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　 　 摘要:　 橡子含较多单宁等涩味物质ꎬ导致其淀粉利用率低ꎮ 本研究通过测定脱单宁、酶解及发酵过程中的关

键指标ꎬ探究 ７０％乙醇对单宁脱除效果的影响ꎮ 采用数码生物显微镜及酸碱滴定法比较 ４ 种常见黑曲霉在发酵液

中的形态及发酵产酸量ꎮ 结果表明ꎬ７０％乙醇脱单宁处理会显著促进橡子粉的液化和糖化作用ꎬ发酵液中黑曲霉

的生物量和产酸量显著提高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ黑曲霉 ＳＩＩＭ Ｍ２８８ 在 ３３ ℃下的柠檬酸产量为 ３７􀆰 ３０ ｇ / Ｌꎬ显著高于其他 ３
株菌(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ该菌在发酵液中以菌丝球形态分布ꎬ菌丝无色透明、短而粗、分支少、稀疏着生ꎮ 说明ꎬ脱单宁处理

会促进橡子粉的柠檬酸发酵ꎬ黑曲霉 ＳＩＩＭ Ｍ２８８ 为橡子粉发酵柠檬酸的优势菌种ꎬ最佳发酵温度为 ３３℃ꎮ
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(１.Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｆｏｏｄ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ａｎｄ Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ Ｓｈａａｎｘｉ Ｎｏｒｍａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｘｉ’ ａｎ ７１０１１９ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２.Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ ｏｆ Ｆｒｕｉｔ ａｎｄ Ｖｅｇｅｔａｂｌｅ
Ｄｅｅｐ￣Ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｘｉ’ａｎ ７１０１１９ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ａｃｏｒｎ ｃｏｎｔａｉｎｓ ｐｌｅｎｔｙ ｏｆ ａｓｔｒｉｎｇｅｎｔ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｔａｎｎｉｎｓꎬ ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ ｉｎ ｌｏｗ ｓｔａｒｃｈ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ. Ｉｎ ｔｈｉｓ
ｓｔｕｄｙꎬ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ７０％ ｅｔｈａｎｏｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｍｏｖａｌ ｏｆ ｔａｎｎｉｎｓ ｗｅｒｅ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ ｂｙ ｍｅａｓｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｋｅｙ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｄｅ￣ｔａｎｎｉｎｉｚａｔｉｏｎꎬ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ. Ｄｉｇｉｔａｌ ｂｉｏｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ａｎｄ ａｃｉｄ￣ｂａｓｅ ｔｉｔｒａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ
ｃｏｍｐａｒｅ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｃｏｍｍｏｎ Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉｇｅｒ ｉｎ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ａｎｄ ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ａｃｉｄ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｒｅ￣
ｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｌｉｑｕｅｆａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｓａｃｃｈａｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａｃｏｒｎ ｐｏｗｄｅｒ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ７０％ ｅｔｈａｎｏｌ
ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｂｉｏｍａｓｓ ａｎｄ ａｃｉｄ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉｇｅｒ ｉｎ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<
０􀆰 ０５). Ｔｈｅ ｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ ｙｉｅｌｄ ｏｆ Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉｇｅｒ ＳＩＩＭ Ｍ２８８ ａｔ ３３ ℃ ｗａｓ ３７.３０ ｇ / Ｌꎬ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ
ｏｆ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｔｈｒｅｅ ｓｔｒａｉｎｓ (Ｐ<０􀆰 ０５). Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ ｗａｓ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｒｍ ｏｆ ｍｙｃｅｌｉａｌ ｐｅｌｌｅｔｓ ｉｎ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
ｂｒｏｔｈꎬ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｙｃｅｌｉａ ｗｅｒｅ ｃｏｌｏｒｌｅｓｓ ａｎｄ ｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔꎬ ｓｈｏｒｔ ａｎｄ ｔｈｉｃｋꎬ ｗｉｔｈ ｆｅｗ ｂｒａｎｃｈｅｓ ａｎｄ ｓｐａｒｓｅｌｙ ｂｏｒｎ. Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎꎬ
ｔｈｅ ｒｅｍｏｖａｌ ｏｆ ｔａｎｎｉｎ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ａｃｏｒｎ ｐｏｗｄｅｒ. Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉｇｅｒ ＳＩＩＭ Ｍ２８８ ｉｓ ｔｈｅ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｓｔｒａｉｎ

ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ａｃｏｒｎ ｐｏｗｄｅｒꎬ ａｎｄ ｉｔｓ
ｏｐｔｉｍｕｍ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｉｓ ３３ ℃.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ａｃｏｒｎ ｐｏｗｄｅｒꎻ ｄｅｔａｎｎｉｎꎻ ｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄꎻ
ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎꎻ Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉｇｅｒ

　 　 橡子是壳斗科栎属植物的种子[１]ꎮ 中国有丰

富的橡子资源ꎬ其种植面积达 ２.５×１０６ ｈｍ２ꎬ橡子年

产量约１.０×１０７ ｔꎬ主要分布在云南、陕西、湖南和蒙

５４４



古等地ꎬ其中陕西省橡子年产量约占全国的 １ / ３ꎬ主
要集中在秦巴山区[２￣３]ꎮ 橡子富含淀粉ꎬ经检测脱壳

的橡子仁含淀粉达 ５０.００％~ ７０􀆰 ００％、 可溶性糖

２.００％~ ８􀆰 ００％、 蛋 白 质 １.１７％~ ８􀆰 ７２％、 单 宁

０.２６％~ １７􀆰 ７４％、 油 脂 １.０４％~ ６􀆰 ８６％、 粗 纤 维

１.１３％~ ５􀆰 ８９％、灰分１.３０％~ ３􀆰 ４０％[４]ꎮ 橡子虽然

含有丰富的淀粉、蛋白质等营养物质ꎬ但其加工利用

率却很低ꎬ原因是橡子中含有较多的单宁等抗营养

因子ꎬ并有很强的涩味ꎬ导致直接食用或加工受到限

制[５]ꎮ 因橡子淀粉含量高ꎬ有些食品加工者将橡子

提取的粗淀粉加工成凉粉、面条ꎬ也有被用作饲料

的ꎬ但并不普及ꎬ利用率很低ꎬ绝大多数成熟后从树

上坠落于地面腐烂ꎬ造成资源的大量浪费ꎮ
柠檬酸作为一种最常用的添加剂ꎬ广泛应用于

食品、医药、化妆品、化工等领域[６￣８]ꎬ其产量和消费

量仅次于酒精ꎬ为世界上第二大发酵产品ꎬ且全球市

场需求量以平均每年 ５％的速度增长[９]ꎮ 工业上主

要采用发酵法制备柠檬酸ꎬ常用的微生物有酵母和

黑曲霉ꎮ 酵母发酵过程中会产生较多的异柠檬酸ꎬ
造成后续柠檬酸分离纯化困难ꎻ而黑曲霉具有酶系

丰富ꎬ发酵效率高、副产物少等优势ꎬ因此柠檬酸工

业上多采用黑曲霉为发酵菌种[１０￣１１]ꎮ 工业上用于

柠檬酸发酵的糖质原料中ꎬ相比精制糖ꎬ淀粉质原料

因其经济性更具有竞争力ꎮ 随着柠檬酸需求量的增

加ꎬ市场竞争压力增大ꎬ寻找新型廉价的柠檬酸发酵

原料是目前国际上普遍关注和研究的问题之一ꎮ
本研究以橡子为发酵原料ꎬ结合柠檬酸工业化

生产工艺ꎬ主要研究橡子粉单宁脱除、橡子淀粉液

化、糖化、菌种筛选及发酵条件等关键技术参数和工

艺过程ꎮ 这对提高橡子资源利用率和改进柠檬酸发

酵技术有很好的指导意义ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料与仪器

１.１.１　 主要试剂　 α￣淀粉酶、马铃薯葡萄糖琼脂培

养基(ＰＤＡ)由北京奥博星生物技术有限责任公司

生产ꎬ糖化酶由江苏常州凯乔生物化学有限公司生

产ꎬ无水乙醇、酒石酸钾钠、正丁醇、醋酸、溴酚蓝等

均为分析纯ꎮ
１.１.２　 发酵菌种　 黑曲霉 ＳＩＩＭ Ｍ２８８(Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉ￣
ｇｅｒ ＳＩＩＭ Ｍ２８８)购自上海市工业微生物研究所ꎬ黑曲

霉 ＣＩＣＣ ２７１６(Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉｇｅｒ ＣＩＣＣ ２７１６)和黑曲霉

ＣＩＣＣ ２１６０(Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉｇｅｒ ＣＩＣＣ ２１６０)来自中国工业

微生物菌种保藏管理中心ꎬ黑曲霉 ＱＬ￣１(Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ
ｎｉｇｅｒ ＱＬ￣１)由齐鲁大学微生物实验室保存ꎮ
１.１.３　 主要仪器　 可见分光光度计(７２２ 型)购自上

海光谱仪器有限公司ꎬ台式恒温振荡器购自上海跃

进医疗器械有限公司ꎬ扫描电子显微镜(Ｓ￣３４００Ｎ)
购自日本日立公司ꎬ数码生物显微镜[ＭＥ２１(ＭＳ￣
ＨＯＴ)]购自奥林巴斯公司ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 橡子粉的制备及预处理 　 成熟橡子采自秦

岭西麓ꎬ自然晒干ꎬ去壳后粉碎备用ꎮ 参照文献

[１２]选择 ７０％乙醇水溶液进行脱单宁处理ꎬ按粉质

量和乙醇液体积比１ ∶ ５ 加入ꎬ磁力搅拌作用下进行

单宁脱除ꎬ脱单宁后的橡子粉在１ ０００ ｒ / ｍｉｎ转速下

离心 １０ ｍｉｎꎬ除去上清液ꎬ自然晾干后备用ꎮ
１.２.２　 菌种活化与孢子悬液的制备 　 将保藏菌种

接种到 ＰＤＡ 斜面培养基ꎬ在霉菌培养箱 ２８ ℃活化 ５
ｄꎬ然后转接于 ＰＤＡ 平板固体培养基中ꎬ相同温度条

件下培养６~ ７ ｄꎬ用适量无菌水将孢子洗下ꎬ振荡ꎬ
制成均匀的孢子悬液ꎬ孢子数达每 １ ｍｌ ９.６０×１０７ ~
１.３３×１０８个ꎮ
１.２.３　 橡子粉的糊化和液化 　 对不同脱单宁时间

(０ ｍｉｎ、３０ ｍｉｎ、６０ ｍｉｎ、９０ ｍｉｎ、１２０ ｍｉｎ)的橡子淀粉

进行糊化及液化ꎮ 橡子粉与水按质量比１ ∶ ５ 进行

混合ꎬ在 ９５ ℃加热糊化 ３０ ｍｉｎꎬ冷却至 ６０ ℃ꎬ用氢

氧化钙调节 ｐＨ 至 ６.０~ ６􀆰 ５ꎬ按 ３７ Ｕ / ｇ加入 α￣淀粉

酶ꎬ酶解淀粉ꎬ用碘化钾试剂检测液化液的颜色ꎬ测
定液化终了时的糖含量ꎮ
１.２.４　 橡子粉的糖化　 将橡子粉液化液用 ６ ｍｏｌ / Ｌ
盐酸调节 ｐＨ 至４.２~ ４􀆰 ５ꎬ调整温度至 ６０ ℃ꎬ按 ２５０
Ｕ / ｇ加入糖化酶ꎬ在搅动状态下保温糖化 １０ ｈꎬ间隔

一定时间测定糖化液的糖含量ꎮ
１.２.５　 柠檬酸发酵　 取橡子酶解液于 ２５０ ｍｌ 三角

瓶中ꎬ１０５ ℃下维持 １０ ｍｉｎ 进行杀菌ꎬ冷却后ꎬ接入

１ ｍｌ 孢子悬液ꎬ置于恒温振荡器中进行发酵培养ꎬ
培养温度 ３３ ℃ꎬ摇床转速 ２００ ｒ / ｍｉｎꎬ连续培养 ７２
ｈꎬ每隔 １２ ｈ 取样测定还原糖及柠檬酸含量ꎮ
１.２.６　 橡子粉糖化对柠檬酸发酵的影响 　 取经过

６０ ｍｉｎ 脱单宁的橡子粉ꎬ糊化后ꎬ１ 份用 α￣淀粉酶进

行液化处理ꎬ另 １ 份先经 α￣淀粉酶水解ꎬ再用糖化

酶进行糖化处理ꎬ将分别得到的液化液和糖化液接

种 １ ｍｌ 孢子数达９.６０×１０７ ~１.３３×１０８个的黑曲霉 ＳＩ￣
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ＩＭ Ｍ２８８ 菌悬液ꎬ其他发酵条件同方法 １.２.５ꎬ进行

橡子粉糖化对柠檬酸发酵影响的研究ꎮ
１.３　 测定方法

１.３.１　 单宁测定　 采用酒石酸亚铁法[１３]ꎬ并稍作修

改ꎮ 标准曲线的制作:吸取 ０􀆰 ２ ｍｌ、０􀆰 ４ ｍｌ、０􀆰 ６ ｍｌ、
０􀆰 ８ ｍｌ 和 １􀆰 ０ ｍｌ 单宁酸标准溶液(１ ｍｇ / ｍｌ)于 １０
ｍｌ 容量瓶中ꎬ用蒸馏水补至 １􀆰 ０ ｍｌꎬ加 ２􀆰 ０ ｍｌ 酒石

酸亚铁溶液ꎬ用 ｐＨ７􀆰 ５ 磷酸盐缓冲液定容ꎬ于 ５４０
ｎｍ 处测吸光值ꎬ以单宁酸质量浓度为横坐标ꎬ吸光

值为纵坐标制作标准曲线ꎬ并得回归方程 (Ｙ＝
１０􀆰 ４６７ ０ｘ＋０􀆰 ０１２ １ꎬＲ２ ＝ ０􀆰 ９９７)ꎮ
１.３.２　 还原糖及总糖含量测定 　 参照文献[１４]ꎮ
准确吸取 ０􀆰 ２５ ｍｌ、０􀆰 ５０ ｍｌ、０􀆰 ７５ ｍｌ、１􀆰 ００ ｍｌ、１􀆰 ２５
ｍｌ 和 １􀆰 ５０ ｍｌ 葡萄糖标准溶液(１ ｍｇ / ｍｌ)于试管

中ꎬ用蒸馏水补至 １􀆰 ５０ ｍｌꎬ加入 １􀆰 ５０ ｍｌ ＤＮＳ 试剂

和 １􀆰 ５０ ｍｌ 蒸馏水ꎬ沸水浴 ５ ｍｉｎꎬ冷水冷却ꎬ定容至

２５􀆰 ００ ｍｌꎬ于 ５５０ ｎｍ 处测吸光值ꎬ以葡萄糖质量浓

度为横坐标ꎬ吸光值为纵坐标制作标准曲线ꎬ并得回

归方程:Ｙ＝ ９􀆰 １９１ ９ｘ＋０􀆰 ００３ ４ꎬＲ２ ＝ ０􀆰 ９９２ꎮ
还原糖和总糖含量测定参照文献[１５]ꎬ并稍作

修改ꎮ 取 １０􀆰 ０ ｍｌ 发酵液ꎬ５ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎬ
取出上清液ꎬＤＮＳ 比色法测定还原糖含量ꎮ 准确量

取 ０􀆰 ５ ｍｌ 上清液ꎬ加入 ０􀆰 ４ ｍｌ 浓硫酸ꎬ沸水浴 ５
ｍｉｎꎬ在冰水中迅速冷却ꎬ用 ４０％ ＮａＯＨ 中和ꎬ调节

ｐＨ 至７􀆰 ０~ ９􀆰 ０ꎬ定容至 １００􀆰 ０ ｍｌꎬ采用 ＤＮＳ 比色法

测定总糖含量ꎮ
１.３.３ 　 柠檬酸测定和鉴定 　 采用酸碱滴定法ꎬ用
０.１４２ ９ ｍｏｌ / Ｌ氢氧化钠溶液进行滴定[１６]ꎬ柠檬酸含

量以发酵液中总酸计算ꎮ 用纸层析色谱法进行柠檬

酸的鉴定[１７]ꎮ 展开剂:正丁醇 ∶ 醋酸 ∶ 水 ＝ １２ ∶
３ ∶ ５(体积比)ꎻ显色剂:４００ ｍｇ 溴酚蓝溶于 １ Ｌ 体

积分数为 ９５％的乙醇ꎬ用 ＮａＯＨ 调节 ｐＨ 值至 ７􀆰 ５ꎮ
１.３.４　 生物量测定　 生物量的测定参照文献[１８]ꎮ
１.３.５　 橡子淀粉的超微结构观察　 将不同脱单宁时

间的橡子粉用扫描电子显微镜观测并拍摄颗粒形态ꎮ
１.３.６　 发酵液菌丝形态显微镜观察 　 挑取橡子发

酵液中的黑曲霉ꎬ用生物显微镜在放大倍数为 ４００
倍下直接进行形态观察ꎮ
１.４　 数据分析

试验数据运用 ＳＰＳＳ １９.０ 软件进行单因素方差

分析ꎬ结果以平均值±标准差(ｘ±ＳＤ)的形式表示ꎬ采
用 ＬＳＤ 法检验组间差异显著性ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 脱单宁对橡子粉液化的影响

用乙醇水溶液脱除橡子单宁ꎬ处理时间不同ꎬ单
宁脱除量不同ꎮ 脱单宁时间对橡子粉成分及液化影

响结果见表 １ꎮ 随脱单宁时间的延长ꎬ单宁含量下

降ꎬ同时蛋白质含量也在下降ꎮ 脱除时间为 ６０ ｍｉｎꎬ
与对照相比ꎬ单宁含量降低了 ５６􀆰 ３１％ꎻ脱单宁时间

为 １２０ ｍｉｎꎬ单宁含量下降了 ６７􀆰 ２３％ꎬ蛋白质含量由

２９􀆰 ３１ ｍｇ / ｇ降为 ２４􀆰 ３１ ｍｇ / ｇꎮ 说明 ７０％乙醇对橡子

粉中单宁有良好的脱除效果ꎬ但同时橡子粉中蛋白

质会有一定损失ꎮ
从表 １ 可以看出ꎬ随单宁脱除量的增加ꎬα￣淀粉

酶完全液化橡子淀粉的时间缩短ꎬ液化液中的总糖

和还原糖也有所变化ꎬ说明单宁对橡子淀粉的酶法

液化有一定抑制作用ꎮ 当脱除时间为 ６０ ｍｉｎ 时ꎬ橡
子粉中的单宁含量下降为 ５􀆰 ６４ ｍｇ / ｇꎬ淀粉液化完

全的时间缩短为 ４０ ｍｉｎꎬ总糖含量提高至 ９９􀆰 ０２
ｇ / Ｌꎬ还原糖含量上升为 ６３􀆰 ７７ ｇ / Ｌꎬ其总糖含量显著

高于原料(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ但和脱除时间为 １２０ ｍｉｎ 的相

比ꎬ总糖含量无明显差异(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ还原糖含量显

著高于原料和脱单宁时间为 １２０ ｍｉｎ 橡子粉(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ 说明橡子粉在液化时ꎬ较高的单宁含量会

影响淀粉液化和还原糖的生成ꎬ当单宁含量减低到

一定值时ꎬ不再成为液化的限制因素ꎮ 因此ꎬ橡子粉

发酵柠檬酸时脱单宁不必脱除彻底ꎮ

表 １　 脱单宁时间对橡子淀粉液化的影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｅｔａｎｎｉｎ ｔｉｍｅ ｏｎ ｌｉｑｕｅｆａｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｃｏｒｎ ｓｔａｒｃｈ

脱除时间(ｍｉｎ) 单宁含量(ｍｇ / ｇ) 蛋白质含量(ｍｇ / ｇ) 液化时间(ｍｉｎ) 总糖含量(ｇ / Ｌ) 还原糖含量(ｇ / Ｌ)

０ １２.９１±０.２５ ２９.３１±０.７４ ５７ ６３.２１±１.７５ ４２.４２±２.１２

３０ ７.６２±０.１７ ２７.５５±０.４３ ４８ ７５.８４±２.０１ ４７.３２±５.９９

６０ ５.６４±０.１５ ２６.４３±０.５５ ４０ ９９.０２±２.１４ ６３.７７±２.８３

９０ ４.８６±０.２１ ２５.２４±０.９１ ３８ ９８.１２±３.１６ ５９.２８±１.１９

１２０ ４.２３±０.１０ ２４.３１±０.８６ ３５ ９７.５０±２.８８ ５５.５７±１.８７
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２.２　 脱单宁对橡子粉糖化的影响

在经不同时间脱单宁的橡子粉液化液中加入糖

化酶ꎬ进行糖化处理ꎬ观察单宁对橡子粉糖化的影

响ꎬ结果见图 １ꎮ 随糖化时间的延长ꎬ还原糖含量不

断增加ꎬ６ ｈ 后趋于稳定ꎻ当糖化时间相同时ꎬ经过

不同时间脱单宁处理的橡子粉ꎬ糖化时还原糖含量

也不尽相同ꎬ脱单宁时间超过 ６０ ｍｉｎꎬ还原糖含量明

显高于未处理和处理 ３０ ｍｉｎ 的(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 同时糖

化 ６ ｈꎬ脱单宁时间 １２０ ｍｉｎ 的还原糖含量为 ９２􀆰 ４２
ｇ / Ｌꎬ显著低于脱单宁时间 ６０ ｍｉｎ 和 ９０ ｍｉｎ 的(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎬ其原因可能与脱单宁时淀粉中蛋白质变化

有关[１２]ꎮ

图 １　 糖化过程中的还原糖含量

Ｆｉｇ.１　 Ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｓｕｇａｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｄｕｒｉｎｇ ｓａｃｃｈａｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

２.３　 脱单宁对橡子淀粉颗粒的影响

单宁会抑制橡子粉的酶解ꎬ但当其不再是限制

因素时ꎬ随脱除时间的继续延长ꎬ反而酶解效率有所

降低ꎬ这可能与橡子淀粉及蛋白质的变化有关ꎮ 不

同脱除时间橡子粉的形貌见图 ２ꎬ橡子淀粉颗粒主

要是球形或卵形ꎬ这与 Ｓｔｅｖｅｎｓｏｎ 等[１９] 的报道一致ꎬ
而其颗粒直径与报道的３~ １７ μｍ 有一定差异ꎬ这可

能与橡子品种有关ꎮ 橡子淀粉被包裹在胶状物质中

并通过其相互连接ꎬ该物质可能是蛋白质ꎻ经过脱单

宁处理的橡子淀粉与胶状物质粘连程度不大ꎬ颗粒

间的连接较疏松甚至分离ꎬ这在一定程度上使橡子

粉更易被酶水解ꎮ
２.４　 脱单宁对黑曲霉生长的影响

单宁会与蛋白质及其他氮源结合ꎬ螯合金属离

子ꎬ影响橡子粉发酵液中黑曲霉生长ꎮ 在不同脱除

时间的橡子粉液化液中接入黑曲霉孢子悬浮液ꎬ培
养 ７２ ｈ 后的生物量见图 ３ꎬ脱除时间为 ６０ ｍｉｎ 的生

物量是 １８􀆰 ６３ ｇ / Ｌꎬ显著高于原料和脱除时间 ３０

Ａ:橡子粉(对照)ꎻＢ:脱单宁 ６０ ｍｉｎ 的橡子粉ꎻＣ:脱单宁 １２０ ｍｉｎ
的橡子粉ꎮ １:放大倍数１ ５００ꎻ２:放大倍数３ ０００ꎮ
图 ２　 不同脱单宁时间的橡子淀粉扫描电镜图

Ｆｉｇ.２　 Ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓ ｏｆ ａｃｏｒｎ ｓｔａｒｃｈ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒ￣
ｅｎｔ ｄｅｔａｎｎｉｎ ｔｉｍｅ

图 ３　 单宁脱除时间对黑曲霉 ＳＩＩＭ Ｍ２８８ 生长的影响

Ｆｉｇ.３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｅｔａｎｎｉｎ ｔｉｍｅ ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉ￣
ｇｅｒ ＳＩＩＭ Ｍ２８８

ｍｉｎ、１２０ ｍｉｎ 的(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＣｈａｏ 等[２０] 报道ꎬ当单宁

质量浓度低于 １ ｇ / Ｌ时ꎬ单宁对菌体生长就会失去抑

制作用ꎮ
２.５　 脱单宁对柠檬酸发酵的影响

图 ４ 结果显示ꎬ在 ０~ １２ ｈꎬ黑曲霉孢子处于休

眠调整和萌发并形成营养菌丝期ꎬ柠檬酸几乎没有

积累ꎮ 发酵液还原糖质量浓度在 ０~ ２４ ｈ 有上升趋

势ꎬ说明黑曲霉分泌的糖化酶将发酵液中一些高分

子糖水解为还原糖ꎻ在 ２４~ ６０ ｈ 还原糖急剧下降ꎬ
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柠檬酸大量积累ꎻ当发酵时间超过 ６０ ｈꎬ柠檬酸质量

浓度趋于稳定ꎬ可能由于此时发酵液中还原糖质量

浓度过低ꎮ 脱单宁时间 ６０ ｍｉｎ 的柠檬酸产量是

３７􀆰 ８５ ｇ / Ｌꎬ显著高于原料和脱单宁时间 ３０ ｍｉｎ 的

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ说明单宁会抑制柠檬酸积累ꎮ

图 ４　 不同脱单宁时间的橡子粉液化液的柠檬酸发酵

Ｆｉｇ.４　 Ｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｑｕｅｆａｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ａｃｏｒｎ ｐｏｗ￣
ｄｅｒ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｔａｎｎｉｎ ｔｉｍｅ

２.６　 橡子粉发酵产物

在柠檬酸发酵过程中ꎬ由于乌头酸酶、α￣酮戊二

酸脱氢酶和异柠檬酸脱氢酶的活性受到抑制ꎬ使得

柠檬酸开始积累[２１]ꎮ 发酵液中除大量柠檬酸外ꎬ还
有草酸、乌头酸等杂酸ꎮ 用纸层析色谱对发酵液中

的有机酸进行鉴别ꎬ结果见图 ５ꎮ 黑曲霉 ＳＩＩＭ Ｍ２８８
发酵橡子粉液化液ꎬ产物主要为柠檬酸ꎬ其次还检出

少量草酸ꎬ其他酸未检测到ꎮ

图 ５　 橡子粉发酵液的纸层析色谱

Ｆｉｇ. ５ 　 Ｐａｐｅｒ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｏｆ ａｃｏｒｎ ｐｏｗｄｅｒ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
ｂｒｏｔｈ

２.７　 橡子粉糖化对柠檬酸发酵的影响

由于黑曲霉可以分泌糖化酶ꎬ将发酵液中高分

子糖水解为可发酵性糖ꎬ因此可以利用黑曲霉进行

同步糖化发酵ꎮ 试验结果发现ꎬ黑曲霉 ＳＩＩＭ Ｍ２８８
发酵橡子粉液化液的柠檬酸产量为 ３７􀆰 ８５ ｇ / Ｌꎬ而发

酵糖化液的柠檬酸产量为 ３９􀆰 ６２ ｇ / Ｌꎬ这可能因为黑

曲霉分泌的糖化酶不足或酶活性低ꎮ 虽然橡子粉糖

化液的柠檬酸产量略高于液化液ꎬ但糖化会大大增

加时间及设备成本ꎬ因此在实际生产中不进行糖化

处理ꎬ直接将黑曲霉接种于液化液中进行发酵ꎮ
２.８　 橡子粉发酵柠檬酸菌种的选择

黑曲霉菌种对橡子粉发酵有很大影响ꎬ不同菌

株ꎬ其生长条件各异ꎬ产酸量也不尽相同ꎮ 试验选用

柠檬酸生产常用的 ４ 株菌ꎬ分别接种于橡子粉液化

液中进行摇瓶培养ꎬ筛选最佳菌株ꎮ 菌株在发酵液

中的形态见图 ６ꎬ产酸量见图 ７ꎮ
由图 ６ 可见ꎬ黑曲霉 ＳＩＩＭ Ｍ２８８ 在发酵液中以

菌丝球形态分布ꎬ菌落呈不规则皱褶ꎬ中央隆起ꎬ菌
丝无色透明ꎬ短而粗、分支少、稀疏着生ꎬ这种形态的

菌有利于产酸ꎬ且有研究报道ꎬ菌丝球直径越小ꎬ对
产酸越有利[８ꎬ２２]ꎻＣＩＣＣ ２７１６ 在发酵液中产生大量

菌丝ꎬ分支较多ꎬ而 ＣＩＣＣ ２１６０ 和 ＱＬ￣１ 的菌丝远比

ＣＩＣＣ ２７１６ 致密ꎬ这对产酸极其不利ꎬ过密的菌丝会

限制溶氧及营养与细胞之间的传输速率ꎮ 黑曲霉

ＣＩＣＣ ２７１６ 发酵的产酸量显著高于 ＣＩＣＣ ２１６０ 和

ＱＬ￣１ꎬ同时显著低于 ＳＩＩＭ Ｍ２８８ (Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 结果表

明菌丝稀疏、分支少、短而粗有利于产酸ꎬ而菌丝致

密ꎬ对产酸极其不利ꎮ 从图 ７ 可知ꎬ黑曲霉 ＳＩＩＭ
Ｍ２８８ 在 ３３ ℃产酸量达 ３７􀆰 ３０ ｇ / Ｌꎬ显著高于其他菌

株(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 说明用橡子粉发酵柠檬酸时黑曲霉

ＳＩＩＭ Ｍ２８８ 是优势菌种ꎮ
２.９　 黑曲霉 ＳＩＩＭ Ｍ２８８ 发酵柠檬酸的温度

发酵温度是影响柠檬酸产生的关键因素之一ꎬ
将黑曲霉 ＳＩＩＭ Ｍ２８８ 接种于脱单宁时间为 ６０ ｍｉｎ
的橡子粉液化液中ꎬ结果见图 ８ꎮ 黑曲霉 ＳＩＩＭ Ｍ２８８
在 ３３ ℃的产酸量为 ３７􀆰 ３０ ｇ / Ｌꎬ显著高于其他发酵

温度(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 说明黑曲霉 ＳＩＩＭ Ｍ２８８ 对发酵温

度比较敏感ꎬ过高或过低均会较大程度地抑制柠檬

酸的积累ꎮ

３　 讨 论

３.１　 脱单宁对橡子粉液化、糖化及发酵的影响

橡子单宁含量丰富ꎬ其与蛋白质结合ꎬ抑制黑曲

霉分泌糖化酶和其他与代谢有关的酶的生物活

９４４朱莉莉等:橡子粉发酵柠檬酸



图 ６　 不同菌种在橡子粉液化液中的形态

Ｆｉｇ.６　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｎ ｌｉｑｕｅｆａｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ａｃｏｒｎ ｐｏｗｄｅｒ

图 ７　 菌种对橡子粉液化液柠檬酸发酵的影响

Ｆｉｇ.７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｎ ｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｑｕｅｆａｃ￣
ｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ａｃｏｒｎ ｐｏｗｄｅｒ

图 ８　 不同温度对黑曲霉 ＳＩＩＭ Ｍ２８８ 柠檬酸发酵的影响

Ｆｉｇ.８　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ ｏｎ ｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ ｆｅｒｍｅｎｔａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉｇｅｒ ＳＩＩＭ Ｍ２８８

性[２３]ꎮ 本研究结果表明ꎬ单宁会抑制橡子粉的酶解

及黑曲霉产酸能力ꎮ 当单宁不再是限制因素时ꎬ发
酵液中其他营养物质的变化对橡子粉的酶解及发酵

产酸量均有一定影响ꎬ这是由于处理时间过长会影

响淀粉的平均分子质量ꎬ蛋白质的变化会影响淀粉

凝胶的酶解能力[１２ꎬ ２４]ꎻ因为氮源与蛋白质、核酸、维
生素等的合成密切相关ꎬ因此氮源不足会影响菌体

生长ꎬ降低柠檬酸积累[２５]ꎮ
３.２　 糖化对橡子粉柠檬酸发酵的影响

在柠檬酸工业化生产中ꎬ原料采用精制糖能够

获得较高产量ꎬ但生产成本高ꎬ相比而言ꎬ淀粉质原

料更具有竞争力ꎬ但淀粉不能被直接利用ꎬ需经液

化、糖化等工艺ꎬ才能获得可发酵性糖[２６￣２７]ꎮ 利用

黑曲霉进行柠檬酸发酵ꎬ基于其自身的糖化能力ꎬ可
以将液化处理的淀粉质原料进行同步糖化发

酵[１０￣１１]ꎮ 本研究结果表明ꎬ橡子粉液化液中低分子

量的糊精及寡糖ꎬ可以被黑曲霉分泌的糖化酶水解

成可发酵性糖ꎬ因此可以边糖化边发酵ꎮ 淀粉质原

料同步糖化发酵的柠檬酸产量与淀粉质原料糖化后

再发酵的柠檬酸产量无明显差异ꎬ还节省了时间及

设备成本ꎬ因此在实际生产中可对淀粉质原料不进

行糖化处理ꎮ
３.３　 柠檬酸产量及发酵中杂酸的产生

本研究结果表明ꎬ黑曲霉发酵柠檬酸的产酸量

与菌种有密切联系ꎬ菌丝稀疏、分支少、短而粗有利

于产酸ꎬ而过密的菌丝会限制溶氧以及营养与细胞

之间的传输速率ꎬ对产酸极其不利ꎬ与 Ｐａｐａｇｉａｎｎｉ
等[２８]的研究结果一致ꎮ 产酸量还受发酵液中营养

成分及发酵条件的影响ꎬ因此需要对发酵液成分进

行优化ꎬ同时还需控制温度、溶氧及初始 ｐＨ 值等培

养条件ꎬ以期获得最高的柠檬酸产量[２５ꎬ ２９￣３０]ꎬ本研
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究结果也表明温度会显著影响黑曲霉产酸ꎮ 因此利

用橡子粉进行柠檬酸发酵ꎬ后期还应对发酵液成分

进行优化ꎬ补充对产酸有利的营养因素ꎬ还需要进一

步研究温度、溶氧及初始 ｐＨ 值等培养条件对产酸

的影响ꎬ以达到柠檬酸产量最大化ꎬ提高橡子资源利

用率ꎮ
柠檬酸是三羧酸循环的中间代谢产物ꎬ在柠檬

酸积累过程中ꎬ会产生一些杂酸ꎮ 刘辰[１６] 报道诱变

株 Ａ.ｎｉｇｅｒ Ｗｍｌ￣０１６ 只产生草酸 １ 个杂酸ꎬ与本研究

结果一致ꎮ 徐凯[３１]报道含量最高的杂酸为草酸ꎬ还
有一些其他杂酸ꎬ且随着温度的升高ꎬ杂酸含量有所

上升ꎬ但上升幅度不大ꎮ 代真真[３２] 通过 ＨＰＬＣ 检测

出发酵液中有草酸、顺乌头酸及反乌头酸等杂酸ꎬ但
杂酸的含量非常小ꎮ 杂酸的存在一方面降低了转化

率ꎬ另一方面对柠檬酸的提取工艺不利ꎬ因此在生产

中应通过菌种的筛选或驯化及调控发酵条件来控制

杂酸的产生ꎮ
过多单宁对橡子粉的酶解及发酵产酸均有抑制

作用ꎬ当单宁不再是限制因素时ꎬ发酵液中的营养物

质在一定程度上影响发酵产酸ꎮ 由于黑曲霉在生长

时会分泌糖化酶ꎬ可以同步糖化发酵柠檬酸ꎮ 黑曲

霉 ＳＩＩＭ Ｍ２８８ 是橡子粉柠檬酸发酵的优势菌种ꎬ其
在发酵液中以菌丝球形态分布ꎬ菌丝无色透明、短而

粗、分支少、稀疏着生ꎬ发酵最佳温度为 ３３ ℃ꎬ在发

酵液中有少量草酸的产生ꎮ
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