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真空冷冻干燥与喷雾干燥长双歧杆菌的

工艺比较研究
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摘   要：为有效延长双歧杆菌的保存期和耐受性，利用真空冷冻干燥及喷雾干燥法制备活性菌粉。研究两种干燥

方法的工艺参数，并对干燥得到的活性菌粉性能进行比较。真空冷冻干燥法制备的长双歧杆菌活性菌粉的活菌数为

7.98 × 109CFU/g、存活率 90.9%、含水量 3.8%，4℃保藏 90d 后活菌数为 2.5 × 108CFU/g，菌粉的水溶性好；喷

雾干燥法制备的活性菌粉的活菌数为 4.4 × 109CFU/g、存活率 82.2%、包埋率 71.9%、含水量 5.6%，4℃保藏 90d
后活菌数为 4 × 108CFU/g，菌粉在水中的溶解时间较长。真空冷冻干燥成本较高、操作时间长、菌粉的保藏期较

短；而喷雾干燥工艺简单、生产成本低、工作效率高，包埋的菌粉保藏期较长。

关键词：真空冷冻干燥；喷雾干燥；长双歧杆菌；活性菌粉；工艺；比较

Comparison of Vacuum Freeze-Drying and Spray-Drying Processes for Active
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Abstract：For long term storage and to improve its stress resistance, Bifidobacterium longum was made into active bacteria
powder by vacuum freeze-drying or spray-drying. In this study, we first optimized the technological conditions for active
Bifidobacterium longum powder production and then compared these two processes in term of bacterial survival rate, cost, and
ease of operation. The viable count, survival rate, moisture and viable count after storage for 90 days at 4 ℃ of vacuum freeze-
dried active Bifidobacterium longum powder were 7.98 × 109 CFU/g, 90.9%, 3.8%, and 2.5 × 108 CFU/g, respectively. The
powder dissolved easily in water. In contrast, the viable count, survival rate, encapsulation efficiency, moisture and viable count
after storage for 90 days at 4 ℃ of spray-dried Bifidobacterium longum powder were 4.4 × 109 CFU/g, 82.2%, 71.9%, 5.6% and
4 × 108 CFU/g, respectively. It took longer time to dissolve in water when compared to vacuum-freeze dried powder. Vacuum
freeze-drying was more complicated to operate, time-consuming and expensive than spray-drying. In conclusion, these two
processes have both their advantages and disadvantages, which make them fit for different purposes.
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双歧杆菌(Bifidobacterium)是人和哺乳动物消化道内

维持肠道菌群平衡且具有重要益生功能的生理性细菌之

一[ 1 -2 ]，并逐渐应用于功能性食品、保健营养品及医疗

免疫产品的开发和使用[3-4]。其基础研究与应用在美国、

法国、德国、俄罗斯、日本等国家受到较高的重视 [ 1 ]，

目前双歧杆菌高效活菌固体制剂的开发逐渐成为研究的

热点 [ 5 ]。但是，双歧杆菌对生存条件要求苛刻，氧气

和酸度对菌体的损伤较大，在生产、贮存以及运输过

程中活菌含量下降迅速[6-7]。真空冷冻干燥与喷雾干燥技

术可以有效的保护菌体活力，成为制备双歧杆菌活菌固

体制剂的重要方法[ 8 ]。

真空冷冻干燥与喷雾干燥工艺不同，所制备的双歧
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杆菌活菌固体制剂性能也有所差异，本次研究主要以长双

歧杆菌为研究对象，对比两种干燥方法的工艺及干燥得到

的活性菌粉性能。以便针对实际生产要求选择更适合的工

艺，并为深入研究双歧杆菌活菌制剂制备技术提供借鉴。

1 材料与方法

1.1 菌株、培养基与试剂

长双歧杆菌 Bi-05(Bifidobacterium longum)    丹尼斯

克(中国)有限公司。

活化菌种用改良 TPY 液体培养基[7]；发酵及活菌计

数培养基采用文献[9-10]配制。

β - 环糊精、海藻糖、甘露醇    西安智诚生物科

技有限公司；脱脂奶粉    内蒙古伊利实业集团有限公

司；水苏糖    西安大鹏生物科技有限公司；阿拉伯树

胶粉    苏丹巨人集团阿拉伯树胶中国办事处；胰蛋白酶

(酶活力 250U/mg)    美国 Amresco 公司。

1.2 仪器与设备

DX-5 冷冻真空干燥系统     上海东富龙科技有限公

司；Freezone-6L 真空冷冻干燥机    美国 Labconco 公司；

喷雾干燥中试设备(专利号200910022255.7；200910022256.1，
水分蒸发量为 40kg/h)    陕西省科学院酶工程研究所自行

设计研制。

1.3 方法

1.3.1 真空冷冻干燥工艺参数的研究

1.3.1.1 单因素冻干保护剂筛选[7,11]

采用 Freezone-6L 真空冷冻干燥机进行冻干保护剂筛

选试验，选择甘油、水苏糖、菊糖、脱脂奶粉、大

豆蛋白、葡萄糖、甘露醇、海藻糖、麦芽糖、乳糖、

蔗糖作为保护剂筛选对象。各配制 5 种质量浓度的溶

液，其中甘油和脱脂奶粉质量浓度设置为 5 0、1 0 0 、

150、200、250g/L；其他物质质量浓度设置为 40、60、
80、100、120g/L。以冻干菌体存活率为检测指标，确

定最佳单因素冻干保护剂及其质量浓度。

1.3.1.2 复合因素冻干保护剂筛选[12]

采用 DX-5 冷冻真空干燥系统进行试验，根据单因

素保护剂筛选结果，选择脱脂奶粉、甘露醇、大豆蛋

白的添加量设计 L9(33)正交试验，以冻干菌体存活率为

检测指标，确定最佳保护剂组合。

1.3.1.3 添加麦芽糊精的防回潮实验

采用 DX-5 冷冻真空干燥系统进行实验，将确定好

的双歧杆菌最佳冻干保护剂配方中再添加适量的麦芽糊

精，麦芽糊精的添加量分别设置为 1 0、2 0、3 0、4 0、
50g/L，根据冻干菌粉的活菌数及回潮性质，最终确定

最佳的麦芽糊精添加量。

1.3.1.4 工艺条件与冻干曲线分析

在最佳保护剂条件下，利用 DX-5 冷冻真空干燥系

统进行冻干。先将双歧杆菌发酵液于 4 0 0 0 r / mi n 离心

5min，混料(加保护剂)使菌泥质量浓度达 10g/L，装盘

使液面厚度在 5mm 左右，放入冻干箱，温度最终上升

至 30℃以上并维持稳定后冻干结束，装袋密封于 4℃保

存，绘制冻干曲线并进行分析 [ 1 3 ]。

1.3.2 喷雾干燥工艺研究

1.3.2.1 壁材质量浓度、芯材质量浓度、处理温度和

处理时间对菌体存活率的影响

以壁材(β - 环糊精、阿拉伯树胶粉质量比为 4:6)质
量浓度[3,14-15]、芯材质量浓度[7](海藻糖 20g/L、甘露醇

20g/L、菌泥 25g/L 和抗坏血酸 0.01g/L)、处理温度和处

理时间为试验因素，设计 L9(34)正交试验，确定喷雾干

燥过程中壁材质量浓度和芯材质量浓度的最佳组合，检

验在热处理过程中 4 个因素对菌体的存活率影响能力。

1.3.2.2 喷雾干燥工艺参数的确定

梯度设置进风温度、调节控制排风温度，利用喷

雾干燥中试设备进行实验。发酵液于 4 0 0 0 r / mi n 离心

5 m i n ，取菌泥加入包埋壁材、包埋芯材混合静置

30min，然后进行喷雾干燥。双层平板菌落计数法对喷

雾干燥后的菌粉进行活菌计数[16]，根据活菌数确定最佳

工艺参数。

1.4 干燥后菌粉的性能分析比较

1.4.1 真空冷冻干燥和喷雾干燥后菌粉的长双歧杆菌活

菌数、存活率、水分含量及包埋率的比较 [ 1 7 -1 9 ]

                                    n1

菌体存活率 /%=————×100                               (1)
                                  n

式中：n1 为干燥后菌粉中的长双歧杆菌活菌数 /(CFU/g)；
n 为干燥前加入的长双歧杆菌的活菌数 /(CFU/g)。

                                        n2－n0

喷雾干燥包埋率 /%= —————× 100                   (2)
                                             n2

式中：n2 为干燥后微胶囊中的活菌数 /(CFU/g)；n0

为微胶囊表面的活菌数 /(CFU/g)。
取喷雾干燥后的微胶囊样品各 1g，分别置于 99mL

的缓冲液(pH4.0)和肠溶液(pH6.8)，37℃恒温水浴振荡，

处理 45min，活菌计数分别为微胶囊表面的活菌数和产

品中的活菌数。

干燥后菌粉的水分含量测定：参照GB/T 5009.3—2003
《食品中水分的测定》方法。

1.4.2 4℃保藏实验

将真空冷冻干燥和喷雾干燥后的菌粉置于 4℃贮藏

3 0、6 0、9 0 d，检测活菌数变化并进行比较 [ 2 0 ]。
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2 结果与分析

2.1 单因素冻干保护剂对菌体活性的影响

用于生产的冻干保护剂必须具有安全性，可提高

菌体存活力，不影响活菌制剂的检测和消费，易获

取，价格低廉。根据实际分析，选取 1 1 种物质为冷

冻干燥保护剂，研究在冻干过程中对长双歧杆菌的保护

效果。结果如图 1 所示，在冷冻干燥过程中，对长双

歧杆菌保护效果最好的单一保护剂为 100g/L 水苏糖，其

次为 100g/L 脱脂奶粉、60g/L 甘露醇、80g/L 大豆蛋白。

甘露醇是山梨糖醇的异构化体，没有吸湿性，干

燥快且稳定性好，冻干后制品不易回潮，复水迅速；

脱脂奶粉保护效果较好，是真空冷冻干燥过程中常用的

冻干保护剂；水苏糖对人体胃肠道内的双歧杆菌、乳酸

杆菌等有益菌群有着极明显的增殖作用，调节微生态菌

群平衡，但水苏糖的冻干保护作用暂未见相关报道。

2.2 复合因素冻干保护剂对菌体活性的影响

试验号
A 脱脂奶粉 B 甘露醇 C 大豆蛋白 菌体

添加量 /(g/L) 添加量 /(g/L) 添加量 /(g/L) 存活率 /%
1 1(60) 1(20) 1(60) 52.18
2 1 2(40) 2(80) 58.15
3 1 3(60) 3(100) 63.61
4 2(80) 1 2 58.52
5 2 2 3 56.89
6 2 3 1 60.24
7 3(100) 1 3 64.23
8 3 2 1 53.70
9 3 3 2 74.34
k1 57.98 58.31 55.373
k2 58.55 56.247 63.67
k3 64.09 66.063 61.577
R 6.11 9.816 8.297

表 1 冷冻真空干燥系统筛选冻干保护剂的正交试验结果

Table 1   Orthogonal array design arrangement and results for
optimizing vacuum freeze-drying cryoprotectant formulation

利用筛选得到的具有较好冻干保护效果的单一保护

剂，进行组合试验，发挥复合保护剂的保护效果。水

苏糖保护效果好，但价格贵，考虑工业化生产，用大

豆蛋白替代。单批次试验样品 20L，总体干燥时间 22～
24h。结果如表 1 所示，3 种保护剂的保护效果依次为

甘露醇＞大豆蛋白＞脱脂奶粉，最佳复合保护剂组合为

A3B3C2，即脱脂奶粉添加量 100g/L、甘露醇添加量 60g/L、
大豆蛋白添加量 80g/L，存活率为 74.34%。

2.3 麦芽糊精的防回潮效果

冻干产品放置一段时间后，菌粉易吸潮，对菌粉

活性影响较大，因此采用麦芽糊精缓解菌粉回潮。结

果如图 2 所示，当麦芽糊精的添加量为 10g/L 时，活菌

数最高，为 7.98 × 109CFU/g，并且当添加麦芽糊精后，

冻干粉质地变得较为致密，放置相同时间后与未加麦芽

糊精的样品相比吸潮性有所缓解。

2.4 冻干过程中温度变化曲线分析

由图 3 可知，整个冻干过程分为预冻、升华干燥

和解析干燥 3 个阶段。预冻阶段：箱内预冻。样品放

入冻干箱后，3h 温度迅速降低到－ 44℃。升华干燥阶

段：板层温度升高，升华阶段开始。样品温度基本维

持在(－ 34 ± 2)℃，升华时间约 10h。解析干燥阶段：

板层继续升温，进入解析干燥阶段。样品温度迅速上

升至 3 1 ℃，并保持稳定，冻干结束。

横坐标 1～5 代表甘油和脱脂奶粉质量浓度分别为 50、100、150、
200、250g/L，其他物质质量浓度 40、60、80、100、120g/L。

图 1 单一冻干保护剂对菌体存活率的影响

Fig.1   Effect of different individual cryoprotectants on survival rate of
Bifidobacterium longum Bi-05 after lyophilization
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图 2 添加麦芽糊精对冻干菌体活性的影响

Fig.2   Effect of maltodextrin on viable count of lyophilized bacteria
powder

8
7
6
5
4
3
2
1
0

活
菌
数

/(1
09 C

FU
/g

)

麦芽糊精质量浓度 /(g/L)

10 20 30 40 50

图 3 冻干过程中温度变化曲线

Fig.3   Temperature curve during freeze-drying
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2.5 壁材质量浓度、芯材质量浓度、处理温度和处理

时间对菌体存活率的影响

喷雾干燥过程中的热风温度对长双歧杆菌的存活率

有较大影响，因此通过壁材包埋芯材来克服。为了节

约菌液，在喷雾干燥之前，利用水浴法对壁材质量浓

度、芯材质量浓度、处理温度和处理时间进行正交优

化试验，采用双层平板菌落计数法进行活菌计数，并

计算菌体存活率，结果见表 2 。

试验 A 壁材质量 B 芯材质量 C 处理 D处理 菌体

号 浓度 /(g/L) 浓度 /(g/L) 温度 /℃ 时间 /min 存活率 /%
1 1(80) 1(40) 1(60) 1(1) 75.5
2 1 2(60) 2(65) 2(5) 80.6
3 1 3(80) 3(70) 3(10) 57.5
4 2(90) 1 2 3 62.5
5 2 2 3 1 78.5
6 2 3 1 2 83.8
7 3(100) 1 3 2 70.2
8 3 2 1 3 78.0
9 3 3 2 1 83.3
k1 71.200 69.400 79.100 79.100
k2 74.933 79.033 75.467 78.200
k3 77.167 74.867 68.733 66.000
R 5.967 9.633 10.367 13.100

表 2  壁材质量浓度、芯材质量浓度、处理温度与处理时间的

正交试验设计及结果

Table 2   Orthogonal array design arrangement and results for
optimizing spray-drying conditions

表 2 结果显示，壁材质量浓度、芯材质量浓度、

处理温度和处理时间对双歧杆菌的存活率影响依次为处

理时间＞处理温度＞芯材质量浓度＞壁材质量浓度，最

优处理组合为 A 3B 2C 1D 1。按照最优组合：壁材质量浓

度 100g/L、芯材质量浓度 60g/L、处理温度 60℃、处

理时间 1min 进行验证实验，测得该条件下的菌体存活率

为 8 5 . 6 %，验证了最优组合结果的可靠性。因此，为

了在喷雾干燥过程中提高菌体存活率和活菌数，应调低

风温、减少菌粉在塔内的停留时间。

2.6 进风温度、排风温度、塔壁温度及流速对喷雾干

燥后活菌数的影响

采用喷雾干燥中试设备进行实验，梯度设置进风温

度，排风温度通过进样流速进行调节，结果如表 3 所

示，进风温度从 150℃逐渐调节到 110℃，通过进样流

速的控制排风温度从 85℃降低到 61℃，菌粉的活菌数提

高了 2(lg(CFU/g))。因此，在喷雾干燥过程中为保证高

活菌数，应将进风温度适当降低，同时通过流速控制排风

温度，并维持在低温度范围。当进风温度为(108 ± 2)℃、

排风温度(61 ± 3)℃、塔壁温度(50 ± 3)℃、进样流速

600mL/min 时，喷雾干燥后活菌数最高，达 4.4 × 109

C F U / g，经重复验证结果一致，工艺参数稳定。

进风 排风 塔壁 进样流速 / 活菌数 /
温度 /℃ 温度 /℃ 温度 /℃ (mL/min) (CFU/g)
150 ± 2 85 ± 3 79 ± 2 780 5.4 × 107

130 ± 2 78 ± 3 70 ± 2 760 2.9 × 108

120 ± 2 75 ± 3 65 ± 2 690 6.8 × 108

108 ± 2 61 ± 3 50 ± 3 600 4.4 × 109

表 3 温度与流速对喷雾干燥菌粉活菌数的影响

Table 3   Effects of drying temperature and flow velocity on viable cell
count of Bifidobacterium longum powder produced by spray drying

2.7 真空冷冻干燥和喷雾干燥制备的长双歧杆菌菌粉的

性能比较

2.7.1 干燥菌粉的活菌数、存活率、水分含量及包埋

率的比较

指标 真空冷冻干燥菌粉 喷雾干燥菌粉

干燥菌粉的活菌数 /(109CFU/g) 7.98 4.4
存活率 /% 90.9 82.2
包埋率 /% 71.9
含水量 /% 3.8 5.6

表 4 真空冷冻干燥与喷雾干燥后菌粉性能比较

Table 4   Comparison of properties between freeze-dried and
spray-dried bacteria powder

由表 4 可知，真空冷冻干燥法制备的菌粉活性较

高，无论是活菌数还是存活率都较高，含水量也比较

低，有利于菌粉保藏。喷雾干燥法制备的菌粉活性略

低，但是包埋率较好(真空冷冻干燥过程未进行包埋，

故没有包埋率) ，能够有效保护菌体。

2.7.2 4℃保藏不同时间后菌粉活性的比较

图 4 菌粉 4℃保藏不同时间后活菌数的变化

Fig.4   Changes in viable bacterial count of Bifidobacterium longum
Bi-05 powder during storage at 4 ℃
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由图 4 可见，随保藏时间的延长，菌粉的活菌数
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逐渐下降。真空冷冻干燥制备的菌粉活性下降较快(保
藏 90d 后为 2.5 × 108CFU/g)，喷雾干燥法制备的菌粉活

性下降较慢(保藏 90d 后为 4 × 108CFU/g)，这可能与喷

雾干燥过程中的包埋有关。因此，如果将包埋技术与

真空冷冻干燥技术相结合，对长双歧杆菌的保护和保藏

效果可能会得到提高。

3 结  论

通过对真空冷冻干燥和喷雾干燥长双歧杆菌工艺参

数进行的研究和比较发现，利用真空冷冻干燥法制备的

长双歧杆菌活性菌粉的活菌数为 7.98 × 109CFU/g、存活

率 90.9%、含水量 3.8%、4℃保藏 90d 后活菌数为 2.5 ×

108CFU/g；利用喷雾干燥法制备的活性菌粉的活菌数为

4.4 × 109CFU/g、存活率 82.2%、包埋率 71.9%，含水

量 5.6%、4℃保藏 90d 后活菌数为 4 × 108CFU/g。两种

干燥方法都可得到活性较好的长双歧杆菌干燥菌粉，但

是在实际操作过程中喷雾干燥法具有明显的优势：1)真
空冷冻干燥 20L 样品，所需的冻干时间约 24h，而喷雾

干燥 20L 样品，喷雾时间还不到 30min，由此可见喷雾

干燥能耗较少、生产效率较高。2)以笔者进行的的实际

加工成本为例，真空冷冻干燥每次的费用约 1600 元人民

币，而喷雾干燥每次的费用还不到 1000 元人民币(以上均

不含原料费)，可见喷雾干燥的生产成本较低。3)真空冷

冻干燥过程是分批冻干，而喷雾干燥可以连续进料。

目前针对长双歧杆菌喷雾干燥工艺及菌体存活率的

研究并不多见，而在真空冷冻干燥领域的研究相对比较

多[21-22]，通过本研究证实了喷雾干燥法在菌粉制备方面

的优越性，从生产实践角度来看，其更具有实现产品

的连续化、扩大化生产和应用的巨大价值，应该得到

重视并进一步推广使用。
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