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乳链球菌  发酵乳清生产乳链菌肽的研究

罗水忠 潘利华 潘丽军

【摘要】 研究了乳清培养基中乳链球菌 Ｐ ９９的细胞生长和乳链菌肽合成特性，采用正交试验对乳清发酵培

养基中的碳源、氮源和磷源进行了优化。结果表明，乳链球菌 Ｐ ９９能够在没有添加物的乳清培养基中生长并合成

乳链菌肽，其细胞生长和产物合成可以分别用 Ｍｏｎｏｄ方程和 Ｌｕｅｄｅｋｉｎｇ Ｐｉｒｅｔ方程拟合。培养基优化试验结果表

明，在乳清发酵培养基中添加 １９ｇ燉Ｌ乳糖、０８ｇ燉Ｌ甘氨酸、０４５ｇ燉ＬＫＨ２ＰＯ４时，乳链菌肽的合成量提高了

３１７％。
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引言

乳 链 菌 肽 （Ｎｉｓｉｎ）是 由 某 些 乳 链 球 菌

（爳牠牜牉牘牠牗牅牗牅牅牣牞牓牃牅牠牏牞）产生的一种多肽类细菌素，对

大多数 Ｇ
＋致病菌和腐败菌具有强烈的抑制作用。

同时，它是一种安全、高效、无毒的天然食品防腐剂，

已被许多国家和地区用于罐装食品、高蛋白食品、乳

制品和肉制品的防腐保鲜。发酵生产乳链菌肽通常

采用 ＭＲＳ、Ｍ１７等有机氮含量较高的培养基
［１～３］
。虽

然这些培养基可以获得较高的产量，但是由于这类

培养基生产成本高，并且含有许多不能被微生物利

用的含氮物质，影响了分离提纯，因而不适合工业化

大规模生产。

乳清是干酪或干酪素的副产品，含有乳糖、乳清

蛋白、多种维生素和无机盐等物质。工业发达的国家

十分重视乳清的再利用。随着我国干酪产量的不断

增加，乳清的开发利用也日益迫切，本文对乳链球菌

Ｐ ９９
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利用乳清发酵生产乳链菌肽的可行性和发酵



动力学进行研究。

 材料与方法

 乳清的制备

全脂乳在 ８５℃ 、１０ｍｉｎ条件下杀菌后，冷却到

（３６±１）℃ ，添加质量浓度为 ００２ｋｇ燉Ｌ的 ＣａＣｌ２

及一定量的凝乳酶（按效价添加），３０ｍｉｎ凝乳后切

割、排乳清。收集到的乳清用乳脂分离机脱脂后备

用［４］
。

 发酵

 菌种

（１）乳链菌肽生产用菌种：乳链球菌 Ｐ ９９，由

本实验室选育。

（２）检测菌：黄色微球菌（爩牏牅牜牗牅牗牅牅牣牞牊牓牃牤牣牞）

ＮＣＩ８１６６，购于中国科学院微生物研究所。

 培养基

（１）菌种保藏与传代培养基：Ｍ１７固体培养基。

（２）种子培养基：Ｍ１７液体培养基。

（３）发酵培养基：发酵培养基Ⅰ为按照 １１节

制备的乳清；发酵培养基Ⅱ（乳清发酵培养基）由发

酵培养基Ⅰ中加适量蒸馏水稀释制备。

（４）乳链菌肽效价测定培养基：每 １００ｍＬ含胰

蛋白胨０８ｇ，酵母膏 ０５ｇ，葡萄糖 ０５ｇ，ＮａＣｌ

０５ｇ，Ｎａ２ＨＰＯ４燈１２Ｈ２Ｏ ０２ｇ，琼脂 １５ｇ；ｐＨ值

６８。

 培养条件

种子培养：取试管斜面活化菌体一环，接 １瓶种

子培养基，（３０±１）℃，２００ｒ燉ｍｉｎ摇床培养 １８ｈ。乳

链菌肽发酵培养：２５０ｍＬ三角瓶中装 ５０ｍＬ发酵

培养基，接入种子液 ５ｍＬ，（３０±１）℃，２００ｒ燉ｍｉｎ摇

床培养 ２４ｈ。

 分析方法

总糖测定：苯酚 硫酸法［５］
，用葡萄糖作对照。

总氮测定：微量凯氏定氮法
［６］
，用硫酸铵作对照。

总磷测定：钼酸盐反应法
［６］
，用磷酸二氢钾作对

照。

蛋白质测定：Ｌｏｗｒｙ法
［６］
，用牛血清白蛋白作对

照。

灰分测定：５５０℃马弗炉中煅烧 ６ｈ。

ｐＨ值：采用 ｐＨＲＥＸ ２型酸度计测定。

菌体的生长：测定波长 ６００ｎｍ处的光密度值，

并通过标准曲线转换成细胞干质量。

乳链菌肽效价的测定：溶化检测培养基，冷却至

５０℃左右，加入体积分数 ２％的吐温 ８０与无菌水

１∶１混合液至培养基，混匀，再加入体积分数 ２％检

测指示菌菌悬液，混匀，取 ２０ｍＬ该培养基制平板，

用中空打孔器打孔，分别吸取等量标准溶液和待测

液滴入各孔内，盖上皿盖，移至 ３０℃培养箱内培养

１８ｈ左右，测量抑菌圈直径，计算效价
［７］
。

 结果与分析

 乳链球菌  培养时细胞生长与合成乳链

菌肽的特性

乳清培养基的主要成分平均值和 ｐＨ值见表 １。

从表 １可以看出，乳清培养基含有微生物生长需要

的碳源、氮源、磷源等，碳氮比协调，ｐＨ值偏中性，

适合细菌生长。

表  乳清培养基的主要成分和 ┅﹪值

． ┃┄│┅┄┃┃┉┈┃┅﹪┋━┊┃┌┎│┊│

项目 发酵培养基Ⅰ 发酵培养基Ⅱ

总糖质量浓度燉ｇ·Ｌ－１ ４５８１ １８９２

总氮质量浓度燉ｇ·Ｌ－１ ２０２ ０８９

总磷质量浓度燉ｇ·Ｌ－１ ０４４ ０２６

蛋白质质量浓度燉ｇ·Ｌ－１ ４９５ ２０１

灰分质量浓度燉ｇ·Ｌ－１ ４５１ ２０７

ｐＨ值 ６２１ ６２２

乳链球菌Ｐ ９９在乳清培养基培养过程中基质

消耗、细胞生长、产物形成等参数的变化如图 １所

示。由图１可知，乳链球菌Ｐ ９９能够在没有添加物

的乳清培养基中生长并合成乳链菌肽。乳链球菌

Ｐ ９９在乳清培养基中经过短暂的延滞期，培养至

４ｈ，菌体量迅速增大，细胞代谢旺盛，进入对数生长

期；２０ｈ后，由于营养物的减少，碳氮比失调以及培

养基中 ｐＨ值下降等原因，菌体量增加缓慢，进入平

稳期；２４ｈ后，细胞出现退化、自溶现象，细胞群体

呈负增长，进入衰亡期（图中未显示）。在 ４～２０ｈ时

间段内，乳链菌肽效价增大迅速，此后，乳链菌肽效

价逐渐下降。由此可见，乳链菌肽合成和细胞生长呈

生长偶联型，乳链菌肽是细胞的初级代谢产物。

图 １还可看出，尽管乳链球菌 Ｐ ９９在发酵培

养基Ⅰ中的代谢作用比在发酵培养基Ⅱ中更强，但

是，发酵培养基Ⅰ中乳链菌肽的效价明显低于发酵

培养基Ⅱ中的乳链菌肽效价。因此，选择发酵培养

基Ⅱ作进一步研究。

 乳链球菌  在乳清发酵培养基中的细胞

生长动力学

当培养基中不存在抑制细胞生长的物质时，细

胞的比生长速率与限制性基质浓度有关，可用

Ｍｏｎｏｄ方程表示为
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图 １ 乳链球菌 Ｐ ９９在乳清培养基中的培养特性
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式中 犨——比生长速率，１燉ｈ，犨＝
１

牀

ｄ牀

ｄ牠

牀——生物量，ｇ燉Ｌ

犨ｍ——最大比生长速率，１燉ｈ

爳——总糖质量浓度，ｇ燉Ｌ

爦ｓ——饱和常数，ｇ燉Ｌ

将 Ｍｏｎｏｄ方程变形并用线性回归处理图 １数

据，得方程为

１

犨
＝
爦ｓ

犨ｍ

１

爳
＋
１

犨ｍ
＝８６４９

１

爳
＋５５９１９ （２）

式（２）的相关系数 爲
２
＝０９７３４，得试验条件下

爦ｓ＝１５４６７，犨ｍ＝００１８。因此，得乳链球菌 Ｐ ９９

细胞生长与限制性基质浓度间的关系为

ｄ牀

ｄ牠
＝００１８

爳

１５４６７＋爳
牀 （３）

 乳链球菌  在乳清发酵培养基中乳链菌

肽合成动力学

由图 １结果知，乳链菌肽合成和细胞生长为生

长偶联型，可用 Ｌｕｅｄｅｋｉｎｇ Ｐｉｒｅｔ方程表示乳链球

菌Ｐ ９９在乳清发酵培养基中合成乳链菌肽和细胞

生长的关系

ｄ爺

ｄ牠
＝犜
ｄ牀

ｄ牠
＋犝牀 （４）

将式（４）两边同除以 牀，得到

牚牤＝犜犨＋犝 （５）

式中 爺——乳链菌肽效价，ＩＵ燉ｍＬ

牚牤——乳链菌肽比合成速率，ＩＵ燉（ｈ·ｍｇ），

牚牤＝
１

牀

ｄ爺

ｄ牠

犜、犝——常数

利用线性回归处理图 １数据，得回归方程为

牚牤＝犜犨＋犝＝１３９４犨＋１４１４４ （６）

式（６）的相关系数 爲
２
＝０９１３８，由于 犝相对较小，

因此乳链球菌Ｐ ９９合成乳链菌肽为不太紧密的生

长偶联型，将计算所得的常数代入式（４）得

ｄ爺

ｄ牠
＝２５０９２

爳

１５４６７＋爳
牀＋１４１４４牀 （７）

由式（３）和式（７）可以看出，乳链球菌 Ｐ ９９菌株的

细胞生长速率和乳链菌肽合成速率都与基质浓度有

很大关系。因为 爦ｓ值较大，所以可以尽量提高限制

性底物浓度以获得较大的细胞生长量和乳链菌肽合

成量。但由于过高的底物浓度会引起底物抑制现象，

故可以采用底物流加方法以弥补高底物浓度的不

足。

 乳清发酵培养基的优化

根据文献［８～１０］，碳源、氮源和磷源对发酵液

中乳链菌肽效价大小起重要作用，故以发酵液中乳

链菌肽效价为检测指标，对乳清发酵培养基中的碳

源、氮源和磷源进行优化。选用 Ｌ２７（３
１３
）正交表进行

试验，因素和水平见表 ２，试验方案及试验结果见

表 ３。方差分析表明，爜（甘氨酸）、爞（ＫＨ２ＰＯ４）及

爛×爜、爛×爞、爜×爞对乳链菌肽效价均起高度显著作

用。因素作用的主次顺序为：爞、爛×爞、爜×爞、爛×爜、

爜、爛。经两因素搭配表分析得各因素的最佳组合方

表  正交试验因素水平表

． ﹦┍┅┇│┃┉━┋┇━┈┃━┋━┈ ｇ燉Ｌ

水平

因素

乳糖质量

浓度 爛

甘氨酸质量

浓度 爜

ＫＨ２ＰＯ４质量

浓度 爞

１ １９ ０８ ０２５

２ ３２ １４ ０３５

３ ４５ ２０ ０４５
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表  正交试验安排和试验结果

． ﹦┍┅┇│┃┉┈│┃┇┈┊━┉┈

试验

序号
爛 爜 （爛×爜）１ （爛×爜）２ 爞 （爛×爞）１ （爛×爞）２ （爜×爞）１ 牉 牉 （爜×爞）２ 牉 牉

牨牏

燉ＩＵ燈ｍＬ－１

１ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １３０１

２ １ １ １ １ ２ ２ ２ ２ ２ ２ ２ ２ ２ ４６３１

３ １ １ １ １ ３ ３ ３ ３ ３ ３ ３ ３ ３ ７２３７

４ １ ２ ２ ２ １ １ １ ２ ２ ２ ３ ３ ３ ５００

５ １ ２ ２ ２ ２ ２ ２ ３ ３ ３ １ １ １ ３６７３

６ １ ２ ２ ２ ３ ３ ３ １ １ １ ２ ２ ２ ４２３６

７ １ ３ ３ ３ １ １ １ ３ ３ ３ ２ ２ ２ １３７１

８ １ ３ ３ ３ ２ ２ ２ １ １ １ ３ ３ ３ ４７３４

９ １ ３ ３ ３ ３ ３ ３ ２ ２ ２ １ １ １ ７０７７

１０ ２ １ ２ ３ １ ２ ３ １ ２ ３ １ ２ ３ ４７４

１１ ２ １ ２ ３ ２ ３ １ ２ ３ １ ２ ３ １ ３４７３

１２ ２ １ ２ ３ ３ １ ２ ３ １ ２ ３ １ ２ ６１３６

１３ ２ ２ ３ １ １ ２ ３ ２ ３ １ ２ ３ １ ３３９

１４ ２ ２ ３ １ ２ ３ １ ３ １ ２ １ ２ ３ ３４３８

１５ ２ ２ ３ １ ３ １ ２ １ ２ ３ ２ ３ １ ５８０５

１６ ２ ３ １ ２ １ ２ ３ ３ １ ２ ２ ３ １ ６３６

１７ ２ ３ １ ２ ２ ３ １ １ ２ ３ ３ １ ２ ３９７３

１８ ２ ３ １ ２ ３ １ ２ ２ ３ １ １ ２ ３ ６５０６

１９ ３ １ ３ ２ １ ３ ２ １ ３ ２ １ ３ ２ ３０

２０ ３ １ ３ ２ ２ １ ３ ２ １ ３ ２ １ ３ ３４０３

２１ ３ １ ３ ２ ３ ２ １ ３ ２ １ ３ ２ １ ６８０６

２２ ３ ２ １ ３ １ ３ ２ ２ １ ３ ３ ２ １ ５７５

２３ ３ ２ １ ３ ２ １ ３ ３ ２ １ １ ３ ２ ３９７２

２４ ３ ２ １ ３ ３ ２ １ １ ３ ２ ２ １ ３ ６８３６

２５ ３ ３ ２ １ １ ３ ２ ３ ２ １ ２ １ ３ １０７１

２６ ３ ３ ２ １ ２ １ ３ １ ３ ２ ３ ２ １ ３９７８

２７ ３ ３ ２ １ ３ ２ １ ２ １ ３ １ ３ ２ ６５７６

爦１ ３４７６０ ３３４９１ ３５６７ ３４３７９ ６２９７ ３２９７２ ３４２７４ ３１３６７ ３１０３５３２４３８ ３３０４７ ３３８０９３３３２４

爦２ ３０７８０ ２９３７４ ３０１１７ ２９７６３ ３５２７８ １６１６６ ３３１６４ ３３０８３ ３４３１２３３２６５ ２０１５５ ３１４６５３１２６７

爦３ ３３２４７ ３４９２２ ３３００３ ３４６４８ ５７２１５ ４９６５２ ３１３５２ ３４３４ ３３４４３３３０８７ ４５５８８ ３３５１６３４１９９

爳牐 ８９８０９ ２４３５０３ １７１３９９ １６７５６７ １４４９５４５６６２２９５４２ ４８３４６ ４９４９４ ６４０４６ ４２１１ ３５９３７７０ ３６２４７５０３４６

注：牨牏指发酵液中乳链菌肽效价检测值减去 ５００ＩＵ燉ｍＬ

案为 爛１爜１爞３，即在乳清发酵培养基中添加乳糖、甘

氨酸和 ＫＨ２ＰＯ４质量浓度分别为 １９ｇ燉Ｌ、０８ｇ燉Ｌ

和０４５ｇ燉Ｌ更有利于乳链球菌 Ｐ ９９合成乳链菌

肽，发酵中乳链菌肽效价提高了 ３１７％。

 结束语

乳链球菌Ｐ ９９能够在乳清培养基中生长并合

成乳链菌肽，这为乳清的再利用提供了新途径。乳链

球菌Ｐ ９９在乳清发酵培养基中的细胞生长模型符

合 Ｍｏｎｏｄ方程，而 乳链菌肽 合成 动力学可用

Ｌｕｅｄｅｋｉｎｇ Ｐｉｒｅｔ方程拟合。研究发现在乳清发酵

培养基中添加乳糖、甘氨酸和 ＫＨ２ＰＯ４质量浓度分

别为 １９ｇ燉Ｌ、０８ｇ燉Ｌ和 ０４５ｇ燉Ｌ更有利于乳链球

菌 Ｐ ９９合成乳链菌肽。

２７ 农 业 机 械 学 报 ２００７年
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