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L{L酸高产突变株——米根霉NAF一032
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贾士儒2， 李航1
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摘要：运用正交试验理论．对L_乳酸高产宪变株NAF-032的优化摇瓶发酵条件作了初步研究．

确定7优化的发酵培养基和发酵条件．优化发酵培养基为(g／L)：葡萄耱140，氯化铵1，KH2P04

0．3，MgS04·7H20 0．25．ZnS04-7H20 0．08；优化培养条件为：34℃，摇床转速200 r／rain，装液量

50 mI，(250 mI．容积三角瓶)，一次性添加CaC03 80 g／L调节pH值．米根霉NAF一032的摇瓶发酵

L_乳酸积幂量可达94．28 g／t．．
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Optimal Shake-Flask Fermentation Conditions of

Rhizopus oryzae NAF-032

QIAO Chang—shenl．TANG Fen-xial，JIA Shi—ru2，LI Han92

(1 Department of Food Science．Nin．-,xia College of Agricu]ture，Yinchuan 750105．China；2 Department 0{Food

Engineering，Tianjin Institute of Light Industry．Tianjin 300000，China)

Abstract：The optimal production medium and fermentation conditions of a mutant strain of NAF-032

with a high and stable yield of L-lactic acid were studied by means of an orthogonal design．From the

shake-flask experiments，the optimal fermentation medium consisted of the following composition(g／

I，)：glucose 140，NH4CI 1，KH2P04 0．3．MgS04·7H20 0．25．ZnS04-7H20 0 08．The optimal fer—

mentation conditions were：34℃．200 r／min，50 mL in 250 mL total volume，CaC01 80 g／L．CaC03
WaS added to the broth tO control the pH value．The yield of NAF．032 in the shake—flask experiments

can be up to 94．28∥L jn the optimal fermentation

Key words：L-lactic acid；Rhizopus oryzae；optimization；production medium

乳酸是一种常见的羟基羧酸．广泛存在于人

体、动物体、植物和微生物中，乳酸按其旋光性可分

为D(一)一乳酸，L(+)．乳酸和DL一乳酸3种【11]．

人体只能代谢利用L．乳酸，因此，世界卫生组织提

倡I，乳酸作为食品添加剂和内服药．以取代目前普

遍使用的DL一乳酸”“J．此外．I，乳酸．L_乳酸盐及

其聚合物还广泛应用于医药、农业和化学工业．尤
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其近几年，人们利用L-乳酸聚台生成的聚L一乳酸制

造生物可降解塑料、绿色包装材料及农用薄膜．“

解决日益严重的环境污染问题，引起广泛关注，应

用前景广阔Lp¨J，

作者利用单因素试验、正交试验和模糊转换等

设计方法对经紫外诱变选育出的L广乳酸菌米根霉

NAF一032的优化培养基和培养条件进行了研究．
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1材料与方法

1．1材料

1．1．1 菌种米根霉NAF一032．

1 1．2培养基

斜面培养基：PDA培养基．去皮马铃薯200 g，

切成小块，加水lL，煮沸30 rain，双层纱布过滤取

清液．加水补充至1 L，再加琼脂20 g．

。基础发酵培养基(g／L)：葡萄糖100，尿素2．0，

KH2P04 0．3，Nail2P04 0．08，MgS04。7H20 0．25，

ZnS04·7H20 0．08，cacos 50(单独灭菌)．

1．2方法

1 2．1培养基的灭菌方法咀上培养基均采用

121℃、15 rain湿热灭菌．其中葡萄糖采用：0 05

MPa、30 minl尿素采用：0．075 MPa、3 min；碳酸钙

灭菌后加入，其灭菌条件是：150℃干热灭菌2 h．

1．2．2培养方法

斜面培养：34℃．培养5～7 d．

摇瓶发酵培养：取一新鲜的斜面活化菌种，加

入20 mL生理盐水，用接种环打下孢子，制成孢子

悬浮液，取1 mL孢子悬浮液接种于装有60 mL发

酵培养基的250 mL容积三角瓶中，添加CaC03以

调节PH值．34℃．200 r／min摇床培养60 h．

1．2．3分析方法

1)L_乳酸的测定

定性测定采用纸层析法．展开剂：正丁醇+甲

酸+水(体积比5：3：1)．显色剂：0．2％溴钾酚紫+

0．05％甲基红+0．5％NaOH(体积比1：1：0 15)．

定量测定采用EDTA定钙法．

2)发酵液中残糖的测定

残糖以葡萄糖计．将发酵液离心(3500 r／rain．

10 min)，取上清液，采用DNS显色法测定葡萄糖的

浓度．

1．2．4玉米淀粉预处理将玉米淀粉配制成质量

分数为35％的淀粉乳，加入大于100飕／g的钙离

子以保证*淀粉酶的稳定性，调整pH至6，0--7．0，

加入液化型a．淀粉酶(7～8 u／g干淀粉)，80℃作

用30 min左右，至碘液检查呈红棕色，100℃灭酶

活10 min．得到液化液，再加入发酵培养基的其他

成分．

2结果与讨论

2．1优化摇瓶发酵培养基

2．1．1碳源的影响

1)不同碳源对L．乳酸发酵的影响

在发酵培养基中，按相同的碳氮比分别添加

140 g／L的玉米淀粉，155 glI．的葡萄糖，155 g／I，

的蔗糖，200 g／L的玉米粉(除葡萄糖外的其它碳源

先经”淀粉酶液化)，进行摇瓶发酵，测定乳酸产生

量．结果见图1．

0

圉I不同碳源对L-@L酸发酵的影响

Fig．1 Effect of various carton sourcIs On fermentation

由图1可知．米根霉NAF-032可吼利用淀粉产

生乳酸．虽然选择的是相同的碳氮比，但利用不同

碳源时，在同体积发酵液中的底物相对浓度不同．

且米根霉对不同碳源的利用率不同，造成了产酸量

的差异．当以葡萄糖为碳源时产酸和转化率均最

高，其它几种碳源的产酸量和转化率相对较低，都

不具有利用价值．因而本试验选用葡萄糖作为碳

源．

淀粉中葡萄糖的质量浓度(g／I，)=淀粉的质量

浓度(g／L)×1 11×粉糖实际转化率(％)

1份重的淀粉完全水解后，由于水的参与，生成

1．11份重的葡萄糖．1．11是粉糖理论转化率

玉米粉中葡萄糖的质量浓度(glt。)=玉米粉的

质量浓度(g／L)×70．05％×1．11×粉糖实际转化

率(％)

经测定．玉米面中含淀粉70．05％．

2)不同碳源质量浓度对I，乳酸发酵的影响

选择了不同的葡萄糖质量浓度进行发酵．分别

在基础培养基中添加60．0，80．0，100．0．120．0，

140．0，160．0 giL葡萄糖．检测其对于米根霉NAF一

032对L-乳酸发酵的影响，结果见图2．可知，L一乳

酸发酵产率随碳源质量浓度升高而升高．当葡萄糖

质量浓度为100 g／L．转化率最高，原料利用充分，

但产酸量偏低；当葡萄糖质量浓度至160 g／I．时，产

酸量最高，但转化率有所下降．综合考虑，试验选用

160 g／L的葡萄糖质量浓度．
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碳源质量浓度H以)

围2不同碳源质量浓度对L．乳酸发酵的影响

Fig·2 Effect of various—uc∞e concentration Oil fer-

mentation

2 1．2氨源的影响

1)不同氮源种类对产L．乳酸的影响

以发酵培养基为基础，根据一定的碳氮比添加

不同种类氮源，分别为氯化铵1 6∥I。、硫酸铵2．0

g／I，、尿素0 9 g／I，、蛋白胨2．8 g／I，，而后进行发酵，

研究其对于米根霉NAF一032对L一乳酸发酵的影

响．结果见图3

60

氧化铵 硫酸铵 尿素 蛋白胨

围3不同氮源种类对产L乳酸的影响

F强．3 Effect of various nitrogen sou．1x)目on fermentation

由图3可知，米根霉可利用有机氮源又可利用

无机氮源产I，乳酸，但对各种氮源的利用率有所不

同．比较发酵结果后发酵产酸率和转化率可知，氯

化铵作为氮源优于其它的几种氮源，更有利于米根

霉的生长和产酸．因此，试验最终选用氯化铵作为

培养基中的氮源．

2)不同氮源质量浓度对L乳酸发酵的影响

叫发酵培养基为基础，根据试验结论将葡萄糖

质量浓度调整为160∥L．分别添加0， 1．0，2

0．3．0．4．0∥L的氯化铵．进行发酵，观察氯化

铵质量浓度对I。．乳酸的发酵的影响，结果见图4．

氮源质量浓度／(g／L)

图4不同氮源质量浓度对产L．乳酸的影响

Fig．4 Effect of variors nitrogen SOUDDeS concentration

on fermentation

由图4可知，当氯化铵质量浓度为2 0 g／I，时

产酸率和转化率均最高．因此确定培养基中氯化铵

的最适质量浓度为2．0 g／L．氮源质量浓度对菌体

生长影响明显，不添加氮源或氮源质量浓度低于2．

0 g／L时，菌体生长缓慢．从而影响产酸量；当添加

量高于2．0 g／L时。则菌体生长旺盛，耗糖多而产酸

少，转化率有所下降．

2．2发酵培养条件

2．2．1发酵培养基最适pH值菌体在合适的pH

下可阻获得最佳培养效果．而米根霉在生长过程中

会产生一部分乳酸而使培养基pH下降．本试验巾

以碳酸钙作为pH调节剂由于实验中产酸蹑高达

到90∥L．而碳酸钙中和乳酸反应摩尔比为1／2．为

达到好的调节效果．故碳酸钙最低添加量定为50

g／I．．分别选择50 0，60．0，70．0，80．0．90．o g／I．添

加碳酸钙，进行发酵，观察对L一乳酸发酵的影响，结

果见图5．

圉5碳酸钙添加量对产b乳酸的影响

Fig．5 Effect of various CaCOj concentration on fer-

mentatiOll
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如图5所示，碳酸钙添加量在50 g／i。时就能够

很好地调节pH值。增大添加量并不能有效地提高

乳酸产量。因此选择50 g／L的碳酸钙添加量较为合

适．

2．2 2不同通风量对I，一乳酸的影响采用基础发

酵培养基，在250 mL容积的三角瓶中分别装30，

40， 50， 60， 70 mL培养基，旋转式摇床发酵

培养，测定产酸率和转化率．结果见图6．

30 40 50 60 70

培养基装量／mL

囝6不同通风量对L．乳酸发酵的影响

ng．6 Effect of various volume on fermcntalion

由图6可知，在一定范围内．培养基装液量提

高时，产酸率也随之升高，故在本试验中选择250

mI，容积的三角瓶70 mI．培养基的装液量．

2．3正交试验设计优化发酵培养基和培养条件

前面研究了各种培养基组分和培养条件单因

素对于米根霉NAF-032对L一乳酸发酵的影响．但

是．单因素试验不能很好地反映出各组分及条件闻的

相互作用关系．因此试验中运用正交试验设计原理，

进一步确定摇瓶发酵最佳培养基和最适培养条件

选用七因素二水平正交设计试验，确定各因素

对L_乳酸发酵的综合影响，根据前面的各组试验结

果确定各因素所选水平．见表1，正交试验结果见表

2、表4，方差分析见表3、表s．

咀产酸率和转化率分别作检验指标做正交检

验，结果如表2、表4所示分别作方差分析，查F

分布表可得：Fo 90(1，3)=5．54． Fo％(1，2)=

8．53，则在这两项指标下的显著性因素分别为表3，

表5中*号所示各项．两指标下的正交试验结果

并不完全吻合，而生产中应综合考虑产酸率和转化

率的影响，因此，对产酸率取权重为0．6，转化率取

权重为0．4。对两指标下的平方和进行模糊转换，得

到一组新的平方和，作方差分析可得表6．

表1 LBf27)正交试验设计表

Tab．1 Ormogonal design plan

I I 1 I L l 1 1 79 2

2 I l L 2 2 2 2 88 4

3 L 2 2 1 1 2 2 75 79

4 1 2 2 2 2 i 1 91 8。

5 2 1 2 1 2 1 2 98 28

6 2 1 2 2 1 2 l 76．42

7 2 2 1 l 2 2 1 80 05

8 2 2 1 2 i 1 2 69．66

MI 335．19 342 3 317 31 333 32 300 07 338．94 327．47 82 45

Mz 324．41 317 3 342．29 326．28 359 53 332．13 338 77

坍l 83．8 85．57 79．33 83 33 75．02 84．74 81 87

口‘2 81 1 79．33 85 57 81．57 89 88 83．03 84．69

只 10．78 25 24 98 7 04 59 46 6．8l 11 3

≈ 29 05 78．12 78 6 2 441 93 5 8 15．96

∞

鲫

∞

帅

∞

0
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表3方差分析I

——————————————二型坐二!堕!堕竺!!!堕些型塑!坚!!!!!竺
方差来源 平方和 自由度 均方 F值 显著性

A 29 05 L 29．05 3 12

／3 78 12 1 78．12 8．38 *

A。B 78 1 78 8 37 *

C 6 2 1

D 441 93 1 441 93 47 42 *

E 5 8 I

误差 15 96 1

——j壁兰—一 望：堑 ! !：丝

表4正交试验结果Ⅱ

——————————————』些：!!坐!竺型竺型生垡螋型型!翌!堕竺型
A B A×B C D E 空白 转化率／％

i l i L L I 1 1 69 52

2 1 i 1 2 2 2 2 64 3

3 1 2 2 1 1 2 2 53．98

4 1 2 2 2 2 l I 66 58

5 2 I 2 L 2 1 2 61 4

6 2 L 2 2 1 2 1 49．32

7 2 2 1 1 2 2 I 52 45

8 2 2 1 2 1 1 2 52 53

M1 254 38 244．54 238 8 237 35 225．35 250．03 237．87 58 76

删2 215 7 225 04 231 28 232．73 244 73 220 05 232．21

”l 63 595 61．135 59．7 59 3375 56 3375 62．5075 59 4675

”2 53 925 56 26 57 82 58 1825 61 1825 55 0125 58．0525

Rj 38 68 19．5 7 52 4．62 19 38 29 98 5．66

——L——j坠里一 !!：塑 !：!! !：!!． 堑：!! !!!：!! !

表5方差分析I

————————————————j坠生—!堡竺竺坚竺坐堕竺!!塑!堕!!盟竺!!

———竖查望 !查翌 !圭垦 望查 !竺 里堇竺
A 187 02 1

． 187．02 56．08 *

／3 47．53 1 47．53 14．25 *

A×13 7 07 i 7 07 2．12

C 2 67 l

D 46 95 1 46．95 14 08 *

E 112．35 1 112．35 33．69 *

误差4 l 4

——』垡二—一!：!： i !：垡

表6方差分析Ⅲ

—————————————————坠生生!坐!!坚竺!!!垡竺!!翌!韭!!!垫竺
方差来源 平方和 自由度 均方 F值 显著性

B 69 88 1 69 88 8 75 。

A。B 49 63 1 49 63 6 21

C 4．79 1

D 283 94 1 283．94 35 56 *

E 48 42 1 48 42 6 06

误差 11 18 1

——误差6 1 5．97 2 7．985
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由表6可知．综合考虑产酸率和转化率的影

响，具有显著性的因素为A．B和D．各因素对发酵

的影响由大到小为：D>A>B>A×B>E>C，结

合两指标下正交试验结果，可得到最佳培养基和最

适培养条件为(g／T，)：葡萄糖140，氯化铵1，

KH2P04 0．3，MgS04‘7H20 0．25，ZnS04‘7H20

0．08最佳培养条件为：34℃，摇床转速200 r／rain，

装液量50 mI，(250，一I，容积三角瓶)，一次性添加

CaCO，80 g／i．，用于调节pH值．

2．4对优化培养基和培养条件的验证试验

通过U上的一系列试验确定了最优培养基和

最适培养条件，这一结果还需要进一步验证．试验

采取了前面正交试验确定的培养基和培养条件，进

行验证，结果如图7所示．

图7验证试验结果

Fig-7 nrⅡ他ntati0Ⅱconfirmation experiment

由图7可知，以最优培养基和最适培养条件做

验证试验．可得到与正交试验设计结果吻合的较高

的产酸率和转化率，由此可以验证所确定的培养基

和培养条件是较为合适的．

2．5米根霉NAF．032的L．乳酸发酵培养进程

采用上述确定的最佳培养基和最适培养条件。

进行摇瓶发酵试验，定时取样测定产酸和残糖量．

统计可得如图8所示的摇瓶发酵进程．

发酵时问m

图8摇瓶发酵进程

Fig-8 Fermentation proce．ss of NAF·032 in flasks

由图8可知，摇瓶发酵可分为3个阶段：第一阶

段为细胞生长延迟期，约15 h内细胞生长较馒，产

酸量基本为0，延迟期的长短与菌种的遗传|生、菌龄

阻及接种前后所处的环境条件等因素有关，生产实

践中为了缩短延迟期，通常采取的措施有：增加接

种量．采用最适菌龄咀及选用繁殖快的菌种等措

施；第二阶段为细胞生长期，细胞迅速生长，产酸量

逐渐增大．同时发酵缓巾糖质量浓度迅速下降；第

三阶段为细胞生长稳定期，当发酵45 h后，产酸量

的增长速度下降，至60 h左右达到稳定值．由此可

见，乳酸的生成与米根霉细胞的生长密圳相关．

2．6生物素的影响

通过对米根霉发酵产T．乳酸的代谢途径分析，

初步认为在发酵过程中通过控制生物素的添加量，

将使L一乳酸的产量有一定的提高但因为在国内外

的有关资料中都没有找到与发酵产L一乳酸的生物

素添加量有关的信息，所以暂时选择大剂量的添

加．以确定生物素是否对发酵有影响．生物素的添

加量为1 mg／l。，试验结果见图9．

毫
喜
涮
_cL

添加生物素l mg／L 来添加生物素

圈9生物素对发酵产酸的影响

Fig．9 Effect of various biotin concentration of fermen-

tation

由图9可知，大剂量添加生物素对发酵产酸并

没有产生预期的效果。和未添加生物素的对比试验

的结果相似，初步判断生物素的添加对产酸没有影

响．考虑到资料的限制和试验时间不足，有关生物

素影响的试验将在以后作进一步细化

3结论

1)确定了摇瓶发酵最佳培养基为(g／I．)：葡萄

糖140，氯化铵1，KH2P04 0．3，MgS04·7H20 o 25，

ZnS04-7H20 0．08最佳培养条件为：34℃，摇床转

速200 r／rain，装液量50 mI。(250 mI。容积三角瓶)．

一次性添加cac03 80 g／I，(单独灭菌)，用于调节
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pH值．

2)在最适发酵条件下，米根霉NAF一032的摇

瓶发酵L一乳酸积累量可达94．28 g／I一

参考文献：

3)米根霉NAF一032在最适发酵条件下，发酵

60 h，碳源耗尽。产酸94．28 g／I。，对糖的转化率为
67．96％．

[1]金其荣，张继民．棘勤有机酸发酵工艺学[M]．北京：中国轻工业出版社，1989 339～406．

[2]RATHIN DATTA Hydroxycarboxylic acjds[J]．Encyclopedia of Chemical techonogy．1995．13：1042～1062

[3]齐宏秀．乳酸的应用及生产情况[J]辽宁化工，1996(1)：20-21

[4]曹本昌，椽建林，匡群．L．乳酸研究综述[J]．食品与发酵工业，1993(3)56--61．

[5]PElMIN YIN，NAOKI NISH[N扎YUUKO KOSAKAI．样at．Euhence production of L(+)一lactic acid(tom oord atarch in a

culture 0f Rhizopus oryzae using aⅡair-lift Bioreaetor[J]．J Ferment bioeng．1997．84：249--253

[6]DAVID P MOBLEY PLastics from Microbes，Hanser／Gardner Publicaficos[M]．New York：Cineinnatic Munich Vienna，

1994 93～137

[7]YU R C，HANG Y D．Kinetics of direct fermentation of a面culnld commodities to L(+)+lactic acid hy RhJzoptts oryzae[J]．

Bioteehnel lett，1989，11(8)：597～600．

[8]SUNTORNSUK W．HANG Y D．Strain improvement of Rhizopus oryzae for productiun of L(+)-)1ctic acid and glucoamylase

[J]Leli Appl Miere．1994．19：249～252

[9]曹本昌，徐建林．匡群根霉发酵L乳酸[J]．食品与发酵工业．1991(1)：37～40

[10]蒋明住．吴芷萍，许孟琴等，L．乳酸发酵的研究[J]．微生物学报，1991，31：41～47

[11]杨虹，林宇野．史美桔L．乳酸生产苗的选育[J]．福卅I大学学报(自然科学版)．1994，22(2)：103～106

[12]扬虹．林宇野，史姜榕L乳酸生产菌的选育[J]微生物学通报．1994，21(6)：339～342

[13]扬虹，林宇野，史美榕．固定化根霉乳酸发酵的研究[J]．福州大学学报(自然科学版)．1994．22(6)：121～125

[14]HANG YD，HAMAMCI H．w00DAMS E E．Production 0f L(+)．1actic acid by Rhizopus oryzae immobilized in calcium出

ginate gels[J]BioteehnolLeft．1989(11)：119—120．

(责任编辑：扬萌 奏和平)

 

 万方数据


