
现代食品科技                                           Modern Food Science and Technology                                               2024, Vol.40, No.3

 131 

腌制叶用芥菜发酵菌应用与发酵工艺优化 

胡丹丹1,2，陈山乔2，孙志栋1,2*，吴祖芳3

（1.宁波铜钱桥食品菜业有限公司，浙江余姚  315400）（2.宁波市农业科学研究院，浙江宁波  315800）
（3.宁波大学食品与药学学院，浙江宁波  315800）

摘要：为获得品质优良的发酵叶用芥菜，通过层次分析法、多因素试验对叶用芥菜的腌制发酵工艺进行了优化

和实证研究。结果表明，发酵菌株 L8（Lactobacillus brevis）、L9 植物乳杆菌（Lactobacillus plantarum）以及 Y9 酿

酒酵母菌（Saccharomyces cerevisiae）复合发酵，最佳配比为 1:1:1，在新鲜芥菜堆黄优化基础上，再通过菌接种量、

堆黄时间、食盐添加量进行三因素三水平正交试验，得到叶用芥菜腌渍最佳发酵工艺条件为：菌接种量体积分数 5%、

堆黄时间 2 d、食盐添加量质量分数 5%。该条件下，总酸质量分数为 0.85�g/100�g、氨基酸态氮质量分数为 0.203�g/100�g，

亚硝酸盐半衰期为 4.23 d 以及感官评分为 86.50 分，总体可接受性好。该研究为进一步提供优质发酵蔬菜生产奠定

了技术基础。
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Abstract: To obtain high-quality fermented leaf mustard, the process of pickling and fermentation of leaf mustard 

was optimized and empirically studied by means of analytic hierarchy process and multi-factor analysis. The results showed 

that when Lactobacillus brevis L8, Lactobacillus plantarum L9, and Saccharomyces cerevisiae Y9 are jointly applied in 

fermentation, the optimal ratio equals 1:1:1. After the yellowing processing of fresh leaf mustard was optimized, a three-factor 

and three-level orthogonal test was carried out by modifying the amount of bacterial inoculation, the duration of yellowing, 

and the amount of salt added. The optimal fermentation process conditions for leaf mustard are as follows: a volume fraction 

of bacterial inoculation of 5%, a yellowing duration of 2 d, and a salt addition amount of 5%. Under these conditions, the 

total acid content was 0.85 g/100 g, and the amino acid nitrogen content was 0.203 g/100 g. The half-life of nitrite was  

4.23 days, and the sensory score was 86.50 points. Overall, the quality is reasonably acceptable. This research has laid a 
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technical foundation for further developing high-quality fermented vegetables.

Key words: leaf mustard; fermentation strain; fermentation; process optimization

腌菜是我国广泛消费的传统发酵蔬菜食品，与

四川泡菜、酸菜和其他发酵蔬菜相比，腌菜生产工

艺简单，通常是挑选优质的新鲜蔬菜，去除水分，

加盐在常温下放置 4~7 d 或长达数月 [1] 。自然发酵

蔬菜的品质在一定程度上取决于蔬菜表面的微生

物，而其受生产方法、季节和地理区域的影响 [2,3] 。

在蔬菜发酵过程中，将从自然发酵的蔬菜中分离到

的乳酸菌是优势菌，如短乳杆菌 [4] 、戊糖乳杆菌 [5] 、

植物乳杆菌 [6] 等，已在泡菜的大规模生产中控制发

酵过程并提高最终产品质量 [7] 。目前对发酵蔬菜中

优势菌的筛选和应用主要集中在乳酸菌上，它在发

酵过程中能够进行同型和异型乳酸发酵，代谢糖类

产生有机酸，分解蛋白质为氨基酸，抑制有害微生

物的生长。据报道，从发酵食品（如腌菜）中分离

出的乳酸菌对健康有多种益处，包括预防便秘、结

肠炎、肝损伤和糖尿病 [8-11] 。发酵蔬菜中酵母菌与

乳酸菌的利用率相比较低，然而酵母菌对高糖、高

渗透压等环境具有较强的适应性，是能够发酵糖类

物质产醇的一类微生物，同时乙醇还可以与有机酸

相结合产生酯类芳香物质 [12,13] ，可以提高发酵蔬菜

的风味。此外，酵母菌在发酵过程中产生的游离氨

基酸和短肽类物质以及维生素复合物提高了发酵蔬

菜的口感和营养价值 [14] 。

不同的发酵工艺和环境条件对发酵蔬菜的香气、

风味和质地等都有着一定的影响 [15] ，而缩短发酵周

期、控制发酵质量是规模化生产腌制菜的重要环节。

据报道，接种发酵剂可以有效提高产品质量 [16] 。Chi
等 [17] 从 135 株乳酸菌中筛选低盐泡菜发酵剂并应用

到泡菜中，表明发酵剂发酵能够加速风味形成并缩

短泡菜的成熟期。Du 等 [18] 将干酪乳杆菌接种至酸

菜中，与自然发酵的酸菜相比，更快的降低了 pH
值和亚硝酸盐含量，提高了 Vc 含量，更受消费者

青睐。于洋等 [19] 将从锦州小菜中筛选的两株酵母菌

和实验室保藏的乳酸菌混合发酵，所得产品色泽、

口感、风味俱佳。陆步诗等 [20] 认为多菌种混合发酵

可以结合单菌的优点，提高腌制菜的品质。

本研究主要将前期从自然发酵的叶用芥菜中筛

选出的乳酸菌：L8 短乳杆菌（Lactobacillus brevis）、
L9 植物乳杆菌（Lactobacillus plantarum）和 Y9 酿

酒酵母菌（Saccharomyces cerevisiae） [21] 作为混合发

酵剂应用于叶用芥菜腌制中，对其发酵条件进行优

化。与自然发酵芥菜相比，混菌发酵缩短芥菜发酵

周期，降低了 pH 值和亚硝酸盐含量，提高了总酸

和氨基酸态氮含量，以期为优良发酵菌株的挖掘和

混合蔬菜发酵剂的开发提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

新鲜的叶用芥菜，购于浙江省宁波市鄞州

区新紫云堂公司；食盐，购于当地市场；短乳杆

菌 L8（Lactobacillus brevis L8）、 植 物 乳 杆 菌 L9
（Lactobacillus plantarum L9）、 酿 酒 酵 母 菌 Y9
（Saccharomyces cerevisiae Y9）均为前期从自然发

酵的叶用芥菜中筛选出的发酵性能优良的菌株，为

宁波市农业科学研究院实验室优选菌种 [21] ，中国典

型培养物保藏中心（武汉）专利保护菌株，保藏号

分 别 为 M2022271、M2022270、M2022269 ；MRS
（Demanrogosasharpe）液体培养基、改良马丁培养

基，杭州微生物试剂有限公司。

SW-CJ-2D 型双人单面净化工作台，苏州净化

设备有限公司；PHS-3C 型 pH 计，上海圣科仪器

设备有限公司；Dualex 便携式植物多酚 - 叶绿素

仪，法国 Force-A 公司；CM-700d 手持式分光测色

计，日本柯尼卡美能达（Konica Minolta）公司；

Spectramax190 型全波长酶标仪，美国美谷分子仪

器（Molecular Devices）有限公司；LD2F-50L- Ⅱ型

立式高压蒸汽灭菌器，上海申安医疗器械厂；5804R
型高速大容量冷冻离心机，德国 Eppendorf 公司；

LD2F-50L- Ⅱ型立式高压蒸汽灭菌器，上海申安医

疗器械厂；九阳多功能搅拌机，佛山市秋实电器有

限公司；腌制桶，购于当地市场。

1.2 试验方法

1.2.1 发酵菌株的确定

参考许明军 [22] 等利用层次分析法（Analytic 
Hierarchy Process，AHP）对发酵菌株的使用进行确

定，主要是利用层次分析权数法，根据客观现实的

判断，对各个层次的重要性给予定量表示，确定各

个指标之间的权重系数，减小了各实验因素之间的
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相互影响对实验结果的影响，使得优化结果具有稳

定性。在层次分析模型中，第一层为总评价指标，

第二层为详细指标。在本试验中，总评价指标且分

别对应的详细指标为滋味（鲜味、酸味、咸味、甜味、

苦味以及辛辣味）、气味（芥菜味、果香味、奶油味、

酒香味以及腐烂味）和外观（黄绿色、暗灰色以及

形态），并根据各因素对产品的作用进行权重设置，

滋味 : 气味为 3:2，滋味 : 外观为 2:1，气味 : 外观

为 2:1，同时设置自然发酵、L8、L9、Y9、L8-L9、
L8-Y9、L9-Y9 和 L8-L9-Y9 这 8 组试验通过层次分

析方法确定发酵菌株。因新鲜的芥菜生长和采收时

间有限，而整棵发酵芥菜腌制周期比较长，为加快

发酵实验进程，前期发酵菌株的确定、发酵菌株最

佳配比的确定以及接下来两个单因素试验（菌接种

量和食盐添加量）均采取芥菜切成短段来加速发酵

试验进程，即将堆黄的芥菜切成短段处理，通过确

定发酵菌株，来进行后续的发酵菌株最佳配比、单

因素和正交试验。

1.2.2 发酵菌株最佳配比的确定

参考王巧 [23] 方法以确定发酵菌株的最佳配比，

将 3 株菌种 L8（Lactobacillus brevis L8）、植物乳

杆菌 L9（Lactobacillus plantarum L9）、酿酒酵母菌

Y9（Saccharomyces cerevisiae Y9）比例分别设计为

1:1:1、1:1:2、1:2:1、2:1:1 进行发酵，对其最优配比

进行确定，每隔 1 d 取一次样测定 pH 值及总酸，通

过确定最佳配比，来进行后续的单因素和正交试验。

1.2.3 发酵工艺优化

1.2.3.1 发酵前堆黄时间和温度优化

将新鲜芥菜置于 10、15、25 ℃温度条件下，湿

度大约在 30%~40%，进行避光堆黄 6 d，每隔 1 d
测定堆黄叶绿素（Chlorophyll，简称 Chl）、黄酮

（Flavonoids，简称 Flav）、花青素（Anthocyanin，
简称 Anth）和色差（明暗度简称 L、红绿色简称 a、
黄蓝色简称 b），得到最佳堆黄温度和时间。堆黄的

目的是降解蛋白质增加氨基酸含量，提高腌菜的鲜味。

1.2.3.2 接种量和食盐添加量优化

根据混合菌株配比结果，选择 3 株菌种 L8、
L9、Y9 的添加比例为 1:1:1，菌种活化浓度为      
107 CFU/mL，分别称取 100 g 芥菜于 150 mL 锥形瓶

中，在芥菜中添加复合发酵菌（L8:L9:Y9 为 1:1:1，
下同）的接种量体积分数分别为 1%、4%、7%、

10%，置于常温下发酵 5 d。每隔 1 d 取一次样测定

pH 值及总酸，得到最优的接种量；在最优接种量的

基础上，在芥菜中添加质量分数分别为 2%、5%、8%、

11% 的食盐，置于常温下发酵 5 d，每隔 1 d 取一次

样测定 pH 值及总酸，得到最优的食盐添加量。

1.2.3.3 正交试验优化

根据发酵前芥菜堆黄温度试验结果，温度在一

定范围内越高对发酵芥菜越有利，但从芥菜采收时

间以及工业化生产角度考虑，我们将堆黄温度设置

为 25 ℃，再综合芥菜堆黄时间试验和芥菜切断发

酵的试验结果，选择复合发酵菌接种量（简称菌接

种量，下同）、堆黄时间以及食盐添加量为 3 个因素，

选取完整的新鲜芥菜进行正交试验，每个因素设计

3 个水平，因素及水平见表 1。

表 1  正交试验因素与水平设计

Table 1 Orthogonal test factors and level design

水平
因素

A( 菌接种量 )/% B( 堆黄时间 )/d C( 食盐添加量 )/%

1 3 0 5

2 4 2 6.5

3 5 4 8

1.3 理化指标测定

pH 值：取发酵蔬菜的发酵液，采用 PHS-3C 型

pH 计直接测定 [24] ；

叶绿素、黄酮、花青素：取堆黄的蔬菜叶片，

采用植物多酚 -叶绿素仪直接无损测定；

色差分析：取发酵蔬菜的菜叶及根部，采用手

持式分光测色计直接测定；

总酸：取发酵蔬菜的发酵液参考 GB/T 12456-
2021《食品中总酸的测定》，主要以乳酸进行计算；

氨基酸态氮：取发酵蔬菜的发酵液，参考 GB/T 
5009.235-2016《食品中氨基酸态氮的测定》；

亚硝酸盐含量及半衰期：取发酵蔬菜的发酵液，

南京建成生物工程研究所亚硝酸盐测试盒测定。

1.4 感官评定

感官评定参考腌菜国标 GB 2714-2015《酱腌

菜》，发酵结束时，由 8 位经验丰富的感官评定员（4
名男性，4 名女性，22~33 岁）对正交试验组发酵

的叶用芥菜进行感官分析。气味、酸味占分各 20 分，

滋味、外观占分分别为 25 分、35 分，合计 100 分，

具体评分标准见表 2。
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表 2  腌制叶用芥菜感官评定标准

Table 2 Sensory evaluation criterion of pickled leaf mustard

项目 标准 评分 / 分

气味

浓郁清香，无异味 15~20

香味小，无异味 10~14

有异味 0~9

酸味

酸度适中，适口 15~20

酸度一般，较适口 10~14

酸度大，不适口 0~9

滋味

软硬适中，口感好 20~25

较软或较硬，口感一般 10~29

过软或过硬，口感差 0~9

外观

黄绿色，形态完整，喜欢 25~35

暗黄色，形态基本完整，一般 15~24

暗灰色，形态不完整不喜欢 0~14

1.5 数据处理

每组试验均进行 3 次生物学重复，所有数据用

SPSS 26.0 软件进行差异显著性（P＜0.05）分析，

采用 Origin Pro 9.0 作图。

2 结果与分析

2.1 发酵菌株的确定

将芥菜切成短段发酵 5 d 后，依次进行感官评

价，并通过层次分析方法建立模型得到的结果如

表 3 所示，我们可知 L8-L9-Y9 菌种组合不仅在整

体评分高于其他试验组，且每个总评价指标滋味、

气味以及外观三者评分均高于其他试验组。因此

我们确定 L8-L9-Y9 为本试验的发酵菌株，利用确

定的发酵菌株进行后续发酵菌株比例的确定、单

因素和正交试验。

表 3  层次分析法得到的权重系数结果（%）

Table 3 Weight coefficient results obtained by analytic hierarchy process (%)

感官 权重 L8-L9-Y9 L8-L9 L9-Y9 L8-Y9 L8 L9 Y9 自然发酵

整体 100 17.7 16.0 14.1 13.3 11.4 11.3 9.5 6.6 

滋味 45.5 8.1 7.6 6.4 5.9 5.3 5.0 3.8 3.3 

鲜味 10.8 2.1 1.9 1.6 1.4 1.2 1.2 0.9 0.5 

酸味 9.6 1.8 1.8 1.4 1.4 1.1 0.9 0.7 0.5 

咸味 7.2 1.1 1.0 1.0 0.9 0.9 0.9 0.7 0.7 

甜味 7.2 1.1 1.2 1.0 0.8 1.0 0.8 0.6 0.7 

苦味 6.0 1.0 0.8 1.7 0.7 0.7 0.7 0.6 0.7 

辛辣味 4.8 1.0 0.8 1.7 0.7 0.5 0.5 0.4 0.2 

气味 34.7 6.4 5.4 5.1 4.8 3.7 4.0 3.6 1.6 

芥菜味 9.2 2.0 1.3 1.5 1.5 0.8 0.8 1.0 0.3 

果香味 8.2 1.4 1.2 1.2 1.0 1.0 1.0 0.9 0.5 

奶油味 7.1 1.3 1.3 1.0 0.8 0.8 1.0 0.6 0.3 

酒香味 5.1 0.9 0.8 0.7 0.8 0.6 0.6 0.6 0.3 

腐烂味 5.1 0.9 0.9 0.7 0.7 0.6 0.7 0.6 0.1 

外观 19.9 3.1 3.0 2.6 2.6 2.3 2.3 2.1 1.8 

黄绿色 7.7 1.2 1.2 0.9 1.1 0.9 0.9 0.8 0.6 

暗灰色 6.6 1.0 1.0 0.9 0.8 0.8 0.8 0.6 0.6 

形态 5.5 0.8 0.7 0.7 0.7 0.6 0.6 0.6 0.5 

2.2 发酵菌株最佳配比的确定

由图 1 可知，将芥菜切成短段发酵 5 d，添加

L8、L9、Y9 三株菌种。在整个发酵过程中，pH 值

和总酸分别呈现下降和上升趋势，但当 L8、L9、
Y9 的添加比例为 1:1:1 时，pH 值最低，为 3.17，

总酸质量分数最高，为 1.07 g/100 g，并且在发酵结

束的时候，pH 值以及总酸含量均与其他三组有显

著性差异（P＜0.05）。因此我们确定发酵菌株 L8、
L9、Y9 的最佳配比为 1:1:1，利用最佳配比结果进

行后续单因素和正交试验。
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图 1  不同发酵菌株配比对芥菜末发酵过程中 pH 和总酸的影响

Fig.1 The effect of different fermentation strains on pH and 

total acid during the fermentation of mustard

注：不同小写字母表示差异显著（P＜0.05）。

2.3 发酵工艺优化

2.3.1 发酵前堆黄时间和温度

从图 2 可知，25 ℃条件下新鲜芥菜堆黄速度最

快，其次是 15 ℃，10 ℃条件下堆黄效果最差。这

从图 3 可以看出，在三个不同温度下，叶绿素均处

于下降状态且趋势相近，从第 3 天开始 25 ℃的叶绿

素降低速度显著高其他两者（见图 3a），三者在黄酮

含量的差异不显著（P＜0.05）（见图 3b），而 25 ℃
下花青素的积累显著高于 10 ℃（见图 3c）。

从 L 指标上看，芥菜在堆黄过程中明度升高，

即越来越“白”，其中 25 ℃的更加明显（见图 3d）。
色度指标 a 表示红绿，+ 表示偏红，- 表示偏绿，   
25 ℃比 15 ℃在第 2~5 天绿色的褪去速度更快（见

图 3e）；b 表示黄蓝，+ 表示偏黄，- 表示偏蓝，     
25 ℃变黄的速度比 15 ℃的更快（见图 3f）。

色素水平的变化和叶片颜色的变化反映了植物

的生理状况。在新鲜芥菜堆黄过程中，光线不足导

致叶片不能进行正常的光合作用，如果光照不足，

会导致植物细胞不能顺利分化，且处于长期缺水

状态，从而引起植株生长不良，导致叶片黄化
 [25] ，

也有研究表明叶绿素生物合成的正调控和叶绿素

分解的负调控，延迟了叶黄素的降解并加速了叶绿

素的分解，促进了叶片黄色的形成  [26] ，同时叶绿

素含量的下降受到花青素含量增加的影响 [27] ，这

与本试验结果相一致。从图 2 可以看出温度在一定

范围内越高新鲜芥菜黄化越快，但从芥菜收获时间

以及工业标准化生产角度，综合考虑选择在 25 ℃
将芥菜进行堆黄，又因 25 ℃条件下堆黄的芥菜从

4 d 以后腐烂的较多，考虑到发酵前芥菜的利用率，

最终正交试验选取 0、2 及 4 d 三水平的堆黄时间进

一步优化。

图 2  不同温度芥菜堆黄照片

Fig.2 Photographs of leaf mustard pile yellow at different 

temperatures
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图 3  不同温度堆黄芥菜堆黄叶绿素（Chl）、黄酮（Flav）、

花青素（Anth）、色差（L、a、b）指标变化

Fig.3 Changes of yellow chlorophyll (Chl), flavonoids (Flav), 

anthocyanins (Anth), and Chromatic aberration (L, a, b) indexes 

of yellow mustard piles at different temperatures

注：不同小写字母表示差异显著（P＜0.05）。图 4、5 同。

2.3.2 菌接种量

图 4  发酵菌的接种量对芥菜末发酵过程中 pH 和总酸的影响

Fig.4 The influence of the inoculum of fermenting bacteria on 

the pH and total acid during the fermentation of mustard

蔬菜发酵过程中，发酵条件的控制直接影响发

酵成品的口感、品质与风味。由图 4 可知，随着时

间的延长，各组的 pH 不断降低，最终达到稳定，

各组的产酸量不断增加，综合两图可知，接种量过

高或过低均不利于产酸。复合发酵菌（L8:L9:Y9 为
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1:1:1）的接种量质量分数为 4%、7% 时均有利于产

酸，但 4% 接种量与 7% 接种量在总酸含量上差异

达到显著水平（P＜0.05），所以菌的接种量质量分

数 4% 为最佳单因素条件。因此在后续正交试验时，

选取质量分数 3%、4% 以及 5% 三水平的（复合发

酵）菌接种量进一步优化。

2.3.3 食盐添加量

由图 5 可知，随着发酵时间的增加，各组的

pH 不断降低，产酸量不断增加，总体趋势大致相同。

发酵菌只有在正常的渗透压条件下，才能很好的生

长，食盐浓度过高或过低均不利于菌株的生长，食

盐添加量质量分数为 5% 和 8% 时，芥菜末的 pH 分

别为 3.17 和 3.19，总酸质量浓度分别为 1.04 g/100 g、
1.002 g/100 g。因此在后续正交试验时，选取质量分

数 5%、6.5% 以及 8% 三水平的食盐添加量进一步

优化。

图 5  盐浓度对芥菜末发酵过程中 pH 和总酸的影响

Fig.5 The effect of salt concentration on pH and total acid 

during the fermentation of mustard

2.4 正交试验优化结果分析

通过正交试验优化，得到了不同条件下腌制芥

菜成品的总酸、氨基酸态氮以及亚硝酸盐含量，并

进行极差分析。通过比较可以确定 3 个因素的影响

顺序及最佳组合，正交优化试验结果及极差分析见

表 4。同时对 9 组正交试验组合整个发酵过程中的

总酸、氨基酸态氮以及亚硝酸盐进行测定，观察发

酵过程中的动态变化，结果见图 6。

图 6  芥菜发酵过程中总酸（a）、氨基酸态氮（b）、亚硝

酸盐（c）的变化

Fig.6 Changes of total acid (a), amino nitrogen (b) and nitrite 

(c) during the fermentation of mustard

由表 4 可以看出，各因子水平间的极差值可以

得出影响总酸含量三个因素顺序为 C＞B＞A，即

影响总酸含量的最大因素为食盐添加量，其次是

堆黄时间，最后是菌接种量。结合方差分析表 5，
得出三者对总酸含量的影响并不显著（P＞0.05）。 
影响氨基酸态氮含量三个因素重要性为 B＞C＞A， 
即影响氨基酸态氮含量的最大因素是堆黄时
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间，再是食盐添加量和菌接种量，结合方差分析 
表 5，得出三者对氨基酸态氮含量的影响并不显著 
（P＞0.05）。而亚硝酸盐半衰期和感官指标的极差

大小顺序一致，说明影响两者的因子重要性均为 
B＞A＞C，即影响亚硝酸盐半衰期和感官评分的最

大因素均是堆黄时间，其次是菌接种量，最后是食

盐添加量。结合方差分析表 6，菌接种量以及食盐

添加量两者相对亚硝酸盐半衰期和感官评分的影

响都不具有显著性差异（P＞0.05），而堆黄时间与

亚硝酸盐半衰期达到差异显著性水平（P＜0.05），
由此可以得出堆黄时间是影响亚硝酸盐半衰期最

主要的因素。

综合表 4~6，（复合发酵）菌接种量根据感官评

分选择 A3，堆黄时间根据亚硝酸盐半衰期和感官

评分选择 B2，影响总酸含量最主要的因素是食盐添

加量，根据总酸含量选择 C1，所以得到的产品最佳

配方是 A3B2C1，而正交试验中总酸和氨基酸态氮

含量最高的也是 A3B2C1，且亚硝酸半衰期和感官

评分也具有很大的优势。因此，该配方为发酵叶用

芥菜的最佳工艺，即以发酵蔬菜质量为基准，（复

合发酵）菌接种量体积分数为 5%，堆黄时间为 2 d，
食盐添加量质量分数为 5%。

表 4  正交试验结果与极差分析

Table 4 Orthogonal test results and range analysis

试验号
A( 菌接
种量 )/%

B( 堆黄
时间 )/d

C( 食盐添
加量 )/%

总酸 /
(g/100 g)

氨基酸态氮 /
(g/100 g)

亚硝酸盐
半衰期 /d 感官评分 / 分

1 1(3) 1(0) 1(5) 0.81 0.18 5.62 64.94

2 1 2(2) 2(6.5) 0.702 0.202 7.14 71.21

3 1 3(4) 3(8) 0.51 0.16 3.45 78.88

4 2(4) 1 2 0.77 0.17 9.09 70.69

5 2 2 3 0.62 0.19 6.25 71.63

6 2 3 1 0.72 0.19 4.82 79.56

7 3(5) 1 3 0.52 0.14 5.90 75.19

8 3 2 1 0.85 0.203 4.23 86.50

9 3 3 2 0.72 0.19 4.18 85.44

K 1 0.674 0.70 0.79

影响总酸质量分数因子重要性为 C>B>A
K2 0.70 0.72 0.73

K3 0.70 0.65 0.55

R 0.03 0.07 0.24

K 1 0.18 0.16 0.17

影响氨基酸态氮质量分数的因子重要性为 B>C>A
K2 0.18 0.2 0.19

K3 0.18 0.16 0.16

R′ 0 0.04 0.03

K 1 5.40 6.87 4.89

影响亚硝酸盐半衰期的因子重要性为 B>A>C
K2 6.72 5.87 6.80

K3 4.77 4.15 5.20

R′′ 1.95 2.72 1.91

K 1 71.68 70.27 75.00

影响感官指标因子重要性为 B>A>C
K2 73.96 76.45 77.00

K3 82.38 81.27 75.23

R′′′ 10.70 11.00 2.00

注：K1~K3 分别为各因子 1~3 水平所对应指标平均值，R 为最大值与最小值之差。
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2.5 不同正交组合发酵中总酸、氨基酸态
氮、亚硝酸盐含量的动态变化

产酸能力的强与弱是评判菌种发酵活力的重要

指标，也是影响腌制菜品质的一个重要因素。一般

认为，当发酵蔬菜的总酸质量分数上升至 0.3% 以

上，生蔬菜的味道将消失，腌制的产品也已经可以

食用 [28] ，且 GB/T 19858-2005《涪陵榨菜》规定发

酵蔬菜总酸质量分数≤1.5 g/100 g。所以在符合国家

标准的条件下，总酸质量分数越高，腌制菜的品质

越好。从图 6a 可知，所有试验组随着发酵的进行，

总酸质量分数总体均呈上升状态，这与 Xiong [6] 、

Yan 等 [29] 研究结果相似。但当食盐质量分数最低为

5% 时，总酸质量分数上升的最快且最高，如处理 8
号达到 0.85 g/100 g，这可能是食盐添加量影响乳酸

菌的产酸能力，盐浓度过高抑制乳酵菌生长，盐浓

度过低抑制不了有害微生物生长，从而使得乳酸菌

的产酸能力受到影响。

氨基酸是发酵蔬菜重要的营养成分，氨基酸含

量的高低代表着发酵蔬菜营养成分多少，且多种

氨基酸会给发酵。从图 6b 可知，在发酵过程中，

我们可以看出九组不同处理的氨基酸态氮的变化

上升及下降的趋势有一定的差异，如处理 8 氨基

酸态氮含量上升的最快且含量最高，质量分数达到

0.203 g/100 g。

亚硝酸盐含量是评价发酵蔬菜和腌制蔬菜安全

性的重要指标，国家及地方标准均对食品中亚硝酸

盐含量有着严格的要求。从图 6c 可知，所有试验

处理组在发酵过程中，均会出现亚硝峰，但随着有

机酸的不断积累，亚硝峰也逐渐消失，并且在 9 d
或之后亚硝酸盐含量迅速降低并基本保持稳定，但

堆黄两天亚硝峰出现的较迟，如正交试验处理 2 号、

5 号两组亚硝峰在第 9 天出现，其他组均在第 4 天
出现亚硝峰；堆黄 4 d，亚硝峰出现早且含量高，但

是降解率也较高，其中处理 3 号在第 4~9 天时，降

解率达到了 94.3%，可知堆黄时间与亚硝酸盐以及

亚硝峰的出现有着一定的联系。

3 结论

本研究通过层次分析法确定发酵菌株 L8 短

乳 杆 菌（Lactobacillus brevis）、L9 植 物 乳 杆 菌

（Lactobacillus plantarum） 以 及 Y9 酿 酒 酵 母 菌

（Saccharomyces cerevisiae）为复合发酵，且在 L8、
L9、Y9 复合发酵、发酵菌株最佳配比为 1:1:1。短

乳杆菌（Lactobacillus brevis）在新鲜芥菜堆黄温度

为 25 ℃条件下，通过菌接种量、堆黄时间、食盐

添加量进行三因素三水平正交试验，并对不同正交

组合整个发酵过程中的总酸、氨基酸态氮含量以及

亚硝酸盐含量进行了动态研究，得到影响腌制芥菜

表 5  腌制加工因子影响芥菜总酸和氨基酸态氮的方差分析

Table 5 Variance analysis of influence of saline processing factors on the mustard total acid and amino nitrogen concentrations

变异来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值

A( 菌接种量 )
0.001

2(2)
0.001

0.131(0.074) 0.884(0.93)
(0.000 024) (0.000 012)

B( 堆黄时间 ) 0.009(0.002) 2(2) 0.004(0.001) 0.968(6.78) 0.508(0.13)

C( 食盐添加量 ) 0.093(0.001) 2(2) 0.046(0) 10.400(2.69) 0.088(0.27)

误差 0.009(0) 2(9) 0.004(0)

总变异 4.409(0.29)

表 6  腌制加工因子影响芥菜亚硝酸盐半衰期和感官评分的方差分析

Table 6 Variance analysis of influence of saline processing factors on the mustard nitrite half-life and sensory score concentrations

变异来源 平方和 自由度 均方 F 值 P值

A( 菌接种量 ) 5.94(190.54) 2(2) 3.0(95.27) 10.72(11.27) 0.085(0.16)

B( 堆黄时间 ) 11.36(183.04) 2(2) 5.68(91.52) 20.52(17.15) 0.046*(0.16)

C( 食盐添加量 ) 6.33(4.91) 2(2) 3.16(2.45) 11.43(0.089) 0.08(0.88)

误差 0.55(35.055) 9(9) 0.28(17.53)

总变异 309.57(52 403.63)

注：* 为 P ＜0.05 时差异显著。
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的总酸含量的主要因素是食盐添加量，影响氨基酸

态氮含量、亚硝酸盐半衰期以及感官评分的主要因

素均是堆黄时间，得到叶用芥菜最佳发酵工艺条件

为：复合发酵菌（L8:L9:Y9 比例 1:1:1）接种量体

积分数 5%、堆黄时间 2 d、食盐添加量质量分数 5%，

该条件下，总酸质量分数为 0.85 g/100 g、氨基酸

态氮质量分数为 0.203 g/100 g、亚硝酸盐半衰期

为 4.23 d 以及感官评分为 86.50 分，总体可接受性

好，易受消费者青睐。本研究结果解决了因自然发

酵导致发酵周期长、质量不一致和口味单一等问题， 
pH 值、总酸表明其产酸能力强，氨基酸态氮含量

增加丰富了食用营养与滋味含量，亚硝峰降低提高

了食用安全性，为发酵蔬菜菌种的选择以及工艺提

供了一定的基础。
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