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陆生伊萨酵母降解 L-苹果酸和柠檬酸的研究
文连奎，王立芳，王贵珍

(吉林农业大学食品科学与工程学院，吉林 长春      130118)

摘   要：利用陆生伊萨酵母对 L- 苹果酸和柠檬酸进行降解，考察菌株的耐受性，陆生伊萨酵母可耐受 SO2 的最大

质量浓度为 450mg/L、体积分数 5% 的酒精、最低 pH 值为 2 的酸度。对培养基进行优化，最佳氮源胰蛋白胨质量

浓度为 0.5g/100mL 时，降酸率最高，达 90% 以上。对降酸条件进行优化，接种量在 1.25 × 106～7.5 × 106CFU/mL
范围内，培养时间为60h时，菌株对质量浓度为 8～20g/L的L-苹果酸和质量浓度为8～12g/L柠檬酸降解率均达90%
以上 。
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Abstract：The degradation potential of Issatchenkia terricola fermentation to L-malic acid and citric acid was explored. The
maximum concentrations of SO2 and alcohol and the minimum pH level that the strain could tolerate were 450 mg/L, 5% and 2,
respectively. The medium and fermentation conditions for the degradation of both acids by the strain were optimized based on
deacidification rate. When the concentration of the determined optimum nitrogen source tryptone was 0.5 g/100 mL, the
deacidification rate reached its maximum level, over 90%. The optimum inoculum size and incubation duration were 1.25 × 106－

7.5 × 106 CFU/mL and 60 h, respectively, and the resulting degradation rates of 8－20 g/L L-malic acid and 8－12 g/L critic

acid reached over 90%.
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L- 苹果酸又名 L-2- 羟基丁二酸，主要存在于苹果、

葡萄和不成熟的山楂等果实中 [ 1 ]；柠檬酸又名枸橼酸，

主要存在于柠檬、柑橘、菠萝、山楂等果实中 [ 2 ]。利

用这些含酸量高的果实生产的果汁和果酒会有酸涩感，

影响产品品质。此外，L - 苹果酸和柠檬酸生产企业排

放的废弃物酸度太高，对环境造成了严重污染，必须

进行降酸才能达到国家规定的排放标准。采用稀释法降

酸，会降低果汁和果酒的营养价值，采用阴离子交换

树脂[3 -4 ]、碳酸钙沉淀[5 ]、碱中和[6 ]、电渗析[7 -8 ]等物理

和化学方法降酸，会使饮料或果酒口感差，因此现代

降酸研究和发展的方向是微生物降酸法。目前关于降酸

微生物的报道大多是针对苹果酸，如葡萄酒生产中利用

酒明串珠菌(Leuconostoc oenos)在无氧条件下利用苹果酸

产生乳酸和 CO 2，但几乎不利用柠檬酸[9-11]，因此在以

柠檬酸为主的果汁中不能发挥作用；肠膜明串珠菌乳脂

亚种(Leu.mesenteroides subsp.cremoris)在无氧条件下能

分解柠檬酸，生成乙酸，C O 2 和双乙酰 [ 1 2 -1 3 ]，若柠檬

酸含量较高，产生的双乙酰足以产生不良的风味。而

同时针对苹果酸和柠檬酸的研究却很少。

陆生伊萨酵母(Issatchenkia terricola)为酵母科伊萨

酵母属陆生伊萨种[14]。关于陆生伊萨酵母的报道很少，

惠丰立等 [ 1 5 ]筛选得到一株具有抗菌活性的陆生伊萨酵

母，而利用该菌株进行降酸的研究还未见报道。本实

验以前期筛选到的陆生伊萨酵母为出发菌株对其耐受性

及降酸条件进行研究。

1 材料与方法

1.1 酵母、培养基与试剂

酵母由本实验室于葡萄园土壤中筛选获得，经形态学

和分子生物学鉴定其为陆生伊萨酵母(Issatchenkia terricola)[16]。

WL 营养培养基：酵母浸粉 0.4g、胰蛋白胨 0.5g、
KH2PO4 0.055g、KCl 0.0425g、无水 CaCl2 0.0125g、FeCl3
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0.00025g、MgSO4 0.0125g、MnSO4 0.0002g，蒸馏水

1 0 0 mL，L - 苹果酸或柠檬酸按需加入；保藏培养基：

YPD 培养基。

L-苹果酸(分析纯)、柠檬酸(分析纯)    美国Bio Basic公
司；其他试剂如酵母浸粉、KH2PO4、FeCl3 等均为化学纯。

1.2 方法

1.2.1 耐受性实验

将处于对数生长期的菌悬液，以相同接种量分别接

种于含不同质量浓度 SO2、酒精体积分数和 pH 值的 WL
营养培养基中，30℃、150r/min 振荡培养 24h，取菌液

测定 OD600nm(以未接菌的 WL 营养培养基作空白对照)，
确定菌株对 S O 2、酒精和酸度的耐受性。

1.2.2 降酸培养基成分优化

以WL 营养培养基为基础培养基，分别以质量浓度为

10g/L L-苹果酸和柠檬酸作为唯一碳源，然后以 0.5g/100mL
水平分别添加胰蛋白胨、牛肉膏、尿素、( N H 4) 2S O 4、

NaNO3，将菌株以相同接种量接入培养基，以 150r/min、
30℃摇床培养 48h 后测定菌株对 L- 苹果酸和柠檬酸的降

解率，确定菌株所利用的最佳氮源；最后调节最佳氮源

的质量浓度分别为 0.3、0.5、0.7、0.9、1.1g/100mL，

以同样条件培养，确定最佳氮源的加入量。

1.2.3 降酸条件优化

1.2.3.1 酸质量浓度对降酸的影响

以 WL 营养培养基为基础培养基，调节 L - 苹果酸

和柠檬酸的质量浓度分别为 4、6、8、1 0、1 2、1 4、
16、18、20g/L，将菌株以 5 × 106CFU/mL 分别接入

100mL 液体培养基中，30℃、150r/min 摇床培养 48h 后

测定降酸率，确定酸质量浓度对降酸的影响。

1.2.3.2 接种量对降酸的影响

L - 苹果酸和柠檬酸添加量为 10g / L，接种量分别

为：1 . 2 5 × 10 6、2 .5 × 10 6、3 . 7 5 × 10 6、5 × 10 6、

6.25 × 106、7.5 × 106CFU/mL，30℃、150r/min 摇床培

养，每隔 10h 测定不同接种量对 L- 苹果酸和柠檬酸的降

解率，确定最佳接种量。

1.2.3.3 菌株的最佳降酸时间

L- 苹果酸和柠檬酸添加量为 10g/L，以 1.2.3.2 节的

最佳接种量接入 100mL 液体培养基中，30℃、150r/min
摇床培养，每隔 10h 测定降酸率，确定菌株对 L - 苹果

酸和柠檬酸的最佳降解时间。

1.3 指标测定方法

菌体的生物量测定采用分光光度法，以最大吸收波长

600nm处菌液的光密度表示菌体的数量，以OD600nm 表示[17]。

酸度测定采用 NaOH 滴定法[18](以苹果酸或柠檬酸

计，单位 g / L ) 。

                       
ρ0 －ρ1

降酸率 /%= —————× 100
            

ρ0

式中：ρ0 为降解前苹果酸(柠檬酸)的质量浓度；ρ1

为降解后苹果酸(柠檬酸)的质量浓度。

2 结果与分析

2.1 耐受性实验

2.1.1 菌株对 SO2 的耐受性

由图 1 可知，在 SO2 质量浓度≤ 450mg/L 时，菌体

的生长基本不被抑制；SO2 质量浓度＞ 450mg/L 时，菌

体数量急剧下降，因此菌株能耐受 SO2 的最高质量浓度

为 450mg/L。由于 SO2 的通入量一般在 60～100mg/L 范

围内，就可以抑制其他菌的生长[19]，因此该菌株有足够

的耐受 S O 2 的能力。

2.1.2 菌株对酒精的耐受性

由图 2 可知，在酒精体积分数≤ 5% 时，菌体的生

长基本不被抑制；酒精体积分数＞ 5% 时，菌体数量急

剧下降，因此菌株能耐受的最高酒精体积分数为 5 %。

菌株不能耐受较高的酒精度，因此在发酵降酸时，可

以考虑在酒精发酵前接入该菌株进行降酸。如果为了防

止该菌株降酸过度，也可以利用体积分数大于 5% 的酒

图 2 酒精体积分数对菌株生长的影响

Fig.2  Effect of alcohol concentration on the growth of Issatchenkia
terricola
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图 1  SO2 质量浓度对菌株生长的影响

Fig.1  Effect of SO2 concentration on the growth of Issatchenkia
terricola
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精来抑制菌株的生长，从而抑制酸度的进一步降低。

2.1.3 菌株对酸度的耐受性

由图 4～5 可知，与无机氮源相比，有机氮源更有

利于酸度的降低，添加 0.5g/100mL 胰蛋白胨时，菌株

的降酸率最高，可达 90% 以上。

2.3 降酸工艺条件优化

2.3.1 酸质量浓度对降酸的影响

由图 6 可知，在质量浓度 4～12g/L 范围内菌株对

L- 苹果酸和柠檬酸的降解能力相差不大；当超过 12g/L
时，菌株对 L - 苹果酸的降解能力变化不大，但对柠檬

酸的降解能力却明显减弱，这说明柠檬酸质量浓度大于

12g/L 时，已不利于菌株代谢产生的降酸酶发挥作用，

L- 苹果酸则对其影响不大。随着酸质量浓度的增大，降

酸率呈现先增后减的趋势，主要是由于 p H 值的变化，

影响了菌体的生长，从而影响了菌株的降酸速率。传

代培养 1 0 代后，测得其降酸性能仍较稳定。

2.3.2 接种量对降酸的影响

图 3 培养液 pH 值对菌株生长的影响

Fig.3   Effect of medium pH on the growth of Issatchenkia terricola
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图 5 不同质量浓度的胰蛋白胨对菌株降酸的影响

Fig.5   Effect of tryptone concentration on deacidification rates of
L-malic acid and citric acid
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图 6  L - 苹果酸和柠檬酸质量浓度对降酸的影响

Fig.6   Effects of L-malic acid and critic acid concentrations on their
deacidification rates
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图 7 接种量对菌株降解 L- 苹果酸的影响

Fig.7   Effect of inoculum size on deacidification rate of L-malic acid
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图 8 接种量对菌株降解柠檬酸的影响

Fig.8   Effect of inoculum size on deacidification rate of citric acid
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pH 值能够改变营养物质的电离程度，从而影响细胞

对营养物质的吸收，最终影响菌体的生长。由图 3 可知，

在 pH 2～5.5 范围内酸度对菌株的生长抑制较弱，而在

pH ＜ 2 和 pH ＞ 5.5 时菌体数量均开始减少，因此菌株能

耐受的最低 pH 值为 2，可适用于高酸度果酒、果汁中。

2.2 降酸培养基成分的优化

图 4 不同氮源对菌株降酸的影响

Fig.4   Effect of different nitrogen sources on deacidification rates of
L-malic acid and citric acid
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由图 9 可知，随着发酵时间的延长，菌株对 L- 苹果

酸和柠檬酸的降解率都逐渐增大，但菌株对 L- 苹果酸的

降解率明显高于柠檬酸，说明与柠檬酸相比，菌株更容

易利用 L- 苹果酸。当发酵 60h 时菌株对两者的降酸率达到

最高，均为 9 3 %。因此，菌株降酸的最佳时间为 6 0 h。

3 结  论

陆生伊萨酵母能耐受SO2 的最大质量浓度为 450mg/L，
酒精体积分数为 5%，最低 pH 值为 2。对降酸培养基进

行优化，胰蛋白胨质量浓度为 0.5g/mL 时，菌株对 L- 苹
果酸和柠檬酸的降解率最高，均达 9 0 % 以上。

对降酸条件进行优化，在 30℃、150r/min 条件下

培养，L- 苹果酸质量浓度为 8～20g/L 或柠檬酸质量浓度

为 8～12g/L 时，菌株的降酸率最高，均达 90% 以上；

对 1.25 × 106～7.5 × 106CFU/mL范围的接种量进行实验，

结果表明此范围的接种量对降酸率影响不大；当培养

60h 时菌株对两种酸的降解率达到最高，均为 93%，因

此最佳降酸时间为 60h。

由图 7 可知，随着接种量的增加，菌株生长延缓

期缩短，接种量大的对 L - 苹果酸的降解率较高，但是

随着时间的延长，由接种量产生的降解率差异越来越

小，当培养 6 0 h 时，降解率几乎持平，接种量对柠檬

酸的降解情况也是如此(图 8)。由此说明，接种量对降

酸率的影响不大，但要缩短延缓期，接种量应大于

106CFU/mL。

2.3.3 菌株降酸的最佳时间
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图 9 菌株降酸的最佳时间

Fig.9   Time course of degradation of L-malic acid and citric acid
during fermentation
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