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乳酸菌半连续发酵虾头虾壳过程中甲醛 

的生成规律研究 
 

段杉，毛颖超 

（华南农业大学食品学院，广东广州 510642） 

摘要：本文以嗜酸乳杆菌半连续发酵虾头、虾壳回收蛋白质和甲壳素。对半连续发酵过程中氧化三甲胺酶(TMAOase)酶活、甲

醛含量以及 pH 值的变化进行监测，初步探索了发酵过程中甲醛的生成规律。研究结果表明，在发酵过程中，当发酵液 pH 值为 4.5~5.0

时，TMAOase 活性最高，半连续发酵五个批次的甲醛含量的变化趋势与 TMAOase 活性变化相一致，说明 TMAOase 活性是造成甲

醛含量增高的重要原因，其中发酵至第五批时甲醛含量最高达 30.79 mg/kg。 
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Abstract: In this paper, semi-continuous lactic acid fermentation was employed in shrimp waste fermentation to recover protein and chitin. 

The variation of TMAOase activity and the formation of formaldehyde with the change of pH during the fermentation were investigated, and the 

mechanism of formaldehyde formation production preliminary was explored. It was showed that the activity of the TMAOase achieved the 

highest when the pH of fermentation broth decreased to 4.5~5.0. The change of formaldehyde content coincided with the change of TMAOase 

activity during the five batches of semi-continuous fermentation. This illustrated that the activity of the TMAOase was the main reason for the 

formation of formaldehyde. The highest point of formaldehyde content was 30.79 mg/kg in the fifth batch.  
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甲醛(HCOH)为中等毒性物质，己经被世界卫生

组织确定为致癌和致畸物质[1]。水产品内源性甲醛是

指在水产品中检测出并证明并非人为添加的甲醛含

量，包括各种水产品及其制品在保藏和加工过程中自

身存在及产生甲醛的量。国外对水产品内源性甲醛生

成机理进行了大量报道，目前认为主要有两条生成途

径：一为酶催化分解，二为非酶途径生成。其中氧化

三甲胺(TMAO)代谢产生的内源性甲醛被认为是水产

品中甲醛的主要来源[2]，Gill[3]、Parkin[4]得出 TMAOase

能催化TMAO 转变为二甲胺和甲醛。甲醛产生的非酶

途径主要涉及加热或高温条件下TMAO 

直接分解生成甲醛[5]。 

全球对虾产量丰富，其中虾头虾壳占40~48%， 
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这些对虾废弃物主要含有 40%蛋白质、35%的矿

物质和 14~30%的甲壳素，且含有少量的虾青素[6~7]。

目前国内外利用虾头虾壳的主要方法是将其干燥粉碎

作饲料；或用化学法生产甲壳素。该法污染严重，且

无法全面利用各种成分。较新的技术是以乳酸菌发酵

虾头、虾壳同时回收甲壳素、蛋白质和虾青素[8~11]。

本研究小组曾利用从对虾中筛选到的一株嗜酸乳杆菌

SW01 发酵虾头虾壳，可有效回收甲壳素和蛋白质[12]，

并采用半连续发酵方式，节约了接种成本，缩短了发

酵周期。 

虾头虾壳中含有丰富的TMAO 和 TMAOase，在

发酵过程中是否产生甲醛目前是未知的，国内外均未

有相关研究报道。如果该发酵过程中有甲醛产生，则

甲醛将使蛋白质交联[13]，可能会影响蛋白酶水解，同

时甲醛也会影响回收的蛋白质的安全性。本文通过对

半连续发酵过程中甲醛含量的变化的监测，初步探索

该发酵过程中甲醛生成的规律和影响因素，进而为控
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制甲醛的产生提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

虾头、虾壳：由阳江市谊林海达速冻水产有限公

司提供。 

菌种：从虾头中分离出的嗜酸乳杆菌 SW01，中

国典型培养物保藏中心保藏，保藏号 CCTCC NO：

M2011035。 

1.2  实验方法 

1.2.1  发酵条件 

半连续发酵条件如下：以虾头、虾壳重量为 100%

计，加入 15%葡萄糖(m/m)，嗜酸乳杆菌SW01 接种量

10%(m/m)，固液比1:0.5，每批次 40 ℃发酵 48 h，接

种龄为 24 h，即上一批原料发酵至 24 h，取出大部分

发酵产物继续发酵 24 h，留下10%(m/m)发酵液，并补

充新鲜原料，利用上一批原料中的乳酸菌作菌种继续

发酵。 

1.2.2  甲醛的测定 

参考 SC/T 3025-2006《水产品中甲醛的测定》，绘

制标准曲线为 Y=0.0139x-0.0008，R2=0.9994。其中样

品测定的前处理参考杨艺娟（2008）加热浸泡法[14]进

行。 

1.2.3  TMAOase 活性的测定 

TMAOase 活性通过测定产生的甲醛来衡量，以

TMAO（Sigma 公司）为底物,并添加一些辅助因子[15]。

具体方法如下：5 mL 测定混合体系中包括 Tris-醋酸

溶液（120 mmol/L，pH 7.0）、TMAO（24 mmol/L）、

Cys（2.4 mmol/L）、Vc（2.4 mmol/L）和 FeCl2（0.24 

mmol/L），加入 1 mL适当稀释的酶粗提液起始反应，

在 25 ℃精确反应 20 min 后，在混合物中加入 2 mL 

10%的三氯乙酸终止反应。反应混合物在 8000 g离心

15 min，上清液用来检测其中的甲醛含量。空白以同

样的方法测定，但是，加入2 mL 10%的三氯乙酸之后

再加入酶粗提液。规定在该反应条件下，1 min 内产

生的 1 μmol 甲醛所需酶量定义为一个酶活力单位

（U）。 

2  结果与讨论 

2.1  半连续发酵前两批次甲醛的变化规律 
由图 1、2 可以看出，在第一批次发酵的前期(0~8 

h)，pH值从初始 7.8 降至 4.0 之间，随着 pH值降低，

甲醛含量和TMAOase 的活性急剧的升高，发酵的第 6 

h，此时 pH 值在 4.5 左右，甲醛含量和 TMAOase 的

活性达到最大值。随着发酵时间延长，甲醛含量和

TMAOase 的活性逐渐降低，在发酵的 6~24 h，甲醛

含量和TMAOase 的活性下降趋势明显。24~48 h随着

发酵时间的延长，变化趋势不明显。这是由于 pH 值

小于 4.0 时，抑制了 TMAOase 的活性，分解 TMAO

产生甲醛的减弱。 

 

图 1 半连续第一批发酵过程中甲醛含量和 TMAOase 的活性的

变化 

Fig.1 The change of formaldehyde content and TMAOase 

activity in the 1st batch of semi-continuous fermentation 

 
图 2 半连续第二批发酵过程中甲醛含量的变化 

Fig.2 The change of formaldehyde content and TMAOase 

acitivity in the 2nd batch of semi-continuous fermentation 

2.2  半连续发酵后三批甲醛的变化规律 

 
图 3 半连续第三批发酵过程中甲醛含量的变化 

Fig.3 The change of formaldehyde content and TMAOase 

activity in the 3rd batch of semi-continuous fermentation 

由图 3 可知，当半连续发酵接种至第三批时，在

发酵的第 4 h 时，pH值已降至4.5以下，此时甲醛含
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量和 TMAOase 活性已升至最高，但生成的甲醛含量

已明显低于前两批的最值，在 4~12 h，甲醛含量和

TMAOase 的活性随着pH值的降低迅速下降，在发酵

的中后期甲醛含量和 TMAOase 的活性缓慢降低。 

 
图 4 半连续第四批发酵过程中甲醛含量的变化 

Fig.4 The change of formaldehyde content and TMAOase 

activity in the 4th batch of semi-continuous fermentation 

由图 4 可知，半连续发酵第四批的 0-6 h 的甲醛

含量和TMAOase 的活性上升趋势与第一、二批相似。

在 pH值小于 4.0 时，TMAOase 的活性被抑制，而甲

醛的生成量较前三批有所增加。有研究表明，在发酵

性食品中，微量的甲醛有可能是发酵过程中存在的微

生物代谢产生的，或是某些成分的自动氧化产生的
[16]。目前报道无色杆菌属中有 20~40%的种属可能具

有还原TMAO 的能力，交替单胞菌和弧菌中也有部分

种属具有还原能力，动物肠道中的肠杆菌科也证实存

在具有还原TAMO 能力的细菌[17]。在半连续发酵过程

中，乳酸菌与污染的杂菌同时存在，随着发酵批次的

增加，体系的菌相随时可能发生变化，不排除微量甲

醛的产生会由此类具有还原 TMAO 能力的细菌产生。 

 
图 5 半连续第五批发酵过程中甲醛含量的变化 

Fig.5 The change of formaldehyde content and TMAOase 

activity in the 5th batch of semi-continuous fermentation 

由图 5 可知，当半连续发酵批次增加至第五批次

时，发酵液 pH 值的下降趋势明显低于前四批，而发

酵的前 12 h甲醛含量和TMAOase 的活性略高于前四

个批次，其最值分别达到 30.79 mg/kg 和 0.116 U。 

从图 1 到图 5 可以看出，采用半连续发酵工艺每

批次发酵48 h结束时甲醛的含量明显低于发酵初始时

甲醛的含量，且甲醛含量生成的高峰期都在发酵前期，

即嗜酸乳杆菌 SW01的对数生长期。当发酵液酸度处

于较高水平，pH较低时，高酸环境使得 TMAOase 酶

活急剧下降，抑制了 TMAOase 对TMAO 的分解程度。

可见半连续发酵工艺的不同批次产生的甲醛含量和酶

活稍有不同，但总体生成规律趋势相似。 

Benjakul 等人发现，从鲻鱼肾脏中提取的

TMAOase 的最适 pH 为 7.0[18]。鳕鱼肌原纤维中的也

是中性时表现出最佳活性[15]。但 Rehbei从鳕内脏，包

括肾脏、脾脏、幽门盲肠中获得的 TMAOase 的最适

pH 为 4.5~5.0[19]。Harada 发现来自鲻鱼肝脏的

TMAOase 的最适 pH 为 5.0[20]，Gill 等认为鳕鱼肾脏

中 TMAOase 是一种多酶体系，用等电聚焦方法分离

出至少四种同工酶，其中最主要的一种酶结合在溶酶

体膜上，在绿鳕肾脏中分离出三种酶，最适 pH为 5.0，

且酶活性不受氧气浓度影响[3]。Joly 等通过阴离子交

换层析，从绿鳕肾脏中分离出三种高分子量

（200~2000 kDa）的独立的氧化三甲胺同工酶，它们

的等电点不同，分别是 4.1、4.5、5.0[21]。可以看出，

不同来源的 TMAOase 其最适 pH差异较大。 

本实验中甲醛含量变化与 TMAOase 活性的变化

趋势一致，因此，推测本发酵过程中甲醛主要由

TMAOase 的催化产生。甲醛含量未发生积累，推测其

原因如下：由于本实验半连续发酵过程中以透气的硅

胶塞封口，少部分生成的甲醛可挥发出去；溶于水的

甲醛与发酵液中的蛋白质、氨基酸反应被消耗，但参

与反应的蛋白质、氨基酸等也被破坏。甲醛的产生会

影响影响蛋白质的水解；并且无论进一步将发酵液加

工为食品还是饲料，甲醛的存在都将危害发酵液的安

全性。因此如何有效抑制 TMAOase 活性，从而控制

甲醛的生成量还有待进一步研究。 

3  结论 

本实验监测了半连续乳酸菌发酵虾头虾壳过程中

甲醛含量和氧化三甲胺酶活性的变化。结果发现，发

酵过程中 TMAOase 有一定活性，并且其活性随着发

酵产酸的变化而变化。TMAOase 催化作用是本发酵过

程中产生甲醛的主要途径。甲醛的生成量也随

TMAOase 活性变化同步变化。 
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