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乳酸菌发酵牛肉的工艺条件优化
王雅舒千，秦可欣，徐静雯，范亚雄，张亚楠，张根生*

(哈尔滨商业大学食品工程学院，黑龙江 哈尔滨 150076)

摘  要：通过单因素试验和响应面方法优化乳酸菌发酵牛肉的工艺，采用乳酸菌(内含保加利亚乳杆菌、嗜热链球

菌)对新鲜牛肉进行发酵，对所得牛肉的pH值进行测定。结果表明：乳酸菌发酵牛肉的最佳发酵条件为葡萄糖添加

量2.5%、食盐添加量0.3%、乳酸菌添加量2.5%，在酸性环境下进行乳酸菌发酵牛肉，能够有效的抑制微生物生长

繁殖，能延长新鲜牛肉的保质期。
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Abstract：The purpose of the present study was to optimize conditions for the inoculated fermentation of beef by lactic 

acid bacteria (LAB) using response surface methodology. Fresh beef was inoculated with a LAB starter culture consisting 

of Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus and Streptococcus thermophilus and fermented. During the fermentation 

process, pH was measured. The optimum conditions for LAB fermentation of beef were determined as 2.5% of glucose, 0.3% 

of NaCl and 2.5% of inoculum size. The growth of harmful microorganisms in beef was effectively inhibited during LAB 

fermentation in an acidic environment, resulting in a prolonged shelf life.
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发酵肉类在欧美国家已广为发展，市场潜力巨大，

国外研究发酵肉制品主要集中在两个方面：1)改进生产

工艺；2)筛选和构建具有优良性状的微生物菌种[1]。而

在我国微生物接种的发酵肉的研究和开发还属于一个新

的领域。发酵肉是利用微生物发酵技术，使原料肉在发

酵菌的作用下，产生酸或醇，降低肉的pH值[2]，随着人

们对发酵肉的认识，逐渐将发酵肉利用于生产肉制品，

如：牛肉干、牛肉粒等。经发酵的肉颜色红嫩，更加具

有弹性，且肉质柔软。发酵肉在熟制过程中要比未发酵

的肉所用时间短，可减少耗能[3]。发酵过程中乳酸菌的

添加不仅可以有效降低产品的pH值，改善制品的组织

结构和风味，还可以降低产品中的亚硝酸盐残留、减

少亚硝胺的形成，产生乳酸和细菌素等起抑菌作用的

代谢产物，能够减少添加剂的使用量，有效地延长肉

的保鲜期[4]。

发酵肉制品关键是发酵剂，采用市售乳酸菌(内含保

加利亚乳杆菌[5]和嗜热链球菌[5])对牛肉进行发酵，改善牛

肉品质，使其物化特性发生改变，经过发酵的牛肉可以

减少添加剂的使用，消除了大众消费者对食品添加剂使

用的疑心，真正的做到了保证营养以及健康。

1 材料与方法

1.1 材料、菌种与试剂

市售新鲜牛肩肉，无异味，色泽红润，不发黏[6]，

购于哈尔滨新阳路家乐福超市。

川秀乳酸菌1L型(原菌种内含：保加利亚乳杆菌、嗜

热链球菌) 丹麦进口。

酚酞指示剂 天津化学试剂一厂；NaOH、葡萄糖  

天津市天新精细化工开发中心。

1.2 仪器与设备

ESJ180-4型电子天平 上海恒平科学仪器有限公

司；PHS-25型酸度计 上海伟业仪器厂；HHB11.360型

电热恒温培养箱。
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1.3 方法

1.3.1 工艺流程

原料肉→切条→漂烫→放入烧杯→加葡萄糖、食

盐、乳酸菌→密封→发酵→测定酸度

1.3.2 工艺要点[7-9]

原料预处理：原料以新鲜牛肩肉为主，将牛肉剔除

骨头、筋膜、脂肪后，切成约200g的块状待用。切条：

将肉块切成5cm×2.5cm×0.5cm条状，保证肉片形状整

齐，薄厚均匀一致，以利于发酵。漂烫：将切好的肉块

放入水中煮制10min。在漂烫过程中，随时撇去汤中的血

沫、油花等杂质，不断翻动肉块，保证受热均匀，漂烫

时间不可过长，尽量避免影响发酵效果。煮制肉汤：称

取300g新鲜牛肩肉放入电磁炉中，加入1500mL水，煮制

约40min，再量取400mL水加入锅中，继续煮制20min，煮

制完成后，将其冷却至40℃待用。发酵：量取100mL煮好

的牛肉汤放入烧杯中，接着把已切好的牛肉浸入肉汤，加

入3g乳酸菌、3g葡萄糖、0.3g食盐，盖上保鲜膜在恒温培

养箱(40℃)中培养24h。测定酸度：用0.1mol/L的NaOH溶

液滴定发酵液，并用酸度计测量发酵液的pH值。  

1.3.3 指标测定[10-11]

pH值测定：使用PHS-25型酸度计，发酵完成后测定

发酵液的pH值，观察pH值的变化，确定发酵最佳条件，

每个样品测定3次，取其平均值。

1.3.4 乳酸菌发酵牛肉单因素试验[12]

1.3.4.1 葡萄糖的添加量对乳酸菌发酵牛肉的影响

在培养液中加入3%发酵剂、0.3%食盐，分别做葡萄

糖添加量为0、1%、2%、3%、4%、5%的不同水平，在

40℃恒温培养箱中培养24h。将培养后的发酵液冷却至室

温，用酸度计测定pH值。

1.3.4.2 食盐的添加量对乳酸菌发酵牛肉的影响

在培养液中加入已确定的葡萄糖最适添加量2%、发

酵剂3%，分别做食盐添加量为0、0.1%、0.2%、0.3%、

0.4%、0.5%的不同水平，在40℃恒温培养箱中培养24h。

将培养后的发酵液冷却至室温，用酸度计测定pH值。

1.3.4.3 乳酸菌的添加量对乳酸菌发酵牛肉的影响

在培养液中加入已确定的葡萄糖最适添加量2%、食

盐最适添加量0.3%，分别作菌种添加量为0、1%、2%、

3%、4%、5%的不同水平，在40℃恒温培养箱中培养24h。

将培养后的发酵液冷却至室温，用酸度计测定pH值。

1.3.4.4 发酵温度对乳酸菌发酵牛肉的影响

在培养液中加入已确定的葡萄糖最适添加量2%、食

盐最适添加量0.3%、乳酸菌添加量3%，分别作发酵温度为

37、38、39、40、41℃的不同水平，在培养箱中培养24h。

将培养后的发酵液冷却至室温，用酸度计测定pH值。

1.3.4.5 发酵时间对乳酸菌发酵牛肉的影响

在培养液中加入已确定的葡萄糖最适添加量2%、食

盐最适添加量0.3%、乳酸菌添加量3%，在40℃条件下，

分别做发酵4、8、12、16、20、24h的不同水平，在40℃

恒温培养箱中培养。将培养后的发酵液冷却至室温，用

酸度计测定pH值。

1.3.5 响应面法优化乳酸菌发酵牛肉的工艺

通过单因素试验，得出各因素最优水平范围，以pH

值作为响应值，对葡萄糖添加量、食盐添加量、乳酸菌

添加量3个因素设计试验，使用Design Expert8.05软件进

行三因素三水平的响应面试验。

2 结果与分析

2.1 乳酸菌发酵牛肉单因素试验结果

2.1.1 葡萄糖添加量
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图 1 葡萄糖添加量对乳酸菌发酵牛肉的影响

Fig.1 Effect of the amount of glucose added to fresh beef on the pH of 

fermented beef

由图1可知，当葡萄糖添加量为2%时乳酸菌的效果

最佳，选择2%为葡萄糖的最优添加量。乳酸菌发酵所必

需的碳源由葡萄糖来提供，葡萄糖的多少对乳酸菌有一

定的影响[13]。随着葡萄糖添加量的递增，pH值减小。当

葡萄糖添加量超过2%之后，碳源过量，乳酸菌不再消耗

碳源，导致pH值增大，NaOH消耗量减少。当葡萄糖添

加到5%时，肉出现异味，且表面发黏。

2.1.2 食盐添加量
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图 2 食盐添加量对乳酸菌发酵牛肉的影响

Fig.2 Effect of the amount of NaCl added to fresh beef on the pH of 

fermented beef

由图2可知，当食盐添加量为0.3%时乳酸菌的产酸

效果最佳，乳酸菌生长需要适宜的渗透压，利用食盐的

用量来调节环境的渗透压。当食盐过少时，发酵缓慢，
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甚至不进行发酵，随着添加量的递增，产酸量也在增

加，添加量超过0.3%时，发酵环境中的渗透压过高，导致抑

制发酵，产酸明显下降，并且肉质也不呈现红嫩的色泽。

2.1.3 乳酸菌添加量
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图 3 乳酸菌添加量对乳酸菌发酵牛肉的影响

Fig.3 Effect of inoculum size on the pH of fermented beef

由图3可知，当乳酸菌添加量为3%时其发酵过程

产酸效果最佳。在发酵过程中，对产酸量、产酸速度都

有影响[14]。乳酸菌添加量直接影响到肉的品质，过多或

过少都会使肉发生非正常变化，产生不良气味，肉质发

黏，肉丝易破裂。

2.1.4 发酵温度
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图 4 发酵温度对乳酸菌发酵牛肉的影响

Fig.4 Effect of fermentation temperature on the pH of fermented beef

乳酸菌发酵对温度有严格要求，只有在适宜温度下

产酸才会达到最佳。由于实验所用的为市售乳酸菌，在其

使用说明中对发酵温度有详细说明，由图4可知，在适宜

温度范围，pH值无明显变化，但是在40℃时，发酵出的牛

肉pH值相对较低，且肉质较好，所以选40℃为最适发酵温

度。由于影响不明显，所以在该因素不作为重要因素。

2.1.5 发酵时间
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图 5 发酵时间对乳酸菌发酵牛肉的影响

Fig.5 Effect of fermentation time on the pH of fermented beef

由图5可知，随着时间的延长，pH值不断减小，产

酸量增加，当发酵超过24h后，肉散发异味，则发酵24h

为最佳。此单因素影响不大，不作为重要因素。

2.2 发酵过程响应曲面试验[15]

通过单因素试验，确定出葡萄糖添加量、食盐添

加量及乳酸菌添加量3个因素的最佳水平分别为2%、

0.3%、3%。根据单因素试验所得发酵条件进行响应曲面

试验，在40℃恒温箱中培养24h，以pH值作为评定指标。

响应面试验设计及结果见表1，方差分析结果见表2。

表 1 响应曲面试验设计及结果

Table 1 Experimental design and results for response surface analysis

试验号 A葡萄糖添加量/% B食盐添加量/% C乳酸菌添加量/% pH

1 5.0 0.0 2.5 4.51

2 2.5 0.3 2.5 3.67

3 2.5 0.0 0.0 5.09

4 2.5 0.3 2.5 4.06

5 5.0 0.3 0.0 4.15

6 2.0 0.3 5.0 3.63

7 0.0 0.3 0.0 4.91

8 2.5 0.6 5.0 4.68

9 0.0 0.0 2.5 5.11

10 2.5 0.3 2.5 3.16

11 2.5 0.3 2.5 3.29

12 2.5 0.6 0.0 4.21

13 2.5 0.3 2.5 3.67

14 0.0 0.3 5.0 4.72

15 2.5 0.0 5.0 4.56

16 5.0 0.6 2.5 4.89

17 0.0 0.6 2.5 5.23

表 2 响应面试验结果方差分析

Table 2 Analysis of variance for the fitted regression model

方差来源 平方和 自由度 均方 F值 P值 显著性

模型 6.08 9 0.68 5.49 0.0177 显著

A 0.97 1 0.97 7.91 0.0261

B 8.450×10－3 1 8.450×10－3 0.069 0.8008

C 0.074 1 0.074 0.60 0.4631

AB 0.017 1 0.017 0.14 0.7219

AC 0.027 1 0.027 0.22 0.6524

BC 0.25 1 0.25 2.03 0.1971

A2 1.23 1 1.23 10.02 0.0158

B2 2.86 1 2.86 23.22 0.0019

C2 0.25 1 0.25 1.99 0.2011

残差 0.86 7 0.12

失拟项 0.35 3 0.12 0.93 0.5025

纯误差 0.51 4 0.13

总离差 6.94 16

由表1、2可知，葡萄糖添加量P＜0.05，乳酸菌添加

量P＞0.05，食盐添加量P＞0.05，说明葡萄糖对pH值影

响显著，而食盐与乳酸菌的影响相对较小，则各因素影

响pH值的大小顺序为：葡萄糖＞乳酸菌＞食盐。失拟项

不显著即该模型在整个研究回归区域拟合的较好。
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图 6 因素交互作用对pH值影响的响应面图

Fig.6 Response surface plots showing the effects of fermentation 

conditions on the pH of fermented beef

当食盐添加量和乳酸菌添加量不变时，牛肉发酵后

的pH值随着葡萄糖添加量的增加呈现出先减小后增大的趋

势，当葡萄糖添加量为2.5%时，pH值达到最小；当乳酸菌

添加量与萄葡糖添加量不变时，随着食盐添加量的递增pH

值呈现下降趋势，当食盐添加量超过0.3%时，pH值逐渐

上升，说明食盐添加量为0.3%时为最佳；当葡萄糖添加量

和食盐添加量不变时，随着乳酸菌添加量的增加，pH值的

变化与之前相同，先增加后减小，当乳酸菌添加量为2.5%

时，pH值最低。因此，确定出最佳发酵条件，葡萄糖添加

量2.5%、食盐添加量0.3%、乳酸菌添加量2.5%。

3 结 论

采用乳酸菌对牛肉进行发酵，从而改善肉的色泽、

质地等，实验所用的乳酸菌包含保加利亚乳杆菌和嗜热链

球菌两种，通过葡萄糖添加量、食盐添加量、乳酸菌添加

量、发酵温度、发酵时间5个单因素进行试验，得出其最

佳添加量分别为2%、0.3%、3%。由于实验选取市售乳酸

菌，发酵温度与时间较为固定，超出其范围牛肉会发生腐

败，产生异味，所以在响应曲面试验中只选取了葡萄糖、

食盐、乳酸菌的添加量作为因素，通过试验确定出最佳发

酵条件，葡萄糖添加量2.5%、食盐添加量0.3%、乳酸菌

添加量2.5%。
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