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摘要：柠檬酸（citric acid，CA）是一种天然的有机酸，在成熟的柠檬、百香果、红树莓等柠檬酸型水果中含量高，导致此类水

果酸感尖锐，加工产品的适口性、感官品质会受到不同程度的影响。柠檬酸可以被乳酸菌利用生成双乙酰、乙偶姻和丁二醇等香气化

合物，也可以在酵母菌内转化为醇、乙醛酸、琥珀酸等多种代谢产物。不同的柠檬酸降解途径赋予柠檬酸型水果加工产品的品质和风

味有显著差异。该研究详细地阐述了乳酸菌、酵母菌生物降解柠檬酸的途径及主要代谢产物，分析了 pH、碳源两种因素对生物降解

柠檬酸的影响及生物降解柠檬酸在果汁、果酒等加工中的应用，指出了限制乳酸菌和酵母菌用于生物降解柠檬酸的条件，旨在为柠檬

酸降解的研究及应用提供理论依据和技术参考。 
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Abstract: Citric acid (CA) is a kind of natural organic acid, which has a high content in mature citric acid fruits such as lemon, passion 

fruit and red raspberry, resulting in sharp acidity of such fruits, and the palatability and sensory quality of processed products will be affected to 

varying degrees. Citric acid can be used by lactic acid bacteria to produce aromatic compounds such as diacetyl, acetoin and butanediol, and can 

also be transformed into multiple metabolites such as alcohol, acetaldehyde acid and succinic acid in yeast. The quality of citricacid type fruit 

processing products and flavor brought by different degradation pathways of citric acid have significant differences. In this paper, the pathways 

and metabolites of citric acid biodegradation by lactic acid bacteria and yeast were described in detail. The effects of pH and carbon source on 

citric acid biodegradation and the application of citric acid biodegradation in the processing of fruit juice and fruit wine were analyzed. The 

conditions limiting the use of lactic acid bacteria and yeast in citric acid biodegradation were pointed out, so as to provide theoretical basis and 

technical reference for the research and application of citric acid biodegradation. 
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柠檬酸（citric acid），化学名为 2-羟基丙烷-1,2,3-
三羧酸，分子式为 C 6 H 8 O 7 ，是三羧酸循环 
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（Tricarboxylic acid cycle，TCA）重要的代谢中间产

物，其结构如图 1 所示。以柠檬酸为成熟果实中含量

最高的有机酸的水果属于柠檬酸优势型[1]，也可称为

柠檬酸型水果；如柠檬、红树莓、百香果、蓝靛果、

杨梅、猕猴桃等。由于果实中柠檬酸含量较高，用这

些原料加工的果汁、果酒会出现口感酸涩、适口性差

等问题，要进行一定程度的降酸处理。果酒常用的降
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酸方法分为物理降酸、化学降酸和生物降酸[2]。化学

降酸和物理降酸有一定的局限性，会产生酒体不稳定、

苦涩味及风味物质、有益成分的损失和颜色的吸附等

影响[3]。生物降酸是利用微生物的生长代谢分解有机

酸，与物理降酸和化学降酸相比具有条件绿色、反应

温和、食用安全性高等优点[4]。 
目前生物降酸常用的降酸菌株主要对苹果酸发挥

作用，常采用苹果酸 - 乳酸发酵（ malo-lactic 
fermentation，MLF）和苹果酸-乙醇发酵（malo-alcohol 
fermentation，MAF）。 

  
图1 柠檬酸的分子结构 

Fig.1 Chemical structure of citric acid 

MLF（图 2）是指酒精发酵结束后进行的将 L-苹
果酸转化为 L-乳酸的第二次发酵过程[5]。在苹果酸-
乳酸发酵期间，乳酸菌（lactic acid bacteria，LAB）降

解柠檬酸产生乙酸导致挥发酸成分增加[6]。葡萄酒中

适量的乙酸（200~700 mg/L）可以通过乙酰辅酶 A
（Ac-CoA）形成水果乙酸酯改善酒的香气，但超过

700 mg/L 会导致醋酸异味[7]。另外，乳酸菌的柠檬酸

代谢有助于葡萄酒形成重要的羰基风味化合物即双乙

酰、乙偶姻和 2,3-丁二醇，根据其浓度对葡萄酒质量

和香气产生正或负影响，1~4 mg/L 的双乙酰浓度有助

于产生理想的葡萄酒香气，超过 5 mg/L 则会掩盖水果

或植物原本的香气[8]。乙偶姻在葡萄酒中含量超过 150 
mg/L 阈值时，感官上具有黄油或奶油味[9]；2,3-丁二

醇的浓度超过 600 mg/L 阈值时，葡萄酒略有苦味[10]，

故苹果酸-乳酸发酵降酸往往需要严格控制。 

 
图2 苹果酸-乳酸发酵的转化途径 

Fig.2 Transformation of MLF 

MAF（图 3）属于酵母菌降酸途径，利用酵母菌

将苹果酸分解为乙醇和 CO2，从而降低酒的酸度，典

型的有粟酒裂殖酵母（Schizosaccharomyces pombe，
S. pombe），该方法能实现发酵的同时降酸。基于以上

两种途径的生物降酸技术对于柠檬酸型水果的降酸效

果不佳[11,12]，柠檬酸型水果深加工中酸度过高问题仍

是食品加工行业亟待解决的难题之一，因此生物降解

柠檬酸逐渐成为降酸研究的新突破点。 

 
图3 苹果酸-乙醇发酵的转化途径 

Fig.3 Transformation of MAF 

乳酸菌有降解柠檬酸的潜力，乳制品乳酸菌和葡

萄酒乳酸菌的降酸机制研究比较深入。最近，胡丽云

等[13]从青梅中筛选出一株能高效降解柠檬酸的乳酸

菌，经鉴定为发酵乳杆菌（Lactobacillus fermentum，

L. fermentum）。一些非酿酒酵母的降酸现象也开始受

到关注，有研究发现部分非酿酒酵母可以有效降低果

汁、果酒的有机酸含量，增加总酚、花青素的含量，

改善产品的感官品质。王冰倩等[14]筛选鉴定了 3 株红

树莓降酸酵母：发酵毕赤酵母 M-1（Pichia fermentans 
M-1，P. fermentans M-1）、美极梅奇酵母 M-4
（Metschnikowia pul-cherrima M-4，M. pul-cherrima 
M-4）和近玫红锁掷孢酵母 M-5（Sporidiobolus 
pararoseus M-5 ， S. pararoseus M-5 ），利用 M. 
pul-cherrima M-4 发酵柠檬酸含量为 8775.24 mg/L 的

红树莓果汁，得到的功能型饮料柠檬酸含量较未发酵

红树莓果汁降低了 74%，总酚较未发酵红树莓果汁提

高了 84%，抗氧化活性显著提高。由于非酿酒酵母一

般难以完成酒精发酵，故实际应用中常采用非酿酒酵

母与酿酒酵母（Saccharomyces cerevisiae，S. cerevisiae）
混合发酵，但混合发酵目前的降酸幅度较小。Zhong
等[15]研究发现毕赤酵母 JT-1-3 在与商业酿酒酵母菌

RV002的联用中具有较高的柠檬酸降解能力和强耐受

力，在猕猴桃汁中纯培养，结果表明柠檬酸、苹果酸

和酒石酸分别从 12.30、3.09 和 0.61 g/L 显著下降至

11.00、2.02 和 0.41 g/L。 
我国柠檬、百香果等柠檬酸型水果栽培面积大，

产量高，加工产品种类少，利用乳酸菌和酵母菌在此

类水果加工中进行生物降解柠檬酸具有广阔的应用前

景。本文综述了柠檬酸生物降解菌种及其现有的代谢

途径及代谢产物研究、代谢影响因素及应用，以期为

生物降酸技术在柠檬酸型水果的降酸研究及应用方面

提供参考。 

1  生物降解柠檬酸的微生物种类 

柠檬酸降解相关的代谢活动广泛存在于乳酸菌

中，如乳酸乳球菌（Lactococcus lactis，L. lactis）、
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明串珠菌属（ Leuconostoc spp. ）、干酪乳杆菌

（ Lactobacillus casei ， L. casei ）、植物乳杆菌

（Lactobacillus plantarum，L. plantarum）、鼠李糖乳

杆菌（Lactobacillus rhamnosus，L. rhamnosus）、粪肠

球菌（Enterococcus faecalis，E. faecalis）、屎肠球菌

（Enterococcus faecium，E. faecium）和酒类酒球菌

（Oenococcus oeni，O. oeni） [16]、发酵乳杆菌

（Lactobacillus fermentum，L. fermentum）等[17]。柠

檬酸降解仅出现在具有柠檬酸转运和降解能力的乳

酸菌内，这种乳酸菌含有必需的编码柠檬酸转运酶和

柠檬酸裂解酶亚基的基因，被称为柠檬酸阳性(cit+)
菌。相对的，缺乏一个或多个这些基因的乳酸菌，被

称为柠檬酸阴性(cit-)菌[18]。最初大多数涉及柠檬酸降

解途径的相关知识来源于乳制品中的乳酸菌，一个多

世纪前，在奶油成熟过程中研究人员发现了第一批能

够降解柠檬酸的产香菌，这批细菌被鉴定为明串珠菌

属和乳酸乳球菌亚种双乙酰变种（Lactococcus lactis 
subsp. lactis biovar. diacetylactis，L. lactis biovar 
diacetylactis）[19]。葡萄酒乳酸菌在柠檬酸盐的降解

方面有着与乳制品乳酸菌相似的代谢途径[20]。Ramos
等[21]通过 13C 核磁共振技术显示出的 O.oeni 柠檬酸

降解途径与乳制品乳酸菌基本相同。Aline 等[22]研究

发 现 了 异 型 发 酵 的 球 杆 菌 （ Leuconostoc and 
Oenococcus spp.）或兼性异型发酵的乳杆菌（L. 
plantarum and L. casei）通过 MLF 降解葡萄酒中的柠

檬酸；酒中柠檬酸初始浓度为 250~300 mg/L，根据

MLF 速率的差异，最终浓度在 0~100 mg/L 之间，并

且亚硫酸处理后柠檬酸仍能继续降解至完全消失。除

了乳酸菌，最近研究还发现一些酵母菌具有突出的柠

檬酸降解能力，主要有非酿酒酵母伊萨酵母属

（Issatchenkia sp.）和毕赤酵母属（Pichia spp.），以

及假丝酵母属（Candida sp.）的一些菌种[23]。 

2  生物降解柠檬酸途径和形成的代谢产物 

2.1  乳酸菌 

乳酸菌是典型的兼性厌氧菌，由于厌氧菌的 TCA
循环是不完整的，一般情况下不能通过 TCA 循环降

解柠檬酸，而是形成了一种独特的途径[25]，主要包括

柠檬酸的转运、裂解和丙酮酸代谢（见图 4）。编码柠

檬酸转运和降解基因的组成有三种类型，L. lactis 
biovar diacetylactis 原型菌株 CRL264 中由位于乙酰乳

酸合成酶基因als旁的染色体 cit簇 citM-I-CDEFXG和

一个编码柠檬酸渗透酶（citrate permease，CitP）的 8.5 
kb 质粒组成；L. lactis biovar diacetylactis Bpl1 和 KF67
与前者不同在于其染色体 cit 簇 citM-I-CDEFXG 位于

脂磷壁酸合成酶基因 ltaS 旁； L. lactis biovar 
diacetylactis GL2 的柠檬酸降解相关基因编码在一个

大的 23 kb 质粒中[26]。缺乏草酰乙酸盐脱羧酶的乳酸

菌在严格的通气条件下，通过 TCA 循环的一部分将

OAA 进一步由苹果酸脱氢酶、富马酸酶和富马酸还原

酶转化为琥珀酸[25]。Ramos 等[21]利用 13C 的核磁共振

光谱学研究了 O. oeni 非生长细胞的柠檬酸降解途径，

发现大约有10%的柠檬酸转化为天冬氨酸保留在细胞

内，在此基础上还能生成以天冬氨酸前体合成的亮氨

酸、缬氨酸、天冬酰胺等必需氨基酸。 

 
图4 乳酸菌柠檬酸代谢途径[24] 

Fig.4 Citrate metabolic pathway of lactic acid bacteria[24] 
注：参与柠檬酸代谢的基因以及其对应编码的酶：citDEF：柠檬酸裂解酶；citM：柠檬酸脱氢酶；ldhD：D-乳酸脱氢酶；pdh：

丙酮酸脱氢酶、alsS/als：α-乙酰脱氢酶；alsD/aldB：α-乙酰脱羧酶；butA/dar：二乙酰/乙酰酶还原酶。实线方框中表示在厌氧条件下

柠檬酸降解途径，虚线方框中表示有氧条件下不完整的三羧酸循环。 
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2.1.1  柠檬酸的转运  
柠檬酸转运是限制柠檬酸降解的关键步骤，需要

各种相关的膜渗透酶做载体，比如柠檬酸渗透酶

（citrate permease，CitP）或苹果酸渗透酶（malate 
permease，MaeP）。大多数乳酸菌例如 Lactococcus 
lactis、Leuconostoc mesenteroides、L. plantarum 通过

CitP 实现柠檬酸的转运[2]。Oscar 等通过量化 pH、柠

檬酸含量分别对 L. lactis biovar diacetylactis 内质粒拷

贝数、citP 转录水平、citP mRNA 加工、柠檬酸盐利

用能力四个方面变化的贡献程度，构建了该菌株柠檬

酸利用情况调控模型；培养基中提供了柠檬酸和乳糖，

结果表明，低 pH 和柠檬酸都能诱导 citP 基因加倍表

达且柠檬酸的诱导效果更好，citP 基因表达从最低达

最高的同时，柠檬酸利用率大约从每分钟每克原料干

重中利用 1 μmol 提高到 65 μmol[27]。根据不同的环境

条件，CitP 转运柠檬酸的方式随之变化。柠檬酸作为

乳酸菌的唯一能量来源时，除了 CitP 催化二价柠檬酸

盐离子和质子的同向运输，还可以进行单价柠檬酸盐

离子的单端口运输。Pudlik 等[28]在 CitP 的动力学研究

的基础上完善了柠檬酸的运输方式，结果显示细胞内

存在单价乳酸根离子（monovalent lactate，lactate-）、

或者中间产物 α-乙酰乳酸、丙酮酸、终产物乙酸时，

CitP 催化二价柠檬酸盐离子（divalent citrate，CitH2-）

与上述四种底物对向运输；而四种底物均不存在时，

二价柠檬酸盐离子和质子通过缓慢的同向运输进入细

胞。还有一部分乳酸菌例如 O.oeni 通过苹果酸渗透酶

MaeP 转运柠檬酸。这两种渗透酶都属于 2-羟基羧酸

盐（2-hydroxycarboxylate，2-HCT）转运蛋白，分别

由 citP 和 maeP 基因编码。与其他乳酸菌相反，柠檬

酸盐和低 pH 都不能诱导 O. oeni 中 maeP 的转录[29]，

这种转运体的作用机制需要进一步阐明。 
CitP 是目前在 Lactococcus lactis 中发现的柠檬酸

唯一的转运体，但最近研究发现可能存在其他的转运

体系。Delphine 等[30]测定了 16 种不同菌株包括环境菌

株和 L. lactis biovar. diacetylactis 驯化菌株 30 ℃下培

养 24 h 后培养基中的柠檬酸含量，发现 UCMA5716
（cit(M-G)+，citP-）是其中唯一能够代谢少量柠檬酸

的环境菌株，但代谢速率仅是驯化菌株 LD61
（cit(M-G)+，citP+）的十分之一，推测该菌株中可能

有其他的柠檬酸转运系统。L. lactis biovar. diacetylactis
菌株 M20、TIFN2、TIFN4 和 KF67 的 cit 基因簇中存

在编码一种 CitO 转运蛋白的全长拷贝，这种假定的转

运蛋白与 O. oeni 及其他相关细菌中苹果酸乳酸酶相

关的苹果酸转运体有高度的氨基酸相似性[26]。许多研

究表明苹果酸存在时，柠檬酸的降解会受到抑制直至

苹果酸消耗尽。出现这种降解先后顺序的原因尚不明

确，存在几种猜测有待证实。柠檬酸和苹果酸互相作

为苹果酸乳酸酶活性位点的竞争性抑制剂[31-32]，从转

运的角度推测，苹果酸渗透酶 MaeP 作为两种酸共同

的转运体，由于该酶以苹果酸为底物的 Km 值很高，

在两种酸都存在的情况下可能优先转运苹果酸；除此

之外，苹果酸还可能抑制柠檬酸渗透酶 CitP 或柠檬酸

裂解酶的合成[33]。Palles 等[34]观察到在含柠檬酸和半

乳糖的培养基上预生长的L. plantarum 1919和L. casei 
ATCC393 的柠檬酸降解量比不含柠檬酸预生长时分

别增加了 6 和 22 倍，推测是培养基中加入的柠檬酸诱

导产生了更多的柠檬酸裂解酶引起的。由此可见，在

含有柠檬酸的培养基上预生长诱导相关酶的合成可以

用于应对苹果酸的抑制作用，显著提高菌株的柠檬酸

降解能力，但对不同菌株发挥的效果不同。另外，一

些肠球菌和乳杆菌的柠檬酸转运蛋白来自柠檬酸盐-
金属同源物 （CitMHS）家族[35]，以柠檬酸和 Ca2+、

Mn2+、Fe3+复合物形式运输。 
2.1.2  柠檬酸转化为丙酮酸进而产生香气化合

物 
运输到细胞内的柠檬酸被柠檬酸裂解酶转化为乙酸

和草酰乙酸（oxaloacetate，OAA），OAA 在草酰乙酸脱

羧酶的作用下，进一步转化为代谢中间体丙酮酸，脱羧

反应消耗质子形成了柠檬酸跨膜运输的质子动力

（protonmotive force，PMF）[36,37]。柠檬酸裂解酶由α、β、
γ三个亚基组成，分别由 citD、citE和 citF基因编码[38]。 

乳酸和乙酸是乳酸菌降解柠檬酸产生的主要代谢

物（如图 4）。由于条件不同，乳酸菌的代谢产物也随

之改变，与丙酮酸代谢途径的差异和外源电子受体的

使用有关[39]。α-乙酰乳酸合成酶可以消耗丙酮酸生成α-
乙酰乳酸，其中大部分产物经 α-乙酰乳酸脱羧酶脱羧

形成乙偶姻，少部分经过非酶反应的氧化脱羧形成双

乙酰，这两种产物是赋予乳制品奶油风味的香气化合

物[28]，其他途径的代谢产物主要有D-乳酸、乙酸、2,3-
丁二醇和乙醇[40]。乙醇影响O. oeni 柠檬酸代谢的代谢

活性和代谢通量。Olguin 的研究证实MLF 期间乙醇在

低 pH 下诱导了参与柠檬酸降解的基因的转录反应，乙

醇不存在的条件下，O. oeni PSU-1 柠檬酸降解与MLF
同时进行；乙醇存在的条件下，柠檬酸降解虽延迟于

MLF，但柠檬酸消耗摩尔数与菌生物量的摩尔比明显

增高，并且柠檬酸到乙酸的代谢通量增加[29]。 
乳酸乳球菌的丙酮酸分解代谢途径受到生长条件

的影响，比如氧气条件、碳和能源、NADH/NAD+的

比例、pH 以及辅助因素等[41]。Cretenet 等的研究表明，

N2条件下产生更多的甲酸和乙醇，O2条件下产生更多
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的乙酸、2,3-丁二醇和乙偶姻；氧是 α-乙酰乳酸形成

双乙酰的关键组成部分，编码丙酮酸脱氢酶、α-乙酰

乳酸合酶和 α-乙酰乳酸脱羧酶 E1α 亚基的基因在 O2

存在的条件下过表达，产生更多的双乙酰、乙偶姻、

2,3-丁二醇[42]。NADH/NAD+的比例也与 O2有关，通

气条件下，NADH 氧化增加同时引发同型发酵向混合

酸发酵转变，伴随较少的乳酸和较多乙酸、双乙酰、

乙偶姻形成[43]。pH 为 4 时有利于乙偶姻产生，较高

pH 下乳酸、乙酸显著增加。 
目前已有许多研究通过涉及几种酶活性的代谢工

程的调控或基因工程菌的构建，得到丙酮酸代谢通量显

著改变的菌株。在这些研究的基础上，与生物降解柠檬

酸技术联系，我们可以更好地解决降解途径产生的香气

化合物难以控制的问题。Curic 等[41]通过破坏 α-乙酰乳

酸脱氢酶提高双乙酰的产量。L. lactis biovar. diacetylactis 
IL1403 是不含质粒的L. lactis biovar. diacetylactis 柠檬酸

渗透酶突变体，Pudlik 等[44]通过将质粒 pFL3 转移到 L. 
lactis biovar. diacetylactis IL1403，构建了有产生乙偶姻和

双乙酰能力的菌株，质粒 pFL3 在肺炎链球菌 polA 启动

子的控制下使L.lactis biovar. diacetylactis IL1403 含有乳

球菌 citP 基因，且转运体和质粒拷贝数的表达都不受柠

檬酸或培养基 pH 的控制。这种基因工程菌能更可控地

完成柠檬酸降解任务，但实际操作的可行性和降酸效果

还需要进一步实验探索。 

2.2  酵母菌 

 
图5 酵母菌柠檬酸代谢途径[46] 

Fig.5 Citrate metabolic pathway of yeast[46] 

注：虚线代表葡萄糖存在时不会发生的过程。 

与乳酸菌不同的是酵母菌可以通过三羧酸

（TCA）循环降解柠檬酸，能产生更多的 NADH 为生

长代谢提供能量。丙酮酸是 TCA 循环的起始点，首

先，在丙酮酸脱氢酶系的作用下丙酮酸脱羧形成乙酰

辅酶 A，在柠檬酸合酶（Citrate synthase，CS）的催

化下乙酰辅酶A再与线粒体中的草酰乙酸缩合为柠檬

酸[45]。在顺乌头酸酶的催化作用下柠檬酸生成中间产

物顺乌头酸，继而转变为异柠檬酸。随后，异柠檬酸

经过异柠檬酸脱氢酶的作用生成 α-酮戊二酸，接着在

α-酮戊二酸脱氢酶催化下形成琥珀酰-CoA 和 CO2。在

琥珀酰-CoA 合成酶作用下琥珀酰-CoA 形成琥珀酸。

琥珀酸又能在琥珀酰脱氢酶、富马酸酶和苹果酸脱氢

酶的作用下生成草酰乙酸。乙醛酸支路[46]是酵母降解

柠檬酸的另一条路径。在顺乌头酸酶作用下柠檬酸转
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化为异柠檬酸，异柠檬酸在异柠檬酸裂解酶的作用下

生成乙醛酸和琥珀酸。随后，乙醛酸和乙酰辅酶 A 在

苹果酸合酶作用下生成苹果酸，苹果酸在苹果酸脱氢

酶作用下生成草酰乙酸。当体系中存在葡萄糖时，酿

酒酵母的乙醛酸通路中位于细胞质中的酶以及位于线

粒体中的苹果酸脱氢酶受到抑制不表达[47]。除此之

外，柠檬酸可以被细胞质中的 ATP 柠檬酸裂解酶

（ATP citrate lyase，ACL）裂解为乙酰辅酶 A 和草酰

乙酸。 
酵母菌降解的柠檬酸的代谢途径（图 5）较为复

杂，代谢中间产物有苹果酸、琥珀酸、乙醛酸等其他

有机酸，柠檬酸的含量也受其降解和合成两个方面因

素的共同调控。酵母菌的代谢中间产物丙酮酸没有生

成乳酸菌代谢产生的的乙酸、双乙酰、乙偶姻、2,3-
丁二醇等香气化合物，而是大部分进入了 TCA 循环。

酵母菌的有完整的 TCA 酶系，乳酸菌 TCA 相关酶仅

有苹果酸脱氢酶、富马酸酶和富马酸还原酶。葡萄糖

不存在时，酵母菌能通过将乙酸转化为乙酰辅酶 A 的

机制应对乙酸胁迫，而乳酸菌内并未发现类似机制。

推测酵母菌的柠檬酸转运模式与乳酸菌有相似之处，

假丝酵母（Candida utilis）在柠檬酸培养基上能够通

过两种转运系统在质膜上实现柠檬酸的转运，一种专

门用于单羧酸、二羧酸和三羧酸的质子系统，以及一

种能够接受酸未解离形式的运输系统，这两种运输系

统都是可诱导的，并受到葡萄糖抑制[46]，但还未证实

两种菌运输柠檬酸的相关酶是否有所联系。对筛选出

的具有高浓度柠檬酸降解能力的酵母菌的研究大多集

中在应用层面，而酵母菌降酸的具体代谢机制及代谢

途径鲜有报道，降酸酵母如何应对高浓度柠檬酸胁迫，

哪些基因和酶参与了柠檬酸的转运和降解等，都有待

继续深入研究。 

3  影响生物降解柠檬酸的因素 

3.1  pH对生物降解柠檬酸的影响 

Lactococcus lactis 的柠檬酸利用率有 pH 依赖性，

这种 pH 依赖性是由柠檬酸渗透酶的活性决定的，

Starrenburg 等[48]对 L. lactis 的柠檬酸盐渗透酶进行克

隆、测序和表征，得出该蛋白的最适 pH 范围为

5.5~6.0，与研究中发现的降解柠檬酸最佳 pH 范围一

致。较低的 pH 对 L. plantarum 柠檬酸的降解有抑制作

用，通过调整发酵果汁的 pH 可以使 Lactobacillus 
plantarum 更倾向于降解柠檬酸。Wei 等[49]采用 L. 
plantarum B7 和或 C8-1 菌株对不同 pH 条件下的笃斯

越桔汁进行发酵，结果显示 L. plantarum 在非 pH 调整

果汁（pH=2.65）中主要代谢苹果酸和还原糖，在 pH
调整果汁（pH=3.50）中柠檬酸和奎宁酸被大量消耗。

一些研究表明 pH 在 4.0~5.0 范围内时，L. plantarum
消耗柠檬酸的速度较其他的 pH 条件下更快。Kennes
等[50]实验得到的发酵橙汁中 L. plantarum DSM 20174
柠檬酸降解的最佳 pH 为 4.0。Pretorius 等[18]评估了不

同pH下L. plantarum在合成酒基质中的柠檬酸降解特

性，观察到 pH 4.0 和 5.0 时 cit+ L. plantarum IWBT 
B382 均将合成酒基质中的柠檬酸（0.5 g/L）消耗尽，

而 cit+ O. oeni菌株在培养基 pH 5.0时几乎不能降解柠

檬酸。 
pH 在柠檬酸盐代谢的一些基因的调控中也起着

重要作用，因此影响柠檬酸降解途径中代谢物的浓度。

Quintans 等[51]发现酸性生长条件会对 L. lactis biovar 
diacetylactis 柠檬酸降解的相关基因产生诱导作用，pH 
7.0 转变为 5.5 后，检测到组成柠檬酸裂解酶亚基的

CitE 和 CitF、草酰乙酸脱羧酶、α-乙酰乳酸合成酶的

多肽表达水平增加，消耗的柠檬酸最终由生成乳酸转

变为只产生较少的酸性和中性化合物。Ramos 等[21]

观察到，O. oeni 中调控双乙酰脱羧为乙偶姻的基因在

pH 低于 4.0 时受到刺激表达。需要注意的是在含有柠

檬酸盐的培养基中初始外部 pH 低于 4.5 时，柠檬酸代

谢产物之一的乙酸在含有柠檬酸的介质中迅速积累并

进入细胞，O. oeni ATCC BAA-1163 的生长受到很强

的抑制，因而只观察到较弱的脱酸，这些结果表明，

O. oeni不适用于环境 pH低于 4.5时柠檬酸的降解[52]。

乙酸积累对 O. oeni 生长的抑制限制了其降酸的 pH，

而东方伊萨酵母（Issatchenkia orientalis，I. orientalis）
不仅具有良好的乙酸抗性[53]，甚至可以耐受 pH 2.0 的

酸性条件[54]，在高酸环境的生物降酸中形成了天然的

优势。 

3.2  碳源对生物降解柠檬酸的影响 

细菌降解柠檬酸的同时会释放能量，这些能量可

以用于维系或促进细菌的生长[55]。许多降解柠檬酸的

乳酸菌使用柠檬酸作为电子受体与提供 NADH 的葡

萄糖、果糖、乳糖或木糖一起共代谢(柠檬酸+2[H]→
乳酸+乙酸+CO2)，研究表明只有少数乳酸菌可以以柠

檬酸为唯一碳源生长[56]。O. oeni 可以在乙醇发酵后将

剩余葡萄糖和柠檬酸一起代谢，这种代谢方式对这些

细菌增加 ATP 合成底物的磷酸化很重要[57]。培养基中

存在柠檬酸和另一种碳源时，以 L. rhamnosus ATCC 
7409 为例，该菌株可以用柠檬酸作为能量来源，在葡

萄糖加柠檬酸盐的培养基上会发生两峰生长，柠檬酸

在诱导其降解的相关酶合成后才能被利用，故直到葡
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萄糖耗尽才开始被消耗[34]。L. lactis 是乳制品发酵剂中

降解柠檬酸的主要菌种之一， L. lactis biovar 
diacetylactis 可以在柠檬酸是唯一碳源的培养条件下

生长[58]。乳杆菌和酒类酒球菌不能代谢柠檬酸作为唯

一能量来源。近年来，Yu 等[59]从青梅中筛选出一株

能有效降解柠檬酸的 L. fermentum，不消耗（或仅少

量消耗）果汁中糖的情况下优先利用柠檬酸维持生长。

L. plantarum 不能使用柠檬酸作为唯一能源，但能够在

处于静止生长期的培养物中将柠檬酸转化为乙酸，且

如果菌数足够多，可以在无能量来源的情况下代谢柠

檬酸[34]。肠球菌与乳酸菌的不同之处在于不能共代谢

柠檬酸和葡萄糖[60]。 
葡萄糖对不同菌株降酸能力的影响存在差异，郝

爱林等[12]通过初筛获得了 20 株降解柠檬酸效果好且

发酵性能优良的非酿酒酵母菌，与利用 YPD-柠檬酸

培养基（含 1%柠檬酸，2%葡萄糖）复筛时相比，大

多数菌株的柠檬酸降解率明显降低，相反东方伊萨菌

B9S-2、M130 的柠檬酸降解率却有所增高。葡萄糖的

存在也会影响柠檬酸代谢产物的生成，在有葡萄糖的

条件下，乳酸菌柠檬酸代谢生成乳酸和丁二醇的含量

会增加；在缺乏葡萄糖的条件下，柠檬酸代谢的主要

产物是乙偶姻。葡萄糖还与柠檬酸代谢相关酶的活性

和基因的表达相关，Pretorius 等[18]评价了不同水平的

葡萄糖（2.5、50 和 115 g/L），果糖（2.5、50 和 115 
g/L）和 pH（3.0、3.5、4.0 和 5.0）对 cit+、cit-的 O. oeni
和 L. plantarum citE 基因表达的影响，研究发现 cit+ L. 
plantarum 和 O. oeni 在果糖和 pH 处理中比在葡萄糖

处理中消耗更多的柠檬酸盐，特别是在果糖处理中

citE基因表达最高，葡萄糖处理中 cit+ O. oeni菌株 citE
基因相对表达较低，不产生任何双乙酰和乙偶姻，可

以解释之前研究发现的葡萄糖能刺激双乙酰和乙偶姻

还原为 2,3-丁二醇的现象[37]。此外，曾有学者观察到葡

萄糖的分解代谢物能抑制柠檬酸渗透酶和柠檬酸裂解

酶的表达[33,60]。说明葡萄糖的存在对 L. plantarum 和

O. oeni L. plantarum 和O. oeni 的柠檬酸降解是不利的。 
一些毕赤酵母降解柠檬酸也出现了受葡萄糖抑制

的现象。发酵毕赤酵母 JT-1-3（P. fermentans，JT-1-3）
和季也蒙毕赤酵母（Meyerozyma guilliermondii，M. 
guilliermondii）JP-4-2 在培养基中同时存在柠檬酸和

葡萄糖的情况下柠檬酸利用率比柠檬酸单独存在时明

显降低[61]。龚丽娟等[61]以 S. cerevisiae RV002 为对照，

将 M. guilliermondii JP-4-2 接种于以柠檬酸、葡萄糖和

乙醇为单一碳源或双碳源的培养基中，测定酵母生物

量及碳源代谢动态变化。结果表明，M. guilliermondii 
JP-4-2 对柠檬酸的代谢率最高（28.30%），乙醇或葡

萄糖的存在会抑制其对柠檬酸的利用，与赵玉平等[62]

的研究结果一致。 

4  生物降解柠檬酸在降酸领域中的实际应用 

乳酸菌降解柠檬酸较多应用于果汁的降酸领域，

Yu 等[59]利用一株不损失糖分的情况下优先利用柠檬

酸的L. fermentum调整茶枝柑果汁（柠檬酸含量为39.3 
g/kg）的糖酸比，该菌株在 30 ℃发酵 6 h 后将柑橘汁

的糖酸比由 12:1 提高到 22:1。胡丽云等从青梅中筛选

出一株能高效降解柠檬酸的 L. fermentum，结果表明

在基础培养液（含 10 g/L 的柠檬酸）中经过 36 h 的发

酵后培养液中柠檬酸减少了 86.2%，可滴定酸含量降

低 50%以上，但低 pH 对菌株的生长产生了明显的抑

制作用；进一步探究该菌的生理生化特性以及对乙醇、

亚硫酸盐等的耐受性发现，该菌株的乙醇耐受性较高

但对亚硫酸敏感，培养液中仅添加 0.5 mmol/L 的亚硫

酸钠后，菌株的柠檬酸代谢将会被完全抑制[13]。在高

酸果汁的降酸实际应用中，缓解低 pH 对菌株生长的

抑制作用可以采用固定化细胞的方式。固定化技术

（immobilization technology）是利用化学或物理手段，

将游离微生物或酶定位在限定的空间区域里，提高微

生物细胞或酶的浓度，从而保持较高的生物活性，并

实现反复利用的方法[63]。L. fermentum 对乙醇的高耐

受性为其应用于果酒降酸创造了可能，但亚硫酸敏感

的特征对该菌株应用于果酒降酸有一定限制。目前的

研究对于接种 O. oeni 能否有效降解果酒中的柠檬酸

存在一定争议，Lasik-Kurdyś 等[64]比较了酒精发酵后

接种乳酸菌、共接种酵母菌和乳酸菌、酒精发酵后避

免MLF发生以及酒精发酵后自然MLF四种不同的发

酵工艺，只有在不接种 O. oeni VP41 的自发性 MLF
过程中才记录到葡萄酒中柠檬酸浓度的显著降低，在

这一过程中，柠檬酸的浓度降低了 26.8%~39.3%。

Balmaseda 等[6]接种酿酒酵母前接种非酿酒酵母完成

连续酒精发酵，再对赤霞珠葡萄酒进行自发 MLF 或

接种 O. oeni，结果与 Lasik-Kurdyś的结论相反，接种

了 O. oeni 的赤霞珠葡萄酒 MLF 结束后柠檬酸含量更

低。 
酵母菌中的非酿酒酵母广泛用于果汁和果酒降酸

领域，较高的柠檬酸一般会对菌种的生长造成胁迫，

非酿酒酵母菌伊萨酵母属、毕赤酵母属以及假丝酵母

属对高柠檬酸含量有较高的耐受力，非常适用于柠檬

酸型水果果汁的降酸。文连奎等[65]利用 I. terricola 对

柠檬酸进行降解，培养时间为 60 h 时，接种量在

1.25×106~7.5×106 CFU/mL的条件下，质量浓度为8~12 
g/L 柠檬酸降解率均能达到 90%以上，该菌株对 SO2
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的抵抗力较弱但对酸性环境的耐受性强，I. terricola
可耐受最大质量浓度为 450 mg/L 的 SO2、体积分数

5%的酒精、最低 pH 为 2 的酸度。对降酸条件进行优

化，而 I. terricola 对高柠檬酸果汁的降酸效果显著，

陈思睿等[66]对红树莓果园土壤和红树莓鲜果上的微

生物进行分离纯化得到两株降酸菌，经过菌株形态学

观察、生理生化试验及分子生物学鉴定，两株菌均为

I. terricola，分别定名为 I. terricola WJL-T2、I. terricola 
WJL-G4；采用静置和振荡两种发酵方式进行发酵，

结果表明，接种量为 4%（V/V），28 ℃静置发酵 8 d
时红树莓果汁总酸降酸率分别达 55.32%和 60.41%；

120 r/min 振荡发酵 3 d，总酸降酸率分别达 89.82%和

94.66%，适合用在高浓度柠檬酸的果汁降酸[66,67]，该

研究同时发现有氧发酵显著加快降酸速度并提高降酸

效果。已有的两种接种方式有各自的优势和缺陷，先

接种降酸酵母菌株 S8、加热杀菌后再接种酿酒酵母不

会对起降酸作用的 I. terricola 产生抑制，但发酵出的

果酒有异味；共接种降酸菌株 S8 和酿酒酵母降酸幅

度小，但发酵出的树莓酒感官更佳，酿造时间更短，

产生的酒精可以较好的抑制杂菌生长。隋韶奕等[68]利

用一株以 L-苹果酸和柠檬酸为碳源的 I. terricola（代

号 S8）采用在生物降酸的同时进行酒精发酵，通过正

交试验得到了最佳生物降酸条件为 I. terricola 接种量

3%、酿酒酵母接种量 0.08%、降酸温度为 28 ℃、降

酸时间为 5 d，树莓酒中可滴定酸含量下降 1.13%，酿

酒酵母会在接种初期，与同处于对数生长期的 I. 
terricola S8 争夺生长所需的碳源和氮源，而且会提高

产酒精的速度，过早的抑制了 S8 的活性，降酸幅度

小，不适用于高浓度柠檬酸水果的降酸。综上，可以

考虑优化先对果汁降酸，再酿酒的工艺，怎样的接种

方式能从而更好地发挥非酿酒酵母在酿酒中的降酸能

力。非酿酒酵母也具有一定的酒精发酵能力，有学者

尝试用 I. orientalis 或 P. fermentans 降酸并直接完成酒

精发酵。郝爱玲等[69]通过实验筛选出的 I. orientalis 
M130 在猕猴桃酒纯发酵试验中综合评价最优，348 h
发酵结束后的酒精度为 7.67%（V/V），能够将猕猴桃

酒 13.12 g/L 的柠檬酸降到 10.74 g/L，降酸率达

18.12%，且发酵结束后酒体澄清、透明，香气浓郁，

酒精度。Zhong 等[70]将 P. fermentans JT1-3 接种到蓝莓

汁中进行发酵，酿造出酒精度为 6.25%（V/V），残糖

为 1.83%（m/m）的果酒，柠檬酸显著下降了 43.35%。

非酿酒酵母还能够降低酒中的中链脂肪酸含量，有利

于 MLF 的进行[6]。 
环境中也筛选出了柠檬酸降酸菌株，但是否能用

于食品行业降酸有待评估。张铎等[23]从柠檬酸废水废

渣中分离培养纯化获得 5 株具有较强的降柠檬酸能力

的菌株，发酵 5 d 降解了培养基中 70%以上的柠檬酸，

其中菌株 NS2、NL2 的酒精耐受能力相对较强，可以

耐受 0%~4%vol 的酒精度，NS2 经鉴定为库德里阿兹

威毕赤酵母（Pichia kudriavzevii，P. kudriavzevii），

NL2 经鉴定为热带假丝酵母菌（Candida ，C. 
tropicalis）。但关于假丝酵母降解柠檬酸的研究较少，

未见其应用于果汁果酒降酸领域。 

5  展望 

5.1  早在一个多世纪以前，乳酸菌降解柠檬酸的代谢

机制研究就比较深入，但研究方向局限于在乳制品工

业中增加双乙酰生成和葡萄酒中复杂香气的形成，少

有在果汁或果酒的生物降酸领域的应用。目前生物降

酸已逐渐成为降酸技术未来的发展趋势，由于柠檬酸

是许多水果中主要的有机酸，逐渐有学者分离并筛选

出有柠檬酸降解能力的乳酸菌，并取得一定的降酸效

果。就目前的研究来看，乳酸菌虽然具有降解柠檬酸

的能力，但柠檬酸降解率不高，不适合高柠檬酸水果

的降酸。另外，利用乳酸菌降解柠檬酸耗时久，往往

滞后于苹果酸的降解。故近年来有研究人员主要研究

各种因素以及接种方式对乳酸菌柠檬酸代谢的影响，

今后可以以此为依据进一步充分探讨乳酸菌应用于果

汁、果酒降酸的可能性。或许可以通过构建基因工程

菌、调控柠檬酸转运和降解相关基因表达、诱导相关

酶的合成，来强化乳酸菌的柠檬酸降解能力。 
5.2  近年来发现了新的降解柠檬酸的微生物，伊萨酵

母和毕赤酵母、以及假丝酵母，其中的一些酵母菌株

甚至在高柠檬酸含量的果酒中仍能发挥出较好的降酸

效果，但这些酵母菌的降解柠檬酸机理方面仍有待研

究，下一步可以就其降解柠檬酸的机理、影响因素、

代谢途径等进行深入研究。此外，非酿酒酵母和酿酒

酵母之间也会相互作用，联用时有诸多因素考虑，在

联用两种酵母时可能使非酿酒酵母活性比单独接种时

降低，如果能解决异味问题，使降酸过程先进行可能

会得到更好的降酸率。一般非酿酒酵母不能完成酒精

发酵，郝爱玲等[69]成功尝试仅接种东方伊萨酵母

M130 将 13.12 g/L 的柠檬酸降低到 10.74 g/L，同时完

成了酒精发酵，说明有可能利用一些降酸酵母纯发酵

酿酒。降酸效果较好的 L. fermentum 和 I. terricola 都

表现出亚硫酸敏感性，而亚硫酸是酿酒工艺中的一环，

可能对发酵工艺造成影响，采用先进行果汁降酸再酿

酒的工艺、通过现代分子生物技术或者基因工程得到

耐受亚硫酸的菌种去突破这个限制因素也是今后的研

究方向之一。 
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