
!! 卷 " 期

"##! 年 ! 月
微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
$%&’!!
()*+&

,%’"

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
"##!

"通讯作者。-.&：/01""1"/2345/#
作者简介：赵玉平（230! 6 ），男，山西省运城市人，天津科技大学博士研究生，发酵食品专业。7189+&：:9;.*250/3<204’ =%8。

收稿日期："##41#01"#，修回日期："##412#1""

降解山楂汁中柠檬酸酵母菌的筛选及其降酸特性研究
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摘 要：采用酸碱滴定法和高效液相色谱法对山楂汁中主要有机酸进行分析，结果表明柠檬酸占总酸的 /4’ 5>；分

别以柠檬酸和山楂黄酮为唯一碳源，筛选能降解柠檬酸而不利用山楂黄酮的酵母菌，结果获得 0 株菌；再以山楂汁

为培养基进行复筛，得到一株酵母菌，该菌能有效降解山楂汁中柠檬酸而对山楂黄酮的影响较小；经鉴定这株菌属

于毕赤酵母属，定名为 !"#$"% ?)’@2。发酵特性研究表明该菌在山楂汁中 "#A培养 4B，总酸量从 23’ 0#CDE 下降到

4F5"CDE，而对黄酮含量无显著影响。
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山楂果黄酮是山楂果中主要生物活性物质［2］，

它具有可增加人体冠脉血液流量、降压、强心、抗心

律失常、降血脂、增强机体免疫力等作用；同时有增

加胃液分泌，促进消化的功能［"，4］。但是由于山楂果

中有机酸含量过多［!］，限制了山楂的利用。因此有

效降低山楂汁的总酸含量，提高 )H，保留黄酮，且形

成良好风味，成为山楂汁研究的重点。

山楂汁采用稀释降酸，其所配制饮料不但口感

差，而且降低保健效果，采用阴离子交换树脂、碳酸

钙沉淀、碱中和、电渗析等物理和化学方法降酸，均

难以达到山楂汁总酸、黄酮和口感的均佳的效果。

厌氧发酵降酸［5］，如葡萄酒生产中利用酒明串珠菌

（&’(#)*)+,)# )’*)+）降低苹果酸产生乳酸和 IJ"，但几

乎不 利 用 柠 檬 酸；肠 膜 明 串 珠 菌 乳 脂 亚 种（ &’( ’
-’+’*,’.)"/’+ ?KL?)’ #.’-)."+）在有可发酵的碳水化合

物时能分解柠檬酸，生成乙酸，IJ" 和双乙酰［5］，但

由于山楂汁中柠檬酸含量在 25CDE M "#CDE，产生的

双乙酰足以产生不良的风味，因此本文未采用厌氧

发酵降酸。

本文首次对在有氧条件下降解山楂汁中有机酸，

并能保留其中黄酮的酵母菌筛选，并对该株菌的发酵

特性进行了研究，为山楂汁和其它含酸高的水果降酸

以及微生物资源的开发利用提供一条新途径。

! 材料和方法

! "! 菌种的筛选

! "! "! 样品采集：山西省临汾市汾河制药厂柠檬酸

生产污水 " 份和废渣 " 份；山楂果样品 " 份；柠檬样

品 " 份；菠萝样品 " 份；葡萄样品 " 份。

! "! "# 培养基：（2）富集培养基［0］（"）固体分离培

养基［N］（4）山楂汁：山楂果实按 2 O 2 加水，煮沸 5 M
/8+P，打浆，冷却至 !#A M 5#A，加 0QD8E M 2#QD8E
的果胶酶，混匀，保温 !R M 0R，离心得山楂汁，各取

一定量分装于三角瓶，225A湿热灭菌 258+P。（!）山

楂黄酮培养基：该培养基是以山楂黄酮代替分离培

养基中的柠檬酸制成的以山楂黄酮为唯一碳源的碳

源同化培养基。山楂黄酮制备：取 2E 山楂汁经过

,S(13 树脂吸附，用水去离子水洗涤，再用 35>的

乙醇洗脱，洗脱液经浓缩、干燥，得到山楂黄酮。（5）

鉴定培养基［/］：@7TU 培养基，麦芽汁液体培养基，酵

母生孢子培养基，发酵基本培养基，酵母氮基培养

基，酵母碳基培养基，无维生素酵母基础培养基等。

! "! "$ 筛选方法：（2）样品预处理：称取 "C 固体样

品于 "5#8E 摇瓶中，加数粒玻璃珠，每瓶中分别加

入 2##8E 生理盐水，室温 25#*D8+P 振荡 "#8+P，取出

静置 "#8+P；污水样直接静置 "#8+P，得上清液。（"）

菌种分离：取预处理的上清液 58E，接入装有 2##8E
富集培养基的 "5#8E 三角瓶中，"#A 25#*D8+P振荡

培养 "!R。以同样条件在富集培养基中连续转接培

养 5 次，菌液适当稀释后涂布于分离培养基平板上，

"#A培养 !B，获得单菌落，纯化，根据菌体形态和菌

落生长速度对菌株归类和编号。（4）酵母菌降解柠

檬酸能力的筛选试验：将分离到的酵母菌分别用装

有 2##8E 富 集 培 养 基 的 "5#8E 三 角 瓶，"#A



!"#$%&’(培养 ")，根据降酸量进行筛选，以获得降解

柠檬酸速度快的酵母菌。（*）酵母菌降解山楂黄酮

能力的筛选试验：在含有山楂黄酮培养基的试管中，

分别接种经活化的降解柠檬酸速度快的菌株，+#,
培养 +!)，观察每支试管中菌体生长情况，与不加任

何碳源的培养基进行比较（不加碳源的培养基的生

长状况确定为阴性），以获得不生长或生长弱的酵母

菌。（"）山楂汁中降解柠檬酸能力筛选试验：将以上

筛选得到的菌株接种到山楂汁中，+#,、!"#$%&’( 培

养 ")，间隔 !+- 取样，测定总酸和黄酮。

! "# 菌种鉴定

按文献［.，/］方法进行。

! "$ 菌种发酵特性研究实验

! "$ "! 种子培养：接种一环斜面菌种于盛有 .# &0
山楂汁的 +"# &0 三角瓶中，+#,、!"#$%&’(，培养 +*-
得一级种子液；按 !#1接种量转接一级种子液于盛

有 !##&0 山楂汁的 "##&0 三角瓶中，+#,、!"#$%&’(
培养 +*- 得二级种子液。

! "$ "# 发酵罐培养：转接 2##&0 二级种子液于盛有

20 山楂汁的容积 "0 的发酵罐中，+#,、34 +"1 5
2"1条件下培养 /*-。定期取样测定发酵不同时间

的山楂汁中有机酸种类、总酸、67、黄酮含量、还原

糖。

! "% 分析方法

总酸测 定（以 柠 檬 酸 计），有 机 酸 分 析（7809
法），采用文献［:］的方法；黄酮测定，采用文献［!#］

的方法；还原糖测定，采用文献［!!］的方法；67 测

定，采用 67 计。

# 结果

# "! 筛选培养基中碳源和 67 的确定

采用 7809 和酸碱滴定法对山楂汁中总酸和各

有机酸含量进行了分析（表 !）。由表 ! 可知，山楂

汁中的柠檬酸占总酸的 /2 ; "1，表明山楂汁中主要

的有机酸是柠檬酸。柠檬酸含量的降低将使山楂汁

总酸含量就降低，因此富集培养基中碳源确定为柠檬

酸。由于山楂汁中总酸为 !:; .<%0，为了选择耐酸酵

母菌，确定富集培养基中柠檬酸含量为 +#<%0。由于

山楂汁的 67 值为 +;:"，因此筛选的菌株也应耐受 67
值小于或等于 +; :"，而配制的富集培养基的 67 为

+="，所以没有对富集培养基的 67 值进行调整。

表 ! 山楂汁中各种有机酸含量

>?@AB ! >-B CD(EB(E DF D$<?(’C ?C’)G ’( -?HE-D$( F$I’E JI’CB

9D&6DG’E’D( 9’E$’C ?C’) 4K?A’C ?C’) >?$E?$’C ?C’) LCBE’C ?C’) M?A’C ?C’) 0?CE’C ?C’) >’E$?@AB ?C’)’EN

9D(EB(E%（<%0） !. ;2O # ;*+" # ;/2+ # ;#"" ! ;**. # ;"+* !: ;.

# "# 菌种的筛选

# "# "! 降解柠檬酸酵母菌的筛选：用富集培养基对

采集的 !+ 个样品进行富集，再以分离培养基分离和

纯化，得到 2. 株酵母菌能降解柠檬酸。

# "# "# 降解柠檬酸速度高的酵母菌的筛选：将 2.
株菌分别接种到装有富集培养基中培养 ")，测定总

酸含量，结果有 !2 株菌降酸速度高，由 +#<%0 降到

2 ;"<%0。

# "# "$ 降解黄酮能力弱的酵母菌筛选：将筛选出的

!2 株酵母菌分别用山楂黄酮培养基进行培养，结果

只有 2 号、O 号、!" 号、!/ 号、+* 号、+: 号 . 株酵母菌

在 + 周内没有明显生长，说明 !2 株菌降解山楂黄酮

的能力不同，降解山楂黄酮能力弱的 . 菌株是候选

菌株，将进一步筛选。

# "# "% 酵母菌在山楂汁中的复筛：将所筛选 . 株酵

母菌分别接入山楂汁（总酸含量 !: ; .<%0，黄酮含量

: ;+2<%0），培养 ")。测定经过各菌株发酵的山楂汁，

结果（表 +）表明菌株之间对山楂黄酮含量的影响不

明显，都在 O ;2 5 O ;"<%0 之间，而对山楂汁中总酸含

量的影响差异显著。由表 + 可知，从总酸的变化看，

2 号、!" 号两株菌都将总酸降到 2 ; "<%0；风味评价显

示 !" 号菌株优于其它菌株，所以认定 !" 号菌株是

所筛选的最理想的菌株。

表 # 发酵过程中山楂汁总酸含量变化

>?@AB + P?$’?E’D( DF EDE?A ?C’)G DF -?HE-D$( F$I’E JI’CB ’( E-B FB$&B(E?E’D(

QE$?’( RD;
9D(EB(E DF EDE?A ?C’)G%（<%0）

#) !) +) 2) *) ")

2 !: ;. !/ ;O !" ;O !! ;2 O ;* 2 ;"

O !: ;. !: ;" !: ;+ !/ ;" !O ;*" !. ;*

!" !: ;. !/ ;2 !. ;# !! ;. O ;"" 2 ;"

!/ !: ;. !: ;" !/ ;* !O ;O !O ;2 !. ;:

+* !: ;. !: ;2 !: ;+ !/ ;O !O ;* !. ;!

+: !: ;. !: ;* !: ;+ !O ;2 !. ;*" !" ;.
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! "# 菌种鉴定

参照 !"# $#%&’&，( !%)*+*,-. /’012 对 34 号菌株

进行鉴定。

! "# "$ 形态与培养特征：在 35 678-) 的麦芽汁液体

培养基中 95:培养 91，显微镜观察，细胞从椭圆形

到腊肠形，（9 ;5 < = ; >）!, ?（@ ; 4 < 33 ; 5）!,，多边芽

殖，形成假菌丝，有醭形成；在 35 *78-) 的麦芽汁固

体培养基上 95:培养 @1 的菌落特征：白色，粘质菌

落，很薄，表面光滑，平坦，边缘不整齐。在酵母产孢

子培养基中 95:培养 41，显微镜观察：子囊孢子球

形，表面光滑，每个子囊有 3 < = 个孢子，没有观察到

子囊孢子释放。

图 ! 发酵过程山楂汁中有机酸 %&’( 色谱图

A-B;9 CDEF ."8*,%’*B8%,& *G *8B%+-. %.-1& *H’%-+#1 G8*, ’"# "%I’"*8+ G80-’ J0-.# 108-+B ’"# G#8,#+’%’-*+ K8*.#&&

(; C%I’"*8+ G80-’ J0-.#；7; A#8,#+’%’-*+ G*8 9="；F; A#8,#+’%’-*+ G*8 =L "；M; A#8,#+’%’-*+ G*8 N9";

3 ; O)%P-. %.-1；9; !%8’%8-. %.-1；@; Q%P-. %.-1；=; E%.’-. %.-1；4; (.#’-. %.-1；>; F-’8-. %.-1;

! "# "! 生理生化特征：第 34 号菌株能发酵葡萄糖、

半乳糖、蔗糖与棉子糖，不发酵海藻糖、乳糖、麦芽

糖；能同化葡萄糖、半乳糖、蔗糖、麦芽糖、山梨糖、纤

维二糖、棉子糖、海藻糖、菊粉、乙醇、甘油、MR甘露

醇、"R甲基R葡萄糖苷、水杨苷、琥珀酸、柠檬酸；不同

化所测的其他碳源，如乳糖、蜜二糖、松三糖、可溶性

淀粉、MR木糖、ER阿拉伯糖、MR阿拉伯糖、MR核糖、ER
鼠李糖、赤藓醇、核糖醇、半乳糖醇、甲醇、MR葡萄糖

酸、MER乳酸、肌醇。氮源同化实验：不同化 STO@。

在无维生素培养基上不生长。脲酶测试阴性，类淀

粉化合物的形成测定阴性。@N: 生长实验：能在

@N:生长。上述形态与生理生化特征试验结果均为

毕赤酵母属的特征，初步确定 34 号株菌属毕赤酵母

属，定名为 !"#$"% &K; $3。

! ") !"#$"% *+",$ 降酸特性的研究

! ") "$ 降酸过程中山楂汁总酸、柠檬酸和 KC 的变

化：发酵所使用的山楂汁的总酸含量为 3U ; >BVE，柠

檬酸为 3> ;@NBVE，KC 值为 9 ;U4。按 3 ; @ 的方法发酵

山楂汁，测定发酵过程中不同时间所取样品中总酸、

柠檬酸和 KC 值（图 3）。发酵前期总酸和柠檬酸下

降较慢，而在 39" 到 N9" 之间降酸较快。发酵使总

酸从 3U ; >5BVE 下降到 @ ; 49BVE，下降了 L9 ; 5=W，柠

檬酸由 3> ;@NBVE 降解为零。将发酵在 39" 到 N9" 之

间的山楂汁总酸和柠檬酸含量进行线性回归和计

算，总酸降解速度为 5 ; 99@BVEV"，柠檬酸降解速度为

5 ;99NBVEV"，山楂汁总酸降解速度与柠檬酸降解速度

无显著差异，说明 !"#$"% &K; $3 降解的有机酸是柠

檬酸。发酵使山楂汁中有机酸含量的降低，同时 KC
值从 9 ;U4 上升至 @ ;44，由此表明山楂汁是一个缓冲

溶液体系，随着山楂汁中总酸含量的降低，发酵体系

中电离出的 CX 离子浓度减少，但没有体系中总酸

降低显著，这也是果汁类的一个特点。

图 $ 发酵过程中总酸、柠檬酸和 +% 变化

A-B;3 Y%8-%’-*+ *G ’*’%P %.-1 %+1 .-’8-. %.-1 %+1 KC -+ ’"# G#8,#+’%’-*+

! ") "! 发酵过程中山楂汁中的有机酸种类的变化：

采用 CDEF 测定了山楂汁在发酵罐中发酵过程中各

种有机酸的变化（图 9）。由图 9 可以看出，> 号色谱

峰即柠檬酸色谱峰随着发酵时间的增长而逐渐变

小，可知 !"#$"% &K;$3 首先降解山楂汁的柠檬酸，经

过 N9" 发酵，柠檬酸全部降解。@ 号色谱峰为苹果

酸，发酵 =L" 没有变化，发酵 N9" 也消失，说明 !"#$"%
&K;$3 优先降解柠檬酸，柠檬酸降低到一定浓度后

开始降解苹果酸。

! ") "# 降酸过程中黄酮含量的变化：黄酮在降酸过

程中的变化曲线见图 @。山楂黄酮在发酵前期降低

较快，随后变慢。发酵前后黄酮含量由 U ; 9@BVE 降

低到 N ;L>BVE，下降了 3= ;LW。这表明发酵使得山楂

汁中的黄酮有所降低，而通过以山楂黄酮为唯一碳

源的碳源同化试验，结果表明 !"#$"% &K; $3 在发酵
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过程中几乎不利用黄酮，可见山楂黄酮的降低并非

!"#$"% !"#$% 作为碳源利用而降低，而是由于山楂

中有 &’ 多种黄酮［(］，而其中部分为极易氧化的黄

酮［%&，%)］，因此在好氧发酵过程中黄酮的降低可能是

被氧化的结果。

图 ! 发酵过程中黄酮和还原糖的变化

*+,#) -./+012 34 45.6373+8! .78 /089:+7, !9,./! +7 1;0 40/<071.1+37

" #$ #$ 降酸过程中还原糖含量变化：图 ) 显示还原

糖含量在发酵前期下降较快，后期下降较慢，说明

!"#$"% !"#$% 在发酵前期增殖菌体时利用还原糖较

多，而在主要的降酸阶段利用还原糖较少。

! 讨论

山楂黄酮实验：山楂黄酮是山楂果汁中的生物

活性物质，降酸的目的就是在含酸量高、含山楂黄酮

量也高的山楂汁中降酸而保留黄酮，因此在筛选到

降酸酵母菌后，筛选不降解山楂黄酮的酵母菌就显

的重要。所以又以山楂黄酮为唯一碳源对能降解柠

檬酸的酵母菌进行了筛选。

山楂汁中降酸而保留黄酮菌的筛选：由于酵母

菌利用碳源的复杂性，在还原糖、有机酸、黄酮等多

种碳源同时存在的条件下，酵母菌利用碳源的顺序

和利用的量方面会有很大的差异，因此对筛选的能

利用柠檬酸而不利用山楂黄酮的酵母菌在山楂汁中

进行了筛选。

酵母菌生长与还原糖和柠檬酸的消耗：图 = 显

示菌体在生长的延滞期和指数期对还原糖的利用速

度明显高于柠檬酸的利用速度，图 % 和图 ) 也表明

该菌株对还原糖的利用先于柠檬酸，说明该菌株对

柠檬酸的利用受到还原糖的阻碍，当还原糖浓度降

到一定量后阻碍作用逐步解除。这与 >.!!+3 等［%=］

所得出的结论基本一致。

图 $ 菌株生长曲线与还原糖和柠檬酸的消耗速度
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科技论文中常见的一些格式

参照《中国科学院自然科学期刊编排格式规范》、国家标准 6\__,9 ‘ P_ 和《中国学术期刊（光盘版）检索与评价数据规范》

等要求，对本刊经常遇到的一些格式暂作如下规定：

正体与斜体

,X 物种的学名：菌株的属、种用拉丁文斜体，属的首字母大字，其余小写；属以上用拉丁文正体。病毒目、科、亚科、属的接

受名一律斜体，名称的首字母大写；种名用斜体，第一个词的首字母要大写，除专有名词外，其它词首字母一律不大写。

-X 限制性内切酶：内切酶前 9 个字母用斜体，后面的字母和编码正体平排，如 -,<"!，=)+G"，;45!，!,>9#3 等。

9X 氨基酸和碱基的缩写：氨基酸缩写用 9 个字母表示时，仅第一个字母大写，其余为小写，全部正体；用单字母表示时为

大写正体。碱基缩写均为大写正体。

<X 质粒和载体：质粒一律用正体，首字母 ( 为小写，后面字母和数码平排，如 K\^9--、K6\a=’)K1\ 等。

计 量 单 位

计量单位和单位符号以国家技术监督局发布的《量和单位》6\9,::’9,:-’W9 执行。

,X 时间：日（天）用 G；小时用 >；分钟用 M)*，秒用 F 等，单位符号均用英文小写正体。

-X 溶液浓度：溶液浓度用 M?LZ0 表示，而不用 b 或 5。

9X 旋转速率：单位符号为 JZM)*，而不用 JKM。

<X 生物大分子的分子量：蛋白质用 c.；核酸用 @K 或 c@。

QX 光密度：光密度符号用斜体表示，如 ?@，?@Y::等。

YX 图表中数值的量和单位：用量与单位的比值表示数值，即物理量符号（斜体）与单位（正体）之间用斜线隔开，如 5Z>（时

间，单位是小时）。

_X 有些数值带的计量单位不能省略，如 9:BM d :XQBM 不可写成 9: d :XQBM。

W9-- 期 赵玉平等：降解山楂汁中柠檬酸酵母菌的筛选及其降酸特性研究




