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聚乙烯醇!海藻酸盐共固定化冰核活性细菌
———黄单胞菌 "#$%&的研究

陈庆森 刘 健
（天津商学院生物工程系 天津 "$$3"!）

摘 要：冰核活性细菌固定化在食品冷冻浓缩中的应用具有重要意义，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 F&*和海藻酸盐作为固定化载体，通过两
者优良性能的互补而建立对冰核活性细菌 !"#$%&’&#"( "’)*+,#" 5G#$7的共固定化技术。结
果表明，细胞投入量对冰核活性有较大影响，基础固定化条件对固定化技术指标的综合评分

影响程度大小的顺序依次为：海藻酸钠浓度 H硼酸浓度 H F&*浓度 H ?:?(# 浓度，各因素的较
优水平是：海藻酸钠浓度 3I，硼酸浓度 2I，F&*浓度 %I，?:?(# 浓度 3J3I；研究还发现冰核
活性与固定化凝胶珠的添加量正相关，与固化时间相关性较小，渗漏量受固定化凝胶珠的添

加量和固化时间影响不显著。
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冰核活性细菌（LE6 A+E(6:.>’A :E.>M6 N:E.6O>:，简称 L/*细菌）广泛附生于植物表面（尤其
是叶表面），是一类在 4 #P Q 4 2P条件下诱发植物体内水分产生冰核而引起霜冻的细
菌［3］。黄单胞菌（!"#$%&’&#"( "’)*+,#"）5G#$7是本实验室分离得到的一种具有冰核活性
的新菌属，具有生长速度快、冰核活性强等优点［#］。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［"］。因此，该菌株可能开发成一种很有

前途的工业菌株。R:.:A:N6等［!］对冰核活性细菌的固定化做了初步研究，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并最大程度保

持了果汁的原有风味，但国内在这方面的研究尚未见相关报道。将冰核活性细菌应用在

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、包埋效率高且价格低廉等优

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（F&*）是一种新型的固
定化细胞介质，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

可较好地弥补这些缺陷。

’ 材料和方法

’(’ 材料
’(’(’ 菌种：黄单胞菌（!"#$%&’&#"( "’)*+,#"）5G#$7，本实验室从天津地区蔬菜表面分离



鉴定［!］。

!"!"# 培养基：种子培养基和发酵培养基的配制方法见文献［!］。
!"!"$ 主要试剂："#$为天津大学化工实验厂生产，聚合度 %&’( ) ’(；海藻酸钠为上海化
学试剂站分装厂进口分装。

!"# 菌种培养
活化 ! * "#$%&’(" +,!(-于斜面种子培养基，!./培养 !01；以 !2的接种量接入发酵

培养基，!./%3(45678震荡发酵 &!1。
!"$ 菌悬液的制备
发酵液经高速冷冻离心机（’(((45678，0/，!(678）离心后用 ’(669:5;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悬浮，0/保存备用。通过对
菌悬液进行平板计数，测定其活菌浓度为 0>( ? ’>( @ %(%( AB::C56D。
!"% 包埋方法
将一定量的 "#$和海藻酸钠加蒸馏水煮沸溶解，配成一定浓度混合物，冷却后和一

定量菌悬液混匀，采用文献［’］介绍的方法并进行改进，取长度适当的 066 @ -66乳胶
管，在一端采用内径约 (>366 ? %>(66的滴头。将乳胶管装入蠕动泵，调节蠕动泵速度至
’(E49<5678。在搅拌条件下，将混合液逐滴滴入一定浓度的硼酸和 FGF:! 混合溶液中，形成
大小均匀的固定化凝胶珠，直径最大差值!(>’66，固化一段时间后取出，制得凝胶珠总
质量约 ’(H，0/悬浮保存备用。在 !>%、!>!、!>.和 !>’节中，固化时间均为 %!1。
!"& 冰核活性的测定
将若干固定化好的凝胶珠放入一个专用反应器内，加入 %(2的蔗糖溶液（果汁模拟

体系）%’6D，把它放入 I 3/的恒温盐水槽内，保证杯外的盐水液面高于杯内液体，用电子
精密温度计测定成核温度 $。在进行 !>%、!>!、!>0和 !>’节的研究时，每个反应器内放入
.个固定化凝胶珠。
!"’ 渗漏量的检测
将 %>’节中得到的冰晶体在室温下的充分熔解，取出固定化凝胶珠，用电子精密温度

计测定熔解后的蔗糖溶液的成核温度 J。
!"( 正交实验
采用 DK（.0）正交表来对固定化条件进行分析，并以此为依据用 K种不同方案制造出

固定化凝胶珠。0种物质 .个水平的浓度选自工业共固定化常用的浓度（表 %）。

表 ! 正交设计固定化条件因素水平表
+GL:B % DBMB: 9N 7669L7:7OGP798 A98E7P798 NGAP94 78 94P19H98G: EBC7H8
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$ J F S
% & % (>’’ !

! 3 ! %>% .

. K . !>! ’

+1B :BMB:C G4B A19CB8 N496 P1B A98AB8P4GP798C RCRG::T GE9<PBE 78 78ERCP4T* DK（.0）94P19H98G: PGL:B 7C RCBE 78 P17C BU<B476B8P
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! 结果

!"# 细胞投入量的考察

图 # 包埋量与成核温度 $的关系图
!"#$% &’( )(*+,"-./’"0 1(,2((. 34+.,",5 -6

(71(88".# +.8 .49*(+,"-. ,(70()+,4)( :

按 %;<节中的方法对菌体细胞进行固定化，根
据菌悬液的添加量和菌体浓度可以算出每个固定

化凝胶珠的平均细胞投入量。调整加入菌悬液的

量，使细胞投入量为 =;> ? %=@、%;> ? %=@、A ? %=@、
B ? %=@、%> ? %=@ 和 A= ? %=@ 9(**/C1(+8。采用的固定
化条件为 DE FG:、%E海藻酸钠、H;HE I+I*H、>E
硼酸。图 %所示，固定化凝胶珠包埋菌量越大，则
冰核活性越高。这可能由于细胞投入量增大提高

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出现冰核的概率增加。综

合冰核活性和经济成本，初步确定每个凝胶珠的细

胞投入量为 %;> ? %=B 9(**/。
本研究经固定化后的冰核活性的检测和平板活菌计数实验，在硼酸和 I+I*H 的混合

固化剂溶液中，其活菌计数 J % ? %=A 个C7K，未检测到冰核活性。结果表明，失落细胞量很
小且细胞的包埋效率接近 %==E。
!"! 基础固定化条件的综合考察
从固定化冰核活性细菌在食品冷冻浓缩中应用的角度考虑，较高的冰核活性和抗菌

体渗漏能力都是期待的技术指标，但多数情况下冰核活性较抗渗漏能力更重要，其评价指

标为体现冰核活性的成核温度 :（L）和体现渗漏量的成核温度 M（L）。实验设计了一个
综合评价冰核活性与抗渗漏能力的加权公式：

综合评分 N %= O成核温度 :（L）? ! P成核温度 M（L）
这里 ! 值根据实际需要取值，冰核活性相对于抗渗漏能力越重要，! 值越大，本文 ! 取 H。
对菌体渗漏有严格限制的应用领域，! 值可取得更小一些，同时还可以对成核温度 M规定
上限。根据上式，体系达到的成核温度 :越高，成核温度 M越低，综合评分则越高。

图 ! 细菌浓度与成核温度 %的关系图
!"#$H &’( )(*+,"-./’"0 1(,2((. 9-.9(.,)+,"-. -6

1+9,()"+ +.8 .49*(+,"-. ,(70()+,4)( M

表 H为正交实验结果。极差 QR的大小可以得
出各因素影响的显著性。极差最大的因素是 M（海
藻酸钠浓度），依次分别是 S（硼酸浓度）、:（FG:浓
度）、I（I+I*H 浓度）。对于制备共固定化凝胶珠，将
冰核活性和渗漏量综合考虑，确定各因素的较优水

平是海藻酸钠为 %E，硼酸为 >E，FG: 为 BE，
I+I*H 为 %;%E。不同浓度的海藻酸钠、硼酸、FG:
和 I+I*H 影响固定化凝胶珠表面高分子海藻酸钙的
微观结构，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 %=E
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蔗糖溶液中添加已知浓度的游离冰核活性细菌可以测定出细菌浓度与成核温度 !的关
系（图 "），如果渗漏后蔗糖溶液中的细菌浓度!#$% &’(()*+,，可以根据成核温度 !估测出
实际渗漏出的细胞数。本实验中只有方案 #的成核温度 !较高，使渗漏后蔗糖溶液中的
细菌浓度达到了约% - #$% &’(()*+,，与 #.% - #$/ &’(()*0’12其细胞投入量相比，一次冻结操作
后每个凝胶珠渗漏量约为".% - #$3个细胞，渗漏率约 #.345。对于其它较优方案用这种
方法几乎检测不到细胞渗漏。

图 ! 凝胶珠数目与成核温度 "、#的关系图
6789: ;<’ =’(1>7?@)<7A 0’>B’’@ @C+0’= ?D 0’12)

1@2 @C&(’1>7?@ >’+A’=1>C=’ E 1@2 !

表 $ 不同基础固定化条件对冰核活性和渗透量的影响
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$%! 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，

测定该体系中的成核温度 E和 !（图 :）。固定化
凝胶珠数目增多，则体系的成核温度 E有所提高。
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。而成核温度 !始终维
持在一个较低的水平上，从理论上来讲，总渗漏量

应该与凝胶珠的数目存在正相关，然而实验表明

即使体系中添加了 "$个凝胶珠，成核温度 !仍然
不高，说明优化的固定化方案的抗渗漏能力是很

强的。从经济和减少体系的渗漏总量角度考虑，

对于 #%+, #$5蔗糖溶液这个而言，添加 # Y % 个
固定化凝胶珠仍是合适的。
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!"# 固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 !"测定成核温度 #和 $（图 %）。研究

发现，冰核活性随固化时间呈略微下降的趋势，但并不很明显。加长固化时间对固定化凝

图 # 固化时间与成核温度
$、%的关系图

&’()% *"+ ,+-./’012"’3 4+/5++1 /’6+ 07
’6604’-’8./’01 .19 1:;-+./’01

/+63+,./:,+ # .19 $

胶珠表面的高分子海藻酸钙的微观结构产生影响，减

小了载体与 <.= >交联所形成的孔径，但对水分子形成
大型冰晶分子的难易基本不造成影响，即基本不会改

变水分子与固定化凝胶珠中冰核活性细菌的接触状

况，所以成核温度 #、$变化很小。从渗漏量来看，固
化时间极短（?"）的情况下，渗漏量稍大，成核温度 $约
@ AB，但随着时间的推移而趋于平稳。这可能因为
CD#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。另外，根据文献［E］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

固化时间，但一般不宜超过 ?F"。
!"& 固定化冰核活性细胞的稳定性实验
固定化后的凝胶珠反复冻融条件下的操作稳定性是决定固定化冰核活性细胞的凝胶

珠能否在实践中应用的重要指标和影响因素。在 ?GH蔗糖溶液中，于 @ IB进行反复冻
融实验。结果说明，以 CD#和海藻酸钠为载体进行冰核活性细菌的固定化其机械性能优
良，在 @ IB反复冻融 =G次以上，其固定化的凝胶珠的机械强度和固定化细胞的冰核活性
均未发生变化。结果显示，CD#和海藻酸钠共固定化冰核活性细菌使用寿命长，在食品及
生物物质的冷冻浓缩工艺中具有很大的应用潜力。

’ 讨论
本文对冰核活性细菌 ! ) "#$%&’(" *J=GE 共固定化的技术内容及评价方法进行了探

讨，发现海藻酸钠浓度对综合评分影响程度较大，硼酸和 CD#的浓度对其也有一定影响，
优化的固定化方案为：?H海藻酸钠，FH硼酸，IH CD#，?K?H <.<-=，其冰核活性和抗渗
漏能力都能达到较高的水平，增加固定化凝胶珠的添加量可以一定程度上提高冰核活性，

延长固定化时间冰核活性稍有降低，抗渗透能力的变化不很显著。以上结论为冰核活性

细菌在冷冻浓缩中的应用提供了一定依据。此外，在储存、固定化和冷冻过程中，冰核活

性细菌菌悬液存在着活菌比例下降、死菌比例升高的现象，但经实验证明其冰核活性基本

不受影响［A，I］。平板计数法只能测活菌浓度，血球板计数法一般要求菌浓为 ?GE ;+--2L6M以
上，用于渗漏量的检测都不很合适。本文提出的成核温度 $法检测固定化冰核活性细菌
渗漏量是一个新尝试，但一般也要求菌浓为 ?GF ;+--2L6M以上，所以检测渗漏量的方法还需
不断探讨。另外，研究者对该固定化方法与其他方法进行了比较，研究结果将另文发表。
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