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小黄鱼加工副产物发酵条件的优化及其营养评价 

王舒淇, 沙  坤, 李  雪, 张泉涛, 刘春娥* 

(中国农业大学烟台研究院, 烟台  264670) 

摘  要: 目的  探究小黄鱼加工副产物酶解液的发酵工艺, 优化发酵条件, 并对发酵液进行营养评价。方法  

采用单因素实验和响应面分析法探究发酵时间、发酵温度、菌种添加量以及豆粕添加量对发酵液中氨基酸含

量的影响, 并对发酵液中碳氮比、乳酸含量及硝态氮含量进行测定。结果  枯草芽孢杆菌发酵最佳条件: 发

酵时间 5 d, 发酵温度 29 ℃, 菌种添加量 5.3%, 豆粕添加量 10.1%, 在此条件下, 小黄鱼加工副产物酶解液发

酵后所得氨基酸含量可达 39.68 mg/mL。发酵处理后, 发酵液鱼腥味较酶解液明显减轻, 且其碳氮比、乳酸、

硝态氮含量显著高于酶解液(P<0.05); 氨基酸总量较酶解液提高 27%, 其中苏氨酸、丝氨酸、脯氨酸及甘氨酸

等 9 种氨基酸含量极显著提高(P<0.01), 苦味氨基酸天冬氨酸、胱氨酸及精氨酸含量极显著降低(P<0.01)。   

结论  对鱼类副产物酶解液进行进一步发酵处理, 不仅可提高产物的营养价值, 而且能更充分地利用水产资

源, 提高水产品的附加值。 
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Optimization of fermentation conditions and nutritional evaluation of 
processing by-products of small yellow croaker 

WANG Shu-Qi, SHA Kun, LI Xue, ZHANG Quan-Tao, LIU Chun-E* 

(Yantai Research Institute of China Agricultural University, Yantai 264670, China) 

ABSTRACT: Objective  To study the fermentation process of the enzymatic hydrolysate of the processing 

by-products of small yellow croaker, optimize the fermentation conditions, and carry out the nutritional evaluation of 

the fermentation broth. Methods  The effects of fermentation time, fermentation temperature, strain addition and 

soybean meal addition on the total amino acids content in the fermentation broth were explored by single factor 

experiment and response surface experiment, and the carbon nitrogen ratio, lactic acid content and nitrate nitrogen 

content of fermentation broth were determinated. Results  The optimum fermentation conditions of Bacillus subtilis 

were as follows: fermentation time 5 d, fermentation temperature 29 °C, strain addition 5.3%, soybean meal addition 

10.1%, under these conditions, the amino acid content of processing by-products of small yellow croaker enzymatic 

hydrolysate was 39.68 mg/mL. After fermentation, the fishy smell of fermented liquid was significantly reduced, and 

the carbon nitrogen ratio, lactic acid and nitrate nitrogen content were significantly higher than those of enzymatic 

hydrolysate (P<0.05); the total amount of amino acids was 27% higher than that of the enzymatic solution, and the 

content of 9 kinds of amino acids such as threonine, serine, proline and glycine were significantly increased (P<0.01), 
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while the content of bitter amino acids such as aspartate, cystine and arginine were significantly decreased (P<0.01). 

Conclusion  Further fermentation treatment for fish by-product enzymatic hydrolysate can not only improve the 

nutritional level of the product, but also make full use of aquatic resources, and improve the added value of aquatic 

products. 

KEY WORDS: processing by-products of small yellow croaker; enzymolysis; fermentation; response surface 

analysis; nutrition indicators 
 
 

0  引  言 

鱼类加工副产物富含矿物质、蛋白质及其他生物活性

物质, 是优质的蛋白源。如何更高效充分地利用鱼类加工副

产物已成为一个重要研究方向, 而目前已有加工工艺多为

从鱼类加工副产物中提取鱼油[1]、牛磺酸[2]、寡肽[3]、卵磷

脂[4]等, 工艺往往比较复杂、且副产物不能被充分利用。近

年来利用酶解及发酵技术对水产品加工副产品进行再处理, 

开发饲料或肥料成为新的研究热点[5‒8]。HAMMOUMI 等[9]

将鱼类加工副产物与糖蜜混合后, 通过植物乳杆菌进行发

酵, 发酵产物可作为肉鸡饲料配方中蛋白质替代品。YONE

等[10]通过米曲霉、曲霉、酿酒酵母和芽孢杆菌的组合发酵, 

产物用作红鲷的饲料。TIWOW 等[11]改进发酵方法, 将鱼类

加工副产物制成液体饲料。综合来讲, 目前大部分的研究只

关注于采用一种处理方法, 本研究对鱼类加工副产物酶解

后再进行发酵处理, 以期更充分利用加工原料, 进一步提高

产物的营养水平。 

本研究通过预试验选取枯草芽孢杆菌作为发酵菌种, 

对鱼类加工副产物的酶解液再进行发酵处理, 在对发酵

过程的主要影响因素进行单因素试验的基础上, 采用响

应面法优化发酵条件 , 并分析发酵液营养成分 , 旨在探

索一条高效利用鱼类加工副产物的新途径, 解决鱼类加

工副产物的排放污染问题 , 保护环境 , 同时提高水产品

的综合利用价值, 为鱼肥料的开发提供理论支撑。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

鱼类加工副产物(主要为小黄鱼头、鱼内脏)酶解液由

本实验室提供[12]。 

茚三酮(分析纯, 上海化学试剂总厂试剂三厂); 甘氨

酸标准品(≥99%, 天津鼎盛鑫化工有限公司); 枯草芽孢

杆菌(200亿/g, 潍坊益昊生物技术有限公司); 豆粕(成都丰

达饲料有限公司); MRS (De Man, Rogosa and Sharpe)琼脂; 

酵母浸出粉胨葡萄糖(yeast extract peptone dextrose, YPD)

液体培养基(青岛高科技工业园海博生物技术有限公司)。 

TU-1810 紫外可见分光光度计(北京普析通用仪器有

限责任公司); HH-M6 电热恒温水浴锅(上海赫田科学仪

器有限公司); SW-CJ-1D 超净工作台(天津瑞洁净化科技

股份有限公司); HZQ-X500 振荡培养箱(上海一恒科学仪

器有限公司); BKQ-Z30I 高压灭菌锅[爱来宝(济南)医疗科

技有限公司]; TDL-60B 低速台式离心机(上海安亭科学仪

器厂); L-3000 全自动氨基酸分析仪(苏州华美辰仪器设备

有限公司)。 

1.2  试验方法 

1.2.1  菌种培养 

将枯草芽孢杆菌菌种配成一定浓度菌悬液 , 吸取 

200 L 菌悬液接种在培养基上。挑选单菌落进行划线培养

24 h。向纯菌种划线平板内加入生理盐水 2 mL, 将菌液移

入 4 mL 接种管中, 进行计数。 

1.2.2  单因素试验设计 

设置菌种添加量、豆粕添加量、发酵温度、发酵时间

4 个单因素试验, 分别为菌种添加量(V:V): 1%、5%、10%、

15%、20%; 豆粕添加量(m:V): 1%、3%、5%、7%、9%、11%; 

发酵温度: 20、24、28、32、36 ℃, 发酵时间: 1、2、3、4、

5、6、7 d。在单因素试验中, 其他因素固定取值为酶解液

10 mL, 固液比 1:2 (m:V) 芽孢杆菌添加量 10% (V:V), 豆粕

添加量 5% (m:V), 发酵时间 4 d, 发酵温度 28 ℃, 摇床培养, 

转速 160 r/min, 各处理 3 个重复, 测定发酵液氨基酸含量。 

1.2.3  响应面试验设计 

在单因素试验的基础上, 为获得最佳工艺条件, 运用

Box-Behnken 中心设计原理选择菌种添加量(A)、豆粕添加

量(B)、发酵温度(C)、发酵时间(D) 4 个因素, 做四因素三

水平响应面试验。具体试验因素水平见表 1。 
 

表 1  响应面试验因素水平表 
Table 1  Response surface experimental factor level table 

因素 
水平 

‒1 0 1 

菌种添加量/% 2.5 5 7.5 

豆粕添加量/% 5 10 15 

发酵温度/℃ 24 28 32 

发酵时间/d 4 5 6 

 
1.2.4  化学指标的检测 

选取碳、氮、碳氮比、铵态氮、硝态氮、乳酸、氨基

酸作为评价发酵液营养价值的指标。总碳、总氮依据 QB/T 
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2849—2007《生物发酵肥》规定的方法进行测定, 碳氮比

即总碳含量与总氮含量的比值; 铵态氮、硝态氮的含量依

据 NY 1116—2014《肥料硝态氮、铵态氮、酰胺态氮含量

的测定》规定的方法进行测定; 乳酸采用络合滴定法[13]进

行测定, 游离氨基酸采用 NY/T 1975—2010《水溶肥料 游

离氨基酸含量的测定》规定的方法进行测定。 

1.3  数据处理 

所有试验均重复 3 次, 使用 Excel 2016 软件, 对数据

进行整理和分析。利用 Design-Expert 10.0 分析软件进行回

归拟合, 并作统计学分析, P<0.05 则认定其有统计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  单因素试验结果 

枯草芽孢杆菌是发酵工业中常用菌种, 多数芽孢杆菌

可以分泌蛋白酶, 这类蛋白酶可以将鱼下脚料中的蛋白质

降解为小分子的肽类及氨基酸。相对于乳酸菌、酿酒酵母、

丁酸梭菌, 枯草芽孢杆菌发酵豆粕产生的酸溶蛋白含量明

显提高[14]。同时, 芽孢杆菌可以分泌抗菌肽等活性物质, 提

高发酵液抗菌肽效价, 起到缩短发酵时间、提高产量的作 

用[15]。发酵液中, 芽孢杆菌的繁殖需要营养, 底物中菌种加

入过多, 会导致相互之间的竞争, 芽孢杆菌的生长繁殖甚至

是其成活也会受到影响, 发酵效果下降[16]。随着菌种添加

量、豆粕添加量、发酵温度与发酵时间的增加, 氨基酸含量

均呈先上升后下降的趋势。菌种添加量为 5%时, 发酵液氨

基酸含量达到最高值为 37.78 mg/mL。发酵液中氨基酸含量

随豆粕量的增加而增加, 添加量超过 10%后, 发酵液中氨基

酸含量开始下降, 其原因可能为过多的豆粕加入到发酵体

系中, 使得溶质的流动性降低, 发酵物与芽孢杆菌和豆粕的

接触不充分, 发酵效果变差, 氨基酸含量降低[16]。发酵液中

氨基酸含量随温度的升高而升高, 28 ℃时氨基酸含量达到

最高, 超过 28 ℃后, 氨基酸含量迅速降低, 这可能是因为

发酵温度超过芽孢杆菌的最适生长繁殖温度, 同时过高的

温度也影响了酶的活性[16]。随时间的延长, 氨基酸含量升高, 

发酵 5 d 达到最高。选菌种添加量 5%、豆粕添加量 10%、

发酵温度 28 ℃、发酵时间 5 d 进行后续响应面试验。 

2.2  响应面试验 

2.2.1  回归方程 

发酵工艺各个因素之间存在一定的相互作用, 在单因素

试验结果的基础上进行响应面试验。选择菌种添加量(A)、豆

粕添加量(B)、发酵温度(C)、发酵时间(D) 4 个因素, 采用中

心组合设计, 建立数学模型, 结果如表 2, 方差分析见表 3。 

由 Design-Expert 软件分析试验数据, 得枯草芽孢杆

菌发酵小黄鱼加工副产物酶解液的发酵产物中氨基酸含量

与 4 个因素之间的函数关系。 

Y=38.142+0.456A-0.009B+1.853C+0.518D-1.305AB+1.

348AC+0.470AD+0.893BC+0.240BD+0.038CD‒3.219A2‒1.8
62B2‒4.627C2‒2.347D2。 

该方程阐明了发酵液氨基酸含量与各因素之间的变化

规律。方差分析结果表示, 模型 P<0.01, 说明模型因素水平

项总体上极显著, 失拟项 F 值不显著, 方程拟合度良好。从

各因素 P 值分析, A、B、C、D 4 个因素中只有 C 因素, 即

发酵时间对氨基酸含量影响极显著(P＜0.01)。B2 对氨基酸

含量影响显著(P＜0.05), A2、C2、D2 均对氨基酸含量影响极

显著(P＜0.01)。AB、AC、AD、BC、BD、CD 6 种交互作用

对氨基酸含量的影响均不显著(P>0.05)。由 F 值可知, 4 个因

素对氨基酸含量影响大小顺序为 C>D>A>B。 
 

表 2  响应面结果 
Table 2  Response surface results 

试验号
A 菌种 

添加量/%

B 豆粕添

加量/%

C 发酵

温度/℃ 

D 发酵

时间/d 
氨基酸含量

/(mg/mL)

1 ‒1 1 0 0 34.26 

2 0 1 0 1 33.41 

3 1 1 0 0 36.03 

4 1 0 ‒1 0 26.96 

5 ‒1 0 ‒1 0 29.69 

6 0 0 0 0 37.83 

7 0 0 0 0 38.42 

8 ‒1 0 0 1 33.46 

9 1 0 1 0 32.70 

10 0 ‒1 ‒1 0 31.66 

11 0 1 1 0 33.24 

12 1 0 0 1 32.79 

13 0 ‒1 0 1 33.85 

14 0 0 ‒1 1 30.30 

15 ‒1 0 0 ‒1 33.11 

16 ‒1 0 1 0 30.04 

17 0 ‒1 1 0 33.67 

18 0 0 ‒1 ‒1 28.85 

19 0 0 0 0 39.62 

20 ‒1 ‒1 0 0 28.57 

21 0 0 1 1 34.65 

22 0 1 0 ‒1 32.64 

23 1 ‒1 0 0 35.56 

24 0 0 1 ‒1 33.05 

25 0 1 ‒1 0 27.66 

26 0 0 0 0 37.27 

27 1 0 0 ‒1 30.56 

28 0 0 0 0 37.57 

29 0 ‒1 0 ‒1 34.04 
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表 3  方差分析结果 
Table 3  Variance analysis results 

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 

模型 250.9281 14 17.9234 5.7489 0.0012 

A 菌种添加量/% 2.4934 1 2.4934 0.7998 0.3863 

B 豆粕添加量/% 0.0010 1 0.0010 0.0003 0.9859 

C 发酵温度/℃ 41.1811 1 41.1811 13.2087 0.0027 

D 发酵时间/d 3.2137 1 3.2137 1.0308 0.3272 

AB 6.8121 1 6.8121 2.1850 0.1615 

AC 7.2630 1 7.2630 2.3296 0.1492 

AD 0.8836 1 0.8836 0.2834 0.6028 

BC 3.1862 1 3.1862 1.0220 0.3292 

BD 0.2304 1 0.2304 0.0739 0.7897 

CD 0.0056 1 0.0056 0.0018 0.9667 

A2 67.2266 1 67.2266 21.5627 0.0004 

B2 22.4849 1 22.4849 7.2120 0.0178 

C2 138.8600 1 138.8600 44.5388 <0.0001 

D2 35.7251 1 35.7251 11.4587 0.0044 

残差 43.6482 14 3.1177   

失拟合 40.2015 10 4.0202 4.6655 0.0755 

纯误差 3.4467 4 0.8617   

总离差 294.5763 28    

注: *P<0.05 表示显著, **P<0.01 表示极显著。 

 
2.2.2  响应面结果分析 

将 4 因素中的 2 个因素固定, 分析另外 2 个因素相互

作用对发酵水产品加工副产物得到的发酵液中氨基酸含量

的影响, 通过 Design-Expert 软件绘制响应面及等高线, 可

快速找到最适参数、参数之间的相互作用及最大的响应值, 

结果见图 1。从图中可以看出各组等高线密集程度及形状

都较为对称, 说明菌种添加量(A)、豆粕添加量(B)、发酵温

度(C)、发酵时间(D)这 4 个因素对氨基酸含量的影响是独

立的, 交互作用较弱。响应面图曲面程度高, 任意 2 因素

水平固定在 0 水平时, 随着其中一因素水平升高, 曲面均

呈现先升高后缓慢下降的趋势, 即随着因素水平升高, 氨

基酸总量呈现先升高后下降趋势。 

2.2.3  最佳试验条件的确定和验证 

回归方程的预测结果显示最佳的发酵条件为: 枯草芽

孢杆菌发酵时间 5.13 d、发酵温度 28.88 ℃、菌种添加量

5.31%、豆粕添加量 10.08%, 在此条件下, 发酵水产品加工

副产物所得氨基酸含量理论预测值为 39.64 mg/mL。为确定

模型预测的准确性, 根据得到的最佳条件, 综合考虑实际操

作的方便性, 将响应面优化得出的条件参数调整为: 发酵时

间 5 d、发酵温度 29 ℃、菌种添加量 5.3%、豆粕添加量 10.1%, 

在此条件下, 发酵液中氨基酸含量为 39.68 mg/mL, 高于单

因素试验以及模拟优化方案中的含量试验。 

2.3  营养指标检测 

鱼类副产物匀浆液是灰色的膏状物, 带有鱼鳞和鱼

刺的碎片, 有典型的鱼腥味。经酶解处理后为灰色的液体, 

有少许油脂悬浮物, 底部仍有固体碎屑, 同样带有典型的

鱼腥味; 枯草芽孢杆菌的发酵液外观与酶解液类似, 颜色

微偏褐, 没有固体, 且鱼腥味有较大程度的减轻。 

酶解液、发酵液的营养指标见表 4。由表 4 可以看

出, 发酵液碳氮比、乳酸、硝态氮含量相较于酶解液有显

著提高(P<0.05)。作为肥料, 碳氮比高更能促进作物根部

的生长 , 同时碳氮是导致微生物变化的关键性因素 [18], 

其比值在 5.25~7.26 之间可提高微生物生物量和活性[19], 

本研究中经过发酵处理后, 碳氮比由 4.95 提高至 5.75。

发酵液中乳酸含量可达 2.68%, 与酶解液相比, 发酵显著

提高了乳酸含量, 乳酸能促进植物的生长。对玉米的试验

中发现乳酸的聚合物可以增加植物约 74%的生物量[20]。

发酵液硝态氮含量显著高于酶解液, 更宜于作为植物吸

收的氮源 [21]; 同一施氮量条件下 , 对小麦施硝态氮肥 , 

作物生物及籽粒产量、含氮量均高于铵态氮肥组[22], 且无

机氮可以通过提高生物量增强植物对有机氮的利用[23]。 



7164 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 第 12 卷 
 
 
 
 
 

 
 
 

图 1  响应面设计曲线图 

Fig.1  Response surface design curves 
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图 1(续)  响应面设计曲线图 

Fig.1  Response surface design curves 
 

蛋白质含量丰富是鱼类加工副产物能作为肥料原料开

发的重要原因之一。在酶解过程中, 蛋白质大量肽键被酶水

解生成肽、氨基酸等, 而酶解之后产物再进行发酵, 微生物及

酶的作用进一步降解产物, 氨基酸含量显著提高(P<0.05)。从

表 5 可以看出, 发酵液中氨基酸含量比酶解液增加了 27%左

右, 其中甜味氨基酸包括苏氨酸、丝氨酸、脯氨酸及甘氨酸

含量极显著提高(P<0.01), 苦味氨基酸天冬氨酸、胱氨酸及精

氨酸等含量极显著降低(P<0.01)。发酵处理极大改善了酶解液

的风味, 提升了鱼类副产物作为饲料原料开发的可行性。发酵

液中富含大量游离氨基酸, 作物可以直接吸收氨基酸并遵从米

氏方程[24‒25]。在促进水稻干物质积累方面, 甘氨酸态的氮效果

明显好于氨态氮肥和谷氨酸态的氮[26]。脯氨酸可以减少玫瑰枯

萎比率, 保证茎的健康[27], 对营养和气体交换参数有影响[28], 

同时在植物对抗高温和高盐的胁迫过程中有重要作用[29]。 
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表 4  小黄鱼副产物发酵液和酶解液的营养指标(n=3) 
Table 4  Nutritional indexes of fermentation broth and enzymatic hydrolysate of small yellow croaker by-products (n=3) 

待测指标 碳含量/% 氮含量/% 碳氮比 乳酸含量/% 硝态氮含量/(mg/L) 

发酵液 46.47±0.49 8.09±0.31 5.75±0.19 2.68±0.14 272±15 

酶解液 45.87±0.27 9.28±0.36 4.95±0.17 1.14±0.15 203±12 

差值 0.6 ‒1.19* 0.8* 1.54* 69* 

注: *显著性水平为 P<0.05。 

 
表 5  小黄鱼副产物发酵液和酶解液中游离氨基酸含量(n=3) 

Table 5  Content of free amino acids in fermentation broth and 
enzymatic hydrolysate of small yellow croaker by-products (n=3) 

含量 
发酵液游离 

氨基酸/(mol/L) 

酶解液游离 

氨基酸/(μmol/L) 
差值

/(μmol/L)

天冬氨酸 348.4±0.62 485.9±2.36 ‒137.5**

胱氨酸  22.6±0.66  27.3±0.44 ‒4.7**

丝氨酸 2546.3±11.10 1367.9±6.68 1174.8**

甘氨酸 1221.4±6.96 849.9±5.28 371.5**

组氨酸   85.9±1.47   67.8±1.01 18.1**

精氨酸 1141.5±8.38 1877.7±6.57 ‒738.2**

苏氨酸 2276.8±9.85 2247.2±2.08 29.6**

丙氨酸   2.72±0.03   3.53±0.05 ‒0.81**

脯氨酸 20327.9±16.54 14296.2±10.10 6031.7**

酪氨酸 6724.5±7.00 6970.2±7.28 ‒245.7**

缬氨酸  126.5±1.08   95.4±0.66 31.1**

蛋氨酸  184.5±1.50 255.5±2.43 ‒71** 

异亮氨酸  257.9±1.55 206.4±1.34 51.5**

苯丙氨酸 1663.7±7.76 336.7±3.20 1327** 

赖氨酸 1350.7±4.11 1122±3.77 228.7**

合计 38281.3 30209.6 8071.7 

注: 显著性水平为 P<0.01。 

 

3  结论与讨论 

在单因素试验的基础上, 本研究选择对发酵工艺影响

较大的 4个因素, 用四因素三水平的响应面分析法对水产品

副产物酶解液发酵工艺进行优化。最佳发酵条件为发酵时间

5 d, 发酵温度 29 ℃, 菌种添加量 5.3%, 豆粕添加量 10.1%, 

在此条件下 , 发酵水产品加工副产物所得氨基酸含量为

39.68 mg/mL。相比酶解液, 发酵显著提高了水解物的碳氮

比、氨基酸及乳酸含量。梁月钦[30]对金枪鱼副产物最优发

酵条件进行正交试验优化 , 枯草芽孢杆菌菌种添加量为

30%, 发酵 3 d, 最终所得产物含氮量为 4.16%。本研究结果

与之相比, 极大减少了菌种添加量, 延长了发酵时间, 含氮

量可达 8.09%。在发酵之前, 先经过酶解处理, 蛋白质大量

肽键被酶水解, 水解产物再进行发酵, 不仅降低了菌种的使

用量, 而且提高了产物的营养成分。综上, 对鱼副产物进行

酶解和发酵 2步处理相较于单独一步处理, 不仅产物的外观

有极大的改善, 而且在营养成分和产品风味上更具优势。今

后将通过对发酵和酶解条件的进一步深入研究, 进而调节

发酵产物的营养成分配比, 开发具有精准营养需求的鱼肥

产品, 进一步提高鱼类加工副产物的附加值。 
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