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响应面优化草鱼发酵工艺条件 

周  吉, 裘迪红* 
（宁波大学 海洋学院, 浙江 宁波 315211） 

摘要: 利用一株植物乳杆菌为发酵菌种, 对草鱼进行发酵. 以总酸含量为主要指标, 在单因素试
验的基础上, 运用 Design-Expert 7 Trial统计分析软件, 设计 4因素 5水平试验, 建立加盐量、发
酵温度、发酵时间和接种量的二次回归模型, 得到草鱼发酵的最优条件. 研究结果表明: 最优的
发酵工艺条件为加盐量 5.5％, 发酵温度 29.5℃, 发酵时间 25.9 h, 接种量 7.4％, 在此条件下发
酵草鱼的总酸含量可达 15.61‰, 且感官评分值达到 82.6分.  
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草鱼俗名鲩鱼, 其蛋白质含量为 15％~20％, 
是我国第一大淡水鱼, 因风味良好且营养丰富, 为
人们所喜爱[1]. 然而鱼类等水产品受到特定季节和
地区的制约, 每年我国淡水鱼因贮运不当所造成
的损失高达约 30％, 不仅造成了资源极大的浪费, 
也制约了我国淡水鱼养殖业和加工业的健康发展[2]. 
虽然添加防腐剂及低温冷藏等常规保鲜技术对鱼

肉制品能起到一定的保鲜作用, 但冻肉会因水分
流失、纤维变粗而不够鲜美. 此外, 某些添加剂还
会对食品风味造成许多负面效应[3]. 而乳酸菌代谢
产物作为有益生物保鲜剂的代表, 不但可以有效
地延长肉及肉制品的货架期, 还能对其风味起到
维持且改善的效果[4]. 发酵鱼制品是一种新型的鱼
类加工方法, 它是利用乳酸菌等食品微生物对鱼
体进行发酵, 使其产生一定的风味并能在室温下
保藏较长时间[5]. 该产品风味独特、含盐量低, 改
变了传统腌制品高盐的缺陷. 发酵可促进鱼肉中
蛋白质的水解, 提高鱼制品中水溶性蛋白质含量、
水溶性固形物含量和总酸含量, 降低 pH, 产生大
量游离氨基酸, 增大必需氨基酸含量和比例, 改善
鱼的感官品质[6]. 同时, 微生物在发酵过程中还可
以形成大量的风味成分, 使产品具有特殊风味[7-9]. 
由于总酸含量能够表征草鱼发酵以及产生各种代

谢产物的程度, 因此笔者选取总酸含量作为指标
研究草鱼的发酵条件.  
响应面法是一种优化工艺条件的有效方法[10], 

可以用于确定各因素及其交互作用在工艺过程中

对响应值的影响, 并获得各影响因素与响应值之
间的函数表达式, 即回归模型, 从而找到各因素的
最佳组合以及最优的响应值[11]. 响应面分析法较
正交试验法在试验设计和结果表述方面更有优势, 
考虑了试验的随机误差, 将复杂未知的函数关系
在小区域内用简单的一次或二次多项式模型来拟

合, 计算较简便, 是降低开发成本、优化加工条件、
提高产品质量, 解决生产过程中的实际问题的一
种有效方法, 已越来越多地应用于水产品加工领
域[12-13]. 笔者利用一株植物乳杆菌为发酵菌种, 以
总酸含量为指标, 在单因素分析的基础上进行响
应面试验设计, 并通过方差分析和验证试验对植
物乳杆菌发酵草鱼工艺条件进行优化, 以期为生
产优质的发酵草鱼制品提供参考.  

1 材料与方法 

1.1 材料 
1.1.1 原料 
草鱼鲜活, 尾重约 1 kg; 食盐、蔗糖均为食品
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级; 其他试剂为分析纯.  
1.1.2 试验菌株 

实验室分离自泡菜的一株植物乳杆菌, 其鉴
定号为 JX025073.1.  
1.1.3 主要培养基 

MRS肉汤[14]: 蛋白胨 10 g, 牛肉膏 10 g, 葡萄
糖 20 g, 碳酸钙 20 g, 柠檬酸二胺 2 g, 酵母提取物
5 g, 磷酸氢二钾 2 g, 硫酸镁 0.58 g, 硫酸锰 0.25 g, 
乙酸钠 5 g, 吐温-80 1 mL, 蒸馏水 1 000 mL, pH 
6.2~6.4, 121℃灭菌 15 min.  

种子培养基[15]: 蛋白胨 1.0%, 牛肉膏 0.5%, 
酵母膏 0.5%, 葡萄糖 2.0%, 番茄汁 10%, pH 6.5~6.7.  

发酵培养基[15]: 牛肉膏 1.0%, 葡萄糖: 乳糖
(1:1) 2.0%, 氯化钠 0.25%, 柠檬酸钠 0.5%, 吐温-80 
0.05%, 硫酸镁 0.1%, 番茄汁 10%, pH为 6.5.  
1.1.4 仪器与设备 

DK-S22 型电热恒温水浴锅、D3102 型电子天
平、DHDT-9070A型电热鼓风干燥箱, 均为上海精
宏实验设备有限公司; TDL-5 型高速离心机, 上海
安亭科学仪器厂; HWS智能型恒温恒湿培养箱, 宁
波江南仪器厂; LDZX-50KBS型立式压力蒸汽灭菌
锅, 上海申安医疗器械厂.  
1.2 方法 
1.2.1 草鱼发酵工艺流程[16] 
新鲜草鱼→去头、去鳞、去内脏→清洗→沥干

→整形→接种发酵→产品. 
1.2.2 发酵剂的制备 

将植物乳杆菌接种至 MRS 肉汤中, 35℃培养
24 h, 活化后以 3%比例接种至种子培养基, 最后在
发酵培养基中培养至菌体浓度为 107~108 CFU·mL-1.  
1.2.3 操作要点 

将鱼体切割成长约 2.5 cm, 宽约 1.5 cm 的鱼 
块, 加入一定比例的食盐和蔗糖, 混合均匀, 在 4
℃下放置一段时间. 然后在无菌条件下, 接种适宜
比例的植物乳杆菌发酵液, 在一定温度下发酵一
段时间, 即为所需的发酵草鱼制品.  
1.2.4 总酸含量测定[17] 

取 10.0 g样品研碎, 蒸馏水定容至 100 mL, 浸
提 1 h 后抽滤, 取滤液 50 mL, 酚酞为指示剂, 用
0.1 mol·L-1 NaOH标准溶液滴定至呈现粉红色即为
滴定终点. 记录消耗 NaOH溶液的体积, 计算总酸

含量.  
总酸(‰)=(消耗 NaOH溶液的体积×0.1× 

0.09×2/10)×1000, 
式中: 0.09为每 mmol NaOH相当于乳酸的质量, g.  
1.2.5 游离氨基酸含量测定[18] 

采用茚三酮法测定游离氨基酸含量.  
1.2.6 发酵草鱼感官品质评价方法 

根据发酵鱼风味感官鉴定标准 , 由 10名具
有食品感官品尝经验的人员组成感官评定小组, 
对发酵草鱼的色泽、口感、组织形态及风味按照食

品感官评价要求进行品评打分[19], 以 10人评分平
均值作为样品的最终得分. 感官评价方法见表 1.  

表 1  感官评定标准 

色泽 S 口感 K 组织形态 Z 风味 F 分数

均匀有光泽 酸味柔和 柔软有 

弹性 

基本无腥味, 

有香甜味 

70~100

色泽暗淡 酸味稍重 较硬或 

较疏松 

稍腥, 香甜

味不明显 

60~70

色泽灰暗 酸味不明

显或过酸

过硬或 

过疏松 

腥味较重, 

香甜味 

0~60 

2 结果与分析 

2.1 发酵条件优化 
由前期单因素试验可知发酵时间、发酵温度、

加盐量和接种量对产酸的影响较为显著, 因此选
取发酵时间、加盐量、接种量和发酵温度 4个影响
因素, 以总酸含量为响应值, 进行 4因素 5水平响
应面分析试验. 试验因素水平见表 2.  

表 2  响应面试验因素与水平 

水平 
试验因素 

-2 -1 0 1 2

加盐量(X1)/％ 3 4 5 6 7

发酵温度(X2)/℃ 20 25 30 35 40

发酵时间(X3)/h 10 15 20 25 30

接种量(X4)/％ 6 7 8 9 10

响应面法试验设计方案及结果见表 3. 使用
Design-Expert 7 Trial 实验设计软件对试验结果进
行多元回归拟合, 从而得到总酸含量 Y 与加盐量
X1、发酵温度 X2、发酵时间 X3和接种量 X4之间的

二次多元回归模型: 
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Y=-37.72839＋3.71594X1＋1.00042X2＋ 
0.84323X3＋4.01031X4－0.015375X1X2＋

0.018688X1X3－0.016562X1X4＋

0.014000X2X4－0.021062X3X4－

0.32859X1
2－0.015419X2

2－ 
0.013031X3

2－0.22703X4
2.  

表 3  响应面法方案与试验结果 

试验号 
X1加盐 
量/％ 

X2发酵 
温度/℃ 

X3发酵 
时间/h 

X4接 
种量/％ 

Y总酸
含量/‰

1 -1 -1 -1 -1 6.56 

2 1 -1 -1 -1 7.78 

3 -1 1 -1 -1 8.73 

4 1 1 -1 -1 7.46 

5 -1 -1 1 -1 10.38

6 1 -1 1 -1 13.14

7 -1 1 1 -1 11.52 

8 1 1 1 -1 12.56

9 -1 -1 -1 1 7.90 

10 1 -1 -1 1 7.76 

11 -1 1 -1 1 10.12

12 1 1 -1 1 10.54

13 -1 -1 1 1 10.27

14 1 -1 1 1 12.11 

15 -1 1 1 1 11.85 

16 1 1 1 1 12.42

17 -2 0 0 0 9.21 

18 2 0 0 0 11.03 

19 0 -2 0 0 8.21 

20 0 2 0 0 10.21

21 0 0 -2 0 7.15 

22 0 0 2 0 13.18

23 0 0 0 -2 9.43 

24 0 0 0 2 14.06

25 0 0 0 0 14.97

26 0 0 0 0 15.41

27 0 0 0 0 14.56

28 0 0 0 0 15.58

29 0 0 0 0 15.33

30 0 0 0 0 15.45

方差分析结果见表 4. 从表 4 可以看出, 该模
型的 P<0.0001, 表明模型极显著 , 且失拟项为
0.0631, 不显著, 从而说明方程对试验的拟合较好. 

模型中一次项 X3、X4和二次项 X1
2、X2

2、X3
2、X4

2

差异极显著, 一次项 X1、X2差异高度显著, 交互项
X1X3 和 X3X4 差异显著. 该回归模型的校正决定系
数为 94.25％, 说明模型与数据拟合度高, 试验误
差小. 在所选取的因素水平范围内, 各因素对结果
的影响排序为: X3＞X4＞X2＞X1. 

表 4  二次多项式的方差分析结果 

变异来源 平方和 自由度 均方差 F值 P值 显著性

模型 223.80 14 15.99 34.94 <0.0001 ***

X1 4.23 1 4.23 9.25 0.0082 ** 

X2 7.37 1 7.37 16.11 0.0011 ** 

X3 64.88 1 64.88 141.82 <0.0001 ***

X4 8.28 1 8.28 18.11 0.0007 ***

X1X2 1.51 1 1.51 3.31 0.0890  

X1X3 2.24 1 2.24 4.89 0.0430 * 

X1X4 0.070 1 0.070 0.15 0.7007  

X2X3 1.21 1 1.21 2.64 0.1247  

X2X4 1.25 1 1.25 2.74 0.1185  

X3X4 2.84 1 2.84 6.21 0.0249 * 

X1
2 47.39 1 47.39 103.58 <0.0001 ***

X2
2 65.21 1 65.21 142.54 <0.0001 ***

X3
2 46.58 1 46.58 101.81 <0.0001 ***

X4
2 22.62 1 22.62 49.44 <0.0001 ***

残差 6.86 15 0.46    

失拟项 6.13 10 0.61 4.21 0.0631  

纯误差 0.73 5 0.15    

总变异 230.67 29     

注: (1)R2=0.9703, Adj-R2=0.9425. (2)***为差异极显著(P<0.001);  
**为差异高度显著(P<0.01); *为差异显著(P<0.05). 

2.2 响应曲面分析 
通过 Design-Expert 7 Trial 实验设计软件对试

验结果进行处理, 得到响应曲面图, 如图 1 至图 6
所示. 图 1至图 6直接反映了各因素对总酸含量的
影响, 三维曲面图越凸的位点表示响应值越大[20].  
2.2.1 加盐量和发酵温度对总酸含量的影响 

从图 1可以看出, 加盐量和发酵温度与总酸含
量呈抛物线型关系, 且有一极大值点, 说明当其他
条件一定时, 总酸含量随着加盐量和发酵温度的
增加先迅速升高, 然后缓慢下降. 加盐量为 5.5％,
发酵温度为 29.5℃时的总酸含量最大. 这是由于
适量的盐可以抑制腐败菌的生长, 从而给植物乳
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杆菌提供了有利条件, 但是如果盐含量过高, 则抑
制了菌株的充分产酸. 因为植物乳杆菌的最适生
长温度在 30℃左右, 低于或高于它其生长都会受
到抑制.  
2.2.2 加盐量和发酵时间对总酸含量的影响 

从图 2可以看出, 加盐量和发酵时间与总酸含
量呈抛物线型关系, 且有一极大值点. 这一点出现
在加盐量 5.5％, 发酵时间 25.9 h时的交汇处. 这说
明当其他条件一定时, 加盐量 5.5％, 发酵时间

25.9 h 时的总酸含量最高. 从图 3 还可以看出, 总
酸含量随着加盐量和发酵时间的增加先上升后下

降, 回归方程中的二次项呈显著(P＜0.05), 这说明
加盐量和发酵时间二者之间有显著的交互作用.  
2.2.3 加盐量和接种量对总酸含量的影响 
从图 3可看出, 加盐量和接种量与总酸含量呈

抛物线型关系, 且有一极大值点在加盐量 5.5％, 
接种量 7.4％处. 随着加盐量和接种量的增加, 总
酸含量呈现先上升后下降. 因为适量的盐可以抑

         
图 1  加盐量和发酵温度对草鱼总酸含量的影响             图 2  加盐量和发酵时间对草鱼总酸含量的影响 

      
图 3  加盐量和接种量对草鱼总酸含量的影响            图 4  发酵温度和发酵时间对草鱼总酸含量的影响 

    
图 5  发酵温度和接种量对草鱼总酸含量的影响             图 6  发酵时间和接种量对草鱼总酸含量的影响 
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制腐败菌, 为植物乳杆菌的生长提供了有利条件, 
但若盐度过高, 则会抑制菌株的充分产酸. 同时, 
接种量过大导致发酵菌株不能充分生长, 且发酵
中、后期分解蛋白质产生碱性氨基酸及氨, 导致酸
度下降. 
2.2.4 发酵温度和发酵时间对总酸含量的影响 

从图 4 可看出, 当发酵时间一定时, 总酸含量
随着发酵温度的升高, 先迅速升高, 达到最高值后
又迅速下降; 当发酵温度一定时, 总酸含量随着发
酵时间的延长, 先升高后缓慢下降. 在发酵温度
29.5℃, 发酵时间 25.9 h 处有一极值点. 回归方程
中的二次项呈显著(P＞0.05), 二者的交互作用不
显著.  
2.2.5 发酵温度和接种量对总酸含量的影响 

从图 5可看出, 发酵温度和接种量与总酸含量
呈抛物线型关系. 当发酵温度一定时, 总酸含量随
着接种量的增加先上升后下降. 当接种量一定时, 
总酸含量随着发酵温度的升高也是呈现先上升后

下降. 在其他条件一定时, 发酵温度为 29.5℃, 接
种量为 7.4％时, 总酸含量最高.  
2.2.6 发酵时间和接种量对总酸含量的影响 

从图 6可以看出, 发酵时间和接种量与总酸含
量呈抛物线型关系, 且有一极大值点. 这一点出现
在发酵时间 25.9 h, 接种量 7.4％时的交汇处. 当其
他条件一定时, 总酸含量随着加盐量和发酵时间
的增加先迅速上升后缓慢下降, 回归方程中的二
次项呈显著(P＜0.05), 说明发酵时间和接种量二
者之间有显著的交互作用.  
2.3 验证试验 
通过求解回归方程得到草鱼发酵最佳工艺条

件为加盐量 5.5％、发酵温度 29.5℃、发酵时间
25.9 h、接种量 7.4％, 模型的预测总酸含量的理论
值可达 15.61‰. 为了检验预测结果是否偏离实际
值, 则对模型推导所得的最优条件做验证试验. 验
证试验中, 发酵草鱼总酸含量为 15.51‰, 与预测
值非常接近, 说明响应面法分析所得的优化模型
是可靠的.  
为了检验该工艺条件下发酵草鱼的品质, 在

相同条件下做自然发酵, 并对两种产品进行对比, 
结果见表 5. 从表 5 可以看出, 接种发酵草鱼的总
酸含量、游离氨基酸含量和感官品质评分均明显优

于自然发酵草鱼.  

表 5  验证试验中发酵草鱼品质对比 

样品 
总酸含 

量/‰ 

游离氨基 

酸含量/‰ 

感官品

质评分

接种发酵草鱼 15.51±0.03 14.21±0.07 82.6±0.5

自然发酵草鱼 11.78±0.05 10.58±0.02 71.4±0.6

3 结论 

通过单因素实验和响应面优化实验得到植物

乳杆菌发酵草鱼的最佳工艺条件为: 加盐量5.5％、
发酵温度 29.5℃、发酵时间 25.9 h、接种量 7.4％. 
在确定了最佳工艺条件后进行验证试验, 对发酵
后的产品的总酸含量、游离氨基酸含量和感官评分

等指标进行检测发现, 植物乳杆菌对草鱼肉品质
具有一定的改善作用, 鱼肉有光泽, 口感柔和、有
弹性; 总酸和游离氨基酸含量与自然发酵相比有
较大的增加, 使发酵鱼肉的营养性得到加强, 这些
都凸显出接种发酵肉制品比一般肉制品具有一定

的优越性, 为今后的工业化运用提供了理论依据.  
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Optimization on Fermenting Conditions of Grass Crap with  
Response Surface Method 

ZHOU Ji, QIU Di-hong* 
( School of Marine Sciences, Ningbo University, Ningbo 315211, China ) 

Abstract: In order to effectively prolong the preserving period of the processed grass crap and improve its flavor 
and commercial value, the experiment conducted in this research tries to ferment grass crap by applying 
Lactobacillus plantarum as the strains. Taking the total acid content as the main variable, and based on a 
single-factor experiment, a four-factor and five-level test in this study is designed using the Design-Expert 7 
statistical analysis software, and the optimal condition of the fermentation of grass crap is obtained through a 
quadratic regression model which contains the variables of the amount of salt, fermentation temperature, 
fermentation time and inoculation amount. Based on the test result, the optimal fermentation condition is that the 
amount of salt, the fermentation temperature, the fermentation time and the inoculation amount should be 
configured with ratio of 5.5％, 29.5℃, 25.9 h and 7.4％ respectively, and only on this condition can the total 
acid content and the score of sensory assessment reach 15.61‰ and 82.6, respectively. 
Key words: grass crap; fermentation; Lactobacillus plantarum; response surface methodology 
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