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摘  要：利用固相微萃取-气相色谱-质谱联用提取并分析发酵香肠中的挥发性物质，并探讨3 种不同的腌制剂（硝

酸钠、亚硝酸钠、亚硝酸钠和抗坏血酸钠）对香肠风味物质，尤其是来源于支链氨基酸的风味成分的影响。结果

表明腌制剂确实会对香肠中的风味物质含量产生一定的影响，且硝酸钠作为腌制剂更有利于乙酸乙酯、丁酸、2-丁

酮、2-戊酮、2-庚酮、正己醇、正戊醇等风味物质的形成。
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腌制，通常理解为将食盐、亚硝酸盐或硝酸盐加入香

肠肉馅中以促进香肠质地、风味、色泽等变化的过程[1]，

在发酵香肠的制作过程中常见。同时，腌制也作为一种

较好的保藏技术自古以来广泛应用，以延长发酵香肠的

货架期。在北欧地区，亚硝酸盐更受欢迎，而在欧洲南

部，硝酸盐则独树一帜。亚硝酸盐（硝酸盐）在腌制肉

制品中的作用已经历多年研究，可以总结为以下几点：

促进典型性红色的形成；抑制腐败菌和致病菌的生长；

有助于特征性腌制风味形成；延迟氧化腐败[2]。通常情况

下也会加入抗坏血酸盐以促进亚硝酸盐（硝酸盐）的发

色作用[3]。根据GB 2760—2007《食品添加剂使用卫生标

准》规定，肉品腌渍时可以添加硝酸盐或亚硝酸盐作为

发色剂，但硝酸盐的最大使用量为0.50 g/kg，亚硝酸盐

的最大使用量为0.15 g/kg。

发酵香肠的典型性风味不是由单一成分体现出来

的，而是多种物质综合作用的结果。在发酵香肠中检测

到的几百种挥发性物质中，不是所有这些物质都在风味

的形成过程中发挥作用。有很多物质因为具有较高的阈

值而不能在香肠中体现出它的气味。影响发酵香肠风味

物质产生的因素有很多，Wirth[4]早在1991年就曾提出硝

酸盐相较于亚硝酸盐对于发酵肉制品风味物质的产生发

挥重要作用，但尚缺乏科学依据；Olesen等[5]通过研究抗

坏血酸钠、硝酸盐、亚硝酸盐及发酵剂对于干发酵香肠

挥发性风味成分含量的影响，发现抗坏血酸钠与亚硝酸
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盐相结合时会显著降低3-甲基丁酸的含量；José等[6]综合研

究硝酸钠和亚硝酸钠对于干发酵香肠理化指标及感官的

影响，研究表明硝酸盐和亚硝酸盐对于香肠的感官影响

作用有限但对于来源于微生物生长和代谢的风味物质的

产生影响显著。除了上述腌制剂外，氯化钠的含量、脂

肪含量、风干条件、成熟时间及发酵剂种类等都会影响

风味物质的含量。Misharina[7]与Sunesen[8]等研究表明延

长香肠的成熟时间会使绝大部分风味物质的浓度增加。

木糖葡萄球菌和肉糖葡萄球菌有利于促进甲基酮类、乙

基酯类以及亮氨酸降解产物的生成，从而增强干salami

的风味[5]。支链氨基酸（branched chain amino acids，

BCAAs）如亮氨酸、异亮氨酸、缬氨酸可由这2 种菌降

解为甲基醛类、醇类和酸类物质[9-10]。而在国内，对于发

酵香肠风味影响因素的探讨主要集中在发酵剂对其产生

的影响，鲜见关于腌制剂的研究。本实验将着手于3 种

不同腌制剂（硝酸钠、亚硝酸钠、亚硝酸钠和抗坏血酸

钠）对于中式香肠风味物质尤其是来源于BCAAs的挥发

性成分的影响。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

猪肉、猪背膘 南京市天盾农贸市场苏食冷鲜肉专

卖店；食盐、葡萄糖、太太乐大蒜粉、味精、味美白胡

椒粉 南京市苏果超市；三聚磷酸钠、亚硝酸钠、硝酸

钠、L-抗坏血酸钠 南京寿德试验器材有限公司；乳酸

菌发酵剂（含植物乳杆菌4045、肉糖葡萄球菌、木糖葡

萄球菌 上海润盈生物科技有限公司。

1.2 仪器与设备

RYJ-120型绞肉机  南京瑞恒食品机械厂；ZB-

125型斩拌、TY-160型灌肠机     南京舜天食品机械

厂；JA2203N电子天平  上海民桥精密科学仪器有

限公司；PHS-3CWpH计型 上海里达精密仪器仪表

有限公司；101-O-S电热恒温鼓风干燥箱 上海跃进

医疗器械厂；SPX-250C型恒温恒湿箱 上海博讯实

业有限公司医疗设备厂；SW-CJ-IFD型单人单面净化

工作台  苏州净化设备有限公司；DSQⅡ单四极杆

气相色谱-质谱联用仪、TRIPLUS-AS型固相微萃取进

样器 美国Thermo公司；75 µm Carboxen-PDMS萃 

取头 美国Supelco公司。

1.3 方法

1.3.1 发酵香肠的制备

1.3.1.1 基本配方

表 1 3 组香肠肉馅组成

Table 1 Ingredients of and starter cultures for fermented sausages

配料 含量

猪瘦肉质量分数/% 75

猪背膘质量分数/% 25

食盐质量分数/% 2.0

葡萄糖质量分数/% 0.8

三聚磷酸钠质量分数/% 0.3

大蒜粉质量分数/% 0.3

味精质量分数/% 0.25

白胡椒粉质量分数/% 0.3

硝酸钠添加量/（mg/kg） 0/600a

亚硝酸钠添加量/（mg/kg） 0/150a

L-抗坏血酸钠添加量/（mg/kg） 0/500a

植物乳杆菌4045/（CFU/g） ≈5×106

木糖葡萄球菌/（CFU/g） ≈5×106

肉糖葡萄球菌/（CFU/g） ≈5×106

注：a. 按指定添加量添加。

1.3.1.2 香肠制作

将买来的新鲜猪肉瘦肉与肥膘丁分离，肥膘丁置

于－30 ℃条件下备用 [11]。将瘦肉绞碎并于绞制的过程

中加入各种辅料，腌制48 h，接入菌种，混匀后填充至

48 mm胶原蛋白肠衣中。将灌好的香肠悬挂于恒温恒湿

箱中风干成熟。发酵过程：24 ℃，92%～96%相对湿度

（relative humidity，RH）48 h；20 ℃，83%～88% RH，

72 h；18℃，79%～83% RH，96 h。成熟过程：15 ℃，

74%～77% RH，14 d。香肠发酵成熟后真空包装并贮藏

于－20 ℃冰箱中备用。

1.3.2 香肠理化及微生物分析

水分含量测定参照GB/T 9695.15—2008《肉与肉制

品水分含量测定》；水分活度（water activity，aw）测定

利用水分活度仪在25 ℃条件下进行；pH值测定利用插入

式pH计，肉馅与水的质量比为1∶1。

对于发酵香肠来说，乳酸菌的正常生长是保证香肠

品质的重要前提，而葡萄球菌则是重要的“呈香菌”，

因此监测这2 种菌种的生长状况对于香肠形成良好风味非

常重要。微生物分析采用平板菌落计数法：以无菌操作

准确称取肉样20.0 g于均质袋中，加入180 mL生理盐水，

用拍击式均质器拍打2～3 min制成1∶10样品匀液，然后

10 倍梯度稀释，取3 个合适的梯度培养。乳酸菌选用

MRS琼脂培养基，葡萄球菌选用MSA琼脂培养基，30 ℃

条件下培养3 d。

1.3.3 香肠挥发性物质的萃取与分析

采用固相微萃取（solid phase micro-extraction，

SPME）法提取挥发性物质[6,12-13]。将冷冻的香肠绞碎，

准确称取3.00 g于20 mL萃取瓶中，并用聚硅酮隔膜密

封，复合式萃取头穿过隔膜插入到萃取瓶，暴露于萃取

瓶顶部空间，在60 ℃水浴中振荡加热40 min。在收集挥
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发性物质前，萃取头预先放置在气相进口处，于220 ℃条

件下加热50 min。

利用气相色谱-质谱（gas chromatography-mass 

spectrometry，GC-MS）联用仪分析挥发性风味物质。

被萃取头吸附的物质从GC的进样口于220 ℃条件下解

吸6 min。用于分离挥发性物质的毛细管柱为DB-624

（50 m×0.32 mm，1.05 µm）；氦气作为载气，流速设

定为0.3 mL/min；进样口温度为220 ℃采用不分流进样

模式；GC采用3 段式程序升温：初始温度为38 ℃并保

持13 min；持续增加至110 ℃，增温速率为3 ℃/min；

之后上升至150 ℃，4 ℃/min；最后温度达到210 ℃， 

10 ℃/min，并保持5 min[14]。电子电离源；电子能量为

70 eV；质量扫描范围m/z 40～300。

利用计算机比较样品和Mainlib、Nlstdemo、Replib、

Willey 4 个标准谱库的质谱数据进行成分鉴定，以相似指

数和反相似指数均大于800作为定性依据。

1.4 数据分析

每个处理组3 个重复。所有实验数据用Microsoft 

Excel进行统计出来，SAS 9.2统计软件进行单因素方差分

析，平均值之间利用Fisher’s最小显著差异法进行差异显

著性检验。

2 结果与分析

2.1 理化及微生物分析结果

香肠风干成熟过程中的pH值与aw值是检测香肠品质

稳定与安全的2 个基本指标[15]。pH值变化如图1所示，aw

值变化如图2所示。 
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图 1 香肠各处理风干成熟过程中pH值的变化

Fig.1 Change in pH of fermented sausages with added different curing 

agents during ripening 

从图1可以看出，由于乳酸菌的生长，香肠的pH值迅

速下降到4.5左右，在之后的成熟过程中，pH值又出现缓

慢地小幅度增加，这主要是由于在后期乳酸菌生长受限

及胺类物质产生[16]。在3 个处理组中，亚硝酸钠组pH值

稍高于硝酸钠组，这可能与亚硝酸钠的抑菌性有关，但

差异并不显著[17]。
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图 2 香肠各处理风干成熟过程中aw值的变化

Fig.2 Change in aw of fermented sausages with added different curing 

agents during ripening 

发酵香肠中抑制腐败的栅栏因子有亚硝酸盐、氧化

还原电位、竞争性菌落、aw值和pH值等，而aw值是唯一一

个作用逐渐增加的防腐栅栏因子，大部分的腐败菌在aw

值低于0.9时就会停止生长[18]，而本实验的3 个处理组别的

aw值虽然没有达到0.9以下，但已经是较低的水平（低于

0.92），这对发酵香肠的贮藏性起到很大作用。3 个处理

组别aw值均呈现不断下降趋势，且程度类似，没有表现出

显著的差异性（P＞0.05）。在风干成熟的第2天，aw值存

在差异，并且硝酸钠与亚硝酸钠作为腌制剂的香肠aw值高

于加入了抗坏血酸钠的香肠aw值，目前原因尚不清楚。

在微生物方面，乳酸菌与葡萄球菌从第2天开始都经

历快速增殖，并在后期呈现出小幅度下降趋势。其中乳

酸菌增长到8（lg（CFU/g））左右，且亚硝酸钠组（亚

硝酸钠组与亚硝酸钠＋抗坏血酸钠组）乳酸菌菌落数稍

低于硝酸钠组，这也与pH值的变化相一致。葡萄球菌增

长到6（lg（CFU/g）），并未表现出明显差异。充分证

明发酵香肠中乳酸菌的优势地位，也解释了pH值出现的

迅速下降的事实。

2.2 挥发性物质分析

在检测出的挥发性风味物质中，为更好地研究来源于

香肠各生化反应的风味成分，根据Berger等[19]研究，剔除

掉来源于香辛料的风味物质如肉豆蔻醚、香叶丙酮、吡嗪

类、萜烯类及来源于大蒜粉的大多数含硫化合物之后，共

鉴定出35 种成分。并根据这些物质可能的来源分为5 组：

碳水化合物分解代谢（7）、氨基酸代谢（13）、脂肪酸

降解（9）、次级代谢酯类物质（3）、其他来源（3）、

不同腌制剂对于香肠中挥发性物质的影响见表2。

腌制剂对于香肠挥发性风味物质的形成具有显著影

响（表2）。几乎在所有的来源于BCAAs（亮氨酸、异亮

氨酸、缬氨酸）代谢的挥发性物质中，硝酸钠腌制组中

的浓度均高于亚硝酸钠腌制组，除了2-甲基丙醇、苯乙

醛和乙酰苯外，且这3 种物质在亚硝酸钠腌制组的优势

作用并不显著（P＞0.05）。这种现象可以解释为由于亚

硝酸钠对于BCAAs降解具有负面影响，从而显现出硝酸

钠的促进作用。当然，这也与葡萄球菌有很大关系。在

氧气存在时，部分葡萄球菌（其中包括肉糖葡萄球菌）
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会利用硝酸钠或亚硝酸钠作为电子受体进行代谢作用，

促进风味物质的形成。而早在1996年，有学者就发现肉

糖葡萄球菌更倾向于硝酸钠作为它的受体而不是亚硝酸

钠。2-甲基丙酸、3-甲基丁酸和2-甲基丁酸分别来源于缬

氨酸、亮氨酸和异亮氨酸的微生物代谢作用，对于香肠

风味物质的形成期重要作用。原因有三：一是这几种物

质对于香肠典型性“sweet”香味的形成具有重要作用；

二是它们具有较低的阈值；三是上述3 种物质还可以转化

为水果味的酯类物质，对于风味有积极影响[17]。另外，

几乎在所有香肠中都会出现的苦杏仁味是有苯甲醛带来

的，因此被认定为是一种赋予猪肉特殊气味的物质。它

在硝酸钠组中的含量也高于亚硝酸钠组，但差异并不显

著（P＞0.05）。

表 2 不同腌制剂处理香肠顶部空间鉴离得到的挥发性物质

Table 2 Volatile compounds identified in the headspace of fermented 

sausages with added different curing agents

K.I 挥发性物质及其来源[19]

3 组不同腌制剂处理
香肠峰度值（×10－6） 显著

性硝酸钠
组

亚硝酸
钠组

亚硝酸钠＋
抗坏血酸钠组

碳水化合物分解代谢
887 ethanol 乙醇 13.11 12.87 12.56 ns
888 ethyl acetate 乙酸乙酯 8.37a 5.59b 5.43b *
954 2,3-butandione 双乙酰 0.52 0.65 0.59 ns

1 370 acetic acid 乙酸 1 447.65 1 295.19 1 228.50 ns
1 246 3-hydroxy-2-butanone 3-羟基-2-丁酮 15.12b 17..35b 25.64a *
1 577 butanoic acid 丁酸 82.45 80.23 74.72 ns
1 540 2,3-butandiol 2,3-丁二醇 1.63a 0.26b 1.22a *

氨基酸代谢
787 2-methylpropanal 2-甲基丙醛 7.42 5.59 7.38 ns

1 070 2-methyl-1-propanol 2-甲基丙醇 0.20 0.31 0.36 ns
897 3-methylbutanal 3-甲基丁醛 8.89a 4.31b 4.52b *
880 2-methylbutanal 2-甲基丁醛 4.21a 2.19b 2.28b *

1 190 3-methyl-1-butanol 3-甲基丁醇 4.26a 2.18b 4.21a *
1 082 2-methyl-1-butanol 2-甲基丁醇 0.561a 0.253b 0.524a *
1 521 2-methylpropanoic acid 2-甲基丙酸 0.16 0.09 0.07 ns
1 617 3-methylbutanoic acid 3-甲基丁酸 4.12a 2.08b 2.21b *
1 605 2-methylbutanoic acid 2-甲基丁酸 0.43a 0.27b 0.29b *
1 542 3-(methylthio)-propanal 3-甲硫基丙醛 9.89a 6.24b 16.66ab *
1 465 benzaldehyde 苯甲醛 1.80 1.25 1.01 ns
1 579 benzeneacetaldehyde 苯乙醛 3.69 3.92 3.74 ns
1 664 acetophenone 乙酰苯 3.71 3.73 3.82 ns

脂肪酸降解
850 2-butanone 2-丁酮 39.60ab 28.96a 19.78b *
896 2-pentanone 2-戊酮 9.44a 9.32a 5.76b *
975 pentanal 戊醛 18.82 21.23 23.01 ns

1 231 heptanal 庚醛 14.63 16.07 17.14 ns
1 165 2-heptanone 2-庚酮 14.58a 7.88b 5.75b **
1 345 1-hexanol 正己醇 28.19a 18.37b 16.77b **
1 065 hexanal 己醛 72.90 85.67 83.03 ns
1 104 1-pentanol 正戊醇 9.35a 4.05b 3.78b *
1 035 2,3-pentandione 2,3-戊二酮 0.17 0.21 0.15 ns

次级代谢酯类物质
954 methyl butanoate 甲基丁酸甲酯 0.04 0.04 0.08 ns
968 ethyl butanoate 乙基丁酸甲酯 0.28 0.19 0.21 ns

1 057 ethyl 3-methylbutanoate 3-甲基乙基丁酸甲酯 0.03a 0.009b 0.018a *
其他来源

987 1-hydroxy-2-propanone 1-羟基-2-丙酮 18.59 16.94 17.13 ns
1 875 toluene 甲苯 1.82 1.93 1.85 ns
1 942 phenol 苯酚 0.34 0.37 0.31 ns

注：K.I . Kovats Index，科瓦茨保留指数；同行肩标不同字母表示差异显著；

**.差异极显著（P＜0.01）；*.差异显著（P＜0.05）；ns.差异不显著（P＞0.05）。

同时，对于碳水化合物代谢产物来说，硝酸钠对于

支链酸类和醇类物质也具有促进作用。硝酸钠腌制组中

乙酸乙酯的浓度明显地高于亚硝酸钠腌制组。这与乙酸

呈现出的趋势一致，因为乙酸乙酯来源于乙酸。与此同

时，作为重要的风味物质，双乙酰在硝酸钠腌制组的含

量低于亚硝酸钠腌制组（P＞0.05），而双乙酰的还原形

态3-羟基-2丁酮的含量在亚硝酸钠腌制组中显著高于硝酸

钠腌制组（P＜0.05）。而丁酸作为赋予香肠重要的发酵

酸味和奶酪味的物质，在硝酸钠组中的含量稍高于亚硝

酸钠组。

大多数醛类物质来自于脂肪氧化。其中己醛、庚醛

在硝酸钠组中的含量低于亚硝酸钠组，它们作为重要的

脂肪降解产物，同时也是香肠中某些令人不愉快的味道

产生的原因。2-丁酮、2-戊酮、2-庚酮、正己醇、正戊醇

等在硝酸钠腌制组中含量高于亚硝酸钠腌制组，可能的

原因是亚硝酸钠与抗坏血酸钠的抗氧化性部分抑制了脂

肪酸的氧化降解或者是硝酸钠具有氧化作用。加入抗坏

血酸钠的亚硝酸钠腌制组中上述5 种物质含量降低幅度更

大，进一步解释了上述问题。其中2-庚酮对于香肠风味

贡献不大，因为它们具有很高的阈值。Sunesen等[8]的研

究结果也认为作为抗氧化剂的抗坏血酸钠低于模型香肠

中脂肪氧化具有很强的抑制作用。

在其他的成分中，除了3-甲基乙基丁酸甲酯，3 个处

理组别并未表现出显著差异。3-甲基丁醛、2-甲基丁醛以

及双乙酰是对于发酵香肠的风味形成贡献最大的挥发性

成分，因为它们具有很高的亲油性，并且在香肠风干成

熟伊始就开始形成。另外还有在发酵成熟后期形成的戊

醛、己醛、3-甲基乙基丁酸甲酯、3-甲基丁酸与2-甲基丙

酸伊始重要的风味贡献者[20]。

3 结 论

腌制条件确实会对香肠风味物质的形成产生影响。

在促进香肠中重要的来源于BCAAs的风味物质产生过

程中，硝酸钠比亚硝酸钠更具优势，而抗坏血酸钠的主

要作用则是抑制脂肪氧化。但这并不能说明硝酸钠作为

腌制剂就是最佳选择，还应根据保质期、消费者接受程

度、生产成本等综合因素考虑。
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