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摘 要: 作者对筛选的一株产L-乳酸的菌株进行了菌种鉴定,根据16S rDNA 序列测定结果,结合

其形态特征及生理生化性质, 确定该菌株为凝结芽孢杆菌( Bacil lus coag ulans )。进一步对其营养

条件进行了研究,初步确定玉米糖化液为最适碳源,采用 1 g / dL 酵母粉与 1 g / dL 棉籽蛋白的混合

氮源, L-乳酸产量不仅有所提高且成本大大降低,金属离子 Mn2+ 、Fe2+ 、Mg2+ 都可在一定程度上

提高 L-乳酸的产量。
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Abstract:A bacteria st rain w as iso lated and ident ified for L- lact ic acid product ion in this study,

The isolated str ain w as ident if ied as Baci llus coagulans based on the results of 16S rDNA, the

physiolog ical characterist ics and the bio chemical propert ies. T hen the opt imum nutrient

condit ions w as determ ined by the single factor exper iments and list as fellow s: 10. 5 g/ dL cor n

sy rup, 1 g/ dL yeast ext ract , 1 g/ dL cot ton-seed protein. Furthermore, it w as found that the

pr esence of M n2+ 、Fe2+ and Mg 2+ in the medium can enhance L-lact ic acid product ion.
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乳酸是目前世界上公认的 3大有机酸之一, 广

泛应用于食品、医药、化工、制革、纺织、环保和农业

等诸多领域
[ 1]
。特别是以 L-乳酸为原料生产的生

物可降解性塑料 聚乳酸, 对于解决日益严重的

白色污染问题有重要的意义。近年来关于 L-乳酸

的研究报道很多,发酵法生产 L-乳酸的菌种主要有



根霉和细菌两大类。与根霉好氧发酵生产 L-乳酸

相比, 乳酸细菌发酵法具有糖转化率高、无通气能

量消耗、成本低等优点
[ 2]
。因此筛选 L-乳酸产生菌

具有重要意义。

目前文献报道细菌乳酸发酵的较高水平有赵

博等人[ 3]以葡萄糖为碳源, 添加豆粕水解液和玉米

浆作为辅料, 2 L 罐培养 120 h, L-乳酸质量浓度可

达 202 g/ L ,糖转化率 91. 3%。丁绍峰等 [ 4]采用指

数流加发酵使总乳酸质量浓度达 210 g / L ,其中 L-

乳酸质量浓度达 180 g / L。虽然产量很高, 但仍存

在发酵周期长、生产效率低或光学纯度低等缺点。

作者对实验室分离出的一株产 L-乳酸的菌株进行

了生理生化试验、糖发酵试验及 16S rDNA 序列测

定,确定该菌株为凝结芽孢杆菌。为进一步了解该

菌株发酵生产 L-乳酸的能力,对其营养条件进行了

初步研究。由于乳酸细菌发酵法对氮源的要求较

高, 从而使生产成本偏高, 因此降低氮源的成本具

有很大的现实意义, 作者亦在降低氮源成本方面做

了尝试。

1 材料与方法

1. 1 菌种的筛选与鉴定

1 1 1 菌种的筛选 采集某奶制品企业附近离地

面约 3 ~ 10 cm 的土样, 样品经增殖、稀释后涂布

CaCO3-溴钾酚紫平板培养基,待长出菌落后, 挑选可

水解 CaCO3且变色圈大的菌株,经摇瓶发酵后,选取

L-乳酸产量高且光学纯度高的菌株并将其保藏。

1 1 2 菌体形态观察及生理生化实验 参照文献

[ 5]。

1 1 3 糖类发酵实验 参照文献[ 6]。

1 1 4 分子生物学鉴定 染色体 DNA的提取, 菌

株 16S rDNA 的扩增、16S rDNA 序列的测定以及

BLAST 比对均参照文献[ 7]。

1 2 培养基

1 2 1 分离平板培养基 CaCO3-溴钾酚紫平板培

养基。

1 2 2 摇瓶种子培养基与摇瓶发酵培养 参照文

献[ 8]。

1 3 培养方法

1 3 1 种子培养 从培养 24 h的斜面上挑取一环

菌体接入液体种子培养基, 45 、120 r/ m in摇床培

养 18 h。

1 3 2 发酵培养 将培养良好的种子按体积分数

10%接种于发酵培养基中, 45 、120 r/ m in摇床培

养 72 h。

1 4 分析方法

1 4 1 乳酸质量浓度 采用高效液相色谱仪

( Ag il lent 1100, 美国)。具体色谱条件: 色谱柱为

美国 Merck 公司的 ZORBAX SB-Aq, 150 mm

4 6 mm (直径 5 m) ,流速 0 5 mL/ min, 检测波长

210 nm,进样量 10 L,柱温 30 。

1 4 2 L-乳酸质量浓度 用 SBA-40C生物传感分

析仪测定。L-乳酸质量浓度与乳酸总质量浓度之

比即为 L-乳酸的光学纯度。

1 4 3 残糖质量浓度 DNS 法。

2 结果与讨论

2 1 菌株的鉴定结果

经初筛得到 42 株产酸圈较大的菌株, 经摇瓶

试验后得到菌株 ES23, 其 L-乳酸产量最高, 达到

47 74 g/ L ,且光学纯度达到 99 3% ,选择该菌株做

进一步研究。由图 1 可知,菌株在平板上的单菌落

呈圆形,稍透明, 边缘整齐, 菌落呈乳白色, 菌落直

径约为 2 0~ 2 5 mm。在光学显微镜下观察可知,

菌体为杆状,少数稍弯曲, 单个排列,长约 3 0~ 5 0

m。细菌革兰氏染色呈阳性。在一定条件下可产

生芽孢,为端生。无鞭毛,能运动, 为兼性厌氧菌。

图 1 菌落形态

Fig. 1 Colony shape

将试管中斜面培养保藏的菌株活化 3 代后接

种到生化试验培养基中, 培养后测定其生化特性。

结果见表 1。菌株对不同碳水化合物的利用情况见

表 2。

由表 1生理生化特性的测定结果可知, 该菌株

过氧化氢酶为阳性, VP 阳性, 明胶液化阴性, 可分

解利用淀粉。由表 2 可知,该菌株能利用大多数寡

糖,包括纤维二糖和菊粉, 但不能分解利用木糖和

鼠李糖。同时做了产气实验, 结果均不产气。此

外,糖类发酵实验中添加了指示剂溴甲酚紫, 若菌

株能利用某种糖,培养基颜色可由紫变黄, 根据变

色时间的长短可判断分解某种糖的快慢程度。实

验发现,该菌能迅速利用葡萄糖、麦芽糖、果糖、半
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乳糖和糊精;而需要较长时间才能分解乳糖、蔗糖、

纤维二糖、菊粉和淀粉。

表 1 菌株的生理生化实验结果

Tab. 1 Results of physiological and biochemical characteris-

tics

试验名称 结论

过氧化氢酶 阳性

VP 试验 阳性

甲基红试验 阳性

明胶液化 阴性

乙酸氧化 阴性

硫化氢的生成试验 阳性

淀粉 阳性

表 2 菌株对不同碳水化合物的利用情况

Tab. 2 Utilize ability of carbon source

碳源
利用
情况

碳源
利用
情况

碳源
利用
情况

葡萄糖 + 果糖 + 半乳糖 +

麦芽糖 + 糊精 + 乳糖 +

蔗糖 + 菊粉 + 纤维二糖 +

鼠李糖 - 木糖 -

+ 表示可利用, - 表示不能利用

所测菌株的 16S rDNA 核苷酸序列为 1 464

bp。将所测序列从 GenBank数据库中相关菌种进

行比较, 结果表明: 该菌株与芽孢杆菌属 Bacil lus

coagulans 具有极高的同源性, 为 99%。结合以上

生理生化结果, 参照 伯杰氏细菌鉴定手册
[ 9]
分析

比较, 其生理生化指标均相同, 可确定该菌株为凝

结芽孢杆菌。该菌种在利用五碳糖方面与研究报

道不相一致。M ilind A
[ 10]
报道其分离的凝结芽孢

杆菌可利用分解利用木糖发酵产乳酸,而该菌株不

能分解利用五碳糖。

2 2 碳源对发酵产酸的影响

实验选取葡萄糖、玉米糖化液、马铃薯淀粉糖

化液,木薯糖化液, 菊粉作为发酵培养基的碳源, 其

中初糖质量浓度为 90 g/ L, 氮源为酵母粉与蛋白

胨。并且, 玉米淀粉、马铃薯淀粉及木薯粉均采用

高温淀粉酶及 -糖化酶进行双酶水解。由图 2 可

知,葡萄糖和玉米糖化液的 L-乳酸产量最高, 分别

为 49 62 g/ L 和 49 25 g/ L , 其次为马铃薯淀粉糖

化液、木薯糖化液和菊粉。前期研究发现, 该菌株

可分解利用非粮作物菊粉, 但几乎不产 L-乳酸, 仅

可从液相图谱中检测到乙酸、琥珀酸等杂酸。由此

说明,葡萄糖是使代谢途径大量积累乳酸的最佳碳

源,考虑到成本,作者选用玉米糖化液为碳源。

图 2 不同碳源对 L-乳酸发酵的影响

Fig. 2 Ef fect of different carbon sources on L-lactic acid

production

为确定碳源初始水平, 以玉米糖化液为碳源,

考察其对该菌株发酵生产 L-乳酸的影响, 结果见

图 3。

图 3 碳源质量浓度对 L-乳酸发酵的影响

Fig. 3 Eff ect of concentration of glucose acid production

on L-lactic acid production

当初糖质量浓度低于 120 g/ L 时,随着初糖质

量浓度的增大, L-乳酸产量依次增大; 当初糖质量

浓度高于 120 g/ L 时, L-乳酸产量下降,较高的底物

质量浓度会使培养基渗透压增大, 导致菌体不能很

好的生长和产酸。初糖质量浓度为 105 g/ L 和 120

g/ L 时, 乳酸产量相差不大, 分别为 58 87 g/ L 和

60 07 g/ L ,而后者糖的转化率相对较低。因此最

佳的碳源质量浓度为 105 g/ L。

2 3 氮源对发酵产酸的影响

实验选取了一些常见氮源, 包括酵母粉、蛋白

胨、牛肉膏等优质有机氮源, 还包括一些廉价氮源,

有豆饼粉、麦根、玉米浆、棉籽蛋白, 发酵结果见

图 4。从图 4可以看出, 所有氮源中,酵母粉单独作

为氮源时, L-乳酸产量最高, 为 52 03 g/ L , 这可能
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与酵母粉中富含丰富的氨基酸和维生素等生长因

子有关。在廉价氮源中, 玉米浆单独做氮源时 L-乳

酸产量相对较高, 为 18 24 g/ L。用牛肉膏单独做

氮源时, 在所稀释范围内未检测到 L-乳酸, 但从液

相色谱图中可以检测到较多的丙酮酸、乙酸以及琥

珀酸。由此可说明, 营养环境条件的变化对该乳酸

菌的代谢途径改变很大。

图 4 不同氮源对 L-乳酸发酵的影响

Fig. 4 Eff ect of nitrogen source on L-lactic acid produc-

tion

虽然使用酵母粉单独做碳源时 L-乳酸产量最

高,但相比其他氮源来说, 酵母粉价格高昂, 这将严

重阻碍乳酸的大规模工业化生产。为减少成本, 设

计了几组不同的氮源组合,将酵母粉与一些廉价氮

源混合发酵,结果见表 3。

表 3 复合氮源对 L-乳酸发酵的影响

Tab. 3 Effect of mixed nitrogen sources on L-lactic acid pro-

duction

不同氮源组合
L-乳酸

产量/ ( g / L )

0. 5 g / dL 酵母粉+ 2 g / dL 豆饼粉 33. 88

1 g/ dL 酵母粉+ 1 g/ dL 豆饼粉 51. 62

1 g/ dL 酵母粉+ 1. 5 g/ dL 麦根 21. 82

1 g / dL 酵母粉+ 2 g / dL 麦根 17. 11

0. 5 g / dL 酵母粉+ 4 g / dL 玉米浆 16. 2

1 g/ dL 酵母粉+ 2 g/ dL 玉米浆 16. 5

0. 5 g/ dL 酵母粉+ 1 g / dL 大豆蛋白胨 25. 05

1 g / dL 酵母粉+ 0. 5 g / dL 大豆蛋白胨 73. 06

0. 5 g / dL 酵母粉+ 1. 5 g / dL 棉籽蛋白 36. 48

1 g / dL 酵母粉+ 1 g / dL 棉籽蛋白 60. 89

由表 3 可知, 在廉价氮源中, 玉米浆单独作氮

源时 L-乳酸产量较高,但与酵母粉混合后产量反而

降低。豆饼粉、棉籽蛋白以及大豆蛋白胨单独做氮

源时, L-乳酸产量很低, 但与酵母粉混合后, 产酸量

都得到了较大的提高, 说明这 3种氮源的营养成分

与酵母粉的生长因子起到了很好的相互补充的作

用。L-乳酸产量随酵母粉添加量的增加而升高, 其

中大豆蛋白胨与酵母粉混合后,当酵母粉添加量由

0 5 g/ dL 增加到 1 g/ dL 时, L-乳酸产量增加了近 3

倍。虽然 1 g/ dL 酵母粉与 0 5 g/ dL 大豆蛋白胨混

合后产酸量最高, 为 73 06 g/ L, 但大豆蛋白胨价格

相比豆饼粉和棉籽蛋白来说仍较高, 因而氮源应选

取 1 g/ dL 酵母粉与 1 g/ dL 棉籽蛋白,其产酸量为

60 89 g/ L ,此时 L-乳酸产量不仅有所提高且成本

降低。

2 4 金属离子对发酵产酸的影响

微生物在生长繁殖和产物合成中都需要无机

盐和一些微量元素,这些物质在较低的质量浓度时

会促进菌体的生长和产酸, 而在高质量浓度时常表

现出显著的抑制作用。作者考察了 MnSO4 H 2O,

FeSO4 7H 2O及 MgSO4 7H 2O对 L-乳酸发酵的

影响。结果见表 4。由表 4 可知, M n
2+
、Fe

2+
、

Mg 2+ 都可在一定程度上提高 L-乳酸产量, 其最佳

质量浓度分别为 0 05, 0 04, 0 6 g / L。

表 4 金属离子对 L-乳酸发酵的影响

Tab. 4 Eff ect of metal ions on L-lactic acid production

金属离子 质量浓度/ ( g / L ) L-乳酸产量/ ( g/ L )

M n2+ 0 59. 73

0. 01 59. 88

0. 03 60. 12

0. 05 63. 42

0. 07 60. 18

Fe2+ 0. 01 58. 12

0. 03 61. 55

0. 04 63. 18

0. 05 62. 57

M g2+ 0. 2 60. 54

0. 4 62. 65

0. 6 65. 68

0. 8 63. 57

3 结 语

作者对实验室分离出的一株产 L-乳酸的菌株

进行了生理生化试验、糖发酵试验、16S rDNA 序列

测定,确定该菌株为凝结芽孢杆菌。为进一步了解
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该菌株生产 L-乳酸的能力,对其营养条件进行了研

究, 初步确定玉米糖化液为最适碳源, 其最佳质量

浓度为 105 g/ L; 复合氮源中 1 g/ dL 酵母粉和 0 5

g/ dL 大豆蛋白胨 L-乳酸产量最高; 而 1 g/ dL 酵母

粉与 1 g/ dL 棉籽蛋白混合后产酸量虽较前者有所

降低, 但成本已大大降低。金属离子 Mn2+ 、Fe2+ 、

Mg
2 +
都可在一定程度上提高 L-乳酸产量。

采用该菌株发酵生产 L-乳酸的产量虽不及当

前国内外所报道的产量,但该菌有很多优点, 如该

菌株光学纯度高, 产芽孢可使保藏容易, 发酵温度

较高可耐高温发酵,并且培养基可以在未灭菌的条

件下发酵, 这将节约因灭菌而消耗的能量, 从而降

低发酵成本。若对该菌株进行菌种改造,或通过发

酵过程优化、代谢流量控制等措施来进一步提高其

合成 L-乳酸的能力, 那么该菌将是很有潜力的一株

发酵生产 L-乳酸的菌株。
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