
现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2025, Vol.41, No.9 

1 

 

双乳化法包埋植物乳杆菌的工艺条件优化 
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（陕西科技大学食品科学与工程学院，陕西西安 710021） 
摘要：以 Lactobacillus plantarum 330G4 为被包埋菌株，选用天然食品级材料为水相和油相包埋材料，采用超声波辅助双乳化法，

通过单因素和响应面优化试验，筛选油包水（Water-in-oil，W/O）和水包油包水（Water-in-oil-in-water，W/O/W）包埋乳液的最佳条

件。结果为菜籽油、果胶和乳清蛋白是双乳化法良好的油相和水相包埋材料；油相体积分数、乳化剂质量分数和功率对 W/O 乳液包

埋率影响较大，响应面优化制备 W/O 乳液的最佳条件为乳清蛋白质量分数 8%、菜籽油体积分数 64%、聚甘油蓖麻醇酸酯质量分数

3.30%、功率 505 W、时间 30 s；W/O 乳液体积分数、功率和时间对 W/O/W 乳液包埋率影响较大，响应面优化制备 W/O/W 乳液的最

佳条件为果胶质量分数 0.25%、W/O 乳液体积分数 16.60%、功率 75 W、时间 3 min；被包埋菌中的活菌数 10.34 lg CFU/mL、包埋率

92.82%、稳定性 99.06%、平均粒径 10.53 μm；与未包埋活菌数相比，经模拟消化后活菌数提高了 7.34 lg CFU/mL；经 50、70、90 ℃

热处理 30 min 后，活菌数分别提高了 4.17、3.20、4.58 lg CFU/mL；经 25 ℃贮存 30 d 后，活菌数提高了 6.05 lg CFU/mL。表明超声

波辅助双乳化法包埋植物乳杆菌是提高益生菌活性的有效途径。研究结果可为其它益生菌的包埋和提高其活性提供参考，也可为开发

研制新型高活性益生菌产品提供新途径。 
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Abstract: Lactobacillus plantarum 330G4 was used as the embedded strain, natural food-grade materials were selected as the water-phase and 

oil-phase embedding materials. Ultrasound-assisted double-emulsification method was used to screen the optimal conditions for water-in-oil (W/O) and 

water-in-oil-in-water (W/O/W) embedded emulsions through one-way and response surface optimization tests. The results were that canola oil, pectin 

and whey protein were good oil- and water-phase embedding materials for the double emulsification method; the oil-phase volume fraction, emulsifier 

mass fraction and power had a large influence on the embedding rate of W/O emulsions, and the optimal conditions for response surface optimization for 

the preparation of W/O emulsions were whey protein volume fraction of 8%, canola oil volume fraction of 64%, glycerol ricinoleate mass fraction 

3.30%, power 505 W, time 30 s; W/O phase volume fraction, power and time have a greater effect on the encapsulation rate of W/O/W emulsion, the best 

conditions of response surface optimization for the preparation of W/O/W emulsions were pectin mass fraction of 0.25%, W/O phase volume fraction of 

16.60%, power 75 W, time 3 min; the number of viable bacteria in the encapsulated bacteria was 10.34 lg CFU/mL, encapsulation rate of 92.82%, 

stability of 99.06%, the average particle size of 10.53 μm. Compared with the number of unembedded viable bacteria, the number of viable bacteria 

increased by 7.34 lg CFU/mL after simulated digestion; after heat treatment at 50, 70 and 90 ℃ for 30 min, the number of viable bacteria 

increased by 4.17, 3.20, and 4.58 lg CFU/mL, respectively; and after storage at 25 ℃ for 30 d, the number of viable bacteria increased by  

6.05 lg CFU /mL. Ultrasound-assisted double emulsification method for embedding Lactobacillus plantarum is an effective way to improve the activity 

of probiotics. The results of the study can provide a reference for the encapsulation of other probiotics and the enhancement of their activities, as well as a 

new way for the development of new high-activity probiotic products. 
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益生菌是对机体健康有促进作用的活的微生物，其健康功效是基于益生菌活性的基础上，但益生菌常常受到

生存环境的影响而使其活性较难保持。包埋益生菌是提高益生菌活性的一条有效途径，食用易得的包埋材料和简

便易行的包埋方法是包埋益生菌需要解决的关键技术问题。目前包埋生物活性物质的方法较多，如挤压法、乳化

法、组装法、超声波法、冻干法、喷雾干燥法、静电纺丝法等。其中，乳化法主要由两个相组成，即分散相和连

续相。分散相即水相，含有被包埋的物质或菌体的水悬浮液，连续相即油相，为植物油或矿物油等[1]。采用乳化

法对益生菌进行包埋的研究鲜有报道，赵玉萍等[2]研究了乳化法包埋乳酸杆菌，其中油包水（Water-in-oil，W/O）

乳液包埋率最高为 85.11%，水包油（Oil-in-water，O/W）乳液包埋率为 50%~70%，表明 W/O 乳液效果更好。有

研究者[3,4]利用海藻酸钠与 Ca
2+的交联作用，通过外源乳化法或内源乳化法以水油两相包埋益生菌，也有较好的效

果。双乳化法是指首先通过均质内水相、油和油溶性乳化剂制备 W/O 乳液，然后通过均质含有水溶性乳化剂的外

水相溶液和 W/O 乳液制备水包油包水（Water-in-oil-in-water，W/O/W）乳液[5]。双乳化法的主要优势是通过加入

内水相保护益生菌免受生物和环境因素的影响，通过中间油层将益生菌与其它水溶性成分分离，而且油相可以限

制颗粒对湿度的吸收，有助于益生菌在储存过程中保持活力[6]。但双乳液存在乳液不稳定、颗粒大小及形状不一

等问题[7]，有研究可以通过改变壁材的种类和浓度、乳化剂的种类和浓度、制备条件、水油比例等来控制液滴的

大小和乳液稳定性，如秦新生[8]通过两步乳化法制备植物乳杆菌 W/O/W 乳液，首先搅拌油相和含有益生菌的内水

相得到 W/O 乳液，再将 W/O 乳液和外水相均质得到 W/O/W 乳液，研究了乳化剂浓度、油相比例以及外水相浓

度对 W/O/W 乳液的影响，最终得到制备 W/O/W 乳液的最佳条件，获得的 W/O/W 乳液中包埋的益生菌体外模拟

消化后，活力几乎没有损失，活菌数约为 7 lg CFU/mL。近年来，超声波处理已被用于食品加工中生物活性化合

物的微囊化，使用超声波进行微囊化成本低、易规模生产，并能够获得微米（μm）级分布的微胶囊[9,10]。16~         

3 000 KHZ 的超声频率一般适用于流体的处理，超声波通过液体介质，产生空化气泡，产生强烈的剪切和机械    

力[11]，导致液滴或微胶囊的形成。Porta 等[12]通过超声波成功将嗜酸乳杆菌包埋在双乳液中，然后用超临界乳液萃

取技术制备微球，包埋率为 80%。Pandey 等[5]通过两步超声辅助乳化，制备得到含有植物乳杆菌的 W/O/W 乳液，

连续消化后微囊化益生菌活菌数为 5~7 lg CFU/mL，而游离菌全部失活。此外，植物乳杆菌的活性在 200 s 的超声

处理时间内保持稳定，始终大于 9 lg CFU/mL，说明采用超声波法制备微囊化益生菌是可行的。 

超声波辅助双乳化法作为包埋益生菌的新方法，与其它包埋方法相比，条件温和，稳定性好，包埋材料广泛、

食用、易取，操作简便易行，处理量大，规模化推广应用价值高等[5,6,8,9,10,12]。但目前对被包埋益生菌适用的可食

用包埋材料，以及形成稳定、包埋率高的包埋颗粒等条件尚不清楚。为此，试验以益生菌 Lactobacillus plantarum 

330G4 为被包埋菌株，选用最常用的天然食品级乳清蛋白、果胶为水相壁材，菜籽油为油相壁材，采用超声波辅

助双乳化法，通过单因素和响应面优化试验，筛选制备稳定的 W/O 和 W/O/W 包埋菌体乳液的最佳条件。研究结

果可为其它益生菌的包埋和提高其活性提供参考，也可为开发研制新型高活性益生菌产品提供新途径。 

1  试验材料与方法 

1.1  试验材料 

1.1.1  供试菌种 

益生菌植物乳杆菌 Lactobacillus plantarum 330G4（LP330G4）由陕西科技大学食品科学与工程学院益生菌研

究与应用团队提供，从自然发酵果蔬食品中分离。 

1.1.2  试剂药品及配制 

MRS 肉汤（生物试剂），北京奥博星生物技术有限责任公司；戊二醛（分析纯），陕西普罗安蒂生物科技发展

有限公司；低聚半乳糖、果胶、乳清蛋白、聚甘油蓖麻醇酸酯、胃蛋白酶（猪胃黏膜）、胰蛋白酶（猪胰）、猪胆

盐、SYTO9 染液、PBS 磷酸缓冲液、甲苯胺蓝等生物试剂，上海源叶生物有限公司；菜籽油（食品级），河北丝

路晨光油脂有限公司。  

1.2  试验仪器与设备 

HC-3018R 高速冷冻离心机，安徽中科中佳仪器有限公司；LECIA DM750 光学显微镜，德国徕卡（Leica）仪

器有限公司；PHENOM-PRO 台式扫描电镜，上海飞纳仪器有限公司；LSM800 激光共聚焦显微镜，卡尔蔡司光
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学（中国）有限公司；MasterSize2000 激光粒度分析仪，英国马尔文仪器有限公司；SCIENTZ-ⅡD 超声波细胞粉

碎机，宁波新芝生物科技股份有限公司；FSH-2A 匀浆机，旭日仪器。 

1.3  试验方法 

1.3.1  LP330G4 菌悬液的制备 

在 MRS 肉汤厌氧管中接种 LP330G4 菌株，于 37 ℃培养 16~18 h 后，8 000 r/min 离心 10 min 获得菌体，用

PBS 磷酸缓冲液洗涤 2 次后用生理盐水重悬，制备菌浓 10
11

 CFU/mL 的 LP330G4 菌悬液。 

1.3.2  W/O 乳液制备 

1.3.2.1  单因素试验 

按照表 1 中所列的因素和水平进行 5 因素 5 水平单因素试验。对制备的 W/O 乳液的包埋率、稳定性、平均粒

径进行检测，并在光学显微镜下进行显微表征。 

表1 W/O乳液制备单因素试验 

Table 1 W/O emulsion Single-factor test 

因素 水平 

内水相壁材乳清蛋白质量分数（%） 2、4、6、8、10 

乳化剂聚甘油蓖麻醇酸酯质量分数（%） 1、2、3、4、5 

油相体积分数（%） 40、50、60、70、80 

超声波功率（瓦/W） 400、450、500、550、600 

超声波时间（秒/S） 10、15、20、25、30 

1.3.2.2  响应面优化 

依据单因素试验结果，选择对 W/O 乳液制备影响较大的 3 个因素，使用 Design-Expert 11 软件进行响应面优

化。使用 Box-Behnken 设计试验，以包埋率为响应值，对模型进行方差分析与残差分析，并分析各因素之间的交

互作用，验证响应面最优解。 

1.3.3  W/O/W 乳液制备 

1.3.3.1  单因素试验 

按照表 2 中所列的因素和水平进行 5 因素 5 水平单因素试验。对制备的 W/O/W 乳液的包埋率、稳定性、平

均粒径进行检测，并在光学显微镜下进行显微表征。 

表2 W/O/W乳液制备单因素试验 

Table 2 W/O/W emulsion Single-factor test 

因素 水平 

外水相壁材果胶质量分数（%） 0.10、0.15、0.20、0.25、0.30 

W/O 乳液体积分数（%） 5、10、15、20、25 

超声波功率（W） 60、90、120、150、180 

超声波时间（min） 1、2、3、4、5 

1.3.3.2  响应面优化 

依据单因素试验结果，选择对 W/O/W 乳液制备影响较大的 3 个因素，使用 Design-Expert 11 软件进行响应面

优化。使用 Box-Behnken 设计试验，以包埋率为响应值，对模型进行方差分析与残差分析，并分析各因素之间的

交互作用，验证响应面最优解。 

1.3.4  检测方法 

1.3.4.1  显微表征 

光学显微镜表征：取 5 μL 制备好的 W/O 或 W/O/W 乳液置于载玻片上，盖上盖玻片，光学显微镜下直接观

察。 

W/O/W 乳液的扫描电子显微镜表征：将制备得到的 W/O/W 乳液冷冻干燥后，真空镀金 2 min，在 10 KV 加

速电压、标准束流下观察[13]。 

激光共聚焦显微镜表征：于黑暗环境中，在 LP330G4 菌悬液中加入 SYTO9 染液（1.5 μL/mL）染色 15 min，
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然后制备 W/O 乳液。设置激发波长为 488 nm，取 10 μL W/O 乳液置于载玻片上观察。 

1.3.4.2  活菌数检测 

参照 GB 4789.35-2016《食品安全国家标准 食品微生物学检验》，平板菌落计数法[14]。 

1.3.4.3  对消化液的耐受性 

模拟唾液的配制[15]：按各成分质量分数添加氯化钾 3.72%，磷酸二氢钾 0.74%，碳酸氢钠 1.36%，六水合氯

化镁 0.1%，碳酸铵 0.012%，稀盐酸 0.018%，蒸馏水 94.05%，配置得到溶液 A；在 1 m mol/L 的氯化钙溶液中溶

解 α-淀粉酶，配置得到溶液 B；两者混合后，得到酶活为 75 U/mL 的模拟唾液，pH 值为 7.00。 

模拟胃液的配制[16]：蒸馏水中加入 16.4 mL 稀盐酸、10 g 胃蛋白酶，定容至 1 000 mL，pH 值为 2.00。 

模拟肠液的配制[16]：用蒸馏水溶解 6.8 g 磷酸二氢钾，调节 pH 值为 6.80；另外将 10 g 胰酶和 3 g 猪胆盐用水

溶解，将二者混合并定容至 1 000 mL。 

模拟结肠液的配制[15]：磷酸二氢钾质量分数 1.40%，蒸馏水质量分数 98.60%，pH 值为 7.40。 

对消化液的耐受性：以游离 LP330G4 为对照，测定初始活菌数。取 5 mL 样品与模拟唾液 1:1 混合，37 ℃、

60 r/min 模拟消化 2 min，每隔 1 min 取样并测定活菌数；将上一步的混合物与模拟胃液 1:1 混合，37 ℃、60 r/min

模拟消化 2 h，每隔 1 h 取样并测定活菌数；将上一步模拟消化结束的混合物与模拟肠液 1:1 混合，37 ℃、60 r/min

模拟消化 2 h，每隔 1 h 取样并测定活菌数；将上一步模拟消化结束的混合物与模拟结肠液 1:1 混合，37 ℃、60 r/min

模拟消化 2 h，每隔 1 h 取样并测定活菌数。在每个模拟消化阶段结束时，取试验组样品在光学显微镜下观察。 

1.3.4.4  包埋率 

乳液包埋率的测定参考 Jiang 等[17]和 Zhang 等[18]的方法，并做相应修改。 

W/O 乳液包埋率的测定：取 2 mL W/O 乳液，14 000 r/min 离心 10 min，将下层菌体沉淀重悬，测定活菌数，

记作 N0；取 2 mL W/O 乳液，4 000r/min 离心 10 min，将下层菌体沉淀重悬，测定活菌数，记作 N1。根据公式（1）

计算乳液包埋率（Encapsulation Efficiency，EE）。 

0 1

0

100%
N N

EE
N


                       （1） 

式中： 

EE——乳液包埋率，%； 

N0——乳液中总益生菌数，CFU/mL； 

N1——乳液中未被包埋的益生菌数，CFU/mL。 

W/O/W 乳液包埋率的测定：取 2 mL W/O/W 乳液，14 000 r/min 离心 10 min，将下层菌体沉淀重悬，测定活

菌数，记作 N0；取 2 mL W/O/W 乳液，6 000r/min 离心 10 min，将下层菌体沉淀重悬，测定活菌数，记作 N1。根

据公式（1）计算包埋率 EE。 

1.3.4.5  稳定性 

W/O 乳液及 W/O/W 乳液稳定性的测定参考 Sapei 等[19]和张嫔娉等[20]的方法，并做相应修改。将制备的 W/O

乳液或 W/O/W 乳液装入离心管，置于常温（25 ℃）24 h，测量离心管中溶液总高度，记作 H0，测量离心管下层

非乳液部分高度，记作 Ht。根据公式（2）计算乳液稳定性（Stability, S）。 

0 t

0

100%
H H

S
H


                          （2） 

式中： 

S——乳液稳定性，%； 

H0——离心管中溶液总高度，cm； 

Ht——下层非乳液部分高度，cm。 

1.3.4.6  平均粒径 

W/O 乳液及 W/O/W 乳液平均粒径 D4,3 的测定：将乳液分散在含有去离子水的容器中，“Obscuration”水平

在 10%~20%之间，搅拌速度为 2 000 r/min，使用 Malvern Mastersizer 2000 激光粒度仪测量平均粒径 D4,3。 

1.3.4.7  耐热性 

将包埋 LP330G43 和游离 LP330G43 分别于 50、70 和 90 ℃条件下水浴，每隔 10 min 取样并测定活菌数。 
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1.3.4.8  贮存性 

将包埋 LP330G43 和游离 LP330G43 分别置于 25 ℃，从第 0 天开始，每隔 5 天取样并测定活菌数。 

1.4  数据分析与处理 

试验数据采用 SPSS 23 计算平均值及标准差，在 0.05 水平上分析样品间的显著性，用 a~g、A~D 表示；采用

Origin 2019 绘图。响应面优化中，***表示 P≤0.001 极显著，**表示 P≤0.01 比较显著，*表示 P≤0.05 显著。 

2  结果与讨论 

2.1  W/O乳液制备条件 

本研究将 LP330G4 菌株形成三层包埋结构，内层乳清蛋白为内水相壁材，中间层菜籽油为油相壁材，外层果

胶为外水相壁材。聚甘油蓖麻醇酸酯为乳化剂。首先通过乳清蛋白、乳化剂、油相体积分数、功率、时间等单因

素和响应面优化试验，确定 W/O 乳液制备的最佳条件。 

2.1.1  单因素试验结果 

 

图1 内水相壁材质量分数对W/O乳液的影响 

Fig.1 Effect of internal aqueous phase material quality score on the properties of W/O emulsion 

注：a）包埋率；b）乳液稳定性；c）平均粒径；d）光学显微镜下的形态。柱状图中不同字母表示差异显著（P≤0.05）。 

 

图2 乳化剂质量分数对W/O乳液的影响 

Fig.2 Effect of emulsifier quality fraction on the properties of W/O emulsion 

注：a）包埋率；b）乳液稳定性；c）平均粒径；d）光学显微镜下的形态。柱状图中不同字母表示差异显著（P≤0.05）。 

内水相壁材乳清蛋白质量分数对 W/O 乳液的影响结果如图 1 所示。从图中可以看出，内水相壁材质量分数的

变化对乳液包埋率有显著影响，乳清蛋白质量分数从 2%增加到 10%时，W/O 乳液的包埋率从 62.05%提高到

93.71%，同时乳液稳定性也从 93.72%升高到 100%。内水相壁材质量分数对乳液的平均粒径影响不大，平均粒径
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始终在 2.78~4.09 μm 之间。显微表征显示，通过超声处理后内水相和油相形成了 W/O 乳液，视野中可见大量液

滴，随着内水相壁材质量分数的增加，液滴密度有所增加，液滴大小没有显著变化。内水相乳清蛋白最佳质量分

数选择为 8%。 

乳化剂聚甘油蓖麻醇酸酯质量分数对 W/O 乳液特性的影响结果如图 2 所示。随着乳化剂质量分数的增加，包

埋率呈现先增大后降低的趋势，乳化剂质量分数为 3%时，包埋率最高达到 87.46%；乳液稳定性随着乳化剂质量

分数的增加不断提高，从 95.73%显著提高到 99.56%；平均粒径则随着乳化剂质量分数的增加呈先降后增趋势，

当乳化剂质量分数≤3%时，平均粒径在 4.15~5.39 μm 之间，之后平均粒径显著增大到 10 μm 以上。显微表征也显

示，乳化剂质量分数为 1%时，液滴大小不一，未完全乳化；当乳化剂质量分数为 2%、3%时，视野中的液滴大

小适宜，且更加均匀；乳化剂质量分数继续增大时，液滴明显增大。综上，选取乳化剂质量分数 2%、3%、4%进

行响应面优化。 

油相体积分数对 W/O 乳液特性的影响结果如图 3 所示。随着油相体积分数增加，包埋率先增后降，乳液稳定

性也先增后降，而平均粒径先降后增。油相体积分数由 40%增加到 80%时，包埋率在 55.36%~89.82%，油相体积

分数为 60%时包埋率最高。乳液稳定性在油相体积分数 50%时达到最高 98.68%，当油相体积分数继续增加至 80%

时，稳定性不断下降至最低 94.10%。油相体积分数为 60%时，平均粒径为 3.84 μm，油相体积分数持续增大时，

平均粒径显著增大，这是由于体系中油相体积分数过大，无法完全被乳化，W/O 乳液中含有大量油滴。显微表征

可以看到，乳液液滴先变小后显著变大，油相体积分数为 80%时液滴密度也显著降低。综上，选取油相体积分数

50%、60%、70%进行响应面优化。 

 

图3 油相体积分数对W/O乳液的影响 

Fig.3 Effect of oil phase volume fraction on the properties of W/O emulsion 

注：a）包埋率；b）乳液稳定性；c）平均粒径；d）光学显微镜下的形态。柱状图中不同字母表示差异显著（P≤0.05）。 

 

图4 功率对W/O乳液的影响 

Fig.4 Effect of power on the properties of W/O emulsion 

注：a）包埋率；b）乳液稳定性；c）平均粒径；d）光学显微镜下的形态。柱状图中不同字母表示差异显著（P≤0.05）。 
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功率对 W/O 乳液特性的影响结果如图 4 所示。随着超声功率的增加，包埋率先增后减，乳液稳定性没有显著

变化。功率为 400 W 时，包埋率最低为 70.98%，平均粒径最小为 3.26 μm；功率为 500 W 时，包埋率达到最高

87.68%；功率达到 550 W 时，包埋率开始下降，平均粒径开始显著增大；功率达到 600 W 时，平均粒径达到最大

28.38 μm，这可能是由于功率过大，导致形成的 W/O 乳液液滴逐渐破裂。功率从 400 W 逐步增加到 600 W，乳液

稳定性始终稳定在 99.11%~100%。显微表征也可以看出，功率为 400、450 和 500 W 时，乳液液滴较小，功率为

550 和 600 W 时，视野中开始出现越来越多大液滴，平均粒径显著增加。综上，选取功率 450、500、550 W 进行

响应面优化。 

时间对 W/O 乳液特性的影响如图 5 所示。随着超声时间的增加，包埋率和平均粒径均呈显著变化，乳液稳定

性始终稳定在 96.56%~98.18%范围内，没有明显变化。超声时间从 10 s 增加到 20 s 时，包埋率从 68.30%提高到

88.53%再降低至 83.48%，平均粒径从 20.97 μm 增大到 25.84 μm 然后减小至 19.26 μm；超声时间 25~30 s 时，包

埋率提高至 94.33%，平均粒径降低至 2.68 μm。这可能是由于随着时间的推进，内水相与油相乳化程度不断增加，

形成较大液滴，然后随着时间的增加，继续乳化生成许多小液滴。显微表征也可以看见，随着时间的变化，视野

中的液滴慢慢变大，之后又明显变小且粒度更加均匀。综上，选择时间 30 s 为最佳条件。 

 

图5 时间对W/O乳液的影响 

Fig.5 Effect of time on the properties of W/O emulsion 

注：a）包埋率；b）乳液稳定性；c）平均粒径；d）光学显微镜下的形态。柱状图中不同字母表示差异显著（P≤0.05）。 

2.1.2  响应面优化试验结果 

综合上述单因素试验结果，选择对 W/O 乳液制备过程影响比较大的 3 个因素：乳化剂质量分数%（A）、油

相体积分数%（B）、和功率（C），进行响应面优化。使用 Box-Behnken 设计试验，以包埋率（Y）为响应值，对

模型进行方差分析与残差分析，并分析各因素之间的交互作用，验证响应面最优解。响应面试验结果如表 3 所示，

方差分析如表 4 所示。 

表3 响应面试验结果 

Table 3 Response surface results 

序号 
Factor 1 Factor 2 Factor 3 Response 

A：乳化剂质量分数/% B：油相体积分数/% C：功率/W Y：包埋率/% 

1 2 50 500 63.59 

2 4 50 500 83.77 

3 2 70 500 83.98 

4 4 70 500 87.83 

5 2 60 450 69.99 

6 4 60 450 87.00 

7 2 60 550 81.83 

8 4 60 550 84.97 
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9 3 50 450 71.58 

10 3 70 450 85.00 

11 3 50 550 79.24 

12 3 70 550 87.76 

13 3 60 500 93.49 

14 3 60 500 89.54 

15 3 60 500 90.27 

16 3 60 500 94.29 

17 3 60 500 88.36 

对表 3 中的结果进行分析，并建立数学模型，得到的回归方程为： 

Y=91.9+5.52A+5.80B+2.53C-4.08AB-3.47AC-1.22BC-5.67A
2
-5.73B

2
-4.57C

2
 

表4 回归模型方差分析 

Table 4 Regression model analysis of variance 

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性 

Model 1 088.25 9 120.92 28.99 ＜0.000 1 *** 

A 243.98 1 243.98 58.50 0.000 1 *** 

B 269.00 1 269.00 64.50 ＜0.000 1 *** 

C 51.16 1 51.16 12.27 0.010 0 ** 

AB 66.67 1 66.67 15.99 0.005 2 ** 

AC 48.09 1 48.09 11.53 0.011 5 * 

BC 6.00 1 6.00 1.44 0.269 3  

A² 135.48 1 135.48 32.49 0.000 7 *** 

B² 138.00 1 138.00 33.09 0.000 7 *** 

C² 87.94 1 87.94 21.09 0.002 5 ** 

残差 29.19 7 4.17    

失拟项 2.72 3 0.9053 0.136 8 0.933 0  

纯误差 26.48 4 6.62    

总差 1 117.44 16     

R² 0.973 9      

Adjusted R² 0.940 3      

Predicted R² 0.924 1      

注：*表示 P≤0.05 显著，**表示 P≤0.01 比较显著，***表示 P≤0.001 极显著。 

由表 4 可知，建立的回归模型 F 值为 28.99，P＜0.000 1，说明回归模型的差异极显著。失拟项的 P＞0.05，

不显著，说明模型拟合良好。回归系数 R
2
>90%，说明回归方程拟合效果良好，可以用来描述乳化剂质量分数%

（A）、油相体积分数%（B）、功率 W（C）与包埋率（Y）之间的关系。校正系数 Adjusted R
2为 0.940 3，与回归

系数 R
2接近，说明回归方程拟合效果良好。 

从表 4 可以得到，A、B 和 A
2、B

2的 P≤0.001；C、AB 和 C
2的 P≤0.01；AC 的 P≤0.05；BC 的 P 值大于 0.05。

参照 F 值，可以得到三个因素对包埋率影响程度的排序为：油相体积分数%（B）＞乳化剂质量分数%（A）＞功

率 W（C）。 

残差正态分布图、残差与预测值分布图、预测值与实际值分布图如图 6 所示。图 6a 可以看出，残差的正态概

率基本分布在（2，-2）区间内，基本呈一条直线，符合正态分布，各点独立分布；图 6b 可以看出，残差与预测

值基本分布在（2，-2）区间内，基本均匀分布于两侧，符合正态分布，且没有任何规律呈随机分布；图 6c 可以

看出，预测值与实际值也基本呈一条直线分布，符合正态分布，且两者基本一致。说明此模型以及数据合理可靠。 

响应面分析交互作用：通过响应面图及等高线图，分析乳化剂质量分数、油相体积分数和功率等的交互作用

对包埋率的影响，结果如图 7 所示。从图中可以看出，乳化剂质量分数与油相体积分数的交互作用对包埋率影响
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最大，乳化剂质量分数与功率的交互作用对包埋率影响次之，油相体积分数与功率的交互作用对包埋率影响不显

著。 

 

图6 残差分析 

Fig.6 Residual analysis 

注：a）残差正态分布；b）残差与预测值；c）预测值与实际值。 

 

 

 

图7 交互作用分析结果 

Fig.7 Interaction analysis results 

注：a）乳化剂质量分数与油相体积分数对包埋率交互作用的等高线图，b）乳化剂质量分数与油相体积分数对包埋率交互作用

c) 
d) 

e) f) 
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的响应面图，c）乳化剂质量分数与功率对包埋率交互作用的等高线图，d）乳化剂质量分数与功率对包埋率交互作用的响应面图，e）

油相体积分数与功率对包埋率交互作用的等高线图，f）油相体积分数与功率对包埋率交互作用的响应面图。 

乳化剂质量分数与油相体积分数、乳化剂质量分数与功率、油相体积分数与功率对包埋率的交互作用如图 7

所示。 

由图 7a、b 可知，在功率不变的情况下，随着乳化剂质量分数和油相体积分数的提高，包埋率呈先升高后降

低的趋势。响应面曲面比较陡峭，等高线呈椭圆形，P<0.01，说明乳化剂质量分数与油相体积分数的交互作用对

包埋率影响比较显著。 

由图 7c、d 可知，在油相体积分数不变的情况下，随着乳化剂质量分数和功率的增加，包埋率呈先升高后降

低的趋势。响应面曲面比较陡峭，等高线呈椭圆形，P<0.05，说明乳化剂质量分数与功率的交互作用对包埋率影

响显著。 

由图 7e、f 可知，在乳化剂质量分数不变的情况下，随着油相体积分数和功率的增加，包埋率亦是先升高后

降低的趋势。响应面曲面比较陡峭，但等高线较之前面二者更接近圆形，且 P＞0.05，说明油相体积分数与功率

的交互作用对包埋率影响不显著。 

响应面最优解验证：通过 Design-expert 11 软件得到的最佳制备条件为：乳化剂质量分数 3.32%，油相体积分

数 63.38%，功率 505.29 W，此时预测包埋率为 96.80%。考虑实际条件，以乳化剂质量分数 3.30%，油相体积分

数 64%，功率 500 W 进行 3 次重复试验，包埋率分别为 93.62%、94.24%、94.86%，与预测值基本相符。 

综上，通过单因素和响应面优化，W/O 乳液制备的最佳条件为：内水相壁材乳清蛋白质量分数 8%、油相体

积分数 64%、乳化剂聚甘油蓖麻醇酸酯质量分数 3.30%、功率 505 W、时间 30 s。 

2.2  W/O/W乳液制备条件 

W/O 乳液制备的最佳条件确定后，以果胶为外水相壁材，通过单因素和响应面优化试验确定 W/O/W 乳液制

备的最佳条件。 

2.2.1  单因素试验结果 

 

图8 外水相壁材质量分数对W/O/W乳液特性的影响 

Fig.8 Effect of water phase quality fraction on the properties of W/O/W emulsion 

注：a）包埋率；b）乳液稳定性；c）平均粒径；d）光学显微镜下的形态。柱状图中不同字母表示差异显著（P≤0.05）。 

外水相壁材果胶质量分数对 W/O/W 乳液特性的影响结果如图 8 所示。随着外水相壁材质量分数的增加，乳

液包埋率发生显著变化，在 0.25%时包埋率最高为 87.55%；乳液稳定性随着外水相壁材质量分数的增加显著提高，

壁材质量分数为 0.10%时，乳液稳定性仅为 60.08%，当质量分数≥0.25%时，乳液稳定性保持在 97%左右；平均

粒径随着外水相壁材质量分数的增加，基本呈递减趋势，壁材质量分数为 0.15%~0.25%时，平均粒径稳定在 13 μm

左右，壁材质量分数继续增加至 0.30%时，平均粒径为 7.95 μm，可能是由于质量分数增大使得外水相粘稠度增加，

不利于乳液的制备。从光学显微镜表征图中可以看见液滴包液滴形态的 W/O/W 乳液液滴，壁材质量分数为 0.10%

时，液滴密度最大。因此，选择外水相壁材果胶质量分数为 0.25%。 

W/O 乳液体积分数对 W/O/W 乳液特性的影响结果如图 9 所示。W/O 乳液体积分数从 5%增加至 25%，乳液
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包埋率呈先升后降趋势，在 15%时包埋率达到最高 86.72%；乳液稳定性随着 W/O 乳液体积分数的增加则没有发

生显著变化，始终稳定在 90%左右；平均粒径随着 W/O 乳液体积分数的增加也呈现先升后降趋势，W/O 乳液体

积分数为 15%时，平均粒径为 16.20 μm。从光学显微镜表征图可以看出，随着 W/O 乳液体积分数的增加，视野

中的液滴密度越来越高，W/O 乳液体积分数为 10%及以上时，视野中可以清晰看到液滴包液滴形态，W/O 乳液

体积分数为 25%时，视野中可见所有液滴密集排列在一起。综上，选取 W/O 乳液体积分数 10%、15%、20%进行

响应面优化。 

 

图9 W/O乳液体积分数对W/O/W乳液特性的影响 

Fig.9 Effect of W/O emulsion volume fraction on the properties of W/O/W emulsion 

注：a）包埋率；b）乳液稳定性；c）平均粒径；d）光学显微镜下的形态。柱状图中不同字母表示差异显著（P≤0.05）。 

 

图10 功率对W/O/W乳液特性的影响 

Fig.10 Effect of power on the properties of W/O/W emulsion 

注：a）包埋率；b）乳液稳定性；c）平均粒径；d）光学显微镜下的形态。柱状图中不同字母表示差异显著（P≤0.05）。 

功率对 W/O/W 乳液特性的影响结果如图 10 所示。随着功率不断增大，包埋率呈现先增后降趋势，功率为    

90 W 时，包埋率最高为 88.42%，功率不断增大至 180 W 时，包埋率降低至 38.29%；功率的增大对乳液稳定性的

影响并不显著，功率从 60 W 不断增大，乳液稳定性始终保持在 94%左右；功率从 60 W 增大到 120 W 时，平均

粒径并未发生显著变化，保持在 13 μm 左右，功率继续增大至 180 W 时，平均粒径仅为 6.47 μm。光学显微镜表

征图中可以看出，60、90、120 W 时可以明显看到液滴包液滴形态，随着功率持续增大，液滴最终不断变小，液

滴包液滴形态在视野中不断减少。综上，选取功率 60、90、120 W 进行响应面优化。 

时间对 W/O/W 乳液特性的影响如图 11 所示。超声时间从 1 min 不断增加至 5 min 的过程中，乳液包埋率先

增大后减小，当超声时间为 3 min 时，包埋率最高可至 91.45%，时间继续增加至 5 min 时，包埋率已降至 46.90%；

同时，乳液稳定性也随着超声时间的增加呈现先增后减的趋势，超声时间为 3 min 时，稳定性最大可至 96.01%，

时间继续增加至 5 min 时，稳定性已降至 87%；平均粒径随着时间的增加，呈现先增大后减小的趋势，从总体上

来看，平均粒径始终在 13~15 μm 范围内。从光学显微镜表征图来看，5 个样品视野中的液滴大小没有显著变化，
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且均可明显看到液滴包液滴形态。综上，选取时间 2、3、4 min 进行响应面优化。 

 

图11 时间对W/O/W乳液特性的影响 

Fig.11 Effect of time on the properties of W/O/W emulsion 

注：a）包埋率；b）乳液稳定性；c）平均粒径；d）光学显微镜下的形态。柱状图中不同字母表示差异显著（P≤0.05）。 

2.2.2  响应面优化试验结果 

综合上述单因素试验结果，选择对 W/O/W 乳液制备过程影响比较大的 3 个因素，W/O 相体积分数%（A）、

功率 W（B）、和时间 min（C），进行响应面优化。使用 Box-Behnken 设计试验，以包埋率为响应值，对模型进行

方差分析与残差分析，并分析各因素之间的交互作用，验证响应面最优解。响应面试验结果如表 5 所示，方差分

析如表 6 所示。 

表5 响应面试验结果 

Table 5 Response surface results 

序号 
Factor 1 Factor 2 Factor 3 Response 

A：W/O 相体积分数/% B：功率/W C：时间/min Y：包埋率/% 

1 10 60 3 69.00 

2 20 60 3 86.02 

3 10 120 3 72.75 

4 20 120 3 65.70 

5 10 90 2 60.25 

6 20 90 2 76.37 

7 10 90 4 70.00 

8 20 90 4 75.82 

9 15 60 2 73.70 

10 15 120 2 69.20 

11 15 60 4 84.14 

12 15 120 4 70.69 

13 15 90 3 92.70 

14 15 90 3 89.70 

15 15 90 3 89.52 

16 15 90 3 86.85 

17 15 90 3 93.00 

对表 5 中的结果进行分析，并建立数学模型，得到的回归方程为： 

Y=90.35+3.99A-4.31B+2.64C-6.02AB-2.58AC-2.24BC-10.40A
2
-6.58B

2
-9.34C

2
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表6 回归模型方差分析 

Table 6 Regression model analysis of variance 

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性 

Model 1641.72 9 182.41 28.38 0.000 1 *** 

A 127.28 1 127.28 19.81 0.003 0 ** 

B 148.95 1 148.95 23.18 0.001 9 ** 

C 55.81 1 55.81 8.68 0.021 5 * 

AB 144.84 1 144.84 22.54 0.002 1 ** 

AC 26.52 1 26.52 4.13 0.081 7  

BC 20.03 1 20.03 3.12 0.120 9  

A² 455.80 1 455.80 70.92 <0.000 1 *** 

B² 182.41 1 182.41 28.38 0.001 1 ** 

C² 367.27 1 367.27 57.15 0.000 1 *** 

残差 44.99 7 6.43    

失拟项 19.08 3 6.36 0.982 0 0.485 2  

纯误差 25.91 4 6.48    

总差 1 686.70 16     

R² 0.973 3      

Adjusted R² 0.939 0      

Predicted R² 0.795 0      

注：*表示（P≤0.05）显著，**表示（P≤0.01）比较显著，***表示（P≤0.001）极显著。 

由表 6 可知，建立的回归模型 F 值为 28.38，P=0.000 1，说明回归模型的差异极显著。失拟项的 P＞0.05，不

显著，说明模型拟合良好。回归系数 R
2
>90%，说明回归方程拟合效果良好，可以用来描述 W/O 相体积分数%（A）、

功率 W（B）、时间 min（C）与包埋率%（Y）之间的关系。校正系数 Adjusted R
2为 0.939 0，与 R

2接近，说明回

归方程拟合效果良好。 

从表 6 可以得到，A
2、C

2的 P≤0.001；A、B、AB 以及 B
2的 P≤0.01；C 的 P≤0.05；AC、BC 的 P 值大于 0.05。

参照 F 值，可以得到三个因素对包埋率影响程度的排序为：功率 W（B）＞W/O 相体积分数%（A）＞时间 min

（C）。 

 

图12 残差分析 

Fig.12 Residual analysis 

注：a）残差正态分布；b）残差与预测值；c）预测值与实际值。 

残差正态分布图、残差与预测值分布图、预测值与实际值分布图如图 12 所示。图 12a 可以看出，残差的正态

概率基本分布在（2，-2）区间内，基本呈一条直线，符合正态分布，各点独立分布；图 12b 可以看出，残差与预

测值基本分布在（2，-2）区间内，基本均匀分布于两侧，符合正态分布，且没有任何规律呈随机分布；图 12c 可

以看出，预测值与实际值也基本呈一条直线分布，符合正态分布，且两者基本一致。说明此模型以及数据合理可
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靠。 

响应面分析交互作用：通过响应面图及等高线图，分析 W/O 相体积分数、功率和时间等的交互作用对包埋率

的影响，结果如图 13 所示。从图中可以看出，W/O 相体积分数与功率的交互作用对包埋率有显著影响，W/O 相

体积分数与时间的交互作用、功率与时间的交互作用对包埋率均没有显著影响。 

 

 

 

图13 交互作用分析结果 

Fig.13 Interaction analysis results 

注：a）W/O 相体积分数与功率对包埋率交互作用的等高线图，b）W/O 相体积分数与功率对包埋率交互作用的响应面图，c）

W/O 相体积分数与时间对包埋率交互作用的等高线图，d）W/O 相体积分数与时间对包埋率交互作用的响应面图，e）功率与时间对

包埋率交互作用的等高线图，f）功率与时间对包埋率交互作用的响应面图。 

由图 13a、b 可知，在时间不变的情况下，随着 W/O 相体积分数和功率的提高，包埋率呈先升高后降低的趋

势。响应面曲面比较陡，而且等高线呈椭圆形，平面图中心在椭圆圈内，P <0.01，说明 W/O 相体积分数与功率

的交互作用对包埋率影响比较显著。 

由图 13c、d 可知，在功率不变的情况下，随着 W/O 相体积分数和时间的增加，包埋率呈先升高后降低的趋

势。响应面曲面比较陡峭，平面图中心在圆圈内，但等高线较之前者接近圆形，且 P＞0.05，说明 W/O 相体积分

数与时间的交互作用对包埋率影响不显著。 

由图 13e、f 可知，在 W/O 相体积分数不变的情况下，随着功率和时间的增加，包埋率亦是先升高后降低的

趋势。响应面曲面与前者相比较缓，平面图中心在圆圈内，等高线较之前者接近圆形，且 P＞0.05，说明功率与

时间的交互作用对包埋率影响不显著。 

c) d) 

e) 
f) 
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响应面最优解验证：通过 Design-expert 11 软件得到的最佳制备条件为：W/O 相体积分数 16.58%，功率    

75.02 W，时间 3.16 min，此时预测包埋率为 92.27%。考虑实际条件，以 W/O 相体积分数 16.60%，功率 75 W，

时间 3 min 进行 3 次重复试验，包埋率分别为 94.38%、92.69%、91.26%，与预测值基本相符。 

综上，通过单因素和响应面优化，W/O/W 乳液制备的最佳条件为：外水相壁材果胶质量分数 0.25%、W/O 相

体积分数 16.60%、功率 75 W、时间 3 min。 

通过确定的 W/O 和 W/O/W 乳液最佳制备条件对 LP330G4 进行包埋，得到了稳定的 W/O/W 乳液，即被三层

包埋的 LP330G4 乳液，其活菌数、包埋率、稳定性、平均粒径分别为 10.34 lg CFU/mL、92.82%、99.06%、        

10.53 μm。而 Liang 等[21]制备的鼠李糖乳杆菌 W/O/W 乳液活菌数为 9 lg CFU/mL，包埋率最高为 78.49%。 

包埋 LP330G4 的显微表征如图 14 所示，图 14a 为 W/O 乳液在激光共聚焦显微镜下的表征图，菌体经荧光染

色后在视野中发出绿色荧光，可以看见绿色荧光多聚集于 W/O 乳液液滴中，说明菌体被包埋在 W/O 乳液中；图

14b 为 W/O/W 乳液在光学显微镜下的表征图，可以看到明显的液滴包液滴形态，显示出三层结构，表明制备的

W/O 乳液液滴包埋于外水相中，Xiao 等[22]对 W/O/W 乳液显微表征结果显示菌体被包埋在乳液的微囊里；图 14c

为 W/O/W 乳液在扫描电子显微镜下的表征图，可见样品表面光滑，呈圆形或椭圆形颗粒。表明双乳化法对益生

菌有很好的包埋作用。 

 

图14 包埋LP330G4的显微特征 

Fig.14 Microscopic characterization of microencapsulated LP330G4 

注：a）W/O 乳液在激光共聚焦显微镜下的形态；b）W/O/W 乳液在光学显微镜下的形态；c）W/O/W 乳液冻干样品在扫描电子

显微镜下的形态。 

本试验研究制备的W/O/W 乳液中被包埋的益生菌 LP330G4 微囊为三层结构，内层内水相为乳清蛋白菌悬液，

中间层为菜籽油乳化液，外层外水相为果胶。益生菌在人体内发挥作用的前提是，益生菌通过消化道后，在宿主

结肠中靶向释放量大于 6 lg CFU/mL 或 g
[23]。通常益生菌经过胃肠液消化后活菌数下降较快，如一些商业益生菌

在模拟胃液中仅 5 min，活菌数下降到 6 lg CFU/mL 以下[24]。而通过菌体外面包裹对胃肠液有耐受性的壁材，提

高其耐受性，是提高益生菌活性的有效途径[25]。试验中选用的内水相乳清蛋白（Whey protein，WP）是从牛乳中

提取的一种优质全价动物蛋白，具有营养性、功能性、成膜性、脂肪乳化性、起泡性，且气味温和[26]。在活性物

质定向释放到宿主体内之前，从保护和逆转活性物质结合等方面具有广阔的应用前景[23]。此外，将乳清蛋白应用

于乳状液体系时，能够减少对 pH 值敏感的油滴粒子发生各种不利的生物学变化[27]。试验中选用的外水相果胶

（Pectin，PEC）是一种阴离子多糖，是植物细胞壁的组成部分[28]，果胶分子中含有大量的羟基和羧基，使其具有

良好的水溶性和电荷修饰性能，其中羟基可以与水分子形成氢键，从而保证果胶在水中的溶胀特性，增加乳液体

系黏度，减缓乳液分层[29]。将 Lactobacillus rhamnosus 包埋在果胶水凝胶中，冷冻干燥后在室温下保存一个月以

上，与游离菌体相比，保质期更长；在胃液中 2 h 后活菌数减少了 2.00 lg CFU/mL，而游离菌减少了 7.50 lg CFU/mL，

表明果胶可以提供物理屏障，保护益生菌免受环境胁迫，耐受性更强[30]。此外，果胶是结肠靶向递送口服益生菌

的最有潜力的载体之一[31]。选用的油相通过中间油层将益生菌与其它水溶性成分分离，而且油相可以限制颗粒对

湿度的吸收，从而有助于益生菌在储存过程中保持活力[6]。 

W/O 和 W/O/W 乳液制备的单因素试验条件选择主要依据包埋颗粒平均粒径、乳液稳定性和包埋率，一般粒

径越大，包埋率越高，但稳定性变低；反之粒径越小，包埋率越低，但稳定性变高[1,22,23,25]。因此，应选择包埋率

高、稳定性好、包埋颗粒粒径适中的 W/O 和 W/O/W 乳液制备条件。试验结果表明，与已有研究相比[15,17,19,21]，

包埋率提高 14.3%，为 92.82%，稳定性达到 99.06%。表明研究设计的超声波辅助双乳化法包埋益生菌的方法简

便、包埋率高、稳定性好、条件温和、包埋材料广泛易得，是提高益生菌活性的一条实用有效途径。 

2.3  包埋 LP330G4对胁迫条件的耐受性 
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2.3.1  对消化液的耐受性 

包埋 LP330G4 对消化液的耐受性如图 15 所示。包埋和未包埋菌体的初始活菌数为 10.32、10.41 lg CFU/mL，

在模拟唾液中消化 2 min 后，活菌数均无显著变化，仍保持在 10 lg CFU/mL，主要由于样品在模拟唾液中消化时

间短且整个体系为中性环境。接着，在胃液中消化 2 h，活菌数分别下降了 0.74、4.46 lg CFU/mL。Liang 等[21]制

备的鼠李糖乳杆菌 W/O/W 乳液在胃液中 2 h 后活菌数下降了 0.96 lg CFU/mL，表明包埋益生菌在模拟胃液中的存

活能力更强。主要因 W/O/W 乳液中的外水相果胶不易消化，可以抵抗胃酸。然后，样品在肠液中继续模拟消化     

2 h，活菌数持续下降至 8.95、3.65 lg CFU/mL。肠液中的胆盐和胰酶是影响益生菌活性的主要物质，包埋有助于

提高益生菌在模拟肠液中的活性[32]。最后，样品在模拟结肠液中消化 2 h，活菌数分别为 8.70、1.36 lg CFU/mL，

包埋的活菌数显著高于未包埋的活菌数。表明乳清蛋白可以提高益生菌对胃肠液的抗性[23]。在经过模拟消化后，

包埋和未包埋活菌数分别为 8.70、1.36 lg CFU/mL。 

 

图15 包埋LP330G4对消化液的耐受性 

Fig.15 Tolerance of microencapsulated LP330G4 to digestive solutions 

模拟消化过程中，分别在唾液、胃液、肠液及结肠液模拟消化阶段结束时取样并在光学显微镜下观察结果如

图 16 所示。在模拟唾液消化过程中基本保持其原始形态，模拟胃液消化过程中液滴开始发生形变，可以看到有些

液滴仍能保持液滴包液滴形态，待到模拟肠液消化时，可以看到视野中几乎没有液滴包液滴形态，变为单个液滴，

最终在模拟结肠液消化时，全部为游离益生菌。可见，制备的 W/O/W 乳液，在通过一系列模拟消化后，从外至

内逐渐被消化，最终在结肠液中全部释放，之后可以定殖、增殖发挥其益生作用。 

 

图16 包埋LP330G4在消化过程中的形态变化 

Fig.16 Morphology of microencapsulated LP330G4 during digestion 

注：a~d：分别为样品在模拟唾液、胃液、肠液、结肠液中消化时的形态图。 

2.3.2  耐热性 

包埋 LP330G4 的耐热试验结果如图 17 所示。50 ℃时包埋和未包埋的起始活菌数分别为 10.14、          

10.34 lg CFU/mL，30分钟后活菌数分别为9.57、5.40 lg CFU/mL；70 ℃时起始活菌数分别为10.15、10.33 lg CFU/mL，

30 分钟后活菌数分别为 7.73、4.53 lg CFU/mL；90 ℃时起始活菌数分别为 10.19、10.38 lg CFU/mL，30 分钟后活

菌数分别为 5.94、1.36 lg CFU/mL。可见，包埋的耐热性更强，其活菌数显著高于未包埋（P <0.05）。Beldarrain-Iznaga

等[15]在 50、70 ℃以及 90 ℃下热处理 20 min 后，用双乳化法制备的干酪乳杆菌活菌数均从 9 lg CFU/mL 降至       

6 lg CFU/mL 以下，但 9.71 lg CFU/mL 的游离菌全部失活。表明双乳化法包埋菌体后，菌的耐热性显著提高。 
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图17 包埋LP330G4的耐热性 

Fig.17 Heat resistance of microencapsulated LP330G4 

注：a）50 ℃；b）70 ℃；c）90 ℃。 

2.3.3  耐贮存性 

包埋 LP330G4 耐贮存结果如图 18 所示。包埋和未包埋起始活菌数均在 10 lg CFU/mL 以上，在 25 ℃贮存 30

天试验中，随着时间变化活菌数不断下降，未包埋活菌数下降更快。第 10 天时，包埋和未包埋活菌数分别为 8.91、

4.85 lg CFU/mL，未包埋活菌数已低于益生菌发挥功效的最低菌浓。第 30 天时，活菌数分别为 6.05、0 lg CFU/mL，

未包埋已检测不出活菌。Liang 等[21]在 4 ℃贮存 28 天后，鼠李糖乳杆菌 W/O/W 乳液活菌数分别下降了          

1.85 lg CFU/mL，对照组下降了 3.08 lg CFU/mL。表明双乳化法包埋菌体后可显著提高菌体的耐贮存性。主要由

于外水相果胶和油相为包埋益生菌提供了物理屏障，将益生菌与外部不利环境隔离[33]；同时，多糖可以通过取代

微生物细胞膜附近的水分子发挥保护作用，乳清蛋白在贮存过程中可以为益生菌提供营养和保护[34]。 

 

图18 包埋LP330G4的贮存性 

Fig.18 Storage of microencapsulated LP330G4 

3  结论 

益生菌活性是评价益生菌制品质量优劣的重要指标，采用超声波辅助双乳化法包埋益生菌 LP330G4 菌株，包

埋体系中的内水相壁材、油相、外水相壁材均可采用食品级原料乳清蛋白、菜籽油和果胶；在内水相壁材质量分

数 8%、油相体积分数 64%、乳化剂质量分数 3.30%、超声波功率 500 W、时间 30 s的条件下，可制得稳定的LP330G4

菌株 W/O 乳液；在外水相壁材质量分数 0.25%、W/O 相体积分数 16.60%、超声波功率 75 W、时间 3 min 的条件

下，可制得 LP330G4 菌株 W/O/W 乳液，且菌体被三层包埋，效果良好；包埋 LP330G4 的活菌数达到           

10.34 lg CFU/mL，包埋率达到 92.82%；与未包埋菌体相比，包埋 LP330G4 对消化液的耐受性、耐热性、贮存性

均显著提高。表明超声波辅助双乳化法包埋益生菌，简便易行，活菌数高，包埋体系采用的材料均为食品级原料，

可广泛应用于食品与药品领域。研究结果可为其它益生菌的包埋和提高其活性提供参考，也可为开发研制新型高

活性益生菌产品提供新途径。 
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