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柑橘皮渣降解菌的筛选及产酶条件优化①
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摘要:柑橘加工产生大量皮渣,严重污染环境,亟须处理．本试验从堆肥中分离得到几株耐高温细菌,以 CMC
和果胶为唯一碳源,再经刚果红染色法初筛得到菌株 L２０７和 L７０２;以枯草芽孢杆菌BacillussubtilisL５２０为对

照,其纤维素酶活性和果胶酶活性显著大于对照菌株(p＝０􀆰０５),表明L２０７和L７０２具有很好的降解柑橘皮渣能

力．对菌株 L２０７和 L７０２产酶条件初步研究表明:菌株L２０７在接种量为４％(V/V)、pH６于４０℃、培养６０h时

纤维素酶活性最高,在４０ ℃,pH６、培 养４８h时 果 胶 酶 活 性 最 高;菌 株 L７０２在 接 种 量 为６％(V/V),pH６于

４０℃,培养７２h时纤维素酶活性最高;在４０℃,pH６,培养３６h果胶酶活性最高．菌株L２０７和L７０２在柑橘皮渣

降解处理过程具有潜在的开发价值．
关　键　词:柑橘皮渣;纤维素酶;果胶酶;细菌

中图分类号:Q９３９􀆰９;X１７２　　　　文献标志码:A　　　　文章编号:１６７３ ９８６８(２０１６)０１ ０１５９ ０６

在我国南方,柑橘是第一大主产水果,据统计２００９年,我国柑橘种植面积２０３万hm２,产量已达到

２５２０万t,面积和产量均位居世界第一[１]．柑橘除少量直接食用外,大部分用于果汁加工,据统计我国柑

橘产量的约１００万t用于加工,约产生５０万t皮渣[２],严重影响人们的生产、生活及健康[３]．
柑橘皮渣含有约８０％的水分、约０􀆰５％~２􀆰０％柑橘香精油,还含２０％果胶和１５％纤维素[４]．柑橘皮渣

含有果胶和纤维素等大分子物质,外围包裹木质素[５],增加了普通微生物降解皮渣的难度．因此,利用普通

微生物降解柑橘皮渣具有一定的局限性．
国内外对柑橘皮渣的转化应用的相关研究较多[６],大多数研究人员主要研究方面就是将皮渣内的活性

成分进行提取分离[７],关于柑橘皮渣微生物转化的研究也有报道．其中黄键[８]等利用黑曲霉优化了柑橘皮

渣发酵生产柠檬酸的工艺参数;苏海锋[９]等以白腐真菌为菌种的酶活实验表明该菌株对柑橘皮渣的短分子

链有较好的分解效果,但对于纤维素的二、三级聚结结构的分解有限;Srilatha等[１０]将柑桔加工废弃物作

为甲烷生产原料,侧孢霉属、曲霉属、镰刀霉和青霉菌选择性菌种在固体状态发酵条件下预处理后,提高

了沼气和甲烷的产率．但由于受到一些如发酵温度、发酵时间、微生物、pH、培养基等因素的影响,导致微

生物生物转化效率不高,使柑橘皮渣工业生产转化不能大规模进行[１１],柑橘皮渣污染问题并没有消除,成

为农业面源污染的一个因素[１２],影响柑橘产业的可持续发展[１３],因此如何有效处理柑橘皮渣,成为柑橘加

工厂亟需解决的问题．
为此,本试验从堆肥中筛选分离获得柑橘皮渣降解菌株,对其纤维素酶和果胶酶活性及产酶条件进行

相关研究和优化,为柑橘皮渣的生物降解处理的研究和实际应用提供一定理论基础．
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１　材料与方法

１􀆰１　试验材料

１􀆰１􀆰１　菌株来源

对照菌株:枯草杆菌(BacillussubtilisL５２０),由西南大学资源环境学院微生物实验室提供;试验菌

株:菌株L１０６,L２０２,L２０７,L３０９和L７０２,从堆肥土壤中分离获得．
１􀆰１􀆰２　主要培养基

１)牛肉膏蛋白胨培养基,用于细菌的初步分离纯化和菌种保藏;

２)纤维素刚果红固体培养基[１４],用于纤维素降解菌的分离筛选;果胶刚果红固体培养基[１５],用于果

胶降解菌的分离筛选;

３)纤维素液体发酵培养基(L):CMCＧNa１０g,(NH４)２SO４４g,MgSO４􀅰７H２O０􀆰１g,蛋白胨１g,
酵母膏１０g,蒸馏水１０００ mL;果胶液体发酵培养基(L):果胶５g,酵母膏５g,(NH４)２SO４２g,

K２HPO４２g,MgSO４􀅰７H２O０􀆰５g,Nacl０􀆰３g,蒸馏水１０００mL．
１􀆰２　试验设计

１􀆰２􀆰１　菌株的分离与纯化

将采集的堆肥样品通过稀释涂布平板法接种到牛肉膏蛋白胨培养基上,放置在４５,５０,５５,６０,６５,７０,

７５℃温度下培养２４h,挑起单菌落到试管斜面中,再通过平板划线法纯化备用．分离得到在５５℃正常生长

的菌株５株(L１０６,L２０２,L２０７,L３０９,L７０２)．
１􀆰２􀆰２　产纤维素酶和果胶酶菌株的初步筛选

将菌株接种到纤维素固体培养基和果胶固体培养基中,３７ ℃培养２４h．用０􀆰１％的刚果红染液染色

１５min,用１mol/L的 NaCl溶液洗涤２次,用５％的乙酸溶液浸泡５min,能够产生黄色水解圈的是纤维

素酶和果胶酶产生菌．
１􀆰２􀆰３　菌株纤维素酶和果胶酶活性测定

１)纤维素酶活性测定　粗酶液的提取:接种量为４％(为体积比,即向５０mL的培养基中接入２mL菌

株悬液．使菌株处于对数生长期,菌液浓度为１０８cfu/mL),以CMCＧNa为唯一碳源的摇瓶发酵培养基在

３７℃,１２０r/min恒温培养３d;在１００００r/min,４℃离心１０min,所得上清液即为粗酶液．
酶活性测定:采用CMCAＧDNS法[１６]．
酶活定义:在上述测定条件下,每分钟水解纤维素产生１μmol葡萄糖所需要的酶量为１个酶活力单位U．
２)果胶酶活性测定　粗酶液的提取:接种量为４％,以果胶为唯一碳源的摇瓶发酵培养基在３７℃,

１２０r/min恒温培养２d;在１００００r/min,４℃离心１５min,所得上清液即为粗酶液．
酶活性测定:采用DNS法[１７]．
酶活定义:在上述测定条件下,每小时水解果胶产生１μmol还原糖(半乳糖醛酸)所需酶量为１个酶活

力单位 U．
１􀆰２􀆰４　菌株维素酶和果胶酶活性参数优化

１)pH　将初筛得到的菌株接种到pH 值分别为４,５,６,７,８和９的液体产酶培养基中,每个处理重复３
次(以下均同),然后测定不同培养条件下菌株产纤维素和果胶酶的活性,选出产酶最佳pH．

２)温度　将菌株接种到培养基中,设置产纤维素酶的液体培养基的培养温度梯度为２５,３０,３５,４０,４５,

５０和５５℃,产果胶酶液体培养基的培养温度为３５,４０,４５,５０,５５和６０℃,然后测定不同培养温度下菌株

产纤维素和果胶酶的活性．
３)时间　将菌株接种到培养基中,产纤维素酶液体培养基中分别在１２,２４,３６,４８,６０,７２和８４h取

样测酶活性,产果胶酶液体培养基中分别在２４,３６,４８,６０,７２和８４h取样测酶活性,以确定产酶的最佳

培养时间．
４)接种量　向５０mL的液体产酶培养基中分别接入０􀆰５,１,２,３和４mL菌液即１％,２％,４％,６％和

８％的接种量,并测定不同接种量下菌株产纤维素和果胶酶的活性,确定产酶最佳接种量．
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１􀆰３　数据分析

用Excel对试验数据进行基本计算和作图,DPS７􀆰０软件进行统计分析,LSD法检验差异显著性,显

著水平设置为p＝０􀆰０５．

２　结果与分析

２􀆰１　菌株的分离及筛选

将采集的堆肥样品经过适当稀释涂布平板法接种到牛肉膏蛋白胨培养基中不同温度下培养,分离得到

在５５℃正常生长的２株菌株L２０７和L７０２．将菌株L２０７和L７０２分别接种到以纤维素和果胶为唯一氮源

的培养基中于３７℃恒温培养２４h,刚果红染色,培养基中均出现黄色透明水解圈,说明菌株L２０７和L７０２
均同时具有降解纤维素和果胶能力．
２􀆰２　菌株产纤维素酶和果胶酶活性的测定

由图１(a)可知,菌株 L２０７和 L７０２的纤维素降解酶活性均显著大于对照菌株,分别是对照菌株的

１􀆰３１倍和２􀆰０８倍,差异达到显著水平(p＝０􀆰０５)．
由图１(b)可知,菌株 L２０７和菌株 L７０２果胶降解酶活性均显著大于对照菌株,分别是对照菌株的

１２􀆰６８倍和７􀆰３０倍,差异达到显著水平(p＝０􀆰０５)．

图１　菌株纤维素酶和果胶酶活性

２􀆰３　起始pH对菌株酶活性的影响

由图２(a)可知,随着pH 值的升高,菌株L２０７和L７０２的纤维素酶活性先升高后降低,都在pH６􀆰０左

右时,其酶活性最高．菌株L２０７和L７０２在pH６􀆰０时的纤维素酶活性分别是pH９􀆰０的３􀆰９９倍和４􀆰４６倍,
差异达到显著水平(p＝０􀆰０５)．

由图２(b)可知,随着pH 值升高,其果胶酶活性先升高后降低,在pH６左右时酶活性最高．菌株L２０７
和L７０２的最大酶活性分别是最低酶活性的４􀆰０７倍和３􀆰３９倍,差异达到显著水平(p＝０􀆰０５)．

图２　起始pH对菌株纤维素酶和果胶酶活性的影响
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２􀆰４　培养温度对菌株酶活性的影响

由图３(a)可知,随着培养温度的升高,菌株 L７０２和 L２０７的纤维素酶活性先升高后降低,在温度为

４０℃左右,２株菌株的纤维素酶活性达到最高．菌株 L２０７和 L７０２在４０℃时的酶活性分别是２５℃时的

２􀆰１１倍和１􀆰８６倍,差异达到显著水平(p＝０􀆰０５)．
由图３(b)可知,随温度升高,菌株L２０７和菌株L７０２的果胶酶活性先升高后降低,在温度为４０℃左

右时,达到最大值,在６０℃果胶酶活性很低．菌株 L２０７和 L７０２在４０℃左右时的酶活性分别是６０℃的

５􀆰４８倍和８􀆰６１倍,差异达到显著水平(p＝０􀆰０５)．

图３　培养温度对菌株纤维素酶和果胶酶活性的影响

２􀆰５　培养时间对菌株酶活性的影响

由图４(a)可知,菌株L２０７和L７０２的纤维素酶活性随时间变化均呈现先升高后降低,在最初的１２h,
其酶活性均较低,分别在第６０h和７２h达到其最大值,当培养时间超过６０h和７２h时,其酶活性降低．菌
株L２０７和L７０２的最大酶活性分别是最低酶活性的２􀆰６７倍和２􀆰４７倍,差异达到显著水平(p＝０􀆰０５)．

由图４(b)得知,菌株L２０７和L７０２的果胶酶活性随时间变化先升高后降低,其最大酶活性分别出现在

４８~６０h和３６~６０h之间．菌株L２０７和L７０２的果胶酶最大酶活性分别是最低酶活性的４􀆰５０倍和３􀆰３５
倍,差异达到显著水平(p＝０􀆰０５)．

图４　培养时间对菌株纤维素酶和果胶酶活性的影响

２􀆰６　接种量对菌株酶活性的影响

接种量的多少影响了菌体进入对数生长期的时间早晚．由图５(a)可知,在接种量小于４％(V/V)时,
随着接种量的增加,菌株 L２０７和 L７０２纤维素酶活性有所增加,均在４％时达到酶活性最大值,分别为

３􀆰９３U和６􀆰２５U．延长发酵时间,可以弥补接种量不足对纤维素酶活性的影响,进一步加大接种量不会提

高纤维素酶活性．
不同接种量对果胶酶活性的影响如图５(b)．随着接种量的增加,菌株L２０７和L７０２的果胶酶活性均呈

现先增加后降低的趋势,分别在接种量为４％(V/V)和６％(V/V)时达到其最大值,分别为３９７􀆰８５U 和

３３８􀆰１U,即菌株L２０７和L７０２果胶酶活性最大的最适接种分别为４％(V/V)和６％(V/V)．
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图５　接种量对菌株纤维素酶和果胶酶活性的影响

３　讨论与结论
柑橘皮渣含有大量的果胶,含量高达２０％,果胶与水结合形成束缚水;同时柑橘皮渣中含有大量的纤

维素,高达１５％,由于纤维素具有水不溶性的高结晶结构,外围又被木质素层包围,这些大分子物质难以

降解,这些因素使得柑橘皮渣的脱水变得困难[４－５]．为有效处理柑橘皮渣,纤维素和果胶大分子物质必须分

解为小分子物质,释放出束缚水．到目前为止,关于降解秸秆等木质纤维素微生物的研究报道较多[１８],但

降解柑橘皮渣中的纤维素和果胶的微生物菌群研究报道很少．该试验所筛选出的２株菌种L２０７和L７０２同

时产纤维素酶和果胶酶,其酶活力大小分别为２􀆰６４U 和４􀆰２０U,４９７􀆰７９U 和２８６􀆰５６U,显著大于对照菌

株,其具有分解柑橘皮渣中的纤维素和果胶的能力．
柑橘皮渣在进行厌氧发酵时,其发酵产生大量的有机酸[１９],会导致pH 继续下降,试验研究发现菌株

L２０７和L７０２产纤维素和果胶酶的适宜pH 是中性偏酸性,在pH６􀆰０时其酶活性最高,当pH４􀆰０时,仍具

有较高的酶活性．所以在皮渣发酵分解过程中,菌株L２０７和L７０２仍然具有较高的纤维素和果胶酶活性,
为在酸性条件下降解柑橘皮渣提供了可能．在柑橘皮渣发酵过程的高温阶段,耐高温微生物的活动是整个

无害化处理柑橘皮渣生产有机肥的关键[２０],菌株L２０７和L７０２在３７℃时,其酶活性达到最大值,但当培

养温度升至５５℃,菌株仍能够存活并且具有一定的酶活性,这对柑橘皮渣的高温降解具有十分重要的意

义．对菌株L２０７和L７０２而言,分别在培养６０h和７２h其纤维素酶活性达到最大值;分别培养４８~６０h
和３６~６０h其果胶酶活性达到最大值．由于菌株不同,最佳产酶条件一般会存在差异[２１]．这２株细菌产酶

情况会出现这么大的相似性,可能与酶的活性中心氨基酸组成有关[２２],但目前并无相关报道,其原因有待

进一步研究．
果汁加工产生大量柑橘皮渣、体积大、含水量高、环境污染严重,亟须有效处理[２３]．本试验获得２株对

纤维素和果胶有较好降解效果的细菌L２０７和L７０２,并对其最佳产酶条件进行了初步探索优化．虽然该菌

株并未对柑橘皮渣进行实际降解试验,但仍是２株十分具有研究开发潜力的柑橘皮渣降解菌株,对柑橘皮

渣有效处理具有重要意义．
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ScreeningofCitrusPeelＧDegradingBacteriaandthe
OptimizationofEnzymeＧProductionConditions

LIZhiＧling,　LI　Yong,　LIShiＧzhong,　HuangjianＧguo
SchoolofResourcesandEnvironment,SouthwestUniversity,Chongqing４００７１５,China

Abstract:AlargeamountofCitruspeelsaregeneratedwithcitrusprocessing,whichleadstosevereenviＧ
ronmentalpollutionand,therefore,isanurgentproblemtobesolved．Inthisstudy,severalstrainsof
highＧtemperatureＧresistantbacteriawereisolatedfromcompostandculturedwithCMCandpectinascarＧ
bonsources．AfteraprimaryscreeningwithCongoredstaining,twostrains,L２０７andL７０２,wereselectＧ
ed．Cellulaseactivityandpectinaseactivityofthesetwostrainswereremarkablyhigherthanthoseofthe
control,BacillussubtilisstrainL５(p＝０􀆰０５),indicatingthattheywereendowedwithanexcellentcapaＧ
bilityofcitruspeeldegradation．Inourpreliminarystudyfortheirfermentationconditions,theoptimum
conditionsofL２０７forenzymeproductionwere:initialinoculumconcentration４％ (V/V),fermentation
temperature４０℃,pHvalue６􀆰０,andfermentationtime４８h(withthebestresultingpectinaseactivity)
or６０h(withthebestresultingcellulaseactivity);theoptimumconditionsofL７０２forenzymeproduction
were:initialinoculumconcentration６％ (V/V),fermentationtemperature４０℃,pHvalue６􀆰０,andferＧ
mentationtime３６h(withthebestresultingpectinaseactivity)or７２h(withthebestresultingcellulase
activity)．Hencethesetwostrainsareofpotentialdevelopmentvalueintheprocessingofcitruspeels．
Keywords:citruspeelslag;cellulase;pectinase;bacteria
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