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混合培养发酵 L-苹果酸的研究

胡纯铿¹ 　　王国川º

( ¹ 华侨大学化工学院,泉州 362011; º 福建惠泉啤酒集团股份有限公司,惠安 362100)

摘要　采用 A-23 菌株和V-81 菌株混合培养发酵 L -苹果酸, 分别探讨碳源浓度对 A-23菌株和 V-

81菌株发酵水平的影响. 试验表明, A-23 菌株产延胡索酸能力强, V-81 菌株具有高活性延胡索酸

酶 . 在此基础上, 研究 A-23 菌株和 V-81 菌株混合培养方式对发酵 L -苹果酸的影响. 结果表明,

A-23 菌株接入含有 150 g·L - 1葡萄糖的混合发酵培养基中培养 3 d, 后接入 V-81 菌株并继续培

养 2 d, 产酸水平最高, L -苹果酸浓度达 73. 3 g·L - 1, 对投糖浓度的摩尔转化率达 65. 6% .
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L -苹果酸是生物体代谢过程中产生的一种重要有机酸,它在食品工业、临床医药、化学工

业和饲料工业等领域中都有十分重要的应用〔1, 2〕.几十年来,人们已尝试过多种方法〔1～11〕进行

L -苹果酸生产的研究 . 早期采用的直接提取法, 系从天然动植物材料中提取 L -苹果酸,现已

意义不大;化学合成法生产的苹果酸在应用上受到限制
〔1〕
;非糖质原料发酵法尚处于实验室水

平;酶转化法已率先进入工业生产规模; 近几年在糖质原料发酵工艺中,一步发酵法和混合发

酵法都有较大进展,但有关的研究报道尚少.日本 Takao 等人〔4〕采用混合培养发酵 L -苹果酸,

产物对投糖浓度的摩尔转化率为 56. 7%; 蒋明珠等人
〔6〕
采用根霉和细菌混合发酵 L -苹果酸,

投糖浓度为 120 g·L
- 1
,产酸水平为 52. 0～54. 8 g·L

- 1
, 换算为对投糖浓度的摩尔转化率为

58. 3%～61. 3% .本工作采用 A -23菌株和 V-81菌株混合培养发酵 L -苹果酸.其投糖浓度可

达 150 g·L - 1, L -苹果酸产酸水平达 73. 3 g·L- 1 ,对投糖浓度的摩尔转化率为 65. 6%.

1　材料与方法

1. 1　菌株

无根根霉 Rhiz opus arr hiz us A-23和普通变形杆菌 Pr oteus vulgaris V-81〔10〕.

1. 2　培养基

( 1) 根霉斜面保藏培养基: 马铃薯葡萄糖培养基. ( 2) 根霉种子培养基( g·L
- 1
) :葡萄糖

20,尿素 1. 0, 玉米浆 3. 0, KH2PO 4 0. 3, MgSO 4·7H2O 0. 25, ZnSO 4·7H2O 0. 066, FeCl3·

6H2O0. 01, 玉米粉30, 琼脂1. 0, pH自然 . ( 3)根霉发酵培养基 ( g·L
- 1 ) : 葡萄糖80, 尿素
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1. 0,玉米浆 0. 5, KH2PO4 0. 3, MgSO 4·7H2O 0. 4, ZnSO4·7H2O 0. 044, FeCl3·6H2O 0. 01,甲

醇 15, CaCO 3 50( CaCO3和尿素分开进行灭菌, 甲醇在接种前加入) , pH 值自然. ( 4) 细菌斜面

保藏培养基: 牛肉膏蛋白胨培养基. ( 5) 细菌种子培养基:见文献[ 10] . ( 6) 细菌发酵培养基( g

·L
- 1
) :延胡索酸 40, 尿素 1. 0, KH2PO 4 0. 3, MgSO 4·7H2O 0. 4, 玉米浆 0. 5, ZnSO 4·7H2O

0. 044, FeCl3·6H2O 0. 01, 甲醇 15, CaCO 3 50 ( CaCO 3和尿素分开灭菌,甲醇在接种前加入) ,

pH 自然. ( 7) 混合发酵培养基( g·L
- 1 ) : 葡萄糖 150, 尿素 1. 8,玉米浆 0. 85, KH2PO4 0. 3,

MgSO 4·7H2O 0. 4, ZnSO 4·7H2O 0. 044, FeCl3·6H 2O 0. 01,甲醇 15, CaCO3 90 ( CaCO3和尿

素分开灭菌, 甲醇在接种前加入) , pH 自然.

1. 3　培养方法

( 1) 根霉培养:根霉斜面菌种于马铃薯葡萄糖培养基上, 在 31 ℃条件下培养 7 d.液体种

子在 30～32 ℃条件下于旋转式摇床上振荡培养 16 h. 按 10%接种量将液体种子接入根霉发

酵培养基,在 30～32℃条件下, 先于往复式摇床上培养 1 d,后移至旋转式摇床上培养 3 d. ( 2)

细菌培养:细菌斜面菌种于 30℃培养 3 d.液体种子于 30～32℃旋转式摇床培养 2 d.按 20%

接种量接于细菌发酵培养基中, 培养 2 d. ( 3) 混合培养:按 10%接种量将根霉液体种子接入混

合发酵培养基中, 先在往复式摇床上培养 1 d,再在旋转式摇床上培养 2 d,后按 20%接种量接

入细菌液体种子, 继续培养 2 d. 培养温度为 30～32℃.

以上根霉、细菌的液体种子培养、发酵及混合发酵, 均在 250 mL 的三角瓶(装量为 25

mL)中进行.

1. 4　分析方法

延胡索酸的定量测定, 采用高锰酸钾滴定法; L -苹果酸的定量测定, 采用 2, 7-萘二酚

法〔11〕;此外,用酸度计测定 pH,用蒽酮法〔12〕测定糖等.

2　结果与讨论

2. 1　A-23菌株发酵试验

根霉产延胡索酸能力和细菌延胡索酸酶活性,它是影响混合培养发酵 L -苹果酸的关键因

素.为了提高 A-23 菌株延胡索酸发酵水平, 试验中尝试将根霉发酵培养基中的葡萄糖浓度

( CG )由80g·L
- 1
提高到120g·L

- 1
或150g·L

- 1
, 分别考察A-23菌株对它们的转化情况,

表 1　A-23 菌株发酵试验结果

CG/ g·L - 1 CFU/ g·L - 1 CL MA / g·L- 1 CRG / g·L - 1 RM
F U/ ( % )

80 43. 5 13. 1 1. 0 85. 4

120 63. 2 20. 9 1. 8 83. 0

150 78. 9 27. 6 2. 0 82. 7

结果见表 1.由表可见: ( 1) A -23菌

株对不同浓度的葡萄糖转化都较彻

底,发酵液中的残糖浓度( CRG )很

低; ( 2) A-23菌株产延胡索酸能力

随培养基中葡萄糖浓度的提高而递

增,当葡萄糖浓度为 150 g·L
- 1
时,发酵液中的延胡索酸浓度( CFU )达 78. 9 g·L

- 1
,对耗糖的

摩尔转化率( R
M
FU )为 82. 7% ; ( 3) A -23菌株除产延胡索酸外,尚可产一定浓度( CLMA )的 L -苹

果酸.

2. 2　V-81菌株发酵试验

在混合发酵中,利用 V-81菌株的延胡索酸酶活性
〔10〕

, 将 A-23菌株发酵葡萄糖生成的延
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胡索酸转化为 L -苹果酸. 试验中将细菌发酵培养基中的延胡索酸浓度( CFU )调为 40 g·L
- 1
,

60 g·L
- 1
和 80 g·L

- 1
,探讨V -81菌株对不同浓度碳源的发酵情况, 结果如表 2所示.从表可

见,当延胡索酸浓度为 80 g·L
- 1, V-81菌株仍有很强的转化能力, L -苹果酸浓度( CLM A )可达

72. 1 g·L
- 1, 对投入延胡索酸的质量转化率( R

W
LMA )达 90. 1% .

2. 3　混合培养发酵 L-苹果酸

2. 3. 1　混合培养方式对发酵 L -苹果酸的影响　混合发酵工艺实质是将根霉的延胡索酸发酵

和细菌的苹果酸转换发酵两个过程耦合在一起,即以根霉的发酵产物作为细菌的发酵底物.为

探讨二者接入混合发酵培养基中的适宜时间, 试验中分别考察了 tA= 0 d( A -23菌株和 V-81

菌株同时接种) , tA= 1 d( A-23菌株接种 1 d后接入 V-81菌株) , tA= 2 d( A-23菌株接种 2 d后

接入V -81菌株)和 tA= 3 d( A-23菌株接种 3 d后接入 V-81菌株)等不同情况对混合发酵(周

期为 5 d) L -苹果酸的影响,结果见表 3.由表可知,二者同时接种, L -苹果酸产酸水平低,发酵

表 2　V-81菌株发酵试验结果

CFU / g·L - 1 CLMA/ g·L - 1 R W
LMA/ ( % )

40 37. 0 92. 6

60 54. 2 90. 4

80 72. 1 90. 1

表 3　混合培养方式对发酵 L -苹果酸的影响

tA/ d CLMA/ g·L - 1 CFU / g·L - 1 CRG/ g·L - 1

0 46. 2 30. 6 0

1 65. 5 9. 7 0

2 71. 5 6. 7 0

3 73. 0 5. 3 0

液中有较多的延胡索酸.当 A-23 菌株先接种 2～3 d 后接入 V-81 菌株,发酵 L -苹果酸理想,

图 1　混合培养发酵 L-苹果酸进程

残余的延胡索酸很少. 此外, 以上各

种混合培养方式, 发酵 5 d,培养基中

葡萄糖均被耗尽(残糖浓度CRG= 0) .

2. 3. 2　混合培养发酵 L -苹果酸进

程　试验中控制 tA = 3 d, 发酵周期

为 5 d, 进行混合培养发酵 L -苹果

酸, 定期测定发酵液中 L -苹果酸

( LMA )浓度, 延胡索酸( FU )浓度和

残糖( RG)浓度, 结果如图 1所示. 图

1表明, 发酵 3 d,延胡索酸积累到最

高水平,达 68. 6 g·L
- 1
,此时糖已耗

尽.接入 V-81菌株后,延胡索酸快速

转化为 L -苹果酸; 至第 5 d时, 延胡索酸已基本耗尽; L -苹果酸的最终浓度可达 73. 3 g·L
- 1
,

其对投糖浓度的摩尔转化率为 65. 6%.

3　结束语

本研究采用 A -23菌株和 V-81菌株混合培养发酵 L -苹果酸,投糖浓度达 150 g·L
- 1
, 根

霉先接入混合发酵培养基中 3 d, 后接入细菌继续发酵 2 d,产酸理想, L -苹果酸最终浓度可达

73. 3 g·L - 1, 对投糖浓度的摩尔转化率可达 65. 6% .
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A Study on L-Malic Acid Fermentation by Mixed Cul ture

Hu Chunkeng
¹
　　Wang Guochuan

º

( ¹ College of Chem. Eng. , Huaqiao Univ. , 362011, Quanzhou;

º Fujian Huiquan Brew age Group Inc. , Huian, 362100)

Abstract 　L -malic acid fermentat ion w as performed by a m ixed culture of str ain A-23 and str ain V-81. The

effect o f concentration of carbon source on the fermentation lev el of both strain A-23 and str ain V-81 w as

invest igated. T he experimental results showed t hat st rain A-23 w as very capable of pr oducing fumar ic acid w hile

str ain V-81 had st rong fum arase activity . On the basis of above investig ation, the influence of the w ay for a

mixed culture of strain A-23 and str ain V-81 on L -malic acid fermantation w as further studied. T he result

indicated that the highest L -malic acid y ield w as acquired w hen strain A-23 was inoculat ed and cultured in the

mixed fermentation medium containing 150 g·L - 1 g lucose fo r 3 days, then strain V-81 w as inoculat ed and

cult ur ed for 2 day s. The concentration of L -malic acid reached 73. 3 g·L - 1 while its molar conversion r ate to

initial glucose concentr at ion in the medium amounted to 65. 6% .

Keywords 　L -malic acid, mixed fermentation, Rhiz opus arrhiz us , Proteus Vulg aris
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