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红曲鱼中原生乳酸菌菌株筛选及发酵工艺优化
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摘要：目的：解决传统自然发酵鱼发酵工艺不确定、发

酵周期长、品质不稳定等问题。方法：从低盐红曲鱼中

分离出乳酸菌，考察菌株的抑菌能力、耐盐能力及产酸能

力，筛选出适合发酵的乳酸菌，对红曲鱼进行接菌强化

发酵，并对发酵工艺中红曲米粉添加量、腌制时食盐添加

量及发酵温度进行优化。结果：共分离出２２株对大肠杆

菌或金黄色葡萄球菌具有抑制作用的片球菌，其中戊糖

片球菌Ｐ５６对大肠杆菌的抑菌效果最好，且对胆盐及酸

具有较高的耐受能力；经过接菌发酵及工艺优化，发酵

４ｄ，鱼 ｐＨ 值下降至 ４．４２，ＴＣＡ可溶性肽含量为

４３４．９９μｍｏｌ／ｇ，感官评分为４５．７。结论：乳酸菌发酵红曲

鱼的最佳工艺条件为：腌制盐添加量４％，红曲米粉添

加量４％，发酵温度３２℃。

关键词：低盐发酵；红曲鱼；乳酸菌；风味品质
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鱼是湖南当地的一种传统发酵鱼制品，将预处理

的鲜鱼切块后经食盐腌制脱水入味，自然晾晒，然后裹上

适量的米粉、辣椒、生姜等进行固态自然发酵，形成的一

种醇香浓郁、易于消化的发酵鱼制品［１－２］。经过微生物

的发酵，鱼肉蛋白质分解为多肽及氨基酸，产品的消化性

及营养价值均得到提高［３－４］。传统鱼属于高盐发酵鱼

制品，食盐添加量达１５％～２０％
［５］。食盐的加入可以提

高渗透压，从而抑制相关腐败微生物的增长，但过高的盐

分会降低发酵鱼制品中微生物的多样性［６］，降低鱼肉的
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水分含量，导致鱼块质地过硬，同时食盐摄入过多会引发

高血压、冠心病等疾病［７－１０］。世界卫生组织推荐的食盐

摄入量上限为５ｇ／ｄ
［１１］，所以发酵食品逐步向低盐化

发展［１０］。

低盐发酵鱼制品中食盐添加量一般为２％～４％，低

盐发酵时鱼肉的风味口感更容易达到最佳［１２－１３］，同时长

期减盐还可以降血压，减少患心脑血管等疾病的风

险［１４－１５］。传统的低盐发酵鱼制作工艺简单，发酵环境

及工艺配方存在不确定性，导致鱼中的菌群组成难以

控制，产品质量存在较大的差异性和随机性［１６］。乳酸菌

作为多种发酵鱼制品中的优势菌株，在发酵过程中能够

将碳水化合物转化为乳酸等有机酸，改善发酵鱼制品的

口感和风味［１７］。此外，乳酸菌能够产生多种抑菌物质，如

乳酸、乙酸及细菌素等，抑制发酵鱼制品中大肠杆菌、金

黄色葡萄球菌等腐败菌的生长［１８］。因此将低盐与乳酸菌

强化发酵相结合是当前发酵鱼制品实现工业化的一个

趋势［９］。

为了提升鱼品质，Ａｎ等
［１９］利用３种乳酸菌（植物

乳杆菌、乳酸片球菌和戊糖片球菌）发酵鱼，发现添加

乳酸菌可以有效提高产品营养价值，赋予产品独特的风

味。发酵食品中的原生微生物能够更好地适应自身的发

酵环境，更 有 效 地 与 原 生 环 境 中 的 腐 败 菌 进 行 竞

争［２０－２３］，因此从发酵产品自身分离原生菌株作为发酵剂

可以加速产品发酵并提升发酵制品品质，包括增强风味

和提高安全性等［２４－２５］。

目前关于鱼发酵工艺优化的研究主要集中在米粉

和食盐的添加量、发酵温度、发酵时间及菌株接种量等方

面［２，２６－２８］，而关于湖南本地特色鱼———红曲鱼的相

关研究尚未见报道。红曲米粉是由红曲霉发酵的大

米［２９］，是中国传统药食两用品，含有由红曲霉发酵产生的

纯天然色素红曲色素［３０－３１］、麦角固醇、不饱和脂肪酸、Ｂ

族维生素及具有降低胆固醇功能的莫纳可林［３２］，还具有

防腐、抑菌等作用［３３－３４］，主要被应用于肉制品［３５－３６］和饼

干制品［３０，３７］中。因此将红曲米粉添加到发酵鱼产品中，

不仅可以促进原生发酵菌株的生长，还能够赋予产品良

好的色泽和独特的风味，同时提高产品的营养保健

功能［３８－４０］。

研究拟从低盐发酵的红曲鱼中筛选发酵性能良好

的原生乳酸菌菌株，并考察菌株在红曲鱼发酵环境中

的生长、产酸及耐受能力。进一步利用其进行红曲鱼

的接菌强化发酵，并对发酵工艺中红曲米粉添加量、腌制

时食盐添加量及发酵温度进行优化，旨在分离筛选出适

合鱼肉发酵的乳酸菌菌株，为发酵鱼的工业化生产和

鱼肉发酵剂的研究开发提供依据。

１　材料与方法
１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

草鱼、大米：市售；

食盐：湖南省湘澧盐化有限责任公司；

红曲米粉：江苏味品惠食品有限公司；

ＭＲＳ琼脂、肉汤培养基：广东环凯生物科技有限

公司；

大肠杆菌 ＭＧ１６５５、金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ４３３００：

实验室保藏菌株；

快速纯化细菌基因组提取试剂盒、ＤＮＡ 聚合酶和

Ｇｅｌｒｅｄ染液：诺唯赞（南京）股份有限公司；

氯化钠等：分析纯，国药集团化学试剂有限公司。

１．１．２　主要仪器设备

牛津杯：Ｍ３６０９６０型，上海三麝实业有限公司；

ｐＨ计：ＳＴ５０００／Ｂ型，奥豪斯国际贸易（上海）有限

公司；

压力蒸汽灭菌筒：ＤＴ０４１３４４型，上海东亚压力容器

制造有限公司；

双光束紫外可见分光光度计：ＴＵ１９０１型，北京普析

通用仪器有限责任公司；

恒温恒湿箱：ＬＨＳ２５０ＳＣ型，上海一恒有限公司；

低温高速离心机：５４３０Ｒ型，北京海天友诚科技有限

公司；

ＰＣＲ仪：ＤＹＹ２Ｃ型，北京六一生物科技有限公司；

双稳定时电泳仪：ＤＹＹ２Ｃ型，北京六一生物科技有

限公司；

凝胶成像分析仪：ＷＤ９４１３Ｃ型，北京六一生物科技

有限公司。

１．２　方法

１．２．１　碳酸钙平板法筛选乳酸菌　取５ｇ发酵鱼样品

于无菌袋中，加入５ｍＬ无菌生理盐水，捣碎混匀，加入

４０ｍＬ无菌生理盐水混匀。吸取１ｍＬ悬浊液至９ｍＬ灭

菌生理盐水中，震荡混匀，梯度稀释，从１０－３，１０－４，１０－５

３个稀释度中分别取１００μＬ稀释液涂布于含１％ ＣａＣＯ３

的 ＭＲＳ固体培养基平板上，每个梯度２个平行，３７℃恒

温培养４８ｈ。挑选有溶钙圈的菌落并编号，－８０℃贮藏

备用。

１．２．２　乳酸菌抑菌能力测定　采用牛津杯法
［４１］。

１．２．３　菌株分子生物学鉴定　根据快速纯化细菌基因组

ＤＮＡ试剂盒对分离菌株的ＤＮＡ进行提取，并进行ＰＣＲ

扩 增， 上 游 引 物 为 ２７Ｆ： ５ ’

ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ３’；下游引物为１４９２Ｒ：

５ＴＡ’ＣＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ３’。扩增产物经

１％琼脂糖凝胶电泳检测后，送往生工生物工程公司进行
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测序。将菌株序列在 ＮＣＢＩ数据库中进行ＢＬＡＳＴ同源

性分析和比对，运用 ＭＥＧＥ７．０软件构建系统发育树，判

定目的菌株分类地位。

１．２．４　乳酸菌耐受特性测定

（１）耐盐能力：按１％的接种量于盐添加量分别为

０％，４％，６％，８％的 ＭＲＳ液体培养基中接种活化后待测

菌，混匀，测定接种０，６，１２ｈ时菌液吸光度ＯＤ６００ｎｍ。

（２）产酸能力：按１％的接种量于 ＭＲＳ液体培养基

中接种活化后的待测菌，混匀。测定接种０，４，８，１２ｈ时

菌液ｐＨ值。筛选出耐盐能力和产酸能力最强的菌株进

行后续乳酸菌耐酸和耐胆盐试验。

（３）耐酸能力：按１％的接种量于不同ｐＨ（３．０，４．０，

５．０，６．０）的 ＭＲＳ肉汤培养基中接种活化后的待测菌，混

匀。测定接种６，１２ｈ时菌液吸光度ＯＤ６００ｎｍ，并绘制生长

曲线。

（４）耐胆盐能力：按１％的接种量于胆盐添加量分别

为０．０００％，０．０２５％，０．０５０％，０．０７５％的 ＭＲＳ液体培养

基中接种活化后的待测菌，混匀。测定接种６，１２ｈ时菌

液吸光度ＯＤ６００ｎｍ。

１．２．５　鱼发酵工艺　参照张潇等
［２６］的方法并修改。

将新鲜草鱼［（２．５±０．５）ｋｇ］宰杀后立即贮藏于碎冰中运

回实验室，取背部白鱼肉切成３ｃｍ×３ｃｍ×２ｃｍ块状。

将草鱼块于４℃盐水［犿盐 ∶犿鱼 为１∶２５，犿盐 ∶犞水 为

１∶１０（ｇ／ｍＬ）］中腌制２４ｈ，用纸巾擦干，４５℃风干２ｈ。

将草鱼块与２０％大米粉、４％红曲米粉充分混匀装罐，

３２℃发酵４ｄ。

１．２．６　鱼发酵工艺优化

（１）腌制盐添加量对鱼发酵品质的影响：固定红曲

米粉添加量为４％，发酵温度为３２℃，分别于发酵第０，２，

４天取样，考察腌制盐添加量（２％，４％，６％，８％，１０％）对

鱼发酵品质的影响。

（２）红曲米粉添加量对鱼发酵品质的影响：固定腌

制盐添加量４％，发酵温度３２℃，分别于发酵第０，２，４天

取样，考察红曲米粉添加量（１％，２％，３％，４％，５％）对

鱼发酵品质的影响。

（３）发酵温度对鱼发酵品质的影响：固定腌制盐添

加量为４％，红曲米粉添加量为４％，分别于发酵第０，２，

４天取样，考察发酵温度（２２，２７，３２，３７，４２℃）对鱼发

酵品质的影响。

（４）正交试验：根据单因素试验结果，以腌制盐添加

量、红曲米粉添加量和发酵温度为试验因素，设计三因素

三水平正交试验优化鱼发酵工艺。

１．２．６　发酵产品相关指标测定

（１）ｐＨ值：按ＧＢ５００９．２３７—２０１６执行。

（２）ＴＣＡ可溶性肽含量：根据 Ｐｈｅｔｓａｎｇ等
［４２］的

方法。

（３）感官评分：参照于美娟等
［２］的方法并修改。由

１０位具有食品感官品尝经验的人员组成感官评定小组，

将鱼切成３ｃｍ厚的片，随机编号，按表１对其色泽、气

味、质地、酸味以及总体接受性进行评分。

表１　感官评分表

Ｔａｂｌｅ１　Ｓｅｎｓｏｒｙｒａｔｉｎｇｓｃａｌｅ

指标 评分标准 感官评分

色泽（１０分） 色泽红润有光泽 ８～１０

呈浅红色，稍暗淡 ４～７

色泽暗淡无光泽 １～３

气味（１０分） 香气宜人，无异味 ８～１０

发酵香味一般，无异味 ４～７

无发酵香味，或异味极重 １～３

质地（１０） 质地紧密，不松散 ８～１０

肉质较紧密， ４～７

肉质过硬，或易于散烂 １～３

酸味（１０分） 酸味适中 ８～１０

酸味一般 ４～７

过酸或者酸香味极淡 １～３

总体接受性（１０分） 喜欢 ８～１０

一般 ４～７

不喜欢 １～３

１．２．７　数据处理　使用 Ｏｒｉｇｉｎ９．１软件绘图，使用ＳＰＳＳ

２６．０软件对数据进行显著性和相关性分析，犘＜０．０５表示

有显著性差异。

２　结果与分析
２．１　碳酸钙平板法分离乳酸菌

通过碳酸钙平板法分离筛选乳酸菌，共涂布８４个平

板，得到２７个含有溶钙圈的平板，根据其菌落形态特征

挑取分离得到１００株菌，分离得到的菌株均能产生酸性

物质可以使碳酸钙溶解，初步鉴定为乳酸菌。

２．２　牛津杯法筛选具有抑菌能力的菌株

由表２可知，分离得到的１００株菌株中有２２株菌具

有抑菌效果。其中，对大肠杆菌有抑制效果的有１１株

菌，分别为Ｐ１４、Ｐ２８、Ｐ５２、Ｐ５３、Ｐ５６、Ｐ５７、Ｐ７１、Ｐ７２、

Ｐ８３、Ｐ７６和Ｐ７８，抑菌效果最显著的是Ｐ５６。对金黄色

葡萄球菌有抑制效果的有１３株菌，分别为Ｐ８、Ｐ２１、Ｐ

２３、Ｐ３０、Ｐ３３、Ｐ６７、Ｐ６９、Ｐ７６、Ｐ７８、Ｐ８０、Ｐ８１、Ｐ８９和

Ｐ９４，抑制效果最显著的是Ｐ９４。由于制备上清液过程

中已将ｐＨ调至６．５，故排除有机酸抑菌的可能性。推测

乳酸菌在生长代谢过程中产生了细菌素和乳酸等物质，

从而抑制了指示细菌的生长［４３－４４］。因此选择有抑菌圈

的２２株乳酸菌菌株作为后续试验菌株。
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表２　分离菌株对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的抑菌能力


Ｔａｂｌｅ２　Ｉｓｏｌａｔｅｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｓｔｒａｉｎ＇ｓｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃａｂｉｌｉｔｙｔｏ犈．犮狅犾犻ａｎｄ犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲狌狊

菌株 大肠杆菌 金黄色葡萄球菌 菌株 大肠杆菌 金黄色葡萄球菌 菌株 大肠杆菌 金黄色葡萄球菌

Ｐ１ － － Ｐ３５ － － Ｐ６９ － ＋

Ｐ２ － － Ｐ３６ － － Ｐ７０ － －

Ｐ３ － － Ｐ３７ － － Ｐ７１ ＋ －

Ｐ４ － － Ｐ３８ － － Ｐ７２ ＋ －

Ｐ５ － － Ｐ３９ － － Ｐ７３ － －

Ｐ６ － － Ｐ４０ － － Ｐ７４ － －

Ｐ７ － － Ｐ４１ － － Ｐ７５ － －

Ｐ８ － ＋ Ｐ４２ － － Ｐ７６ ＋＋ ＋

Ｐ９ － － Ｐ４３ － － Ｐ７７ － －

Ｐ１０ － － Ｐ４４ － － Ｐ７８ ＋＋ ＋

Ｐ１１ － － Ｐ４５ － － Ｐ７９ － －

Ｐ１２ － － Ｐ４６ － － Ｐ８０ － ＋

Ｐ１３ － － Ｐ４７ － － Ｐ８１ － ＋

Ｐ１４ ＋ － Ｐ４８ － － Ｐ８２ － －

Ｐ１５ － － Ｐ４９ － － Ｐ８３ ＋ －

Ｐ１６ － － Ｐ５０ － － Ｐ８４ － －

Ｐ１７ － － Ｐ５１ － － Ｐ８５ － －

Ｐ１８ － － Ｐ５２ ＋ － Ｐ８６ － －

Ｐ１９ － － Ｐ５３ ＋ － Ｐ８７ － －

Ｐ２０ － － Ｐ５４ － － Ｐ８８ － －

Ｐ２１ － ＋ Ｐ５５ － － Ｐ８９ － ＋

Ｐ２２ － － Ｐ５６ ＋＋＋ － Ｐ９０ － －

Ｐ２３ － ＋ Ｐ５７ ＋ － Ｐ９１ － －

Ｐ２４ － － Ｐ５８ － － Ｐ９２ － －

Ｐ２５ － － Ｐ５９ － － Ｐ９３ － －

Ｐ２６ － － Ｐ６０ － － Ｐ９４ － ＋＋

Ｐ２７ － － Ｐ６１ － － Ｐ９５ － －

Ｐ２８ ＋ － Ｐ６２ － － Ｐ９６ － －

Ｐ２９ － － Ｐ６３ － － Ｐ９７ － －

Ｐ３０ － ＋ Ｐ６４ － － Ｐ９８ － －

Ｐ３１ － － Ｐ６５ － － Ｐ９９ － －

Ｐ３２ － － Ｐ６６ － － Ｐ１００ － －

Ｐ３３ － ＋ Ｐ６７ － ＋

Ｐ３４ － － Ｐ６８ － －

　　“－”表示无抑菌作用；“＋”表示抑菌环形成直径≤１０ｍｍ；“＋＋”表示抑菌环形成直径≤１２ｍｍ；“＋＋＋”表示抑菌环形成直径

≤１４ｍｍ。

２．３　乳酸菌１６ＳｒＤＮＡ鉴定及同源性分析

由表３和图１可知，２２株菌均属于片球菌属，主要是

戊糖片球菌和乳酸片球菌，其中 Ｐ８、Ｐ２１、Ｐ３０、Ｐ５２、

Ｐ８１菌株与乳酸片球菌 ＡＢＲＩＩＦＢＩ５５的相似度均高于

９９％；Ｐ２８、Ｐ３３、Ｐ５７、Ｐ７１、Ｐ８３菌株与乳酸片球菌

ＰＭＣ６５的相似度均高于９９％；Ｐ２３、Ｐ６９、Ｐ７８菌株与乳

酸片球菌Ｒ１０的相似度均高于９９％；Ｐ７２和Ｐ１４菌株与

戊糖片球菌６３４０的相似度均高于９９％；Ｐ６７和Ｐ９４菌

株与戊糖片球菌４３４８的相似度为１００％；Ｐ５３、Ｐ５６、

Ｐ７６、Ｐ８０、Ｐ８９分别来自不同种戊糖片球菌，且相似度

均高于９９％。有研究
［５，４４４５］从湘西传统发酵鱼中鉴定出

的主要菌属为植物乳杆菌和戊糖片球菌。戊糖片球菌不

仅可以产生大量乳酸还可以产生Ⅱ类细菌素，抑制病原

菌的生长［４６］。
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表３　各菌株１６Ｓ序列对比结果及相似度

Ｔａｂｌｅ３　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓａｎｄｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｏｆｔｈｅ１６Ｓｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅａｃｈｓｔｒａｉｎ

菌株编号 １６Ｓ序列比对最相似菌株 相似度／％ 抑菌能力

Ｐ８ 犘犲犱犻狅犮狅犮犮狌狊犪犮犻犱犻犾犪犮狋犻犮犻ｓｔｒａｉｎＡＢＲＩＩＦＢＩ５５ ９９．４５ 金黄色葡萄球菌

Ｐ２１ ９９．１１ 金黄色葡萄球菌

Ｐ３０ ９９．７３ 金黄色葡萄球菌

Ｐ５２ ９９．１０ 大肠杆菌

Ｐ８１ １００．００ 金黄色葡萄球菌

Ｐ８３ 犘犲犱犻狅犮狅犮犮狌狊犪犮犻犱犻犾犪犮狋犻犮犻ｓｔｒａｉｎＰＭＣ６５ ９９．８６ 大肠杆菌

Ｐ７１ ９９．４５ 大肠杆菌

Ｐ５７ ９９．８６ 大肠杆菌

Ｐ３３ ９９．７３ 金黄色葡萄球菌

Ｐ２８ ９９．１８ 大肠杆菌

Ｐ２３ 犘犲犱犻狅犮狅犮犮狌狊犪犮犻犱犻犾犪犮狋犻犮犻ｓｔｒａｉｎＲ１０ ９９．８６ 金黄色葡萄球菌

Ｐ６９ ９９．７３ 金黄色葡萄球菌

Ｐ７８ ９９．９３ 大肠杆菌和金黄色葡萄球菌

Ｐ１４ 犘犲犱犻狅犮狅犮犮狌狊狆犲狀狋狅狊犪犮犲狌狊ｓｔｒａｉｎ６３４０ ９９．７９ 大肠杆菌

Ｐ７２ ９９．２５ 大肠杆菌

Ｐ６７ 犘犲犱犻狅犮狅犮犮狌狊狆犲狀狋狅狊犪犮犲狌狊ｓｔｒａｉｎ４３４８ １００．００ 金黄色葡萄球菌

Ｐ９４ １００．００ 金黄色葡萄球菌

Ｐ５３ 犘犲犱犻狅犮狅犮犮狌狊狆犲狀狋狅狊犪犮犲狌狊ｓｔｒａｉｎｏｐｑ３ ９９．７９ 大肠杆菌

Ｐ５６ 犘犲犱犻狅犮狅犮犮狌狊狆犲狀狋狅狊犪犮犲狌狊ｓｔｒａｉｎ８３６２ １００．００ 大肠杆菌

Ｐ７６ 犘犲犱犻狅犮狅犮犮狌狊狆犲狀狋狅狊犪犮犲狌狊ｓｔｒａｉｎ２５２ １００．００ 大肠杆菌和金黄色葡萄球菌

Ｐ８０ 犘犲犱犻狅犮狅犮犮狌狊狆犲狀狋狅狊犪犮犲狌狊ｓｔｒａｉｎ６６４３ ９９．８６ 金黄色葡萄球菌

Ｐ８９ 犘犲犱犻狅犮狅犮犮狌狊狆犲狀狋狅狊犪犮犲狌狊ｓｔｒａｉｎ６３３７ ９９．６６ 金黄色葡萄球菌

图１　鱼中部分乳酸菌分离株１６ＳｒＲＮＡ基因

序列系统发育树

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆ１６ＳｒＲＮＡｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ｏｆｌａｃｔｉｃａｃｉｄｂａｃｔｅｒｉａｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍ犣犺犪狔狌

２．４　乳酸菌耐盐及产酸能力筛选

由图２可知，各菌株 ＯＤ６００ｎｍ值随 ＮａＣ１添加量的增

大而减弱，当 ＮａＣｌ添加量为４％时，Ｐ１４、Ｐ２１、Ｐ３３、Ｐ

５６、Ｐ７１５株菌受影响小，能生长良好，其余菌株生长抑

制明显，其中Ｐ５６的生长状态最好；当盐添加量为６％

时，培养６ｈ后全部菌株被抑制，培养１２ｈ时菌株Ｐ３０、

Ｐ５６有生长趋势，其中Ｐ５６的生长情况最好；当盐添加

量为８％时，各菌株基本不再生长。

　　由图３可知，培养早期（４ｈ时），不同乳酸菌菌株ｐＨ

差异显著（犘＜０．０５），即各菌株产酸能力不一致，其中产

酸能力最好的为菌株Ｐ９４。同时此阶段菌体生长快速、

代谢加快，表明乳酸菌开始大量繁殖，产酸量迅速升高，

菌体代谢速度也加快。培养１２ｈ时，ｐＨ 下降变缓，ｐＨ

值为３．９９～４．２０，各菌株之间差异不显著（犘＞０．０５），产酸

能力减弱，表明细菌代谢减慢，菌体生长已进入稳定期，

其中产酸能力最强的为菌株Ｐ９４。

２．５　乳酸菌Ｐ５６和Ｐ９４的耐酸和耐胆盐能力

由图４可知，随着培养时间的延长，两株菌的酸度越

强，其ＯＤ６００ｎｍ值越低。Ｐ５６和Ｐ９４均能够在ｐＨ５．０的

ＭＲＳ肉汤培养基中，生长情况良好，此阶段两株菌的生

长抑制作用小，可以正常进行生长繁殖，其中Ｐ５６的耐
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图２　不同盐添加量下各菌株的生长情况

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｇｒｏｗｔｈｏｆｅａｃｈｓｔｒａｉｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓａｌｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

图３　不同生长时间下各菌株的产酸能力

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｔｈｅｓｉｚｅｏｆａｃｉｄｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｃａｐａｃｉｔｙｏｆｅａｃｈｓｔｒａｉｎａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｓ

酸性强于Ｐ９４。在ｐＨ４．０培养１２ｈ后，ＯＤ６００ｎｍ值有小

幅度上升，酸度增加对乳酸菌生长有明显的抑制作用；而

ｐＨ３．０时两株菌的 ＯＤ６００ｎｍ值均低于１．０００，可判定乳酸

菌不生长。因此Ｐ５６和Ｐ９４耐受最低ｐＨ值为４．０，其
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图４　不同酸度下Ｐ５６和Ｐ９４的生长曲线

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＧｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓｏｆＰ５６ａｎｄＰ９４ａｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｃｉｄｌｅｖｅｌｓ

中Ｐ５６的耐酸性比Ｐ９４的强。

　　由图５可知，两株菌的ＯＤ６００ｎｍ值随胆盐添加量的增

加而降低。当生长时间为６ｈ时，Ｐ５６和Ｐ９４在胆盐添

加量为０．０２５％时的ＯＤ６００ｎｍ值无显著差异（犘＞０．０５）；在

胆盐添加量为０．０５０％，０．０７５％时的 ＯＤ６００ｎｍ值差异显著

（犘＜０．０５），其中Ｐ５６的耐受能力强于Ｐ９４的。当生长

时间为１２ｈ时，Ｐ５６和Ｐ９４在胆盐添加量为０．０２５％时

的ＯＤ６００ｎｍ值无显著差异（犘＞０．０５）；在胆盐添加量为

０．０５０％，０．０７５％的 ＯＤ６００ｎｍ值差异显著（犘＜０．０５）。综

上，菌株Ｐ５６的耐胆盐能力较强。

２．６　鱼发酵工艺优化

２．６．１　腌 制盐添加量对鱼品质的影响　由图６可知，

表示差异显著（犘＜０．０５）

图５　不同时间下Ｐ５６和Ｐ９４的耐胆盐能力

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｐ５６ａｎｄＰ９４ｈａｖｅｔｈｅｓｉｚｅｏｆｂｉｌｅｓａｌｔｔｏｌｅｒａｎｃｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｓ

字母不同表示差异显著（犘＜０．０５）

图６　腌制盐添加量对发酵鱼品质的影响

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃｕｒｉｎｇｓａｌｔｃｏｎｔｅｎｔｏｎｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｏｆｎａｔｕｒａｌｌｙｆｅｒｍｅｎｔｅｄ犣犺犪狔狌

ｐＨ值随腌制盐添加量的升高而缓慢下降，当腌制盐添加

量为１０％时，ｐＨ值无显著变化。ＴＣＡ可溶性肽含量随

发酵时间的延长逐渐升高，表明发酵过程中肌肉蛋白的

水解量较大［４７］。但是腌制盐添加量越大，ＴＣＡ可溶性肽

含量越少。从感官评分来看，当腌制盐添加量为４％时，

其风味更丰富，总体接受度最好。因此，选择腌制盐添加

量的最适３个水平为４％，６％，８％。

２．６．２　红曲米粉添加量对鱼品质的影响　由图７可知，

ｐＨ随发酵时间的延长逐渐降低，但不同红曲米粉添加量

下，ｐＨ值变化不显著。ＴＣＡ可溶性肽含量随发酵时间的

延长逐渐升高，红曲米粉添加量对ＴＣＡ可溶性肽含量无

显著性影响。从感官评分来看，当红曲米粉添加量为１％，

２％时，鱼的酸味并不明显，总体接受度不高。因此，选

择红曲米粉添加量的最适３个水平为３％，４％，５％。

２．６．３　发酵温度对鱼品质的影响　由图８可知，当

发 酵温度为４２℃时，发酵第４天的ｐＨ下降到４左右，
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字母不同表示差异显著（犘＜０．０５）

图７　红曲米粉添加量对发酵鱼品质的影响

Ｆｉｇｕｒｅ７　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｒｅｄｙｅａｓｔｒｉｃｅｐｏｗｄｅｒｏｎｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｏｆｎａｔｕｒａｌｌｙｆｅｒｍｅｎｔｅｄ犣犺犪狔狌

字母不同表示差异显著（犘＜０．０５）

图８　发酵温度对发酵鱼品质的影响

Ｆｉｇｕｒｅ８　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｏｆｎａｔｕｒａｌｌｙｆｅｒｍｅｎｔｅｄ犣犺犪狔狌

ＴＣＡ可溶性肽含量增长最快并达到最高，但是鱼样品

肉质糜烂松散，呈过度酸化腐败现象。当发酵温度为

２２℃时，ｐＨ下降缓慢，同时其风味也不够丰富宜人。因

此，选择发酵温度的最适３个水平为２７，３２，３７℃。

２．６．４　正交试验　在单因素试验基础上，选择腌制盐添

加量、发酵温度和红曲米粉添加量为试验因素，采用三因

素三水平正交试验优化鱼制品加工工艺，各因素水平

见表３，试验设计及结果见表４。

表３　正交试验因素水平表

Ｔａｂｌｅ３　Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｔａｂｌｅ

水平
Ａ腌制盐添

加量／％

Ｂ发酵温

度／℃

Ｃ红曲米粉

添加量／％

１ ４ ２７ ３

２ ６ ３２ ４

３ ８ ３７ ５

　　由表４可知，各因素对鱼ｐＨ值的影响顺序为腌制

盐添加量＞发酵温度＞红曲米粉添加量，最佳工艺条件

为Ａ１Ｂ３Ｃ２，即腌制盐添加量４％，发酵温度３７℃，红曲米

粉添加量４％，此发酵工艺下得到的鱼酸味宜人，但是

鱼肉不够紧密。各因素对鱼ＴＣＡ可溶性肽含量的影

响顺序为发酵温度＞红曲米粉添加量＞腌制盐添加量，

最佳工艺条件为Ａ３Ｂ２Ｃ２，即腌制盐添加量８％，发酵温度

３２℃，红曲米粉添加量４％，此发酵工艺下得到的鱼质

地松软，但是发酵味较淡。各因素对鱼感官评分的影

响顺序为发酵温度＞红曲米粉添加量＞腌制盐添加量，

最佳工艺条件为Ａ１Ｂ２Ｃ２，即腌制盐添加量４％，发酵温度

３２℃，红曲米粉添加量４％，此发酵工艺下得到的鱼滋

味丰富，酸味浓郁，硬度适中。

综上，对３组最优组合进行重复验证，发现 Ａ１Ｂ３Ｃ２

组由于发酵温度过高，导致鱼肉蛋白质过度降解，质地松

散；Ａ３Ｂ２Ｃ２组由于腌制盐添加量过高，发酵速度缓慢，同

时高盐的渗透导致鱼肉弹性 下 降，整 体 接 受 性 差。

Ａ１Ｂ２Ｃ２ 组综合品质高，为最适工艺组合。发酵剂样品中

较高的酸度、较低的盐度以及较高的肌肉蛋白水解和脂

质氧化，有助于发酵过程中赋予酸鱼独特的风味［４８］。

３　结论
研究从红曲鱼制品中筛选出一株具有良好耐盐和

耐酸特性的菌株Ｐ５６，通过鉴定该菌株为戊糖片球菌。

红曲鱼制品的最优发酵工艺条件为腌制盐添加量４％、

红曲米粉添加量４％、发酵温度３２℃；此条件下的红曲
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表４　正交试验方案及结果

Ｔａｂｌｅ４　Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔｓｃｈｅｍｅａｎｄｒｅｓｕｌｔｓ

试验号 Ａ Ｂ Ｃ ｐＨ值
ＴＣＡ可溶性肽含量／

（μｍｏｌ·ｇ
－１）

感官评分

１ １ １ １ ５．４９ ２７５．８７ ３６．９

２ １ ２ ２ ４．４２ ４３４．９９ ４５．７

３ １ ３ ３ ４．１５ ２８７．３３ ２８．７

４ ２ １ ２ ５．７４ ２０３．４２ ３１．４

５ ２ ２ ３ ５．５８ ３５６．４０ ３７．９

６ ２ ３ １ ５．６１ ３３７．２０ ３５．５

７ ３ １ ３ ５．８３ ２３４．０８ ２７．３

８ ３ ２ １ ４．８６ ３９４．３３ ３５．２

９ ３ ３ ２ ４．５５ ４２７．５７ ３６．９

ｐＨ值 犽１ 　４．６８７ 　５．６８７ 　５．３２０

犽２ ５．６４３ ４．９５３ ４．９０３

犽３ ５．０８０ ４．７７０ ５．１８７

犚 ０．９５６ ０．９１７ ０．４１７

最优组合Ａ１Ｂ３Ｃ２

ＴＣＡ可

溶 性 肽

含量

犽１ ３３２．７３０ ２３７．７９０ ３３５．８００

犽２ ２９９．００７ ３９５．２４０ ３５５．３２７

犽３ ３５１．９９３ ３５０．７００ ２９２．６０３

犚 ５２．９８６ １５７．４５０ ６２．７２４

最优组合Ａ３Ｂ２Ｃ２

感官评分 犽１ ３７．１００ ３１．８６７ ３５．８６７

犽２ ３４．９３３ ３９．６００ ３８．０００

犽３ ３３．１３３ ３３．７００ ３１．３００

犚 ３．９６７ ７．７３３ ６．７００

最优组合Ａ１Ｂ２Ｃ２

鱼制品的综合品质显著提升。后续将重点研究不同原生

乳酸菌对鱼制品的影响，探究可以作为鱼肉发酵剂的

优势菌株。
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