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乳酸菌利用罗非鱼下脚料水解液发酵 L-乳酸的探讨

邓楚津, 赖丽芬, 曾少葵, 张小红, 李瑞杰
( 广东海洋大学食品科技学院 , 广东 湛江 524088)

摘要 : 以罗非鱼( Oreochromis spp. ) 下脚料为原料, 采用高温热水抽提法提取其蛋白质作为乳酸菌发酵 L-乳酸的

氮源。以酵母膏作为对照 , 探讨了保加利亚乳杆菌( Lactobacillus bulgaricus)、嗜热链球菌( Streptococcus thermophi-

lus) 和鼠李糖乳杆菌( L. rhamnosus) 在罗非鱼下脚料水解液培养基中的生长情况及 L-乳酸的产量。结果显示 , 3种

乳酸菌在 2种培养基中均能良好地生长 , pH下降明显 ; L-乳酸产量随乳酸菌菌种不同而异 , 其中鼠李糖乳杆菌

在罗非鱼下脚料水解液培养基中发酵 10 h后, L-乳酸净产量为 3. 38 g·L - 1 , 与以酵母膏作为氮源的产酸水平相

当。可见罗非鱼下脚料水解液可以替代酵母膏作为 L-乳酸发酵的一种低成本氮源。
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Research on L-lactic acid fermentation for hydrolysate of tilapia
wastes with Lactobacillus

DENG Chujin, LAI Lifen, ZENG Shaokui, ZHANG Xiaohong, LI Ruijie
( College of Food Science and Technology, Guangdong Ocean University, Zhanjiang 524088, China)

Abstract: By hot water extraction method, we extracted the protein hydrolysate of tilapia wastes, which is used as a nitrogen source for

L-lactic acid fermentation. Compared with yeast extract, we studied the growth of Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus thermophilus

and L. rhamnosus in fermentation medium of hydrolysate of tilapia wastes, and observed the yield of L-lactic acid. Results show that

the 3 lactic acid bacteria growbetter in2 fermentation mediums and pH decreases obviously. The production of L-lactic acid varies with

different lactic acid bacteria. The net yield of L-lactic acid is 3. 38 g·L - 1 after10 h fermentation with L. rhamnosus in the fermentation

medium of hydrolysate of tilapia wastes. The yield is considerable to that of the yeast extract. Therefore, the hydrolysate of tilapia

wastes can be a substitute for yeast extract and is a low-cost nitrogen source for the yield of L-lactic acid.

Key words: tilapia wastes; Lactobacillus; L-lactic acid; fermentation

  罗非鱼 ( Oreochromis spp. ) 又称非洲鲫鱼, 原

产自非洲, 是世界水产业重点科研培养的热带淡水

鱼类, 且被誉为未来动物性蛋白质的主要来源之

一
[ 1]
。目前世界罗非鱼年产量约 300 ×10

4
t, 2007

年中国的产量 121 ×104 t, 占全球的 49% , 出口总

量占世界 50%
[ 2 ]
。罗非鱼除部分鲜销外, 主要加

工成冻鱼片出口销售, 加工中会产生大量的鱼头、

鱼骨、鱼皮及碎肉等下脚料, 约占原鱼体质量的

40% ～65% , 一般将这些下脚料丢弃或掩埋, 或生

产鱼骨粉作为饲料廉价销售, 造成环境污染和资源

浪费。

乳酸是世界公认的三大有机酸之一, 已被广泛

用于食品、药物、医药、轻工和化工等领域。自然

界中乳酸主要有 3 种构型: D-乳酸、L-乳酸和 DL-
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乳酸; 人体只能代谢 L-乳酸, 过多食用 D-乳酸或

DL-乳酸会造成人体代谢功能的紊乱。L-乳酸更多

用于生产生物可降解聚合材料———聚乳酸 ( PLA) ,

2010 年 PLA 的需求量达到 50 ×10
4
t, 其市场前景

很好, 应用潜力巨大 [ 3]
。

L-乳酸的生产主要有微生物发酵和化学合成

法
[ 4 ]
。目前国内微生物发酵生产乳酸基本以添加

酵母膏作为氮源, 其添加量占生产成本的 10% 或

以上, 极大地限制了其在工业生产中的应用。因

此, 寻找低成本且高效的 L-乳酸生产氮源是目前

的一个研究热点
[ 5 ]
。鱼类废弃物水解液含有丰富

的蛋白质、多肽、矿物质及维生素等营养物质,

且底物成本较低, 能够代替或部分代替酵母膏作

为乳酸发酵的营养来源, 从而有利于资源综合利

用和提高经济效益
[ 6]
。该研究利用罗非鱼下脚料

水解液作为氮源 , 探讨了保加利亚乳杆菌 ( Lacto-

bacillus bulgaricus, GIM 1. 204 ) 、嗜 热 链 球 菌

( Streptococcus thermophilus, GIM 1. 83) 和鼠李糖乳

杆菌 ( L. rhamnosus, GIM 1. 325) 3 种乳酸菌在罗

非鱼下脚料水解液和酵母膏发酵培养基中的生长

和 pH变化情况, 并采用高效液相色谱法测定 L-

乳酸的含量 , 以期为乳酸的工业化生产提供基础

数据。

图 1 水解液制备流程图

Fig. 1 Flowchart of preparation of hydrolysate

1 材料与方法

1.1 材料

罗非鱼下脚料由湛江环球水产有限公司提供,

经绞肉机破碎后 - 18 ℃冷冻备用; 保加利亚乳杆

菌、嗜热链球菌和鼠李糖乳杆菌均购于广东省微生

物研究所菌种保藏中心。

1.2 试剂与仪器

试剂柠檬酸、苹果酸、酵母浸膏、硫酸镁

( MgSO4 ) 、磷酸氢二钾 ( K2HPO4 ) 、磷酸二氢钾

( KH2 PO4 ) 、氯 化 钠 ( NaCl ) 、 磷 酸 二 氢 铵

( NH4 H2PO4 ) 及磷酸 ( H3 PO4 ) 等试剂均为分析纯;

甲醇和乙腈为色谱纯; L-乳酸标准品 Sigma-Aldrich

L1750, 纯度≥99. 0%。

仪器有 LC-20AD 高效液相色谱仪 ( 日本 SHI-

MADZU公司出品 ) ; HPLC 色谱柱, 5C18-MS-II;

pH计 ( 上海精密科学仪器有限公司出品 ) ; HH-

B. 11. 600-BS-Ⅱ电热恒温培养箱 ( 上海跃进医疗器

械厂出品) ; SW-CJ-2F洁净工作台 ( 苏州安泰空气

技术有限公司出品 ) ; YXQ-SG46-280S手提式压力

蒸汽灭菌锅( 上海博迅实业有限公司出品) ; DL-6M

大容量冷冻离心机( 赛特湘仪离心机仪器有限公司

出品) ; MA110 电子天平 ( 上海第二天平仪器厂出

品) ; TU-1800S紫外可见分光光度计 ( 北京普析通

用仪器公司出品) 。

1.3 试验方法

1. 3. 1 酵母膏发酵培养基的制备   按酵母膏 5

g, NaCl 0. 2 g, MgSO4·7H2 O 3 g, MnSO4·H2 O

0. 01 g, K2 HPO4 0. 3 g, KH2 PO4 0. 3 g, 蔗糖 60

g, 蒸馏水 1 000 mL配制酵母膏发酵培养基, 调

节 pH至 6. 8, 于 115 ℃灭菌 20 min, 4 ℃冷藏备

用
[ 7 ]
。

1. 3. 2 罗非鱼下脚料发酵培养基的制备   1) 罗

非鱼下脚料水解液的制备。罗非鱼下脚料水解液的

制备过程见图 1, 经测定可溶性固形物为 5%。

2) 罗非鱼下脚料发酵培养基的制备。按罗非鱼下

脚料水解液 1 000 mL, NaCl 0. 2 g, MgSO4·7H2 O 3
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g, MnSO4·H2O 0. 01 g, K2 HPO4 0. 3 g, KH2 PO4

0. 3 g, 蔗糖 60 g 配制罗非鱼下脚料发酵培养基,

调节 pH至 6. 8, 于 115 ℃灭菌 20 min, 4 ℃冷藏备

用
[ 7]
。

1. 3. 3 菌种的活化及驯化   1) 鼠李糖乳杆菌的

活化。鼠李糖乳杆菌的活化培养基为酵母膏 5 g,

蛋白胨 5 g, MgSO4·7H2 O 5 g , 蔗糖 50 g, 蒸馏水

1 000 mL, 115 ℃灭菌 20 min, 冷却备用。2) 菌种

的驯化。驯化培养基为活化培养基( 或 10% 脱脂牛

奶)与罗非鱼水解液比例 10�0, 8�2, 6�4, 4�

6 和 2�8, 蔗糖 60 g·L
- 1

, 调节 pH至 6. 8, 105 ℃

灭菌 15 min, 冷却备用
[ 9 ]
。

按 10% 的比例将已活化菌种接入 10�0 驯化

培养基中, 在各乳酸菌最适生长温度恒温培养 5

h至牛奶凝固。摇匀, 按上述方法分别接到 8�

2, 6�4, 4�6 和 2�8 培养基中进行菌种驯化,

得到适合在罗非鱼下脚料水解液中生长的菌

种
[ 10 ]
。

1. 3. 4 乳酸菌菌数和 pH的测定   乳酸菌菌数

的测定以光密度 ( OD) 表示, 菌液稀释后于波长

660 nm( OD660 nm) 处进行比色测定 [ 11 ] ; 玻璃电极法

测定发酵培养基的 pH
[ 12]
。

1. 3. 5 L-乳酸含量的测定  采用高效液相色谱

法( HPLC) 测定 L-乳酸的含量
[ 13 ]
。1) 样品的前处

理及测定条件。前处理为称取一定量样品, 加入

20 g·L
- 1

pH 2. 5 NH4 H2 PO4 溶液, 超声震荡 20

min, 4 000 r·min - 1
离心 20 min 得上清液。沉淀

物加入 NH4 H2 PO4 溶液, 超声振荡 5 min 溶解,

离心后合并上清液, 定容至 50 mL, 4 ℃冷藏备

用。上机时 0. 22 μm滤膜过滤。测定条件为色谱

柱为 5C18-MS-II; 流动相 0. 01 mol·L
- 1

pH 2. 5 的

H3 PO4 溶液; 检测波长 210 nm; 流速 1. 0 mL·

min - 1 ; 进样量 10 μL。2 ) L-乳酸标准曲线的绘

制。称取一定量的 L-乳酸标准品, 经流动相溶解

后定容。稀释质量浓度为 0. 2 mg·mL - 1
、0. 4 mg

·mL - 1
、0. 8 mg·mL - 1

、1. 0 mg·mL - 1
、2. 0 mg·

mL - 1
和 4. 0 mg·mL - 1 , 0. 22 μm 滤膜过滤后上

机, 测定其峰面积, 根据其峰面积绘制标准曲线

( 图 2) 。L-乳酸标准的相关系数 R2 = 1, 具有很

好的线性关系, 满足试验要求。3) L-乳酸的定性

定量。相同色谱条件下将样品色谱图与 L-乳酸标

准液色谱图进行对照 , 根据保留时间进行定性,

峰面积进行定量。

图 2 L-乳酸标准曲线图

Fig. 2 Standard curve for L-lactic acid content

2 结果与分析

2.1 乳酸菌的生长曲线及 pH 变化

2. 1. 1 酵母膏发酵培养基   分别接种 10% 驯化

好的乳酸菌到酵母膏发酵培养基中
[ 14]

, 每 2 h测

吸光值和 pH, 考察乳酸菌的生长情况和 pH变化

情况( 图 3) 。

在酵母膏发酵培养基中, 保加利亚乳杆菌比嗜

热链球菌、鼠李糖乳杆菌生长情况要好, 适应时间

很短, 4 h后已经基本稳定, 吸光值高, 菌体浓度

高, 生物量基本达到最大值 ( 图 3) 。嗜热链球菌、

鼠李糖乳杆菌的生长速度比较一致, 1 ～4 h为适

应期( 停滞期) , 4 h后进入对数生长期; 但鼠李糖

乳杆菌 8 h后生长基本稳定, 嗜热链球菌 10 h后才

趋于稳定, 生长情况一般。

3 种乳酸菌在酵母膏发酵培养基中的 pH 变化

趋势与其对应的吸光值变化趋势相反( 图 3) 。保加

利亚乳杆菌比嗜热链球菌、鼠李糖乳杆菌 pH下降

更快, 在 0 ～4 h呈直线下降, 8 h后 pH变化不大;

嗜热链球菌和鼠李糖乳杆菌的产酸能力基本一致,

pH下降趋势相似, 8 h后基本稳定。pH 下降结果

与其生长变化曲线吻合, 产酸量与菌体浓度呈正相

关。这与刘颖等
[ 1 5]
的研究结果一致。

2. 1. 2 罗非鱼下脚料发酵培养基   分别接种

10%驯化好的乳酸菌到罗非鱼下脚料发酵培养基

中, 每 2 h测吸光值和 pH, 考察乳酸菌的生长情

况和 pH变化情况( 图 4) 。

3 种乳酸菌在罗非鱼下脚料发酵培养基中存在
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图 3 不同乳酸菌在酵母膏培养基的生长曲线和 pH变化

Fig. 3 Growth curve and change in pH of different Lactobacillus

图 4 不同乳酸菌在罗非鱼下脚料培养基的生长曲线和 pH变化

Fig. 4 Growth curve and change in pH of different Lactobacillus

一个适应期, 适应期结束后都能良好生长, 菌体浓

度高( 图 4) 。保加利亚乳杆菌和鼠李糖乳杆菌的适

应时间较短, 此外, 3 种乳酸菌在罗非鱼下脚料发

酵培养基中的生长情况明显比酵母膏发酵培养基要

好, 吸光度值较高, 说明罗非鱼下脚料发酵培养基

更能大量提供乳酸菌生长的营养物质, 可以作为一

种乳酸菌发酵的低成本营养源。

3 种乳酸菌在罗非鱼下脚料发酵培养基中的

pH下降情况与在酵母膏发酵培养基中的情况相似,

保加利亚乳杆菌能使 pH降低更快, 产酸能力更强

(图 4)。pH下降结果与其生长变化曲线吻合, 产

酸量与菌体浓度呈正相关。说明乳酸菌也能利用罗

非鱼下脚料发酵培养基中的维生素、蛋白质等营养

物质来生长、繁殖和产酸, 这与 GAO等 [ 6]
的研究

结果一致。

2.2 L-乳酸净产量的测定

将驯化好的乳酸菌分别在 2 种发酵培养基中进

行发酵, 考察 L-乳酸净产量情况( 图 5) 。

鼠李糖乳杆菌在罗非鱼下脚料发酵培养基中产

L-乳酸较快, 净产量也较其他 2 种菌多, 发酵 10 h

后达到 3. 38 g·L
- 1

, 说明罗非鱼下脚料水解液可以

全部或者部分代替酵母膏作为 L-乳酸发酵的氮源。

据文献报道, 以玉米浆为氮源发酵 72 h的 L-乳酸

产率为 11 g·L
- 1[ 16 ]

, 玉米浸泡水发酵 96 h为 68. 5

g·L
- 1[ 17 ]

, 玉米秸秆发酵 72 h 为 69. 15 g·L
- 1 [ 18]

,

红豆粉发酵 48 h为 92. 0 g·L- 1 [ 19 ]
。显然该研究产

量偏低, 这可能与发酵时间太短( 10 h) , 乳酸菌主

要利用营养物质进行自身生长和繁殖, 代谢产物转

化率低有关
[ 2 0]
。

为了更直观分析鼠李糖乳杆菌发酵产 L-乳酸

情况, 对鼠李糖乳杆菌在罗非鱼下脚料发酵培养基

和酵母膏发酵培养基中的 L-乳酸净产量进行对比

分析( 图 6) 。

鼠李糖乳杆菌在 2 种发酵培养基中 L-乳酸的

增长趋势相似, 净产量相差不大, 基本达到以酵母

膏作为氮源的产酸水平( 4. 17 g·L - 1 ) ( 图 6) 。结果
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图 5 乳酸菌在酵母膏与水解液培养基中 L-乳酸的净产量

Fig. 5 Net yield of L-lactic acid in yeast extract medium and hydrolysate with Lactobacillus

图 6 鼠李糖乳杆菌在 2种培养基中 L-乳酸的净产量

Fig. 6 Net yield of L-lactic acid of L. rhamnosus

in both mediums

表明, 利用罗非鱼下脚料水解液生产 L-乳酸切实

可行, 鼠李糖乳杆菌更适合利用罗非鱼下脚料中的

营养物质来产生 L-乳酸, 它能以最少的氮源生产

出相当量的 L-乳酸, 这对工业化生产尤为重要。

3 结论

1) 保加利亚乳杆菌、嗜热链球菌和鼠李糖乳

杆菌在酵母膏和罗非鱼下脚料发酵培养基中均能很

好地生长, pH下降明显, 产酸能力较高。从菌体

生长及产酸能力情况看, 保加利亚乳杆菌优于其他

2 种乳酸菌。

2) 鼠李糖乳杆菌在 2 种发酵培养基中 L-乳酸

的净产量均比保加利亚乳杆菌、嗜热链球菌的高,

分别达到 4. 17 g·L
- 1
和 3. 38 g·L

- 1
。可见, 利用罗

非鱼下脚料水解液全部或者部分代替酵母膏作为鼠

李糖乳杆菌发酵 L-乳酸的氮源是切实可行的。

3) 乳酸菌在罗非鱼下脚料发酵培养基中产 L-

乳酸效果不理想, 可能是因为发酵时间太短、乳酸

菌主要利用营养物质进行自身生长、繁殖和代谢产

物转化率低有关, 后续研究应重点对发酵时间进行

优化。
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