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L-乳酸米根霉发酵体系LDH活力及

代谢调控研究
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摘   要 乳酸脱氢酶(LDH)是米根霉代谢生产L- 乳酸过程的关键酶 研究其在发酵过程中的活力变化 从酶水平

分析发酵条件对L-乳酸发酵的影响 对米根霉发酵生产L-乳酸的人工代谢调节 菌种选育具有重要意义 本文研

究了摇瓶条件下的米根霉AS3.1208发酵体系中乳酸脱氢酶的活力调控条件及与L-乳酸即时产率的关系 结果表明

发酵体系中L-乳酸产率与LDH 活力在36 40h 时最高 葡萄糖作为C源的L-乳酸产率与LDH 活力比甘薯淀粉高

与牛肉膏和蛋白胨相比 硫酸铵是米根霉代谢的最佳N 源 0.40% 的硫酸铵具有较高的乳酸产率与LDH 活力 发

酵培养基中添加CaCO 3与否 对乳酸产率与LDH 活力有极大影响 以甘薯淀粉为碳源 在250ml 三角瓶中的装液

量为100ml 发酵 36 40h 时的 L- 乳酸即时产率最大 此时LDH 活力也最高
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Abstract Lactate dehydrogenase (LDH) is a key enzyme that catalyzes the transformation of L-lactic acid from pyruvate in

Rhizopus oryzae. Investigations of its activity during the fermentation have important significances on metabolic engineering and

strains selection for increasing lactate production. In this study, the relationship between LDH activity and L-lactic acid

production rate of Rhizopus oryzae AS3.1208 in shaking flask was investigated. The results indicated that glucose as carbon source

had a higher L-lactic acid production rate and LDH activity than the sweet potato starch source. (NH4)2SO4 was the optimum

nitrogen source compared with beef extract and peptone. It had the highest L-lactic acid production rate and LDH activity at a

concentration of 0.40%. The addition of CaCO3 to fermentation medium for the neutralization of lactic acid produced had an

absolute effect on lactate production as well as LDH activity. A higher L-lactic acid production and LDH activity could be

achieved at 36 40h fermentation when the 250ml flask was filled by 100ml fermentation liquid with sweet potato starch as

carbon source.
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L- 乳酸是一种重要的天然有机酸 在食品 医药

生物降解塑料的制造上有广泛应用[1][5] 发酵法是大规模

生产高光学纯度的L-乳酸的主要方法 米根霉(Rhizopus

oryzae)由于具备好氧发酵 可直接利用淀粉做C源 发

酵产物L- 乳酸纯度高 易于分离等特点 而成为目前

制备高光学纯度L- 乳酸的主要菌种[2,3]
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米根霉发酵淀粉生产L- 乳酸的代谢基本途径是

淀粉经米根霉胞外淀粉酶降解成葡萄糖 进入细胞内

通过E M P 途径生成丙酮酸 丙酮酸在细胞内有三种去

向[6 ] 一是通过丙酮酸脱羧酶进入产乙醇的途径 二是

通过丙酮酸羧化酶形成草酰乙酸 再生成苹果酸和富马

酸 三是通过L- 乳酸脱氢酶直接生成L- 乳酸 可以看

出 欲提高L- 乳酸的产量 就必须降低丙酮酸流入乙

醇支路 草酰乙酸支路的流量 这可以通过抑制支路

关键酶如丙酮酸脱羧酶 乙醇脱氢酶等的活性来实现

但提高乳酸脱氢酶的活性 增强其对底物的竞争能力

也是提高乳酸转化率的一个途径 本实验以米根霉AS3.

1208 为实验菌株 通过研究不同发酵条件下 乳酸脱

氢酶活力及发酵产L- 乳酸之间的关系 为实现通过代谢

调控手段提高米根霉发酵生产L- 乳酸的产量奠定基础

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 菌种

米根霉AS3.1208 菌株 合肥工业大学生物与食品

工程学院发酵工程实验室保藏

1.1.2 试剂

耐高温 淀粉酶购于无锡杰能科生物工程有限公

司 N A D - N a 购于北京经科公司 进口分装 丙酮酸

钠购于上海化学试剂公司 进口分装 其余试剂均为

分析纯或化学纯

1.1.3 培养基

(a) 斜面培养基  PDA 培养基

(b) 种子培养基(%) 葡萄糖 8 甘薯淀粉 2 (NH4)2SO4

0.4 MgSO 4 7H 2O 0.025 ZnSO 4 7H 2O 0.044

KH2PO4 0.02 FeSO4 0.001 100ml 三角瓶中装入10ml

种子培养基 115 灭菌20min 接入孢子 30 1

200r/min 培养16 18h

(c) 发酵培养基(%) 甘薯淀粉 15 (NH4)2SO4 0.4

KH2PO4 0.03 MgSO4 7H2O 0.025 ZnSO4 7H2O 0.044

CaCO3 6.0 250ml三角瓶中装入40ml发酵培养基 115

灭菌20min 接种子培养液10ml 30 2 200r/min

培养5 2 h

1.2 仪器设备

实验中使用的紫外分光光度计 高速冷冻离心机

超净工作台 超声波细胞粉碎机 恒温水浴振荡器

灭菌锅 微量进样器等设备均为本实验室所有

1.3 实验方案

1.3.1 不同碳源对米根霉发酵及LDH 活力的影响

甘薯淀粉 葡萄糖两种C 源质量分数均为15% 甘

薯淀粉用耐高温 - 淀粉酶稍作液化后使用 发酵每隔

5h 取一次样 将样液过滤 洗净菌丝体 发酵液用于

测L- 乳酸含量 菌丝体有部分干燥后称其生物量 另

一部分称重后破碎 测其乳酸脱氢酶活力 取样直至

5 0 h 每次每种 C 源取样三次 测定亦取样三次 均

取其平均值

1.3.2 不同N 源对米根霉发酵及LD H 活力的影响

取(NH 4) 2SO 4 牛肉膏 蛋白胨三种N 源浓度均为

0 . 4 % 其取样及检测同上

1.3.3 (NH4) 2SO 4浓度对米根霉发酵及LDH 活力的影响

分别取(NH 4) 2SO 4浓度0.2% 0.4% 0.6% 其取

样及检测同上

1.3.4 添加CaCO3对米根霉发酵及LDH 活力的影响

于两个250ml三角瓶中各装入100ml发酵培养基 其

中一个三角瓶加了3g CaCO 3 另一个不加 灭菌后接

入种子培养液 1 0 m l 其培养 取样及检测方法同上

1.3.5 装液量对米根霉发酵及LDH 活力的影响

250ml三角瓶中分别装发酵培养基 50 100 150ml

后发酵 其取样及检测方法同上

1.4 分析方法

1.4.1 乳酸含量测定    反相HPLC 法[4] 以5h 内乳酸

产率计算

1.4.2 乳酸脱氢酶活力测定    紫外分光光度法[7] 折

算为单位质量的菌丝体具有的活力

2 结果与分析

甘薯淀粉

葡萄糖

图1-A   不同碳源对L-乳酸即时增量的影响

Fig.1-A      Effect of carbon source on L-lactic

acid productivity
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图1-B   碳源对LDH活力影响

Fig.1-B       Effect of carbon source on LDH activity
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2.1 不同C 源对L- 乳酸产量及LDH 活性的影响

甘薯淀粉是一种来源广泛 价格便宜的 C 源 本

实验研究了甘薯淀粉 葡萄糖两种C 源对米根霉乳酸脱

氢酶活力及其产L- 乳酸的影响 结果见图1-A 和 1-B

由图1-A 和 1-B 可以看出 米根霉以葡萄糖为C 源

时的L- 乳酸的产率和LDH 的活力比甘薯淀粉为C 源的

高 且最大产率与最大LDH 活力出现的时间比甘薯淀粉

为 C 源的早 米根霉可以诱导分泌葡萄糖淀粉酶 将

淀粉水解成葡萄糖后进入细胞代谢 本实验对发酵培养

基进行液化处理时间较短 导致在发酵初期甘薯淀粉为

C 源的发酵培养基中仍需诱导淀粉酶降解淀粉 这使得

降解后的产物葡萄糖运输至细胞内代谢比直接以葡萄糖

为C 源的延迟一段时间 所以其L- 乳酸最大产率与LDH

最大活力出现的时间也有延迟 上两图还可以看出 L-

乳酸产率和LDH 活力的最大值出现在发酵36h 左右 乳

酸脱氢酶是一种诱导酶 其诱导量受其底物丙酮酸的含

量影响 发酵36h LDH 活力最高 说明发酵36h 时丙

酮酸的流量最大

2.2 不同N 源对产L- 乳酸及LDH 活性的影响

N 是组成核酸和蛋白质的重要元素 是微生物的生

长繁殖所必需 菌体摄入足够的N 既保证菌体数量的

增长 也保证细胞内各种酶的及时大量的合成 实验

研究了(NH 4) 2SO 4 牛肉膏 蛋白胨三种常用N 源对米

根霉发酵及LDH 活性的影响 结果见图2-A 和 2-B
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图2-A   不同氮源对L-乳酸发酵影响

Fig.2-A       Effect of nitrogen source on L-lactic acid

productivity
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图2-B   不同氮源对LDH活力影响

Fig.2-B     Effect of nitrogen source on LDH activity
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由图2-A 和 2-B 可以看出 米根霉在利用上述N 源

中以(NH 4) 2SO 4的效果较好 (NH 4) 2SO 4是速效型N 源

N H 4 + 易被菌株吸收 因而相同时间内 L D H 活力最大

L- 乳酸的产率最高 (NH4)2SO4作氮源36h 时 L- 乳酸产率

为6.3g/(L h) 36h 达最大酶活1.11U/mg 牛肉膏和

蛋白胨是迟效型N 源 在进入细胞前必须由蛋白酶将其

降解成小分子物质 才可被摄入细胞内 实验数据表

明的牛肉膏比蛋白胨效果稍好一些 这可能与牛肉膏营

养丰富 比蛋白胨含更多的无机盐有关

2.3 (NH4) 2SO 4浓度对产L- 乳酸及LDH 活性的影响

发酵培养基以(NH4)2SO4为唯一N源 按0.2% 0.4%

0.6% 浓度添加N源进行发酵 实验结果见图3-A和3-B
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图3-A   氮源浓度对L-乳酸发酵影响

Fig.3-A      Effect of nitrogen concentration on L-lactic acid

productivity
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图3-B   氮源浓度对LDH活力影响

Fig.3-B     Effect of nitrogen concentration on LDH activity
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从图3-A 和 3-B 可以看出 不同的(NH4)2SO4浓度对

L- 乳酸产率及LDH 活力有较大影响 随(NH 4) 2SO 4浓度

的提高 其乳酸产率和 L D H 活力都相应提高 但当 N

源质量浓度大于0.4%时 L 乳酸产量随着N 源浓度的提

高反而有所下降 这可能是由于N 源的丰富 导致菌体

生长旺盛 致使培养基中的C 源消耗较多 引起了发酵

水平的下降 因此 N 源浓度过高或过低 都不利于

L- 乳酸发酵水平的提高 C源浓度为0.4% 时发酵水平最

好 发酵至32 36h 时乳酸产率基本在6g/L h 左右

2.4 添加CaCO 3对L- 乳酸产率及LDH 活性的影响

微生物都有它们生长的最适 pH 范围 当微生物的

代谢物使得培养基pH 改变较大时 如不及时调节 则

会抑制发酵行为 所以设计培养基时 必须考虑培养

基的pH 缓冲能力 一般可加入磷酸缓冲液或CaCO 3

使培养液的pH 稳定在一定范围 CaCO 3在水溶液中溶
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解度很低 体系中加CaCO 3 可以使发酵体系pH 保持

在6.4 6.8 本实验中考察添加CaCO3对L- 乳酸产量和

乳酸脱氢酶活力的影响 所得见图4-A 和 4-B
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图4-A   添加碳酸钙对乳酸产率影响

Fig.4-A      Addition of CaCO3 on L-lactic acid productivity
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图4-B   添加碳酸钙对LDH活力影响

Fig.4-B       Addition of CaCO3 on LDH activity
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由图4-A 和 4-B 可以看出 发酵体系中加入CaCO3

LDH 活力明显高于未加入CaCO3的体系 未加入CaCO3

体系发酵几乎没有活性 从而导致L - 乳酸产量极低

2.5 通气量对产L- 乳酸及LDH 活力的影响

一般认为米根霉发酵生产L-乳酸属于好氧发酵 通

气量大小对乳酸产量有较大影响 实验中采用同规格的

三角瓶装发酵液 通气量的改变通过装液量的改变来实

现 对L- 乳酸产率 乳酸脱氢酶活力进行了考察 结

果见图5-A 和 5-B

由图5- A 和 5- B 可知 不同装液量下发酵 L D H

活力都是先增大后减小 36 40h 达活力最大值 此时

L-乳酸产率增加较快 米根霉发酵产L-乳酸过程中 菌

丝体生长需要氧气 但发酵产酸对氧的要求并不高 有

报道认为发酵阶段给予一定的厌氧环境对提高乳酸转化
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图5-A   通气对乳酸产率的影响

Fig.5-A       Effect of aeration on L-lactic acid productivity
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图5-B   通气对LDH活力影响

Fig.5-B      Effect of aeration on LDH activity
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率有利[8] 装液量50ml和 100ml的发酵液在发酵36 40h

左右 L - 乳酸产率较高 此时胞内L D H 活力也较高

但装液量为150ml的发酵培养基在整个发酵过程L- 乳酸

产率与LDH 活力均较低 本研究中采用250ml 的三角

瓶 其最佳装液量为100ml 此情况下 36h 达最大LDH

活力1.10U/mg 此时L- 乳酸即时增量达5.34g/L h

3 结  论

通过上述对米根霉发酵产L- 乳酸中C源 N源及浓

度 添加 C a C O 3 通气等发酵条件对乳酸产量及 L D H

活力的影响研究 得出如下结论

3.1 乳酸脱氢酶的活力大小与乳酸产率增量基本一致

即 L D H 活力越高 其产乳酸的速率越大

3.2 米根霉发酵产L- 乳酸 前20h左右发酵进展很缓

慢 LDH 活力很低 所产L- 乳酸产率较低 20h 以后

酶活开始增长加快 L- 乳酸产率也迅速提高 约到36

4 0 h 酶活最大 产酸率也达到最高
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