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连续循环发酵生产Ｌ－乳酸新技术研究

于培星
（河南金丹乳酸科技有限公司，河南 郸城４７７１５０）

摘　要：诱变筛选出了耐ｐＨ、高剪切力，适合连续循环发酵生产Ｌ－乳酸新技术的ＪＤ．Ｌ－乳酸菌株。
确定了连续循环发酵工艺条件：培养基采用棉粕水解液，培养温度５１℃，ＰＨ值６．２，氢氧化钠中

和发酵，氧化还原电位值（ｒｈ）为－１００ｍＶ。流加速率控制在０．０５ｈ－１。根据连续循环发酵液技术

要求，选择了采用１μｍ的微滤膜作保安过滤。然后１０ｎｍ的超滤膜、相对分子质量３００的纳滤设

备，确定了菌体循环膜过滤基本参数。
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　　Ｌ－乳酸［１］是自然界三大有机酸之一，广泛应用

于食品、饮料、医药、日化、印染、皮革、农业、电子等

行业［２］，主要用作酸味剂、调味剂、防腐剂、鞣制剂、
手性药物前体等［３］。近几年，随着生物降解材料聚

乳酸的出现，用 于 解 决 日 益 严 重 的 白 色 污 染 问 题，
引起了全 球 的 广 泛 关 注［４－５］。但Ｌ－乳 酸 生 产 的 高

成本限制了乳酸的进一步推广应用。
通过对连续 循 环 发 酵 生 产Ｌ－乳 酸 新 技 术 研 究

进行了菌种 选 育，连 续 循 环 发 酵 的 实 现，选 用 膜 过

滤进行菌体循 环 利 用 以 期 解 决Ｌ－乳 酸 生 产 中 的 工

艺复杂、高成本问题。



１　材料与设备

１．１　菌株

采用的ＪＤ．Ｌ－乳酸发酵菌株，由河南金丹乳 酸

科技有限公司技术中心保存。

１．２　培养基

１．２．１　ＳＬ培养基　酪沅水解物１０ｇ，葡萄糖２０ｇ，
酵母提取物５ｇ，吐温８０１．０ｍＬ，柠檬酸二钠２ｇ，乙
酸钠２５ｇ，ＫＨ２ＰＯ４６ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　０．０３ｇ，

ＭｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　０．１５ｇ，ＭｇＳＯ４·４Ｈ２Ｏ　０．５８ｇ，琼

脂１５ｇ，碳酸钙１０ｇ，去离子水１　０００ｍＬ，调ｐＨ值

到６．５。

１．２．２　种子培养基　酪沅水解物１０ｇ，葡萄糖１００
ｇ，酵 母 提 取 物５ｇ，吐 温８０　１．０ｍＬ，柠 檬 酸 二 钠

２ｇ，乙酸钠２５ｇ，ＫＨ２ＰＯ４６ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　０．０３
ｇ，ＭｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　０．１５ｇ，ＭｇＳＯ４·４Ｈ２Ｏ　０．５８ｇ，
碳酸钙２０ｇ，去离子水１　０００ｍＬ，调ｐＨ值到６．５。

１．２．３　发酵培养基　玉米水解糖１５ｇ，吐温８０１．０
ｍＬ，ＫＨ２ＰＯ４６ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　０．０３ｇ，ＭｎＳＯ４·

７Ｈ２Ｏ　０．１５ｇ，ＭｇＳＯ４·４Ｈ２Ｏ　０．５８ｇ，碳酸钙３０ｇ，
去离子水１　０００ｍＬ，调ｐＨ值到６．５。

以上培养基在１１５℃，０．０５ＭＰａ灭菌２０ｍｉｎ。

１．３　培养方法

将菌种 经 活 化 后 接 种 于 装 有 种 子 培 养 基５００
ｍＬ的三角瓶中，在恒温振荡培养箱中培养，培养条

件：５０℃，ｐＨ　６．０，接种体积分数１０％，培养时间２４
ｈ，温度浮动１～２℃。

１．４　分析方法

纯度测定：美国 Ｗａｔｅｒｓ高压液相色谱测定；还

原糖测定：生物传感仪分析法测定；菌体浓度测定：
分光光度 计 法；氨 基 酸 测 定：甲 醛 氮 法；总 酸 的 测

定：滴 定 法；Ｌ－乳 酸 含 量 的 测 定：生 物 传 感 分 析 仪

法；ｐＨ值的测定：ＰＨＳ－２Ｃ酸度仪。

１．５　仪器设备

５０Ｌ发 酵 罐：河 南 金 丹 乳 酸 有 限 公 司 生 产；

２５０Ｂ型恒温培养箱：江苏金坛大中仪器厂生产；７２１
型分 光 光 度 计：上 海 精 密 仪 器 厂 生 产；数 码 生 物 显

微镜：上海光学仪器厂生产；ＰＨＳ—２Ｃ型酸度计：上
海伟业仪器厂生产；ＳＢＡ－生物传感分析仪：山东省

科学 院 生 物 研 究 所 生 产；台 式 离 心 机：上 海 科 学 仪

器厂生产；微滤膜、超滤膜、纳滤膜。

２　实验方法与内容

２．１　低能离子注入诱变筛选高产菌株

取培养２０ｈ的种子液稀释１０倍，取０．１ｍＬ均

匀涂布于无菌平皿上，以无菌风吹干。取镜检无细

胞重叠者 进 行 离 子 注 入。离 子 注 入 机 为 西 南 核 物

理研究所研制的ＬＺＤ９００多功能离子注入机（南京

工业大研究室配备），使用以２０ｋｅＶ氮离子不同剂

量进行注入，靶室真空度为１０－３　Ｐａ。将平皿置 于 靶

台上，以５ｓ脉冲式注入，间隔１５ｓ，然后取出平皿，
以１ｍＬ无菌水洗脱，涂平板培养基，于５０℃培养

４８ｈ用于单菌落的挑选和存活率的计算。
在每个平板中分别挑取菌落，然后将每支经诱

变的菌株接种在发酵培养基中发酵培养，挑出高产

菌株。遗传稳 定 性 测 定，将 突 变ＪＤ．Ｌ－乳 酸 菌 株 进

行遗传稳定性实验，进行１０次传代，测定每次传代

后的乳酸产量，检验突变后的菌株的遗传稳定性。

２．２　模拟细胞再循环钠盐法连续发酵工艺试验

采取１　０００ｍＬ三角瓶→５Ｌ三角瓶→５０Ｌ发

酵罐预发 酵 加４级 发 酵 进 行 发 酵。采 用 不 同 发 酵

培养基进行试验，从中优选。
搅拌速度２０ｒ／ｍｉｎ，装液量４０Ｌ（发酵罐体 积

为５０Ｌ），培养基同发酵培养基，将种子液按发酵培

养基 体 积 的１０％进 行 接 种、培 养，测 定 菌 体 浓 度

（ＯＤ６００）在不同时间内 的 变 化 情 况。至 菌 体 增 殖 速

度开始下降时添加新鲜培养基，同时流入下一级发

酵罐，加满后依 次 流 向 第 四 级 发 酵 罐。将 发 酵 罐１
中的 稀 释 率 分 别 调 节 在０．０５、０．１、０．１５、０．２０、

０．２５ｈ－１的水平上。各稀释率稳定状态的标志为流

量，菌体浓度（ＯＤ６００）和基质浓度不再随时间发生变

化，在发酵过程中流加ＮａＯＨ溶液保证ｐＨ值的稳

定，在确定的稳定状态的过程中对发酵液每３ｈ进

行分析测定。

２．３　发酵料液在不同条件下进行陶瓷膜过滤试验

将模拟连 续 的 发 酵 料 液 采 用 不 同 质 量 浓 度 的

氢氧化钠中 和，在 保 证 温 度 情 况 下，乳 酸 钠 发 酵 液

分别经微滤、超滤试验；超滤膜分离出乳酸钠，可见

杂质、大分子蛋白及菌体细胞循环回发酵瓶（罐）进

行再利用，测定返回料液量、菌体量，考察死亡率的

影响因 素。考 察 滤 液 质 量，然 后 进 入 纳 滤 除 盐 试

验，进一步提 高 乳 酸 钠 质 量，并 在 可 滤 性 基 础 上 进

行综合性能的膜选择试验。

３　结果与讨论

３．１　诱变选育细胞再循环 钠 盐 法 连 续 发 酵ＪＤ．Ｌ－
乳酸菌株

３．１．１　诱变存活曲线　诱变存活率曲线上可以看

出其与 文 献 报 道 的“马 鞍 型”曲 线 基 本 吻 合（见 图

１），但不同之处是在实验中存活率的第一次下降不
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是缓慢的，而是在很低的剂量下就出现了存活率的

骤降。还有一点与其它类似菌种注入报道不同，曲

线上出现了２个峰。在低剂量时存活率急剧下降，
随着 剂 量 的 增 加，存 活 率 有 短 暂 回 升，后 又 逐 渐 下

降，但在中高剂量下又有缓慢的回升最后再逐渐下

降。而且在２０　ｋｅＶ及其它能量下多次试验均发现

这种现象。
离子注入细胞的射程较短，低剂量时离子只对

细胞表面进行损伤和刻蚀，能量沉积所产生的大量

自由基亦会导致ＤＮＡ和生物膜等其它生物大分子

的损伤，从 而 都 造 成 存 活 率 下 降。剂 量 继 续 增 加，
大量连续注入电荷的堆积会产生很强的库仑斥力，
这种库 仑 斥 力 能 对 被 注 入 细 胞 形 成 一 个“保 护 屏

障”，阻碍后续注入离子对细胞的损伤，从而达到对

细胞的保护作用；而且大量堆积的电荷可形成一个

弱电场，这种电场的刺激效应可以激活菌体内的各

种酶，尤其是修复酶，从而提高了损伤修复的效率，
存活率又有所回升。当剂量上升到一定程度，能量

沉积和动量传递所造成的ＤＮＡ和生物膜等其他生

物大分子的 严 重 损 伤 已 超 出 了 其 所 具 有 的 修 复 能

力，而使存活率急剧下降［６］。针对图１出现存活率

的两个短暂回复峰，可能是菌体内修复酶的激活及

注入电荷积累形成的“保护屏障”，在时间上存在着

先后差别，从而使存活率出现２个回复峰。

图１　Ｎ＋ 离子注入ＪＤ－Ｓ８６０的存活率曲线

Ｆｉｇ．１　Ｓｕｒｖｉｖａｌ　ｒａｔｅ　ｃｕｒｖｅ　ｕｎｄｅｒ　Ｎ＋ｉｏｎｓ　ｂｅａｍ

３．１．２　菌种筛 选　将 经 过 筛 选 平 板 挑 出 的 菌 株，

经种子培养 基 培 养 后，转 入 发 酵 培 养 基 逐 个 发 酵，
进行产量测定。同时与出发菌株对照计算突变率。

挑取产酸高的菌株，进一步发酵验证。得到的高产

菌株，经遗传稳定验证后，进入下一轮诱变筛选。

由图２可 以 看 出 剂 量 范 围 在１００×１０１３ｉｏｎｓ／

ｃｍ２～２００×１０１３ｉｏｎｓ／ｃｍ２之 间 时 正 突 变 率 比 较 高，

经２０　ｋｅＶＮ＋ 离子注入筛选出１株高产突变菌株其

Ｌ－乳酸 生 产 能 力 有 了 显 著 的 提 高，将 其 命 名 为

ＪＤ．Ｌ－乳酸菌株，为 了 确 保 筛 选 到 的 高 产 菌 的 遗 传

图２　Ｎ＋ 离子注入ＪＤ－Ｓ８６０的突变率

Ｆｉｇ．２　Ｍｕｔａｔｉｏｎ　ｒａｔｅ　ｏｆ　ＪＤ－Ｓ８６０ａｆｔｅｒ　Ｎ＋ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

ｄｏｓｅ

稳定性，对 其 做 了 遗 传 稳 定 性 考 察。每 代 实 验 过

程：高产菌株自然分离→单菌落→斜面→种瓶→摇

瓶发酵，测Ｌ－乳酸产量。共传１０代，每代均做３个

平行样，结果见表１。从表１可以看出，突变菌株的

遗传性状比较稳定。
表１　高产突变株ＪＤ．Ｌ－乳酸菌遗传稳定性实验结果

Ｔａｂ．１　Ｔｅｓｔｉｎｇ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｇｅｎｅｔｉｃ　ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ａｂｏｕｔ　ｙｉｇｈ－ｙｉｅｌｄｉｎｇ
ｍｕｔａｎｔ　ＪＤ．Ｌ－ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ

传代数 产酸率／（ｇ／Ｌ） Ｌ－乳酸纯度／％

１　 １５．４　 ９８．５
２　 １５．７　 ９９．２
３　 １６．２　 ９５．７
４　 １５．３　 ９８．６
５　 １６．９　 ９９．４
６　 １６．１　 ９９．０
７　 １５．２　 ９８．７
８　 １６．８　 ９９．３
９　 １５．８　 ９９．１
１０　 １５．９　 ９９．２

３．２　细胞再循环钠盐法连续发酵工艺的确定

３．２．１　不同氮源对菌体生长的影响　在基础培养

的基础上，采 用 不 同 的 有 机 氮 源 进 行 菌 株 培 养，其

不同氮源对 菌 株 产 酸 及 糖 酸 转 化 率 影 响 的 结 果 见

表２。
表２　不同氮源对菌株产酸及转化率的影响

Ｔａｂ．２　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｎｉｔｒｏｇｅｎ　ｓｏｕｒｃｅ　ｏｎ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ａｃｉｄ

ａｎｄ　ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ　ｒａｔｅ　ｏｆ　ｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｓｔｒａｉｎ

氮源 ２４ｈＯＤ６００ 产酸率／％ 转化率／％

麸皮 １．３　 １２．７　 ９１．５
玉米浆 １．５　 １３．５　 ９０．６

豆粕水解液 １．７　 １５．６　 ９２．４
棉粕水解液 １．９　 １６．５　 ９３．５

玉米浆水解液 １．６　 １４．６　 ９０．２
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　　由表２可以看出，水解氮源对菌体产酸效果较

好，其 中 棉 粕 水 解 液 效 果 明 显，说 明 棉 粕 水 解 液 所

含营养成分更适合菌体的需要，选用棉粕水解液作

为菌株ＪＤ．Ｌ－乳酸菌的氮源。

３．２．２　不同温度对菌体产酸的影响　为确定不同

培养温度对菌体产酸的影响，分别在不同温度下培

养菌体，测定 菌 体 浓 度，产 酸 率，结 果 见 图３。从 图

可以看出随 着 温 度 的 升 高 菌 体 生 长 与 产 酸 速 度 加

快，但温度 太 高 不 利 于 菌 体 的 生 长 与 乳 酸 的 生 长。

５１℃ 时菌体生长与产酸速度最快，超过５１℃时随

着温度的继续升高菌体生长与产酸速度持续降低；
因此确定５１℃为发酵的最适温度。

图３　不同温度对ＯＤ６００与产酸速率的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ　ｏｎ　ＯＤ６００ａｎｄ　ａｃｉｄ　ｐｒｏｄｕｃ－

ｔｉｏｎ　ｓｐｅｅｄ　ｒａｔｅ

３．２．３　ｐＨ值对 细 胞 产 酸 速 率 的 影 响　在 发 酵 过

程中分别控制不同的ｐＨ 值，测定乳酸产酸速率及

菌体的 浓 度 如 下 图 所 示：从 图４可 以 看 出ｐＨ 值

６．２时菌体细胞生长最好，产酸速率也最大，发酵过

程中如 不 对ｐＨ 值 控 制，ｐＨ 值 将 迅 速 下 降 到４．５
左 右 对 菌 体 的 生 长 与 产 酸 速 率 产 生 明 显 的 抑 制。
可见要使ＪＤ．Ｌ－乳酸菌株进行正常的发酵须将ＰＨ
控制在６．２左右。

图４　ｐＨ对ＯＤ６００与产酸速率的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｐＨ　ｏｎ　ＯＤ６００ａｎｄ　ｌａｃｔｉｃ　ａｃｉｄ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｖｉｔｙ

３．２．４　氧化还原电位（ｒｈ值）对菌体生长与产酸速

酸的影响　培养基的ｒｈ值影响菌体的生长与代谢

控制；控制ｒｈ值可以得到稳定的发酵，在发酵过程

中控制不同的ｒｈ值测定菌体的生长，产酸速速率与

转化率如图５所示。

图５　ｒｈ对产酸速率和转化率的影响

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｒｈｏｎ　ｔｈｅ　ｙｉｅｌｄ　ａｎｄ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ｌａｃ－
ｔｉｃ　ａｃｉｄ

　　从上图可以看出：培养基中不同的氧化还原电

位对菌体的生长和代谢有一定的影响，同时也影响

着菌体的最 终 转 化 率。在－１００ｍＶ左 右 时，菌 体

的生长，产酸 速 率 及 最 终 转 化 率 最 好，因 此 控 制 发

酵的ｒｈ值在－１００ｍＶ。

３．２．５　ＪＤ．Ｌ－乳酸 菌 株 的 生 长 和 产 酸 过 程　通 过

对培养基及发酵工艺条件的研究，确定了发酵所用

的营养成分；棉 粕 水 解 液 作 为 菌 株ＪＤＬ的 氮 源，玉

米水解 糖 作 为 碳 源。最 佳 工 艺 条 件 为：培 养 温 度

５１℃，ｐＨ值６．２，ＯＲＰ值－１００ｍＶ，按此最佳条件

进行产酸实验，结果如图６所示。

图６　菌株ＪＤ．Ｌ－乳酸的过程曲线

Ｆｉｇ．６　Ｔｉｍｅ　ｃｏｕｒｓｅ　ｏｆ　Ｌ－ｌａｃｔｉｃ　ａｃｉｄ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

３．２．６　氢氧化钠浓度的确定　为确定氢氧化钠浓

度对菌体死亡率的影响，对５、１０、１５、２０、２５、３０、３５
ｇ／ｄＬ不同浓度乳酸菌体细胞死亡率结果进行比较，
结果如图７。由 图 可 以 看 出；随 着 氢 氧 化 钠 浓 度 的

不断增大菌体死亡率也逐渐升高，根据生产实际要

求和物料平衡结果选择１５％。
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图７　氢氧化钠质量浓度对菌体死亡率的影响

Ｆｉｇ．７　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＮａＯＨ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｍｏｒｔａｌｉ－
ｔｙ　ｒａｔｅ　ｏｆ　ｂａｃｔｅｒｉａｌ

　　根据以上实验确定了ＪＤ．Ｌ乳酸菌的最佳发酵

工艺条件：培养基采用棉粕水解液，培养温度５１℃，

ｐＨ值６．２，１５ｇ／ｄＬ氢氧化钠中和发酵，ｒｈ值－１００
ｍＶ。

３．２．７　连续发酵过程中的菌体生长动力学模型

根据 Ｍｏｎｏｄ方程 μ＝μｍａｘ　ｓ／（ｋｓ＋ｓ）

　　式中，μ为菌体的比生长速率；μｍａｘ为菌体的最

大比生长速率；Ｋｓ为 半 饱 和 常 数；ｓ为 限 制 性 基 质

浓度。
对一个ＣＳＴＲ发酵罐，有关菌体（不计死亡）的

物料衡算式为

Ｖ（ｄｘ／ｄｔ）＝Ｆｘ０－Ｆｘ＋μＸｖ
　　式中，Ｖ 为发酵罐中培养液的体积；Ｆ为培养液

流入（出）的速度；ｘ０为流入培养液中的菌体浓度；ｘ
为发酵罐中的菌体浓度。

一般　　ｘ０＝０，

ｄｘ／ｄｔ＝（－Ｆ／Ｖ）ｘ＋μｘ＝（μ－Ｄ）ｘ
式中Ｄ为 稀 释 速 率。在 连 续 发 酵 达 到 稳 态 时

ｄｘ／ｄｔ＝０，μ＝Ｄ。
依Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ－ｂｕｒｋ方 法 对 Ｍｏｎｏｄ方 程 取 倒

数得：

１／μ＝（１／μｍａｘ）＋（Ｋｓ／μｍａｘ）·（１／ｓ）
将实验数据作１／ｓ～１／μ图１／ｓ～１／μ图，结 果

见图８。

　　可 见１／ｓ与１／μ 呈 线 形 相 关。解 得μｍａｘ＝
０．２４／ｈ，Ｋｓ＝０．８８ｇ／Ｌ。因 此ＪＤＬ菌 株 在 连 续 培

养中以葡萄糖为基质的生长动力学为：

μ＝０．２４　ｓ／（０．８８＋ｓ）
式中半饱和常数为０．８８ｇ／Ｌ，这表明葡萄糖浓

度只在较低 的 情 况 下 才 表 现 出 限 制 菌 体 生 长 的 作

用。

３．３　不同规格膜过滤条件对菌体的影响

为保证超滤的 正 常 进 行，采 用１μｍ的 微 滤 膜

图８　Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ－ｂｕｒｋ的曲线

Ｆｉｇ．８　Ｃｕｒｖｅ　ｏｆ　Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ－ｂｕｒｋ

作保安过滤。然后１００ｎｍ的超滤膜、３００相对分子

质量的纳滤设备具体实验结果如下：

３．３．１　不同孔 径 对ＪＤ．Ｌ－乳 酸 菌 浓 缩 的 影 响　发

酵液采用０．２４ｍ２，在０．１５ＭＰａ操作压力选用不同

孔径的膜芯下进行浓缩试验，检测膜通量结果如图

９所示。由 图９可 以 看 出，３种 孔 径 的 膜 管 渗 透 通

量的总体走势相同。０．０１μｍ在起始的１０ｍｉｎ内，
孔径膜管通量最大。

图９　 不同孔径的膜对膜通量的影响

Ｆｉｇ．９　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ａｐｅｒｔｕｒｅ　ｏｎ　ｍｅｍｂｒａｎｅ　ｆｌｕｘ

图１０　不同压力对ＪＤ．Ｌ－乳酸菌细胞死亡率的影响

Ｆｉｇ．１０　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ　ｐｒｅｓｓｕｒｅ　ｏｎ

ｔｈｅ　ｃｅｌｌｓ　ｍｏｒｔａｌｉｔｙ　ｏｆ　ＪＤ．Ｌ－ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
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３．３．２　不同浓 缩 压 力 对ＪＤ．Ｌ－乳 酸 菌 细 胞 死 亡 率

的影响　采 用０．０５、０．１０、０．１５ＭＰａ进 行 浓 缩 处

理。与不同处理时间取浓缩液，检测菌体细胞的死

亡率，如图１０所 示。结 果 表 明，浓 缩 压 力 为０．１５
ＭＰａ时，死 亡 率 较 小，因 此 选 择 浓 缩 压 力 为０．１５
ＭＰａ。

３．３．３　不同膜 面 积 对ＪＤ．Ｌ－乳 酸 菌 细 胞 死 亡 率 的

影响　在一定的时间范围内，处理的４０Ｌ乳酸钠发

酵液，膜面积的大小将对浓缩循环次数有明显的影

响，从而影响菌体细胞的死亡率。分别采用过滤面

积为１．０ｍ２和０．２４ｍ２的膜管（０．１μｍ超滤膜），在

０．１５ＭＰａ的 操 作 压 力 下，进 行 浓 缩 处 理，检 测

ＪＤ．Ｌ－乳酸菌死 亡 率。结 果 如 图１１所 示。由 图１１
可知，在 膜 浓 缩 处 理 的１０ｍｉｎ之 内，将 膜 面 积 由

０．２４ｍ２增大到１．０ｍ２，ＪＤ．Ｌ－乳酸菌细胞死亡率从

０．１８减 少 到０．１０，二 者 具 有 显 著 的 差 异。在 实 际

生产中可考 虑 通 过 适 当 的 提 高 膜 面 积 的 方 式 提 高

乳酸菌细胞的存活率。

图１１　 微滤膜管面积对乳酸菌死亡率的影响

Ｆｉｇ．１１　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　Ｍｉｃｒｏ－ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ　ｔｕｂｅ　ａｒｅａ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｍｏｒ－
ｔａｌｉｔｙ　ｏｆ　ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ

３．３．４　超滤前后菌体质量浓度的变化　超滤前后

菌体质量浓度有显著的变化，菌体量从２１．５ｇ／Ｌ提

高到８１．６ｇ／Ｌ。活菌数也从２．８１×１０８ｇ／ｍＬ提高

到４．９６×１０９ｇ／ｍＬ，超 滤 前 后 葡 萄 糖 浓 度、乳 酸 的

浓度基本没有变化。再循环菌体发酵的实现将超滤

出的菌悬液投入灭过菌的培养基中进行预发酵，然后

流加入第一级发酵罐中；稀释率Ｄ＝０．１５ｈ－１补充料

液浓度１５０ｇ／Ｌ，超滤前后菌体浓度变化情况见表３。

３．３．５　纳滤膜的选择　根据料液特性选择了截留

１　０００相 对 分 子 质 量、５００相 对 分 子 质 量、３００相 对

分子质量的 纳 滤 膜 考 察 对 乳 酸 钠 发 酵 液 的 除 二 价

以上阴阳离子、残 糖 性 能 比 较 如 下 表４。从 表 可 以

看出截留相对分子质量为３００的最为合适，便于提

高乳酸钠发酵液质量，利于后提取的实现。

表３　超滤前后菌体浓度的变化

Ｔａｂ．３　Ｃｈａｎｇｅｓ　ｏｆ　ｃｅｌｌ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｂｅｆｏｒｅ　ａｎｄ　ａｆｔｅｒ　ｕｌｔｒａ－
ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ

超滤前菌体浓度／（ｇ／Ｌ）

菌体量 菌数 活菌数

超滤后菌体的浓度／（ｇ／Ｌ）

菌体量 菌数 活菌数

２１．３　 ３．１　 ２．８１×１０　 ７８．４　 ５．１６　４．６４×１０９

２１．５　 ３．１２　 ２．８３×１０８　 ８０．２　 ５．２５　４．８７×１０９

２２．３　 ３．２７　 ２．９５×１０８　 ８１．６　 ５．４２　４．９６×１０

表４　纳滤膜截留率试验结果

Ｔａｂ．４　Ｔｅｓｔ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｉｎｔｅｒｃｅｐｔｉｏｎ　ｒａｔｅ　ａｂｏｕｔ　ＮＦ

纳滤膜
阴离子

截留率／％
阳离子

截留率／％
还原糖／

１　０００分子量 ０　 ０　 １６．２％

５００分子量 ２１．４％ ２２．４％ ４２．１％

３００分子量 ８９．１％ ９０．０％ ８５．３％

３．４　连续循环发酵

为确定最 佳 发 酵 条 件 和 后 处 理 所 确 定 的 最 佳

条件的 效 果，故 结 合 超 滤 用５０Ｌ发 酵 罐 进 行 连 续

６０ｄ的发酵实验，其发酵过程中的产酸速率和糖酸

转化率随时间的 变 化 结 果 见 图１２和 图１３，由 两 图

可以看出：连续发酵过程中的糖酸转化速率和转化

率在５ｄ左右达到最大值，且以后基本处于稳定期；
另外可以得出：与周期２．５ｄ间歇发酵的结果比较，
连续发酵的糖酸转化率由原来间歇发酵的９３．７％
提高到９７．２％左右，提高了３．５％，产酸速率将提高

０．５（（ｇ／Ｌ）／ｈ）。连续循环发酵即可以实现年产量

的增加，又可以降低乳酸成本、节约原材料。

图１２　产酸速率随发酵时间的变化曲线

Ｆｉｇ．１２　Ｔｉｍｅ　ｃｏｕｒｓｅ　ｏｆ　Ｌ－ｌａｃｔｉｃ　ａｃｉｄ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｖｉｔｙ

４　结　语

１）诱变筛选出了耐ｐＨ、高剪切力适合细胞再

循环钠盐法连续发酵ＪＤ．Ｌ－乳酸菌株。
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图１３　糖酸转化率随时间的变化曲线

Ｆｉｇ．１３　Ｔｉｍｅ　ｃｏｕｒｓｅ　ｏｆ　Ｌ－ｌａｃｔｉｃ　ａｃｉｄ　ｙｉｅｌｄ

　　２）确定料发酵工艺条件：培养基采用棉粕水解

液，培养温度５１℃，ｐＨ值６．２，氢氧化钠中和发酵，

ＯＲＰ值－１００ｍＶ。流加速率控制在０．０５ｈ－１。

３）根据细胞再循环钠盐法连续发酵液特性，选
择了采用１μｍ的微滤膜作保安过滤。然后１００ｎｍ
的超滤膜、３００相对分子质量的纳滤设备；确定了膜

过滤基本参数。

４）该工艺条件的确立为乳酸工 业 化 生 产 减 少

工艺流程，提高了糖酸转化率，减少生产成本，打下

了良好基础。
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