
广东甘蔗糖蜜深层发酵柠檬酸的研究
’

生物 系生化微生物专业柠檬酸试验组

广东柠檬酸发酵一直采用表面培养法 ( 又称淡盘法 )
,

产量低
,

平 均 需 要十

三
、

四吨糖蜜才能生产一吨柠 檬 酸 ( 世界先进水平为三吨糖蜜生产一吨樟檬酸 )
。

近 年

来由于柠檬酸在轻工
、

食品
、

医药
、

化工及国防上的广泛应用
,

需要量不断增加
。

为了改变我省柠檬酸生产的落后局面
,

满足社会生产的需要
,

彻底克服从国外进 口

的现象
,

我们在毛主席关于
“ 教育要革命

” 和党的
“
十大

”
精神的号召下

,

一九七

三年九月参加了广州食品社夺取柠檬酸 高 产 的战斗
。

两个多月来我们 与 工 人师

傅
、

技术人 员一起
,

从调查研究入手
,

针对生产中存在的问题
,

同时进行了菌种抱

子
、

糖蜜原料的处理
,

添加生酸促进剂和提取工艺改革等试验
。

实验证明
:

(一 )菌

种
:

黑曲霉 () JJ棒 19 一1 ) 的抱子经热处理筋选后
,

菌体生长粗壮
,

生酸 力 增 强 ;

( 二 ) 广东各地 区糖密对产酸影响有一定差别
,

平行试验比较
,

以广州糖厂所产糖

蜜产酸高 ; (三 ) 发酵后 49 小时添加 2 00 一 4 o o r/ nI l黄血盐
,

可使柠檬酸 转 化 率提高

5一 10 % ;
( 四 ) 发酵培养基中加入 0

.

1%基础碳酸钙有利于抱子萌发
,
提高产酸

。

摇瓶
、

深层和淡盘发酵试验结果都证明
:

发酵后 48 一 9 6小时添加 0
.

6一 1
.

0怀碳酸钙

能使残糖显著降低
,

柠檬酸产率比对照提高 30 界以上
,

添加碳酸钙后的发酵液用直

接中和法 ( 菌粉体与榨檬酸一起加钙盐一起中和沉淀 ) 通过上述处理可获得 5吨左右的糖

蜜生产一吨柠檬酸的好收率
。

材 料 与 方 法

1
。

菌种
:

黑曲霉属 (] 11撑 19 一 1 )
。

2
。

摇瓶培养基成份
:

12 %糖蜜糖浓度
, o

。

2界硝酸接
。

3
.

摇瓶试验条件
: 2 5 om l三角瓶装液量 S OnI l转速 2 2 4 .r P:m 3 0

”

C士 1
“

C
, 8天

,

接

种量 6 0 0 0一 2 0 0 0 0抱子 /二 l
。

4
。

残糖定量测定
:

费林定糖法
。

5
。

总酸测定
:

滴定法
,

以消耗 0
.

I N N ao H的毫升数表示
。

6
。

残余黄血盐测定
:

参阅上海工业微生物研究所编 《 工业 微 生 物 》 19 7 3年增

·

19 74
。

1
。

4 接稿
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刊
,
P 3 7

。

7
。

生酸转化率计算
:

转化率肠
= 生成柠檬酸克数

供应糖份克数
X 1 0 0

精 果 与 豁 谕

一
、

温度处理抱子试验

( 一 ) 最适处理 时间
:

我们采用 70
O

C
、

6 0
“

C
、

50
“

C分别以 1
、

3
、

5分钟 的时间进

行处理
。

抱子处理后接入摇瓶
,

用 2 50 m l雄瓶装 50 nI l培养基
,

培养基成份为 12 肠糖

蜜糖浓度
, 0

.

2肠稍酸按
。

发酵 8天进行测定
,

结果见表 1
。

表 1 不同温度
、

不同时间处理川柠 19 一 1 黑

曲霉袍子对柠檬酸产量及糖耗 的影响

灭可二辱刃二
{ 总醒

70
“
C l * ,

… 浅惜
{ 总酸

6 0
O
C I * ,

} 伐惜
1 总酸

5 0
“
C } * 。

{ 浅惜

一

三全{i)
~

-

…
一

-
~

兰 i{i一一…巡
-

6
·

6 … ”
·

1
1

7
·

2

5
·
1

… ”
·

8 … “
·

1

5
·

5 … 7
·

8 … 7
·

5

4
·

8
1

“ ·

7 … “
·

8

6
·
5 … 了

·

8 1 5
·

8

4
·

9 … 4
·

5 … 5
·

5

从表 1看来
,

几个不同温度的处理时间
,

都以 3 分钟较为合适
,

产酸高
、

糖耗

快
。

( 二 ) 最适处理温度
: 根据上述试验结果

,

我们以 3 分钟做为处理时间
,

但考

虑到 6 0
O

C以上死亡率太大
,

因而采取 5 0
“

C
,

45
“

C
、

40
“

C 进行试验
,

结果见表 2
。

表 2 在 3 分钟时间
,

不同温度处理 川柠 19 一 1

黑曲霉袍子讨柠檬 酸产量及糖耗的影响

一̀一一.1月勺O曰Cé J口ù日ù一On八0J.上二d11月性一,孟,土批号 测定填目

总酸

痊糖

总酸

残糖

总酸

555 0
“
GGG 4 5

O

CCC

666
。

333 7
。

666

444
。

333 4
。

333

777
。

555 1 2
。

222

333
。

666 4
。

888

111 0
。

888 11
。

444

八Ug自月了d .上, .月土

从表 2 看来
,

以 4 5
“

C

最后我们采取 以 45
O

C

分钟的处理条件较合适
,

产酸高
、

糖耗快
。

分钟为处理条件
,

与未 经 处 理 的 抱 子 同一接 种量

33
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( 6 0 0 0一 2 0 00 0个抱子 / m均 进行比较
,

结果经温度处理的抱子生酸及糖转化率均比未

经处理的提高 10 肠
。

二
、

糖蜜处理试验

( 一 ) 处理方 法
:

采用广州糖厂糖蜜
,

垂度 72
O

B x ,
P H 4

.

5 ,

含糖 51 肠
。

①强硷法
:

糖蜜稀释至 5 4
”

B x ,

加石灰乳调 P H 4
。

5 ,

加热 80 一 8 5
O

C 半小时
,

静

置澄清 4 一 6 小时
,

除去沉淀
。

②交换沉淀法
:

糖蜜稀释至 55
“

B x
,

用澄硫酸调 F l l 2
,

加石灰乳调 P H 4
。

5 ,

加

热 80 一 8 5
“

C半小时
,

除去沉淀
。

③交换沉淀法加黄血盐
:

糖蜜先用交换沉淀法处理
,

再按糖蜜铁含量计算加入

黄血盐 ( 黄血堕与跌离子完全反应所需量 ) 加热 80 一 8 5
O

C半 小 时
,

静 置 4 一 6 小 时
,

除去沉淀
。

④酸化法
:

糖蜜与水按 1 : 1稀释
,

加入偎硫 酸 4
.

4肠 ( 按原糖蜜补 )
,

加 热 90

` 9 5
“

c半小时
,

静置 12小时
,

除去沉淀
。

( 二 ) 试验结果
:

用上述处理法取得澄清滤液
,

稀释至糖淡度 12 肠左右
,

加入

0
.

2肠 硝酸敛
,

用 2 5 Om l 金伦瓶装 5 0 m l 培养基
。

菌种用川柠 19一 1 ,

接种 量 6 0 0 0~

2 0 0 0 0个抱子 / m l
。

摇床以回转式 22 4 r
.

P
.

m
.

3 0
“

C
.

培养 8 天进行测定
。

①不同方法处理广州糖厂糖蜜
。

试验结果见表 3
:

表 3

处 理 方

不 同方法处理广州糖厂 糖蜜发酵结果

法 { 全塘拓 夔糖多 酸 度 { 棘化率拓

9口八曰9曰八J附了八口

:…
行了一a八廿nJOC户n
ùOdCOA

山q̀八口no
....几.

!

!
..................

勺乙月任八匕八U月任八曰八卜八入ù叮̀Q自门了O口

:…
门了八匕n卜尸匀叮̀叮声ū了八荞àó日八”八UófleUn

U月任gU内l只U

:…
úód10八hló口月任óúJQU内)t J任n冲

.

…
1山1土nUO口11.上,土法法检互强交

交 互 法 加 黄 血 堕

1 1
。

3

1 0
。

9

瞄一理法血处化黄不酸

从表 3 看来
,

广州糖厂糖蜜不经处理
,

发酵速度并不比处理的慢
,

转化率也比

较高
。

从试验结果看来
,

经处理后虽然清除某些有害成份
,

但也可能同时去除一些

促进生长物质
,

这是一个相当复杂的问题
,

仍需进一步分析
。

但初步认为广州糖厂

糖蜜
,

可 以不经处理直接进行发酵生产柠檬酸
,

但要考虑不同季节和甘蔗产区会发

生影响
。

从实验结果又可看出
,

交互沉淀法加黄血盐的处理产酸率最高
,

但此法耗

酸多
,

手续麻烦
,

仍有待进一步改进
。

②不同糖厂糖蜜发酵试验
。

根据上述试验
,

广州糖厂糖蜜未经处理仍有 良好发
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酵效果
,

因此采用广东其他不同糖厂糖蜜进行试验
,

结果见表 4

表 4 各糖 厂糖蜜发酵结果

塑止竺二坐
-

卜生 些1
.

-

冲兰 i查
-

仁i笙里夸
-

…
一

竺i坚
-

广 帅l {
1 2

·

4
{

4
·

6 8
{

”
·

3 2 !
” 2

·

5

石 岐 】 1 2
·

4
1

4
·

16 】 “
·

6 2 】 ”
·

5

惠 卜日 {
14

·

9
{

“
·

7 6
}

5
·

7 0
{

“ o
·

3

江 尸, } 13
·

2 { 7
·

0 6 } 2
·

53 … 8
·

o

J,厦 德 1
13

·

7
)

6
·

3 0 J Z
·

3 0 J 7
·

8

注
:

以上均为未处理踏蜜道接稀释发酵 6天

表 4 表明
,

广东各糖厂未经处理的糖蜜发酵试验产酸率有一定差别
,

广州糖厂

糖蜜产 酸率高
,

其次是惠阳糖厂
。

由于各厂制糖方法
、

甘蔗产 区和季节不同
,

因此

我们认为要因地因时制宜地采用不同处理方法
。

三
、

黄血盐对菌体生长及生酸的影响

黄血盐是一有毒的无机盐
,

在柠檬酸发酵中加入适量黄血盐能刺激菌体生长促

进生酸
,

过多则有明显抑制作用
。

(一 ) 黄血盐对菌体生长 的影响
。

如表 5 所示
:

表 5 黄血盐对 筒体 生长 的影响

摇瓶培养基中黄血

盐添加量
r

/m l
2 0 0 4 00 6 0 0 80 0 . 10 0 0

菌体干重 g / 10 0 m l 1
.

2 5 1
。

2 1
。

02 0
.

9 6 0
。

7 4 0
。

6

生 畏 情 况
菌赫多
东田 畏
节 畏

菌粉较多
节 短

菌 蒜 粗 壮
菌粽粗
短有

一

碎
断现象

菌粽 少
碎断严重

多次实验证明
,

当加入 s o o r/ m l以上黄血盐时菌体生长即明显受抑制
。

此时菌 丝 结

成块状无生酸能力
,

当此量大于 1 2 o o r/ m l时抱子则无法发芽
。

(二 ) 黄血盐与生酸 的关系
。

发酵过程的不同时期添加不同量黄血盐
,

对菌体生酸的影响是不 同的
。

①不同时间添加一定量黄血盐对生酸的影响
。

如表 6 所示
。

由表 中看出
,

发酵

开始后 9 6小时添加黄血盐对生酸最有利
,

其次为 2 4小时和 48 小时
。

多次试验表明在

7 2小时添加黄血盐时
,

产酸率下降
。
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表 6 不同发酵时间添加 40 0 r/ m l黄血盐对生 酸的影响

橱 号

添 加 时 简 ( h
r
) 12 0

总总 酸酸 1 1
。

777 1 333 1333 1 222 1 444 1 2
。

555

搏搏 化 率 多多 5 111 5 888 5555 4 555 6 000 4 444

注
;
总酸相同而棘化率不同

,

是因发酵修了时体积不同之故

②添加不同量的黄血盐与产酸关系
。

结果如表 7
:

表 7

骗 号

添加不 同量黄血盆对产 酸的影响

添加量 (
r
/ m l ) 2 0 0

总 酸 6
。

3 6
。

78

3

…
`

4。。

…
6。。

4
.

9

…
3

.

4

l

博 化 率 (拓 )

由表 7 可见
,

添加黄血盐量在 2 00 一 4 0 0r/ m l之间
,

均有利于生酸
。

根据表 6
、

表 7 所得结果进行了加量与加时的综合试验
。

结果如表 8

表 8 黄血盐添加量私添加时 间综合试验比较

黄黄二 \ 一一 111 222 333 444 555 666 777

皿皿鳗拓 \ 榻榻榻
}}}}}}}}}}}}}

子子刁诀 \ _____ 一一一一一一一

赢赢汗汗汗汗汗汗汗汗汗
222 4小时时 000 2 0 000 40 000 20 000 4 0000 20 000 4 0000

444 8小时时 000000000000000

999 6
z

J
、

时时 000000000000000

999
。

666 10
。

444 7
。

888 1 11
.

444 10
。

000 10
。

OOO

333 111 4 4
。

888 4 999 3 5 …5 1
.

666 5 333 5 0
。

6
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从上表看出
,

在发酵前期 ( 24 一 48 小时 ) 加入 4 。。 r
/m l 较 ZOOr/ m l 黄血盐对生酸效

果显著
; 中后期 ( 9 6小叼

一

) 则在此量内
,

二者差别不大
。

③通过多次添加不同量的黄血盐的试验
,

我们观察到在添加一定 量 的 黄血盐

后
,

发酵液中的残余黄血盐 (残黄 ) 均保持在一定值 ( 表 g 及 1 0 )
。

这一现象
,

我 们

认为黄血盐的重要作用不仅是除去糖蜜中有毒金属离子 ( 如 eF ++ ) 而促进菌 体 内柠

檬酸的积累
〔 ’

·
2

· “ ’ ,

而且能被菌体所吸收
,

改变了菌体的生理性状
,

从而直接 影响产
酸

。

表 9 20 0 公升发酵罐内残黄 变化情况

发 ” 时 简 ` h ·
,

}
” 2 3 ` ” 5 5 6 0 75 8 , 8 3 9 7 1 0

“
” 5

加入长 4七
’

e
( C剑 )

。
}

, , 八 _

_
, : 八 , 。 八 二八

,

鲤冬 l 一 1 、 1 1 上 U — 一 工 J V — — 工 V U — — 刁 V —

一
}

—
晓 黄

r
/ m ` …74 5 3 5 2 75 6 1

·

2 5 8 6 4
·

8 5 5
·

7 4 0 一 52
·

5

注
:

加入的黄血盐为20 多的水溶液

表 10 5 0 0 0公升发酵罐内残黄 变化情况

发 酵 时 简 ( h
:
) { o

一
’

3 。
:

70
’ . ’

9 3
’

12 2
’

1 2 5 : 2 9
’

13 7 ” : 4 :

加入量 ( m l ) 2 0拓 } 30 0 0 一 一 一 30 0 一 一 11 5 0 一

残 黄 (
r
/ m ` ) …44 49 5 1 4 9 4 5 4 5 4 5 46

·

2 4 1

因此在发酵过程中添加黄血盐的量
,

不能只凭发酵液内残黄的多少来确定
,

必

须根据发酵进展情况 (包括菌粽生畏情况及生酸的情况等 ) 灵活掌握
。

四
、

发酵期间添加碳酸钙的试验

( 一 ) C
a C 0

3

添加量和添加时间的选择
。

在 2 50 m l摇瓶中于不同发酵时间 ( 4 8 hr
,

9 6 h : 和 14 4 h r ) 分 另z}加 入 0
.

4 % 0
.

6肠 0
.

8% 1
.

0% 和 1
。

2肠 量的碳酸钙
,

从抱子萌

发
、

菌丝形态
、

生酸情况 (表 1 1) 及残糖量看
,

以发酵后 4 8 h r和 g c h r
加入 0

.

6一 0
.

8%

表 n 摇瓶试验加 C a C O
。
量和时间的选择

添 力。 …沮。 定 … 添 力。 量 形 …
_ _

_

时 简 } _ ~ }

—
—

—
一 别 照、

二竺
-

…兰{几…望
i兰望 i生 些 士 9

一
- 11里 …
—{ 总 酸 」 8

。

66 9
.

8 6 8
。

04 8
.

5 7
.

3 一 8
.

24
4 8 }

_
.

_
. _ _

一
_

.

_ _ _ _ _ _ _ ,

一

— …竺 {笙1
~

…望 二里一 l丝一二生一 兰生
-

…
-
- 登竺

-

一 点 酸 } 8
。

5 9 9
。

7 9 9
。

7 9
。

3 6 8
。

6 }
_ 、

_ 。 _

9 6 一 一
_ _

-

一
_ _ _ _ _ _ _

一汪
: 七 a 七 U 3 甲

…残糖多 { .36 六 , 水 8 乙上 次艺 一
、

… _
_

—
{

—
{

—
…和的挥檬缎

1
、

薇 酸 ! 8
。

7 8
。

5 8
.

3 7 6
.

6 1 7
。

2 { 一
二 , 。 一、

一 ~
1 44 一 一

`

}
_ _ _ _ _ _ _ _ _ _

} 木盯异位阴

…腾塘多 …
3

·
U 乙
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的 C
a
C O

。
效果最佳

。

进一步试验表明 (表 12) 加钙组平均转化率为 5 7
.

3%
,

比对照组

转化率高出 36 肠
。

表 1 2 C a C O
。
对 产 酸 的 作 用
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( 二 ) 深层发酵添加 C a C 0
3

对柠檬酸生产 的作 用
。

由于深层发酵和摇瓶 试验的

不同特点
,

在不影响柠檬酸纯度的前提下采用维持发酵液四 3 左右流加 ca c o
。
(在

发酵 48 一96 小时之简 )
。

从表 13 可看出
,

添加 C a C O
。
的作用显著

。

平均转化率较不加者

高 3 0肠
。

表 13 20 0公升深层 发酵添加 aC C 0
3

与不加情况对照表

\\\ 卜一野
项 目目 平均搏化率拓拓 平 ;均 夔糖 形形

对对 照 批 数 \ \ \ \\\\\\\

添添加 aC CO 3共 二批批 5 4
。

333 1
。

666 用 e
a
e o

3

东筐持 P H 近 333

不不加 C a C0 s共八批批 4 1
。

666 2
。

0 444 自然 F HHH

注
:

发酵培养基加 0
.

1多基础 aC c 。 。 ,

待生酸后 P H 下降
,

然后以流加 ca C 0 3乳液的

方法推持发酵 F H 近 3
,

培养温度30
’
C 士 1

,
·

授拌速度 30 0
:
P。

。

此外
,

浅盘发酵试验结果表明
,

发酵后 9 6小时加 入 1 肠 Cac o
。
( 一次加完 ) 使 产

酸转化率在 60 肠以上
。

比原来转化率提高了一倍多
。

(三 )碳酸钙是一种强硷弱酸盐
,

具有一定的缓冲能力
。

当发酵进入生酸期后
,

随着柠檬酸的积累发酵液 P H 值不断下降
,

加入 aC C O
。
后部分柠檬酸与 aC

+ +

结合
;

又因C O
。 = 十 H

斗

二竺 H C O
。 一

而使氢离子浓度减小
,

援和了 1
〕
H 值的下降

。

由于终产物

(柠檬酸 )浓度降低
,

根据反馈抑制原理
,

这样就部分解除了终产物对产酸过程中某

些酶系的反馈抑制
,

即相对提高了酶活力
,

从而有利于柠檬酸的合成
。

此外
,

由反

应过程中逸出的 oC
: ,

根据柠檬酸合成理论 〔4
.

5〕
,

将通过丙酮酸狡 化 支 路 参与柠

檬酸合成
。

生成的柠檬酸与 C a 十 +

结合又降低了酸浓度
,

使下列反应

草酚乙酸 + “

活性
”

乙酸二二立柠檬酸
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趋向于柠檬酸合成
。

如此随着Ca C O
3

的不断加入 ( 流加 )
,

以上过程周而复始地循环

导致 了酸产量较大幅度地提高
。

五
、

直接中和法提取柠檬酸的试验

考虑到发酵期间添加碳酸钙
,

可以提高柠檬酸的收率及间接中和法 ( 即先把菌体

瘾去后的发醛液
,

再加碳酸两中和 ) 菌体中所含有柠檬酸无法回收
,

采取 了 直 接 中 和

法
。

经过五批试验
,

总酸收率平均达 8 3
。
6多

,

比原来间接中和法收率提高 15 一 20 %
,

产品纯度符合药典规定
,

操作简便
,

可节省部分设备
,

但产品色泽稍差
,

硫酸根较

多
。

其工艺流程简图如下
:

( 1) 发酵液峥 ( 2) 添加碳酸钙砂 ( 3) 柠檬酸钙 十 菌体
一
) ( 4) 浓 H :

oS
`

酸解 今 ( 5) 过

滤
一

( 6 )柠檬酸液峥 ( 7 )浓缩净 (助结晶
。

匕令弃去石膏
+ 菌体

第 ( 4) 步以后均与间接 中和法 (原法 )相同
。

参 考 文 献

〔1〕 M a r t i n
.

S
.

W
,

W
a t e r s ,

W
.

N
·

p
r a
d u t i o n o f e i t r i

e a e
i d b y S u b m e r g e d f e r m e n t a

`

t i o n ,

I
n
d

.

E n g
.

C h
e
m

.

4 4 , 2 2 2 9
, 1 95 2

-

〔2〕 C
.

A
.

,
7 2 ( 1 1 ) 5 37 55 t , 19 7 0

。

〔3〕 掘津浩章
, A s P e r g i l l u s N i g e r

O 生育
,

呼吸及以 夕 “ y 酸生成比对寸 乙 F e r r o e
y
a n i d

e

仍影响
,

发酵协会志 2 9 , 4 1
,

19 7 1
。

〔4〕 B
o w o t e i n

,

R
。

A , G o
h n s n

.

M
.

G
,

T h e M e e h a n i sm o f f e r m e n t a t i
o n o f C i t r a t e

a n d o 又 a
l
a t e b y A s

P
e r g i l l u s N i g

e r ,

J
·

B i o l
.

c h e
m

·
,
19 8

, 1 4 3 , 19 52
.

〔5 〕 Sh u
.

p
.

M e e
h
a n

i
s o o f C i t r i e a e i d f e r m e n t a t i

o n f r o m g l u e o s e
b y A s Pe r g i l l u s

N i g e r . , C a n a d a
·

J
·

B i
o e

h
e m

.

B i
o Ph y s

. ,

32 , 68 , 1 9 54
。


