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摘要:研究副干酪乳杆菌海藻酸钠微胶囊的包埋效果,副干

酪乳杆菌在冻干、贮藏及模拟胃胀道环境中的存活情况,并

优化包埋工艺参数。结果表明,大豆蛋白分离物(SPI)是适

宜的内层壁材,低聚异麦芽糖对副干酪乳杆菌的冷冻保护效

果最佳。当SPI用量为3%,低聚异麦芽糖添加量5%,海藻

酸钠浓度2%、氯化钙浓度为0.2moL/L,副干酪乳杆菌的包

埋率可达93.31%,冷冻干燥后微胶囊4℃储存28d的副干

酪乳杆菌存活率达58.97%,微胶囊副干酪乳杆菌在模拟胃

液中3h存活率达67.52%,模拟肠液中45min基本得到释

放。由于挤压法制备的副干酪乳杆菌微胶囊较高的存活率,
操作简便、经济,因此有较为广阔的工业化前景。
关键词:微胶囊;副干酪乳杆菌;壁材;保护剂

Abstract:Survival of Lactobacillus paracasei. wasinvestigated
throughalginate-microencapsulationfollowedbyfreezingdryand
storageat4℃for28dorsimulatedgastricandintestinaldigestion.
ResultssuggestedthatSoyproteinisolateissuitableinnerwallmate-
rials,isomaltosecouldimprovesurvivalofLactobacillusparacasei
duringencapsulationandsubsequentfreezingdryprocess.Whenthe
capsulatedLactobacillusparacaseiwaspreparedbyusing2%ofalgi-
nateand0.2mol/LCaCl2 with3% SPIasinnerwallmaterial,5%
isomaltoseasprotectant,the82% yieldofLactobacillusparacasei
microcapsulesand93.31% encapsulationefficiencywereachieved.
The3hsurvivalofcapsulatedLactobacillusparacaseiingastricdi-
gestionisaround58.97%.Incubationexperimentsinthepancreatin-
bilesolutionindicatedtheLactobacillusparacaseicouldbereleased
basicallyafter45min.Alginate-microencapsulationmethodissuit-
abletotheindustrializedapplicationoflacticacidencapsulation.
Keywords:microcapsule;Lactobacillusparacasei;spraydrying;pro-

tectiveagent

乳酸杆菌是人体中极为重要的益生菌,具有改善胃肠道

功能、提高免疫能力、改善机体营养状况等良好机能[1]。但

是,由于乳酸杆菌对外部环境比较敏感,使含活菌的产品在

生产、贮存和运输过程中,活菌量会迅速减少。此外,当乳酸

杆菌活菌制剂进入动物消化道后,因受到胆汁和胃酸等作

用,导致到达肠道的活菌数量大为下降,限制了乳酸杆菌益

生作用的发挥[2]。因此,利用微胶囊技术保护益生菌可使益

生菌保持稳定的状态,使其达到肠道时仍保持活性,从而有

效发挥益生功效。

副干酪乳杆菌(Lactobacillusparacasei)属于乳杆菌属

中的干酪乳杆菌(Lactobacilluscasei)群,是一种新资源食品

添加剂,在一定程度上可以起到预防食物过敏、急性腹泻和

肿瘤发生等疾病,具有促进身体发育、增强体质、延缓衰老和

延长寿命的作用,被广泛应用于 L-乳酸的生产、乳制品等食

品的发酵、食品的生物保鲜、疫苗的研制、海产品加工废料的

再利用等领域[3]。本研究拟以副干酪乳杆菌为对象,采用挤

压法比较了不同内层壁材、海藻酸钠和氯化钙的浓度以及不

同保护剂对副干酪乳杆菌微胶囊包埋效果的影响,以期为经

济、高效的副干酪乳杆菌微胶囊工业化生产提供依据。

1　材料与方法

1.1　材料与仪器

1.1.1　菌种与培养基

副干酪乳杆菌(Lactobacillusparacasei):浙江工业大学

生物与环境工程学院实验室保藏菌种;

MRS琼脂培养基:MRS液体培养基加入1.8%~2.0%
的琼脂;
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增殖 培 养 基:酵 母 膏 3%、乳 糖 2.48%、NH4H2PO4

0.8%、低聚异麦芽糖0.5%、马铃薯汁11.97%,Na2CO3 调

节pH6.2~6.6,121℃灭菌20min。

1.1.2　仪器与设备

恒温培养箱:SPX-150B-Z型,上海博讯实业有限公司;

超净工作台:SW-CJ-1FD型,上海博讯实业有限公司;

立式压力蒸汽灭菌器:YXQ-LS-50S11型,上海博讯实

业有限公司;

紫外可见分光光度计:752型,上海光谱仪器有限公司;

数字酸度计:PHs-3C型,杭州东星仪器设备厂;

高速冷冻离心机:SCR20BC型,日本日立公司;

冷冻干燥机:ALPHA2-4LDplus型,德国Christ公司。

1.2　试验方法

1.2.1　菌悬液的制备　将副干酪乳杆菌以1.5%的接种量

接种于 MRS增殖培养基中37℃静置培养21h,离心去上清

液,收集菌泥用无菌生理盐水洗涤后再次离心,重复两次,用

适量无菌生理盐水悬浮菌泥,即为菌悬液。

1.2.2　挤压法制备副干酪乳杆菌微胶囊　将菌悬液与蛋白

质壁材、海藻酸钠按菌胶比为1︰1均匀混合—挤压滴入氯

化钙溶液—固定30min—无菌生理盐水洗涤,过滤—收集

囊珠。

通过单因素试验分析蛋白分离物(PI)的种类及不同处

理方法(PI与无菌水直接混合2h;PI与无菌水混合2h后

90℃水浴加热30min;PI与蒸馏水混合4h后于121 ℃加

热20min),内层壁材种类(乳清蛋白分离物 WPI、大豆蛋白

分离物SPI、大米蛋白分离物 RPI、明胶、多孔淀粉、糊精),海

藻酸钠的质量分数(1%,2%,3%,4%)、氯化钙浓度(0.1,

0.2,0.3,0.4moL/L),包埋壁材(葡萄糖,乳糖,麦芽糖,蔗

糖,大豆低聚糖,低聚异麦芽糖,低聚果糖,海藻糖),其他类

保护剂(5%甘露醇,5%山梨醇,2%甘氨酸,2%谷氨酸,5%
甘油,1%VC,1%VB)对挤压法制备的副干酪乳杆菌微胶囊

效果的影响。

1.3　分析方法

1.3.1　副干酪乳杆菌活菌数计数　采用菌落总数平板计数

法[4]。

1.3.2　副干酪乳杆菌微胶囊的破壁　取适量制备的微胶囊

置于0.06moL/L的柠檬酸钠解囊液中,37℃、180r/min振

荡40min至其完全崩解,以供计数。

1.3.3　微胶囊包埋产率与包埋效率的测定　微胶囊包埋产

率与包埋效率分别按式(1)和式(2)计算。

包埋产率=
微胶囊所包埋活菌数

理论添加活菌数 ×100% (1)

包埋效率=
微胶囊中活菌数-微胶囊表面活菌数

微胶囊中活菌数 ×100%

(2)

微胶囊中活菌数:取微胶囊0.5g于50mL0.06moL/L

的柠檬酸钠解囊液中,37 ℃、180r/min条件下振荡40min
至其完全崩解,取1mL适当稀释后测活菌数。

微胶囊表面活菌数:取微胶囊0.5g于50mL生理盐水

中,37℃、180r/min条件下振荡40min,取1mL适当稀释

后测活菌数。

1.3.4　副干酪乳杆菌微胶囊在人工胃肠液中的溶出度测定

(1)副干酪乳杆菌微胶囊人工胃肠液耐受性的测定[5]:

人工胃液:取稀盐酸16.4mL(取盐酸 234mL,加水稀释至

1000mL),加蒸馏水约800mL,再加入胃蛋白酶10g,搅拌

均匀后定容至1000mL,pH1.35。取制备的副干酪乳杆菌

微胶囊样品0.1g置于50mL人工胃液中,37℃、180r/min
条件下分别震荡处理1,2,3h后取样测活菌数。

(2) 人 工 肠 液 中 耐 受 性 的 测 定[6]:人 工 肠 液:取

KH2PO46.8g加水500mL溶解,用0.lmoL/L的 NaOH
溶液调节 pH 至6.8;另取胰蛋白酶10g加水适量溶解,将

两液混合后,定容至 1000mL。取制备的副干酪乳杆菌微

胶囊样品0.1g置于50mL人工肠液中,37 ℃、180r/min
条件下分别震荡处理15,30,45,60min后取样测活菌数。

1.3.5　冻干存活率的测定　冻干存活率按式(3)计算。

冷冻存活率=
干燥后微胶囊的活菌数

理论添加活菌数 ×100% (3)

干燥后微胶囊的活菌数:取微胶囊 0.05g于 50 mL

0.06moL/L的柠檬酸钠解囊液中,37℃、180r/min条件下

振荡30min使其完全崩解,取1mL适当稀释后测活菌数。

2　结果与分析

2.1　副干酪乳杆菌微胶囊内层壁材的选择

2.1.1　分离蛋白壁材及其预处理方法的选择　试验分别研

究了以 WPI、SPI、RPI为壁材对副干酪乳杆菌包埋效果的影

响。热处理会诱导蛋白结构展开并影响蛋白聚集程度从而

改善其乳化稳定性。试验探讨了3种预处理方式:a.采用

PI与无菌水直接混合搅拌2h;b.PI与无菌水混合搅拌2h
后90℃水浴加热30min;c.PI与蒸馏水混合搅拌4h后于

121℃加热20min。试验中海藻酸钠质量分数为2%,CaCl2

浓度溶液浓度为0.1moL/L。不同PI及处理方式获得的副

干酪乳杆菌微胶囊活菌数见图1,包埋产率及包埋效率见

表1。由图1和表1可知,PI种类和PI3种处理方式对挤压

法制备副干酪乳杆菌微胶囊的包埋产率及包埋效率影响不

大,说明3种分离蛋白与乳酸菌的相容性均较好,而3种处

理方式均可实现分离蛋白充分水合并形成稳定的乳化液。

对于SPI,c处理包埋效果略优于a、b处理组,说明适当的热

处理对经剪切变性的蛋溶胶后期凝胶具有积极意义,此外灭

菌处理对于防止乳酸菌污染也是必要的,因此采用 PI与蒸

馏水混合4h后121℃加热20min为后续试验PI的预处理

方式。

2.1.2　不同内层壁材对副干酪乳杆菌微胶囊包埋效果的影

响　分别以3%质量分数的 WPI、SPI、RPI、明胶、多孔淀粉、
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乳清蛋白 大豆蛋白 大米蛋白

蛋白分离物

Protein Isolate

a 蛋白+无菌水
b 蛋白+无菌水 90 ℃，30 min
c 蛋白+无菌水 121℃，20min

图1　PI处理方式对副干酪乳杆菌微胶囊

包埋活菌数的影响

Figure1　EffectofPIprocessingonviabilityof

microencapsulatedLactobacillusparacasei

表1　PI处理方式对副干酪乳杆菌微胶囊包

埋产率及包埋效率的影响†

Table1　EffectofPIprocessingonyieldandefficiency

ofmicroencapsules %

PI及处理方式 包埋产率 包埋效率

WPI-a 82.14 91.26

WPI-b 78.79 90.32

WPI-c 81.66 90.73

SPI-a 80.52 90.50

SPI-b 79.72 90.67

SPI-c 84.93 91.56

RPI-a 80.21 90.40

RPI-b 78.90 90.79

RPI-c 80.90 90.58

　　　†　WPI、SPI、RPI分别为乳清、大豆、大米蛋白分离物。

糊精作为内层壁材,在外层壁材海藻酸钠质量分数为2%,

CaCl2 浓度为0.1moL/L的条件下采用挤压法制备副干酪

乳杆菌微胶囊。由表2可知,明胶的包埋产率最高且明显优

于其他壁材,这可能是因为明胶自身的凝胶性可以增强海藻

酸钠与氯化钙所形成凝胶珠的稳定性;分离蛋白的效果优于

多孔淀粉、糊精以及对照组,这是因为热处理过的蛋白与氯

化钙交联生成的凝胶对挤压法制备微胶囊的包埋有一定促

进作用,但 PI壁材种类对副干酪乳杆菌微胶囊的包埋产率

及包埋效率的影响差别不大。

2.1.3　模拟人工胃肠液环境下不同内层壁材对副干酪乳杆

菌微胶囊保护效果的影响　副干酪乳杆菌对消化系统中低

pH 的胃酸等耐受性极差,难以有足够数量到达肠道从而发

挥益生作用,而微胶囊的包埋技术能够对副干酪乳酸菌顺利

到达肠道起一定保护作用[7]。海藻酸钙凝胶对副干酪乳杆

菌虽有较好的包埋效果但对胃酸耐受程度不佳,不能较好地

表2　不同内层壁材对副干酪乳杆菌微胶囊

包埋产率及包埋效率的影响†

Table2　Effectofinnerwallmaterialsonyieldand

efficiencyofmicroencapsules %

内层壁材 包埋产率 包埋效率

WPI 78.67 91.01

SPI 82.14 90.79

RPI 76.71 91.27

明胶 98.02 92.56

多孔淀粉 74.76 91.28

糊精 72.41 90.78

空白 72.74 90.92

　　　†　WPI、SPI、RPI分别为乳清、大豆、大米蛋白分离物。

保护副干酪乳杆菌顺利到达肠道。有一定的耐酸性的 WPI
等蛋白质、多孔淀粉、糊精等物质作为内层壁材在模拟人工

胃液环境下对副干酪乳杆菌微胶囊的保护效果见表3。由

表3可知,副干酪乳杆菌的存活率随着微胶囊在人工胃液处

理时间的延长而降低,人工胃液对微胶囊中的副干酪乳杆菌

有一定的损害作用;添加内层壁材微胶囊中的副干酪乳杆菌

存活率比未添加的高,说明内层壁材的添加对副干酪乳杆菌

微胶囊的耐胃酸程度有促进作用;6种内层壁材中,SPI为内

层壁材制备的微胶囊在人工胃液环境中副干酪乳杆菌的存

活率最高,WPI和 RPI次之,说明分离蛋白对副干酪乳杆菌

耐胃酸保护性较好;在明胶、多孔淀粉、糊精为内层壁材制备

的微胶囊中,多孔淀粉为内层壁材制备的微胶囊在人工胃液

环境中副干酪乳杆菌的存活率较高,这与多孔淀粉的吸附性

能一定程度上保护副干酪乳杆菌免受胃酸损害有关。

由图2可知,制备的所有微胶囊在人工肠液处理45min
时副干酪乳杆菌都能得到基本释放,释放的菌数间没有显著

区别(P>0.05),说明内层壁材的添加对副干酪乳杆菌微胶

囊的肠溶性没有较大影响,不会对副干酪乳杆菌微胶囊在肠

道中释放活菌起限制作用。

2.1.4　冷冻干燥对不同内层壁材副干酪乳杆菌微胶囊的活

菌数的影响　冷冻干燥对副干酪乳杆菌的损害性较大,适当

的内层壁材对冷冻干燥微胶囊中的副干酪乳杆菌有一定的

保护作用。由图3可知,不同内层壁材制备的副干酪乳杆菌

微胶囊经冷冻干燥后,副干酪乳杆菌的活菌数下降明显,约

为1.5至2个数量级,但存活率明显优对照组。其中SPI作

为内层壁材冻干保护效果最好,其次为 WPI、RPI、多孔淀粉、

糊精、明胶。

由图4可知,内层壁材对改善冷藏过程中冻干微胶囊的

活菌存活率有明显改善。其中SPI效果最好,4℃储存28d
存活率为34.67%,其次为 WPI(31.55%)、RPI(26.88%);

PI作为内层壁材对副干酪乳杆菌的保护效果明显优于糊精

(24.57%)、多孔淀粉(23.21%)和明胶(20.16%),对照组的
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表3　不同内层壁材微胶囊中的副干酪乳杆菌在人工胃液中的存活率

Table3　Effectofinnerwallmaterialsonsurvivalrateofmicrocapsuleinartificialgastricjuice

时间/h WPI/% SPI/% RPI/% 明胶/% 多孔淀粉/% 糊精/% 空白/%

1 93.67 94.97 92.31 91.67 93.86 92.49 91.07

2 81.82 82.28 80.63 77.70 80.41 79.80 74.11

3 68.87 71.96 67.52 62.39 65.50 64.86 58.04
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图3　冷冻干燥对不同内层壁材副干酪乳杆菌

微胶囊的活菌数的影响

Figure3　Effectoffreezedryingontheviabilityof
microencapsulatedLactobacillusparacasei
bydifferentinnerwallmaterials

存活率仅为21.04%。此外,冷冻干燥后处理的微胶囊冷藏

存活率要优于未经冷冻干燥的样品,因此采用冷冻干燥工艺

处理对于提高微胶囊中副干酪乳杆菌的存活率,延长微胶囊

的储存期是必要的。

2.2　副干酪乳杆菌微胶囊外层壁材质量分数的确定

2.2.1　海藻酸钠质量分数对副干酪乳杆菌微胶囊的影响

在内层壁材SPI质量分数3%、CaCl2 浓度0.1moL/L
的条件下,海藻酸钠质量分数对副干酪乳杆菌微胶囊包埋产

率及包埋效率的影响见表4。由表4可知,挤压法制备微胶

囊的包埋产率和包埋效率随着海藻酸钠质量分数的增加

(1%~3%)而增大。但当海藻酸钠为4%时,包埋产率和包

 

WPI SPI RPI

7.0

7.5

8.5

9.0

活
菌
数

Vi
ab
le

co
un
t/l
g
(C
FU

·
g-

1 )

储存时间

Storage times/d

0 7 14 21 28

明胶

多孔淀粉 糊精 空白

8.0

图4　不同壁材副干酪乳杆菌微胶囊冷冻干燥后

4℃储存活菌数与储存时间的关系

Figure4　ViabilityofLactobacillusparacaseiinfreeze

dryingmicroencapsulationwithvariousinner
wallmaterialsafter28daysstorageunder4℃

表4　海藻酸钠质量分数对副干酪乳杆菌微胶囊

包埋产率及包埋效率的影响

Table4　Effectofsodiumalginateconcentrationson

yieldandefficiencyofmicroencapsules %

海藻酸钠质量分数 包埋产率 包埋效率

1 66.72 90.26

2 82.88 91.79

3 88.17 92.17

4 83.75 91.72

埋效率略有降低,这可能因为海藻酸钠浓度过大导致体系黏

度过大,不利于菌体分散且不易被挤出从而造成部分菌体损

失[8]。此外,随海藻酸钠质量分数增加,副干酪乳杆菌微胶

囊的粒径逐渐增大,而且导致微胶囊挤出困难伴随拖尾现象,

因此外形变得不规则。综合考虑海藻酸钠浓度以2%为宜。

2.2.2　氯化钙浓度对副干酪乳杆菌微胶囊的影响　在内层

壁材SPI质量分数3%、海藻酸钠质量分数2%、CaCl2 浓度

分别为0.1,0.2,0.3,0.4mol/L的条件下挤压法制备副干

酪乳杆菌微胶囊,CaCl2 浓度对副干酪乳杆菌微胶囊包埋产

率及包埋效率的影响见表5。由表5可知,微胶囊的包埋产

率和包埋效率随着CaCl2 浓度的增大随之增大,原因是体系

中Ca2+ 含量增加可与海藻酸钠结合形成了更紧密的凝胶结

构。CaCl2 浓度为0.2mol/L时,对应微胶囊的包埋效率最

高,CaCl2 浓度为0.3mol/L时,包埋产率最高。这应是因为

海 藻酸结合位点达到饱和,已没有多余空间与过多的Ca2+
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表5　CaCl2 浓度对副干酪乳杆菌微胶囊包埋

产率及包埋效率的影响

Table5　EffectofCaCl2concentrationsonyieldand

efficiencyofmicroencapsules

CaCl2 浓度/(mol·L-1) 包埋产率/% 包埋效率/%

0.1 67.81 92.96

0.2 80.82 93.31

0.3 82.41 92.52

0.4 81.34 92.75

结合。而且过量的CaCl2 不但不会进一步增加微胶囊产率,

反而会增加溶液表面张力和密度,使挤压出的液滴浮于表面

不易成珠[9]。另外,CaCl2 浓度为0.2mol/L制备的副干酪

乳杆菌微胶囊经冷冻干燥后存活率最高,最终确定适宜的

CaCl2 浓度为0.2mol/L。

2.3　糖类保护剂对副干酪乳杆菌微胶囊冻干后储存存活率

的影响

　　副干酪乳杆菌微胶囊冻干过程中有近2个数量级的活

菌损失,其最主要原因是干燥前的冻结处理产生冰晶造成细

胞机械损伤[10],干燥处理时引起的溶质损伤和细胞膜的结

构、功能及成分的变化等[11,12]是冷冻干燥导致大量副干酪乳

杆菌死亡的重要原因。通过在冷冻干燥前添加多羟基化合

物等保护剂可有效减少冷冻干燥对乳酸菌的损害从而提高

存活率。综合糖类成本低廉、经济易得及部分低聚糖对特定

乳酸菌具有选择性增殖作用等因素,试验探讨了不同糖类保

护剂对冷冻干燥微胶囊中副干酪乳杆菌的保护效果。5%质

量分数的保护剂(海藻糖、蔗糖、乳糖、葡萄糖、麦芽糖、低聚

异麦芽糖、低聚果糖或大豆低聚糖)与菌悬液1︰1(V ︰V)

比例混合,在内层壁材SPI质量分数为3%,海藻酸钠质量分

数为2%,CaCl2 浓度为0.2moL/L的条件下制备的副干酪

乳杆菌微胶囊经冷冻干燥后在4℃储存28d,活菌数的变化

见图5。由图5可知,效果最好的是低聚异麦芽糖,副干酪乳
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图5　不同糖类保护剂对副干酪乳杆菌微胶囊冷冻

干燥后4℃储存活菌数与储存时间的关系

Figure5　Effectofsaccharidesprotectantsontheviability
ofmicroencapsulatedLactobacillusparacasei
for28daysstorageunder4℃

杆菌4 ℃、28d 存 储 存 活 率 为 58.97%。其 次 为 海 藻 糖

(48.86%),乳糖(46.18%)、大豆低聚糖(34.28%)、低聚果

糖(33.53%)次之,葡萄糖、麦芽糖、蔗糖等虽有一定效果但

不十分明显。低聚异麦芽糖的超强保护效果原因还不清楚,

可能与其对副干酪乳杆菌较强的增殖作用有关。

3　结论

挤压法制备副干酪乳杆菌微胶囊是可行的,SPI作为适

宜的内层壁材对于提高微胶囊效率、产率及改善副干酪乳杆

菌冷冻存活率和胃肠环境耐受性是有益的。低聚异麦芽糖

的保护下可以进一步改善微胶囊产品的稳定性。通过适当

的包埋工艺优化,挤压法有希望成为副干酪乳杆菌工业化微

胶囊生产方法。
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