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具有天门冬氨酸酶的大肠杆菌细

胞固定化及其性质的研究

王连阳 方怡 山
,

.化工与生化工程系 1

摘 要

本文研九用海滦酸钙凝胶固定大肠杆菌细胞催化反丁烯二酸按制备% 一天门冬氨的方法及其性

质
6

并且测定了该催化 反应的活化能
6

前 言

固定化酶系指 在一 定空间内闭锁状态的酶
,

能连续地进行反应
,

反应后的酶可 以回收并

反复使用
6

工业上所用的酶源
,

以微生物酶最为适止
一

,

微生物产生的酶有胞内酶和胞外酶
6

对于胞 内酶
,

采用适当的方法
,

直接将微生物整体细胞固定化作为固体催化剂
,

这是酶制剂

工业应用的一条捷径
6

因而
,

这一领域的研究越来越引起人们的重视 7��
。

%
一

天 门冬氨酸在化工
、

医药和食品工业 等方面有多种用途
6

特别是近年来
,

国际上掀起

了生产天冬甜精
苦 ”

的热潮
,

其主要原料
—

天门冬氨酸的生产和研究更加重视
89�

6

4 : ; �年
,

日本曾经采用聚丙烯酞胺凝胶包埋法
,

制备了固定化大肠杆菌细胞
,

首次实现

了柱式连续生产%
一

天门冬氨酸
4� , 6

我国在这方面也进行了不少研究
< 孟广震 等曾采用琼脂凝

胶包埋法制备固定化大肠杆菌细胞
【‘, ,

居乃唬等曾采用明胶
一

戊二醛包埋法制备了固定 化 大

肠菌细胞
〔”, 6

两种包埋法都先后进行过扩大试验
,

并小批量生产 %
一

天门冬氨酸
。

本文介绍用海藻酸钙凝胶包埋法固定大肠杆菌细胞催化反丁烯二 酸铰转化为%
一

天门冬氨

酸及其性质的确究
。

二
、

材 料 与 方 法

.一 1 主要材料 .3 1海藻酸钠
<

上海化学试剂分装厂 . 化学纯 1 = .>1 无水氯化钙
<

江

苏朱林化工厂 . 分析纯 1 = .�1 戊二醛
<

上海化学试制采购供应站试剂厂 . +
·

? “ ≅比 进 口 分

本文 4: 5 ;年 > 月 >Α 日收到
6

6

参加本工作的还有王乱和郭振辉两同志
6

二 即天门冬酞胺
一

苯丙氨酸甲醋二肤
,

是一种低能量
、

甜度高的新型甜味剂
6
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装 1 = .Α 1明胶
<

上海化写Β试湘Χ尸 . 化学纯 1 红 .Δ 1反丁烯二酸
<

上海试剂一厂 . 化学纯 1 =

.引菌种 大肠杆菌娜4
6

5 5 4 突变探
6

.三 1培 养基

4
6

斜面培养基成分 .Ε 1
<

反丁烯二酸 4 ,

琼脂 >
6

Δ ,

.# ∋
=
1
> Δ Φ Α Φ

6

Δ , Γ ∋ 9Η  = .1
6

4 ,

? Ι / 。
·

; ∋ 9   
。

必
,

用氨水调
、

节Η∋至 ;
6

>6

>
。

摇瓶培荞基成分.Ε 1
<

反丁烯二酸 4 ,

玉米浆 ;
6

Δ , ? Ι /仇
·

; ∋夕 Φ
6

Φ>
,

用氨 水 调

节Η∋至 ϑ
·

Φ, 培养基煮沸过碑后
,

于 Δ Φ Φ蒯锥形瓶中
,

装入; Δ Κ3 滤液
6

灭菌和培养按常窥方法进行一
.四 1 固定化细胞的制备

培养液经 Α Φ Φ 2 ≅

Λ Κ ΜΝ 离心机 离心 >Φ Κ Μ Ν
,

弃去上清液
,

滤渣用生理盐水洗涤并打散均匀
,

重复离心4 Δ Κ ΜΝ
,

弃去上清液即得大 肠杆菌湿细胞
,

放入生理盐水
,

搅 匀成悬浮液
,

保存 在

冰箱各用
。

按 4Ι 湿菌体 < >耐生理盐水 < ϑ Κ 工Δ Ε海藻酸钠 < � Κ 4 �Φ Ε明胶 < 4Δ Κ3 戊二醛 的比 例
,

分别称取一 定量的大肠杆菌湿菌体
,

悬浮于生理盐水中
,

加入海藻酸钠和明胶溶液
,

调成均

匀的浆糊状
,

用 Δ 朋的针筒注入 2
6

)0 Ο0 里> 洛液中进行钙化
,

浆糊状物即成直 径 为 > 一 � Κ Κ

的微球状 固定化细胞
6

然后用生理盐水和少量的 4Ε戊二醛溶液依次洗涤
,

并用一定比 例 的

4 Ε戊二醛溶液
,

在室温下浸泡 3 Π ,

过滤后
,

再用生理盐水洗涤并浸泡于适量的生理盐水中
,

放入冰箱备用
6

.五1 分析方法

采用高锰酸钾反滴定法测定反丁烯二酸的摩尔数
6

.六 1 天门冬氨酸酶活力的测定

4
6

自然细胞酶活力的侧定
< 分别吸取含Φ

6

ΦΔ : 湿菌体的大肠杆菌细胞悬浮液于两支反应

管中
6

其中之一先放入 �; ℃水溶中平衡 Δ Κ ΜΝ
,

然后加入 Θ Κ3 平衡过的底物溶液
,

搅拌反应 Δ

。ΜΝ
,

另一支反应管同样放入 �; ℃ 水浴中平衡 Θ Κ ΜΝ
,

如上加入 Θ Κ3 底物 溶 液
,

搅 拌 反 应

Δ 43 3Μ Ν
,

于是两支反应管同时取出
6

用橡皮塞塞紧管口
,

置于同一沸水浴中 Δ Κ ΜΝ
,

终 止 反

应
6

冷却后
,

反应液在 ΑΦ ΦΦ
≅

加 ΜΝ 离心机中
,

离心 >Φ Κ ΜΝ
,

上清液分别倒入两支试管中
,

混

匀后
,

各吸取 Φ
6

ΘΚ 3,

按高锰酸钾反滴定法
,

分析反丁烯二酸摩尔数
6

由二 者滴定结果计算

可得
,

反丁烯二酸在一定时
一

间内的消耗量
,

从而计算出天门冬氨酸酶的活力
6

每小时 催 化

3 Κ ?反
一

8 烯二酸反应的酶量定为一个酶活力的单位
6

>
6

固定化细胞酶活力的测定
<

称取含Φ
6

4 Φ: 湿菌体的固定化细胞
,

放在反应瓶 中
,

置于

�; ℃水浴中平衡
,

然后加入>Δ 叫顶先在同一条件下平衡过的底物溶液
,

搅 拌 > 一 � Κ ΜΝ 之

后
,

立即吸取 2
6

ΘΚ 3反应液作为空白样
,

继续反应
,

每隔 Δ Κ ΜΝ 取样 . Φ
6

ΘΚ 3 1 一次 . 共取 Α 个

样 1
,

空白和样品按上述方法测定反丁烯二酸的摩尔数
,

从而计算固定化细胞的酶 活 力
6

酶催化反应动力学表明
,

反应速度随着时间的延长会越来越慢
,

如果 以产物的浓度对反

应时间作图
,

只有在反应初期
,

曲线才近似于直线
,

因此
,

在底物大大过量的情况下
,

测定

反应的初速度来表示酶活力
6

为了减小误差
,

这里
,

以反应时间为自变量
,

底 物的消耗为应

变量
,

从几个数据组进行一元线性回归
,

所得直线的斜率
,

除以湿细胞重量
,

即为酶的表观比

活力 .Κ ? Λ Ι 湿细胞
·

Π1
6
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三
、

实 验 结 果

.一1 固定化细胞制备的最适条件

4
6

细胞浓度对活性的影响
<

称取几份不同重量的湿菌体
,

分另3Ρ悬浮于 3 Κ3 生理盐水中
,

制成不同浓度的细胞 悬 浮

液
,

尔后
,

按 比例加入 Δ Ε 的海藻酸钠和 � Ε的明胶溶液
,

按上述方法
,

制成固 定 化 细胞
,

其活力测定结果见表 4
6

表 3 细胞浓度对表观比活力的影响

涅 细胞

浓度 .Ι Λ Ι 1

海藻酸钓

.Κ 3 1

明胶

.Κ 31

湿细

胞 .Ι 1

固定化细胞比活力

.单位傀湿细胞 1

6

4 � �

6

Σ 4 >

6

Φ : Φ ϑ

。

Φ ; Φ匹

Φ
。

; Δ Φ

Φ
。

ϑ > Δ

Φ
。

Δ Φ Φ

Φ
。

� ; Δ

Α
6

Φ ; ; Τ 4Φ Α

Α
。

; 4 : Υ 4Φ Α

Δ
6
Α ϑ Δ Τ 4Φ Α

Δ
6

� 4Θ Υ 1Φ Α

从表 4 所得结采
,

选用湿细胞浓皮为Φ
6

Φ : Φ ϑ : . 湿细胞 1 Λ Ι . 固定化细胞 1
6

>
。

海藻酸钠浓度对活性的影响
<

称取几份同样重量的菌体
,

分另Σς加入不 同浓度的海藻酸钠溶液
,

其它步骤 同上
,

制得固

定化细胞
,

测 定其活性并观察其机械强度
,

实验结果见表 >
6

表 > 海藻酸钠浓度时表观比活力的影响

海藻骏湘浓度 . Ε 1

圈定化绷胞表观比瓜刀 . 位 Λ Ι 湿 细胞 1 Δ � Α Δ Φ Α : 4 : Φ 斗; Δ , Φ Α ϑ : 5 Φ

由表 > 可见
,

随着海藻酸拍浓度的减小
,

固定化细胞表观活力有升高的趋势
6

但是
,

实

验过程 曾多次发现
,

随着海藻酸钠浓度减小
,

固定化细胞容易破碎
,

机械强度降低
6

为此综

合考虑
,

初步选用 ΔΕ 的海藻酸钠溶液
,

其最佳值有待进一步的实验确定
6

.二 1 固定化细胞的性质

4
6

Η∋对反应速度的影啊
<

配制不同Η∋ 的脚才反丁烯二酸俗液
,

在�; ℃下
,

分别按上述方法侧定 自然细胞和固定 化

细胞的比活力
,

其结果描绘于表 �
6

表 � 表明
<

自然细胞酶催化反应的最适 Ω∋为 :
6

Φ
,

而固

定化细胞最适Η∋为:
6

Δ
6

>
6

温度对反应速度的影响
<

以 ) ? 反丁烯 二酸 . Η∋ /
6

Δ
,

含 4 Κ ? 0Ο
9‘
1 为底物

,

按上述相同方法
,

测定不 同的反

应温度对酶催化反应速度的影响
6

其结果描绘于图 4
6
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表 � Η∋对反应速度的影响

Η ∋值 自然细胞相对活为
6

.Ε 1 固定化细胞相对活力 .Ε 1

ϑ �
。

5

; ϑ
。

�

5 Δ
。

ϑ

4 Φ Φ

, 65,
6

⋯
亡�,� ! 

‘口∀
二
、

!

#�且

!!∃%&甘‘�∋�七心!
�

⋯
口�((!

∀
一
) ! ∗ +� 召

+!
。 ! ! , ∀ 。 , ( ∗

。

)

+!
。

( )  )
。 ∗ )  

。

∀

� 相对活力指实验中最大活力的相对值 − 下同 .
�

实验结果表明
,

自然细胞最适温度为 /工一 /) ℃
,

而固定比细胞最适反应温度约 /! ℃左右
�

卜卜卜卜
01!叨)!∗!2!和/3

∃界4口鹅蔺葬踢

/ !

多3

0!3加和56和扣

∃从4只热灰邪昌

 2 ,。 多/ 幼 / / 巧 匆 料 硒
“旱度−

。

& .

图 + 温度对反应速度的影响

,
。

固定化细胞的热稳定性7

, ! 气卜一一8 曰‘一一9 9 9 今� 9 9 9 9 9 9 ‘9 8 � 9 9

 ( /! ,) )! 巧

−室沮.
,

·

渴 序 −
。

& .

图  固定化细胞的热稳定性

称取相当于!
�

+ ! ∀湿细胞的固定化细胞几份
,

放入 ,司生理盐水
,

搅成均匀的悬浮液
,

分

别在不 同温度下处理 ,! : 五: − 保持一定的搅拌转速 . 之 后
,

过滤并吸干
。

以 0 ;反丁烯二酸

− <= >
�

)含 + ? ; ; ≅ Α 十
. 为底物

,

在 ,∗ ℃ 下
,

测定其表观比活力
。

以未经加热处理的固定化

细胞在同一反应条件下的酶活力为+! ! Β
�

图  表示所得结果
。

/
�

固定化细胞催化反应的活化能
7

为了探讨固定化细胞酶催化反应过程中
,

温度对反应速度影响的程度
,

测定了反应活化

能
�

以 0 ;反丁烯二酸 − <= >
�

)含 + ? ; ; ≅ Α 斗 . 为底物在不 同温度 − 以精密温度计测定. 下进

行反应
,

按上述相同方法
,

分别测定其表观 比活力
,

实验结果列于表 /
。

表 / 固定化细胞酶反应活化能的测定值

温度
, 。

Χ 酶表观比活力
,

单位 Δ ≅ 湿细胞 0: Ε ,
一

华
一

Φ 7。,

−
一

止
一

.
注刀

肠

俄
’ 9 盼认 黝

卜目 ’目 Δ # ,

十 黔
‘ Γ
比

‘
一

囚 尹#口 ‘一一 5
‘ 、 ’

% 、 Ε
Δ

, ∗
。
∗

, / 。 ∀

, , ) ! !

, ∀ ) / !

/ ) !  !

) ! ∀ 2 !

/ 2 ∗ ) !

+!
。

)  

了!
。

) ∀

+!
。

∗ +

+! 。 ( /

+!
。 ∗ )

,
。

 ( !

 
。

 / 2

,
。

  /

,
。

了∀ ∀

,
。 + ∗ !
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甲爪二尸咒竺, Ψ Ψ 尸Ψ , , 尸Ψ Ψ

� : Δ

根据 ∃ ≅ ≅ Ζ Π Ν Μ[ Θ
方 程 Γ

‘ ∴ ∃ Ζ一 盆 Λ 月 , 即 )Ν Γ
,

刀 3
, ] �

、
4 ] 。

,

3 。
,

。
。 、

介∴ 一

穿
·

分
一

⊥ ’
Ν∃

,

作3Ν 尸
一

专图 . 图 “
,

1, 在

动力学区可得一直线
6

在本实验 中
,

取酶失活

前的四组数据
,

利用最小二乘法
,

进行线性回

归
,

可得直线的斜率为 一 Δ > �ϑ
6

5 ,

由此计算
,

即可求得活化能为Α �
6

Δ ; 4 1 Λ ?
6

八,八甘;( 6以
6‘井才‘ ‘‘

祝4Φ6 ϑ

�
,

> Φ �
6

>夕 � � _

4Λ , Υ 3叭 )ς叹1

补斗止泌4Φ4Φ6
,
7Φ6口,

图 �
6

从 , Ν Γ
, 一

毛作图求活化能
。

4

四
、

讨
6

论

4
6

固定化细胞的崔化活性和稳定性
,

在很大程度上受到所用的载体和固定化方法 的 影

响
6

在前言 中所提及的几种载体及其固定化方法都各自存在一些问题而未能大规模地应用
6

多糖类载体
—

海藻酸盐凝胶
,

能在温和条件下迅速形成微球状颗粒
,

其结构具有微小栅格
,

通透性好
,

小分子底物

—
反丁烯二酸和产物

—
天门冬氨酸容易通过凝胶层

,

内扩散阻力较

小
,

并且所用试剂均无毒性
,

制备操作 也较简便
6

本省已正式生产海藻酸钠
,

原料易得
6

> 二天门冬氨酸酶 . 胞内酶 1 能专一性地催化反丁烯二钱转化为 %
一

夫门冬氨酸
6 广

实验 证

明
,

在天门冬氨酸酶的催化下
,

反丁烯二酸的消耗和%
一

天门冬氨酸的形成几乎是化学计量关

系〔ϑ
,

”
6

因此以底物

—
反丁烯二酸的消耗来计算酶的活力是可行的

6

本实验采用的高 锰 酸

钾反滴定法测定反丁烯二酸
,

较文献中介绍的高锰酸钾直接滴定法终点明显
,

重复性较好
,

值得 推荐
6

�
6

海藻酸钙凝胶包埋法制备的固定化细胞
,

在催化反应过程中
,

溶液主体相的最适 Ω∋

有向碱侧移动的趋势
,

这可能同载体的化学性质和微环境的静 电作用有关系
,

这种方法制备

的固定化细胞
,

热稳定性较好
,

例如固定化细胞经 Δ Φ ℃热处理“。Κ ‘“后
,

其相对活性高举
““
万

·

这 种情况比报导过的明胶
一

戊二醛和琼脂包埋法的结果还要好
6

制备好的固定化大肠杆 菌 细

胞浸泡于生理盐水中
,

置冰箱内冷藏
,

稳定性良好
,

二个月内
,

其活力基本丰不变
·

本实验

还测 定了固定化细胞催化反丁烯二酸钱转化为 %
一

天 门冬氨酸的活化能
,

对于工业应用的工程

分析有参考价值
6

日本用聚丙烯酞胺凝胶包埋法制固定化细胞反应的活化能为 Δ 4; � � 1趣
454

。

本实验 测得的活化能为 Α �Δ ; 3�Λ ?
,

国内至今未见报导
6

活化能降低
,

在一定程度上反 映催化

反应较易进行
,

最适温度较易控制
。

在实验中发现海藻酸钙凝胶包埋法还存在一些问题
,

如凝胶微粒容易破碎或脱皮而影响

了机械强度
= 微球状颗粒有利于传质

,

但颗粒为大小和内部微孔结构同凝胶浓度及操作工艺

关系很大
,

不易重复
6
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