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摘要: 微生物发酵技术是提升海洋鱼产品加工副产物价值的一种重要而有效的途径, 而作为沙

丁鱼加工副产物的鱼头是一种优质蛋白质和生物活性物质的绝佳来源. 本文拟利用从传统鱼露

中分离筛选的具有多种蛋白酶活性的贝莱斯芽孢杆菌 SW5 发酵沙丁鱼下脚料鱼头制备抗氧化活

性物质, 采用人工神经网络与遗传算法(ANN-GA)相结合方法, 以 DPPH 自由基清除率和蛋白水

解度(DH)为考察指标, 确定最佳发酵条件. 结果表明, 沙丁鱼下脚料抗氧化物质最佳发酵条件

为发酵时间 42 h, 发酵温度 37℃, 接种量 3%, 并在此条件下通过实验验证 DPPH 自由基清除率

为 91.26%. 研究结果可为 SW5 菌株在海洋蛋白质资源的有效利用及功能性海洋食品生产应用上

提供数据参考.  
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远东拟沙丁鱼(Sardinops sagax)是一种分布

广、资源量大的中上层远洋鱼类, 富含蛋白质等营

养物质[1-2]. 随着鱼类深加工比重的提高, 沙丁鱼

头等副产品产量也在逐年增加, 这些加工副产物

通常被直接丢弃而造成资源浪费, 但也可通过加

工用于饲料、胶原蛋白和肥料等, 另外还可用于海

洋源生物活性肽的制备[3-7]. 微生物发酵是一种利

用鱼类加工副产物的有效途径, 通过微生物发酵

技术对富含蛋白质的副产品(如鱼头、鱼皮等)发酵

可产生抗氧化肽等生物活性物质[8]. Ruthu等[9]通过

乳酸菌发酵鱼头获得抗氧化肽. Fang 等[10]采用米

曲霉对废弃大菱鲆(Scophthalmus maximus)鱼皮进

行高价值利用, 研究发酵液抗氧化活性, 并通过分

离纯化达到提高抗氧化活性的目的.  
本实验室前期从发酵鱼露中筛选出一株贝莱

斯芽孢杆菌(编号为 SW5), 并研究表明此菌种在分

类上属于解淀粉芽胞杆菌植物亚种, 两者属同物

异名, 而解淀粉芽孢杆菌属于食品用微生物菌种. 
有研究表明贝莱斯芽孢杆菌具有良好的生物安全

性和益生功能, 具有用于食品领域的潜力[11-14]. 另
有研究发现贝莱斯芽孢杆菌种可以产生高活力胞

外蛋白酶, 能迅速水解鱼蛋白[15]. 本团队前期利用

贝莱斯芽孢杆菌 SW5 发酵鳀鱼制备鱼露, 属于可

用作海洋蛋白质源发酵精深加工的优良微生物菌

株[15]. 众多研究通过基因工程手段也发现贝莱斯

芽孢杆菌 SW5 蛋白酶和半乳糖苷酶具有较强的鱼

蛋白质底物特异性[16-20], 此外, 也有研究表明贝莱

斯芽孢杆菌发酵液具有较强的抗氧化活性[21].  
神经网络结合遗传算法已被广泛用于解决多

目标的优化问题, 有研究报道神经网络遗传算法

比其他常见拟合方法(如响应面法)更准确[22]. 尹乐

斌等[23]利用遗传算法-神经网络及响应面法优化
                                                                                                                                

收稿日期:  2022−12−08.   宁波大学学报（理工版）网址: http://journallg.nbu.edu.cn/ 
基金项目: 浙江省公益技术应用研究项目（LGG19C200002）; 舟山市市级公益项目（2022C31050）. 
第一作者: 曹亚玲, 硕士研究生, 主要研究方向: 食品工程. E-mail: 2575287832@qq.com 

*通信作者: 吴祖芳, 博士/教授, 主要研究方向: 食品生物技术研究. E-mail: wzfwpf@163.com 



 
14 宁波大学学报（理工版） 2024  

 

龙牙百合总黄酮提取工艺. 薛宏坤等[24]采用响应

面法和神经网络-遗传算法模型两种方式对微波萃

取蓝莓中花青素的工艺进行优化, 验证发现神经

网络-遗传算法模型比响应面法具有更强的预测和

优化能力.  
本文以远东拟沙丁鱼鱼头为原料, 应用贝莱

斯芽孢杆菌 SW5 进行发酵, 计算 DPPH 自由基清

除率和水解度, 通过神经网络与遗传算法对发酵

时间、发酵温度、接种量进行优化, 期望获得最佳

发酵条件, 确保将沙丁鱼下脚料(鱼头)有效地转化

为具有生物活性的蛋白质水解物, 通过工业水平

生产的抗氧化活性物质为鱼类加工提供增值产品, 
有助于实现资源的可持续性发展.  

1 材料与方法 

1.1  材料与仪器 
菌种: 贝莱斯芽孢杆菌SW5, 宁波大学食品生

物技术实验室分离筛选并保藏; 沙丁鱼头, 宁波佳

必可食品有限公司提供, -20℃备用; 胰蛋白胨、酵

母粉, 赛默飞世尔科技公司; 琼脂、十二烷基硫酸

钠, 阿达玛斯试剂有限公司; 丝氨酸标准品、双缩

脲试剂盒、二硫苏糖醇, 北京索莱宝生物科技有限

公司; 邻苯二甲醛、1,1-二苯基-2-三硝基苯肼, 上
海麦克林生化科技有限公司.  

LB 培养基(g∙L–1): 蛋白胨、NaCl、酵母粉、琼

脂于 121℃条件下灭菌 15 min.  
Spectramax 190 全波长酶标仪, 美国美谷分子

仪器有限公司; ALC210.3电子天平, 赛多利斯公司; 
5804R 高速冷冻离心机 , 德国 Eppendorf 公司 ; 
QYC-2012C 恒温培养摇床、HWS-280 恒温培养箱、

LDZX-40B 高压蒸汽灭菌锅 , 宁波江南仪器厂 ; 
HH-4 恒温水浴锅, 江苏国华电器有限公司.  
1.2  实验方法 
1.2.1 菌种活化 

将贝莱斯芽孢杆菌 SW5 从试管斜面处接种至

400 mL∙L–1的 LB 培养基中(培养基已经 15 min 的

121℃高压蒸汽灭菌, 并冷却至室温), 接着在 37
℃、180 r∙min–1恒温摇床中培养 12 h, 备用.  

1.2.2 原料预处理 
将冷冻沙丁鱼鱼头流水解冻, 沥干水分后去

除鱼鳃部分. 将鱼头用绞肉机打成鱼糜, 并将鱼糜

与蒸馏水按 1 g:1.25 mL 在 100 mL 瓶中混合, 每瓶

20 g鱼糜, 放入80℃水浴锅中, 待鱼糜样品中心温

度达到 80℃后保温 30 min, 以达到巴氏消毒的目

的, 最后冷却至室温, 备用.  
1.2.3 沙丁鱼头营养成分测定 

蛋白质含量根据凯式定氮法测定; 脂肪含量

根据索式抽提法测定; 水分含量根据直接干燥法

测定; 灰分含量根据灼烧称重法测定.  
1.2.4 单因素实验设计 

沙丁鱼头作为蛋白底物, 采用贝莱斯芽孢杆

菌 SW5 作为发酵菌株, 150 r∙min–1摇床发酵. 制备

种子液, 取一定比例种子液离心, 8 000 r∙min–1, 5  
min, 得到菌体细胞, 用0.9%生理盐水洗涤3次, 用
生理盐水重悬至菌液浓度约为107 CFU∙mL–1. 接种

于 20 g 鱼肉中, 鱼肉与水添加量为 1:1.25. 选取接

种量(1%、3%、5%、7%、9%)、发酵温度(27、32、
37、42、47℃)、发酵时间(6、12、18、24、30、
36、42、48 h)等作为单因素实验的影响因素, 以水

解度和DPPH自由基清除率为指标, 研究各条件对

发酵产物抗氧化活性的影响. 当研究某个变量时, 
其他因素的条件为发酵温度 37℃, 发酵时间 36 h, 
接种量 5%.  
1.2.5 Box-Behnken 实验设计 

根据 Box-Behnken 实验设计, 以水解物 DPPH
自由基清除率(%)为响应值, 选取发酵温度(32、37、
42℃)、发酵时间(30、36、42 h)、接种量(1%、3%、

5%)为自变量, 具体见表 1.  
表 1  Box-Behnken 实验设计因素与水平 

 因素  
水平 

A(发酵温度)/℃ B(发酵时间)/h C(接种量)/% 

-1 32 30 1 

0 37 36 3 

1 42 42 5 

1.2.6 神经网络遗传算法优化发酵条件 
(1)神经网络(Artificial Neural Network, ANN)

的建立. 神经网络结构设置为三层结构: 输入层、

隐含层和输出层 , 隐含层神经元个数设计利用

MATLAB 2016b 软件进行模型训练实验, 选取不

同隐含层神经元个数进行拟合比较并最终确定. 
本文将发酵温度(32~42 ℃)、发酵时间(30~42 h)、
接种量(1%~5%) 3个因素和DPPH自由基清除率响



 
第 1 期 曹亚玲, 等: 基于神经网络模型及遗传算法的贝莱斯芽孢杆菌发酵沙丁鱼下脚料抗氧化活性的条件优化 15  

 

应变量分别作为输入和输出变量. 采用均方误差

(MSE)和回归相关系数(R)对模型性能进行评价 , 
以最小 MSE 和最大 R 作为所建神经网络模型的最

佳训练性能指标. 将所建模型与遗传算法相结合, 
对输入参数进行优化, 以获得最大输出值(图 1).  

 

图 1  神经网络基本结构 

(2)遗传算法(Genetic Algorithm, GA)优化. 利
用个体种群探索和解析空间内所有区域, 个体种

群随机生成, 用适应度函数评估个体适应度. 建立

神经网络模型后, 利用 MATLAB 工具箱中的遗传

算法算出神经网络模型最优解, 包括从初始种群

中筛选出高级个体, 进行交叉、变异和选择, 反复

循环, 直到输出满足最佳优化标准的响应值和对

应响应参数(图 2). 种群大小、交叉概率、变异概

率和最大进化代数分别设置为 20、0.8、0.05 和 100.  

 

图 2  遗传算法流程 

1.2.7 指标测定方法 
(1)水解度测定. 水解度测定参考OPA法[25], 该

分析方法用游离氨基与邻苯二甲醛反应来量化蛋

白质水解物可溶部分中游离氨基相对于原材料总

蛋白质的比例. 将 400 μL 样品溶液添加到含 3 mL 
OPA 试剂的试管中, 混合 5 s, 静置 2 min, 用酶标

仪在 340 nm 处读数. 标准组为丝氨酸, 空白组由去

离子水代替. 计算公式如下:  

2,serine sample balnk standardNH ( ) (OD OD OD     

balnk ) 0.9516 0.1 100 /OD X P     (1) 

2,serine(NH ) /h    , (2) 

total/ 100 .DH h h  %  (3) 
式中: X 为样品质量; P 为样品中的蛋白质含量; h
为丝氨酸氨基物质的量的函数; α、β 和 htotal值分别

为 1.00、0.40 和 8.6.  
(2)DPPH自由基清除率测定. 根据文献[26-27]

稍作修改. 样品: 在离心管中加入 1.0 mL DPPH 溶

液(0.1 mmol∙L–1), 再加入酶水解产物 1.0 mL, 摇动

混合在 30.0℃避光环境下反应 30 min, 于 515 nm
处测定其吸光值AS. 对照: 在离心管中加入1.0 mL
乙醇及 1.0 mL DPPH 溶液, 摇动混合在 30℃避光

环境下反应 30 min, 于样品相同波长处测定其吸光

值 A0. 空白: 在离心管中加入 1.0 mL 酶解产物和

1.0 mL 乙醇, 摇动混合在 30℃避光环境下反应 30  
min, 于样品相同波长处测定其吸光值 A1. 产物对

DPPH 清除能力(S)的计算公式如下: 
 S 1 01 ( ) / 100 ,S A A A    %  (4) 

式中: AS为样品对 DPPH 作用后的吸光度; A1为样

品吸光度; A0为 DPPH 吸光度.  
(3)统计分析. 采用 Origin 2017 软件进行单因

素实验图的制作; 采用 Design-Expert 软件进行

Box-Behnken实验设计; 采用MATLAB 2016b软件

构建神经网络和 GA 模型. 所有数据均采用 3 次平

行实验的平均值.  

2 结果与分析 

2.1  沙丁鱼头基本营养成分分析 
沙丁鱼下脚料鱼头主要成分比例见表 2, 由表

数据可见, 鱼头中水分含量最高, 达到 61.72%; 蛋
白质含量丰富, 占总质量的 17.60%. 由此可见, 利
用沙丁鱼的鱼头资源开发抗氧化活性物质(例如抗

氧化肽)具有较好的原料基础.  
表 2  沙丁鱼下脚料鱼头基本营养成分 % 

成分 营养成分净含量 

蛋白质 17.60±0.26 

脂肪  7.19±0.19 

水分 61.72±0.07 

灰分 12.05±0.71 
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2.2  单因素实验结果及分析 
2.2.1 发酵温度对水解产物 DPPH 自由基清除率和

水解度的影响 
如图 3 所示, 在 27~37℃范围内, 随着温度的

升高, 水解产物的抗氧化活性和水解度也随之增

加. 原因是随着温度的升高, 发酵体系中活菌数不

断增加, 菌株的生长和代谢活性增强, 且蛋白酶酶

解速率增大, 鱼蛋白被不断利用, 从而产生较多具

有抗氧化活性的多肽[26]. 当反应温度达到 37℃时, 
发酵液的 DPPH 自由基清除率和水解度达到最高

(82.39%±2.39%和 31.16%±1.82%), 说明该温度更

有利于菌株利用鱼肉蛋白产生抗氧化肽. 而当反

应温度继续升高时, 水解度和抗氧化活性显著降

低, 可能是因为温度过高会抑制菌株生长, 不利于

发酵情况下产生多肽[9]. 因此, 确定最佳发酵温度

为 37℃.  

 
图 3  发酵温度对水解产物 DPPH 自由基清除率和 

水解度的影响 

2.2.2 发酵时间对水解产物 DPPH 自由基清除率和

水解度的影响 
由图 4 可知, 在 6~30 h 范围内, 水解产物的抗  

 

图 4  发酵时间对水解产物 DPPH 自由基清除率和 
水解度的影响 

氧化活性和水解度随时间显著增加, 可能是贝莱

斯芽孢杆菌 SW5 在此时间段处于对数生长期[15], 
菌株活性较强, 其生长对蛋白质的利用率提高, 同
时产生具有抗氧化活性的肽段. 当在 36 h 时, 产物

水解度和 DPPH 自由基清除率达到最高(68.82%± 
2.61%和 31.33%±1.26%), 之后发酵液中抗氧化活

性趋于平稳, 可能是因为菌株生长达到平稳期[15]. 
因此, 发酵时间 36 h 最合适. 
2.2.3 接种量对水解产物 DPPH 自由基清除率和水

解度的影响 
由图 5 可知, 当接种量在 1%~3%时, DPPH 自

由基清除率随接种量的增加而提高, 原因可能是

接种量较少时, 菌体生长缓慢, 此时密度较低, 鱼
蛋白没有被完全利用. 在 3%接种量下, 发酵液的

DPPH 自由基清除率和水解度最高(61.29%±1.58%
和 36.46%±1.09%). 当接种量＞3%时, DPPH 自由

基清除率呈下降趋势, 可能是因为当接种量持续

增加时, 菌体生长速度过快, 同时菌体因正常新陈

代谢消耗的营养物质过多, 此时的底物难以满足

微生物更多生长的需要, 导致代谢产物减少, 可能

对产生的抗氧化肽进行分解利用, 降低抗氧化活性. 
因此, 接种量 3%最合适.  

 

图 5  接种量对水解产物 DPPH 自由基清除率和 
水解度的影响 

2.3  神经网络的建立 
根据上文 1.2.5 节实验设计方案, 采用 Design- 

Expert 10.0 软件进行三因素三水平的 Box-Behnken
实验设计, 实验设计结果见表 3. 神经网络学习过

程建立在可用数据集分为训练、验证和测试三部分

基础上. 利用均方误差对神经网络进行评价, 均方

误差值越小, 表明构建的神经网络模型预测实验

数据的精确度越高[22]. 神经网络学习及训练过程
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如图 6 所示. 可见当神经网络通过 3 180 次训练后, 
MSE最小化达到 10–5, MSE值逐渐趋近于误差的最

优值, 此时神经网络停止训练.  

 
图 6  神经网络学习及训练过程 

当 MSE 接近于 0, R 值接近于 1 时, 说明预测

值和目标值密切相关. 如图 7 所示, 训练样本、验

证样本、测试样本和全部样本的 R 值分别为 1、
0.996 64、0.998 40 和 0.965 45, 均大于 0.9, 表明经

过训练的神经网络模型性能良好. 由于模型不存

在欠拟合状态, 因此能很好地预测输入端的 3个变

量(发酵时间、发酵温度、接种量)与输出端(DPPH
自由基清除率)之间的关系, 可为此后的遗传算法

程序提供可靠的结果. 其中, 70%数据点用于训练, 
15%数据点用于测试, 15%数据用于验证, 因此, 
也为抗氧化肽的发酵条件优化提供了基础.  

 

 
图 7  人工神经网络拟合图 

2.4  遗传算法寻优 
在神经网络模型建立完成后, 利用遗传算法

优化输入参数(发酵温度、发酵时间和接种量), 得
到最大输出参数(DPPH 自由基清除率), 其适应度

曲线如图 8 所示. 每个算法大约在 2~3 min 的计算

时间内完成, 并且需要 60 代左右才能达到父代和

子代之间不再发生变化的条件. 从图 8 结果可见, 
种群迭代进化 51 代后, 种群适应度达到最大值, 
种群适应度总体呈现下降趋势, 之后趋于稳定. 通
过 MATLAB 软件的 GA 工具箱程序显示, 输出值

为 93.28%, 对应参数值为发酵时间 41.45 h, 发酵温

度 38.60℃, 接种量 3.81%. 考虑到实际实验操作的

便利性, 发酵时间可以调整为 42 h, 而发酵温度调

整仍为 37℃, 接种量为 3%.  

 

图 8  迭代曲线 

2.5  验证实验 
为进一步确定最佳的发酵条件, 通过 3 组平行

表 3  Box-Behnken 实验设计及结果 

样本 
编号 

接种 
量/% 

发酵 
温度/℃ 

发酵 
时间/h 

DPPH 自由基 
清除率/% 

1 3 37 36 86.84 
2 1 42 36 82.96 
3 3 37 36 92.26 
4 3 32 42 93.43 
5 1 32 36 93.95 
6 3 32 30 95.00 
7 1 37 30 84.03 
8 3 42 42 83.87 
9 3 37 36 90.65 

10 1 37 42 83.81 
11 5 32 36 84.73 
12 3 37 30 91.94 
13 3 42 30 89.25 
14 5 37 42 86.02 
15 5 42 36 84.95 
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实验来验证. 最终结果表明, 在此发酵条件下实际

测得沙丁鱼下脚料发酵液 DPPH 自由基清除率为

91.26%, 与预测值 93.28%相比, 预测的相对误差仅

为 2.17%. 此结果也表明, 利用神经网络遗传算法

优化发酵条件的参数准确可靠, 条件稳定, 同时证

明神经网络模型建立的合理性及实用价值.  

3 结论 

通过贝莱斯芽孢杆菌 SW5 发酵产物的 DPPH
自由基清除率评价远东拟沙丁鱼头发酵产物的抗

氧化能力, 实验结果表明了利用贝莱斯芽孢杆菌

SW5 发酵制备沙丁鱼抗氧化活性发酵液的可行性. 
基于实验数据建立的人工神经网络模型具有较高

的 R 值和较低的 MSE 值, 使预测值与实际值间有

较好一致性, 确保了模型的适当泛化. 通过影响抗

氧化活性物质产生发酵条件的单因素实验, 再根

据神经网络与遗传算法结合结果, 得到最佳发酵

条件为发酵温度 37℃, 发酵时间 42 h, 接种量 3%. 
经验证在此条件下, 沙丁鱼鱼头发酵液DPPH自由

基清除率达到 91.26%, 说明贝莱斯芽孢杆菌 SW5
发酵沙丁鱼下脚料产物具有较高的抗氧化活性.  
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Optimization of antioxidant activity of sardine discards fermented by Bacillus 
velezensis based on neural network model and genetic algorithm 

CAO Yaling1, WU Zufang1, SHEN Biao2, WENG Peifang1, ZHANG Xiaowei3 
( 1.College of Food Science and Engineering, Ningbo University, Ningbo 315832, China;  

2.Comprehensive Technical Service Center of Zhoushan Customs, Zhoushan 316100, China;  
3.School of Computer Science and Information Engineering, Hefei University of Technology, Hefei 230009, China ) 

Abstract: Microbial fermentation technology is an important and effective way to enhance the value of marine 
fish processing by-products. Fish head, a by-product of sardine processing, is an excellent source of high-quality 
protein and bioactive compounds. Antioxidant components were prepared from Bacillus velezensis SW5 
fermented sardine discards and fish heads with various protease activities isolated and screened from traditional 
fish sauce. The combination of artificial neural network and genetic algorithm (ANN-GA) was used to optimize 
the fermentation condition of antioxidant peptides production. The free radical scavenging rate and the degree of 
proteolysis were used as the indicators to determine the optimal fermentation conditions. The results showed that 
the optimal fermentation conditions for antioxidant components from sardine discards were fermentation time of 
42 h, fermentation temperature of 37℃, and inoculum volume of 3%. Under these conditions, the DPPH free 
radical scavenging rate was 91.26% through the verification experiment. The research results can provide data 
reference for SW5 strain in effective utilization of marine protein resources and functional marine food 
production. 
Key words: sardines; Bacillus velezensis; fermentation; neural network; genetic algorithm; antioxidative  
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