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乳清发酵粉和乳酸链球菌素对清洁标签乳清发酵粉和乳酸链球菌素对清洁标签
卤牛肉保藏特性的影响卤牛肉保藏特性的影响
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摘 要：为研究不同冷藏期乳清发酵粉和乳酸链球菌素（Nisin）作为保鲜配料对卤牛肉菌落总数、大肠菌群和感官品

质的影响，采用均匀试验设计，选用 5种不同水平的乳清发酵粉和 Nisin复配进行卤牛肉加工，在 0~4 ℃的冷库中保

藏，分别测定第 4、8、13、19、23天卤牛肉的菌落总数、大肠菌群数及其相应的感官评分的变化。结果表明：与空白组

相比，不同的乳清发酵粉和 Nisin 组合对卤牛肉中菌落总数和大肠菌群数均有明显的抑制作用，最佳复配比例为乳

清发酵粉 0.5%、Nisin 0.05%，且复配使用乳清发酵粉和 Nisin对卤牛肉的感官评分无显著影响。

关键词：清洁标签；乳清发酵粉；乳酸链球菌素；卤牛肉；保藏特性

Effects of Whey Baking Powder and Nisin on the Preservation Characteristics of
Braised Beef with Clean Label
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（1. College of Food Science and Technology，Henan Agricultural University，Zhengzhou 450002，Henan，
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Abstract：An uniform experimental design was adopted to investigate the effects of whey baking powder and
Nisin as preservatives on the total bacterial count，coliform count，and sensory quality of braised beef during
different refrigeration periods. Five different levels of whey baking powder and Nisin combinations were se‐
lected for braised beef processing. The beef was stored in a cold room at 0-4 ℃，and the total bacterial count，
coliform count，and corresponding sensory scores of the braised beef were measured on days 4，8，13，19，
and 23. The results showed that compared with the control group，different combinations of whey baking pow‐
der and Nisin significantly inhibited the total bacterial count and coliform count in the braised beef. The opti‐
mal combination was found to be 0.5% whey baking powder and 0.05% Nisin. Additionally，the combined use
of whey baking powder and Nisin did not significantly affect the sensory scores of the braised beef.
Key words：clean label；whey baking powder；Nisin；braised beef；preservation characteristic
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清洁标签这一理论在 20世纪 80年代被欧盟首次

提出，是指产品中尽量避免使用 E 编码（一种食品添

加剂的编码系统，每个食品添加剂对应一个编码）的食

品添加剂成分[1]，即在产品中尽量避免使用人造或化
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学添加剂，使配料表简单易懂，保持标签配料栏中食品

的天然属性，同时应该尽可能地减小加工强度并简化

加工流程[2]。
肉类工业在加工过程中为满足技术需求和感官特

性需要加入大量的添加剂，但目前消费者对于安全优

质的肉及肉制品的需求更加多元化，更倾向于天然、加

工程度低的肉制品[3]。作为食品工业的组成部分，肉

类工业需要向清洁标签产品进行转变[4]。卤牛肉作为

我国最典型的肉制品之一，是干腌、用各种香料和调味

料在水中卤煮而成。由于营养丰富、风味独特、颜色鲜

艳，受到许多消费者的喜爱[5]。由于卤牛肉营养丰富，

为微生物的生长繁殖提供了有利条件，而微生物的大

量繁殖是使肉制品腐败变质的主要原因[6]。因此，卤

牛肉的保质期比较短，在运输和贮存的过程中对环境

的要求比较严格，保存不当会使细菌迅速生长繁殖，加

快产品腐败变质。在 2022年以前肉制品中经常使用

脱氢乙酸钠作为抑菌防腐剂，根据 2021年 3月国家食

品安全国家标准评审委员会发布的 GB 2760《食品安

全国家标准 食品添加剂使用标准》征求意见稿[7]，淀粉

制品、面包、糕点、烘烤食品馅料及表面用挂浆、黄油和浓

缩黄油、预制肉制品、熟肉制品、果蔬汁等产品中，都将

禁用脱氢乙酸及其钠盐作为防腐剂。

消费者对“清洁标签”产品的需求使对于天然成分

的研究成为了研究人员和行业的研究热点[8]。乳清发

酵粉是以乳清、葡萄糖为原料，经费氏丙酸杆菌、植物

乳杆菌等定向发酵而成[9]，2020 年 6 月 8 日获批为新

食品原料，生产单元归属为食用香精香料。其中的有

机酸和小分子肽可抑制微生物，对食品保鲜具有重要

作用[10]。其发酵产生的代谢产物具有抗微生物活性的

效果。乳清发酵粉对枯草杆菌、大肠杆菌具有一定的

抑制效果[9]，可作为天然抗菌剂被使用于肉制品、乳制

品、烘焙制品、面制品中。乳清发酵粉产品作为合成抑

菌防腐剂的替代产品，具有性价比高、效果好等优点且

符合清洁标签理念，对食品保鲜行业发展具有积极的

推动作用[11]。 乳酸链球菌素（Nisin）是一种由乳酸乳

球菌亚种乳酸菌株产生的 34个氨基酸的抗菌肽，对许

多革兰氏阳性菌具有活性，Nisin是许多食品的天然防

腐剂，主要用于乳制品和肉制品防腐。Nisin可抑制致

病性食源性细菌，如单核细胞增生李斯特菌和许多其

他革兰氏阳性食品腐败微生物。Nisin可以单独使用，

也可以与其他防腐剂结合使用[12]。由于 Nisin 的抗菌

效果较好且对人体的毒性微不足道，Nisin成为唯一被

批准作为食品防腐剂的细菌素[13]。这两种具有防腐功

能的物质符合消费者对“清洁标签”健康食品理念的追

求，但关于其在卤牛肉产品中的具体添加量和使用方

法研究较少，本文对乳清发酵粉和 Nisin 在卤牛肉中

的应用展开研究，以期为清洁标签卤牛肉的保鲜提供

一定的数据支撑。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

1.1.1 原辅料及化玻试剂

牛肉、香辛料：市售；大豆分离蛋白：山松生物制药

有限公司；乳清发酵粉、Nisin：河南麦瑞克食品科技有

限公司；平板计数琼脂（plate counting agar，PCA）培养

基、结晶紫中性红胆盐琼脂（violet red bile agar，VRBA）
培养基：青岛高科技工业园海博生物技术有限公司；D‐
异抗坏血酸钠（分析纯）：郑州天顺食品添加剂有限

公司。

1.1.2 配方

注射液基础配方（以肉质量计）：水 60%、大豆分离

蛋白 1%、注射盐 2.5%、D‐异抗坏血酸钠 0.16%、乳清

发酵粉及 Nisin按复配比例添加。

卤制料配方（以肉质量计）：水 200%、料酒 3%、食

盐 1.5%、白 糖 0.3%、肉 蔻 0.2%、肉 桂 0.1%、八 角

0.08%、小茴香 0.08%、白芷 0.08%、花椒 0.08%、辣椒

0.08%、甘草 0.072%、陈皮 0.064%、味精 0.04%、良姜

0.04%、山奈 0.028%、砂仁 0.024%、豆蔻 0.024%、丁香

0.02%、草果 0.02%。

1.2 仪器与设备

XZ‐GR‐100真空滚揉机：广东广州旭众机械公司；

304不锈钢煮制锅：潮汕市羽泰五金制品有限公司；SQ‐
FA2004 分析天平：苏州顺强机电设备有限公司；

JYD400N实验室无菌均质机：上海申鹿均质机有限公

司；Hirayama HVR‐50高压灭菌锅：上海土森视觉科技

有限公司；YJ‐1340洁净工作台：苏州市苏信净化设备

厂；DHP‐9080欧莱博电热恒温培养箱：山东博科再生

医学有限公司；XK97‐A菌落计数器：杭州微米派科技

有限公司。

1.3 试验方法

1.3.1 均匀设计试验

以 5 个不同的乳清发酵粉添加量和 5 个不同的

Nisin添加量作为因素，以感官评分、菌落总数、大肠菌

群数作为考察指标，进行均匀设计试验，并且以不添加

乳清发酵粉和 Nisin 的空白组作为对照。U5（52）均匀

设计试验见表 1。

处理

1
2
3
4
5

因素
乳清发酵粉添加量/%

0.1
0.2
0.3
0.4
0.5

Nisin添加量/%
0.02
0.04
0.01
0.03
0.05

表 1 U5（52）均匀设计试验

Table 1 U5（52）uniform design
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1.3.2 卤牛肉工艺流程

1.3.2.1 卤牛肉工艺流程

原料肉解冻→原料肉修整→注射→滚揉→腌制→
卤煮→静置→切块包装→保藏。

1.3.2.2 操作要点

1）原料肉解冻：将原料肉自然解冻。

2）原料肉修整：解冻后原料及时进行修整，修去大

块脂肪、骨渣、异物等，厚度保留 6 cm，然后均匀横切，

切块大小整体约 450 g/块。

3）注射、滚揉、腌制：注射完的原料肉，真空滚揉

1.5 h，正转 25 min，间歇 5 min，然后在 0~4 ℃环境下进

行腌制 18 h。
4）卤煮：过血沫，按照配料表依次称取自来水和卤

料，大火把水烧开，加入香辛料，熬煮 30 min，加入白糖

0.3%、味精 0.04%、料酒 3% 等充分溶解后加入过完

血沫的原料肉 [肉∶香辛料水=1∶2（料液比）]，大火煮

制 20 min，中火煮制 10 min，加食盐 1.5%，小火煮制

20 min，焖 20 min。
5）静置：捞出放入清洗好的盆中，封上保鲜膜，冷

却至 30 ℃左右。

6）切块包装：切成质量一致的块状，装进自封袋包

装，同时做好标记。

7）保藏：放在 0~4 ℃冷库中保藏。

1.3.3 卤牛肉指标检测

1.3.3.1 菌落总数的检测

菌落总数按照 GB 4789.2—2016《食品安全国家标

准 食品微生物学检验 菌落总数测定》[14]进行测定。

1.3.3.2 大肠菌群的检测

大肠菌群按照 GB 4789.3—2016《食品安全国家标

准 食品微生物学检验 大肠菌群计数》[15]进行测定。

1.3.3.3 感官评定标准

感官评定值按照 GB 2726—2016《食品安全国家

标准 熟肉制品》[16]进行测定。将每组样品切成两个大

小一致的方块，放在洁净的白色盘中，由 12名食品专

业人员（6男，6女，20~30岁）组成评定小组，从组织状

态、质地、气味、整体可接受性 4个方面进行感官评定。

感官评定标准见表 2。

1.4 数据处理

数据分析采用 SPSS 16.0和 MATLAB 7.0软件，结

果以平均值±标准差表示。

2 结果与分析

2.1 菌落总数

2.1.1 不同处理菌落总数变化情况直观分析

不同处理卤牛肉菌落总数增长趋势见图 1。

由图 1可知，与空白组相比，其余组均对微生物有

抑制作用。从储存的第 4~19天，卤牛肉样品的菌落总

数均呈上升趋势，其中空白组和处理 1在第 4天发现微

生物的生长，且生长速度高于其他组；处理 2~处理 5均

从第 8天开始出现微生物生长；第 13天时，处理 5的菌

落总数已达到 4.44 lg（CFU/g），处理 4的菌落总数达到

5.33 lg（CFU/g），处理 3的菌落总数达到 6.00 lg（CFU/g），
处理 2的菌落总数达到了 6.03 lg（CFU/g），处理 1的菌落

总数达到 6.94 lg（CFU/g）。
根据 GB 2726—2016《食品安全国家标准 熟肉

制品》[16]规定的最高安全限值（105 CFU/g），第 19 天

时，除处理 5 组外，其余试验组别均超过最高安全限

值（105 CFU/g），随后的菌落总数指标无测定价值。

综上，处理 1（乳清发酵粉 0.1%、Nisin 0.02%）对卤

项目

组织状态

质地

特征描述

切面整齐，结构紧密结实，有油光

切面整齐，结构紧密结实，有少量油光

切面粗糙，结构松散，无油光

富有弹性，按压后可复原，不发黏

弹性稍差，按压后复原较慢，有些发黏

弹性差，发黏严重

分值

1~<4
4~<7
7~9
1~<4
4~<7
7~9

表 2 感官评定标准

Table 2 Sensory evaluation criteria

项目

气味

整体可接受性

特征描述

具有卤牛肉特殊的香味，无异味

香味变淡，无异味

香味消失，有些变臭

整体可接受性高

整体可接受性中等

整体可接受性低

分值

1~<4
4~<7
7~9
1~<4
4~<7
7~9

续表 2 感官评定标准

Continue table 2 Sensory evaluation criteria

B$

B#

B"

B$

B#

B"
B"

C%

C$

C#

B"

C$ D$

C# D"

C$ D$

D#

C"

C$ D$

E# E"

/+3
�)�
�)�
�)�
�)�
�)�

8
7
6
5
4
3
2
1
0菌

落
总

数
/[lg（

CFU
/g）]

0 4 20
时间/d
8 1612

不同小写字母表示同一储存时间不同组间存在显著性差异（p<
0.05）；不同大写字母表示同组不同储存时间存在显著性差异

（p<0.05）。

图 1 各组别菌落总数增长趋势

Fig.1 Growth trend of total bacterial count in each group
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牛肉菌落总数的抑制效果最差，储存 4 d 即发现有菌

落生长；处理 5（乳清发酵粉 0.5%、Nisin 0.05%）对卤牛

肉菌落总数抑制效果最好，微生物生长速度相对较慢，

且处理 5相对应的卤牛肉产品在保证菌落总数在可接

受水平限量值[104（CFU/g）]的条件下，可在 0~4 ℃条件

存放 13 d。
2.1.2 菌落总数变化回归分析结果

以第 13天各处理组菌落总数作为目标变量，以乳

清发酵粉添加量及 Nisin 添加量为自变量，进行回归

分析，得到下列回归方程（1）。

z=7.61-6.083x+2.5y-350y2+2.5x2（R=0.938） （1）
式中：z 为菌落总数，lg（CFU/g）；x 为乳清发酵粉

添加量，%；y为 Nisin添加量，%。

菌落总数随乳清发酵粉和 Nisin添加量变化的直

观图如图 2所示。

由图 2可知，在 Nisin添加量一定的情况下，菌落

总数随着乳清发酵粉添加量的增加而减少。周玥等[11]

将乳清发酵粉应用于鲜湿河粉的储存过程中，在乳清

发酵粉添加量为 0.10%和 0.15%时，可分别将鲜湿河

粉的贮存期由 12 h延长至 36 h和 48 h。说明发酵物

可有效抑制微生物的生长繁殖，这与本试验的研究结

果相近。在乳清发酵粉添加量一定的情况下，菌落总

数随着 Nisin添加量的增加而减少；Chung等[17]研究发

现，Nisin 对附着在肉上的革兰氏阳性菌（单核细胞增

生李斯特菌、金黄色葡萄球菌和乳酸链球菌）具有抑制

作用，可以延迟一些附着在肉上的革兰氏阳性细菌的

生长，以防止肉类变质，这与本试验的结果相似。并且

乳清发酵粉和 Nisin 之间存在着一定的交互作用，在

乳清发酵粉和 Nisin 添加量最小时，菌落总数在曲面

上有最高点（对菌落总数抑制效果最差），在乳清发酵

粉和 Nisin 添加量最大时，菌落总数在曲面上有最低

点（对菌落总数抑制效果最好）。因此具有最佳抑制效

果为处理 5，在试验考察的指标范围内，抑制菌落总数

效果随乳清发酵粉和 Nisin的添加量增大而增强。

2.2 大肠菌群

2.2.1 不同处理大肠菌群变化情况直观分析

各组的大肠菌群的增长趋势见图 3。

根据 GB 2726—2016《食品安全国家标准 熟肉制

品》[16]可知，熟肉制品的大肠菌群可接受水平的限量

值为 10 CFU/g，最高安全限值为 102 CFU/g。由图 3
可知，与空白组相比，其他组对大肠菌群均有抑制作

用，除处理 5 外，所有卤牛肉样品的大肠菌群均呈增

加趋势，其中空白组及处理 1在第 8天已发现有大肠

菌群的生长，且生长速度高于其他组；第 13 天时，空

白组和处理 1（乳清发酵粉 0.1%、Nisin 0.02%）的大肠

菌群数已经超过最高安全限值；第 19 天时，只有处

理 4、处理 5 未超过最高安全限值；第 23 天时，只有

处理 5（乳清发酵粉 0.5%、Nisin 0.05%）的大肠菌群数

仍然为 0。
综上可知，处理 1（乳清发酵粉 0.1%、Nisin 0.02%）

的抑制效果最差，第 13天的大肠菌群数就已经超过最

高安全限值；处理 5（乳清发酵粉 0.5%、Nisin 0.05%）的

抑制效果最好，相应的卤牛肉产品在 0~4 ℃下存放

23 d也未发现大肠菌群的生长。

2.2.2 大肠菌群变化回归分析结果

以第 13天各处理组大肠菌群数作为目标变量，以

乳清发酵粉添加量及 Nisin 添加量为自变量，进行回

归分析，得到回归方程（2）。

z=8.713-33.743x-80.498y-156.571y2+50.298x2
（R=0.986）

式中：z为大肠菌群数，lg（CFU/g）；x为乳清发酵粉

添加量，%；y为 Nisin添加量，%。

再由 MATLAB 绘图小程序对方程（2）进行绘图，

图 2 乳清发酵粉和 Nisin 添加量对菌落总数影响的回归分析
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Fig.2 Curved surface of regression analysis of the effect of the
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图 3 大肠菌群增长趋势

Fig.3 Growth trend of coliform

小写字母不同表示同一储存时间不同组间存在显著性差异（p<
0.05）；大写字母不同表示同组储存时间不同存在显著性差异

（p<0.05）。

（2）
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得到大肠菌群数随乳清发酵粉和 Nisin添加量变化关

系直观图，如图 4所示。

由图 4可知，在 Nisin添加量一定的情况下，大肠

菌群数随着乳清发酵粉添加量的增加而减少；在乳清

发酵粉添加量一定的情况下，大肠菌群数随着 Nisin
添加量的增加先减少再增加，Nisin 的最佳添加量为

0.03%，由此发现 Nisin的添加量对于卤牛肉样品的大

肠菌群影响不大，主要是乳清发酵粉对大肠菌群起着

更重要的抑制作用，这可能是因为添加量较高的乳清

发酵粉中丙酸杆菌和乳酸菌较多，它们发酵产生的代

谢产物（如丙酸和乳酸等）具有抗微生物活性的功能[18]。
这与 Novickij等[19]发现乳酸链球菌素在实验室环境中

对大肠杆菌没有潜在的抗菌作用的结果相似。处理 5
对大肠菌群的抑制性最好，在试验考察的指标范围内，

抑菌效果随乳清发酵粉的添加量增大而增强。

2.3 感官评价

卤牛肉储存过程中不同时间节点的感官评分结果

见表 3。

由表 3可知，卤牛肉储存 8 d内，各处理间感官评

分无显著性差异（p>0.05），这表明不同添加量条件下

乳清发酵粉和 Nisin的添加不会影响产品感官。

在储存第 13天时，空白组感官评分显著下降，与

其他 5 组之间产生显著差异（p<0.05），但各处理组间

感官评分无显著差异（p>0.05）。这表明将乳清发酵粉

和 Nisin复配使用时，并不会影响卤牛肉的组织状态、

质地、气味、整体可接受性等。各处理组和空白组随着

贮藏时间的延长，感官评分具有一定程度的下降，其中

空白组下降速度最快。这表明采用乳清发酵粉和 Ni‐
sin复配处理可以有效延长保藏期，可延缓卤牛肉样品

在储存期间感官属性的下降，与 Sureshkumar等[20]的研

究结果一致，确认乳酸链球菌素与丁基羟基茴香醚

（butylated hydroxyanisole，BHA）联合使用或单独使用

可以延缓煮熟的牛肉香肠在储存期间感官属性（风味

和质地评分）的下降。

3 结论

以卤牛肉为对象，运用均匀设计试验方法，选用

5 个不同的复配比例的乳清发酵粉和 Nisin 作为保鲜

配料，加到卤牛肉中，采用自封袋包装的方式，在 0~
4 ℃的冷库中保藏，通过测定第 4、8、13、19 天的菌落

总数和大肠菌群数，并进行相应样品的感官评价，结果

表明，Nisin和乳清发酵粉的复配组合对于卤牛肉产品

的保鲜效果较好。在储藏期间卤牛肉配方中使用 Ni‐
sin和乳清发酵粉复配进行保鲜处理对感官特性有着

积极的影响，且与空白组相比，5组复配比例的感官均

无显著差异，这表明乳清发酵粉和 Nisin 在复配使用

时，不会影响卤牛肉的组织状态、质地、气味等感官

指标。

此外，Nisin 和乳清发酵粉的复配对各种微生物

（菌落总数、大肠菌群）的生长具有一定抑制作用；所得

产品也具有较高的稳定性，最佳保鲜配方是乳清发酵

粉 0.5%、Nisin 0.05%。Nisin 和乳清发酵粉复配组合

可以有效地应用于卤牛肉配方中，以延长其货架期，达

到替代防腐剂的作用。
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