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蒋艾廷!等" 喷雾干燥对德氏乳杆菌代谢酶活与可培养性的影响
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摘要! 为了提高乳酸菌在喷雾干燥过程中的可培养性!以德氏乳杆菌
!"#

为研究对象!在分析不

同热胁迫条件对其细胞可培养性的影响的基础上!以
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&为保护剂!探讨了喷雾干燥对菌体己糖激酶%乳酸脱氢酶%细胞膜
!"0

酶%细胞可培养性

以及产酸性能的影响( 结果表明"德氏乳杆菌
!"#

的最佳热胁迫条件为#

1% !

!

,1 234

&!此时细

胞活菌数仅下降
%5,%6 7& 89:'2)

#

;!%5%1

&( 经过喷雾干燥后菌体的细胞膜
!"0

酶%已糖激酶

与乳酸脱氢酶的活性均显著地降低#

;;%5%1

&!但均高于对照组(四种菌粉在
,$ &'()

脱脂乳中的

产酸性能良好!凝乳时间为
.<,% =

!说明喷雾干燥会对德氏乳杆菌
!"#

的细胞膜与糖代谢关键酶

造成损伤!通过添加保护剂可以提高细胞对喷雾干燥中不利环境的抵抗力!从而提高可培养性(

关键词! 喷雾干燥)代谢酶活)产酸性能)可培养性
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乳酸菌#

!"#$%# &#%' (&#$)*%+

$是一类能够发酵乳

糖生成乳酸的革兰氏阳性益生菌!对人体健康起着

至关重要的作用,-.

% 通常人们通过食用含活菌制品

或含菌体组分及代谢产物的死菌制品来维持人体

肠道内的菌群平衡!发酵乳制品因其丰富的营养价

值与益生作用受到许多消费者的青睐,/01.

!发酵剂中

乳酸菌的细胞活力与细胞数量是影响发酵食品质

量的关键因素,2.

% 目前!乳酸菌发酵剂的生产方式主

要为冷冻干燥和喷雾干燥,3.

% 喷雾干燥是在干燥室

利用热空气!将进料溶液雾化!去除水蒸气得到干

粉物质% 与冷冻干燥相比!喷雾干燥设备投入低&操

作简单&容易扩大规模和连续生产,4056.

% 但是!高温&

干燥&氧化等环境使菌体遭受到严重的损伤或大量

死亡,7-879.

% 多年以来!国内外针对喷雾干燥导致乳酸

菌活力低下的问题!开展了大量的研究工作% 在乳

酸菌喷雾干燥方面!深入研究乳酸菌在喷雾干燥过

程中的微生物学性质与存活机理! 结合添加保护

剂&乳酸菌收获阶段&胁迫处理和喷雾干燥工艺参

数选择等多种手段!提高乳酸菌的活力一直是乳酸

菌喷雾干燥研究的重点,71073.

%

目前!我国商业化发酵剂生产厂家较少!发酵

剂市场被国外公司垄断 % 作者以德氏乳杆菌

#

!"#$%&'()!!*+ ,-!&.*-(/))

'

:;<

#

=>9764/1

'为研究对

象!检测细胞的亚致死温度以及分析在喷雾干燥过

程中保护剂对细胞存活率&细胞膜
:;?

酶&糖代谢

关键酶和产酸性能的影响!为乳酸菌喷雾干燥提供

理论支持!促进我国发酵剂的工业化生产%

)*)

试验材料

试 验 菌 株 " 德 氏 乳 杆 菌 #

!"($%0"()!!*+

,-!0.*-(/))

'

:;<

#

=>9764/1

'!从新疆塔城地区传统

酸奶中分离!由石河子大学食品学院保存%

@AB

肉汤"青岛海博生物技术有限公司(考马

斯亮蓝
C8/26

"美国
:D*)E#F

公司(己糖激酶)

G=

'&

H+

IJ

@K

IJ

&

L&

J

=

J

&总
:;?

酶试剂盒"南京建成生物公

司(乳酸脱氢酶试剂盒#

MNG

'"北京索莱宝科技有限

公司(保护剂"

IOP

脱脂乳#

B@

'&

7/P

脱脂乳
JQP

菊

糖#

B@B

'&

7/P

脱脂乳
JQP

海藻糖#

B@;

'&

7/P

脱脂

乳
J1P

菊糖
J1P

海藻糖#

B@B;

'!

762 !

灭菌
/6 D%R

%

)*+

主要仪器设备

SHT266

型超声波细胞破碎仪" 美国
BFR%UE

公

司(

BN0766

型喷雾干燥机"日本
V>VM:

#东京理化'

东京理化器械株式会社(

L)F!WK) -2A

型台式高速

冷冻离心机"香港力康发展有限公司(

42I

型紫外可

见分光光度计"上海光谱仪器有限公司(

NL?8XI4I

型电热恒温培养箱" 上海精宏实验设备有限公司(

MNYT896=ZB

型电热蒸汽灭菌锅"上海申安医疗器

械厂(

B[8H\8IN

型超净工作台"苏州苏洁净化设备

有限公司%

)*,

试验方法

)*,*)

细胞前处理 乳酸脱氢酶#

MNG

'的测定"收

集乳酸菌细胞到
2 DM

离心管 #

Q 666 *

!

1!

!

76 D%R

'!

倒掉上清液! 加入
2 DM

提取液! 冰水浴超声破碎

#功率
I66 [

!超声
9 E

!间隔
76 E

!重复
96

次'!在
1 !

下
Q 666 *

离心
76 D%R

!取上清液!置于冰上待测(己

糖激酶#

G=

'的测定"取
2DM

菌液在室温下!

7 666 *]D%R

离心
-6 D%R

!倒掉上清液用
?ZB

缓冲液#

6^- DF!_M

!

`G 3^Q

'洗涤
/

次后重悬!进行超声破碎#功率
966 [

!

每次
9a2 E

!间隔
1

次!间隔
96 E

!冰水浴'(细胞
:;?

酶的测定"取
2 DM

菌液离心#

/ 266 *

!

76 D%R

'弃上

清液!留下层细胞!用
?ZB

缓冲液#

6^7 DF!_M

!

`G 3^Q3

'

重悬超声!条件同上!破碎好的细胞悬浮液直接用

于以上酶活的检测%

)*,*+

热处理 将培养至对数末期#

73a7Q b

'的德

氏乳杆菌浓缩富集至
77 !K Hcd_DM

左右!离心#

1 !

!

3 666 *

!

76 D%R

'! 用
`G 3^Q3

的
?ZB

缓冲液洗涤
/

次!在相同的条件下离心重悬% 将细胞用漩涡混匀

仪混匀! 分别置于
13

&

26

&

21

&

2Q !

处理
9

&

3

&

X

&

7/

&

72 D%R

!以未经过热处理的细胞作为对照!测定其细

材材材材材料料料料料与与与与与方方方方方法法法法法
9999

9

99Q
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胞活菌数的变化!

!"#"#

喷雾干燥 将
!" #$

已配好的保护剂加入

经过热处理后离心的菌泥中" 同时以添加
!" #$

%&'

作为对照"进行喷雾干燥! 喷雾干燥条件为#入口

温度
(!" !

$出口温度
)"*)+ !

$进料流量
,-" #$./

$

热空气流量
"0! #

,

./

$喷雾压力
(!"(- 1%2

!

!"#"$

蛋白质的测定 采用考马斯亮蓝法测定蛋

白质34)5

!

!"#"%

酶活与细胞可培养性的测定 己糖激酶

%

67

&'丙酮酸激酶 %

%7

&'乳酸脱氢酶 %

$86

&的测

定# 采用北京索莱宝科技有限公司的相应试剂盒$

可培养性的测定# 通过将经过喷雾干燥的菌粉"重

新溶解于相同体积的
%&'

缓冲液中"采用菌落平板

计数法计算活菌数!

!"#"&

数据统计分析 采用
9:;<=;< >-(?

软件作

图" 利用
@;<;A2B (?

软件中的
C;D/E:

单因子多重比

较对实验数据进行方差分析"置信水平为
F!G

"(

H

)

或不同字母表示差异显著%

!I-0-!

&!

'"!

热胁迫对细胞可培养性的影响

收集对数末期的菌体" 重悬于
%&'

缓冲液中"

通过不同温度热处理后"以未经热处理的菌体作为

对照"结果见图
4

!当热胁迫温度低于
!- !

时"德氏

乳杆菌的活菌数随着温度的逐渐升高变化不明显$

当热处理温度高于
!- !

时" 德氏乳杆菌的活菌数

随着温度的升高显著下降! 当德氏乳杆菌在
+? !

胁迫
-*4! #;<

时" 活菌数仅下降
-0-J K= LCM.#$

"

几乎未发生死亡! 当德氏乳杆菌在
!- !

胁迫
-*4!

#;<

时"活菌数下降
-04-) K= LCM.#$

"与未经热胁

迫的对照相比"差异不显著! 当德氏乳杆菌在
!+ !

处理时"从第
,*4!

分钟开始"活菌数均显著地下降

%

!I-0-!

&"活菌数从
4-0!) K= LCM.#$

下降至
J0!J K=

LCM.#$

"降低了
40FF K= LCM.#$

! 当热胁迫温度为

!J !

时"德氏乳杆菌大量的死亡"热胁迫
, #;<

时"

活菌数从
4-0!! K= LCM.#$

下降为
J0?- K= LCM.#$

"

随后依次显著的下降%

!I-0-!

&"当热胁迫时间为
4!

#;<

时"德氏乳杆菌的活菌数仅为
!0?> K= LCM.#$

"

降低了
+0F, K= LCM.#$

!

研究 3(J5发现"乳酸菌的最适生长温度集中在

,-*,) !

" 喷雾干燥过程中的过高的温度导致菌体

细胞大量脱水'细胞膜受到损害"从而造成菌体失

活3(F5

! 自然状态下的大多数微生物在生长过程中均

受到各种胁迫环境的影响"微生物在各种胁迫环境

下具有自我调控能力"并通过各种生理反应来适应

不利环境3>-5

! 乳酸菌在高温条件下通常会发生热应

激! 热应激是生物在高于正常生理温度环境下抵御

高温环境的应激反应3>(5

!目前"通过热胁迫来提高乳

酸菌在喷雾干燥中的活菌数是常用的技术手段之

一! 乳酸菌受到热胁迫后可以调控自身的防御系统

来调节相关基因的表达和代谢途径"产生一系列热

激蛋白以降低或消除热胁迫的伤害!

$2O2:;

3>>5发现温

和的热胁迫能够有效的减少乳酸菌在喷雾干燥中

的死亡"

8ED#P<Q

3>,5发现采用亚致死温度进行热胁迫

能够提高乳酸菌对高温的耐受性! 因此作者选择

+?*!J !

作为热胁迫的温度"发现乳酸菌经
!- !

胁

迫
(! #;<

后"活菌数未发生明显变化%

%!-0-!

&"选

择其作为热胁迫的条件"这与
R/2<= ST<

等 3>+5的研

究结果相同!

'"'

保护剂对细胞可培养性的影响

喷雾干燥是一个剧烈的' 综合的胁迫过程"涉

及到脱水干燥'高渗胁迫'高温胁迫等"导致菌体的

活菌数降低! 在发酵剂的制备过程中"保护剂对生

物体或生物大分子具有良好的非特异性保护作用"

能有效提高喷雾干燥过程中乳酸菌的活菌数3>!5

! 采

用
>- =.Q$

脱脂乳'

(> =.Q$

脱脂乳
UJ =.Q$

菊糖'

4> =.Q$

脱脂乳
U J =.Q$

海藻糖及
4> =.Q$

脱脂乳
U+ =.Q$

菊

糖
U+ =.Q$

海藻糖作为保护剂"与不加护剂的菌体为

对照"进行喷雾干燥! 由图
>

可以看出"添加保护剂

能够有效提高德氏乳杆菌的细胞活菌数"不同的保

护剂对德氏乳杆菌的保护效果是有差异的! 未添加

保护剂的菌液经过喷雾干燥后的活菌数明显的降

结结结结结果果果果果与与与与与分分分分分析析析析析
!!!!

!

图
!

热胁迫对细胞可培养性的影响

()*" ! +,-./0,10 2- 3045 657066 2, 10.. 1/.5/748).)59

''(
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低!

!!"#"$

"#降低了
%#%& '( )*+,-.

#

/0/

对德氏乳

杆菌的保护效果最好#经过喷雾干燥后#活菌数降

低较小#与对照组相比#无明显差异$ 其次对德氏乳

杆菌保护较好的是
/0/1

与
/01

#经过喷雾干燥后

活菌数分别降低了
"#%2 '( )*+,-.

与
"#34 '( )*+,-.

#

与对照组相比具有显著差异!

!!"#"$

"$

/0

对的德氏

乳杆菌的保护效果相对弱于前三种# 经喷雾干燥

后#活菌数下降了
"#&% '( )*+,-.

$

图
!

保护剂对细胞可培养性的影响

"#$% ! &'()*+',+ -( ./-0+,0#1+ 2$+'0 -' ,+)) ,*)0*/23#)#04

研究表明#脱脂乳粉是制备发酵剂时运用最广

泛的保护剂之一 5%46

#其中的乳糖和乳清蛋白能对菌

种产生较好的保护作用#通常以%包埋&的形式将菌

体与外界不利环境隔离#减少因细胞壁损伤而引起

的胞内物质泄漏#起到保护菌体的作用$ 此外#一些

糖类物质也能够提高干燥过程中菌体细胞膜和蛋

白质的稳定性#从而提高细胞的活力5%76

$以功能性低

聚糖作为益生菌的保护剂能够促进动物机体健康

和调节肠道微生物体系平衡等保健作用5%86

$ 本研究

选取的四种保护剂均能够提高乳酸菌在喷雾干燥

过程中细胞膜的稳定性#减少高温'脱水等不利环

境对细胞膜的损伤#从而达到保护细胞的作用$

!%5

保护剂对细胞己糖激酶与乳酸脱氢酶的影响

己糖激酶!

9:

"与乳酸脱氢酶!

.;9

"是糖代谢

途径中的关键酶#广泛的存在于各种动物'植物'微

生物与培养细胞中#己糖激酶是糖代谢途径中的第

一个酶#其活性大小与糖代谢速率相关#乳酸脱氢

酶是糖代谢途径的末端酶#催化丙酮酸与乳酸之间

的可逆反应# 其活性大小与微生物的产酸能力有

关$ 作者测定保护剂对德氏乳杆菌喷雾干燥菌粉的

己糖激酶与乳酸脱氢酶活力的影响#结果见图
3

$

图
5

保护剂对细胞己糖激酶与乳酸脱氢酶的影响

"#$% 5 &'()*+',+ -( ./-0+,0#1+ 2$+'0 -' ,+)) 6+7-8#'29+

2': )2,020+ :+64:/-$+'29+

由图
3

可以看出#保护剂对德氏乳杆菌乳酸脱

氢酶活力的影响为(

/0/</0/1 </01 </0<=>/

$对

己糖激酶活力的影响为 (

/0/</0/1</01</0<

=>/

$经过
=>/

处理的菌液喷雾干燥后#乳酸脱氢酶

与己糖激酶的活力分别由
4#"3& ? +,-(

与
8#237 8

+,(

下降为
2#$%? & +,-(

与
%#?$? 4 +,(

# 大约降低

了
?

倍$通过添加
/0/

的德氏乳杆菌乳酸脱氢酶与

己糖激酶活力分别由
4#"3& ? +,-(

与
8#237 8 +,(

下降为
?#&47 $ +,-(

与
4#&72 4 +,(

#下降了
2#%2

与

2#27

倍# 其余三种保护剂的保护效果均弱于
/0/

$

经过喷雾干燥后#已糖激酶与乳酸脱氢酶的活性均

有不同程度的下降$ 但也可以看出#未添加保护剂

的喷雾干燥菌粉的两种酶#活力最低#说明保护剂

能够减小己糖激酶与乳酸脱氢酶活力的损失$ 此

外#保护剂的成分对酶活的损失也有一定的影响$

!%;

保护剂对细胞
<2

!=

>$

!=

#

?2

=

@

=与总
ABC

酶的

影响

@1=

酶广泛存在于组织细胞及细胞器的膜上#

是生物膜上的一种蛋白酶#它在物质运送'能量转

换以及信息遗传方面具有重要的作用#细胞在缺氧

或者一些其他胁迫状态下# 此酶活力会发生改变$

作者测定保护剂对德氏乳杆菌喷雾干燥菌粉的
)A

%B

0(

%B

'

CA

B

:

B 与总
@1=

酶活力的影响#结果见图
?

$

由图
?

可知 # 在喷雾干燥过程中
/0

'

/0/

'

/01

'

/0/1

能够对德氏乳杆菌提供一定的保护效

果$ 添加四种保护剂的乳酸菌经过喷雾干燥后细胞

膜的
)A

%B

0(

%

D@1=AEF

与
CA

B

:

B

G@1=AEF

活力均明显

!

!!"#"$

"高于
=>/

组#但四种保护剂之间无明显差

998
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异! 添加四种保护剂的乳酸菌经过喷雾干燥后细胞

膜的总
!"#

酶活力也均高于
$%&

组"

!'()(*

#$但四

种保护剂对总
+"$

酶活力的影响有显著的差异$其

中$

&,&

对细胞膜总
+"$

酶活力影响最大$与喷雾前

的菌体酶活相比$仅下降了
()(*- *. /012

$与对
$%&

组相比$酶活提高了
()3(4 (5 /612

!

&,

与
&,&"

对

细胞膜总
+"#

酶的影响差异不明显$ 与喷雾前的菌

体酶活相比分别下降了
(7899 9.

%

()8.9 (5 /612

$与对

$%&

组相比$ 酶活分别提高了
()838 85

%

()8.8 *. /612

!

&,"

对细胞膜总
+"$

酶活力的保护效果明显弱于

"

!'()(*

#前三种保护剂$但与
$%&

组相比也具有明

显"

!'()(*

#的效果!

!"#

保护剂对乳酸菌产酸性能的影响

在发酵乳制品的加工与制造的过程中$乳酸菌

能将原料乳中的乳糖分解成葡萄糖与半乳糖$葡萄

糖进一步分解成乳酸$ 使
:;

逐渐降低达到酪蛋白

的等电点
9)4

左右时$牛乳开始凝固!乳酸菌的产酸

特性能够直接关系到产品的最终质量$本研究测定

了在
93 !

的条件下经不同保护剂处理的德氏乳杆

菌在
83<

的脱脂乳中的产酸情况$见图
*

!

由图
*

可知$经过四种保护剂处理的德氏乳杆

菌在
83 20=>

的脱脂乳中生长良好$ 经过发酵
84 ?

后$脱脂乳的
:;

值由
4).5

下降至
9)(

以下$凝乳时

间在
@A8( ?

之间! 在
(A3 ?

时$脱脂乳的
:;

几乎

未发生改变$

:;

值仅下降
()(@

& 发酵
3 ?

后脱脂乳

的
:;

开始逐渐的下降$当发酵时间为
9A4 ?

时$脱

脂乳
:;

下降的速率最大&当发酵时间至
@ ?

时$脱

脂乳开始凝固$凝乳时间'

&,&'&,&"'&,"'&,

! 随

后脱脂乳的
:;

下降速率逐渐变缓$发酵
84 ?

后脱

脂乳的
:;

基本不再改变!

图
#

保护剂对乳酸菌产酸性能的影响

$%&" # '()*+,(-, .) /0.1,-1%2, 3&,(1 .( 3-%45/0.4+-%(&6

37%*%18 .) *3-1%- 3-%4 73-1,0%3

在喷雾干燥过程中$不同保护剂对德氏乳杆菌

+"B

的保护效果不同$ 四种保护剂对喷雾干燥活菌

数的保护效果为'

&,&C&,&"C&,"C&,

$ 说明
&,&

可以有效降低"

!'()(*

#德氏乳杆菌
+"B

的死亡! 也

可以看出$在
83 26=>

脱脂乳的基础上$

@ 26=>

菊糖

的保护效果优于
@ 26=>

海藻糖! 同时测定了喷雾干

燥对细胞膜
+"$

酶活力的影响$四种保护剂对细胞

膜
+"$

酶的保护效果均为'

&,&C&,&"C&,"C&,

!

与其它三种保护剂相比$

&,&

能够有效的保护细胞

膜$提高细胞膜的稳定性$同时也说明喷雾干燥中

德氏乳杆菌细胞的死亡与细胞膜
+"$

酶有密切的

关系! 四种喷雾干燥菌粉在脱脂乳中均能正常生

长$凝乳时间为
@"8( ?

! 由于真空冷冻干燥制备乳

酸菌发酵剂价格昂贵%操作复杂D3-E

$而喷雾干燥具有

低成本%产品保存时间长%运输方便等优点 D.(E

$因此

利用喷雾干燥制备乳酸菌发酵剂很有前景! 本研究

为乳酸菌的喷雾干燥技术提供理论支持$但针对乳

酸菌喷雾干燥的工艺与发酵剂贮藏条件还需要

后续深入研究!

结结结结结 语语语语语
%%%%

%

图
9

保护剂对细胞膜
:;<

酶的影响

$%&" 9 '()*+,(-, .) /0.1,-1%2, 3&,(1 .( -,** =,=703(,

:;<3>,
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澳大利亚更新运动食品配方补充剂要求

!"#$

年
$

月
#%

日!澳大利亚农业部发布
&'( )*+)$

号公告!更新运动食品配方补充剂要求' 目前进口的部分运动食

品配方补充剂并不符合澳大利亚新西兰食品标准法典!会对人类健康造成风险' 含有下列物质的产品不得进口!如果产品

已经配送则应禁止销售$列入计划的有毒物质
,

药物!比如
#-.+

二甲基胺"

/011

&(未经批准的新食品
2

比如含地那明或甲基

利伯林
3

(禁用植物性治疗药物(不允许使用的营养物质
2

如瓜氨酸
4

(超过允许含量的物质
2

如
5+

丙氨酸含量超过
)6! 7,84

'

)信息来源*浙江省应对技术性贸易壁垒信息服务平台
6

澳大利亚更新运动食品配方补充剂要求
9:;,<5=6 >!")$+$+)$46

?@@AB,,CD@E@6FG7,(HIJ,

美国修订多杀菌素在茶叶和速溶茶中的最大残留限量

!K)$

年
$

月
)$

日!美国联邦公报网站消息!环保署发布
!")$+)$%%L

号规则文件!将多杀菌素
>MANOFJP84

在茶叶和

速溶茶中的最大残留限量修订为
! Q7,R7

' 修订限量于发布之日起生效馈'

)信息来源*海关部署
6

美国修订多杀菌素在茶叶和速溶茶中的最大残留限量
9:;,<5=6 2!K)$+$+!K46

?@@AB,,III6STJ@FQJ67FU6SO,STJ@FQJ,DVDV,DSRJAPW,XYVD,ECX7,!%K!*%K,NO8HY6?@QZ

加拿大批准一种谷氨酰胺酶用作食品酶

!")$

年
$

月
L

日!加拿大卫生部发布
(<[,1/[+"".)

号文件!修订允许使用的食物酶列表!批准来自解淀粉芽孢

杆菌
\]!

菌株%

;PSNZZTJ PQVZFZNWTHXPSNHOJ \]!

#的谷氨酰胺酶%

7ZT@PQNOPJH

#作为食品酶用于以下
L

类产品$

)6

乳制品调

味制剂(

!6

水解动物蛋白+乳蛋白和植物蛋白(

.6

未标准化蛋制品(

L6

酵母膏'

产品限量标准均为按照良好生产规范适量使用' 该规定自发布之日起生效'

)信息来源*食品伙伴网
6

加拿大批准一种谷氨酰胺酶用作食品酶
9:;,<5=6 2!")$+$+%46

?@@AB,,OHIJ6XFF8QP@H6OH@,!")$,"$,*.!^%L6?@QZ
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