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鳕鱼下脚料水解液的连续乳酸发酵

卢红梅
(贵州工业大学化学与生物工程学院，贵州贵阳550003)

摘 要：探讨了胚芽乳杆菌在鳕鱼下脚料水解液(4 g／L葡萄糖)中的生长及产酸情况，结果表明，

在32℃的恒温室，经过24 h的静止培养，水解液的pH值为4．3，茵落数(CFU)为4．0×109，低于

相同条件下在MRS培养的pH值3．8，茵落数(cFu)5．5 X 109；但在水解液中培养至72 h时，水解

液的pH值可降至4．1．在水解液中静止培养的前20 h是胚芽乳杆茵生长的旺盛期，连续培养应从

静止培养15 h、pH值4．5左右开始．在连续培养的105 h内，新鲜培养基的流加速度为70 mL／d，

PH值几乎能恒定在4．5左右，葡萄糖和乳酸含量也基本保持恒定．
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Continuous Lactic Acid Fermentation of Haddock Hydrolysate

LU Hong—mei
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Abstract：In this paper，Lactobacillus plantarum was incubated in haddock hydrolysate with 4．0

g／L glucose at 32℃．After 24 hours’incubation，the pH value and the colony forming units

(CFU)were 4．3 and 4．0×109 respectively，while those values in fermentation with MRS medium

3．8 and 5．5×109，respectively．The pH value of haddock hydrolysate could reach to 4．1 after 72

hours’batch incubation，and the fast growth period was the first 20 hours．The continuous

fermentation was started after 15 hours’batch incubation and the pH value dropped to 4．5．

Continuous lactic acid fermentation was successfully conducted for a period of 105 hours at a

nutrient feed rate of 70 mL／d，and a constant pH of 4．5，laerie acid and glucose concentration

were maintained constantly．
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近年来，我国对鱼下脚料研究的主要方向是对

低值蛋白资源的高值化利用，生产如鱼露、水解鱼

蛋白等附加值较高的产品，但其工艺复杂、生产成

本高、加工损失较大‘1~引．国外则更多的直接将鱼下

脚料水解液酸化后作饲料或肥料，该方法工艺简

单、成本低、无大量废水产生．鳕鱼的下脚料是除去

市售鱼肉后所剩的鱼头、尾和骨骼(有时也包括内

脏)，约占原鱼的60％．鳕鱼下脚料水解液来自绞碎
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的下脚料，在较高温度经木瓜蛋白酶使蛋白质水

解，鱼骨过滤去除后，将水解液进行酸化处理以作

饲料添加剂或肥料．对于酸化处理，可用有机酸或

无机酸，如果仅用如硫酸等无机酸，其pH值必需降

至2．0才能较长时间地保藏，并且在肥料或饲料添

加剂被使用之前必需进行中和处理，利用乳酸发酵

将pH值降至4．0左右，再加0．1％～o．2％的苯甲

酸、丙酸或山梨酸就能达到长期保藏的目的．利用

有机酸降低酸度具有较大优势，因为这样就能直接

利用鱼类下脚料而不需要预先中和，并且有机酸和

微生物菌体能被饲养动物和土壤利用，可提高饲料

的营养价值且不会产生由于利用无机酸时导致的

土壤酸度逐渐下降而破坏土壤的结果[4矗]．

胚芽乳杆菌(Lactobacillus plantarum)，又名

植物乳杆菌，属于一种产酸能力较高的同型乳酸发

酵菌种，适合于对鳕鱼下脚料水解液进行乳酸发

酵，但发酵时需外加可发酵性糖，已有利用废糖蜜

作碳源成功的报道[4]．作者主要探讨了添加葡萄糖

时鳕鱼下脚料水解液的乳酸发酵及连续发酵系统

的建立．

1材料与方法

1．1鳕鱼下脚料水解液的制备

将鳕鱼下脚料用绞肉机绞碎，加入质量分数

0．0125％的乙氧喹和质量分数0．05％的木瓜蛋白

酶水溶液；71℃搅拌加热15 min，再升温至90℃，

保持10 rain灭酶；最后用冰水将醪液降温至40～

45℃，用20目的尼龙网过滤，滤过液即水解液贮于

一20℃备用．

1．2微生物培养条件

胚芽乳杆菌(Lactobacillus plantarum)是从水

化的Stabisil(商业用多种乳酸菌复合粉末，Medip—

harm，USA)中分离出来的．菌体保存在冷冻的

MRS加体积分数15％甘油的贮存液中(～75℃)．

使用前先在室温或32℃水浴中解冻菌液，后将菌

液用划线法在MRS平板上进行分离，32℃下培养

24 h．培养皿上应无杂菌生长，挑选较大的典型菌落

接种于MRS试管斜面上，32℃下培养24 h，将一

环菌液接种人MRS试管，32℃下培养12～24 h，

即得菌种接种液¨j．

1．3间歇和连续发酵方法

50 g／L的葡萄糖水溶液单独灭菌，冷却后无菌

加入经过灭菌、冷却的鳕鱼下脚料水解液中，使葡

萄糖的质量浓度为4．0 g／L，将扩培好的胚芽乳杆

菌接种液按接种量体积分数5％接人水解液中．在

32℃恒温室内静止培养，并定期取样分析．

对于连续发酵，先将200 mL接种后的醪液静

止培养15 h，然后将培养液无菌移人已灭菌的连续

发酵系统中．该系统的发酵容器带有侧管，并与一

装有500 mL的已灭菌、调糖的水解液贮液槽相连，

一个计量泵控制液体从贮液槽进入发酵室，计量泵

的开关由时间控制器(Fisher Scientific，Cat．No．

06—662-7)控制．新鲜培养基从发酵室顶部的管内泵

人发酵室底部，底部的磁力搅拌器在不停地搅拌，

当新鲜培养基泵人时，从发酵室的侧臂上等量地流

出已发酵好的醪液并进入收集器内．

1．4样品分析

1．4．1乳酸分析见文献[6，7]．

1．4．2葡萄糖分析 取1 mL解冻的上清液放入

试管内，加入1 mL酶液(O．045 mol／L醋酸缓冲液

中加入59 btg／mL 3，3’一二甲氧基联苯胺、8．7

／zg／mL过氧化物酶、0．9 btg／mL葡萄糖氧化酶，调

pH值为5．1)，试管在37℃中水浴保温1 h，取出后

加1滴1 mol／dm3 HCI，再加1 mL蒸馏水，然后在

400 nm下以试剂为空白测光密度值，定量计算可查

葡萄糖标准曲线(0～4 mg／管)．所有样品均一式

2份．

1．4．3 pH值测定 无菌吸取发酵液5～10 mL，

放入洁净试管内，待冷至室温后用数字pH计

(Fisher Scientific Accumet Model 25 pH／ion me—

ter)直接测量，pH计使用前用pH 4．0和pH 7．0

的缓冲液标准化．

2结果与讨论

2．1鳕鱼下脚料水解液对胚芽乳杆菌的影响

过20目筛的水解液呈醪液状，其固形物质量

分数约为16．5％．将胚芽乳杆菌培养在含葡萄糖4

g／L的水解液和最适培养基MRS(4 g／L葡萄糖)

肉汤中，图1从pH值及菌落数的变化体现胚芽乳

杆菌在这两种基质中的生长情况．从图1可见，经

过24 h的培养，胚芽乳杆菌在水解液中培养时其

pH值的降低速度低于在MRS中培养的情况，且最

终pH值在水解液中为4．3，而在MRS中为3．8；从

菌体的生长情况看，在水解液中菌体的生长在开始

有一速度较慢的缓冲阶段(2 h)，在MRS中则没

有，菌落的增长速率和最大生长量也略低子在MRS

中的培养．虽然胚芽乳杆菌不能以最佳的状态在水

解液中生长和产酸，但也能满足乳酸发酵的要求．
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图1胚芽乳杆菌培养在水解液及MRS中的pH值及

菌落数比较

Fig．1 The pH values and colony forming units(CFU)

in MRS broth and haddock hydrolysate

2．2鳕鱼下脚料水解液中胚芽乳杆菌的静止培养

当葡萄糖溶液为4 g／L时，胚芽乳杆菌在鳕鱼

下脚料水解液中乳酸发酵的pH值、乳酸及葡萄糖

含量的变化见图2．从图中可看出，在发酵的前20

h内，发酵液的pH值下降、葡萄糖含量减少和乳酸

含量增加几乎都呈线性关系，20 h后，pH值、葡萄

糖和乳酸含量的变化趋于缓和，当发酵至72 h时，

水解液的pH值为4．1，说明经过较长时间的培养，

其pH值能降至4．0左右，可满足贮藏的要求．同

时，培养的前20 h是发酵最旺盛的时期，连续发酵

应当在菌体生长的对数生长期到稳定期之间，故连

续发酵必须从前20 h的某一点开始．
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发酵时间／h

酵时新鲜培养基的流加速度分别为70，70，55

mL／d．图3中样品A是初始pH值为4．7，即培养
10 h的样品，此时菌落数经过10 h的培养尚未达到

最高值，当新鲜培养基的流加速度为70 mL／d时，

在80 h培养时间内pH值从4．7升至4．9；若静止

培养20 h(样品C)时开始连续培养，由于难以保持

较低的初试pH值(pH 4．3)，同时活菌数已有所降

低，培养液即使流加速度较低(55 mL／d)，在连续发

酵的80 h内其pH值仍从4．3升至4．5；只有当静

止培养15 h、pH值为4．5的样品B，其菌落数可达

最高，在适当的新鲜培养液流加速度下(70 mL／d)，

pH值基本稳定在4．5左右．故在连续发酵前，静止

培养时间应为15 h、pH值4．5左右．虽然鳕鱼水解

液经连续发酵后的pH值在4．5左右，由于胚芽乳

杆菌为兼性厌氧微生物，在缺氧的情况下仍能继续

发酵，将pH值在4．5左右的发酵液密闭置于常温

下，1周内其pH值能降至4．0左右．

发酵时间，h

图3不同静止培养时间开始连续发酵的pH值比较

Fig．3 The pH value changes in continous fermentation

with different starting time

墨 2．4连续发酵中最适培养基流加速度的确定
A

图2水解液乳酸发酵过程中pH值、乳酸及葡萄糖含

量随时间的变化

Fig．2 The changes of pH value．1actic acid and glucose

concentrations in haddock hydrolysate with L

plantarum fermentation

2．3连续发酵前．静止培养时间的确定

从图2可知，连续发酵应从间歇培养的20 h以

内开始，具体应静止培养多久，图3中A，B，C 3个

样分别取静止培养10，15，20 h时开始连续培养的

结果．这3个样的pH值分别为4．7，4．5，4．3；菌落

数分别为5．16×109，6．10×10。，4．08×109；连续发

取静止培养至pH值4．5左右的发酵液开始连

续发酵，图4a，4b，4c是新鲜培养基流加速度分别为

50，70，120 mL／d时，在75～105 h连续发酵过程

中，发酵液的葡萄糖、乳酸含量及pH值的变化情

况．从图4c中可看出，当流加速度为120 mL／d时，

75 h的连续培养过程中，pH值从4．5增至4．7，葡

萄糖含量不断增加，乳酸含量不断减少，这已破坏

了连续发酵所要求的平衡，说明流加速度过快；从

图4a可知，当流加速度为50 mL／d时，经过105 h

的连续培养，pH值从4．5降至4．3，葡萄糖含量不

断下降，乳酸含量不断上升，这说明培养基流加速

度过低；由图4b可知，当流加速度为70 mL／d时，

pH值、葡萄糖和乳酸含量在105 h的连续发酵过程

中虽有一定的波动，但几乎都能稳定在连续发酵的

起始值，说明70 mL／d的培养基流加速度较适合．

故连续发酵中最适培养基流加速度以70 mL／d
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图4a流加速度为50 mL／d的连续乳酸发酵

F电．4a Continuous lactic acid fermentation with 50

mL／day nutrient feed rate
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图4b流加速度为70 mL／d的连续乳酸发酵

Fig．4b Continuous lactic acid fermentation with 70

mL／day nutrient feed rate
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3 结 论

鳕鱼下脚料水解液对胚芽乳杆菌的生长和产

酸虽有一定的影响，但能在培养到72 h时，使水解

液的pH值降至4．1，基本满足贮藏对水解液的要

求；对鳕鱼下脚料水解液的连续发酵而言，连续发

酵前静止培养，以15 h、发酵液pH值4．5左右为

宜，此时菌落数达最大，易使连续培养系统保持稳

定；在鳕鱼下脚料水解液的连续发酵过程中，新鲜

培养基的流加速度以70 mL／d为宜．
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