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摘要： 采用 3 L 机械搅拌式发酵罐研究黑曲霉发酵生产柠檬酸的培养条件，考察了不同梯度的
发酵转速对黑曲霉生长、柠檬酸产量以及残糖的影响。 结果显示，在固定控制条件下，固定转速
500 r/min 时发酵情况最好，产酸均达到 12.9 g/dL，糖酸转化率为 86%，生物量为 42.6 g/L。 根据
实验结果进行了两阶段转速控制发酵，结果产酸为 14 g/dL，转化率 94.6%。在此基础上进行了分
批补料发酵优化，与两阶段搅拌转速控制分批发酵相比，柠檬酸产量（17.2 g/L）提高了 22.8%，糖
酸转化率（95.5%）提高了 2.2%。
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Abstract： The effects of agitation seed on the growth of Aspergrillus niger CCTCC M2013172，
citric acid production，dissolved oxygen and residual sugar were studied in a 3 L batch fermenter in
this study. The results revealed that 500 r/min was the relative optimal condition and under this
condition the yield of citric acid is 12.9 g/L，the conversion rate is 86% and the biomass is 42.6 g/
L.Base on the result，a two-stage agitation ratecontrolling strategy was proposed，in which agitation
rate was controlled at 600 r/min in the first 16 h and then switched to 500 r/min after wards． By
this controlling strategy，the yield of citric acid reached 14 g/L，the conversion rate reach to 94.6%.
And then the two-stage agitation rate controlling strategy was combined with fed-batch fermentation
technology，and the yield of citric acid reached 17.2 g/L，the conversion rate reached 95.5%.
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柠檬酸是三羧酸循环的中间代谢产物，由于它
在食品（70%）、药物和化妆品（12%）以及其它工业
（18%）中的广泛应用，使得柠檬酸成为最具商业潜
力的发酵产品之一，柠檬酸的产量逐年递增[1]。 采用
黑曲霉柠檬酸产生菌进行深层液体发酵，已成为当
今世界柠檬酸生产的主流技术，柠檬酸发酵成为好
气发酵的典型之一[2]。
目前，在国内外文献报道中，关于柠檬酸发酵

的研究主要包括低值原料的开发 [3]、培养基研究 [4]、
浅层发酵的研究 [5]、菌体形态的影响 [6-7]、菌种诱变的
研究 [8-9]、菌体固定化的研究 [10]以及溶氧条件对发酵

过程的影响 [10-12]。 黑曲霉发酵生产柠檬酸的过程是
一个好氧过程，供氧水平对柠檬酸产量有至关重要
的作用。 文献报道的溶氧水平优化大部分是对通气
量的研究，对搅拌转速的影响的研究很少。 作者以
可溶玉米浆与玉米清液作为培养基，研究了搅拌转
速关联溶氧水平优化黑曲霉发酵柠檬酸生产工艺，
考察了发酵过程中菌体量、产物、培养基残糖等的
变化情况，并在搅拌转速优化的基础上进行了分批
补料发酵的研究。

1.1 菌种
柠檬酸生产菌黑曲霉 CCTCC M2013172：由

作者所在实验室提供。
1.2 培养基
1.2.1 斜面培养基 （PDA 培养基） 称取已去皮的
马铃薯 200 g，加水 500 mL，煮沸 30 min，四层纱布
过滤， 再加葡萄糖 20 g 和琼脂 20 g， 溶解定容
至1 000 mL， 趁热分装克氏瓶， 每瓶 50 mL 左右，
121 ℃灭菌 20 min后取出，搁置成斜面。
1.2.2 发酵种子培养基 玉米清液，玉米浆，调节
总糖 10 g/dL，总氮 0.2 g/dL。
1.2.3 发酵培养基 玉米清液，玉米浆，调节总糖
15 g/dL，总氮 0.08 g/dL。
1.3 培养条件
1.3.1 菌种活化及保藏 保藏的菌种转接于克氏
瓶斜面上，37 ℃恒温箱倒置培养 7 d，置于 4 ℃冰箱
保藏，一个月转接一次。
1.3.2 种子培养 PDA 斜面（麸曲）培养一周，用无
菌水洗下孢子，用玻璃珠打散，用血球计数板计数，
以 30 万/mL 的接种体积分数接入种子摇瓶培养基

中，35 ℃、300 r/min摇床培养 24 h。
1.3.3 发酵条件 以 10%的接种体积分数接入种
子液，控制一定发酵条件，培养至还原糖低于 0.5%
发酵结束。
1.4 检测方法
1.4.1 菌浓检测方法 菌体干湿重测定：均匀取 50
g 培养液，用一层绢纱过滤至 500 mL 烧杯中，用洗
瓶冲洗，冲洗量约 200 mL 左右，冲洗时边冲洗边用
玻璃棒搅拌，之后将过滤到烧杯中的菌液通过高速
离心机离心， 或用滤纸抽滤后称湿重， 然后于 105
℃烘箱烘干后称干重。
1.4.2 产酸测定方法 发酵液过滤取上清液 1 mL，
用 0.142 9 mol/L 的 NaOH 滴定（酚酞为显示剂），滴
定的体积即为酸度，单位 g/mL。
1.4.3 还原糖测定方法 3，5-二硝基水杨酸比色
法测定溶液中还原糖[13]。
1.4.4 总糖测定方法 先对发酵培养基进行水解，
然后用蒽酮比色法测定[14]发酵液中的总糖质量浓度。

2.1 搅拌转速对黑曲霉生长的影响
考察了黑曲霉发酵生产柠檬酸过程中搅拌转

速对于菌体生长的影响， 在其它培养条件 （温度、
pH、通风、初糖质量浓度）一致的情况下，研究了在
不同的搅拌转速（400～800 r/min）下发酵过程中菌体
生物量、发酵液残糖以及溶氧的变化情况，结果见图 1。

材料与方法1

结果与讨论2
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图 1 不同溶氧对黑曲霉生长的影响
Fig. 1 Effect of agitationrate on the growth

由图 1（a）可见，搅拌转速对于生物量有着很大
的影响，随着搅拌转速的增大，生物量也相应增大，
在 400 r/min 和 800 r/min 时，最大生物量分别为 29
g/L 和 50 g/L，相差很大，说明低转速会导致菌体生
长缓慢。 这是因为黑曲霉是好氧微生物，对于溶氧
的要求较高。 另外，菌体并未因为较高的转速导致
菌丝破碎溶解而致生物量降低，这可能因为发酵过
程中黑曲霉是以菌球形态存在，对于搅拌的剪切作
用承受能力较大。 参考图 1（b），低转速条件下培养
液中的还原糖消耗相当慢，说明低溶氧条件下菌体
的代谢活动相当缓慢。
由图 1（b）可见，发酵初期（0～8 h）残余还原糖

的质量浓度有上升的趋势，搅拌转速越小，还原糖
质量浓度上升越快。 这是因为在发酵初期，黑曲霉
菌体中的糖化酶会作用于底物大分子非还原糖（淀
粉）， 将其分解为小分子还原糖为菌体的快速生长
做准备。 在发酵初期糖化酶水解淀粉产生还原糖的
速度大于菌体分解利用的还原糖量，随着发酵的进
行糖消耗速度增大， 还原糖质量浓度逐渐降低，且
与搅拌转速相关。
由图 1（c）可见，不同的搅拌转速发酵过程，溶

氧水平变化表现出相似的变化，在发酵前期（8～24
h）内保持较低的时间，说明这段时间是黑曲霉菌体
的快速生长期， 代谢活动旺盛需要大量的溶解氧。
而发酵后期需氧量减少， 供氧速率高于耗氧速率，
溶氧上升，这与微生物的生长是一致的。
2.2 搅拌转速对黑曲霉生产柠檬酸的影响
不同搅拌转速下黑曲霉发酵产酸的情况见图

2。 产酸情况在保持恒定的不同的搅拌转速下有较
大的差异，这与搅拌转速对黑曲霉菌体生长的影响
是基本一致的。 在搅拌转速为 400 r/min时，柠檬酸

生成量相当低，最终产酸为 2.2 g/dL，当转速升高到
500 r/min 时，柠檬酸生成量有较大的提高，最终产
酸量为 12.9 g/dL。 这说明溶氧水平对于柠檬酸产量
有重要的影响，发酵过程一定要保持一定的溶氧水
平。 但产酸量并不完全随着搅拌转速的提高而升
高，在搅拌转速 500 r/min 下最终产酸量最大，达到
12.9 g/dL。 当转速由 500 r/min提高到 800 r/min，最
终产酸量由 12.9 g/dL降低至11.1 g/dL。 发酵前半程
转速 600 r/min时产酸量较大。

图 2 不同搅拌转速对黑曲霉生产柠檬酸的影响
Fig. 2 Effect of agitation rate on citric acid production

在发酵初期（0～8 h）基本没有产酸，之后的 8～
24 h 产酸量快速升高，而这阶段也是菌体快速生长
的阶段，综合图 1 和图 2 可以看出，发酵前期菌体
生长与产酸是相关联的。 当进入发酵期后，产酸量
迅速提高，pH 很快降低到 2 以下，这对发酵过程是
必要的， 因为只有在较低的 pH 下柠檬酸才能大量
积累，也会有效抑制杂菌污染[15-16]。
通过公式 γp=dP/dt 可以计算不同转速下柠檬

酸产生速率，其中 P 是柠檬酸产量（g/dL），t 为时间
（h）。 用 Origin 软件对图 2（a） 中的酶活数据进行线
性拟合后进行插值计算，可以得到不同搅拌转速下
的产酸速率—时间关系曲线，如图 2（b）。
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由图 2（b）可见，搅拌速率对最高产酸速率出现
的时间基本没影响，均出现在 32 h 左右。 较高转速
和较低的转速均不利于产酸， 转速 500 r/min 时产
酸速率最大，达到 0.34 g/（dL·h）。 综合图 2（a）和图
2（b）固定转速下 500 r/min是最优转速。 另外，在搅

拌转速 600 r/min 下， 发酵初期的产酸速率较其它
转速高。
不同搅拌转速下黑曲霉的发酵动力学参数见

表 1。其中在转速 500 r/min下，产酸量、糖酸转化率
最大，为最佳转速。

表 1 不同搅拌转速条件下的发酵参数比较
Table 1 Fermentation parameters in different agitation rate

转速/(r/min) S0/（g/dL） Xmax/（g/L） Pmax/（g/dL） Qx/（g/（L·h）） Qp/（g/（dL·h）） Yp/x/（g/（dL·h）） Yx/s/（g/g） 转化率/%

500 15 42.6 12.9 1.33 0.34 0.3 3.27 86

600 15 49 12.58 1.4 0.3 0.26 2.84 84

700 15 49 12.1 1.5 0.32 0.28 3.27 80.1

800 15 57 11.1 1.6 0.26 0.19 3.8 74

400 15 29 2.2 0.91 0.037 0.08 1.93 14.7

2.3 两阶段搅拌转速控制对柠檬酸分批发酵的影
响

根据文献[17]并基于上述的分析结果，提出了
柠檬酸分批发酵过程的搅拌转速两阶段控制策略：
发酵前期（0～16 h）搅拌转速控制 600 r/min，发酵中
后期搅拌转速控制为 500 r/min，结果见图 3 及表 2
所示。
从图 3 可以看出，在两阶段搅拌转速控制发酵

过程中，黑曲霉菌体的生长情况变化不大，但是柠
檬酸的积累量有较大的提高，见表 1及表 2。柠檬酸
产量（14.1 g/dL）比最优恒定转速（500 r/min）提高了
8.5 g/dL，相应的糖酸转化率也提高了 8.5%，且柠檬
酸的合成速率也有提高。 因为发酵初期菌体生长与
柠檬酸的合成相关联，较高的溶氧可以保证菌体的
生长，同时使体系 pH 迅速降低到 2 以下，以抑制杂
酸产生，主要积累柠檬酸。 发酵中后期保持一定的
溶氧水平就可以维持菌体的代谢， 较高的溶氧会使
菌体大量积累而降低产物的合成， 而且较高的转速
会影响黑曲霉的菌球形态，导致产物分泌减少。
2.4 基于两阶段搅拌转速策略分批补料发酵生产
柠檬酸

分批补料发酵培养是在分批发酵过程中补充

培养基，而不从体系中排除发酵液的培养方式。在发
酵工业中采用分批补料发酵可以使底物的残留保持

在较低的水平， 可以缓和底物抑制， 富集高浓度细
胞，延长代谢产物的积累时间，获得更高的产量。

图 3 采用两阶段搅拌转速控制的发酵过程曲线
Fig. 3 Fermentation curveunder two-stage agitation rate
表 2 两阶段搅拌转速控制策略的发酵参数

Table 2 Fermentation parameter under two -stage
agitation rate

注：Xmax 为最大细胞生成量；Pmax 为最大柠檬酸产量；Qx

为细胞生产强度；QP 为柠檬酸生产强度；YP/X 为对细胞的产

物得率；YX/S为对底物的菌体得率；YP/S为对底物的产物得率；

S0为总糖质量浓度。

参 数 数 值

S0/（g/dL） 15

Xmax/（g/L） 55

Pmax/（g/dL） 14

Qx/（g/（L·h）） 1.08

Qp/（g/（dL·h）） 0.21

Yp/x/（g/g） 0.25

Yx/s/（g/g） 3.66

转化率/% 93.3

注：Xmax为最大细胞生成量；Pmax为最大柠檬酸产量；Qx为细胞生产强度；QP为柠檬酸生产强度；YP/X为对细胞的产物得率；

YX/S为对底物的菌体得率；YP/S为对底物的产物得率；S0为总糖质量浓度。
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根据图 1（b）及图 2（a），在发酵至 48 h 时，残糖
量很低且产酸速率降至很低，参照文献[18-19]，如
果能在这时补充葡萄糖，理论上可以延长柠檬酸积
累的时间，提高柠檬酸的产量。 因此，作者研究将两
阶段搅拌策略与分批补料发酵相结合进行发酵过

程优化 ：发酵前期 （0～16 h）搅拌转速控制为600
r/min，发酵中后期搅拌转速控制 500 r/min，初始总
糖质量浓度 15 g/dL， 发酵至 48 h 一次性补加葡萄
糖50 g，使补入后的发酵液还原糖质量浓度为 6 g/dL，
结果见图 4。

图 4 两阶段搅拌转速策略分批补料发酵过程曲线
Fig. 4 Fermentation curve of fedbatch fermentation

由图 4 可以看出，在发酵进程残糖量较低的情
况下补入葡萄糖后，为菌体的代谢活动提供了新的
原料，菌体量由 45 g/L 上升到 52 g/L，产酸速率明

显升高。 与两阶段搅拌转速控制分批发酵相比，分
批补料发酵的柠檬酸产量 （17.2 g/dL） 提高了
22.8%，糖酸转化率（95.5%）提高了 2.2%。

通过采用可溶玉米浆与玉米清液作为发酵培

养基对产柠檬酸黑曲霉 CCTCC M2013172 进行发
酵条件的优化，为了便于测定生物量使用与生产培
养基有所改变，所以产量也有所差异。 通过考察搅
拌转速等条件对发酵过程的影响，发现黑曲霉生产
柠檬酸是生长关联型的，适当的菌体质量浓度有利
于产酸，但是柠檬酸的产量并不是与菌体质量浓度
呈正比例关系。
由发酵结果可知， 在恒定转速 400～800 r/min

之间，转速 500 r/min 是最优转速，由于发酵前期菌
体的生长情况与发酵液 pH 对后期的柠檬酸积累有
很大影响，所以采用了两阶段搅拌转速策略：发酵
前期（0～16 h）搅拌转速控制为 600 r/min，发酵中后
期搅拌转速控制为 500 r/min，柠檬酸产量（14.1 g/dL）
与糖酸转化率均比最优恒定转速（500 r/min）下提
高了 8.5%。 在此基础上又进行了分批补料发酵优
化，与两阶段搅拌转速控制分批发酵相比，分批补
料发酵的柠檬酸产量（17.2 g/dL）提高了 22.8%，糖
酸转化率（95.5%）提高了 2.2%。

结 语3
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