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乳酸菌发酵对超微猪骨粉营养及理化特性的影响
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摘　要: 利用人体肠道有益菌发酵超微粉碎猪骨粉,通过氨基酸分析仪测定及电镜扫描,研究发酵过程超微粉碎骨

粉中结合钙的游离,蛋白质的降解和分析骨粉的显微结构变化。结果表明,骨粉的直径大小与发酵产生游离钙离子

量和氨基酸的生成量存在显著相关性,骨粉结合钙最大游离转化率为 3619% ,骨粉蛋白质最大水解率 63% ,从而

为猪骨的综合利用与开发生物态补钙制品的研制提供了理论依据。
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　　钙是在人体内含量最多的元素之一,排序为第

5位,也是身体最多的一种阳离子。其对血液凝固、

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,以及激素的

分泌等,都有决定性的影响。猪骨中钙含量丰富 (本

实验含水率< 6%的干燥骨粉含钙量为 4 150 m gö

100 g,而牛奶为 120 m gö 100 mL [ 1 ]) ,但主要以羟磷

灰石Ca10 (PO 4) 6 (OH )的形式存在[ 2 ] ,直接食用补钙

利用率不高;在国外,很早就使用超微粉碎的动物骨

粉作为人体的补钙食物,但结合态的钙制品要消耗

胃中一定量的胃酸,从而引起胃不适感。同时医学界

认为好的钙吸收和利用与摄入钙形态,以及适宜的

钙磷比和氨基酸的存在有密切关系[ 2 ]。

利用肠道有益菌——乳酸菌[ 3 ]发酵天然富含蛋

白质[ 4 ] (1917 gö 100 g)和适宜钙磷比的超微猪骨粉,

不仅由于乳酸菌代谢产生的酸使结合态的钙转变成

了游离的钙离子,而且还水解了骨蛋白质提供了辅

助钙吸收的氨基酸和磷。同时乳酸菌是肠道有益菌,

若将猪骨经发酵后加工成含有菌体的补钙制品,可

大大地改善肠道的消化吸收功能。

由于骨粉中的钙是沉积在一种纤维状有机基质

中,这种基质是由胶原纤维及较少量的粘多糖凝胶

组成[ 5 ] ,因而乳酸菌对骨粉的作用不仅与所选用的

菌株、发酵条件 (温度,培养基组分等)有关,而且还

与发酵体系的流动性、骨粉的大小、代谢产生的酸与

羟磷灰石钙接触反应的效果等因素有关。本实验采

用我们筛选出的适宜乳酸菌菌株用于发酵超微的骨

粉,研究增大骨粉接触比表面积 (如 1# 细度的骨粉

直径可达 5 Lm ,乳酸菌体 015×2- 4 Lm [ 6 ] ) , 是否

有利于骨粉中的营养物质在发酵过程中的转变 (钙

游离,蛋白质的水解) ,并测定结合态骨钙的游离化

及氨基酸的形成,同时,经电镜扫描观察发酵后骨粉

颗粒的显微变化,为开发生物态补钙制剂提供了实

验数据和理论依据。

1　实验材料及仪器

111　实验材料

乳酸菌LB 1 (中国科学院微生物菌种保藏中心)

乳酸菌LB 2 (第三军医大学动物所)

1# (d < 500 目) , 2# (d < 300 目) , 3# (d <

170目)超微猪骨粉 (四川夸克科技有限公司提供)

112　实验仪器

AA S9542C 型原子吸收分光光度计 (北京苏晖

公司) ; HW 28B 型超级微量恒温器 (上海浦江分析仪

器厂) ; TH Z282富华恒温回转摇床 (江苏) ; SW 2CJ 2

1F 超净工作台 (苏净安泰公司 ) ; B IO 2RAD

“ Sm artSpectr23000” 分 光 光 度 计 (德 国 ) ;

BECKM AN 离 心 机 ( J 2221M , J 26M ) (美 国 ) ;

BECKM AN 氨基酸分析仪 (美国)。

2　实验设计

211　超微猪骨粉的制备

市售鲜猪骨——加热熬煮去脂——高压蒸煮

(011 M Pa, 40 m in)——烘干至含水率< 6%——超

微粉碎,分别获得 3种直径的骨粉颗粒 (1# , 2# , 3

# ) ,用于研究骨粉的大小与乳酸菌发酵骨粉理化特

性的变化关系。

212　乳酸菌发酵猪骨粉

使用无有机氮培养基研究骨粉发酵,消除外源

物质对骨粉中钙和蛋白质变化的影响; 超微粉碎骨
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粉混合培养基高温灭菌 (121 ℃, 20 m in) ,然后于 44

℃接种乳酸菌,间歇振荡培养发酵。

21211　发酵骨粉的游离钙测定

发酵体系中添加不同超微粉碎粒度的骨粉,接

种发酵培养,移取 2 mL 发酵物离心 (离心力 3 000

g, 5 m in)除去大颗粒沉淀,取上清液再离心 (离心力

5 000 g, 15 m in)除去菌体[ 7 ] , 然后吸取上清液 50

LL 硝化,钙原子吸收测定 (AOA C)。

21212　发酵骨粉的氨基酸测定

发酵体系中添加不同粒度的骨粉 10% ,接种菌

株发酵 (见表 1) , 在培养 20 h、40 h 测定氨基酸的

量,研究骨粉大小及菌株复配与氨基酸形成的关系。

表 1　不同骨粉添加及菌株接种实验组设计

T ab le 1　T he design of comparing facto rs

concern ing bone2pow der diam eter and strain s of

inocu lated lactobacillu s

组别编号 骨粉粒度ö目 乳酸菌菌种 发酵时间ö h

B lank 300 未接种 灭菌静置 40 m in

300C20 300 LB1, LB2 20

300C40 300 LB1, LB2 40

500C40 500 LB1, LB2 40

300S40 500 LB1 40

氨基酸测定方法 发酵液离心 ( 5 000 g, 15

m in ) ,吸取 016 mL 清液加入 014 mL 10%磺基水杨

酸混匀, 使蛋白质沉淀, 高速离心 ( 15 000 g, 25

m in)。取上清液进样分析。

213　发酵骨粉的电镜扫描研究

将特定实验组中的骨粉干制进行电镜扫描,放

大倍数为 1 000～ 3 500倍,从其显微结构变化直观

地分析乳酸菌发酵对骨粉显微结构的影响。

3　实验结果与分析

311　骨粉结合钙的游离

骨粉中钙通常是以羟磷灰石Ca10 (PO 4) 6 (OH )

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 (本实验中总酸度= 01004 m o lö 100

mL ) ,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,骨粉钙的转化效果还可能与乳酸菌对骨粉的生

理代谢 (如蛋白酶代谢分解束缚钙的蛋白质)使Ca10

(PO 4) 6 (OH )易于暴露出来再与酸作用有关。从图 1

可以清楚地发现骨粉颗粒越小 (比表面积越大) ,骨

粉添加量越多, 发酵液单位体积中游离钙量越大;

使用 SPSS 统计软件分析实验结果,对骨粉颗粒 (1

# , 2# , 3# )和初始添加量 (10% , 20% )两因素影响

游离钙量变化进行方差分析, 由R 2Squared 分析发

现这两种因素模型对因变量的变异贡献为 9916% ,

M anova (多元方差分析)得骨粉颗粒的 F = 1 45915

( F 0101, 2, 12 = 6193 ) 与骨粉添加量的 F = 96714

(F 0101, 1, 12= 9133) ,因此不仅说明了两种因素都对骨

粉的发酵产生游离钙量影响显著,而且前者的作用

大于后者。所以要尽可能的转化骨中的结合钙,就与

骨粉的比表面积及乳酸菌与骨粉接触的几率有关。

但单靠提高骨粉量并不能提高游离钙转化率,实验

结果如表 2。超微骨粉中钙含量为 41150 m gö g。

图 1　不同骨粉粒度对微生物发酵产生

游离钙离子的影响

F ig. 1　T he influence of differen t diam eters of bone

pow der and in it ia l in take of bone pow der

on Ca2+ p roduced by ferm en tat ion

　

表 2　不同起始骨粉量及粒度发酵所得的游离钙

T ab le 2　T he differen t resu lts of Ca2+ p roduced

from differen t in it ia l in takes and

diam eters of bone pow der

粒度
骨粉量

ö %

起始骨粉中

钙总量

öm gı (100 mL ) - 1

发酵液体中

钙含量

öm gı (100 mL ) - 1

钙离子

转化率

ö %

1# 10 415 15313 3619

1# 20 830 16510 1919

2# 10 415 13813 3313

2# 20 830 15410 1816

3# 10 415 13015 3114

3# 20 830 13712 1615

312　发酵过程中骨蛋白质的分解与氨基酸的形成

31211　骨粉中蛋白质的变化

利用紫外光测定蛋白质法[ 8 ]监测溶液中蛋白质

的变化,结果见图 2。高压蒸煮可以使骨粉中的蛋白

质溶解在培养液中,经过接种发酵,随着微生物生长

代谢,其蛋白酶降解了溶液中的可溶性蛋白质。同时

也可发现生长后期 (本实验菌株的对数生长期为 44

℃, 17 h)蛋白质的降解更快,可以推测这段时期是

乳酸菌产生胞外蛋白酶的高峰期。
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图 2　不同发酵段蛋白质的变化

F ig. 2　T he descending of p ro tein du ring

the ferm en tat ion

　

31212　氨基酸的变化

通过氨基酸分析仪测定溶液中游离氨基酸的变

化,实验结果见表 3。

表 3　不同实验组发酵所得的氨基酸

T ab le 3　T he comparison of am ino acid p roduced in the

ferm en tat ion by differen t group s Lgı mL - 1

AA 种类 B lank 300C20 300C40 500C40 300S40

磷酸丝氨酸 161735 131837 131736 141315 141617

牛磺酸 21876 151286 151143 141893 141273

天门冬氨酸 111365 471496 4813 541071 35137

苏氨酸 715 71412 81375 81814 61751

丝氨酸 7134 71551 8131 81496 6191

谷氨酸 361705 8301832 8801662 9411271 9061479

脯氨酸 81063 181632 211103 221956 161371

甘氨酸 151506 151902 161516 171433 151229

丙氨酸 171059 361139 621628 611833 681099

颉氨酸 61268 21625 21735 21669 21528

半胱氨酸 21907 01953 11838 11442 21437

蛋氨酸 21673 0 0 0 0

异亮氨酸 31998 0 0 41348 51075

亮氨酸 91041 41528 161516 171587 131024

酪氨酸 91975 0 0 0 0

苯丙氨酸 61174 71609 41583 41665 31119

r2氨基丁酸 3015 131683 81621 81556 111314

鸟氨酸 91384 201897 221143 221113 241066

赖氨酸 91766 51696 51738 51949 51525

组氨酸 31855 131575 181522 291656 161155

精氨酸 41371 0 0 0 0

总和 2321061 1 0621653 1 1551469 1 2411067 1 1671342

使用 SPSS统计分析,经过乳酸菌发酵骨粉后,

溶液中氨基酸总量有显著性变化 (见表 4) , 发酵体

系中的氨基酸都是来源于骨粉中的蛋白质 (见

212) ,对比 31211中蛋白质的变化 (初始发酵液中含

蛋白质 01872 m gömL , 发酵后最高氨基酸总量

11241 m gömL )以及谷氨酸的大量生成 (骨中含有

钙化沉积的 r2羧基谷氨酸[ 5 ]及非胶原蛋白)可以说

明乳酸菌不仅降解了高压蒸煮从骨粉中离解出来的

蛋白质,而且还直接作用于骨粉,使其蛋白质脱离骨

颗粒而水解,这种现象证实了 311 中对乳酸菌发酵

使羟磷灰石脱开蛋白质等结合物束缚的推测。

表 4　SPSS统计分析实验组之间显著性变化

T ab le 4　T he stat ist ic analysis of am ino acid amoun t

p roduced by differen t group s

( I)实验组 (J )实验组 均方差 ( I- J ) 标准误差 p.

B lank 300C20 - 8281246 3 31038 2 1000

300C40 - 9231546 3 31038 2 1000

500C40 - 100 91046 3 31038 2 1000

300S40 - 9291046 3 31038 2 1000

300C20 B lank 8281246 3 31038 2 1000

300C40 - 951300 0 31038 2 1000

500C40 - 1801800 0 31038 2 1000

300S40 - 1001800 0 31038 2 1000

300C40 B lank 9231546 3 31038 2 1000

300C20 951300 0 31038 2 1000

500C40 - 851500 0 31038 2 1000

300S40 - 51500 0 31038 2 1100

500C40 B lank 100 91046 3 31038 2 1000

300C20 1801800 0 31038 2 1000

300C40 851500 0 31038 2 1000

300S40 801000 0 31038 2 1000

300S40 B lank 9291046 3 31038 2 1000

300C20 1001800 0 31038 2 1000

300C40 51500 0 31038 2 1100

500C40 - 801000 0 31038 2 1000

　　P 为假设样本均数相同, p > 0105承认假设,两组之间无显著性

变化; p < 0105,则有显著性变化

从统计分析中可以发现, 300C40 与 300S40 方

差比较 p = 011,说明实验选用的乳酸菌对蛋白质的

代谢无明显的协同增效作用; 而骨粉的粒度是氨基

酸生成的显著影响因素 (500C40与 300C40的方差

比较 p = 0)。这种结论不仅在宏观的物质代谢量之

间比较可以证实,而且在骨粉的显微结构变化分析

中同样得到了映证。

实验还发现乳酸菌对精氨酸、酪氨酸和蛋氨酸

需求量很大,将蒸煮过程产生的这类氨基酸代谢而

尽,这为今后调整发酵培养组分提供了科学的依据;

同时按照猪骨含水率 60% ,蛋白质含量 12% [ 4 ]为标

准,以初始超微粉碎骨粉添加量 10%计算, 蛋白质

水解为氨基酸的百分率最高为 63% ,而且产生了 6

种必需的氨基酸, 两种特殊氨基酸 (牛磺酸, 鸟氨

酸) ,提高了营养价值。

313　发酵骨粉的电镜扫描外观结构分析

将实验中分解蛋白质产生氨基酸量较高的发酵
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骨粉干燥 (90 ℃, 100 m in)进行电镜扫描。

1# 超微粉碎骨粉 (×2 500倍)

(T he m agn ified ex terio r of

bone pow der of 1# at the

m ult ip le of 2 500)

2# 发酵后的骨粉 (×2 500倍)

(T he m agn ified ex terio r of ferm en ted

bone pow der of 2# at the

m ult ip le of 2 500)

1# 发酵后的骨粉 (×2 500倍)

(T he m agn ified ex terio r ferm en ted

bone pow der of 1# at the

m ult ip le of 2 500)

图 3　发酵骨粉的电镜扫描外观结构图

F ig. 3　M icro structu res of ferm en ted hog2bone pow der by electron m icro scopy

　

　　从图 3可发现,发酵前后骨粉的表面变化明显,

这可能是乳酸菌代谢过程中将骨粉中的物质代谢溶

解了。根据前面的钙和蛋白质的研究,可以推测这种

“侵蚀”是代谢的胞外酶降解了骨粉中的有机大分子

和代谢产生的酸对结合钙的溶解,使结合紧密的骨

粉颗粒变化疏松,甚至崩溃。同时发现 1# 直径颗粒

的发酵骨粉表面“侵蚀”程度大于 2# 直径颗粒的发

酵骨粉,这是其比表面积大,易于乳酸菌及代谢产物

(如水解酶,有机酸等)接触作用所致。

4　结　论

1)本实验通过对超微粉碎猪骨粉接种乳酸菌发

酵的研究,初步探索了发酵产生的游离钙含量变化

和蛋白质的水解变化规律。实验表明骨粉颗粒越小,

加入量越大, 发酵产生的游离钙越多, 最高为 165

m gö 100 mL ; 蛋白质的水解率也随骨粉颗粒的减小

而升高 (最高达 63% )。这种宏观的变化规律可以从

骨粉的显微观察中得到解释,颗粒直径越小 (1# ) ,

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,这为乳酸菌

发酵猪骨的工艺设计提供了参考依据。

2)测定乳酸菌发酵猪骨粉产生的主要营养物质

游离钙和氨基酸,获得了开发猪骨发酵补钙产品的

科学依据;钙的吸收和利用不仅与摄入绝对量有关,

还与其形态和营养素的协同作用有关。将骨粉中的

钙离子化,同发酵产生的氨基酸和对人体肠道有益

的乳酸菌制成复合补钙食品,将会在目前以人工合

成钙为补钙方式的市场中增加生物态补钙新方式。
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Effect of Ferm en ta tion by Lactobac illus on Nutr it ion and

Physiochem ica l Property of Super-M icrosma sh ing Hog-Bone Powder
Ta ng Yong

1, L i Hong jun
1, S ui D a ohui

2

(1. Colleg e of F ood S cience, S ou thw est A g ricu ltu ra l U n iversity , Chong qing 400716, Ch ina;

2. S ichuan Q uark S cience & T echnology D evelopm en t Co. , L td. , Ch ina) )

Abstract: Super2m icro sm ash ing hog2bone pow der is inocu la ted w ith som e k inds of lactobacillu s w h ich do

good to hum an’s in test ine funct ion. O u r m ain study is, detect ing the ca lcium ion s free from the bone

pow der and the hydro lysis of p ro tein in the bone du ring the ferm en ta t ion. T he analysis is bo th based on

the u se of electron m icro scopy to scan the ex terio r change of the bone after ferm en ta t ion and the da ta

acqu ired from the detect ion u sing the Am ino A cid A nalyzing Equ ipm en t. T he resu lt is, tha t d iam eters of

bone pow der influence the p roduct ion of Ca2+ and am ino acid, the m ax im um Ca2+ ion iza t ion ra te is 39. 6%

and the m ax im um hydro lysis ra te of p ro tein is 63% du ring ferm en ta t ion by lactobacillu s. A ll done in such

research is help fu l to develop a new type of food w ith adequate easily2digest ing ca lcium and beneficia l

in test ine bacillu s to supp ly the ca lcium fo r the hum an.

Key words: hog2bone pow der; lactobacillu s; super m icro sm ash ing; d issocia t ive ca lcium ; am ino acid
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