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细胞转化法生产L 2苹果酸的研究
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摘要　报道普通变形杆菌细胞转化法生产L 2苹果酸的研究,探讨菌体培养时间和转化反应条件等

因素对菌体延胡索酸酶活性的影响、菌体酶的热稳定性和 pH 稳定性 1确定最佳工艺条件和酶的
稳定性条件分别为: 菌体培养时间 72 h,转化反应温度 35 ℃,底物转化液 pH 710,转化反应时间 3

h; 温度≤35 ℃, pH 610～ 7181菌体经过 10批次转化反应后,其延胡索酸酶活性仍很稳定,酶活保

存率达 8710% 1
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L 2苹果酸主要应用于食品工业,它是一种优良的酸味剂和保鲜剂 1此外,L 2苹果酸在临
床医药、日化保健、化学工业和建筑业上也有重要的应用〔1～ 3〕1目前所开发的用于L 2苹果酸生
产及生产研究的生物技术主要有: (1)一步发酵法 1利用霉菌或酵母菌体内复杂的多酶反应体
系将糖质原料转化为L 2苹果酸〔1, 2, 4〕; (2)混合发酵法 1利用根霉将糖质原料转化为延胡索酸,

再接入细菌或青霉将延胡索酸转化为L 2苹果酸〔5〕; (3)转化法 1利用微生物体内的延胡索酸
酶直接催化延胡索酸进行水合反应生成L 2苹果酸〔6～ 8〕1与前两种方法相比,转化法具有工艺

相对简单和转化率高的优势,可分为固定化酶、固定化细胞和游离细胞三种转化工艺 1由于游
离细胞转化工艺 (简称细胞转化法)无需固定化酶工艺涉及的复杂的酶提纯过程,也省去了固

定化细胞转化工艺所需的繁琐的固定化程序 1因此,它在转化工艺中具有重要的地位 11986

年, Yukaw a 等人〔8〕报道采用黄色短杆菌游离细胞转化延胡索酸为L 2苹果酸,底物转化率为

78% ; 1996年,王普等人〔9〕报道采用 G04株转化延胡索酸为L 2苹果酸,底物转化率为 76178% 1
本研究采用普通变形杆菌游离细胞转化延胡索酸为L 2苹果酸,底物转化率为 8511% ,菌体经

过 10批次转化反应,延胡索酸酶活性仍很稳定,酶活保存率达 8710% 1

1　材料与方法

111　菌种

普通变形杆菌 P roteus vu lg a ris V 2811
112　培养基

11211　斜面保藏培养基　牛肉膏蛋白胨培养基 1
11212　摇瓶培养基 (g·L - 1)　葡萄糖 1010,蛋白胨 1010,牛肉膏 310,酵母膏 310, K 2H PO 4
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115,M gSO 4·7H 2O 018, pH 710～ 7121
113　培养方法

斜面菌种于 30 ℃培养 3 d,摇瓶于 31 ℃在旋转式摇床 (转速 160 r·m in - 1)上培养一定时

间,后离心收集菌体备用 1
114　底物转化液及转化反应条件

11411　底物转化液　0186 mo l·L - 1 (pH 710)延胡索酸钠溶液 25 mL 1
11412　转化反应条件　取经离心后的湿菌体置于 0186 mo l·L - 1 (pH 710)延胡索酸钠溶液

(含 210 g·L - 1胆酸)中在 37 ℃保温 20 h1然后,将经过此预处理的菌体 1 g,加入底物转化液

中,在 37 ℃、转速 140 r·m in - 1的条件下进行转化反应 3 h1
115　细胞转化法流程

斜面菌种培养→摇瓶菌体培养→离心收集菌体→菌体预处理→转化反应 1
116　分析方法

11611　有机酸定性测定　采用纸层析法〔1, 2〕1
11612　L 2苹果酸定量测定　采用 2, 72萘二酚法〔10〕1
11613　延胡索酸定量测定　采用高锰酸钾滴定法〔11〕1
11614　延胡索酸酶活力测定　通过测定单位时间每克酶制剂 (即湿菌体)所转化底物的微摩

尔数表示酶活力高低,并规定每小时每克酶制剂转化 1微摩尔底物定为一个酶活力单位 1

2　结果与讨论

转化法生产L 2苹果酸常伴有副产物琥珀酸的形成,此在文献中早有报道〔8〕1为了提高延
胡索酸酶活性和抑制副产物的形成〔7〕,采用 210 g·L - 1胆酸对菌体进行预处理 (见 11412) ,以

期抑制副反应 1试验表明,采用经过预处理的菌体进行转化反应,其转化液经有机酸纸层析分

析: L 2苹果酸斑点清晰,而无琥珀酸斑点; 对照组 (菌体未经预处理而直接用于转化反应)有琥

珀酸斑点 1这说明 210 g·L - 1胆酸对菌体进

行预处理,能有效抑制副产物的形成 1在此
基础上,开展了菌体转化工艺条件和酶的稳

定性研究 1
211　菌体培养时间对酶活力的影响

为了确定摇瓶菌体适宜的培养时间,考

察了不同培养时间 ( tc)与菌体延胡索酸酶活

力的关系 (表 1) 1结果, 表明培养时间达 72

h,酶活力 (A ) ,L 2苹果酸产率 (CLMA )和转化

表 1　菌体培养时间对延胡索酸酶活力的影响

tcöd A öu·g- 1 CLMA ömmo l·L - 1 R Fö(% )①

24 5 468 64710 7613

48 5 769 68216 8015

72 5 920 70014 8216

84 5 375 63610 7510

96 4 400 52016 6114

　　① 转化反应结束时,被消耗的底物ö底物转化

液中原有的底物×100%

率 (R F )均达最高水平; 另外,培养 48 h 与培养 72 h 的水平很接近 1因此,摇瓶菌体培养时间

以 48～ 72 h 为宜 1
212　转化反应温度对酶活力的影响

细胞转化法生产L 2苹果酸是用菌体的延胡索酸酶催化延胡索酸,进行水合反应而生成L 2
苹果酸 1由于温度是影响酶促反应速度的重要因素,故试验中选择培养 72 h 的摇瓶菌体分别
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在一系列不同温度 (Η)下进行转化反应,其他

条件不变,以探讨转化反应温度对菌体酶活

力的影响,结果见表 21表中显示,在较低温

度下,酶活力随温度的升高而递增;当温度超

过 40 ℃,酶活力急剧下降; 在 35 ℃时,酶活

力最高, 转化率高达 8510% , L 2苹果酸产率
为 72017 mmo l·L - 11因此,选择 35 ℃作为

转化反应温度 1
213　底物转化液 pH 对酶活力的影响

由于 pH 是影响酶促反应速度的一个重

要因素, 所以底物转化液pH将直接影响延

表 2　转化反应温度对延胡索酸酶活力的影响

Ηö(℃) A R ö(% )① CLMA ömmo l·L - 1 R Fö(% )

30 6115 44312 5213

32 8916 64613 7612

35 100. 0 72017 8510

37 9615 69511 8210

40 8418 61110 7211

45 4011 28814 3411

50 1210 8612 1012

　　① A R 即相对酶活力,以不同温度下测得的最高

酶活力为 100%作为参照标准 1

胡索酸酶活力1因此, 试验中选择培养72h的摇瓶菌体, 控制转化反应温度为35℃, 分别在

一系列不同 pH 条件下进行转化反应, 其他

条件不变,以考察底物转化液 pH 与酶活力

关系, 结果见表 31 表中表明, 酶的适宜 pH

范围为 615～ 715,最适 pH 为 7101
214　转化反应时间对酶活力的影响

为了确定适宜的转化反应时间,试验中

选择培养 72 h 的摇瓶菌体,在转化反应温度

为 35 ℃和底物转化液 pH 为 710 的条件下

进行转化反应,定时测定不同转化反应时间

( tR )的酶活力、L 2苹果酸产率和转化率,结果

见表 41从表中可以看出: (1) L 2苹果酸产率
和转化率随转化反应时间的延长而递增,至

表 3　底物转化液 pH 对延胡索酸酶活力的影响

pH A R ö(% )① CLMA ömmo l·L - 1 R Fö(% )

510 2511 18014 2114

515 5610 40213 4717

610 7710 55215 6515

615 9018 65218 7713

710 100. 0 72115 8511

715 9513 68615 8111

810 7513 54214 6411

815 5012 36112 4217

910 3511 25210 2919

1010 1318 9816 1117

　　① A R 即相对酶活力,以不同 pH 下测得的最高

酶活力为 100%作为参照标准

310 h 以后,二者均趋于稳定; (2) 酶活力在 110～ 115 h 内最高,随后开始下降,并在 210～ 310

h 内趋于稳定, 310 h 后则随转化反应时间的

延长快速下降 1
在 110～ 115 h 内, 虽然酶活力很高, 但

由于时间短, 底物仅少部分被转化, L 2苹果
酸产率低; 转化反应时间超过 310 h,一方面

酶活力迅速下降,另一方面可被转化的底物

不再增加,L 2苹果酸产率不再上升; 在 210～

310 h 内,转化率和L 2苹果酸产率几乎随时
间线性上升,而且具有较高和较稳定的酶活

力,至 310 h,转化率和L 2苹果酸产率均达最

表 4　转化反应时间对延胡索酸酶活力的影响

tR öh A öu·g- 1 CLMA ömmo l·L - 1 R Fö(% )

110 6 622 25918 3018

115 6 823 40210 4716

210 5 945 46715 5513

215 5 986 58817 6916

310 6 113 72312 8513

315 5 258 72511 8516

410 4 590 72315 8514

415 4 080 72217 8514

510 3 655 71917 8510

大值 1根据以上情况,确定 310 h 作为转化反应时间 1
215　酶的热稳定性

分别将菌龄为 72 h 的摇瓶菌体于各个不同温度下保温 30 m in,然后在 pH 710和 35 ℃条
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件下进行转化反应 3 h,测定其残留相对活力A
R
R (以对照组测得的酶活力定为 100%作为参照

标准,各个不同温度处理后测得的残留酶活力与之相比较即为残留相对活力 1这里,对照组为

培养 72 h 的摇瓶菌体在转化反应温度 35 ℃和底物转化液pH 710的条件下,转化反应 310 h

测得的酶活力) 1用以考察菌体酶的热稳定性,结果如图 1所示 1当温度≤35 ℃,酶有很好的

热稳定性,当温度> 40 ℃,酶的热稳定性迅速下降 1
216　酶的 pH 稳定性

分别将菌龄为 72 h 的摇瓶菌体和各种不同 pH 缓冲液于冰箱 (4 ℃)中保持 24 h,然后在

35 ℃和 pH 710 条件下转化反应 310 h,测定残留相对活力A
R
R (以对照组测得的酶活力定为

100%作为参照标准,各种不同 pH 处理后测得的残留酶活力与之相比较即为残留相对活力 1
对照组的定义与节 215残留相对活力中的说明一致) 1用以考察菌体酶的pH 稳定性,结果如

图 2所示 1这说明在 pH 610～ 718范围内,酶的 pH 稳定性好 1

图 1　V 281菌株延胡索酸酶的热稳定性　　　　　　图 2　V 281菌株延胡索酸酶的 pH 稳定性

217　菌体多批次转化反应

根据前面确定的最佳工艺条件 (菌龄 72 h、转化反应温度 35 ℃、底物转化液 pH = 710和

转化反应时间 310 h) ,进行游离细胞多批次转化反应,以考察菌体延胡索酸酶活性的稳定性,

结果见表 51表 5 表明,经过 10 批次转化反

应, 菌体酶活力仍很稳定, 酶活保存率达

8710% (第 10 次转化反应的酶活力ö第 1 次

转 化 反 应 的 酶 活 力 = 5 325ö6 120 =

8710% ).

3　结论

研究采用普通变形杆菌游离细胞转化延

胡索酸为L 2苹果酸 1所确定的最佳工艺条
件为: 摇瓶菌体培养时间72h , 转化反应温

表 5　菌体多批次转化反应结果

N A öu·g- 1 CLMA ömmo l·L - 1 R Fö(% )

1 6 120 72711 8514

2 6 120 72516 8514

3 6 092 72212 8510

4 5 740 68010 8011

5 5 733 67910 8010

6 5 748 68017 8012

7 5 482 64817 7615

8 5 533 65416 7712

9 5 353 63218 7417

10 5 325 62913 7413

度 35 ℃,底物转化液 pH 710,转化反应时间 310 h1在此条件下,菌体具有高的酶活力,底物转

化率高达 8511% 1另外,当温度≤35 ℃,菌体酶具有很高的热稳定性;在pH 610～ 718范围内,

菌体酶的 pH 稳定性好;菌体经过 10批次转化反应,其延胡索酸酶活力仍很稳定,酶活保存率

达 8710% 1
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Produc ing L -M al ic Ac id by Cell Convers ion Process

H u Chunkeng
(Co llege of Chem. Eng. , H uaqiao U niv. , 362011, Q uanzhou)

Abstract　T he p roduction of L 2m alic acid by cell conversion p rocess of P roteus vu lg aris is repo rted w ith em 2
phasis on its characterist ics1T he studies include the effects of cell cu ltu re t im e and conversion reaction condi2
t ion on the activity of cell fum arase; and also heat and pH stab ility of cell fum arase. T he op tim al techno logical

condit ions and the condit ions of enzym atic stab ility are determ ined respectively as fo llow s: a t im e of 72 hours

fo r cell cu ltu re, a temperatu re of 35℃ fo r conversion reaction, an acidity of pH 710 fo r substra te conversion

so lu tion, and a tim e of 3 hours fo r conversion reaction; a temperatu re low er than o r equal to 35℃ and an acid2
ity of pH 610～ 7181A fter the ten th batch conversion reaction, the cell fum arase has a fairly stab le acit ivity

show ing a p reservation rate up to 8710% 1
Keywords 　cell conversion p rocess, P roteus vu lg aris,L 2m alic acid, fum arase
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