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固定化黄曲霉生产 L-苹果酸的研究
X
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摘要　报道采用海藻酸钠包埋法, 以制备固定化黄曲霉生产 L -苹果酸 . 确定最佳固定化条件和最

适固定化细胞发酵条件 . 这些条件分别为海藻酸钠浓度 25 g·L - 1, CaCl2 浓度 20 g·L - 1, 10 g·

L - 1聚乙烯多胺和 10 g·L - 1戊二醛交联, 菌体浓度 90 g·L - 1 ,葡萄糖浓度 80 g·L - 1, 起始 pH 值

为 6. 0～7. 0,培养温度 32℃, 固定化细胞质量/培养基体积比例为 15/ 50. 最终结果,固定化细胞可

经过重复连续 8 批次发酵试验,颗粒活性和机械强度及稳定性仍好,平均产酸率达 27. 0 g·L - 1,

以单位体积固定化细胞计算的平均产酸速率达 15. 0 g·( L·d) - 1.
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固定化酶和固定化细胞是国外六七十年代发展起来的一项新的生物技术,与传统方法相

比,利用固定化细胞生产微生物产品具有很多优势 . 例如, 固定化细胞可反复使用, 发酵过程

易于控制,后提炼工艺简化及降低成本和可实现连续发酵等 . 因此,固定化技术代表了现代发

酵技术的发展方向, 它已广泛应用了工业、医学、化学分析、环境保护、能源开发等各个方面 .

在发酵领域中,固定化技术已应用于乙醇、氨基酸、有机酸、酶制剂和抗生素等产品的生产 . L -

苹果酸主要应用于食品工业,可作为一种优良的酸味剂和保鲜剂 . 在临床上, 可用于治疗贫

血、肝功能不全和肝衰竭等疾病 . 它还是一种高效除臭清洁剂和饲料添加剂,并能改善水泥性

能和汽车排气质量 . 因此, 它的应用前景十分广阔
〔1, 2〕

. 随着固定化技术的兴起和发展,人们

将该技术引入 L -苹果酸发酵的研究中 . 1974年 Yamam oto 等人
〔3〕
采用聚丙烯酰胺固定化产

氨短杆菌( Br evibacterium ammoniagenes)进行L -苹果酸的生产, 1982年T akata等人
〔4〕报道卡

拉胶固定化黄色短杆菌( B revibacterium f lavus)延胡索酸酶(又名富马酸酶)稳定性提高的研

究,等等 . 但到目前为止,固定化技术生产 L -苹果酸主要集中于对细菌微生物的固定化作用,

有关利用固定化丝状真菌真正从事 L -苹果酸发酵的研究尚少见到报道 . 本工作采用海藻酸

钠对黄曲霉进行包埋, 并开展固定化细胞 L -苹果酸发酵的研究 .

1　材料与方法

1. 1　菌种

经菌种筛选获得几株黄曲霉 L -苹果酸产生菌, 再通过紫外线、氯化锂和亚硝基胍复合诱
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变选育,得到产酸水平相对较高的H -98菌株 .

1. 2　培养基

斜面保藏培养基为马铃薯葡萄糖培养基 . 种子培养基同斜面保藏培养基, 但不加琼脂 .

发酵培养基( g·L
- 1 ) 为葡萄糖 100, ( NH 4 ) 2SO 4 2. 5, KH2PO 4 0. 1, K 2HPO 4 0. 5, Mg SO 4·

7H2O 0. 1, CaCl2·2H2O 0. 1, FeSO 4·7H2O 0. 5, MnSO 4 0. 1, NaCl 5×10
- 5

, CaCO 3 70(分开

灭菌) , pH 自然 .

1. 3　细胞固定化方法〔5〕

采用海藻酸钠包埋法, 制备固定化黄曲霉 . 取经种子培养的湿菌体,与海藻酸钠溶液均匀

混合 . 混合物通过内径 1. 5 mm 胶管在恒流泵带动下滴入CaCl2 溶液中, 制得 3 mm 左右的圆

球形固定化细胞 . 固定化颗粒在 CaCl2 溶液中钙化 2 h,然后取出用蒸馏水洗涤,接着用聚乙

烯多胺( PEPA )溶液搅拌处理 2. 5 h. 水洗后,用戊二醛交联 2 min,最后用蒸馏水洗涤备用 .

1. 4　固定化细胞的培养

将制备好的固定化黄曲霉接入装有 50 m L 培养基的 250 mL 三角瓶内,摇床培养, 温度

30 ℃,转速 220 r·min
- 1

, 周期 6 d.

1. 5　分析方法

L -苹果酸的定性测定, 采用纸层析法
〔1, 2〕

. L -苹果酸的定量测定,则采用 2, 7-萘二酚法
〔6〕

.

其他测定方法
〔7〕

, 可用蒽酮法测定糖, 用酸度计测 pH, 用称重法测定菌体量和用凝胶强度测定

器测定将凝胶压破时所需的压力以表示凝胶强度等 .

2　结果

2. 1　固定化条件的确定

2. 1. 1　细胞浓度的影响　在通常情况下,菌体浓度越大,底物转化为产物的速度越快 . 为了

考察菌体浓度对固定化细胞产酸活性和颗粒凝胶强度的影响,分别称取不同质量的湿菌体,与

等体积 20 g·L
- 1的海藻酸钠溶液混合,按前述方法制成不同细胞浓度的固定化细胞, 进行产

酸试验, 结果总结于表1. 从表中可以看出, 当细胞浓度( Cc)不超过120g·L
- 1
时, 固定化细

胞的产酸率( CLMA )和相对活性( A R )都随

细胞浓度的增大而提高,且都具有较高的

机械强度( M S) ;当细胞浓度超过 120 g·

L
- 1时, 产酸率和相对活性反而随细胞浓

度的增加而降低, 机械强度也相对较低.在

实验过程中观察到,当细胞浓度过高时,易

造成海藻酸钠和菌体过早出现凝聚,影响

固定化细胞的制作 . 120 g·L
- 1
的细胞浓

度比 90 g·L
- 1
的细胞浓度虽产酸率略

高,但凝胶的机械强度比后者低,所以最后

确定细胞浓度为 90 g·L
- 1.

表 1　细胞浓度对固定化细胞产酸和机械强度的影响¹

Cc/ g·L - 1 CLM A/ g·L - 1 A R/ ( % ) M S

30 18. 1 46. 3 + + +

60 19. 4 49. 6 + + +

90 23. 2 59. 4 + + +

120 24. 0 61. 4 + +

150 16. 6 42. 5 +

180 15. 3 39. 1 +

　¹ 以 1 L 固定化细胞含有的湿细胞质量表示细胞浓

度; 1 L 发酵液中含有的 L -苹果酸质量表示产酸率; 相对

活性= 固定化细胞产酸率/游离细胞产酸率×100% ;

“+ ”越多, 表示机械强度越大

2. 1. 2　海藻酸钠浓度的影响　分别于等体积不同浓度的海藻酸钠溶液中加入等量的黄曲霉
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湿菌体,使凝胶中的细胞浓度为 90 g·L
- 1

,按前述方法制备固定化细胞( CCaCl2= 20 g·L
- 1

) ,

并进行发酵产酸,以考察海藻酸钠浓度( CA )对固定化细胞产酸活性和凝胶强度的影响,结果

如表2所示 . 当海藻酸钠浓度在15～30 g·L
- 1范围时, 固定化细胞的机械强度随载体浓度的

增加而提高;当海藻酸钠浓度超过 30 g·L
- 1
时,固定化细胞的机械强度反而随载体浓度的增

加而降低 . 在实验过程中可注意到 35 g·L
- 1和 40 g·L

- 1海藻酸钠制得的固定化细胞虽然

坚硬,但缺乏弹性而易裂 . 同时,这两种浓度制备的固定化细胞的产酸活性较低 . 这可能与海

藻酸钠浓度较高、凝胶网格通透性降低从而增加传质阻力有关 . 用 15 g·L
- 1

, 20 g·L
- 1
和

25 g·L
- 1载体浓度制备的固定化细胞活性均较高 . 从固定化细胞使用的重复性和长期性特

点考虑,都要求固定化颗粒有足够的强度 . 因此,选择 25 g·L
- 1
海藻酸钠作为固定化载体 .

2. 1. 3　CaCl 2 浓度的影响　将一定量湿菌体和一定体积 25 g·L
- 1的海藻酸钠混匀,控制细

胞浓度为 90 g·L
- 1 ,分别滴入不同浓度的 CaCl2 溶液中,其他条件不变,按前述方法制备固定

化细胞 . 然后进行发酵,以考察 CaCl2 浓度对固定化细胞产酸和机械强度的影响, 结果如表 3

所示 . 当 CaCl 2 浓度不超过25 g·L
- 1
时,随着 CaCl 2 浓度增加,固定化细胞的机械强度递增 .

当 CaCl2 浓度达 30 g·L
- 1
和 40 g·L

- 1
时,制得的固定化细胞坚硬、无弹性, 颗粒易破裂,显示

整体机械强度差, 且固定化细胞活性低,产酸率低 . 当 CaCl2 浓度为 20 g·L
- 1
时,制得的固定

化细胞产酸活性和机械强度均较理想,故选择 CaCl 2 浓度为 20 g·L
- 1 .

表 2　海藻酸钠浓度对固定化细胞

产酸和机械强度的影响

CA/ g·L - 1 CLM A/ g·L - 1 A R/ ( % ) M S

15 22. 3 57. 5 +

20 23. 1 59. 5 + +

25 23. 6 60. 8 + + +

30 21. 1 54. 4 + + + +

35 18. 2 46. 9 + +

40 13. 6 35. 1 +

表 3　CaCl2浓度对固定化细胞

产酸和机械强度的影响

CCa Cl2
/ g·L - 1

CLM A/ g·L - 1 A R/ ( % ) M S

10 19. 0 48. 8 + +

15 22. 1 56. 8 + + +

20 23. 5 60. 4 + + + +

25 18. 2 46. 8 + + + + +

30 17. 3 44. 5 + + +

40 16. 7 42. 9 + + +

2. 1. 4　聚乙烯多胺和戊二醛浓度的影响　控制菌体浓度为 90 g·L
- 1

, 载体浓度为 25 g·

L
- 1

, CaCl2 浓度为 20 g·L
- 1

,按前述方法制备固定化细胞 . 分别用不同浓度的聚乙烯多胺

( PEPA)和戊二醛( PDA )进行硬化处理, 然后进行产酸试验,结果列于表 4. 从表中可以看出,

10 g·L - 1聚乙烯多胺和 10 g·L - 1戊二醛组合处理最有效,使固定化细胞的产酸率和机械强

度均有明显提高 .

表 4　聚乙烯多胺和戊二醛浓度对固定化细胞产酸和机械强度的影响¹

CP EPA/ g·L - 1

CP DA / g·L - 1

5

CLM A/ g·L - 1 M S

10

CLM A / g·L - 1 M S

15

CL MA / g·L - 1 M S

5 23. 0 ± 23. 1 ± 23. 4 ±

10 23. 8 + 25. 3 + + + 24. 3 + +

15 23. 4 ± 23. 8 + 24. 0 +

　¹ 表中用“±”符号, 表示机械强度与对照组(未经聚乙烯多胺和戊二醛处理的固定化细胞)相等; 用“+ ”符

号, 表示机械强度高于对照组
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2. 2　固定化细胞生产 L -苹果酸条件的确定

2. 2. 1　葡萄糖浓度对产酸的影响　选择最适固定化条件制备固定化细胞,分别接入含有不同

葡萄糖( G)浓度的发酵培养基中,于 30 ℃发酵 6 d, 以考察葡萄糖浓度对产酸的影响,结果见

表 5. 葡萄糖浓度( CG)在 40～80 g·L
- 1
范围内,产酸率( CLMA )和转化率( RT )均随糖浓度的增

加而提高, 且葡萄糖的利用较为彻底 . 当葡萄糖浓度超过 80 g·L
- 1
时,产酸率和转化率随糖

浓度的增加而降低, 发酵液中留有较多的残糖( RS) . 根据以上结果, 选择 80 g·L
- 1
葡萄糖作

为发酵底物 .

2. 2. 2　培养温度对产酸的影响　控制葡萄糖浓度( ( CG )为 80 g·L- 1,在不同培养温度( H)下
进行产酸试验, 以考察温度对产酸的影响, 结果如图1所示 . 发酵4d或5d, 最适温度为35

图 1　培养温度对固定化细胞产酸的影响　　　　　图 2　起始 pH 对固定化细胞产酸的影响

℃; 发酵 6 d,最适温度为32℃,此时产酸率达 28. 0 g·L - 1. 由于 4, 5 d周期在最适温度下产

酸率达不到 6 d周期的水平, 所以控制 32 ℃作为固定化细胞的培养温度 .

2. 2. 3　起始 pH 对产酸的影响　发酵培养基灭菌前用 HCl或 NaOH 调至不同的pH 值,分别

接入等量的固定化细胞,在 32℃下发酵 . 然后,分别测定 4, 5 d和 6 d时发酵液中的苹果酸含

量( CLMA ) ,结果如图 2所示 . 固定化细胞的最适 pH范围为 6. 0～7. 0.

2. 2. 4　固定化细胞质量与发酵培养基体积不同比例( M / V )对产酸的影响　在前面的实验中

均采用 15 g 固定化细胞投入 50 m L 培养基中进行产酸发酵 . 为了考察固定化颗粒投入量对

产酸的影响, 设定一系列固定化细胞质量( M ) /培养基体积( V )不同比例( M / V )的发酵体系进

行产酸实验,结果列于表6. 由表中可见,在同一培养周期( t)内, 15/ 50的比例最理想 . 在每一

　　表 5　葡萄糖浓度对固定化细胞产酸的影响

CG/ g·L - 1 CL MA / g·L- 1 CRS / g·L - 1 RT / ( % ) ¹

40 10. 5 0 35. 2

60 20. 2 0. 8 45. 7

80 26. 7 6. 6 48. 7

100 25. 0 21. 0 42. 4

120 20. 3 42. 5 35. 1

140 16. 8 58. 6 27. 6

　¹ 所生成 L -苹果酸对消耗葡萄糖的摩尔转化率

　　表 6　M / V 比例对产酸( g·L - 1)的影响

M / V
t/ d

4 5 6

5/ 50 12. 2 16. 7 21. 1

10/ 50 13. 2 18. 0 22. 6

15/ 50 20. 1 23. 0 28. 1

20/ 50 14. 6 20. 6 23. 5

25/ 50 14. 1 19. 3 22. 4

个设定比例的实验中, 产酸率均随培养时间( t )的延长递增 . 在 15/ 50比例中, 4, 5 d的产酸率
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分别超过 10/ 15比例中 5, 6 d的产酸率 . 然而,超过 15/ 50比例时,提高固定化颗粒投入量并

未能缩短周期和提高产酸率 . 因此, 在 50 m L 培养基中投入 15 g 固定化细胞最为理想 .

2. 3　固定化细胞连续多批次发酵

按前面确定的最佳固定化条件

和最适产酸条件, 进行固定化

细胞重复连续多批次发酵, 以

考察固定化细胞生产 L -苹果

酸的稳定性 . 操作时, 将固定

化细胞投入发酵培养基, 发酵

周期 6 d. 每批发酵结束后取

出固定化颗粒, 在同样培养基

中和培养条件下进行下一批发

酵 . 表 7总结连续 8批次发酵

的实验结果,历时近50 d.所得

最高产酸率为 29. 2 g·L
- 1

,

平均产酸率为27. 0 g·L
- 1

;

表 7　固定化细胞连续多批次发酵结果¹

批次 CL MA / g·L - 1
RL

Rv / g·( L·d) - 1 Rc/ g·( L·d) - 1
R T / ( % )

1 24. 8 4. 1 13. 8 42. 0

2 25. 3 4. 2 14. 1 45. 1

3 28. 3 4. 7 15. 7 48. 3

4 29. 2 4. 9 16. 2 49. 6

5 28. 0 4. 7 15. 6 47. 5

6 27. 0 4. 5 15. 0 48. 4

7 26. 7 4. 5 14. 8 46. 8

8 26. 3 4. 4 14. 6 44. 1

平均值 27. 0 4. 5 15. 0 46. 5

　¹ Rv , Rc分别表示以发酵器工作容积计、固定化细胞堆体积计产 L -

苹果酸的速率( g·( L·d) - 1 )

以单位体积固定化细胞计的最高产酸速率为 16. 2 g·( L·d) - 1,其平均产酸速率为 15. 0 g·

( L·d)
- 1

,显示固定化颗粒活性稳定性高 . 另外,在连续 8批次发酵过程中, 固定化颗粒未出

现形状和强度的变化, 显示颗粒物理性质的稳定 . 因此, 所制备的固定化细胞适合进一步探索

更多批次的发酵及连续发酵 .

3　讨论

本工作采用海藻酸盐包埋黄曲霉湿菌体制备固定化细胞生产 L -苹果酸 . 固定化条件摸

索实验表明, 颗粒机械强度是凝胶弹性和硬度的综合效果 . 弹性过大,颗粒易变形;硬度过大,

颗粒易裂开 . 同时,实验结果显示在这两种情况下, 菌体的产酸率都明显下降 . 这可能因为较

高浓度海藻酸钙制备的固定化细胞的凝胶网格通透性差,增加了培养液中底物和氧通过凝胶

网格传递到菌体表面的阻力 . 另外, 一般而言, 在其他条件相同的情况下,菌体浓度越高,底物

转化为产物的速度越快 . 然而,表 6的实验结果揭示, 当固定化细胞/培养基比例超过 15/ 50

时,产酸率却随两者比例的提高而下降,这其中可能与通气量有关 .

经过固定化条件和发酵条件的优化,固定化细胞的产酸水平有明显提高 . 经过重复连续

8批次发酵,颗粒产酸活性和机械强度稳定性好,这与适当浓度的聚乙烯多胺和戊二醛对固定

化细胞的稳定性处理有关 . 另外, 也可能与发酵液中有较高浓度的 CaCO 3, 发酵产物也为 L -

苹果酸钙盐, 均有一定浓度的 Ca
2+
贡献有关 .

目前固定化工艺生产 L -苹果酸, 主要依靠含有高活性富马酸酶的细菌类微生物将富马酸

经一步加水反应转化为 L -苹果酸, 如 Yam amoto 和 T akata 等人〔3, 4〕采用的方法 . 不过,这种

工艺以富马酸为原料,原料成本较高 . 基于这种情况,本工作尝试将发酵糖质原料的 L -苹果

酸产生菌黄曲霉〔2〕,进行固定化并开展产酸试验,取得较理想的实验结果 . 即固定化黄曲霉具
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有较高的产酸率和较稳定的产酸活性, 适合进一步探索更多批次的发酵及连续发展 . 迄今为

止,有关利用丝状真菌复杂的多酶反应体系转化糖类为 L -苹果酸的固定化工艺,其研究尚少 .

因此,本研究工作颇有理论和实践意义 .

参　　考　　文　　献

1　胡纯铿,陈哲超, 施巧琴等 . L -苹果酸产生菌 A sp ergillus f lav us HL D-12 产酸条件的研究 . 福建师范大学

学报(自然科学版) , 1994, 10( 2) : 75～80

2　胡纯铿 . L -苹果酸产生菌黄曲霉 A sp erg illus f lavus H-98 发酵特性的研究 . 食品与发酵工业, 1999, 25

( 2) : 19～22

3　Y amamo to K , T osa T , Yama shita K , et al. T he pro duction o f L -malic acid by Brev ibacter ium ammonia-

genes immo bilized w ith polya cr ylamide g el. Eur . J. Appl. M icr obio l. , 1976, ( 3) : 169～175

4　T aka ta I, K aya shima K, T osa T , et al. Impr ovem ent o f stability o f fum arase activ ity of Brevibacter ium

f lavum by imm obilizatio n with J-car ra geenan and po lyethyleneimine. J. Fer ment. T echno l. , 1982, 60( 5) :

431～437

5　严　复, 曲立民, 全夙燮等 . 交联海藻酸钙固定化酵母的制备及其化学稳定性的研究 . 生物工程学报,

1985, 1( 1) : 81～82

6　G oo dban A E. A metho d fo r r apid deter minatio n of L -malic acid. Anal. Chem. , 1957, 29: 283～287

7　北京大学生物系生物化学教研室编 . 生物化学实验指导 . 北京: 高等教育出版社, 1985. 30～31

Immobilizing Aspergillus f lavus for Producing L-Malic Acid

Hu Chunkeng
( College of Chem . En g. , Huaqiao Univ. , 362011, Qu anz hou)

Abstract 　Fo r pr oducing L -ma lic a cid by immo bilized A sp ergillus f lavus, t he method o f alg inate entr apping

is adopted to immo bilize A sp ergillus f lav us . T he optimal co ndit ions fo r bo th the immobilization and the fer -

mentatio n o f immo bilized cells ar e deter mined r espectiv ely as fo llow s: a n alginat e co ncentr atio n o f 25 g·L- 1,

a CaCl2 concent ration of 20 g·L - 1, a cro ss linking of 10 g·L - 1polyv inyl po ly amine with 10 g·L- 1penty l di-

aldehyde, a thallus concent ration o f 90 g·L - 1; a g lucose concentra tion o f 80 g·L - 1, an init ial acidity of pH

6. 0～7. 0, a cultur e t emper atur e o f 32 ℃, a r atio of 15 g immo bilized cells t o 50 ml culture medium. A s the fi-

na l r esults, eight batches of r epeat ed and co ntinuous fer mentation tests r ev ea l that the immo bilized cells keep

go od g rain a ct ivity and mecha nical st rengt h and stability , the mean y ield of L -malic acid acid appr oaching 27. 0

g·L - 1, and t he a ver age L -malic acid pro ducing rate per unit vo lume immobilized cells appr oaching 15. 0 g·

( L·d) - 1.

Keywords 　immobilized cells, A sp ergillus f lavus, fermentation of L -malic acid.
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