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电子鼻在中华绒螯蟹产地鉴别及等级评定上的应用
顾赛麒, 王锡昌, 张晶晶, 毛健桢
上海海洋大学 食品学院, 上海  201306
摘要: 采用电子鼻对阳澄湖、松江、崇明的不同等级中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)各可食部位香气轮廓进行了检测。特级、1级、2级阳澄湖中华绒螯蟹体肉、钳肉、足肉、性腺4部位香气轮廓区分显著。采用软独立建模的方法, 分别建立了基于单部位及联合多部位的阳澄湖中华绒螯蟹产地鉴别模型, 结果表明应用联合多部位模型, 对非阳澄湖蟹的识别率达到100%。采用偏最小二乘回归法建立了电子鼻响应信号与中华绒螯蟹等级评分的回归模型, 相关系数为0.96, 表明基于此模型可判定中华绒螯蟹蟹样等级。
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中华绒螯蟹俗名大闸蟹, 在中国分布广泛, 具有较高的经济价值。据报道中华绒螯蟹会因其生长地域的不同而导致其风味存在一定差异[1], 各产地中以苏州市阳澄湖最为闻名, 其出产的中华绒螯蟹享有“蟹中之王”的美誉; 上海市松江区历来有养殖中华绒螯蟹的传统, 其养殖环境主要以淡水池塘为主, 而上海市崇明县养殖环境属于微咸水池塘, 其中华绒螯蟹具有“小而鲜”的特点。这3种不同养殖环境下出产的中华绒螯蟹香气特征有何差异, 能否从香气角度对其产地进行鉴别, 国内外尚无相关报道。
目前, 对样品香气的检测主要有感官评价和电子鼻两种手段[2]。感官评价容易受到个体因素的影响, 而电子鼻作为一种集分析、识别等功能于一体的新型仪器, 具有客观、准确、重复性好及无损等优点, 目前已广泛应用于原产地鉴别、品质评定等方面[37]。Hui等[8]建立了基于电子鼻的草鱼品质预测模型。Natale等[9]发现电子鼻可用于鳕鱼片品质劣变的检测。
本实验采用电子鼻, 对不同产地、不同等级的中华绒螯蟹各可食部位香气轮廓进行检测, 以期能够建立阳澄湖中华绒螯蟹的产地鉴别模型, 并初步探讨利用电子鼻技术快速评定中华绒螯蟹等级的可能性。
1  材料与方法
1.1  实验材料与仪器
中华绒螯蟹: 2011年11月上旬, 从位于阳澄湖、松江、崇明的中华绒螯蟹养殖基地现场采样160只(均为雌性活蟹)。其中阳澄湖采集60只, 150 g (特级)、125 g (1级)、100 g (2级)每等级各20只; 松江采集60只, 150 g (特级)、125 g (1级)、100 g (2级)每等级各20只; 崇明采集40只, 125 g (1级)、100 g (2级)每等级各20只。活蟹捕捞出水后立即用麻绳扎紧(防止其剧烈挣扎造成营养物消耗), 放置入底部铺冰的泡沫箱内迅速带回实验室。
Fox 4000 Sensory Array Fingerprint Analyzer, 法国Alpha MOS公司; 10 mL顶空进样瓶, 上海安谱科学仪器有限公司; 超低温冰箱, 艾本德(上海)国际贸易有限公司; SW-CJ-1CU双人单面超净工作台, 上海松泰净化科技有限公司。
1.2  样品前处理方法
将捆扎好的不同产地的特级、1级和2级的中华绒螯蟹分别从泡沫塑料箱中取出, 以自来水冲洗去表面泥沙等杂质, 用毛巾擦拭干净, 依次放入不锈钢蒸锅内蒸制30 min。取出蒸熟蟹样, 冷却至室温, 打开头胸甲, 手工剥离性腺; 剪开蟹螯, 刮取钳肉; 剪开步足, 刮取足肉; 剪开头胸甲底部内骨骼, 刮取体肉。将不同可食部位样品各自收集至食品级密实袋中, 并用经消毒程序处理(刀口经火焰灼烧10 s后再紫外辐照30 min)的绞肉机将其绞碎至均匀, 精确称取每份重(2.00±0.01) g的绞碎后肉样, 装入5 mL电子鼻顶空进样瓶中备用。
1.3  E-Nose检测
1.3.1  E-Nose实验参数  将进样瓶于50℃平衡10 min后, 以洁净干燥空气为载气, 流速150 mL/min, 进样体积2 500 mL, 1 s进样完毕, 注射针温度60℃, 数据采集时间120 s, 传感器清洗时间10 min。为保证结果可靠性, 不同产地、不同等级的中华绒螯蟹各可食部位(体肉、足肉、钳肉、性腺)分别制备8个平行样, 每个平行样重复测定3次, 以算术

平均值表示3次测定结果。

1.3.2  E-Nose响应信号  图1(a)展示了电子鼻的原始响应信号, 具体为样品气体分子通过18根金属氧化物传感器时, 各传感器的即时电阻值Rt。图1(b)展示了电子鼻的实际响应信号, 具体为18根传感器的空载电阻值R0减去即时电阻值Rt后与空载电阻值R0的比值, 即(R0Rt)/R0=△R/R0。对电子鼻原始响应信号进行△R/R0的处理, 一方面可在一定程度上避免基线漂移, 增加系统的稳定性; 另一方面此过程也是一个数据标准化的过程, 可以有效消除不同传感器电阻值的量纲差异。本实验中, 选取18根传感器响应信号的峰值(波峰或波谷值)作为“特征值”, 构建成原始数据矩阵后再进行多元统计分析。

1.4  数据分析
PCA、SIMCA及PLSR分析由AlphaSoft V12.0软件完成。
1.4.1  PCA分析  PCA分析[10−12]步骤如下: (1)构建中华绒螯蟹的香气轮廓矩阵Xm×n (m表示采集蟹样数, n表示传感器个数), 求得其中心标准化矩阵
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的协方差矩阵Yn×n; (2)由特征方程 (λ​IYn×n)×U=0, 求出Yn×n的各特征根λi (按从大到小排列) 和特征向量Ui (i=1,2,···,n); (3)每一主成分的表达式为: PCi=Ui×
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a. 原始响应信号: 电阻值                               b. 实际响应信号: 标准化后电阻值
a. Original responses: resistance                           b. Actual responses: standardized resistance

图1  电子鼻传感器响应信号图
Fig. 1  Signal responses of E-Nose sensors
PC1,···, PCk(k<n)的累计贡献率
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; (4)取k值, 使主成分累计贡献率达90%以上, 研究主成分PC1,···,PCk, 故可将n维原始数据降为k维。
1.4.2  SIMCA分析  SIMCA[13−14]建模过程如下: (1)确定标准样本集即阳澄湖中华绒螯蟹, 记为{A}; 非标准样本集即松江、崇明中华绒螯蟹, 记为{B}; (2)对{A}中样品进行主成分分析; (3)在主成分空间中, 同时计算{A}中各个样品与其重心GA间的马氏距离(mahalanobis distance, MD), 并求出{A}中各个样品经主成分提取后, 剩余的未能解释的样本方差的量, 即残差(residual error, RE); (4)由于样品经中心标准化后符合正态分布规律, 故可确定置信度为95%的区间为{A}的“可置信区域”: 其X轴范围为[0, 1.96×SDMD], Y轴范围为[0, 1.96×SDRE], 其中SD为{A}中样品的标准偏差; (5)将{B}中所有样品逐次代入{A}的主成分方程, 求得{B}中各个样品与GA间的马氏距离以及其自身的残差值; (6)判断{B}中样品点是否落在“可置信区域”外, 若落在区域外, 则表示该样品的产地信息可被正确识别。
1.4.3  PLSR分析  PLSR[15−16]建模过程如下: (1)分别构建经中心标准化后的中华绒螯蟹香气轮廓矩阵(X0)和等级评分矩阵(S0)。X0等同于1.4.1中的X*m×n, 为自变量矩阵, 其下标0表示该矩阵经过迭代运算的次数; S0为因变量矩阵, 由蟹样等级评分构成, 特级、1级、2级的蟹样分别赋予其等级评分为1分、2分、3分; (2)从X0中提取第一个主成分T1 (T1是X0的线性组合, T1类似于1.4.1中的PC1, 但两者有以下区别: T1提取时应满足约束条件T1与S0间的相关性最强); (3)同时实施S0和X0在T1上的回归, 并分别求出其残差矩阵S1和X1; (4)以S1代替S0、X1代替X0, 继续进行迭代运算(即重复步骤2和3); (5)根据留一法交叉有效性验证结果确定最终需要引入模型的主成分个数k, 并停止迭代; (6)实施S0对T1,T2···Tk的普通多元线形回归; (7)将X0依次回代入T1至Tk, 最终建立S0对X0的回归方程。
2  结果与分析
2.1  不同产地中华绒螯蟹各可食部位香气物质电子鼻分析
图2展示了阳澄湖、松江、崇明三地所产不同等级中华绒螯蟹各可食部位香气轮廓主成分分析结果。表1根据两类指标[第一、第二主成分方差贡献率之和(PC1%+PC2%), 判别指数(Discrim​ination Index, DI)], 对主成分分析结果进行了评价。前者主要反映了样本整体信息在主成分平面上的完整程度; 而后者体现了不同样品香气轮廓的区分程度, 计算公式为DI=(100×(不同类样品重叠部分面积之和)/(涵盖所有类样品所需的总面积), 其绝对值越大表明重叠程度越大。由表1可见, 无论是(PC1%+PC2%)还是DI值, 均是阳澄湖中华绒螯蟹最优, 松江中华绒螯蟹次之, 崇明中华绒螯蟹最差, 表明三者之中阳澄湖中华绒螯蟹不同可食部位的香气轮廓差异最为显著, 而此差异在其主成分平面上展现地最为充分。

进一步分析图2可知, 无论哪个产地的蟹样, 其体肉与钳肉的香气轮廓均最为接近(有部分重叠), 足肉较体肉和钳肉的香气轮廓有一定的差异性(无任何重叠), 而性腺的香气轮廓最为特殊(其数据点距离3种蟹肉数据点距离最远)。此外, 不同等级中华绒螯蟹钳肉的香气轮廓差异最大, 而足肉的香气轮廓差异最小。综合产地和等级因素发现, 阳澄湖中华绒螯蟹其香气品质最为出众, 理由如下: (1)阳澄湖中华绒螯蟹4个可食部位香气轮廓区分显著(重叠部分较少); (2)除钳肉外, 阳澄湖中华绒螯蟹其余可食部位香气轮廓整体离散度较小, 样品均一性高; (3)任意选取某一可食部位, 不同等级的阳澄湖中华绒螯蟹香气轮廓均存在一定差异性(但总体离散度不大), 故可实现等级的有效区分。

2.2  软独立建模(SIMCA)方法建立阳澄湖中华绒螯蟹的产地鉴别模型
2.2.1  基于单一可食部位电子鼻数据的鉴别模型
图3展示了采用软独立建模(SIMCA)方法, 对不同产地中华绒螯蟹的体肉、钳肉、足肉及性腺电子鼻数据进行分析后建立的阳澄湖中华绒螯
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图2  不同产地中华绒螯蟹各可食部位香气轮廓主成分分析(PCA)图 

Fig. 2  Principal Component Analysis (PCA) chart for aroma profiles of different edible parts of Eriocheir sinensis farmed in different regions

表1  阳澄湖、松江、崇明三地所产中华绒螯蟹4个可食部位的电子鼻数据PCA分析效果评价
Tab. 1  Evaluation results of the PCA analysis based on the E-Nose data of four edible parts of Eriocheir sinensis farmed in Yangcheng Lake, Songjiang and Chongming region

	指标

index
	阳澄湖 
Yangcheng Lake
	松江
Songjiang
	崇明
Chongming

	第一、第二主成分方差贡献率之和
summations of variance contributions of first two principal components
	97.258
	96.537
	92.256

	判别指数
discrimination index
	(6
	(29
	(74


蟹产地鉴别模型。SIMCA算法是二值判别法, 当建立标准样品集后(即阳澄湖中华绒螯蟹), 对其他类样品进行二值判别, 即“是”或者“否”阳澄湖中华绒螯蟹, 判别效果可通过拒绝率来体现。拒绝率=(正确识别非标准样品集的个数/其他类样本的总个数)×100%, 拒绝率越接近100%, 表明该模型对阳澄湖中华绒螯蟹的鉴别效果越好。由图3及表2可见, 采用足肉数据所建的SIMCA模型对阳澄湖及非阳澄湖地区(松江、崇明)所产的中华绒螯蟹区分显著, 拒绝率高达100%; 而采用体肉、钳肉及性腺数据各自建立的SIMCA模型, 对非阳澄湖所产的蟹样均造成了不
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图3  基于单一可食部位电子鼻数据和SIMCA分析法建立的阳澄湖中华绒螯蟹产地鉴别模型
Fig.3  Recognizing models for Eriocheir sinensis farmed in Yangcheng Lake by Soft Independent Modeling of Class Analogy (SIMCA) method based on E-Nose data of one single edible part
表2  SIMCA模型评价效果
Tab. 2  Evaluation result of the SIMCA model
	指标 index
	
	单部位 single part
	多部位 multiple part

	
	a
	b
	c
	d
	e
	f
	g

	拒绝率/% rejection rate
	76
	89
	100
	62
	100
	100
	100


注: a, b, c, d, e, f, g表示分别采用“体肉”、“钳肉”、“足肉”、“性腺”、“体肉+性腺”、“钳肉+足肉”、“体肉+钳肉+足肉+性腺”7类数据进行SIMCA建模.

Note: a, b, c, d, e, f, and g indicate using seven kinds of samples such as “abdomen meat”, “claw meat”, “leg meat”, “spawn”, “abdomen meat and spawn”, “claw and leg meat ”, “abdomen, claw, leg meat and spawn” for SIMCA models establishing, respectively.

同程度的误判(其样品点落入了阳澄湖中华绒螯蟹的“可置信区域”内), 三者拒绝率分别为76%、89%和62%, 其中性腺部位的拒绝率最低, 分析原因可能是性腺所含香气物质种类较多、浓度较大, 造成电子鼻传感器响应值较高, 从而在一定程度上掩盖了不同产地间的差异。
2.2.2  综合多个可食部位电子鼻数据的鉴别模型
由2.2.1可知, 采用4个单一可食部位进行SIMCA建模, 所得模型优劣性不同: 足肉最优, 钳肉次之, 体肉和性腺最差。但对于基于体肉和性腺所建模型而言, 不同产地的中华绒螯蟹其香气轮廓也存在一定差异性, 只不过此差异信息较弱, 尚未达到能够表征产地差异的程度。基于上述原因, 笔者提出如下构想, 即可将不同产地蟹样多个部位的电子鼻数据有效整合起来, 以放大其“整体差异信息”, 从而实现“产地鉴别”的最终目的。

图4展示了综合多个部位电子鼻数据建立的阳澄湖中华绒螯蟹产地鉴别模型。由图4可知, 综合“体肉”和“性腺”电子鼻数据建立的SIMCA模型, 与它们各自的SIMCA模型相比, 拒绝率由76%、62%显著提高至100%; 将“钳肉”和“足肉”电子鼻数据进行综合后, 模型拒绝率提高至100%, 并且不同产地的蟹样也能够较好区分; 将4部位电子鼻数据全部综合后, 模型拒绝率提高至100%, 并且不同产地蟹样的数据离散度明显减小, 表明其样品均一性得到了较大提高。综上所述, 相对单个部位而言, 综合多个部位的电子鼻数据进行建模, 可起到丰富样品整体差异信息、提高最终建模效果的作用。

2.3  偏最小二乘回归(PLSR)分析法建立中华绒螯蟹等级评定模型
为进一步探讨利用电子鼻快速评定中华绒螯蟹等级的可能性, 笔者尝试建立了电子鼻响应信号与中华绒螯蟹等级评分间的偏最小二乘回归(PLSR)模型。由1.1和1.3.1可知, 本实验总共采
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图4  综合多个可食部位电子鼻数据和SIMCA分析法建立的澄湖中华绒螯蟹产地鉴别模型
Fig. 4  Recognizing models for Eriocheir sinensis farmed in Yangcheng Lake by Soft Independent Modeling of Class Analogy (SIMCA) method based on E-Nose data of multiple edible parts

集了8个不同类型的蟹样(包含产地及等级因素), 每一类型蟹样重复8次平行, 共计测得64个电子鼻数据(其中每一个数据均由若干个部位的数据联合而成, 详见表3)。从每个类型蟹样中随机抽出2个平行、合计16个电子鼻数据作为验证集, 剩余48个数据作为建模集, 进行PLSR建模。
PLSR模型作为回归模型的一种, 一般可基于两方面评价其优劣性: (1)该模型对已知样本(即建模集)的解释能力; (2)该模型对未知样本(即验证集)的预测能力。前者主要依据相关系数(R)、均方根误差(RMSE)等指标来判断, 而后者可根据均方根误差(RMSE)、最大误差(ME)等指标来判断。
本实验采用PLSR法建模的根本目的是根据电子鼻响应信号快速预测中华绒螯蟹蟹样等级, 故蟹样预测等级评分与实际等级评分间的最大误差(ME)指标至关重要: 当ME值小于0.5时, 表明对于所有蟹样, 其预测等级评分与实际等级评分间的最大误差未达到引起误判的水平(预测等级评分四舍五入后与实际等级评分一致), 故可100%实现对中华绒螯蟹蟹样等级的成功预测。此外, 值得注意的是, 在进行PLSR建模时, 需考虑引入主成分个数对建模效果的影响: 引入主成分数过多, 容易将噪音信息引入, 可能造成模型的过拟合现象; 引入主成分数不足, 则可能遗漏样品的有用信息, 导致模型的精度下降。
表3展示了基于电子鼻响应信号和中华绒螯蟹等级评分建立的PLSR模型。根据2.2.2 中所得结论, 将不同可食部位进行“综合”之后, 将显著提高样本自变量矩阵的信息量, 故可大大提高模型在定性、定量方面的准确性。由表3可知, 随着引入主成分个数的增加, 无论对于“体肉+性腺”、“钳肉+足肉”还是“体肉+钳肉+足肉+性腺”数据, 经留一法验证后的PLSR模型相关系数(R)均逐渐增大, 建模效果逐步趋于最佳。另对PLSR模型进行外部验证时, 随着引入主成分个数的增加, 未知样的预测等级评分与实际等级评分间的最大误差(ME)呈先减小后增大的趋势, 当ME值减至最小点时, 可获得含特定主成分数的、对未知样等级评分预测最佳的PLSR模型。若此模型的ME值进一步小于0.5, 则表明其能100%准确预报未知蟹样的等级。综合各方面因素, 确定最优PLSR模型的参数如下: 选择“体肉+钳肉+足肉+性腺”类数据, 引入10个主成分进行建模, 模型回归系数为0.96, 均方根误差为0.22, 基于此模型可100%准确预报16个未知中华绒螯蟹蟹样的等级。 
3  讨论
不同产地的中华绒螯蟹因其生长环境的不同会导致其风味品质有所差异, 具体可归纳为以下两个原因: (1)摄食饵料不同而导致蟹体营养成分不同。不同产地中华绒螯蟹摄入饵料中的动物性(螺蛳、小杂鱼等)和植物性(玉米粒、豆粕、水藻等)成分的比例不同, 会对其生长发育情况以及各部位的营养构成产生显著影响, 而营养成分本身又是重要的风味前体物质。朱清顺等[17]通过对太湖、阳澄湖、滆湖、长荡湖、固城湖、洪泽湖、高宝湖、大纵湖八大养殖品牌的河蟹检测后发现, 无论是在同一湖泊还是不同湖泊中, 投喂不同种饵料的河蟹其可食部分中脂肪酸组成均存在一定差异, 而脂肪酸组成是评价河蟹风味品质的重要指标。(2)水体、底泥中存在的异味物质经代谢进入蟹体。人工挖掘池塘中如果底泥淤积过深、发黑腐臭, 在其内部生长的蟹往往存在腥臭味等异味, 这可能与底泥中放线菌等微生物产生的代谢产物有关[18]。张娜等[1]从池塘养殖的中华绒螯蟹足肉、体肉、性腺中检测到2-戊基呋喃、2-异丙基-3-甲氧基吡嗪、1-戊烯-3-酮3种物质, 其中2-异丙基-3-甲氧基吡嗪是藻类产生的土腥味化合物, 而1-戊烯-3-酮是已确认的出现在水体中的呈腥味物质之一。

本研究在建立阳澄湖中华绒螯蟹的产地鉴别模型过程中, 发现采用足肉和钳肉数据建模的效果较好, 对非阳澄湖蟹的拒绝率分别达到100%和89%, 推测这可能由于中华绒螯蟹的步足及钳螯经常与底泥接触有关。由于阳澄湖、松江、崇明三地的底泥厚度及其中腐殖质的组成各不相同, 故底泥中存在的一些异味物质很有可能积聚在步
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足和钳螯的关节处, 并进一步进入其肌肉中, 导致不同产地中华绒螯蟹足肉和钳肉的香气轮廓差异显著。此外, 由形态学参数可知, 中华绒螯蟹的步足比钳螯的关节更多、甲壳更薄, 故足肉中可能存在更多的异味物质。这些异味物质的组成与地域因素密切相关, 故可为本研究中建立中华绒螯蟹的产地鉴别模型提供一定的理论依据。
采用体肉和性腺数据建立的产地鉴别模型中, 对非阳澄湖蟹的拒绝率仅别为76%和62%。分析原因为, 中华绒螯蟹的体肉和性腺处于头胸甲和腹甲的包裹下, 距底泥较远, 因而底泥中所含的异味物质较难直接进入其肌肉中, 由此推断不同产地蟹样体肉和性腺香气轮廓的差异很可能缘自其营养成分(即风味前体物质)的不同。笔者之前已采用GC-MS对中华绒螯蟹各可食部位的香气成分进行了检测[19−20], 发现体肉中所含的香气物质较少, 而性腺所含香气物质种类较多、浓度较大, 可能造成电子鼻传感器响应值较高, 从而在一定程度上“掩盖”了不同“产地”间的差异, 故以性腺数据所建模型的判别准确性较低。
另一方面, 本研究除分别以体肉、钳肉、足肉和性腺4个部位数据单独建模外, 还创新性地提出了“多部位建模”的概念, 即将多个部位的数据“综合”起来建模。将“多部位模型”与“单部位模型”比较后发现, 前者的准确性更高、建模效果更好, 因为“多部位模型”其“原始数据”中所包含的“样本信息”种类更多、信息量更大, 对不同样品间的差异性信息展现得更为充分。除“多部位模型”外, 今后还可尝试建立“多指纹模型”, 即将电子鼻、电子舌、电子眼等多种指纹图谱技术联合起来建模, 以探讨是否有进一步提高所建模型准确性的可能。
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Habitat recognition and grade evaluation of Chinese mitten crab (Eriocheir sinensis) using electronic nose

GU Saiqi, WANG Xichang, ZHANG Jingjing, MAO Jianzhen

College of Food Science and Technology, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China
Abstract: Electronic nose (E-Nose) technology was applied in this study to detect the aroma profile of abdomen, claw, leg meat and spawn of Eriocheir sinensis, which were farmed in Yangcheng Lake, Songjiang and Chongming region within different grades. Results showed that the aroma profile of four edible parts of Yangcheng-Lake-crabs in three grades (special, first and second) could be distinguished well. Soft independent modeling of class analogy (SIMCA) method was applied to establish the recognizing model of Yangcheng-Lake-crabs either on one single part or on multiple parts. By a comparison, the model based on multiple parts turned out to be more effective. Rejection ratio of none-Yangcheng-Lake-crabs reached 100 percent. Meanwhile, a partial least squares regression (PLSR) model was also developed to evaluate the correlation between E-Nose responses and grade scores of Eriocheir sinensis. Correlation coefficient was 0.96, manifesting the PLSR model was able to predict grade scores of unknown crab samples.
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