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薯干原料柠檬酸发酵菌体浓度的测定

吴佩珠 胡 军

( 无锡轻工业学院( )北京市发酵工业研究所 )

摘要 采用物料平衡的方法导 出 了碳平衡间接测定 菌体浓度的计算公式
,

并用实

验结果进行 了验证
,

结果发现通过碳平衡 间测定 菌体浓度的计算值与实测值误差

甚小
,

证实 了碳平衡法间接测定 菌种浓度的可行性
,

从而解决 了粗料发酵生产柠檬

酸过程中菌体浓度难于测定的问题
,

为建立柠檬酸发酵数学模型打下 了基础
。

关键词 柠檬酸发酵
; 菌体浓度刚定

;
碳平衡法

0 前 言

近几年来我国的柠檬酸发酵工业发展较快
,

尤其是在菌种及工艺方面
,

已赶上国际先进

水平
,

柠檬酸对糖转化率及发酵周期均与国外相近似 .l[
’ 〕 ,

但在柠檬酸发酵的自动控制方面

还很落后
,

为了用计算机对发酵过程进行优化控制进而提高发酵水平
,

必须建立柠檬酸发酵

过程的数学模型
,

但到 目前为止
,

国际国内还未有山芋粉柠檬酸发酵数学模型的报道
,

究其

原因主要是粗料发酵过程中菌体浓度难于测定
,
从而难于建立

。

本文对柠檬酸粗料发酵菌体

浓度的测定进行了研究
,

为建立其发酵过程的数学模型创造了条件
。

1 实验材料与方法

L I 实验材料

1
.

L I 菌种 无锡市第二制药厂提供的黑曲霉 T 41 9 菌株
。

1
.

1
.

2 发酵培养基 山芋粉 20 %
,

液化酶 0
.

4痴 (系无锡酶制剂厂生产
,

活力为 2 0 0 0 单位 /

g 酶 )
,

自然 p H
.

L L 3 发酵设备 无锡轻工业学院发酵工程系 sI F
一2 00 型 3 0L 全 自动发酵罐及自动测

量和控制系统
。

1
.

2
。

1

实验方法

山芋粉发酵工艺条件 温度 36 士 10 ℃
,

转速 5 0 0 r /m in
,

风量 1 3L / m in
.

收稿 日期
:

2 9 9 1
一
1 1

一
1 4
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1
.

2
.

2 总酸沮11定 N a o H 滴定法 [3〕。

1
·

.2 3 总糖浏定 浓硫酸把培养基中淀粉水解成单糖
,

用斐林法滴定阁
。

1
.

2
.

4 还原糖测定 斐林法滴定 aj[
。

1
.

2
.

5 发酵液中柠檬酸纯度浏定 纸上层析法 a[]
。

1
.

2
.

6 发酵液中柠檬酸含量浏定 五溟丙酮法川
。

1
.

2
.

7 菌体干重 (对水解糖发酵 ) 样品用必 gc m 滤纸过滤
,

该滤纸事先在 8 5℃干燥 2 h4
,

并在衡重至 m g 之前在干燥器内冷却
。

过滤出的饼状物以 50 m l 蒸馏水洗涤 2次
,

在 85 ℃干

燥 24 h
,

并于称干重前在干燥器内冷却
。

佗 菌体浓度的间接测定

我国的柠檬酸发酵是用薯干原料直接发酵的
,

发酵液中固形物颇多
,

给菌体浓度测定带

来了很大的困难
,

笔者探讨了各种方法
,

最毕找到了解决问题的途径一通过碳平衡间接计

算菌体浓度
,

这在一些资料上 已有所报道 5[,
“〕 。

2
.

1 测定公式的推导

微生物生长代谢过程中
,

微生物的元素成分是相对稳定的
。

根据基质 (s)
、

菌体 ( x )
、

产

物 (P )和二氧化碳中含碳元素数量可以写出微生物生长代谢过程碳元素的平衡关系为闭
:

d 召
、 ,

d x 、 .

d C O Z
d P

、
一 丽川

`
一 、
一丽

少婉 十
一

石丁
一伪丽

气 ( 1 )

式中
a l

— 每 m ol 基质中碳的含量
, a ,
一 72

.
’

0 6〔g 碳 / m ol 葡萄糖〕
a Z

— 每 g (干 ) 菌体内碳的含量
,

〔g 碳 / g 菌体〕
a 3

— 每 m ol 二氧化碳中碳的含量
, a 3

= 1 2
.

0 1〔g 碳 /m ol c o
Z

〕
a ;

— 每 m ol 产物中碳的含量
,

〔g 碳 / m ol 产物〕

在柠檬酸发酵中
,

淀粉最终是被分解成葡萄糖而被菌体利用的
,

我们可以认为进行碳平

衡计算
,

基质是以葡萄糖为基础 的
。

对于柠檬酸发酵
,

黑曲霉菌体中含碳量为 47
.

9 % ( g /

g ) [“〕 ,

故
a Z

= 0
.

4 7 9〔g 碳 / g 菌体〕 ;而 。 。
一 7 2

.

0 6 [ g 碳 /m o 一柠檬酸〕
。

在本研究中
,

基质为单一基质
,

即葡萄糖 (由淀粉水解得 )产物可假定只有单一产物柠檬

酸 (经分析证明
,

产生的其它代谢产物可忽略 )
,

这样
,

即可用公式 ( 1) 间接测定柠檬酸发酵中

的菌体浓度
。

本文
“

实验结果与讨论
”

中用实验数据进行了验证
。

将各已知数据代入公式 ( 1 )
,

得

d :
、

_

_ _ _ _

d 劣
_

_ _ _
.

d C O
, _

_ _ _ .

d P
.

_ _ 。 * , ~ 、

(一 共导) X 7 2
.

0 6 一 井 X 0
.

4 7 9 十 : 共于三 X 1 2
.

o l + 井挤份 X 7 2
.

0 6 ( 2 )
d t

z 、
’

一
-

一 d t
’ -

一
’ 一 ’

d t
、 - 一

-

一
’

d t
` ’

-

一
-

一
、
一

通过单位换算
,

有

d s
、

L— 下气
.

) X
a 不

7 2
.

0 6

1 8 0
.

1 6
些
d t

X 0
. 479 + 华华

x

Q 乙

1 2
.

0 1

4 4
.

0 1
十 不分

0 乙

7 2
.

0 6

1 9 2
.

1 3
( 3 )

d。 / d t ,
d 二 / d t ,

d e o Z

/ d t , d尸 / d t 单位统一即可
。

由式 ( 3) 可得
:
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d s
、

L—
~;丁 )

Q乙

72
.

0X 61 0

8 1 0
.

1 6

_粤
米 0

.

4 9 7+
U乙

d C 02

dt

2 1
`

01

4 4
.

丝
01
+早云

~

Q`

2 7
.

0X 61 0

1 92
.

3 1

( 4)

d s

— 〔 g葡萄糖 /1 0o ml 发酵液〕
d :

— 〔 g菌体 / L发酵液〕
o de Z

— [ g二氧化碳 八o o ml 发酵液〕
d尸— 〔 g柠檬酸 /1 0 0l m 发酵液〕

由气体状态方程
,

有

P
护

V
尹

m ~ 万万- ( 5 )

中
ó

中式
、

式

,

一
二氧化碳质量〔月

p

一
罐压 (实际压力 )〔p a 〕

R

— 气体常数
,

为 0
.

0 8 2

T

— 发酵液温度
,

( K )

M

一
二氧化碳的分子量 44

V

一
刁 t 时间内

,

发酵过程中所排出 c 仇 的体积【L 〕

V
`

= Q X 刁` X ( C 0 2

% ) X 1 0 0 0 ( 6 )

口

—
乙 t 时间内发酵罐排气流量平均值

,

〔m
3

/ h 〕 ;

c( 0 2

)’一沙 时间内发酵罐排气中 co
Z

含量平均值
,

单位
:

〔m l
co

Z /ml 空气〕

将 (的式代入 ( 5) 式
,

得到

乙` 时间内从整个发酵罐中排出 C O Z
`

的量为
:

,

M 尸
`

仍 = 反了
’

。
’

刁 t X ( c o Z

呢 ) X 1 0 0 0 [ g 〕

设发酵罐实装醒液体积为 Vl
,

单位〔m
3

〕
,

则 川 t 时间内通过每 m l 发酵液所排出 c o :

的

中为

而式量

形 P
`

R T

故 I OOm l 发酵液在乙`

Q
·

乙 t X ( C 0 2

呢 ) X 1 0 0 0 X
1

_ , 。 ,

而百「 , Lg J

时间内所排出 c o :

的量为
:

刁 C o Z
一 ` c o Z

一

纂勺
: ` x `c 0 2

% , X

责
〔g〕

( 7 )

将 ( 7 )式代入 ( 4) 式
,

化简为
:

( S
:

一 5
2
) X

7 2
.

0 6

1 8 0
.

1 6
= ( X

Z

一X l
) X 0

.

4 7 9 +
1 2

.

0 1

4 4
.

0 1

`

M 尸
一 _

曰 ` , _ _ 、
、

1
入 顶下

`

早沙 X 代姚侧
X 了丽万

+ ( P
Z

一 P
l
) X

7 2
.

0 6

1 9 2
.

1 3
( 8 )
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。 。
J _ _

1厂
, _

即 乙入 一正丁两 L
吸佑一热 ’ X

7 2
一

0 6 1 2
.

01

1 8 0
.

1 6 4 4
.

0 1

4 4
.

0 1 P 刃乙 t X
、

(e o Z

% )

T V
一 X 0

.

0 8 2

( P
Z

一 P
l
) X 7 2

.

0 6

1 9 2
.

1 3
( 9 )

刁X = 8
.

3 5 X ( 5
1

一名 2
) 一 7

.

8 3 X (尹
2

一P
,
) 一 3 0 5

.

7 7 X
尸 ,Q 乙 t X ( e o

Z

铸 )

T V
I

由公式 ( 9 )即可求出一段时间乙 t 内菌体浓度的增量
。

2
.

2 产物成分的测定

.2 2
.

1 五澳丙酮
.

法测定发酵液中的柠檬酸
a

.

配制 1%
,

3%
,

5%
, 7肠

, 9% 的标准柠檬酸溶液
,

并测其光密度如下表
:

表 1 不同柠檬酸浓度下的光密度值

柠檬酸百分含量 x
.

0 0 0 7 3沂0 0 0 0 4
.

9 9 9 9 7
.

0 0 0 9
.

00 0

光密度 。
.

0 8 0
,

24 0
.

40 0
.

57 .0 73

J̀..., .,.万.几, ,怪,̀月̀..,J les飞eses月..,

12108462

ǎ96ù一气̀。O叫\如à翻ù加1ōQ

b
.

测发酵液中光密度
,

从标准 曲线

查柠檬酸含量所采用的发酵液由山芋淀

粉发酵得
。

测得结果如表 2 所示
。

从表 2 可以看出
,

在柠檬酸发酵过

程 中
,

除初期 (长菌期
,

1 h6 之前 )外
,

杂酸

很少
,

柠檬酸 所占总酸百分比达 95 % 以

上
。

2
.

2
.

2 纸上层浏定柠檬酸纯度 对发酵
口

1 6h ,

6 3h 和发酵结束时 3个样 品进行了

纸上层析
,

结果发现发酵初期 1h6 以外
,

产酸期均未测出杂酸
。

0
.

6

光密度

图 1 五澳丙酮法所作 ic itr
c A ic d 标准曲线

表 2 发酵过程中不同时刻下的总酸
、

柠檬酸对照

发酵时间

( h )

总酸

(% )

光密度 柠檬酸

(% )

0
.

1 5

柠檬酸占

总酸百分数

O以只月ro口

l

1 6

3 8

p H 4
·

.

、

1
.

55

6
.

7

6 3

终点

0
.

0 0 6

0
.

0 9 5

0
.

54 0

0
.

7 9 0

0
.

9 2 5

1
.

2 0

6
.

6

9
.

6

11
.

3

9 5

9 5

.2 2
.

3 液相 色谱分析结果 对另一批发酵进行了高压液相色谱分析
,

结果如表 .3
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表 3 发酵液相色谱分析结果

指 标 18 ( h) 4 0( h) 6 0( h)

总 酸 1
.

28 %6
.

8 6 %8
.

6 4 %

柠 檬 酸 1
.

17呱 6
.

77 % 5
.

3 。

柠檬酸占 91
.

J z呱 5 9
.

6 5% 9 9
.

2 7 %

绝对误差 0
.

11 0
.

0 90
.

07
.

相对误差 . 0’ 4 0%1
.

33 呱 0
.

83 %

由表 3 可以看出柠檬酸的含量 (总酸中所含 )在 8 9铸以上 (除发酵初期为 1 9
.

1 4 %外 )
。

若以测总酸代替测柠檬酸
,

由此带来的相对误差都在 9
.

4铸以下
;
40 一 66 h 误差只有 1

.

.

33 %

以下
。

从上述三种方法
:

五澳丙酮法
、

纸上层析
、

高压液相色谱对柠檬酸发酵的分析结果可知
,

除发酵初期发酵液中含杂酸稍多外
,

整个发酵过程中含杂酸甚微
,

所以可以通过测总酸来代

替测柠檬酸
,

误差在允许范围内
。

.

3 实验结果与讨论

3 .1 水解发酵

用称干重法求菌体浓度
,

发酵过程如下
:

3
.

1
.

1 薯干粉培养基液化 条件
: 8 0一 9 0 oC

,

p H 自然
,

3 0 m i n
, 1 2 0 oC 灭菌 1 0m i n

3
.

1
.

2
’

糖化 条件
: 5 5 oC

,
p H 4

· `

5士
,

1 0h , 1 2 0℃灭菌 1 5 m i n
.

3 .,1
,

3 过滤 用双层纱布过滤
。

滤液上罐
,

2] 0℃灭菌 ZOm in
.

.3 1
.

4 发酵 工艺条件同薯干粉发酵
。

用称干重法测得菌体浓度如表 4 所示
。

表 4 干重法所测柠檬酸发醉的菌体浓度

发酵时间 ( h ) 0 6 1 0 15 18 2 2 2 6 3 0 4 1

菌体浓度 ( g / L ) 0
`
0 5 0

.

7 9 3
.

1 07 5
.

7 09 5 5 10 5
.

5 1 9 5
.

5 6 1 5
.

8 3 2 5
.

8 6 3

3
.

2 碳平衡法间接测菌体浓度

根据水解糖发酵 的实验记录数据
,

可 由公

式 (9 )求出一段时间内菌体浓度增量 ( 乙 x )
,

把

各段时间间隔的 ( 乙 x ) 累加起来
,

即可求出任

一时刻 的菌体浓度
。

求得各个时期的菌体浓度增量见表 5
.

将干重法
、

碳平衡法所测菌体浓度对照如

表 6所示
。

从表 6 中可知
,

用碳平衡法计算测菌体浓

度的相对误差均在 2
.

17 % 以下
。

用表 6 所列菌体浓度的间接计算值和实测

干重值作时间关系的图像
,

如图 2 所示 (虚线为

—
实测 于 爪

一 一 一 一 l可接 计井

l|八日匕
100806040加
0

ǎ欲à滚势长往

发酵 时间

图 2 菌体增殖曲线

间接计算值 )
。

由此可见碳平衡法间接计算值与干重法实测值 (图中实线 ) 吻合较好
,

说明用
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碳平衡法间接测菌体浓度之方法精度较高
,

可以代替干重法
。

这样在薯干粉柠檬酸发酵中即

可用碳平衡法间接测定厕菌体浓度
,

解决了长期以来我国柠檬酸发酵行业菌体浓度难以测

定的问题
,

亦为进一步研究发酵过程打下了基础
。

表 5 发酵过程中各个时期菌体浓度的增量

时间 ( h ) 0 6 1 0 1 5
.

18 2 2 2 6 3 0 4 1

总糖伍 ) (% ) 2 2
.

15 12
.

0 5

总酸印 ) (铸 ) 0
.

3 2 0
.

3 2

刁召 (习 ) (% ) / 0
.

1

乙 P (夕 ) (% ) / 0

菌体浓度乙 x / 0
.

729

` ,
增量为负

,

可能由实验误差引起

1 1
.

6 3 1 0
.

2 6 9
.

2 9

0
.

3 2 1
.

1 7 2
.

1 3

0
.

4 5 1
.

3 7 0
.

9 7

0 0
.

8 5 0
.

9 6

2
.

2 6 8 2
.

6 7 0
`
0 39

8
.

1 3 6
.

9 5 5
.

7 9 2
.

7 7

3
.

3 0 4
.

5 2 5
.

7 4 8
.

9 3

1
.

1 6 1 1 8 1
.

1 6 3
.

0 2

1
.

1 7 1
.

2 2 1
.

2 2 3
.

1 9

0
.

0 7 9 0
.

0 9 8
一
0

.

0 3 6 ) ) 0
.

0 9 3

表 6 干重法
、

碳平衡测菌体浓度对照

时间
菌体浓度 ( g / L )

间接计算

0
.

2 4 (干重 )

0
.

7 7 9

3
.

0 4 7

5
.

7 1 7

5
.

7 5 6

5
.

8 3 5

5
.

9 33

5
.

89乎

5
`
99 0

实测干重

绝对误差

( g / L )

相对误差
( 铸 )

0
.

2 4

0
.

79

3
。

1 07

5
.

79 0

/

1
.

3 9

1
.

9 3

0
.

1 4

5
.

8 1 0

5
.

8 19

5
.

8 6 1

/

一 0
.

0 1 1

一 0
.

0 6 0

0
.

0 0 8

一 0
.

0 0 5 4

0
.

习1右

0
.

0 7 2

0
.

0 6 5

0
.

12 7

0
.

9 3

0
.

2 7

内j
, ., .勺̀11IJ

5
.

8 3 2

1
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