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高压脉冲电场对乳铁蛋白抑菌性能的影H向
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攮要：研究了高压脉砖电场(PEF)对氧铰蛋白(LF>的糖薛性能的影囔。结暴表锈，LF度量浓

度、电场强度、脉冲频率、脉冲数的增加，有利于LF抑茵能力的增强，而温度的升高会使之减弱。

电场强度为35 kV／cm时，LF的抑茵能力达到最大值。LF的质薰浓度越离，对电场强度的变化越

敏感。当脉冲令数速嚣744跨，LF转相对糖篱能力提高?34％。楚理瀑度为15"-55℃时，PEF

处理的LF的相对抑茵性能增长了5％左右。当温度升高至65℃时，LF的相对抑菌能力下降显

著，降低了约22％。
‘
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Effects of Pulsed Electric Fields on Antibacterial Activity of Lactoferrin
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Abstract：Effects of Pulsed Electric Fields(PEF)on antibacterial activity of lactoferrin(LF)were

investigated in this paper．The results indicated that antibacterial activity increased with the

increase of concentration of LF，electric、field strength，pulse frequency and pulse amount，while

decreased with the increase of treatment temperature．The highest antibacteriaI activity was

attained at 35 kV／cm，and it became more sensitive to the change of。electric field strength with

the increase of concentration of LF。The antibacterial activity increased by 34％at 744 pulse

amount．Compared with that of the contr01，the antibacterial activity of LF increased by 5％at 15

℃～55℃，whereas it decreased significantly by 22％at 65℃．
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高压赫；孛电场(Pulsed Electric Fields，筒称

PEF)作为一种新型的冷杀菌技术，是将食品置于带

有两个电极的处理塞，用高滕电脉冲作用于处理塞

孛麓食蘸，获露杀灭皴生物和钝纯酶活性，使食麓
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没有破坏，能保持产品的新鲜度嘲等特点。因此，

PEF技术已经成为近20年来最有前途实现工业化

瘦震鹣蒋热灭菌技术。基{l簦，国内努PEF技术麴应

用研究主要集中在微生物的杀灭效果秘罐]、液态食

品品质影响[1 1和酶钝化效果[93上。

乳铁蛋自(Lactoferrin，簿称LF)赛含在譬耪巍

中，是～种相对分子质量约为80 000的铁结合性糖

蛋白n01，其主体照无柄银杏叶并列状结构。LF具

有广谱挽菌活性cII--1霹弱多释生物学功能∞_引。

作者从PEF对LF的生物活性作用出发，研究

了PEF对LF抑菌性能的影响，从而探讨PEF对生

耪活性蛋自震葵麓性覆戆影噙。

1材料与方法

1．1实验材料

乳铁蛋白，荷兰DMV公司产品，乳铁蛋白虑蛋

自质的质量分数90％以上。大肠杆菌(Escherichia

coli)Ell江南犬学食品生物技术学科缓提供。牛肉

浸膏、鬣白胨、琼脂购自国药集团化学试剂有限公

司。窦验所用的其它试剂均为分析纯。

肉汤蛋白胨培养液H胡：牛肉浸膏3 g，蛋翻胨

10 g，NaCl 5 g，水1 L，PH 7．2～7．4。

蓉养琼脂培养基n引：琼脂18 g，肉汤蛋白熬营

养液1 L，pH 7．2----7．4。

1．2末要仪器设备

DRP-9082型电热恒滠培养箱：上海森信实验

仪器有限公司制造；VI孓722型可觅光分光光度计：

上海精密科学仪器有限公词制造；VD-650桌上型

洁净互终台：无锡超净净化空溺设蘩有限公蠲制

造；101-1一BS电热恒温鼓风干燥箱；上海跃进医疗

器厂制造；逼转式恒温调速摇瓶柜；上海欣蕊自动

纯设备有限公霭潮建；OSU4L高压脉i枣设备：俄亥

俄州州立大学制造；电压范围O～40 kV；连续处理

室，流速范围0～54 mL／min；脉冲频率100～1000

Hz；德环式冷却水浴镊温度范匿15-'--65℃，双极脉

冲；波形为方波。

I．3实验方法

1。3。I微生耱潘纯、接静每串板计数参照文羰

[18—19]。

1．3．2抑茵性能的测定参照文献Ezo]做适当调

整。将经PEF簸瑾后豹LF溶滚进符戈菌微滤，再

用无菌水分别稀释至2 500、l 000、500、100

／，g／mL，各取2 mL与等体积大肠杆菌菌悬液(菌悬

滚浓度为106 cfu／mL左右)混合，37℃下恒温壤养

4～5 h，测定培养后的混合物的R。。，以液体培养基

为测定参比。瓦。。高，说明抑菌效采好。

以未经过PEF处理的LF为对照样，按公式

(1)计算LF的狸对摔藏能力。

LF的相对抑菌能力／％=烈墅PEF镳躺糕煳。。㈤来经 处理的LF测褥的瓦∞“～。 一7

1．3．3 PEF处理采用实验室规模连续簸瑾设备

(OSU一4L，美国俄亥俄州立大学制造)，主要由高压

脉{申器、处理室、滚体食晶泵、冷却装置、带有计算

机数据处理控制系统5部分组成。装置示意图觅

图1(图1中T，、T。、T。及T。由热电偶测量，其数值

爵在魅摸控铡孱壹接读出)所承。仪器农使尾蘸

腐，其管路需用4 g／dL NaOH和l：lo稀释的市

锵84消毒液和无菌水清洗至无菌，备用。

齿轮泵 超净工作奔 水浴

圈1 燕狳室裁模逸续楚建设番OSU-4 L汞慧鍪

Fig．1 Schematic diagram of a pulsed electric field e-

quipment

图2鸯示波器输滋懿双扳矩形脉洚波形匿，LF

水溶液的脉冲波形基本为矩形，峰顶为锯齿形。其

中l为电压波形，2为电流波形，PEF单元输出的电

滕电流酌实际数筐可翻承波器罄读出。

2
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图2双檄矩形脉冲波形图

Fig．2 Bipolar square wave pulse pair

接受PEF处理黪毛F溶液蒺量浓度势5 000

肛g／mL，样品经过恒流泵进入处理室，在处理室接

受脉冲电场的处理，处理过的样品立即冷却，并进

行撺墓性髓的测定。

1．3．4 PEF处理参数的计算方法电场强度E和
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总处理时间t计算方法如下：

E==U／d

t—N，×Nc×Wp

Np=Tr×，

浓度为5 000／19／mL的LF溶液的相对抑菌能力可

(2) 提离8％，焉质量浓度为ioo lag／mL懿LF溶液仅

(3> 能提高4．5％左右，说明LF的质爨浓度越商，对电

(4) 场强度的变化越敏感。

l≥一y／F (S)

其中：U为电压，kV；d为电极问距，0．29 cm；N。为

单个处理腔内接收的脉冲数；N，为处理腔个数，6；

Ⅳ，+蠹脉l孛宽度，2弘s；Tr兔停整时闻，s；，为脉冲频

率，Hz；V为单个脏体积，0．012 mL；F为物料流速，

mL／s。

1。3。s PEF操作参数的选择对予食瑟中常见

菌，原始菌落数、电场强度、脉冲数、漱度、脉冲频

率、介质电导率等都会影响PEF的灭菌效果。本实

验中PEF签理系统采用6令处理麓，双摄正负辣

冲，通过改变电场强度、脉冲数、温度、脉冲频率等

操作参数，测定其对LF抑菌性能的影响。

称取一定量豹LF，震戈菌承溶勰，配铡成5

mg／mL的LF溶液，测定溶液电导率为l 436肛s／

cm。控制脉冲宽度为2弘s，介质流速F一54 mL／

min，脉i枣频率，一200 Hz，温度Z一15℃时，穗整

电场强度分别15，20，25，30，35，40 kV／cm；

控制脉冲宽度为2 ps，电场强度E=30 kV／

cm，流速为32。垂mL／min，，一200 Hz，温度T一15

℃时，调整脉冲数分别为：69，343，477，744个；

控制脉冲宽度为2／．is，介质流速F=54 mE／

rain，f=200 Hz，漱度T一15℃露，调整电场强度E

分别为：20，40 kV／cm，脉冲频率分别为：200，1 000

Hzl

控镧脉冲宽度为2|ls，嚷场强度E=30 kV／

cm，介质流速F一12．6 mL／min，，=200 Hz时，调

． 整PEF处理温度分别为15，25，35，45，55，65℃。

每个样品均俸3个平行测试，分剐测定元。。，取

平均值作相关曲线，并在图中以误差线表示标准偏

差。

2结果与讨论

2．1 电场强度对乳铁蛋白抑蓥性缝的影响

测定经过PEF不同电场强度处理后的LF对

其的抑制能力，并作出LF的相对抑菌能力与电场

强度豹美系馥线，觅图3。

由豳3可知，LF对大肠杆菌的抑制能力随蓿

电场强度的增加小幅提高，说明电场强度的增强对

LF懿麴菌麓力是有利懿。舞当电场强度大予35

kV／em时，LF的榴对抑菌能力没有明显的改变。

在电场强度从0增加到40 kV／cm的过程中，质缀

109

108

誉107
06

∞

04

03

02

—101

100

电场强度l(kVlcm)

誉3奄场强度对LF溶液攒麓性能的彩晌

Fig．3 Effect of electrical field strength on antibacterial

，activity
ofLF

警固定脉冲数磊时，细胞的杀灭率随电场强度

的增加而增加。因为细胞膜两侧的感应电势与电

场强度成正毖，更高的电场强度能杀灭更多的缨

菌，这与本实验的结果是一致的。相同的电场强度

下，LF质量浓度越高，抑菌能力越强。

LF因其晶体呈红色又称“红蛋白”，铁离子结

合在两叶的切入部分(Fe离予闻隔2．8～4．3

nm)[10]。LF的抑菌作用是由于LF与铁结合，造成

了缺铁的营葵环境，进露阻碍了微生物的生长发

育。电场强度的增加，使LF分子结构发生变化，两

叶部分扩张程度变大，更有利于铁离子的切人，结

合铁离子的能力变强，搀蕴性也褥翻提裹。姿电场

强度达到35 kV／cm后，LF分子的两叶结构可能不

会褥有明显改变，不能褥与更多的铁离子结合，抑

菌性麓氇就不会霉鸯提高。今盾若麓进行毛F结梅

上的分析，将能更清楚地解释以上实验现象及结

果。

2。2瑟冲数对甄铁蛋翻麴菌性熊的影演

测定经过PEF不同脉冲数处理后LF对大肠

杆菌的抑菌效果，并作出LF的相对抑菌能力与脉

砖数的关系羹线，见鎏《。．

由公式(3)可以看出，在恒定的脉宽下，脉冲数

与处理时间成正比，脉冲数越大，样品接受脉冲处

理的时闯裁越多，撺薏麓力骞一定的提高，脉跨数

的增加对LF抑菌性能的提高是有利的。圈4表

明，对于质量浓度为1 000 vg／mL"的LF溶液，即使

在脉i孛个数较低(69个)嚣雩，l露菌熊力也提高了

3．5％。随着脉冲数的增加，LF溶液的抑菌能力逐

渐增强。当脉冲个数达到744时，Ⅱ的相对抑菌

R蹬蒜晷臣誊爱
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能力掇高了34％。

圈4脉冲数对LF溶液抑菌性能的影响

Fig．4 Effect of pulse amount On antibacterial activity of

LF

2．3脉冲频率对乳铁蛋白抑茵性能的影响

测定经过PEF不同脉狰频率处瑾詹的LF对

大肠杆菌的抑制能力，分别测定电场强度为20，40

kV／cm时，LF的相对抑菌能力与脉冲频率的荚系

馥线，结果觅匿5，6所示。

图5及图6表明，经不同频率PEF处理的LF

溶液的抑菌能力均有所提高。当电场强度为20

kV／em时，LF溶液的{牵菌能力随着频率的并离蠢

增强，即频率的增加对LF的抑菌性能的增强是有

利的；罴电场强度达到40 kV／em时，LF溶液的抑

菌麓力并不是一窟隧着频攀的升高蔼增强，频率隽

200 Hz时的抑蔚效果高于频率为1 000 Hz处理后

的LF。

浓度为5 000。ug／mL的溶液，低频率时抑荫性能可

提高7．5％一10％左右，当频率从200 Hz增加到

1000 Hz时，{霉菌能力又会有所下降。因此，在选择

PEF处理参数时不宜同时选择高电场强度及高脉

冲频率。

圈6电场强度为40 kV／em时。脉冲频率对不阉质量

浓魔LF溶液抑茵性能的影响

Fig．6 Effect of pulse frequency Oil antibacterial activity

of LF at 40 kV／cm

2．4处理澈度对乳铁蕉白抑菌性能的影响

温度是PEF处理的重要参数，LF的结构及功

麓性质与溢度紧密福荚。测定经过不露PEF温度

处理后的LF对大肠杆菌的抑制能力，并作出LF

的穗对抑菌熊力与温度的关系魏线，结果见图】7。

述
穴
麓
掘
最
捉
溪
霉
皇

圉7温度对LF溶液抑霹憔能的影响

Fig．7 Effect of temperature on antibacterial activity of

LF

图5电场强度为20 kV／cm肘。脉冲频率对不同质量 图7表明，经PEF处理的LF的相对抑菌性能

浓度LF溶液抑菌性能的影响 增长了5％左右，在15～55℃，LF溶液的抑菌性能

Fig．5 Effectofpulsefrequency onantibacterial activity 翁耩波动。健当温度放SS℃舞至65℃时，LF豹
of LF at 20 kV／cm 相对抑菌能力下降显著，降低了22％左右。

对子100 ptg／mL的LF溶液，频率为200 Hz 将PEF作用于菌悬液时，温度的升高，除引起

时，LF的福对捧菌能力霹提高6％友骞，从200 H塞 热按害效应外，还降低了击穿缫耱貘麓跨膜电位，

增加到1 000}{z，LF的抑菌能力没有明显提高。 网此可提高灭菌率。但是对于LF溶液，过高的处

对于质量浓度大予1 000 pg／mL的LF溶液，黧电 理温度对其抑菌性能却是不利的。尤其怒当介质

场强度较高嚣雩，在频率小予200 Hz的范匿内，频率 澈度为65℃时，榉菇实际温度超过55℃，已接近

的增加对LF抑菌能力的提高是有利的。LF质量 样品的变性温度。
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3结 论

1)通过高压脉冲电场PEF处理LF，发现PEF

对LF的抑菌性能有一定的影响。LF的铁结合能

力受到电场强度、脉冲数、脉肄频率、处理温度等耀

素的影响。
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