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摘要：本文讨论了一株能高效转化利用高酸性水果（如青梅）中柠檬酸的发酵乳杆菌菌株的发酵特性。结果表明，该菌株能在

以柠檬酸为主要碳源和能源的基础培养液中进行发酵生长，在转化利用柠檬酸的过程中仅仅产生少量的乙酸和乳酸，因此能将培养液

中可滴定酸含量降低 50%以上。菌株对乙醇具有较高的耐受性，当培养液中乙醇浓度达到 9% (V/V)以上时，菌株的生长和柠檬酸代

谢也就受到明显的抑制；菌株对亚硫酸盐非常敏感，培养液中仅仅添加 0.5 mM 的亚硫酸钠后，菌株的生长和柠檬酸代谢将会被完全

抑制。培养液中蔗糖的添加能促进菌株的生长和柠檬酸代谢，但在柠檬酸存在的情况下，该菌株对蔗糖的转化利用较弱，因此，发酵

期间培养液中糖的总含量并没有出现明显的下降。 
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Abstract: Fermentation characteristics by a Lactobacillus fermentum strain that can utilize citric acid  in citrus fruits such as green plum 

were studied. Results showed that L. fermentum could grow in the basic culture medium with citric acid as the main source of carbon and energy. 

Citric acid metabolism yielded small amounts of acetic acid and lactic acid; hence, the total titratable acid content in the culture medium could be 

reduced by more than 50%. The strain has a high tolerance to ethanol, as ethanol concentration greater than nine percent (v/v) inhibits growth of 

the strain and citric acid metabolism. The strain is sensitive to sulfite; and the growth of the strain and citric acid metabolism are completely 

inhibited by 0.5 mM of sodium sulfite. Sucrose improved the growth of the strain and increased citric acid metabolism; however, no significant 

decrease in sucrose was observed during fermentation, indicating that the ability to utilize sucrose is low in the presence of citric acid.  
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果酒是以各种水果为原料经过破碎、压榨取汁或

带皮籽发酵、浸泡或调配等工艺酿造而成的低度饮料

酒，它富含有机酸、酯类及多种维生素。一般用来发

酵果酒的原料都含有丰富的有机酸，柠檬酸、苹果酸 
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和酒石酸是水果中含量较高的三种有机酸[1]。 

在果酒酿造过程中酸度调整是至关重要的，适量

的有机酸能使酒醇厚爽口，平衡酒中的苦味，并且还

能抑制细菌活动。但有机酸含量过高，则会造成酒味

酸涩、酒体粗糙、难以入口，往往还会出现酒液失光、

混浊的现象[2,3]。目前国内外对果汁果酒降酸方法的研

究主要有化学、物理和生物降酸法。化学法主要是加

糖水稀释或弱碱中和，该方法的缺陷是产品的口感差，

且生物活性成分含量大大降低。物理法是利用离子交

换树脂法或电渗析等方法除去有机酸，该方法的设备



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2016, Vol.32, No.8 

110 

投资和运行成本较高，果汁中很多营养和生物活性物

质保留率也较低。微生物法是目前果汁果酒降酸的主

要发展方向[3~6]，它利用微生物分解果汁果酒中的有机

酸，同时还能够增加果汁果酒的风味和生物活性。但

目前常用的降酸菌株主要作用于苹果酸，对柠檬酸和

酒石酸的降酸效果较差，对大多数以柠檬酸为主要有

机酸的果汁中不能发挥作用[7~9]。因此利用现代分子生

物技术选育能够降解柠檬酸的微生物将是果酒降酸研

究的另一大突破点。 

项目组前期从青梅果（青梅果中柠檬酸含量高达

3.5%以上）中筛选出一株能高效降解柠檬酸的乳酸菌，

经生理生化和 16S rDNA 法鉴定为发酵乳杆菌

(Lactobacillus fermentum)[3]。本文主要讨论了该菌的生

理生化特性及其对乙醇、亚硫酸盐等的耐受性，以期

为该菌在高酸性水果果酒酿造中的降酸应用提供参

考。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

发酵乳杆菌(Lactobacillus fermentum)，从鲜青梅

果中分离出，本实验室保藏；牛肉膏、蛋白胨和酵母

粉，购自广东环凯生物科技有限公司；其它化学试剂

均为国产分析纯。 

1.2  仪器与设备 

UV-1800 型分光光度计；美国 Hunter Lab 公司生

化培养箱 SPX-250B，上海佳胜实验设备有限公司；

超净工作台 SW-CJ-2FD，苏净集团苏州安泰空气技术

有限公司；高效液相色谱仪 LC1200，美国安捷伦科

技有限公司。 

1.3  试验方法 

1.3.1  基础培养液配方 
蛋白胨 10 g/L，牛肉膏 5 g/L，酵母膏 2 g/L，氯

化钠 5 g/L 和柠檬酸 10 g/L，用蒸馏水定溶。 
1.3.2  起始 pH 和柠檬酸浓度对菌株生长的影

响 
向基础培养液中添加柠檬酸或碳酸钠，调节其 pH

值在 2.1~4.0范围之间，各种不同 pH的培养液经 85 ℃
水浴杀菌 10 min，冷却至室温后接种发酵乳杆菌菌

（105 CFU/mL），在 30 ℃条件下静态发酵 36 h 后用于

微生物和其它理化指标的测定。 
1.3.3  乙醇浓度对菌株生长的影响 

在配置基础配养液时，向基础培养液中添加乙醇，

使乙醇的终浓度分别为 3%、6%、9%、12%、15% 
（V/V），用柠檬酸或碳酸钠将基础培养液的 pH 值分

别调节至 2.2、2.6、3.1、3.6、4.0，各种不同乙醇浓度

的培养液经 85 ℃水浴杀菌 10 min，冷却至室温后接

种发酵乳杆菌（105 CFU/mL），在 30 ℃条件下静态发

酵 36 h 后用于微生物和其它理化指标的测定。 
1.3.4  亚硫酸盐添加对菌株生长的影响 

向基础培养液中分别添加终浓度为 0.5、1.0、1.5、
2.0、2.5 mmol/L 的亚硫酸钠，各种不同亚硫酸盐浓度

的培养液经 85 ℃水浴杀菌 10 min，冷却至室温后接

种发酵乳杆菌（105 CFU/mL），在 30 ℃条件下静态发

酵 36 h 后用于微生物和其它理化指标的测定。 
1.3.5  蔗糖的添加对菌株生长的影响 

向基础培养液中分别添加终浓度为 5%、10%、

15%、20%（m/V）的蔗糖，各种不同蔗糖浓度的培养

液经 85 ℃水浴杀菌 10 min，冷却至室温后接种发酵

乳杆菌菌（105 CFU/mL 左右），在 30 ℃条件下静态发

酵 36 h 后用于微生物和其它理化指标的测定。 
1.3.6  糖和有机酸的分析 

菌株发酵液经离心、过 0.22 μm 的滤膜后直接用

HPLC 分析。糖组分分析的 HPLC 的色谱条件为：

Shodex Asahipak NH2P-504E（4.6 mm×250 mm，5 μm）

色谱柱；柱温 30 ℃；蒸发光检测器进行检测，ELSD
漂移管温度为 40 ℃；使用 75%乙腈为流动相，流速

为 1 mL/min，进样量为 10 μL[10]；有机酸分析的 HPLC
的色谱条件为：Agilent Zorbax Carbohydrate（4.6 mm× 
150 mm，5 μm）色谱柱，柱温 30 ℃；紫外检测波长

为 210 nm；使用 0.1 M 磷酸氢二氢铵(pH 为 2.7)为流

动相，流速为 0.1 mL/min，进样量为 10 μL[11]。 
1.3.7  pH 和可滴定酸分析 

pH值用pH计直接测定；可滴定酸的测定参考GB/T 
12293-90《水果、蔬菜制品可滴定酸度的测定》中的方

法，采用直接滴定法测定，总酸度以氢氧化钠的摩尔

当量表示[12]。 
1.3.8  菌株生长速率的测定[13] 

取发酵后的培养液，在 600 nm 的波长下测定发

酵液的吸光值，以未发酵的培养液为空白对照，菌株

的生长量与 OD600的吸光值成正比。 

1.4  统计分析 

采用SPSS 11.5软件对数据进行方差分析（Duncan’s 
multiple range tests），并用Origin 8.0软件制图。结果以

Х±SD表示，（p<0.05）为差异显著。 

2  结果与讨论 
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2.1  起始 pH 和柠檬酸浓度对菌株生长的影响 

基础培养液（含 10 g/L 的柠檬酸）的自然 pH 值

为 3.0。当添加柠檬酸继续降低培养液的 pH 时，菌株

的生长速率明显下降（图 1），表 1 是培养液中柠檬酸

的浓度和各自对应的 pH。与之相反，当添加碳酸钠提

高培养液的 pH 时，菌株的生长速率显著提高，当 pH
升高到 3.5 时，菌株生长速率的增加不再明显（图 1）。
表 2 是 pH 值为 3.5 的基础培养液经发酵乳杆菌发酵

36 h 后培养液 pH 和有机酸组分的变化。从表 2 可知，

经过 36 h 的发酵后，培养液中 86.2%的柠檬酸被菌株

转化利用，仅仅产生了 2.85 g/L 和 2.82 g/L 的乳酸和

乙酸，培养液的可滴定酸含量下降了 50%以上，达到

了明显的降酸效果。从上结果可知，高浓度的柠檬酸

对菌株的生长仍然有明显的抑制作用，但一般常见高

酸水果的 pH 在 2.5 以上，并不会完全抑制该菌株的生

长，在实际果汁降酸的应用中，为加快该菌株在高酸

果汁中的生长，可以考虑采用固定化细胞的方式接种，

减缓低 pH 对菌株生长的抑制作用[5,7]。 

 
图 1起始pH对发酵乳杆菌生长速率的影响 

Fig.1 Effect of initial pH on the growth rate of Lactobacillus 

fermentum 

表1 柠檬酸浓度（g/L）对发酵乳杆菌生长速率的影响 

Table 1 Effect of citric acid concentration (g/L) on the growth rate of Lactobacillus fermentum 

柠檬酸浓度 10 20 30 40 50 

培养基的起始 pH 2.97±0.01 2.55±0.01 2.34±0.01 2.22±0.01 2.12±0.01 
发酵 36 h 后的生长量（OD600） 0.169±0.007 0.020±0.002 0.0115±0.0005 0.0085±0.002 0.002±0.001 

表2 基础培养液(pH3.5)经发酵乳发酵36 h后培养液中有机酸组分的变化 

Table 2 Change in organic acid content in basal broth (pH 3.5) 

 可滴定酸度/(mM NaOH 当量/100 mL) 乳酸/(g/L) 乙酸/(g/L) 柠檬酸/(g/L) 

未发酵组 12.90±0.29 N.D. N.D. 13.62±0.97 
发酵 36 h 后 6.29±0.03 2.85±0.09 2.82±0.11 1.89±0.07 

注：N.D.表示未检出。 

2.2  乙醇的添加对菌株生长的影响 

 
图2 乙醇添加量对发酵乳杆菌生长和降酸能力的影响 

Fig.2 Effect of different concentrations of ethanol on the growth 

and deacidification of Lactobacillus fermentum 

随着基础培养液体中乙醇添加量的增加，发酵乳

杆菌的生长速率明显下降（图 2），但与未添加乙醇组

相比，当基础培养液（pH 3.5）的乙醇浓度高达 12%
时，菌株的生长量也仅减少了一半，并且有 94.39%柠

檬酸被转化利用，说明发酵乳杆菌在基础培养液中对

乙醇的耐受性很高。 
然而，当基础培养液的 pH 为 3.0 时，发酵乳杆菌

对乙醇的耐受性明显降低（图 2）。从图 2 可知，在 pH 
3.0 的基础培养液中，当酒精浓度高达 9%时，菌株生

长受到抑制，柠檬酸的代谢也明显减缓，生成乳酸和

乙酸的能力也明显降低（图 3）。同样，在 pH 3.5 的基

础培养液中，酒精浓度高达 12%以上时，柠檬酸的代

谢速率也明显下降（图 3），说明菌株的柠檬酸降解能

力与菌株的生长具有明显的正相关性。 

2.3  亚硫酸盐的添加对菌株生长的影响 

当向基础培养液（pH 3.0）中添加微量的亚硫酸

钠时，发酵乳杆菌的生物量急剧下降，几乎没有表现

出生长，同时可滴定酸含量也没有出现明显下降，说

明发酵乳杆菌对 SO2非常敏感，能抑制该菌株的生长

和柠檬酸代谢(表 3)。 
 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2016, Vol.32, No.8 

112 

 

 
图3 乙醇添加量对pH 3.0 (a)和 pH 3.5 (b)的基础培养液中

发酵乳杆菌有机酸代谢的影响 

Fig.3 Effect of different concentrations of ethanol on the 

organic acid metabolism of Lactobacillus fermentum in the 

basal broth (a-pH 3.0; b- pH 3.5) 

表3 亚硫酸盐添加量对发酵乳杆菌（Lactobacillus 

fermentium）生长和有机酸代谢的影响 

Table 3 Effect of sulfite on the growth and organic acid 

metabolism of Lactobacillus fermentum 

 

亚硫酸钠添 

加量/(mM/L) 

生长量

/(OD600) 

可滴定酸/(mol

NaOH 当量/L)

pH 3.0 基

础培养液 

0 0.338±0.036 0.06±0.01 

0.5 N.D. 0.26±0.02 

1.0 N.D. 0.27±0.03 

1.5 N.D. 0.26±0.04 

2.0 N.D. 0.26±0.05 
2.5 N.D. 0.26±0.05 

注：N.D.表示未检出。 

2.4  糖浓度对菌株生长和降酸特性的影响 

与未添加蔗糖的基础培养液（pH 3.0）组相比，

添加 5%的蔗糖后，菌株的生长速率显著提高，且可

滴定酸的减少速率也明显加快（图 4）。从图 5 进一步

可知，未添加蔗糖组的基础培养液在发酵 12 h 后，柠

檬酸的减少速率明显下降，而添加蔗糖组中柠檬酸的

含量在整个发酵期间均能保持较快的下降，糖的添加 
 

能促进发酵乳杆菌的生长，并加快柠檬酸的降解。同

时，从图 5 可知，添加 5%蔗糖组的基础培养在发酵

后期乳酸的增加量明显高于未添加蔗糖组，说明培养

液中部分蔗糖可能被该菌代谢成了乳酸。 

 

 
图4 蔗糖的添加对发酵乳杆菌生长量和基础培养液中可滴定

酸含量的影响 

Fig.4 Effect of sucrose on the growth of Lactobacillus 

fermentum and the content of titratable acid 

为进一步确定蔗糖添加后的代谢情况，采用

HPLC 法分析了该菌株发酵期间培养液中各种糖的含

量变化。从图 6 可知，菌株发酵前期，培养基中的部

分蔗糖水解生成了果糖和葡萄糖，说明菌株具有产生

蔗糖水解酶的能力。发酵的前期阶段，菌株中糖的总

含量并没有出现明显下降（p>0.05），仅仅在发酵后期

随着柠檬酸含量的逐渐耗尽，菌株才开始大量利用糖

进行乳酸代谢以维持菌株的生长，也进一步说明该菌

能在糖的存在下优先利用柠檬酸为碳源进行生长。 
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图5 蔗糖的添加对发酵乳杆菌有机酸代谢的影响 

Fig. 5 Effect of sucrose (a – with sucrose; b- without sucrose) on 

the organic acid metabolism of Lactobacillus fermentum 

注：（a）未添加蔗糖组；（b）添加蔗糖组。 

 
图6 添加5%蔗糖的基础培养液（pH 3.0）在菌株发酵期间各种

糖组分含量的变化 

Fig.6 Change of sugar content in the basal broth (pH 3.0) upon 

adding 5% of surcose during fermentation with Lactobacillus 

fermentum 

 
图7 蔗糖添加量对菌株生长量的影响 

Fig.7 Effect of sucrose on the growth of Lactobacillus 

fermentum 

图 7 提供了菌株在不同蔗糖添加量的基础培养液

（pH 3.0）中发酵 12 h 后菌株的生长量。从图 7 可知，

蔗糖的添加能显著提高发酵乳杆菌的生长速率，但随

着蔗糖添加量的提高，菌株生长速率的增加量出现明

显下降。蔗糖的添加也能显著提高柠檬酸的转化利用

速率（图 8），蔗糖的添加浓度提高对菌株的有机酸代

谢没有明显影响，进一步说明在柠檬酸存在下，蔗糖

仅参与菌株的合成代谢，作为底物参与菌株菌体的合

成，从而促进菌株的生长。 

 
图8 不同蔗糖添加量的培养液发酵48 h后可滴定酸和有机酸

的含量 

Fig.8 Titratable acid and organic acid content in basal broth 

with sucrose after 48h fermentation with Lactobacillus 

fermentum 

3  结论 

从青梅中筛选出的发酵乳杆菌（Lactobacillus 
fermentium）菌株能在以柠檬酸为主要碳源和能源的

基础培养液中进行发酵生长，在转化利用柠檬酸的过

程中仅仅产生少量的乙酸和乳酸，因此能将培养液中

可滴定酸含量降低 50%以上。糖的添加能促进该菌株

的生长和柠檬酸代谢，但在柠檬酸存在的情况下，该

菌株将蔗糖转化为乳酸的能力较弱。该菌株也具有较

强的耐酸性，能适应常见高酸水果的酸浓度和 pH，并

且其对乙醇的耐受能力能达 9%以上，但该菌株对 SO2

较敏感，低浓度的 SO2添加能抑制该菌株的生长和柠

檬酸的降解。总之，该菌在以柠檬酸为主要有机酸的

高酸性果汁和果酒的降酸中具有很好的应用潜力。 
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