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产甘油假丝酵母在丙三醇发酵过程中

的有机酸种类及其变化
�

金海如， 诸葛健
（无锡轻工大学生物工程学院，江苏无锡������）

摘 要：����分析研究了产甘油假丝酵母（�����������	
���	�	���）发酵过程中有机酸的种类和

含量变化	�����	
���	�	���主要在菌体生长期产生有机酸，使发酵液总酸增加	确定了发酵过程

形成的有机酸含有乙酸、乳酸、丙酮酸、酮戊二酸、苹果酸等	建立了����测定有机酸的方法	分

析发现：有机酸中乙酸质量浓度最高约为�	��／�	随着发酵时间的延长，发酵液总酸含量逐渐下

降，而乙酸和��酮戊二酸在发酵后期有所回升	

关键词：高效液相色谱；产甘油假丝酵母；有机酸；丙三醇
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微生物发酵过程中有机酸的形成是细胞代谢

活动的结果，如啤酒、葡萄酒、醋等发酵产品中皆含

有有机酸，有机酸的存在增添了产品的风味，但在

其它发酵产品如丙三醇中，有机酸的存在就影响了

产品的提取和产品的质量	产甘油假丝酵母������

������	
���	�	���是生产丙三醇的优良菌株［�，�］，已

成功地用于工业化生产	但发酵过程有机酸的形成

在丙三醇生产中是不利的，一方面导致耗糖转化率

的下降，另一方面对丙三醇的后提取及成品质量也

有较大的影响	因为丙三醇产品中含量较高的脂肪

酸及脂肪酸酯与发酵过程形成的有机酸具有相应

关系	所以，在微生物发酵过程中鉴定和确认有机

酸对产品质量的控制有其重要意义	此外，研究微

生物产生的有机酸种类可以确定其代谢途径；也有
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通过分析酵母代谢产生有机酸的种类和数量来进

行菌种鉴定［�］
�

测定发酵产品中有机酸的方法包括薄层层析

法（���）、酶法、分光光度法、气固或气液色谱法

（���或���）以及高效液相色谱法（����）［	�
］，

其中气相和液相色谱法是目前最精确和直接的方

法�微生物发酵产生的非挥发性酸一般可用气相色

谱分析，但如果一个样品同时含有挥发性和非挥发

性酸，则用����较为适宜，特别是三羧酸等不易

衍生化的有机酸�强酸性离子交换、离子排斥和分

配树脂在最适的酸性流动相中可以较好地分离发

酵产物，作者采用磺化聚苯乙烯�二乙烯苯树脂柱的

阴离子排斥机制分离三羧酸循环的有机酸和其它

有机酸�

目前，在微生物生产丙三醇过程中产生有机酸

的种类及有机酸对产品质量的影响，国内外尚未见

报道�确定发酵过程产生的有机酸种类及其含量不

仅有助于了解丙三醇发酵的代谢背景，也有利于进

一步代谢控制某些有机酸的产生，提高丙三醇的产

率和质量�作者确定了发酵过程产生的有机酸种

类、有机酸的测定方法及总酸、有机酸含量的变化

趋势�

� 材料与方法

��� 材料

����� 菌株 ������������	�
�
 无锡轻工大学发

酵甘油研究设计中心提供�

����� 种子培养基（�／�） 葡萄糖��，玉米浆

�，尿素����

����� 发酵培养基（�／�） 葡萄糖��，玉米浆

�������，尿素����

����� 高效液相色谱 ������������������，

��������� 色谱数据系统（����!�"#�"��$#��），

�!#�"�� %&$����检测器；�������$�’�(�"#�#�

!�#)*���(!�#�����#	����+
����柱子；�"��

�!����!,������������微孔滤膜和������混合

纤维素酯微孔膜（上海半岛实业有限公司净化器材

厂生产）�

����� 有机酸标准液 标准有机酸溶液采用超纯

水配制，经������微孔滤膜过滤后备用�标准有

机酸：苹果酸、乳酸、乙酸、酮戊二酸及丙酮酸（分析

纯）；超纯水：无锡华晶电子集团公司�

��� 方法

����� 培养条件 �-�.$$回转式恒温摇瓶柜，

发酵温度	�/，转速����／�!#�

����� 发酵样品的����分析 离心去除酵母细

胞，取���上清液加�����乙腈脱蛋白，离心分

离，用活性碳脱色处理，������混合纤维素酯微孔

膜过滤，取����样品进样�%&���#�，流动相�

����／����0�，流速�����／�!#，室温�

����� 总酸和��值测定 参考文献［�］进行�

����� 丙三醇测定 变色酸比色法�

����� 菌体量 测定干细胞重量�

� 结果与讨论

��� ���	定性确定发酵液中有机酸组分

经试验比较确定，����分析发酵液中有机酸

组分的最佳条件：流动相�����／����0�，%&���

#�，流速�����／�!#�使用紫外检测器时，丙三醇、

葡萄糖、乙醇等组分没有出现�在该试验条件下一

些有机酸的保留时间见表�，丙三醇发酵液及标准

有机酸����的色谱图见图�，图��
表� 部分有机酸的保留时间


���� ����������������������������������������

�����	／���

组分 保留时间／�!# 组分 保留时间／�!#

乙酸 ���� 反丁烯二酸 ����

乳酸 ��1� 酒石酸 ���


丙酮酸 ���� 琥珀酸 ����

酮戊二酸 ���	 戊酸 �
�
�

苹果酸 ���� 丁酸 �	���

草酸 	��� 丙酸 �����

顺丁烯二酸 ���� 甲酸 
�1�

图� 丙三醇发酵液的���	色谱图

����� 
�����	��������������������������

�����������������������������	�
�


因发酵营养源玉米浆中有机酸成分较少，对测

定影响不大，通过标准有机酸、丙三醇发酵液色谱

图的色谱峰保留时间的反复比较及气相色谱�质谱

的验证（质谱数据略），确定了丙三醇发酵液的有机

酸组成主要含有乙酸、乳酸、丙酮酸、苹果酸、酮戊
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二酸等�

图� 标准有机酸色谱图
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为定量测定丙三醇发酵过程中有机酸的变化

过程及环境因子对有机酸质量浓度的影响，����

测定乙酸、乳酸、丙酮酸、酮戊二酸、苹果酸质量浓

度的标准曲线如图�，有机酸质量浓度在一定的范

围内其线性相关系数、重复性、重显性如表��采用

����分析发酵液中的有机酸具有方便、快速、准确

等优点�但柱子使用过程中树脂容易饱和，须经常

进行反洗和再生处理�

图� 有机酸测定标准曲线

����� �����������������������������

��������������	
�

表� �	
�测定有机酸的线性相关性、重复性和重显性

����� �����������������������������������������

���������������������������������������

���	
�

组分
测量范围／

（�／�）
线性系数

重复性

（��	）

重显性

（��	）

乙酸 
�����
 
���� ���� ����

乳酸 
�
��
��	 
���� ��� ����

苹果酸 
�����
 
����� ���
 ��	

酮戊二酸 
�
�	�
��
 
���� ��	 ����

丙酮酸 
������� 
����� ��	� ����

��� ������������	�
�
发酵过程中有机酸的变化

趋势

��������	�����
�
是耐高糖浓度、好氧发酵的

菌株，在菌体生长期的高渗透压环境下额外合成胞

内的相容性溶质，如丙三醇、阿拉伯醇，以保护酶活

的正常生理功能，而且细胞膜的透性也发生变化以

维持胞内较高浓度的相容性溶质，维持一定的渗透

压与胞外低水活度相平衡�细胞作出这样的生理应

答需要更多的氧和能量的消耗，这在菌体生长期就

表现为溶氧质量浓度急剧下降，呼吸代谢产生了有

机酸等中间代谢产物，使发酵液总酸含量增加，��

值急剧下降���������	�����
�
发酵过程的发酵液

总酸变化、��值变化如图所示，发酵液总酸在菌

体生长达平衡期时最高，而随着发酵时间延长总酸

含量有所下降，相应的��值在发酵�
�时降低至

最低���值在以后的发酵过程中随总酸的变化较

少�图	可见，在酵母生长达平衡期时有机酸的含

量最高，这与发酵液总酸含量最高是相一致的�

图� ������������	�
�
生产发酵过程总酸和��

值的变化过程

����� �����������������������������������

����������������������������������

������	�
�


图� ������������	�
�
发酵过程有机酸的变化

����� ���������������������������������

�������������������������������	�
�


当乙酸的积累达到高峰，约����／�时，乳酸、

苹果酸、酮戊二酸、丙酮酸含量也较高�但��值在

�
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���以后变化较少，这是由于这些发酵代谢产生的

有机酸一般是弱酸，电离程度弱，既使各个有机酸

的含量有所变化，对发酵液具有一定的��值缓冲

作用�由此可见，������������	�
�
发酵代谢产生有

机酸在细胞生长平衡期时最高，有机酸的产生是与

菌体生长相关连的�生长进入平衡期后主要是产丙

三醇的过程，此时总酸含量逐渐下降，有机酸浓度

的基本变化趋势是下降的�

� 结 论

产甘油假丝酵母������������	�
�
是我国目前

用于发酵丙三醇工业化生产的优良菌株，其菌体在

高渗透压环境下生长的生理特点是：呼吸耗氧速率

快，胞内较高含量合成的丙三醇、阿拉伯醇作为渗

透压调节剂保护细胞的正常生长繁殖；为了维持胞

内高含量的丙三醇等相容溶质，细胞膜组成发生改

变，使丙三醇不易透过；在低��值环境下����	


酶活性增加，维持胞内��值恒定，消耗大量的�	


来完成营养物质的输送；为满足特殊的生理需要，

额外的能量代谢在胞内产生，生成了较多种类和数

量的有机酸，这些有机酸的形成表现为发酵液总酸

含量增加生长过程中��值急剧下降�

在该酵母特殊的生理生长过程中，通过�
��

分析确定了发酵液中存在乙酸、乳酸、丙酮酸、�

酮戊二酸、苹果酸等，这些有机酸的形成数量与菌

体生长相耦联，在菌体生长达平衡期时其含量最

高�与其相应，发酵液总酸含量也达到最高水平，其

中乙酸为含量最高的有机酸，为����／��随发酵过

程的进行，乙酸、�酮戊二酸含量又有所回升，其

它有机酸含量有所下降，这说明有机酸在该酵母代

谢产生丙三醇的过程有的可以再被吸收利用�

参考文献

［�］诸葛健，方惠英�好氧发酵法生产甘油［
］�中国专利：����������，�����

［�］诸葛健，方慧英�耐高渗透压产甘油的一个假丝酵母新种产甘油假丝酵母［�］�微生物学报，����，��（�）：�����

［�］������，����������� !"#$%&"’#� !((")"%�!’�!$%�#!%�$)�’%!*’*! +"�’,$-!�"#［�］���������	，����，��（���）：����

����

［�］.�//0.��!1�! ��)$+’�$�)’��!*
)$*" �)"($)2")+"%�’�!$%
)$ �*��%’-&#!#!%��"3 "%�!(!*’�!$%$(�%’")$,!*�’*�")!’［�］�


����������������������������，����（��）：�������

［�］.�/�3��，������4.��"�")+!%’�!$%$($)�’%!*’*! !%�)’�"+�#�#，5!%"#’% 6!%"�’)#,&�!���")($)+’%*"-!1�! *�)$�

+’�$�)’��&［�］������������������������，����，���：�������

［�］��/3
，	378���$+�’)!#$%$(�!���")($)+’%*"-!1�! ’% �’#*�)$+’�$�)’��&!%��" "�")+!%’�!$%$($)�’%!*’*! #!%*�-�

��)"+" !’$(’-9’-!��!-!*,’*�")!’［�］������������������������，����，���：�������

［�］2��:;��，2�/�����4���!+�-�’%"$�#�"�")+!%’�!$%$(��"7’<$)8)�’%!*�*! #，���’)#，.-&*")$-，’% ���’%$-,&�
��

!%.)’�"7�#�#’% =�!�"=!%"#［�］������������������������������，����，��：�������

［�］管敦仪�啤酒工业手册（中册）［7］�北京：轻工业出版社，�����

（责任编辑：朱 明）

��� 无 锡 轻 工 大 学 学 报 第��卷

万方数据


