二、通用名称、功能分类、使用量和使用范围
2.1 通用名称
中文名称：乳酸链球菌素      

英文名称：Nisin
分子式：（Nisin A）C143H230N42O37S7 ；（Nisin Z ）C141H228N41O38S7 

相对分子量：（Nisin A）3354 Da；（Nisin Z）3331Da

CNS号：17.019

INS号：234

CAS登录号：1414-45-5

2.2 功能分类
功能分类：防腐剂
2.3 用量和使用范围
2.3.1  乳酸链球菌素拟扩大的使用范围和用量（见表1）
表1  乳酸链球菌素拟扩大的使用范围和用量
	食品分类号
	食品名称
	最大使用量/（g/kg）
	备注

	04.04.01
	非发酵豆制品
	0.5
	

	06.02.02
	大米制品
	0.3
	

	06.03.02.01
	生湿面制品（如面条、馄饨皮、饺子皮、烧卖皮）
	0.3
	

	06.05.02
	淀粉制品
	0.5
	

	06.07
	方便米面制品
	0.25
	

	10.02.01
	卤蛋
	0.5
	


2.3.2  乳酸链球菌素在GB2760-2014中已经批准的应用范围和用量（见表2）
表2  乳酸链球菌素在国标GB2760-2014已经批准的使用范围和用量
	食品分类号
	食品名称
	最大使用量/（g/kg）
	备注

	01.0
	乳及乳制品（01.01.01、01.01.02、13.0涉及品种除外）
	0.5
	

	04.02.02.03
	腌渍的蔬菜
	0.5
	

	04.03.02
	加工食用菌和藻类
	0.5
	

	04.03.02.04
	食用菌和藻类罐头
	0.2
	

	06.04.02.01
	杂粮罐头
	0.2
	

	06.04.02.02
	其他杂粮制品（仅限杂粮灌肠制品）
	0.25
	

	06.07
	方便米面制品(仅限方便湿面制品)
	0.25
	

	06.07
	方便米面制品(仅限米面灌肠制品)
	0.25
	

	07.01
	面包
	0.3
	

	07.02
	糕点
	0.3
	

	08.02
	预制肉制品
	0.5
	

	08.03
	熟肉制品
	0.5
	

	09.04
	熟制水产品(可直接食用)
	0.5
	

	10.03
	蛋制品(改变其物理性状)
	0.25
	

	12.03
	醋
	0.15
	

	12.04
	酱油
	0.2
	

	12.05
	酱及酱制品
	0.2
	

	12.10
	复合调味料
	0.2
	

	14.0
	饮料类(14.01包装饮用水除外)
	0.2
	固体饮料按冲调倍数增加使用量


三、证明技术上确有必要和使用效果的资料或者文件
3.1乳酸链球菌素的安全性
3.1.1乳酸链球菌素的功能类别及作用机理
乳酸链球菌素的发现要追溯到上世纪20年代，1928年，LA.Rogers等美国研究人员首先报道了乳酸链球菌代谢产物能抑制其它乳酸菌的生长。1947年A.T.R.Mattick等人发现血清学N群中的一些乳酸链球菌能产生蛋白类抑菌物质，并从乳酸链球菌发酵液中制备出了这种多肽物质，由于是N群中的乳酸菌所产生的抑菌物质，故命名为N-inhibitory Substance，即N群抑菌物质，简称为Nisin[1]。
Nisin是乳酸链球菌的一种天然产物，对远超过食品应用量的乳酸链球菌素的毒性研究表明，它是无毒的。由于其对蛋白水解酶（α-胰蛋白酶）特别敏感，因此食用后在消化道内即可很快被蛋白水解酶水解成氨基酸。1953年，乳酸链球菌素的第一批商业产品-Nisaplin在英国面市；1969年，FAO/WHO食品添加剂联合专家委员会批准乳酸链球菌素可作为一种食品添加剂；1988年，美国食品和药物管理局（FDA）也正式批准将乳酸链球菌素应用于食品中；1990年，中华人民共和国卫生部食品监督部门签发了乳酸链球菌素在中国的使用合格证明书。目前已有50多个国家批注允许使用乳酸链球菌素。乳酸链球菌素是一种世界公认的、安全的天然生物性食品防腐剂和抗菌剂，主要用于乳和乳制品、肉和肉制品的防腐保鲜[2]。
3.1.1.1乳酸链球菌素的理化性质
乳酸链球菌素是由乳酸链球菌产生的一种多肽抗菌素类物质，由34个氨基酸组成，其氨基末端为异亮氨酸，羧基末端为赖氨酸，分子量为3510Da，二聚体分子量为7000Da，四聚体分子量为14000Da，含有4种异常氨基酸：脱氢丙氨酸、脱氢丁氨酸、羊毛硫氨酸、β-甲基羊毛硫氨酸，它们通过硫醚键形成5个环。
Nisin是一种灰白色固体粉末，含有活性不低于900IU/mg的乳酸链球菌素和不低于50%的氯化钠，使用时需要溶解于水或液体中。Nisin的溶解度和稳定性受pH值的影响较大，其溶解性随着溶液pH值的降低而增加，在中性和碱性条件下几乎不溶解，故在应用时，可以用pH=4左右的稀柠檬酸或稀醋酸溶液进行溶解。Nisin 的热稳定性与其溶解性有关。Liu和HansenL[3]曾经研究了pH对Nisin溶解度的影响，他们发现在pH值为2.0时，溶解度为57mg/mL，pH值升到6.0时，溶解度下降到1.5mg/ml，在中性和碱性条件下则几乎不溶解，pH值8.5时溶解度仅剩下0.25mg/mL。研究发现[4]，在pH值为5.6～5.8的干酪标准化加工中，巴氏杀菌对Nisin活力无明显影响（活力损失小于20%），相反，食品中的成分对Nisin的热稳定性有促进作用。
乳酸链球菌素分子结构式为：
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3.1.1.2乳酸链球菌素的抑菌范围
乳酸链球菌素能够有效的抑制或杀死引起食品腐败变质的革兰氏阳性菌，浓度为100ppm时就可以杀死大多数的革兰氏阳性菌，能抑制葡萄球菌属、链球菌属、乳杆菌属、及微球菌属的某些菌种；对大部分的梭菌属和芽孢杆菌属及其芽孢也有明显的抑制作用。Hitchins，A.D等[5]研究表明杆菌属中的嗜热脂肪芽孢杆菌的芽孢对Nisin最为敏感，极少量的Nisin即能够杀死其芽孢，Nisin对芽孢的作用是在孢子膨胀起始阶段抑制其萌发，而不是杀死。乳酸链球菌素的抑菌谱如表1所示。
表1  乳酸链球菌素的抑菌谱
Table 1  Inhibitory spectrum of Nisin

	不形成芽孢的细菌
	形成芽孢的细菌

	金黄色葡萄球菌（staphylococcus aureas）
	地衣芽孢杆菌（Bacillus lichinitormis）

	无乳链球菌（Streptococcus agalactia）
	凝结芽孢杆菌（Bacillus coagulans）

	酿脓链球菌（Streptococcus pyogenes）
	梭状芽孢杆菌（Clostridium）

	干酪乳杆菌（Lactobacillus casei）
	枯草芽孢杆菌（bacillus subtilis）

	保加利亚乳杆菌（Lactobacillus bulgaricus）
	蜡状芽孢杆菌（Bacillus cereus）

	植物乳杆菌（Lactobacillus plantarum）
	嗜温糖解菌（Thermosacdharohyticum）

	布氏乳杆菌（Lactobacillus buchneri）
	生孢梭菌（Clostridium sporogenes）

	肠膜明串珠菌（Leuconostoc mesenteroides）
	产气夹膜梭菌（Clostridium perfringens）

	单增李斯特菌（Listeria monocytogenes）
	嗜热脂肪芽孢杆菌（Bacillus stearothermophilus）

	乳酸片球菌（Pediococcus acidloctici）
	肉毒杆菌（Clostridium botulinum）


由于Nisin抗菌谱窄，仅能杀死或抑制革兰氏阳性菌，而对于革兰氏阴性菌、霉菌和酵母菌则无明显作用，故使其应用受到限制，将Nisin与其他防腐剂配合使用可以弥补这一缺点，进而发挥广谱抑菌作用。有研究表明，Nisin与其他防腐剂联合使用能增强自身的抑菌作用，可获得较宽的抑菌谱。Nisin和乳酸合用能抑制肉中的沙门氏菌。Nisin与螯合剂（如EDTA）联合使用，对沙门氏菌、大肠杆菌具有一定的抑制作用，并能够有效减少其他G-菌的数量。此外，Nisin与磷酸盐、柠檬酸盐合用也能提高其对G-菌的抑制效果。
3.1.1.3乳酸链球菌素的抑菌机理
研究表明，Nisin是一个疏水、带正电荷的小肽，它能够吸附在革兰氏阳性敏感菌的细胞膜上，与细胞壁中带负电荷的物质（如磷壁酸、糖醛酸、酸性多糖或磷脂）作用，能够通过C末端的作用侵入到细胞膜中形成通透孔洞，抑制革兰氏阳性菌细胞壁的合成，改变细胞膜的通透性，引起细胞中的小分子物质流出，同时，细胞外水分子流入，最后导致细胞自溶死亡[6,7]。
Nisin对许多G+菌有抗菌活性，但对G-菌、酵母菌和霉菌没有作用。对比G+细菌和G-细菌的细胞壁，可以发现G+菌的肽聚糖层明显比G-菌厚得多，而G-菌的细胞壁组成比较复杂[8]，主要包括蛋白质、磷脂和脂多糖等，十分致密，仅能允许分子量在600Da以下的小分子通过，而Nisin分子量约为3510Da，所以无法通过致密的细胞壁，因此，Nisin就不能到达细胞膜进而发挥杀菌作用[9,10]。为了进一步证实这一说法，Steven及 Kordel等研究报道，经过处理改变G-菌的外壁的透过性质之后，G-菌也对Nisin变得敏感，也可以被抑制或杀死[11]。这就有力证明了G-菌对Nisin不敏感是因为细胞壁太厚，Nisin分子进不去的缘故。在Nisin杀菌过程中，其分子中所含的稀有氨基酸对Nisin的作用方式很大，对这一问题的研究进行得相当活跃，主要是通过蛋白质工程的手段，定向改变Nisin分子中一个或一段氨基酸的组成，以对其功能进行研究。对这一领域的研究将使人们进一步了解Nisin的作用机制，以便扩大应用范围或增强作用效果[12]。
3.1.1.4乳酸链球菌素的安全性
乳酸链球菌素是一种天然的多肽物质，食用后可被人体内的蛋白酶（如胰蛋白酶、胰酶、唾液酶等）消化分解成氨基酸，无微生物毒性或致病作用，因此其安全性较高。
1956年，英国食品防腐剂委员会证实了在牛奶和干酪中自然存在有不同数量的乳酸链球菌素；1962年日本的Hara等证实乳酸链球菌素对小白鼠的半致死量LD50约为7g/kg体重，与普通盐的LD50值相近；英国和苏联的商业部门对其生产的乳酸链球菌素进行了广泛的毒性和生物学研究，包括致癌性、存活性、再生性、血液化学、肾功能、脑功能、应激反应及动物器官病理学等诸多方面研究证明，Nisin是安全的。通过毒理学试验证明，乳酸链球菌素小鼠经口急性毒性：雌性小鼠LD50为6.81g/kg，雄性小鼠LD50为9.26g/kg体重属于实际无毒性。乳酸链球菌素大鼠经口急性毒性：雌性大鼠LD50为6.81g/kg，雄性大鼠LD50为14.70g/kg体重属于实际无毒性[13]。结果表明：乳酸链球菌素是安全的。1969年FAO／WHO食品添加剂联合专家委员会批准乳酸链球菌素作为食品添加剂使用；按美国联邦法规[14]规定，已将乳酸链球菌素列为“一般公认为安全的（GRAS）”范围，编号§184.1538。1992年3月，我国卫生部在批准实施的文件中就明确指出：“可以科学的认为乳酸链球菌素作为食品保藏剂是安全的”。目前全世界已有近50个国家制定了法律规定乳酸链球菌素作为食品防腐剂的使用范围和极限使用量，而英国、法国、澳大利亚等20多个国家则没有限量使用的规定。
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3.2乳酸链球菌素在非发酵豆制品中的工艺必要性
3.2.1非发酵豆制品生产现状
豆制品在我国已有2000多年的生产史，豆制品中含有丰富的蛋白质、水分、碳水化合物、脂肪以及各种人体必需氨基酸、矿物质和微量元素，其中蛋白质的消化率高达90%左右[1]。豆制品根据生产工艺的不同，一般可分为非发酵豆制品和发酵豆制品两大类。非发酵豆制品是指以大豆或其它杂豆为原料，经过浸泡、清洗、磨浆、煮浆、滤浆、点浆、上箱、成型、压制等工序加工制作而成的豆腐以及经再加工的豆腐制品，如豆腐、豆浆、豆腐皮、豆腐干、腐竹等；发酵性豆制品是以大豆为主要原料，经微生物发酵制作而成的豆制品，如腐乳、豆豉等。随着人们健康意识的提高，人们更加注重植物蛋白的摄入，于是含有优质大豆蛋白的豆制品成为人们的首选。

非发酵豆制品营养丰富，水分含量高，pH值偏中性，是微生物生长繁殖的良好培养基，很容易滋生微生物而导致腐败变质。由于非发酵豆制品加工工艺复杂，生产周期长，因而与外界环境的接触增加了微生物污染的机会，加上机械化程度低、手工操作多等因素，不同生产企业的加工环境和设备以及操作人员还存在一定的差异，导致生产过程微生物污染更加难以控制，目前由微生物污染而导致豆制品腐败的问题已成为制约豆制品大规模产业化的瓶颈之一[2]。据统计，非发酵性豆制品微生物指标检测，菌落总数合格率仅为38. 33%[3]。菌落总数超标会引起食品腐败变质，被人食用后易导致食源性疾病的发生，严重影响产品品质与安全，危及消费者健康[4]。

国内外学者对引起豆类制品腐败变质的微生物进行了一系列研究。李博[5]对比了新鲜的白玉豆腐与腐败白玉豆腐中微生物的变化，结果显示：在新鲜白玉豆腐中以坚强芽抱杆菌为代表的芽抱杆菌为主，在37℃存放24h以后，豆腐中的腐败菌以屎肠球菌为主；李除夕等[6]从4个不同品牌豆腐中分离出4株优势菌，分别结合菌株形态学特征、生理生化性状、16S：DNA序列分析和根据 MEGA3.1 软件，确定其分别为稳杆菌属、吉氏库特氏菌、蜡样芽孢杆菌；王敏等[7]发现，引发豆腐丝、豆腐腐败变质的主要细菌为成团肠杆、短小芽孢杆菌和巨大芽孢杆菌。有研究表明引起非发酵豆制品腐败的优势菌主要为芽孢杆菌属[8]。因为，大部分主要腐败微生物易在煮浆、热凝固过程中被杀死，而芽孢杆菌形成的芽孢具有耐热特性，不易被杀死，残留于豆制品中，引起豆制品腐败。枯草芽孢杆菌可由大豆原料、生产过程带入，其形成的芽孢在经过一般加热灭菌法后，仍具活性。在一定的条件下，芽孢萌发成营养细胞，分解利用豆制品中的蛋白质、脂肪、碳水化合物等营养物质，生成酸类、游离氨基酸类、氨类及胺类等多种代谢产物，从而导致豆制品口感变差、营养成分丧失及有害物质的产生。因此，在工业化生产过程中，必须要采取有效的灭菌措施及防腐措施来杀死各类芽孢或抑制其萌发，以期延长该类产品的的保藏期[9]。

食品中常通过添加食品防腐剂来抑制微生物的生长繁殖以达到防腐保鲜的目的。根据GB2760-2014规定，非发酵豆制品中可以使用的防腐剂如下表所示： 
	添加剂名称
	适用范围
	功能
	使用限量（g/kg）

	丙酸及其钠、钙盐
	04.04.01非发酵豆制品
	防腐剂
	2.5

	ε-聚赖氨酸盐酸盐
	04.04.01非发酵豆制品
	防腐剂
	0.3

	山梨酸及其钾盐
	04.04.01.03豆干再制品
	防腐剂
	1.0

	
	04.04.01.05新型豆制品（大豆蛋白及其膨化、大豆素肉等）
	防腐剂
	0.5

	双乙酸钠
	04.04.01.02豆干类
	防腐剂
	1.0

	
	04.04.01.03豆干再制品
	防腐剂
	1.0


丙酸及其盐类的有效成分均为丙酸，它必须在酸性环境中才能产生抑菌作用。在酸性介质中对各类霉菌、好氧芽孢杆菌或革兰氏阴性菌有较强的抑制作用，对防止黄曲霉毒素的产生有特效，而对酵母几乎无效。

山梨酸钾呈无色或白色至浅黄色鳞片状结晶、结晶性粉末或颗粒，无臭或微带刺激性臭味。在空气中不稳定，长时间放置时吸湿并氧化分解而着色。有吸湿性，易溶于水。山梨酸钾属酸性防腐剂，宜在pH值为5～6以下范围内使用。只有山梨酸透过细胞壁进入微生物体内才能起作用。山梨酸钾能有效地抑制霉菌，酵母菌和好氧性细菌的活性，还能防止肉毒杆菌、葡萄球菌、沙门氏菌等有害微生物的生长和繁殖，从而达到有效地延长食品的保存时间，并保持原有食品的风味，但对厌氧菌与嗜酸乳杆菌无效。

双乙酸钠为白色吸湿性结晶粉末或结晶状固体，带乙酸气味，有吸湿性，易溶于水。双乙酸钠的抑菌作用源于乙酸。乙酸主要是通过有效的渗透入霉菌的细胞壁而干扰酶的相互作用，或使微生物细胞内蛋白质变性，从而抑制霉菌的产生，达到高效防霉功能。双乙酸钠的酸味柔和，克服了丙酸盐特有的刺激气味，它的添加不会改变食品特性。除了抑制霉菌，双乙酸钠对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、李斯特菌、革兰氏阴性菌也有一定的抑制作用。

ε-聚赖氨酸盐酸盐是一种阳离子聚合多肽，成品为淡黄色粉末、吸湿性强，略带苦味，是赖氨酸的直链状聚合物，易溶于水，微溶于乙醇。ε-聚赖氨酸盐酸盐具有很好的抑菌能力和热稳定性，在中性和酸性范围内抑菌效果良好。对各种细菌、真菌和耐热性芽孢杆菌都有抑制作用。但ε-聚赖氨酸盐酸盐遇到酸性多糖类、盐酸盐类、磷酸盐类、铜离子等可能因结合而使活性降低，失去抑菌能力。

丙酸盐、山梨酸钾及双乙酸钠都为酸性防腐剂，这类防腐剂的特点是体系酸性越大，防腐效果越好。非发酵豆制品其pH值多为偏中性，这些化学防腐剂在其中的抑菌作用会减弱，且丙酸盐、山梨酸钾及双乙酸钠这些化学防腐剂对霉菌、酵母有较强的抑制作用，而对一些耐热性革兰氏阳性菌及芽孢杆菌的抑制能力较弱，为了能够抑制残存的耐热性微生物而加大化学防腐剂的用量，不仅会影响到产品的品质与口感，甚至会造成防腐剂残留超标，严重危害消费者的健康。ε-聚赖氨酸盐酸盐是生物防腐剂，其抑菌范围广，安全性高。ε-聚赖氨酸盐酸盐的阳离子特性，能够吸附在微生物细胞膜表面，导致细胞的生理性损伤，从而抑制微生物的生长繁殖。但非发酵豆制品中带负电荷的大分子物质，及蛋白质会影响ε-聚赖氨酸盐酸盐的抑菌性。加大ε-聚赖氨酸盐酸盐的添加量，则会产生明显的涩味，所以ε-聚赖氨酸盐酸盐很少在豆制品中使用。

乳酸链球菌素是由乳酸链球菌产生的一种多肽类物质，是一种高效、安全、无毒副作用的天然食品防腐剂。乳酸链球菌素能够抑制许多革兰氏阳性菌的生长繁殖，如肉毒梭菌、金黄色葡萄球菌、溶血链球菌、李斯特菌等。乳酸链球菌素在食品防腐中的重要价值在于能抑制芽孢杆菌，如对枯草芽孢杆菌、嗜热脂肪芽孢杆菌、嗜热产气芽孢菌等都有很强的抑制作用。与化学防腐剂复配使用，可以扩大抑菌谱，显著提高抑菌效果，降低化学防腐剂的添加量，进一步提高食品安全水平。不仅如此，乳酸链球菌素作为天然防腐剂添加于食品中，不会影响食品的色、香、味以及口感。乳酸链球菌素的使用可降低食品的杀菌温度、减少热处理时间，从而保持食品的良好风味和营养价值。因此，将天然防腐剂乳酸链球菌素扩大到非发酵豆制品中具有工艺可行性与必要性。

3.2.2.乳酸链球菌素添加与否、以及与同一功能类别的食品防腐剂在非发酵豆制品中应用效果对比

选用豆干再制品进行试验

1.材料与方法

1.1材料与设备

大豆、卤水、味精、食盐、酱油、白砂糖、花椒、八角、小茴香、陈皮等；

丙酸钙、山梨酸钾、双乙酸钠、乳酸链球菌素；

电子天平、真空包装机、巴氏灭菌锅、超净工作台、生化培养箱。

1.2真空包装卤制豆干生产工艺

原料大豆→清洗→浸泡→磨浆→分离去渣→煮浆→点卤→压榨→切块→烘烤→卤制→烘烤→调味（添加食品防腐剂）→真空包装→巴氏杀菌→检验→成品。

1.3实验方法
1.3.1乳酸链球菌素最大使用量的确定

将乳酸链球菌素按照0g/kg、0.1g/kg、0.3g/kg、0.5g/kg、0.7g/kg、0.9g/kg分别进行试验。将成品置于37℃生化培养箱中培养，经加速破坏实验，每隔一定的时间对其感官品质、微生物指标进行测定。
1.3.2乳酸链球菌素与同一功能类别防腐剂在真空包装卤制豆干中的应用效果比较

根据GB2760-2014允许在非发酵豆制品中使用的防腐剂，实验选用丙酸钙、山梨酸钾、双乙酸钠以及乳酸链球菌素这四种防腐剂在真空包装卤制豆干中进行防腐保鲜试验。然后将成品置于37℃生化培养箱中培养，经加速破坏实验，每隔一定的时间对其感官品质、微生物指标检测进行比较，判定各防腐剂在真空包装卤制豆干中的应用效果。食品防腐剂的添加量见表1:
表1 单一防腐剂的添加量

	防腐剂
	浓度（g/kg）

	丙酸钙
	0.5
	1.0
	1.5
	2.0
	2.5

	山梨酸钾
	0.2
	0.4
	0.6
	0.8
	1.0

	双乙酸钠
	0.2
	0.4
	0.6
	0.8
	1.0

	乳酸链球菌素
	0.1
	0.2
	0.3
	0.4
	0.5


1.3.3乳酸链球菌素与同一功能类别防腐剂复配在真空包装卤制豆干中的应用效果

根据同一功能防腐剂在混合使用时，各自用量占其最大用量的比例不应超过1的原则进行复配设计。将样品置于常温下进行保存实验，定期对其感官品质、微生物指标进行测定。
CK组：空白对照，不添加防腐剂处理

A组：0.3g/kg乳酸链球菌素+0.4g/kg山梨酸钾

B组：0.3g/kg乳酸链球菌素+1.0g/kg山梨酸钾

C组：0.5g/kg山梨酸钾+1.2g/kg丙酸钙

2结果与分析

2.1乳酸链球菌素最大使用量的确定

表2 不同浓度的乳酸链球菌素对真空包装卤制豆干中菌落总数的影响
	防腐剂添加量
	1d
	7d
	14d
	21d
	28d
	大肠菌群

（CFU/g）

	
	菌落总数（CFU/g）
	

	乳酸

链球

菌素

（g/kg）
	0
	180
	+++
	
	
	
	未检出

	
	0.1
	110 
	+++
	
	
	
	未检出

	
	0.3
	<10 
	240
	670
	+++
	
	未检出

	
	0.5
	<10 
	<10 
	<10 
	260
	640
	未检出

	
	0.7
	<10 
	<10 
	<10  
	<10  
	370
	未检出

	
	0.9
	<10 
	<10
	<10
	130
	280
	未检出


注：+++，表示菌落总数大于10000CFU/g，卤制豆干发生腐败变质。

通过表2可以看出，乳酸链球菌素能够抑制卤制豆干中腐败微生物的生长繁殖，延长产品的保质期。当乳酸链球菌素的添加量为0.1g/kg时，在贮藏第7天时豆干中的菌落总数已达104CFU/g数量级，豆干出现发酸、发粘等腐败现象。当乳酸链球菌素的添加量为0.3g/kg时，在贮藏第21天时豆干中的菌落总数达到104CFU/g数量级，真空包装豆干出现发酸、发粘、胀袋等腐败现象。而当乳酸链球菌素的添加量≥0.5g/kg时，在贮藏到28天时，各组菌落总数只有102CFU/g，且没有出现胀袋现象，具有豆干应有的香气，无异味，无发粘现象。

可以看出，乳酸链球菌素添加量越多其抑菌防腐效果越好，但当乳酸链球菌素的添加量高于0.5g/kg时，其抑菌效果差异不明显。因此，确定乳酸链球菌素在豆干中的最大使用量为0.5g/kg。

2.2乳酸链球菌素与同一功能类别防腐剂在真空包装卤制豆干中的应用效果比较
表3 不同浓度丙酸钙对真空包装卤制豆干中菌落总数的影响
	防腐剂添加量
	1d
	7d
	14d
	21d
	28d
	大肠菌群

（CFU/g）

	
	菌落总数（CFU/g）
	

	丙

酸

钙

（g/kg）
	0.5
	<10
	+++
	
	
	
	未检出

	
	1.0
	<10 
	+++ 
	
	
	
	未检出

	
	1.5
	<10 
	3540 
	+++
	
	
	未检出

	
	2.0
	<10 
	150 
	3470 
	+++
	
	未检出

	
	2.5
	<10 
	120 
	2150 
	+++
	
	未检出


注：+++，表示菌落总数大于10000CFU/g，卤制豆干发生腐败变质。

通过表3可以看出，丙酸钙能够抑制卤制豆干中腐败微生物的生长繁殖。丙酸钙添加量为1.5g/kg时，在贮藏第14天时豆干中的菌落总数已达104CFU/g数量级，豆干出现发酸、发粘、胀袋等腐败现象。丙酸钙的添加量为2.5g/kg时，在贮藏第21天时豆干中的菌落总数达到104～105CFU/g数量级，真空包装豆干也出现发酸、发粘、胀袋等腐败现象。
表4 不同浓度山梨酸钾对真空包装卤制豆干中菌落总数的影响
	防腐剂添加量
	1d
	7d
	14d
	21d
	28d
	大肠菌群

（CFU/g）


	
	菌落总数（CFU/g）
	

	山

梨

酸

钾

（g/kg）
	0.2
	<10
	+++
	
	
	
	未检出

	
	0.4
	<10 
	+++
	
	
	
	未检出

	
	0.6
	<10 
	+++
	
	
	
	未检出

	
	0.8
	<10 
	650 
	+++
	 
	
	未检出

	
	1.0
	<10 
	230 
	680 
	+++ 
	
	未检出


注：+++，表示菌落总数大于10000CFU/g，卤制豆干发生腐败变质。
通过表4可以看出，山梨酸钾对卤制豆干中腐败微生物具有一定的抑制作用。山梨酸钾按照最大添加量为1.0g/kg时，在贮藏第21天时豆干中的菌落总数已达104CFU/g数量级，豆干出现发酸、发粘、胀袋等腐败现象。
表5 不同浓度双乙酸钠对真空包装卤制豆干中菌落总数的影响
	防腐剂添加量
	1d
	7d
	14d
	21d
	28d
	大肠菌群

（CFU/g）

	
	菌落总数（CFU/g）
	

	双

乙

酸

钠

（g/kg）
	0.2
	<10
	+++
	
	
	
	未检出

	
	0.4
	<10 
	+++
	
	
	
	未检出

	
	0.6
	<10 
	+++
	
	
	
	未检出

	
	0.8
	<10 
	+++
	
	 
	
	未检出

	
	1.0
	<10 
	620 
	+++
	 
	
	未检出


注：注：+++，表示菌落总数大于10000CFU/g，卤制豆干发生腐败变质。
通过表5可以看出，双乙酸钠对卤制豆干中腐败微生物具有一定的抑制作用。双乙酸钠最大添加量1.0g/kg，在贮藏第14天时豆干中的菌落总数已达104CFU/g数量级，且开始发生胀袋现象，豆干发酸、发粘。
表6 不同浓度乳酸链球菌素对真空包装卤制豆干中菌落总数的影响
	防腐剂添加量
	1d
	7d
	14d
	21d
	28d
	大肠菌群

（CFU/g）

	
	菌落总数（CFU/g）
	

	乳酸

链球

菌素

（g/kg）
	0.1
	<10
	+++
	
	
	
	未检出

	
	0.2
	<10 
	530
	+++
	
	
	未检出

	
	0.3
	<10 
	150
	620
	+++
	
	未检出

	
	0.4
	<10 
	<10 
	<10 
	160
	640
	未检出

	
	0.5
	<10 
	<10 
	<10  
	<10  
	70
	未检出


注：+++，表示菌落总数大于10000CFU/g，卤制豆干发生腐败变质。
通过表6可以看出，乳酸链球菌素能够抑制卤制豆干中腐败微生物的生长繁殖。当乳酸链球菌素的添加量为0.3g/kg时，在贮藏第21天时豆干出现发酸、发粘等腐败现象。当乳酸链球菌素的添加量为0.5g/kg时，在贮藏第28天时，菌落总数仅有102CFU/g，且没有出现胀袋现象，具有豆干应有的香气，无异味，无发粘现象。
综合分析认为，目前GB2760-2014中允许在非发酵豆制品中添加的防腐剂丙酸盐、山梨酸及、双乙酸钠，都具有一定的抑菌防腐功效。当这三种防腐剂分别按照各自最大添加量使用时，都会对豆干制品的感官品质产生一定的影响，且防腐效果达不到企业的需求。乳酸链球菌素在豆干制品中的具有显著的抑菌效果，且其抑菌防腐效果要优于丙酸盐、山梨酸钾、双乙酸钠，按照最大添加量0.5g/kg添加时，也不会影响豆干制品的感官品质。因此将乳酸链球菌素扩大到非发酵豆制品中具有工艺可行性与必要性。

2.3乳酸链球菌素与同一功能类别防腐剂复配在真空包装卤制豆干中的应用效果

表7 添加不同复配防腐剂真空包装卤制豆干在常温贮藏中菌落总数的变化

	
	1d
	15d
	30d
	60d
	90d
	120d
	150d
	180d
	大肠菌群

（CFU/g）

	
	菌落总数（CFU/g）
	

	CK组
	<10
	+++
	
	
	
	
	
	
	未检出

	A组
	<10
	<10
	<10
	<10
	80
	210
	360
	550
	未检出

	B组
	<10
	<10
	<10
	<10
	<10
	160
	220
	320
	未检出

	C组
	<10
	<10
	<10
	260
	550
	1470
	+++
	
	未检出


注：+++，表示菌落总数大于10000CFU/g，卤制豆干发生腐败变质。
通过表7可以看出，不同复配防腐剂对卤制豆干中腐败微生物都有一定的抑制作用，能够延长产品的保质期。不添加防腐剂的空白对照CK组，在常温贮藏15天天时，菌落总数达到了104CFU/g数量级，豆干出现发酸、发粘等腐败现象。A组：0.3g/kg乳酸链球菌素+0.4g/kg山梨酸钾和B组：0.3g/kg乳酸链球菌素+1.0g/kg丙酸钙的样品在常温下贮藏180天时，菌落总数仅有102CFU/g数量级，且没有出现胀袋现象，具有豆干应有的香气，无异味，无发粘现象。C组：0.5g/kg山梨酸钾+1.2g/kg丙酸钙的样品在常温下贮藏到150天时已出现胀袋等腐败变质现象。乳酸链球菌素与山梨酸钾、丙酸钙复配的抑菌效果要优于山梨酸钾和丙酸钙复配的抑菌效果。

3结论

3.1乳酸链球菌素能够有效的抑制或杀死引起食品腐败变质的革兰氏阳性菌及耐热性芽孢杆菌，抑菌效果要优于丙酸盐、山梨酸钾和双乙酸钠。

3.2乳酸链球菌素在非发酵豆制品中的最大添加量为0.5g/kg，对产品的色、香、味和口感无不良影响。

3.3乳酸链球菌素与丙酸盐、山梨酸钾、双乙酸钠进行复配，能够扩大抑菌谱，增强抑菌效力，降低化学防腐剂的添加量，提高食品的安全性，延长产品的保质期。
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3.3乳酸链球菌素在大米制品（06.02.02）中的工艺必要性
3.3.1大米制品（06.02.02）生产现状
我国是世界主要产稻国之一，稻谷产量居世界第一位，占世界产量的36%左右。籼稻作为稻谷中的主要品种，是我国南方地区的主要种植品种。大米是世界上的主粮之一，其深加工是粮食加工的一个重要内容。在众多米制品当中，米粉以其食用方便，比其他米制品更容易消化吸收等独有的特点深受消费者的喜爱[1]。

米粉有干米粉和湿米粉2种类型。干米粉是经脱水烘干进行贮藏的米粉，食用时需要复水，过程复杂、费时费力，难以适应现代快节奏生活的需要，且食用风味不佳。鲜湿米粉是我国南方传统食品，一般以大米为原料，经过洗米、浸泡、磨浆（粉碎）、发酵（或不发酵）、蒸煮、成型、冷却、包装等生产工序加工制成的食品。其特点是质地柔韧、晶莹透明、洁白细嫩、口感滑爽，可汤食、炒食、凉拌、火锅等多种食法，深受广大消费者喜爱。

由于鲜湿米粉营养丰富，水分含量高达60%～70%，是一个营养全面的微生物培养基，再加上整个生产加工过程的时间长，极易感染微生物，菌落在适宜的环境下大量生长繁殖，一旦菌落总数超过限值，鲜湿米粉很容易腐败变质。鲜湿米粉的保质期一般只有1～2d，夏天存放十多个小时后，其就难以食用，大大影响了湿米粉的贮藏、流通和销售。湿米粉适合细菌、霉菌和酵母菌的生长，其中以细菌和霉菌最为常见，有研究表明鲜湿米粉最主要的细菌污染来自乳酸菌、肠杆菌的大量增殖以及蜡样芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌等致病菌的污染[2]。

食品中常通过添加食品防腐剂来抑制微生物的生长繁殖以达到防腐保鲜的目的。根据GB2760-2014规定，06.02.02大米制品中可以使用的防腐剂如下表所示： 
	添加剂名称
	适用范围
	功能
	使用限量（g/kg）

	ε-聚赖氨酸盐酸盐
	06.02.02大米制品
	防腐剂
	0.25


由上表可知，目前大米制品中只允许使用一种防腐剂ε-聚赖氨酸盐酸盐。ε-聚赖氨酸盐酸盐是一种阳离子聚合多肽，成品为淡黄色粉末、吸湿性强，略带苦味，是赖氨酸的直链状聚合物，易溶于水，微溶于乙醇。ε-聚赖氨酸盐酸盐具有很好的抑菌能力和热稳定性，在中性和酸性范围内抑菌效果良好。对各种细菌、真菌和耐热性芽孢杆菌都有抑制作用。但通过许多鲜湿米粉厂家试验验证表明，使用ε-聚赖氨酸盐酸盐对延长鲜湿米粉保质期的作用不明显，而且ε-聚赖氨酸盐酸盐略带苦涩味，过高的添加量就会影响鲜湿米粉的口感。因此ε-聚赖氨酸盐酸盐在鲜湿米粉的保鲜使用中有局限性。浙江新银象生物工程有限公司应用技术人员进行了长期深入研究，通过一系列试验及食品厂家的生产试验验证，特申请扩大乳酸链球菌素在大米制品中使用，最大使用量为0.3g/kg。

3.3.2乳酸链球菌素添加与否、以及与同一功能类别的食品防腐剂在大米制品中应用效果对比

选用鲜湿米粉进行试验

1材料与方法

1.1材料与设备

早籼米、变性淀粉、食盐、色拉油等，市售；

乳酸链球菌素、ε-聚赖氨酸盐酸盐，由浙江新银象生物工程有限公司提供；

粉碎机、搅拌机、蒸煮锅、挤丝机、冷却设备、包装机、生化培养箱等。

1.2鲜湿米粉生产工艺

大米→去砂、除石→洗米、浸泡→磨浆→添加变性淀粉、食盐、防腐剂→摊浆→蒸片→挤压成型→复蒸→冷却→包装→成品。

1.3实验方法
1.3.1乳酸链球菌素最大使用量的确定

将乳酸链球菌素按照0g/kg、0.1g/kg、0.2g/kg、0.3g/kg、0.4g/kg、0.5g/kg添加量分别进行试验。将成品置于28℃生化培养箱中培养，经加速破坏实验，每隔一定的时间对其感官品质、微生物指标进行测定。
1.3.2乳酸链球菌素与同一功能类别防腐剂在鲜湿米粉中的应用效果比较

根据GB2760-2014允许在大米制品中使用的防腐剂，实验选用ε-聚赖氨酸盐酸盐在鲜湿米粉中进行防腐保鲜试验，添加量分别为0g/kg、0.05g/kg、0.1g/kg、0.15g/kg。然后将样品置于28℃生化培养箱中培养，经加速破坏实验，每隔一定的时间对其感官品质、微生物指标检测进行比较，判定ε-聚赖氨酸盐酸盐在鲜湿米粉中的应用效果。
1.3.3乳酸链球菌素与同一功能类别防腐剂复配在鲜湿米粉中的应用效果

根据同一功能防腐剂在混合使用时，各自用量占其最大用量的比例不应超过1的原则进行复配设计。将样品置于常温下进行保存实验，定期对其感官品质、微生物指标进行测定。
CK组：空白对照，不添加防腐剂处理

A组：0.2g/kg乳酸链球菌素+0.08g/kg ε-聚赖氨酸盐酸盐

1.4试验检测方法
菌落总数检测：按照GB4789.2-2010食品安全国家标准食品微生物学检验菌落总数测定检验。

鲜湿米粉质量指标：参照DBS45/050-2018食品安全地方标准鲜湿类米粉，其中菌落总数≤105CFU/g。
2结果与分析

2.1乳酸链球菌素最大使用量的确定

表1 乳酸链球菌素不同添加量对鲜湿米粉感官品质的影响

	Nisin添加量
	0g/kg
	0.1g/kg
	0.2g/kg
	0.3g/kg
	0.4g/kg
	0.5g/kg

	色泽
	米白色
	米白色
	米白色
	米白色
	米白色
	米白色

	气味、滋味
	米香味、无异味
	米香味、无异味
	米香味、无异味
	米香味、无异味
	米香味、无异味
	米香味、无异味


表2乳酸链球菌素不同添加量对鲜湿米粉贮藏期菌落总数的影响

	Nisin添加量

g/kg
	菌落总数（CFU/g）

	
	0h
	6h
	12h
	18h
	24h
	30h

	0
	10
	320
	5.3×103
	+++
	
	

	0.1
	<10
	20
	6.5×103
	+++
	
	

	0.2
	<10
	10
	750
	5.1×103
	+++
	

	0.3
	<10
	10
	130
	860
	4.2×103
	5.8×104

	0.4
	<10
	15
	75
	550
	3.8×103
	6.2×104

	0.5
	<10
	10
	90
	730
	3.2×103
	4.8×104


注：+++，表示菌落总数大于100000CFU/g

通过表1可以看出，当乳酸链球菌素的添加量达到0.5g/kg时，不会影响鲜湿米粉的感官品质，鲜湿米粉的色泽、气味和滋味都符合感官要求。

通过表2可以看出，添加乳酸链球菌素能够抑制鲜湿米粉中腐败微生物的生长繁殖，且随着乳酸链球菌素浓度的增加，其抑菌效果也在增强。不添加乳酸链球菌素即空白对照组在28℃贮藏18h时菌落总数已超标，鲜湿米粉质构发粘、有异味和酸味；乳酸链球菌素添加量为0.3g/kg时，鲜湿米粉在28℃贮藏30h时菌落总数未超标，再增加乳酸链球菌素的添加量时，其抑菌效果增强不明显，考虑到成本问题，建议0.3g/kg作为乳酸链球菌素的最大添加量。

2.2乳酸链球菌素与ε-聚赖氨酸盐酸盐在鲜湿米粉中的应用效果比较

表3不同浓度ε-聚赖氨酸盐酸盐对鲜湿米粉气味、滋味的影响

	ε-聚赖氨酸盐酸盐
	0.05g/kg
	0.1g/kg
	0.15g/kg

	气味、滋味
	米香味、无异味
	米香味、无异味
	轻微苦涩味


通过表3可以看出，ε-聚赖氨酸盐酸盐添加量为0.15g/kg时，鲜湿米粉已有轻微苦涩味，而根据2.1的结果显示乳酸链球菌素在0.3g/kg范围内，不会对鲜湿米粉的气味、滋味产生不良影响。
表4不同浓度ε-聚赖氨酸盐酸盐对鲜湿米粉贮藏期菌落总数的影响

	ε-聚赖氨酸盐酸盐（g/kg）
	菌落总数（CFU/g）

	
	0h
	6h
	12h
	18h
	24h
	30h

	0
	30
	820
	6.2×103
	+++
	
	

	0.05
	15
	120
	3.5×103
	+++
	
	

	0.1
	<10
	10
	650
	4.3×103
	+++
	

	0.15
	<10
	10
	230
	1.6×103
	7.2×103
	6.9×104


注：+++，表示菌落总数大于100000CFU/g

通过表4可以看出，ε-聚赖氨酸盐酸盐能够抑制鲜湿米粉中腐败微生物的生长繁殖，且随着ε-聚赖氨酸盐酸盐添加量的增加，其抑菌效果在增强。添加0.05g/kg ε-聚赖氨酸盐酸盐后，鲜湿米粉在28℃贮藏18h时菌落总数已超标，与空白对照组相比保质期没有延长；ε-聚赖氨酸盐酸盐添加量为0.1g/kg时，鲜湿米粉的保质期延长至24h；ε-聚赖氨酸盐酸盐添加量为0.15g/kg时，贮藏30h其菌落总数仍未超标。而通过表3可知，ε-聚赖氨酸盐酸盐添加量为0.15g/kg会影响鲜湿米粉的感官要求。因此，仅用ε-聚赖氨酸盐酸盐作为防腐剂并不能保证鲜湿米粉的品质，达不到企业所需的保质期。
2.3乳酸链球菌素与ε-聚赖氨酸盐酸盐复配在鲜湿米粉中的应用效果

表5 复配防腐剂对鲜湿米粉贮藏期菌落总数的影响

	
	菌落总数（CFU/g）

	
	0h
	12h
	18h
	24h
	36h
	48h

	CK
	10
	4.6×103
	+++
	
	
	

	A
	<10
	75
	110
	850
	5.2×103
	3.6×104


注：+++，表示菌落总数大于100000CFU/g

通过表5可以看出，添加复配防腐剂能够显著的抑制鲜湿米粉中腐败微生物的生长繁殖，延长产品的保质期。空白对照组米粉在28℃贮藏18h时菌落总数已超标，添加了复配防腐剂：0.2g/kg乳酸链球菌素+0.08g/kg ε-聚赖氨酸盐酸盐的A组鲜湿米粉的保质期可以达到48h。

3结论

3.1乳酸链球菌素能够有效的抑制或杀死引起大米制品腐败变质的革兰氏阳性菌及耐热性芽孢杆菌。

3.2乳酸链球菌素在大米制品的最大添加量为0.3g/kg，对产品的色、香、味和口感无不良影响。

3.3乳酸链球菌素与ε-聚赖氨酸盐酸盐进行复配，能够扩大抑菌谱，增强抑菌效力，提高食品的安全性，延长产品的保质期。

参考文献

[1] 杜瑾.鲜湿河粉保鲜与其品质改良工艺研究[D].天津科技大学,2011.

[2] 林宇斌,林亲录,李安平,等.湿米粉微生物污染现状及防控技术[J].公共卫生与预防医学,2005,26(1):76-79.

3.4乳酸链球菌素在生湿面制品（06.03.02.01）中的工艺必要性
3.4.1生湿面制品（06.03.02.01）生产现状
中国是面食文化发祥地，且有着世界上最大的面食消费层。面条是人们生活中常见的面食品种。在中国生面条的食用方式主要有两种，一种是干面制品（如挂面），另一种是湿面制品（如生鲜湿面）。同干面制品相比，生鲜湿面具有营养健康、口感滑爽、弹性好、筋力强、面香味浓等优良特性，一直深受广大消费者的喜爱。

由于生鲜湿面营养丰富,水分含量高，产品pH值处于中性或微酸性，这种条件非常适宜微生物的生长繁殖，导致生鲜湿面极易腐败变质，保质期短，产品不易开拓市场。目前，生鲜面大多数仍处在小作坊式生产状况，卫生条件和产品质量都难以保证；消费方式也主要是即买即食，因而极不方便。

大量研究表明生鲜湿面制品中细菌是最常见的腐败微生物[1]。许玉慧等[2]对引起即食鲜面腐败的优势菌进行分离鉴定后发现，引起即食湿面变质的优势菌株主要是枯草芽孢杆菌，地衣芽孢杆菌和巨大芽孢杆菌。李洁[3]在研究中发现，半干面在储藏处期，腐败优势菌株为地衣芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌，随着时间的延长，2种优势菌株比例下降，葡萄球菌成为优势菌。王晓明等[4]在研究中发现，由于细菌与霉菌之间的拮抗作用，鲜湿面在储存期间细菌的增长速度明显大于霉菌，成为导致食物腐败的优势菌。

食品防腐剂作为食品保藏的一种辅助手段，对防止某些因微生物而易腐败变质的食品损失有显著效果。由于食品防腐剂不需要设备，这种方法在目前是一种最经济、最便捷的食品保藏方法。使用食品添加剂来改善生鲜面条的品质已是普遍现象。当前，根据GB2760-2014中规定能在生湿面制品中使用的防腐剂的种类和应用特点如下。

	添加剂名称
	适用范围
	功能
	使用限量（g/kg）

	丙酸及其钠、钙盐
	06.03.02.01生湿面制品
	防腐剂
	0.25

	单辛酸甘油酯
	06.03.02.01生湿面制品
	防腐剂
	1.0


丙酸及其钠、钙盐类的有效成分均为丙酸，它必须在酸性环境中才能产生抑菌作用。在酸性介质中对各类霉菌、好氧芽孢杆菌或革兰氏阴性菌有较强的抑制作用，对防止黄曲霉毒素的产生有特效，而对酵母几乎无效。

单辛酸甘油酯是一种新型、无毒、高效、广谱防腐剂。单辛酸甘油酯对细菌、霉菌、酵母均有抑制作用，对革兰氏阴性菌效果略差。

目前，通过许多生湿面制品厂家试验验证表明，由于生鲜湿面水分含量高，产品pH值偏中性，丙酸钙、单辛酸甘油酯的抑菌防腐效果并不理想。乳酸链球菌素是由乳酸链球菌产生的一种多肽类物质，是一种安全、高效、无毒副作用的天然生物食品防腐剂。乳酸链球菌素能够抑制引起食品腐败变质的革兰氏阳性菌尤其是芽孢杆菌的生长繁殖。它和丙酸盐、单辛酸甘油酯复配使用，可以增强防腐效果，对食品的色、香、味和口感无不良影响。浙江新银象生物工程有限公司应用技术人员进行了长期深入研究，通过一系列试验及食品厂家的生产试验验证结果表明，乳酸链球菌素能够抑制引起生鲜湿面腐败变质的微生物的生长繁殖，提高食品安全性，特申请扩大乳酸链球菌素在生湿面制品中使用，最大使用量为0.3g/kg。

3.4.2乳酸链球菌素添加与否、以及与同一功能类别的食品防腐剂在生湿面制品中应用效果对比

选用生鲜湿面条进行试验

1材料与方法

1.1材料与设备

小麦粉、木薯淀粉、食盐等，市售；

乳酸链球菌素、丙酸钙、单辛酸甘油酯，由浙江新银象生物工程有限公司提供；

面团搅拌机、醒发箱、压面机、生化培养箱、无菌操作台等。

1.2生鲜湿面条生产工艺

小麦粉+木薯淀粉+食盐+食品防腐剂+水→和面→醒发→压延→切条成型→包装→成品。

1.3实验方法
1.3.1乳酸链球菌素在生湿面制品中最大使用量的确定

将乳酸链球菌素按照0g/kg、0.1g/kg、0.2g/kg、0.3g/kg、0.4g/kg、0.5g/kg添加量分别进行试验。将成品置于30℃生化培养箱中培养，经加速破坏实验，每隔一定的时间对其感官品质、微生物指标进行测定。
1.3.2乳酸链球菌素与同一功能类别防腐剂在生鲜湿面中的应用效果比较

根据GB2760-2014允许在生湿面制品中使用的防腐剂，实验选用丙酸钙、单辛酸甘油酯、乳酸链球菌素在生湿面制品中进行防腐保鲜试验，丙酸钙、单辛酸甘油酯、乳酸链球菌素的添加量分别为0.25g/kg、1.0g/kg、0.3g/kg。然后将样品置于30℃生化培养箱中培养，经加速破坏实验，每隔一定的时间对其感官品质、微生物指标检测进行比较，判定乳酸链球菌素与同一功能类别防腐剂丙酸钙、单辛酸甘油酯在生鲜湿面中的应用效果。
1.3.3乳酸链球菌素与同一功能类别防腐剂复配在生鲜湿面中的应用效果

根据同一功能防腐剂在混合使用时，各自用量占其最大用量的比例不应超过1的原则进行复配设计。将样品置于30℃下进行保存实验，定期对其感官品质、微生物指标进行测定。
CK组：空白对照，不添加防腐剂处理

处理I组：0.2g/kg乳酸链球菌素+0.3g/kg 单辛酸甘油酯

处理II组：0.12g/kg丙酸钙+0.5g/kg单辛酸甘油酯

1.4试验检测方法
菌落总数检测：按照GB4789.2-2010食品安全国家标准食品微生物学检验菌落总数测定检验。

生鲜湿面质量指标：参照DB53/231-2007食品安全云南省地方标准鲜面条。
2结果与分析

2.1乳酸链球菌素在生湿面制品中最大使用量的确定

通过表1可以看出，当乳酸链球菌素的添加量达到0.5g/kg时，不会影响生鲜湿面的感官品质，生鲜湿面的色泽、气味和滋味都符合感官要求。

通过表2可以看出，添加乳酸链球菌素能够抑制生鲜湿面条中腐败微生物的生长繁殖，且随着乳酸链球菌素浓度的增加，其抑菌效果也在增强。不添加乳酸链球菌素即空白对照组在30℃贮藏12h时菌落总数已经达到106CFU/g数量级，生鲜湿面质构发粘、有异味和酸味；乳酸链球菌素添加量为0.3g/kg时，生鲜湿面条在30℃贮藏24h时菌落总数只有104CFU/g数量级，且生鲜湿面没有出现腐败变质现象。再增加乳酸链球菌素的添加量时，其抑菌效果增强不明显，考虑到成本问题，建议0.3g/kg作为乳酸链球菌素的最大添加量。
表1 不同乳酸链球菌素添加量对生鲜湿面感官品质的影响

	Nisin添加量
	0g/kg
	0.1g/kg
	0.2g/kg
	0.3g/kg
	0.4g/kg
	0.5g/kg

	色泽
	均匀白色
	均匀白色
	均匀白色
	均匀白色
	均匀白色
	均匀白色

	气味、滋味
	正常、无异味
	正常、无异味
	正常、无异味
	正常、无异味
	正常、无异味
	正常、无异味


表2不同乳酸链球菌素添加量对生鲜湿面贮藏期菌落总数的影响

	Nisin添加量
	菌落总数（CFU/g）

	
	0h
	6h
	12h
	18h
	24h

	0 g/kg
	1.3×102
	6.2×104
	4.3×106*
	
	

	0.1 g/kg
	1.2×102
	3.5×104
	2.7×106*
	
	

	0.2 g/kg
	1.5×102
	4.2×103
	3.4×104
	6.2×106*
	

	0.3 g/kg
	1.3×102
	3.8×102
	2.6×103
	5.3×103
	8.2×104

	0.4 g/kg
	1.2×102
	5.3×102
	4.6×103
	6.2×103
	5.8×104

	0.5 g/kg
	1.3×102
	3.8×102
	3.2×103
	4.5×103
	6.2×104


注：表中带“*”表示样品已将腐败变质。

2.2乳酸链球菌素与同一功能防腐剂在生鲜湿面中的应用效果比较

表3不同防腐剂对生鲜湿面气味、滋味的影响

	感官指标
	乳酸链球菌素

0.3g/kg
	丙酸钙

0.25g/kg
	单辛酸甘油酯

1.0g/kg

	色泽
	均匀白色
	均匀白色
	均匀白色

	气味、滋味
	正常、无异味
	正常、无异味
	正常、无异味


通过表3可以看出，乳酸链球菌素、丙酸钙、单辛酸甘油酯按照最大添加量使用时，不会对生鲜湿面的色泽、气味和滋味产生不良影响。
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图1不同防腐剂对生鲜湿面贮藏期菌落总数的影响

通过图1可以看出，不同防腐剂对生鲜湿面中腐败微生物的生长繁殖都有一定的抑制作用。空白对照CK组即不添加防腐剂处理的样品在贮藏12h菌落总数已达106CFU/g数量级，样品已经出现发粘、异味等腐败变质现象。添加了0.25g/kg丙酸钙处理组在贮藏18h菌落总数达到106CFU/g数量级。1.0g/kg单辛酸甘油酯和0.3g/kg乳酸链球菌素处理组样品分别在贮藏到24h和30h时菌落总数达到105CFU/g数量级。乳酸链球菌素与单辛酸甘油酯在生鲜湿面中的抑菌效果要优于丙酸钙。

2.3乳酸链球菌素与同一功能防腐剂复配在生鲜湿面中的应用效果
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图2 不同复配防腐剂对生鲜湿面贮藏期菌落总数的影响

通过图2可以看出，添加复配防腐剂能够显著的抑制生鲜湿面中腐败微生物的生长繁殖，延长产品的保质期。空白对照CK组生鲜湿面在30℃贮藏12h时菌落总数已经达到106CFU/g数量级，且生鲜湿面出现发粘、发酸、有异味等腐败现象；处理II组即添加了0.12g/kg丙酸钙+0.5g/kg单辛酸甘油酯的生鲜湿面其保质期为36h；处理I组即添加了0.2g/kg乳酸链球菌素+0.3g/kg单辛酸甘油酯的生鲜湿面其保质期可以达到60h。

3结论

3.1乳酸链球菌素能够有效的抑制或杀死引起生鲜湿面腐败变质的革兰氏阳性菌及耐热性芽孢杆菌。

3.2乳酸链球菌素在生湿面制品中的最大添加量为0.3g/kg，对产品的色、香、味和口感无不良影响。

3.3乳酸链球菌素与丙酸钙、单辛酸甘油酯进行复配，能够扩大抑菌谱，增强抑菌效力，降低化学防腐剂的使用量，提高食品的安全性，延长产品保质期。
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3.5乳酸链球菌素在淀粉制品（06.05.02）中的工艺必要性
3.5.1淀粉制品（06.05.02）生产现状
淀粉制品，是以薯类、豆类、谷类等植物中的一种或几种制成的食用淀粉为原料，经和浆、成型、干燥（或不干燥）等工艺加工制成的产品，如粉条、粉丝、粉皮、凉皮、粉圆等。

淀粉制品包括干制品和鲜湿制品2种类型。干制品是经脱水烘干进行贮藏的，市售的有干粉丝、干粉条等，食用时需要复水，过程复杂、费时费力，难以适应现代快节奏生活的需要，且食用风味不佳。鲜湿粉条是我国的传统食品，一般以淀粉质为原料，经过勾芡、和面、挤压漏粉、煮制糊化、冷却、包装等生产工序加工制成的食品。其特点是质地柔韧、晶莹透明、洁白细嫩、口感滑爽，可汤食、凉拌、火锅等多种食法，深受广大消费者喜爱。鲜湿粉条中最常见的为鲜湿土豆粉。

由于鲜湿粉条营养丰富，水分含量高，是一个营养全面的微生物培养基。加工所用的原料食用淀粉中也含有残留微生物，再加上整个生产加工过程人工操作多，极易感染微生物，菌落在适宜的环境下大量生长繁殖，一旦菌落总数超过限值，鲜湿粉条很容易腐败变质，大大影响了鲜湿粉条的贮藏、流通和销售。鲜湿粉条适合细菌、霉菌和酵母菌的生长，其中细菌和霉菌最为常见。

粉圆是用淀粉质原料制成的一种具有弹性、口感顺滑的休闲食品，常用于冲泡奶茶。由于粉圆的生产加工过程没有热处理工艺，所以其中残留的微生物在条件适宜的情况下就会大量繁殖，造成粉圆腐败变质。

食品中常通过添加食品防腐剂来抑制微生物的生长繁殖以达到防腐保鲜的目的。根据GB2760-2014规定，06.05.02淀粉制品中可以使用的防腐剂如下表所示：
	添加剂名称
	适用范围
	功能
	使用限量（g/kg）

	脱氢乙酸及其钠盐
	06.05.02淀粉制品
	防腐剂
	1.0

	双乙酸钠
	06.05.02.04粉圆
	防腐剂
	4.0


脱氢乙酸钠为白色或近白色结晶性粉末，无臭，易溶于水。其水溶液在120℃下不发生变化，呈中性或微碱性。耐光、耐热性好。脱氢乙酸钠是广谱防腐剂，特别对霉菌和酵母的抑菌能力强，在高剂量时才能抑制细菌。

双乙酸钠为白色吸湿性结晶粉末或结晶状固体，带乙酸气味，有吸湿性，易溶于水。双乙酸钠的抑菌作用源于乙酸。乙酸主要是通过有效的渗透入霉菌的细胞壁而干扰酶的相互作用，或使微生物细胞内蛋白质变性，从而抑制霉菌的产生，达到高效防霉功能。双乙酸钠的酸味柔和，克服了丙酸盐特有的刺激气味，它的添加不会改变食品特性。

脱氢乙酸钠和双乙酸钠主要对霉菌、酵母有较好的抑制作用，但对于革兰氏阳性菌尤其是淀粉制品中存在的芽孢杆菌则其抑制作用较弱甚至在允许的添加量范围内没有抑制作用。这也是许多厂家在添加了脱氢乙酸钠或双乙酸钠之后产品依然出现腐败变质，达不到期望保质期的原因。

乳酸链球菌素是由乳酸链球菌产生的一种多肽类物质，是一种高效、安全、无毒副作用的生物防腐剂。乳酸链球菌素能够抑制许多引起食品腐败变质革兰氏阳性菌尤其芽孢杆菌的生长繁殖。与化学防腐剂复配使用，可以扩大抑菌谱，显著提高抑菌效果，降低化学防腐剂的添加量，进一步提高食品安全水平。不仅如此，乳酸链球菌素作为天然防腐剂添加于食品中，不会影响食品的色、香、味以及口感。浙江新银象生物工程有限公司应用技术人员对引起淀粉制品腐败变质的微生物进行了长期深入研究，通过一系列试验及相关食品厂家的生产试验验证，乳酸链球菌素能够显著抑制引起淀粉制品腐败变质的微生物的生长繁殖，与脱氢乙酸钠复配，可以扩大其抑菌谱，提高抑菌效能，延长产品的保质期。特申请扩大乳酸链球菌素在淀粉制品中使用，最大使用量为0.5g/kg。

3.5.2乳酸链球菌素添加与否、以及与同一功能类别的食品防腐剂在淀粉制品中应用效果对比

选用鲜湿土豆粉进行试验

1材料与方法

1.1材料与设备

木薯淀粉、玉米淀粉、食盐等，市售；

乳酸链球菌素、脱氢乙酸钠，由浙江新银象生物工程有限公司提供；

面团搅拌机、压面机、生化培养箱、无菌操作台等。

1.2生鲜湿面条生产工艺

木薯淀粉+玉米淀粉+食盐+食品防腐剂+水→和面→挤压漏粉→煮制→冷却→包装→成品。

1.3实验方法
1.3.1乳酸链球菌素在淀粉制品中最大使用量的确定

将乳酸链球菌素按照0g/kg、0.1g/kg、0.3g/kg、0.5g/kg、0.7g/kg分别进行试验。将成品置于37℃生化培养箱中培养，经加速破坏实验，每隔一定的时间对其感官品质、微生物指标进行测定。
1.3.2乳酸链球菌素与同一功能类别防腐剂在鲜湿土豆粉中的应用效果比较

根据GB2760-2014允许在淀粉制品中使用的防腐剂，实验选用脱氢乙酸钠和乳酸链球菌素在鲜湿土豆粉中进行防腐保鲜试验，脱氢乙酸钠、乳酸链球菌素的添加量分别为1g/kg、0.5g/kg，并作空白对照即不添加防腐剂处理样品。然后将样品置于37℃生化培养箱中培养，经加速破坏实验，每隔一定的时间对其感官品质、微生物指标检测进行比较，判定脱氢乙酸钠在鲜湿土豆粉中的应用效果。
1.3.3乳酸链球菌素与同一功能类别防腐剂复配在生鲜湿面中的应用效果

根据同一功能防腐剂在混合使用时，各自用量占其最大用量的比例不应超过1的原则进行复配设计。将样品置于常温条件下进行保存实验，定期对其感官品质、微生物指标进行测定。
CK组：空白对照，不添加防腐剂处理

处理I组：0.3g/kg乳酸链球菌素+0.5g/kg 脱氢乙酸钠

1.4试验检测方法
菌落总数检测：按照GB4789.2-2010食品安全国家标准食品微生物学检验菌落总数测定检验。

鲜湿土豆粉质量指标：按照GB2713-2015食品安全国家标准淀粉制品执行。
2结果与分析

2.1乳酸链球菌素在淀粉制品中最大使用量的确定

通过表1可以看出，当乳酸链球菌素的添加量达到0.5g/kg时，不会影响鲜湿土豆粉感官品质，鲜湿土豆粉的色泽、气味和滋味都符合感官要求。

通过表2可以看出，添加乳酸链球菌素能够抑制鲜湿土豆粉中腐败微生物的生长繁殖，且随着乳酸链球菌素浓度的增加，其抑菌效果也在增强。不添加乳酸链球菌素即空白对照组在37℃贮藏2d时菌落总数已经达到105CFU/g数量级，超过国标要求；乳酸链球菌素添加量为0.5g/kg时，鲜湿土豆粉在37℃贮藏5d时菌落总数只有3.5×104CFU/g。再增加乳酸链球菌素的添加量时，其抑菌效果增强不明显，考虑到成本问题，建议乳酸链球菌素的最大添加量为0.5g/kg。
表1 乳酸链球菌素不同添加量对鲜湿土豆粉感官品质的影响

	Nisin添加量
	0g/kg
	0.1g/kg
	0.3g/kg
	0.5g/kg
	0.7g/kg

	色泽
	白色
	白色
	白色
	白色
	白色

	气味、滋味
	正常、无异味
	正常、无异味
	正常、无异味
	正常、无异味
	正常、无异味


表2乳酸链球菌素不同添加量对鲜湿土豆粉贮藏期菌落总数的影响

	Nisin添加量
	菌落总数（CFU/g）

	
	1d
	2d
	3d
	4d
	5d

	0 g/kg
	750
	+++
	
	
	

	0.1 g/kg
	580
	+++
	
	
	

	0.3 g/kg
	<10
	5400
	2.3×104
	+++
	

	0.5 g/kg
	<10
	180
	3580
	7600
	6.5×104

	0.7 g/kg
	<10
	120
	2120
	5530
	3.4×104


注：+++，表示菌落总数大于100000CFU/g。

2.2乳酸链球菌素与同一功能防腐剂在鲜湿土豆粉中的应用效果比较

表3不同防腐剂对鲜湿土豆粉贮藏期微生物指标的影响
	
	1d
	3d
	5d
	7d
	

	
	菌落总数（CFU/g）
	大肠菌群（CFU/g）

	空白对照组
	1320
	+++
	
	
	未检出

	0.5g/kg Nisin
	45
	2560
	4.2×104
	+++
	未检出

	1g/kg

脱氢乙酸钠
	56
	6840
	+++
	
	未检出


注：+++，表示菌落总数大于100000CFU/g。

通过表3可以看出，乳酸链球菌素和脱氢乙酸钠都能够一定程度上抑制鲜湿土豆粉中腐败微生物的生长繁殖。不添加防腐剂的空白对照组在37℃贮藏3d时菌落总数已经超标。添加1.0g/kg脱氢乙酸钠的鲜湿土豆粉在贮藏5d时菌落总数超标。添加0.5g/kg乳酸链球菌素的鲜湿土豆粉在贮藏7d时菌落总数才超标。由于脱氢乙酸钠对于霉菌、酵母有较强的抑制作用，对细菌的抑制能力较弱，而乳酸链球菌素对于革兰氏阳性菌尤其是芽孢杆菌有显著的抑制效果，但不能抑制霉菌和酵母，所以单独添加脱氢乙酸钠或者乳酸链球菌素都不能全面抑制引起淀粉制品腐败变质的微生物，不能达到产品所需的保质期。

2.3乳酸链球菌素与同一功能防腐剂复配在鲜湿土豆粉中的应用效果

通过图2可以看出，添加复配防腐剂（乳酸链球菌素+脱氢乙酸钠）能够显著抑制鲜湿土豆粉中腐败微生物的生长繁殖，延长产品的保质期。空白对照CK组鲜湿土豆粉在常温条件下贮藏7d时菌落总数已经达到105CFU/g数量级，超过国家标准，且鲜湿土豆粉出现发粘、有异味等腐败现象；处理I组即添加了0.3g/kg乳酸链球菌素+0.5g/kg脱氢乙酸钠的鲜湿土豆粉在常温条件下贮藏60d时菌落总数也未超标，且未检测出大肠菌群，在贮藏期内鲜湿土豆粉感官品质良好。
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图1 复配防腐剂对鲜湿土豆粉贮藏期菌落总数的影响

表4 复配防腐剂对鲜湿土豆粉贮藏期大肠菌群的影响
	
	大肠菌群（CFU/g）

	
	1d
	7d
	20d
	40d
	60d

	处理I组
	0
	0
	0
	0
	0


3结论

3.1乳酸链球菌素能够有效抑制引起鲜湿土豆粉腐败变质的革兰氏阳性菌及耐热性芽孢杆菌的生长繁殖。

3.2乳酸链球菌素在淀粉制品中的最大添加量为0.5g/kg，对产品的色、香、味和口感无不良影响。

3.3乳酸链球菌素与脱氢乙酸钠进行复配，能够扩大抑菌谱，增强抑菌效力，降低化学防腐剂的使用量，提高食品的安全性，延长产品保质期。

3.6乳酸链球菌素在方便米面制品（06.07）中的工艺必要性
3.6.1方便米面制品（06.07）生产现状
方便米面制品包括方便面、方便米线、方便粉丝、面饼等，是以小麦粉或其他谷物粉、淀粉等为原料制作而成的食品。以调味面制品为例，以小麦粉为主要原料，以食用植物油、食用盐、白砂糖和香辛料等为辅料，经挤压熟化、分切、拌料、包装等工艺加工而成的即食预包装调味面制品。由于调味面制品营养丰富，水分含量高，pH值呈弱酸性或偏中性，非常适合微生物生长繁殖，从而引起产品腐败变质。引起调味面制品腐败变质的主要微生物有枯草芽孢杆菌、马铃薯芽孢杆菌以及霉菌等。
食品药品监管总局于2015年5月27日发布《食品药品监管总局关于严格加强调味面制品等休闲食品监管工作的通知》（以下简称通知），明确将调味面制品纳入“方便食品”实施许可。2016年1月22日国家食品药品监管总局关于公布食品生产许可分类目录的公告（2016年第23号），在SC食品生产许可分类明细目录中，再次明确归为“0703--调味面制品”。方便食品（调味面制品）明确归类到方便米面制品（06.07）中。

目前，根据GB2760-2014规定，06.07方便米面制品中可以使用的防腐剂如下表所示：
	添加剂名称
	适用范围
	功能
	使用限量（g/kg）

	乳酸链球菌素
	06.07方便米面制品（仅限方便湿面制品）
	防腐剂
	0.25

	
	06.07方便米面制品（仅限米面灌肠制品）
	
	

	山梨酸及其钾盐
	06.07方便米面制品（仅限米面灌肠制品）
	防腐剂
	1.5


由上表可知，乳酸链球菌素在06.07方便米面制品中只能用于方便湿面制品和米面灌肠制品的防腐保鲜，山梨酸钾只能用于米面灌肠制品的防腐保鲜。没有防腐剂可以用于面饼、米粉、调味面制品等的防腐保鲜。浙江新银象生物工程有限公司通过一系列试验及相关方便米面制品生产厂家的生产试验验证，特申请扩大乳酸链球菌素在方便米面制品中使用，最大使用量为0.25g/kg。

3.6.2乳酸链球菌素添加与否、以及与同一功能类别的食品防腐剂在方便米面制品中应用效果对比

以方便米面制品（调味面制品）进行试验

1材料与方法

1.1材料与设备

小麦粉、食盐、植物油、香辛料等，市售；

乳酸链球菌素，由浙江新银象生物工程有限公司提供；

搅拌机、挤压膨化机、包装机、无菌操作台等。

1.2调味面制品生产工艺

小麦粉、水、食盐等→混合→挤压膨化→切割成型→浸油、调味→包装→成品

                                              ↑

乳酸链球菌素、甜味剂、植物油、香辛料等

1.3实验方法
1.3.1乳酸链球菌素在调味面制品中的应用效果比较

将乳酸链球菌素按照0g/kg、0.15g/kg、0.25g/kg分别进行试验。将成品置于25℃条件下贮藏保存，每隔一定的时间对其感官品质、微生物指标进行测定。
1.4试验检测方法
调味面制品感官指标、微生物指标：按照DBS50/028-2017食品安全地方标准调味面制品执行。
2结果与分析

2.1乳酸链球菌素在调味面制品中的应用效果比较

表1 乳酸链球菌素对调味面制品贮藏期理化指标的影响
	项目
	Nisin（g/kg）
	空白组

	
	0.15
	0.25
	

	酸价（以脂肪计），（KOH）/（mg/g）
	1.164
	1.153
	1.638

	过氧化值（以脂肪计）/（g/100g）
	0.134
	0.125
	0.275*


注：表中“*”表示超标

表2 乳酸链球菌素不同添加量对调味面制品贮藏期菌落总数的影响
	Nisin

（g/kg）
	1d
	15d
	30d
	45d
	60d
	75d
	90d
	105d
	120d

	
	菌落总数（CFU/g）

	0
	120
	2500
	8700
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++

	0.15
	<10
	430
	1500
	3800
	5600
	6200
	8500
	+++
	+++

	0.25
	<10
	70
	650
	1100
	2400
	3800
	4700
	6200
	7500


注：表中+++表示菌落总数大于10000CFU/g
表3 乳酸链球菌素不同添加量对调味面制品贮藏期大肠菌群的影响
	Nisin

（g/kg）
	1d
	15d
	30d
	45d
	60d
	75d
	90d
	105d
	120d

	
	大肠菌群（MPN/g）

	0
	<0.1
	1.8
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++

	0.15
	<0.1
	<0.1
	0.46
	0.85
	1.92
	2.80
	+++
	+++
	+++

	0.25
	<0.1
	<0.1
	<0.1
	<0.1
	0.15
	0.26
	0.42
	0.63
	0.85


注：表中+++表示大肠菌群大于3.0MPN/g
通过表1可以看出，乳酸链球菌素能够稳定调味面制品理化指标。由表2和表3中微生物数据可以看出，乳酸链球菌素能够有效抑制调味面制品中微生物的生长，且随着乳酸链球菌素添加量的增大，抑菌效果增强。当乳酸链球菌素添加量为0.25g/kg时，调味面制品在常温条件下贮藏120天其菌落总数、大肠菌群数都符合要求。
3结论

3.1乳酸链球菌素能够有效抑制引起方便米面制品中腐败变质的革兰氏阳性菌及芽孢杆菌的生长繁殖。

3.2乳酸链球菌素在方便米面制品中的最大添加量为0.25g/kg，对产品的色、香、味和口感无不良影响。
3.7乳酸链球菌素在卤蛋（10.02.01）中的工艺必要性
3.7.1卤蛋（10.02.01）生产现状
卤蛋是鸡蛋经预煮、卤制等工艺而制成的熟制蛋。卤蛋不仅基本保持了鸡蛋的营养价值，而且具有独特的酱卤香味、携带方便、食用快捷，是备受广大消费者青睐的休闲旅游食品。目前，食品厂家生产预包装卤蛋类产品一般采用121℃、30min灭菌处理。该工艺生产出来的预包装卤鸡蛋，产品失水严重，口感生硬，蛋黄噎人，鸡蛋营养成分损失较多。

为升级消费体验，部分企业开始研发巴氏杀菌的预包装卤鸡蛋，杀菌温度控制在95℃以下，预定保质期2～3个月。该工艺生产的卤鸡蛋，失水较少，口感嫩度较好，营养成分损失相对较少，卤鸡蛋味道更加鲜美。但是，通过巴氏杀菌处理只能确保将病原菌全部杀死，部分嗜热菌及耐热的芽孢不能全部杀灭，如果外部环境适宜，则残留的微生物就会大量增长繁殖，造成卤鸡蛋腐败变质。

根据《GB2760-2014食品添加剂使用标准》要求，目前在再制蛋（不改变物理性状）产品中无防腐剂可用，在蛋制品（改变其物理性状）中可以使用0.25g/kg乳酸链球菌素。乳酸链球菌素是由乳酸链球菌产生的一种多肽类物质，是一种高效、安全、无毒副作用的生物防腐剂。乳酸链球菌素能够抑制许多引起食品腐败变质革兰氏阳性菌尤其芽孢杆菌的生长繁殖。

浙江新银象生物工程有限公司通过一系列试验及相关卤鸡蛋生产厂家的生产试验验证，将乳酸链球菌素添加到卤汤中，鸡蛋在卤汤中卤制时，乳酸链球菌素会随着汤汁浸入到卤蛋中，卤蛋中吸附的乳酸链球菌素就能够有效抑制残留的微生物的生长繁殖，提高卤鸡蛋食用安全性，延长产品保质期，特申请扩大乳酸链球菌素在卤蛋（10.02.01）制品中使用，最大使用量为0.5g/kg。

3.7.2乳酸链球菌素添加与否在卤蛋中应用效果对比

以真空软包装卤鸡蛋进行试验

1材料与方法

1.1材料与设备

鸡蛋、食盐、生抽、香辛料等，市售；

乳酸链球菌素，浙江新银象生物工程有限公司提供；

蒸煮锅、真空包装机、无菌操作台等。

1.2真空软包装卤鸡蛋生产工艺

鸡蛋→煮制→去壳→卤制（添加乳酸链球菌素）→真空包装→巴氏灭菌→成品

1.3实验方法
1.3.1乳酸链球菌素添加与否在卤鸡蛋中的应用效果比较

将乳酸链球菌素按照0g/kg、0.3g/kg、0.5g/kg、0.8g/kg分别添加到卤汤中搅拌均匀，以卤汤质量计，进行保鲜试验。将成品置于25℃条件下贮藏保存，每隔一定的时间对其感官品质、微生物指标进行测定。
1.4试验检测方法
卤蛋感官指标、微生物指标：按照GB2749-2015食品安全国家标准蛋及蛋制品执行。
2结果与分析

2.1乳酸链球菌素添加与否在卤鸡蛋中的应用效果比较

表1 乳酸链球菌素不同添加量对卤鸡蛋贮藏期微生物的影响
	Nisin

（g/kg）
	1d
	3d
	7d
	14d
	21d
	30d
	40d
	50d
	60d
	大肠菌群

（CFU/g）

	
	菌落总数（CFU/g）
	

	0
	240
	3560
	+++
	
	
	
	
	
	
	未检出

	0.3
	150
	780
	3450
	8720
	+++
	
	
	
	
	未检出

	0.5
	175
	290
	510
	1360
	2450
	3260
	3830
	5210
	8560
	未检出

	0.8
	160
	185
	385
	950
	1860
	2570
	3220
	4390
	7940
	未检出


注：表中+++表示菌落总数大于10000CFU/g
通过表1可以看出，乳酸链球菌素能够有效抑制卤鸡蛋中腐败微生物的生长繁殖，且随着添加量的增大抑菌效果增强。不添加乳酸链球菌素的对照组样品在贮藏到第7天时菌落总数已经超标，产品发生了腐败变质现象；乳酸链球菌素的添加量为0.3g/kg时，卤鸡蛋样品到第21天时菌落总数超标；当乳酸链球菌素添加量为0.5g/kg时，卤鸡蛋样品贮藏到60天时，菌落总数依然没有超标，产品具有应有的色泽、香味，无异味等现象。再增加乳酸链球菌素的添加量时，其抑菌效果增强不明显，考虑到成本问题，建议乳酸链球菌素在卤蛋中的最大添加量为0.5g/kg。
3结论

3.1乳酸链球菌素能够有效抑制引起卤蛋腐败变质的耐热性菌及芽孢杆菌的生长繁殖。

3.2乳酸链球菌素在卤蛋中的最大添加量为0.5g/kg，对产品的色、香、味和口感无不良影响。
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四、质量规格要求、生产使用工艺和检验方法，食品中该添加剂的检验方法或者相关情况说明
4.1 乳酸链球菌素的质量规格要求
符合GB1886.231-2016《食品添加剂 乳酸链球菌素》中“3 技术要求”下属的“3.1感官指标”、“3.2 理化指标”、“3.3 微生物指标”。
表1  感官要求
	项    目
	标     准
	检 验 方 法

	色    泽
	浅棕色至乳白色
	将适量试样均匀置于白瓷盘中，在自然光线下观察其色泽和状态

	状    态
	粉末
	


表2  理化指标
	项    目
	标     准
	检 验 方 法

	效价/（IU/mg）              ≥
	900
	附录A中的A.3

	干燥减量，w/%             ≤
	3.0
	GB 5009.3

	氯化钠，w/%               ≥
	50.0
	GB/T 5009.42

	铅（Pb）/（mg/kg）          ≤
	1.0
	GB 5009.75

	注：商品化的乳酸链球菌素产品应以符合本标准的乳酸链球菌素为原料，可添加氯化钠、乳固体等辅料而制成，其效价符合声称。


表3  微生物指标
	项    目
	标     准
	检 验 方 法

	菌落总数/（CFU/g）              ≤
	10
	GB 4789.2

	大肠菌群/（MPN/g）             ≤
	3.0
	GB/T 4789.3

	大肠埃希氏菌/（MPN/g）          ≤
	3.0
	GB/T 4789.38

	沙门氏菌  
	不得检出
	GB 4789.4


4.2 生产使用工艺和检验方法
4.2.1  生产使用工艺

4.2.1.1非发酵豆制品生产使用工艺流程 

①豆腐类生产使用工艺流程

大豆预处理→浸泡→磨浆→浆渣分离→煮浆→冷却→添加乳酸链球菌素、葡萄糖酸内酯→罐装→杀菌→冷却。（以内酯豆腐为例）
②豆干类及豆干再制品生产使用工艺流程
大豆预处理→浸泡→磨浆→浆渣分离→煮浆→点浆→压榨成型→汆碱→卤制→烘烤→拌料（添加调味料、乳酸链球菌素）→真空包装→杀菌→装箱。

4.2.1.2 大米制品生产使用工艺流程
原料大米→淘洗→浸泡→磨浆（添加乳酸链球菌素）→摊浆→蒸片 冷却→切割→包装→成品。（以鲜湿米粉为例）

乳酸链球菌素用无菌水溶解后，可以在磨浆后期添加到米浆中搅拌均匀。

4.2.1.3 生湿面制品生产使用工艺流程

面粉→和面（将乳酸链球菌素溶入30℃水中，在和面时加入）→静置熟化→轧皮→切条→风干→称量→包装。（以鲜湿面条为例）

4.2.1.4 淀粉制品生产使用工艺流程

木薯淀粉+玉米淀粉+食盐+食品防腐剂（乳酸链球菌素、脱氢乙酸钠）+水→和面→挤压漏粉→煮制→冷却→包装→成品。（以鲜湿土豆粉为例）

木薯淀粉+增稠剂+食品防腐剂+水→和浆→成型。（以粉圆为例）

4.2.1.5方便米面制品生产使用工艺流程（以调味面制品为例）
面粉、水→ 配料混合→挤压熟制→切割成型→浸油、调味→包装→成品

                                                 ↑

乳酸链球菌素、甜味剂、食用油、调味料等
4.2.1.6卤蛋生产使用工艺流程
鸡蛋→煮制→去壳→卤制（添加乳酸链球菌素）→真空包装→巴氏灭菌→成品
4.2.2 乳酸链球菌素的检验方法

采用GB 1886.231-2016《食品添加剂 乳酸链球菌素》中“附录A 检验方法”。
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4.3 乳酸链球菌素在食品中不能准确定量的说明

4.3.1 乳酸链球菌素在食品中不能准确定量

乳酸链球菌素（Nisin）是一种浅棕色至浅黄白色固体粉末，是从乳酸链球菌的发酵产物中提取的一类多肽类化合物，由34种氨基酸组成，分子结构中包含5种稀有氨基酸即ABA、DHA、DHB、ALA-S-ALA和ALA-S-ABA，它们通过硫醚键形成五个内环，其活性分子常为二聚体或四聚体，其分子式是（Nisin A）C143H230N42O37S7 ；（Nisin Z ）C141H228N41O38S7，相对分子量：（Nisin A）3354 Da；（Nisin Z）3331Da。
浙江新银象生物工程有限公司参考了大量国内外有关乳酸链球菌素测定的文献，目前Nisin检测方法大致有基于抑菌活性的检测方法（琼脂扩散法）；基于免疫学的检测方法；基于Nisin自诱导作用的生物荧光法。但是琼脂扩散法影响因素太多，操作繁琐，准确性，可重复性都不理想；免疫学方法不具高特异性，而且现阶段抗体制备困难成本高；基于Nisin自诱导作用的检测方法基因表达不仅仅是受诱导物的调控，其检测结果不一定能够反应Nisin实际含量。所以目前还没有简便经济可推广的测定方法。乳酸链球菌素国家标准GB1886.231-2016 中有乳酸链球菌素的检测方法，但还没有检测食品中Nisin的相关标准。
4.3.2 乳酸链球菌素高安全性证明

英国Aplin公司从9个国家采集251份牛奶样品，结果发现，109份样品含有可产Nisin的乳酸链球菌，说明这种物质早就天然存在于人们日常食用的牛奶中。另外，通过病理学家研究以及毒理学实验都证明Nisin是完全无毒的。
现在已对Nisin的安全性问题进行了系统的研究，大鼠经口服LD50约为7000mg/kg体重，ADI为0～0.875mg/kg体重。研究表明，Nisin对蛋白水解酶（如胰蛋白酶等）特别敏感，因此食用后在消化道中即可很快被肠胃道内的蛋白水解酶水解成氨基酸。人在摄入10min后，在唾液中就检测不到Nisin的活性，故不会在体内残留，也不会改变肠道正常菌群，是一种天然、安全的生物防腐剂。
4.3.3 乳酸链球菌素在国外的应用
1969年FAO／WHO食品添加剂联合专家委员会批准乳酸链球菌素作为食品添加剂使用；按美国联邦法规规定，已将乳酸链球菌素列为“一般公认为安全的（GRAS）”范围，编号§184.1538。依据美国联邦法规CFR 21：§184.1538乳酸链球菌素制剂(Nisin preparation)作为抗菌剂（antimicrobial agent）用于巴氏杀菌乳酪涂抹酱和加工乳酪涂抹酱（pasteurized cheese spreads and pasteurized process cheese spreads listed in §133.175; pasteurized process cheese spread as defined in §133.179）；添加水果、蔬菜和肉的巴氏杀菌乳酪涂抹酱和加工乳酪涂抹酱（pasteurized cheese spread with fruits, vegetables, or meats as defined in §133.176; pasteurized process cheese spread with fruits, vegetables, or meats as defined in §133.180）
4.3.4 综述

    由以上所述可知，目前还没有简易有效的方法来定量食品中的乳酸链球菌素，但是乳酸链球菌素是及其安全的，可以并已经在食品中使用。
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