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热休克处理对直投式乳酸菌发酵剂在不同 
贮存温度下存活率的影响 
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摘要: 以嗜酸乳杆菌为代表菌种, 利用快速保质期试验法, 研究热休克处理结合冻干保护剂对直

投式乳酸菌发酵剂在不同贮存温度下存活率的影响, 以筛选出存活率最高的冻干保护剂, 并确

定冻干后菌粉半致死时间最长的贮存温度. 结果表明: 乳酸菌在冷冻干燥前进行热休克预处理, 

冻存期间存活率显著高于未进行热休克处理的对照组; 冻干保护剂效果由高到低依次为: 10％脱

脂乳>10％葡萄糖>水; 贮存温度降低, 乳酸菌半致死时间延长. 最后获得直投式发酵剂贮存期

间存活率最高的实验条件为: 嗜酸乳杆菌经 46℃处理 30 min后, 加入 10％葡萄糖、2.5％甘油、

1.5％山梨糖醇以及 10％脱脂乳为冻干保护剂. 冻干后菌粉于-20℃冻存 121 d 后存活率达

88.48％, 与以水为冻干保护剂, 且未加热休克处理的对照组相比, 冻干存活率提高了 30.69％.  
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嗜酸乳杆菌(Lactobacillus acidophilus, LA)是

乳酸菌发酵剂的重要菌种之一, 被广泛用于食品

和药品行业, 具有良好的发酵性能和维持宿主肠

道微生态平衡、增强消化能力、增强免疫力、防癌

抗癌等益生特性[1-2]. 制备乳酸菌发酵剂是生产发

酵制品的核心技术, 发酵剂质量直接关系到产品

的质量[3]. 发酵剂可分为天然发酵剂、普通发酵剂、

冷冻浓缩发酵剂和直投式发酵剂[4]. 直投式发酵剂

因易于保藏、生产周期短、菌种活性高、操作简便

等优点被广泛应用于企业生产中[5]. 

直投式发酵剂干粉常采用真空冷冻干燥法对

浓缩后的菌液进行处理, 从而制备菌粉. 将乳酸菌

细胞悬浮液冻结后, 提高真空度使冰晶在低温条

件下升华变成冻干粉状态[6-7]. 发酵剂菌体能较好

地保持活力和原来性状, 延长发酵剂保存时间. 但

冷冻干燥会对菌体细胞造成不同程度的损伤, 主

要表现在: (1)菌体细胞内形成冰晶, 造成机械刺伤

和溶质[8-9]; (2)细胞膜完整性及流动性改变[10]; (3)

细胞中关键蛋白变性; (4)代谢反应过程中酶活性

影响[11]. 冻干后发酵剂的存活率对其发酵性能至

关重要.  

为提高菌株冻干存活率, 常在冻干前加入冻

干保护剂. 主要有: 脱脂乳、无机盐类(如乙酸钠)、

醇类(如山梨醇)、氨基酸类(如 L-半胱氨酸)和糖类

(如海藻糖、蔗糖)等[12-13]. 王燕等[14]研究发现, 添

加成分为 14％脱脂乳粉、6％海藻糖、4％甘油的

保护剂对瑞士乳杆菌及鼠李糖乳杆菌的冻干保护

效果显著. 任香芸等[15]研究发现, 添加 2.5％甘油、

1.0％谷氨酸钠、2.2％苹果酸钠、1.0％海藻糖、1.0％

山梨醇组成的混合配方对植物乳杆菌 R23 的冻干

具有良好的保护效果, 细胞存活率达 95.3％. 前期

研究还表明, 在冻干前进行热休克处理具有一定

的冻干保护效果, 如王慧君等[16]将嗜酸乳杆菌在

冷冻干燥处理前于 46℃热休克处理 30 min, 在未
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加冻干保护剂情况下, 发现处理组存活率较对照

组提高了 50.66％. 热休克处理可引起微生物产生

应激反应, 提高微生物对低温、干燥等恶劣环境的

抵御能力, 增强细胞对自身环境的适应性[17-18].  

加速货架期试验法 (Accelerated Shelf-Life 

Testing, ASLT)常用于对商业化商品保质期的预测, 

也可用于对冻干贮存期间存活率及稳定性的研究. 

但制备的直投式菌粉的冻干保护剂配方及其保护

效果的适宜温度未知[19-22].  

本文以嗜酸乳杆菌 ATCC 4356 (Lactobacillus 

acidophilus ATCC 4356)作为实验菌株, 制备直投

式发酵剂. 冻干保护剂添加参照实验室前人优化

冻干保护剂配方, 利用 ASLT法结合热休克处理手

段对嗜酸乳杆菌粉在不同温度贮存下半致死时间

进行研究, 进一步确定嗜酸乳杆菌保存的最佳条

件, 以期为制备高活性商业式发酵剂提供参考.  

1 材料与方法 

1.1 材料与试剂 
嗜酸乳杆菌 ATCC4356, 保存于宁波大学食品

与药学学院畜产品加工实验室; MRS肉汤培养基、

MRS 琼脂培养基购于杭州微生物试剂有限公司; 

伊利脱脂乳粉购于内蒙古伊利实业集团股份有限

公司; 葡萄糖、海藻糖、山梨糖醇购于索来宝生物

科技有限公司; 甘油购于国药集团化学试剂有限

公司; 以上试剂均为分析纯.  

1.2 仪器与设备 
DKS-26 电热恒温水浴锅(宁波江南仪器厂); 

PL403 电子天平(梅特勒-托利多仪器(上海)有限公

司); LDZX-50 KB 立式压力蒸汽灭菌器(上海申安

医疗器械厂); H2050R-2离心机(长沙湘仪离心机仪

器有限公司); JB090312-02 净化工作台(苏州华科

净化设备有限公司); SPX-150 恒温培养箱(常州华

冠仪器制造有限公司); LGJ-10 普通实验型真空冷

冻干燥机(北京松源华兴科技发展有限公司); DW- 

86L828J -80℃超低温保存箱、DW-40L188 -40℃

低温保存箱、HYC-360 2~8℃医用冷藏箱(杭州诺

丁科学器材有限公司).  

1.3 实验方法 
1.3.1 技术流程 

嗜酸乳杆菌活化与培养→计活菌数→热休克

处理(46℃, 30 min)→离心→加入不同冻干保护剂

→预冻→冷冻干燥→不同条件贮存(37、25、4、

-20℃)→复水涂布→计活菌数.  

1.3.2 菌种活化与扩大 

将冻存于-80℃甘油管中嗜酸乳杆菌菌液, 以

2％接种量接入MRS液体肉汤培养基中, 37℃过夜

活化培养, 得到新一代的种子液. 将活化后的种子

液按 2％接种量接种到灭菌后的 MRS 液体肉汤培

养基中, 37℃培养 18 h, 得到扩大后菌液.  

1.3.3 不同预处理及冻干保护剂条件下冷冻干燥制 

备菌粉 

将发酵液按照是否经热休克及添加不同的冻

干保护剂进行处理, 处理条件见表 1. 表 1中 A1、

B1、C1 为添加不同冻干保护剂进行热休克处理的

实验组; A0、B0、C0为相同冻干保护剂下, 未进行

热休克处理的对照组.  

表 1  不同处理条件下制备菌粉 

组别 有无热休克处理 冻干保护剂 

A1 + 水 

A0 - 水 

B1 + 10%葡萄糖 

B0 - 10%葡萄糖 

C1 + 10%葡萄糖、2.5%甘油、 

1.5%山梨糖醇和 10%脱脂乳 

C0 - 10%葡萄糖、2.5%甘油、 

1.5%山梨糖醇和 10%脱脂乳 

注: 以上操作在超净工作台进行, 保证整个过程没有其他菌污染. 

将实验组 A1、B1、C1扩大后的菌液取同等体

积置于离心管中, 46℃恒温水浴锅中热休克处理

30 min; 对照组 A0、B0、C0置于 4℃暂存 30 min. 再

于 4℃, 5 000 rꞏmin-1离心 10 min, 弃上清. 沉淀用

无菌生理盐水洗涤, 并离心收集菌体. A1、A0离心

管中加水为冻干保护剂, B1、B0离心管中加 10％葡

萄糖为冻干保护剂, C1、C0离心管中加复合保护剂

(10％葡萄糖、2.5％甘油、1.5％山梨糖醇、10％脱

脂乳). 将不同处理的各组放入-80℃冰箱中, 过夜

预冻. 将预冻好的样品, 置于冷冻干燥机中冷冻干

燥 24 h(真空度 9 Pa, 冷凝温度-49℃), 制备菌粉, 

并计算菌粉在不同处理条件下的冻干存活率.  

1.3.4 菌粉冻干存活率的计算 

将冷冻干燥前后的各菌粉样品在0.9％NaCl溶
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液中复水, 逐级稀释后, 取 3 个稀释梯度菌液涂

MRS琼脂平板. 于 37℃恒温培养 48 h后, 采取平

板计数法计算活菌数[19]. 根据冻干前后的活菌数

量, 按以下公式计算菌粉的冻干存活率.  

R=S1/S2×100％, (1) 

式中: R为冻干存活率, ％; S1为冻干后单位体积样

品活菌数, CFUꞏmL-1; S2为冻干前单位体积样品活

菌数, CFUꞏmL-1.  

1.3.5  ASLT法测试菌粉的最佳贮存温度 

采用ASLT法研究不同温度条件下商品品质的

变化, 计算乳酸菌菌粉在不同贮存温度下的半致

死率, 从而预测其活性与实际贮存环境之间的关系.  

将获得的冻干存活率最高的菌粉样品分别贮

存于 37、25、4、-20℃, 采用菌粉冻干存活率的

计算方法, 测定菌粉贮存期间的存活率. 37℃每隔

3 d测定 1次乳酸菌的数量, 25℃每隔 7 d测定 1次

乳酸菌的数量, 4℃每隔 15 d测定 1次乳酸菌的数

量, -20 ℃每隔 20 d测定 1次乳酸菌的数量. 活菌

致死率计算公式为: 

=d / d ,nV A t KA   (2) 

式中: V为活菌致死率; A为致死标准浓度; t为贮存

时间; K为致死速率常数; n为致死反应顺序. 

1.4 数据分析 
每个试验重复 3 次, 所得实验数据采用 SPSS 

21 软件进行单因素方差分析(One-Way ANOVA), 

使用 Duncan’s Multiple Range Test进行多组样本间

显著性差异分析, 使用独立样本 T检验, 进行 2组

样本间显著性分析. 差异显著水平设置为 P<0.05.  

2 结果与分析 

2.1 热休克处理对菌粉存活率的影响 
通过对测定结果的分析, 选取 2组数据进行对

比, 阐述热休克处理对菌粉存活率的影响. 由于贮

存条件不同, 所以选择不同温度下首次测定值计

算嗜酸乳杆菌的存活率. 经热休克处理后试验组

菌株的存活率在不同温度下贮存均高于未经热休

克处理的对照组(图 1). 从图 1(a)可知, 添加水作为

冻干保护剂 , 经热休克处理的试验组 , 在 25、

-20℃条件下贮存时间分别为 7、 20 d时, 菌粉复

水后的存活率分别为 74.34％和 86.57％, 显著高于

未经热休克处理的对照组(P<0.05). 从图 1(b)可知, 

4℃条件下贮存 15 d 时, 热休克+复合配方试验组, 

存活率可达 86.57％, 与对照组之间存在极显著差

异(P<0.01), 存活率高于对照组 7.19％. -20℃条件

下贮存 20 d, 热休克+复合配方试验组存活率可达

97.12％, 高于对照组 6.47％, 表明冷冻干燥时热休

克预处理对菌株具有一定的保护作用. 而在 37℃

条件下贮存, 试验组与对照组之间无显著性差异

(P<0.05), 其原因可能为 37℃条件下贮存温度较 

高, 菌株生长代谢旺盛, 导致其自身营养消耗殆尽

而死亡, 故差异性不大.  
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   (a) 冻干保护剂为水 
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   (b) 冻干保护剂为复合保护剂 

图 1  菌粉在不同温度下贮存不同时间的存活率 

2.2 不同冻干保护剂对菌粉存活率的影响 
不同温度下 3 种冻干保护剂对菌粉存活率的

影响如图 2 所示. 冻干前, 添加不同冻干保护剂, 

以确定最佳的冻干保护条件. 由图2可知, 3种不同

冻干保护剂对嗜酸乳杆菌冻干保护效果依次为: 

以 1.5％山梨糖醇、10％葡萄糖、2.5％甘油、10％

脱脂乳组成的复合配方>10％葡萄糖>水. 经相同

条件处理后以复合配方的冻干保护剂保护效果最

佳, 且在不同的温度下, 不同冻干保护剂与菌粉存

活率之间均存在显著性差异(P<0.05). 对照组中添

加复合配方的冻干保护剂, 贮存条件为 37℃(3 d)、

25℃(7 d)、4℃(15 d)、-20℃(20 d), 存活率依次为
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88.25％、92.57％、87.53％、90.65％. 试验组中添

加复合配方的冻干保护剂, 贮存条件为 37℃(3 d)、

25℃(7 d)、4℃(15 d)、-20℃(20 d), 存活率依次为

89.69％、95.44％、93.29％、97.12％.  
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   (b) 热休克处理 

图 2  不同温度下 3种冻干保护剂对菌粉存活率的影响 

2.3 不同条件处理的嗜酸乳杆菌在不同贮存温度
下的存活率 
不同条件处理的嗜酸乳杆菌在不同贮存温度

下的存活情况如图 3 所示. 不同条件处理后, 菌株

存活率在 37、25、4、-20℃贮存条件下变化趋势

一致. 按菌体的冻干存活率大小排列次序为热休

克处理+复合配方>复合配方>热休克处理+10％葡

萄糖>10％葡萄糖>热休克处理+水>水. 在 37℃条

件下贮存 24 d时, 菌株基本无活性存在. 25℃条件

下贮存, 计算半致死由长到短依次为热休克处理+

复合配方(50 d)、复合配方(43 d)、热休克处理+10％

葡萄糖(40 d)、10％葡萄糖(30 d)、热休克处理+水

(22 d)、水(15 d). 当贮存 50 d时, 热休克处理+复合

配方的试验组存活率最高, 可达 51.32％. 4℃条件

下贮存, 计算半致死由长到短依次为热休克处理+

复合配方(115 d)、复合配方(103 d)、热休克处理+ 

10％葡萄糖(85 d)、10％葡萄糖(73 d)、热休克处理+

水(69 d)、水(58 d). -20℃条件下贮存 121 d时, 热

休克处理+复合配方的试验组的菌株存活率高达

88.48％, 比对照组存活率提高了 30.69％. 随着贮

存温度的降低, 菌株死亡率逐渐下降. 低温环境对

菌株的生长有一定的抑制作用, 减缓菌株代谢进

程, 能够更好地保存菌株活力. 计算嗜酸乳杆菌菌

粉在不同温度下贮存的半致死时间可以得到, 以

水为冻干保护剂的菌粉冻干后于 37℃下贮存, 菌

体半致死时间最短. 经热休克处理, 添加以 1.5％

山梨糖醇、10％葡萄糖、2.5％甘油、10％脱脂乳

为复合配方的菌粉冻干后于-20℃贮存, 半致死时

间最长. 

   
0 5 10 15 20 25

0

100

200

300

400

500
 水                  热休克+水
 复合配方      热休克+复合配方
 10%葡糖糖   热休克+10%葡糖糖

贮存天数/d  

     
0 10 20 30 40 50

0

100

200

300

400

500

贮存天数/d

 水                  热休克+水
 复合配方      热休克+复合配方
 10%葡糖糖   热休克+10%葡糖糖

 

0 10 20 30 40 50 60
0

100

200

300

400

500

贮存天数/d

 水                  热休克+水
 复合配方      热休克+复合配方
 10%葡糖糖   热休克+10%葡糖糖

 

  
0 20 40 60 80 100

0

100

200

300

400

500

贮存天数/d

 水
 热休克+水
 复合配方
 热休克+复合配方
 10%葡糖糖
 热休克+10%葡糖糖

 

图 3  不同贮存温度及不同处理的乳酸菌存活情况 

活
菌
数

/(
×

10
6 C

F
U

ꞏm
L

-1
) 

活
菌
数

/(
×

10
6 C

F
U

ꞏm
L

-1
)

活
菌
数

/(
×

10
6 C

F
U

ꞏm
L

-1
)

活
菌
数

/(
×

10
6 C

F
U

ꞏm
L

-1
)

37 ℃

-20 ℃

25 ℃

4 ℃



 

第 6期 甄妮, 等: 热休克处理对直投式乳酸菌发酵剂在不同贮存温度下存活率的影响 53 
 

 

2.4 不同贮存温度下反应速率常数确定 
通过计算不同贮存温度下贮存时间与 ln(N/N0)

的比值, 确定反应速率常数 K, 从 K值可以确定半

致死时间 (对应半数初始种群死亡所需的时间

(N/N0=0.5)). 不同贮存温度下 K值确定见表 2.  

表 2  不同贮存温度下反应速率常数确定 

温度/℃ 
反应条件 

A0 A1 B0 B1 C0 C1 

37 0.869 2 0.931 0 0.977 6 0.990 7 0.966 2 0.969 2

25 0.869 2 0.931 0 0.977 6 0.990 7 0.966 2 0.969 2

4 0.943 9 0.984 2 0.995 5 0.977 8 0.983 1 0.997 3

-20 0.999 6 0.971 7 0.971 0 0.999 7 0.981 5 0.927 5

注: A0为水; A1为热休克+水; B0为复合配方; B1为热休克+复合配方; 

   C0为 10%葡萄糖; C1为热休克+10%葡萄糖. 

激活能量可根据表 2反应速率常数确定. 激活

能量的大小表明储存温度对储存期间菌株存活率

损失的指数影响. 激活能量越高, 菌株存活率对温

度变化越敏感. 半致死率可代入式(1)计算初始种

群半致死所需时间, 以此确定嗜酸乳杆菌贮存的

最佳条件.  

2.5 不同温度下不同处理的乳酸菌半致死时间 
在不同温度条件下, 通过对乳酸菌贮存情况

分析, 确定了以水作为冻干保护剂未经过热休克

处理、以水为冻干保护剂并且经过热休克处理、以

复合配方为冻干保护剂未经过热休克处理、以复合

配方为冻干保护剂并且经过热休克处理、以 10％

葡萄糖作为冻干保护剂未经过热休克处理、以 10％

葡萄糖作为冻干保护剂并且经过热休克处理这 6

种不同处理方法, 在 4 种不同温度下, 计算乳酸菌

的半致死时间, 结果如图 4所示.  
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图 4  不同温度下不同处理的乳酸菌半致死时间 

从图 4可知, 经不同条件处理的结果趋势相同. 

随着贮存温度降低, 乳酸菌的半致死时间延长. 半

致死时间由长到短依次为在-20、4、25、37 ℃时. 

冻干前, 经热休克处理的实验组在不同温度下贮

存的半致死时间大于未经热休克处理的对照组.  

通过对比在相同温度下, 分别以水、10％葡萄

糖、复合配方为冻干保护剂, 未经过热休克处理的

乳酸菌贮存的半致死时间, 得到复合配方的保存

效果好于 10％葡萄糖好于水. 通过对比相同温度

下热休克处理+水、热休克处理+复合配方、热休克

处理+10％葡萄糖这 3种经过热休克处理的乳酸菌

保存的半致死时间, 得到热休克处理+复合配方的

保存效果好于热休克处理+10％葡萄糖好于热休克

处理+水. 

3 讨论与结论 

试验组嗜酸乳杆菌经热休克处理与未进行热

休克处理的对照组相比, 嗜酸乳杆菌的冻干存活

率均有不同程度的提高. 表明经热休克处理后, 乳

酸菌抗冷冻干燥胁迫能力增强 , 这与 DnaK、

GroEL、ClpX这 3种应激蛋白的上调有关[23], 也与

热休克蛋白(Heat Shock Protein, HSP)合成有关[24]. 

HSP 具有稳定大分子和增强疏水性的作用, 可增

加菌株对环境突变的抵御能力[25]. 此外, 在热冲击

或冲击之后, 热休克处理对乳酸菌细胞壁脂肪组

成也有一定的影响. 热休克处理后, 脂肪酸膜的不

饱和脂肪酸含量增加, 具有保护细胞的功能[26].  

对比添加的 3种不同保护剂的抗冻干效果, 以

10％脱脂乳、1.5％山梨糖醇、10％葡萄糖、2.5％

甘油组成的复合冻干保护剂最好, 大于其余 2种单

一保护剂, 这与袁亚宏等[27]结论一致. 冻干保护剂

可分 2类: 一类以渗透保护剂和半渗透保护剂为主

的小分子物质, 另一类以脱脂乳粉、明胶、淀粉、

乳清蛋白等大分子物质. 由于不同的保护剂对细

胞作用部位不同, 所以冻干保护剂一般都是按一

定配方混合使用效果较好[25]. 同时, 保护剂发挥保

护作用与其结构密不可分, 如低分子糖、醇, 结构

具有多个羟基, 可与细胞表面的自由基联结, 使得

细胞表面形成一层保护层, 避免其直接暴露于外

界[26]. 保护剂表面的羟基还可以与细胞表面的蛋

白质形成氢键以取代水, 增强细胞蛋白质的稳定

性. 另外还可作为支持物和受体在复水过程中为
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干物质提供一定的骨架结构, 起到保护活细胞的

作用.  

温度是影响冻干菌粉活力的重要因素, 对细

菌的存活具有显著的影响. Ziadi 等[28]在对乳球菌

SLT6T 贮藏稳定性研究中也证实, 随着贮藏温度

的升高 , 培养物的死亡率在贮藏期间也会增加 . 

Achour等[22]使用 ASLT法评估 2种冻干菌株(乳酸

乳球菌变种二乙酰乳酸菌和乳酸乳球菌)在 4℃下

半致死时间约 43 d, 而在 25℃的菌株平均半致死

时间约 7 d. 随着贮存温度的不断降低, 微生物生

理代谢活动降低, 生长速度减缓, 或进入休眠状态, 

从而延缓了细菌的死亡过程. 因此随着贮存温度

的降低, 菌体半致死时间延长. 据此推测, 低于

-20℃进行贮存时, 贮存效果更好, 但是考虑到生

产实际及成本, 本文采用 37、25、4、-20 ℃ 4种

温度进行研究[29].  

本实验通过比较嗜酸乳杆菌在不同冻干保护

剂和有无热休克处理的条件下, 在37、25、4、-20 ℃

贮存后对其存活率的影响, 得到嗜酸乳杆菌最佳

保存条件是以 10％脱脂乳、1.5％山梨糖醇、10％

葡萄糖、2.5％甘油为配方的复合冻干保护剂, 冻干

后活菌数可达 4.17×108 CFUꞏmL-1, 于-20 ℃贮存

121 d 后活菌数为 3.69×108 CFUꞏmL-1, 存活率达

88.48％, 比对照组存活率提高了 30.69％. 使用

ASLT 法确定了嗜酸乳杆菌菌粉贮存的最佳条件, 

为制备高活性直投式发酵剂提供了新思路, 同时

为工业化益生菌冻干菌粉制备提供了理论依据.  
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Effect of heat shock treatment on survival rate of direct vat set Lactobacillus 
acidophilus starter at different storage temperatures 

ZHEN Ni1,2, WANG Xiaomeng1,2, YE Congyan1,2, KONG Lingwei1,2, ZENG Xiaoqun1,2*, 

PAN Daodong1,2, LIAN Liwei3 

( 1.College of Food and Pharmaceutical Sciences, Ningbo University, Ningbo 315832, China; 

2.Key Laboratory of Animal Protein Food Processing Technology of Zhejiang Province, Ningbo 315832, China; 

3.Ningbo Dairy Group Co. Ltd., Ningbo 315033, China ) 

Abstract: In the current study, Lactobacillus acidophilus was used as the representative strain. ASLT was used 
to investigate the effect of heat shock treatment combined with lyoprotectant on the survival rate of direct vat set 
lactic acid bacteria starter at different storage temperatures. The lyophilized protective agent with the highest 
survival rate and the storage temperature of the longest lethal time of the powder after lyophilization was 
determined. The results showed that the lactic acid bacteria were subjected to heat shock pre-treatment before 
freeze-drying. The survival rate during cryopreservation was significantly higher than that in the control group 
without heat shock treatment. The order of lyophilization protection effect was from high to low: 10% skim 
milk>10% glucose>water. The decreased storage temperature increased the semi-lethal time of the lactic acid 
bacteria. Finally, the experimental conditions for obtaining the highest survival rate during the storage of the 
direct-injection starter include treatment with Lactobacillus acidophilus for 30 min at 46 ℃, followed by adding 
10% glucose, 2.5% glycerol, 1.5% sorbose and 10% skim milk for lyophilization. The granules were frozen at 
-20 ℃ after lyophilization, and the survival rate reached 88.48% after 121 days, and the freeze-drying survival 
rate was increased by 30.69% compared with the control group treated with water as a lyoprotectant and without 
heat shock. 
Key words: heat shock; Lactobacillus acidophilus; lyoprotectant; survival rate; ASLT method; semi-lethal time 
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