
L!乳酸菌的选育及在酒糟基质中的培养
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摘 要： 从市售酸乳、泡菜中筛选得到产 L!乳酸细菌，通过 NTG诱变选育和摇瓶发酵试验，选
出两株利用葡萄糖较好的菌株 m!58和 m!16，以玉米浓醪酒糟清液为基质对 2株乳酸细菌进一
步驯化培养，得出 m!58 菌株，更能较好地发酵玉米酒糟清液，产生乳酸，m!58 菌株在 48 h 发酵
含糖 63 g/L的玉米浓醪酒糟清液产生 50 g/L的 L!乳酸，m!58 菌株适合用于发酵玉米酒糟产乳
酸。（孙悟）
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<83.#-".：L!lactic acid-producing bacteria were screened from sour milk and marinated vegetables， and after times of
NTG mutation screening and flask shaking fermentation tests， two strains including m-58 strain and m-16 strain were ob-

tained， then after further domesticated cultivation of both the two strains in the clear solution of distiller's grains of very

high gravity（VHG）ethanol fermentation from corn, m-58 strain was thought to be a good strain for its efficient utilization

of the substrate of VHG ethanol fermentation from corn，which could produce 50 g/L L-lactic acid by fermenting 63 g/L

corn high gravity mash distiller's grains within 48 h.（Tran. by YUE Yang）
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乳酸又名 2!羟基丙酸，有 L!乳酸和 D!乳酸两种化
学立体构型，由于动物体内只含有 L!乳酸脱氢酶，D!乳
酸在动物体内则不能够被分解，因而高光学纯度的 L!
乳酸生产研究受到科研工作者的极大关注。乳酸的生产

有化学合成法和微生物发酵法，前者合成得到 DL!乳
酸，后者则可以得到高光学纯度的 L!乳酸[1]。因此目前
国际上普遍都采用微生物发酵法来生产具有高光学纯

度的 L!乳酸。
L!乳酸是一种重要的中间体，广泛用于酿造、医药、

皮革、卷烟、化工、食品、印染等多种领域，可以作为防腐

剂、酸味剂、风味剂、灭菌剂等[2]，具有广泛的应用前景。

在环境保护方面，由于 L!乳酸的生物可降解性，由 L!
乳酸生产的聚 L!乳酸，是一种理想的可降解塑料材料。

目前国际上高光学纯度 L!乳酸总产量已经超过 20 万
吨，专家预测该产品的全球市场将高达 1000 万吨，高光

学纯度 L!乳酸将是 21世纪产量最大的有机酸产品[3]。
酒精作为一种无污染的优质生物能源，有望取代日

益减少的矿物燃料（石油、煤炭），使其在国际上得到广

泛的研究，我国也对酒精生产进行了相当多的研究[4]。目

前，由于石油价格不断上涨，开发燃料酒精既有当前利

益，也有长远利益。当前，阻碍我国燃料酒精工业规模发

展的三大难点是原料、成本和污染[5]。因此，研究开发酒

精生产新资源以及高效、节能、节粮和无污染的酒精生

产新工艺，是酒精生产中的一个关键。

利用玉米浓醪酒糟清液来生产 L!乳酸，可以使玉
米浓醪酒糟中的有效成分得到充分利用，转化为有价值
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的工业产品，从总体上有效地节省酒精生产的成本，为

很好地处理玉米浓醪酒糟起到重要的作用；同时是对章

克昌教授提出的以浓醪酒精发酵、酒糟滤液回用、酒糟

综合利用为突破口，全面综合考虑酒精发酵与酒精综合

利用的生产工艺，以求得到能量投入最低、综合效益最

高目的思想的一种实践。

1 材料与方法

1.1 材料

市售的多种酸奶、泡菜等。

1.2 培养基

1.2.1 富集和分离培养基

富集培养基：牛奶 100 mL，葡萄糖 0.5 %，酵母膏

0.5 %；

MRS 培养基：采用 蛋白胨 1 %，牛肉膏 1 %，酵母

膏 0.5 %，磷酸氢二钾 0.2 %，柠檬酸三铵 0.2 %，乙酸钠

0.5 %，葡萄糖 2 %，吐温 80 0.1 %，硫酸镁 0.058 %，硫

酸锰 0.025 %，pH6.2-6.4；
Elliker 培养基：采用 葡萄糖 0.5 %，蔗糖 0.5 %，乳

糖 0.5 %，胰蛋白胨 2 %，酵母膏 0.5 %，氯化钠 0.4 %，

明胶 0.25 %，乙酸钠 0.15 %，抗坏血酸 0.05 %，pH 6.8。

1.2.2 诱变筛选培养基

葡萄糖 2 %，蛋白胨 1 %，酵母膏 1 %，乳酸钠 2 %-
6 %，pH6.5。

1.2.3 发酵培养基

葡萄糖 2 %-8 %，蛋白胨 2 %，酵母膏 1 %，pH 6.5。
1.2.4 玉米浓醪酒糟培养基

处理后不同糖含量的玉米浓醪酒糟清液，添加蛋白

胨 2 %，酵母膏 1 %，磷酸氢二钠 0.1 %，硫酸镁 0.02 %，

pH 6.5。

1.3 检测方法

1.3.1 L.乳酸的定性及定量测定
采用 astec HPLC 手性柱 （Advanced Separation

Technologies Inc. USA）测定乳酸的构型，流动相：5 mM

CuSO4溶液；流速：1.0 mL/min；检测波长：254 nm。

定量测定采用 SBA生物传感分析仪（山东省科学

院生物研究所）。

1.3.2 还原糖测定

采用 DNS法测定[6]。

1.3.3 pH测定

采用 pHS.3TC精密数显酸度计测定（上海天达仪
器有限公司）。

1.4 实验方法

1.4.1 菌种的初步筛选及选育

将筛选的样品置于牛奶培养基中，37 /培养 24 h

后，稀释 10.1-10.7梯度，倾注 200 !L的富集样品到含有
碳酸钙的分离培养基平板上，37/培养 2-3 d 后，挑取
产生透明圈较大的菌落，在平板上划线分离，然后挑取

单菌落到液体中培养后用 HPLC鉴定产物构型（L.乳
酸），比较各个菌株的 L.乳酸产量，然后取产量较高的
一株作为下一步实验用。菌种的初步筛选过程见图 1。

将初筛得到的 L.乳酸产生菌株在液体中相同条件
下培养，选取乳酸产量最高的菌株进行亚硝基胍（NTG）

诱变[7]，诱变处理后的菌悬液在液体培养基中富集培养

8 h 后倾注到诱变筛选培养基中培养 3-4 d 后，在各块
平板上挑出透明圈大的几株到液体中培养 48 h，挑取乳

酸产量较高的几株进行进一步的发酵试验。

1.4.2 以葡萄糖为基质的发酵产酸试验

对于诱变得到的菌株进行了初步的摇瓶发酵试验，

以发酵培养基培养作为空白对照，分别添加一定浓度的

MgSO4，MnSO4，Na2HPO4 和 K2HPO4 进行单因素试验，

在初始浓度 4 %的葡萄糖培养基中，34 /培养 24 h 和
36 h时分别补加 2 %的葡萄糖，然后在 48 h 时测定乳酸

产量。

1.4.3 菌株在玉米浓醪酒糟清液中初步驯化发酵试验

将诱变得到的高产菌株接种到玉米浓醪酒糟清液

培养基中按以下过程进行驯化培养：菌株接种于 2 %还

原糖的玉米浓醪酒糟清液培养基中，34 /培养 24 h 后
移接至 4 %还原糖的玉米浓醪酒糟清液培养基中，然后

再移接到 6 %还原糖的玉米浓醪酒糟清液培养基中，培

养 24 h后接种到 8 %的玉米浓醪酒糟清液培养基中。在

玉米浓醪酒糟清液中培养 48 h 后测乳酸产量，选出适

合在玉米浓醪酒糟清液中发酵乳酸的菌株。

图 1 菌种的初步筛选过程
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13.765 min：L!乳酸标样，13.665 min：
L!乳酸，10.373 min：D!乳酸

图 2 菌株 E75 的 L!乳酸手性液相色谱图

2 结果与分析

2.1 L!乳酸菌株的构型鉴定
利用平板初步筛选得到的菌株经过手性柱的测定，

得到产 L!乳酸的菌株 6 株。图 2 是筛选得到的一株
E75 的 L!乳酸的手性液相色谱图，由峰面积对比后初
步得到 L!乳酸的含量可达到 94.8 %，说明菌株 E75 是
一株能产生高纯度 L!乳酸的菌株。

2.2 初筛得到的 L!乳酸菌株的产酸量的比较
将筛选得到的菌株在发酵培养基中 34 "培养 48 h

后，测定还原糖含量及乳酸的产量，结果见表 1。

由表 1 可以看出，在 6 株 L!乳酸菌株中，在相同的
初始条件下，E75 的乳酸产量最高，转化率也最高，因此

确定以该菌株为出发菌株进行 NTG诱变。

2.3 亚硝基胍诱变结果

按照 NTG 诱变流程，E75 诱变菌株经过液体富集

培养 8 h，然后分别在 2 %#6 %乳酸钠的碳酸钙平板中
倾注培养，挑出产生透明圈较大的单菌落接入摇瓶中液

体培养 48 h 后测定乳酸产量，选取产量较高的一株，继

续进行再一轮诱变。经过 3 次诱变比较后，得到产酸较

好的几株，结果见表 2。从表 2可看出，m!16和 m!58的
产量相对较高，两者相差比较小，于是将两菌株都在发

酵培养基中进行初步发酵试验。

2.4 菌株在葡萄糖基质中的发酵试验

通过对 MgSO4，MnSO4，Na2HPO4，K2HPO4等盐的单

因素试验初步考察了各种盐对菌株 m!16 和 m!58 乳酸
发酵的影响，结果见表 3。

从表 3 可看出，对于 m!58 的产酸，MnSO4有比较
明显的抑制作用，K2HPO4 的添加与空白对照的基本一

致，MgSO4与空白相比，虽然产量比空白略少，但是考虑

到 MgSO4浓度较高，且 Mg2+对于一些乳酸细菌产生的

乳酸脱氢酶有一定的促进作用，若降低浓度可能会有利

于乳酸产生，Na2HPO4则表现出明显的促进作用。对于

m!16菌株产酸没有表现出很好的促进作用，与空白的
差别较小。采用在培养基中添加 0.02 % MgSO4和 0.1 %

Na2HPO4，进行初步发酵试验。发酵试验采用在初糖浓

度 4 %的培养基中分 2 次（24 h 和 36 h 时）分别补加 2

%的葡萄糖方式，结果见表 4。由表 4可看出，菌株 m!58
发酵乳酸要稍高于 m!16，且乳酸产量有明显的提高，得
出 MgSO4和 Na2HPO4对于该菌株的发酵有较好的促进

作用。

2.5 以玉米浓醪酒糟清液为基质的发酵试验结果

经在玉米浓醪酒糟清液中的逐步驯化后，m!16 和
m!58菌株都能在不同糖含量的玉米浓醪酒糟清液中良
好生长，结果见表 5。从表 5可看出，m!16 和 m!58 在
63 g/L初糖浓度下能良好发酵产生乳酸（48 h）。但是当

初糖浓度达到 81 g/L的时候，菌株的生长受到一定的抑

制，m!58受抑制明显要小于 m!16，因此得出以玉米浓
醪酒糟清液为基质采用 m!58产 L!乳酸优于 m!16。
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3 讨论

浓醪酒精发酵中存在的问题就是酒糟的处理，由于

发酵过程中糖浓度的提高，使得发酵糟液中的糖含量也

被提高，如何处理好酒糟，对于酒精发酵过程中成本的

降低起着十分重要的作用。

从样品中筛选得 L-乳酸产生菌 6 株，通过对菌株
的 NTG诱变选育和初步的摇瓶发酵试验，挑选出两株

能较好地利用葡萄糖的菌株 m-58 和 m-16。通过驯化
培养后试验，得出 m-58 能较好发酵玉米酒糟清液产生
乳酸，适合用于发酵玉米酒糟清液产乳酸。

由浓醪酒糟清液发酵生产的 L-乳酸可以用于生产
聚 L-乳酸等，具有很大的应用前景。由于菌株处于筛选
的初期阶段，对于产业化的应用过程，还需要就菌株发

酵的工艺条件、发酵小试和中试放大试验等进行大量的

研究。酒糟等酒精发酵副产物的综合利用对于有效的降

低酒精生产成本、提高原料的利用率都具有很重要的意

义，也是酒精生产研究中的重要内容之一。
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贵州省首批轻工行业特有工种

职业技能鉴定在茅台举行
本刊讯：由轻工行业特有工种职业技能鉴定站（./""0"0%）组织的贵州省首批轻工行业特有工种职业技能鉴定于 !""#

年 $月 1日至 2日在贵州茅台酒股份有限公司举行，中国酿酒工业协会派出
专人现场督考。鉴定站成立了考评组，高士敏任组长，丁德杭、吕云怀任副组

长，高士敏、唐小雨任主考，王庆祝、黄平、贾翘彦、姜萤任副主考。

本次鉴定对 $2."名申报白酒酿造初级工、中级工、高级工、技师、高级技
师的人员进行了理论考试和实

际操作考核，并对高级技师报考

人员进行了论文答辩。共设置考

场 !/ 个，配置监考人员 #" 余
人。在鉴定考核之前，为了提高

报考人员的理论知识水平和实

际操作的能力，贵州茅台酒股份

有限公司于 !"".年 $!月初至 !""#年元月 0日分批分期对报考人员进行了
系统培训和辅导。

经过严格的考试和考核，大部分考生取得了优异成绩，鉴定站顺利完成

鉴定工作。（晓萤）

职工技能理论考试考场之一

阅卷登分流水作业

茅台将申报国家非物质文化遗产
本刊讯：据悉，贵州茅台传统酿造工艺已被贵州省列入省级非物质文化遗产名录，并将申报国家级非物质文化遗产。

贵州省人民政府于 !""# 年元月初正式公布了贵州省首批 2$ 个省级非物质文化遗产代表作名录及其保护项目所在
地，茅台酒传统酿造工艺被列入其中。

所谓非物质文化遗产，是指各民族人民世代相承的、与群众生活密切相关的各种传统文化表现形式。

国酒茅台拥有独特传统酿造工艺，其顺应自然节令规律的生产周期，以及在传承基础上创新发展的高温酿造、精心勾

兑等工艺技术，在中国传统固态发酵蒸馏法中是绝无仅有的，体现了中华民族物质文明的结晶。（小砂）
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