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乳球菌 L529的生长条件试验

许文江　 林丽仙　陈移亮

(福建省亚热带植物研究所,福建厦门 361006)

摘要　研究乳球菌 L 529(乳酸乳球菌乳脂亚种 L 529)的最佳生长条件, 取得该菌生长的 C/ N 最佳

值为 4. 5～5. 0,及其所需维生素的量. 同时, 提出合理的生长培养基配方.经发酵中试, 该菌在 pH

为 7. 0,温度为 36 ℃的条件下,活菌数提高 5 倍, 达到工业发酵剂的菌量要求.
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乳酸乳球菌乳脂亚种( Lactococcus lact is subsp . cremoris) , 是嗜温发酵菌,与其它菌配合可

用于各种类型干酪的生产〔1〕.为了满足厂家开发乳品新产品的需要,我们从闽南佛学院学员自

制的“西藏灵菇”酸奶中提取了乳球菌 L 529.本文将对该菌进行了生理生化与营养需要的研

究,以确定该菌最佳的培养条件.同时制取发酵剂,便于工业化生产,降低成本.

1　 材料与方法

1. 1　菌种及培养基

1. 1. 1　菌种　乳酸乳球菌乳脂亚种 L 529(以下简称乳球菌 L 529) ,菌株为福建省亚热带植物

研究所收集保藏.

1. 1. 2　培养基　( 1) 25 g 麦芽汁, 5 g 蛋白胨, 4 g 肉汁, 3 g 氯化钠,碳酸钙适量, 20 g 琼脂和

1. 0 L 水, pH 值为 6. 5,于 1. 0×105 Pa 下灭菌 30 min〔2〕.该培养基用作斜面菌种培养基,去掉

琼脂,配制成的液体作为本研究发酵对照培养基. ( 2) 1. 0 g 蛋白胨, 2 mg VC, 2. 0 mg VB1 , 2.

0 mg V B2 , 1. 0 L 纯牛奶(伊利公司产) , CaCO 3适量, pH 值为 7. 0.该培养基作为本研究中试

发酵培养基.

1. 1. 3　仪器设备　GY-70液体发酵罐, WDP 微生物多用培养箱, 721分光光度计, 细菌计数

器和菌落计数器等.

1. 2　方法

1. 2. 1　最佳生长温度和 pH 值的确定　用培养基( 1)配成的液体培养基, 分别取 200 mL,
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pH 值为 4. 5, 5. 0, 6. 0, 6. 5, 7. 0, 7. 5, 8. 0, 8. 5, 9. 0, 9. 5的培养液装入 300 mL 三角瓶(下同) .

灭菌后, 分别接种, 活化培养 10 h 后的乳球菌 L 529 菌液,每 100 mL 培养基的接种量为 8×

107 个. 将其分别放置在温度(℃)为25, 30, 33, 36, 38, 40, 43和45下,静置培养 20 h.每个处理

进行 6次重复,分别在培养时间( h)为 5, 10, 13, 16, 20和 24下准确吸取培养液.用显微镜直接

计数法和平板菌落计数器计数法测定其总菌数,根据活菌数确定其最佳温度和 pH 值
〔3〕
.

1. 2. 2　最佳生长的 C/ N值测定　用半合成培养基,以牛肉膏为碳源, 蛋白胨为氮源, C/ N 值

分别取为 3. 0, 3. 5, 4. 0, 4. 5, 5. 0, 5. 5, 6. 0和 6. 5. 加入 3 mg·L
- 1

NaCl, 2 mg·L
- 1

CaCO 3,

2 mg·L
- 1

KH2PO4 , 1. 0 mg·L
- 1

MgSO 4·7H2O,配成 pH 为 6. 5的液体培养基.灭菌后, 分

别接种,活化培养 10 h 后的乳球菌 L 529菌液, 每 100 mL 培养基接种量为 8×107 个.每个处

理进行 6个重复, 于 36 ℃下静置培养 20 h.检测方法同前,以此确定最佳 C/ N 值.

1. 2. 3　最佳生长的维生素需要测定　用合成培养基,以葡萄糖为碳源, 以谷氨酸、赖氨酸、D-

苯丙氨酸、DL -天门冬酰氨、甘氨酸、丝氨酸等比例混合氨基酸为氮源, 按 C/ N 值为 4. 5,加入

3 mg·L - 1 NaCl , 2 mg·L - 1 CaCO 3, 2 mg·L- 1 KH2PO4 , 1 mg·L- 1 MgSO 4·7H2O,加入

VC, VB1 , VB2, VB3, VB5 , VB11各分别( mg·L- 1 )为 1, 2, 3, 4, 5. 另一组加入混合 3 mg·L - 1

VC, 3 mg·L - 1 VB1 , 3 mg·L - 1 VB2 的液体培养基. 灭菌后,分别接种,活化培养 10 h 后的

乳球菌 L 529菌液, 每 100 mL 培养基的接种量为 8×107个. 每组 6个重复,于 36 ℃下静置培

养 20 h.用前法测定活菌数,并依此确定维生素的需要情况.

2　 结果与分析

2. 1　乳球菌 L529最适生长温度与 pH值

按材料和方法所述,对乳球菌L 529的增殖生长与温度( t)和pH 值进行测定,结果如图 1,

2所示.图 1数据表明,乳球菌 L 529在液体培养基中培养时, 于 33～38 ℃之间的菌体增殖都

较快, 每毫升菌数(个)分别为 2. 9×108 , 5. 3×108 和 3. 0×108 .由此可确定,该菌的最适生长

温度是 36 ℃.图 2数据表明,乳球菌 L 529在 pH 值为 5. 0～9. 0之间均可生长.在 pH值为 7.

0时菌数最多, 每毫升达到 5. 7×10
8
个. pH 值为 9. 0以上或 pH值为 5. 0以下时, 该菌生长较

差,菌数( n)明显较少,每毫升菌数(个)分别为 7. 4×10
7
和 6. 3×10

7
.

图 1　乳球菌 L 529生长与温度的关系 图 2　乳球菌 L 529生长与 pH 的关系

2. 2　乳球菌 L529最适C/ N值

不同 C/ N 值对乳球菌生长的影响, 如图 3所示. 由图 3结果可确定,乳球菌 L 529生长的
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图 3　乳球菌 L 529 生长与 C/ N 值的关系

最适 C/ N 值为 4. 5和 5. 0. 此时,菌体增殖最多, 每毫升菌数(个)分别为 5. 5×10
8
, 5. 8×10

8
.

与此同时,发酵终点 pH 值均为 3. 0,产酸力较高, 其它 C/ N 值的发酵终点 pH 值为 3. 5～4. 0,

产酸积累较少.

2. 3　乳球菌 L529生长对维生素营养的需求

不同维生素对乳球菌 L 529生长的影响, 结果如表 1所示. 表中数据表明, 当 VC, VB1,

VB2, VB3, VB5和 VB11用量( C)为 3 mg·L
- 1
时,有利于该菌生长,每毫升菌数(个)分别为 3. 1

×10
7
, 3. 3×10

7
, 2. 9×10

7
, 2. 1×10

7
, 1. 6×10

7
, 1. 9×10

7
和 2. 0×10

7
.但整体水平较低,反映

了该菌对维生素的需求较重要. 对照为 1. 0×107个,混合为 1. 7×108个.

表 1　乳球菌 L 529 生长与维生素的关系

维生素 C/ mg·L- 1 n/ 107 个 维生素 C/ mg·L - 1 n/ 107个

VB1

1

2

3

4

5

2. 9

3. 1

3. 3

3. 0

2. 6

VB6

1

2

3

4

5

1. 2

1. 7

1. 9

1. 8

1. 3

VB2

1

2

3

4

5

2. 0

2. 6

2. 9

2. 7

2. 5

VB11

1

2

3

4

5

1. 2

1. 7

2. 0

2. 0

1. 6

VB3

1

2

3

4

5

1. 5

1. 9

2. 1

2. 0

1. 6

VC

1

2

3

4

5

2. 0

2. 6

3. 1

3. 0

2. 7

VB5

1

2

3

4

5

1. 0

1. 5

1. 6

1. 6

1. 4

VC, VB1和 VB2

等比例混合

3

6

9

12

15

8. 0

13. 0

17. 0

15. 0

12. 0

2. 4　发酵试验
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将以培养基( 2)置于在 10 L 和 40 L 发酵罐中, 进行 15批中试发酵比较试验,结果如表 2

所示.发酵工艺的流程为斜面菌种活化培养→菌悬液制备→30 mL 三角瓶一级种子静置培养

→1. 0 L 种子瓶种子静置培养→10 L 和 40 L 发酵罐静置培养. 培养液装量均为 70%. 表 2数

据表明,用培养基( 2)进行发酵罐试验时,平均活菌数是原配方( 1)号培养基的 5倍以上,达到

工业发酵剂的菌量要求.

表 2　乳球菌 L 529 在 10 L 和 40 L 发酵试验结果

发酵规模
每毫升原配方( 1)号

活菌数/ 108个

每毫升伊利纯牛奶

活菌数/ 108 个

每毫升新配方( 2)号

活菌数/ 109个

10 L 5. 6 3. 6 3. 3

40 L 5. 3 3. 2 3. 1

3　 结束语

乳球菌 L 529最适生长温度是 36℃, pH 值 7. 0,而生长最佳 C/ N 值为 4. 5和 5. 0. 维生素

对该菌的营养需求比较重要,特别是 VC, VB1 和 VB2 .采用培养基( 2) ,其中试发酵结果表明,

以纯牛奶为基质并添加适量 VC, VB1和 VB2的培养基, 可以大幅度提高该菌的活菌数.实验

表明, 乳球菌 L 529的营养需求比较复杂.它是从位于亚热带气候的厦门地区中筛选得到的,

与一般的乳酸乳球菌乳脂亚种不同. 它是最适生长温度较高的嗜温乳球菌,多年来一直被教

学、卫生工作者等群体自制饮用,因而在酸奶开发上有着良好的前景.

本试验得到厦门大学生命科学院胡志钰博士和厦门卫生防疫站黄建炜同志的支持,特此

致谢.
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A Test on the Growth Conditions for Lactococcus L529

Xu Wenjiang　 L in Lixian　 Chen Yiliang
(Fuj ian Inst . of Su bt rop ical Plants , 361006, Xiamen, C hina)

Abstract　A st udy was made on the optimal gr ow th conditions for the L actococcus subsp . cr emor is L 529. A

optimal C/ N o f 4. 5～5. 0 and the necessary vit amins were found; and based on w hich, a r easonabe prescr ip-

tion o f cultur e medium w as posed. A s discovered by pilot t est in fermentation, the number of liv ing bacter ia

increased up to 5 t imes under t he conditions including a pH of 7. 0 and a temperature o f 36 ℃.

Keywords　L actococcus , gr ow th condition, y ogurt
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