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摘 要 以聚乙烯醇(PVA)复合凝胶为载体，利用冻融法固定产a一葡萄糖转苷酶的黑曲零M一1菌丝。由于

PVA冻胶的多孔性，高分子底物可以穿透载体与细胞酶直接反应。细胞经过固定化后，机械性能和化学稳定性

都得到提高，可以重复多次对甲基a-D。葡萄糖苷进行水解反应。同时对该自由细胞和固定化细胞进行酶学特

性研究。发现2者的最适pH值同为pH 6．0，最适反应温度分另4为55℃、60℃。固定化细胞的V。值为2．84

／zmol《L·rain·g)，大于自由细胞的V。1．71 t-mol／[L·(min·g)]，固定化细胞的K。(11．88 mmol屯)小于自由细

胞的K。(20．50 mmol／t．)。细胞经固定化，提高了细胞酶的操作、温度和贮藏稳定性。

关t词聚乙烯醇(PVA)复合凝胶，固定化细胞，黑曲霉，冻融法

聚乙烯醇(PVA)是亲水性载体，因具有无毒性

及制备方法简单等优点，利用它作为包埋微生物和酶

的载体一直是国内外研究的热点【1-3]。

固定化细胞正受到越来越多的关注，它可替代发

酵，与固定化酶来生产所需产品，省去了酶的连续纯

化步骤[4’5]。固定化细胞可分为2种类型：固定化死

细胞和固定化活细胞。采用哪种类型固定化细胞主

要考虑酶的来源(胞内酶或胞外酶)、细胞膜通透性、

酶分子质量以及底物的产物结构b J。

异麦芽低聚糖被称为双歧因子，对人类的健康

有利。这种糖对哺乳动物小肠消化酶系有抗性，但可

以在大肠内发酵【6瑚J，能提高哺乳动物大肠内菌群

的生长效率旧，1 0J。异麦芽低聚糖的生产是以淀粉为

原料。经a一淀粉酶水解为麦芽糊精后，再由葡萄糖淀

粉酶和a．葡萄糖转苷酶共同作用而成。

降低异麦芽低聚糖生产成本的关键是降低葡萄

糖转苷酶的生产成本。国外对固定化酶法生产异麦

芽低聚糖进行了大量研究[11~13|，但有关利用固定化

细胞生产的研究较少，国内未见报道。Yun等人u4 J

利用海藻酸钠法固定Aureobasidium pullulans细胞

催化反应获得较高的异麦芽低聚糖产率(大部分为潘

糖)。

文中以PVA为载体，就本实验室保藏的菌种黑

曲霉M一1进行固定化，并对其理化性质进行了研究。

该菌株产的a一葡萄糖转苷酶主要为胞内酶，由该菌株

发酵得到的异麦芽低聚糖的含量已达到或超过日本

药用级产品指标(88．6％)，远远高于国内外同类产

品u5|，具有广阔的应用前景。
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1材料与方法

1．1材料与试剂

黑曲霉M一1：广西大学生命科学与技术学院自主

筛选产a一葡萄糖转苷酶菌株；过氧化物酶、葡萄糖氧

化酶、甲基d—D一葡萄糖苷均购自Sigma公司；4．氨基

安替比林：上海化学试剂公司。

聚乙烯醇(PVA，Mw 72 ku)：汕头市达濠精细化

学品公司；海藻酸钠：上海化学试剂公司；明胶：上海

化学试剂公司。

1．2方法

1．2．1菌种的培养

将菌种接种于斜面，28℃培养箱中培养72 h。接

孢子于装有200 mL培养基的500 mL锥形瓶中，

28℃，140 r／min培养72 h，培养基成分为3％麸皮，

3％淀粉。抽滤，弃上清液，用蒸馏水洗涤，抽滤，412

保存。

1．2．2霉菌的固定化

将发酵得到的菌体分别与10％PVA溶液、10％

PVA+0．24％的海藻酸钠溶液、10％PVA+0．4％明

胶溶液以一定的菌胶比(1：9)充分混合，置入匀浆机

搅拌成均一溶液，倒入平板，置人一20℃冰箱，反复冻

融多次(冷冻24 h后取出平板，溶解0．5 h再冷冻)。

切成(3×3)mm小块，用0．2 mol／L的磷酸缓冲液

(pH 7．0)洗3次，412下保存。

1．2．3酶活力测定

取0．2 mol／L、pH 5．0乙酸缓冲液9 mL，菌丝

体0．5 g，固定化酶4 g，加入1 mL的甲基a—D．葡萄

糖苷溶液(2％)，在40℃水溶液振荡1 h。取1 mL反

应液测其葡萄糖含量【16]。另取9 mL蒸馏水，0．5 g
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菌体，沸水浴中加热10 rain灭酶活，加入1 mL的甲

基a—D一葡萄糖苷溶液(2％)，其余方法同上，作空白

管。酶活力定义为40℃下酶作用于甲基a．D一葡萄糖

苷1 h生成1肛g葡萄糖的酶量为1个活力单位。

2结果与讨论

PVA复合物是一种多羟基的强亲水分子材料，

在固定化酶方面应用非常广泛[1,3,17～20]。在固定化

应用上一般有4种方法：(1)将PVA与酶混合后滴入

饱和硼酸【17|。(2)将PVA与酶混匀后一起滴入植物

油中，然后用冻融法反复冻融⋯，或者将PVA滴入

植物油形成小球后用羰基化试剂活化PVA的羟基，

与酶共价结合幢J。这2种方法做的固定化酶载体外

硬内软，强度太小，而且在较酸环境下固定化酶的活

性损失较大。(3)将PVA与酶低温冷冻处理，反复冻

融，这样形成的载体强度高。(4)将PVA与惰性水溶

性物质(如PEG)进行光交联反应，取代聚乙烯醇

上的羟基，以此来固定化细胞[18,19]。本实验采用第

3种方法，以制备颗粒状的固定化细胞。

表1不同载体的固定化细胞的酶活回收率

从表1可以看出，利用PVA为载体固定化黑曲

霉M一1细胞比自由细胞活力提高1倍以上。简单地

用10％PVA固定黑曲霉M一1可以达到较好的效果，

酶活力回收率达200％。但在反应过程中，酶活力迅

速下降，反复使用次数不够理想。加人海藻酸钠和明

胶有助于阻止酶活力的漏失，保护细胞酶活力不受环

境影响而迅速丧失，其中明胶有保护细胞作用，使酶

活力回收率达250％。

图1显示了只用PVA固定化细胞，利用6次后，
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图1 不同载体的固定化细胞的酶活力
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酶活力迅速下降，剩余50％。而在PVA中加入海藻

酸钠和明胶，反复利用6次，各剩下70％，78％。以

下对酶活力回收率最高的PVA-明胶法固定化细胞

与自由细胞进行酶学性质比较。

2．1米氏常数的测定

以不同浓度(5、10、25、40、50 mmol／L)的甲基a．

D．葡萄糖苷为底物，40℃，pH 5．0，0．2 mol／L醋酸

缓冲液反应10 min，然后测自由细胞和固定化细胞

的初速度。作Lineweave．Burk双倒数曲线计算动力

学参数V。和K。得出：自由细胞的V。=1．71

Fmol／(L·min·g)，K。=20．50 mmol／L，固定化细胞

的V。=2．84 Fmol／(L‘min。g)，K。=11．88 mmol／

L。当细胞固定在PVA复合凝胶时V。，K。产生了

显著变化。固定化细胞的V。比自由细胞的V。要

大得多，K。比自由细胞的K。还要小。说明固定化

过程提高了细胞酶和底物之间的亲和力，其原因可能

是细胞的固定化增加了细胞膜的通透性，使细胞酶更

易于与外界的底物作用生成产物。也可能是聚乙烯

醇多孔网状结构中的亲水环境有利于反应产物方向

进行。

2．2最适温度的测定

于不同温度下(35、40、45、50、55、60、65、70℃)测

定固定化细胞与自由细胞的酶活力，结果如图2所

示。自由细胞和固定化细胞最适温度分别为55℃和

60℃，固定化细胞的最适温度高于自由细胞，而且固

定化细胞的最适作用温度范围明显变宽(50～60℃)。

说明载体在防止细胞酶在高温下失活中起积极保护

作用，固定增加了细胞酶的稳定性[21 J。
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图2 自由细胞和固定化细胞的最适温度

2．3温度稳定性

一般来说，由于细胞的固定化减少了细胞酶的构

型柔韧性，所以固定化细胞比自由细胞具有较高的热

稳定性。在0．2 mol／L醋酸缓冲液(pH 5．0)，无底物

存在时分别于40、45、50、55、60、65、70℃处理固定化
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细胞和自由细胞30 min，再于40℃加入底物反应1

h，测定残余酶活力。如图3所示随着温度升高，自由

细胞和固定化细胞的活性都有所降低。自由细胞从

温度55℃起，活力急剧下降，到70℃残余活力仅余

40％，而固定化细胞活力失去40％。这个结果表明，

固定化细胞热稳定性高于自由细胞。将细胞固定于

PVA多孔网络中保护了细胞酶的结构，使细胞酶免

于因为环境因素发生构型变化旧z|。
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图3 自由细胞和固定化细胞的温度稳定性

2．4最适pH值

配制pH值分别为3．0、4．0、5．0、6．0、7．0磷酸

缓冲液和8．0、9．0的巴比妥钠．盐酸缓冲液，在40℃

下测定固定化细胞和自由细胞的活力，结果如图4所

示。固定化细胞与自由细胞最适pH都是6．0，但固

定化细胞在pH 4．0～8．0之间都保持较高酶活力，而且

自由细胞的pH作用范围明显狭窄很多，特别在酸性方

向酶活力急剧下降，在pH 3．0时酶活力剩下10％。
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图4 自由细胞和固定化细胞的最适pH

2．5 pH值稳定性

在不同pH下处理30 min测定自由细胞和固定

化细胞的残余酶活力，结果如图5所示。

自由细胞耐碱较强而耐酸性较弱，经过PVA固

定化之后细胞的耐酸性得到提高。

将固定化细胞4"C贮存于pH 5．0的0．2 mol／L

醋酸钠缓冲液，1个月后酶活力无明显下降。经过固

定化之后细胞酶的贮藏稳定性大大加强。
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图5 自由细胞和固定化细胞的pH稳定性

3 结 论

我国关于a．葡萄糖转苷酶的研究主要集中于菌

种筛选和固定化酶方面，关于其他方面的研究几乎空

白。本文于国内首次提出利用固定化细胞法连续生

产异麦芽低聚糖[23l。研究结果表明，采用聚乙烯醇

复合凝胶包埋黑盐霉．M1酶活力回收率高达250％，

而且方法简便，成本低廉，操作简单。固定化细胞机

械性能好，更加耐热耐酸，其稳定性大大提高，能满足

工业应用要求。
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Immobilization of Aspergillus niger using a PVA-gelatin Carrier System

Zheng Xiaoxian Sun Fei Zhang Yunkai Liang Zhiqun

(College of Life Science and Technology，Guangxi University，Nanning 530004，China)

ABSTRACT Aspergillus niger cells produced a—transglucosidase were entrapped in polyvivyl alcohol(PVA)一

cryogel beads by a freezing—thawing method．Due to the povosity of PVA—cryogels．high molecular—weight sub—

stances can penetrate beads of the biocatalyst．The immobilization in cryoPVA—gel stabilized the cell and ensured

high mechanical and chemical stability of the biocatalyst，which could be used many times for Q-D—Glucopyranoside

hydrolysis．Various characteristics of immobilized cells such as thermal and pH optimum，pH and thermal storage

stability were evaluated．Among them the pH optimum of free and immobilized cell were found to 6．0 and the

thermal optimum of free cell was 55℃whereas that of immobilized cell was 60℃．Immobilization increased in Vm

value from 1．71 to 2．84 tlmol／(L·min·g)(cell)and the Km value of immobilized cell(11．88 mmol／L)was

lower than that of free cell(20．50 mmol／L)．It was observed that operational，pH，and thermal stabilities of the

Membrane—bound enzyme were increased with immobilization．

Key words PVA—cryogel，immobilized cells，Aspergillus niger，freezing—thawing method
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