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米根霉高效利用玉米淀粉生产乳酸的

发酵条件优化

徐忠义 1，闫巧娟 1，江正强 2 ,*，蔡 威 1，王新磊 2

 (1.中国农业大学工学院，北京      100083；2.中国农业大学食品科学与营养工程学院，北京      100083)

摘   要：研究米根霉 HB12 利用玉米淀粉生产乳酸的发酵条件优化。从土壤中新筛选得到一株以高浓度玉米淀粉为

原料发酵生产乳酸的米根霉 HB12。通过单因素及正交试验，得到最佳发酵培养基组成(g/L)为：玉米淀粉 140、

NH4Cl 2、KH2PO4 0.3、MgSO4·7H2O 0.3、ZnSO4·7H2O 0.05、CaCO3 80；最佳培养条件为：摇瓶装液量

50mL/250mL，接种量为 2.5 × 106 个孢子，35℃、200r/min 培养 108h。该条件下，菌株最大产酸量为 104.9g/L，

产酸速率为 0.97g/(L·h)，对玉米淀粉的转化率达 74.9%，产酸量提高了 49.4%。此菌株能够直接高效利用价格低

廉来源广泛的玉米淀粉发酵生产乳酸，具有很好的工业应用前景。
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Abstract ：The fermentation conditions of lactic acid produced from corn starch by Rhizopus oryzae were investigated. Rhizopus

oryzae HB12 was newly isolated from soil samples. Based on single factor and orthogonal tests, the optimal fermentation medium

was composed of 140 g/L corn starch, 2 g/L NH4Cl, 0.3 g/L KH2PO4, 0.3 g/L MgSO4·7H2O, 0.05 g/L ZnSO4·7H2O and

80 g/L CaCO3. The optimal fermentation conditions were 2.5 × 106 spores in 50 mL of medium cultured at 35 ℃, 200 r/min shaking

for 108 h in 250 mL flask. Under the optimal fermentation conditions, the yield of lactic acid produced from corn starch was up

to 104.9 g/L with a conversion of 74.9%. The volumetric production rate was up to 0.97 g/(L·h), which revealed 49.4%

enhancement compared with the original conditions. Therefore, Rhizopus oryzae HB12 can effectively utilize inexpensive corn

starch for the production of lactic acid, which will have good prospect for industrial application.
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乳酸(1actic acid)学名为 2- 羟基丙酸，是一种重要

的多用途有机酸，是世界上应用广泛的三大有机酸之

一。乳酸、乳酸盐及其衍生物广泛用于食品、制药、

制革、纺织、环保和农业中 [ 1 ]。近年来，L - 乳酸作为

生产聚乳酸的原料而倍受重视。聚乳酸作为无毒、可

降解的生物相容性高分子材料可用来制造生物可降解塑

料、绿色包装材料和药用修复材料等，缓解了能源及

环境危机，因此具有广阔的应用前景 [ 2 ]。

乳酸的生产方法有化学合成法、酶法以及微生物发

酵法。微生物发酵法生成乳酸因其原料来源广泛、生

产成本低、产品光学纯度高、安全性好等优点而成为

生产乳酸的重要方法[3]，因此近年来利用微生物发酵生

产乳酸已经成为乳酸研究热点之一。生产菌株的选育是

发酵生产乳酸研究中最为重要的工作之一，提高菌株发
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酵水平是降低乳酸生产成本的关键措施之一[4]。目前生

产乳酸的菌株主要有霉菌中的根霉属和细菌中的乳酸菌

属[5-6]。根霉属中常用的菌种有米根霉(Rhizopus oryzae)、
行走根霉(R. stolonifer)、小麦曲根霉(R. ritici)和美丽根

霉(R. elegans)等[7]。由于米根霉发酵生产乳酸具有光学

纯度高、营养需求简单、好氧发酵及产物容易提纯等

优点，而成为国内外工业生产乳酸普遍采用的菌种。为

节省乳酸发酵成本，近年来关于乳酸的研究主要集中在

发酵原料的选择[8-10]。玉米来源丰富、价格低廉，因此

在乳酸工业生产中广泛使用玉米加工产物，如玉米生

粉、玉米淀粉等。国内外专家学者在利用玉米生粉、

玉米淀粉发酵生产乳酸方面进行了大量的研究。如白冬

梅等[11]研究了淀粉酶、纤维素酶等对米根霉发酵玉米生

粉生产乳酸的影响，确定了各种酶的最佳用量，在玉

米生粉质量浓度为 140g/L 时乳酸产量达 71.65g/L。Tay
等[12]利用米根霉在旋转纤维床生物反应器中发酵玉米淀

粉生成 L- 乳酸，乳酸的收率接近 100%，最高质量浓度

达 127g/L，生成速率最高达 1.65g/(L·h)。
本实验从河北承德地区的土壤中筛选到的一株米根

霉 HB12，该菌能直接利用高浓度玉米淀粉高效转化为

乳酸。重点研究该菌发酵生产乳酸的营养需求及发酵条

件，为其应用于工业生产提供依据。

1 材料与方法

1.1 试剂、菌种与培养基

乳酸标准品    美国 Sigma 公司；玉米淀粉    福建塞

翁福食品股份有限公司；其他试剂均为国产分析纯。

米根霉(Rhizopus oryzae)HB12，由本实验室筛选并

保 存 。

初始发酵培养基(g/L)：葡萄糖 100，(NH4)2SO4 2，
KH2PO4 0.3，MgSO4·7H2O 0.3，ZnSO4·7H2O 0.05，
CaCO3 70(单独灭菌)，自然 pH 值。

1.2 方法

在初始发酵培养基中，接种100μL(孢子数为108个 /mL)
的 HB12 孢子悬浮液，于装有 50mL 发酵培养基的 250mL
三角瓶中，37℃、200r/min 发酵培养 96h，收集发酵液

于 12000r/min 离心 10min，取上清液稀释适当倍数检测

其乳酸产量，以筛选出最佳培养基成分及培养条件。

1.2.1 最佳培养基成分的确定

分别选取 100g/L 的葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、糯米

淀粉、玉米淀粉、马铃薯淀粉、红薯淀粉代替基础培

养基中的碳源，其余组分不变，接种和培养方法不变，

考察不同碳源对 HB12 发酵产酸的影响。

确定最佳碳源后，分别选取 2g/L 的酵母膏、蛋白

胨、豆粕粉、硫酸铵、尿素和氯化铵代替基础培养基

中的氮源，其余组分不变，接种和培养方法同上，比

较不同氮源对 HB12 发酵产酸的影响。

在确定最佳碳源和氮源后，分别添加 50、60、70、
80、90g/L 的 CaCO3，其他成分相同，比较不同中和剂

碳酸钙添加量对 HB12 发酵产酸的影响。

为探讨 KH2PO4、ZnSO4·7H2O、MgSO4·7H2O、

FeSO4·7H2O 对 HB12 产酸的影响，在预实验基础上，

设计四因素三水平的正交试验，以确定最佳无机盐离子

质量浓度。

1.2.2 最佳培养条件的确定

温度的影响：分别在 3 0、3 3、3 5、3 7℃和 4 0℃
条件下发酵培养，考察不同温度对乳酸产量的影响。接

种量的影响：将 108 个 /mL 的孢子液分别接种 15、25、
50、100μL 和 200μL，考察不同接种量对乳酸产量的

影响。装液量的影响：采用 250mL 三角瓶，装液量分

别为 30、40、50、60mL 和 70mL，其他条件相同，考

察不同装液量对乳酸产量的影响。

1.2.3 产酸历程

在最佳培养基组成和最佳培养条件下，进行摇瓶发

酵，分别于 2 4、3 6、4 8、6 0、7 2、8 4、9 6、1 0 8 h
和 120h 时取样，所得发酵液于 12000r/min 离心 10min，
取上清液稀释适当倍数检测其乳酸产量，确定达到最大

产酸量的时间。

1.2.4 检测方法

葡萄糖测定[13]：采用高效液相色谱分析，色谱柱为

Waters 的氨基糖柱，流动相为乙腈 - 水(体积比 75:25)的混

合液，流速为 1mL/min，进样量为 20μL，柱温为 40℃。

L - 乳酸定量检测[ 14 ]：高效液相色谱分析，色谱柱

为迪马公司的 C18 反相柱(4.6mm × 250mm，5μm)；流

动相为 0.01mol/L 的磷酸氢二铵溶液，用磷酸调 pH 值至

2.6，经 0.45μm 孔径合成纤维素酯膜过滤后，超声脱气

1h；流速 0.8mL/min，检测波长 210nm，进样量 20μL，
柱温为室温。建立乳酸工作曲线外标方程，依此计算

乳酸产量。

                     乳酸产量/(g/L)×发酵液体积/L
转化率 /%＝————————————————————×100

             初始总糖质量浓度/(g/L)×发酵液体积/L

                                               乳酸产量/(g/L)
产酸速率 /(g/(L·h)) ＝—————————

                                                 发酵时间/h

2 结果与分析

2.1 培养基成分的优化试验结果

2.1.1 碳源对米根霉 HB12 生产乳酸的影响
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玉米淀粉质量浓度 /(g/L) 乳酸产量 /(g/L) 转化率 /%
60 40.2 ± 0.3 67.0
80 45.5 ± 1.0 56.9

100 70.1 ± 1.2 70.1
120 77.3 ± 1.1 64.4
140 85.8 ± 1.3 61.3
160 93.4 ± 1.5 58.4

表 2 不同质量浓度的玉米淀粉对米根霉 H B 1 2 乳酸产量的影响

Table 2   Effect of corn starch concentration on the yield of lactic acid
produced by Rhizopus oryzae HB12

如表 1 所示，米根霉 HB12 利用单糖、二糖以及淀

粉类碳源发酵生产乳酸能力都较为良好，其中利用蔗糖

能力最强，其次为玉米淀粉。考虑到工业化生产乳酸

的发酵成本，选用玉米淀粉作为发酵碳源。利用低成

本的玉米淀粉生产高附加值的乳酸对合理开发利用玉

米、循环利用资源、发展农村经济有着积极而又重要

的意义 [ 1 5 ]。

氮源种类 乳酸产量 /(g/L) 转化率 /%
氯化铵 91.0 ± 2.7 65.0
硫酸铵 85.8 ± 0.7 61.3
尿素 89.2 ± 1.2 63.7
豆粕粉 31.5 ± 1.0 22.5
酵母膏 50.6 ± 1.9 36.2
蛋白胨 66.1 ± 1.5 47.2

表 3 不同氮源对米根霉 HB12 乳酸产量的影响

Table 3   Effect of nitrogen source on the yield of lactic acid produced
by Rhizopus oryzae HB12

确定最佳碳源后，进一步研究不同氮源对米根霉

HB12 产酸影响。氮源对米根霉 HB12 发酵产乳酸的影响

试验如表 3 所示。不同氮源对 HB12 产酸影响较大。无

机氮源比有机氮源更利于该菌发酵生产乳酸，当氮源为

无机氮源时产酸量和转化率均高于有机氮源。其中当氮

源为氯化铵时产量最高，达 91.0g/L，转化率达 65.0%。

无机氮源比有机氮源价格低，故使用氯化铵作为氮源有

助于降低生产成本。

试验进一步优化了氯化铵的添加量结果如图 1 所

示，氯化铵添加量对 HB12 产酸影响很大，当氯化铵质

量浓度较低时乳酸产量也不高，随着氯化铵质量浓度的

增大，乳酸产量不断提高，当超过 2g/L 时乳酸产量下

降。故选择 2g/L 的氯化铵作为发酵氮源。氮源的质量

浓度对微生物的菌体生长和产物产量有较大的影响，当

氮源不足时会使菌体生长缓慢或产物产量过低，而当氮

源质量浓度过高，又会造成菌体快速生长，消耗过多

的糖，使得产物质量浓度较低 [ 1 6 ]。

2.1.3 碳酸钙添加量对米根霉 HB12 生产乳酸的影响

碳酸钙质量浓度 /(g/L) 乳酸产量 /(g/L) 转化率 /%
50 82.4 ± 0.7 58.9
60 85.3 ± 1.9 61.0
70 91.1 ± 0.7 65.0
80 96.6 ± 1.0 69.0
90 92.1 ± 0.7 65.8

表 4 碳酸钙添加量对米根霉 HB12 乳酸产量的影响

Table 4   Effect of CaCO3 concentration on the yield of lactic acid
produced by Rhizopus oryzae HB12

图 1 不同质量浓度的氯化铵对米根霉 HB12 乳酸产量的影响

Fig.1   Effect of NH4Cl concentration on the yield of lactic acid
produced by Rhizopus oryzae HB12
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试验进一步优化了玉米淀粉的添加量，结果如表 2 所

示。HB12 可以较好地利用不同质量浓度的玉米淀粉，尤

其是能有效利用高质量浓度的玉米淀粉来生产乳酸。其中

140g/L 玉米淀粉能产 85.8g/L 的乳酸，转化率为 61.3%，

160g/L 玉米淀粉能产 93.4g/L的乳酸，转化率为 58.4%。综

合考虑成本、产量以及转化率等因素，选取 140g/L 玉米

淀粉为发酵碳源。通常米根霉能产生淀粉酶和糖化酶，

因此可以利用淀粉或淀粉质原料直接发酵生产乳酸[4]。试

验在发酵液中检测到淀粉酶酶活和葡萄糖，可以推测米

根霉 HB12 通过分泌淀粉酶等将高质量浓度的玉米淀粉有

效地分解为小分子糖，进而转化为乳酸。

2.1.2 氮源对米根霉 HB12 生产乳酸的影响

从表 4 可以看出，当碳酸钙添加量小于 80g/L 时，

不能够充分中和发酵产生的乳酸，产物抑制明显，但

当添加量超过 80g/L 时，又使得发酵后期液体变黏稠，

影响了发酵过程。因此，选取碳酸钙添加量为 80g/L。

随着发酵的进行，产酸量不断增加，p H 值也随之下

碳源种类 葡萄糖 蔗糖 麦芽糖 糯米淀粉

乳酸产量 /(g/L) 70.2 ± 0.9 80.7 ± 1.2 59.0 ± 1.4 56.6 ± 2.2
转化率 /% 70.2 80.7 59.0 56.6
碳源种类 玉米淀粉 马铃薯淀粉 红薯淀粉

乳酸产量 /(g/L) 70.6 ± 1.3 59.9 ± 1.9 62.1 ± 0.8
转化率 /% 70.6 59.9 62.1

表 1 不同碳源对米根霉 HB12 乳酸产量的影响

Table 1   Effect of carbon source on the yield of lactic acid produced by
Rhizopus oryzae HB12
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降，从而抑制发酵的继续进行。因此乳酸发酵过程一

般通过添加中和剂来调节 pH 值进行发酵。碳酸钙作为

乳酸发酵过程的中和剂，可将乳酸沉淀下来，减轻乳

酸的反馈抑制作用，其添加量对细胞生长及产酸均有一

定的影响 [ 1 7 ]。若加入量过少，乳酸中和不完全，产物

抑制不能解除，导致产酸量不高；若加入量过多，使

发酵后期发酵液变黏稠甚至凝固，也会影响发酵过程，

从而使得乳酸产量下降。因此，在发酵过程中确定合

适的碳酸钙添加量是非常必要的。

2.1.4 无机盐离子对米根霉 HB12 生产乳酸的影响

为确定最佳的KH2PO4、ZnSO4·7H2O、MgSO4·7H2O
和 FeSO4·7H2O 的无机盐离子质量浓度，设计四因素三

水平正交试验，因素和水平设计方案和结果见表 5。

试验 A KH2PO4/ B ZnSO4· C MgSO4· D FeSO4· 乳酸产 转化

号 (g/L) 7H2O/(g/L) 7H2O/(g/L) 7H2O/(g/L) 量/(g/L) 率 /%
1 1(0.2) 1(0.04) 1(0.2) 1(0.00) 88.7 ± 2.0 63.3
2 1 2(0.05) 2(0.3) 2(0.04) 95.1 ± 1.8 68.0
3 1 3(0.06) 3(0.4) 3(0.08) 83.6 ± 3.5 60.0
4 2(0.3) 1 2 3 96.0 ± 1.1 68.6
5 2 2 3 1 92.4 ± 1.1 66.0
6 2 3 1 2 94.0 ± 1.5 67.0
7 3(0.4) 1 3 2 75.1 ± 0.5 53.7
8 3 2 1 3 81.0 ± 1.1 57.9
9 3 3 2 1 90.6 ± 1.7 64.7
k1 89.1 86.6 87.9 90.6
k2 94.1 89.5 93.9 88.0
k3 82.3 89.4 83.7 86.9
R 11.8 2.9 10.2 3.7

主次顺序 A ＞ C ＞ D ＞ B
优组合 A2B2C2D1

表 5 无机盐离子正交试验结果分析

Table 5   Results and analysis of orthogonal tests for inorganic ions

根据表 5 的极差分析，可得出影响因素的主次顺序是

A ＞ C ＞ D ＞ B。KH2PO4 的质量浓度对产酸的影响较大，

其次是 MgSO4·7H2O，FeSO4·7H2O 和 ZnSO4·7H 2O
的影响最小，最优组合为 A 2B 2C 2D 1，经验证，此条件

下得乳酸产量为 96.5g/L，均高于其他试验组，故使用

A 2B 2C 2D 1 作为最佳无机盐离子，即 KH2PO4、MgSO4·

7H2O、FeSO4·7H2O 和 ZnSO4·7H2O 的添加量分别为

0 .3、0 .3、0、0 .05g/L 较为合适。经优化后得到发酵

培养基最佳组成成分为：玉米淀粉 140g/L、NH4Cl 2g/L、
KH2PO4 0.3g/L、MgSO4·7H2O 0.3g/L、ZnSO4·7H2O
0.05g/L、CaCO3 80g/L。
2.2 产乳酸发酵条件的优化试验结果

2.2.1 温度对米根霉 HB12 生产乳酸的影响

温度 /℃ 乳酸产量 /(g/L) 转化率 /%
30 77.8 ± 1.4 55.5
33 90.5 ± 1.1 64.7
35 96.5 ± 0.5 68.9
37 92.2 ± 0.7 65.9
40 83.7 ± 0.9 59.8

表 6 不同温度对米根霉 HB12 乳酸产量的影响

Table 6   Effect of temperature on the yield of lactic acid produced by
Rhizopus oryzae HB12

从表 6 可以看出，在 35℃以下时，随着温度升高，

产乳酸量也明显提高，随着温度继续上升，产酸量下

降，40℃时乳酸产量下降至 83.7g/L。35℃时达到最大

值，乳酸产量为 96.5g/L，转化率为 68.9%。

微生物的生长和产物的合成都是在各种酶的催化下

进行的，温度是保证微生物生长和产酶的重要条件之

一。当温度过低或过高时，菌体生长缓慢，淀粉酶等

活性不高，都会影响到乳酸产量。米根霉 HB12 在 35℃
时菌体生长最好，乳酸产量最好，因此本试验选择 35℃
作为培养温度。

2.2.2 接种量对米根霉 HB12 生产乳酸的影响

如图 2 所示，随着接种量的增加，HB12 发酵产酸量

先增加后减少，在接种量为25μL(即孢子数为 2.5× 106 个)
时乳酸产量最高，其产量为 102.1g/L，转化率为 72.9%。

当孢子数过少时，菌体生长过慢，不利于米根霉生产

乳酸，增大接种量可缩短菌体生长达到高峰的时间，从

而使乳酸生成提前，但随着接种量的继续增大，菌体

生长过快，营养物质消耗过快，菌体早衰，使发酵后

劲不足，从而影响产酸量及转化率。

2.2.3 装液量对米根霉 HB12 生产乳酸的影响

确定最佳接种量后，进一步考察不同装液量对 HB12
产酸的影响，结果如表 7 所示。在 250mL 三角瓶中，随

着装液量的增加，HB12 发酵产酸量先增加后减少。装

图 2 不同接种量对米根霉 HB12 乳酸产量的影响

Fig.2   Effect of inoculum concentration on the yield of lactic acid
produced by Rhizopus oryzae HB12
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装液量 /mL 乳酸产量 /(g/L) 转化率 /%
30 74.5 ± 2.2 53.2
40 91.6 ± 1.3 65.5
50 102.1 ± 1.5 72.9
60 95.3 ± 0.6 68.1
70 83.9 ± 0.2 59.9

表 7 装液量对米根霉 HB12 乳酸产量的影响

　　Table 7   Effect of medium volume on the yield of lactic acid
produced by Rhizopus oryzae HB12

液量越小，相同培养条件下溶氧越大；反之亦然。当

装液量 30mL 逐渐到 50mL 时，乳酸产量明显增大，在装

液量为 50mL 时，产酸量和转化率均最高，对原料利用

最充分。继续增大装液量，发酵产生乳酸的量又有减少

的趋势。装液量主要影响其溶氧，由此推断出该菌利用

淀粉发酵产乳酸要求一定的溶氧即可，溶氧过大或过小

均不利于乳酸的产生。因此，选择 5 0 m L 装液量。

HB12 在不使用淀粉酶、糖化酶等酶制剂的作用下可直

接将 140g/L 玉米淀粉高效转化为乳酸，通过摇瓶发酵

108h 产乳酸 104.9g/L，转化率达 74.9%。生产成本低，

操作简单，转化率高，具有很好的工业应用前景。

3 结  论

新筛选得到一株米根霉 HB12 可利用高质量浓度玉

米淀粉生产乳酸。通过单因素试验和正交试验得到其最

佳培养基组成(g/L)为：玉米淀粉 140，NH4Cl 2，KH2PO4

0.3，MgSO4·7H2O 0.3，ZnSO4·7H2O 0.05，CaCO3

80；最佳培养条件为：250mL 摇瓶装 50mL，接种量为

2.5 × 106 个孢子，35℃、200r/min 培养 108h，发酵乳

酸产量最高可达 104.9g/L，产酸速率达 0.97g/(L·h)，
对玉米淀粉的转化率达 74.9%，具有很好的工业应用前

景和科研价值。
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在最佳培养基和最优发酵培养条件下，考察其生产

乳酸过程，结果见图 3 。米根霉前期迅速生长，有效

分解玉米淀粉，葡萄糖质量浓度快速上升，随着发酵

的进行，米根霉不断利用葡萄糖生成乳酸，葡萄糖质

量浓度逐渐减少直至全部被利用。乳酸产量方面，36h
之前基本不产酸或产酸速度很慢，发酵 36h 后乳酸产量

迅速增加，在发酵 96h 时已基本完成产酸过程，随着残

糖的耗尽，乳酸几乎不再增长，在 108h 时乳酸产量达

到最大值 104.9g/L，之后产酸量不再增加，平均产酸速

率达 0.97g/(L·h)，对玉米淀粉的转化率达 74.9%。

许多研究者针对米根霉发酵高质量浓度玉米淀粉生

产乳酸做了大量的研究。如史连生等[18]利用米根霉在 3L
发酵罐中，将质量浓度为 130g/L 玉米淀粉转化为 94.1g/L
乳酸，对糖的转化率为 79.6%，在工业生产规模的 64L
发酵罐中，乳酸产量仅为 101 .6g /L。而本实验米根霉

2.3 产酸过程

图 3 米根霉 HB12 发酵玉米淀粉产乳酸历程

Fig.3   Time producing course of lactic acid from corn starch by
Rhizopus oryzae HB12
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