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植物乳杆菌NCU116微胶囊制备工艺的
优化设计

熊 涛，冯 超，谢明勇

(南昌大学 食品科学与技术国家重点实验室，江西 南昌      330047)

摘   要：利用乳清蛋白中的β - 乳球蛋白在低 pH 值及胃蛋白酶存在的情况下，依然能够保持结构完整的特性，本

实验以脱脂乳作为壁材的成分之一，对植物乳杆菌 NCU116 微胶囊的制备工艺条件进行研究。在单因素试验的基础

上，应用响应面分析法优化植物乳杆菌微胶囊制备条件。以经过人工胃液处理后微胶囊中包埋的活菌数为响应值，

优化后的最佳工艺条件为：海藻酸钠质量浓度 2.68g/100mL，氯化钙浓度 0.20mol/L，脱脂乳质量浓度 4.17g/100mL。
以该工艺条件制备的植物乳杆菌 NCU116 微胶囊粒径为 1.12mm，包封率在 73.49% 左右。经过人工胃液处理 3h 后，

微胶囊中的活菌数可达 8.79 × 109CFU/g，与理论预测值(8.85× 109CFU/g)较为接近。表明实验所制备的微胶囊具有

较好的耐酸性。
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Optimization of Microencapsulation Process for Lactobacillus plantarum NCU116

XIONG Tao，FENG Chao，XIE Ming-yong
(State Key Laboratory of Food Science and Technology, Nanchang University, Nanchang      330047, China)

Abstract ：Beta-lactoglobulin, the main whey protein in bovine milk, has been shown to remain intact in the presence of pepsin

and low pH. Skim milk was used as a coating material to improve microencapsulation of Lactobacillus plantarum NCU116 in

calcium alginate beads. On the basis of single-factor experiments, the optimization of microencapsulation conditions was carried

out using response surface analysis to maximize viable cell count in microcapsules after treatment with artificial gastric fluid. The

results showed that the optimal encapsulation conditions were sodium alginate 2.68 g/100 mL, calcium chloride 0.20 mol/L, and

skim milk 4.17 g/100 mL. Under these conditions, the particle size of microcapsules, encapsulation rate and viable cell count in

microcapsules after treatment with artificial gastric fluid for 3 h were 1.12 mm, 73.49% and 8.79 × 109 CFU/g (close to the

theoretical value, 8.85 × 109 CFU/g), respectively. Thus the microencapsulation conditions presented in this study could

effectively protect Lactobacillus plantarum from adverse gastric conditions.
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益生菌是与抗生素相对而言的概念，其定义为：

通过改善肠内菌群平衡，对宿主起到有益作用的活性微

生物 [ 1 ]。经常服用益生菌，可预防和治疗腹泻，治疗

轻度溃疡性结肠炎[2]。益生菌可以发酵乳糖生成更利于

人体消化吸收的乳酸 [ 3 -4 ]；水解人体消化不完全的蛋白

质；增加可溶性钙、磷及某些 B族维生素的含量[5-6]。益

生菌及其代谢产物能促进人体消化酶的分泌和肠道的蠕

动，进一步促进食物的消化吸收。研究证实，乳酸菌

是一类对人体极为有利的益生菌[7-9]。随着人们对乳酸菌

研究的深入，其特有的功能使得微生态制品和乳酸菌发

酵产品的应用和发展受到食品行业的广泛关注。近年

来，益生菌独特的营养与保健作用逐渐得到认可[10]。但

是，目前绝大多数微生态活菌制剂存在着亟待解决的问

题就是：由于益生菌的耐受性较差，活菌制剂进入消化

道后多难以经受低 pH 值的胃酸、胆汁酸、消化酶等的

作用，使之难以有足够的活菌数量到达肠道定殖并发挥
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作用，限制了益生菌生理作用的发挥。而采用微胶囊

技术包埋益生菌，能增强菌体对外界环境的抵抗力，在

肠道适当条件的作用下益生菌又可以释放出来，显著提

高了菌体在到达肠道后的存活率[11]。

本实验通过人工模拟胃肠道环境，对微胶囊制备过

程中的海藻酸钠质量浓度、脱脂乳质量浓度和氯化钙浓

度进行单因素试验，并利用响应面设计进行优化以确定

微胶囊制备的最佳工艺条件，以制备获得具有较好耐酸

性的微胶囊。

1 材料与方法

1.1 菌种、培养基与试剂

植物乳杆菌 NCU116 由南昌大学食品科学与技术国

家重点实验室保藏，MRS 培养基[12 -13]。

胃蛋白酶(酶活力 1:10000)    美国 Sigma 公司；海藻

酸钠、氯化钙、脱脂乳、柠檬酸钠。

1.2 仪器与设备

YXQ-LS-50SⅡ /75SⅡ立式压力蒸汽灭菌器     上海博

迅实业有限公司医疗设备厂；Airtech 生物安全柜    苏净

集团安泰公司；DNP-9272 型生化培养箱、DNP-9272 型电

热恒温培养箱    上海精宏实验设备有限公司；PB203-N 型

电子天平    梅特勒 - 托利多仪器(上海)有限公司；XSZ-4G
型显微镜   重庆光电仪器有限公司；ZHWY-2102C 型恒

温培养振荡器    上海智城分析仪器制造有限公司；PHS-
25 型数显 pH 计    上海精密科学仪器有限公司。

1.3 人工胃液[14]

取质量浓度为 0.1kg/L 的盐酸 16.4mL，加蒸馏水稀

释，调节 pH 值至 1.5。然后加入 1g/100mL 胃蛋白酶

(100mL 人工胃液中加入 1g 胃蛋白酶)计算，充分溶解

后，用孔径 0.20μm 微孔滤膜过滤除菌，即得人工胃液。

1.4 方法

1.4.1 植物乳杆菌活菌计数

采用平板菌落计数法[15]。

1.4.2 菌种活化

将保存于 4℃的植物乳杆菌菌种接入 MRS 液体培养

基，37℃厌氧培养，进行活化处理。

1.4.3 植物乳杆菌生长曲线的测定

在 M R S 液体培养基中接入活化后的植物乳杆菌，

37℃厌氧培养，每隔 3h 取样用 0.85% 生理盐水 10 倍稀

释后测定活菌数。以培养时间为横坐标，对应的活菌

数为纵坐标，绘制生长曲线，考察植物乳杆菌在 MRS
培养基中的生长特性。

1.4.4 微胶囊的制备

将培养所得的处于稳定期前期的植物乳杆菌经离心

分离后，弃上清，将收集到的菌体制成菌悬液，加入脱

脂乳作为壁材成分之一，静置一段时间，加入到冷却好

的灭菌的海藻酸钠溶液中混合，搅拌均匀后，用玻璃注

射器将混合液逐滴滴入冷却好的灭菌的一定浓度的氯化钙

溶液中，固化一定时间，形成微胶囊，过滤取得样

品，用清水漂去氯化钙残液，再用灭菌 0.85% 生理盐

水洗涤微胶囊表面菌体，即得植物乳杆菌微胶囊。

1.4.5 微胶囊中菌体的释放

将制得的微胶囊溶于柠檬酸钠解囊液中，37℃条件

下振荡使其完全崩解，以供计数。

1.4.6 微胶囊颗粒粒径的测定

随机取制得的微胶囊颗粒若干，分别用游标卡尺测

量其粒径，取其平均值。

1.4.7 微胶囊包封率测定[16]

微胶囊溶液的活菌数：取微胶囊溶液，在 4500r/min
条件下离心 10min，取出后去上清液，加入柠檬酸钠解

囊液，37℃条件下振荡使其完全崩解，测活菌数。未

包埋的活菌数：取微胶囊溶液，用滤网过滤，并用生

理盐水冲洗，收集滤液，测活菌数( C F U / g )。
          

微胶囊溶液的活菌数－未包埋的活菌数
包封率 /%= ——————————————————× 100

                           微胶囊溶液的活菌数

2 结果与分析

2.1 植物乳杆菌 NCU116 生长曲线

图 1 植物乳杆菌 NCU116 生长曲线

Fig.1  Growth curve of Lactobacillus plantarum NCU116
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由图 1 可知，在 0～6 h，菌体处于延滞期，菌体

数增长缓慢；6～1 2 h，菌体进入旺盛的对数生长期，

菌体数呈现几何型增长；12～21h，菌体进入稳定期；

2 1 h 以后，菌体生长进入衰亡期。因此，在后续的实

验当中，选定培养时间为 18h 的发酵液进行离心操作。

2.2 不同固化时间对微胶囊中植物乳杆菌活菌数的

影响

制备微胶囊时，需要用氯化钙溶液进行固化，其

时间的长短对微胶囊中包埋的活菌数会产生一定的影

响，结果如图 2 所示。



     2012, Vol. 33, No. 01 食品科学 ※生物工程154

图 5  脱脂乳质量浓度对微胶囊植物乳杆菌活菌数的影响

Fig.5   Effect of skim milk concentration on viability of encapsulated
L. plantarum NCU116
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由图 2 可知，固化 3 0 mi n 后，经胃液处理后微胶

囊中包埋的活菌数明显高于只固化 10min 的情况。这是

因为微胶囊壁的厚度在固化的前 1 5 mi n 快速增长，之

后，凝胶厚度缓慢增长，最终达到最大值并稳定 [ 1 7 ]。

随着固化时间再延长，由于微胶囊壁厚已达到最大值，

因此也不会提高其对胃液的耐受性。在后续的试验中，

选择固化时间定为 30～60min。
2.3 单因素试验

2.3.1 海藻酸钠质量浓度对微胶囊植物乳杆菌活菌数的影响

在脱脂乳质量浓度为 4g / 100mL，氯化钙浓度为

0 . 2 mo l / L，海藻酸钠质量浓度为 1、1 . 5、2、2 . 5、
3g/100mL 的条件下制备微胶囊。取微胶囊 0.1g 置于盛有

50mL，pH1.5 的人工胃液三角瓶中，于摇床中以 37℃、

180r/min 处理，分别于 0h 和 3h 时取样测定其活菌数，

确定最佳的海藻酸钠质量浓度，结果见图 3。

图 3 海藻酸钠质量浓度对微胶囊植物乳杆菌活菌数的影响

Fig.3   Effect of sodium alginate concentration on viability of encapsu-
lated L. plantarum NCU116
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由图 3 可知，海藻酸钠质量浓度为 1g/100mL 时形

成的微胶囊经胃液处理后的活菌数最低，这是因为海藻

酸钠质量浓度影响微胶囊机械强度，海藻酸钠质量浓度

为 1g/100mL 条件下形成的微胶囊机械强度较低，囊壁

较薄，对胃液的耐受性较弱。在其他条件不变的情况

下，随着海藻酸钠质量浓度提高，微胶囊机械强度逐

渐增大，且包埋的活菌数逐渐增多。当海藻酸钠质量

浓度为 2.5g/100mL 时，微胶囊中包埋的活菌数最多。

但当质量浓度提高到 3g/100mL 时，活菌数略有下降。

可能是由于海藻酸钠质量浓度过高时，体系黏度也随

之增大，不利于菌体分散到其中，使包埋效果降低。

2.3.2 氯化钙浓度对微胶囊植物乳杆菌活菌数的影响

在海藻酸钠质量浓度为 2.5g/100mL，脱脂乳质量

浓度为 4g/100mL，氯化钙浓度分别为 0.1、0.2、0.3、
0.4、0.5mol/L 的条件下制备微胶囊。取微胶囊 0.1g 置

于盛有 50mL、pH1.5 的人工胃液三角瓶中，于摇床中

以 37℃、180r/min 处理，分别于 0、3h 时取样测定其

活菌数，确定最佳的氯化钙浓度，结果见图 4 。

图 4 氯化钙浓度对微胶囊植物乳杆菌活菌数的影响

Fig.4   Effect of calcium chloride concentration on viability of
encapsulated L. plantarum NCU116
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由图 4 可知，随着氯化钙浓度的增加，经胃液处

理后微胶囊中包埋的活菌数也逐渐提高。原因是随着氯

化钙溶液浓度的上升，溶液中可与海藻酸钠结合的 Ca2+

含量增加，故而形成了更致密的凝胶结构。氯化钙浓

度为 0.2mol /L 时，微胶囊中包埋的活菌数最多，继续

提高氯化钙的浓度，活菌数基本保持不变，这是因为

微胶囊形成之后，所有 C a 2 + 的结合位点已被占据，没

有多余的空间提供给 Ca2+[18]，此时，随着氯化钙浓度的

继续提高，微胶囊性能也不会发生变化，所以对胃液

的耐受性保持不变。

2.3.3 脱脂乳质量浓度对微胶囊植物乳杆菌活菌数的影响

在海藻酸钠质量浓度为 2.5g/100mL，氯化钙浓度为

0 . 2 m o l / L，脱脂乳质量浓度分别为 1 、 2 、 3 、 4 、

5g/100mL 的条件下制备微胶囊。取微胶囊 0.1g 置于盛有

50mL、pH1.5 的人工胃液三角瓶中，于摇床中以 37℃、

180r/min 处理，分别于 0、3h 时取样测定其活菌数，确

定最佳的脱脂乳质量浓度，结果见图 5。

图 2 不同固化时间对微胶囊植物乳杆菌活菌数的影响

Fig.2   Effect of hardening time of capsule in calcium chloride on
viability of encapsulated L. plantarum NCU116
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由图 5 可知，当不添加脱脂乳作为壁材成分时，经

胃液处理后微胶囊中包埋的活菌数要远远低于添加脱脂

乳之后的结果。当脱脂乳的质量浓度小于 4g/100mL 时，

随着脱脂乳质量浓度的增加，经胃液处理后微胶囊中包

埋的活菌数也随之增加。这是因为当 p H 值为 1 . 5，且

有胃蛋白酶存在的情况下，构成乳清蛋白主要成分的

β- 乳球蛋白的结构保持完整[19]。因此将脱脂乳作为壁

材成分之一可以提高微胶囊对胃液的耐受性。但当脱脂

乳的质量浓度达到 5g/100mL 时，活菌数略有下降。其

原因可能是脱脂乳和海藻酸钠混合后使整个溶液的黏度

增大，影响了微胶囊的包埋效果。

2.4 响应面设计优化

2.4.1 响应面试验结果

在单因素试验的基础上，以海藻酸钠质量浓度、

氯化钙浓度，脱脂乳质量浓度为主要影响因素，由 Box-
Behnken 设计方案，以经过胃液处理后微胶囊中的活菌

数为响应值，利用响应面分析法对考察因素进行优化，

确定较优的挤压制备工艺条件。结果见表 1。

试验号
A海藻酸钠质量浓 B氯化钙 C脱脂乳质量 Y胃液处理后的活

度/( g/100mL) 浓度/(mol/L) 浓度/( g/100mL) 菌数/(109CFU/g)
1 3.00 0.20 3.00 7.85
2 2.50 0.30 3.00 7.78
3 2.00 0.20 5.00 7.57
4 2.00 0.20 3.00 7.48
5 2.50 0.20 4.00 8.83
6 2.50 0.20 4.00 8.74
7 2.50 0.20 4.00 8.79
8 2.50 0.10 3.00 7.72
9 3.00 0.30 4.00 8.39
10 2.00 0.30 4.00 7.62
11 2.50 0.20 4.00 8.77
12 3.00 0.10 4.00 8.31
13 2.50 0.10 5.00 8.01
14 2.00 0.10 4.00 7.63
15 2.50 0.30 5.00 7.92
16 2.50 0.20 4.00 8.81
17 3.00 0.20 5.00 8.26

表 1   Box-Behnken 设计方案及响应值

Table 1   Box-Behnken design and results

经表 1 数据回归拟合后，得到以胃液处理后的活

菌数为响应值的回归方程为：Y ＝ 8 . 7 9 ＋ 0 . 3 1 A ＋

0.005B＋0.12C－0.43A2－0.37B2－0.56C2－0.022AB＋

0.08AC － 0.038BC。

经 Design-Expert 软件处理，回归方程方差分析结果

如表 2 所示。海藻酸钠质量浓度对活菌数的影响极显著

(P ＜ 0.0001)，脱脂乳质量浓度的影响显著(P ＜ 0.05)，但

氯化钙浓度的影响不显著(P ＞ 0.05)。整体模型极显著(P＜

0.0001)。模型的失拟项相对于绝对误差是不显著的，而不显

著的失拟项才可取。调整后的多元相关系数为R2Adj=0.9851，
表明其应变量与全体自变量之间的多元回归关系显著，说

明该回归方程对试验拟合程度较好，试验误差小，因此

可以用该回归方程对活菌数的变化进行预测，并最终达到

优化植物乳杆菌 NCU116 微胶囊制备工艺的目的。

变异来源 平方和 自由度 均方和 F 值 Prob>F
模型 3.93 9 0.44 118.69 ＜ 0.0001

A 0.79 1 0.79 214.04 ＜ 0.0001
B 0.0002 1 0.0002 0.054 0.8223
C 0.11 1 0.11 29.38 0.0010
A2 0.79 1 0.79 215.55 ＜ 0.0001
B2 0.57 1 0.57 153.72 ＜ 0.0001
C2 1.34 1 13.4 364.02 ＜ 0.0001
AB 0.0020 1 0.0020 0.55 0.4823
AC 0.026 1 0.026 6.96 0.0335
BC 0.0056 1 0.0056 1.53 0.2562

失拟性 0.021 3 0.0069 5.70 0.0629
误差 0.0048 4 0.0012
总和 3.96 16

表 2 回归方程方差分析

Table 2   Variance analysis of the established regression equation

图 6 氯化钙浓度和海藻酸钠质量浓度对活菌数的影响

Fig.6   Response surface plot showing the interaction effect of calcium
chloride and sodium alginate concentrations on viability of

encapsulated L. plantarum NCU116
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图 7 脱脂乳质量浓度和海藻酸钠质量浓度对活菌数的影响

Fig.7   Response surface plot showing the interaction effect of skim milk
and sodium alginate concentrations on viability of encapsulated

L. plantarum NCU116
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图 8 脱脂乳质量浓度和氯化钙浓度对活菌数的影响

Fig.8   Response surface plot showing the interaction effect of skim milk and
calcium chloride concentrations on viability of encapsulated L. plantarum NCU116
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从图 6～8 上可形象地看出各因素交互作用对响应值

的影响。图 6 显示，当氯化钙浓度一定时，活菌数随

着海藻酸钠质量浓度的增加而呈现出先升高后降低的趋

势，并在海藻酸钠质量浓度为 2.70g/100mL，氯化钙浓

度在 0.20mol/L 时，活菌数达到峰值；图 7 显示，固定

海藻酸钠质量浓度，随着脱脂乳质量浓度的增加，活

菌数呈现出先升高后降低的趋势，并在海藻酸钠质量浓

度为 2.70g/100mL，脱脂乳质量浓度为 4.00g/100mL 时，

活菌数达到峰值；图 8 显示，当脱脂乳质量浓度一定

时，随着氯化钙浓度的增加，活菌数呈现出先升高后

降低的趋势，并在氯化钙浓度为 0 . 2 3mol /L，脱脂乳

质量浓度为 4.20g/100mL 时达到峰值。

2.4.2 微胶囊制备工艺条件的确定

通过回归模型预测的植物乳杆菌 NCU116 微胶囊制

备的最佳工艺条件为：海藻酸钠质量浓度 2.68g/100mL，
氯化钙浓度 0.20mol/L，脱脂乳质量浓度 4.17g/100mL，
在此条件下，经过胃液处理后，微胶囊中的活菌数理

论上可达 8.85 × 109CFU/g。

2.4.3 模型的验证

按照经优化后的工艺条件制备微胶囊，以进行验证

实验。共进行 3 次实验，验证实验平均值为 8 . 7 9 ×

10 9CFU/g，与模型预测值较为接近，说明模型能较好

地反映微胶囊制备过程中的 3 个因素对于包埋活菌数的

影响，从而证明通过该试验优化后得到的微胶囊制备工

艺条件是真实可靠的。

3 结  论

以海藻酸钠和脱脂乳作为壁材，采用挤压法制备

植物乳杆菌 NCU116 微胶囊，通过对微胶囊制备条件的

优化，确定制备的最佳工艺条件为：海藻酸钠质量浓

度 2.68g/100mL，氯化钙浓度 0.20mol/L，脱脂乳质量浓

度 4.17g/100mL。在此工艺条件下，可制得粒径为 1.12mm
的植物乳杆菌 NCU116 微胶囊，包封率在 73.49% 左右。

经过人工胃液处理 3h 后，微胶囊中的活菌数可达 8.79 ×

10 9CFU/g。表明实验所制备的微胶囊具有较好的耐酸

性。微胶囊化处理可以有效地保护植物乳杆菌 NCU116
顺利地通过胃部环境，避免胃液的杀伤。
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