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不同初始 pH对枯草芽孢杆菌发酵虾副产物的影响 

汪  诚 1, 邹小雨 1, 王家星 2, 宋  茹 1* 

(1. 浙江海洋大学食品与药学学院, 舟山  316022; 2. 浙江省海洋开发研究院, 舟山  316021) 

摘  要: 目的  探讨初始发酵 pH 对枯草芽孢杆菌发酵虾副产物的组胺含量和发酵液抗氧化活性调节作用。

方法  中华管鞭虾加工副产物灭菌后接种枯草芽孢杆菌, 在 37℃下进行发酵, 添加适量葡萄糖, 调节初始发

酵 pH 7.0~10.0, 测定发酵 1~7 d 时组胺含量、pH、肽浓度和氨基酸态氮(amino acid nitrogen, AA-N)含量动态变

化和发酵液的抗氧化活性, 分析各指标间相关性。结果  添加 5%葡萄糖液可显著抑制组胺生成, 初始发酵 pH

影响发酵液组胺和 AA-N 含量, 其中初始发酵 pH 10.0 发酵 6 d 时组胺的含量低至(17.54±2.64) mg/100 mL, 而

AA-N 含量则提高到(0.81±0.02) g/100 mL。而且, 初始发酵 pH 10.0 的发酵液具有很强的清除 1,1-二苯基-2-三

硝基苯肼(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, DPPH)自由基、总抗氧化能力及清除羟基自由基能力。Pearson 相关分

析得出发酵液的组胺含量与肽浓度呈极显著正相关(P<0.01), 与 AA-N 含量、羟自由基清除能力和总抗氧化能

力呈显著负相关(P<0.01 或 P<0.05)。结论  中华管鞭虾加工副产物接种枯草芽孢杆菌后调节初始发酵 pH 10.0, 

有效降低了发酵液的组胺含量, 提高了发酵液的 AA-N 含量和抗氧化活性, 为高品质虾加工副产物发酵制品

的开发提供了技术依据。 

关键词: 虾加工副产物; 枯草芽孢杆菌; 发酵初始 pH; 组胺; 氨基态氮; 抗氧化性 

Effects of different initial pH on shrimp by-products fermentation  
incubated with Bacillus subtilis 
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ABSTRACT: Objective  To explore the regulatory effects of initial pH on histamine production and antioxidant 

activity of shrimp by-products fermentation incubated with Bacillus subtilis. Methods  After sterilization, the 

by-products of Penaeus sinensis processing were inoculated with Bacillus subtilis and added with appropriate amount 

of glucose under 37℃ for fermentation. Then, the initial pH of fermentation was adjusted to 7.0‒10.0, and the dynamic 

changes of histamine content, pH, peptide concentration and amino acid nitrogen (AA-N) content were investigated 

during 1‒7 days of fermentation, as well as the antioxidant activity was determined. Furthermore, the associations 

between various indicators were analyzed. Results  The addition of 5% glucose solution significantly inhibited the 

production of histamine. The initial fermentation pH affected the content of histamine and AA-N. When the initial 

fermentation pH was controlled at 10.0, the histamine content of fermentation was as low as (17.54±2.64) mg/100 mL 
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after 6 days fermenting, while the AA-N content was increased to (0.81±0.02) g/100 mL. Moreover, the fermentation 

with initial fermentation pH of 10.0 demonstrated strong 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) scavenging rate, total 

antioxidant capacity and hydroxyl radical scavenging capacity. Pearson correlation analysis showed that the histamine 

content of fermentation was significantly positively correlated with the peptide concentration (P<0.01), while 

negatively associated with AA-N content, hydroxyl radical scavenging capacity and total antioxidant capacity 

(P<0.01 or P<0.05). Conclusion  In the fermentation of Penaeus sinensis processing by-products incubated with 

Bacillus subtilis, adjusting the initial fermentation pH 10.0 can reduce the histamine content and increase the AA-N 

content and the antioxidant activity. These results can provide a technical basis for the development of high quality 

fermented products derived from shrimp processing by-products. 

KEY WORDS: shrimp processing by-products; Bacillus subtilis; initial fermentation pH; histamine; amino acid 

nitrogen; antioxidant activity 
 
 

0  引  言 

中华管鞭虾(Solenocera crassicornis)营养丰富、味甜

鲜美, 是我国一种重要的海捕虾和经济虾, 大部分被加工

成虾仁出口[1]。中华管鞭虾在加工和食用过程中会产生虾

头、虾壳等大量副产物, 重量约占自重的 40%~60%, 目前

主要被用作低值饲料原料[2]。但是, 虾加工副产物富含甲

壳素、蛋白质、磷脂和虾青素等营养物质[3], 应进一步精

深加工充分挖掘其经济价值。如徐坤华[4]报道了中华管鞭

虾的虾头不仅蛋白质含量高, 而且氨基酸组成全面, 其中

必需氨基酸指数高达 86.72, 且富含甜味、鲜味氨基酸, 利

用虾头制备了海鲜调味基料。 

发酵是我国的一种传统食品加工技术, 通过微生物

发酵作用可将营养物质降解为易消化吸收小分子, 同时产

生不同类型发酵香味等[5‒7]。枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)

属于芽孢杆菌属, 能分泌蛋白酶、淀粉酶、脂肪酶等酶系, 

具有很强的环境适应能力、广谱抗菌性, 且不具有致病性, 

因此被广泛用于食品发酵行业[8‒11]。近年来, 采用枯草芽

孢杆菌发酵水产品加工副产物的研究受到广泛关注, 如刘

杨柳等[12]利用枯草芽孢杆菌发酵蟹壳粉制备蛋白酶; 梁宝

东等 [13] 采用枯草芽孢杆菌发酵鱼鳞提取胶原蛋白 ; 

ZHANG 等[14]采用枯草芽孢杆菌和植物乳杆菌连续共发酵

一步法提取虾壳甲壳素。但是, 水产品发酵过程中易产生

组胺等有毒物质, 严重影响水产食品安全性[15]。选用组氨

酸含量低的水产原料用于发酵产品制备, 合理控制发酵条

件, 如发酵温度和时间等, 可有效降低发酵水产品的组胺

含量[16]。水产品发酵 pH 不仅影响组胺产生菌的生长繁殖

速度, 而且与组胺生成密切相关的组胺酸脱羧酶活性也受

环境 pH 影响[17]。因此, 合理控制 pH 有利于降低发酵水产

品的组胺含量。但是, 通过调控初始发酵 pH 改变枯草芽孢

杆菌发酵水产品加工副产物组胺含量和发酵液抗氧化活性

的研究还少见报道。 

本研究以中华管鞭虾加工副产物为底物, 在研究发

酵中摇床转速、发酵时间和葡萄糖添加量对枯草芽孢杆菌

生长影响基础上, 系统检测不同初始发酵 pH下, 发酵液的

组胺含量、肽浓度、氨基酸态(amino acid nitrogen, AA-N)

含量及发酵液的抗氧化性动态变化情况, 通过指标间关联

性分析揭示肽浓度、AA-N 含量和抗氧化性对组胺含量影

响, 以期为枯草芽孢杆菌发酵中华管鞭虾加工副产物的应

用奠定理论基础, 同时为其他水产品加工副产物降组胺研

究提供技术支撑。 

1  材料与方法 

1.1  主要材料与试剂 

中华管鞭虾, 购自舟山水产市场, 手工剥掉虾头和虾

壳, 将上述副产物混合后打碎成浆, 分装, ‒20℃冻藏; 枯

草芽孢杆菌(Bacillus subtilis subsp. subtilis) (CICC 10023), 

购于中国工业微生物保藏管理中心。 

总抗氧化能力检测试剂盒(比色法)、羟自由基检测试

剂盒(南京建成生物科技有限公司); 三氯乙酸、亚硝酸钠、

盐酸、一水合硫酸锰、氯化钠、四硼酸钠、冰乙酸、氢氧

化钠、无水乙醇、硫酸铵(分析纯)、蛋白胨、牛肉浸膏(生

化试剂)、谷胱甘肽(纯度≥99%)(国药集团化学试剂有限公

司); 无水乙酸钠、邻苯二甲醛(ortho-phthalaldehyde, OPA)、

1,1- 二苯基 -2- 三硝基苯肼 (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, 

DPPH)、十二烷基硫酸钠、β-巯基乙醇、对氨基苯磺酸钠(分

析纯)、盐酸组胺(纯度 99%)(上海阿拉丁生化科技有限公司)。 

1.2  主要仪器与设备 

ZQZY-78CN 型振荡培养箱(上海知楚仪器有限公司); 

H1850 型高速台式离心机(湖南湘仪实验室仪器开发有限

公司); HZK-FA210 型电子天平(精度 0.1 mg, 华志电子科

技有限公司); PHB-4 型便携式 pH 计(上海仪电科学仪器股

份有限公司); Synergy H1 多功能微孔板检测仪(美国伯腾

仪器有限公司)。 
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1.3  实验方法 

1.3.1  菌种活化 

取 100 μL菌悬液(保存在液体石蜡中)至 10 mL灭菌营

养肉汤培养基中(含牛肉浸膏 0.75 g、蛋白胨 1.25 g、氯化

钠 1.25 g、一水合硫酸锰 1.10 mg、纯水 250 mL, 调节 pH 7.0, 

121℃下灭菌 15 min), 在 37℃恒温培养箱复苏 24 h, 然后

取 100 μL 复苏菌液在 10 mL 营养肉汤培养基中继续活化

12 h, 达到 OD600 值 0.17~0.20 后作为种子液, 备用。 

1.3.2  枯草芽孢杆菌发酵条件研究 

在 250 mL 锥形瓶中加入 15 g 中华管鞭虾加工副产物

(破碎成糜状)和 35 mL 纯水, 经 121℃下灭菌 15 min, 按照

5%接种量加入枯草芽孢杆菌种子液, 固定发酵温度 37℃, 

考察摇床转速(140、160、180、200 和 220 r/min)和发酵天

数(1、2、3、4、5、6、7、8、9 和 10 d)对枯草芽孢杆菌生

长繁殖影响, 确定合适的摇床转速和发酵天数。然后, 固

定摇床转速和发酵天数 , 研究无菌葡萄糖液 (质量浓度

50%)添加量(0%、1%、2%、3%、4%、5%、6%、7%)对枯

草芽孢杆菌生长繁殖及发酵液组胺含量影响, 确定发酵底

物中葡萄糖液适宜添加量。 

在上述实验结果基础上, 固定摇床转速 180 r/min 和葡

萄糖液添加量 5%, 进一步研究发酵不同初始 pH(未调节、

pH 7.0、8.0、9.0、10.0)和不同发酵时间(0、1、2、3、4、5、

6 和 7 d)下发酵液组胺含量、pH、肽浓度和 AA-N 含量变化。

同时, 测定发酵液的 DPPH 自由基清除率、总抗氧化能力和

羟自由基清除能力。同条件下, 未接种枯草芽孢杆菌的中华

管鞭虾加工副产物各指标测定值作为对照。 

1.3.3  发酵液 pH 测定 

采用 pH 计测定。 

1.3.4  发酵液组胺含量测定 

参照赵宇明[15]方法适当改进, 具体如下: 取 0.5 mL

发酵上清液, 加入 2 mL 三氯乙酸溶液(100 g/L), 涡旋振荡

约 5 min 后用 250 g/L 氢氧化钠溶液调 pH 至 5.00±0.05, 再

用纯水定容到 10 mL (V1), 备用。准确吸取 0.5 mL (V2)备用

液于 10 mL离心管中, 用去离子水补至 2.5 mL, 加入 2.5 mL

对氨基苯磺酸钠稀碱溶液和 0.15 mL 亚硝酸钠盐酸溶液, 

涡旋振荡 5 min, 25℃下放置 15 min 后测定 450 nm 下吸光

值, 组胺含量按照公式(1)计算:  

组胺含量/(mg/100 mL)=
 

     (1) 

其中, m 为发酵液组胺质量浓度(μg/mL); M 为发酵液体积

(0.5 mL); V1为发酵液定容体积(10 mL); V2为定容后测定用

体积(0.5 mL)。 

取组胺标准溶液(0~8 μg/mL) 0.5 mL, 经上述相同条

件处理后, 测定 450 nm 吸光值, 以组胺标准品质量浓度

(X, μg/mL)为横坐标, 吸光值(Y)为纵坐标, 得到组胺标准

曲线方程为 Y=0.0082X+0.0011, r2=0.9993。 

1.3.5  肽浓度测定 

参考课题组冀雪莉[18]方法, 结果以 mg/mL 计。 

1.3.6  AA-N 含量测定 

按照 GB 5009.235—2016《食品安全国家标准 食品中

氨基酸态氮的测定》中比色法测定, 结果以 g/100 mL 计。 

1.3.7  发酵液抗氧化活性研究 

DPPH 自由基清除: 参照 BERSUDER 等[19]方法略加

修改: 发酵上清液、无水乙醇和 0.02% DPPH 无水乙醇液, 

按体积比 1:4:1 混合, 室温下避光放置 60 min, 无水乙醇调

零, 测定 517 nm 处吸光值(A 样品)。等体积无水乙醇代替样

品、等体积无水乙醇代替 0.02% DPPH 无水乙醇液在同样

条件下测定的吸光值分别记作 A 对照和 A 样品空白, DPPH 自由

基清除率计算如公式(2)。 

DPPH 自由基清除率/%=
( )

对照 样品 样品空白

对照

 A A A

A
×100% (2) 

总抗氧化能力: 采用总抗氧化能力检测试剂盒测定, 

结果用 U/mL 表示。 

羟自由基清除能力: 采用羟自由基检测试剂盒测定, 

结果用 U/mL 表示。 

1.4  统计学分析 

所有数据采用 SPSS 19.0 软件分析, 应用单因素方差

分析(one-way analysis of variance, one-way ANOVA)和邓肯

法(Duncan’s)对实验数据进行统计分析。使用 Origin 2018

软件绘制图形, 结果以平均值±标准偏差表示(n=3)。采用

Pearson 相关系数表示各指标间相关性, *和**分别表示

P<0.05 和 P<0.01。 

2  结果与分析 

2.1  发酵条件对枯草芽孢杆菌繁殖影响 

不同摇床转速、发酵时间和葡萄糖液添加量下, 枯草

芽孢杆菌的生长繁殖情况如图 1 所示。 

通常采用测定吸光值的方式来反映菌体生长繁殖情况, 

吸光度值越高代表菌液浓度越大, 即: 菌体生长繁殖得快[20]。

图1A结果显示, 当摇床转速达到180 r/min时, 菌液吸光值达

到 0.334, 显著高于低转速下的吸光值(P<0.05), 而当转速

高于 180 r/min 时, 菌体生长趋于平稳(P>0.05)。上述结果

表明适当提高摇床转速, 有助于增加发酵体系的溶氧量, 

从而促进枯草芽孢杆菌的生长繁殖, 实验选择 180 r/min用

于后续发酵实验。图 1B 结果显示, 枯草芽孢杆菌无延滞期, 

说明种子液活力强, 在前 6 d 处于对数期, 而后 6~8 d 时处

于稳定期, 从第 9 d 开始进入衰亡期, 为了最大化利用枯

草芽孢杆菌发酵分解能力, 后续发酵时间不宜超过 8 d。从

图 1C 可以看出, 在发酵底物中添加葡萄糖有助于枯草芽

孢杆菌的快速生长繁殖, 与添加的葡萄糖为菌体生长提供

充足碳源有关。当葡萄糖液添加量为 5%时, 枯草芽孢杆菌

生长繁殖效果最好, 之后加大葡萄糖液添加量并未进一步

提高菌体繁殖速度(P>0.05)。 
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图 1  不同发酵条件下枯草芽孢杆菌的生长情况(n=3) 

Fig.1  Growth of Bacillus subtilis under different fermentation conditions (n=3) 
 
 

发酵水产品常常含有生物胺等有害物质, 特别是组

氨酸本底值高的水产品, 在组氨酸脱羧酶的作用下生成组

胺, 严重影响发酵水产品的质量及安全性[21‒22]。发酵中添

加葡萄糖, 除了供给菌体生长繁殖所需碳源外, 还能改变

微生物群落组成或产胺氧化酶菌的生长繁殖, 实现降低发

酵液组胺含量作用[23‒24]。本研究采用枯草芽孢杆菌纯种发

酵中华管鞭虾加工副产物, 考察了葡萄糖添加量对发酵

液中组胺含量影响。从图 1C 可以看出, 添加葡萄糖能显

著降低发酵液的组胺含量, 且随着葡萄糖添加量的增加

组胺含量降低显著。当葡萄糖液添加量为 5%时, 发酵液

组胺含量降至(19.41±0.51) mg/100 mL, 比空白组(未添加

葡萄糖)组胺[(39.73±1.36) mg/100 mL]降低了 51.15%, 降

组胺效果显著高于其他葡萄糖添加组(P<0.05)。本研究结

果与莫星忧等[23]报道的发酵虾头酱添加 2%~6%葡萄糖降

低 43%~58%组胺结果一致, MAH 等[25]也报道在发酵鳀鱼

时添加 5%葡萄糖组胺比空白对照组降低了 41.71%。值得

注意的是, 在葡萄糖液添加量为 5%时, 枯草芽孢杆菌的

生长繁殖处于高水平, 推测枯草芽孢杆菌纯种发酵降低

中华管鞭虾加工副产物发酵液的组胺含量, 可能与枯草

芽孢杆菌分泌胺氧化酶有关, 具体原因有待于后续实验

进一步深入探究。 

2.2  不同初始发酵 pH 下发酵液的组胺含量及相关

指标动态变化 

pH 会影响发酵微生物的生长繁殖速度, 进而会影响

发酵微生物酶系的分泌和发酵程度, 而且组胺的生成也与

pH 有关[23,26]。本研究在固定摇床转速 180 r/min 和葡萄糖

液添加量 5%条件下, 探究不同初始发酵 pH 下枯草芽孢杆

菌发酵中华管鞭虾加工副产物的组胺含量变化, 以及 pH、

肽浓度和 AA-N 含量动态变化情况, 结果见图 2。 

 
 

 
 

图 2  不同初始发酵 pH 下发酵液的组胺含量及相关指标动态变化(n=3) 

Fig.2  Dynamic changes in histamine content and related indicators of fermentation broth under different initial fermentation pH (n=3) 
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2.2.1  不同初始发酵 pH 下发酵液的组胺含量动态变化 

发酵初始 pH 7.0~10.0 下, 中华管鞭虾加工副产物发

酵液中组胺的含量均呈上升趋势(图 2A), 其中初始发酵

pH 7.0 时, 发酵液组胺含量从 0 d 的(9.32±0.86) mg/100 mL

增加到第 3 d 的(46.97±2.94) mg/100 mL, 之后发酵时间对

发酵液组胺含量影响平缓, 组胺含量维持 45 mg/100 mL左

右。相比之下, 初始发酵 pH 10.0 条件下, 在发酵前 4 d 发

酵液中组胺含量增加缓慢, 当发酵进行到第 5 d 时组胺含

量低于其他初始 pH 组和未调初始 pH 组, 并在发酵 6 d 时

降至(17.54±2.64) mg/mL。在相同初始 pH 和保温时间下, 

空白对照组(未接种)的组胺含量变化趋势不同, 其中初始

pH 9.0 组在第 1 d 时组胺含量高达(68.51±4.16) mg/100 mL, 

而后又急剧降到(33.63±2.44) mg/100 mL(保温 3 d)。第 7 d

时, 空白对照组中初始 pH 8.0、9.0 和 10.0 组及未调节 pH

组的组胺含量在 36~53 mg/100 mL 之间, 初始 pH 7.0 组的

组胺含量也接近 30 mg/100 mL。综合图 2A 可知, 中华管

鞭虾加工副产物接种枯草芽孢杆菌后, 通过调节初始发酵

pH 可实现降低发酵液组胺含量作用, 其中初始发酵 pH 

10.0 时发酵 6 d 的发酵液组胺含量最低。 

2.2.2  不同初始发酵 pH 下发酵液的 pH 动态变化 

发酵过程中 pH 的变化与发酵底物中游离氨基酸、有

机酸类和含氮化合物分解共同作用有关。如图 2B 所示, 发

酵初期(0~2 d), 接种枯草芽孢杆菌发酵液的 pH 均开始下

降, 并且在发酵 2 d 时各组 pH 基本保持在 5.7~5.9。发酵

3~7 d 时, 初始发酵 pH 8.0、9.0 和未调节 pH 组的 pH 也保

持在酸性范围, 上述结果与葡萄糖在微生物作用下发生糖

酵解引起乳酸积累, 从而导致 pH 降低有关[26]。与接种枯

草芽孢杆菌组相比较, 空白对照组(包括调节初始 pH 和未

调节初始 pH 组)孵育 7 d 过程中 pH 均未出现剧烈波动, 进

一步证实中华管鞭虾加工副产物接种枯草芽孢杆菌导致了

发酵液的 pH 变化。此外, 从图 2B 还可以看出初始发酵 pH 

10.0 发酵 2 d 后, 发酵液的 pH 开始缓慢上升, 第 3 d 时 pH

达到 7.2, 之后随着发酵进行 pH 始终保持在 7.3~7.8。相比

之下, 初始发酵 pH 7.0 组发酵液的 pH 则在发酵 4 d 后急剧

升到碱性范围, 其中 7 d 发酵液的 pH 达到 9.1。蛋白质在

枯草芽孢杆菌分泌的蛋白酶作用下, 分解生成一些碱性物

质, 如氨、三甲胺等[27], 不仅会导致发酵液 pH 上升, 而且

生物胺等含量与随之增加。中华管鞭虾加工副产物接种枯草

芽孢杆菌后调节初始发酵 pH 10.0 条件下, 虽然经过 3 d 发

酵后 pH 接近碱性, 但是其组胺含量反而是逐渐降低(见图

2A 结果 ), 这与氨基酸脱羧酶在酸性条件下 (一般 pH 

4.0~5.5)才发挥作用有关[20]。另外, 与酸性环境相比较, 美

拉德反应在偏碱性条件下更容易发生。综合图 2A 和 2B, 

初始发酵 pH 10.0 接种枯草芽孢杆菌组的发酵液组胺含量

随着发酵进行而逐渐降低, 推测可能与发酵液中葡萄糖和

氮类化合物, 如组氨酸, 发生美拉德反应减少组胺生成前

体物质有关。 

2.2.3  不同初始发酵 pH 下发酵液的肽浓度动态变化 

随着发酵时间的延长, 除了初始发酵 pH 8.0 外, 其他

接种枯草芽孢杆菌组发酵液的肽浓度均是先增加, 而后

逐渐降低(图 2C), 这与蛋白酶水解蛋白质释放肽段导致

肽浓度增加, 而后部分肽用于微生物生长繁殖或被进一

步水解成游离氨基酸有关。其中接种枯草芽孢杆菌初始

发酵 pH 10.0 组, 肽浓度在发酵 2 d 后开始逐渐下降, 而

初始发酵 pH 7.0 组则是在发酵 4 d 后肽浓度开始下降。

空白对照组(未接种枯草芽孢杆菌)在保温 1 d 后肽浓度

均出现不同程度增加, 以 pH 10.0 组的肽浓度增加最为

明显, 说明中华管鞭虾加工副产物中蛋白质在碱性环境

下发生了一定程度水解 , 释放部分肽段导致空白对照组

肽浓度增加。 

2.2.4  不同初始发酵 pH 下发酵液的 AA-N 含量动态变化 

在发酵过程中 AA-N 含量越高, 表明蛋白质水解成游

离氨基酸的程度越高[23], 意味着枯草芽孢杆菌对虾加工副

产物的蛋白质利用率就越高。如图 2D 所示, 接种枯草芽孢

杆菌组发酵液在发酵 1 d 后 AA-N 含量均有所增加, 说明

枯草芽孢杆菌分泌的酶开始分解蛋白质, 且在不同初始发

酵 pH 条件下均有很好活性。但随着发酵进行, 只有 pH 

10.0 组的 AA-N 含量呈上升趋势, 在发酵 6 d 时达到最大

值[(0.81±0.02) g/100 mL], 比初始 AA-N 含量增长了 440%, 

表明初始发酵 pH 10.0 有利于枯草芽孢杆菌蛋白酶快速分

泌, 且代谢旺盛。但是, 初始 pH 10.0 组的 AA-N 含量在发

酵 7 d 时开始下降, 这应与微生物生长繁殖利用 AA-N 有

关[28]。枯草芽孢杆菌分泌的蛋白酶一般在 pH 8.0 附近活力

高[29], 本研究中与初始发酵 pH 10.0 组相比较, 其他发酵

组的 AA-N 含量均较低, 可能与发酵环境 pH 偏弱酸性(见

图 2B)不利于枯草芽孢杆菌蛋白酶活性发挥, 导致肽段不

能快速水解成游离氨基酸有关。空白对照组(未接种枯草芽

孢杆菌)的 AA-N 含量变化很小, 说明在偏碱性环境下(见

图 2B)蛋白质的水解程度并不高, 虽然在空白对照组有部

分肽段释放出来(图 2C), 但是未能进一步被降解为游离型

氨基酸。 

组胺含量与水产发酵制品质量安全性有关, 而 AA-N

含量又密切关系到发酵液呈味性[23]。综合图 2 结果可知, 

中华管鞭虾加工副产物接种枯草芽孢杆菌, 调节初始发酵

pH 10.0 所得发酵液不仅组胺含量低, 而且有利于 AA-N 的

大幅度增加。 

2.3  不同初始发酵 pH 下发酵液的抗氧化活性动态

变化 

清除 DPPH 自由基能力已被广泛用于评价食品的抗

氧化性, 总抗氧化能力反映了样品中所有抗氧化物质的

抗氧化能力总和, 而羟自由基作为一种最为活跃的自由

基, 易损伤机体细胞、引发 DNA 损伤, 严重危害人体健

康[30‒31]。在 37℃下, 接种枯草芽孢杆菌组发酵液的 DPPH
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自由基清除率、总抗氧化能力和羟自由基清除能力均强于

空白对照组(图 3), 说明枯草芽孢杆菌发酵有提高发酵液

抗氧化活性作用。其中, 调节初始发酵 pH 7.0 发酵 1 d 的

DPPH 自 由 基 清 除 率 从 初 始 的 (12.23±0.89)% 提 高 到

(48.23±2.64)%(图 3A)。对于总抗氧化能力, 未调节初始发

酵 pH 组发酵 1 d、初始发酵 pH 8.0 在发酵 2 d、初始发酵

pH 9.0 在发酵 3 d 和初始发酵 pH 10.0 在发酵 6 d 分别出现

强总抗氧化能力(图 3B)。接种枯草芽孢杆菌发酵 1 d 后, 各

组羟自由基清除能力均显著高于初始时(0 d)的清除能力

(图 3C)。综合考虑发酵液组胺和 AA-N 含量, 可以看出在

发酵末期(6~7 d)初始发酵 pH 10.0 组的 DPPH 自由基清除

能力处于高水平, 而且总抗氧化能力和清除羟自由基能力

均高于其他组。枯草芽孢杆菌在发酵过程会分泌出大量蛋

白酶系, 水解蛋白质释放出肽段及游离氨基酸[29,32]。据报

道, 肽的 C 端或 N 端疏水性氨基酸残基以及序列中组氨

酸、色氨酸、蛋氨酸、赖氨酸等残基, 通过与脂质分子相

互作用并向脂质衍生自由基提供质子来增强肽的抗氧化活

性。而一些游离氨基酸, 如组氨酸的咪唑基团和蛋氨酸的

亚砜基团均有清除 DPPH 自由基作用[33‒34]。中华管鞭虾加

工副产物接种枯草芽孢杆菌, 调节初始发酵 pH 10.0 提高

了发酵液的抗氧化活性, 该发酵液有进一步应用前景。 

2.4  接种枯草芽孢杆菌发酵液指标相关性分析 

为进一步揭示不同初始发酵 pH 下所得发酵液的组胺含

量、AA-N 含量及抗氧化活性指标间是否有内在联系, 本研究

对发酵液测定指标间进行两两相关性分析, 结果如图 4 所示。 
 

 
 
 

图 3  不同初始发酵 pH 下发酵液的抗氧化活性动态变化(n=3) 

Fig.3  Dynamic changes in antioxidant activity of fermentation broth under different initial fermentation pH (n=3) 

 

 
 

注: *表示 P<0.05, **表示 P<0.01。 

图 4  接种枯草芽孢杆菌发酵液指标间相关性分析 

Fig.4  Correlation analysis between indicators of Bacillus subtilis 
fermentation broth after inoculation 

发酵液 pH和 AA-N 呈极显著的正相关性(P<0.01), 与

其他指标无关联性, 说明发酵液的AA-N只随 pH的升高而

升高, 这主要是由于发酵过程中枯草芽孢杆菌代谢分泌的

蛋白酶以碱性蛋白酶居多[28], 在偏碱性环境下酶活性高, 

水解蛋白质生成大量 AA-N。组胺被认为是发酵食品中毒

性最大的生物胺, 可引起头痛、血压异常等不适症状, 甚

至会引起神经性毒性[35‒37]。而在本研究中组胺含量只与肽

浓度呈极显著的正相关性(P<0.01), 与羟自由基清除力、总

抗氧化能力以及 AA-N 均呈现显著的负相关性(P<0.01 或

P<0.05)。推测可能是蛋白质水解产生带有组氨酸残基肽段, 

而这些肽段被进一步水解后释放出大量游离组氨酸, 在组
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氨酸脱羧酶作用下生成组胺。而组胺含量越高, 发酵液的

羟自由基清除力和总抗氧化能力越低, 也说明高组胺含量

发酵液对人体存在潜在生理危害。一般组胺含量高的发酵

食品风味性差, 图 4 结果也证实了组胺含量与呈味 AA-N

含量具有极显著负相关性。 

3  结  论 

本研究采用枯草芽孢杆菌纯种发酵中华管鞭虾加

工副产物, 在发酵温度 37℃下, 通过调节初始发酵 pH

方法实现了降低发酵液组胺含量和提高 AA-N 含量目

的。发酵 6 d 时, 初始发酵 pH 10.0 发酵液的组胺含量最低

为(17.54±2.64) mg/mL, AA-N 含量高达(0.81±0.02) g/100 mL, 

肽含量为(25.17±0.63) mg/L。同时, 该发酵液在清除 DPPH

自由基、羟自由基和总抗氧化能力方面表现突出。综之, 接

种枯草芽孢杆菌的中华管鞭虾加工副产物在初始发酵 pH 

10.0 时可制备出安全性高、抗氧化活性强的发酵液, 本研

究可为新型虾味调味料的开发提供技术依据。 
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