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电能在鳕鱼下脚料水解液乳酸发酵中的应用

卢红梅
（贵州工业大学 化学与生物工程学院，贵州 贵阳22###$）

摘 要：研究了外加直流电应用在鳕鱼下脚料水解液中胚芽乳杆菌（!"#$%&"#’(()*+(",$"-).）的

乳酸发酵)在电能发酵（4546）系统中，中性红浓度和电压值对789肉汤和水解液的影响明显不

同)在最适的中性红浓度（-##!:’(／;）和电压（-)#&）条件下，鳕鱼下脚料水解液经"0<的发酵后

乳酸量提高了--)%=，最终>?值为")#3#)
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鳕鱼的下脚料是除去市售鱼肉后所剩的鱼头、

尾和骨骼，约占原鱼的3#=［-］)通过木瓜蛋白分解

酶的水解作用，其产物可作为饲料添加剂或肥料)
但不论作何种用途，都不可避免地需要对水解液进

行保藏，大多数采用酸化的方法进行保藏，如果仅

用如硫酸等无机酸，其>?值必须降至!)#才能较

长时间地保藏，并且在使用肥料或饲料添加剂之前

必须进行中和处理，利用乳酸发酵将>?值降至")
#，再加苯甲酸、丙酸或山梨酸就能达到保藏的目

的)利用有机酸降低酸度具有较大的优势，因为这

样就能直接利用鱼类下脚料而不需要预先中和，并

且有机酸可被饲养动物和土壤微生物直接利用，不

会由于利用无机酸而导致的土壤酸度逐渐下降从

而破坏土壤［!］)
电能发酵（4546，F(FIRM’5FDFMEGOGDETFM:FDRJ5

RG’D）提高发酵产率首先是由?’DE’和;UJ<JMJ提

出来的，他们将电能用在黄色短杆菌（/-01’&"#$0-’2
).3("1).）的谷氨酸发酵中，能使;5谷氨酸质量分
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数增加!"#［$］%电能发酵中的氧化态中性红（&’，

()*+,-.,)/）作为一种人工电子载体，对菌体无毒、易

与细胞膜耦合且能还原&01，同时电流可将&’还

原［2］%对于葡萄糖的乳酸发酵，经糖酵解所产生的

丙酮酸在乳酸脱氢酶的催化下作为受氢体被还原

为乳酸［"］%故乳酸发酵中胚芽乳杆菌（!"#$%&"#’(()*
+(",$"-).）为耗氢菌，在电化学生物反应器的培养

基中，电还原的中性红可作为菌体生长和代谢的还

原力（,)/*34(5678),），即&’被阴极电流持续还

原，接着被胚芽乳杆菌或混合的产乳酸培养基氧

化，同时将&01还原成&019:，乳酸脱氢酶就能

将&019:的氢传给丙酮酸以生成乳酸［2］%
本试验的目的在于比较电能发酵系统中胚芽

乳杆菌在其最适培养基;’<和鳕鱼下脚料水解液

中的乳酸发酵，探索鳕鱼下脚料水解液中电能发酵

的最适电压值和中性红浓度%

! 材料与方法

!"! 微生物培养条件

胚芽乳杆菌（!"#$%&"#’(()*+(",$"-).）是从水

化的<+-=4>4.（多种乳酸菌复合粉末，;)/46?-,@，

A<0）中分离出来的%其液体培养基为乳酸杆菌

;’<肉汤培养基（每升蒸馏水中包含蛋白胨$号

!B%B5，牛肉浸膏!B%B5，酵母浸膏"%B5，葡萄糖

:B%B5，聚山梨酸酯CB!%B5，柠檬酸铵:%B5，醋酸

钠"%B5，硫酸镁B%!5，硫酸锰B%B"5，磷酸二氢钾

:%B5），固体斜面培养基中加入!%"5／/D的琼脂，

软性琼脂保藏培养基中加入B%E"5／/D的琼脂%菌
种通常作穿刺培养于软性琼脂保藏培养基中，于2
F下保存!!:个星期再转接%使用前在固体斜面

培养基中活化培养（$:F下:2?），再用;’<肉汤

培养基进行逐级扩培，每次经$:F培养!:!:2?%
鳕鱼下脚料磨碎并用木瓜蛋白酶水解［!］%"B5／

/D的葡萄糖水溶液单独灭菌，冷却后于无菌状态下

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$%B5／/D，将扩培好的菌液按接

种量"#接入水解液中%
氧化态中性红（$G氨基GEG二甲基氨G:G甲基苯盐

酸）溶液（!%B5／/D）用过滤法除菌，并按要求的质量

浓度加入；鳕鱼水解液培养基作阴极，!BB@@7.／D
磷酸钠加!BB@@7.／D&-H.缓冲液（69值I%B）用

作阳极%
!"# 乳酸分析

!%#%!! 发酵水解液的澄清 取"%B@D发酵样

品置于试管中，加入B%$@D:"5／/D的J(<K2，再

用"@7.／D的&-K9将69值调至E%I!E%C，然后

在!BBBB,／@4(下离心:B@4(，倾倒出上清液，在

L:BF下贮存%
!%#%#! 乳酸比色分析法取!@D解冻的上清液于

试管内，加入!滴!%B5／/D的H*<K2溶液，在不断

搅拌的情况下缓慢加入I@D浓硫酸，在室温下放

置"@4(，然后将该试管放入冰水中冷至:BF以

下，再加入!滴（B%B"@D）磷G羟基二苯溶液（按!%B
5／/D溶解于B%BC@7.／D&-K9溶液中），将试管内

液体混匀，室温下放置过夜，于在"EB(@处用!3@
的比色皿以试剂空白为对照测其光密度%用醋酸锂

（!%B2!!B%2"5／@D，<45@-公司）作标准曲线%所

有样品皆两份［I］%
!"$ 反应装置

电化学生物反应系统采用硼硅酸玻璃制成，阴

极和阳极用一种电合成的阳离子选择膜分隔开（见

图!）%除了质子或阳离子可以通过外，化学物质或

代谢物均不能通过%阴阳极是精细的石墨纺织毡，

并用铂丝将其与阴阳电极相连，选择铂丝的理由是

其优于大多数材料的钝性和化学不活泼性%在阴极

加入!"B!!EB@D接种后的培养液，在阳极加入等

容量的电解质溶液，参比和工作电极应完全浸入

阴、阳极溶液中%生物反应器的底部不停地进行磁

力搅拌，从培养的开始就通入直流电%

图! 电化学生物反应装置筒图

%&’"! ()*+,-.&)/&’01+2/.*++3+).12)*+,&)-34&21+-).21
565.+,

# 结果与讨论

#"! 胚芽乳杆菌在78(中的培养

;’<肉汤是胚芽乳杆菌的标准培养基，不同的

中性红浓度和电压值对乳酸增加百分率和69值的

影响见表!%在;’<肉汤中，胚芽乳杆菌:2?内就

可完成发酵%表!中中性红的浓度分别是!B，"B，
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!""!#$%／&，所使用的直流电电压分别为"’(，!’"
和)’"*’+,值直接从发酵液测出，乳酸增加百分

率（-）是相对于空白值（无电能、不加中性红）增加

的百分率’表!还列出在电能和中性红共同作用

（./.0）与只加中性红、不加电能（1/./.0）的对

照’结果表明，在 234肉汤培养基中，胚芽乳杆菌

发酵的最适中性红浓度和电压是!"!#$%／&和"’(
*，在此条件下经过)56发酵，乳酸质量分数增加

!7’8-，最终+,值是7’(99’至于不同浓度中性红

对发酵的影响，在电压为"’(*和!’"*的情况

下，无论是在电能系统还是非电能系统，!"!#$%／&
的中性红浓度比("，!""!#$%／&的效果都好，且("

!#$%／&略优于!""!#$%／&，即中性红的添加能增

加乳酸的产量，且在适宜的电压作用下，其增加百

分率要高得多’对于所使用的电压，在234肉汤培

养基的7种中性红浓度中，有效电压"’(*优于

!’"*’当电压增加到)’"*时，在所加的中性红浓

度下，乳酸产量减少，电压对乳酸产量和+,值的影

响较中性红大’
!"! 胚芽乳杆菌在水解液中的培养

在鳕鱼下脚料水解液中，不同的中性红浓度和

电压值对乳酸增加百分率和+,值的影响见表)’表

)是发酵)56和596的结果，其中性红浓度和电压

值分别为!"，("，!""!#$%／&和"’(，!’"，!’(*’
发酵)56时，最佳的中性红浓度和电压值分别是

!""!#$%／&和"’(*，其+,值和乳酸的相对增加

量为5’)59-和!!’(-’经过596的培养后，最佳

的中性红浓度和电压值是!""!#$%／&和!’"*，其

+,值和乳酸的相对增加量为5’":"-和!!’;-，相

对于234肉汤培养基，在鳕鱼下脚料水解液中，中

性红浓度为!""!#$%／&的影响较!"!#$%／&和("

!#$%／&大，而在!"!#$%／&和("!#$%／&之间的影

响不大’从表)还可以看出，在电压为"’(*下，发

酵)56的乳酸增加量大于发酵596的乳酸增加

量’而在电压为!’"*下，除了中性红浓度为!"

!#$%／&的样品外，发酵596的乳酸增加量大于发

酵)56的乳酸增加量’当电压增至!’(*时，乳酸

产量低于对照样，+,值高于对照样’对中性红的影

响，除了!’(*的情况外，几乎所有其它样品（("

!#$%／&，"’(*，1/./.0样除外）在试验的中性红

浓度下，其乳酸质量分数都高于对照值，+,值低于

对照值；所有样品在"’(*和!’"*的作用下的乳

酸产量和+,值都优于非电压作用的样品’
比较胚芽乳杆菌在234和水解液电能发酵中

的最适条件，在水解液中13浓度和电压值（!""

!#$%／&，!’"*）皆高于在234中的值（!"!#$%／&，

"’(*）、且能耐受的最高电压、发酵周期和最低+,
值也不同，这可能是由于水解液中固形物质量分数

较高（!:-"!9-），导致了高渗透压影响菌体的正

常生长，但电能发酵对菌体的生长和产酸有明显的

促进作用’同时，在电能（./.0）或非电能（1/./.
0）系统中，中性红的添加能有效地增加乳酸产量，

这可能是由于中性红的性质如非抑制性、亲脂性、

高疏水性和低电容使乳酸产量在电能或非电能系

统中都有所增加’在电能系统中，电流可作为一种

外加的还原力源，但完整的细胞不能直接与电极作

用，而被电能还原的中性红载有电子，当中性红与

细胞膜耦合时，电子进入细胞的新陈代谢，使细胞

生长速度加快并产生更多的代谢产物［;］’当电压增

加到一定值时，胚芽乳杆菌的生长和代谢就会受阳

极溶液电解作用的影响，因为电解作用会在阳极产

生诸如氯气这样的有毒产物’
表# $%&肉汤中中性红浓度和电压值对乳酸质量分数和’(值的影响

)*+"# ,--./01-23--.4.506%/15/.504*0315*52*’’73.28170*9.157*/03/*/32’412:/0315（*;<1-/150417）*52’(8*7:.35$%&
+410=

电压／*
+,值或乳酸

增加百分率／-

中性红溶液浓度

!"!#$%／&
./.0（!） 1/./.0（)）

("!#$%／&
./.0 1/./.0

!""!#$%／&
./.0 1/./.0

"’(
+,值 7’(99 7’;"8 7’:7; 7’:9" 7’:58 7’788

乳酸增加百分率／- !7’8 (’( 5’) )’7 7’9 !’:

!’"
+,值 7’:;" 7’;"9 7’;"! 7’;)) 7’:7" 7’:98

乳酸增加百分率／- !"’8 7’: )’( "’( !’5 !’"

)’"
+,值 7’;5" 7’:8" 7’;(( 7’;": 7’:89 7’:77

乳酸增加百分率／- <!"’" 7’7 <(’7 )’5 <;’" !’5

注：./.0，电能发酵；1/./.0，指非电能发酵（1$=/>%>?@A$/>=>ABCDC=BE>A#>=@F@C$=），但加有中性红（下同）’
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表! 鳕鱼下脚料水解液中中性红浓度和电压值对乳酸质量分数和"#值的影响

$%&’! ())*+,-)./))*0*1,23+-1+*1,0%,/-1%1.%""4/*.5-4,%6*-14%+,/+%+/."0-.7+,/-1（%89-)+-1,0-4）%1."#5%47*/1:%.;
.-+<:=.0-4=8%,*

电压／!
"#值或乳酸

增加百分率／$

发酵

时间／%

中性红溶液浓度

&’!()*／+
,-,.（&） /-,-,.（0）

1’!()*／+
,-,. /-,-,.

&’’!()*／+
,-,. /-,-,.

’21

"#值

乳酸增加

百分率／$

03 32013 3244’ 32050 32061 32037 32068

37 32&4’ 32&78 32&47 32&13 32&48 32&7&

03 52& 428 327 &2& &&21 32&

37 320 &21 &27 -020 &’28 121

&2’

"#值

乳酸增加

百分率／$

03 324’3 32441 324’3 324&1 3208’ 3241&

37 32&34 32&75 32&44 32&86 32’8’ 32&67

03 727 426 020 &25 124 424

37 423 &23 52’ 321 &&25 02&

&21

"#值

乳酸增加

百分率／$

03 32401 324&1 32431 32067 32407 32075

37 320’’ 32&15 32083 320’& 32&65 32&15

03 9’27 &24 9524 12& 9825 321

37 902& 820 982’ 321 932’ &23

> 结 论

中性红和电压对胚芽乳杆菌在:;<肉汤培养

基和鳕鱼下脚料水解液的作用有明显的不同：首

先，产生最高乳酸量和最低"#值的中性红浓度和

电压值不同2在鳕鱼下脚料水解液中，其中性红浓

度和电压值（&’’!()*／+、&2’!）都高于:;<肉汤

培养基（&’!()*／+、’21!）；第二，最高的有效电压

不同2在鳕鱼下脚料水解液中电压应低于&21!，而

在:;<肉汤培养基中应低于02’!；第三，胚芽乳

杆菌在:;<肉汤培养基中的发酵周期为03%，"#
值可达42177，而在鳕鱼下脚料水解液中发酵周期

为37%，最终"#值为32’82对中性红而言，无论在

电能（,-,.）或非电能（/-,-,.）系统中，中性红的

添加都能有效地增加乳酸产量，同时，在有效的电

压范围内，电能使乳酸产量的提高明显高于对照，

发酵液的"#值降低更明显2
初步探讨了电能发酵在鳕鱼下脚料水解液乳

酸发酵中的作用，至于不同种类电子载体的选择及

添加的时间、电能作用开始的时间、不同电极材料

的影响等方面都有待进一步研究2
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