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冰核活性细菌 Xanthomonas arnpelina TS206

两种固定化方法的比较
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的

摘要：冰核活性细菌t11定化在食品冷冻浓缩中具有重要意义，冰核活性和抗渗漏能力是衡量其

性能的两个重要技术指标．研究采用共固定化和海藻酸盐直接固定化两种方法。建立了冰核活性

细菌Xanthomonas ampelina TS206的包埋技术．结果表明包埋量对冰核活性有较大影响，利用海

藻酸盐直接固定化冰核活性较高，但渗漏量较大；利用共固定化冰核活性较低，但渗漏量很低两

种固定化方法的凝腔珠添加量与综合评分相关不大；海藻酸盐固定化综合评分与固化时间正相

关，共固定化综合评分与固化时间略呈负相关．
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Comparison of Two Immobilization Methods of

INA Bacteria Xanthomonas ampelina TS206
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Abstract：The ice nucleation activity and the anti—leaking capability are both important technical

parameters in INA bacteria immobilization which can be used for freezing concentration of food．Both

co-immobilization and direct immobilization by alginate gel are good ways for the immobilization of ice

nucleation-active bacteria(Xanthomonas aDlpelinaTS206)．The results showed that the embedded

quantity affects the ice nucleation activity greatly A higher ice nucleation activity but a worse anti—

leaking capability was achieved with the alginate gel method，whereas the co—immobilization method

showed a completely opposite result．Comprehensive index has little correlation with the number of

beads used in the two immobilization ways。whereas it has a positive correlation with the time of im—

mobilization by alginate gel and a little negative correlation with the time of co-immobilization
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冰核活性细菌(ice nucleation active bacteria，简 称INA细菌)是一类在一5～一2℃条件下催化诱
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发植物体内水分产生冰核而引起霜冻的细菌⋯

Xanthomonas nmpelina TS206冰核活性细菌是一

种黄单胞菌属微生物，具有生长速度快、冰核活性

强等优点【2 J．根据日本厚生省鉴定，该属菌急慢性

毒性很低，其中的某些菌株可以直接用于食品工

业¨J，因此．该菌株可能开发成一种很有前途的工

业菌株．Watanabe等⋯4对冰核活性细菌的固定化做

丁初步研究，并利用其获得了难以用传统工艺获得

的高品质冷冻浓缩果汁，该技术的特点是节约能源

和最大程度保持果汁的原有风味．他们用r两种方

法，一种是将INA细胞悬液放八玻璃纸试管中，试

管放入一5℃的水中，冰晶体在管的四周生长，在半

透膜中的固定化可以避免INA细胞进入周围的样

品巾；另一种是把海藻酸钙冰核胶放置到盛有待浓

缩物质的圆形反应器的壁上，冰晶体只围绕凝胶形

成，向圆形反应器的中心生长，别处没有冰的形成．

但“上这些研究没有对固定化方法进行筛选比较，

而国内在该方面的研究尚未见报遭．

将冰核活性细菌应用到食品冷冻浓缩工业中

需要性能优良的固定化介质．海藻酸盐凝胶是一种

广泛应用的固定化介质，具有固定化温度低、强度

高、化学稳定性好、无毒、包埋效率高、价格低廉等

优点．但也具有强度较低、渗漏量较大、半衰期短等

缺点．聚乙烯醇(PVA)是一种新型的固定化细胞介

质，县有固定化温度低、强度高、化学稳定性好、无

毒、包埋效率高且价格低廉等优点，但也具有与硬

化剂反应速度慢、不易成球等缺点，而其与海藻酸

盐进行共固定化基本可以克服这些缺点．

1材料与方法

1．1实验材料

1．1．1 菌种Xanttlom仰dsⅡropelinaTS206冰核

活性细菌．作者所在实验室分离鉴定u J．

1．1．2培养基种子培养基和发酵培养基的配制

方法参见文献[2]．

1 1．3 主要试剂PvA：天津大学化工实验厂生

产，聚合度1750±50；海藻酸钠：上海化学试剂站分

装厂进口分装．

1．2实验方法

1．2．1 培养方法活化Xanthomonas ampeli一

”nTS206斜面接到种子培养基中，23℃培养24 h，

以2％的接种最接入发酵培养基中．23℃于180 r／

rain振荡发酵72 h

1．2．2萄悬液的制备发酵液用高速冷冻离心机

(5 000 r／rain，4℃，20 mln)离心后用pH 7．0的磷

酸盐缓冲液彻底洗两遍，再用与湿菌体等体积的磷

酸盐缓冲液重新悬浮，得到菌悬液，4℃冰箱中保存

备用．通过对菌悬液进行平板计数，测定其活菌浓

度为4．0×1010～5．0×10tO个／mL．

1 2．3包埋方法采用文献[5]介绍的方法制成大

小均匀的固定化凝胶珠。直径最大羲值小于(或等

于)0．5 mm．海藻酸盐固定化法采取的载体物质是

海藻酸钠，硬化剂是CaCl2溶液，用量为海藻酸钠

4．0 g／dl。，CaCl2 2 2 g／dI。；共固定化法的载体物质

是海藻酸钠和PVA，硬化剂是硼酸和CaCl：混合溶

液，用量为PvA 8 0 g／dL．海藻酸钠1 g／d[．，CaCl2

1．1 g／dL，硼酸5 g／dI．

1．2．4冰核活性的测定方法将若干固定化好的

凝胶珠放入一个专用塑料反应器内，加入10 g／dI，

的蔗糖溶液15 mL，再放入一8℃的恒温盐水槽内，

用电子精密温度计测定成核温度A．将添加了或曾

添加海藻酸盐固定化凝胶珠的15 mI。10 g／dL蔗糖

溶液这个体系称为体系C(System C)，添加了或曾

添加共固定化凝胶珠的15 mI。10 g／dl，蔗糖溶液这

个体系称为体系D(System D)

1．2 5渗漏量的检测方法 得到的冰晶体在室温

下充分融解，取出固定化凝胶珠，用电子精密温度

计测定融解后的蔗糖溶液的成核温度B，成核温度

B越高则说明渗漏量越大．

2结果与分析

2．1包埋量的考察

对菌体细胞进行固定化，根据菌悬液的添加量

和菌体浓度算出每个同定化凝胶珠的平均包埋量

调整加入菌悬液的量，制备不同包埋量的样品．如

图1所示，固定化凝胶珠包埋菌量越大，则表现出

越高的冰核活性．这可能由于包埋最的增大提高了

靠近固定化凝胶珠表面的菌体分布密度，所以在相

对较高的过冷温度下凝胶珠表面出现冰核的概率

增加对于海藻酸盐固定化而言．包埋菌量越大．则

成核温度B越高，也就是说渗漏量越大．过高的渗

漏量可能造成冷冻浓缩样品的污染和固定化凝胶

珠使用半衰期缩短。因此应当尽量防止对于共固

定化而言，渗漏量很低在不同的包埋量的条件下，

成核温度均较低(一8～一7℃)．

不同的载体质量浓度和硬化剂质量浓度对固

定化凝胶珠表面的高分子海藻酸钙的微观结构产

生影响，交联固定化后形成不同的孔径，对水分子

形成大型冰分子的难易程度产生影响．向10 g／d[。

的蔗糖溶液中添加已知浓度的游离冰核活性细菌
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可以测定出细菌浓度与成核温度B的关系(见图

2)．如果渗漏后蔗糖溶液中的细菌浓度大于(或等

于)105个／mI，，可以根据成核温度B估测出实际渗

漏出的细胞数．

海藻酸盐固定化法的成核温度B较高，当包埋

量为1．5×108个／凝胶珠时，成核温度B约一4．7

℃，根据图2可推断出渗漏后15 mI。蔗糖溶液中的

菌浓达到了约I．0×106个／mL．与其包埋量1．5×

108个／凝胶珠相比。实验中的一次冻结操作使每个

凝胶珠约渗漏出了5．0×106个细胞，即每次冻结操

作的渗漏率约3．3％，这个渗漏量显然较高．

包埋量／(107个／凝胶珠)

围1包埋量一成核沮度A、B关系图

Fig．1 The relationship between the quantity and the

nucleation tem【perature A and B

p

埘
喟

细菌浓度，(105个，mL)

图2细菌浓度一成核沮度日关系囝

Fig．2 The relationship between the concentration of

bacteria and the nucleation temperature B

为了综合评价体现冰核活性的成核温度A

(℃)和体现渗漏量的成核温度B(℃)，作者设计了

一个综合评价冰核活性与抗渗漏能力的加权公式：

综合评分=10+成核温度A(℃)×n一成核温

度B(℃)

这里一值根据实际需要取值，冰核活性相对于抗渗

漏能力越重要，n值越大，试验中n取2．根据上式，

体系达到的成核温度A越高，成核温度B越低，综

合评分越高根据成核温度A和成核温度B可以得

出综合评分与包埋量之间的关系(见图3)．从图3

可以看出．两种固定化方法在包埋量为1 5×108～

3．0x 108个／凝胶珠时综合评分较高，考虑到莳体制

造成本的因素，选取1 5×108个／凝胶珠的包埋量

较佳但当一取不同值时，即对冰核活性和抗渗漏

能力有不同要求时，图3的曲线还可发生变化．如

果在应用过程中要求成核温度在一4℃以上，综合

冰核活性和抗渗漏能力，海藻酸盐固定化的适宜包

埋量为1 0×108～2．5×108个／凝胶珠，共固定化

的适宜包埋量为1．5×108～2．5×i08个／凝胶珠

彘
生
dⅡ

嚣

包埋量／(101个，凝胶璩)

圉3包埋量一综合评分关系图

Fig．3 The relationship between the embedded quantity

and the comprehensive index

2．2固定化凝胶珠的添加量对体系的影响

改变放入反应器内的固定化凝胶珠的数目，测

定设定的两个体系中的成核温度A和B．如图4所

示．固定化凝胶珠的添加量与显示的冰核活性有一

定关系，固定化凝胶珠数目增多，则两个体系的成

核温度A均明显提高．这可能与固定化凝胶珠与水

的总接触面积增大，造成成核的几率增大有关从

理论上来讲，总渗漏量应该与凝胶珠的数目存存正

相关．总的来看，体系c的成核温度B也确实体现

这一规律．而体系D的成核温度B始终维持在一个

较低的水平上实验表明即使体系中添加了20个

凝胶珠，成核温度B仍然不高．说明共固定化方案

的抗渗漏能力还是很强的从图5可知，凝胶珠数

目在3个以上时，两个体系的得分均在10分以上．

从经济角度考虑，对于15 mL 10 g／dI．蔗糖溶液体

系而言，添加3—5个固定化凝胶珠仍是合适的．

2．3固定化时间对体系的影响

固定化凝胶珠与硬化剂开始发生反应后．每隔

3 h测定两体系中的成核温度A和B如图6所示，

在体系c中，冰核活性随固化时间呈总体上升的趋
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势；但在体系D中．冰核活性随固定化时间呈总体

下降的趋势，但这些趋势都不是非常显著．在海藻

酸盐固定化过程中，海藻酸钠与ca2+之间发生了交

联反应。这个反应速度较快，形成的高分子物质强

度较小，网格空隙较大，同时，caz+易脱落，而造成

凝胶珠机械强度降低，影响其应用而在共固定化

过程中．除上述反应起到凝胶珠的赋形作用外，还

有PVA和硼酸之间的交联反应，这个反应速度较

慢，形成的高分子物质强度较大，网格孔径较小，这

个过小的孔径可能使细胞周围的空间变小，进而引

起对冰核活性蛋白的微扰效应，影响到水分子以其

为核形成巨形冰分子，

从渗漏量来看，体系c中海藻酸钠与ca2+之间

的交联反应形成的网格孔径较大，发生细胞渗漏的

可能性较大．体系D中在固化时间极短(1 h)的情

况下，渗漏量稍大，但随着时间的推移而趋于平稳

这可能因为PVA与硼酸的反应是“一个相对较慢的

过程，在高分子网格结构尚未完全形成的情况下，

发生了一定量的渗漏

p

魁
赠

圈4固定化凝胶珠数目与成核温度A、B关系圈

Fig．4 The relationship between the number of beads

and the nucleation temperature A and B

凝胶珠数目，个

图5固定化凝胶珠数目一综台评分关系圉

Fjg．5 The relationship between the number of beads

and the comprehensive index

囝6固化时间一成接冷温度A、B关系圉

F’g．6 The relationship between the time of immobiliza-

tion and the nucleation temperature A and B

图7是两体系的综合评分随固化时间的变化

关系，两体系均在7 h左右达到较高评分，但总体趋

势是体系C的综合评分与时问正相关．体系D的综

合评分与时间负相关．另外，根据文献[6]的研究结

论，延长固化时间有利于提高机械强度因此综合

考虑，仍应采取较长的固定化时间．但共固定化一

般不宜超过15 h

求
盎
如

始

固化时问，h

圉7固化时间一综台评分关系圉

Fig．7 The relationship between the time of immobiliza·

tion and the comp№lIe∞ive index

3结 论

国内外的研究表明．冰核活性细菌的冰核活性

及其在冷冻浓缩中的应用已成为冷冻浓缩技术领

域新的研究热点更突出的是，使用冰核活性蛋白

进行冷冻浓缩可以更好地保持食品的原有风味，因

此在食品冷冻浓缩领域具有广阔的开发前景”一”．

将冰核活性细菌固定化从而加以重复利用是该领

域发展的新方向

作者对冰核活性细菌Xanthomon“s㈣}peli—

haTS206两种固定化方法的技术内容及评价方法

进行了探讨。发现利用海藻酸盐直接固定化冰核活

2
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求睢乖蝣
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性较高．但渗漏量较大；机械强度低，半衰期短，适

合于较粗放的产品的冷冻浓缩．利用PVA一海藻酸

盐共固定化冰核活性较低．但渗漏量很低，机械强

度高，半衰期长，适合于对产品中细菌量有严格控

制的产品的冷冻浓缩．
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外公开发行(邮发代号28—190)的国家级专业性技术指导类刊物，是冷饮与速冻食品行业广大基

层决策者、科研人员、生产者、经营者研究开发新品、寻求商业机会、开拓产品市场的良师益友。

<冷饮与速冻食品工业>杂志 通过国家邮政在全国各地发行，影响广泛，及时报道国内外冷

饮与速冻食品领域的科研成果、生产技术及市场动态，竭诚为我国冷饮与速冻食品行业的广大企

业提供广告服务，内容涉及冷饮与速冻食品行业的新产品、机械设备、食品添加剂等。广告费用低

廉．连续刊登优惠10％一20％，敬请来电商洽。
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