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柠檬酸发酵工艺的探讨

王连阳 林 莺 方柏 山

化工与生化工程系

摘要 本文用正文设计试脸方法探讨柠橄酸连续浅盘发薄的条件 试验菌种是黑曲霉变异株

主要原料为甘蔗废箱蜜 对于柠橡酸的浓度和生产能力而言
,

其最优方案为 连续流加时间
,

添加液流速 压 ,添加液糖度 添加液中甲醉含 。。 其中
,

甲醉是影响最

显著的因素 连续浅盘培养比静态浅盘培养
,

其柠檬酸生产能力提高一倍 连续流出的醉液再

循环是可行的
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,
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前言

柠檬酸是目前可以用微生物代谢生产的重要有机酸 其用途非常广泛
,

主要是用于食品

工业
,

其次是医药
、

纺织
、

建材等工业部门 在各种重要器材的清洗
、

除锈和 日用化工等方面也

有重要用途

自 年美国 公司
,

建立第一个以黑曲霉浅盘法生产柠檬酸的工厂以来
,

由于

菌种选育和生产工艺的不断改进
,

生产率不断提高 年
,

美国 公司采用较为先进

的深层发醉法生产柠檬酸
,

从此
,

柠檬酸的产量逐年增加
,

但仍供不应求 近年
,

世界上柠檬酸

年产量已超过 万 在生产工艺上
,

深层发酵法有更大的优点
,

但由糖质原料生产柠檬酸
,

历史悠久的浅盘法在许多国家中仍占有相当的比重 近几年来曾有采用固定化黑曲霉分生

抱子生产柠檬酸的研究报导 幻但都是停留在实验室阶段
,

未见工业试验报导 我国柠檬酸工

业起步较晚
,

但近年来有了长足的发展
,

年产量达 万 我国南方盛产甘蔗的省份
,

还沿

用黑曲霉浅盘发醉由甘蔗搪蜜生产柠檬酸

浅盘诀生产工艺和设备简单
,

能耗低
,

投资较少
,

容易操作 ,但生产率低
,

劳动强度大 为

此有必要探讨浅盘连续培养的新工艺及其最优条件
,

以期改进浅盘法的操作和提高生产

能力

本文
一 一

收到
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材料和方法

菌种

黑曲霉变异株

原料

蔗糖糖蜜由泉州糖厂供给
,

其它各种化学药品均为分析纯或化学纯

培养基与培养条件

斜面培养基 写
‘ ‘ · ‘

蔗糖
一

培养条件 斜面培养在 士 ℃下
,

一 天

发酵培养基 发酵基础培养基 纬 糖蜜 尿素 , 自然

培养温度 士 ℃ 发酵添加液 尿素 。 糖蜜和甲醇 变量
‘

糖蜜预处理 称取一定量的搪蜜
,

加等重量的自来水稀释
,

煮沸
,

静置过夜
,

取上

清液再稀释到所需要的糖度
,

则可用于配制上述培养基

分析方法

糖的测定 采用
一

二硝基水扬酸测定总还原糖 柠檬酸测定 采用容量滴定

法 测定 采用 型酸度计和精密 纸

实验方法

本实验主要采用聚氯乙烯制成的带有挡板的浅盘 又 立方 作为发酵装备

每盘装液量为
,

发酵液深度维持在 处 第一天先加入基础培养基地 占总液量

的
,

并接种黑曲霉抱子
,

在 士 ℃培养 天
,

让抱子发芽和生长 后
,

再加人添加液

占总液量的
,

在相同温度下
,

让其生长繁殖并代谢生成柠檬酸 培养至第四夭
,

连续流

加添加液
,

控制一定流速并从流出液中定时取样分析

本实验主要是应用正文设计法
,

安排多因素的试验方案 为了摸索连续浅盘培养的最优

条件
,

首先确定培养基基本组分
,

初始
,

培养温度和接种量等为固定条件 考察的主要指标

是生产能力 参考指标为醒液中酸浓度
‘ 和酸得率 选用四因素三水平的正交表

〔
, ’ 〕组织实验

,

其因素和水平的变化列在表

表 正文表〔
‘
因素及其水平

区号 考察因素
试验条件 水平

连续流加时间 天

添加液流速 压

添加液糖度

添加液中甲醉量

”



第 期 柠檬酸发醉工艺的探讨

实验结果

连续表面培养最优条件的探讨
实验结果及计算值列于表

,

其中习
、、

艺 和习 分别表示每一因素在同一水平下

相应各指标的总和
,

表示每一因素的指标值总和最大值的平均值与最小值的平均值之差 称

为极差 从表 显然看出
,

对于主要指标—生产能力和次要指标—酸浓度的最优方案
为 连续流加时间 天 添加液流速 添加液糖度 添加液中甲醇含量

其中甲醇含量是显著因素 详见表

表 正文设计方案的试验值和计算结果

试验方案

因 素因 素

生产能力
一 介

酸浓度

”

酸得率
八

。

。

。

以公公
八外

艺艺

最优

·

‘

一 ,

几一 ,
·

,

通
·

, ‘

正
·

‘ ,

最优

。

。

最优

。

。

‘

。

。

。

。

。

。

。

,

。

酸得率 对于消耗的总还厚艳而言所得到的酸云
·

为了方便比较
,

把 个方案实验结果的柠橄酸生产能力
,

酸浓度和酸得率的试验值描绘于

图
、

图
、

图
,

以供参考
‘

静态表面培养

为方便比较
,

在相同的浅盘中进行加态表面培葬
,

培养方法与条件如上所述 表 列出静

态表面培养的实验结果和连续表面培养的试验值 从表 可见
,

连续浅盘表面培养比静态表

面培养所获得的柠檬酸生产能力提高近 倍
,

产酸浓度没有明显变化
,

而酸得率略为降低



华 侨 大 学 学 报

表 连续浅盘培养与静态浅盘培养结果比较

指 标

项目 生产能力
一 ·

酸浓度 八 协酸得率 棺

连续

静态

。

。

。

。

。

。

图 不同试验方案的柠橡酸生产能力

举 万 ‘ 吕 ,

方案

图 不同试验方案的酸得率
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甲醉添加 的考察

甲醇是显著因素 为进一步探讨甲醇不同添加量对黑曲霉生长代谢和产生柠檬酸的影

响
,

采用静态培养法
,

以单因子变化组织实验 实验在 的玻璃烧杯中进行
,

第一天
,

先放

入 基础培养基
,

接入黑曲霉分生抱子
,

第二夭再加入含‘定量的甲醇的添加液
,

培养条

件同上 实验结果 表 可见
,

添加液培养基每 含 甲醇
,

所得到的酸生产能力最高
,

对消耗的总还原糖而言
,

酸得率也略高于其它

表 甲醉添加 对产酸的影响

试验值

甲醉 酸浓度 生产能力 一‘ · 酸得率
。

。

怪亡月月,口拍。巴曰

⋯
口‘‘哎︺月啥巴刁哎口口即‘口几‘,目

图 不同试验方案的酸浓度

发醉液再循环试验

为充分利用残搪
,

待浅盘培养 条件同上 至第四夭
,

采用定量泵将连续流出的发酵醛 不

含菌体 重新连续泵回浅盘发酵
,

并定时补入一定量的新鲜料液
,

以弥补其燕发量 每隔一定

时间
,

取一瞬时样品进行有关项目的分析 系统中的
、

酸浓度和残搪浓度随着时何的变化

如图 所示 当发醉进行至
,

酸浓度达到最高
,

残糖浓度达最低
、

此后
,

酸浓度 糖浓度和 均暂时处于相对稳定 在相应条件下的静态表面培养
,

当发酵进行到

所得酸浓度仅为
,

而残糖浓度为
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“

一 位浓之 一 晚浓定
‘一 争日

图 循环流动发酵动力学

讨论

从连续浅盘表面培养的各种操作条件的实验值看
,

方案 所获得的酸生产能力最高
,

而方案 产酸的浓度最高
,

方案 的酸得率最高 在进一步扩大实验中
,

可以针对不同情况和

要求
,

采用相应的方案

连续浅盘培养的结果优于静态浅盘培养 这是由于培养基料液连续流入浅盘发酵液

中
,

加强了传质
,

保持发醉盘中搪等营养物的浓度相对稳定
,

有利于黑曲霉生长和代谢产生柠

檬酸 同样地
,

也有利于产物分泌到醒液中 在静态培养的发酵醉液中
,

糖等营养成分越来越

低
,

菌丝较早形成抱子
,

不利于黑曲霉代谢产酸

添加适量甲醇
,

能刺激黑曲霉产酸能力 , 可能因培养液中有一定量甲醇的存在
,

能避免黑曲霉产酸期过量生长菌丝
,

延缓或抑制抱子形成
,

从而有利于产酸 甲醇还可能提

高菌体对环境中微量金属离子的耐受性和影响菌体细胞的通透性 因此适量甲醇不仅使产

酸能力有所提高
,

而且有利于产物扩散到醛液中

单程连续浅盘培养操作
,

虽然生产能力较高
,

但酸得率略低
,

醛液含残搪总量较多
,

营

养物质浪费较大 为此
,

进行发酵醛液再循环的试脸
,

以期提高生产率又提高糖的利用率 从

全回流的试验结果看
,

可以肯定
,

流出的醛液再循环利用是可行的 如果在残搪浓度未降至最

低之前
,

开始连续流加新鲜料液并控树部分醛液流至后处理工康 ,郁分泵回浅盘继续利用
,

可

望减慢菌丝衰老和延长产酸周期
,

从而提高生产能力和酸得率 但因实验室条件限制
,

此种设

想未能如期实现

从所探讨的结果来看
,

采用连续浅盘表面培养法生产柠檬酸的新工艺是有可能实现

的
,

但流程中须增加的一些设备
,

并且流出的醒液残糖较高
,

在工业上的应用
,

还有待于进一步

扩大试验
,

以权衡其利弊
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