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摘 要 利用热带假丝眯母 (Ca
n d ￡d a tro p ic a lis )1 2 5 4 和宇佐美曲霉 (A s p e r g illu s o s a m i￡)对甜橙皮渣 进行发醉

处理
,

研究发醉过程对皮渣 中 16 种农药残 留含 t 的影响
。

结果显示
:

酵母和 曲霉发酵处理对甜橙皮渣中百菌清

和敌敌畏残留的降解最显著
,

降解率达到了 72
.

8 7 % ~ 10 0 % ; 除氧化乐果外
,

其他有机磷农药残 留的降解率为

2 7
.

9 5 % ~ 6 2
.

2 8 %
,

显著高于对照
,

也高于相应处理 中的 三 氛杀埔醉
、

腐霉利和菊醋类农 药残 留的降解率
。

此

外
,

醉母发酵处理对皮渣中农药残留降解的总体效果要好于曲霉处理
。

关甘词 发醉
,

甜橙
,

皮渣饲料
,

农药残留

将柑橘皮渣发酵后制成干饲料
,

既能改善产品的

耐贮性
,

又能明显提高粗蛋 白含量
,

对 于皮渣 的综合

加工利用具有非常重要的意义〔‘〕
。

柑橘果皮较厚
,

且覆盖一层蜡质
,

非常容易富集

农药残留
,

据作者所在实验室研究
,

柑橘中 90 %以上

的农残分布在果皮油胞层中
。

虽然皮渣加热干燥过

程会对农药残留有一定的降解作用
,

但也易导致产品

中部分农药残 留的浓缩
,

如 G u n t ha
r
等人闭干燥橘皮

饲料时
,

谷硫磷残留的含 量 由干燥前 的 1
.

4 m g / kg

升高到干燥后 的 1
.

6 m g / k g
,

而饲料 中富集的农药残

留会通过食物链最终威胁到消费者的健康和安全图
。

目前有研究显示
,

微生物代谢对农药残 留有不同程度

的降解作用
,

尤其是啤酒和葡萄酒酿造过程 中农药残

留的研究相对较多[4j
,

还有一些集中在特种菌对水和

环境农药残留污染的降解 [5J
。

本试验利用热带假丝

醉母 1 2 5 4 和宇佐美曲霉对甜橙皮渣 进行发酵处理
,

研究微生物发酵过程对皮渣中农药残留含量的影响
,

以期为控制橙皮渣饲料中的农药残 留
、

保障畜产品的

质量安全提供参考
。

试验材料和方法

1
.

1 试验材料

1
.

1
.

1 菌 种

热带假丝酵母 (C a n d id a t r o p ie a li: ) 1 2 5 4 和宇佐

美 曲霉 (A sP e r g illu s u sa m ii )
,

引 自工业微生物菌种

第一作者
:

硕士研究生(焦必宁研究员和钱永忠研究员为通讯作

者)
。

, 国家
“

十一五 ”
科技支撑计划 (Zo o 7 BA以 7印5

,

2 0 0 7B A E风7 B0 7 )
,

重庆市
“

十一五
”

重大技术研究专项资助(Cs T C Zo 07 A A IO 16 )

收稿日期
:
2 0 0 8一 0 1一 2 4

保藏管理中心
,

由中国农业科学院柑橘研究所加工课

题组保藏和提供
。

1
.

1
.

2 培养基及原料

培养基
: S

O

B ri x 麦芽原汁
; 马铃薯汁

。

甜橙皮渣
:

锦橙整果浸泡农药
,

晾干贮藏 2d 后
,

榨汁所得皮渣再经粉碎处理
,

含水率约 70 %
。

1
.

1
.

3 试验仪器

A gi le nt 6 8 9 0 气相色谱仪
,

配 电子捕 获检测 器

味
一

E CD )和火焰 光度检测器 (F PD ) ; H A 1 8 0 型 电子

天平
,

日本 A N D 公 司
; F W 1 35 型高 速组织 粉碎机

,

天津市泰斯特仪器有限公 司
; H H

一

S 数显恒 温水浴

锅
,

金坛市金南仪器厂
; K L 5 12 型氮吹仪

,

北京康林

科技有限责任公司 ; R JM
一

28
一

10 型马弗炉
,

沈 阳市节

能电炉厂
; C S 1 0 1

一

ZA B N 型恒温烘箱
,

重庆永生实验

仪器厂 ; H H
一

Bl l
.

6 00 型恒 温培养箱
,

天津 津北真空

仪器厂
。

1
.

1
.

4 试验试剂

以下试剂未特别指 出
,

均 为分析纯
:

乙睛
; 丙酮

(重蒸 ) ; 正己 烷 (重燕 ) ; N a C I
,

1 4 0 ℃ 烘烤 4 h ;
无水

N a Z
5 04

,

6 2 0 ℃ 烘 4 h ;
佛 罗 里 硅土 (6 0 一 1 0 0 目 )

,

65 0 ℃烘 4 h
,

使用前 1 40 ℃烘 Z h
,

趁热加 5 纬去离子

水去活
。

柑橘生产中常用的 16 种农药均为市售
:

百菌清
、

三氯杀蜻醇
、

腐霉利
、

敌敌畏
、

甲胺磷
、

氧化乐果
、

水胺

硫磷
、

三哩磷
、

杀扑磷
、

乐果
、

毒死蟀
、

联苯菊 醋
、

甲佩

菊酷
、

氛氟概菊醋 (功夫 )
、

氯氛菊醋
、

澳氛菊醋
; 相应

农药标准品购 自天津环境保护研究所
。

1
.

2 试验方法

1
.

2
.

1 皮渣发酵方法

皮渣 ~ 加 0
.

3 % 生 石 灰 ~ 灭 菌 (1 2 2 士 2℃
,

20

一
}
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m in )~ 冷却~ 接种~ 培养(2 8一 3 0 ℃
,

3 d )~ 取样

个

菌种活化~ 扩大培养(2 8 ~ 3 0 ℃
,

4 8 h )

菌种的活化与扩培
:

斜面转接成活后经一级
、

二

级三角瓶扩大培养
,

温度 28 ~ 30 ℃
,

p H 值自然
,

酵母

和曲霉 2 次活化的培养时间均为 48 h
。

试验设置 3 个处理
:

酵母发酵
、

曲霉发酵和 C K

(不接菌种
,

其他条件同酵母和 曲霉发酵 )
,

每个处理

sk g 橙皮渣
,

接种量为 5 %
,

纸封 口 (透气 )
,

28 一30 ℃

下避光培养 3 d
。

设置 4 个取样点
,

分别为发酵前 (3

个处理前的混匀样品 )以及发酵后 的 C K
、

酵母 和曲

霉样品
,

每个取样点随机抽样 3 份
,

每份样品重复检

测 2 次取平均值
。

1
.

2
.

2 农药残留检浏 方 法

样品前处理和农药残留检测方法以农业行业标

准 N Y / T 7 6 2一2 0 0 4 [‘〕为基础
,

做适 当修改
。

1
.

2
.

2
.

1 样品提取

准确称取 2 5
.

0 9 橙皮渣 (已粉碎 )
,

加人 50
.

0

m L 乙睛
,

1 8 o r / m in 振荡 30 m in
,

滤纸过滤
,

滤液收

集到装有 2 ~ 4 9 N a CI 的 10 0 m L 具塞量筒 中
,

收集

滤液 4 0 ~ 50 m L
,

盖上塞子
,

剧烈振荡 1 m in
,

室温下

静置 30 m in
,

使乙精相与水相分层
。

1
.

2
.

2
.

2 样品净化

从 1 0 0 m L 具塞量筒 中吸取 10
.

00 m L 乙猜溶

液
,

放人 50 m L 大试管 中
,

于 75 ℃ 水浴加热
,

管 内缓

缓通人 N : ,

浓缩近干
,

加人 2 m L 丙酮
。

该溶液供以

下处理
:

有机磷类农药处理方法
:

将该丙酮溶液完全转移

至 5 m L 刻度小试管
,

用丙酮分 3 次冲洗大试管
,

并

转移至小试管
,

最后准确定容至 5
.

0 m L
,

混匀
,

供色

谱测定
。

有机抓
、

菊酷类 和腐霉利农药的处理方法
:

玻璃

层析柱先加人 1 c m 高的无水 N a Z
S O

; ,

再加人 2 9 去

活佛罗里硅土
,

最后加人 1 。m 高的无水 N a Z
5 0

‘ ,

轻

轻敲实
。

将佛罗里硅土柱用 10
.

0 m L 丙酮 + 正 己烷

(体积 比 1 0 : 9 0)
、

10
.

0 m L 正己烷预淋洗条件化
,

当

溶剂液面到达柱吸附层表面时
,

立即倒人上述丙酮溶

液
,

用 50 m L 大试管 (2) 接收洗脱液
,

用 10 m L 丙酮

+ 正己烷 (体积 比 10
, 9 0) 洗刷大试管后淋洗佛 罗里

硅土柱
,

并重复一次
。

将盛有淋洗液 的大试管 (2) 置

于氮吹仪上
,

在水浴温度 50 ℃条件下
,

氮吹蒸发至小

于 Z m L
。

溶液转移至 s m L 刻度小试管
,

用正 己烷

定容
,

方法同有机磷类农药处理
。

1
.

2
.

3 气语检测条件

1
.

2
.

3
.

1 有机磷类农药

FP D 检测器温度 2 5 0 ℃ ; H P
一

1 7 0 1 毛细管柱 (3 0

m x o
.

5 2 m m x o
.

2 5 拜m ) ;
载气为 N Z (9 9

.

9 9 9 % )
,

流

速 s m L / m in (恒流 ) ; H
:

流量 7 5 m L / m in ; 空气流量

1 0 0 m L / m in ;
进样 口 温度 2 2 0 ℃

,

不分流进样 l 拜L
。

程序升温
: 1 4 0 ℃保持 2 m in ,

以 8℃ / m in 升至 2 0 0 ℃
,

保持 0
.

5 m in ,

再以 15℃ / m in
升 至 2 5 0℃

,

保持 5

n lln o

1
.

2
.

3
.

2 有机氯
、

菊醋类农药和腐霉利

g E C D 检测器温度 3 00 ℃ ; H R I 毛细管柱 (30 m

X o
.

2 5 m m X o
.

2 5 拌m ) ;载气为 N Z (9 9
.

9 9 9 % )
,

流

速 0
.

7 m L / m in( 恒流) ;进样口温度 2 30 ℃
,

不分流进

样
:
1 拌L

。

程序升温
:

80 ℃保持 0
.

5 m in
,

以 25 ℃ / m in

升 至 2 0 0 ℃
,

保 持 0
.

5 m in ,

再 以 2 0 ℃ / m in
升 至

2 8 0 ℃
,

保持 1 5 m in 。

1
.

2
.

4 农药的加标回收率试验

采用外标法
,

在皮渣 的空 白样 品上添加上述 16

种农 药标准品
,

加标浓 度梯度设置为 0
.

05 m g / kg
、

0
.

2 5 m g / k g 和 1
.

0 0 m g / kg
。

按 1
.

2
.

2 中方法进行

样品前处理和检测
,

均重复 4 次
。

1
.

2
.

5 浓缩因子

试 验 中使用 浓 缩 因子 (e o n e e n t r a t io n fa c t o r ,

C F) 作为评价皮渣失重情况的指标[7]
:

C F
发酵前皮渣质黄 (kg )

发酵后皮渣质童 (kg )

1
.

2
.

6 数据的统计分析

使用 D P S 软件计算农药回收率数据的变异系数

(C V )
,

对不同发酵处理后皮渣 中的农药残 留含量进

行多重比较 (D u nc a n
新复极差法)

。

2 结果与讨论

2
.

1 检测方法

利用 G C 建立皮渣 中 16 种农药残 留的检测 方

法
,

其检测限和回收率等技术参数见表 1
。

从表 1 可

以看 出
:

16 种农药 的平 均加标 回收率在 70
.

9 % ~

10 8
.

4 %
,

变异系数在 1
.

4 % ~ n
.

8 %
,

其中大多数回

收率集中在 80 % ~ 1 08 %
,

只有氧化乐果在加标浓度

为 1
.

o o m g / k g 时的回收率低 于 80 %
,

可能是由于在

萃取或分析过程中氧化乐果部分降解所致
。

总之
,

该

方法的检测限
、

回收率及变异系数均能满足农药多残

留的分析要求
。

60 }
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表 1 1‘种农药在橙皮注基质中的加标回收率

加标浓度

/ m g
·

k g 一 1
农药种类 平均回收率/ % C v / % 检测限/哆

·

kg--
‘

农药种类 平均回收率/ % c v / 环 检侧限/ 产g
·

k g 一 ‘
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腐禅利
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功 夫

8 5
.
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8 8
。

0

9 2
.

1

8 2
.

8

8 3
.

9
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.

4

8 6
。

0

8 9
.

0

9 2
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8
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.

0

10 8
.

0
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9 0
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8 9
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9 1
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8 8
.
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9 0
.

0

8 7
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8 6
.

8

9 0
。
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5
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。
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: 0
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1 5

甲胺礴

氧化乐果 :{;

水胺硫碑
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‘

:};

: ;
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杀扑碑

1 0
.

0
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乐 果 :
2
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⋯
1工OJ月b

�.且

8 2
.

4

8 8
。

5

毒死娜

9 0
.

4

8 1
.

8

9 8
.

1

10 0
.

3

8 8
.

2

9 6
。

9

8 9
.

0

8 7
.

9 : :

1
.

7 0

1
.

3 0

2
.

1 0

1
.

2 0

2
.

2 0

2
.

3 0

1
.

5 0

1
.

8 0

利 ( 1 2
.

5 2 %
、

1 9
.

9 5写和 2 0
.

6 2 % )残 留的含量变化不

大
,

各处理之间没有显著性差异
。

100
.

00

oo(X)加加加的60叨200谬趁哥眺世妞嗽椒祥

2
.

2 发酵后各处理样品的失皿

发酵后各处理样 品的浓缩 因子如表 2 所示
,

酵母

发醉处理的 CF 值为 1
.

1 31
,

高 于曲霉处理的 1
.

0 73

和 CK 的 1
.

0 4 2
。

这说明酵母处理的失重较大
,

另一

方面也说明其发酵速率高于曲霉
,

相应的代谢物以及

代谢热的产生速率也要高于曲霉发酵
。

因此
,

发酵后

皮渣中的农药残 留含量需通过浓缩因子折算
,

再进行

比较
。

衰 2 发醉后各处理样品的浓缩因子

一一: :

{{{{{{{{{{{{{
一一一一一

昌昌
百菌清 三氯杀峭薄

农药种类

腐霉利

发酵前

样品质t / k g 5
.

0 00

C F

4
.

80 0

l
。

0 42
图 1 不同发酵处理对皮渣中百菌清

、

三抓杀蜡醇和

腐霉利残留降解率的影响

2
.

3 发酵对百菌清
、

三级杀蜻醉和腐 . 利残留降解

率的影响

图 1 显示的是 C K
、

酵母和曲霉发酵 3 种处理的

橙皮渣 中
,

百菌清
、

三抓杀蜡醇和腐霉利残 留的降解

率
。

其 中经酵母和曲霉发酵处理的百菌清残留降解

率分别达到了 96
.

47 % 和 92
.

07 %
,

而 C K 中百菌清

残 留的降解率为 42
.

71 %
,

从表 3 的统计分析可以看

出
,

2 种发酵处理与 CK 的差异显著
。

但是
,

3 种处理

中三抓杀蜡醇 ( 23
.

54 %
、

23
.

34 %和 23
.

98 % )和腐霉

2
.

4 发醉对有机磷类农药残留降解率的影晌

C K
、

酵母和曲霉发酵 3 种处理 的皮渣中
,

8 种有

机磷农药残留的降解率和统计分析如图 2 和表 3 所

示
。

其中
,

敌敌畏残留含量的变化最为显著
,

敌敌畏

在发酵前的起始含量为 0
.

70 4 m g / kg
,

经酵母发酵后

其含量降到了检测限 以下
,

降解率达到 了 10 0 %
,

而

曲霉发 酵 处 理 的降解率也 有 7 2
.

8 7 %
,

与 C K 的

52
.

10 %相比差异均显著
。

并且
,

酵母发酵对敌 敌畏

2 0 08 年绝 34 . 绍 7 翔 (总绝 24 7 期 ) !
6 ,



的降解率显著高于曲霉处理
。

从图 2 可 以看出
,

3 种处理的皮渣 中甲胺磷
、

水

胺硫磷
、

杀扑磷和毒死蟀残留含量的变化趋势较为相

近
,

2 种发酵过程对上述 4 种有机磷农药残留的降解

率均显著高于 C K
,

其中酵母发酵处理对 4 种农药的

降解率 (5 8
.

13 %
、

4 4
.

2 7 %
、

4 1
.

90 %和 6 2
.

2 8 % )显著

高于 曲霉发 酵 处 理 (35
.

35 %
、

32
.

34 %
、

27
.

95 % 和

3 4
.

3 9 % )
。

100
.

00
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敌敌畏 甲胺礴

撇
果
葫
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麟

农药种类

图 2 不同发酵处理对皮渣中 8 种有机磷

类农药残留降解率的影响

衰 3 发醉前和发醉后各处理样品中的农药残留含 . m g / kg
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注
:

l) 表示发醉后各处理中农药残留含t 与 C F 的 比值
。

数据上标
a

、

b
、。
表示折算后的农药残留含t 在 C K

、

醉母和曲每处理间的多重比较

结果
,

P< 。
.

05
; 下文中农药残留降解率的多重 比较结果与其一致

.

000000000000
,Jq‘..

进胜椒并签翻樱钵

另外
,

酵母和曲霉发酵皮渣 中三哩磷 (28
.

90 %和

2 9
.

0 8 % )和乐果 (35
.

”%和 39
.

15 % )残 留的降解率

显著高于 C K (1 5
.

48 %和 30
.

32 % )
,

但酵母和曲霉处

理之间并没有显著性差异
。

对氧化乐果残 留来说
,

曲

霉处理 ( 33
.

28 % )与 C K 存 在 显 著性 差异
,

差 值为

1 5
.

1 4 %
,

而 酵 母 处 理 的 降解率 (3 0
.

3 6 % ) 与 C K

(20
.

14 % )相 比没有显著差异
,

且 2 种发酵处理之间

差异不显著
,

这可能与取样误差有关
。

2
.

5 发酵对菊酸类农药残留含 , 的影晌

图 3 的数据对比显示
,

发酵过程对橙皮渣中菊醋

类农药残留降解率的影响并不是很大
。

其中曲霉处

理的 甲氛菊醋残留降解率最高
,

为 39
.

24 %
,

与 C K

和醉母处理的差值分别为 10
.

67 %和 5
.

27 %
;
但表 3

的统计结果显示
,

3 个处理的甲氛菊醋残留降解率差

异不显著
,

这可能 与农残检测 的取样误差有关
。

另

外
,

其他 4 种 菊酷类 农药残 留降解率在 C K
、

酵母 和

曲霉发酵处理间的差异也不显著
。

联苯菊酷 甲佩菊醋 功夫 氛佩菊醋 澳佩菊醋

农药种类

图 3 不同发酵处理对皮渣中 5 种菊

醋类农药残留降解率的影响

3 讨 论

(l) 本研究表明
,

酵母和曲霉发酵处理对橘皮渣

中百菌清和敌敌畏残留含量 的影响最为显著
,

降解率

在 70
.

89 % ~ 10 0 %
。

其中
,

2 种发酵处理对百菌清残

留的降解率均在 92 % 以上
,

与 C K 相 比降解效果 十

分显著
。

这可能是因为
:

百菌清作为一种杀菌剂
,

该

浓度下会因作用于微生物而大量消耗 [s] ; 另一方面
,

62 }
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百菌清自身易降解 [s]
,

其在 C K 中的降解率达到 了

4 2
.

71 %
。

但值得注意的是
,

发酵对另一种杀菌剂腐

霉利残留含量 的影响并不显著
,

是否因菌种的特异性

而造成的差异还需深人分析和研究
。

敌敌畏易降解
、

挥发〔’。〕
,

在 C K 中 52
.

10 % 的降解率是 16 种农药中

最高的
,

并且其在酵母处理中的降解率高达 10 0 %
,

曲霉处理也有 72
.

87 %
。

(2) 酵母和曲霉发酵处理对橙皮渣中有机磷农药

残 留的降解率
,

要高于菊醋类农药
、

三氯杀蜡醇和腐

霉利
。

统计分析显示
,

除氧化乐果外
,

酵母和 曲霉发

酵对橙皮渣中甲胺磷
、

水胺硫磷
、

杀扑磷
、

毒死蟀
、

三

哇磷和乐果残留的降解效果极显著
,

而发酵处理中的

菊醋类农药
、

三氯杀蜻醇和腐霉利残 留降解率与 C K

相 比无显著性差异
。

一般来说
,

有机磷类农药相对不

稳定
、

易降解
,

农药 自身稳定性 的差异可能是造成有

机磷农药残 留降解率高于菊醋类农药的最主要原因
。

(3) 本试验 中
,

酵母发酵处 理对橘皮渣 中农药残

留降解的总体效果好于曲霉处理
。

试验中
,

酵母的发

酵速率快于曲霉
,

其代谢过程尤其是放热造成橙皮渣

中的小环境温度 的差异
,

可能是造成酵母处理中敌敌

畏
、

甲胺磷
、

水胺硫磷
、

杀扑磷和毒死蟀残留降解率高

于曲霉的原因
。

很多研究证实
,

特种微生物可以有效

地降解部分有机磷
、

有机氯和菊醋类农 药残 留[11 一 , 3〕 ,

但本试验中的农药残 留是否为热带假丝酵母 1 2 5 4 或

宇佐美曲霉 自身代谢所利用
,

以及是否存在代谢差

异
,

还需进一步研究证实
。
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