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柠檬酸高产黑曲霉菌株选育与发酵新底物研究
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赵! 琴，李! 红，魏婷婷，唐平华，韦! 伟

（重庆师范大学 生命科学学院，重庆 B###BC）

摘! 要：本研究利用 !"#$%&’(()" *’&$% D=E) EF"$ 作为对照菌株以废弃苹果榨汁为底物，设计了四因素四水平的正交实

验。在 GHI，温度 E%J，甲醇含量 "K ，发酵时间 B@ 的最适条件下，黑曲霉的发酵最好。将土壤中分离培养获得的 "#
株黑曲霉，选出菌株透明圈相对较大的 D%、D"、D*、D%% 这 B 株。在最适条件下，根据 B 株菌发酵废弃苹果榨汁生产

柠檬酸的情况来进行复筛，得到菌株 D"；进而对 D" 进行鉴定，初步确定所得菌株为黑曲霉。在最适条件下，D" 发酵

废弃苹果榨汁其柠檬酸的产量为 %) *EF 62 L 6M，经对 D" 进行 N"% 紫外诱变，筛选得到 D"O%。结果表明 D"O% 菌株柠

檬酸产量比其父本增加了 EI) IK ，比对照菌株 D=E) EF"$ 增加了 E$) *EK 。
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! ! 柠檬酸是一种重要的有机酸，在食品、化工、医

药、建筑、印染、皮革、洗涤等行业都有广泛的用途。

柠檬酸的工业生产通常采用黑曲霉进行的深层发酵

法，原料以薯干和玉米为主［%］。"# 世纪 $# 年代后，

随着工业的发展人们对含柠檬酸产品的需求增加，

而黑曲霉菌株的产酸能力是制约柠檬酸生产能力的

一个瓶颈。因此筛选获得高产柠檬酸的黑曲霉菌株

具有重大意义。在原料方面，薯干和玉米的价格不

断上涨，致使柠檬酸的生产成本提高，新的廉价原料

成为迫切解决的需求。"### 年我国苹果的产量达

到 "#BE 万 ;，废弃的大概有 "#K［"］。目前，废弃苹

果大都作为垃圾或部分作为牲口饲料，其价值没有

得到充分的利用。

本研究从上述两个目的出发，一方面从壤中分

离纯化并选育高产柠檬酸的黑曲霉菌株，另一方面

利用筛选得到的菌株发酵废弃苹果生产柠檬酸并摸

索其发酵的最适发酵条件，以期对柠檬酸的产量提

高和生产成本降低提供实验依据。

% 材料和方法

%) % 实验材料

（%）土壤样品采集地点为重庆市江北农场果园

水果树周围、重庆市黄花园酱油厂发酵罐周围、库房

四角、花园中的土壤，共采集 %# 个样本。

（"）对照菌株采用黑曲霉 !"#$%&’(()" *’&$% D=E)
EF"$，购自中国科学院菌种保藏中心。

（E）分离菌种培养基为 QRD 培养基；初筛培养

基为 "K淀粉查氏培养基［E］；发酵培养基为废弃苹

果榨汁培养基［B］。

（B）主要试剂有：EO* 二硝基水杨酸、结晶酚、酒

石酸钾钠（均为国产分析纯）。

（*）主要仪器有：54S+( ?"## 显微镜，&RO$#% 形

态学显微镜图象分析系统，C"" 型紫外分光光度计，

组织捣粹机。

%) " 方法

（%）菌株采样与分离纯化［*OI］：取采样地表层以

下 * T %# >6 的土壤以 *## 6M 无菌锥形瓶封装。样

本当天稀释使用，未用完的置 BJ保存。

称取各种土壤样品 % 2，分别装入有 %## 6M 无

菌水和玻璃珠的三角瓶中，振荡打散，制成土壤悬

液。参照吴雪梅等的方法对土壤中的黑曲霉进行分

离纯化。从土壤样本中总共获得了 "# 个具有黑曲

霉特征的菌株。

（"）初筛：用接种环刮取各纯化的黑曲霉孢子

于装有 %## 6M 无菌水和玻璃珠的三角瓶中，振荡，B
层纱布过滤并稀释计数，制成每毫升 E T * 个孢子的
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孢子悬液。取 ! "# 孢子悬液注入 $% 淀粉查氏培

养基平板中涂布，$&’倒置培养 ( ) 后，向培养基中

滴入 *$ +,* 试剂，用直尺测量菌落产生的透明圈大小

并记录下数据。

（(）复筛以及发酵废弃苹果榨汁最适条件的确

定：将初筛所得透明圈较大的菌株发酵废弃苹果榨

汁生产柠檬酸的实验，通过检测发酵液中的柠檬酸

的产量和总糖、还原糖的量进一步筛选高产柠檬酸

的黑曲霉菌株。柠檬酸含量检测采用 -. / 0&$12 3
!22& 中柠檬酸的检测方法［4］。总糖和还原糖的检

测用 (+5 二硝基水杨酸法［&］。

为了使复筛的结果更加稳定、可信并接近实际

生产，先用对照菌株摸索确定最佳发酵条件，再进行

复筛。用对照菌株设计了甲醇浓度、67 值、温度、发

酵时间四因素四水平的正交实验。正交表的设计参

照洪伟等方法［2］甲醇 !% 3 8%；温度 $5 3 (8’，发

酵时间 $ 3 5 )；678 3 4。然后再检测发酵液中柠檬

酸、总糖、还原糖的量，用正交设计的方差分析找到

黑曲霉发酵废弃苹果榨汁的最佳条件。

（8）鉴定：根据魏景超的《 真菌鉴定手册》［!9］中

对黑曲霉的描述对所得的菌株进行鉴定。

（5）诱变及结果检测：引用刘丽等人的方法对

所得的高产菌株进行了 0$! 紫外诱变［!!］，操作过程

为取筛选的菌种的斜面，加入无菌水约 $ 3 ( "# 洗

下孢子并加入 !99 "# 无菌水带玻璃珠的三角瓶中

打散孢子，8 层纱布过滤，获得孢子悬液，调整孢子

浓度至约 ( 3 5 个 / "#，取 ! "# 涂布查氏培养基平

板，置紫外箱中，灯管距平板 !4: 5 ;"，功率 89<，照

射 85 =，然后置 (9’培养箱中培养 1 3 4 )。从致死

率约为 49%的平板挑取菌落最大的菌株采取（(）的

方法做发酵柠檬酸的检测。

$ 结果和分析

$: ! 初筛试验

由于黑曲霉在生长过程中消耗了淀粉查氏培养

基中的淀粉，向培养基中滴入 *$ +,* 试剂后，菌落周

围的淀粉因被黑曲霉分解而不会变蓝，而培养基的

其他部分因含有淀粉与 *$ +,* 反应变蓝，因此菌落周

围就形成了一个透明圈（图 !）。透明圈越大则该菌

株代谢越旺盛，可以作为筛选优良黑曲霉菌株的一

个间接指标。据此对分离所得的 $9 株菌株进行了

初筛，测定各个菌株的透明圈的大小，结果见表 !。

表 !> 黑曲霉培养基透明圈的大小比较

菌株编号 ?! ?$ ?( ?8 ?5 ?1 ?4 ?& ?2 ?!9 ?!! ?!$ ?!( ?!8 ?!5 ?!1 ?!4 ?!& ?!2 ?$9

透明圈直径 / ;" 8: 9 8: ! (: 8 $: 1 8: 8 $: 1 (: 9 (: 1 $: & (: 4 8: ( (: $ (: $ $: 1 (: 8 (: 2 $: 4 $: ( $: 4 $: 5

> > 从表 ! 中可以看出 ?!、?$、?5、?!! 这 8 株菌株

的透明圈的直径在 8: 9 ;" 以上，故选取这 8 株进行

复筛实验。

$: $ 复筛及黑曲霉发酵废弃苹果榨汁最适条件

$: $: ! 发酵废弃苹果榨汁最适条件的确定 为了提高

复筛结果的可靠性，并能应用到实际生活中，特采用

参照菌株做发酵条件的正交实验并进行了方差分

析，结果见表 $、表 (。

根据表 $ 可得 ?@(: (2$& 发酵的最适条件是：时

间为 8 )，甲醇量为 $%，67 为 1，温度为 (!’是黑曲

霉发酵的最适条件。从此最适条件下，柠檬酸的产

量达到 $: (&4"A / "#。从表 $ 可得 !甲醇含量 B !67 B
!时间 B !温度，由此可以看出黑曲霉发酵影响程度的

因素由大到小排列为：甲醇含量 B 67 B 时间 B 温

度，其 67 对发酵的影响最大。由于显著性 " B 9: !，

所以这几个因素的差异都不显著。这可能是黑曲霉

的代谢中还有其它的因素对柠檬酸的产量有较大的

影响。

$: $: $ 复筛及筛选结果 将初筛所得 8 株黑曲霉在最

适条件下，即时间为 8 )，甲醇含量为 $%，67 为 1，

温度为 (!’，进行发酵对比，结果见表 8。

由表 8 可见，8 株野生黑曲霉中 ?$、?!! 经过 8
) 的发酵后，柠檬酸产量较另外两株菌株稍高，分别

为 !: 5(2 "A / "# 和 !: 5$! "A / "#。除 ?5 出现反常

外，其余的结果都与初筛结果一致。对于 ?5 初筛

是透明圈最大，但复筛是产酸量最小的反常现象，分

析与其菌丝生长速度较快有关。在淀粉培养基中，

由于其生长速度较快，菌落大，透明圈也大。而在液

体发酵时，在菌丝快速生长时期，代谢产物积累较

少，因此造成复筛时产酸低的现象。这也可以从它

对总糖的消耗量比其他几株菌都大得到佐证。?5
应该是一株很有潜力的菌株。在对 ?$ 和 ?!! 进行

选择时，综合考虑了它们的产酸量和耗糖量之间的

关系。?$ 的 产 酸 与 总 糖 及 还 原 糖 之 比 分 别 为

!: 81%与 !: 44%，均高于 ?!! 的 !: $!% 与 !: 4!%。

基于上述分析，选择 ?$ 作为高产研究菌株进行下
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一步实验。

表 !" 发酵条件正交表

时间 #
$

甲醇体积

百分比
%&

温度 #
’

柠檬酸产量 #

（()·(* +,）

+ + + + + -. ,/0
, ! 01 0 2, ,. ,,3
! ! ,1 3 !3 ,. !-4
2 ! 21 5 20 ,. 0/2
0 ! !1 4 !/ ,. 2-4
3 2 21 0 !/ ,. 0!/
5 2 !1 3 20 ,. 6,,
4 2 01 5 !3 ,. 360
/ 2 ,1 4 2, !. --6
6 0 ,1 0 20 ,. 3/3
,- 0 01 3 !/ ,. -!2
,, 0 !1 5 2, !. 34,
,! 0 21 4 !3 !. ,,!
,2 3 !1 0 !3 !. ,04
,0 3 21 3 2, -. 542
,3 3 ,1 5 !/ !. !63
,5 3 01 4 20 -. 236
7, 3. ,,! 0. -6, 5. !43 5. 25/
7! 5. 60! 4. -65 0. /,0 4. -5-
72 4. !6, 3. 565 4. 602 3. 22/
70 3. 040 4. 625 3. 4/4 5. -32
8, ,. !4/ ,. -!2 ,. 356 ,. 36!
8! ,. 425 ,. 440 ,. !-0 ,. 453
82 ,. /!2 ,. 0!0 ,. 6/5 ,. 223
80 ,. 256 ,. 6/0 ,. 004 ,. 3,2
9 -. 303 -. 65, -. 4/! -. 02-

" " 注：,. 柠檬酸的产量为发酵后 ,(* 培养基中柠檬酸含量与未接

种培养基中柠檬酸含量的差值。!.“—”在文中表示前的废弃苹果

汁培养基。

表 2" 正交方差分析表

变差来源 平方和 自由度 均方 ! 值 显著性 "

时间 -. /52 2 -. !// ,. -4! -. 04/

甲醇含量 !. ,2 2 -. 4, !. 503 -. !!2

%& ,. !/0 2 -. 0!/ ,. 360 -. 233

温度 -. 2/2 2 -. ,!/ -. 045 -. 4!,

误差 -. /-3 2 -. !5/

总和 02. 652 ,5

表 0" 复筛的发酵对比

柠檬酸产量 #

（()·(* +,）

总糖含量 #

（()·(* +,）

还原糖含量 #

（()·(* +,）

对照 , -. /!- 226. 3 2-!. 2

:, ,. 0/0 !02. - !-6. 6

:! ,. 326 !20. 2 !,3. !

:3 ,. 26! !25. - !--. -

:,, ,. 3!, !,2. 3 !,2. 0

!. 2 鉴定

根据魏景超《 真菌鉴定手册》对 :! 进行了鉴

定。在光学显微镜下观察，该菌株的菌丝是有隔的，

表面凝集有淡色的物质（ 图 !）。孢子头呈椭圆形，

分身孢子穗黑色（图 2）。该菌株的孢子着生在分生

孢子梗上，小梗单层或双层（图 0）。分生孢子链，在

孢子与孢子间是由小梗连接的（图 3）。分生孢子串

生于小梗顶端，作辐射状排列或丛集成柱形（图 5）。

根据以上所观察到的形态特征，初步鉴定所得菌株

为黑曲霉。

!. 0 诱变及其结果检测

取 :! 菌株进行 ;!, 紫外诱变，获得 3 株突变株

:!<,，:!<!，:!<2，:!<0，:!<3。将突变菌株父本菌株

:! 和对照菌株发酵废弃苹果榨汁并检测其发酵结

果，结果见表 3。

表 3" 诱变复筛所得菌株与复筛菌株的发酵对比

柠檬酸产量 #

（()·(* +,）

总糖含量 #

（()·(* +,）

还原糖含量 #

（()·(* +,）

对照 , -. 254 ,4-. - ,5!. /

对照 ! ,. 253 ,/!. / ,50. 4

对照 2 ,. 2/0 ,53. 5 ,5-. 5

:!<, 号 ,. /6, ,52. - ,3,. -

:!<! 号 ,. 554 ,35. 0 ,05. /

:!<2 号 ,. 50! ,53. - ,36. ,

:!<0 号 ,. 3-2 ,5/. 3 ,3/. 0

:!<3 号 ,. 240 ,56. 2 ,50. ,

" " 注：对照 , 是未接种的培养基；对照 ! 是参照菌株；对照 2 是 :!

菌株。

由表 3 可见，野生黑曲霉菌株 :! 在经过诱变

后，其多数突变株产酸量有了一定的提高，比父本菌

株增长了 /. 531（:!<0）= 25. 51（:!<,）。其 中

:!<! 和 :!<2 也 表 现 出 较 高 的 增 长，分 别 提 高 了

!-. 01与 ,/. 51；比参照菌株在同样条件分别增加

了 2/. 321（:!<,），!!. ,!1（:!<!），!-. !61（:!<
2），,-. ,,1（:!<0）与 -. 551（:!<3）。诱变菌株产

酸量最高的是 :!<, 为 ,. /6, () # (*。同时从糖酸

转化关系来看，:!<, 柠檬酸产量与总糖及还原糖消

耗量之比分别为 6. 331与 ,2. /1，与父本菌株总糖

转化率 /. -31相比，稍有上升。但是与其还原糖转

化率 22. 451 相比，则大不如后者。分析原因，可能

是诱变后的 :!<, 菌株由于诱变的作用和连续的人

工培养增强了对速效碳源的依赖。综合来看，诱变

菌株 :!<, 相比之下具有较好的目的特征。
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! ! ! ! ! 图 "! 黑曲霉的透明圈! ! ! ! ! ! ! 图 #! 黑曲霉的菌丝（$%% & ）! ! ! 图 ’! 黑曲霉的孢子头（$%% & ）

! ! 图 $! 黑曲霉的分生孢子梗（$%% & ）! ! 图 (! 黑曲霉的孢子链（$%% & ）! ! 图 )! 黑曲霉的辐射状的孢子串（$%% & ）

’ 结论

本实验从土壤中分离纯化出黑曲霉。通过参照

菌株 *+’, ’-#. 对发酵条件的摸索找到了黑曲霉的

最适发 酵 条 件 为：发 酵 时 间 第 $ 天；甲 醇 的 量 为

#/；01 值为 )；温度为 ’"2。对筛选出的优良菌株

*# 号菌株进行了诱变，把复筛所得的菌种和诱变后

所得的菌种进行了发酵对比，得到高产柠檬酸黑曲

霉菌株 *#3" 号诱变菌株，其柠檬酸产量比父本菌株

增加了 ’), )/，比标准菌株增加了 ’., (’/。为以

后工业生产提供了实验依据。
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