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土壤分离选育 �
一

苹果酸产生菌的研究

金其荣 张继民 魏 炜 唐宝英 吕志倩

本 文叙述了苹果酸的快速简易定性法和纸层析定性法
。

概述 了用曲霉属的一些

菌种 的 �
一

苹果酸直接发酵
,

的实验过程和 方法
。

由土壤里分 离出温氏曲霉
、

黑曲霉

黄曲霉和 米曲霉
。

实验中使用了 �言
’

射线
、

� 氛尿嘴咤和高温分别地或复合地处理

一些菌种
。

我们从黄 曲霉野生型菌株中获得到一些 变异株
,

�
一

苹果酸产生菌袜黄曲

霉 � � � �具有杭 �
� � 十 和付高温 �在适宜条件下摇瓶中积累 �

一

苹果酸 �
�

�� 克 � 分升
,

总淀粉重量转化率为 �� �
。

一
、

前
� � �� 目目

,
� 目�

卜

�

�
一

苹果酸是食品
、

医药业工上重要的食用酸之一
,

它广泛地存在于未成熟 的 苹 果
、

酸

栗
,

樱桃
、

山渣等水果中
。

在水中溶解度大
,

酸味柔和风味别致
,

解渴爽 口
,

质地稳定
,

深

受人们喜爱
。

� � � � 美国食品与药物管理局正式宣布苹果酸为安全食用酸
。

〔’� 因此
,

它 无 论

在造果子冻
、

果酱
、

饮料
、

糖果
、

合成香料和牙育中作为酸味剂 , 或是在人造黄油
、

蛋黄酱

中作为乳化剂 , 还是在制药工业中作为糖浆和片剂药的调味剂 以及在烟草工业上作为改善烟

叶香味的辅助料等方而
‘

,
都有十分令人满意的效果

。

此外
,

在萄萄酒酿造中可用它除去酒石

酸盐
,

还可促进酒们陈化
。

随着人们生活水平的不断提高
,

在国外食品工业 中
,
�

一

苹果酸有取代柠檬酸的发 展 趋

势
。

因而近几年中许多国家和地区的科研部门竞相研究
。

苹果酸制造方法主要有三种
、 �一�从水果汁中提取 �

一

苹果酸
。

可是果汁中 �
一

苹果酸含

量甚低 ��
、� � �� � � �

,

而且杂酸很多
,

分离操作繁琐
,

同时
,

水果价格较高
,

很 不 经 济
,

不宜工业化生产
。
�二 �化学合成法

�

以苯为原料经较复杂的过程合成为 � �
一

苹 果 酸
,

目 前

国外已经工业化
,

可是
,

产品用作食品添加剂需要高度精制
,

有些国家对化学合成的 � �
一

苹

果酸的安全性持怀疑态度
。

�三 �以粮食为原料
,

通过微生物发酵生产 �
一

苹果酸
,

一般 采 用

�
�

二步法
�

即先由根霉菌发酵糖类为延胡索酸
,

再经酵母或细菌转化为 �
一

苹果 酸
。

�
�

一

步法又称直接法
�

即由粮食原料经 �
一

苹果酸产生菌发酵
,

直接生产 �
一

苹果酸
。

一步法工芝

简单
,

成本较低
,

但是主要关键在于要有高产菌种
。

国外文献报导
�

黄曲霉
、

寄生曲霉和米

本文收到日期
� � �  ! 年吕月 � � 日

。



曲霉能发酵糖类产生 �
一

苹果酸
,

可是工业化生产尚未见报道川
。

目前
,

国内 �
一

苹果酸生产尚是分个空白
。

�

很少单位进行研究
,

迄今尚未见到有关 这 方

面的研究报导
。

然而近年来需要的单位和部门越来越多
, 日本、 西德厂商向我外贸部门提出

购买粮食为原料的 �
一

苹果酸以供食用
。

因此
,
�

一

苹果酸工业 的开发
,

具有商业价值和经 济

效益
。

出于生产上需要和学术上探索 �
一

苹果酸生物合成机理
,

我们选择了此课题进行研究
。

从 �� � � 年 � 月开始从山东
、

安徽
、

辽宁等省
,
江苏省的徐州

,

南京
、

镇江
、

扬州
、

常州
、

苏

州和浙江省沉 �
’

‘州
、

宁波等地采集土样
,

通过大量的分离工作
,

从中分离出各种曲霉野生菌

株 �� � 株
,

经过筛选
、

诱变获得几株 �
一

苹 果酸产生菌
。

本文对这几株霉菌的获得
、

筛选
、

诱

变及其形态特征等作一个简单介绍
。

二
、

材 抖 与 方 法

�一 � 土 样

山东
、

安徽无为
,

一

辽宁
、

沈阳
、

徐州
、

、 ’

南京
、

镇江
、

扬州
、

常州
、

苏州
、

杭州
、

宁波等

地菜园土
、

果园土若干
。

�二 � 培 养 基

�
�

察氏琼脂培养基 “
·

�

�
�

��,
�
麦芽汁琼脂培养基

�
�

� �� � �� �
�

� �� � ��
,

��  � � � �� � �
�

� �
,

� � ��� � �
�

� ��
,

� �� �� � �
�

� ��
,

� � �� ‘

�
�

�一�
,

� � � ��
·

� � �� �
�

� ��
,

� � �� �
�

� �� �
�

� ��
,

�� �� ‘
�

� � �� �
�

� � �
,

� � �� � � � � � � �� �

� � �预先午热灭菌 �

�
�

培养基 � � �� 酵母膏

�
�

培养基 � � � � �
� � � � �预先干热灭菌 � � �� 琼脂

�
�

� �� � � � 。
一
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�
�

基本培养基
�
� �� � �� � � � �� ��

,
�

� � ��石。
�

� �写
,

�� � � �� � � 。 �
�

��
,
� � � ���� �

�

� �� � ‘ �
。

� � � �
,
� � ��� ‘ �

�

� �  �
,

� � �� 。一 � �� �� ��
�

补充�
� � � �

�

�� �� �� ��
。

� ��� �
�

�
�

培养基 � 十 。
。

�� 豆饼水解液

�
�

培养基 � � �
�

�� � 豆饼水解液

� �
�

� �� � � � 。
一

� �� � � �
,

� �� �� ‘ �
�

� � � �
,
� ,� ��� � �

�

� �  �
,
�� � 。� � � � ‘ �

�

� �
,

� � � � �
�

�   !

�

∀
#

∃ %

‘7 H
Z
O o

.
o s %

,

M
n

S O
‘.

H
Z
O o

.
o l 纬

,
‘

M
g

S O

;
0

.

0 1

%

,
C 令C 1

2.2H ZO

0
.
01 %

,

豆饼水解液 0
.1%
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3万% (预先干
.
热灭菌)

‘
.

‘
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\
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.

培养基 10 + Z n S O ;, 7 H Z
O O

。

2
%

, 一
’

‘

以上培养基 0
.8公斤/厘米

2
灭菌 20 分钟

。 :

豆饼水解液 pH 为4含总氮约为 6 % 即可
。

(勤 实验室常用设备
. .

一
‘

一
‘

一 : -

往复式摇床 12 0次/分
,

振幅 6 厘米; 旋转式摇床 208 转/分
,

偏心距 5 厘米
。

一



四) 主 要 试 剂

2.7一蔡二酸 (瑞士产)
,

5 一氟尿噢咤 25 毫克/毫升 ( 上海第三制药厂产品 )
,

D L 一苹

果酸( 上海试制剂二厂进 口分装)
,

萄萄糖酸
、

酒石酸
、

延胡索酸
、

a
一

酮戊二酸
、

顺丁
、

烯 二

酸
、

乳酸
、

唬拍酸
、

柠檬酸和衣康酸等均系国产
。

( 五 ) 分 析 方 法
‘

.

{
卜

1

。

L

一

苹果酸快速定性法尼本法系作者等研制出来的
,

其原理等将另文报告
。

由于发 酵

培养液中含有 6% C
aC 0 3

,

发酵产生有机酸时
,

具有下列反应
: ’

’

C

a

C O

3
+

HZ
M

一
CaM+CO:个+ H ZO

式中 H ZM 为有机酸
,

C

a

M 为有机酸钙
。

因此
,

在发酵终了的发酵液中应加入与 C
aC O 3

等当量的 H
ZS O ‘使 pH

= 玉, 以游离出有机酸
:

C aM + H ZSO ;

一
CaCO‘ + H

Z
M

C
a
C O

3 + H
Z
S O

;

一
CaSO‘+ C O

:
个+ H

ZO
: 、 、

、

过滤除去硫酸钙沉淀及菌丝体
。

并用 85 ℃
‘

热水洗涤滤渣 3 次
,

弃去滤渣
,

滤液与洗 水

合并
。

取上述溶液 5 毫升
,

加 15 % 三氯化钦 (TI C1
3) 3滴 (约0

.2毫升)
,

在数分钟内出现白色

沉淀
,

则证明有 L
一

苹果酸存在
。

最低检出浓度为 0
.
05 % (W /V )

。

柠檬酸存在时
,

在常温下无反应 , 煮沸时
,

则有同样反应
,

生成白色沉淀
。

2

。

纸层析定性方法
:
鉴于常用有机酸纸层析法图谱中苹果酸斑点与柠檬酸斑点往 往 分

离不清
,

我们对正丁醇
、

甲酸
、

水; 正丁醇
、

乙酸
、

水溶剂系统不同配比进行了多次试验
,

确定了其最佳配比
。

新华滤纸 5号
,

1 5 x 2 0 厘米
。

各取发酵液酸化后滤液与 5% 标准苹果酸点样
,

点样 量 2

微升
。

间距为 2 厘米
。

展开剂
: 正丁醇

:.
85 % 甲酸

:
水 二 5

, 5
:
1
,

依常法层析
。

显色剂
: 0.2% 澳甲酸绿

: 0 .05 % 甲基红
: o .SN N a O H = 1 : l

: 0
.
15

。

用喉头喷雾器

将显色剂均匀喷至上述层析滤纸上
,

蓝色底面上显出红色斑点
。

发酵滤液在层析图谱上出现与标准苹果酸的 R f 值相同的斑点
,

即确定该发酵液中含 有

苹果酸
,

接种的发酵液菌种确定系产 L
一

苹果酸菌株
。

3. L

一

苹果酸定量测定
:
采用 2

.7一蔡二酚法 [31
,

( 六 ) 从 土 壤 中 分 离 霉 菌

依常法进行分离
。

使用培养基 1号
。

待平板上长出黄绿色以至黑褐色曲霉菌落后
,

挑少

许接种在培养基 2 号上
,

经 30 ℃ 培养 4 日后
,

置于冰箱中备用
。

( 七 ) 初 筛 方 法

所分离出的曲霉菌株用培养基 3号 (500毫升三角瓶装液 10 0毫升)
,

置往复摇床上
,

32 ℃

培养 6 日
,

采用快速定性法与纸层析定性法
,

2
.

宁一蔡二酸定量法
,

来测定发酵液中 L 一

苹果

91



酸的含量
,

借此进行初筛
。

( 八) C 会
。一

卜氟 尿 喀 吮 复 合 诱 变

使用培养基 2 号供分离用
,

培养基 9 号供摇瓶培养
。

将出发菌株在培养基 2号斜面上
,

32 ℃ 活化培养 48 小时
,

用 Q
.
85 % N

a
以 无菌水洗至

250 毫升三角瓶 (内有无菌玻璃珠若干) 振荡 30 分钟打散分生抱子
,

血球计数板计数后再用

0
.
85 % N

aC I无菌水调整分生抱子浓度为 3 x l沪个/毫升备用
。

以无菌移液管吸取 3毫升上述分生抱子悬浮液于 10 x 100 毫米灭过菌的试管中进行 C 言
。

照射
,

照射剂量为 10 万伦琴
。

照射前后进行平板培养计数
。

取 C 言
。

照射过的分生抱子悬浮液 2毫升加入 0. 08 毫升浓度为25 毫克/毫升的 5一氟尿喀

吮
,

使最终浓度为 1毫克/毫升
,

摇匀
,

于往复式摇床上
,

32 ℃ 振荡 12 小时
。

稀释涂平板
,

32 ℃ 培养 36 小时后
,

再移接至培养 2 号斜面 上
,

32 ℃ 培养 3 日接摇瓶
,

采用培养基 g 号
,
5 00

毫升三角瓶装液 80 毫升 32 ℃于旋转式摇床培养 6 日进行 L
一

苹果酸定性
、

定量
。

( 九) 高 温 处 理

将 C 急
。

一5一氟尿嗜咤复合诱变后分抱子悬浮液 1毫升置于无菌的 10 x 100 毫米试管内
,

手不同温度的恒温水浴中处理不同时间后
。

与上述方法一样
,

通过培养基 2号平板和摇瓶培

养
,

最后测定 L
一

苹果酸量
。

( 十) 耐 锌 试 验

采用培养 1。号进行摇瓶试验测定 L
,

苹果酸量
。

三
、

结 果

(一 ) L 一

苹果酸产生菌和获得

从各种土样中共分离出 26 5 株曲霉菌株
,

其中有若干是黑曲霉
,

经粗筛发现黑曲霉能产

生柠檬酸而不产生 L
一

苹果酸
,

再经复筛结果
,

绝大部分菌株产 L
一

苹果酸量甚少
,

只有如下

几株能产 L
一

苹果酸
,

但产酸率
一

也不高
。

表(一 ) 几林产L
一

苹果酸野生菌株二

菌 号 匕竺 {
365 { 5”5 1 3 7

} _

产 杂 酸 否

I
J一
苹果酸% (W /V )

产

2 。

4 2

不产

0 。

9 8

少量

1。 3 1

}

”04

不产 ! 不产

1。 4 0 )
0

。

9 7

.
7 6 号菌最高产酸在往复式摇床上取得的

,

使用培养基 3 号
,

其余用
.
旋转式摇床

。
3 扩C 堵养 公日后侧定

二 所有试验均重复 2 次

(二 ) 选出菌株和形态描述及初步鉴定t41

1. 76 号菌株
:
菌落初期淡黄色

,

渐转深成淡褐色
。

在麦芽汁琼脂培养基上生长迅速
,

广泛扩展
,

单个菌落 5一6 日可布满 9 厘米直径的培养皿
。

菌落背面无色
,

有放射状 褶 纹
。



分生抱子头球形
,

初期无色
,

老熟转淡褐色
,

直径12郎
。

小梗双层
,

遍生
,

初生小梗 甲5 父

20 协,

次生小梗 小4 x s卜
,

无色
。

分生抱子梗无色
,

光滑
,

宽 14 拼
,

长 3~ 5 毫米
。

分生 抱子

球形
,

直径 4一5件
,

淡褐色
,

光滑
,

但在高倍显微镜下观察有一麻点
,

根据上述特征鉴定属

于温氏曲霉 (A SP
ergillus W

entii)
。

2

.

36
5 号菌株

:
菌落初期白色

,

后转黄绿
,

有放射状沟纹
,

在麦芽汁琼脂培养 基 上广

泛扩展
,

背面淡黄色
。

分生抱子头半球形
,

略放射
,

直径 30 一4郎
。

小梗单层
,

大的抱子头

上有些双层
,

半球面上生
,

初生小梗 小3 x 7林
,

次生小梗 2
.
5 x 6协,

无色
,

分生袍子梗无色
,

极粗糙
,

直径 14卜
,

顶端逐渐加粗达20卜呈棒状接圆拱形顶
。

囊分生抱子黄色
,

近球形4 x s卜
,

光滑留有斑点
,

初步鉴定本菌株为黄曲霉 (A SP
ergillus flavus)

3
.
50 5 号菌株

:
菌落初期白色后转黄绿

,

在麦芽汁凉脂培养基上扩展
,

生 长 快
,

气 生

菌丝生长旺盛
,

无色
。

分生泡子头半球形
,

放射
,

大小差别很大
,

直径 50 ~ 13郎 不等顶 囊

烧瓶形
。

小梗单层
,

半球面上生
。

分生抱子梗粗糙
,

粗细不匀
,

直径 13 卜,

长达数毫米
,

无

色
。

分生抱子球形
,

糙粗
,

直径 4协,

色如菌落
。

初步鉴定本菌株为 米 曲 霉 ( A SP
ergil lus

ory zae)
。

4

.

7 3 号菌株
:
菌落初期白色

,

转黄绿
,

在麦芽汁琼脂平板上广泛扩展
,

生长快
。

菌 丝

树枝状分枝
,

生长旺盛
,

无色
。

分生饱子头亚球形
,

放射
,

大小差别很 大
,

直 径 30 ~ 120卜

不等
。

顶囊烧瓶形
。

小梗单层
,

小5 x s协
,

无色
,

遍生
。

分生抱子梗粗糙
,

粗细 不 匀
,

少数

出现分叉
,

直径 12 协
,

长达几毫米
,

无色
,

有足细胞
。

分生饱子球形
,

粗糙
,
直 径 4林

,

色

如菌落
。

初步鉴定为米曲霉 (A SP
ergillus oryzae)

。

5

.

3 0 4 号菌株
:
菌落初期白色

,

后转黄绿
,

有放射状沟纹
。

分生抱子头球形
,

直径40 ~

8。卜,

小梗单层
,

小4 x 7卜
,

无色
,

遍生
。

分生抱子梗粗糙
,

粗细不匀
,

直径 14 卜,

无色
,

长

10 0~ 50 0协
,

顶端膨大成扇形顶囊
。

分生抱子球形
,

粗糙
,

直半 3~ 4卜
,

黄色
。

初步鉴定 本

菌株是黄曲霉 (A Sp
.
flayuS)

o

6
.
37 号菌株

:
同73 号菌株

。

( 三 ) C I
。一

S
一

氟尿嗜吮复合诱变采用出发菌株为 37 号
、

73 号
、

3 “ 号
、

3
04 号和 505 号

五株

经处理其致死率如表(二)所示
。

表(二 ) 单国素和 复合因素诱 变5 个 菌株的致死率(% )

几⋯导一导
⋯
304

⋯
一

_

嗜::::
-

经 C 合
。

诱变后挑出不同形态的菌落 140 株
,

经 C }
。一

5
一

氟尿嗜咤复合诱变后的不 同形 态

菌落 160 株共 30 0 株
,

通过大量摇瓶试验以及纸上层析
,

未发现高产变异株
,

只有少数与原

株的 L
一

苹果酸产酸率差不多
,

绝大多数为负突变
,

产酸率低于原株
。



‘)⋯
‘

。。‘
一
。
一

鼠尿。旋磊融
后再经瘟度处遨结桌

温度处理后绝大多数分生抱子死亡
,

残存极少数如表(三)所示
。

表(三 ) 温 度 处 理 后 的 存 活 菌 株 数 目

件扮一
,

巡
度
钾叫

‘
. ‘

一}
J·

_

⋯翩ha 到
6“℃ 25 分

鹦
2。分钟

一尝坚一⋯

一
⋯一粤一

6660℃ 25 分钟钟 70 ℃ 20 分钟钟 80℃ 15 分钟钟 90oC 10分钟钟

5550555 1111 000 000 000 000

33304
... : 222

·

OOO 000 000

;

888

777 333
666

·

。
。

⋯
--- 000 000

333777 OOO lll ooo 0000000000 0000000
{{{{{{{:::::::33365 . }

_
。

⋯
。。 000 000

·

000

我们把存活下来的菌株作如下编号
: · .

3 0 4

~

i
0 0

0C

.

i

,
共 8株为 T

;~ T s;
_

73~ 80℃ 15‘共 1株为T
;。多 7 3一60 0C 2 5‘共6株

,

T
, ; 一 T

:, ,
.

3 0 4 ~
6 0 ℃ 25共 2 株为T

;, 一 T ;s

50
5一60 ℃ 25

,
共 n 株为

.
T1
9一

Ta
如

, ’

:

:

‘ ,
·

飞

采用培养基 10 号
,

于 32℃ 旋转式摇床上筛选上述温度处理过的菌株结果 如表 (四)所

示
。

表(四) 365
、

5 0 5

、

7 3

、

3 7

、

3 0 4 号原株与 T
;一 T

3。
菌株产 L

一

苹果酸的 结果

打帅寸一.
麒⋯
1一
⋯
1一
州

一

⋯
0
一

卜1
。一

⋯
。一

⋯
。一

⋯
。一

⋯
。
一

1

。一

⋯
一

⋯
“一‘
⋯
。一

卜
52

注 : 符号 “一 ” 表示未侧定

从表 (四 )可看出
:
30 4 号菌株正突变率 10 0% (诱变后 7 株

,
‘

正突变 7 株)
,

‘

73 号菌株正

突变率 10 0% (诱变后 6 株
,

正突变 6 株)
,
5 05 号菌株正突变率 55

.6% (诱变后 9 株
,

正突变

6 株)
。

. -

( 五 ) 高温
、

耐锌发酵试验结果
‘

如上述经过较高温度处理后
,

可望获得菌株能适应较高发酵温度
,

我们将发 酵 温 度 由

。
9 4



℃ 升高至38 ℃
,

结果(表五 )
。

并结合耐锌试验采用培养基 n 号
,

经旋转式摇床 38 ℃ 摇瓶 6日获得如下

表(五) 高 温
、

讨 锌 试 验 结 果

“ 株
一

号
一 :

{

’

一304

一

一
0

一

生 长 情 况

L 一

苹果酸 %
’

(

W /

V ) 一一
+-一产一气, , 一尸

0
。

6 9

注: “ 一 ” 为不生 长
, “ + ” 为生长正常

。

从表(五)可知
,

T
l ,
与原株 304 与原菌株显然不同

,

具耐高温
,

耐锌离子性能
。

( 六) 各种碳
、

氮源培养57
、

7 a

、
7 e

、
3 0 4 及其诱变株T

‘、
a e s

、
5 0 5 的L

一

苹果酸率% (W /V )

如表(六)所示
。

表(六) 不同破
、

氮源培养 37
、

7 3

、

7 6

、

3 0 4 及其诱 变株

T ‘
、

3 6 5

、

5 0 4 的 L
一

苹果酸产率% (W /V )

苹果

二丁二
注表中符号

“ 一 ” 表示未侧定

基础培养基
: K ZH P O 。0

.
0 1 5 %

,

K H
Z
P O

4 o
.
o l s

%

,

M
g
S O

魂
、

M

n

S O

;
·

H

Z

O

、
C

a
C I

.
Z
H

:
0 均

、

一
、 .

为0
.01%

,
F

e
S O

。 ·

7 H

Z

o s o o p p m N

a

C I l o p p 乒32仁旋转 式摇 床 培 养 6

一
’ .

’
‘

.

日
。

二
’ ·

一
r

”
‘

.
卜 ‘ .

L

丫
‘

二 从表(六)可见
,

3
04 号菌株及其诱变株 几 适应于淀粉原料

御 3 p 头号菌株 L
,
苹果酸 产 率

最高为 0
.
97 % (W /V )

,

而诱变株 T
‘
则达 1

.
55 (W /V )对淀粉转化率达 30 % 左右

,
‘

7 6

、
一

a
o

4

3

6

卿卯尽号菌株都可发酵淀粉
, 一

但是37号菌株却不适应于淀粉原料
。

_ 、
_

‘
「

:

‘
、 、
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七 ) 38℃
、

3 2 ℃ T 。:菌株在各种培养基中摇瓶发酵L
一

苹果酸产酸率% (W /v )

如表(七 )所示
。

表(七) 38 ℃
、

32 ℃ T , 。
菌株在各种培养基中摇瓶发酵结 果

, 卜
_

二
._ _ __ ,

_

_ J . ,

_
_ _

, _
. 、 ,

_

’
_

,、 , 、 、 『

味*
:
葱夏赢百

‘

及 酵 猎 乔 丛 气易 瑙 猫 乔 量 刀“ 以 卜 放 分 ) 滋下不芍 }
,
众1 2丫t’{

‘
-

一 ⋯
。 - - 、 - -

-

一
二

二二
--
一—一华里斗兰

二止
‘
·

呼赞
‘o %

,

玉米粉 “%
,

界笋
.
杏蟹严

”
·

7
% ⋯

“8
}

”
·

3 ‘

2
.
促粉 7%

,

玉米粉 3%
,

豆讲水解版 o
。

4 %
1 38 } 2. 67

QU00一乙,曰O自,�O自Q自夕一八乙,曰八O八JQ口0口noCOnonJ八0odno

Q乙,口0口q曰

DO,曰几JOJ

3

。

萄萄糖
。

H
Z

O l a
%

,

玉米粉 2%
,

豆饼水解液 0
.
4%

,

扶皮1%
,

Z
n
S O

;
0

。

0 0 2
% (不加 FeSO

4)

4
.
萄萄糖

.
H ZO 10%

,

豆饼水解液0
.4

‘

%

,
Z
n

S O
‘ 0

.
0 1 %

5
.

萄萄糖
.
H 2O 10 %

,

豆饼粉 0
.
7%

,

鼓皮 0
.4%

6
.
萄萄搪

·

H

2

O 10 %

,

豆饼粉 0
.
4%

,

鼓皮 。
.
3 %

7
。

淀粉 10 %
,

豆饼水解液 2%

8
.
萄萄塘

.
H 2O 10 %

,

豆饼粉 2%
,

扶皮 2 %

9
.
萄萄糖

·

H

2

O 10 %

,

豆饼水解液
、

0

、

.8
%

10

。

萄萄糖
.
H 2O 10 %

,

玉米粉 l%
,

豆饼水解液 0
.8%

11。 同3

12
.
萄萄搪

.
H ZO 10%

,

豆饼水解液 0
.
4%

,
Z
n
S O

4
0

.

0 0 2
%

1 3

.

萄萄糖
.
H ZO 10%

,

豆饼水解液 0
.
8%

,
Z

n
S O

‘
0
.
0 0 2 %

14
.

淀粉 10 %
,

豆饼水解液 0
.8%

,

玉米粉 2%
,

鼓皮 0
.5%

,

Z
n
S O

;
0

。 。

0 0 2
%

15

。

淀粉 10 %
,

豆饼粉 0
.
8%

,

玉米粉 2%
,

鼓皮 0
.
5%

16
.
萄萄糖

.
H ZO 10%

,

豆讲水解液 0
.5% (M gSO ‘ 0

.
0 0 4

%

,

F
e
S O

;
一

7 H

2

0 3 0 0 p p m )

“

1 7

。

同 16使用 C ;
。

照射后获得 C
o
80 号菌株

18
.
萄萄塘

·

H

2

O 10 %

,

豆讲水解液 0
.1%

2
。

6 1

0

。

石5

l
。

2 6

0

。

9 9

2

。

3 0

1

。

4 4

0

。

5 5

1

。

2 4

2

。

5 5

0

。

5 5

1

。

0 1

2

、 、

6 6

2

。

3 3

1

。

0 5

0

1

,
5 8

注: 基础培养基
: K ZH P O ‘

、

K H
Z
P O

‘各 0
.0 15 %

,

M
g S O

4
、

M

n

S O

;
一

H
Z
O

、

C
a

C 1
2
.

2 H 刃 均

为 0
.0 1%

,
F

e
S O

4 ,
7 H

Z
O 5 0 0 p p m

,
N

a
C I 2 0 p p m ( 括号注明者除外)

。

四
、

结 论

1. 产单~ L苹果酸的曲霉都属于黄一米曲霉群 ,

温氏曲霉能产 L 一

苹果酸
,

但同时积累较

多的柠檬酸
。

黑曲霉不积累毛
一

苹果酸产柠檬酸
。

么
.
C 言

’一 5
一

氟尿嗜咙复合诱变后再经高温处理正突变率高
,

可作为一种育种手段
。

3

.

通过高温
、

耐锌试验选出 T
:。
菌株经多次摇瓶试验

,

于 38 ℃ 发酵
,

L
一

苹果酸产酸率

较高
,

以淀粉为主原料
,

产L
一

苹果酸3
.
31 克/100毫升

,

转化率(对淀粉)达30 %
,

此 菌 株有

待于今后继续研究提高其产酸率和转化率以至应用于工业生产
。

4

.

T
: 、
T
l : 〔出发菌株为73号

、

在同样条件下
,

t
: :

产酸 2
.
此%

·

( W

/

V )

,

T
: : 为 寿18 %

96



之W /v)
,

T1

8

为 。
.
55 % (W / V )

,

73 号菌株发酵时无杂酸
,

此野生株产 L
一

苹果酸为 1
.
40 %

(W /V )] 是很有希望的菌株
,

有待于进一步研究
。
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