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动物双歧杆菌冻干保护剂配方优化及 

酸对菌粉存活率的影响 

范洪臣 1, 柴利平 1*, 韩  雪 2, 丁钶凡 1, 茜  琳 1, 秦  琦 2 

(1. 哈尔滨商业大学食品工程学院, 黑龙江省普通高校食品科学与工程重点实验室,  

哈尔滨  150076; 2. 哈尔滨美华生物技术股份有限公司, 哈尔滨  150076) 

摘  要: 目的  筛选动物双歧杆菌冻干菌粉保护剂, 优化冻干保护剂配方, 探究菌悬液制备过程中有机酸积

累对菌粉存活率的影响。方法  以菌粉中动物双歧杆菌存活率为指标, 通过发酵培养、离心收集菌泥、制备

菌悬液、预冻和冷冻干燥的菌粉制备工艺, 通过单因素实验和正交实验优化冻干保护剂。根据单因素实验探

究冻干前菌悬液制备条件和最适 pH。结果  最佳保护剂组合为 5.00%麦芽糊精、6.00%海藻糖、0.15%抗坏血

酸、1.50%谷氨酸钠、1.00%甘油。通过对菌悬液制备过程中菌粉活菌数的研究确定菌悬液制备和冻干条件, 菌

悬液 pH 6.5, 无菌水洗涤 2 次菌, 4℃菌悬液融合 30 min, 在-80℃预冻 2 h, ‒40℃下干燥 24 h, 获得的冻干菌粉

活菌数为 1.38×1012 CFU/g, 菌粉最高存活率可达 98.60%。结论  本研究优化后的保护剂组合可以制备高活性

动物双歧杆菌菌粉, 提高经济效益。 
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Formulation optimization of lyophilized protective agent for Bifidobacterium 
animalis and its effect on the survival rate of bacterial powder 

FAN Hong-Chen1, CHAI Li-Ping1*, HAN Xue2, DING Ke-Fan1, XI Lin1, QIN Qi2 
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ABSTRACT: Objective  To screen the protective agent of freeze-dried powder of Bifidobacterium animalis, 

optimize the formula of freeze-dried protective agent, and explore the influence of organic acid accumulation on the 

survival rate of powder during the preparation of bacterial suspension. Methods  The survival rate of 

Bifidobacterium animalis in bacterial powder was taken as the index, and the lyophilized protectant was optimized by 

single-factor test and orthogonal test by fermentation culture, centrifugation collection of bacterial sludge, preparation of 

bacterial suspension, pre-freezing and freeze-drying of bacterial powder. According to the single-factor test, the 

preparation conditions and optimal pH of the freeze-dried prebacterial suspension were explored. Results  The best 

combination of protective agents was 5.00% maltodextrin, 6.00% trehalose, 0.15% ascorbic acid, 0.15% sodium 
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glutamate, and 1.00% glycerol, and the preparation conditions and lyophilization conditions of bacterial suspension 

were determined by studying the number of viable bacteria of acid to bacterial powder during the preparation of 

bacterial suspension, the pH of the bacterial suspension was 6.5, the bacterial sludge was washed twice with sterile 

water, the bacterial suspension was fused for 30 min at 4℃, prefrozen at ‒80℃ for 2 h, dried at ‒40℃ for 24 h, and 

the viable bacteria number of lyophilized bacterial powder was 1.38×1012 CFU/g. The highest survival rate of 

bacterial powder could reach 98.60%. Conclusion  The optimized combination of protective agents in this study can 

prepare high-activity Bifidobacterium animalis powder and improve economic benefits. 

KEY WORDS: Bifidobacteria animalis; freeze-dried; survival rate; protective agent optimization 
 
 

0  引  言 

动物双歧杆菌(Bifidobacteria animalis)是益生菌家族

成员之一, 具有促进免疫调节、身体发育、调节肠道菌群

结构、抗肿瘤、抗氧化、降低胆固醇等生物功能[1‒2]。目前

益生菌大多以菌粉呈现在消费者面前, 便于运输、保藏和

后期产品的加工利用, 并且最大程度地保证了菌活性, 便

于使用且效果显著[3]。益生菌菌粉制备的两种常见工艺是

喷雾干燥和冷冻干燥, 其中真空冷冻干燥工艺制备菌粉具

有活菌率高、复水稳定性好和冻干成品保存期长等优点, 

使其成为最重要的制备工艺[4‒6]。尽管真空冷冻干燥制备菌

粉优点突出, 但是没有好的制备工艺条件, 菌粉存活率也

不会高。其中菌泥中菌体浓度、保护剂种类和浓度、菌泥

与保护剂混合比例是真空冷冻干燥过程影响存活率的关键

因素[7‒8]。无保护剂情况下, 敏感蛋白结构的改变、菌体

细胞关键酶活性、细胞膜完整性和流动性的破坏导致菌

活性非常低[9]。研究表明没有一种单一保护剂可以大幅提

高冻干存活率, 且由于菌种之间蛋白、酶和脂等结构成分

不同, 因此应用的保护剂种类也不同[10]。如赵禹彤[11]以

19%麦芽糊精、12%草菇多糖提取物和 10%鱼胶原蛋白肽

作为保护剂, 冷冻干燥后可以提高罗伊氏乳杆菌 F-9-35

的存活率; 王琳[12]以 15.80%脱脂乳、5.73%乳糖和 0.42%

谷氨酸钠作为保护剂, 冷冻干燥后可以使干酪乳杆菌存

活率达到 92.4%; 蒋文鑫等[13]得出棉子糖和山梨糖醇作

为保护剂对短双歧杆菌保护效果最好。冻干保护剂主要

包括糖类、多元醇、氨基酸、抗氧化、混合物 5 大类: 糖

类可抑制细胞膜发生相变而保持液晶态稳定, 如蔗糖、海

藻糖、乳糖、果糖、透明质酸等[14]; 多元醇类有机聚合物

可保护菌体胞内免受缺水损伤和维持细胞活力, 如甘油、

山梨醇、甘露醇等[15]; 氨基酸类可在细胞膜和细胞壁间形

成缓冲层, 如脯氨酸、半胱氨酸、谷氨酸等[3]; 抗氧化类

保护剂可以保护菌体细胞内参与代谢的酶活力, 如谷氨

酸钠、抗坏血酸和抗坏血酸钠等[16]; 复杂混合物类保护剂

防止由于冻干过程细胞壁蛋白质损坏而引起的胞内物质

泄漏而导致细胞死亡, 如脱脂乳粉、麦芽糊精和酵母浸粉

等[17]。其中甘油、脱脂乳、海藻糖是益生菌中应用较多

的冻干保护剂[18]。 

菌粉存活率除了保护剂影响外, 很多研究表明在冷

冻干燥之前制备菌悬液过程中, 菌利用保护剂营养产生的

有机酸对活菌率影响也很大[19]。同时乳酸菌在发酵过程中

菌体细胞会自己携带一部分酸, 降低保护剂菌悬液的 pH。

有机酸能够以未解离的分子形式与细胞膜的磷脂高度互溶, 

从而通过被动扩散进入细胞内部, 破坏细胞膜, 酸化细胞

质[20]。在冻干过程中, 有机酸会对菌体细胞造成损伤, 降

低菌粉存活率。动物双歧杆菌在发酵培养过程中极易产生

有机酸, pH 变化较大, 同时双歧杆菌曝光在空气中时随着

时间和接触面的增加, 死亡率也提高, 冻干过程中对菌体

破坏较大。为了获得高活性菌粉, 本研究主要通过单因素

实验和正交实验研究动物双歧杆菌制备过程中保护剂配方

的优化和酸在菌粉制备过程中对存活率的影响, 以期获得

高存活率的动物双歧杆菌冻干菌粉。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

Bifidobacterium animalis 111 由哈尔滨美华生物技术

股份有限公司提供。 

麦芽糊精、海藻糖、抗坏血酸、谷氨酸钠(食品级, 山

东腾源化工科技有限公司); 甘油(分析纯, 天津市光复科

技发展有限公司); 氢氧化钠、硫酸镁、硫酸锰(分析纯, 天

津市天力化学试剂有限公司); 乳酸(分析纯, 天津市恒兴

化学试剂制造有限公司); MRS 培养基(生物试剂, 北京奥

博星生物技术有限公司); 吐温‒80(分析纯, 天津市瑞金特

化学品有限公司); 半胱氨酸(分析纯, 黑龙江东泰科技开

发有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

DHP 微生物恒温培养箱(上海一恒科学仪器有限公

司); DL-CJ-1NDII 洁净工作台(北京东联哈尔仪器制造有限

公司); YXQ-A立式压力蒸汽灭菌器(上海博讯医疗生物仪器

股份有限公司); VORTEX 2 漩涡混匀器[德国 IKA(中国)有

限公司]; BSA124S-CW 分析天平(精度 0.0001 mg, 北京赛多

利斯仪器系统有限公司); FE28-standad 台式 pH 计[梅特勒-
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托利多科技(中国)有限公司]; BLBI0-5SJ-2 5L 发酵罐(上海

百伦生物科技有限公司); CN-SN2105 水浴锅(巩义市予华仪

器有限公司 ); HH-S4 电磁炉 (哈尔滨市当地家电商场 ); 

LGJ-10C9 冷冻干燥机(北京四环科学仪器科学仪器厂有限

公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  动物双歧杆菌冻干菌粉的制备工艺流程 

活化→增殖培养→离心收集菌体→菌悬液制备→预

冻→真空冷冻干燥→冻干菌粉。 

操作要点:  

(1)活化与增殖培养 

在‒80℃冰箱取出菌种, 置于室温下溶解, 接种于100 mL 

MRS液体培养基中 37℃下培养 20 h, 根据梯度稀释在固体

培养涂布, 挑取单菌落接种到 250 mL MRS 培养基中 37℃

下培养 20 h, 活化 2 次。取第 2 次活化菌种以 2%的接种量

到 5 L 发酵罐发酵培养基中, 恒 pH 5.8 增殖培养 20 h。 

(2)离心收集菌体 

500 mL无菌离心管中加入 150 mL动物双歧杆菌菌液, 

25℃、8000 r/min 离心 20 min, 弃上清液, 得到菌泥。 

(3)菌悬液的制备 

收集离心的菌体, 加入配制好的保护剂(前期实验结

果: 菌泥质量与保护剂体积比为 2:3, 涡旋混匀, 得到菌悬

液, 室温放置 1 h, 使保护剂和菌体充分融合。 

(4)菌悬液的真空冷冻干燥 

将充分混合后的冻干菌悬液置于‒80℃冰箱预冻 2 h, 

取出后立即放入冷冻干燥机中, 将样品置于冷冻干燥机中

持续冻干 24 h(冷冻干燥机要预先开启, 使冷阱温度降至

‒55℃, 避免因温度突然上升而致菌体受损, 工作时真空

度降至 20 Pa), 快速升温至常温, 取出样品, 使用生理盐

水对冻干菌粉复水, 计算其活菌数。 

1.3.2  冻干保护剂的优化 

(1)保护剂单因素筛选 

5类不同保护剂中选择 15种单一保护剂, 对不同类型

保护剂配制不同浓度的保护剂水溶液, 根据存活率筛选出

最理想的保护剂, 见表 1。 

(2)不同类型保护剂对冻干菌粉存活率的影响 

通过 1.3.2(1)中实验结果筛选出麦芽糊精、海藻糖、

谷氨酸钠、甘油、抗坏血酸。分别以 1.00%、5.00%、10.00%、

15.00%和 20.00%确定麦芽糊精质量浓度的最优添加范围, 

以 2.50%、5.00%、7.50%、10.00%、12.50%确定海藻糖质

量浓度的最优添加范围, 以 0.01%、0.05%、0.10%、0.15%、

0.20%确定抗坏血酸质量浓度的最优添加范围, 以 0.10%、

0.50%、1.00%、1.50%、2.00%确定谷氨酸钠质量浓度和

0.10%、0.50%、1.00%、1.50%、2.00%确定甘油质量浓度

的最优添加范围, 以菌粉存活率为指标, 确定不同保护剂

质量浓度的添加范围。 

表 1  单一保护剂筛选 
Table 1  Single protective agent screening 

类型 保护剂名称 质量浓度/% 

 脱脂乳粉 15.00 

混合物 麦芽糊精 15.00 

 酵母浸粉 15.00 

 甘油  1.00 

多元醇类 山梨醇  1.00 

 甘露醇  1.00 

 海藻糖  5.00 

糖类 乳糖  5.00 

 果糖  5.00 

 丙氨酸  0.40 

氨基酸类 脯氨酸  0.40 

 谷氨酸钠  0.40 

 抗坏血酸  0.05 

抗氧化类 半胱氨酸  0.05 

 L-半胱氨酸盐酸盐  0.05 

空白 生理盐水  0.90 

 
(3)保护剂正交实验 

依据上述单因素实验确定麦芽糊精、海藻糖、谷氨酸

钠、抗坏血酸、甘油的最佳质量浓度的添加范围, 用 SPSS 

20.0 软件设计五因素四水平共 16 个实验点的正交实验。

以麦芽糊精(A)、海藻糖(B)、抗坏血酸(C)、谷氨酸钠(D)、

甘油(E)作为正交设计的自变量, 以动物双歧杆菌冻干菌

粉存活率作为因变量, 每个因素的 4 个水平分别以 1、2、

3、4 编码, 每个实验点做 3 次平行实验来减小实验误差。

正交实验因素与水平设计表见表 2。 

 
表 2  正交实验因素与水平设计 

Table 2  Orthogonal experimental factors and horizontal design 

水平 
因素 

A/% B/% C/% D/% E/% 

1  5.00  3.00 0.01 0.50 0.50 

2 10.00  6.00 0.05 1.00 1.00 

3 15.00  9.00 0.10 1.50 1.50 

4 20.00 12.00 0.15 2.00 2.00 

 
1.3.3  不同 pH 菌悬液对冻干菌粉存活率的影响 

选择菌泥与上述优化的保护剂水溶液, 添加比例为

2:3 后融合, 调节 pH 分别为 7.0、6.5、6.0、5.5、5.0、4.5、

4.0, 将所有样品放入超低温冰箱(‒80℃), 预冻 2 h 后按

1.3.1(4)进行真空冷冻干燥。 

1.3.4  菌悬液融合时间不同对冻干菌粉存活率的影响 

选择菌泥与上述优化的保护剂水溶液, 添加比例为2:3后

分别在 10、20、30、40、50、60 min 融合, 将所有样品放入超

低温冰箱(‒80℃), 预冻 2 h 后按 1.3.1(4)进行真空冷冻干燥。 
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1.3.5  菌悬液充分融合 0.5 h 后的 pH 变化 

样品 1、2 是通过选择原菌液同体积的无菌生理盐水、

无菌蛋白胨水溶液(10 g/L)和无菌水分别洗涤两次收集到

的菌泥(洗涤液 pH 为 7.0), 以 4 g/L 菌泥与保护剂以 2:3 的

比例混合, 在常温(25℃)和 4℃下放置 1 h, 测定 pH。样品

3、4 是通过选择原菌液同体积的无菌生理盐水、无菌蛋白

胨水溶液(10 g/L)和无菌水(洗涤液 pH 为 7.0)分别在常温和

低温(8℃)静置 5 h(前期实验优化结果)后离心收集菌泥, 再

以 4 g/L 菌泥与保护剂按 2:3 比例混合, 常温下充分融合 1 h

后测定 pH, 不同样品条件设计见表 3。 

1.3.6  不同处理组对冻干菌粉存活率的影响 

根据上述制备的菌悬液的另一份样品在超低温冰箱

(‒80℃)预冻 2 h 后再将样品放入已经预先降温至‒40℃的

真空冷冻干燥机中, 冻干完成后, 样品用无菌生理盐水复

原至冻干前质量, 测定冻干存活率。 

1.3.7  菌粉活菌计数 

采用稀释梯度平板计数法, 先称量一定量的菌粉, 通

过生理盐水复水, 再通过梯度稀释进行平板计数法计算[21]。 

1.3.8  冻干后菌体存活率的计算 

冻干后菌体存活率计算见式(1):  

菌体存活率/%=
1

N

N
×100           (1) 

公式 (1)中 , N——冻干菌粉复溶后的活菌数 , CFU/mL; 

N1——冻干前离心收集菌泥的活菌数, CFU/mL。 

1.4  数据统计分析 

每次实验重复 3 次。实验设计与数据统计分析采用

SPSS 20.0 软件, 数据绘图采用 Origin 8.6 软件。 

 
表 3  不同样品实验条件的设计 

Table 3  Design of experimental conditions for different samples 

不同处理 
 洗涤液  

无菌水 无菌生理盐水 无菌蛋白胨水溶液 

样品 1 菌悬液常温融合 30 min 菌悬液常温融合 30 min 菌悬液常温融合 30 min 

样品 2 菌悬液在 4℃融合 30 min 菌悬液在 4℃融合 30 min 菌悬液在 4℃融合 30 min 

样品 3 
常温静置 5 h 后收集菌泥 

常温融合 30 min 

常温静 5 h 后收集菌泥 

常温融合 30 min 

常温静置 5 h 后离心 

常温融合 30 min 

样品 4 
8℃静置 5 h 后收集菌泥 

常温融合 30 min 

8℃静置 5 h 后收集菌泥 

常温融合 30 min 

8℃静置 5 h 后收集菌泥 

常温融合 30 min 

 

2  结果与分析 

2.1  单一保护剂筛选结果分析 

由表 4 得出 15 种不同的保护剂中山梨醇和甘露醇的

保护效果与空白组没有显著性且保护效果相当, 其余保护

剂的保护效果均显著高于空白组, 具有很好的保护效果。

从以上的实验结果来看, 脱脂乳粉与酵母浸粉冻干保护

效果相当 , 麦芽糊精冻干保护效果最好 , 存活率达到

44.34%。可能是因为麦芽糊精具有一定的表面活性, 在

冻干过程中可优先从蛋白表面析出, 可以提高玻璃化温

度 , 抑制小分子物质结晶 , 从而对菌体细胞起到保护作

用 [22]。乳糖、果糖、丙氨酸、脯氨酸、半胱氨酸和 L-

半胱氨酸盐酸盐的冻干保护效果相当(P>0.05)。海藻糖、

甘 油 、 谷 氨酸 钠 和 抗 坏血 酸 的 冻 干保 护 作 用相当

(P>0.05), 对动物双歧杆菌的菌体存活率效果较好。海藻

糖、甘油、谷氨酸钠、抗坏血酸在本研究中菌存活率

高, 与文献报导的结果一致[23]。根据冻干保护效果和应

用成本考虑, 选择麦芽糊精、海藻糖、甘油、谷氨酸钠、

抗坏血酸为单一保护剂, 进行下一步优化实验。 

表 4  单一保护剂筛选结果 
Table 4  Single protective agent screening results 

类型 保护剂名称 存活率/% 

 脱脂乳粉(15.00%) 23.31±0.52b 

混合物 麦芽糊精(15.00%) 44.34±1.18a 

 酵母浸粉(15.00%) 29.60±0.56b 

 甘油(1.00%) 32.40±1.23a 

多元醇类 山梨醇(1.00%) 10.24±0.23c 

 甘露醇(1.00%) 8.96±0.15c 

 海藻糖(5.00%) 30.20±1.16a 

糖类 乳糖(5.00%) 26.80±0.56b 

 果糖(5.00%) 25.56±0.31b 

 丙氨酸(0.40%) 21.86±0.25b 

氨基酸类 脯氨酸(0.40%) 19.12±0.35b 

 谷氨酸钠(0.40%) 28.56±1.23a 

 抗坏血酸(0.05%) 24.23±0.86a 

抗氧化类 半胱氨酸(0.05%) 15.96±0.23b 

 
L-半胱氨酸盐酸盐

(0.05%) 
20.24±0.25b 

空白 生理盐水(0.90%) 5.00±0.05c 

注: 不同的字母上标表示差异性显著(P<0.05)。 
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2.2  不同添加量单一保护剂对菌粉存活率的影响 

2.2.1  不同麦芽糊精添加量对菌粉存活率的影响 

麦芽糊精作为单一保护剂时, 随着添加量的增加菌

粉存活率呈现出先上升后下降的趋势 , 当质量浓度为

15.00%时存活率最高为 44.50%。这可能是因为麦芽糊精是

较好的表面活性剂, 抑制细胞结晶。相反, 过量加入麦芽

糊精会导致菌体存活率降低, 这可能是高质量浓度麦芽糊

精包裹了菌体细胞导致菌体丧失了自身保护的反应系统的

启动[22]。综上, 选取 5.00%~20.00%的麦芽糊精添加量进行

正交实验。 

2.2.2  不同海藻糖添加量对菌粉存活率的影响 

海藻糖作为单一保护剂时, 随着添加量的增加菌粉存

活率呈现出先上升后下降的趋势, 海藻糖质量浓度为 5.00%

时菌粉存活率最高为 32.50%。海藻糖被称为“生命之糖”, 能

有效地提高菌体冻干存活率, 然而, 高海藻糖质量浓度反而

不利于菌体的存活, 可能是因为过高质量浓度的海藻糖会

导致玻璃化结构过强, 影响菌体自身的结构, 导致其存活率

降低。另外, 过高质量浓度的海藻糖使得成本提高[24]。综上, 

选取 3.00%~12.00%的海藻糖添加量进行正交实验。 

2.2.3  不同抗坏血酸添加量对菌粉存活率的影响 

当加入抗坏血酸作为单一保护剂时, 随着添加量的

增加菌粉存活率呈现出先上升后下降的趋势, 抗坏血酸质

量浓度为 0.05%时存活率最高为 24.50%。研究表明, 抗氧

化剂类保护剂可以保护菌体细胞内参与代谢的酶活力[16], 

抗坏血酸作为抗氧化类保护剂可以减少空气中的氧对菌体

的破坏, 动物双歧杆菌是完全厌氧益生菌, 适量的抗坏血

酸有明显的保护作用, 若添加过量会对细胞有酸化作用, 

导致菌体丧失活性[25]。综上, 选择 0.01%~0.15%的抗坏血

酸添加量进行后续正交实验。 

2.2.4  不同谷氨酸钠添加量对菌粉存活率的影响 

谷氨酸钠作为单一保护剂时, 随着添加量的增加菌

粉存活率呈现出先上升后下降的趋势, 谷氨酸钠质量浓度

为 0.75%时存活率最高为 35.00%。这可能是因为谷氨酸钠

是一种小分子保护剂 , 亲水性极强 , 其与菌体蛋白质极

性基团形成的氢键代替了周围的水分子, 在蛋白质表面

形成保护膜 , 避免氢键联结位置暴露于周围环境中 , 在

冻干过程中保护菌体蛋白质结构和功能的完整性[26]。若

加入过量的谷氨酸钠导致菌体渗透压增加, 则会降低菌

粉存活率[27]。综上, 选取 0.50%~2.00%谷氨酸钠的添加量

进行后续正交实验。 

2.2.5  不同甘油添加量对菌粉存活率的影响 

甘油作为单一保护剂时, 随着添加量的增加菌粉存

活率呈现出先上升后下降的趋势。甘油质量浓度为 1.00%

时, 动物双歧杆菌的冻干存活率最高为 32.00%。这可能是

因为甘油作为优良的冻干保护剂, 不仅可以减少冷冻过程

中的冰晶产生, 还可以与细胞膜上的蛋白质结合, 从而维

持细胞结构的完整性, 减少菌体死亡[28‒29]。但过多甘油加

入, 会使得效果降低, 从而减少菌粉存活率。综上, 选取

0.50%~2.00%的甘油添加量进行后续正交实验。 

2.3  正交实验结果分析 

不同组合冻干保护剂对动物双歧杆菌冻干存活率

的 影 响 如 表 5 所 示 , 菌 粉 存 活 率 最 优 的 组 合 为

A1B2C4D3E2, 即 5.00%麦芽糊精、6.00%海藻糖、0.15%

抗坏血酸、1.50%谷氨酸钠、1.00%甘油, 此条件下冻干

存活率为 97.36%。对上述正交实验结果进行方差分析, 

结果如表 6 所示, 麦芽糊精、海藻糖、抗坏血酸、谷氨

酸钠、甘油对动物双歧杆菌冻干菌粉存活率都有显著影

响 , 且影响程度依次为麦芽糊精>甘油>抗坏血酸>谷氨

酸钠>海藻糖。优化后保护剂配方重复 3 次验证实验, 优

化保护剂制备的冻干菌粉存活率为 97.36%, 冻干菌粉

活菌数为 1.00×1012 CFU/g。 

 
表 5  正交实验结果 

Table 5  Orthogonal experimental results 

实验序号 A/% B/% C/% D/% E/% 存活率/% 

1 1(5.00) 1(3.00) 1(0.01) 1(0.50) 1(0.50%) 84.75 

2 1 2(6.00) 2(0.05) 2(1.00) 2(1.00%) 97.18 

3 1 3(9.00) 3(0.10) 3(1.50) 3(1.50%) 74.01 

4 1 4(12.00) 4(0.15) 4(2.00) 4(2.00%) 88.14 

5 2(10.00) 1 2 3 4 85.31 

6 2 2 1 4 3 57.63 

7 2 3 4 1 2 61.58 

8 2 4 3 2 1 42.94 

9 3(15.00) 1 4 4 2 52.54 

10 3 2 4 3 1 67.23 

11 3 3 1 2 4 83.05 

12 3 4 2 1 3 64.41 
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表 5(续) 

实验序号 A/% B/% C/% D/% E/% 存活率/% 

13 4(20.00) 1 4 3 2 70.62 

14 4 2 3 1 4 80.23 

15 4 3 2 4 1 57.63 

16 4 4 1 3 2 85.31 

K1 344.08 293.22 310.74 290.97 252.55  

K2 247.46 302.27 304.53 223.17 367.23  

K3 267.23 276.27 197.18 382.48 196.05  

K4 293.79 280.8 340.11 255.94 336.73  

k1 114.69 97.74 103.58 96.99 84.18  

k2  82.49 100.76 101.51 74.39 122.41  

k3  89.08 92.09 65.72 127.49 65.35  

k4  97.93 93.6 113.37 85.31 112.24  

R  15.44 8.67 47.64 53.10 57.06  

影响主次      E>D>C>A>B 

最优水平      A1B2C4D3E2 

标准差      15.126 

 
表 6  正交实验方差分析 

Table 6  Variance analysis of orthogonal experiment 

来源 III 型平方和 df 均方 F 显著性 

校正模型 9407.584 15 627.172 97.988 ** 

截距 204583.823 1 204583.823 31963.626 ** 

麦芽糊精 3976.236 3 1325.412 207.079 ** 

海藻糖 425.348 3 141.783 22.152 ** 

抗坏血酸 1456.012 3 485.337 75.828 ** 

谷氨酸钠 1331.444 3 443.815 69.340 ** 

甘油 2845.135 3 948.378 148.172 ** 

误差 198.416 31 6.401   

 

2.4  不同 pH 菌悬液对冻干菌粉活性的影响 

由图 1 可知, pH 小于 6.0 时, 冻干菌粉存活率随 pH

降低而降低, pH 小于 5.5 时冻干菌粉存活率随 pH 降低而

明显下降, pH 为 6.5 时菌粉存活率最高, 可达 98.34%。保

护剂 pH 处于低 pH 时冻干菌体存活率降低, 说明酸的积

累会导致菌体在冷冻干燥过程中大量丧失活性[20]。因此, 

为了在保护剂与菌泥充分融合过程中减少酸积累, 得到

高存活率的菌粉, 通过实验探究降低菌泥中菌体自身携

带的有机酸和菌悬液在充分融合过程中利用保护剂中的

营养物质产生有机酸, 避免酸过量积累对菌体细胞造成

严重的伤害[30]。 

2.5  不同菌悬液融合时间对冻干菌粉存活率的影响 

由图 2 可知, 随着菌悬液融合时间的增加, 冻干菌粉

存活率呈现先升后降的趋势, 融合时间为 30 min 时菌粉存

活率最高为 97.64%。这可能是因为菌悬液融合时间短时保

护剂与菌泥没有充分融合, 降低了菌体的抵抗力。当融合

时间长时菌体细胞利用保护剂营养物质代谢产酸或自身细

胞膜在发酵期携带的酸对其产生了毒害作用。因此, 选择

30 min 菌悬液融合时间进行后续实验[31]。 
 

 
 

注: 图中不同小写字母代表差异显著, P<0.05, 下同。 

图 1  不同 pH 菌悬液对冻干菌粉存活率的影响 

Fig.1  Effects of different pH of protective agents on the survival 
rates of lyophilized bacterial powder 
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图 2  菌悬液不同融合时间对冻干菌粉的影响 

Fig.2  Effects of different fusion times of bacterial suspension on 
lyophilized bacterial powder 

 

2.6  不同样品制备菌悬液 30 min 后的 pH 变化 

图 3 为样品 1、样品 2、样品 3、样品 4 在菌悬液制

备过程中菌泥与保护剂以 2:3的比例融合 1 h后的 pH变化。

在样品 1(洗涤两次后常温下融合 30 min)的条件下菌悬液

制备时的 pH 明显低于样品 2(洗涤两次后 4℃融合 30 min)

的 pH 变化, 样品 1 的 pH 在 5.0 以下, 样品 2 的 pH 在 6.0

以上。样品 3(原菌液同体积洗涤液在 8℃下静置 5 h 后收

集菌泥在常温下融合 30 min)与样品 4(原菌液同体积洗涤

液在常温下静置 5 h 后收集菌泥常温下融合 30 min) pH 略

高于样品 1 条件下的菌悬液, 低于样品 2 条件下制备的菌

悬液 pH, 且 pH 大于 5.0。通过图 3 可以看到当菌悬液经过

不同处理条件融合后, 洗涤液无菌水、无菌生理盐水、无

菌蛋白胨水溶液之间的 pH 变化几乎没有明显的区别, 样 

 

 
 

图 3  不同条件处理样品菌悬液制备 1 h 后的 pH 变化 

Fig.3  Change of pH after 1 h preparation of bacterial suspension of 
different treatment samples 

品 2 中洗涤液无菌水的 pH 变化比无菌生理盐水和无菌蛋

白胨水溶液的略低, 样品 1、样品 3、样品 4 条件下制备菌

悬液时 pH 变化高于无菌生理盐水和无菌蛋白胨水溶液。

可以表示菌株在低温 4℃下融合时不易产酸, 在常温下能

够继续产酸导致菌悬液 pH 降低, 使用无菌水洗涤菌泥后

在低温下进行菌悬液制备时 pH 变化较小[32]。 

2.7  不同处理样品对菌粉冻干存活率的影响 

由图 4 可知, 实验样品 1、样品 2、样品 3 和样品 4

中样品 1 对冻干菌粉存活率影响显著, 这也与图 1 中 pH 越

小冻干菌粉存活率越低相对应, 同时与图 3 所示样品 1 条

件下的菌悬液 pH 降低趋势相符合, 表明 pH 小于 5.0 时对

冻干菌粉存活率影响较明显。而从图 4 中可知, 菌悬液在

样品 2 和样品 3 条件下的菌粉存活率基本相同, 但是样品

4 条件下冻干存活率低于样品 2 与样品 3。说明在样品 2

和样品 3 两种情况下进行菌悬液充分融合可以提高菌粉存

活率, 避免在菌悬液融合阶段由于菌体在发酵阶段积累的

酸和融合时菌体利用保护剂产生的酸大量积累而导致菌悬

液 pH 降低, 导致菌粉存活率下降。 

根据图 4 可知, 3 种洗涤液中无菌水洗涤菌泥对菌粉

存活率影响最小。从样品 1 中可以看到, 在同一条件下 3

种洗涤液中无菌水对冻干菌粉存活高于另外 2 种洗涤液。

通过样品 2、3、4 中也可以看到无菌水洗涤液对动物双歧

杆菌冻干菌存活率有积极作用, 所以选择洗涤液无菌水可

以降低成本, 动物双歧冻干菌粉存活率较高。 

 

 
 

图 4  不同条件处理样品对冻干菌粉存活率的影响 

Fig.4  Effects of samples treated under different conditions on the 
viability of lyophilized bacterial powder 

 

3  结  论 

本研究通过单因素实验、正交实验对动物双歧杆菌冻

干保护剂配方进行了优化, 并且探究了保护剂 pH 和菌悬
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液制备的不同处理中有机酸的变化对菌粉存活率的影响, 

根据实验结果, 动物双歧杆菌的保护剂优化组合为: 5.00%

麦芽糊精、6.00%海藻糖、0.15%抗坏血酸、1.50%谷氨酸

钠和 1.00%甘油, 冻干存活率为 97.36%。菌悬液 pH 为 6.5

时菌粉存活率最高为 98.34%。为了避免菌悬液制备过程中

高浓度菌体产酸引起 pH降低, 导致冻干菌粉活性大量丧失, 

在制备菌悬液时将样品置于低温(4℃)下 30 min。在收集菌

泥时, 洗涤液选择无菌水最佳, 同时无菌水更经济。通过上

述方法制备的动物双歧杆菌冻干菌粉的存活率可达到

98.60%, 冻干菌粉活菌数是 1.38×1012 CFU/g。优化后的冻

干保护剂配方组合与菌悬液制备条件的冻干工艺可大幅

提高冻干菌粉活性, 降低生产成本, 提高产品经济效益。 
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