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摘要!研究
#

种复合壁材通过内源乳化法对干酪乳杆菌的包

埋效果"及微胶囊化的干酪乳杆菌在模拟胃肠液中的存活情

况$结果表明"当海藻酸钠质量分数为
$_

"海藻酸钠与乳清

蛋白含量比
"

"

"

"油水体积比
!

"

"

"海藻酸钠与碳酸钙含量

比
!

"

"

时"微胶囊的包埋率最高"为
8D4%&_

"且微胶囊形态

成球形'以明胶与海藻酸钠做复合壁材时"微胶囊粒度最小"

为
8'488

#

+

'在模拟胃液中处理
$E

时"以大豆分离蛋白为

复合壁材制得的微胶囊干酪乳杆菌存活率最高"为
'&4!'_

'

以酪蛋白为复合壁材制得的微胶囊在模拟肠液中肠溶性最

好"菌体在
!&+-0

时基本得到释放$由于蛋白质复合壁材

制得的微胶囊安全可食用"包埋效果好"因此可广泛应用于

食品加工中$

关键词!干酪乳杆菌'复合壁材'微胶囊
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干酪乳杆菌作为三大益生菌之一$其益生作用越来越引

起人们的重视)

"

*

%研究)

$

*报道干酪乳杆菌在降低胆固醇+抑

制癌症+调节机体免疫功能及缓解乳糖不耐症等方面有重要

作用%但在食品加工贮藏及人体胃肠道中的环境均会影响

其活性及数量$以致无法在肠道中发挥其作用$因此对干酪

乳杆菌的有效保护是发挥其益处的前提)

!V(

*

%

目前微胶囊技术正逐步广泛应用在食品工业$解决了食

品中许多技术性问题$在食品工业中制备微胶囊的主要技术

有喷雾干燥法+乳化法+挤压法等)

DV8

*

%利用微胶囊技术包

埋益生菌$可以提高其在不良环境中的抗性$以延长活益生

菌产品的货架期)

'

*

%目前利用内源乳化法包埋益生菌的研

究较多$其壁材选择多为蛋白质+壳聚糖及海藻酸钠等单一

壁材)

"&V"$

*

%通过内源乳化法以蛋白质海藻酸钠做复合壁材

包埋干酪乳杆菌的研究不多$但以此制备的微胶囊形态及粒

径分布均一+安全可食用$在食品加工中应用前景广泛$目前

有对乳清蛋白海藻酸钠做复合壁材包埋干酪乳杆菌的研究$

张国芳等)

"!

*曾利用内源乳化法以海藻酸钠与乳清蛋白为复

合壁材制备了干酪乳杆菌微胶囊$但并未探讨复合壁材对干

酪乳杆菌包埋效果的影响%本试验拟探究以乳清蛋白+大豆

分离蛋白+酪蛋白及明胶分别与海藻酸钠做复合壁材包埋干

酪乳杆菌的包埋效果$从包埋率+微胶囊形态+在模拟胃肠液

中对干酪乳杆菌的保护情况分别对比
#

种复合壁材包埋干

酪乳杆菌的效果$分析
#

种复合壁材微胶囊各自的优势及缺

点$为选择合适复合壁材提供依据%

"

!

材料与方法
"4"

!

材料与仪器

"4"4"

!

菌种与培养基

干酪乳杆菌!

-/91(5/9%<<?>9/>2%

#"来源于干酪乳杆菌菌

"&$



粉$常州益菌加生物科技有限公司(

XS[

琼脂培养基"加入
$4&_

左右的琼脂于
XS[

液体

培养基中即得(

增殖培养基"蛋白胨
"4$_

+酵母提取物
&4(_

+牛肉膏

&4(_

+葡萄糖
"48_

+乙酸钠
&4%_

+柠檬酸铵
&4"$%_

+

O2550*8&&4"_

+硫酸镁
&4&%8_

+硫酸锰
&4&&%_

+磷酸氢二

钾
&4$_

$调节
=

B

至
(4%

)

"#

*

%

"4"4$

!

试剂

胆盐+磷酸二氢钠+磷酸氢二钠+氯化钠+

I

=

,0*8&

+冰醋

酸+碳酸钙+乙酸钠+海藻酸钠+酪蛋白+明胶"均为国产分

析纯(

大豆油"食品级$黑龙江九三油脂有限责任公司(

乳清蛋白+大豆分离蛋白"食品级$安阳市齐天生物技术

有限公司(

胃蛋白酶"

F[Z

级$

"

"

!&&&&

$上海源叶生物科技有限

公司(

胰蛋白酶"活性
&

$%&F[Z3

'

+

1

$上海瑞永生物科技有

限公司%

"4"4!

!

仪器与设备

恒温培养箱"

ABZ*'"($

型$上海一恒科技有限公司(

高压蒸汽灭菌锅"

TA!(<

'

TA!(S

型$致微!厦门#仪器有

限公司(

超净工作台"

[b*GW*"TA

'

"T

型$上海博迅医疗生物仪

器股份有限公司(

冷冻离心机"

G:0HK3

1

5[H>,H:I

型$美国
OE5>+:T-IE5>

公司(

激光粒度分析仪"

SR[)*$&&(

型$济南润之科技有限

公司%

"4$

!

方法

"4$4"

!

菌悬液的制备
!

将干酪乳杆菌菌粉按体积分数为

$_

的接种量接种于增殖培养基中$在恒温培养箱中
!DC

下

培养
$#E

$活化
$

"

!

次后$离心!

8&&&>

'

+-0

$

#C

$

"%+-0

#$

收集菌体并用
&4'_

无菌生理盐水将菌体洗涤
$

遍$重悬于

"&+@

无菌生理盐水中$制得一定浓度的菌悬液%

"4$4$

!

主要溶液的配制

!

"

#微胶囊解囊液"准确配制
&4"+:.

'

@

磷酸盐缓冲液$

调节
=

B

至
D4&

$

"$"C

灭菌
"%+-0

后备用)

"%

*

%

!

$

#模拟人工胃液的配制"用浓盐酸溶液将
&4$_

的

;,G.

溶液的
=

B

值调节到
$4&

$加入一定量的胃蛋白酶并使

其终浓度为
&4!

1

'

@

$再用
&4$$

#

+

的膜过滤灭菌$现配

现用)

"(

*

%

!

!

#模拟人工肠液的配制"加入一定量的胰蛋白酶和胆

盐于磷酸缓冲液中$使它们的终浓度分别为
"4&

$

#4%

1

'

@

$用

&4"+:.

'

@

的
;,UB

溶液将其
=

B

值调至
D4#

$再用
&4$$

#

+

的膜过滤灭菌$现配现用)

"(

*

%

"4$4!

!

内源乳化法制备干酪乳杆菌微胶囊工艺流程
!

内源

乳化法制备微胶囊的过程参照张国芳等)

"!

*报道的方法$修

改如下"将
"&+@

制得的一定浓度的菌悬液与
$&+@

一定

浓度的海藻酸钠和蛋白溶液混合$再将一定量的碳酸钙粉末

均匀分散在该混合液$再将此混合液乳化到含有体积分数

"4&_[

=

,0*8&

大豆油中!

!&&>

'

+-0

$

"%+-0

#后$加入
$&&

#

@

冰醋酸继续搅拌$以促进冰醋酸和碳酸钙的充分接触反应$

!&+-0

后$加入
"$&+@

=

B

为
%4%

的醋酸盐缓冲液并缓慢搅

拌$待凝胶成型的微胶囊都沉降到醋酸盐溶液底部后$吸去

油相$收集微胶囊$用
&4'_

生理盐水洗涤
!

次左右$去除剩

余油相和表面菌体%最后将制得的微胶囊放在
# C

冰箱

保存%

"4$4#

!

微胶囊包埋工艺单因素试验

!

"

#海藻酸钠质量分数"在海藻酸钠蛋白质含量比
"

"

"

$海藻酸钠碳酸钙含量比
!

"

"

$油水体积比
!

"

"

的条件下$

改变海藻酸钠质量分数!

"_

$

$_

$

!_

$

#_

$

%_

#$以微胶囊

的包埋率为指标$得到海藻酸钠的最佳添加量%

!

$

#海藻酸钠蛋白含量比"在海藻酸钠质量分数为
$_

$

海藻酸钠碳酸钙含量比
!

"

"

$油水体积比
!

"

"

的条件下$改

变海藻酸钠蛋白含量比!

"

"

%

$

"

"

!

$

"

"

"

$

!

"

"

$

%

"

"

#$以微

胶囊的包埋率为指标$得到最佳海藻酸钠蛋白含量比%

!

!

#油水体积比"在海藻酸钠质量分数
$_

$海藻酸钠蛋

白质含量比
"

"

"

$海藻酸钠碳酸钙含量比
!

"

"

的条件下$改

变油水体积比!

"

"

"

$

!

"

"

$

%

"

"

$

D

"

"

$

8

"

"

#$以微胶囊的包

埋率为指标$确定最佳油水体积比%

!

#

#海藻酸钠碳酸钙含量比"在海藻酸钠质量分数

$_

$海藻酸钠蛋白含量比
"

"

"

$油水体积比
!

"

"

的条件

下$改变海藻酸钠碳酸钙含量比!

"

"

"

$

"4%

"

"

$

!

"

"

$

(

"

"

$

"%

"

"

#$以微胶囊的包埋率为指标$确定最佳海藻酸钠碳酸

钙含量比%

"4$4%

!

微胶囊的形态分布及粒度检测
!

在单因素试验中确

定的最佳包埋条件下制得干酪乳杆菌微胶囊$分别少量蘸取

#

种微胶囊涂于载玻片上$用光学显微镜在
#&

$

"&&

倍下观察

微胶囊的形态分布情况(并用激光粒度分析仪测定
#

种微胶

囊的粒度大小$分别称取
&4%

1

微胶囊$加入
'4%+@

蒸馏水$

混合均匀后$加入到激光粒度分析仪测试容器中$进行粒度

检测%

"4$4(

!

微胶囊在模拟胃肠液中耐受性试验
!

在单因素试验

中确定的最佳包埋条件下制得干酪乳杆菌微胶囊$将
&4%

1

微胶囊均匀地分散到
#4%+@

在
!DC

下预热的人工模拟胃

液$将此混合液在控温振荡器
!DC

$

"&&>

'

+-0

下震荡%在

&

$

!&

$

(&

$

"$&+-0

时取样$并对微胶囊进行破碎以对活干酪

乳杆菌进行计数)

"!

*

%

"4$4D

!

微胶囊在模拟肠液中的耐受性试验
!

在单因素试验

确定的最佳包埋条件下制得干酪乳杆菌微胶囊$将
&4%

1

微

胶囊均匀地分散到
#4%+@

在
!DC

下预热的人工模拟肠液$

将此混合液在控温振荡器
!DC

$

"&&>

'

+-0

下震荡%在
&

$

!&

$

(&

$

"$&+-0

时取样$对干酪乳杆菌直接进行计数)

"!

*

%

"4!

!

分析方法

"4!4"

!

菌落计数
!

按
\?#D8'4!%

&

$&"&

中
XS[

固体培养

基平板倾注法执行%

"4!4$

!

微胶囊包埋率的测定
!

准确称取
&4%

1

微胶囊$加入

到
#4%+@

磷酸缓冲液!

&4"+:.

'

@

$

=

BD

#中$用磁力搅拌器

$&$

开发应用
!

$&"8

年第
#

期



搅拌
"&+-0

$取
&4%+@

样品稀释到适宜浓度后涂布$于

!DC

培养箱培养
#8E

后$菌落计数$得微胶囊中包埋的活

菌数!

GTF

'

+@

#

)

"%

*

$按式!

"

#计算包埋率%

包埋率
`

微胶囊中包埋的活菌数

起始添加的活菌数
k"&&_

% !

"

#

$

!

结果与统计
$4"

!

单因素试验

$4"4"

!

海藻酸钠质量分数对微胶囊包埋率的影响
!

由图
"

可看出$以乳清蛋白+大豆分离蛋白+酪蛋白及明胶分别与海

藻酸钠做复合壁材通过内源乳化法包埋干酪乳杆菌$微胶囊

的包埋率均随海藻酸钠质量分数的增加而增大$当海藻酸钠

质量分数为
$_

时$

#

种微胶囊的包埋率最大$当海藻酸钠的

浓度继续变大时$

#

种微胶囊的包埋率反而下降%可能是海

藻酸钠的黏度随浓度的增加而增大$浓度较高时$其黏度较

大$使菌体不能均匀分散$且形成的微胶囊壁过厚(但在海藻

酸钠浓度较低时$形成的微胶囊壁过薄导致机械强度不好$

从而影响包埋效果%

图
"

!

海藻酸钠质量分数对微胶囊包埋率的影响
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!

海藻酸钠蛋白质含量比对微胶囊包埋率的影响
!

由

图
$

可以看出$以乳清蛋白+大豆分离蛋白+酪蛋白及明胶分

别与海藻酸钠做复合壁材通过内源乳化法包埋干酪乳杆菌$

微胶囊的包埋率均随海藻酸钠蛋白含量比的增加而增大$当

海藻酸钠与蛋白质的含量比为
"

"

"

时$

#

种微胶囊的包埋率

最大$比例继续增加时$微胶囊的包埋率反而下降%可能是

海藻酸钠与蛋白质是作为复合壁材去弥补单一壁材的缺陷$

某一种成分过高或过低$都会影响微胶囊的包埋率%

图
$

!

海藻酸钠蛋白质含量比对微胶囊包埋率的影响
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!

油水体积比对微胶囊包埋率的影响
!

由图
!

可以看

出$以乳清蛋白+大豆分离蛋白+酪蛋白及明胶分别与海藻酸

钠做复合壁材通过内源乳化法包埋干酪乳杆菌$微胶囊的包

埋率均随油水体积比的增加而增大$其中以乳清蛋白+酪蛋白

与海藻酸钠做复合壁材的微胶囊在油水体积比为
!

"

"

时$微

胶囊的包埋率最大$以大豆分离蛋白+明胶与海藻酸钠做复合

壁材的微胶囊分别在油水体积比为
%

"

"

$

D

"

"

时$微胶囊的

包埋率最大$此后随着油水体积比的增加包埋率反而下降%

可能是当油相不足时$会导致微胶囊间粘连$从而影响包埋

率$当油水体积比变大时$由于分散空间相对较大$促进大液

滴的形成$但微胶囊的粒径过大不利于在实际中应用%

图
!

!

油水体积比对微胶囊包埋率的影响
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!

海藻酸钠碳酸钙含量比对微胶囊包埋率的影响
!

由

图
#

可以看出$以乳清蛋白+大豆分离蛋白+酪蛋白及明胶分

别与海藻酸钠做复合壁材通过内源乳化法包埋干酪乳杆菌$

微胶囊的包埋率均随海藻酸钠碳酸钙含量比的增加而增大$

其中以乳清蛋白+明胶及大豆分离蛋白分别与海藻酸钠做壁

材的微胶囊在海藻酸钠碳酸钙含量比为
!

"

"

时包埋率最大$

以酪蛋白与海藻酸钠做复合壁材的微胶囊在海藻酸钠碳酸钙

含量比
(

"

"

时包埋率最大$此后随着海藻酸钠碳酸钙质量比

的增加包埋率反而下降$可能是随着碳酸钙加入量的增多$钙

离子的浓度逐渐变大$从而促进了钙离子和海藻酸钠之间的

凝胶化反应$使形成的微胶囊致密性好$耐受性强$但是随着

碳酸钙的添加$碳酸钙浓度增大$溶液的表面张力增大$导致

形成的微胶囊高度收缩$且溶液中由于残留着大量的不溶性

的钙盐$使溶液密度增加$从而使微胶囊的包埋率降低%

图
#

!

海藻酸钠碳酸钙含量比对微胶囊包埋率的影响
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#

种复合壁材对干酪乳杆菌包埋效果的影响
!



!!

通过单因素试验得到以乳清蛋白海藻酸钠做复合壁材

包埋干酪乳杆菌的最佳条件为海藻酸钠质量分数
$_

$海藻

酸钠蛋白质含量比
"

"

"

$海藻酸钠碳酸钙含量比
!

"

"

$油水

体积比
!

"

"

$在此条件下包埋率可达
8D4%&_

(以大豆分离蛋

白海藻酸钠做复合壁材包埋干酪乳杆菌的最佳条件为海藻

酸钠质量分数
$_

$海藻酸钠蛋白质含量比为
"

"

"

$海藻酸

钠碳酸钙含量比
!

"

"

$油水体积比
%

"

"

$在此条件下包埋率

可达
D84"$_

(以酪蛋白海藻酸钠做复合壁材包埋干酪乳杆

菌的最佳条件为海藻酸钠质量分数
$_

$海藻酸钠蛋白质含

量比为
"

"

"

$海藻酸钠碳酸钙含量比
(

"

"

$油水体积比

!

"

"

$在此条件下包埋率可达
8!4"'_

(以明胶海藻酸钠做复

合壁材包埋干酪乳杆菌的最佳条件为海藻酸钠质量分数

$_

$海藻酸钠蛋白质含量比为
"

"

"

$海藻酸钠碳酸钙含量比

!

"

"

$油水体积比
D

"

"

$在此条件下包埋率可达
D(4%8_

%

$4$

!

壁材对微胶囊外观形态的影响

$4$4"

!

乳清蛋白复合壁材对微胶囊外观形态的影响
!

由

图
%

可看出$以乳清蛋白海藻酸钠为壁材得到的微胶囊其形

状分布较均一$为球形且未出现微胶囊间粘壁现象$达到预

期要求%

"4

包埋有菌体的微胶囊
!

$4

未包埋有菌体的微胶囊

图
%

!

乳清蛋白海藻酸钠复合壁材微胶囊

光学显微镜观察结果
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!

大豆分离蛋白复合壁材对微胶囊外观形态的影

响
!

由图
(

可以看出$微胶囊形状不一$且出现破壁现象$微

胶囊之间出现粘连$因此微胶囊的成型性不理想%

$4$4!

!

酪蛋白复合壁材对微胶囊外观形态的影响
!

由图
D

可以看出$以酪蛋白海藻酸钠为壁材得到的微胶囊其形状不

一$微胶囊间出现粘连现象%

"4

包埋有菌体的微胶囊
!

$4

未包埋有菌体的微胶囊

图
(

!

大豆分离蛋白海藻酸钠复合壁材微胶囊

光学显微镜观察结果
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"4

未包埋有菌体的微胶囊
!

$4

包埋有菌体的微胶囊

图
D

!

酪蛋白海藻酸钠复合壁材微胶囊光学显微镜观察结果
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!

明胶复合壁材对微胶囊外观形态的影响
!

由图
8

可以

看出$以明胶海藻酸钠为复合壁材得到的微胶囊形状较均一$

未出现微胶囊间的粘壁现象$但微胶囊间粒径大小相差较大%

"4

包埋有菌体的微胶囊
!

$4

未包埋有菌体的微胶囊

图
8

!

明胶海藻酸钠复合壁材微胶囊光学显微镜观察结果
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!

微胶囊粒度检测结果
!

由表
"

可以看出以明胶与海

藻酸钠做复合壁材包埋干酪乳杆菌时$微胶囊的粒度最小$

其他
!

种微胶囊的粒度均较大$由于微胶囊的粒度较大时$

在加工过程中会对产品品质产生不利影响$如产品组织状

态+口感等$因此从粒度大小来看明胶复合壁材较其他
!

种

微胶囊效果较好$更有利于在食品加工中的应用%

表
"

!

#

种微胶囊粒度检测结果

O,P.5"

!

Z,>H-7.5I-Q5:KK:3>+-7>:7,

=

I3.5I

壁材 微胶囊粒度'
#

+

乳清蛋白
!!

"##4%#

大豆分离蛋白
"'(4%!

酪蛋白
!!!

"D(4D8

明胶
!!!!

8'488

$4!

!

干酪乳杆菌微胶囊在模拟胃肠液中的耐受性

$4!4"

!

干酪乳杆菌微胶囊在模拟胃液中的耐受性
!

从图
'

可以看出$未包埋的干酪乳杆菌和用
#

种不同复合壁材包埋

的干酪乳杆菌在模拟胃液中$随着时间的延长$活菌数都有

下降%以乳清蛋白+大豆分离蛋白+酪蛋白及明胶为复合壁

材包埋的干酪乳杆菌在模拟胃液中
$E

时其存活率分别为

8"4D"_

$

'&4!'_

$

8%4(D_

$

8D48D_

$未包埋的干酪乳杆菌其

存活率为
%(4%"_

$由此可看出相比于未包埋的干酪乳杆菌$

这
#

种不同壁材的微胶囊都提高了干酪乳杆菌在胃液中的

#&$

开发应用
!

$&"8
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#
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图
'

!

干酪乳杆菌微胶囊在模拟胃液中的存活情况
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存活率$其中以大豆分离蛋白海藻酸钠为复合壁材的微胶囊

在模拟胃液中对干酪乳杆菌的保护效果最佳%

$4!4$

!

干酪乳杆菌微胶囊在模拟肠液中的耐受性
!

从图
"&

可以看出$

#

种不同的蛋白分别与海藻酸钠做复合壁材的微

胶囊在
!&+-0

时$在模拟的肠液中
#

种微胶囊释放的活菌

数最多$其中酪蛋白复合壁材微胶囊在
!&+-0

时已基本释

放完菌体(大豆分离蛋白复合壁材微胶囊+明胶复合壁材微

胶囊+乳清蛋白复合壁材微胶囊在
(&+-0

时$已基本释放完

菌体%由此可知
#

种不同复合壁材的微胶囊都有较好的肠

液溶解性$使得包埋于该微胶囊中的活菌可以定植于肠道$

进而发挥其益生作用%

图
"&

!

干酪乳杆菌微胶囊在模拟肠液中的活菌数变化
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!

!

结论
#

种复合壁材通过内源乳化法制备的干酪乳杆菌微胶

囊$在包埋率+形态分布+粒度大小及模拟胃肠液中耐受性四

方面各有优缺点$乳清蛋白复合壁材微胶囊在包埋率及微胶

囊形态分布方面优于其他
!

种微胶囊$明胶复合壁材微胶囊

的粒度大小较其他
!

种小$大豆分离蛋白复合壁材微胶囊在

模拟胃液中对菌体的保护效果优于其他
!

种微胶囊$酪蛋白

复合壁材微胶囊在模拟肠液中对菌体的溶出情况优于其他
!

种微胶囊%本次试验对基于内源乳化法包埋干酪乳杆菌的

蛋白质复合壁材的选择进行了深入的探究$补充和完善了张

国芳等)

"!

*以乳清蛋白复合壁材利用内源乳化法制备干酪乳

杆菌微胶囊%由于不同蛋白质复合壁材对干酪乳杆菌包埋

效果的影响不同$根据不同蛋白质复合壁材在包埋率+模拟

胃肠液中的耐受性+微胶囊粒度大小及显微结构四方面对包

埋效果的不同影响$可根据在具体食品加工及应用中的不同

需求选择更有效的包埋壁材$丰富了复合壁材选择依据$使

内源乳化法更加广泛地应用于益生菌的包埋中%但本次试

验探究了
#

种蛋白质复合壁材对干酪乳杆菌的包埋效果的

影响$而蛋白质复合壁材种类繁多$对此的研究还不够全面$

今后可继续就其他蛋白质复合壁材对干酪乳杆菌包埋效果

的影响进行探究%
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