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混合乳酸茵发酵改善罗非鱼蛋白酶解液风味的研究
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摘要：通过嗜热乳链球菌(&rep￡ococW沌删妣)和保加利亚乳杆菌(￡肿铆oams 6咖血獬)混合发酵，改善
罗非鱼(O陀。曲ro玎妇蒯毗话獬)下脚料蛋白酶解液风味，采用响应面设计试验考察乳酸菌发酵时间(x。)、温度

(五)及接种量(蜀)对酶解液风味感官评分值(y)的影响，并利用同时蒸馏萃取与气相色谱．质谱(Gc．Ms)

联用技术测定挥发性成分。结果表明，响应面分析法(RsM)优化的乳酸菌发酵条件为时间9 h，温度45℃，

接种量16％，预测风味感官评分值为4．1；酶解液发酵后的挥发性成分由原来的27种增加至33种，增加的主要

是酯类物质，另外产生了辛酸及十六醛等风味物质。乳酸菌发酵能减弱罗非鱼酶解液的腥味，但脱苦效果不明

显。
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罗非鱼(0砌如rD疗蕊蒯D￡记吣)是水产养殖业的

重要品种之一，其肉质白嫩鲜美、蛋白质含量高，

深受国内外消费者欢迎。FAO统计数据表明，2008

年世界罗非鱼产量达250×104 t，中国约占50％。目

前，罗非鱼除部分鲜销外，大部分用于加工成冻鱼

片出口⋯。加工过程产生大量的下脚料——鱼头、

鱼骨，其中含有丰富的蛋白质‘2I。为了充分利用这

些蛋白质资源，酶法水解是有效途径之一，但水解
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时常产生一些腥味物质，从而限制其应用。目前，

一般采用活性炭吸附法、微孔膜过滤法、B．糊精包

埋法及微生物发酵法等进行脱腥处理∞。6 J。曾少葵

等[_¨利用乳酸菌发酵有效去除罗非鱼下脚料酶解液

的腥味。该文采用响应面设计试验优化混合乳酸菌

发酵条件，通过比较发酵前后酶解液氨基酸组成及

挥发性成分，探讨改善罗非鱼下脚料酶解液风味的

有效方法，旨在为其高值化利用提供依据。

1材料与方法

1．1材料与菌种

酶解液由罗非鱼头、鱼骨捣碎后经蛋白酶水解

制得。嗜热乳链球菌(Isf印幻cDc凇￡k瑚opM潞)及

保加利亚乳杆菌(￡伽靓口cc琳6啦弘廊娜)购于广东

省微生物研究所菌种保藏中心。

1．2试验方法

1．2．1乳酸菌发酵 参照文献[7]的方法。

1．2．2风味评定 采用感官评定法，10名鉴评

员按表1标准评分。

1．2．3试验设计 采用中心组合设计(CCD)

优化乳酸菌发酵条件，选择时间(x，)、温度

(五)和接种量(x，)为自变量，其低、中、高水

平分别以一1，0，+1进行编码(表2)。

表l评分标准(5分制)

Tab．1 sco血g standard 0f sensory ten

表2响应面设计因素与水平

Tab．2 Factor柚d l盱d of懈pon∞su嘞∞

1．2．4 数据分析 采用statistical Analysis sys·

tem so胁are(Ver 8．01)软件对试验结果进行回归

分析，其线性回归方程为描述响应量(感官评分

值)与自变量(发酵条件)关系的二阶经验模型：
4 4 3 4

y=风+∑卢；x；+∑卢。霹+∑∑届#xi葺

式中y为预测的感官评分值；风为常数项；

卢i、J8i和JBi分别为一次项、二次项和交互项系数；

置和xi为自变量编码水平，用MATLAB软件对试

验数据进行拟合。多项式模型方程拟合性质由系数

尺2表达，其统计学上的显著性由F值检验，采用

典型分析预测最佳发酵条件∽]。

1．2．5氨基酸组成分析 采用日立835_5型氨

基酸分析仪测定游离氨基酸。

1．2．6挥发性成分的测定 1)同时蒸馏萃取。

取100 rIlL酶解液于250ⅡlL圆底烧瓶接于SDE装置

一端，电热套加热，保持微沸，磨口烧瓶装50-IlL

重蒸乙醚接SDE装置另一端，45℃水浴加热，蒸馏

2 h，保留乙醚萃取液，加无水硫酸钠(Na2sO。)脱

水后浓缩至l tllL，供气相色谱．质谱联用仪(GC—

Ms)分析。2)GC—Ms定性分析。色谱柱：Rtx一

5啪，30 m×0．25岬×0．25舢石英毛细管柱；程
序升温至50℃，保持2 IIlin后以5℃·lIIin。升温到

300℃，再以10℃·IIlin。1升温到320℃，进样温度

250℃，体积流量1．58ⅡlL·IIlin一；分流比12：1；

质谱条件：电离方式为EI，电子能量70 eV，离子

源温度为200℃，接口温度为250℃。试验数据处

理由软件系统完成，未知化合物经计算机检索同时

与NIsT谱库(107 k compounds)和Wiley谱库(320

k compounds，Ver 610)相匹配，仅列出匹配度大于
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80％的化合物。 值(1，)为因变量进行随机试验，结果见表4。

2结果与讨论

2．1混合菌种比例确定

2种乳酸菌按不同比例混合接种10％到酶解液

中，于42℃发酵7 h。感官评分值见表3。

2种乳酸菌发酵均能减弱酶解液的腥味，混合

菌种与单一菌种的去腥效果差异显著(P<

0．05)。这2种乳酸菌具有共生作用，混合培养产

酸速度非常快[9】，有利于改善酶解液风味，但混

合比例对发酵液风味影响不显著，这与段旭昌

等怕1的研究结果一致。

2．2发酵条件优化

以发酵温度、时间及接种量为变量，感官评分

表3菌种比例对感官评分值的影响

Tab．3 Efrbct of l删c add bacteria propor6帆
蚰辩nsory s∞re

A：B 感官评分值sensory 8core

O：1

1：1

2：1

1：2

l：0

2．6±0．52‘

3．6±0．5l
8

4．1±0．57。

3．7±0．48‘

2．7±O．47‘

注：A．保加利哑乳杆菌；B．嗜热乳链球菌；不同字母上标评分

值具有显著差异(P<0．05)

Note： A． L 6咖廊泌； B． s．￡k删池； Di艉托nt鲫pe眦ripb
indicate si印i6c∞t dmmnces(P<O．05)．

表4中心组合设计及试验结果

Tab．4 Dt丽印粕d白est r舔uIts 0f∞nt弛∞mbina廿蚰
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2．2．1响应面分析 利用sAs软件对表4风味

评分值进行回归拟合，结果见表5和表6。

常数项及恐2对响应值y有极显著影响(P<

0．01)，墨对l，值有显著影响(P<O．05)，二次多

项回归方程为：

y=3．937+0．208墨一O．638置2+0．375墨·五

方差分析表明，该模型回归显著，R2=

0．8934，说明该模型与试验拟合较好，可用于改善

罗非鱼酶解液风味试验感官评分值的理论预测。表

6方差分析结果表明，方程的一次项“恐”、二次

项“x：”和交互项“X，·墨”对酶解液风味影响显

著。

2．2．2响应面等高线图分析 由拟合的回归方

程作响应面和等高线图(图1)。

响应面图和等高线图反映发酵温度和接种量对

风味评分值的影响。响应面呈规则凸起形，表明响

应值y在水平范围内有极大值。等高线图的等值

线成梯田状，恐和x，存在着交互作用，X：对l，的

影响大于墨，在一L O到一0．5之间y随着置的

增加而迅速增加，在一0．5到0之间趋于平缓；当

五大于0时，y随之减少，即在一1．0到一0．5之

间，置影响最大。在0附近，纵向的等值线密，

而横向的等值线稀疏，说明发酵温度(恐)在交

互作用中，对风味感官评分值影响较大。高温能刺

激乳酸菌的迅速生长并产生乳酸，而酸味在风味中

起重要作用。另外，代谢产物双乙酰是重要的呈味

物质，赋予酶解液香味¨引。然而，过高的发酵温

度会导致挥发性盐基氮增加，进而使酶解液风味变

差口1|。接种量(恐)和发酵时间(X，)对风味评

分值影响较小。

表5回归分析结果

Tab．5 R咖lts of reg他ssion彻lalysis
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1．O

图l响应面及等高线图

Fi昏1 Response surf如e龃d contour maps

表7酶解液氨基酸组成

Tab．7 Fr∞柚lino add of hydmlysate g·L一1

氨基酸

枷ino acid

游离氨基酸
fbe锄ino acid

发酵前 黼
befbf|e盘nn日Ⅱl“on疵er lbHrEr吐撕叽

对二次响应面方程取一阶偏导数为0，解出极

值点的编码值X。为一0．042763，恐为0．566538，

墨为1．945337，即发酵时间9 h、发酵温度45℃、

接种量16％，此时预测最大的响应值y(感官评

分值)为4．1。

2．3酶解液氨基酸组成

对酶解液氨基酸进行测定，结果见表7。

HARA【12’认为淡水鱼的气味与氨基酸组成有

关。酶解液发酵后游离氨基酸略有增加，而苦味的

天冬氨酸、胱氨酸、缬氨酸、异亮氨酸、赖氨酸、

精氨酸和色氨酸质量分数基本不变；甜味氨基酸苏

氨酸、丝氨酸、脯氨酸、甘氨酸和丙氨酸由3．80 g

·L。1增加至4．05 g·L一，增加了6．6％。显然这2

种乳酸菌发酵对酶解液苦昧的去除效果不明显，这

与曾少葵等川之前的研究结果一致。

2．4挥发性成分

2．4．1发酵前挥发性成分 利用同时蒸馏一气相

色谱一质联用技术，分析酶解液挥发性成分(图

2)，共检出27种(表8)。

⋯I 且1．^山乩硼 L．_|．II乩小U-洲II一 一 ‰州■～ ’—’I一

图2酶解液总离子流色谱图

Fi昏2 Total i∞cur砌lt(，nC)spec砸of hydmlysate
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9．755

13．8lO

13．896

16．617

21．977

22．166

22．806

24．668

27．053

27．864

29．533

31．222

31．337

33．979

34．339

34．913

35．033

37．134

37．840

38．001

38．449

38．730

39．067

39．120

39．427

42．414

45．400

47．189

47．453

∞．镧f1

50．5加

苯酚

[1s一(1％2B，5B)]-5-甲基-2-(1-甲基乙烷基)-环己醇

顺一八氢4·甲基_2(1H)一萘酮

异十三醇

3，5一双(1，1-二甲基乙烷基)-苯酚

6一羟基-7-十九烷氢硫基-5，8喹啉二酮

2·乙烷基-2一甲基十三醇

(Z，z)-9一十六碳烯酸，9．十六烯酯

(3B，4仪)．4·甲基一胆甾矗24．二烯一3一醇

2-乙烷基-2一甲基十三醇

硬脂酸十二烷基酯

7一氯一l，3，4，10一四氢化一10一羟基一l-{[5一(1吡咯烷基)戊烷基]亚氨基}．3一[3．(三氟代甲

基)苯基]．9(2H)-茚酮

苯丙酸，3，5-双(1，1一二甲基乙烷基)4一羟基一甲基酯

氧杂环三十烷4，13，19，28．四酮

6，9，17，20，25，28-六氧杂·l，3，12，14一四氮杂双环[12．8．8]三十烷-2，13一二硫酮

硬脂酸十二烷基酯

6．羟基-7．十九烷氢硫基．5，8喹啉二酮

1一三十烷醇

硬脂酸十二烷基酯

3，12-二甲基6，9，17，20，25，28-六氧杂一1，3，12，14-四氮杂双环[12．8．8]三十烷．2，13-二酮

2·[3-六葵酰氧基]-1，3一二醇

4一甲基-2，2，3，3，4，4，5，5，6，6，7，7·十二氟代庚基戊酸酯

5，14，23一十八三亚乙基四胺一14，15．二醇

1，2一环己胺二羧酸二葵酯

十六烷酸十二烷基酯

葵二酸酯

二十二烷酸壬基酯

2，4，6，8一四甲基-l一二十八烷醇

3，5一二溴代4-(4一碘-苄氧基)一苯甲醛

(5B)一环1，2-二乙烷基一胆甾-3·酮

8一乙烷基一lO[4-羟基-8-(2．羟丙基)-3，9．二甲基．1，7一二氧杂螺旋(5．5)十一碳-2．基]-2．甲

基4，6一葵二烯醛

O．20
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10．874

16．849
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19．360

19．440

20．061
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21．90r7

21．976

22．16l

22．957

24．627

24．673

27．217

28．215

28．537

28．637

29．618

29．＆46

31．23l

31．332

32．701

33．60r7

34．218

34．950

38．009

38．245

38．45l

41．75l

42．328

44．097

44．590

48．230

1，l，l，5，5，5-六氟代乙酰丙酮

3，7一二甲基-2，2，3，3，4，4，5，5，6，6，7，7．十二氟代庚基酯

L一亮氨酸，N-{N一[N-(N一硬脂酰．L丙氨酰)．L．异戊氨酰]甘氨酰}-甲基酯

l一正己醇

苯酸

十六烷酸，2一(十八烷氧基)．十四烷基酯

十六醛

l，2-环己胺二羧酸二葵酯

胆甾基-3．酮

2，6一双(1，1．二甲基乙烷基)-2，5．环己二烯一l，4．二酮

辛酸

3，5．双(1，1．二甲基乙烷基)．苯酚

2一丁基，l一辛醇

环丙烷羧酸，2，2，3，3一四甲基一氰基(3一含氧苯基苯基)甲基酯

28．乙酰基，醋酸酯

三肉豆蔻酸甘油酯

2-(2，4，5-三氯含苯氧基)丙酸异辛基酯

硬脂酸十二烷基酯

4一(4一五氟代苯氧羧基一丁酰)-对二氮己环-l-羧酸三元醇-丁酯

十四烷酸，2一羟基-l，3．二丙烷基酯

1，3，5-三一三元醇-丁基．3-[(1，3，5一三-三元醇一丁基-4-氧代-2，5一环己二烯一l-基)甲基]4-烯

也．酮

l，2．苯二羧酸．双(2一甲基丙基)酯

l-[2-联氮苯基环己酮]．2-[N(1)，N(3)-二甲基]-六氢化嘧啶．2-酮

苯丙酸，3，5一双(1，1一二甲基乙烷基)4．羟基甲酯

7，9．二．三元醇一丁基-l-氧杂螺旋(4，5)十石，9．二烯-2，8-二酮

l一三十五烷醇

l，2．环己胺二羧酸二葵酯

三肉豆蔻酸甘油酯

3，12·二甲基．6，9，17，20，25，28-六乙二酸·l，3，12，14-四氮杂双环[12．8．8]三十烷-2，13-二

酮

2，4，6．三甲基二十九酸甲酯

2一[3-十六烷酰氧基]-l，3一二醇

l，2-苯羧酸二十三烷基酯

二十三酸，10，14，18，22-四甲基甲酯

十六烷酸，2一(十八烷氧基)-十四烷基酯

硬脂酸，2，3一双[(1一十四烷氧基)氧]丙酯

丁二酸双-(2，2，6，6一四甲基一l一氧·哌啶4一基)．酯

0．17

0．06

O．14

O．23

O．19

O．08

O．83

0．19

O．11

0．22

O．12

6．39

0．46

O．0r7

O．06

O．15

O．40

O．14

O．47

0．16

O．62

0．27

O．28

0．28

O．46

O．22

0．60

0．45

0．36

O．55

2．38

1．51

1．71

O．10

O．56

0．14
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在检出的挥发性成分中，酯类8种、酮类8

种、醇类8种、醛类2种及苯酚类2种。烯醛类、

二烯醛类化合物与鱼腥味有关¨3‘16J，一些酮类混

合物在低阈值时呈脂肪味、桉叶味等，与醛类存在

协同作用，使腥味增强或改变¨7‘。酶解液中检出

的二烯醛及苯酚类物质，对腥味有一定的影响¨31。

2．4．2发酵后的挥发性成分 图3是GC—MS

图，经质谱数据库检索，确认有33种挥发性成分

(表9)。
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图3发酵后酶解液总离子流色谱图

Fi昏3 7I'otal ion cuⅡent(11C)spectra of hydmly昭te

af【er f÷nn朗tati帆

发酵食品的风味形成主要通过糖酵解、脂类分

解及蛋白酶解等途径，其中脂肪酸与氨基酸的进一

步转化，是产生芳香性挥发物质酯类、酮类及醛类

的重要因素¨8I。由表9可知，酶解液经乳酸菌发

酵后挥发性成分增加，酯类由9个增加至18个，

并检出十六醛和辛酸。一般而言，酯类会赋予食品

果香味，发酵乳中的风味物质主要是乙酸乙酯、

2，3一丁二酮、2，3一戊二酮、辛酸和十六醛等¨9|。显

然，发酵后增加的酯类、辛酸及十六醛等风味物质

起到改善酶解液风味的作用。

3结论

嗜热乳链球菌和保加利亚乳杆菌混合发酵能改

善罗非鱼下脚料酶解液风味，响应面设计优化的发

酵条件为时间9 h，温度45℃，接种量16％。发

酵后挥发性成分增加了酯类、辛酸及十六醛等风味

物质，使酶解液腥味减弱，但苦味去除效果不显

著。
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