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高产 D�乳酸生产菌株的选育

于培星
(河南金丹乳酸科技有限公司,河南 郸城 477150)

摘 � 要: 以凝结芽孢杆菌 JD�063D为出发菌株, 采用紫外线、硫酸二乙酯、钴 60��射线辐照、微波
进行复合诱变,得到正突变菌株, 进行发酵检测和遗传稳定性试验,最终筛选出一株 JD�76D, 该菌

株产酸由出发菌株的 61 g/ L 提高到 145 g / L , D�乳酸纯度由原菌株的 97� 5%增加到 98� 7%以上。
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D�lactic Acid Production of High�Yielding Strains of Breeding

YU Pei�x ing
( H enan Jindan Lactic Acid T ech Co. , L td. , Dancheng 477150, China)

Abstract: In the paper, the Baci llus coagulans JD�063 w as mutagenized using UV, diethyl

sulfate, cobalt 60��ray and m icrow ave; Mutant st rains w ere carried out fermentat ion test and

genet ic atability test . F inaly, w e selected a st rain JD�76D which had some notable features.

Using the mutant st rain, the amount of produced acid w as increased to 145 g/ L from 61 g/ L

using starting str ain, the purity o f D�lact ic acid r eached to 98. 7% which w as mo re than 97. 5% o f

orig inal st rain.
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� � D�乳酸是重要的手性中间体与有机合成原料,

是多种手性物质的前体, 广泛应用于制药、化妆品

和高效低毒农药及除草剂等领域的手性合成。D�
乳酸市场前景广阔, D�乳酸的工业生产主要采用微
生物发酵法

[ 1- 3]
,目前国外仅有 2~ 3家 D�乳酸生

产企业,而我国目前尚未开展 D�乳酸制备方面的研
究,也没有工业化生产的企业,因此研究开发 D�乳
酸生产技术,对于扩大我国乳酸产品的种类和应用

领域具有十分重要的意义。微生物发酵法
[ 4]
利用

可再生的淀粉质资源为主要原料生产 D�乳酸,具有

生产成本低、产物光学纯度高、生产条件温和、污染

小等优点,是目前生产 D�乳酸的主要方法。国外的
D�乳酸发酵生产中采用的生产菌株有德氏乳杆菌、
保加利亚乳杆菌和左旋乳酸芽孢杆菌[ 5] 等。作者

选用了所产 D�乳酸纯度较高、糖酸转化率高的凝结
芽孢乳杆菌作为出发菌株, 通过物理与化学复合诱

变筛选出一株 D�乳酸光学纯度高、产酸率高的突变
株, 为 D�乳酸的发酵生产奠定了基础。

1 � 材料和方法

1� 1 � 材料
1� 1� 1 � 出发菌株 � JD�063D, 河南金丹乳酸科技有



限公司技术中心分离选育和保藏。

1� 1� 2 � 培养基 � MRS 培养基: 蛋白胨 10� 0 g , 肉

浸膏 10� 0 g ,酵母抽提物 5� 0 g, 葡萄糖 20� 0 g, 三

水醋酸钠晶体 5� 0 g, 柠檬酸三铵 2� 0 g , K 2 HPO 4

2� 0 g, M gSO 4 � 7H 2 O 0� 2 g, MnSO4 � 2H 2 O 0� 05
g, T w een 801� 0 mL, 蒸馏水定容 1 000 mL, 调节

pH 值为 7� 0,高压 115  灭菌 15 min, 固体培养基

加入琼脂 15� 0 g。

种子培养基:葡萄糖 40 g, 蛋白胨20 g, 酵母抽

提物 10 g ,碳酸钙 10 g, 分装 250 mL 三角瓶, 每瓶

40 mL, 8层纱布扎口,高压 115  灭菌 15 m in。

摇瓶发酵培养基:葡萄糖 160 g ,蛋白胨 1� 5 g,

酵母粉 15� 0 g, 柠檬酸三铵 2� 0 g, K 2 HPO 4 2� 0 g,

MgSO4 � 7H 2 O 0� 2 g, M nSO 4 � 2H 2 O 0� 05 g,

Tw een 80 1� 0 mL,蒸馏水1 000 mL, 高压 115  灭

菌 15 min。

1� 1� 3 � 试剂 � 酵母抽提物、蛋白胨: 英国 OXOID

公司产品; L�乳酸标样: Sigma公司产品; L�和 D�乳
酸试剂盒: 山东省科学院提供; 葡萄糖、K 2 HPO 4等

主要试剂均为分析纯。

1� 1� 4 � 主要仪器设备 � 5升发酵罐:上海保兴生物

设备工程有限公司产品; 250B 型恒温培养箱: 江苏

金坛大中仪器厂产品; 752 型紫外分光光度计: 郑

州市精科分析仪器有限公司产品; 数码生物显微

镜:上海光学仪器厂产品; PHS ! 2C型酸度计:上海

伟业仪器厂产品、SBA�生物传感分析仪: 山东省科

学院生物研究所产品; 台式离心机: 上海科学仪器

厂产品; 全自动高压蒸汽灭菌器: 上海申安医疗器

械厂产品。

1� 2 � 方法
1� 2� 1 � 紫外线( UV )诱变 � 出发菌株经活化培养

后,制备细胞菌悬液。取 5 mL 菌悬液放置于经过

灭菌的带磁力棒的培养皿(直径 90 mm)中,培养皿

放置在磁力搅拌器载物台上, 开启搅拌器, 在的紫

外灯下(距离为 30 cm )边照射边搅拌,并计时。分

别在 0� 5、1� 0、1� 5、3� 0、5� 0 m in 各取 2 mL 菌液混

合,进行倍数稀释后, 涂布于 pH4� 2 的 YE 平板,

45  ,培养箱避光培养[ 6�8]。

1� 2� 2 � 硫酸二乙酯( DES)诱变 � 向一定浓度的菌

悬液中加入 1%的 DES, 振荡 20~ 120 min 后立即

加入质量分数 25%的 Na2S2O 3溶液终止反应, 处理

后的菌悬液稀释至一定浓度涂布于 pH 4� 0 的 YE

平板, 45  ,恒温振荡培养箱培养 48 h。计算 DES

不同处理时间的致死率和形态变异率, 确定 DES 的

最适处理时间。

1� 2� 3 � 钴 60 诱变 � 取 10 mL 菌悬液于无菌试管

中, 分别以 15、10 万伦琴进行钴 60��射线照射处
理。

1� 2� 4 � 微波诱变 � 取 10 mL 菌悬液放入直径 15

cm 的平皿中,调整微波功率为 650 W, 脉冲频率为

2 450 Hz,辐照处理 20、40、60 s,迅速取出作稀释处

理。

1� 2� 5 � 发酵试验 � 将 JD�063D 和复合诱变后突变
菌株于 50  MRS 静止过夜培养, 再接种于 MRS

培养基中, 50  培养 15 h, 按体积分数 5%接种量

于 5 L 发酵罐, 3� 5 L 工作体积,转速 150 r / min,以

质量分数 25%的 Ca ( OH ) 2控制发酵液 pH 值。每

隔两小时取样,测定菌体密度( A 600 )、乳酸浓度和葡

萄糖质量浓度。

1� 3 � 分析方法

1� 3� 1 � 生物量分析 � 细胞密度用紫外分光光度计

测定 A 600 :将发酵液离心后收集菌体, 生理盐水洗涤

两次,然后重悬于生理盐水中,调整细胞密度 A 600在

10左右,取 50 mL 菌体溶液于称量瓶中105  干燥

至恒重, 称重并计算。每单位菌体密度相当于 0� 35
g/ L 菌体干重。

1� 3� 2 � EDTA 滴定法定量分析乳酸钙 � 取发酵液

2 mL, 8 000 r/ m in, 离心 5 min, 取上清液 1 mL 于

100 mL 的蒸馏水中, 加入 1� 0 mo l/ L 的 N aOH 10

mL,加钙指示剂 2 滴, 用 0� 05 mo l/ L EDTA Na2试

剂滴定, 终点为溶液颜色变为纯蓝色。由滴定的

EDT ANa2体积计算乳酸钙和乳酸的含量。计算公

式如下:

乳酸钙质量浓度: W (乳酸钙) = 218� 2c ∀ V

乳酸质量浓度: W (乳酸)= 180c ∀ V

其中: V 为滴定消耗 EDTANa2的量( mL) ; c为 ED�
TANa2的浓度( mo l/ L )

1� 3� 3 � 乳酸分析 � 发酵液中乳酸用 HPLC 方法检

测[ 9] , 实验仪器为美国 Waters2575 高效液相色分

析仪,检测条件如下:

色谱分离柱: SCR�101H 柱; 检测器: 1525紫外

检测器;流动相: 0� 01 mol/ L

磷酸盐缓冲溶液( pH 2� 5) ; 流动相流速: 0� 8
mL/ m in;紫外检测波长: 210 nm ;柱温: 30  ; 进样

量: 5 �L。

L�和 D�乳酸采用手性色谱柱进行分离测定。
发酵液 L�乳酸采用 SBA�40C 葡萄糖�乳酸生物

传感分析仪分析
[ 10]
。

1� 3� 4 � 葡萄糖分析 � 采用费林试剂法和 SBA�40C
葡萄糖�乳酸生物传感分析仪分析。
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2 � 结果与分析

2� 1 � 出发菌株选育 �

出发菌株凝结芽孢 JD�063D 在固体平板培养
上培养时,形成微小圆形菌落,在 CaCO 3 ! MRS 平

板上培养 48 h后, 菌落呈白色,且在菌落周围能形成

明显的透明圈和变色圈。将变色圈明显和透明圈大

的菌落转入试管保存,并作为诱变的出发菌株。

2� 1� 1 � 出发菌株降糖曲线和产酸曲线 � 按照 2� 1
所述方法,在发酵培养基中进行培养, JD�063D葡萄
糖发酵结果如图 1所示。

图 1 � JD�063D发酵过程中葡萄糖与乳酸的变化关系

Fig. 1 � Relationship between glucose and lactic acid dur�

ing f ermentation using JD�063D

� � 由图 1 可以看出 JD�063D乳酸发酵主要代谢
葡萄糖产生乳酸,随着发酵液中葡萄糖质量浓度的

逐步下降,乳酸质量浓度逐渐增加, 当发酵液中葡

萄糖质量浓度下降到 25 g/ L 以后, 产酸基本停止,

葡萄糖也不再被消耗, 故确定最终发酵时间为 92

h, 此时发酵产酸 61 g/ L, 葡萄糖转化率为 85� 6%。
2� 1� 2 � 出发菌株 JD�063D的生长曲线 � 出发菌株
JD�063D在种子培养基中, 45  静止培养的生长曲

线如图 2所示。

图 2 � 出发菌株 JD�063 的生长曲线

Fig. 2 � Growth curve of the starting strain JD�063D

� � 由图可知, JD�063D在培养 8 h后进入对数生

长期, 菌体量呈现出指数增长, 同时 pH 值开始下

降。在 14~ 16 h 左右对数生长结束,转入稳定期,

使 A 600保持 1� 2以上,故选取培养时间为 12 h的细

胞作为诱变用菌体。

2� 2 � D�乳酸生产菌的诱变路线
D�乳酸生产菌的诱变路线, 见图 3。

图 3 � D�乳酸生产菌的诱变路线图

Fig. 3 � Mutant roadmap of D�lactic acid production

strain

2� 3 � D�乳酸生产菌株诱变选育结果与讨论
以凝结芽孢杆菌 JD�063D为出发菌株, 经紫外

线、硫酸二乙酯、钴 60��射线、微波进行交替诱变处
理, 其诱变结果如表 1。

从表 1可以看出, 以凝结芽孢杆菌 JD�063D为
出发菌株,采用紫外线诱变时间为 5~ 20 min,共挑

选菌株59株,经发酵筛选后获得正突变株33株,其

中 ZLA�18产酸较高, 产酸 87 g / L ,较出发菌株( 61

g/ L)提高 42� 6% ,产酸提高幅度较大,效果非常明

显。又以 ZLA�18为出发菌株, 用硫酸二乙酯进行

不同时间的诱变处理,共挑选菌落 51株,经发酵试

验初筛获得正突变株 17 株, 其中 ZLB�47 产酸较
高, 产酸率达到 110 g/ L , 较出发菌株提高 26� 4%,

以 ZLB�47为出发菌株进行钴 60��射线辐照处理,

根据经验选择剂量为 15万、10万伦琴,共挑选菌落

38株, 初筛后获得正突变株 17 株, 其中 ZLC�26、
ZLC�28产酸较高, 产酸率分别达到 128、123 g/ L,

较出发菌株分别提高11� 63%和 11� 18%, 经重复试

验, ZLC�26重现性较 ZLC�28好。产酸提高幅度不
大的原因可能是菌株敏感度降低或钴 60��射线处
理剂量不够造成;然后以 ZLC�26为出发菌株,选择

了微波诱变,分别处理 20、40、60 s,挑选菌株 57株

正突变 27 株, ZLD�58 产酸较高, 产酸率达到 145

g/ L,产酸率较出发菌株 ZLC�26 提高 13� 28% , 较

原出发菌株 JD�063D提高 137� 7% ,取得良好效果,

将突变菌株 ZLD�58命名为 JD�76D。
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表 1� D�乳酸生产菌株诱变选育结果

Tab. 1 � The mutation results of D�lactic acid production strain

诱变剂 出发菌株 剂量 致死率 挑选菌落数(株) 正突变率/ % 代表株
产酸率/

( g / L )

紫外线
凝结芽孢杆菌

JD- 063D

ZLA- 01 74

5 min 45 10 60 ZLA- 04 68

ZLA- 08 71

ZLA- 14 76

10 m in 89 27 55 ZLA- 18 87

ZLA- 22 71

ZLA- 36 80

20 m in 95 22 54 ZLA- 45 73

ZLA- 47 84

硫酸二

乙酯
ZLA- 18

40 m in 79 11 0

ZLB- 19 92

60 m in 93 21 43 ZLB- 23 97

ZLB- 26 101

ZLB- 38 95

80 m in 99 19 42 ZLB- 43 98

ZLB- 47 110

ZLB- 50 103

钴 60�-

射线
ZLB- 47

ZLC- 16 116

ZLC- 22 120

15 万伦琴 99. 5 20 50 ZLC- 26 128

ZLC- 28 123

ZLC- 35 115

10 万伦琴 91 18 39 ZLC- 39 113

ZLC- 42 122

微波 ZLC- 26

ZLD- 30 137

20 s 79 26 58 ZLD- 34 141

ZLD- 40 134

ZLD- 43 135

ZLD- 53 138

40 s 92 22 47 ZLD- 58 145

ZLD- 59 140

60 s 100 9 23 ZLD- 61 136

2� 4 � 突变菌株的发酵性能试验
将复合诱变得到的突变菌株 JD�76D与出发菌

株 JD�063D分别在含 15% CaCO3的发酵培养基的

摇瓶中发酵 48 h, 观察其乳酸发酵情况。结果如图

4所示,复合诱变的突变菌株 JD�76D产酸率提高显
著, 产酸速率提高了 59%。, 而多次复合诱变得到的

菌株 JD�76D的产酸速率在 1� 50 g/ ( L � h)左右,比

出发菌株提高 0� 3 g/ ( L � h)。
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图 4 � 复合诱变后菌株 JD�76D的耗糖与产酸曲线

Fig. 4 � The curves between glucose and lactic acid of JD�

76D after multiple mutation

2� 5 � 突变菌株的稳定性试验
为了确保筛选到的高产菌 JD�76D 的遗传稳定

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�乳酸产量等指标。共传 10 代, 每代均做 3

个平行样。突变菌株 JD�76D产酸基本维持在 145

g/ L 左右,产酸速率维持在 1� 50 g/ ( L � h)左右, D�
乳酸纯度 98� 5%以上,其发酵产品液相色谱图见图

5,说明菌株 JD�76D遗传稳定性较好。

图 5 � 菌株 ZLD�58发酵产品液相色谱检测结果

Fig. 5 � The testing results of the fermentation product of

Strain ZLD�58 using liquid chromatography

3 � 结 � 语

通过对出发菌株 JD�063D 进行物理化学复合
诱变,筛选得到了一株高产菌株 JD�76D, 产酸由出

发菌株的 61 g / L 提高到 145 g/ L、D�乳酸纯度由原
菌株的97� 5%增加到98� 7%以上,该菌株通过工艺

优化有着较高的工业化生产应用价值。
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