
食品研究与开发 应用技术应用技术
20242024年年 33月月

第第 4545卷卷 第第 66期期

冷冻调理小龙虾生物保鲜剂的筛选及复配冷冻调理小龙虾生物保鲜剂的筛选及复配
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摘 要：为解决冷冻调理小龙虾贮藏期间氧化反应和微生物活动引起的品质劣变，该研究通过体外抑菌和抗氧化试
验，从 7种常规生物保鲜剂中筛选出 3种（聚赖氨酸盐酸盐、茶多酚、迷迭香提取物），并对这 3种生物保鲜剂进行复配
优化。利用单因素试验确定各保鲜剂最佳添加量，并采用 Box‐Behnken设计模型，以挥发性盐基氮值、硫代巴比妥酸
值为响应值，得到复合生物保鲜剂最佳组合方案为聚赖氨酸盐酸盐 0.20g/L、迷迭香提取物 0.23g/L、茶多酚 0.20g/L。
结果表明，该复合生物保鲜剂对冷冻调理小龙虾具有抑菌抗氧化作用，并在-18℃下显著减缓冷冻调理小龙虾脂质
和蛋白质的氧化反应。
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Abstract：Oxidationandmicrobialactivitiescausequalitydeteriorationoffrozenconditionedcrayfishduring
storage.Theinvitroantibacterialandantioxidanttestswerecarriedouttoscreenthreebio‐preservatives（poly�
lysinehydrochloride，teapolyphenols，androsemaryextract）outfromsevenconventionalbio‐preservativesfor
compounding.Singlefactortestswerecarriedouttodeterminetheoptimalconcentrationsofthethreebio‐
preservatives，andthenBox‐Behnkendesignwasemployedtodeterminetheoptimalcombinationwithtotal
volatilebasicnitrogenandthiobarbituricacidreactivesubstancesastheresponsevalues.Theoptimalcombina�
tionwasdeterminedas0.20g/Lpolylysinehydrochloride，0.23g/Lrosemaryextract，and0.20g/Lteapolyphe�
nols.Theresultsshowedthatthecomplexbio‐preservativehadantibacterialandantioxidanteffectsonfrozen
conditionedcrayfishandsignificantlysloweddowntheoxidationoflipidsandproteinsat-18℃.
Keywords：complexbio‐preservative；frozenconditionedcrayfish；formulaoptimization；antibacterialactivity；
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小龙虾原名克氏原螯虾，甲壳纲、十足目，因其独
特的风味、高蛋白和低脂肪含量等优点深受广大消费
者喜爱，是我国畅销的淡水虾类[1‐2]。随着小龙虾消费

量的迅速增长，小龙虾加工品类日益多样化、特色化，
主要包括生鲜食品、冷冻初加工或低温熟食制品等[3]。
其中，冷冻调理小龙虾因经简单加工后便可食用而具
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有广阔的发展前景。但冷冻处理只是抑制微生物繁殖
及酶的活性，贮运过程的温度波动、贮运时间等都会对
小龙虾产品品质造成不同程度的影响[4]。除此之外，
冷冻调理小龙虾在加工过程中使用大量油脂，产品在
冻藏过程中易氧化加剧，最终引起产品劣变。

生物保鲜剂是一种绿色、安全且高效的新型保鲜
剂，其主要从动物、植物和微生物中获得[5]，具有绿色
安全、残留量低和保鲜能力强等特点，是现代食品保鲜
的研究热点。聚赖氨酸盐酸盐是链霉菌属发酵过程中
的代谢产物，经提取分离精制获得，是一种具有广谱抑
菌性和热稳定性的新型生物保鲜剂[6]。刘文浩等[7]研
究发现，ε‐聚赖氨酸盐酸盐使用量在 0.1~0.3g/kg范围
内，对弗氏柠檬酸杆菌属的抑菌率达到 100%。于晓慧
等[8]选用茶多酚为主的生物保鲜剂处理小龙虾后发
现，样品微生物数量和挥发性盐基氮（totalvolatileba�
sicnitrogen，TVB‐N）值的增长速率均有所降低，且在
（25?1）℃贮藏条件下，货架期由 6d延长至 15d。迷
迭香提取物具有高抗氧化活性，并且有相关研究表明，
经含迷迭香提取物处理的鸡肉饼保质期延长了 4d[9]。
相关研究发现，将生物保鲜剂组合后应用于肉制品，能
够有效抑制其微生物生长和脂质氧化[10‐11]。

本研究对 7种生物保鲜剂进行筛选，通过响应面
法对筛选得到的生物保鲜剂进行复配，并对优化得到
的复合保鲜剂保鲜能力进行验证，以期为复合生物保
鲜剂在延缓冷冻调理小龙虾脂质氧化和品质劣变等方
面提供理论依据。

1 材料与方法
1.1 材料与试剂

鲜活小龙虾：淮安洪泽湖渔夫有限公司；腐败希瓦
氏菌：江苏省农业科学院农产品加工研究所；聚赖氨酸
盐酸盐（polylysinehydrochloride，PL）、茶多酚（teapoly�
phenols，TP）、迷迭香提取物（rosemaryextracts，RE）、乳
酸链球菌素（Nisin）、葡萄籽提取物、苹果多酚、褐藻寡
糖（Mw=2800Da）（均为食品级）；无水乙醇、醋酸钠、2，
2‐联氮‐二（3‐乙基‐苯并噻唑‐6‐磺酸）二胺盐[diammo�
nium2，2'‐azino‐bis（3‐ethylbenzothiazoline‐6‐sulfonate），
ABTS]、1，1‐二苯基‐2‐三硝基苯肼（1，1‐diphenyl‐2‐pic�
rylhydrazyl，DPPH）、过硫酸钾、氯化钠（均为分析纯）：
国药集团化学试剂有限公司；总抗氧化能力测定试剂
盒：南京建成海浩生物科技有限公司
1.2 仪器与设备

M4PC型紫外可见分光光度计：上海美谱达仪器
有限公司；XO‐6D无菌均质器：南京先欧仪器制造有限
公司；SPARK酶标仪：帝肯奥地利有限责任公司；
5424R高速冷冻离心机：湖南湘仪有限公司；SW‐CJ‐1F
超净工作台：苏州净化有限公司；HZQ‐F100全温度振

荡培养箱：太仓市华美生化仪器厂；SN‐HWS‐250B恒
温恒湿箱：上海尚普仪器设备有限公司；LDZM‐80L‐I
立式高压蒸汽灭菌锅：上海申安医疗器械厂。
1.3 方法
1.3.1 冷冻调理小龙虾的制备工艺

将新鲜小龙虾刷洗干净后置于碎冰中猝死，并于
室温下静置 1h以沥干水分，随后置于 160℃油炸锅
中炸制 2~3min。将油炸后的小龙虾加入卤汁中煮制
8min。待小龙虾卤汁冷却到 80℃，加入不同浓度的
保鲜剂并浸渍 1h，最后对小龙虾进行真空包装，经机
械速冻后于-18℃冰柜中贮藏，备用。
1.3.2 生物保鲜剂体外抗氧化能力测定

经文献查阅和前期预试验发现，聚赖氨酸盐酸盐、
乳酸链球菌素两种抑菌剂的抗氧化能力极其微弱，因
此不参与体外抗氧化能力的测定，仅对迷迭香提取物、
茶多酚、苹果多酚、葡萄籽提取物、褐藻寡糖 5种生物
保鲜剂进行抗氧化试验。
1.3.2.1 DPPH?清除活性

参考马剑等[12]的方法，并略作修改。取 50?L生
物保鲜剂与 150?L0.1mmol/LDPPH溶液混合均匀，
室温下避光放置 30min后，测定其在 517nm处的吸
光度，以无水乙醇做空白对照。DPPH?清除率（X，%）
计算公式如下。

X=( )1�
Ai�Aj

A0
?100

式中：Ai
为试验组吸光度；Aj为对照组吸光度；A0

为空白组吸光度。
1.3.2.2 ABTS+自由基清除活性

参考 Feng等[13]的方法，并略作修改。20?L生物
保鲜剂与 180?LABTS+工作液，室温避光反应
60min。以蒸馏水为空白对照，在 734nm处测吸光
度。ABTS+自由基清除率（Y，%）计算公式如下。

Y=
A0�A1

A0
?100

式中：A0为试验组吸光度；A1为空白组吸光度。
1.3.2.3 总抗氧化能力

总抗氧化能力参考总抗氧化能力测定试剂盒说明
书的方法进行测定。
1.3.3 抑菌能力测试

参考Tian等[14]的方法，取典型腐败菌菌悬液 0.1mL
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涂布，使用打孔器在培养基上等距打孔，每孔中加入
50?L生物保鲜剂进行抑菌能力测定，以无菌水为对
照，37℃培养 24h，测量抑菌圈直径。
1.3.4 单因素试验

挑选鲜活、肢体无残缺且大小均匀（18?2）g的小
龙虾按照 1.3.1加工工艺进行处理。其中，单因素试验
使用的保鲜剂为经过抑菌能力和体外抗氧化试验筛选
所得（PL、RE、TP），处理组则不添加任何生物保鲜剂。
各生物保鲜剂的最大限量标准参考 GB2760—2014
《食品安全国家标准 食品添加剂使用标准》[15]。单因
素试验以为硫代巴比妥酸（thiobarbituricacid‐reactive
substances，TBARS）值为指标，检测方法参考 GB
5009.181—2016《食品安全国家标准 食品中丙二醛的
测定》[16]中第二法测定。样品每 5d测定一次，15d为
检测终点。试验重复 3次，结果取平均值。
1.3.5 响应面优化试验设计

为进一步优化复合生物保鲜剂中各组分的添加量，
在单因素试验的基础上，综合选取作用效果最为明显的
3个添加量为考察因素，根据 Box‐Behnken试验设计原
理，设计三因素三水平试验。检测指标为贮藏 15d后
的 TBARS值、TVB‐N值，具体因素及水平如表 1所示。

1.4 冷冻调理小龙虾贮藏期间理化指标测定
TVB‐N值：参考 GB5009.228—2016《食品安全国

家标准 食品中挥发性盐基氮的测定》[17]中第三法进
行测定。

TBARS值：参考 GB5009.181—2016《食品安全国
家标准 食品中丙二醛的测定》[16]中第二法测定。

菌落总数：参考 GB4789.2—2016《食品安全国家
标准 食品微生物学检验 菌落总数测定》[18]测定。
1.5 数据处理

所有试验均重复 3次，试验结果取平均值，数据采
用 Origin2021与 DesignExpertV8进行数据分析和图
表绘制。采用 SPSS26进行单因素方差分析。

2 结果与分析
2.1 抗氧化剂能力测定
2.1.1 DPPH自由基清除率

在有生物保鲜剂存在时，DPPH的孤对电子被配

对，使其吸收值透射率弱或者消失，从而量化其抗氧化
能力[19]。不同生物保鲜剂 DPPH?清除率见图 1。

由图 1可知，茶多酚、葡萄籽提取物表现出较强
DPPH自由基能力，添加量为 0.0625g/L时，自由基清
除率分别达 54%和 43%，高于其它生物保鲜剂的
DPPH自由基能力；迷迭香提取物 DPPH自由基清除
效果受添加量影响较大，当添加量为 1.5g/L时，茶多
酚、葡萄籽提取物对 DPPH自由基清除率作用效果相
当；而苹果多酚与褐藻寡糖 DPPH自由基清除率较低
且浓度依赖性较弱，与古绍彬等[20]所测苹果多酚具有
较强抗氧化作用有所差异，可能是由于苹果多酚纯度
不同引起的差异。
2.1.2 ABTS+自由基清除率

ABTS法测定生物保鲜剂的抗氧化作用主要是基
于氢电子转移机制，即抗氧化剂为自由基底物提供一
个氢原子，产生非自由基底物和抗氧化剂自由基[21‐22]。
不同生物保鲜剂 ABTS+自由基清除率见图 2。

由图 2可知，保鲜剂添加量为 1.0g/L时，茶多酚
和迷迭香提取物 ABTS+自由基清除率较高，可达到
91.03%和 70.96%，这可能由于茶多酚和迷迭香提取

表 1 因素及水平编码
Table1 CodedlevelsforfactorsinBox‐Behnkendesign

水平

-1

0

1

因素

A聚赖氨酸盐酸盐
添加量/（g/L）

0.15

0.20

0.25

B迷迭香提取物
添加量/（g/L）

0.150

0.225

0.300

C茶多酚
添加量/（g/L）

0.15

0.20

0.25

图 1 不同生物保鲜剂 DPPH?清除率
Fig.1 Differentbio‐preservativeofDPPH?radicalscavengingrate

图 2 不同生物保鲜剂 ABTS+自由基清除率
Fig.2 Differentbio‐preservativeofABTS+radicalscavengingrate
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物中的酚类物质能提供较多的氢原子。葡萄籽提取物
ABTS+自由基清除活性受添加量影响较大，当生物保
鲜剂浓度高于 0.5g/L时，清除率大于迷迭香提取物。
2.1.3 总抗氧化能力

不同生物保鲜剂总抗氧化能力见图 3。

由图 3可知，茶多酚总抗氧化能力较强，高于其它
生物保鲜剂。同时，其它 4种物质具有剂量依赖性，总
抗氧化能力均随添加量升高而增强。褐藻寡糖与迷迭香
提取物总抗氧化能力差异不大，且添加量超过 0.5g/L
时，这两种对总抗氧化能力影响较小。当葡萄籽提取
物添加量小于 1.0g/L时，其总抗氧化能力随添加量增
加而增强。

综上所述，茶多酚和迷迭香提取物在低于最大允
许添加量时，其 DPPH自由基清除能力、ABTS+自由基
清除能力、总抗氧化能力优于其它生物保鲜剂。因此，
选择这两种生物保鲜剂作为抗氧化剂进行复合生物保
鲜剂的复配。
2.2 抑菌能力测定结果

单一保鲜剂对腐败希瓦氏菌的抑菌圈直径
见表 2。

由表 2可知，当乳酸链球菌素添加量低于 4.00g/L
图 3 总抗氧化能力

Fig.3 Totalantioxidantcapacity

表 2 单一保鲜剂对腐败希瓦氏菌的抑菌圈直径
Table2 DiameterofinhibitionzoneofpreservativesagainstShewanellaputrefaciens

添加量/（g/L）

4.00
2.00
1.00
0.50
0.25

抑菌圈直径/mm
聚赖氨酸盐酸盐

13.91?0.19a

12.36?0.22b

10.85?0.36c

-
-

乳酸链球菌素
10.22?0.26a

10.36?0.33a

10.03?0.12a

-
-

迷迭香提取物
10.60?0.23a

9.94?0.31b

8.63?0.29c

-
-

茶多酚
11.00?0.17a

10.45?0.10b

10.43?0.25b

-
-

苹果多酚
-
-
-
-
-

葡萄籽提取物
-
-
-
-
-

褐藻寡糖
-
-
-
-
-

注：-表示没有明显抑菌圈。同列不同小写字母表示差异显著，P<0.05。
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时，其对腐败希瓦氏菌的抑菌效果不显著且低于茶多
酚，因而不作为抑菌剂参与单因素试验；聚赖氨酸盐酸
盐添加量为 4.00g/L时，其抑菌圈直径高达 13.91mm，
相较于其它生物保鲜剂，对小龙虾典型腐败菌腐败希
瓦氏菌生长繁殖表现出最佳抑制效果。可能是由于聚
赖氨酸盐酸盐改变了腐败希瓦氏菌细胞膜通透性并破
坏细胞壁，从而产生较大抑菌圈[6]。同时，茶多酚、迷
迭香提取物所含有的酚类和黄酮类物质损伤通过腐败
希瓦氏菌的细胞膜，干扰菌体正常生命活动，达到优于
苹果多酚、葡萄籽提取物、褐藻寡糖的抑菌效果。结合
抗氧化试验结果，茶多酚、迷迭香提取物可与聚赖氨酸
盐酸盐进行复配优化，可用于延长冷冻调理小龙虾货
架期。
2.3 单因素试验

丙二醛是脂质氧化的最终产物，丙二醛含量常用
来反映机体氧化受损程度，其含量可用硫代巴比妥酸
值表示。生物保鲜剂通过与脂质氧化过程中产生的金
属离子及自由基结合，抑制原料自氧化反应的进行[23]。
因此，选用 TBARS值作为生物保鲜剂对冷冻调理小龙
虾脂质变化试验的测定指标。

图 4为不同 PL添加量对贮藏期间冷冻调理小龙

虾 TBARS值的影响。

由图 4可知，贮藏第 15天，各试验组 TBARS值均
低于对照组（1.733?0.142）mgMDA/kg。在相同贮藏时
间下，TBARS值随 PL添加量的增加而减少，表明冷冻
调理小龙虾脂质氧化速率与 PL添加量呈正相关。但
添加量为 0.25g/L与 0.30g/L差异不明显，因而选择
PL添加量 0.15、0.20、0.25g/L进行响应面优化试验。

图 4 不同 PL添加量对贮藏期间小龙虾 TBARS值的影响
Fig.4 Effectofdifferentconcentrationsofpolylysine

hydrochlorideonTBARSvalueofcrayfishduringstorage
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不同 TP添加量对贮藏期间小龙虾 TBARS值的
影响见图 5。

由图 5可知，随贮藏时间的延长，TBARS值逐渐
增加，但经保鲜剂处理后的冷冻调理小龙虾 TBARS值
始终低于 CK组。这可能是由于不饱和脂肪酸产生的
自由基被 TP提供的氢原子猝灭，自由基链式反应中
断，最终抑制 MDA生成[24]。TP添加量为 0.30g/L时，
小龙虾贮藏第 15天时 MDA含量最低。而添加量为
0.1g/L时对氧化作用的抑制效果略低于 0.15g/L，为使
响应面结果更加精准，选用 0.15g/L作为 TP添加量的
最低值。TP添加量为 0.3g/L虽具有最好的延缓脂质
氧化效果，但由于其在食品中的最大添加量为 0.3g/L，
因此，综合食品安全和生产成本考虑，选择 TP添加量
0.15、0.20、0.25g/L进行响应面优化试验。

不同 RE添加量对贮藏期间小龙虾 TBARS值的
影响见图 6。

由图 6可知，RE能明显减缓小龙虾贮藏期间
TBARS值的增加。RE添加量为 0.10g/L时，TBARS
含量高于添加量为 0.15g/L处理组，可能是 RE添加量

较低，且冷冻贮藏过程中氧化反应较慢。添加量为
0.3g/L时，TBARS值最低，这可能是由于 RE中含有的
迷迭香酸、鼠尾草酸等酚酸类物质在较高添加量下加
强了对脂质氧化的抑制作用。因而选择迷迭香提取物
添加量 0.150、0.225、0.300g/L进行响应面优化试验。
2.4 响应面法优化保鲜剂复配比
2.4.1 响应面试验方案及结果

在单因素试验的基础上，选取 PL添加量、TP添加
量、RE添加量为因素，以TBARS值、TVB‐N值为响应值，
进行三因素三水平的响应面优化试验，测定结果如表3。

2.4.2 响应面数学模型建立与显著性检验
使用 Design‐ExpertV8统计分析软件对表 3中的

试验结果进行线性二次多项式回归拟合，得出 TVB‐N
值（Y1）和 TBARS值（Y2）对 PL（A）、RE（B）、TP（C）的二
元多次回归方程分别为 Y1=5.22-0.1888A-0.2825B-
0.1349C-0.1398AB+0.1520AC+0.0607BC+1.33A2+
0.4990B2-0.0863C2；Y2=0.3724-0.0569A-0.0350B-
0.0286C+0.0350AB-0.0218AC+0.0270BC+0.2749A2+
0.1222B2-0.0016C2。

以 TVB‐N值和 TBARS值为响应值的响应面数学
模型结果见表 4。

由表 4可知，以 TVB‐N值为响应值时，该模型与
TVB‐N值间的线性关系极显著，真实可靠（P<0.0001）。
同时，TVB‐N模型失拟项F值为0.1466，P值为0.9267
（P>0.05），说明试验数据无异常点，误差较小。对 TVB‐
N值模型的 F值进行排序可知，各保鲜剂对冷冻调理
小龙虾贮藏过程中影响顺序为 RE（B）>PL（A）>TP（C）。
以 TBARS值为响应值时，该模型与 TBARS值间的线

图 5 不同 TP添加量对贮藏期间小龙虾 TBARS值的影响
Fig.5 Effectsofdifferentconcentrationsofteapolyphenolson

TBARSvalueofcrayfishduringstorage

图 6 不同添加量 RE对贮藏期间小龙虾 TBARS值的影响
Fig.6 Effectsofdifferentconcentrationsofrosemaryextracton

TBARSvalueofcrayfishduringstorage
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表 3 响应面试验设计及结果
Table3 Responsesurfacedesignandresults

试验
号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17

A聚赖氨酸
盐酸盐添加
量/（g/L）
0.15
0.25
0.15
0.25
0.15
0.25
0.15
0.25
0.20
0.20
0.20
0.20
0.20
0.20
0.20
0.20
0.20

B迷迭香提
取物添加
量/（g/L）
0.150
0.150
0.300
0.300
0.225
0.225
0.225
0.225
0.150
0.300
0.150
0.300
0.225
0.225
0.225
0.225
0.225

C茶多酚
添加量/
（g/L）
0.20
0.20
0.20
0.20
0.15
0.15
0.25
0.25
0.15
0.15
0.25
0.25
0.20
0.20
0.20
0.20
0.20

TVB‐N值/
（mg/100g）

7.400
7.279
7.101
6.420
6.933
6.275
6.351
6.301
6.102
5.430
5.719
5.290
5.266
5.256
5.275
5.133
5.183

TBARS值/
（mgMDA/kg）

0.796
0.732
0.779
0.677
0.716
0.651
0.684
0.532
0.573
0.452
0.480
0.467
0.382
0.366
0.391
0.371
0.352
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性关系极显著（P<0.0001）。同时，TBARS模型失拟项
F值为 5.95，P值为 0.0588（P>0.05），说明该数学模
型试验值与预测值有高度的相关性，可用于贮藏过程
中冷冻调理小龙虾 TBARS值变化的理论预测。由
F值可知，各保鲜剂对冷冻调理小龙虾贮藏过程中
TBARS值的影响顺序为 PL（A）>TP（C）>RE（B）。综上
可知，A、B、C、AB、AC、A2、B2、C2对 TVB‐N值的影响极
显著，表明 PL与 RE、TP之间交互作用显著。A、B、C、
A2、B2对 TBARS值的影响极显著，AC、BC对 TBARS值
影响显著，表明 PL和 TP、RE和 TP在抑制 TBARS产
生方面交互作用显著。
2.4.3 响应面分析

3D图可直观地反映复合保鲜剂对冷冻贮藏过程
中小龙虾 TVB‐N值、TBARS值的抑制效果。结合表 4
可知，以 TVB‐N为响应值时 PL与 RE、PL与 TP交互
作用显著；以 TBARS为响应值时，PL与 TP、RE与 TP
之间交互作用显著。3种生物保鲜剂添加量之间的具
体交互作用见图 7。

图 7 因素交互作用图
Fig.7 Effectsoffactorinteractionsonthequalityofcrayfish

duringstorage

方差来源

模型

A聚赖氨酸盐
酸盐添加量

B迷迭香提取
物添加量

C茶多酚添加量
AB
AC
BC
A2

B2

C2

失拟项

TVB‐N值
F值
459.35

117.29

262.53

59.84
32.14
37.99
6.06

3056.03
431.02
12.90
0.1466

P值
<0.0001

<0.0001

<0.0001

0.0001
0.0008
0.0005
0.0433
<0.0001
<0.0001
0.0088
0.9267

显著性
**

**

**

**
**
**
*
**
**
**

TBARS值
F值
168.91

71.37

22.70

22.79
1.41
7.37
9.35

1127.76
187.89
0.76
5.95

P值
<0.0001

<0.0001

0.0020

0.0012
0.2745
0.0300
0.0184
<0.0001
<0.0001
0.4112
0.0588

显著性
**

**

**

**

*
*
**
**

表 4 模型和回归系数显著性检验
Table4 Modelandregressioncoefficientsignificancetest

注：*表示影响显著，P<0.05；**表示影响极显著，P<0.01。

B
RE

添
加
量

APL添加量

0.27
0.24
0.21
0.18
0.15 0.17

0.25
0.19 0.21 0.23

TV
B‐
N
值

/（
m
g/
10

0
g）

6.5

5.5

4.5

0.15

0.30

7.5

6.0

5.0

7.0

C
TP

添
加
量

APL添加量

0.23
0.21
0.19
0.17
0.15 0.17

0.25
0.19 0.21 0.23

TV
B‐
N
值

/（
m
g/
10

0
g）

6.5

5.5

4.5

0.15

0.25

7.5

6.0

5.0

7.0

C
TP添

加
量

0.23
0.21
0.19
0.17
0.15

TV
B‐
N
值

/（
m
g/
10

0
g）

6.5

5.5

4.5

0.25

7.5

6.0

5.0

7.0

BRE添加量
0.270.240.210.180.15

0.30

CTP添加量

0.23
0.210.19

0.17
0.15

0.25

APL添加量0.17

0.25
0.190.21 0.23

0.15
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A
R
S
值

/[m
g
M
D
A
/k
g）
]

0.7

0.5

0.3

0.6

0.4

0.8

CTP添加量

0.23
0.21

0.19
0.17
0.15

0.25
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A
R
S
值

/[m
g
M
D
A
/k
g）
]

0.7

0.5

0.3

0.6

0.4

0.8
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BRE添加量
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经响应面分析得到，复合保鲜剂最佳添加量为
PL0.207g/L、RE0.237g/L、TP0.205g/L，此条件下贮藏
15d后，冷冻调理小龙虾 TVB‐N值、TBARS值分别为
5.133mg/100g和 0.352mgMDA/kg。考虑实际操作，
将试验条件修正为聚赖氨酸盐酸盐添加量 0.20g/L、迷
迭香提取物添加量 0.23g/L、茶多酚添加量 0.20g/L，此
条件下进行 3次平行试验，小龙虾冻藏 15d后测得

TVB‐N 值 为（5.258?0.289）mg/100g，TBARS值 为
（0.409?0.035）mgMDA/kg，与理论值无明显差异，说明
该模型真实可靠。
2.5 冷冻调理小龙虾贮藏期间理化指标

在响应面试验得出的最佳生物保鲜剂添加量下，
对冷冻调理小龙虾贮藏期间理化指标进行测定，结果
见表 5。

表 5 验证试验
Table5 Validationtests

贮藏
时间/d

0
15
30
60

空白组

TVB‐N值/
（mg/100g）

5.036?0.783a

6.103?0.507b

7.358?0.904c

8.903?0.329d

TBARS值/
（mgMDA/kg）

0.322?0.026a

0.425?0.040b

0.535?0.073c

0.669?0.065d

菌落总数/
[lg（CFU/g）]

3.014?0.081a

3.258?0.396ab

3.560?1.022b

3.750?0.732b

试验组

TVB‐N值/
（mg/100g）

4.911?0.609a

5.258?0.489b

6.093?1.020c

7.187?0.539d

TBARS值/
（mgMDA/kg）

0.317?0.040a

0.409?0.035b

0.458?0.061c

0.602?0.076d

菌落总数/
[lg（CFU/g）]

2.871?0.968a

2.963?0.315a

2.579?0.156ab

3.280?0.777c

注：同列不同字母表示差异显著（P<0.05）。

TVB‐N值是监测肉制品新鲜度和货架期的重要指
标之一，与内源酶活性和微生物生长呈正相关[25]，新鲜
肉中 TVB‐N值应小于 20mg/100g，随着新鲜度的下降，
其值会逐渐增加。由表 5可知，经复合生物保鲜剂处理
的小龙虾贮藏 60d后 TVB‐N值增加至 7.187mg/100g，
较空白组低 19%，表明复合生物保鲜剂减缓了蛋白质
的降解速度。这种差异可能是由于复合生物保鲜剂对
细菌种群和蛋白质的抑制作用[9]。冷冻调理小龙虾贮
藏 60d后，空白组和生物保鲜剂组 TBARS值分别为
0.669mgMDA/kg和 0.602mgMDA/kg。由于复合生物
保鲜剂含有的酚酸、黄酮类物质可与氧化过程中产生
的自由基、金属离子进行结合，从而阻碍了 MDA的产
生和积累。两种处理方式下，菌落总数变化趋势较为
平缓，可能是由于熟制过程杀死部分微生物，冻藏环境
使得微生物生长缓慢。小龙虾贮藏 60d后，生物保鲜
剂处理组 TBARS值、TVB‐N值、菌落总数均低于空白
组，表明复合生物保鲜剂可在一定程度抑制贮藏期间
冷冻调理小龙虾氧化反应和微生物活动，阻碍其腐败
变质。

3 结论
本研究通过体外抗氧化试验和抑菌试验筛选出

PL、RE、TP3种具有良好抑菌抗氧化活性的生物保鲜
剂，通过单因素试验确定各保鲜剂最佳添加量范围，利
用响应面法确定复合生物保鲜剂的最佳添加量为聚赖
氨酸盐酸盐添加量 0.20g/L、迷迭香提取物添加量
0.23g/L、茶多酚添加量 0.20g/L。对复合生物保鲜剂
的作用效果进行测定，发现复合生物保鲜剂能在一定
程度抑制小龙虾贮藏过程的氧化反应和微生物生长，
在改善食品品质的同时，弥补了实际生产过程中单一

保鲜剂保鲜效力不足的现状，对实际生产具有一定的
指导意义。
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