
第2卷 第3期                              过 程 工 程 学 报                             Vol.2 No.3 
2002 年 6 月                     The Chinese Journal of Process Engineering                   June 2002 

高大毛霉制取果胶酶发酵条件实验 

顾红燕， 齐鸿雁， 张洪勋 

(中国科学院生态环境研究中心， 北京 100085) 

摘  要：对高大毛霉(Mucor mucedo)制取果胶酶的发酵条件和酶的基本性质进行了研究. 发酵培养
基组成为(g/L)：小麦麸皮 50，葵盘粉 30，(NH4)2SO4 30，KH2PO4 2.5，MgSO4⋅7H2O 0.5，NaNO3 0.2，
FeSO4⋅7H2O 0.01. 在培养温度 30oC、初始 pH 5.7、转速 240 r/min条件下摇瓶培养 3 d，酶活力达
到 275 U/ml. 该酶最适 pH为 5.0，最适作用温度为 40oC，在 pH为 3.0∼7.0范围内稳定. 
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1  前 言 

果胶酶是降解果胶物质酶的总称，具有很多用途. 在果汁制造、果酒酿造中，使用果胶酶有
助于提高生产效率和产品质量；在桔子罐头制造中，果胶酶可用于桔子脱囊衣. 此外，果胶酶在木
材防腐和麻类脱胶方面也有应用[1]. 近年来，随着植物病理学研究的深入，果胶酶及其水解物应用
于植物诱导抗病的研究报道日渐增多[2, 3]，显示了诱人的应用前景. 因此，寻找新特性、高活力的
产果胶酶菌种具有重要的经济和环境价值. 

自然界产果胶酶的菌种很多，主要有曲霉属、青霉属、镰孢属及克鲁维氏酵母等. 目前国外
仍多以黑曲霉、根霉和盾壳霉发酵法制取果胶酶[4−7]，国内也以黑曲霉的报道为多[8]. 然而，迄今
为止尚未见关于高大毛霉产果胶酶的报道. 为开发微生物新资源，比较不同菌种果胶酶特性，本文
采用液态发酵法实验了高大毛霉合成果胶酶的条件，并对该酶的基本性质进行了研究. 

2  材料和方法 

菌种：高大毛霉(Mucor mucedo No.3.15)，由中国科学院微生物研究所提供. 
活化斜面：PDA培养基加 5 g/L葵盘粉，115oC灭菌，转接原种后 30oC恒温培养 5 d，于 4oC

冰箱保存备用. 
液体发酵培养基(g/L)：小麦麸皮 50(过 10目筛)，葵盘粉 30(过 40目筛)，(NH4)2SO4 30， KH2PO4 

2.5，MgSO4⋅7H2O 0.5，NaNO3 0.2，FeSO4⋅7H2O 0.01，121oC灭菌. 液体培养：将活化好的斜面菌
种接种于液体发酵培养基，每个 500 ml三角瓶分装 50 ml，于 30oC下 240 r/min摇床培养 3 d. 

发酵原料处理：甜菜渣、葵花盘、香蕉皮、苹果皮和橘皮等含果胶的废渣烘干后粉碎过 40目
筛备用，小麦麸皮过 10目筛备用. 

果胶酶活力测定：采用改进的苹果果胶脱胶法(AJDA)[4]，操作步骤如下：取 3 ml 新配制的
1%果胶(Sigma公司产品)溶液并移入大试管中，加入 pH=5的柠檬酸/柠檬酸钠缓冲溶液 6 ml，置
于 40oC恒温水浴中平衡 5 min；然后加入 3 ml稀释到一定浓度的酶液，立即开始计时；间隔 2 min 
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左右取样 1 ml放入备用试管，立即加入 2滴 1%的 I2/KI 溶液，摇匀，再加入 2 ml异丙醇，转动
试管，观察沉淀是否消失，准确记录脱胶时间. 酶活力测定控制在 15 min内完成. 

酶活力单位：在上述操作条件下，30 min使 1 mg果胶脱胶所需的酶量定义为 1个活力单位(U). 

3  结果与讨论 

3.1 高大毛霉的产酶条件 

实验验证[9]高大毛霉制取果胶酶的较佳发酵温度范围和初始培养基 pH与溜曲霉相似，即温度
30oC，初始培养基 pH 为 5.7. 此外，作为培养基主要成份之一的小麦麸皮对发酵产酶是必要的，
小麦麸皮既可以作为碳源也可以作为氮源，还可以对菌丝的均匀分散起到良好的作用. 
3.1.1 不同果胶碳源对产酶的影响 

一般说来，微生物产果胶酶是在底物诱导下产生的，在缺乏其它碳源的情况下，为了维持生

存，微生物只有通过自身的调控分泌所需的酶，进而降解底物获取生存营养和能源. 因此，果胶是
产果胶酶的诱导碳源. 考虑到纯果胶价格昂贵，实验以含果胶的植物残渣甜菜渣、葵花盘、橘皮、

苹果皮和香蕉皮替代纯果胶. 培养基中加入的残渣量依残渣中果胶含量而定，但以果胶量计算则相
同，都是 9 g/L. 图 1结果表明，甜菜渣、葵花盘、橘皮等作为碳源产酶较高，超过了纯果胶，以
葵花盘为原料时果胶酶的产率最高. 
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1. Purified pectin 2. Apple peel  3. Banana peel 4. Orange peel    
5. Sugar beet pulp 6. Sunflower calathide powder                

图 1 不同果胶对产果胶酶的影响               
Fig.1 Effect of different pectic substances on the     

production of pectinase                    

.1.2 不同氮源对产酶的影响 
实验中发现在培养基中添加小麦麸皮作为唯一

率，分别补充有机氮源牛肉蛋白胨、酵母浸粉

H4Cl, (NH4)2SO4到培养基中，补充的氮源以氮含

机氮源对产酶明显不利，而无机氮源产酶效果较

.1.3 产酶培养基的正交实验 
在无机盐溶液组成为(g/L) KH2PO4 2.5，MgSO

下，对培养液中的另外 3种主要成份小麦麸皮(A
L9(34)]正交设计进行实验，结果见表 1. 结果表明
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     1. Wheat bran 2. Beef peptone 3. Yeast extract powder 4. Soya
   peptone 5. (NH4)2HPO4 6. NH4NO3 7. NH4Cl 8. (NH4)2SO4  

   图 2 补充不同氮源对产果胶酶的影响 
  Fig.2 Effect of different additional nitrogen sources 
       on production of pectinase 

氮源，菌体生长缓慢，产酶也少. 为了增加产
、大豆蛋白胨和无机氮源(NH4)2HPO4, NH4NO3, 
量计算相同，为 6.36 g/L. 结果表明(图 2)，补充
好，其中又以(NH4)2SO4产酶最高. 

4⋅7H2O 0.5，NaNO3 0.2，FeSO4⋅7H2O 0.01 的条
)、(NH4)2SO4 (B)和葵盘粉(C)采用四因素三水平
，各因素对产酶的影响次序为 B>A>C，A2B2C3
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最好，即小麦麸皮 50 g/L、(NH4)2SO4 30 g/L、葵盘粉 30 g/L时，酶活力最高，可达 275 U/ml. 

表 1 正交实验设计和结果 [L9(3
4
)] 

Table 1  Orthogonal design of experiment and results [L9(34)] 

Orthogonal test 
No. 

Wheat bran, A (g/L) (NH4)2SO4, B (g/L) Sunflower calathide 
powder, C (g/L) 

Pectinase activity 
(U/ml) 

1 1 (40) 1 (20) 1 (10) 255.04 
2 1 (40) 2 (30) 2 (20) 245.86 
3 1 (40) 3 (40) 3 (30) 241.31 
4 2 (50) 1 (20) 2 (20) 247.85 
5 2 (50) 2 (30) 3 (30) 274.66 
6 2 (50) 3 (40) 1 (10) 246.54 
7 3 (60) 1 (20) 3 (30) 251.12 
8 3 (60) 2 (30) 1 (10) 251.77 
9 3 (60) 3 (40) 2 (20) 248.50 

X1 247.40 251.34 251.12  
X2 256.35 257.43 247.40  
X3 250.46 245.45 255.70  

Range 8.95 11.98 8.30  

3.1.4 产酶曲线和生长曲线 
在 500 ml三角瓶中装入 50 ml产果胶酶较佳发酵培养基，在 30oC及转速为 240 r/min条件下

振荡培养，分别在不同时间取样，样品以 4000 r/min离心 30 min，取上清液测定酶活力，该菌株
的产酶曲线见图 3. 同产酶培养相平行的样品分别在不同时间取样，抽滤收集菌体，蒸馏水洗涤 3
次，于 75oC温度下烘干 15 h，称生物量干重，该菌株的生长曲线也示于图 3. 结果表明，产酶与
菌丝的生长不完全同步，高大毛霉生长到第 4 d生物量达到峰值，而酶活力在第 3 d达到峰值，之
后开始下降，因此发酵产酶周期选择为 3 d. 
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图 3 菌株的生长曲线和产酶曲线                
Fig.3 Biomass growth and pectinase production       

                                               

3.2 高大毛霉果胶酶的性质 

3.2.1 温度效应 
取高大毛霉果胶酶液在不同温度下直接测酶活力

制的黑曲霉果胶酶温度效应曲线[9]，以比较温度对高
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    图 4 高大毛霉和黑曲霉果胶酶最适温度曲线 
   Fig.4 The optimal temperature of pectinase from  
        M. mucedo and Asp. niger 

，温度效应曲线见图 4. 同时给出了另一条自
大毛霉果胶酶的效应特点. 比较图中 2条曲线



3期                  顾红燕等：高大毛霉产国胶酶发酵条件实验及酶的基本性质                  255  

可以看出，高大毛霉果胶酶的最适温度为 40oC，其温度效应“钟型”曲线发展比较平稳，特别是
在 20∼40oC 区间；而黑曲霉果胶酶的最适温度为 50oC，其温度效应“钟型”曲线变化幅度较大.
高大毛霉果胶酶在近室温条件下(20∼40oC)活力表现强于黑曲霉果胶酶. 
3.2.2 热稳定性 

为比较高大毛霉果胶酶和黒曲霉果胶酶的热稳定性，取在 40oC具有相等活力的两种酶液分别
置于 40oC以上不同温度的恒温水浴中处理 20 min，取出后立即放入冰浴中备用，再于 40oC下测
定残留酶活力，结果(图 5)表明，在上述实验条件下，高大毛霉果胶酶热稳定性比黑曲霉果胶酶差. 
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图 5高大毛霉和黑曲霉果胶酶最适温度曲线       
Fig.5 The thermal stability of pectinase from          
    M. mucedo and Asp. niger                    

3.2.3 酶作用的最适 pH和在不同 pH下的稳定性 
在 40oC条件下测定高大毛霉果胶酶在不同 pH

酶的最适作用 pH值为 5.0. 酶液在 pH为 2.0∼10.0
pH至 5.0，测定残留酶活力(图 6)，结果表明，该酶
有一定耐酸性. 

4  结 论 

(1) 高大毛霉制取果胶酶的培养基较佳配方为
KH2PO4 2.5，MgSO4⋅7H2O 0.5，NaNO3 0.2，FeSO4

(2) 较佳发酵条件为：培养基初始 pH=5.7，发
(3) 高大毛霉果胶酶的最适反应温度为 40oC，

热稳定性差，但在近于常温(20∼30oC)下高大毛霉果
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  图 6 高大毛霉果胶酶最适 pH和 pH稳定性曲线 
  Fig.6 The pH stability and optimal pH of pectinase  
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Fermentation Conditions of Pectinase by Mucor mucedo 

GU Hong-yan,   QI Hong-yan,   ZHANG Hong-xun 

(Research Center for Eco-envionmental Sciences, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100085, China) 

Abstract: The fermentation conditions of pectinase by Mucor mucedo and its enzymic properties were studied. The 
composition of fermentation medium was (g/L): wheat bran 50, sunflower calathide powders 30, (NH4)2SO4 30, 
KH2PO4 2.5, MgSO4⋅7H2O 0.5, NaNO3 0.2, FeSO4⋅7H2O 0.01. The pectinase activity can reach 275 U/ml after 3 d 
shaker culture under the conditions of 240 r/min, 30oC and initial pH 5.7. The optimum temperature and pH for the 
pectinase activity were 40oC and 5.0 respectively. The pectinase was stable in the pH range from 3.0 to 7.0.  
Key words: Mucor mucedo; pectinase; fermentation conditions 
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