速利用柚皮苷, 并将柚皮

苷分解为柚皮素。0−48 h 主要是菌体生长阶段, 黑

曲霉 DB056 菌体量快速增加, 酶的合成较缓慢。在

发酵 48 h 时, 发酵液中柚皮苷基本被消耗完, 此时

柚皮素的浓度达到最大。48−72 h, 黑曲霉 DB056 又

进入一个快速生长的阶段, 此时酶的合成也得到了

较大的提高, α-鼠李糖苷酶活力和柚苷酶活力都有

一个突跃上升的过程。第 72 小时柚皮素被利用完, 

菌体停止生长, 细胞进入衰亡期, 但酶活力仍然缓

慢地上升, 在第 168 h 时 α-鼠李糖苷酶活力和柚苷

酶 活 力 都 达 到 最 大 , 分 别 为 1019.18 U/mL 和

321.13 U/mL。发酵过程中, pH 总体趋势为先下降而

后上升的过程。当菌体量达到最大时, 发酵液 pH 值

最低。 
从发酵曲线可以看出, 黑曲霉 DB056 产 α-鼠李

糖苷酶和柚苷酶活力的增加主要是在菌体的对数生

长期(24−72 h)。0−48 h 随着菌体对营养物质的利用, 

诱导物柚皮苷的浓度不断减少, 这个阶段 α-鼠李糖

苷酶呈现不断上升的趋势, 而柚苷酶活力增长缓慢; 
发酵 48 h 时, 柚皮苷浓度基本为 0; 48−72 h α-鼠李

糖苷酶仍然呈现不断上升的趋势, 此时的柚苷酶活

力也开始有了较大的增加。在菌体自溶后(72 h), 产

酶能力仅有小幅的上涨。因此, 提高黑曲霉 DB056
生长阶段的菌体量或者延长其对数生长期, 都有可

能进一步提高其产酶能力。可以考虑在对数生长后

期(72 h 左右)通过补料, 增加柚皮苷的浓度来提高

产酶水平。 
 

 

图 6  黑曲霉 DB056 产 α-鼠李糖苷酶和柚苷酶摇瓶培养

产酶曲线 
Fig. 6  Curve of the production of α-rhamnosidase and 
naringinase by Aspergillus niger DB056 in flasks 

3  讨论 

3.1  发酵条件对黑曲霉产柚苷酶的影响 
(1) 黑曲霉发酵柚苷酶的温度: 黑曲霉 DB056

发酵 α-鼠李糖苷酶和柚苷酶的最适发酵温度不一

致, 这为选择合理的发酵温度提供了新的思路, 基

于两者兼顾的原因, 本研究选择 34°C 作为黑曲霉

DB056 产酶的最适温度。另外还可以分别以提高 α-

鼠李糖苷酶或柚苷酶总活力为目标, 有针对性地设

置发酵温度, 探索采用变温发酵来提高柚苷酶的产

量水平。 

(2) 黑曲霉发酵柚苷酶的菌丝形态: 黑曲霉在

培养过程中容易形成菌丝团或者贴壁生长, 通过工

艺控制使其形成松散絮状的菌丝是提高黑曲霉胞外

酶产量的一个重要措施。本研究通过在摇瓶中添加
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少量的玻璃珠, 增加剪切力而调节黑曲霉的菌丝形

态, 当摇瓶中添加 5 个玻璃珠时, 培养出的菌丝最

有利于柚苷酶的分泌; 后续研究可针对此条件下菌

丝形态进行针对性的研究, 为通过对工艺条件控制

而产生松散的菌丝形态, 提高柚苷酶的产量提供了

一种模型及方法。 
(3) 黑曲霉发酵柚苷酶的最适 pH: 通过研究发

现, 将培养基的初始 pH 控制在弱碱性的范围有利

于(pH 8.0)提高黑曲霉 DB056 产酶的能力。仔细对

比分析初始 pH 与各处理条件下发酵液最终的 pH 可

以发现, 在较宽的初始 pH 范围内, 发酵液最终 pH
值相差都不大, 这说明黑曲霉具有较强的 pH 调节

能力, 估计维持发酵 pH 值为 6.5−7.5 之间最有利于

产酶, 而在发酵初始阶段将 pH 控制在弱碱性有利

促进酶的产生。从发酵过程的产 pH 变化曲线(图 5)
可知, 发酵后期 pH 会上升, 在后续研究中可以探讨

对该过程的 pH 进行调控而进一步提高酶活力。 
(4) 黑曲霉发酵柚苷酶的接种量: 综合比较不

同接种条件下酶活力及生物量的变化可以推测, 接

种量较小时(1%、4%), 酶活力较低的原因可能是由

于接种量小而致使菌体生长周期延长, 产酶还未达

到高峰(72 h)发酵就被停止了。因此, 如果适当地延

长发酵时间, 则接种量对最大产酶的影响可能就不

会像本试验这么显著。但考虑到缩短发酵时间有利

于节省发酵成本、减少污染、降低风险等优点, 本

研究选择 7%的接种量进行后续试验。 
(5) 黑 曲 霉 发 酵 柚 苷 酶 的 装 液 量 : 黑 曲 霉

DB056 属好氧菌, 装液量的多少在一定程度上反映

了溶氧的水平。通过研究发现在所研究条件下, 装

液量对 α-鼠李糖苷酶活力和柚苷酶活力的影响都较

大。这说明 α-鼠李糖苷酶和柚苷酶在 250 mL 摇瓶

发酵中对溶氧条件要求较高, 当装液量为 45 mL 时, 
有利于黑曲霉 DB056 产 α-鼠李糖苷酶和柚苷酶。我

们可以测定该条件下的溶氧值, 为后续的发酵罐放

大试验提供参数指导。 

3.2  初步优化了黑曲霉发酵柚苷酶的工艺条件 
初步优化得到了黑曲霉 DB056 产柚苷酶的条件

为: 培养基初始 pH 8.0, 玻璃珠添加个数为 5 个, 装

液量 45 mL, 接种量 7%, 发酵温度 34°C, 摇床转速

190 r/min。在该工艺条件下, α-鼠李糖苷酶活力可达

1076.32 U/mL, 柚苷酶活力可达 420.68 U/mL, 比初

始条件分别提高了 72.35%和 78.03%。与国内采用相

同酶活力测定方法的研究[4−5,11]相比, α-鼠李糖苷酶

活力有了较大幅度的提高。 

3.3  黑曲霉产柚苷酶的规律 
由发酵曲线(图 6)可知, 黑曲霉 DB056 不仅在

对数生长期能快速合成柚苷酶, 在稳定期及衰亡期

也会不断地分泌柚苷酶, 可以初步推测柚苷酶的合

成动力学为部分生长关联型。 
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