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摘要!为提高天冬氨酸的转化效率"对大肠杆菌发酵产酶条件和发酵转化液的酶促反应条件进行了优化"结果表明"在大肠

杆菌在 *) _发酵罐上溶氧维持在 (?a"发酵周期为 [ 1"发酵 ! 1时添加 )>(a的吐温AB) 的条件下"天冬氨酸酶产率最高$ 大

肠杆菌所产天冬氨酸酶为胞内酶"因此"采用表面活性剂#有机溶剂及超声波破碎法对大肠杆菌的细胞膜透性进行处理"结果表

明!反应结束后发酵转化液用 )>?a的甲苯处理 * 1后进行底物转化"转化效果最好$ 在此条件下优化了酶促反应温度和 %P"

结果表明!温度为 #?o"%P为 [>? 时"发酵转化液对底物的转化效果最佳$ 在上述条件下"*) 2_发酵转化液转化 Z) 2_质量

浓度为 ()) HC_的富马酸底物时"转化周期在 B 1以内"底物转化效率大于 ZZa$
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<<!A天冬氨酸是生物蛋白质的重要组成氨基酸"

具有调节脑神经代谢#强化肝功能及缓解疲劳等功

能"同时还是合成强力甜味剂阿斯巴甜#纽甜及高分

子材料聚天冬氨酸的中间体"在医药#食品及化工领

域具有广泛用途** A(+

$ 天冬氨酸的工业化生产始于

() 世纪 ") 年代"主要采用大肠杆菌的天冬氨酸酶

转化富马酸合成"按照转化时细胞固定化与否分为

游离细胞转化法和固定化细胞转化法"由于游离细

胞转化法操作简单"酶源易得"在工业生产中较为常

用*! AB+

$ 优化发酵条件提高了天冬氨酸酶的催化活

力"可以有效提高富马酸向天冬氨酸的转化效率"缩

短生产周期"提高设备利用率"从而降低生产成本"

增加经济效益"是未来天冬氨酸生产的发展方向之

一*"+

$ 而天冬氨酸酶属于胞内酶"转化时底物需透

过细胞膜才能够被酶转化"微生物细胞膜对细胞与

环境物质的透性传递有调节作用"胞外物质进入胞

内需要活性载体传递"单纯的渗透会受到细胞膜的

限制*[ A*#+

"无法发挥酶的最大催化效率"采用物理

或化学方法破坏大肠杆菌的细胞膜"酶由胞内透出

和底物富马酸充分接触必可大大提升转化效率$ 笔

者以大肠杆菌为供试菌株"通过优化发酵条件提高

酶的合成量"结合破膜技术促使天冬氨酸酶由胞内

向胞外释放"最大程度发挥天冬氨酸酶的催化效率"

为游离细胞法转化生产天冬氨酸提供一定的参考

依据$

AB材料与方法

A$AB菌种

大肠杆菌&*MO,4Q5O,5( O@>5';:*)! &鲁东大学生

命科学学院应用微生物实验室保藏'$

A$#B培养基

斜面培养基!牛肉膏 ( HC_"蛋白胨 B HC_" 5̂06

.?)*.
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*) HC_"琼脂 () HC_" %P ">) `">(" *(*o灭菌

() 23/$

种子培养基!富马酸 *) HC_"蛋白胨 ? HC_"玉米

浆 () HC_" jP

(

=]

#

! HC_" +HU]

#

? HC_" 5̂06

!>? HC_"%P">) "̀>?"*(*o灭菌 () 23/$

发酵培养基!富马酸 *? HC_"蛋白胨 ? HC_"玉米

浆 () HC_" jP

(

=]

#

! HC_" +HU]

#

? HC_" 5̂06

!>? HC_"%P">) "̀>?"*(*o灭菌 () 23/$

转化培养基!富马酸 ()) HC_"+HU]

#

(>? HC_"

%P[>) [̀>?$

A$CB培养方法

*>!>*<种子培养

将一环生长良好的斜面菌种接入装有 ?) 2_种

子培养基的 ?)) 2_三角瓶中"于冲程为 [ 42的往

复式摇瓶柜上培养"转速为 *)) &C23/"温度为 !"o"

培养 *[ 1$

*>!>(<发酵培养

*) _发酵罐装料系数为 )>B"采用火焰接种法

按发酵液体积比为 *)a接入培养成熟的大肠杆菌

种子液"控制转速为 #)) &C23/"通气量为 )># LL2"

温度为 !"o$

A$EB酶转化反应

取培养好的大肠杆菌发酵液 *) 2_与 Z) 2_底

物溶液&即转化培养基见 *>('混合摇匀"!"o下进

行酶转化反应"反应过程中定时取样检测反应液中

的富马酸浓度$

A$%B细胞通透性处理方法

*>?>*<有机溶剂法

向发酵液中加入不同体积比的有机溶剂"于

!"o#?) &C23/ 转速下振荡处理一段时间"保存

备用$

*>?>(<超声波破碎法

将一定体积的发酵液置于冰水浴中"用超声波

间隙短时间处理&工作 Z 9"间歇 ! 9"功率为 ()) i"

() 23/'"保存备用$

A$GB测定方法

*>B>*<菌体浓度

吸取样品菌液"用蒸馏水稀释一定倍数"以蒸馏

水作空白对照"采用 "()) 分光光度计于 * 42光程

测定]TB)) /2$

*>B>(<富马酸

利用 I63:.A$$$氨基酸分析仪系统进行

测定*[+

$

*>B>!<!A天冬氨酸

利用P=_0法进行测定*[+

$

#B结果与分析

#$AB培养条件对天冬氨酸酶发酵的影响

(>*>*<溶氧对天冬氨酸酶发酵的影响

发酵过程中通过调节转速和通气量控制溶氧在

?a#*?a#(?a#!?a及 #?a"发酵结束后测定发酵

液中天冬氨酸酶活力"考察溶氧对天冬氨酸酶发酵

的影响"结果如表 * 所示$

表 AB溶氧对天冬氨酸酶发酵的影响

溶氧Ca ? *? (? !? #?

CB )>Z( )>Z! )>Z) )>[" )>[?

酶活C*K.&2_.1'

A*

+

*!# (!# !(( !*? ("[

由表 * 可知"溶氧由 ?a升高到 *?a时"菌体生

长量略有上升%当溶氧高于 *?a时"菌体生长量逐

渐下降"总体来看大肠杆菌的菌体光密度均在 )>Z

左右"说明溶氧对菌体生长量影响不大$ 但较低的

溶氧& k*?a'不利于天冬氨酸酶的产生"随着溶氧

的提升"天冬氨酸酶活力增加"在溶氧 (?a时"天冬

氨酸酶活力最高"比溶氧在 ?a时提高了 *#)a"继

续增加溶氧"酶活力开始衰减"这是由于过高的氧浓

度会产生氧自由基#过氧化物等物质"不利于菌体生

长和发酵产酶"考虑到生产过程中能耗问题和天冬

氨酸酶活力"选择发酵的最佳溶氧值为 (?a$

(>*>(<发酵周期对转化效率的影响

发酵过程中维持 (?a的溶氧"

$

隔 ( 1 取样测

定菌体 CB和富马酸质量浓度"结果如图 * 所示$

由图 * 可以看出"大肠杆菌接种后很快进入对数生

长期"底物富马酸消耗"发酵 [ 1 基本进入稳定生长

期"富马酸残留质量浓度为 (>* HC_"继续培养菌体

CB开始缓慢下降"此时"富马酸也基本消耗殆尽"

菌体生长进入衰亡期$

*/CB%(/富马酸质量浓度

图 *<发酵过程曲线

.B)*.
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为确定大肠杆菌的产酶高峰期达到最佳转化效

率"分别在发酵 B#[#*) 1及 *( 1取出部分发酵液测

定酶活"并按 *)a比例接入 ()a富马酸溶液进行转

化实验"考察发酵周期对转化效率的影响"结果如

表 ( 所示$

表 #B发酵周期对转化效率的影响

发酵周期C1 B [ *) *(

酶活力C*K.&2_.1'

A*

+

(B" !!* !(? !)(

转化时间C1 *(>) *)>) *)>) *)>?

由表 ( 可知"发酵周期为 [ 1 的天冬氨酸酶发

酵液酶活力最高"转化底物只需 *) 1"结合图 *"此

时大肠杆菌菌体生长量最高"继续培养菌体生长量

和酶活力均有一定程度的衰减"由此可以看出"酶活

力和菌体生长成正相关"因此可以通过测定菌体生

长量确定天冬氨酸的最佳发酵周期$

(>*>!<吐温AB) 添加量及添加时机对转化效率的

影响

吐温AB) 是酶制剂生产中常用的产酶促进剂"

可以增加产酶微生物细胞膜的透性并刺激酶的合

成$ 分别在发酵 *#!#?#" 1 时添加 )>*a的吐温A

B)"发酵结束后取部分发酵液离心处理&[ ))) &C23/#

? 23/'"取上清"分别测定发酵液及离心清液中天冬

氨酸酶活性并利用发酵液进行富马酸的转化实验"

设立实验对照组"结果如表 ! 所示$

表 CB吐温OGH 对转化效率的影响

添加时间C1 CB

细胞悬液酶活力C

*K.&2_.1'

A*

+

离心清液酶活力C

*K.&2_.1'

A*

+

转化

时间C1

对照&不添加' )>Z? !!? B *)>)

* )>?B (B" #? *(>)

! )>[[ !"[ [B Z>)

? )>Z) !!) ?# Z>?

" )>Z( !!B *" *)>)

由表 ! 可知"发酵 ! 1时添加吐温AB) 细胞悬液

酶活力最高"说明吐温AB) 对天冬氨酸酶的合成有

促进作用"且离心液中酶活力高达 [B KC2_.1"远高

于实验对照组的 B KC2_.1"这也证实了天冬氨酸酶

为胞内酶$ 细胞膜是阻止胞内酶向胞外释放的主要

屏障"吐温AB) 可以干扰细胞膜合成的完整性"使膜

的通透性增加"有利于酶的释放$ 但过早或过晚加

入均不利于提高酶活力"加入太早"虽然酶分子可以

向胞外渗透"但菌体生长受到抑制"酶合成量不足%

加入太晚"菌体已大量生长"剩余生长不足"细胞膜

透性无法得到有效改善"转化效率没有明显改善$

发酵 ! 1加入细胞处于对数生长中期"菌体生长有

一定的基础"且有充分的剩余生长时间"发酵结束时

细胞浓度不受明显的干扰"细胞膜的透性得到有效

的改善"所以转化效率最高"转化时间也较对照组缩

短了 * 1$

为保证酶的充分透出"进一步提高转化效率"设

计实验确定吐温AB) 的最佳质量分数"结果如表 #

所示$ 由表 # 可以看出"质量分数为 )>(a时"转化

效果最好"继续增加吐温AB) 的质量分数"转化效率

无明显提升"且会增加生产成本"故确定吐温AB) 的

最佳质量分数为 )>(a$

表 EB吐温OGH 质量分数对转化效率的影响

质量分数Ca ) )>* )>( )>! )>#

转化周期C1 *) Z [ [ [

#$#B酶促反应条件的优化

(>(>*<细胞膜处理方式对转化效率的影响

发酵过程中添加吐温AB) 是一种温和的细胞膜

处理方式"天冬氨酸酶无法充分由胞内透出"发酵结

束后采用有机溶剂和物理方法进一步处理大肠杆菌

细胞"确保酶的充分释放"结果如表 ? 所示$

表 %B细胞膜透性处理对转化效率的影响

处理方式
质量

分数Ca

处理

时间C1

酶活力C

*K.&2_.1'

A*

+

转化

时间C1

对照< < < !") [>)

甲苯< )>? )>? #() ">)

< )>? *>) #B[ B>)

< *>) )>? #!# ">)

< *>) *>) #"! B>)

二甲苯 )>? )>? #)) ">?

< )>? *>) #!( ">)

< *>) )>? #*) ">?

< *>) *>) #!" ">)

丙酮< ?>) )>? ![) [>)

< ()>) )>? #*# ">?

< ?)>) )>? *(! *B>)

超声波 < < #B# B>)

有机溶剂的作用机制是透过细胞壁与细胞膜的

脂质体进行反应"破坏细胞膜结构和脂质体的流动

性"使细胞膜失去原有的对胞外物质传递的调控能

.")*.
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力"达到提高细胞膜通透性的目的$ 超声波破碎对

细胞膜和细胞壁的结构进行破坏"使细胞因结构性

损伤而提高通透性$ 由表 ? 可以看出"采用甲苯#二

甲苯等有机溶剂处理细胞通透性较好"转化效率和

转化率较对照实验组均有一定程度的提高"其中尤

以甲苯处理效果最好$ 丙酮作为有机溶剂也可以和

细胞膜的脂质体发生反应"但低浓度的丙酮处理效

果不明显"高浓度丙酮会造成酶分子变性失活"故不

宜采用$ 另外超声波破碎作用虽然最强烈"但超声

波处理会产生局部过热和气化作用而导致酶的部分

失活"且难以放大生产"故也不宜采用$

本实验中暂时确定以甲苯为最佳破壁试剂"从

实验结果看"( 个质量分数对酶促反应的影响不是

很大"因此取低质量分数即 )>?a的甲苯处理 * 1为

最佳破壁透膜条件$

(>(>(<温度对转化效率的影响

酶促反应会受到很多条件的影响"如温度#%P#

时间等"这里主要探究温度和 %P对转化效率的影

响$ 首先以温度为唯一变量进行单因素实验"结果

如表 B 所示$

表 GB温度对转化效率的影响

温度Co !" #) #? ?)

酶活力C*K.&2_.1'

A*

+

**( *[B ()( Z)

转化周期C1 *( *) [ *#

由表 B 可以看出"温度为 #?o时"酶活力最高"

转化效率最大"转化周期最短$ 在实验过程中曾发

现"在 ?)o时会出现酶活高达 (Z! KC2_.1的现象"

但是这样高的酶活力只在第 * 1 出现"之后的时间

里酶活力只在 Z) KC2_.1左右"从而使得转化时间

延长"由此可见"过高温度会破坏酶的活力$ 综合考

虑"确定 #?o为最佳转化温度$

(>(>!<%P对转化效率的影响

以转化体系的 %P作为单一变量进行单因素实

验"确定最佳 %P"实验结果表 " 所示$ 由表 " 可以

看出"在 %P为 [>? 时酶活力最高"转化时间最短$

表 IB0[对转化效率的影响

%P ">) ">? [>) [>? Z>)

酶活力C*K.&2_.1'

A*

+

"? *)" *[Z (B( ()(

转化周期C1 *(>) *)>) Z>? [>) Z>)

因此"确定最佳的转化条件为!温度为 #?o"%P

为 [>?$

#$CB验证实验

在上述优化条件进行了 ! 批次转化实验"结果

转化周期均在 B 1以内"底物转化率都大于 ZZa$

CB结论

天冬氨酸酶活性#酶促反应条件及大肠杆菌细

胞膜的通透性是影响游离细胞法转化生产天冬氨酸

转化效率的主要因素$ 通过一系列实验"最终确定

最佳发酵及酶转化条件为!溶氧维持在 (?a%发酵

! 1后加入 )>(a的吐温AB)%发酵周期为 [ 1%反应

结束后发酵液用 )>?a的甲苯处理 * 1%最佳酶促反

应温度为 #?o"最佳 %P为 [>?$ 在上述优化条件

下"用 *) 2_发酵转化液转化 Z) 2_质量浓度为

()) HC_的富马酸底物时"转化周期在 B 1 以内"底

物转化效率大于 ZZa$
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