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摘 要:以一株产 L－乳酸的干酪乳杆菌 G－02 为出发菌，采用硫酸二乙酯( DES) 和亚硝基胍( NTG) 进行诱变，利用高
温高糖培养基选育出一株 L－乳酸发酵活力较强的菌株 G－04。并且对该株菌 7L发酵罐发酵条件进行了研究，探讨了
溶氧、中和剂、补料方式对发酵过程的影响。实验结果表明: 在适当的发酵条件下，该菌株可积累 L－乳酸浓度达到
188g /L，糖转化率大于 90%，发酵周期小于 44h。
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Abstract: Using Lactobacillus casei G－02 as a starting strain for induction by diethylsulfate( DES) ，N－methyl－N'－
nitro－soguanidine ( NTG) treatment，and selecting using high temperature and high sugar concentration culture
conditions，a L－ lactic acid hyper－ producer G－04 was obtained.The effect of dissolved oxygen，neutralizer，and
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乳酸是一种重要的、多用途的有机酸，可广泛应
用于食品、医药、化工、制药、纺织、环保和农业等诸
多领域。这种精细化学品被用作酸味剂、调味剂、防
腐剂、手性药物中间体、植物生长调节剂、生物可降
解材料、化妆品及个人护理品等组分。近年来，随着
乳酸及其衍生物应用范围的不断扩大，市场需求也

日益增长，目前正以每年 8%～10%的速度增长，预计
在今后 10 年内，世界对 L－乳酸的需求量将猛增至每
年 100 万 t，而我国乳酸年生产能力还不足 3 万 t，而
且乳酸的生产水平不高，产品主要为消旋的 DL－乳
酸，档次低，具有质量不稳定、不耐热、容易变色等缺
点［1－2］。本文以本实验室收藏的一株干酪乳杆菌为
出发菌，采用传统的诱变方法，经反复筛选驯化，得

到一株产 L－乳酸发酵活力较强的菌株，并对其 7L罐
发酵条件进行了优化，使其产酸达到较高水平。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器
干酪乳杆菌( Lactobacillus casei) G－02 本实验

室分离收藏的一株 L－乳酸产生菌; 葡萄糖 工业级，
山东西王生化科技有限公司; 玉米浆 华北制药康

欣有限公司; MgSO4·7H2O、MnSO4·4H2O、吐温、
KH2PO4、( NH4 ) 2 SO4 均为分析纯; 种子培养基

( g /L) 葡萄糖 25、玉米浆 40、( NH4 ) 2 SO4 5、KH2PO4

1、MgSO4·7H2O 0.5、CaCO3 10，pH7.0，装液量 50mL /
250mL，121℃灭菌 20min; 发酵培养基( g /L) 葡萄
糖 120、玉米浆 15、( NH4 ) 2 SO4 20、KH2PO4 1、MgSO4·
7H2O 0.5、吐温 80 1、CaCO3 50，pH 7.0，装液量 50mL /
250mL，115℃灭菌 10min; CaCO3－溴甲酚紫平板培养
基( g /L) 在如上种子培养基的基础上添加琼脂 20，
1.6%溴甲酚紫溶液 1mL，pH 7.0; 高糖、高温培养基
在如上种子培养基的基础上分别调节葡萄糖浓度为

200、250、300、350、400g /L; 并调节发酵温度分别为
37、39、41、43、45℃。

SBA－40C生物传感分析仪 山东省科学院生物
研究所; 立式圆形压力蒸汽灭菌器 上海医用核子

仪器厂; 往复式摇床 无锡查桥轻机厂; UV－2100 可
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见紫外分光光度计 上海尤尼克有限公司; 超净工

作台 苏净集团安泰公司; PHS－3C 型精密 pH 计
上海雷磁仪器厂; 7L 发酵罐 高百特发酵机( 上海)
有限公司。
1.2 诱变方法
1.2.1 硫酸二乙酯( DES) 诱变 取制备好的 10mL
菌悬液装于 10mL无菌三角瓶中，加入 0.1mL 的 DES
和 0.1mL无菌乙醇，振荡 15min，用 5.0%的 Na2S2O3

终止反应，离心收集菌体，用 pH 7.0 的磷酸缓冲溶液
洗涤 2～3 次，最后取菌悬液稀释涂布于筛选培养基
上培养［3］。
1.2.2 亚硝基胍( NTG) 诱变 称取少量 NTG溶解在
少量丙酮中，再加入磷酸缓冲液，制成浓度为 1.0g /L
的 NTG溶液。取一定量制备好的菌悬液，加入 NTG
溶液，使其终浓度为 0.25g /L，30℃下振荡反应一定
时间，诱变结束后快速离心终止反应。用生理盐水
洗涤 2～3 次后，加入到新鲜的种子培养基中进行后
培养 6h。最后取后培养液离心，用生理盐水洗涤1～2
次，按梯度稀释涂布筛选平板培养。
1.3 筛选方法
1.3.1 初筛 将诱变后的菌株细胞接种于碳酸
钙－溴甲酚紫平板上，37、39、41、43、45℃各培养 48h，
将透明圈较大的菌株进行复筛。
1.3.2 复筛 将初筛得到的菌株先进行种子培养，
然后每株菌分别接 5mL菌液于 3 瓶装有发酵培养基
的摇瓶中，37、39、41、43、45℃各振荡培养 72h，筛出
产酸高的菌株。
1.4 分析方法
1.4.1 pH测定 用国产精密 pH 试纸和 PHS－3C 型
精密 pH计测定。
1.4.2 OD 值的测定 取 0.2mL 的发酵液，用
0.25mol /L的盐酸溶液稀释 25 倍后，用分光光度计于
光程 1cm、波长 520nm条件下测定吸光度。
1.4.3 L－乳酸和还原糖的测定 SBA－40C 生物传
感分析仪。

2 结果与讨论
2.1 L－乳酸菌种选育结果
2.1.1 L－乳酸产生菌的选育谱系 经实验确定，本
研究采用的菌种为专性同型发酵乳杆菌，葡萄糖经

糖酵解途径生成丙酮酸，丙酮酸在乳酸脱氢酶的作

用下几乎全部生成乳酸。因此，该株菌具有较高的
乳酸脱氢酶活性。然而，在 L－乳酸的发酵中有着明
显的底物抑制现象，过高的糖浓度显著抑制菌体的

生长，影响发酵的速度和产物的生成速率。因此有
必要采用诱变选育和耐高温高糖筛选相结合的育种

策略，筛选高产菌株［4］。
以乳酸菌( Lactobacillus sp.) G－02 为出发菌株，

采用 DES和 NTG诱变处理，采用高温高糖培养基对
其筛选，最后获得一株 L－乳酸产生菌 G－04，在摇瓶
发酵条件下发酵液中可积累 L－乳酸 151g /L。选育
过程如图 1 所示。
2.1.2 DES诱变筛选结果 将 DES 诱变后的出发菌
株，取适当稀释度涂布于碳酸钙－溴酚蓝平板，选择

H/C( 变色圈与菌落直径比值) 大的菌株。从平板上
挑出单菌落共 87 株，经摇瓶复筛选出产酸水平有所
提高的 16 株菌株，其 L－乳酸产量见表 1。

菌株
L－乳酸
( g /L)

提高比例
( % )

乳酸菌( Lactobacillus sp.) G－02 92 －
↓DES
G－03 118 22.0
↓NTG
G－04 151 27.9

图 1 L－乳酸产生菌 G－02 选育谱系

表 1 菌株 G－02 经 DES诱变后部分突变株 L－乳酸的产量

菌株编号
L－乳酸
( g /L) 菌株编号

L－乳酸
( g /L)

G－02－03 110 G－02－59 103
G－02－07 118 G－02－64 114
G－02－10 109 G－02－67 112
G－02－11 103 G－02－73 100
G－02－37 113 G－02－76 106
G－02－39 98 G－02－77 96
G－02－44 108 G－02－80 113
G－02－48 110 G－02－83 115
由表 1 可知，G－02－07 的 L－乳酸产量最高，为

118g /L，比出发菌提高了 22%，故选取该菌株做进一
步研究，并将其重新编号为 G－03。
2.1.3 NTG 诱变筛选结果 以 G－03 为出发菌进行
NTG诱变处理，经 NTG 诱变后涂布碳酸钙－溴酚蓝
平板培养，选择 H/C( 变色圈与菌落直径比值) 大的
菌株。从碳酸钙－溴酚蓝平板上挑出单菌落共 55
株，经摇瓶复筛选出产酸水平较高的 7 株，复筛结果
见表 2。
表 2 菌株 G－03 经 NTG诱变后部分突变株 L－乳酸产量

菌株编号
L－乳酸
( g /L) 菌株编号

L－乳酸
( g /L)

G－03－11 146 G－03－31 151
G－03－15 143 G－03－36 147
G－03－23 149 G－03－52 145
G－03－26 146
由表 2 可知，G－03－31 产酸较高，将其编号为

G－04。
2.2 乳酸菌 G－04 传代稳定性研究
将菌株 G－04 在斜面上连续接种五代，以初始葡

萄糖浓度 160g /L，温度 41℃摇瓶发酵条件，考察其产
L－乳酸的稳定性，产酸结果见图 2。由图 2 可以看
出，该菌株连续传代五次产酸没有明显变化，说明该

菌株的遗传稳定性较好。
2.3 菌株 G－04 最适发酵温度
温度是微生物生长和繁殖过程中重要的影响因

素，每种微生物都有其最适的发酵温度范围。温度
过低会使酶活降低，而温度过高会使酶失去活性，两

者都会影响细胞的生长代谢从而影响最终发酵产物

的产量。所以，温度是保证酶活性的重要条件，在发
酵过程中要维持菌体生长代谢所需的最适宜温度。
由图 3 可知，随着温度的增加，L－乳酸的产量和产酸
速率先增加后减小，其中 41℃时 L－乳酸的产量和产
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图 2 G－04 的遗传稳定性实验

酸速率最大。

图 3 温度对 L－乳酸产量的影响

2.4 菌株 G－04 最适初始葡萄糖浓度
碳源是微生物生长繁殖所必需的营养要素，但

在乳酸的发酵过程中存在底物抑制现象，过高的初

糖浓度会影响菌体的生长和产酸。本实验中选择葡
萄糖为唯一碳源，在 41℃下考察不同的初糖浓度对
其产酸的影响。由图 4 可知，当初始葡萄糖的含量
高于或低于 160g /L时，乳酸的产量和转化率都会降
低。当葡萄糖浓度为 160g /L时，其最终 L－乳酸产量
为 150.4g /L，转化率为 94%。这可能是由于当葡萄
糖浓度过高时，导致培养基渗透压增高，从而抑制产物

的合成;当葡萄糖浓度过低时，不能为微生物提供充足

的碳源，导致 L－乳酸产量偏低。故只有在培养基中选
择合适的初糖浓度才能保证 L－乳酸的产量较高。因
此，该实验中选择葡萄糖的初始浓度为 160g /L。

图 4 初始葡萄糖浓度对 L－乳酸产量的影响

2.5 中和剂对 L－乳酸产量的影响
在乳酸的发酵过程中，由于乳酸的不断积累导

致发酵液的 pH降低，从而抑制菌体的生长和乳酸的
生成，因此需要加入中和剂来缓解乳酸的反馈抑制

作用［5］。乳酸发酵中常用的中和剂有碳酸钙、氨水、
氢氧化钠和碳酸钠等，碳酸钙作为中和剂可以将乳

酸以乳酸钙的形式固定，从而减弱乳酸的反馈抑制

作用。但碳酸钙是一种缓慢型的酸中和剂，pH 调节
能力有限，且发酵后期生成的乳酸钙易造成发酵醪

粘稠［6］，而氨水和氢氧化钠能更好地将 pH 调控在合
适的范围，且发酵后期不会造成发酵醪粘稠。
故实验中选取碳酸钙、25%的氨水和 20%的氢

氧化钠为中和剂，又因为钙离子可以提高促进因子

( 吐温－80) 的效力［7］，所以在使用氨水和氢氧化钠来
调节发酵液 pH时前期加入 40g /L的碳酸钙，发酵液
的 pH通过发酵罐自动控制系统维持在 5.8 左右。
由图 5 和图 6 可以看出，对于菌体的生长和产

酸，使用碳酸钙与氢氧化钠比使用氨水效果要好一

些。其中在单独使用碳酸钙为中和剂时，发酵后期
仅能将 pH维持在 5.5 左右，且发酵 30h 时发酵液出
现粘稠现象，产酸基本结束。这是因为生成的乳酸
钙已经超过此温度下的溶解度，导致乳酸钙固体的

出现。而氢氧化钠可以解决发酵液后期粘稠的现
象，并且可以将 pH更好地维持在 5.8 左右，40h 产酸
达到 155g /L。

图 5 不同中和剂对菌体生长的影响

图 6 不同中和剂对产酸的影响

2.6 溶氧对 L－乳酸产量的影响
对于兼性厌氧菌来说，过高的氧分压不利于菌

的生长和代谢，而氧气对于处于生长期的兼性厌氧

菌来说可能是必需的。并且干酪乳酸菌发酵产乳酸
是一个部分生长偶联型的过程，生物量的积累对乳

酸的产生有着正协同作用，故乳酸发酵过程中对通

风方式进行了优化，以此来有效地提高乳酸的产量。
由图 7 可知，发酵过程前期通入适量的空气可

以促进菌的生长，发酵后期停止通风比通风产酸有

所增高，且发酵过程中产酸速率保持了较高水平，最

终 L－乳酸产量为 157g /L。
2.7 分批补料方式对 L－乳酸产量的影响
在乳酸发酵过程中，过高的底物浓度会抑制菌

体生长和产酸。为了解除葡萄糖浓度过高造成的抑
制，避免在发酵过程中因一次性投糖过多造成细胞

生长减缓和产酸降低，所以采用分批补糖方式来进

行乳酸发酵。补糖的原则在于控制微生物的中间代
谢，使其能够更多地合成所需产物［8］。为此根据前期
实验设计补糖策略: 初始葡萄糖浓度为 120g /L，当残
糖降至 50g /L 时补加葡萄糖，使总糖浓度达到
170g /L，残糖降至 50g /L时再次补加葡萄糖，使总糖
浓度最终为 200g /L。

( 下转第 245 页)
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图 7 溶氧对乳酸发酵的影响
注: A为发酵过程中一直以通风量为 1L /min
通入空气; B为分段控制溶氧，0～20h通风量为
1L /min，20h后停止通风。

图 8 比较了一次性加入葡萄糖与两次补糖对菌
体生长和产酸的影响。由图 8 ( A) 可知，高浓度的葡
萄糖对菌的生长和产酸均产生了抑制作用，发酵至

16h之后 OD不再增加，40h时乳酸产率降低，且残留
葡

图 8 补糖方式对乳酸发酵的影响
注: A为发酵过程中不补糖; B为发酵过程中分两次补糖。

萄糖没有被菌体利用转化成乳酸。这可能是因为菌
体量太少，导致部分葡萄糖没有转化利用。图 8 ( B)
显示通过两次补糖方式减弱了底物的抑制作用，发

酵 20h时菌体 OD值为 0.9，最终乳酸产量为 188g /L，
转化率为 94%。

3 结论
本文对一株产 L－乳酸干酪乳杆菌进行 DES 和

NTG诱变，并使用高温高糖作为选育条件，结果得到
一株产 L－乳酸发酵活力较强的菌株; 并确定该菌株
7L发酵罐的发酵条件: 通过两次补糖使总糖浓度为
200g /L，前期 0～20h通风量为 1L /min，20h 后停止通
风，以 40g /L的碳酸钙和 20%的氢氧化钠为中和剂，
最终 L －乳酸产量为 188g /L，同时糖转化率达到
94%。为干酪乳杆菌发酵生产 L－乳酸的工业化生产
提供了参考依据。
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