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摘 � 要: 根据乳酸菌的营养需求, 采用均匀设计优选具有苹果酸乳酸发酵能力植物乳杆菌 R23 生长的培养基组

分, 并对培养基进行正交优化, 筛选出无 Mn2+ 及含 M n2+ 培养基 LH16、LH 18 组合。采用 LH16、LH 18 培养

基培养植物乳杆菌 R23, 在 25� 恒温培养 24 h, 菌量分别达到 3� 40� 109 cfu � mL- 1和 6� 67 � 109cfu � mL - 1。
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Optimization of culture medium for Lactobacil lus plantarum R23 for malotactic fermentation
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Abstract: Based on the nutr itio nal requirement s o f lactic acid bacteria, the uniform design w as used t o optimize the

formulation o f culture medium suitable for t he gr ow th o f the lactobacillus plantarum for t he malo lactic fermentation.

Or thogonal optimization was further applied for the selection of the LH 16 ( non- Mn2+ ) and LH 18 ( w ith Mn2+ )

medium. By incubating the lactobacillus plantarum in the LH 16 and LH 18 medium at 25 � for 24h, the cell densi�

ties w ere 3� 40� 109 and 6� 67 � 109 cfu per mL, r espectiv ely. They w ere twice as high as the MRS medium could

pr oduce.

Key words: malo lactic fermentation; L actobacillus p lantarum ; culture medium

� � 乳酸菌( Lact ic Acid Bacter ia, LAB)是人体的

益生菌,具有调节人体胃肠道正常菌群、保持微生态

平衡,提高食物消化率和生物价, 降低血清胆固醇,

抑制肠道内腐败菌的生长繁殖和腐败产物的产生等

作用
[ 1- 3]
。近年来乳酸菌的特殊生理活性和保健功

能,正日益引起各国学者和研究人员的浓厚兴趣。

乳酸菌在食品工业的应用, 不仅可提高食品的营养

价值,改善食品风味, 还可提高食品保藏性和附加

值。在果酒酿造中, 利用具有苹果酸- 乳酸发酵能

力的乳酸菌进行果酒的生物降酸, 把 L- 苹果酸转

化成 L- 乳酸[ 4- 5] ,达到降酸增柔的效果,同时增加

酒体的生物稳定性, 并起到风味修饰作用[ 6 - 7]。应

用于果蔬汁的乳酸饮料中, 则可实现果蔬全汁无奶

的直接发酵。

乳酸菌属于化能异养型微生物,缺乏对许多有

机物的合成能力, 其能否在特定环境下生长,很大程

度取决于营养物质的供给情况。因而无论是采用单

一或混合的菌种, 都需要对培养基进行改良,使其获

得最大的生长速率[ 8]。在实验室分离、纯化时通常

使用 MRS培养基[ 9] ,但在 MRS培养基中具有促进

乳酸菌生长的 Mn
2+

, 若应用于果酒生物降酸与全

汁果汁的发酵, 易致产品中引入 Mn
2+
。锰是一种

对人体有害的微量元素, 过量摄入可引起急慢性中

毒
[ 1 0]
。试验根据植物乳杆菌 R23的特性及生长的

营养需求,筛选出最适合植物乳杆菌 R23生长的无

Mn2+ 培养基,为植物乳杆菌 R23的扩大发酵、工业
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化生产及生产直投式乳酸菌发酵剂提供依据。

1 � 材料与方法

1� 1 � 材料
1� 1� 1 � 菌种 � 植物乳杆菌 R23 ( L actobacil lus

p lantarum R23)由福建省农业科学院农产品加工

研究中心从枇杷酒中分离、鉴定并保存。

1� 1� 2 � 果汁 � 番茄汁、解放钟枇杷汁, 由福建省农

业科学院农产品加工研究中心提供。

1� 1� 3 � 培养基 �
TJA 培养基: 番茄汁 50 mL,酵母抽提液 5 g,

牛肉膏10 g, 乳糖 20 g, 葡萄糖2 g ,磷酸氢二钾2 g,

吐温 80� 1 g,乙酸钠 5 g, 加蒸馏水至 1 L, pH 调至

6� 8 � 0� 2, 121 � 下灭菌 20 min。用于活菌的平板

计数。

MRS培养基: 番茄汁 100 mL,酵母膏 5 g, 牛肉

膏10 g,葡萄糖 20 g,硫酸镁0�2 g,吐温 80�1 g,乙酸

钠5 g,胰蛋白胨 15 g,柠檬酸铵 2 g,硫酸锰 0�05 g,

加蒸馏水补足 1 L, pH 调至 4� 8 � 0� 2, 121 � 下灭菌
20 min。用于活化、测定生长曲线及作对比参照用。

本试验所使用化学试剂均为国产 AR级以上。

1� 1� 4 � 主要仪器设备 � BIOTECH - 5BG自动玻

璃发酵罐 (上海保兴生物设备有限公司) , SPX-

250BS- �生化培养箱 (上海新苗医疗器械制造有

限公司) , HZP- 250型全温振荡培养箱 (上海精

宏实验设备有限公司) , YXQ- CS- 50S �全自动

立式压力蒸汽灭菌器 (上海博达实业有限公司医疗

设备厂) , DHG - 9123A 型电热恒温鼓风干燥箱

(上海精宏实验设备有限公司) , SW- CJ- 1FD型

单人单面净化工作台 (苏州净化设备有限公司)。

1� 2 � 方法

1� 2� 1 � 菌种活化 � 将保藏的菌种接入 MRS 液体

培养基, 25 � 恒温培养 1 d, 菌体生物量达 109后,

备用。

1� 2� 2 � 植物乳杆菌 R23的生长曲线 � 将活化后的

菌种, 接入 MRS 液体培养基, 使菌体生物量达

10
7
, 在 25 � 下恒温培养, 每隔 3 h 取样, 测定活

菌数并绘制其生长曲线。

1� 2� 3 � 培养基的初选 � 按表 1均匀设计的试验方

案配制培养基, 调节 pH 值到 4� 8 � 0� 2, 121 � 下

灭菌 20 m in。接入活化好的菌种, 使菌体生物量

达 107 , 在 25 � 下恒温培养 24 h 后, 取样测定其

活菌数。

1� 2� 4 � 培养基的优化 � 在初选培养基的基础上,

根据植物乳杆菌 R23的营养需求进行碳、氮源的

优化, 以苹果酸钠、胰蛋白胨和柠檬酸铵为促进因

子进行 L 9 ( 34 ) 正交试验。按表 2 试验方案配制

培养基, 调节 pH 值到 4� 8 � 0� 2, 121 � 下灭菌 20

m in。接入活化好的菌种, 使菌体生物量达 107 ,

在 25 � 下恒温培养 24 h 后, 取样测定其活菌数。

表 1 � 均匀设计 U 11 ( 11
10)因素水平

Table 1 � Factors and levels in U11 (1110) uniform design

水平
番茄汁

( mL � L- 1 )

枇杷汁

( m L � L- 1)

酵母膏

( g � L- 1 )

牛肉膏

( g � L- 1)

葡萄糖

( g � L- 1)

磷酸二氢钾

( g � L- 1 )

硫酸镁

( g � L- 1 )

乙酸钠

( g � L- 1)

酵母浸出粉

( g � L- 1)

苹果酸钠

( g � L- 1)

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

2 10 5 0� 75 1 3 0� 4 0� 04 1 0� 5 1

3 20 10 1� 50 2 6 0� 8 0� 08 2 1� 0 2

4 30 15 2� 25 3 9 1� 2 0� 12 3 1� 5 3

5 40 20 3� 00 4 12 1� 6 0� 16 4 2� 0 4

6 50 25 3� 75 5 15 2� 0 0� 20 5 2� 5 5

7 60 30 4� 50 6 18 2� 4 0� 24 6 3� 0 6

8 70 35 5� 25 7 21 2� 8 0� 28 7 3� 5 7

9 80 40 6� 00 8 24 3� 2 0� 32 8 4� 0 8

10 90 45 6� 75 9 27 3� 6 0� 36 9 4� 5 9

11 100 50 7� 50 10 30 4� 0 0� 40 10 5� 0 10

1� 2� 5 � 对比试验 � 分别以 1� 2� 4 优选的 LH16 培

养基及在 LH16的基础上引入 0� 05 g � L - 1MnSO 4

的培养基 ( LH18) 进行植物乳杆菌 R23 培养, 以

MRS及去除 MnSO 4成分的 MRS 培养基为对照,

接种后菌体生物量达 107 , 在 25 � 下恒温培养 24

h, 取样测定其活菌数, 考察 LH16 培养基的增殖

水平及 Mn2+ 对植物乳杆菌 R23的促进作用。

1� 2� 6 � 测定方法 � 乳酸菌菌量 ( GB/ T4789� 35)
采用平板菌落计数法测定; 利用 DPS 软件进行数

据分析[ 11] 。
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表 2 � 培养基进一步优选正交试验 L 9( 34 )因素水平

Table 2 � Factors and levels in L9 (3
4) orthogonal experiment

因素
水平(添加量) ( g � L- 1)

1 2 3

苹果酸钠 10 15 20

胰蛋白胨 5 10 15

柠檬酸铵 1 2 3

2 � 结果和分析

2� 1 � 植物乳杆菌 R23的菌种最佳收获期的确定

从 MLF 植物乳杆菌 R23 的生长曲线可以看

出, 其生长分为 4 个时期, 即延滞期、对数增长

期、稳定期及衰减期。在 9 h内, 菌体生物量先降

后升, 并保持在 10
7
水平, 为延滞期。9~ 24 h, 菌

量迅速增长, 为对数生长期, 尤其在 15~ 24 h,

为快速增长期。24~ 42 h后进入稳定期, 随即进

入衰减期, 而在衰减期的衰减速率较小, (图 1)。

对数增长期的后期菌体细胞的存活率和活性最

强[ 12] , 所以植物乳杆菌 R23以培养 21~ 24 h为收

获的最佳时期。

2� 2 � 培养剂的均匀设计法初选试验
用均匀设计法考察培养基各成分番茄汁

( X 1 )、枇杷汁 ( X 2 )、酵母膏 ( X 3 )、牛肉膏

( X 4)、葡萄糖 ( X 5 )、磷酸二氢钾 ( X 6 )、硫酸镁

( X 7)、乙酸钠 ( X 8 )、酵母浸出粉 ( X 9 )、苹果酸

钠 ( X 10) 对植物乳杆菌 R23菌体密度的影响 (表

3)。以菌体密度的对数值 ( Y ) 为目标值进行二次

多项式逐步回归分析, 剔除不显著项及因子系数小

于 10
- 4
的因子, 得到回归方程为:

Y= 9� 094- 0� 0002X 5+ 0� 0013X 2
4 + 0� 0768X 2

7

- 0� 0017X 2
9 - 0� 0005X 1 : X 8 + 0� 0002X 1 : X 10 +

0� 0006X 3 : X 5

回归方程系数 R = 1, 其显著水平达 P =

0� 0033, 各偏相关检验均达极显著水平, 方程检验
结果可靠程度高 (表 4)。植物乳杆菌 R23的增长

与硫酸镁、牛肉膏的平方项、番茄汁及苹果酸钠、

葡萄糖及酵母膏的互作项呈正相关, 与葡萄糖、番

茄汁及乙酸钠的互作项、酵母浸粉平方项呈负相

关, 且葡萄糖及酵母浸膏互作项的影响大于葡萄糖

单因子。试验结果表明, 苹果酸钠为植物乳杆菌

R23的促进因子, 而解放钟枇杷汁、磷酸二氢钾、

乙酸钠和酵母浸粉具抑制作用, 预测植物乳杆菌

R23培养的最高密度对数值为 9� 53, 去除呈负相
关作用因子, 初步优选后的培养基组合见表 5。按

初步优选后的培养剂进行植物乳杆菌 R23的验证

培养, 其菌体密度对数值可达 9� 41。

图 1 � 植物乳杆菌 R23 的生长曲线

Fig� 1 � Growth curve of R23 lactobacillus palantarum R23

表 3 � U 11( 1110 )均匀试验结果

Table 3� Designs and results of U11 (11
10 ) uniform design experiment

试验号
番茄汁

X 1

枇杷汁

X 2

酵母膏

X 3

牛肉膏

X 4

葡萄糖

X 5

磷酸二氢钾

X 6

硫酸镁

X 7

乙酸钠

X 8

酵母浸出粉

X 9

苹果酸钠

X 10

菌量密度

( cfu� mL- 1)

菌体密度

对数值

1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1� 239� 109 9�093 � 0� 0424

2 2 4 6 8 10 1 3 5 7 9 1� 578� 109 9�198 � 0� 0257

3 3 6 9 1 4 7 10 2 5 8 1� 381� 109 9�140 � 0� 1224

4 4 8 1 5 9 2 6 10 3 7 1� 012� 109 9�005 � 0� 0484

5 5 10 4 9 3 8 2 7 1 6 1� 237� 109 9�092 � 0� 0738

6 6 1 7 2 8 3 9 4 10 5 1� 220� 109 9�086 � 0� 0316

7 7 3 10 6 2 9 5 1 8 4 1� 400� 109 9�146 � 0� 0435

8 8 5 2 10 7 4 1 9 6 3 0� 873� 109 8�941 � 0� 076

9 9 7 5 3 1 10 8 6 4 2 0� 808� 109 8�907 � 0� 0533

10 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 1� 211� 109 9�083 � 0� 0603

11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 0� 963� 109 8�984 � 0� 0475
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表 4 � 均匀设计回归方程检验
Table 4� Regression analysis of uniform design experiment

偏相关 t检验值 显著水平 P

r( y, X 5) = - 1 1039� 840 0

r( y, X4 * X4 ) = 1 23331� 600 0

r( y, X7 * X7 ) = 1 2229� 549 0

r( y, X9 * X9 ) = - 1 11540� 450 0

r( y, X1 * X8 ) = - 1 70817� 330 0

r( y,X 1 * X 10) = 1 21752� 250 0

r( y, X3 * X5 ) = 1 19472� 430 0

2� 3 � 培养基的正交优化
植物乳杆菌 R23能以苹果酸为优先碳源利用,

苹果酸钠对该菌的生长有促进作用。试验加大碳源

苹果酸钠的使用量, 并引入氮源胰蛋白胨和柠檬酸

铵对初选培养基进行优化, 结果见表 6、7。影响

植物乳杆菌 R23增殖的主次因素为苹果酸钠、胰

蛋白胨、柠檬酸铵, 在试验范围内, 苹果酸钠和胰

蛋白胨的添加对植物乳杆菌 R23 增殖的影响达显

著水平, 而柠檬酸铵的影响未达显著水平。最优组

合为 A 3 B3 C2 , 即苹果酸钠添加量为 20 g � L- 1 ,

胰蛋白胨添加量为 15 g � L
- 1

, 柠檬酸铵添加量为

2 g � L- 1。

优化后的培养基组合 LH 16: 番茄汁 100 mL,

酵母膏 7� 4 g , 牛肉膏 10 g, 葡萄糖 30 g, 硫酸镁

0� 36 g, 苹果酸钠 20 g, 吐温 1 g , 胰蛋白胨 15 g,

柠檬酸铵 2 g, 加水补足 1 L, 调节 pH 为 4� 8 �
0� 2。植物乳杆菌 R23 在 LH16 培养基培养 24 h,

其菌体生物量对数值为 9� 65, 比优化前增加了
0� 24个点。

表 5� 初步优选后的培养基组合

Table 5 � Primary optimization of medium formulation

成分
番茄汁

( mL � L- 1 )

酵母膏

( g � L- 1 )

牛肉膏

( g � L- 1)

葡萄糖

( g � L- 1)

硫酸镁

( g � L- 1 )

苹果酸钠

( g � L- 1)

吐温 80

( g � L- 1)

菌体密度

对数值

浓度 100 7� 4 10 30 0� 36 10 1 9� 41

表 6� 正交试验 L9 ( 3
4 )结果

Table 6 � Results and analysis of L9 (3
4) orthogonal experiment

试验号 苹果酸钠 胰蛋白胨 柠檬酸铵
菌体密度

( cfu� mL- 1 )
菌体密度对数值

1 1 1 1 1� 92� 109 9� 283 � 0�0133

2 1 2 2 2� 52� 109 9� 401 � 0�0440

3 1 3 3 2� 92� 109 9� 465 � 0�0432

4 2 1 2 2� 77� 109 9� 442 � 0�0639

5 2 2 3 3� 2� 109 9� 505 � 0

6 2 3 1 3� 25� 109 9� 512 � 0�0335

7 3 1 3 2� 87� 109 9� 458 � 0�0863

8 3 2 1 3� 17� 109 9� 501 � 0�0469

9 3 3 2 4� 48� 109 9� 651 � 0�0243

K 1 9� 383 9�394 9� 432

K 2 9� 486 9�469 9� 498

K 3 9� 537 9�543 9� 476

R 0� 154 0�148 0� 066

优水平 A 3 B3 C2

主次顺序 A � B� C

2� 4 � 对比试验
分别以 LH16培养基、LH16培养基引入 0� 05

g � L
- 1

MnSO4组成的 LH 18培养基、MRS 培养基

及去除 Mn
2+
的 MRS 培养基进行培养, 结果含锰

培养基的生物量是无锰培养基的 2倍左右, 优选的

LH16 及 LH18 培养基的生物量是去除 Mn2+ 的

MRS 及MRS 培养基的 2倍左右, 且差异均达显著

水平 (表8)。说明Mn
2+
对植物乳杆菌 R23的生长

也有明显的促进作用, 同时优选后的培养基有明显

的增殖效果。
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表 7 � 正交试验方差分析
Table 7� Variance analysis of orthogonal experiment

变异来源 平方和 自由度 均方 F值 显著水平 显著性

x( 1) 0� 03682 2 0� 01841 47� 65919 0� 02055 *

x( 2) 0� 033 2 0� 0165 42� 71527 0� 02288 *

x( 3) 0� 00678 2 0� 00339 8� 76963 0� 10236

误差 0� 00077 2 0� 00039

总和 0� 07738

表 8 � 培养基增殖对比试验结果
Table 8 � Comparison of lactobacillus proliferation on

culture media

培养基
菌体密度

( cfu� mL- 1 )
菌体密度对数值

MRS 3� 50� 109 9� 54 � 0� 0115bB

LH 18 6� 67� 109 9� 82 � 0�0252aA

去除 Mn2+ 的 MRS 1� 73� 109 9� 24 � 0� 0346cC

LH 16 3� 40� 109 9� 53 � 0� 0361bB

3 � 结论与讨论

3� 1 � 菌种的营养需求存在差异, 影响乳酸菌增殖

的主要因素为碳源、氮源及矿物质、维生素等, 本

试验使用的植物乳杆菌 R23是从枇杷酒中分离出

的, 具有代谢苹果酸产生乳酸及耐受二氧化硫的能

力, 可用于枇杷酒生物降酸及果蔬全汁乳酸发酵的

优良菌株。植物乳杆菌 R23能以苹果酸为优先碳

源利用, 本试验在培养基中引入苹果酸钠, 对植物

乳杆菌 R23 的增殖起到了明显的促进作用, 进一

步说明了苹果酸对该菌的生长有促进作用。而同为

碳源的乙酸钠却呈负相关作用, 这可能是乳酸菌对

还原糖的代谢会产生乙酸[ 13] , 加入含有乙酸根离

子的乙酸钠, 会对植物乳杆菌 R23的增殖起到抑

制作用。

3� 2 � 最终确定的培养基最优组合 LH16 为: 番茄

汁 100 mL, 酵母膏 7� 4 g, 牛肉膏 10 g, 葡萄糖

30 g, 硫酸镁 0� 36 g, 苹果酸钠 20 g, 吐温 1 g,

胰蛋白胨 15 g, 柠檬酸铵 2 g, 加水补足 1 L。此

无 Mn2+ 培养基用于植物乳杆菌 R23的培养增殖效

果好, 可用于植物乳杆菌 R23 的扩大发酵、工业

化生产及生产直投式乳酸菌发酵剂。在 LH16培养

基中引入 0� 05 g � L- 1MnSO4即 LH18培养基, 菌

量可达无锰培养基的 2 倍左右, 可用于 MLF 植物

乳杆菌 R23的分离、纯化和发酵。
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