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豆粕水解液为氮源细菌厌氧流加发酵生产 L-乳酸 

丁绍峰，  谭天伟 

(北京化工大学生命科学与技术学院，北京市生物加工过程重点实验室，北京 100029) 

摘  要：采用细菌厌氧发酵法生产 L−乳酸，由实验确定了 佳接种量、发酵温度和 pH 调节剂，考察了初始葡萄糖浓

度对 L−乳酸生产的影响，确定初始糖浓度为 70∼90 g/L 时得率、产率、 终生物量分别达到 92.68 g/g, 3.17 g/(L⋅h)和
8.5×107 mL−1. 为进一步降低 L−乳酸生产成本，以豆粕水解液为氮源代替酵母粉，同时应用流加发酵技术，L−乳酸产

量、得率、产率及转化率分别达到 155 g/L, 95.5 g/g, 1.64 g/(L⋅h)和 96.9%. 在保证 L−乳酸 终浓度的同时可降低生产

成本，为进一步工业化奠定了基础. 
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1  前 言 

发酵法生产 L−乳酸的菌种主要有乳酸杆菌属

(Lactobacillus)和根霉属(Rhizopus)[1]. 用根霉发酵生产

L−乳酸为好氧发酵，存在工艺能耗大、糖利用率低等缺

点. 采用乳酸菌发酵生产 L−乳酸具有糖利用率高、不耗

氧、能耗低、设备简单、操作方便等优点，在乳酸工业

中具有广阔的发展前景[2−4]. 
目前国外关于 L−乳酸发酵的研究主要集中在连续

发酵及发酵与分离技术相偶联，如 Li 等[5]将电渗析与双

极膜电渗析技术相结合，能及时分离乳酸，控制 pH 值. 
Gao 等[6]使用连续电渗析发酵装置，L−乳酸产率、得率

分别达到 8.18 g/(L⋅h)和 0.69 g/g. 连续发酵可以消除产

物抑制，大幅度提高 L−乳酸的生产效率，但应用于大

规模生产还不够成熟[7,8]. 国内采用乳酸菌发酵生产 L−
乳酸的研究以分批发酵为主，如乐晓洁等[9]通过培养基

优化，L−乳酸产量达到 103 g/L. 闫智慧等[10]用氨水中

和乳酸，L−乳酸浓度、产率分别达到 136.8 g/L 和 1.71 
g/(L⋅h). 李剑等[11]在培养基中添加多种氨基酸及生长因

子，L−乳酸产量、得率及产率分别达到 140.3 g/L, 0.94 
g/g 和 1.95 g/(L⋅h). Bai 等[12]应用恒速流加发酵策略，L−
乳酸产量、得率及产率分别达到 210 g/L, 0.97 g/g 和 2.2 
g/(L⋅h). 以上研究存在的不足是培养基成分比较复杂，

其中包括酵母粉、蛋白胨等高成本原料. Kwon 等[13]的研

究表明，乳酸发酵中酵母粉等氮源的成本占总发酵成本

的 30%左右. 针对以上问题，本研究以豆粕水解液作为

氮源代替酵母粉，结合流加发酵技术，在保证 L−乳酸

产量的同时可降低生产成本. 

2  材料与方法 

菌种：干酪乳杆菌属的细菌菌株 (Lactobacillus 
LA−04−01)，本研究室分离诱变得到. 

主要设备：HYG−A 摇床(太仓市实验设备厂)，5 L
发酵罐(镇江东方生物工程设备公司)，SBA−40C 生物传

感分析仪(山东科学院)，血球计数板(上海科宇科技公司). 
主要原料：工业葡萄糖(河北康欣制药公司)，豆粕

(吉林裕龙植物油公司)，玉米浆(华北制药厂). 
种子培养基(%)：葡萄糖 3，酵母粉 1，蛋白胨 1.5，

磷酸二氢钾 0.1，硫酸铵 0.5，轻质碳酸钙 2. 调节 pH 为

6.25, 108℃灭菌 20 min. 
发酵培养基(%)：工业葡萄糖 3∼18.5，豆粕水解液

(干重) 2.5，玉米浆1. 调节pH为6.25，108℃灭菌20 min. 
豆粕水解液生产方法：采用低温浸出工艺副产的豆

粕，按豆粕干重的 4 倍加入 1.5%的稀硫酸，90℃水解

20 h. 
培养方法：接种量及培养温度的确定采用摇瓶实

验，250 mL 摇瓶装液量 100 mL. 摇床转速为 150 r/min，
pH 调节剂为 2 g CaCO3，单独灭菌，在接种时无菌加入. 
其他发酵过程均在 5 L 发酵罐内进行，装液量 3.5 L，搅

拌转速 200 r/min. 由蠕动泵分别将浓度为 50%的CaCO3

乳液、50%的 Ca(OH)2 乳液、25%的氨水自动加入发酵

罐内，使 pH 值稳定在 6.25. 
分析方法：葡萄糖和 L−乳酸的定量分析采用

SBA−40C 型生物传感分析仪. 
菌体生长及杂菌污染情况分析：血球计数板显微镜

观察，计数方法按照文献[14]进行. 
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3  结果与讨论 

3.1 接种量的确定 

图 1 为不同接种量的 L−乳酸发酵结果. 培养基为

(%)：工业葡萄糖 3，豆粕水解液(干重) 2.5，玉米浆 1. 由
图可见，接种量为 10%时 终 L−乳酸产量 高；接种

量为 5%时，由于菌体不足，产酸速度较慢；接种量 15%
时前期产酸速度过快，营养消耗过多，后期菌体老化产

酸速度放慢. 因此以后的实验均采用 10%的接种量. 
3.2 培养温度的确定 

大多数乳酸菌在 37∼42℃生长 好. 图 2 是不同温

度下 L−乳酸发酵结果. 培养基为(%)：工业葡萄糖 3，
豆粕水解液(干重) 2.5，玉米浆 1. 可以看出 42℃时 终

L−乳酸产量 高，38℃时前期产酸较慢， 终糖利用不

完全，46℃时 L−乳酸产量 低. 因此后续实验均采用

42℃发酵. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
图 1 不同接种量时 L−乳酸发酵结果                        图 2 不同温度时 L−乳酸发酵过程 
Fig.1 L-lactic acid production with different inoculations          Fig.2 L-lactic acid production at different temperatures 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 3 豆粕水解液和酵母粉为氮源的 L−乳酸发酵结果            图 4 添加不同 pH 调节剂的 L−乳酸发酵结果 
Fig.3 Comparison of fermentations supplemented with soybean       Fig.4 L-lactic acid production with different pH neutralizers 

meal hydrolysate (SMH) and yeast extract (YE) 

3.3 豆粕水解液代替酵母粉的可行性 

乳酸菌对营养要求苛刻，发酵培养基中常要加入酵

母粉、蛋白胨等昂贵氮源，因此增加了发酵成本. 图 3
是分别用豆粕水解液和酵母粉为氮源时发酵结果的比

较. 培养基分别为(%)：(1) 工业葡萄糖 14，豆粕水解液

(干重) 2.5，玉米浆 1；(2) 工业葡萄糖 14，酵母粉 2, 
KH2PO4 0.02, MgSO4⋅7H2O 0.02, MnSO4⋅7H2O 0.00%，乙

酸钠 0.05，柠檬酸铵 0.02. 从图中可以看出，两者作为

氮源前 24 h L−乳酸生产差别不大，24 h 后豆粕水解液

提供的营养成分显现出不足. 但与酵母粉相比，豆粕水

解液价格低廉，以降低工业化生产成本为研究目的，本

工作采用豆粕水解液为氮源. 
3.4 pH 调节剂的确定 

发酵法生产 L−乳酸，随着 L−乳酸的积累，pH 降

低，使乳酸的离解平衡朝着非离子形式进行. 非离子状

态的乳酸对微生物是有毒的，细胞的生长和 L−乳酸的

生产都会受到抑制. 为了解决发酵过程中游离乳酸对乳

酸菌的生长和乳酸生产带来的影响，发酵过程必须加入

pH 调节剂. 
图 4 为添加不同 pH 调节剂时的 L−乳酸发酵结果. 

培养基为(%)：工业葡萄糖 14，豆粕水解液(干重) 2.5，
玉米浆 1. 从图可以看出，用 Ca(OH)2 调节 pH 优于
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CaCO3 和 NH4OH. 这主要是由于 Ca(OH)2 碱性强于

CaCO3，易同乳酸反应；而用 CaCO3调节 pH 值时会产

生大量 CO2，过量的 CO2会对菌体造成毒害；用 NH4OH
调节 pH，发酵前期 L−乳酸生产速度快，这是由于

NH4OH 增加了发酵液中氮源的浓度，从而促进了菌体

生长，但是由于菌体生长过快，导致乳酸过快积累，抑

制了后期菌体的生长，且 NH4OH 比 Ca(OH)2刺激性大，

过量的氨水对菌体有毒害作用. 因此以后的实验均采用

Ca(OH)2调节 pH. 
3.5 菌体生长与 L-乳酸发酵的偶联关系 

图 5 为菌体生长与 L−乳酸发酵的关系. 接种后的 6 
h 内，菌体生长处于延迟期，6∼28 h 为指数生长期，28 h
后为停滞期. 可以看出该菌株既属生长相关，也属生长

不相关，在细胞停止生长后菌体会继续发酵. 但在不同

生长期 L−乳酸的生产速度不同，延迟期、指数期、停

滞期产率分别为 1.25, 3.89 和 0.66 g/(L⋅h). 
3.6 初始葡萄糖浓度的影响 

表 1 为初始葡萄糖浓度对分批发酵的影响. 培养基

为(%)：工业葡萄糖 3∼18.5，水解豆粕(干重) 2.5，玉米

浆 1. 由表可以看出， 终 L−乳酸浓度随着初始糖浓度

的增加而增加，初始糖浓度在 70∼90 g/L 时，得率、产 

 
 

 

 

 

 

 

 

图 5 菌体生长与 L−乳酸发酵的关系 
Fig.5 Relationship between cell density and production of 

L-lactic acid 

率、 终生物量分别约为 0.93 g/g, 3.17 g/(L⋅h), 8.5×107 
mL−1，达到 大. 

出现上述情况的原因是，在低糖浓度下，乳酸菌通

过磷酸己糖途径发酵，同型发酵转化为异型发酵；而在

高糖浓度培养基中，渗透压增大，使菌体不能正常生长

和代谢. 综上所述，为了得到高的 L−乳酸产率及得率，

可以将初糖浓度控制在 70∼90 g/L 附近. 

表 1 初始葡萄糖浓度对 L−乳酸发酵的影响 

Table 1  Effect of initial glucose concentrations on L-lactic acid production 
Initial 

glucose (g/L) 
Residual 

glucose (g/L) 
Fermentation 

time (h) 
The rate of glucose 

consumed (%)1) 
Yield 
(g/g)2) 

Productivity 
[g/(L⋅h)] 

Final cell density 
(×107 mL−1) 

L-lactic acid production 
(g/L) 

 32.0  0.0  11.0 100.0 0.88 2.64 6.0 29 
 50.0  0.0  14.0 100.0 0.89 3.14 7.5 44 
 72.0  0.0  20.5 100.0 0.92 3.17 8.5 65 
 90.0  0.0  27.5 100.0 0.93 2.91 8.0 80 
115.0  0.0  34.0 100.0 0.91 2.50 7.5 85 
127.5  0.0  35.0 100.0 0.90 2.30 7.0 90 
142.5  7.5  73.0  94.2 0.89 1.51 7.0 110 
162.5 10.0 107.5  93.9 0.87 1.09 6.0 118 
185.0 30.0 120.0  81.9 0.87 1.02 6.0 123 

Note: Temperature was 42℃, and pH was maintained at 6.25 by automatic addition of Ca(OH)2; 1) Glucose consumed/total glucose added; 2) Yield of L-lactic  
acid on total glucose consumed. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 6 流加碳源的 L−乳酸发酵结果                        图 7 同时流加碳源氮源的 L−乳酸发酵过程 
Fig.6 L-lactic acid production fed with glucose only           Fig.7 L-lactic acid production fed with both glucose and SMH 
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3.7 流加技术用于 L-乳酸发酵 

流加碳源：初始培养基为工业葡萄糖 90 g/L，豆粕

水解液(干重) 2.5%，玉米浆 1%. 整个发酵过程只流加

浓度为 830 g/L 的葡萄糖. 图 6 是流加碳源的 L−乳酸发

酵结果. 当发酵 20 h 后，菌体生长处于 旺盛时期，此

时开始流加，保持残糖浓度维持在 30 g/L 附近，即保持

菌体生长环境的相对稳定. 为了降低发酵结束时残糖的

浓度，当发酵进行到 82.5 h 时停止流加. 
同时流加碳源氮源：初始培养基与只流加碳源时相

同，流加底物含有 830 g/L 的葡萄糖及干重 2.5 g/L 的豆

粕水解液. 图7是同时流加碳源氮源时的L−乳酸发酵结

果. 当发酵进行到 20 h，菌体生长处于 旺盛时期，此

时开始流加，保持残糖浓度在 30 g/L 附近，当发酵进行

到 58 h 时停止流加. 
表 2 是分批发酵中 L−乳酸产量 高的批次、流加

碳源发酵、同时流加碳源氮源发酵的比较. 从表 2 和图

6, 7 可以看出：(1) 流加发酵 终 L−乳酸产量、得率、

产率及转化率均高于 L−乳酸产量 高的分批发酵；(2) 
在流加发酵中，外加氮源能明显提高生物量，延长指数

生长期，使发酵过程缩短了约 50 h，产酸速率得到提高；

(3) 流加发酵因加入了 Ca(OH)2 乳液及底物使 终发酵

液体积增加约 60%，远高于只加入 Ca(OH)2乳液分批发

酵的发酵液体积增加量(11.3%)，表明流加发酵生产能力

大，有利于工业化生产. 

表 2 分批发酵中 L−乳酸产量 高的批次与流加发酵的比较 

 Table 2  Comparison of the batch culture of maximum L-lactic 
acid production with fed-batch culture 

 
Batch 
culture 

Fed-batch 
culture I1) 

Fed-batch 
culture II2)

L-lactic acid production (g/L) 122.5 150 155 
Residual glucose (g/L) 30 5 6 
Yield (g/g) 0.87 0.96 0.96 
Productivity [g/(L⋅h)] 1.02 1.05 1.64 
Rate of glucose consumed (%) 81.9 97.1 96.9 
Initial broth volume (L) 2.9 2.0 2.0 
Final broth volume (L) 3.23 3.2 3.22 

Note: Temperature was 42℃, and the pH was maintained at 6.25 by automatic 
addition of Ca(OH)2; 1) L-lactic acid production fed with glucose; 2) 
L-lactic acid production fed with both glucose and SMH. 

流加发酵的产率低于表 1 中大多数批次发酵，主要

是因为L−乳酸发酵产物抑制明显. 从图7流加发酵过程

可以看出，L−乳酸生产速度随着产物浓度增加而降低，

因此使整个过程产率偏低. 而批次发酵 终 L−乳酸浓

度较低，产物抑制不明显. 工业生产中，从是否有利于

下游分离的角度考虑，非常重视发酵液中 L−乳酸的浓

度，因此流加发酵是有优势的. 以后的工作重点可以放

在优化氮源及流加发酵策略，以进一步提高 L−乳酸产

率和产量. 

4  总 结 

价格因素阻碍了 L−乳酸的大规模应用，因此提高

L−乳酸产量并找到廉价的生产原料尤为重要. 刘勇军

等[15]曾用玉米浆、番茄汁作为廉价原料，L−乳酸产量、

得率分别达到 104 g/L 和 0.90 g/g. Kwon 等[13]用大豆粉

水解物代替酵母浸出物，并添加泛酸等多种维生素，L−
乳酸产量、得率及产率分别达到 125 g/L，0. 92 g/g，2.27 
g/(L⋅h). 本实验以降低 L−乳酸生产成本为目的，采用细

菌厌氧发酵，验证了以豆粕水解液作为氮源的可行性，

结合流加发酵技术，L−乳酸产量、得率、产率及转化率

分别达到 155 g/L, 0.96 g/g, 1.64 g/(L⋅h)和 96.9%，在保

证 L−乳酸产量的同时可降低生产成本，为进一步工业

化奠定了基础. 
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Production of L-Lactic Acid by Anaerobic Fed-batch Fermentation by Lactic Acid Bacteria with 
Soybean Meal Hydrolysate as Nitrogen Source 

DING Shao-feng,  TAN Tian-wei 

(Key Lab Bioprocess of Beijing, Col. Life Sci. & Technol., Beijing University of Chemical Technology, Beijing 100029, China) 

Abstract: The L-lactic acid production by anaerobic fermentation of lactic acid bacteria was studied. The effects of fermentation 
conditions such as inoculation, temperature and pH neutralizer on the fermentation of L-lactic acid were determined. When the initial 
medium containing 70∼90 g/L glucose was used, the maximum L-lactic acid yield (92.68%) on total glucose consumed, L-lactic acid 
productivity [3.17 g/(L⋅h)] and the cell final biomass (8.5×107 mL−1) were obtained. A new promising nitrogen source, soybean meal 
hydrolysate (SMH), can replace yeast extract (YE) completely in order to reduce the manufacturing cost of lactic acid. The maximum 
L-lactic acid concentration (155 g/L) in fed-batch culture was obtained besides L-lactic acid yield, productivity and the rate of glucose 
consumed were up to 95.5 g/g, 1.64 g/(L⋅h) and 96.9% respectively. 
Key words: L-lactic acid; soybean meal hydrolysate; fed-batch fermentation 


