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发酵粗甘油产乳酸的戊糖乳杆菌代谢进化 

王世珍 1,2，严正平 1，邱隆辉 1，方柏山 1,2 

（1厦门大学化学化工学院，福建 厦门 361005；2 厦门市合成生物学重点实验室，福建 厦门 361005） 

摘要：以生物柴油产业的副产物粗甘油为底物，可降低乳酸发酵的生产成本。但是，粗甘油发酵生产乳酸存在菌

体生长缓慢、菌浓较低、产酸速率和终产物浓度偏低等问题。以实验室筛选的一株戊糖乳杆菌 (Lactobacillus 

pentosus R3-8)为出发菌株进行代谢进化。通过在培养基中添加高浓度的粗甘油和乳酸，分别进行菌株耐底物和产

物抑制的代谢进化。用粗甘油驯化的第 60 代菌株，可耐受 130 g·L−1的粗甘油，与出发菌株相比，生长速率提高, 且

生物量是原始菌株的 1.23 倍。用乳酸驯化的第 50 代菌株可耐受 20 g·L−1的乳酸，生物量比初始菌株提升了 18%。

驯化菌株的 5 L 发酵罐分批发酵结果显示，以粗甘油驯化至 60 代的菌株的批次发酵水平相对较好，乳酸产量、

甘油转化率以及生产强度分别为 45.0 g·L−1、0.989 g·g−1和 0.47 g·L−1·h−1。以粗甘油驯化至 60 代的菌株进

行补料分批发酵，乳酸终浓度为 83.8 g·L−1，比分批发酵提高了近 1 倍。 
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Metabolic evolution of Lactobacillus pentosus for lactic acid production 
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Abstract: High costs are the bottlenecks of traditional lactic acid fermentation process using glucose and starch as 

raw material. Production of lactic acid from raw glycerol, a byproduct of biodiesel, can significantly decrease the 

costs of fermentation. Therefore, there is a need to overcome the disadvantages of low cell growth rate, biomass of 

strains, as well as low productive rate and yield of lactic acid. In this work, metabolic evolution of Lactobacillus 

pentosus R3-8 screened by our group was carried out by adding high concentration raw glycerol and lactic acid. 

The 60th generation evolved strain using raw glycerol, tolerated 130 g·L−1 raw glycerol, with 1.23 folds 

enhancement of biomass. The 50th generation evolved strain using lactic acid can tolerate 20 g·L−1 lactic acid 

with 18% increase in biomass. The growth curves of 60th generation evolved strain using raw glycerol cultivated 

in 5 L bioreactor indicated that the lactic acid concentration, yield and productivity were 45.0 g·L−1, 0.989 g·g−1 

and 0.47 g·L−1·h−1, respectively. Fed-batch cultivation of 60th generation evolved strain using raw glycerol 

achieved 83.8 g·L−1 lactic acid, which was two folds of batch cultivation with the same strain. 
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引  言 

近年来随着生物柴油的规模化发展，以其廉价

副产物粗甘油为原料直接发酵生产乳酸对乳酸工业

及生物柴油产业都具有十分重要的现实意义和经济

价值[1-2]。目前，微生物法将甘油转化为乳酸的研究

尚处于起步阶段[3]，国内外利用甘油发酵生产乳酸

的研究报道并不多，Mazumdar 等[4]利用重组大肠杆

菌，发酵 40 g·L−1甘油得到 32 g·L−1、光学纯度

达到 99%的 D-乳酸，乳酸产率达到 1.5 g·L−1·h−1。

洪安安等[5-6]筛选到一株大肠杆菌 AC-521，能代谢

甘油发酵生产乳酸，该菌株在 5 L 发酵罐水平，补

料分批发酵 88 h 后，乳酸产量可达 85.8 g·L−1，同

时会有副产物乙酸、丁二酸、乙醇和 1,3-丙二醇生

成。田康明等 [7-8]利用乳酸高产大肠杆菌 CICIM 

B0013-070，建立并优化了一种新型 D-乳酸变温发

酵工艺，并通过引入温度诱导型乳酸脱氢酶的转录

系统，发酵得到 98.5 g·L−1的乳酸并使甘油到乳酸

的得率达到 88.9%。与葡萄糖等传统发酵原料相比，

以粗甘油作为发酵底物会导致菌体生长缓慢、菌浓

较低，产酸速率和终产物浓度偏低等一系列问题[9]。 

代谢进化（metabolic evolution）[10-11]是利用适

应进化有效提高微生物发酵生产速率、产率和终浓

度的技术。在微生物发酵过程中，底物利用过程一

般产生能量（ATP）和还原力（NADH），而很多产

物的合成过程则是消耗还原力。通过遗传改造构建

出初级的微生物细胞工厂，使目标产物成为消耗还

原力的唯一代谢途径，从而使能量产生和还原力平

衡相偶联。因此，通过在发酵反应器中连续传代培

养微生物，筛选生长速率大的突变菌，可以同步筛

选出目标产物生产速率、产率和终浓度均显著提高

的突变菌[12-13]。Ingram 等[14]利用此技术，成功提高

了大肠杆菌发酵生产乙醇、L-乳酸、D-乳酸等化合

物的生产性能，效果非常显著（提高 1~2 个数量级）。

Zhang 等结合途径理性设计和代谢进化，成功构建

了大肠杆菌代谢工程菌，使其能高效生产 L-丙氨

酸[15]、丁二酸[16-17]。其中 L-丙氨酸工程菌能使用简

单无机盐培养基，在厌氧批式培养条件下，48 h 内

生产 115 g·L−1的 L-丙氨酸，产率达到 95%，手性

纯度达到 99.5%，使生产成本大大低于目前使用的

酶催化技术。丁二酸工程菌能利用简单无机盐培养

基，在厌氧批式培养条件下，96 h 内生产 90 g·L−1

左右的丁二酸，产率达到 1.5 mol·mol−1 葡萄糖。

大肠杆菌[18]在代谢进化过程中激活了 2 条新型的能

量保存途径，使丁二酸发酵生产的同时能产生足够

的能量用于维持细胞生长代谢[19-20]。 

本课题以廉价的工业粗甘油为底物，以自行筛

选的戊糖乳杆菌为发酵菌株，通过微好氧发酵来生

产乳酸，试图建立一条低成本的乳酸生产路线。通

过在发酵培养基中添加一定浓度的粗甘油或乳酸，

对本实验室早先筛选并保藏的野生戊糖乳杆菌

R3-8[21] (Lactobacillus pentosus R3-8)进行代谢进化，

使菌株在含有这些物质的发酵培养基中不断地进行

传代培养，并通过连续传代培养使优势菌不断富集，

以期驯化得到耐受高浓度底物和产物且具有高生产

强度和产物终浓度的突变菌株。 

1  实验材料和方法 

1.1  菌株 

实验室筛选的新型野生戊糖乳杆菌 R3-8

（Lactobacillus pentosus R3-8），兼性厌氧，保藏于

4℃ MRS 培养基中。 

1.2  主要试剂 

酵母粉、胰蛋白胨购自 OXOID。牛肉膏购自生

工生物工程（上海）有限公司。葡萄糖、无水乙酸

钠、四水硫酸锰、三水磷酸氢二钾、乳酸购自国药

集团化学试剂有限公司。吐温 80 购自生工生物工程

（上海）有限公司。氨水购自广东化学试剂工程技

术研究开发中心。柠檬酸氢二铵购自中国医药集团

上海化学试剂公司。七水硫酸镁购自广东汕头西陇

化工有限公司。以上试剂均为分析纯。色谱纯甘油

购自 Sigma。粗甘油由中国生物柴油国际控股有限

公司下属的厦门卓越生物质能源发展公司提供，其

甘油含量约为 97%。其他试剂均为国产分析纯试剂。

粉状活性炭购自广东光华科技有限公司，直接作为

吸附剂使用。 

1.3  主要仪器设备 

主要仪器设备型号与厂商如下：pH 计（PB-10，

Sartorius）、Bioscreen C 全自动生长曲线分析仪

（FP-1100-C，Oy Growth Curves Ab Ltd）、电子天

平（AR1530，奥豪斯）、恒温摇床（SPH-200B，上

海世平实验设备有限公司）、冷冻离心机（5418 R，

Eppendorf）、立式电热灭菌锅（HVE-50，Hirayama）、

5 L 全自动发酵罐（Biostat A Plus，Sartorius）、紫外-

可见光分光光度计（UV-6100，上海美谱达仪器有

限公司）、超净工作台（SW-CJ-1FD，苏州净化设备

有限公司）、高效液相色谱（1200，Agilent）、医用

冷藏柜 (4℃)（YC-260L，中科美菱）、医用冷藏柜
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（−20℃）（DW-YW358A，中科美菱）、电热恒温鼓

风干燥箱（DH-9070AS，宁波江南仪器厂）、智能

型生化培养箱（SPX，宁波江南仪器厂）。 

1.4  培养基 

MRS 培养基（L−1）：葡萄糖 20 g，胰蛋白胨 10 

g，酵母粉 5 g，牛肉膏 10 g，乙酸钠 5 g，磷酸氢二

钾 2 g，柠檬酸氢二铵 2 g，吐温 80 1 ml，

MgSO4·7H2O 0.58 g，MnSO4·H2O 0.25 g。pH 6.5，

115℃灭菌 30 min。种子培养基（g·L−1）：甘油 40，

酵母粉 5，胰蛋白胨 10，乙酸钠 6，磷酸氢二钾 1.5。

pH 6.5，121℃灭菌 20 min。 

甘油驯化培养基（g·L−1）：粗甘油（浓度视实

验要求而定），酵母粉 5，胰蛋白胨 10，乙酸钠 6，

磷酸氢二钾 1.5。pH 6.5，121℃灭菌 20 min。乳酸

驯化培养基（g·L−1）：粗甘油 40，酵母粉 5，胰蛋

白胨 10，乙酸钠 6，磷酸氢二钾 1.5，乳酸（浓度视

实验要求而定）。pH 6.5，121℃灭菌 20 min。发酵

培养基（g·L−1）：粗甘油 60，酵母粉 6，胰蛋白胨

10，乙酸钠 6，磷酸氢二钾 1.5。pH 6.0，121℃灭菌

20 min。其中，MRS 培养基用于菌种的活化和保藏。 

1.5  实验方法 

粗甘油的预处理：将粗甘油与去离子水按质量/ 

体积比 1:1 的比例混合，降低粗甘油的黏度，然后

加入一定量的粉状活性炭（甘油:活性炭质量比为

100:1），在室温条件下搅拌吸附 3 h，搅拌结束后，

抽滤除去活性炭，得到滤液即为预处理的粗甘油水

溶液。 

菌种活化：将4℃保藏的菌种转接至新鲜的MRS

培养基中，34℃静置活化 10 h，接种量 3%（体积）。 

种子培养：将活化后的菌液再接种至装有 100 

ml 新鲜 MRS 培养基的 250 ml 锥形瓶中，在 34℃、

摇床转速 150 r·min−1下培养 10 h 后，获得种子液。 

摇瓶培养（代谢进化）：将甘油/乳酸驯化培养

基 100 ml 装于 250 ml 锥形瓶中，以 10%（体积）的

接种量接入种子液，在 34℃ 、摇床转速 150 r·min−1

下培养 12～24 h。在培养基中添加 20 g·L−1已灭菌

的碳酸钙，可缓冲摇瓶 pH 的变化。 

5 L 发酵罐发酵：发酵培养基 2 L 盛于 5 L 发酵

罐中，以 10%（体积）的接种量接入种子液，发酵

温度 34℃，搅拌转速 250 r·min−1，发酵液 pH 通

过自动流加 5 mol·L−1 的氨水控制在 6.0，通入通

气比 0.4 的空气保持微氧环境。每间隔一定时间取

样，检测发酵液中甘油浓度、乳酸浓度以及菌体的

生物量。 

菌种保藏：直接将活化好的菌株置于血清瓶

中，在 4℃条件下保存。如长期保存则需将菌液与

40%的甘油溶液等体积混合，装入菌种保藏管，在

−80℃冰箱中保存。 

1.6  分析方法 

菌体生物量的测定采用比浊法。将发酵液适当

稀释后，以蒸馏水为空白测定其在 620 nm 下的吸

光度值（OD620）；通过菌体干重与相应 OD 值的标

准曲线计算出单位体积发酵液中的菌体干重。标准

曲线方程为：y = 0.3958x + 0.0085，线性相关系数

R2 = 0.9958，其中，x 为发酵液 OD 值，y 为单位体

积发酵液菌体干重 (g·L−1)。 

甘油和乳酸的测定采用高效液相色谱。色谱条

件为：Aminex-HPX-87H 色谱柱（Bio-rad），流动相

为 0.5 mmol·L−1的 H2SO4 溶液，流动相流速为 0.5 

ml·min−1，柱温 65℃，检测器为 RID-10A 折光示

差检测器，检测器温度 45℃，进样量为 20 μl。发

酵液样品经 12000 r·min−1 离心 15 min 后取上清，

将上清液经过适当稀释和 0.22 μm 滤膜过滤处理

后，进行液相分析，通过各物质的峰面积与相应浓

度的标准曲线进行浓度计算，乘上稀释倍数即得各

物质在发酵液中的浓度。 

甘油标准曲线方程为 y = 3×10−6x + 0.053，线性

相关系数 R2 = 0.9999，其中，x 为甘油峰面积，y 为

甘油浓度（g·L−1）。乳酸标准曲线方程为：y = 4×

10−6x + 0.0111，线性相关系数 R2 = 0.9998，其中，x

为乳酸峰面积，y 为乳酸浓度 (g·L−1)。 

2  实验结果与讨论 

2.1  基于粗甘油浓度变化的代谢进化研究 

将原始菌株接入 MRS 培养基中活化后，再接

于 MRS 培养基中扩增 10 h，并将其记为 Y-0；然后

以 10%（体积）的接种量接入 100 ml 甘油驯化培养

基中，培养 24 h，即为甘油驯化的第 1 代，将其记

为 YG-1（以下编号同理）；随后将 YG-1 的菌液以

相同的接种量接入新鲜的甘油驯化培养基中，记为

YG-2。每 10 代作为一个批次，每个批次的前 5 代

培养时间为 24 h，后 5 代的培养时间缩短为 12 h，

以富集生长较快的突变株；批次间逐步提高发酵培

养基中粗甘油浓度，每驯化 10 代后接入 MRS 培养

基中保藏，分别记为 YG-10、YG-20、YG-30、YG-40、

YG-50、YG-60。其中，1～10 代所用甘油驯化培养

基中添加 50 g·L−1粗甘油，11～20 代为 70 g·L−1

粗甘油，21～30 代为 90 g·L−1粗甘油，31～40 代 
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图 1  YG 系列驯化菌株在含不同浓度粗甘油培养基中的生长曲线 

Fig.1  Growth curves of YG strains in medium of different raw glycerol concentrations 
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为 100 g·L−1 粗甘油，41～50 代为 120 g·L−1 粗甘

油，51～60 代为 140 g·L−1粗甘油。 

对通过基于粗甘油浓度变化的代谢进化所得

到的菌株 YG-10、YG-20、YG-30、YG-40、YG-50

和 YG-60（统称 YG 系列菌株）进行底物（粗甘油）

和产物（乳酸）的耐受性考察，并与原始菌株 Y-0

进行对比：（1）将保藏的各代菌株活化后，接入种

子培养基中培养 10 h（至对数生长期）；（2）将配制

好的不同浓度梯度甘油/乳酸驯化培养基加到蜂窝

板中，每孔 300 µl；（3）以 10%（体积）的接种量

将各代菌株的种子液加入不同的培养基中，即每孔

30 µl 的菌液；（4）将加好样的蜂窝板放入 Bioscreen 

C 中考察生长曲线，设置考察温度 34 ℃，每隔 1 h

进行一次吸光度测定，持续时间 40 h。 

其中，甘油驯化培养基中，粗甘油的浓度分别

为 40、70、90、110 和 130 g·L−1；乳酸驯化培养

基中，乳酸的浓度分别为 0、5、10、20 和 40 g·L−1。 

2.1.1  甘油驯化菌株的底物耐受性考察  考察 YG

系列驯化菌株对底物粗甘油的耐受性（图 1）。由图

1 可以看出，随着培养基中粗甘油浓度的提高，各

代菌株的生长情况都受到了一定程度的影响。将驯

化各代次菌株在粗甘油浓度为 130 g·L−1 的甘油驯

化培养基中的生长曲线进行比较（图 2）。如图 2 所

示，经过驯化的菌株在粗甘油浓度较高的培养基中，

与出发菌株相比，可以更快地进入对数生长期，且

生长速率提高。驯化到 40 代以后的 YG-40、YG-50

和 YG-60 三株菌在生长情况上已经明显优于原始

菌株。在生物量方面，YG-60 比出发菌株的细胞浓

度提升了 23%。 

 

图 2  YG 系列驯化菌株在含 130 g·L−1粗甘油 

培养基中的生长曲线 

Fig.2  Growth curves of YG strains in medium 

containing 130 g·L−1 raw glycerol 

2.1.2  甘油驯化菌株的产物耐受性考察  考察 YG

系列驯化菌株对产物乳酸的耐受性。随着培养基中

乳酸浓度的增加，菌体生长受到显著抑制。当培养

基中的乳酸浓度上升至 40 g·L-1 时，各代菌株的生

长已经几乎被完全抑制。说明 YG 系列菌株在乳酸

耐受性上的表现与原始菌株并没有表现出较明显的

差异。 

2.2  基于乳酸浓度变化的代谢进化研究 

将原始菌株接入 MRS 培养基中活化后，再接

于种子培养基中扩增 10 h，并将其记为 Y-0；然后

以 10%（体积）的接种量接入 100 ml 乳酸驯化培养

基中，培养 24 h，即为乳酸驯化的第 1 代，将其记

为 YL-1（以下编号同理）；随后将 YL-1 的菌液以

相同的接种量接入新鲜的甘油驯化培养基中，记为

YL-2。如此连续传代培养，每 10 代作为一个批次，

每个批次的前 5 代培养时间为 24 h，后 5 代的培养

时间缩短为 12 h，以富集生长较快的突变株；批次

间逐步提高发酵培养基中乳酸浓度，每驯化 10 代后

接入 MRS 培养基中保藏，分别记为 YL-10、YL-20、

YL-30、YL-40、YL-50、YL-60。其中，1～10 代所

用乳酸驯化培养基中添加 2 g·L−1乳酸，11～20 代

为 5 g·L−1乳酸，21～30 代为 10 g·L−1 乳酸，31～

40 代为 20 g·L−1乳酸，41～50 代为 30 g·L−1 乳酸，

51～60 代为 40 g·L−1乳酸。 

考察 YL 系列驯化菌株对底物粗甘油的耐受性

（图 3）。由图 3 可以看出，YL 系列各代菌株在不

同粗甘油浓度培养基中的生长情况与原始菌株大致

相当，各驯化代次表现出微小差异，但无明显的规

律性。 

YL 系列驯化菌株对产物乳酸耐受性考察结果

如图 4 所示。从图 4 中可以看出，代谢进化后，YL

系列菌株对乳酸的耐受性得到提升。但是在高浓度

乳酸（40 g·L−1）的抑制作用下，YL 系列的菌株

与原始菌株类似，生长也近乎停滞。如图 4 所示，

在含 20 g·L−1 乳酸的培养基中生长情况的对比来

看，YL-50 的生物量比初始菌株提升了 18%。 

2.3  分批发酵考察 

通过利用微生物全自动生长曲线分析仪

（Bioscreen C）对代谢进化得到的各代菌株进行底

物和产物的耐受性考察，对它们的生长能力与耐受

能力有了初步的了解。由于 Bioscreen C 内部的发酵

液体积较小，受传质、供氧等条件限制，菌体的生

长环境与实际发酵的体系具有一定差异。因此选取

了 YG-30、YG-60、YL-30、YL-60 四株菌进行分批 
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图 3  YL 系列驯化菌株在含不同浓度乳酸培养基中的生长曲线 

Fig.3  Growth curves of YL strains in medium containing different concentrations of lactic acid 
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图 4  YL 系列驯化菌株在含 20 g·L−1乳酸培养基中的 

生长曲线 

Fig.4  Growth curves of strains in medium containing 

20 g·L−1 lactic acid 

发酵的考察，并与原始菌株 Y-0 的分批发酵结果进

行比较，考察代谢进化对菌体发酵水平的影响。同

时，也研究了补料分批对 YL-60 菌株的发酵水平影

响。不同菌株的发酵动力学曲线如图 5 所示，分批

发酵的结果见表 1。 

从表 1 的结果可以看出，经过代谢进化后的各

代菌株，在发酵能力上相较原始菌株有所提升。其

中以粗甘油驯化至 60 代的菌株 YG-60 的批次发酵

水平相对较好。主要是因为驯化菌种提高了对培养

基的适应性, 在甘油浓度较高的发酵培养基中也可

以获得较高的菌浓, 从而可以为乳酸的合成提供有

利条件。其乳酸产量、甘油转化率以及生产强度分

别为 45.0 g·L−1、0.989 g·g−1 和 0.47 g·L−1·h−1，

相对原始菌株分别提高了 4.4%、1.5%和 4.4%。 

YG-60 经过 220 h 的补料分批发酵，最终获得

83.8 g·L−1的乳酸浓度，比分批发酵提高了近 1 倍。

乳酸对甘油的转化率达到 0.978 g·g−1，生产强度为

0.43 g·L−1·h−1。究其主要原因在于补料分批降低

了甘油对菌株的抑制作用。各驯化代次菌株的发酵

动力曲线显示乳酸是典型的生长关联型产物，产量

与菌体的生长关系极为密切。因此提高发酵菌株的

生长能力是提升乳酸发酵水平的关键。 

3  结  论 

（1）研究结果显示通过提高培养基中的粗甘

油浓度对Lactobacillus pentosusR3-8进行代谢进化，

可以提高其对高浓度粗甘油（130 g·L−1）的耐受

性。与出发菌株相比，经过代谢进化的菌株与出发 
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表 1  代谢进化菌株的分批发酵结果 

Table 1  Batch cultivation of evolved strains 
Fig.5 S0 Sf X Time Lac YP/S QP 

(a) 55.4 12.6 2.59 96 43.1 0.974 0.45 

(b) 58.0 14.4 2.53 96 44.1 0.982 0.46 

(c) 54.8 10.9 2.62 96 45.0 0.989 0.47 

(d) 55.9 12.7 2.50 96 43.9 0.979 0.46 

(e) 56.3 14.3 2.60 96 42.1 0.986 0.44 

(f) 54.6 26.0 3.22 220 83.8 0.978 0.43 

Note: (a) Y-0；(b) YG-30；(c) YG-60；(d) YL-30；(e) YL-60; (f )YL-60 

(fed-batch cultivation). 

菌株相比，可以更快地进入对数生长期，生长速率

提高。第 60 代驯化菌株生物量比出发菌株提升了

23%。 

（2）经过进化，菌株对乳酸的耐受性得到提

升。由含 20 g·L−1乳酸的培养基中生长情况的对比

可知，YL-50 的生物量比初始菌株提升了 18%。但

由于乳酸对该菌株的抑制作用比较大，在高浓度乳

酸的（40 g·L−1）情况，YL 系列的菌株与原始菌

株类似，生长也近乎停滞。 

（3）综合驯化各代次的菌株的分批发酵结果

可知，以粗甘油驯化至 60 代的菌株 YG-60 的批

次发酵水平相对较好，乳酸产量、甘油转化率以及

生产强度分别为 45.0 g·L−1、0.989 g·g−1和 0.47 

g·L−1·h−1，相对原始菌株分别提高了 4.4%、1.5%

和 4.4%。 

（4）YG-60 经过 220 h 的补料分批发酵，最终

获得 83.8 g·L−1的乳酸浓度，比分批发酵提高了近

1 倍。乳酸对甘油的转化率达到 0.978 g·g−1，生产

强度为 0.43 g·L−1·h−1。 

（5）由于 Lactobacillus pentosus R3-8 的遗传性

状比较稳定，为了获得具有更加优良发酵水平的突

变株，需要延长代谢进化的代数。乳酸是典型的生

长关联型产物，乳酸的发酵水平受到菌体生长情况

的影响，所以后续研究将围绕如何提升菌株在发酵

过程中的生长水平。 

符 号 说 明 

Lac ——发酵生成的乳酸浓度，g·L−1 

QP ——乳酸的生产强度/产率，g·L−1·h−1 

Sf ——发酵结束时甘油浓度，g·L−1 

S0 ——发酵初始甘油浓度，g·L−1 

Time ——发酵时间，h 

X ——发酵过程中发酵液最大的细胞干重值，g·L−1

YP/S ——乳酸对甘油的转化率，g·g−1 
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