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摘要:以凹土、大豆分离蛋白、植物油及吐温80制备乳酸杆

菌乳化液,通过比较包埋效果可知,油包水型比水包油型乳

化液效果好。采用油包水型乳化液时,经正交试验优化后包

埋率最佳为92.31%,活菌数为5.171×1010 CFU/mL,乳化

性为2.176。乳化液中的乳酸杆菌在胃中随着时间的增加有

所下降,在肠中不断释放,刚开始随着时间的增加而增加,于

第6小时达最大,之后逐渐衰减。该乳化液可以很好地降低

胃肠环境对乳酸杆菌的伤害。
关键词:乳酸杆菌;凹土;大豆分离蛋白;乳化液;包埋

Abstract:Attapulgiteclay,soyprotein,vegetableoilandTween80
wereusedtoprepareLactobacillusemulsion.Bycomparingtheen-
capsulationrate,theresultsofthewater-in-oiltypewerebetterthan
thoseoftheoil-in-watertype.Thebestencapsulationrateofthewa-
ter-in-oilemulsionwas92.31% bytheoptimalorthogonalexperi-
ments.Theviablecellwas5.171×1010CFU/mL,andtheemulsifi-
cationwas2.176.Thecellsintheemulsionintheartificialsimula-
tiongastricjuicedeclinedwiththetimeincreasing,thenconstantly
releasedintheartificialsimulationintestinaljuice,andthecells
reachedthemaximumatthesixthhours,thengraduallydecay.The
emulsioncanreducethedamageofgastrointestinalenvironmentfor
Lactobacillus.
Keywords:Lactobacillus;attapulgiteclay;soyprotein;emulsion;

encapsulation

凹土是凹凸棒石黏土的简称,是天然非金属富镁铝硅酸

盐黏土矿物,表面含有大量极性羟基,是一维纳米棒晶形态

结构,其独特的晶体结构和堆积方式,使凹土具有较好的胶

体性能、吸附能力等优点[1,2],还具有保护消化道黏膜、作为

营养元素载体、促进养分吸收及吸附有毒物质等生物活性功

能[3]。凹土作为一种新型材料已广泛应用于医药、化工、石

油、建材、农业和环保等领域[4]。

乳酸杆菌是能够产生乳酸的革兰氏阳性菌,广泛存在于

人和动物的胃肠道内,是具有重要生理 功 能 的 肠 道 益 生

菌[5]。

益生菌常见微胶囊产品在一定程度上能够对人和动物

胃肠道逆环境具有一定的耐受性,但常见微胶囊生产工艺比

较复杂,成本也高,其粒径分布一般为微米级,若作为食品或

饲料添加剂,分散性不好[6]。本研究拟以大豆分离蛋白、植

物油复合凹土制备成乳状液,尽管该乳状液具热力学不稳定

性,但因其粒径小且分布范围较窄,所以作为食品或饲料添

加剂使用时较为方便。

1　材料与方法

1.1　材料与仪器

乳酸杆菌:本实验室保藏;

台式高速冷冻离心机:TGC-16G-A 型,上海安亭科学仪

器厂;

紫外光栅分光光度计:752型,上海精密科学仪器有限

公司;

恒温恒湿培养箱:HWS智能型,宁波新江南仪器有限

公司;

pH 酸度计:PHSJ-4A型,上海精密科学仪器有限公司;

大豆分离蛋白:生化试剂,北京奥博星生物试剂有限

公司;

植物油:食品一级,金龙鱼股份有限公司;

凹土:原矿,盱眙博图凹土高新技术开发有限公司;

胃蛋白酶、胰蛋白酶、蛋白胨、牛肉膏、酵母膏、葡萄糖:

生化试剂,日本Sigma公司;

其他试剂:均为分析纯,国药集团化学试剂有限公司。
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1.2　培养基及人工胃、肠液配制方法

1.2.1　MRS培养基　蛋白胨10g,牛肉膏10g,酵母膏

5g,磷酸氢二铵2g,葡萄糖20g,乙酸钠5g,吐温801mL,

MgSO4 ·7H2O 0.58 g,MnSO4 ·4H2O 0.25 g,H2O

1000mL,pH6.2~6.4,121℃灭菌15min[7]。

1.2.2　人工胃、肠液

(1)人工胃液:胃蛋白酶1%,NaCl0.2%,用1mol/L

HCl调节pH 至2.5[8]。

(2)人工肠液:胰蛋白酶1%,KH2PO41.4%,用0.4%

的 NaOH 调节调节pH 至6.8[8]。

人工胃液和肠液配好后用0.2μm 滤膜过滤备用。

1.3　试验方法

1.3.1　菌悬液的制备　乳酸杆菌接种于 MRS培养基,于

37℃培养24h,于7000r/min离心12min弃上清液,取菌

泥沉淀,以无菌生理盐水离心洗涤2次后,将菌体悬浮于无

菌生理盐水中,并将菌体浓度调节至108CFU/mL。

1.3.2　凹土的处理　将未经处理的凹土研磨,200目过筛,

以10%的量加入去离子水,磁力搅拌器搅拌24h后,静置

4h,取中间层凹土悬液,以 10% 的量加入去离子水,重复

3次。悬浮于去离子水中,使 OD值达1.5,备用[8]。

1.3.3　大豆分离蛋白的处理　将7%(m/V)的大豆分离蛋

白 溶 于 0.7 mol/L 的 HCl 中,调 节 pH 至 4.5,于

8000r/min离心弃上清,并用去离子水补足至初始体积,以

1mol/L的 NaOH 调节pH 至10,静置澄清后待用[9]。

1.3.4　乳化液制备方法　大豆分离蛋白与凹土混合制备悬

液,滴入含0.2%吐温80的植物油中,搅拌,静置30min,使

乳化层和水层及油层分离,得到乳化层。

(1)水包油(O/W)型乳化液制备:O/W 型乳化液是将

油相高度分散在水相中,本试验中以植物油为油相,与处理

后的大豆分离蛋白、凹土及菌悬液形成的水相混合制成稳定

的乳化液,但该乳化液的形成是非自发过程,因此需要加入

表面活性剂吐温80。经多次单因素试验确定最佳添加顺序

为:在菌悬液中依次添加凹土悬液、大豆分离蛋白、植物油及

吐温80。乳酸杆菌悬液浓度为4.8×108 CFU/mL,按上述

的顺序依次加入,振荡10min后静置30min,待油层、乳化

层和水层逐渐分层后,取中间乳化层,采用稀释涂布法,于

MRS培养基中涂布,得乳化包埋活菌数,计算包埋率,以直

接测量法测量各试样乳化度,并用SDS分光光度法再次验证

乳化的效果。

(2)油包水(W/O)型乳化液制备:W/O 型乳化液即将

水相高度分散在油相中,将油相和水相各组成成分进行单因

素试验,获得最佳乳化条件。

(3)正交试验:比较 O/W 和 W/O 型乳化液各项指标,

选择最佳乳化液,在单因素试验基础上进行正交试验,获得

最优乳化条件。

1.3.5　菌体检测方法

(1)水包油型包埋率[10,11]:取乳化层经梯度稀释后,于

MRS培养基中涂布,测定CFU,计算包埋后总菌体 CFU,以

此数值除以起始总菌体数CFU,得水包油型菌体包埋率。

(2)油包水型包埋率[10,11]:取未包埋部分液体,测定

CFU,计算未包埋总菌体 CFU,以此数值除以起始总菌体数

CFU,得未包埋率,再按式(1)计算油包水型包埋率。

油包水型包埋率=100%-未包埋率 (1)

(3)释放率:在人工模拟胃肠环境中,每隔1h或2h取

样,于 MRS培养基中涂布,测定 CFU,计算人工胃肠液总

CFU,以此数值除以乳化样品中总菌体数CFU,得菌体释放率。

1.3.6　乳化性能测定方法

(1)直接测量法:按1.3.5制备乳化液,静置后呈现油、

乳液、水3个清晰的界面,测量乳化层体积、试样总体积,运

用式(2)计算乳化能力(Ec)[12]。

乳化能力=
乳化层体积
试样总体积×100% (2)

(2)分光光度法:以0.1%(m/V)SDS为空白,并用其

稀释乳化液,于500nm 处测量各样品吸光度值。由于SDS
是表面活性剂,与油作用后即可破乳,因此0min时的吸光

度值可表示乳化试样的乳化性[13]。

2　结果与讨论

2.1　水包油乳化液制备试验结果

由表1可知,水包油的包埋率都在50%~70%,多数为

60%左右。且包埋效果和乳化性能相关参数,即直接测量法

结果和分光光度法测定乳化性的结果相对应。但本试验组

的最佳乳化效果仍然不明显,并且试验中各组试样均存在一

定的絮状沉淀。

2.2　油包水乳化液制备试验结果分析

由表2、3可知,油包水的包埋率普遍都比水包油的高,

最高达到了85.11%。经过直接测量法和产品乳化性能测

定,油包水型中分离蛋白、吐温80、凹土和植物油的添加量分

别为2.0,1.0,1.5,3.0mL。以此试验参数设计正交试验。

2.3　油包水乳化条件正交试验优化结果

根据上述单因素优化结果,选择大豆分离蛋白、凹土、吐

温80和植物油的量4个因素进行优化,设计4因素3水平

正交 试 验,因 素 及 水 平 见 表 4。试 验 菌 液 浓 度 为 5.6×

1010CFU/mL,以乳化性为评价指标,试验结果见表5。

由表5可知,4个因素中对乳化性影响的显著程度为:植

物油>凹土>大豆分离蛋白>吐温80,乳化最佳条件为:大

豆分离蛋白含量为2.0mL、凹土含量为1.5mL、吐温80含

量为1.4mL、植物油含量为3mL。

根据正交试验的结果,A2B2C3D2 组是最优条件,在此条

件下进行验证实验,乳化性达到了2.176,每毫升活菌数为

5.171×1010CFU,包埋率为92.31%。
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表1　水包油型试验结果†

Table1　Resultsoftheoil-in-watertype

分离

蛋白量/mL

吐温

80/mL

包埋率/

%

乳化

能力/%
OD500nm

0.2 64.56 21.74 1.032

1 0.6 70.23 28.00 1.175

1.0 70.71 28.57 1.328

0.2 62.31 19.23 1.245

2 0.6 62.67 19.64 1.178

1.0 64.50 21.64 1.213

0.2 62.41 19.35 1.278

3 0.6 60.00 16.67 1.112

1.0 61.71 18.57 1.008

0.2 63.75 20.83 0.912

4 0.6 63.95 21.05 0.958

1.0 64.12 21.25 0.745

0.2 66.95 17.36 0.902

5 0.6 55.46 11.62 0.933

1.0 50.40 16.00 0.701

†　菌、植物油、凹土均为1mL。

表2　油包水型试验分离蛋白和吐温80测定结果†

Table2　Resultsofthewater-in-oiltypeofsoy

proteinandTween80

分离

蛋白量/mL

吐温

80/mL

包埋率/

%

乳化

能力/%
OD500nm

0.2 75.11 38.46 1.122

1 0.6 74.25 37.50 1.346

1.0 78.00 41.67 1.612

0.2 70.98 40.87 1.678

2 0.6 67.77 45.30 1.787

1.0 83.20 58.57 1.913

0.2 66.75 29.17 1.812

3 0.6 64.19 26.32 1.511

1.0 74.25 37.50 1.642

0.2 62.45 24.39 1.213

4 0.6 58.28 19.76 1.387

1.0 61.50 23.33 1.125

0.2 61.04 22.82 0.937

5 0.6 58.31 19.79 1.131

1.0 63.00 25.00 0.911

†　菌、凹土均为1mL,植物油2mL。

表3　油包水型试验凹土和植物油测定结果†

Table3　Resultsofthewater-in-oiltypeofattapulgite

clayandvegetableoil

凹土/

mL

植物油/

mL

包埋率/

%

乳化

能力/%
OD500nm

1 59.12 17.81 0.765

0.25 2 60.17 16.73 0.874

3 61.32 19.28 0.933

1 58.91 18.22 0.976

0.50 2 62.11 17.35 0.982

3 64.65 20.37 1.105

1 63.52 27.81 1.032

0.75 2 69.76 30.97 1.137

3 72.52 35.89 1.165

1 77.65 42.31 1.178

1.00 2 83.20 58.57 1.913

3 75.63 41.79 1.213

1 63.84 41.26 1.312

1.25 2 73.12 38.79 1.129

3 82.27 56.35 1.539

1 82.14 57.65 1.891

1.5 2 84.38 60.29 1.957

3 85.11 61.32 1.975

1 83.19 59.93 1.879

1.75 2 80.26 55.37 1.653

3 82.17 58.54 1.732

†　分离蛋白2mL,菌、吐温801mL。

表4　因素水平表

Table4　Factorsandlevelstable mL

水平 A大豆分离蛋白 B凹土量 C吐温80 D植物油

1 1.5 1.0 0.6 2

2 2.0 1.5 1.0 3

3 2.5 2.0 1.4 4

2.4　油包水乳化液人工模拟胃液和肠液中存活结果

　　将上述各组乳化试样,模拟人工胃液和肠液,检测各时间

段活菌数。各组试样在人工胃液和肠液中活菌数见图1、2。

各试验组在胃中随着时间的增加有所下降,在肠中活菌

数刚开始随着时间的增加而增加,即菌体不断释放的过程,

普遍在第6小时时达到最大,之后又逐渐衰减,即使在10h
后,活菌数数量仍超过108 CFU/mL,因此该乳油能够很好

地发挥乳酸杆菌的作用。比较各试验组,其中又以3号试验

组在肠中的活菌数释放最高,在人工肠液的第6小时达到最

大释放效率。
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表5　正交试验结果

Table5　Orthogonalresultsofconditions

实验号 A B C D
包埋

率/%
OD500nm

1 1 1 1 1 83.79 1.862

2 1 2 2 2 89.42 1.987

3 1 3 3 3 1.37 0.103

4 2 1 2 3 50.93 0.631

5 2 2 3 1 87.92 1.974

6 2 3 1 2 71.21 1.573

7 3 1 3 2 75.32 1.672

8 3 2 1 3 1.58 0.276

9 3 3 2 1 60.17 0.769

k1 1.317 1.388 1.237 1.535
┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈

k2 1.393 1.412 1.129 1.744

k3 0.906 0.815 1.250 0.337

R 0.487 0.597 0.121 1.407
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Figure2　CFUofemulsitoninartificialsimulation
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3　结论

本试验以凹土悬液、大豆分离蛋白、植物油及吐温80制

备乳酸杆菌水包油型乳化液,水包油型乳化液包埋率低,乳

化能力一般;油包水型乳化液,包埋率好,乳化性能好,在人

工模拟胃液中存活率高,在人工模拟肠液中第6小时可达到

益生菌的最大释放,有利于益生菌很好地发挥肠定植作用。

说明采用凹土复合大豆分离蛋白和植物油制备的油包水型

乳化液,可以很好地包埋益生菌,抵抗胃的逆环境,以较高的

存活率到达肠道,并在肠道中达到最高量的释放。本试验为

更好地开发益生菌保护剂材料提供了较好的参考,同时为凹

土作为新型材料在食品和医药领域的应用提供参考。
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