
WWW．CmrC．COm．Cn

肉类研究
MEAT RESE吣ta{

2008．1
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摘要：本实验利用两种乳酸茵发酵牛骨骨粉，在不同时间下，利用乳酸茵对不同浓度

和不同粒度的骨粉进行发酵实验，发现发酵后骨粉液中离子钙含量明显提高，总结出在

一定时间、一定骨粉浓度下乳酸茵发酵骨粉产生离子钙的最佳条件。研究结果显示， 在

本实验条件下，选用乳酸菌即保加利亚乳杆菌和嗜热链球菌以2：1比例接种发酵骨粉液

的最佳生产条件是蔗糖添加量5％，乳酸茵接种量5％，骨粉粒度1 20目，接种骨粉浓度20％。
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Abstract：In this experiment，two Iactjc acjd bacteria are used tO ferment bone paste．1}one paste with dffferent

concentratjons and djfferent granuIarjties is permented by lactjc a咖bacte rja at d什fePent times，from which

we can get a concIusion of the best condjtlons when the lact．c acid bacteria fermented bOne paste prOduce

calciumions at certain time and With certa．n concentrations of bone paste．The study 0n bOne pa8te Iiquid

fermented by lactic bacterja L．b：S．t=2：1 showed that the optimjzation of the manufacturi唱procedure：

sugar conceI．trat．on 5％，lactjc bacteria 5％，diameter．a of b0鹏power 1 20，injtjaI．ntakes of bone power 20％．
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0前言

自20世纪80年代中期以来，我国就成为世界

上的畜牧养殖大国。据联合国粮农组织(FAO)统

计，2002年中国畜禽屠宰数是水牛4193万头，山

羊及绵羊22319万头，猪57634万头，禽913万只。

按骨骼占动物体的1l～27％计算，数量相当可观。

因此，由于我国畜禽饲养量很大，畜禽骨骼资源极

其丰富，数量极其巨大，同时大量骨蛋白和骨钙被

浪费，对环境造成严重环境污染。开展对畜骨的利

用研究，具有重大的社会、经济和环保意义【11。

钙是骨骼组织的主要构成物，而且在机体的

生长发育过程中自始至终支持着整个机体结构，
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它不仅是机体完整性的一个不可缺少组成部分，

而且在机体各种生理学和生物化学的过程中起着

重要的作用f21。钙离子包括对血液凝固，对神经肌

肉的兴奋性、细胞的粘着、神经冲动的传递、细胞

膜功能的维持、酶反应的激活，以的及激素的分泌

等，都有决定性的影响【3】。根剧有关部门的调查发

现，目前人体缺钙已成为一个全球性的问题，尤其

是儿童、老人和孕妇的缺钙更为严重。所以，寻找

一种有效的补钙产品或方法，对于消除因缺钙而导

致的各种疾病，提高人的身体素质有重要意义【4】。

鲜骨粉中含有人体所需的多种营养物质，除

含有大量钙质，还含有大脑生长活动不可缺少的

磷脂质、磷蛋白以及其它生命活动所需物质，如软

骨素，骨胶原和多种氨基酸，维生素等。但是，如

果直接应用骨粉，它的吸收率很有限。为了更有效

的利用骨粉的营养成分，我们首先把骨粉制成培

养液，然后接入乳酸菌经发酵使原有的化合钙即

羟磷灰石Ca，。(PO。)。(OH)变为易于机体吸收的离子

钙，蛋白质部分转化为氨基酸⋯。

乳酸菌的种类很多，它是一类具有很好保健作

用的益生菌，具有调节人体胃肠平衡，增强人体免

疫力，可用来提高动物机体的免疫力，提高其抗病

性并能促进生长发育，延缓衰老等功能，无任何毒

副作用和药物残留⋯。在实验中我们选用了保加利

亚乳杆菌和嗜热链球菌这两种乳酸菌来发酵骨粉。

乳酸菌利用鲜骨粉中的糖及其它成分进行生长代谢

不断的产生乳酸，在酸性环境中钙离子溶解度会增

大，更有利于吸收⋯。当营养液为酸性时不但可以

抑制肠道有害菌的生长繁殖，而且使口感也较好。

此外这种酸性环境不利于不耐酸的微生物生长，可

以延长骨粉产品及营养液的保存时间⋯。

1材料与方法

1．1材料

1．1．1菌种

保加利亚乳杆菌(幻c幻切c幽珊砌z纫痂z玛下文
简称A)、嗜热链球菌(．观唧六9∞∞f^s坊舶竹叩呒以博，
下文简称B)：由湖南农业大学食品科技学院微生物

教研室提供。

1．1．2主要原料和培养基

牛骨骨粉：l#(50目)，2#(80目)，3#(120

由长沙市马王堆蔬菜批发大市场提供。

脱脂乳活化培养基【9J：脱脂牛乳l 00mL，碳酸钙

0．059，酵母膏59l 115℃，15min灭菌备用。

1．1．3试剂，主要实验仪器和设备

分析试剂：柠檬酸氧二氨，磷酸氢二钾，

NaOH，甲醛，EDTA，氰化钾，蔗糖

主要实验仪器和设备：不锈钢手提式蒸汽灭

菌锅，电子分析天平，净化工作台，高速离心机，

鼓风干燥箱，水浴恒温振荡器，恒温生化培养箱，

高速中药粉碎机

1．2实验方法

1．2．1骨粉的制备工艺

新鲜牛骨一加热熬煮去脂一高压蒸煮(0．1 MPa，

40m．m)一去骨髓、骨油一风干(75℃，10h)一捣

碎一粗磨一细磨一超微粉碎一过筛，分别获取3种

直径的骨粉颗粒(1号50目，2号80目，3号120

目)【l例。

1．2．2种子培养液的制备

成分【11{鲜骨粉15％、蔗糖5％、脱脂乳10％、

蒸馏水70％。

制法：将上述各成分混合后，装入瓶内，121℃

灭菌15min。

1．2．3乳酸菌种的活化

将保加利亚乳杆菌和嗜热链球菌分别接入脱

脂乳培养基中，40．5℃温箱内培养6～10h，至脱

脂乳凝固后置入冰箱备用，连续活化三次。

1．2．4发酵液的制备

成分n2～鲜骨泥、蔗糖、蒸馏水。

1．2．5菌种配比的筛选

在无菌操作台上吸取接种量为3％的乳酸菌

菌种，分别将A菌、B菌、A：B=l：l、A：B=2：

l和A：B=l：2的五种不同比例的菌种接入发酵

液中并培养24h、48h和72h，并测定其离子钙和

氨基酸态氮的含量，选取含量最高的做为以下实

验的菌种。

1．2．6乳酸菌发酵骨粉方法

将选取的菌种以3％的比例在无菌条件下接种

于种子液内，于40．5℃温箱内培养24小时，然后

把培养好的种子液接种于发酵液中(其发酵条件

根据以下生产条件优化水平而定)，于40．5℃温箱

内培养24h，36h和48h后，依次进行离子钙含量

和游离氨基酸含量的测定。以下生产条件优化试

验均用此方法。
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1．2．7发酵骨粉液生产条件优化试验设计

本设计选乳取酸菌接种量、蔗糖添加量、骨粉

粒度、骨粉液浓度为4个因素，各取3个水平，乳

酸菌接种量(3％、5％，8％)，蔗糖添加量(3％、5％、

8％)，骨粉粒度(50目，80目、120目)，骨粉浓度

(10％、15％、20％)，具体情况如下表l所示，

表1 乳酸茵发酵骨粉液生产条件优化水平

注：^为乳酸茵接种量，B为蔗糖添加量，c为骨扮枉度，D

为骨扮浓度。(下表中均如此)

1．2．7．1乳酸菌接种量的设计(乳酸菌的接种量为

变量，其它因素不变)

表2不同乳酸茵接种量发酵骨粉液生产条件优化水平

1．2．7．2蔗糖添加量的实验设计(蔗糖的添加量为

变量，其它的因素为定量)

表5不同蔗糖添加量发酵骨粉液生产条件优化水平

1．2．7．3骨粉粒度的实验设计(骨粉的粒度为变

量，其它因素为定量)

表4不同骨粉粒度发酵骨粉液生产条件优化水平

1．2．7．4骨粉浓度的实验设计(以骨粉浓度为变量，

其它因素为定量)

表5不同骨粉浓度发酵骨粉液生产条件优化水平

1．2．8测定方法

1．2．8．1离子钙含量的测定

先标定：准确标准溶液10mL于100mL三角瓶

中，加水10mL，用2mol／L的NaOH溶液调制中性

(约1mL)，加入1％KCNl滴，O．05mol／L柠檬酸钠

溶液2mL，2mol／L NaOH 2mL，钙指示剂5滴，

用EDTA溶液滴定至溶液由酒红色变为纯蓝色为终

点。记录EDTA标准溶液用量V(mL)，按下式计

算每毫升EDTA标准溶液相当于钙的毫克数T。

T=O．2×10／V

准确吸取洋液5mL(视Ca含量而定)，注入

100mL三角瓶中，加水15mL，用2m01／L的NaOH

溶液调制中性，加入1％KCNl滴，0．05mol／L柠檬

酸钠溶液2mL，2mol／L NaOH 2mL，钙指示剂5

滴，用EDTA溶液滴定至溶液由酒红色变为纯蓝色

为终点。记录EDTA标准溶液用量。以蒸馏水代替

样品作空白试验⋯1。结果计算：

钙(mg／1009)=(V—Vo)T×100／m×(Vl／V2)

T一每毫克EDTA标准液相当于钙的毫克数；

V一滴定洋液消耗EDTA溶液体积，mL l

V。一滴定空白消耗EDTA溶液体积，mL；

V．一测定时取洋液体积，mL，

V，一洋液定容的总体积，mL I

m一样品质量，g l

1．2．8．2游离氨基酸含量的测定

移取含氨基酸约20～30mg的样品溶液2份，分

别置于250mL锥行瓶中，各加50mL蒸馏水，其中

l份加入3滴中性红指示剂，用O．1mol／L氢氧化

钠标准溶液滴定至由红色变为琥珀色为终点，另l

份加入3滴百里酚酞指示剂及中性甲醛20mL，摇

匀，静置1分钟，用0．1mol／L氢氧化钠标准溶液

滴定至淡蓝色为终点。分别记录两次所消耗的碱

液mL数⋯l。结果计算：

氨基酸态氮(％)=(V，一V．)×c×O．014×100／m

c一氢氧化钠标准溶液的浓度，mol／L l

V。一用中性红作指示剂滴定时消耗氢氧化钠

标准溶液体积，mLl

V，一用百里酚酞做指示剂滴定时消耗氢氧化

钠标准溶液体积，mL，

m一测定用样品溶液相当于样品的质量，

O．014一氮的毫摩尔质量，g／mmol。
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2结果与分析

2．1牛骨中不同部位的主要成分测定结果

为了有利于对牛骨骼进行发酵降解研究，对

不同部位的牛骨中主要成分的含量进行了测定，

并将其列表进行对比⋯1。结果见表6所示。

表6牛骨中不同部位的主要营养成分(％)

水分 蛋白质 脂肪 钙 灰分

牛肋骨 68．32 15．66 14．∞ 0．642 1．88

牛颈骨 67．25 18．76 8．85 0．660 O．301

牛背量 54．26 14．55 29．67 0．642 2．90

牛尾量 69，11 14．42 17．54 0．173 0．494

由于牛肋骨中蛋白质和钙的含量都较高，因

此以下实验菌用牛肋骨进行发酵。

2．2不同菌种发酵的实验结果

乳酸菌利用碳水化合物发酵产生乳酸，同时

分泌肽链端解酶等水解蛋白质生成氨基酸乳酸的

生成使发酵制品的pH值降低至4．8～5．2，不仅可

以抑制其它微生物污染，同时增加培养物的酸度，

使骨粉中钙受到酸作用而成为离子，乳酸菌发酵

还能产生丁二酮，丁二酮能有效抑制某些病原菌

和革兰氏阴性菌。

本试验选择两种纯菌种作为菌种发酵骨粉，

接种于灭菌骨粉中，于40．5℃发酵。结果如下图l。

图1 不同菌种发酵骨粉的指标测定结果

子钙含量最丰富，A：B=2：1的菌种是随着发酵时

间的延长离子钙含量而降低。从氨基酸态氮整体来

看，菌种为A：B=2：l发酵时间为48h的氨基酸态

氮含量是第二位的。因此综合以上结果，在以下的

实验中均选定A：B=2：l的菌种来接种发酵骨粉液。

2．3不同乳酸菌接种量对发酵结果的影响

骨粉中钙通常是以羟磷灰石Ca，。(PO。)。(0H)的

形式存在，它是固态不溶的。接种乳酸菌可以产生

一定量的有机酸，将其转化为游离的钙离子，但是骨

粉中的钙是与其他物质相互包裹在一起的，如胶原

纤维、粘多糖、蛋白质等，同时微生物代谢的酸并

非强酸而且有限，菌种接种量的多少直接影响乳酸

菌活菌数的多少。实验测定结果见图2。

图2不同乳酸菌接种量发酵骨粉的指标测定结果

根据上图可知，在发酵36h，接种量为3％时

的离子钙含量比其他两组离子钙含量丰富，乳酸

菌离子钙含量最丰富。在发酵时间为24h，测得接

种量为3％时的氨基酸态氮含量是所有发酵液中含

量最丰富的，达到0．1163％。同时，在培养36h后，

发酵液中离子钙含量和氨基酸态氮含量随时间的

延长而降低。所以，当乳酸菌接种量为3％时，是

发酵骨粉的最佳接种量。

2．4不同蔗糖添加量对发酵实验结果的影响

蔗糖可直接被微生物吸收、进入分解途径，降

解为简单的含碳化合物，释放能量，供给微生物细

由上图可知，在发酵时间为24h、48h和72h 胞合成代谢所需的能源和碳源。随着糖分的不断

三个时段中，菌种为A：B：2：1离子钙含量都比其
消耗，浓度越小，微生物大量繁殖，骨粉溶液的酸

他菌种丰富，其中发酵时间为24h的菌种发酵液离 度提高，钙离子浓度也提高。测定结果见图3。
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图5不同蔗糖添加量发酵骨粉指标的测定结果

由图3可知，蔗糖添加量为3％时，离子钙含

量最丰富的是发酵时间为36h，达到9．748mg／

100mL。可以看出蔗糖的添加量不同，离子钙的含

量基和氨基酸态氮含量则是随着发酵时间的延长

而降低。原因是随着蔗糖量的增加，高浓度的蔗糖

的渗透压大于微生物细胞渗透压，抑制了微生物

的生长与繁殖，溶出钙的含量减少。在氨基酸态氮

含量测定中，5％的蔗糖添加量培养36h达到较大

值。所以综合来看蔗糖添加量为5％时，是骨粉发

酵的最佳添加量。

2．5不同骨粉粒度对发酵实验结果的影响

不同骨粉粒度对发酵实验影响测定结果见下图。

图4不同骨粉粒度发酵骨粉指标的测定结果

根据图4可以看出，离子钙含量最丰富的是发

酵时间为48h，添加量为120目时的发酵液，数值

为13．154mg／100mL，氦基酸态氮含量最高是发酵

时间为36h，添加量为120目时的发酵液，数值为

O．0912％。但是综合来看，发酵120目的骨粉48小

时时其离子钙和游离氨基酸态氮的含量最高。所

以确定为骨粉为l 20目是发酵的最佳粒度。

添加的骨粉颗粒直径越小，其表面侵蚀程度越

明显，说明骨粉中结合的物质转化溶解越充分。因

而可以推测乳酸菌对骨粉的作用与骨粉的大小(即

比表面积)有相关性。

2．6不同浓度骨粉对发酵实验结果的影响

添加骨粉的浓度不同，经发酵后离子钙含量和

氨基态氮的含量上升的幅度也不同。骨粉添加量越

多，发酵液单位体积中游离钙含量越大，见图5。

图5不同骨粉浓度发酵骨粉指标的测定结果

根据上图可知，在添加三种不同浓度骨粉经

发酵后，添加量为20％时的离子钙含量和氨基酸态

氮含量最丰富的都是发酵时间为48h的发酵液，数

值为14．015mg／100mL和0．1089％。

3结论与讨论

(1)本实验通过对粉碎牛骨粉接种乳酸菌发

酵的研究，初步探索了发酵产生的游离钙含量变化

和氨基酸含量变化的规律。乳酸菌的接种量不同、

蔗糖添加量不同、骨粉粒度和浓度不同对发酵骨

粉指标的测定结果与发酵前指标测定结果相比较

离子钙和氨基酸态氮含量也都有明显的提高。

选用乳酸菌A：B以2：l比例接种发酵骨粉液

的最佳生产条件是蔗添加量5％，乳酸菌接种量3％，

骨粉粒度120目，接种骨粉浓度20％。

2DD8年第1期总第，D7期 35鱼墼至煎
—hh●--●d————-————________●__—_——*-_—_-●____-____H-_---★H___h--●--●—●__-—_————————————●_______-_-_____-_-●__-●●____-__^_____-______-____-__--h——-___---_--——————●—————_+—。———1__“-—h—————_—_-________-____--________--__--________—————_————————-—“——●_-—_-----

万方数据



加I I艺

(2)通过测定乳酸茵发酵牛骨粉严生的主要 京：科学出版社，1 981，72(2盖唐勇等：乳酸茸
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于水产品的产地较固定，有些鱼要经过冷冻运输，

这会使其中的TG含量下降。如果加入TG以提高

一些产品的凝胶强度， 即可加工出高品质的水产

品。另外，市场上的一些鱼糜产品，就是在原料中加

入T G来提高鱼糜的凝胶强度的，这样不仅可以避

免原料的浪费，还可延长产品的贮藏期和使用期，

也可提高产品的口味和新鲜程度。相关的TG生产

应用有：鱼丸、虾丸、蟹棒、鱼糕和鱼卷等。经TG

改性后蛋白质的胶凝性、塑性、持水性、稳定性均

得到改善，可提高产品的外观、风味、质地。该技

术对于开发利用低值小杂鱼，减少环境污染，具有

重要意义。

3总结

TG作为一种新型酶制剂，应用前景十分广阔。

随着国内科研人员对谷氨酰胺转胺酶的发酵生产

和应用方面研究的进一步深入，以及国内食品级

谷氨酰胺转胺酶制剂的推出，利用该酶研究开发

出更多的新型食品、提高产品的附加价值、增加经

济效益，将对我国食品工业的发展起着巨大的推

动作用。
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