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细菌发酵生产3-乳酸培养基的优化
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摘!要!运用响应面分析法"中心组合设计#对干酪乳杆菌"!"#$%&"#’(()*#"*+’#34%-%%生产3-乳
酸的培养基5$*进行了研究!同时研究了有机氮源"蛋白胨%玉米浆和酵母膏#和无机氮源"*615(
和"*61#!6781#对3-乳酸产量的影响!并进行了葡萄糖%蛋白胨%*615(和"*61#!6781四因素
的响应面分析实验)结果表明!适宜的培养基5$*"质量比#为%!9%!%$9%!培养基组成&葡萄糖

%!#)%$:$3!蛋白胨%,)$1!:$3!*615(1:$3!"*61#!6781!)#%#:$3!3-乳酸产量可达到%#$
:$3)优化后的培养基适合于对干酪乳杆菌进行代谢网络分析)
关键词!干酪乳杆菌$响应面分析$3-乳酸
中图分类号!;<,!# 文献标识码!=
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3?/@A’-B@C%! D=*E5FAG:-(H%!EI/@A’-J’%!3KIL’G:-BHG
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!!乳酸是世界公认三大有机酸之一%3-乳酸是乳
酸同分异构体的一种%其旋光性为右旋)3-乳酸被

D68认为是安全的食品添加剂%可以在食品工业
中广泛应用%同时亦可用于制药’制革’纺织’环保
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和农业)现已发现!3-乳酸是可完全生物降解塑料
聚乳酸"N’(X(AVP@VAV@T!73=#的前驱物质)73=以
其良好的可生物降解性及其他优良的使用特性"如
透明性$高强度$耐热性等#而被公认为是理想的取
代传统塑料的可生物降解塑料之一%$!1&)
乳酸菌大部分是兼性厌氧或微需氧菌!通过

?\7途径从葡萄糖生成丙酮酸!在有氧条件下!大
部分丙酮酸会转化为乙酰5’=!再经;5=循环和
电子传递链彻底氧化成58!和 6!8’而在缺氧或无
氧的条件下"丙酮酸不能进一步氧化#!生成乳酸$
乙醇等)在多数为同型乳酸发酵的乳酸菌细胞内!
最终酸性末端产物大部分是乳酸!还含有少量的丙
酸$乙酸$丁酸和甲酸%"!2&)但是由于细胞本身所具
有的反馈抑制作用!不能过量积累乳酸!要使细胞
在发酵过程中过量积累终产物!最有效的方法是根
据菌种的代谢特性人为地改变菌种的代谢及代谢

调节特性!使代谢流按照预定的方向流动)而对菌
种的代谢网络特性进行分析的前提是要优化出适

合代谢分析的培养基组成!而培养基中碳源和氮源
对菌种产酸及生长是最重要的!碳源能提供菌体生
长繁殖所需要的营养和能源!是构成乳酸碳架的来
源!要积累大量的乳酸就要有足够的碳源!对于菌
体生长所必须的氮源等则要控制其用量%0!%#&)

D!材料与方法

DED!菌株
干酪乳杆菌"!"#$%&"#’(()*#"*+’#34%-%%!由天

津科技大学食品生物技术研究室保藏)
DEF!培养基

D)F)D!种子培养基!组分":(3#)葡萄糖0#!酵母

膏%#!蛋白胨%#!56$588*A#)0!\:U81*26!8
#)!!\GU81*16!8#)#%!SCU81*26!8#)#%!

*A5(#)#%!]GU81*26!8#)!)初始N6 为")0!
").!#)%\7A下灭菌!#Q@G)
D)F)F!发酵培养基!组分":(3#)葡萄糖%!#!蛋
白胨%0!56$588*A#)0!\:U81*26!8#)!!

\GU81*16!8#)#%!SCU81*26!8#)#%!*A5(
#)#%!]GU81*26!8#)!)初始N6 为")0!").!

#)%\7A下灭菌!#Q@G)
DEG!分析方法

D)G)D!乳酸和葡萄糖的测定!采用生物传感分析
仪"U4=-1#5!山东省科学院生物研究所研制#测量)
D)G)F!菌体浓度的测定!见文献%%$&)

F!结果与讨论

FED!有机氮源对乳酸发酵的影响
考察$种有机氮源+++酵母膏$玉米浆和蛋白

胨的浓度对乳酸发酵的影响!结果见图%)
从图%中可以看出!随着$种有机氮源浓度的

增加!乳酸产量均呈增长趋势)在葡萄糖消耗相同
的情况下!蛋白胨所产的乳酸量高于玉米浆和酵母
膏)当蛋白胨的质量浓度为!#:(3时!耗糖量和菌
体密度均高于质量浓度为!0:(3时!产酸量却不及
后者!说明提高蛋白胨的质量浓度能促进丙酮酸向
乳酸的转化)由于在系统代谢分析过程中往往以组
分明确的培养基或简单培养基取代复合培养基%%&!
但乳酸菌是化能异养菌!无法自身合成许多利于菌
体生长的有机化合物%!&!故在$种有机氮源中选择
一种组分较简单且能满足其生长需要的作为惟一

有机氮源!因此选择蛋白胨)

"A#玉米浆体积分数对菌株发酵生产乳酸的影响!!"J#酵母膏质量浓度对菌株发酵生产乳酸的影响!!"V#蛋白胨质量浓度对菌株发酵生产乳酸的影响

图D!有机氮源浓度对菌株2HD?DD发酵生产乳酸的影响

;+3ED!I((.>0"("$3&%+>%+0$"3.%/"#$>./&%6>"%>.%0$&0+"%/"%04.8$"6#>0+"%"(’&>0+>&>+6

FEF!蛋白胨质量浓度对乳酸发酵的影响
对于乳酸杆菌而言!其营养成分主要是可溶性

蛋白$磷酸盐和铵盐%.&!所以选择!种无机氮源作为
基础氮源!蛋白胨质量浓度分别为#!%#!%0!!#!!0!
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$#!$0!1#:"3!结果见图!)当初始葡萄糖质量浓度
为%!#:"3时!由图!#A$可知!蛋白胨质量浓度为

!0:"3!乳酸产量达到2":"3!但其耗糖量和菌体
生长速率却低于蛋白胨质量浓度为1#:"3时!这
说明蛋白胨质量浓度要达到!0:"3以上!才能满足
菌体的生长)但当其质量浓度过高!即5"*#质量
比$减小时!菌体密度的增大是以乳酸产量的下降
为代价的)由图!#J$可知!蛋白胨质量浓度为%0
:"3时!其乳酸产量最高!计算可知其培养基5"*

#质量比$为%!9%!%$9%!与图!#A$结果基本
一致)
FEG!无机氮源及其质量浓度对乳酸发酵的影响
目前还没有报道!,#"*+’能利用无机氮源产

酸!而且实验证实 !,#"*+’无法以#*61$!U81!

*615(!#*61$!6781为惟一氮源生长)设计了以

%0:"3蛋白胨为基础!分别添加初始质量浓度为!!

1!"!.:"3的#*61$!U81%*615(和#*61$!6781!
结果见图$)

!!!!!#A$#*61$!6781! !!!!!!!!!!!!#J$*615(

图F!蛋白胨质量浓度对菌株2HD?DD发酵生产乳酸的影响

;+3EF!I((.>0"(8.80"%.>"%>.%0$&0+"%"%04.8$"6#>0+"%"(’&>0+>&>+6A1A1!"#$%&’"!04+/.*8.$+9.%0C&/8.$("$9.6C+04F3"2
!JKL#FK=7L#

!!!!!!#A$#*61$!U81!!! #J$*615( !!!!!#V$#*61$!6781

图G!无机氮源质量浓度对菌株2HD?DD发酵生产乳酸的影响

;+3EG!I((.>0"(+%"$3&%+>%+0$"3.%/"#$>./&%6>"%>.%0$&0+"%/"%04.8$"6#>0+"%"(’&>0+>&>+6A1!"#$%&’"!04+/.*8.$+9.%0C&/

8.$("$9.6C+04DM3"28.80"%.&/&A&/&’%+0$"3.%/"#$>.#

!!由图$可知!当蛋白胨质量浓度为%0:"3时!
图$#A$和图$#J$的产量较一致!但图$#J$的耗糖
量明显高于图$#A$)由计算可知!培养基的碳氮质
量比为%!9%!%$9%!这与!)!中的试验结果基本
吻合)但图$#V$的产酸量却很少!并且低于以蛋白
胨为惟一氮源的产酸量!这说明#*61$!6781不适
合作为无机氮源)但是有报道显示!6781!̂ 可能在
代谢途径中从丙酮酸到乳酸的这一步起到了关键

作用!因此也作为因素之一)
FEL! 培养基N"J对乳酸发酵的影响
以上的结果表明!若要提高乳酸的发酵水平!

需将培养基的5"*控制在适宜的水平!因此用响应

面分析法以发酵培养基为基础!葡萄糖%蛋白胨%

*615(和#*61$!6781用量根据预备试验确定上
下水平后!按三元二次中心组合设计原理设计了四
因素实验!实验设计及结果见表%!$和图1)

表D!发酵培养基因素水平设计

O&AED!O4.6./+3%"((&>0"$/"((.$9.%0&0+"%9.6+#9

因素 编码值 未编码值

葡萄糖#-%$ #̂)$$%0. %%$)1!%

蛋白胨#-!$ #̂)%.!%$ %,)#.,

*615(#-$$ %̂)%,$.% %)"%!

#*61$!6781#-1$ #).,10" %),12
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表F!响应面分析实验数据及结果

O&AEF!O4.6&0&&%6$./#’0/"(PQ@

序 号
编码值

-% -! -$ -1
3-乳酸产
量!":!3#

% # # # %)2"01 2.
! %̂ %̂ %̂ #)0"20 2!
$ % %̂ %̂ #)0"20 02
1 %̂ % %̂ #)0"20 0,
0 % % %̂ #)0"20 ".
" %̂ %̂ % #)0"20 "0
2 % %̂ % #)0"20 01
. %̂ % % #)0"20 1"
, % % % %̂)#0#, 21
%# %)1",2 # # %̂)#0#, 2#
%% %̂)1",2 # # %̂)#0#, 1!
%! # %)1",2 # %̂)#0#, 00
%$ # %̂)1",2 # %̂)#0#, 1%
%1 # # %)1",2 %̂)#0#, ""
%0 # # %̂)1",2 %̂)#0#, 21
%" # # # # .%

表G!回归方程各项的方差分析

O&AEGO4.-&$+&%>.&%&’1/+/"($.3$.//+"%.R#&0+"%

自由度 均方 .值 / ".
一次项 1 %$")0$2. 1).01"2" #)$!"0$1
二次项 1 !1$),!,% .)"2$#$" #)!1.2$%
交互项 " %$")!,!, 1).10,2 #)$$1$,!
误差 % !.)%!0
总误差 ,

!!由表$和回归方程各项的方差分析表明$方程
的二次项的影响是显著的$一次项和交互项的影响
一般$说明响应值的变化相对复杂$各个具体的试
验因子对响应值的影响不是简单的线性关系)回归
方程的决定系数0!_#).!%.且.检验极显著$说
明所拟合的回归方程合适$对实验拟合情况较好)

!!从表$%图1可以看出各因素及其交互作用对
响应值的影响)由图1的响应面分析立体图可以看
出$葡萄糖"-%#和蛋白胨"-!#对产酸的影响是比较
显著的$*615("-$#比"*61#!6781"-1#在所选择
的质量浓度范围内对产酸的影响是不显著的$但各
因素间仍存在着一定的交互作用)根据响应值典型
分析求得了葡萄糖"-%#%蛋白胨"-!#%*615("-$#
和"*61#!6781"-1#的最佳质量浓度组合分别为&

%!#)%$$%,)$1!$1)##$!)#%#:!3$其相对应的响应
值1为%#$)%#":!3)
回归方程为

1%_.%>1,!$2%>%,0,2! !̂,$$2$>1,!,21^
2,2002!%>2,..2%2!>!,."2%2$ 0̂,#12%21^
%,102!!>#,$202!2$ $̂,#!2!21 %̂,!22$!>
#,$22$21 $̂,121!

!!由于以上最佳组合未包含在所设计的‘U=的%"
个试验中$为了进一步确认计算结果$按最佳条件做!次
重复验证试验$接种量为%#a$最终3-乳酸产量为%#!
:!3和%#$:!3$进一步证实了分析的可靠性)

!!"A#

!"J#

图L! 响应面分析图

;+3EL!O4./0.$."3$&9"(PQ@ !下转第"$页"
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@!结!论
通过对不同氮源的研究#并用响应面分析法#

回归方程寻优获得适宜的细菌培养基T’*$质量
比%为%!b%!%$b%#同时确定了优化后的适合于

进行乳酸杆菌代谢网络分析的培养基组成&葡萄糖

%!#)%$V’]#蛋白胨%,)$1!V’]#*L1T(1V’]#
$*L1%!LU31!)#%#V’])优化后的培养基适合于
对干酪乳杆菌进行代谢网络分析)
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