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干酪乳杆菌产酸培养基的优化

丁海梅 1，杜丽平 1，张志民 2，肖冬光 1，张煜行 2，吴荣荣 2，何 娜 2

（1.天津科技大学生物工程学院，天津 300457；2.衡水老白干酿酒（集团）有限公司，河北 衡水 053000）

摘 要： 为了提高干酪乳杆菌发酵产酸量，本研究以 MRS培养基为基础培养基，通过单因素实验和 4因素 3水
平正交试验确立了干酪乳杆菌 HJB-006的最佳氮源、碳源、生长盐类等成分配比及培养基初始 pH值。结果表明，
葡萄糖 2.2 %、酪蛋白胨 1.35 %、MgSO4·7H2O 0.2 %，MnSO4·7H2O 0.7 %，牛肉膏 1.0 %,酵母膏 0.5 %，柠檬酸三铵
0.2 %，乙酸钠 0.8 %，吐温-80 1 mL/L，培养基初始 pH值为 6.0，用此培养基在 37℃恒温下发酵 24 h，其乳酸产量较
优化前提高 45.45 %。
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Optimization of the Culture Medium of Lactic acid-producing
Lactobacillus casei Strain HJB-006
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Abstract: In order to improve lactic acid-producing capacity of Lactobacillus casei strain HJB-006, the best culture medium including the ratio of

carbon source, nitrogen source and nutrient salts, and initial pH value were determined by single factor experiment and orthogonal test of four fac-

tors and three levels. The results were as follows: glucose 2.2 %, casein peptone1.35 %, MgSO4·7H2O 0.2 %, MnSO4·7H2O 0.7 %, beef extract

1.0 %, yeast extract 0.5 %, ammonium citrate tribasic 0.2 %, sodium acetate trihydrate 0.8 %, twain-80 1 mL/L, and initial pH value was 6.0. As a

result, lactic acid-producing capacity of Lactobacillus casei strain HJB-006 had increased by 45.45 % by use of the optimized culture mediums

(24 h fermentation at 37℃).
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乳酸广泛应用于食品、医药、化妆品、工业、农业等各

个行业中。在固态法白酒发酵过程中，乳酸菌具有促进美

拉德反应、 促进发酵， 维护与保持酿酒微生态环境等作

用；乳酸菌主要代谢产物乳酸是形成乳酸乙酯及其他香

味成分的重要物质基础。 乳酸具有缓冲调味，降低白酒

刺激感，消除饮后上头，促进新酒老熟，增加酒体的浓厚

度，延长白酒后味的作用，同时可以消除酒的苦味、增加

酒体回甜感， 对丰富白酒风味和提高白酒质量有重大作

用[1-2]；在果酒、饮料、肉类、食品、糕点等中起到防腐保鲜

的功能；在啤酒酿造中，能调整 pH 值促进糖化，有利于

酵母发酵，提高啤酒质量，增加其风味，延长保质期；在医

药方面，在病房、手术室、实验室等场所中采用乳酸蒸气

消毒；乳酸聚合所得聚乳酸，可制成手术缝线，能自动降

解成乳酸而被人体吸收；在化妆品行业中，乳酸广泛用作

许多护肤品、沐浴产品的保湿滋润剂、pH 调节剂；在农、
畜牧业方面，可用于生产缓释农药；乳酸聚合物也可用于

生产农用环保薄膜 [3-6]。 可见乳酸的用途较广，研究优化

产酸培养基具有广阔的应用价值。
乳酸（lactic acid），又名 α-羟基丙酸、2-羟基丙酸、丙

醇酸，有 DL-型、D-型、L-型 3 种同分异构体。 目前工业

生产乳酸的方法主要包括发酵法、合成法和酶法，其中化

学合成法原料有毒性，酶法工艺复杂，且其工业应用还有

待于进一步研究，而发酵法工艺简单，原料充足，发展早

且较成熟，约占乳酸生产的 70 %以上[7]。用于生产乳酸的

菌种主要有乳酸杆菌属（Lactobacillus）和根霉属（Rhizo-
pus）， 采用乳酸菌发酵生产乳酸具有糖利用率高、 能耗

低、设备简单，操作方便等优点[8]。
现有的乳酸测定方法有：对羟基联苯法 [9]、EDTA 滴
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图 2 葡萄糖浓度对干酪乳杆菌 HJB-006产酸量的影响

定法[10]、气相色谱法 [11]、酶法 [12]、毛细管电泳法 [13]、电位分

析法[14]、原子吸收法[15]、比色法[16]、高效液相色谱法[17]。 高

效液相色谱法（HPLC），具有分离效能高、灵敏度高、分析

速度快等优点[18]，较其他测定乳酸的方法具有优越性。
综上所述，本实验选用干酪乳杆菌 HJB-006 为实验

菌株，以乳酸产量为测定指标，采用单因素和正交实验考

查培养基基本组分对菌体产酸量的影响， 以期获得最佳

培养基。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器
菌种：干酪乳杆菌（HJB-006），衡水老白干酒业有限

公司菌种室保藏。
试剂：乳酸标品，购自 Sigma 公司；乙腈、甲醇（色谱

纯）购自西华特种试剂厂；其余试剂为分析纯、生化试剂。
MRS 培养基：蛋白胨 10 g/L，酵母浸出物 5 g/L，牛肉

膏 10 g/L， 葡 萄 糖 20 g/L， 吐 温-80 1 mL/L， 乙 酸 钠

（3H2O）0.8 %，柠檬酸三铵 0.2 %，缓冲盐（11.4 %的 Mn-

SO4·7H2O 溶 液 、2.12 % 的 MgSO4·7H2O 溶 液 ）5 mL，
蒸 馏 水 1 L，121℃灭菌 20 min。

仪器：电子恒温培养箱、高速离心机、超净工作台、高

压灭菌器、752 紫外可见光分光光度计、PHS-W pH 计、
超声波清洗器 KQ13200E、安捷伦高效液相色谱仪。
1.2 实验方法
1.2.1 发酵方法

将斜面菌种接入装有 10 mL 液体 MRS 培养基的试

管中，37℃下恒温活化培养 24 h,以 3 %的量接种到装有

50 mL 液体 MRS 培养基的 100 mL 三角瓶中，37℃下恒

温静置培养 18 h 后作为种子液，将种子液按 3 %接种量

接种到 50 mL 发酵培养基中，37℃静置发酵 24 h。
1.2.2 HPLC 法检测发酵液中乳酸含量

色 谱 柱 ：Agilent Zorbax SB-C18 柱 （4.6×250 mm×
5 μm）； 流 动 相 ：0.01 mol/mL 磷 酸 氢 二 铵 溶 液 ∶乙 腈

（98∶2），以 40 %磷 酸 调 pH2.45；进 样 量：20 μL，流 速：
1 mL/min；柱温：35℃，检测波长：210 nm。

样品处理：发酵液摇匀，取适量经 1100 r/min 高速离

心 10 min 后取上清液稀释 6～8 倍， 经 0.45 μm 有机相

膜过滤，进样测定。

2 结果与分析

2.1 单因素实验
2.1.1 不同碳源类别对干酪乳杆菌 HJB-006 产酸的影

响

以 MRS 培养基为基础培养基，3 %接种量接种于装

有 50 mL 液体 MRS 培养基的 100 mL 三角瓶中，37 ℃

下恒温静置发酵 24 h，用 HPLC 法测定产酸量，得到最佳

碳源，测定结果见图 1。

2.1.2 葡萄糖浓度对干酪乳杆菌 HJB-006 产酸的影响

选取对培养基产酸影响较大的葡萄糖作为碳源，进

一步考察其添加浓度对产酸的影响，结果见图 2。

由图 1、图 2 可知，在 4 种碳源培养基中，以葡萄糖

为碳源产酸量最高，且当葡萄糖浓度为 2.0 %时，产乳酸

量最高。葡萄糖浓度过低，没有充足的营养，浓度过高，则

会增加培养基的渗透压，抑制磷酸果糖激酶的合成速度，
致使葡萄糖利用率下降[19]。
2.1.3 不同氮源类别对干酪乳杆菌 HJB-006 产酸量的

影响

以植物来源的大豆蛋白胨、玉米浆，动物来源的胰蛋

白胨、 普通动物蛋白胨及酪蛋白胨为氮源， 添加浓度为

1.0 %，评价不同来源的氮源对产酸的影响，以获得最佳

氮源，结果见图 3。

2.1.4 酪蛋白胨浓度对干酪乳杆菌 HJB-006 产酸量的

影响

选取对干酪乳杆菌产酸影响较大的酪蛋白胨作为氮

源，进一步考察其添加浓度对产酸的影响，结果见图 4。
由图 3、图 4 可知，以酪蛋白胨为氮源，乳酸产量最

图 1 不同碳源类别对干酪乳杆菌 HJB-006产酸量的影响

图 3 氮源类别对干酪乳杆菌 HJB-006产酸量的影响
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图 4 酪蛋白胨浓度对干酪乳杆菌 HJB-006产酸量的影响

高， 这可能是因为酪蛋白胨较其他蛋白胨更有利于菌体

的吸收利用，所以选择酪蛋白胨为最适氮源。当酪蛋白胨

的添加浓度为 1.15 %时，乳酸产量最高。
2.1.5 金 属 盐 类 及 培 养 基 初 始 pH 值 对 干 酪 乳 杆 菌

HJB-006 产酸量的影响

金属离子通常为各类酶的激活剂 [20]，影响着菌体的

代谢活动，以 MRS 培养基为基础培养基，考查 MnSO4·
7H2O、MgSO4·7H2O、FeSO4·7H2O 对 干 酪 乳 杆 菌 产 酸 量

的影响，结果见图 5～图 7。

由图 5～图 7 可知，当 MgSO4·7H2O 的质量浓度为

0.2 %时，乳 酸 产 量 最 高，较 不 添 加 时 提 高 了 21.79 %。
FeSO4·7H2O 对产酸影响的变化曲线较为平缓；MnSO4·
H2O 添加浓度为 0.7 g/L 时， 乳酸产量较不添加时提高

6.91 %。 结果表明，3 种金属盐中 MgSO4·7H2O 对产酸影

响较大，这可能与 Mg2+ 是葡萄糖激酶、醛缩酶、磷酸甘油

酸激酶等主要酶的激活剂和复合酶的中心组分有关[20]。
2.1.6 培养基初始 pH 值对干酪乳杆菌 HJB-006 产酸量

的影响

考察培养基的初始 pH 值对干酪乳杆菌 HJB-006 产

酸量的影响，结果见图 8。

由图 8 可知，当 pH6.75 时，乳酸产量最高。 pH 值太

低，菌体生长受到抑制，pH 太高则不利于正常代谢产酸，
所以 pH6.75 为最适培养基初始 pH 值。
2.2 正交试验

以上单因素实验初步探讨了培养基的基本成分配比

及培养基初始 pH 值对干酪乳杆菌产酸的影响， 考虑到

各因素之间的交互作用， 基于单因素实验中各因素对干

酪乳杆菌产酸的影响程度不同，以选定的碳源、氮源、培

养基初始 pH 值、MgSO4·7H2O 浓度为因素， 每个因素设

置 3 个水平，进行正交试验。对正交实验结果进行直观分

析、方差分析 [21]，得出干酪乳杆菌的最佳产酸培养基组

合，具体因素水平及试验结果见表 1。

由表 1 和表 2 分析显示，极差 R 的大小依次为 B＞
D＞C＞A， 即其主次因素依 次 为 葡 萄 糖 浓 度、MgSO4·
7H2O 浓度、培养基的初始 pH 值及酪蛋白胨浓度。 由极

差 R 得到各因素最优组合为 B3D1C2A3，即当葡萄糖的浓

图 7 MnSO4·H2O浓度对干酪乳杆菌 HJB-006产酸量的影响

图 5 MgSO4·7H2O浓度对干酪乳杆菌 HJB-006产酸量的影响

图 6 FeSO4·7H2O浓度对干酪乳杆菌 HJB-006产酸量的影响

图 8 培养基初始 pH值对干酪乳杆菌 HJB-006产酸量的影响
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度为 2.2 %、MgSO4·7H2O 的浓度为 0.2 %、培养基的初始

pH6.5、酪蛋白胨的浓度为 1.35 %时，干酪乳杆菌产酸量

最高，较优化前有所提高。

3 结论

对干酪乳杆菌 HJB-006 的发酵产酸培养基进行研

究， 单因素结果表明，MnSO4·7H2O、FeSO4·7H2O 的最佳

质量浓度分别为 0.7 g/L、0.04 g/L。 正交实验结果表明，
干 酪 乳 杆 菌 HJB-006 最 佳 发 酵 产 酸 参 数 为 酪 蛋 白 胨

1.35 %，葡萄糖 2.2 %，MgSO4·7H2O 0.2 g/L，培养基的初

始 pH6.5。 酪蛋白胨为干酪乳杆菌提供丰富的氮源，而葡

萄糖作为单糖是产酸的主要能源物质，Mg2+ 为产酸过程

中酶类的激活剂，且微酸性环境有利于菌体发酵产酸。
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中国葡萄酒年消费 21 亿瓶
本刊讯：据国际葡萄酒研究机构发布的数据显示，2012年，中国葡萄酒消费量超过 21.6亿瓶，和 2011年 19亿瓶的消费量相比，增加了

13.68 %。预计 2016年中国葡萄酒消费将达到 30.24亿瓶。
伴随中国葡萄酒消费水平快速增长，国际巨头纷纷开拓中国市场。法国波尔多葡萄酒闻名世界，中国已成为波尔多葡萄酒第一大进口国，

进口量从 2002年的 42.5万升增长到去年的 5380万升，该产区葡萄酒占有 65 %的法国葡萄酒市场。（江源）
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