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：ε-聚赖氨酸盐酸盐
英文名称：ε-poly-L-lysine٠HCl,   ε-PL٠HCl
分子式：[C6H12N2O٠HCl] n٠H2O     n=25~35
相对分子质量：ε-聚赖氨酸的分子量在4130～5776之间
结构式：
                  

CAS号：28211-04-03
2.2功能分类
功能分类：防腐剂
2.3  使用量和使用范围
2.3.1  ε-聚赖氨酸盐酸盐拟增加的使用范围和使用量（见表1）
表1  ε-聚赖氨酸盐酸盐拟扩大的使用范围和使用量
	食品分类号
	食品名称
	最大使用量/（g/kg）
	备注

	06.03.02.01
	生湿面制品（如面条、馄饨皮、饺子皮、烧卖皮）
	0.5
	

	06.05
	淀粉制品
	0.5
	

	06.07
	方便米面制品
	0.5
	

	07.0
	烘焙食品
	0.5
	

	10.02.01
	卤蛋
	0.5
	


2.3.2 ε-聚赖氨酸盐酸盐在 GB2760-2014中已经批准的应用范围和用量（见表2）
表2  ε-聚赖氨酸盐酸盐在国标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

	04.0
	水果、蔬菜、豆类、食用菌。
	0.30
	

	06.02
	大米及制品
	0.25
	

	06.03
	小麦粉及其制品
	0.30
	

	06.04.02
	杂粮制品
	0.40
	

	08.0
	肉及肉制品
	0.30
	

	12.0
	调味品
	0.50
	

	14.0
	饮料类
	0.20
	


3、 证明技术上确有必要和使用效果的资料或文件
3.1使用ε-聚赖氨酸盐酸盐作为新食品防腐剂的安全性
3.1.1 ε-聚赖氨酸盐酸盐安全性
ε-聚赖氨酸盐酸盐能在人体内分解为赖氨酸，而赖氨酸是人体必需8种氨基酸之一，也是世界各国允许在食品中添加的强化氨基酸。因此ε-聚赖氨酸盐酸盐是一种营养型抑菌剂，安全性高于其它化学防腐剂，其急性口服毒性为LD50为5g/kg。根据智索公司(日本国ε-聚赖氨酸的生产商)提供的材料，ε-聚赖氨酸是由30个L-赖氨酸通过羧基和ε-氨基形成酰胺键相连的。30个均聚物相对分子量4700，分子式C180H362N60O31。根据放射性同位素标记的ε-聚赖氨酸在小鼠中实验表明，94%的ε-聚赖氨酸被排泄掉，不会在组织和器官中沉积，少量的ε-聚赖氨酸被降解成赖氨酸或4～6个的聚合物，赖氨酸是人体的必需氨基酸可被人体利用合成人体组织的蛋白质或进入下一步代谢。智索公司还进行了亚慢性和慢性毒理和致癌实验研究都没有观察到显著组织病理的变化。为此2003年7月10日，日本智索公司（Chisso Corporation）向美国食品药品管理局(FDA)提交申请材料，请求FDA认定该公司的产品ε-聚赖氨酸盐酸盐为GRAS(一般公认安全Generally regarded as safe)，2004年1月16日FDA对申请作出答复，批准 ε-聚赖氨酸盐酸盐为GRAS产品，将其编号为安全食品GRAS(公告No.GRN000135)，ε-聚赖氨酸的化学品摘要服务注册码CAS为28211-04-03。根据美国相关法律[proposed 21 CFR 170.36(f)]要求FDA的公开信与智索公司提供的申请信息一起，接受公众的质询，所有的内容都可以在FDA安全办公室主页上查找和拷贝，网址为：http//www.cfsan.fda.gov/lrd/foodadd.html。
浙江新银象生物工程有限公司自2006年开始联合天津科技大学研究开发ε-聚赖氨酸盐酸盐，并试制成功。为此我们委托浙江省医学科学院做了大量的毒理试验包括急性毒性试验，小鼠微核试验，小鼠精子畸形试验，Ames试验，大鼠90天喂养试验，得出的结论是：ε-聚赖氨酸盐酸盐小鼠经口急性毒性：雌性小鼠LD50为3.69g/kg体重，雄性小鼠LD50为2.71g/kg体重属低毒。
ε-聚赖氨酸盐酸盐大鼠经口急性毒性：雌性大鼠LD50为4.30g/kg体重，雄性小鼠LD50为4.30g/kg体重属低毒。ε-聚赖氨酸盐酸盐对小鼠骨髓嗜多染红细胞微核试验检测结果为阴性。Ames试验：ε-聚赖氨酸盐酸盐Ames试验检测结果为阴性。小鼠精子畸形试验：ε-聚赖氨酸盐酸盐对小鼠精子畸形试验检测结果为阴性。
通过以上的试验我们可以看出ε-聚赖氨酸盐酸盐的毒性很低，ε-聚赖氨酸盐酸盐无毒性的原因可能是在肠胃很少被吸收，并且ε-聚赖氨酸盐酸盐聚合物中无危害人体安全的化学成分存在。因此，ε-聚赖氨酸盐酸盐作为防腐剂是安全可靠的。
3.1.2 ε-聚赖氨酸在国外的应用
1989年日本Chisso公司首先用生物技术方法工业生产ε-聚赖氨酸盐酸盐，从1989年起ε-聚赖氨酸盐酸盐允许在日本作为食品添加剂使用（卫生、劳动和福利部现有食品添加剂名单），以后韩国也允许其作为食品添加剂使用。在日本，ε-聚赖氨酸盐酸盐在多种食品如米饭、面条等的防腐方面，具有长期安全使用的历史。例如，将ε-聚赖氨酸以1000～5000ppm的浓度喷雾或浸泡鱼片或寿司，在许多传统日本食品中ε-聚赖氨酸盐酸盐用量达500ppm的浓度。另外，日常消费的食品如米饭、面条原汤、其他汤料、面条和炒菜通常含ε-PL10～500ppm。ε-聚赖氨酸盐酸盐还用于Sukiyaki（日本牛排）、土豆沙拉、蒸蛋糕、卡士达酱的防腐。2004年，ε-聚赖氨酸盐酸盐被美国FDA批准用于米饭和寿司的防腐，推荐用量为5～50ppm。
由以上所述知，ε-聚赖氨酸盐酸盐是高安全的，并被美国、日本、韩国批准作为GRAS(一般公认安全)可以并已经在食品中使用。
（一）ε-聚赖氨酸盐酸盐的功能类别及作用机理
ε-聚赖氨酸盐酸盐（ε-polylysine.HCl，ε-聚赖氨酸盐酸盐）是一种胞外合成的L-赖氨酸线性同聚物，其结构单一，通过α-羧基和ε-氨基形成的酰胺键连接而成，故称为ε-聚赖氨酸盐酸盐（图1）。这种多聚物含有25～35个氨基酸残基，首次发现于白色链霉菌No.346，现编号为S.albulus NBRC 14147的培养基滤液中[2]，1982年他们证实这种聚合物是由L-赖氨酸组成[3]。
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图1 微生物源ε-聚赖氨酸的化学结构式
在日本，1989年ε-聚赖氨酸盐酸盐被批准作为防腐剂添加于食品中，此后韩国也允许将其作为食品添加剂使用。美国食品药品管理局（FDA）已于2003年7月正式批准ε-聚赖氨酸盐酸盐作为天然食品添加剂，并认为ε-聚赖氨酸盐酸盐是一般认为安全的（Generally Recognized as Safe，GRAS）。如今ε-聚赖氨酸盐酸盐在国外已广泛用于奶制品、肉制品、高盐食品、快餐、色拉、蛋糕、面点、海产品、酱类、饮料果酒类等的保鲜防腐。在日本，利用ε-聚赖氨酸盐酸盐作为食品保存剂的生产规模发展迅速，市场规模已达数十亿日元。近年来随着ε-聚赖氨酸盐酸盐被国家卫计委批准(食品添加剂ε-聚赖氨酸关于批准ε-聚赖氨酸等4种食品添加剂新品种等的公告（2014年第5号）)可应用于米面制品等七大类食品中，随着国内食品行业的飞速发展，人民群众对绿色食品，安全食品，健康食品的追求得到加强，市场急需天然、绿色、安全、高效的防腐剂来保证食品的安全。特别在淀粉制品(06.05)、方便米面制品(06.07)、烘焙制品(07.0)卤蛋(10.02.01)、生湿面制品（如面条、馄饨皮、饺子皮、烧卖皮）(06.03.02.01)有着强烈而迫切的需求。而国内ε-聚赖氨酸盐酸盐的实验室应用试验和企业的小试、中试的应用试验(见本文的应用实验报告)都取得了非常好的效果。
（二）ε-聚赖氨酸盐酸盐的生物学性质
（1）热稳定性
ε-聚赖氨酸盐酸盐的热稳定性非常好，其水溶液80℃处理60min、100℃处理30min、120℃处理20min后对大肠杆菌的最小抑制浓度不变，即说明其在高温情况下不分解，不失活。ε-聚赖氨酸盐酸盐能够承受一般食品加工过程中的热处理，可以随原料一同进行灭菌处理，防止二次污染。
（2）最适pH值
ε-聚赖氨酸盐酸盐为淡黄色粉末，吸湿性强，略有苦味。最适pH值为5～8，也就是说在中性或微酸性环境中有较强的抑菌性，而在碱性条件下，抑菌效果不太理想。可能由于ε-聚赖氨酸盐酸盐作为赖氨酸的聚合物，在碱性条件下易分解。
（3）抑菌谱广
ε-聚赖氨酸盐酸盐具有广谱抑菌性，对于霉菌中的发癣菌、黑曲霉、产黄青霉等；酵母属的热带假丝酵母菌、尖锐假丝酵母、产朊假丝酵母菌、白假丝酵母、法夫酵母、解脂复膜孢酵母、啤酒酵母等；革兰氏阳性菌中的耐热脂肪芽孢杆菌、凝结芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌、蜡状芽孢杆菌、结核杆菌、棒杆菌、微球菌、丙酮丁醇梭状杆菌、肠膜明串珠菌等；革兰氏阴性菌中的产气杆菌、恶臭假单孢菌、铜绿假单孢菌、普通变形杆菌、大肠杆菌、空肠弯曲杆菌、鼠伤寒沙门氏菌等引起食物中毒与腐败菌有强烈的抑制作用。对于大部分细菌来说，其最小抑菌浓度为1～8 μg·mL-1；而对于酵母和真菌来说，其最小抑菌浓度稍微偏高。例如，金黄色葡萄球菌和白色链球菌的最小抑菌浓度分别为4 μg·mL-1和128 μg·mL-1[4]。ε-聚赖氨酸盐酸盐不但具有较广的抑菌谱，而且可使尾长、非收缩性形态学的噬菌体失活，其存活率只有0～27%，并且发现当Fe2+存在时，可以显著提高抗噬菌体活性。
（4）安全性高
1、作为食品添加剂，人们最注重的是其本身的安全性问题。由于ε-聚赖氨酸盐酸盐能在人体内分解为赖氨酸，可完全被人体消化吸收，而赖氨酸又是人体所必需的8种氨基酸之一，允许在食品中作为营养强化剂使用。因此，ε-聚赖氨酸盐酸盐不但没有毒副作用，而且可作为一种赖氨酸来源。
为了验证ε-聚赖氨酸盐酸盐是否会产生慢性和亚急性毒性，Neda[5]对ε-聚赖氨酸进行了毒理学研究, 发现即使当ε-聚赖氨酸达到20000 mg·kg-1的高剂量饲喂水平时，对小白鼠也不会产生任何的不利效果或基因突变。此外，ε-聚赖氨酸对生殖系统、神经系统、免疫系统，以及胚胎的发育、后代的生长, 甚至第二代的胚胎发育都不会产生毒性。Hiraki[6]通过14C放射法研究ε-聚赖氨酸在体内的吸收、分布、代谢和排泄(ADME)后发现，ε-聚赖氨酸在肠胃道中几乎不被吸收，168 h之内经过排泄，放射性也随之削减。另外对受体进行X光照射来看, 在任何组织器官内都没有ε-聚赖氨酸的堆积，因此，ε-聚赖氨酸是一种安全可靠的生物防腐剂。
2、ε-聚赖氨酸的抑菌机理
Shima等人[3]研究了ε-聚赖氨酸对Escherichia coli K-12的抑菌性与其聚合度之间的关系。结果表明聚合度大于9时，ε-聚赖氨酸抑菌性较强；而聚合度小于8时，其抑菌活性降低（>100 mg/mL）。同时，通过化学修饰ε-聚赖氨酸的α-氨基，发现其抑菌活性降低，这说明ε-聚赖氨酸的α-氨基对于其抑菌活性是很重要的。并进一步采用电镜超薄切片方法研究了E coli K-12经ε-聚赖氨酸盐酸盐处理后细胞形态的变化，因而推测ε-聚赖氨酸盐酸盐的可能抑菌机理是：ε-聚赖氨酸盐酸盐依靠静电作用吸附到细胞膜上，然后破坏细胞膜，进一步导致细胞质分布不均匀，从而对细胞造成致命损伤。
此外，发现ε-聚赖氨酸盐酸盐可诱导大肠杆菌的胞内物质渗漏。通过ε-聚赖氨酸盐酸盐处理过的细胞，渗漏出三羧酸循环过程中的一种酶，即NADH所依赖的胞质苹果酸脱氢酶（MDH），并发现随着细胞存活率的降低，渗漏的MDH活性也增高[7]。正如之前所报道的，聚阳离子化合物如鱼精蛋白，可以与细胞膜相互作用，诱导细胞内如ATP、β-半乳糖苷酶等物质的渗漏[8]。同样过程，ε-聚赖氨酸首先被吸附到细胞表面，之后使细胞质膜发生裂解。细胞膜受到严重损坏后，可以想象胞内物质将发生渗漏。基于这些结果，可以推断ε-聚赖氨酸的抑菌机理：通过ε-聚赖氨酸盐酸盐与细胞膜的静电作用，诱导细胞膜的物理破裂。
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所以不管从国内的还是国外的毒性试验数据来看ε-聚赖氨酸盐酸盐是安全的，从国内外的应用实际情况看也是非常安全的。由于ε-聚赖氨酸盐酸盐能在人体内分解为赖氨酸，可完全被人体消化吸收，而赖氨酸又是人体所必需的8种氨基酸之一，允许在食品中作为营养强化剂使用。所以使用ε-聚赖氨酸盐酸盐作为防腐剂完全是安全的。
3.2使用ε-聚赖氨酸盐酸盐作为新食品防腐剂的必要性
由于人们生活节奏的加快和城市规模的扩大，大家工作的地址和家庭的距离越来越远，由家庭解决一日三餐的传统饮食习惯正被快节奏、大规模，工厂化的现代食品工业所代替，现代食品工业一是规模大，二是标准化。而大规模的食品生产必然会带来一个食品如何防腐保鲜的问题，据《2007年中国食品安全绿皮书》中指出影响我国食品安全有两大因素：微生物和化学性食物中毒，而微生物污染又高于化学性食物中毒，在影响我国食品安全因素中排名第一，微生物污染中包括细菌性污染、病毒和真菌及其毒素的污染。在微生物的污染中，细菌的污染是涉及面最广、影响最大、问题最多的一种污染，在食品的加工、储存、运输和销售过程中，原料受到环境污染、杀菌不彻底、贮运方法不当以及其他的如不注意卫生操作等，是造成细菌及致病菌超标的主要原因。另外据世界卫生组织估计，全世界数以亿计的食源性疾病患者中，70%是由于各种致病性微生物污染的食品和饮用水引起的。只要有食品加工，必然会有微生物污染存在，因此防止微生物污染成为现代食品工业必须面对的任务，也是食品安全的首要任务。我们必须明确，食品加工过程中为防止微生物污染，完全有必要使用高效、安全的食品防腐剂，关键是如何正确的使用和使用安全性高的防腐剂。
ε-聚赖氨酸盐酸盐是一种安全、高效的生物防腐剂。开发并使用ε-聚赖氨酸盐酸盐对于解决我国目前加工食品的安全问题是有重要的现实意义。
3.2.1、从食品安全的角度看其必要性
已有数据表明，我国食物中毒事件中40%以上是由于微生物污染引起，而防止微生物污染的有效方法之一是科学使用食品防腐剂[1]。我国食品防腐剂的使用总量中，化学防腐剂占绝对份额，生物防腐剂的使用量不足千分之五。与国外，特别是与欧盟、日本等发达国家或地区相比较，生物防腐剂的使用量过低是我们所面临的现状。另外，随着人们对食品安全性的认识和要求的逐步提高，更加青睐安全性高、稳定性好的生物防腐剂。
ε-聚赖氨酸盐酸盐是一种具有抑菌功效的多肽，20世纪80年代初由日本学者腾井正弘和平木纯首次将这种生物防腐剂应用于食品防腐。ε-聚赖氨酸盐酸盐能在人体内分解为赖氨酸，而赖氨酸是人体必需的8种氨基酸之一，也是世界各国允许在食品中使用的强化氨基酸。因此，ε-聚赖氨酸盐酸盐是一种营养型抑菌剂，安全性高于化学防腐剂，其急性口服毒性为5g/kg，目前在美国、日本、韩国等国家已被批准作为防腐剂在食品中应用。国内天津科技大学和浙江新银象有限公司的毒力实验结果表明无论是ε-聚赖氨酸盐酸盐本身还是其生产菌株均安全可靠，与国外相关研究结果一致。浙江新银象有限公司生产的ε-聚赖氨酸盐酸盐经理化实验分析表明其化学结构及理化特性也与美日等国批准使用ε-聚赖氨酸产品一致，可作为食品防腐剂安全使用。
3.2.2、从已批准的生物防腐剂的抑菌谱看其必要性
目前国内获得批准使用的生物防腐剂主要是乳酸链球菌素和纳他霉素。前者仅抑制革兰氏阳性菌，后者仅抑制真菌。ε-聚赖氨酸盐酸盐不仅可以抑制真菌和革兰氏阳性菌，而且对革兰氏阴性菌中的产气杆菌、恶臭假单孢菌、铜绿假单孢菌、普通变形杆菌、大肠杆菌、空肠弯曲杆菌、鼠伤寒沙门氏菌等引起食物中毒与腐败的细菌也有强烈的抑制作用。ε-聚赖氨酸盐酸盐不仅对其它天然防腐剂(如Nisin)不易抑制的革兰氏阴性菌如大肠杆菌、沙门氏菌抑菌效果非常好，而且其对一些病毒也有抑制作用。当ε-PL浓度为500 μg/ml时，某些噬菌体也会明显失活，其存活率只有0~27%，并且发现当二价铁离子存在时，可以显著加强抗噬菌体活性。
ε-聚赖氨酸盐酸盐抑菌谱广是其重要优点，可以填补目前我国没有可抑制革兰氏阴性菌的生物防腐剂空缺。另外，虽然纳他霉素是一种安全的生物防腐剂，但是作为一种多烯烃大环内酯类抗真菌剂，在其使用过程中其溶解性低的理化特性限制了其在食品中的使用范围。但是ε-聚赖氨酸盐酸盐能够抑制霉菌和酵母菌等真菌的生长和繁殖，可以部分的替换纳他霉素，所以扩大ε-聚赖氨酸盐酸盐的使用范围是完全必要的。
3.2.3、从使用效果看其必要性
ε-聚赖氨酸盐酸盐是由赖氨酸组成的同聚物，其结构特性使它具有非常好的热稳定性。其水溶液80℃处理60min、100℃处理30min、120℃处理20min后对大肠杆菌的最小抑制浓度不变，即说明其在高温情况下不分解，不失活。ε-聚赖氨酸盐酸盐能够承受一般食品加工过程中的热处理，可以随原料一同进行灭菌处理，防止二次污染。ε-聚赖氨酸盐酸盐最适pH值为5～8，最佳pH范围适合于大多数食品加工。ε-聚赖氨酸盐酸盐具有广谱抑菌性，对于霉菌酵母等真菌、革兰氏阳性菌、革兰氏阴性菌及部分病毒都有很好的抑菌效果。ε-聚赖氨酸盐酸盐水溶性高，在食品加工中使用方便；化学性质稳定，在其使用过程中不会对食品的色香味等感官指标造成影响。
此外，ε-聚赖氨酸盐酸盐与其他化学和生物防腐剂共同使用，可显著提高抑菌效果，减少防腐剂使用量，进一步提高食品安全水平。因此，建议卫健委尽快批准ε-聚赖氨酸盐酸盐作为防腐剂扩大使用范围。以提高我国食品安全水平，保障人民身体健康。


3.3 ε-聚赖氨酸盐酸盐在生湿面制品（06.03.02.01）中应用的工艺必要性
3.3.1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。
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。许玉慧等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。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。ε-聚赖氨酸盐酸盐是一种安全、高效、无毒副作用的天然生物食品防腐剂。ε-聚赖氨酸盐酸盐具有广谱的抑菌性，对革兰氏阴性菌、革兰氏阳性菌、霉菌和酵母都有抑制作用。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，ε-聚赖氨酸盐酸盐能够抑制引起生鲜湿面腐败变质的微生物的生长繁殖，特申请扩大ε-聚赖氨酸盐酸盐在生湿面制品中使用，最大使用量为0.5g/kg。
3.3.2ε-聚赖氨酸盐酸盐添加与否、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
ε-聚赖氨酸盐酸盐在湿面条防腐中的应用试验
1．试验材料与方法
1.1  试验材料
小麦粉、木薯淀粉、食盐等，市售；
ε-聚赖氨酸盐酸盐、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；
1.2 仪器设备
面团搅拌机、醒发箱、压面机、生化培养箱、无菌操作台等。
1.3 面条制作工艺流程
面粉→称量→和面→静置熟化→轧片→切条
1 面粉：高筋面粉
2 称量：面粉25g，水12.5mL
3 静置熟化：静置10min
2试验设计
2.1 确定ε-聚赖氨酸盐酸盐最大使用范围
选择0ppm、200ppm、300ppm、400ppm、600ppm、800ppm、1000ppm七个梯度添加，通过产品品尝确定最大使用范围。
2.2 确定ε-聚赖氨酸盐酸盐在湿面条中的最适使用范围
选择0ppm、30ppm、60ppm、90ppm、120ppm、150ppm、180ppm七个梯度添加，通过检验产品保质期来确定最适使用范围。
2.3 ε-聚赖氨酸盐酸盐制剂的选择
a .ε-聚赖氨酸盐酸盐与柠檬酸制剂
柠檬酸浓度选择：0.10%，0.25%，0.50% 
b. ε-聚赖氨酸盐酸盐与甘油制剂
甘油浓度选择：0.5%，1.0%，1.5% 
从柠檬酸、甘油中选出一种且浓度最适宜的食品添加剂与ε-聚赖氨酸盐酸盐一起做成ε-聚赖氨酸盐酸盐制剂。
2.4 ε-聚赖氨酸盐酸盐制剂与其他防腐剂的复配
其他防腐剂选择：山梨酸钾，双乙酸钠，纳他霉素、丙酸钙（见表1）
表1 ε-聚赖氨酸盐酸盐制剂与其他防腐剂复配因素水平表
	处理号
	ε-聚赖氨酸盐酸盐制剂
	山梨酸钾
（g/100g）
	双乙酸钠
（g/100g）
	纳他霉素（g/100g）
	丙酸钙
（g/100g）

	1
	0
	0
	0
	0
	0

	2
	聚赖氨酸制剂中聚赖氨酸量-20ppm
	0.04
	0.04
	0.0004
	0.01

	3
	聚赖氨酸制剂
	0.06
	0.06
	0.0006
	0.015

	4
	聚赖氨酸制剂中聚赖氨酸量+20ppm
	0.08
	0.08
	0.0008
	0.02


3. 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。
4．结果与分析
4.1 ε-聚赖氨酸盐酸盐最大使用量的确定
选择0ppm、200ppm、300ppm、400ppm、600ppm、800ppm、1000ppm七个梯度添加到面条中，通过产品品尝确定最大使用范围。然后在最大添加量范围内确定聚赖氨酸用于湿面条保鲜中的浓度梯度。


表2 ε-聚赖氨酸盐酸盐最大使用剂量
	剂量（ppm）
	口  感

	0
	无涩味

	200
	无涩味

	300
	微涩

	400
	涩

	600
	很涩

	800
	很涩

	1000
	很涩


从表2可以得出，选择200ppm浓度为最大添加剂量，在200ppm浓度范围内选定试验浓度梯度。
4.2 ε-聚赖氨酸盐酸盐在湿面条中最适使用量的确定
表3 单独使用ε-聚赖氨酸盐酸盐的最适浓度
	聚赖氨酸用量（ppm）
	样品保存24h后细菌总数

	
	1:1000
	1:10000

	0
	321
	231

	30
	245
	198

	60
	186
	156

	90
	145
	89

	120
	98
	46

	150
	322
	102

	180
	多不可计
	223


注：以菌落数为衡量标准。
根据添加到面条中不同量的聚赖氨酸后，细菌总数的不同可知120ppm的聚赖氨酸对湿面条的防腐效果最好，所以聚赖氨酸得最适使用量是120ppm。


4.3 ε-聚赖氨酸盐酸盐制剂的配方确定
表4 ε-聚赖氨酸盐酸盐与柠檬酸、甘油复配对馒头保鲜的作用效果
	 (
浓
度
时
间
)
	柠檬酸（%）
	甘油（%）

	
	0.10
	0.25
	0.50
	0.5
	1.0
	1.5

	样品保存24h后细菌总数
	1:1000
	多不可计
	312
	156
	多不可计
	多不可计
	345

	
	1:10000
	多不可计
	213
	34
	多不可计
	多不可计
	256


注：复配制剂中，ε-聚赖氨酸盐酸盐均为120ppm。
从表3可见，浓度为120ppm的ε-聚赖氨酸盐酸盐与浓度为0.5%的柠檬酸作为ε-聚赖氨酸盐酸盐制剂对湿面条的保鲜效果好于其他配比。（注：在28℃下恒温培养）
4.4 多元复合湿面条保鲜剂选择的正交试验
选择五因素，四水平做正交试验，最终确定最佳复配组合（见表5）。
表5  多元复合湿面条保鲜剂正交试验表
	处理号
	聚赖氨酸制剂（ppm）
	山梨酸钾（%）
	双乙酸钠（%）
	纳他霉素（%）
	丙酸钙（%）

	
	
	
	
	
	

	1
	1
	1
	1
	1
	1

	2
	1
	2
	2
	2
	2

	3
	1
	3
	3
	3
	3

	4
	1
	4
	4
	4
	4

	5
	2
	1
	2
	3
	4

	6
	2
	2
	1
	4
	3

	7
	2
	3
	4
	1
	2

	8
	2
	4
	3
	2
	1

	9
	3
	1
	3
	4
	2

	10
	3
	2
	4
	3
	1

	11
	3
	3
	1
	2
	4

	12
	3
	4
	2
	1
	3

	13
	4
	1
	4
	2
	3

	14
	4
	2
	3
	1
	4

	15
	4
	3
	2
	4
	1

	16
	4
	4
	1
	3
	2


注：试验中的“1、2、3、4”参照表1。
表6  多元复合湿面条保鲜剂正交试验结果
	处理号
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	24h后细
菌总数
	1:1000
	311
	156
	201
	132
	101
	98
	45
	91

	
	1:10000
	245
	101
	123
	96
	42
	34
	3
	40

	48h后细
菌总数
	1:1000
	－
	－
	－
	－
	302
	298
	203
	285

	
	1:10000
	－
	－
	－
	－
	262
	234
	135
	201



	处理号
	9
	10
	11
	12
	13
	14
	15
	16

	24h后细菌总数
	1:1000
	221
	36
	55
	20
	123
	84
	98
	62

	
	1:10000
	132
	0
	5
	0
	66
	19
	51
	9

	48h后细菌总数
	1:1000
	－
	198
	201
	123
	310
	246
	286
	205

	
	1:10000
	－
	142
	165
	75
	259
	196
	193
	129


从表6中可看出，保存48 h后，处理12的细菌总数最少，所以处理12的复配效果最好。因此，湿面条防腐的最佳配方为：即聚赖氨酸120ppm，柠檬酸0.5%，山梨酸甲0.08%，双乙酸甲0.04%，那他霉素0.0%，丙酸钙0.015%。
5 结论
5.1 ε-聚赖氨酸盐酸盐用于湿面条中的最大浓度为200ppm。
5.2 ε-聚赖氨酸盐酸盐单独用于湿面条中时，最适使用量是120ppm。
5.3 湿面条中添加120ppm的ε-聚赖氨酸盐酸盐与浓度为0.5%的柠檬酸作为ε-聚赖氨酸盐酸盐制剂对湿面条的保鲜效果好于其他配比。
5.4 实验确定湿面条中添加ε-聚赖氨酸盐酸盐120ppm、柠檬酸0.5%、山梨酸甲0.08%、双乙酸钠0.04%、丙酸钙0.015%时，保鲜效果最好，保鲜时间最长。
3.4 ε-聚赖氨酸盐酸盐在淀粉制品（06.05.02）中应用的工艺必要性
3.4.1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，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存在的芽孢杆菌则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，达不到保质期的原因。
ε-聚赖氨酸盐酸盐是一种高效、无毒、安全、无毒副作用的生物防腐剂，能够抑制许多引起食品腐败变质的微生物的繁殖。ε-聚赖氨酸盐酸盐具有广谱的抑菌性，对革兰氏阳性菌、革兰氏阴性菌、霉菌和酵母都有抑制作用。将ε-聚赖氨酸盐酸盐与化学防腐剂复配使用，可以降低化学防腐剂的添加量，提高食品安全水平。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，ε-聚赖氨酸盐酸盐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ε-聚赖氨酸盐酸盐在淀粉制品中使用，最大使用量为0.5g/kg。
3.4.2聚赖氨酸盐酸盐在粉丝、粉条（淀粉制品）中的应用效果
粉条制作工艺流程：
原材料→配料打芡→加筋力源(明矾替代品)和面（在和面水里加防腐剂）→沸水漏条→冷浴晾条→包装。
淀粉是农产品自身带菌量达105cfu/g，各种细菌、霉菌、酵母菌含量都很高。粉条的水份活度又适合微生物的生长。从实验效果看：
3.4.2.1ε-聚赖氨酸盐酸盐在淀粉制品中添加与否的效果对比；
3.4.2.1.1实验方法；
将ε-聚赖氨酸盐酸盐按照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。
3.4.2.1.2实验结果；
通过表1可以看出，当ε-聚赖氨酸盐酸盐的添加量达到0.5g/kg时，不会影响鲜湿土豆粉的色泽和气味，但品尝起来会有轻微苦涩味。
通过表2可以看出，添加ε-聚赖氨酸盐酸盐能够抑制鲜湿土豆粉中腐败微生物的生长繁殖，且随着ε-聚赖氨酸盐酸盐浓度的增加，其抑菌效果也在增强。不添加ε-聚赖氨酸盐酸盐即空白对照组在37℃贮藏2d时菌落总数已经达到105CFU/g数量级，超过国标要求；ε-聚赖氨酸盐酸盐添加量为0.5g/kg时，鲜湿土豆粉在37℃贮藏6d时菌落总数只有6.4×104CFU/g。再增加ε-聚赖氨酸盐酸盐的添加量时，其抑菌效果增强不明显，考虑到成本问题，建议ε-聚赖氨酸盐酸盐的最大添加量为0.5g/kg。
表1 ε-聚赖氨酸盐酸盐不同添加量对鲜湿土豆粉感官品质的影响
	 ε-聚赖氨酸盐酸盐添加量
	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
	有轻微苦涩味
	明显苦涩味



表2 ε-聚赖氨酸盐酸盐不同添加量对鲜湿土豆粉贮藏期菌落总数的影响
	 ε-聚赖氨酸盐酸盐添加量
	菌落总数（CFU/g）

	
	1d
	2d
	3d
	4d
	5d
	6d

	0 g/kg
	870
	+++
	
	
	
	

	0.1 g/kg
	630
	+++
	
	
	
	

	0.3 g/kg
	<10
	3200
	7.3×103
	5.2×104
	+++
	

	0.5 g/kg
	<10
	160
	2780
	8600
	3.5×104
	6.4×104

	0.7 g/kg
	<10
	130
	3520
	9350
	2.4×104
	4.7×104


注：+++，表示菌落总数大于100000CFU/g。
1、单独使用ε-聚赖氨酸盐酸盐效果跟使用浓度成正比，ε-聚赖氨酸盐酸盐能够有效抑制湿粉条中细菌总数增长，但是对霉菌的作用效果不如脱氢乙酸钠好。
2、ε-聚赖氨酸盐酸盐和脱氢乙酸钠有明显协同作用，复配使用明显比两者单独使用的效果要好，这是由于脱氢乙酸钠和ε-聚赖氨酸盐酸盐在抑菌能力上有互补，ε-聚赖氨酸盐酸盐对大部分细菌抑制效果好，但是对部分霉菌抑制效果不好；而脱氢乙酸及其钠盐刚好对ε-聚赖氨酸盐酸盐不易抑制霉菌有较强抑制效果，但是脱氢乙酸钠对大部分细菌的抑制效果都比较弱，所以当它们复配的时候能够起到很好的协同作用。
推荐最佳复配配方为配方：ε-聚赖氨酸盐酸盐300ppm+脱氢乙酸钠800ppm。
3.4.3 ε-聚赖氨酸盐酸盐在粉圆中的应用效果
ε-聚赖氨酸盐酸盐250ppm+乳酸链球菌素300ppm+脱氢乙酸钠800ppm与粉圆产品中常规使用的防腐配方：“脱氢乙酸钠1200ppm”进行比较；结果显示新银象配方明显延长了粉圆的保质期，并且降低了货架期内产品的坏品率。单独使用脱氢乙酸钠1200ppm常温下保存一个月的坏品率达到18%，两个月时的坏品率达到33%；使用新银象配方常温下一个月时的坏品率只有1.4%，两个月时检查坏品率也只有2.3%。
3.5 ε-聚赖氨酸盐酸盐在方便米面制品（06.07）中应用的工艺必要性；
3.5.1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调味面制品的防腐保鲜。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ε-聚赖氨酸盐酸盐在方便米面制品中使用，最大使用量为0.5g/kg。
3.5.2ε-聚赖氨酸盐酸盐添加与否、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；
ε-聚赖氨酸盐酸盐，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
                                              ↑
ε-聚赖氨酸盐酸盐、甜味剂、植物油、香辛料等
1.3实验方法
1.3.1 ε-聚赖氨酸盐酸盐在调味面制品中的应用效果比较
将ε-聚赖氨酸盐酸盐按照0g/kg、0.25g/kg、0.5g/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


2.1ε-聚赖氨酸盐酸盐在调味面制品中的应用效果比较
表1 ε-聚赖氨酸盐酸盐对调味面制品贮藏期理化指标的影响
	项目
	ε-聚赖氨酸盐酸盐（g/kg）
	空白组

	
	0.25
	0.5
	

	酸价（以脂肪计），（KOH）/（mg/g）
	1.158
	1.152
	1.638

	过氧化值（以脂肪计）/（g/100g）
	0.136
	0.124
	0.275*


注：表中“*”表示超标
表2 ε-聚赖氨酸盐酸盐不同添加量对调味面制品贮藏期菌落总数的影响
	ε-聚赖氨酸盐酸盐
（g/kg）
	1d
	15d
	30d
	45d
	60d
	75d
	90d
	105d
	120d

	
	菌落总数（CFU/g）

	0
	150
	2200
	7700
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++

	0.25
	<10
	460
	2500
	4800
	6300
	7200
	9500
	+++
	+++

	0.5
	<10
	60
	450
	1300
	2100
	3600
	5100
	6700
	8500


注：表中+++表示菌落总数大于10000CFU/g

表3 ε-聚赖氨酸盐酸盐不同添加量对调味面制品贮藏期大肠菌群的影响
	ε-聚赖氨酸盐酸盐
（g/kg）
	1d
	15d
	30d
	45d
	60d
	75d
	90d
	105d
	120d

	
	大肠菌群（MPN/g）

	0
	<0.1
	2.4
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++

	0.15
	<0.1
	<0.1
	0.32
	0.65
	1.72
	2.70
	+++
	+++
	+++

	0.25
	<0.1
	<0.1
	<0.1
	<0.1
	0.17
	0.36
	0.46
	0.73
	0.95


注：表中+++表示大肠菌群大于3.0MPN/g
通过表1可以看出，ε-聚赖氨酸盐酸盐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，ε-聚赖氨酸盐酸盐能够有效抑制调味面制品中微生物的生长，且随着ε-聚赖氨酸盐酸盐添加量的增大，抑菌效果增强。当ε-聚赖氨酸盐酸盐添加量为0.5g/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 ε-聚赖氨酸盐酸盐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 ε-聚赖氨酸盐酸盐在方便米面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。
3.6 ε-聚赖氨酸盐酸盐在烘焙食品（07.0）中应用的工艺必要性
3.6.1烘焙食品（07.0）生产现状；
烘焙食品种类繁多，风味鲜美，食用方便，深受消费者的喜爱。同时制作烘焙食品使用的原料种类多样，营养丰富，通常为常温储藏，且含有一定量的水分，为微生物的生长繁殖提供了良好的培养条件。因此，烘焙食品中微生物引起的腐败变质是影响其品质的重要因素。污染烘焙食品的微生物主要是霉菌和细菌。研究表明，曲霉属、青霉属是烘焙食品中腐败霉菌的优势菌群。焙烤食品中污染的细菌主要是葡萄球菌属、肠膜明串珠菌属和芽孢杆菌属。国外的研究学者也对烘焙食品中的腐败微生物进行了研究。以面包为代表的西式焙烤食品为微生物提供了适宜其生长的Aw和pH条件，而最常见的变质问题就是霉变和液化黏丝状变质。液化黏丝状变质通常是由芽孢杆菌属菌株引起的，特别是枯草芽孢杆菌和地衣芽孢杆菌，还有巨大芽孢杆菌、蜡样芽孢杆菌。这是由于细菌中蛋白酶和淀粉酶的水解作用，导致了风味变化、变色和黏丝状。污染糕点的腐败微生物一般寄生在原辅料、搅拌工具、面团残渣、操作人员以及空气中，且一些杆菌产生的孢子具有极强的耐热性，如丝状黏质杆菌产生的孢子可耐140℃以上的高温。正常烘烤中，糕点、面包心的温度一般在100℃以下，而糕点、面包心的水分含量较高，只要温度适宜，这些孢子就易繁殖，导致烘焙食品腐败变质。虽说烘焙食品的制作过程均需经过高温烘烤，可有效杀灭原料中的微生物，但产品在出炉后的冷却、包装过程中以及商业流通过程中，微生物所带来的潜在危害不容忽视。目前，GB2760-2014中允许在烘焙食品中使用的化学防腐剂，大部分对霉菌、酵母都有很好的抑制效果，而对烘焙食品中存在的细菌特别是革兰氏阳性杆菌、芽孢杆菌没有特别显著地抑制效果，这也就造成了糕点中菌落总数超标的问题。而且，化学防腐剂对人天健康也存在着一定的威胁，天然食品防腐剂的开发与应用非常必要。浙江新银象生物工程有限公司通过一系列试验及相关烘焙食品生产厂家的生产试验验证，特申请扩大ε-聚赖氨酸盐酸盐在方便米面制品中使用，最大使用量为0.5g/kg。
ε-聚赖氨酸盐酸盐等防腐剂对月饼表皮的防腐效果研究
摘要: 研究了ε-聚赖氨酸盐酸盐以及ε-聚赖氨酸盐酸盐和其他防腐剂复配对月饼皮的防腐效果。结果表明，ε-聚赖氨酸盐酸盐对月饼表皮具有良好的防腐效果。在本实验条件下，单独使用ε-聚赖氨酸盐酸盐的最适浓度为60ppm，助剂柠檬酸最佳浓度为0.25%；ε-聚赖氨酸盐酸盐的复配中ε-聚赖氨酸盐酸盐40ppm，柠檬酸0.25%，丙酸钙1500ppm，山梨酸钾200ppm，纳他霉素20ppm， EDTA40ppm。
关键词：ε-聚赖氨酸盐酸盐；防腐剂；月饼
ε-聚赖氨酸盐酸盐属于天然防腐剂中具有优良性能的微生物类食品防腐剂。成品为淡黄色粉末、吸湿性强，略有苦涩昧，易溶于水，微溶于乙醇，其能够承受一般食品加工过程中的热处理，热稳定性高，可随原料一同进行灭菌处理，防止二次污染，但遇酸性多糖类、盐酸盐类、磷酸盐类、铜离子等可因结合而使活性降低，与盐酸、柠檬酸、苹果酸、甘氨酸和高级脂肪甘油酯等合用有增效作用。
目前，在月饼的制作过程中所添加的食品防腐剂种类很多，例如：丙酸钙，山梨酸甲，纳他霉素，乳酸链球菌素等。但是在天然食品防腐剂当中ε-聚赖氨酸盐酸盐抑菌范围广泛，在适宜环境中对革兰氏阳性菌、革兰氏阴性菌、酵母菌、霉菌均有一定的抑菌效果，尤其对其他防腐剂不易抑制的革兰氏阴性的大肠杆菌、沙门氏菌的抑菌效果非常好。并且ε-聚赖氨酸盐酸盐在月饼中的应用尚未见报道，本课题在添加原有食品防腐剂的基础上，运用ε-聚赖氨酸盐酸盐助剂与其他防腐剂复合的方法，对月饼表皮的防腐效果进行了研究，并对处理结果进行了探讨。
1  材料与方法 
1.1  实验材料与试剂
月饼馅：由沈阳思样焙烤商店购买
月饼粉(由70%的普通面粉的30%的淀粉混合而成)，糖浆，枧水，色拉油，鸡蛋：均为市购。
防腐剂：ε-聚赖氨酸盐酸盐，丙酸钙，山梨酸钾，纳他霉素，EDTA，由浙江新银象生物工程有限公司提供。
柠檬酸，甘油均为分析纯。
1.2  实验仪器
DNP-9082型 电热恒温培养箱  上海精宏实验设备有限公司；
YXD型 红外线高级食品烤炉  荣基厨具电器实业有限公司
B20-BS型 强力食品搅拌机  江苏如东恒宇食品机械有限公司
YX282A型 蒸气消毒柜  上海三申医疗器械有限公司
SW-CJ-IFD型 单人单面净化工作台  苏州净化设备有限公司
JD200-2型 电子天平  沈阳龙腾电子称量仪器有限公司
1.3  实验方法
1.3.1 普通月饼的制作工艺
糖浆，枧水，色拉油，防腐剂
               ↓机械搅拌
  月饼粉配制→混合→醒发→包馅→压模→烘烤→冷却至60℃→包装→成品月饼
操作要点：
(1)防腐剂的添加
防腐剂在糖浆，枧水，色拉油搅拌一段时间后，再添加进行均匀搅拌。
(2)烘烤
烘烤采用电子烘烤箱，把装有月饼的铁板放入烤箱，设置烤温：上火210℃，底温170℃；50g／个规格的月饼一般烘烤10min左右拿出，均匀刷鸡蛋浆，再放入烘烤l0min左右，凭经验判断是否烤好。
(3)包装
采用趁热包装技术，就是等烘烤好的月饼降温到60℃左右，再进行封装，这样在包装环节尽可能减少环境杂菌污染，可延长保质期。
1.3.2 ε-聚赖氨酸盐酸盐的最大使用量实验
通过多人品尝添加不同浓度梯度200ppm、400ppm、600ppm、800ppm、1000ppm的ε-聚赖氨酸盐酸盐前后，月饼口感的不同，从而确定ε-聚赖氨酸盐酸盐的最大使用范围。
1.3.5 ε-聚赖氨酸盐酸盐的单因素实验
通过选取不同浓度0ppm、30ppm、60ppm、90ppm、120ppm的ε-聚赖氨酸盐酸盐，分别进行微生物检验培养，从而确定最佳ε-聚赖氨酸盐酸盐浓度的防腐效果。
1.3.6 ε-聚赖氨酸盐酸盐的助剂选择实验
选取由单因素得出的适宜浓度的ε-聚赖氨酸盐酸盐分别在不同浓度的柠檬酸（0.1%，0.25%，0.5%），甘油（1%，2%，4%），EDTA（40ppm,60ppm,80ppm）助剂中，选出对月饼表皮的防腐效果最佳浓度的助剂。
1.3.7 ε-聚赖氨酸盐酸盐和其他防腐剂的正交实验
    根据助剂选择实验结果，选取L16(54)正交实验表，对ε-聚赖氨酸盐酸盐含量，丙酸钙含量，山梨酸钾含量，纳他霉素含量，EDTA含量做正交实验，正交实验因素水平表见表1，评分表见表2。
表1 ε-聚赖氨酸盐酸盐等防腐剂正交实验因素与水平
	水平
	因素

	
	ε-聚赖氨酸盐酸盐(ppm)
	丙酸钙(ppm)
	山梨酸钾(ppm)
	纳他霉素(ppm)
	EDTA(ppm)

	
	A
	B
	C
	D
	E

	1
	0
	0
	0
	0
	0

	2
	40
	500
	200
	10
	40

	3
	60
	1000
	400
	20
	60

	4
	80
	1500
	600
	30
	80



表2 在正交实验中采用评分的方法
	细菌总数
	霉菌总数
	得分

	0-150
	0-10
	10

	150-300
	10－20
	9

	300－450
	20－30
	8

	450－600
	30－40
	7

	600－750
	40－50
	6

	750－900
	50－60
	5

	900－1050
	60－70
	4

	1050－1200
	70－80
	3

	1200－1350
	80－90
	2

	1350－1500
	90－100
	1

	>1500
	>100
	0


注：满分为10分。
2 结果与分析
2.1  ε-聚赖氨酸盐酸盐的最大使用量实验结果
    选择ε-聚赖氨酸盐酸盐浓度200ppm、400ppm、600ppm、800ppm、1000ppm五个梯度添加到月饼表皮中，通过多人品尝实验得出ε-聚赖氨酸盐酸盐在600ppm时有涩味产生，从而确定ε-聚赖氨酸盐酸盐的最大使用量为600ppm。
2.2  ε-聚赖氨酸盐酸盐的单因素实验结果
     选取ε-聚赖氨酸盐酸盐不同浓度梯度分0ppm、30ppm、60ppm、90ppm、120ppm分别进行菌落总数和霉菌数的防腐效果实验，结果见表3，表4。
表3 不同时期月饼表皮的菌落总数
	
	0ppm
	30ppm
	60ppm
	90ppm
	120ppm

	4d
	450
	500
	250
	200
	135

	8d
	640
	550
	180
	240
	150

	12d
	920
	760
	750
	730
	470

	16d
	1600
	1100
	800
	1000
	780

	20d
	一
	2100
	1500
	1400
	1100


注：“一”表示菌落总数多不可计
表4 不同时期月饼表皮的霉菌数
	
	0ppm
	30ppm
	60ppm
	90ppm
	120ppm

	4d
	0
	0
	0
	0
	0

	8d
	0
	10
	0
	10
	0

	12d
	20
	10
	20
	20
	10

	16d
	20
	30
	20
	20
	10

	20d
	40
	40
	30
	40
	20


由表3，4可以看出在ε-聚赖氨酸盐酸盐浓度为60ppm、90ppm、120ppm三个梯度的防腐效果最好，但考虑到生产成本因素，选取浓度为60ppm的ε-聚赖氨酸盐酸盐为最佳梯度。
2.3 ε-聚赖氨酸盐酸盐的助剂选择实验结果
选取ε-聚赖氨酸盐酸盐单因素的实验结果浓度为60ppm，分别与三种助剂及不同浓度：柠檬酸（0.1%，0.25%，0.5%），甘油（1%，2%，4%），EDTA（40ppm,60ppm,80ppm）进行月饼表皮的菌落总数和霉菌数的防腐效果实验，结果见表5，6。
表5 不同时期月饼表皮的菌落总数
	因素
	柠檬酸
	甘油
	EDTA

	
	0%
	0.10%
	0.25%
	0.50%
	1%
	2%
	4%
	40ppm
	60ppm
	80ppm

	4d
	200
	140
	100
	20
	90
	80
	120
	120
	80
	45

	8d
	500
	210
	220
	105
	170
	580
	260
	160
	190
	170

	16d
	4400
	1000
	420
	580
	1100
	1400
	1600
	1450
	760
	1300

	20d
	一
	一
	1400
	1600
	一
	一
	一
	一
	1600
	一


注：“一”表示菌落总数多不可计

表6 不同时期月饼表皮的霉菌数
	因素
	柠檬酸
	甘油
	EDTA

	
	0%
	0.10%
	0.25%
	0.50%
	1%
	2%
	4%
	40ppm
	60ppm
	80ppm

	4d
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	8d
	0
	10
	0
	10
	0
	0
	0
	10
	0
	0

	16d
	20
	10
	10
	20
	10
	0
	10
	10
	10
	10

	20d
	40
	20
	10
	20
	20
	10
	10
	30
	100
	20


由表5，6可以看出浓度为60ppm的ε-聚赖氨酸盐酸盐在助剂为0.25%柠檬酸中的防腐效果较好。 
2.4 ε-聚赖氨酸盐酸盐和其他防腐剂的正交实验结果
从表7中的R值可以看出，各防腐剂因素对月饼表皮防腐效果影响的大小顺序为：细菌防腐效果为：ε-聚赖氨酸盐酸盐>丙酸钙>纳他霉素>山梨酸钾>EDTA； 霉菌防腐效果为：纳他霉素>ε-聚赖氨酸盐酸盐>山梨酸钾>EDTA >丙酸钙。
综合考虑，最终确定各种防腐剂的最优组合为A2B4C2D3E2，即ε-聚赖氨酸盐酸盐：40ppm，柠檬酸：0.25%，丙酸钙：1500ppm，山梨酸钾：200ppm，纳他霉素：20ppm， EDTA：40ppm。
表7 ε-聚赖氨酸盐酸盐和其他防腐剂的正交实验结果
	
	因素
	
	
	
	

	实验号
	ε-聚赖氨酸盐酸盐
	丙酸钙
	山梨酸钾
	纳他霉素
	EDTA
	4d细
菌数
	4d霉
菌数
	10d细
菌数
	10d霉菌数

	
	A
	B
	C
	D
	E
	(分数)
	(分数)
	(分数)
	(分数)

	1
	1
	1
	1
	1
	1
	0
	0
	0
	0

	2
	1
	2
	2
	2
	2
	0
	9
	0
	7

	3
	1
	3
	3
	3
	3
	0
	9
	0
	7

	4
	1
	4
	4
	4
	4
	0
	7
	0
	6

	5
	2
	1
	2
	3
	4
	9
	10
	6
	10

	6
	2
	2
	1
	4
	3
	0
	8
	0
	6

	7
	2
	3
	4
	1
	2
	8
	9
	7
	9

	8
	2
	4
	3
	2
	1
	0
	10
	0
	8

	9
	3
	1
	3
	4
	2
	0
	9
	0
	6

	10
	3
	2
	4
	3
	1
	0
	8
	0
	6

	11
	3
	3
	1
	2
	4
	0
	10
	0
	8

	12
	3
	4
	2
	1
	3
	7
	10
	2
	9

	13
	4
	1
	4
	2
	3
	8
	10
	3
	8

	14
	4
	2
	3
	1
	4
	0
	5
	0
	8

	15
	4
	3
	2
	4
	1
	0
	10
	0
	7

	16
	4
	4
	1
	3
	2
	7
	10
	5
	8





表8  正交试验结果极差分析
	
	K值
	K1
	K2
	K3
	K4
	k1
	k2
	k3
	k4
	R值

	A
	4d细菌数
	0
	17
	7
	15
	0
	4.25
	1.75
	3.75
	4.25

	
	4d霉菌数
	25
	37
	37
	35
	6.25
	9.25
	9.25
	8.75
	3

	
	10d细菌数
	0
	13
	2
	8
	0
	3.25
	0.5
	2
	3.25

	
	10d霉菌数
	20
	33
	29
	31
	5
	8.25
	7.25
	7.75
	3.25

	B
	4d细菌数
	17
	0
	8
	14
	4.25
	0
	2
	3.5
	4.25

	
	4d霉菌数
	29
	30
	38
	37
	7.25
	7.5
	9.5
	9.25
	2.25

	
	10d细菌数
	9
	0
	7
	7
	2.25
	0
	1.75
	1.75
	2.25

	
	10d霉菌数
	24
	27
	31
	31
	6
	6.75
	7.75
	7.75
	1.75

	C
	4d细菌数
	7
	16
	0
	16
	1.75
	4
	0
	4
	4

	
	4d霉菌数
	28
	39
	33
	34
	7
	9.75
	8.25
	8.5
	2.75

	
	10d细菌数
	5
	8
	0
	10
	1.25
	2
	0
	2.5
	2.5

	
	10d霉菌数
	22
	33
	29
	29
	5.5
	8.25
	7.25
	7.25
	2.75

	D
	4d细菌数
	15
	8
	16
	0
	3.75
	2
	4
	0
	4

	
	4d霉菌数
	24
	39
	37
	34
	6
	9.75
	9.25
	8.5
	3.75

	
	10d细菌数
	9
	3
	11
	0
	2.25
	0.75
	2.75
	0
	2.75

	
	10d霉菌数
	16
	31
	31
	25
	4
	7.75
	7.75
	6.25
	3.75

	E
	4d细菌数
	0
	15
	15
	9
	0
	3.75
	3.75
	2.25
	3.75

	
	4d霉菌数
	28
	37
	37
	32
	7
	9.25
	9.25
	8
	2.25

	
	10d细菌数
	0
	12
	5
	6
	0
	3
	1.25
	1.5
	3

	
	10d霉菌数
	21
	30
	30
	32
	5.25
	7.5
	7.5
	8
	2.75


3  结论
在ε-聚赖氨酸盐酸盐等防腐剂对月饼表皮的防腐效果中，单独使用ε-聚赖氨酸盐酸盐的最适浓度为60ppm，助剂柠檬酸最佳浓度为0.25%；复合配方最佳防腐效果的配比为：ε-聚赖氨酸盐酸盐：40ppm，柠檬酸：0.25%，丙酸钙：1500ppm，山梨酸钾：200ppm，纳他霉素：20ppm， EDTA：40ppm。
采用这种防腐剂配比，月饼表皮中的微生物得到了有效的抑制，但是由于ε-聚赖氨酸盐酸盐遇到月饼皮制作中所添加的枧水中含有磷酸盐类等离子，会使ε-聚赖氨酸盐酸盐活性降低，并且在烘烤时高温也会对ε-聚赖氨酸盐酸盐的防腐效果有一定的影响。
3.7 ε-聚赖氨酸盐酸盐在卤蛋（10.02.01）中应用的工艺必要性
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。企业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。ε-聚赖氨酸盐酸盐是一种高效、无毒、安全、无毒副作用的生物防腐剂。ε-聚赖氨酸盐酸盐具有广谱的抑菌性，能够抑制许多引起食品腐败变质的革兰氏阴性菌、革兰氏阳性菌、霉菌和酵母。
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，ε-聚赖氨酸盐酸盐能够有效抑制巴氏杀菌卤鸡蛋中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ε-聚赖氨酸盐酸盐在卤蛋（10.02.01）制品中使用，最大使用量为0.5g/kg。
3.7.2ε-聚赖氨酸盐酸盐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；
ε-聚赖氨酸盐酸盐，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ε-聚赖氨酸盐酸盐）→真空包装→巴氏灭菌→成品
1.3实验方法
1.3.1 ε-聚赖氨酸盐酸盐添加与否在卤鸡蛋中的应用效果比较
将ε-聚赖氨酸盐酸盐按照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
2.1ε-聚赖氨酸盐酸盐添加与否在卤鸡蛋中的应用效果比较
表1 ε-聚赖氨酸盐酸盐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
	160
	6560
	+++
	
	
	
	
	
	
	未检出

	0.3
	140
	880
	5450
	9120
	+++
	
	
	
	
	未检出

	0.5
	135
	390
	620
	1630
	2540
	3870
	4130
	5310
	8240
	未检出

	0.8
	150
	285
	455
	1150
	1680
	3170
	3820
	4690
	7680
	未检出


注：表中+++表示菌落总数大于10000CFU/g
通过表1可以看出，ε-聚赖氨酸盐酸盐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ε-聚赖氨酸盐酸盐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；ε-聚赖氨酸盐酸盐的添加量为0.3g/kg时，卤鸡蛋样品到第21天时菌落总数超标；当ε-聚赖氨酸盐酸盐添加量为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ε-聚赖氨酸盐酸盐的添加量时，其抑菌效果增强不明显，考虑到成本问题，建议ε-聚赖氨酸盐酸盐在卤蛋中的最大添加量为0.5g/kg。
3.7.3ε-聚赖氨酸盐酸盐在卤蛋中与同一功能其他食品添加剂的使用效果对比
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、1.5g/kg山梨酸钾。
3.7.3.1ε-聚赖氨酸盐酸盐与同一功能类别防腐剂在卤蛋中的应用效果比较
根据GB2760-2014允许在蛋制品中使用的防腐剂，实验选用乳酸链球菌素、山梨酸钾和ε-聚赖氨酸盐酸盐在卤蛋中进行防腐保鲜试验。乳酸链球菌素、山梨酸钾、ε-聚赖氨酸盐酸盐的添加量分别为0.25g/kg、1.5g/kg、0.3g/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25℃条件下贮存培养，每隔一定的时间对其感官品质、微生物指标检测进行比较，判定不同防腐剂在卤蛋中的应用效果。
2.2结果
表1 不同防腐剂处理对卤蛋贮藏期微生物的影响
	处理组
	1d
	3d
	7d
	14d
	21d
	30d
	40d
	50d
	60d
	大肠菌群
（CFU/g）

	
	菌落总数（CFU/g）
	

	CK
	280
	7260
	+++
	
	
	
	
	
	
	未检出

	A组
	220
	880
	1550
	3320
	5470
	8580
	+++
	
	
	未检出

	B组
	220
	3390
	8620
	+++
	
	
	
	
	
	未检出

	C组
	240
	350
	640
	1350
	1780
	2970
	3860
	5410
	8750
	未检出


注：表中+++表示菌落总数大于10000CFU/g；CK不添加防腐剂处理；A组：乳酸链球菌素0.25g/kg；B组：山梨酸钾1.5g/kg；C组：ε-聚赖氨酸盐酸盐0.3g/kg。
通过表1可以看出，不同防腐剂处理能够有效抑制卤蛋中腐败微生物的生长繁殖。不添加防腐剂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；A组即添加0.25g/kg乳酸链球菌素的处理组在贮存到40天时菌落总数超标；B组即添加1.5g/kg山梨酸钾的处理组在贮存到14天时菌落总数超标；C组即添加0.3g/kgε-聚赖氨酸盐酸盐的处理组在贮存到60天时菌落总数依然没有超标，且没有检测出大肠菌群，产品具有应有的色泽、香味，无异味等现象。
3结论
3.1 ε-聚赖氨酸盐酸盐能够有效抑制引起卤蛋腐败变质的微生物的生长繁殖。
3.2 ε-聚赖氨酸盐酸盐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。


参考文献：
[1]尤新.食品安全和食品防腐抗氧保鲜剂[J].食品科技,2006(1): 1-4.
[2]Shima S, Sakai H. Polylysine produced by Streptomyces[J]. Agricultural Biology Chemistry, 1977, 41(9): 1807-1809.
[3] Shima S, Fukuhara Y, Sakai H. Inactivation of bacteriohages by ε-poly-L-lysine produced by Streptomuces[J]. Agricultural Biology Chemistry, 1982, 46:1917-1919.
[4] Shima S, Matsuoka H, Iwamoto T, et al. Antimicrobial action of ε-poly-L-lysine[J]. Journal of Antibiotics, 1984, 37(11): 1449-1455.
[5] Neda K, Sakurai T, Stakahashi M, et al. Two–generation reproduction study with teratology test of ε-poly–L–lysine by dietary administration in rats [J]. JP. Pharmcol Ther. 1999, 27: 1139-1159.
[6] Hiraki J, Ichikawa T, Ninomiya S, et al. Use of ADME studiesto confirm the safety of polylysine as a preservative in food [J]. Regulatory Toxicology and Pharmacology, 2003, 37(2): 328-340.
[7] Muto M. Chemical technology for preservation of food products; food preservative, ε-poly-L-lysine. Boukin Boubai, 2009, 37 :765-772.
[8] Johansen C, Verheu A, Gram L, et al. Protamine-induced permeabilization of cell envelopes of gram-positive and gram-negative bacteria[J]. Applied and Environmental Microbiology, 1997, 63(3): 1155-1159.
[9]雷虹,孙艳波,何堃,等.ε-聚赖氨酸盐酸盐的研究进展[J].中国食品添加剂,2005(4):14-17.
[10]孙吉伟,陆娅. ε-聚赖氨酸盐酸盐及其在米饭制品中应用[J].粮食与油脂，2010，（9）：41-43. 
[11] 滕井正弘，吕绍杰.日本对于天然食品防腐剂的开发与应用[J].食品添加剂工业，1996，（2）：21-26.
[12]张冬荣,张超,段作营,等.ε-聚赖氨酸盐酸盐抑菌性能的初步研究[J].河南工业大学学报（自然科学版），2006，27，（3）：75-80.
[13]张春红，窦洪莹，贾茹珍，等.ε-聚赖氨酸盐酸盐在是面条防腐中的应用研究；食品工业，2008（2）:60-62.
[14]李维娜，贾士儒.ε-聚赖氨酸盐酸盐在即食湿面条防腐中的应用[J].中国食品添加剂，2011,177-181.
[15]张全景，冯小海，徐虹，等.ε-聚赖氨酸盐酸盐在冷鲜猪肉保鲜中的应用[J].食品科学，2011，32（02）：290-296.
[16]侯伟峰，谢晶，林永艳.ε-聚赖氨酸盐酸盐在南美白对虾保鲜上的应用[J].湖南农业科学2011，（9）：127-130，143.
[17]吕志良,周桂飞,周斌.ε-聚赖氨酸盐酸盐在玉米汁饮料中的防腐应用[J].食品工业科技，2010，31（02）：289-291.
[18]徐红华，刘慧.聚赖氨酸在牛奶保鲜中的应用研究[J].食品与发酵工业,2000，26 (2)：33-35.
[19]秦芸桦，周涛.聚赖氨酸在鲜切竹笋保鲜中的应用研究[J].食品科学，2006,27:520-522.
[20]石磊. ε-聚赖氨酸盐酸盐抑菌特性及其在畜产品保藏中的应用研究[D]．四川：四川农业大学大学，2008.
[bookmark: _GoBack]

[image: ]

[image: ]

[image: ]

[image: ]

[image: ]

[image: ]

[image: ]

[image: ]

[image: ]

[image: ]

[image: ]
[image: ]

四、质量规格要求、生产使用工艺和检测方法，食品中该添加剂的检验方法或者相关情况说明
4.1ε-聚赖氨酸盐酸盐的质量规格要求
《国家卫生计生委公告2014年第五号》
4.1.1 感官要求：应符合表1的规定。
表1 感官要求
	项  目
	要  求
	检 验 方 法

	色泽
	白色至奶油黄色
	取适量试样置于清洁、干燥的白瓷盘中，在自然光下观察其色泽和状态

	状态
	粉末
	


4.1.2 理化指标： 应符合表2的规定。
表2 理化指标
	项   目
	指   标
	检 验 方 法

	ε-聚赖氨酸盐酸盐含量 （以干品计），w/%  ≥
	95.0
	附录A中A.4

	干燥减量，w/%                         ≤
	8.0
	附录A中A.5

	pH（10g/L水溶液） 
	2.5~5.5
	附录A中A.6

	铅（pb）/(mg/kg)                        ≤
	2.0
	GB 5009.12

	灼烧残渣，w/%                         ≤
	2.0
	GB 5009.4

	总砷（以As2O3计）/(mg/kg)               ≤
	3.0
	GB/T 5009.11


4.2ε-聚赖氨酸盐酸盐使用工艺和检测方法
4.2.1生产使用工艺
4.2.1.1湿面条生产工艺
面粉→称量→和面(加入防腐剂)→静置熟化→轧片→切条。
4.2.1.2 粉条制作工艺流程
原材料→配料打芡→加筋力源(明矾替代品)和面（在和面水里加防腐剂）→沸水漏条→冷浴晾条→包装。
4.2.1.3调味面制品生产工艺
拌面(加入防腐剂)→膨化→冷却输送→切断→调味→包装入库。
4.2.1.4 烘焙食品生产工艺(以月饼为例)

糖浆，枧水，色拉油，防腐剂
                ↓机械搅拌
   月饼粉配制→混合→醒发→包馅→压模→烘烤→冷却至60℃→包装→成品。
4.2.1.5卤蛋生产使用工艺流程
鸡蛋→煮制→去壳→卤制（添加ε-聚赖氨酸盐酸盐）→真空包装→巴氏灭菌→成品
4.2.2 ε-聚赖氨酸盐酸盐检验方法
《国家卫生计生委公告2014年第五号》卫计委公告2014年第五号公告的ε-聚赖氨酸盐酸盐使用范围及使用量。质量标准及检测方法见“附录A 检验方法”。
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附 录 A
检验方法
A.1  安全警示
试验方法规定的一些试验过程可能导致危险情况。操作者应采取适当的安全和防护措施。 
A.2  一般规定
本标准所用试剂和水，在没有注明其他要求时，均指分析纯试剂和GB/T 6682中规定的三级水。试验中所用标准滴定溶液、杂质测定用标准溶液、制剂及制品，在没有注明其他要求时，均按GB/T 601、GB/T 602、GB/T 603的规定制备。试验中所用溶液在未注明用何种溶剂配制时，均指水溶液。
A.3鉴别试验
A.3.1 试剂和材料
A.3.1.1  碱性硝酸铋溶液：碱性硝酸铋0.85 g加乙酸10 mL及水40 mL溶解。
A.3.1.2  碘化钾溶液：碘化钾8 g加水20 mL溶解。
A.3.1.3  Dragendorf试液：碱性硝酸铋溶液5 mL、碘化钾溶液5 mL、乙酸20 mL和水100 mL混合而成。现用现配。
A.3.1.4  pH 6.8的0.1 mol/L磷酸缓冲溶液。
A.3.1.5  甲基橙试液：0.1 mmol/L。
A.3.1.6  正丁醇/水/冰乙酸溶液：（4:2:1）。
A.3.1.7  茚三酮的丙酮溶液：1→50。
A.3.2 分析方法
A.3.2.1  0.1%试样液1 mL加Dragendorf试液1 mL，应产生红褐色沉淀。
A.3.2.2  取试样0.1 g溶于pH6.8的0.1 mol/L磷酸缓冲溶液100 mL中，取试样溶液1 mL，加甲基橙试液1 mL，应产生红褐色沉淀。
A.3.2.3  参照GB/T5009.124方法将试样水解成单一氨基酸，制成含本品约1 mg/mL的近中性水溶液，作为试样溶液；精密称取赖氨酸盐酸盐标准样品适量，加水稀释成1 mg/mL的溶液，作为标准溶液；另取试样适量，制成含试样约1 mg/mL的水溶液，作为对照液；另取赖氨酸盐酸盐标准样品与精氨酸标准样品各适量，置于同一量瓶中，用水溶解并稀释成0.4 mg/mL的溶液，作为系统适用性试验溶液。按照薄层色谱法（《中国药典》附录V B）试验，吸取上述四种溶液各2 μL，分别点于同一硅胶G薄层板上，以正丁醇/水/冰乙酸溶液为展开剂，展开液由原始线上升高于10 cm处时，晾干，90 ℃干燥10 min，喷以茚三酮的丙酮溶液，90 ℃加热至斑点出现，立即检视。标准溶液应显示一个清晰斑点；系统适应性试验溶液应显示两个完全分离的斑点，且其中一个斑点与标准溶液斑点色泽相似，Rf值相等；试样溶液所得斑点与标准溶液所示斑点，色泽相似，Rf值相等。对照液应在原点处显示一个清晰斑点，没有其它斑点出现。
A.4 ε-聚赖氨酸盐酸盐含量的测定
A.4.1 方法提要
    利用高效液相色谱测定ε-聚赖氨酸盐酸盐的含量。
A.4.2 试剂和材料
A.4.2.1 磷酸氢二钾。
A.4.2.2 硫酸钠。
A.4.2.3磷酸。
A.4.2.4乙腈。 
A.4.3 仪器和设备
高效液相色谱仪：配有紫外检测器，或其他等效的检测器。
A.4.4参考色谱条件：
A.4.4.1检测波长：215 nm；
A.4.4.2色谱柱：C18色谱柱，柱为4.6 mm×250 mm。或其他等同分离效果的色谱柱和色谱条件。
A.4.4.3流速：0.4 mL/min；
A.4.4.4定量进样器100 µL。
A.4.5 分析步骤  
A.4.5.1 流动相的制备
    将1.7 g的磷酸氢二钾和1.42 g的硫酸钠溶于800 mL的水中，用磷酸调pH至3.4后，用水定溶至1000 mL，取此溶液920 mL加入80 mL乙腈，混匀。用0.45 µm的膜过滤器过滤。
A.4.5.2 标准样品溶液的制备
    精确称量约20.00 mg ε-聚赖氨酸盐酸盐标准样品，加入到25 mL的容量瓶中，加流动相到刻度下1 cm处超声10 min，待冷至室温用流动相定容至刻度混合均匀。将此溶液用0.45 µm的膜过滤器过滤，待用。
A.4.5.3 试样溶液的制备
    精确称量约20.00 mg试样，加入到25 mL的容量瓶中，加流动相到刻度下1 cm处超声10 min，待冷至室温用流动相定容至刻度混合均匀。将此溶液用0.45 µm的膜过滤器过滤，待用。
A.4.5.4  测定
    分别向液相色谱仪注入标准样品溶液和试样溶液，记录主峰的峰面积，进样量为20 µL。
A.4.6 结果计算
ε-聚赖氨酸盐酸盐含量（以干品计）的质量分数w1，按公式（A.1)计算：
        w1 = [(Ws × Ps / Wu) (Ru / Rs)×100 %]÷(1－w2) ………………（A.1）
式中：Ws——制备标准样品溶液所用的ε-聚赖氨酸盐酸盐标准样品的质量（mg）；
  Ps——制备标准样品溶液所用的ε-聚赖氨酸盐酸盐标准样品含量（%）；
 Wu——试样溶液中试样的质量（mg）；
  Rs——标准样品溶液中主峰面积的响应值；
  Ru——试样溶液中主峰面积的响应值；
  w2——A.5中测得的干燥减量的质量分数。
注：系统适用性为重复注入标准样品溶液三次，所得响应面积的相对平均偏差小于1.0％。
A.5干燥减量的测定
按GB 5009.3中的第一法，直接干燥法进行测定。
A.6 pH的测定
试样溶液为10 g/L水溶液，采用酸度计进行测定。


4.3 ε-聚赖氨酸盐酸盐在食品中不能定量的说明
4.3.1ε-聚赖氨酸盐酸盐在食品中不能准确定量
   ε-聚赖氨酸盐酸盐(ε-poly-lysine缩写为ε-PL)是由链霉菌属生产菌产生的代谢产物，聚合度一般为25～35，分子量根据其赖氨酸单体数（n）的不同，数平均分子量(Mn) 4090，重量平均分子量(Mw )4700；分子量分布(Mw/Mn)：1:1.14。等电点（n=25～35）为9.0左右；融点：172.8℃；转晶点：88℃。由于聚赖氨酸是混合物，所以没有固定熔点，250℃以上开始软化分解。ε-聚赖氨酸盐酸盐溶于水，微溶于乙醇。
ε-聚赖氨酸盐酸盐为淡黄色粉末、吸湿性强、略有苦味，是赖氨酸直链状聚合物。研究表明，ε-聚赖氨酸盐酸盐遇酸性多糖类、盐酸盐类、磷酸盐类、铜离子等可能因结合而使其活性降低，由于食品中富含此类能与ε-聚赖氨酸盐酸盐结合的物质，直接影响了对ε-聚赖氨酸盐酸盐的定量，所以不能对食品中的ε-聚赖氨酸盐酸盐进行准确定量。
浙江新银象生物工程有限公司和天津科技大学参考了大量国内外有关ε-聚赖氨酸盐酸盐的测定文献，并通过反复试验，也不能确立食品中ε-聚赖氨酸盐酸盐的具体测定方法。
天津市科学技术信息研究所2009年11月05号提供的《科技查新报告》表明，国内外均未见与该项目综合技术特点相同的食品中ε-聚赖氨酸盐酸盐含量的测定方法的文献报道。
4.3.2 ε-聚赖氨酸盐酸盐是高安全的
ε-聚赖氨酸盐酸盐能在人体内分解为赖氨酸，而赖氨酸是人体必需8种氨基酸之一，也是世界各国允许在食品中强化氨基酸。因此ε-聚赖氨酸盐酸盐是一种营养型抑菌剂，安全性高于其它化学防腐剂，其急性口服毒性为LD50为5g/kg。ε-聚赖氨酸盐酸盐无毒性的原因可能是在肠胃很少被吸收，并且ε-聚赖氨酸盐酸盐聚合物中无危害的化学成分存在。因此，ε-聚赖氨酸盐酸盐作为防腐剂是安全可靠的。
4.3.3 ε-聚赖氨酸盐酸盐在国外的应用
1989年日本Chisso公司首先用生物技术方法工业生产ε-聚赖氨酸，从1989年起ε-聚赖氨酸允许在日本作为食品添加剂使用（卫生、劳动和福利部现有食品添加剂名单），以后韩国也允许其作为食品添加剂使用。在日本，ε-聚赖氨酸在多种食品如米饭和面条的防腐方面，具有长期安全使用的历史。例如，将ε-聚赖氨酸以1000～5000ppm的浓度喷雾或浸泡鱼片或寿司，在许多传统日本食品中ε-聚赖氨酸用量达500ppm的浓度。另外，日常消费的食品如米饭、面条原汤、其他汤料、面条和炒菜通常含ε-PL10～500ppm。ε-聚赖氨酸还用于Sukiyaki（日本牛排）、土豆沙拉、蒸蛋糕、卡士达酱的防腐。
4.3.4 综述
由以上所述知，目前还没有有效的方法来定量食品中的ε-聚赖氨酸盐酸盐，但是ε-聚赖氨酸盐酸盐是高安全的，可以并已经在食品中使用。
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