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摘  要: 分离出一株可高效利用甘油生产乳酸的菌株, 经过生理生化和 16S rDNA分子鉴定, 确定

其属于大肠埃希氏菌, 命名为 Escherichia coli AC-521。通过五因素四水平正交试验, 优化了其最

佳发酵培养基成分为初始甘油 70 g/L, 酵母粉 4 g/L, 蛋白胨 7 g/L, (NH4)2SO4 10 g/L, K2HPO4   
2.5 g/L。利用该最佳条件的 5 L 发酵罐批式补料发酵实验表明: 该菌株发酵 80 h 后, 乳酸产量可

达到 74.5 g/L, 得率为 0.87 mol/mol 甘油。 
关键词: 乳酸, 甘油, 筛选, 鉴定, 优化 

Strain Screening for Bioconversion of Glycerol to Lactic 
Acid and Optimization of Culture Medium 

HONG An-An1,2  CHENG Ke-Ke3  SUN Yan2  CHEN Zhen1 
PENG Feng1  LIU Can-Ming1∗  LIU De-Hua2∗ 

(1. College of Science, Hunan Agricultural University, Changsha, Hunan 410128, China) 
(2. Department of Chemical Engineering, Tsinghua University, Beijing 100084, China) 

(3. Institute of Nuclear and New Energy Technology, Tsinghua University, Beijing 100084, China) 

Abstract: A strain, Escherichia coli AC-521, which could efficiently covert glycerol to lactic acid, was iso-
lated from soil samples. A series of morphological and biochemical characteristics and sequence analysis of 
16S rDNA reveal that it belongs to Escherichia coli. Through orthogonal experiment of L16(45), the opti-
mum medium compositions were determined as initial glycerol 70 g/L, yeast extract 4 g/L, peptone 7 g/L, 
(NH4)2SO4 10 g/L, and K2HPO4 2.5 g/L. The 5L fermenter fed-batch fermentation was performed under op-
timal conditions, giving 74.5 g/L lactic acid with a yield of 0.87 mol/mol glycerol after 80 hours. 
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乳酸(Lactic acid)是 21 世纪最具有发展前景的
有机酸之一,广泛地应用于制药、食品、皮革、纺织
等工业中[1,2]。近年来, 随着乳酸及其衍生物应用领
域的不断扩大和消费量的增加, 乳酸的需求量也不

断增加。特别是由乳酸聚合成的聚乳酸(PLA), 作为
无毒、可降解、具有生物相容性的高分子材料, 已
广泛应用于制造生物可降解塑料、绿色包装材料和

药用修复材料[3]。预计 2011年世界乳酸需求量将突
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破 200万吨[4]。迄今为止, 国内外对微生物生产乳酸
的研究主要集中在利用可再生的农业原料(如大麦, 
淀粉 , 玉米 , 土豆等)作为原料生产乳酸上 , 然而 , 
乳酸的市场的进一步扩大将有可能受其生产原材料

的限制[5]。 
全球能源危机加快了生物柴油的产业化进程 , 

而生物柴油的规模化发展带来了大量的副产物甘油

(每生产 1吨生物柴油将副产 0.1吨粗甘油)。粗甘油
可以通过各种工艺路线转化为 1,3-丙二醇、环氧氯
丙烷、聚羟基脂肪酸酯、氢等高附加值产品[6−8]。而

利用甘油为原料发酵生产乳酸的研究还未见文献报

道。因此, 如果能够利用粗甘油为原料生产乳酸, 不
仅能为乳酸的生产提供一条新的途径, 而且为市场
上过剩的粗甘油提供出路。  

目前可以应用到工业上的乳酸生产菌株主要以

葡萄糖为底物, 最大乳酸产量可达 195.5 g/L[9]。而

文献报道中可利用甘油为唯一碳源且其代谢产物中

含有乳酸的微生物有克雷伯氏菌属(Klebsiella), 梭
状芽孢杆菌属(Clostridia)和乳酸菌属(Lactobacillus)
等[10−12], 但在这些研究中, 乳酸仅仅作为发酵副产
物出现,其产量、生产强度和得率都极低,乳酸产量最
高仅为 19 g/L, 得率低于 0.15 mol/mol甘油[13]。本研

究目的为筛选到一株能够高效代谢甘油并高产乳酸

的菌株, 并对其发酵条件进行优化。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
从土壤和污泥中采集样品共 10余份, 从中分离

微生物菌种。 

1.2  培养条件 
1.2.1  培养基: 富集培养基: 蛋白胨 5.0 g, 牛肉膏
2.0 g, 酵母粉 3.0 g, NaCl 3.0 g, K2HPO4 2.0 g, 甘油 
60.0 g, 乳酸钙 15.0 g, 0.4%溴甲酚紫 (pH 5.2黄-pH 
6.8紫) 2 mL, 定容至 1 L, pH 7.0。 

分离培养基: 蛋白胨 5.0 g, 牛肉膏 2.0 g, 酵母
粉 3.0 g, K2HPO4 2.0 g, 甘油 60.0 g, 乳酸钙 15.0 g, 
1%溴甲酚紫 2 mL, 琼脂粉 18 g, 定容至 1 L, pH 
7.5。 

种子培养基: 蛋白胨 5.0 g, 牛肉膏 2.0 g, 酵母
粉 3.0 g, K2HPO4 2.0 g, 甘油 30.0 g, 定容至 1 L,  
pH 7.0。 

发酵培养基: 蛋白胨 5.0 g, 牛肉膏 2.0 g, 酵母

粉 3.0 g, K2HPO4 2.0 g, 甘油 60.0 g, 定容至 1 L。 
斜面保藏培养基: 蛋白胨 5.0 g, 牛肉膏 2.0 g, 

酵母粉 3.0 g, K2HPO4 2.0 g, NaCl 3.0 g, 甘油 20.0 g, 
琼脂粉 18.0 g, 定容至 1 L, pH 7.0。 

以上培养基, 均于 1×105 Pa灭菌 20 min后备用。 
1.2.2  复筛发酵培养: 发酵培养基 100 mL 盛于 
250 mL三角瓶中, 并添加 2% (W/W)已灭菌的CaCO3, 
接种后在旋转式摇床上, 40°C, 转速 150 r/min, 发酵
培养 48 h。 

1.2.3  斜面及平板培养: 37°C培养 24 h。 

1.3  乳酸产生菌的筛选方法 
取 1 g 土样或泥样到加有溴甲酚紫的富集培养

基中, 增殖培养 48 h 后, 转接于新的富集培养基培
养 48 h, 如此重复 3 代。选取变浑浊且颜色由紫色
变黄的样品, 稀释涂布于固体分离培养基平板形成
单菌落 , 倒平板前加入 2% (W/W)的 1×105 Pa灭菌
30 min的CaCO3,根据产生颜色的深浅程度及透明圈
的大小进行初筛。挑选长势良好、菌落周围黄色明

显、透明圈大的菌落进行摇瓶发酵复筛, 测定发酵液
中乳酸的浓度, 选出乳酸产量较高的菌株[14]。 

1.4 菌种鉴定 
1.4.1  生理生化实验: 使用凤凰微生物自动分类系
统(美国 BD公司)和 API 20 E 鉴定系统(法国梅里埃
公司), 鉴定方法参照文献[15]。 
1.4.2  细菌染色体 DNA 的提取: 参照文献[16]。 
1.4.3  引物: 细菌 16S rDNA通用引物, 序列如下:  

正向引物 A: 5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 
-3′, 反向引物 B: 5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′。 
1.4.4  16S rDNA 基因的 PCR 扩增和测序: PCR反
应体系为: 50 μL 反应体系中加入 ddH2O 22 μL, 
10×PCR 缓冲液 15 μL, 2.5 mmol/L dNTPs 5 μL,  
0.5 pmol/μL引物 A和 B各 0.5 μL, 模板 DNA 2 μL, 
Taq DNA聚合酶 5 μL。扩增实验 PCR按下述反应条
件进行: 94°C 5 min; 94°C 60 s, 50°C 2 min, 72°C 
3 min, 循环 30次; 72°C 10 min。扩增产物用琼脂糖
电泳鉴定, 证明已扩增到一条 1.4 kb 左右的扩增片
段, 扩增片段用小量回收纯化试剂盒进行纯化回收, 
送北京三博远志生物技术有限责任公司进行测序。 
1.4.5  16S rDNA 基因序列比较分析: 将获得的菌
株 521#的 16S rDNA基因序列, 在 NCBI网站与已经
收录的核酸序列进行搜索比对, 比较该菌株与已知
细菌相应序列的相似程度。 

http://dict.cnki.net/dict_result.aspx?searchword=Clostridia&tjType=sentence&style=&t=%e6%a2%ad%e7%8a%b6%e8%8a%bd%e5%ad%a2%e6%9d%86%e8%8f%8c
http://dict.cnki.net/dict_result.aspx?searchword=Clostridia&tjType=sentence&style=&t=%e6%a2%ad%e7%8a%b6%e8%8a%bd%e5%ad%a2%e6%9d%86%e8%8f%8c
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1.5  分析方法 
生物量: 采用比浊法测定。波长 600 nm下的细

胞光密度(OD), 根据标准曲线计算生物量。细胞干
重(CDW)测量: 取 20 mL 发酵液, 将发酵液离心后
(12000 r/min, 10 min), 用去离子水充分洗涤 , 在
80°C下干燥至恒重。高效液相色谱(HPLC)分析用于
测量发酵液中的各种有机酸和醇类等组分。采用(岛
津)高效液相色谱仪: 色谱柱为 HPX-87H 柱, 柱温
65°C; 流动相为 0.005 mol/L H2SO4, 流速 0.8 mL/min; 
检测器为 RID-10A 型折光示差检测器, 进样量为
20 μL。 

1.6  发酵罐实验 
将于甘油管保藏的菌种转接至斜面保藏培养 

基, 37°C下活化 12 h。种子培养采用有氧培养, 使用
500 mL三角瓶, 装液量 100 mL。培养温度 37°C, 摇
床转速 200 r/min。批式补料发酵实验在 5 L 全自  
控发酵罐(B. Braun Bplus 5 L)中进行, 装液量 4 L,  
接种量 2%。发酵温度 40°C, 转速 300 r/min, 通 
入 0.5 vvm的空气保持微氧环境。发酵过程中 pH值
控制在 6.5。甘油补料时间为 20 h~60 h, 发酵过程中
控制甘油浓度不低于 20 g/L。 

2  结果与讨论 

2.1  菌株筛选 
从土壤和污泥样品 10余份, 通过初筛挑取菌落

周围黄色明显、透明圈大的 33个菌株进行摇瓶发酵
复筛。经反复复筛得到 9 株产酸较稳定的菌株。以
HPLC 法测定乳酸及其它杂酸的含量, 其中 521#菌

株产乳酸最高且稳定,该菌株发酵培养 72 h后, 乳酸
产量达 34.2 g/L, 甘油摩尔得率为 0.84。选取 521#

菌株作为下一步研究的菌株, 命名为 AC-521。 

2.2  菌株 AC-521 的鉴定 
2.2.1  菌株 AC-521 的形态特征: 菌落形态为圆形, 

边缘光滑, 白色不透明, 菌落直径 0.8 mm~1.2 mm 

(37°C, 24 h)。镜检观察为短杆状, 单个或成对出现, 

少数成链状, 有鞭毛, 无孢子, 革兰氏染色阴性。 

2.2.2  菌株 AC-521 的生理生化实验结果: 菌株
AC-521 为兼性厌氧菌, 革兰氏阴性, 能利用醋酸盐
但不能利用柠檬酸盐作为唯一碳源。能消耗硝酸盐, 
且能发酵葡萄糖和其他碳水化合物产酸。在 TSI 上
不产生 H2S, 吲哚反应阳性,多数生理生化特性与大

肠埃希氏菌(ATCC 25922)相似。将该菌株的生理生

化实验结果和大肠埃希氏菌(Escherichia coli)的生
理生化特征进行比较, 结果如表 1 所示, 系统分析

结果显示菌株 AC-521为 E. coli的可能性为 99%。

但菌株 AC-521 可以发酵蔗糖产酸, 对鸟氨酸脱羧

酶测定的结果为阴性, 与 ATCC 25922有所不同。 
2.2.3  菌株 AC-521 的 16S rDNA 基因序列比较分

析: 提取细胞总 DNA, 以引物 A 和 B 扩增菌株
AC-521的 16S rDNA基因, 获得长度为 1463 bp的
16S rDNA 序列。将测定的 16S rDNA 基因序列在 
 

表 1  生理生化鉴定结果 
Table 1  Results of morphological and biochemical 

identification 

生理生化特性 
Characteristics 

AC-521 
生理生化特性 
Characteristics 

AC-521

精氨酸双水解酶 
Arginine Dihydrolase

− 
葡萄糖 
Glucose 

+ 

赖氨酸脱羧酶 
Lysine Decarboxy-

lase 
− 

甲基红 
Methyl Red 

+ 

柠檬酸盐 
Citrate 

− 
蔗糖 

Sucrose 
+ 

粘菌素 
Colistin 

− 
脲素 
Urea 

− 

山梨醇 
Sorbitol 

+ 苦杏仁苷 
Amygdalin 

− 

半乳糖苷 
Galactoside 

− 
VP 试验 

VP-Experiment 
− 

吲哚试验 
Indole Test 

+ D-果糖 
D-Fructose

+ 

鸟氨酸脱羧酶 
Ornithine Decar-

boxylase 
− 

明胶水解 
Gelatin Hy-

drolysis 
− 

甘氨酸-脯氨酸 
Glycine-Proline

− 肌醇 
Inositol 

− 

β-半乳糖苷酶 
β-Galactosidase

+ 阿拉伯糖 
Arabinose 

+ 

苯丙氨酸 
Phenylalanine 

− 
硝酸盐还原试验 

Nitrate Reduc-
tion Test 

+ 

色氨酸脱羧酶 
Tryptophan Decar-

boxylase 
− 

鼠李糖 
Rhamnose 

+ 

甘露醇 
Mannitol 

+ 乳糖 
Lactose 

+ 

H2S 
Hydrogen Sulfide − 

醋酸盐 
Acetate 

+ 

蜜二糖 
Melibiose 

+ 氧化酶 
Oxidase 

− 

谷氨酸 
Glutamate 

− 
麦芽糖 
Maltose 

+ 

注: +: 阳性; −: 阴性. 
Note: +: Positive reaction; −: Negative reaction. 
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NCBI(National Center for Biotechnology Information)
网站进行序列对比(已提交 GenBank, No. FJ178002), 
并利用 Clustal X软件进行多重序列比对并绘制进化
树, 图 1表明, AC-521与 E. coli位于同一分支, 且
AC-521与 E. coli的同源性最高, 为 99%, 因此根据
16S rDNA 序列分析和生理生化实验结果, 确定菌

株 AC-521 属于埃希氏菌属中的 E. coli, 拟命名为

E. coli AC-521。 
 

 

图 1  菌株 AC-521 在肠杆菌科中的系统发育地位 
Fig. 1  Phylogenetic position of strain AC-521 in 
Enterobacteriaceae
 

2.3  菌株 AC-521 发酵乳酸的培养基优化 
为了优化E. coli AC-521培养基成分, 选择对乳

酸发酵有较大影响的甘油、(NH4)2SO4、蛋白胨、酵

母粉、K2HPO4, 进行 L16(45)的正交实验以确定培养
基各组分最佳组合[17,18]。其因素与水平见表 2, 试验
结果及相应的极差分析见表 3。 

由表 3 可看出 ,  5 个因素的最佳组合为
A4B3C2D4E3, 由于这个条件不在这 16 次试验中, 补
充验证试验 A4B3C2D4E3, 乳酸产量为 42.2 g/L, 高 
 

表 2  正交实验设计 L16(45) 
Table 2  The L16(45) orthogonal experimental design 

水平 
Level 

(A)酵
母粉 
Yeast 

extract 
(g/L) 

(B)蛋白
胨 

Peptone 
(g/L) 

(C)(NH4)2SO4 
ammonium 

sulfate 
(g/L) 

(D)K2HPO4 
potassium 
phosphate 

dibasic 
(g/L) 

(E)甘油
Glycerol

(g/L) 

1 1 3 8 1 50 
2 2 5 10 1.5 60 
3 3 7 12 2 70 
4 4 9 14 2.5 80 

 

表 3  正交试验结果及极差分析结果 
Table 3  Results of orthogonal experiment and range 

analysis 

 A B C D E 

乳酸浓度
The con-
centration 
of lactic 

acid 
(g/L) 

1 1 1 1 1 1 27.8 
2 1 2 2 2 2 30.5 
3 1 3 3 3 3 32.1 
4 1 4 4 4 4 32.0 
5 2 1 2 3 4 37.1 
6 2 2 1 4 3 37.5 
7 2 3 4 1 2 32.7 
8 2 4 3 2 1 30.5 
9 3 1 3 4 2 36.3 

10 3 2 4 3 1 33.8 
11 3 3 1 2 4 36.4 
12 3 4 2 1 3 35.8 
13 4 1 4 2 3 37.5 
14 4 2 3 1 4 33.2 
15 4 3 2 4 1 40.5 
16 4 4 1 3 2 38.4 
K1 30.600 34.675 35.025 32.375 33.150  
K2 34.450 33.750 35.975 33.725 34.475  
K3 35.575 35.425 33.025 35.350 35.725  
K4 37.400 34.175 34.000 36.575 34.675  
R 6.800 1.675 2.950 4.200 2.575  

 

于最好的 15 号试验, 因此以 A4B3C2D4E3为最佳培

养基组成。 

2.4  菌株 AC-521 发酵甘油生产乳酸的批式补料

发酵实验 
为进一步提高发酵液中的乳酸浓度, 根据以上

实验得出的培养基的最佳配方, 在 5 L 全自控搅拌
发酵罐中进行批式补料发酵实验, 如图 2 所示, 乳
酸浓度在发酵 6 h~44 h时快速增长,乳酸的生产强度
达到 1.09 g/L·h, 甘油的消耗速率为 1.67 g/L·h, 但发
酵 44 h后菌体的浓度逐渐降低, 乳酸生产强度也逐
渐下降, 可能的原因是随着乳酸浓度的增加, 菌体
生长受到了一定程度的抑制。菌株 AC-521 代谢甘
油的主要副产物是乙酸 , 其次为丁二酸 , 乙醇和
1,3-丙二醇。与其他副产物相比, 乙醇的快速增长期
最早 , 但在发酵后期 , 乙醇的浓度逐渐降低 , 可能
是由于发酵过程中乙醇有一定程度的挥发。 发酵
80 h后, 乳酸最终浓度为 74.5 g/L, 乳酸摩尔得率为
0.87, 平均生产强度约 0.93 g/L·h。乙酸在发酵 60 h
后大量产生, 最终浓度为 7.2 g/L。其他副产物丁二 
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