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热激联合牛蒡抗热保护剂对益生菌奶粉中益生菌

喷雾干燥活性的影响
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（江苏省农业科学院农产品加工研究所，江苏南京２１００１４）

　　摘要：提高益生菌抗热性的研究一直是工业化喷雾干燥生产益生菌奶粉的热点与难点，研究益生菌 ＦＭ－ＬＰ－４
的热激预处理条件，优化菌体经热激预处理后使用牛蒡复合抗热保护剂的喷雾干燥工艺。结果表明，适宜进行热激的

益生菌培养时间段为１０～１１ｈ，最适热激温度为５５℃，热激时间为２５ｍｉｎ。喷雾干燥的最优工艺为：出口温度８０℃，

进口温度１７０℃，进料速率０．８Ｌ／ｈ，此时活菌数为４．６４×１０９ＣＦＵ／ｍＬ。热激菌体加牛蒡复合抗热保护剂经优化的喷
雾干燥工艺获得益生菌奶粉，其中益生菌活菌数比对照提高约１个数量级。
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　　中国已经赶超日本、美国成为全球第一大奶粉
消费国。随着人们营养保健意识的不断提高和消

费观念的转变，具有营养保健功能的高端乳制品日

益成为新的消费引擎。益生菌奶粉为含有益生菌

的奶粉，具有改善人体肠道宿主环境的作用。目

前，我国市场上高档的功能性益生菌乳制品已出

现，然而，大多以发酵乳的形式出现，需冷链运输，

且保质期短。功能性益生菌奶粉的研制，突破了运

输壁垒，扩大消费区域，具有广阔的市场化前景。

益生菌奶粉常采用将奶粉和冻干益生菌粉混

合的方法制备，冷冻干燥的高成本是其瓶颈。若能

采用喷雾干燥１次制备益生菌奶粉，则有望大幅降
低成本。喷雾干燥过程对益生菌带来脱水、氧化和

热损伤，造成活菌数大量下降。有学者提出，多种

方法来提升喷雾干燥益生菌的活性，主要有加强对

细胞结构的保护、提升益生菌的外界应激抗性，优

化喷雾干燥参数，筛选应用抗热保护剂等［１］。益生

菌在外界应激下会生成应激蛋白用于修复受损细

胞，提升菌体应激抗性。热激处理是利用上述特

性，通过模拟外界应激条件以增加菌体对应激环境

的耐受能力，是一种较常用的提升菌体耐热能力的

途径。

喷雾干燥抗热保护剂的筛选已成为相关学者

关注热点，合适的保护剂能有效提高益生菌在干

燥、储藏和体内消化过程等严苛环境下的存活率。

Ｃｈａｉｋｈａｍ等研究发现，益生元（菊糖、木糖和低聚果
糖等）对益生菌的耐热性有保护作用［２］。牛蒡块根

富含菊糖、酚酸、黄酮、牛蒡苷及多种维生素等营养
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功能成分。现代医学证明，牛蒡具有抗氧化、抑菌、

抗疲劳、免疫调节、保护肝脏［２－３］、促进益生菌生长

等多种功效［４－５］。雷张腾将菊糖作为保拉迪酵母的

复合冻干保护剂成分，并认为菊糖中的羟基通过与

细胞膜磷脂和蛋白质以氢键结合，对菌体起到保护

作用［６］。崔莉等通过单因素和正交设计优化获得

ＦＭ－ＬＰ－４牛蒡复合抗热保护剂配方（丰县牛蒡粉
２．０％、葡萄糖４％、沛县牛蒡粉２．０％），菌体在复合
保护剂保护下经 ７５℃热处理 １０ｍｉｎ后活菌数为
２１２×１０６ＣＦＵ／ｍＬ［７］。本研究在获得保护剂配方
的基础上，探讨热激处理和喷雾干燥工艺参数优化

对益生菌奶粉中益生菌 ＦＭ－ＬＰ－４的耐热保护
作用。

１　材料与方法

１．１　试验材料
副干酪乳杆菌 ＦＭ－ＬＰ－４为研究室保藏。试

验时间为２０１９年７月１２日至８月１７日。明胶，用
ＰＢＳ溶解后灭菌备用，使用前水浴加热溶解。蔗糖
和甘油：需经微孔滤膜过滤。陆桥 ＭＲＳ肉汤培养
基。ＭＲＳ固体培养基，在液体培养基的基础上加入
１．５％琼脂。
１．２　仪器与设备

ＳＷ－ＣＪ－ＩＤ型净化工作台，苏州净化设备有
限公司；上海第三分析仪器厂；高压蒸汽灭菌锅，上

海申安医疗器械厂；Ｈ１８５０Ｒ型高速冷冻离心机，长
沙湘仪离心机仪器有限公司；ＨＨ－４数显恒温水浴
锅，国华电器有限公司；ＨＹＧ－Ａ全温摇瓶柜，太仓
实验设备厂；ＦＷ１００高速万能打粉机，天津市泰斯
特仪器有限公司。

１．３　方法
１．３．１　菌种活化及扩大培养　将副干酪乳杆菌
ＦＭ－ＬＰ－４冻干菌种接入液体培养基中，３４℃振荡
培养２４ｈ，活化２～３次。活化好的种子液以５％的
接种量接种于ＭＲＳ液体培养基中，同样条件扩大培
养后菌液离心取菌泥，用无菌生理盐水或牛奶冲

洗，制成活菌数为１０１０ＣＦＵ／ｍＬ的菌悬液。
１．３．２　活菌数测定　按照 ＧＢ４７８９．３５—２０１０，采
用稀释涂布平板计数法。

１．３．３　牛蒡复合抗热保护剂的制备　牛蒡超微粉
的制备：将丰县和沛县牛蒡于６０℃下干燥４ｈ，至水
分６％以下，经粉碎机超低温粉碎，过３２５目筛得牛
蒡超微粉。牛蒡复合抗热保护剂配方为丰县牛蒡

粉２．０％、葡萄糖４％、沛县牛蒡粉２．０％。
１．３．４　抗氧化能力的测定
１．３．４．１　ＤＰＰＨ自由基清除能力的测定　参考
Ｓｈｅｎ等的方法［８］，略做改进。１ｍＬ经热激预处理
菌液溶解到９ｍＬ９５％ 乙醇溶液，取２ｍＬ样品混合
溶液加 ２ｍＬ０．１６ｍｍｏｌ／ＬＤＰＰＨ溶液，２５℃ 水浴
加热 ０ｍｉｎ，在５１７ｎｍ处测试样吸光度（Ｄｉ），用蒸
馏水代替上述体系中样品混合溶液测得空白吸光

度（Ｄ０），用 ９５％ 乙醇代替上述体系中 ＤＰＰＨ溶液。
测得样品本底吸光度（Ｄｊ），清除率 ＝１－（Ｄｉ－Ｄｊ）／
Ｄ０×１００％，其中Ｄ０取０．５５２。
１．３．４．２　ＯＨ自由基清除能力的测定　参考 Ｓｈｅｎ
等的方法［８］，略做改进。１ｍＬ经热激预处理菌液溶
解到９ｍＬ９５％乙醇溶液，取４ｍＬ样品混合溶液加
入８．８ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２、９ｍｍｏｌ／ＬＦｅＳＯ４和 ９ｍｍｏｌ／Ｌ
水杨酸各 ０．５ｍＬ，混匀，３７℃水浴加热３０ｍｉｎ，在
５１０ｎｍ处测定吸光度（Ｄｉ′），用蒸馏水代替体系中
样品混合溶液，测得空白吸光度（Ｄ０′），用蒸馏水替
代ＨＯ溶液，测得样品本底吸光度（Ｄｊ′），清除率 ＝
１－（Ｄｉ′－Ｄｊ′）／Ｄ０′×１００％，其中Ｄ０′取０．６０２。
１．３．４．３　Ｆｅ３＋还原力的测定［９］　１ｍＬ经热激预处
理菌液溶解到９ｍＬ９５％ 乙醇溶液。取２ｍＬ样品
混合溶液加入１０ｇ／Ｌ铁氰化钾溶液和 ０．２ｍｏｌ／Ｌ
磷酸盐缓冲液（ｐＨ值６．６）各２ｍＬ，于５０℃ 保温
２０ｍｉｎ，加入 ２ｍＬ１ｇ／ｍＬ三氯乙酸溶液，混匀，
３０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，取 ２ｍＬ上清液，加入
２ｍＬ蒸馏水和 ０．４ｍＬ１ｇ／Ｌ三氯化铁溶液，室温
反应１０ｍｉｎ，于７００ｎｍ处测定吸光度。
１．３．５　热激条件
１．３．５．１　热激菌体培养时间的选择　根据 ＦＭ－
ＬＰ－４生长曲线，选择对数期菌数较多的时间段作
为热激菌体培养最佳时间段。

１．３．５．２　耐热曲线　选择４５、５０、５５、６０℃为热处
理温度，将益生菌液在上述温度下水浴，每隔５ｍｉｎ
测定活菌数，以热处理时间为横坐标、活菌数为纵

坐标绘制其耐热曲线。

１．３．５．３　不同热激条件对菌体抗氧化活性的影响
　在选定的热激条件下对ＦＭ－ＬＰ－４热激处理，测
定抗氧化活性变化，选择菌体抗氧化活性较高的热

激条件。

１．３．６　喷雾干燥条件对益生菌奶粉中益生菌活菌
数的测定的影响　经热激预处理菌液离心得菌泥，
溶解于不同浓度含牛蒡复合抗热保护剂无菌牛奶
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中，采用正交试验 Ｌ９（３
４）对出口温度（Ａ）、进口温

度（Ｂ）、进料速率（Ｃ）３项喷雾干燥工艺参数对益生
菌奶粉中益生菌活菌数的测定的影响进行检测，正

交试验因素水平见表１。试验结果采用 ＳＰＳＳ１３．０
统计软件进行分析，以筛选出最佳喷雾干燥条件。

表１　喷雾干燥工艺优化正交试验因素水平

水平
Ａ：出口温度
（℃）

Ｂ：进口温度
（℃）

Ｃ：进料速率
（Ｌ／ｈ）

１ ８０ １３０ ０．４

２ ９５ １５０ ０．６

３ １１０ １７０ ０．８

１．３．７　数据统计分析　用 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ１９９７—
２００３进行数据整理和作图分析，采用 ＳＡＳＶ８统计
进行方差分析，并应用 ｔ检验进行样品间的显著性
差异分析（Ｐ＜０．０５）。

２　结果与分析

２．１　ＦＭ－ＬＰ－４亚致死热激条件确定
２．１．１　最佳耐热时间的选择　从图１可以看出，
１０～１２ｈ的ＦＭ－ＬＰ－４生长速率最快，此时 ＬＡ达
到对数生长期，并在培养１２ｈ的时候达到了菌数的
最大值，Ｃｏｒｃｏｒａｎ等认为，对数生长期的菌体较稳定
生长期的菌体可塑性强，应对胁迫情况提升抗逆性

好，可以很快调整体内代谢途径以适应不利环

境［１０－１１］。张书猛等研究比较嗜酸乳杆菌在不同菌

体生长期的耐热性，提出其在稳定期即培养 １１ｈ
时，抗热性能较优［１２］。结合相关研究，选择 １０～
１２ｈ为热激菌体培养最佳时间段。

２．１．２　ＦＭ－ＬＰ－４耐热曲线　从图２可以看出，
ＦＭ－ＬＰ－４在６０℃条件下处理１５ｍｉｎ基本失活。
在４５、５０、５５℃条件下，处理２５ｍｉｎ时，菌数均有较
明显的下降，但依然保持较好的存活率。胡榴榴研

究发现，干酪乳杆菌１．１２．８在５０℃热处理２５ｍｉｎ

后，活菌数下降不到 １个数量级；６０℃热处理
２５ｍｉｎ，菌体数量下降了约１个数量级［１３］，因此确

定６０℃ ２５ｍｉｎ为其热激处理条件。

　　Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ２９９ｖ在喷雾干燥前经过４９．５℃
的亚致死温度处理３０、６０ｍｉｎ于室温下贮藏１８０ｄ，
其存活性显著增强，并推测热应激引起的保护作用

有可能是生成了热休克蛋白［１４］。Ｌ．ａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ以
５０℃、Ｌ．ｒｈａｍｎｏｓｕｓ以５２．５℃亚致死预处理１２ｍｉｎ
后，均能够耐受随后的９２℃的喷雾干燥出口温度，
而通常乳酸菌能够耐受的温度为 ８５～９０℃［１５］。经

过亚致死温度（５２℃，１５ｍｉｎ）预处理后再喷雾干燥
将使 Ｌ．ｃａｓｅｉＮａｄ、Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ８３２９的菌数下降
０１６、０．４９ｌｇ（ＣＦＵ／ｍＬ），而未经预处理直接喷雾干
燥其菌数下降０．８５、０．９５ｌｇ（ＣＦＵ／ｍＬ）［１６］。
２．１．３　不同热激温度对抗氧化活性的影响　从表
２可以看出，ＦＭ－ＬＰ－４在５５℃条件下处理２５ｍｉｎ
时，各项抗氧化指标均高于 ５０℃。张书猛等选取
４０、４５、５０、５５、６０℃进行３０ｍｉｎ热激处理，研究其热
激后的菌数变化，发现在４５℃时菌体具有较高的活
菌数，存活率也较高，并且具有较好的发酵性能［１２］，

所以选择４５℃作为热激温度。从图２、表２可以看
出，ＦＭ－ＬＰ－４在５５℃条件下的存活率较高，而且
抗氧化活性最高，推测其经热激休克后产生了热适

应，故选择５５℃处理２５ｍｉｎ为最佳热激条件。

表２　热激温度对抗氧化活性的影响

热激温度

（℃）
ＤＰＰＨ自由基
清除能力（％）

ＯＨ自由基
清除能力（％）

Ｆｅ３＋还原力
（％）

４５ ８３．３２±０．５９ ９２．３１±１．３３ ７３．２１±１．０４

５０ ８３．８８±１．０８ ９４．８４±１．８１ ７９．８８±０．４６

５５ ８９．１１±０．９８ ９６．５１±１．６９ ８９．８８±０．４８

２．２　含ＦＭ－ＬＰ－４奶粉的喷雾干燥工艺确定
２．２．１　喷雾干燥正交试验　含ＦＭ－ＬＰ－４奶粉的
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喷雾干燥工艺参数 Ｌ９（３
４）正交试验因素水平取值

及结果见表３。经直观分析比较３个因素的极差 Ｒ
值可知各因素对喷雾干燥后菌存活的影响程度为

Ａ＞Ｂ＞Ｃ，由各因素的均值大小可知最佳组合为
Ａ１Ｂ３Ｃ３，即喷雾干燥工艺参数为：出口温度 ８０℃，
进口温度１７０℃，进料速率０．８Ｌ／ｈ。

表３　喷雾干燥正交试验结果

试验号
Ａ：出口温度
（℃）

Ｂ：进口温度
（℃）

Ｃ：进料速率
（Ｌ／ｈ）

ｌｇ［活菌数
（ＣＦＵ／ｍＬ）］

１ ８０ １３０ ０．４ ９．２１

２ ８０ １５０ ０．６ ９．６２

３ ８０ １７０ ０．８ ９．６７

４ ９５ １３０ ０．６ ９．３１

５ ９５ １５０ ０．８ ９．５３

６ ９５ １７０ ０．４ ９．６５

７ １１０ １３０ ０．８ ８．９１

８ １１０ １５０ ０．４ ９．１９

９ １１０ １７０ ０．６ ９．１１

ｋ１ ９．５００ ９．１４３ ９．３５０

ｋ２ ９．４９７ ９．４４７ ９．３４７

ｋ３ ９．０７０ ９．４７７ ９．３７０

Ｒ ０．４３０ ０．３３４ ０．０２３

优水平 Ａ１ Ｂ３ Ｃ３

２．３　热激、牛蒡复合抗热保护剂和喷雾干燥工艺优
化及联合对益生菌抗热性能的影响

从表４可知，牛蒡复合抗热保护剂可以提升益
生菌的存活率近２倍，热激联合牛蒡复合抗热保护
剂则可以将益生菌的活菌数提高约１个数量级。

表４　热激、抗热保护剂和喷雾干燥工艺优化及

组合对益生菌活菌数的影响

处理
喷雾干燥后活菌数

（ＣＦＵ／ｍＬ）

空白对照 （４．０８±０．０８）×１０８ｃ

牛蒡复合抗热保护剂 （８．５３±０．１８）×１０８ｂ

热激联合牛蒡复合抗热保护剂 （４．６４±０．１６）×１０９ａ

３　结论

ＦＭ－ＬＰ－４适宜进行热激的培养时间段为
１０～１１ｈ，最适热激温度为 ５５℃，热激时间为
２５ｍｉｎ。含ＦＭ－ＬＰ－４益生菌奶粉喷雾干燥的最
优工艺为：出口温度８０℃，进口温度１７０℃，进料速
率０．８Ｌ／ｈ，热激联合牛蒡复合抗热保护处理益生
菌经喷雾干燥后活菌数比对照提高约１个数量级。
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