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柠檬酸发酵过程中液化条件的影响

代真真, � 周 勇, � 刘玉伟, � 满 云, � 张继学, � 王永红*

(华东理工大学 生物工程学院,上海 200237)

摘 � 要: 为了更为精确地调控柠檬酸的发酵过程, 作者对其原料玉米粉在不同的液化条件下的液

化效果进行了研究。结果发现, 在95 � 、液固比 3. 17�1、搅拌转速 160 r/ min的条件下,液化效率

最高, 18 min即可完成。加酶量、介质 pH、液化时间的长短影响液化后糖液的成分, 其中高加酶

量、自然 pH 值条件、短时间液化均有利于糖液中溶磷、铁离子、锰离子保持在低浓度水平,这对柠

檬酸的高产非常重要。
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Effects of Liquefying Conditions during Citric Acid Fermentation
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Abstract: In order to regulate the fermentat ion pro cess more pr ecise, this study invest igated the

effects of differ ent liquefy ing condit ions on corn flour liquefy ing r esults. And the opt imum

conditions w ere achiev ed through sing le factor experiment and listed as follow s: : 95 � , 3. 17: 1 o f

w ater to corn f lour ratio, the ag itator speed 160rpm . With the opt imum conditions, the liquefy

pr ocess w as f inished just in 18 m in. Furthermore, it w as found that the enzyme amount , pH ,

liquefying time played important role on the the component of the liquef ied corn.

Key words: corn f lour, thermostable �-amy lase, liquefy ing , component o f liquef ied corn

� � 玉米粉是柠檬酸发酵工业中常用的一种良好

碳源
[ 1]

,在利用过程中要经过一定的液化处理, 使

大分子的淀粉被降解为小分子的糊精、麦芽糖和葡

萄糖等可被微生物利用的糖[ 2-3] 。液化作用是柠檬

酸发酵前必须进行的重要生物化学反应
[ 4]

, 不同的

液化条件不仅影响液化的效率, 还会影响液化后糖

液的化学成分, 进而影响后期的发酵过程。研究液

化条件对液化结果的影响, 不仅可以优化的液化条

件, 提高液化效率, 也可以了解液化条件对液化液

成分的影响, 从而对发酵过程进行更为精细的调

控。

通过控制温度、液固比、搅拌转速得到一个液

化效率最高的液化条件, 然后从加酶量、介质 pH、

液化时间方面考察其对液化液成分的影响,从而找



到一个最利于发酵的液化条件。

1 � 材料与方法

1� 1 � 材料
1� 1� 1 � 原料及试剂 � 玉米粉:蚌埠丰原生化; 耐高

温 �-淀粉酶( 40 000 U/ mL) : 诺维信公司; 硫酸、氢

氧化钠、硫酸铜等试剂:分析纯。

1� 1� 2 � 主要仪器设备 � DK-S22 型电热恒温水浴

锅:上海精宏实验设备有限公司; RW20� n 悬臂式
搅拌机:广州仪科实验室技术有限公司; KDN-1000

凯氏定氮仪:上海新嘉电子有限公司; PHS-3CW 酸

度计:上海理达仪器厂;活细胞计数仪: ABER 仪器

有限公司。

1� 2 � 分析方法
1� 2� 1 � 斐林发测定总糖及还原糖[ 5]

1) 斐林试剂空白的滴定:取斐林试剂甲乙液各

5 mL 于50 mL 的锥形瓶中,加入9� 0~ 9� 5 mL 0� 1
g/ dL 的葡萄糖标准溶液,加热至沸后以12~ 15滴/

min的速度滴定至蓝色消失,滴定消耗的葡萄糖毫

升数即为试剂的空白。

2) 总糖的测定: 取试样 10 mL 于配有回流管

的 150 mL 锥形瓶中, 加 50 mL 蒸馏水, 再加入 7� 5
mL 浓硫酸,加热至沸保持 5 min, 急速冷却。冷却

后用浓 NaOH 溶液中和至 pH 7左右, 定容至 500

mL。取斐林甲乙液各 5 mL 于 50 mL 锥形瓶中, 依

次加入加上述定溶液 2 mL 和适量 0� 1 g/ dL 葡萄

糖标准溶液,加热至沸,以 12~ 15滴/ m in 的速度滴

定至蓝色消失, 记录所消耗的葡萄糖毫升数。加热

后滴定消耗的葡萄糖标准溶液不能超过 1 mL, 滴

定过程不得超过 1 m in,否则重新滴定。

总糖( %) = (空白-滴定消耗数) � 2� 5
3) 还原糖测定: 取斐林甲乙液各 5 mL 于 50

mL 锥形瓶中, 加入一定稀释倍数的试样 1 mL 和适

量的 0� 1 g / dL 葡萄糖标准溶液, 加热至沸后以 4~

5 s/滴的速度滴定至蓝色消失, 记下所消耗的毫升

数。

还原糖( % ) = (空白- 滴定消耗数) � 0� 1 �稀释倍数
1� 2� 2 � 溶磷的测定 � 50 mL 比色管中加入一定稀

释倍数的样品 1 mL,加水至比色管 25 mL 刻度处

混合均匀,加入 4 mL 配制好的钼酸铵溶液混匀, 再

加入 2 mL 抗坏血酸溶液混匀后沸水浴 10 m in, 于

660 nm处读得吸光值, 根据标准曲线计算样品中溶

磷浓度。

1� 2� 3 � 金属离子测定 � 全谱直读等离子体发射光
谱仪测定。

1� 2� 4 � 总氮测定 � 全自动凯氏定氮仪。
1� 3 � 液化工艺流程

粉碎的玉米粉按照一定的液固比加入水后, 添

加耐高温 �-淀粉酶,置于一定温度的水浴锅中, 在

一定的搅拌转速下开始液化, 直到碘试合格为止。

为保证后期发酵正常进行, 液化液总糖质量浓度需

高于 16 g / dL。

2 � 结果与讨论

2� 1 � 液化条件对液化效率的影响

液化温度影响淀粉酶活力, 液固比和搅拌转速

则影响液化过程中底物与酶接触, 它们都是影响液

化效率的关键因素。

2� 1� 1 � 搅拌转速对液化效率的影响 � 在液固比
3� 17�1,加酶量 160 U / g 玉米粉, 90 � 下进行搅拌

转速实验,结果见表 1。搅拌转速低不利于物料混

合, 影响液化效果。搅拌转速过高,剪切力增大, 同

样影响液化效果,使得液化时间增长,因此选择 160

r/ m in 的搅拌转速。

表 1 � 搅拌转速对液化效果的影响

Tab. 1� Effect of agitation rate on liquefying result

搅拌
转速/

( r / min)

液化
时间/
m in

液化后总糖
质量分数/

%

液化清液还原糖
质量分数/

%

60 42
搅拌转速过小, 液化过程中玉
米粉容易结块, 需手动搅开后
继续液化

110 27

160 27 16� 3 5� 8

240 32 16� 5 6� 3

440 34 16� 9 7

2� 1� 2 � 液固比对液化效率的影响 � 在 90 � ,加酶

量 160 U / g 玉米粉, 搅拌转速 160 r / min 下进行液

固比实验, 结果见表 2。液固比越高, 液化时间越

短。随着液固比的增加, 总糖质量分数随之降低。

当液固比为 3� 5 � 1 时, 总糖质量分数只有 15� 5
g/ dL ,为了保证发酵初始质量浓度在 16%之上, 选

择 3� 17�1的液固比进行实验。
表 2� 液固比对液化结果的影响

Tab. 2 � Effect of water to corn f lour ratio on liquefying result

液固比
液化
时间/
min

液化后总糖
质量分数/

%

液化清液还原糖
质量分数/

%

2� 5� 1 41 20� 75 8� 5

3� 17�1 30 17 7� 0

3� 5� 1 27 15� 5 6� 1

4� 1 20 14 5� 1
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2� 1� 3 � 液化温度对液化效率的影响 � 在液固比
3� 17 �1, 加酶量 160 U/ g 玉米粉,搅拌转速 160 r/

min下进行温度实验, 结果见表 3。温度越高, 液化

时间越短, 95 � 下液化时间最短, 总糖质量分数也

合格,选择 95 � 进行后续实验。
表 3 � 液化温度对液化结果的影响

Tab. 3 � Effect of temperature on liquefying result

液化
温度/ �

液化
时间/
min

液化后总糖
质量分数/

%

清液还原糖
质量分数/

%

70 600 17. 5 7. 7

80 300 17. 25 7. 4

85 110 17. 1 7. 2

90 30 17 7

95 18 16. 5 5. 9

� � 综上可知,保证糖质量分数�16%, 在温度 95

� ,液固比 3� 17 � 1, 搅拌转速为 160 r/ min 时, 液

化效率最高。此条件下进行液化实验(加酶量 160

U/ g 玉米粉) ,仅需18 min液化液即碘试合格,大大

缩短了液化时间,这与文献[ 6- 8]中报道的情况一

致。

2� 2 � 液化条件对液化液成分的影响
2� 2� 1 � 加酶量对液化液成分的影响 � 耐高温 �-淀
粉酶是一种内切酶, 能在分子内部任意切断 �-1, 4

糖苷键, 形成寡糖和糊精以及部分麦芽糖和葡萄

糖。在该酶的作用下, 淀粉分子迅速增加, 粘度下

降[ 9]。当底物质量浓度减少, 产物质量分数增加

时, 酶可能会部分失活, 最后导致反应速度迅速降

低。因此淀粉酶的加量不仅会影响液化速度还会

影响液化效果。本实验在 95 � 、液固比 3� 17 � 1,

搅拌转速 160 r / min下进行,结果见表 4。

表 4� 加酶量对液化效果的影响

Tab. 4� Effect of enzyme amount on liquefying result

加酶量/

( U / g
玉米粉)

液化时间/
min

液化后总糖

质量分数/
%

液化清液还原糖

质量分数/
%

80 42 17 5. 7

120 28 15. 75 5. 7

160 18 15. 5 5. 9

240 15 15 6. 5

� � 由表 4可知,在 4种酶浓度下液化时间有一定

差异。随着酶浓度的增加液化时间缩短, 当酶浓度

超过到 160 U/ g 玉米粉时, 液化时间已差别不大。

同样,随着加酶量的增加, 液化时间逐渐缩短, 液化

液总糖有一定的下降, 但是还原糖质量分数却逐渐

增加,说明酶量的增加有利于酶切反应生成更多的

还原糖。结果见图 1~ 5。加酶量的不同对液化液

中营养元素的溶出有一定的影响, 这和以前文献报

道中不同预处理对元素溶出有一定影响类似
[ 10]
。

图 1� 加酶量对于溶磷和总氮的影响

Fig. 1 � Effect of enzyme amount on the soluble phos-

phate and total nitrogen concentration

图 2� 加酶量对液化清液中 Ca2+ 质量分数的影响

Fig. 2 � Effect of enzyme amount on the Ca2+ concentration

图 3� 加酶量对液化清液中 Cu2+ 质量分数的影响

Fig. 3 � Effect of enzyme amount on the Cu2+ concentration
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图 4 � 加酶量对液化清液中 Fe2+ 质量分数的影响

Fig. 4 � Ef fect of enzyme amount on the Fe2+ concentra-

tion

图 5 � 加酶量对液化清液中Mn2+ 质量分数的影响

Fig. 5 � Effect of enzyme amount on the Mn2+ concentra-

tion

� � 由图 1至图 5可知,随着加酶量的增加,液化时

间的缩短,液化清液中溶磷、Fe2+ 和 Mn2+ 的质量分

数逐渐降低, Ca
2+
、Cu

2+
质量分数先下降后有一定

的上升, 但是液化清液总氮的含量却没有明显变

化。这说明, 溶磷、Fe2+ 、Mn2+ 的质量分数与液化

时间呈正比,液化时间短,它们的溶出相对较少, 质

量分数相对较低。Ca
2+
、Cu

2+
的溶出曲线呈现谷底

现象,这可能和 Ca2+ 、Cu2+ 的溶出受酶切反应和液

化时间双重影响有关, 液化时间长有利于它们的溶

出, 但是一定时间内, 它们的溶出与酶切反应更为

相关,酶浓度高,它们溶出的量相对多, 目前关于此

方面的报道不多, 具体原因有待进一步研究。在柠

檬酸发酵中, 溶磷、Fe2+ 、Mn2+ 处于低浓度水平有

利于柠檬酸的高产
[ 11]

, 因此, 在柠檬酸发酵的玉米

粉液化过程中,应适当的加大用酶量, 保证液化液

中溶磷、Fe2+ 、Mn2+ 处于一个较低水平。

2� 2� 2 � 液化时间对液化液成分的影响 � 由以上实
验可知,液化时间对液化过程中营养元素的溶出有

很大影响。为了进一步验证这个结果,在 95 � 、加

酶量 160 U / g 玉米粉, 160 r/ m in, 3� 17 � 1 液固比

条件下,液化碘试合格后继续液化 15 m in, 对比二

者液化液成分,结果见表 5。

� � 显然, 随着液化时间的延长, 除 Cu2+ 外其他几

种营养元素的溶出都相应增加。因此可知, 液化时

间的长短和液化液中营养元素的含量有很大关系。

在柠檬酸发酵过程中,液化碘试合格后应立即终止液

化,以降低营养元素的溶出给发酵带来的不利影响。

表 5 � 液化时间对液化结果的影响

Tab. 5� Effect of liquefying time on liquefying result

液化

时间/ min

溶磷/

( U g/ g)

总氮

质量分数/ %
Ca2+ 质量分数/

( mg / kg )
Cu2+ 质量分数/

( mg/ kg )
Fe2+ 质量分数/

( mg/ kg)
Mn2+ 质量分数/

( mg / kg )

液化合格
( 18 min)

133� 43 0� 044 11 0� 39 5� 4 0� 21

多液化
15 min

152� 02 0� 0524 15 0� 37 6� 8 0� 27

2� 2� 3 � 介质 pH 值对液化液成分的影响 � 耐高温

�-淀粉酶在 pH 5� 5~ 6� 5 之间活力最大, 玉米粉调

浆后 pH 值在 6左右,液化过程中 pH 值会下降, 一

般在 5� 7左右, 不会低于 5。所以生产中的液化一

般自然进行。作者利用醋酸缓冲液为反应介质, 对

比液化过程中保持恒定 pH 值与自然 pH 值液化下

液化液成分的不同。由于玉米粉调浆后 pH 值一般

在 6,液化结束后一般在 5� 7,所以作者分别以 pH 6

和 pH 5� 7醋酸缓冲液调浆,在 95 � 、液固比 3� 17
�1、加酶量 160 U/ g 玉米粉, 160 r/ min下进行, 结

果见表 6。

� � 由表 6可知, 以醋酸缓冲液为介质进行液化,

不但液化时间增长,各种营养元素的浓度也明显增

高, 这些改变对于柠檬酸发酵都是不利的, 因此柠

檬酸发酵过程中,玉米粉的液化应该在自然 pH 值

下进行。
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表 6 � 介质 pH对液化效果的影响

Tab. 6� Effect of pH on liquefying result

介质
pH 值

液化
时间/
min

溶磷
质量分数/
( Ug/ g)

总氮
质量
分数/ %

Ca2+

质量分数/
( mg/ kg )

Cu2+

质量分数/
( mg / kg )

Fe2+

质量分数/
( mg/ kg)

M g2+

质量分数/
( mg/ kg )

Mn2+

质量分数/
( mg/ kg)

对照* 18 133. 43 0. 044 11 0. 39 5. 4 150 0. 21

5. 7 53 170. 6 0. 0685 31 0. 5 9. 7 220 0. 9

6 65 180. 05 0. 0649 35 0. 64 14 210 0. 8

� * 注:对照指在液化过程中不对介质 pH 值进行处理, 自然完成。

3 � 结 � 语

柠檬酸发酵过程中,高效的玉米粉液化条件为

95 � 、液固比 3� 17� 1、搅拌转速 160 r/ min。加酶

量、介质 pH , 液化时间对于液化液成分中溶磷、

Fe2+ 、Mn2+ 、Cu2+ 、Ca2+ 等的浓度有一定影响, 根据

实际生产的经验,溶磷、Fe
2+
和 Mn

2+
的低质量分数

水平有利于提高柠檬酸的转化率, 因此高加酶量、

自然 pH、碘试合格后立即终止液化的液化条件最

有利于柠檬酸发酵。

加酶量增加虽然有利于保持液化液中一些离

子处于低质量分数水平, 但是随着液化时间的减

少, 液化液中总糖也有所降低, 这会增加柠檬酸发

酵的糖耗。此外增加酶量会增加企业的成本, 如何

寻找一个最佳的液化条件, 使得液化液保持一定的

总糖, 同时又维持某些离子的低质量分数水平, 还

能实现利益的增长,有待进一步研究。
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