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固定化青霉素酞化酶水解青霉素 � 的研究

陈 坚 � � �
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�无锡轻工大学 � 旧 本大阪大学 �

摘要 研究了固定化青霉素酸化酶的部分性质
,

包括酶的最佳 温度
、

� �
,

酶的反应

动 力学常数
,

晦的稳定性等
,

探讨 了固定化酶反应器 中青霉素 � 的畴解过程
,

建立

了酶解过程 的数学模型
,

并对此过程进行 了计算机模拟和预测
。

主题词 青霉素 �
晦水解

� 性质 � 青霉素酞化酶 � 青霉素水解

中图分类号 � � � ��
�

�

� 前 言

�
一

氨 基青霉烷 酸 ��
一

� � �� � � � � �� ���
� � 、� � � ��

,

简称 �
一

� � � �是 � � � � 年被 � � � � � � �� �和

�盯�� 发现
,

� �  ! 年被 �� �� �� � 公司的研究者确定为半合成青霉素的重要结构单元的
〔’〕。

由于半合成青霉素
,

如氨基节青霉素
、

轻氨节青霉素等
,

在效 力与临床价值上优于青霉素 �

或青霉素 � �也由于青霉素 � �或 � �很容易通过发酵而大量生产仁�」,

因此
,

近几十年来
,

有关

青霉素 � 水解生产 �
一

� �� 的研究一直是一个热点
,

而且 �
一

� � � 的生产也从化学法
、

酶法

发展到了目前广泛使用的固定化青霉素酞化酶法 ��
� �� � ���

, � �  ����
� � �

�

目前全世界发酵生产

青霉素的年产量大约为 � � � � ��
,

其中大部分被用于酶解生产 �
一

� �� 〔
’〕

青霉素是相对不稳定的化合物
,

因此 �
一

� � � 会有二聚作用
、

多聚作用
、

日
一

内酞胺环水解

和与 ��
�

反应等性质
。

基质和产物的不稳定性
、

产品的高产率和高质量均要求转化反应高

效和迅速
。

采 用固定 化青霉 素酞化酶进行 青霉 素的水解可有 效地解决这些 问题
。

图 �为

�
一

� � � 的生产过程
,

其 中青霉素 � 通过发酵得到
,

酞化酶 由微生物生产后进行固定化
。

在

厂

�
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固定化酶反应器 中青霉素 � 水解 生成 �
一

� �� 和苯乙 酸 �� � � � ��� �  �� � � �记
,

简称 �� � �
,

�
�

� �� 用于半合成青霉素的生产
,

�� � 可作为青霉素 � 发酵的前体
仁�〕

。

本文首先研究了固定化青霉素酞化酶的部分性质
,

包括酶的最佳温度
、

� �
,

酶的反应动

力学常数
,

酶的稳定性等
,

然后探讨 了固定化酶反应器 中青霉素 � 的酶解过程
,

建立 了酶解

过程的数学模型
,

并对此过程进行了计算机模拟和预测
。

� 实验材料和方法

�
�

� 固定化青霉素酞化酶

青霉素酸化酶产 自巨大芽抱杆菌 �� �
� ���� � , � � � � �� � �。 � � �

一

� � �
�

方。 。���� 、 � � � � �� � �� �

�
一

�� � 的生长培养基组成为
� � � 蛋白脏

,

� � 牛肉膏
,

�
�

� � � � �� 和 �
�

� �苯乙酸
。

在 �� � 下

好氧培养 � � � 后
,

酶的提纯步骤为
� � �� 号硅藻土吸附�� � �

�

� 下�
,

含 ��  硫酸按的 �
�

�� ��

磷酸缓冲液 �� � �
�

�� 洗脱
,

超滤提纯
。

固定化载体为氢化的多孔聚丙烯睛
。

具体固定化方法

如前所述 「‘」。

酶活的测定采用以前的方法
「� � 。

一个单位酶活定义为 �� � 下
,

�� � 产生 �� � ��

的 �
一

� � �
�

�
�

� 实验装置

图 � 为进行青霉素 � 水解的实验装

置
。

其中固定化酶反应器采用小型发酵

罐 �� � �  �
,

日本理 研株式 会社 �
,

工作

体积 � �
一 � 固定化酶被置于发酵罐 的搅拌

转轴上 � 反应器 中的温 度和 � � 均 采用

�, ��� 法控制
。

�
�

� 分析方法和化学试剂

青霉素 �
,

�
一

� � � 和苯乙 酸的测定

采用高压液相 色谱法 �� ��� �
�

色谱柱

长为 �
�

� 义 ���� 、�
,

内部填料为 �
� � � � � ��

��
一

� � � �
�

流 动相 采 用 乙 晴
一

磷 酸 氢钾

�� 乡
自
一 � � � � �

。 � � � � �� � ���
,

��� �� 、� �� �
� ���

� ,

� � 检测器
,

吸收波长 � � � � �� �
�

青霉素 � 购 自明治公司 �东京 �
,

效价为

� � 控制

温度控制

取样

固定化酶

小型发醉罐

图 � 青霉素 � 酶解的实验装置

� � �
�

。�梯度洗脱
,

流速 �
�

�� �� � ��
�

检测采 用

�� �� 单位 � � �
�

其它化学试剂均为分析纯
。

� 结果和讨论

�
�

� 固定化青霉素酞化酶性质研究

青霉素酞化酶生产菌的筛选是以其能否生产具有工业价值的酸化酶 为目标
。

通常在培

养物被确定后
,

通过进行改善培养基和发酵过程条件
、

采用诱变和筛选方法得到高产菌株这

两方面的工作
,

可 �� 到 �。倍地提高酶的生产率
。

将由此得到的并具有表 � 所示性质的青霉

素酸化酶进行固定化
,

可用于青霉素酶解的工业过程
·

” 。
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表 � 青霉素酞化酶所应具有的性质

高基质浓度和高产物浓度的耐受力

高基质亲合性和 比活性

在操作条件下和长期贮存时有 良好的稳 定性

具有最大酶活的 � � 稳定范围较宽且酶活 � � 范 围和基质
、

产物 � � 稳定范围相近

在高盐浓度和水混溶剂中稳定

对交联度和化学修饰试剂稳定

�
�

�
�

� 固定化酶的最佳 温度和 � � 图 � 为 � � 对固定化青霉素酞化酶活性的影响情况
。

从图中可以看出
,

在 � � �
�

� � �
�

� 的范围内
,

固定化酶能保持最大活性
。

为了比较
,

图中还

给出了对未固定化的青霉素酞化酶的实验测定结果
。

显然
,

在固定化前后
,

青霉素酞化酶的

最佳 � � 和 �� 活性 曲线相当一致
。

据报道 �� 
,

在用重氮法固定胰蛋白酶
、

用嗅化氰活化的琼

脂糖固定核糖核酸酶和用聚丙烯酞胺 包埋法固定天冬酶时
,

也有类似的情况
。

图 � 为温度对固定化青霉素酞化酶活性的影响情况
。

在温度达到 �� � 时
,

固定化酶的

活性最大
。

同样
,

图中也给出了温度变化对固定化前的青霉素酞化酶酶活的影响
。

此时
,

最

佳温度为 �� 一 �� �
�

因此
,

与 �� 不同
,

固定化前后酶的最佳温度发生了迁移
。

�� �

欲 �� 三
了�

�叹�

幸蓄年舰

�反�

拿姐韧军

�� 】� � �

温度

� �  � !�

�
“

� �

图 � � � 对酶活性的影响情况 图 � 温度对酶活性的影响情况

△ 固定化酸化酶 口 酸化酶 △ 固定化酸化酶 口 酸 化酶

�
�

�

�

 固定化酶的反 应速 率方程 基于有序单
一

双 (or d
ered u ni

一

b i) 反应机理
,

固定化青霉

素酸化酶反应速率方程可表述为川
:

V
n、

( C

; 。。、;
一

蠕
((1十 g些髻旦里 + K
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八 p
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。
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C
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尺
.。

C

o A 八
C
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C
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+ 几
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式中 尺
。

—
米氏常数 (m m

o l)

K
。
(l

—
反应方程中平衡常数 (

nlm ol )

K
.

—
6一 A P A 抑制系数 (m m ol )
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K
.。

—
PAA抑制系数 (m m ol )

,
-

—
反应速度 (nlm o le/m in

·

g )

在控制基质转化率为 5写一10 % 的情况下
,

上式可简化为
:

V n、C P o n G

厂 一 瓦森;下瓦
即

(1)

土Vm著K
。

1

一 石拼 又 万二一
‘

+

V
r n

L
P
吧n (;

采用微分型反应器
,

实验首先确定传质阻力不起显

(2)

作用的液体流速 (量 )范围
,

结果如

图 5

式 中

所示
。

显然
,

在流量大于 0
.
SL / h 的条件下

,

可不考虑传质阻力问题
。

在微分型反应器的稳态条件下
,

反应速率可用下式表示[s]
:

F (C
、

一 C
。

)

r

- 一一刁丁一一 (3)

F

—
流速 (m l/m in )

艺

—
固定化酶量 (g )

C 。

—
反应器进 口浓度 (m m ol )

C 。

—
反应器出 口 浓度 (m m ol )

1.00

0.90 o O
�N口。,汉

8070600nn

()

叹贫不不孤石石兀荡下丽了厂兀
) 。

流量 (l/h)

三任/。10已任�
�

住 乓
C 一 压

图 5 不同流量下酶的反应速率 图 6 动力学常数 V
m
和 K

:
的确定

因此
,

在一定的 E 和 F 下
,

通过测定不同 C
,

和 C
。

得到的实验结果如图 6
.
对图中数据进行

线形回归得到
:

表 2 反应速率方程中的有关参数值

从心标礼vn,工 一 :
.
8 1 4 万l

-
+ :

.
。75

r 七 尸川 l(
.

即 v
n、

= 0

.

9 3 0

,

K

。

= 3

.

5 5

.

表 2 给出了固定

化酶反应速率方程中本实验和以前研究川所

得到的参数值
。

3

.

5 5 (
n 一n 一0

1 )

1 1 5

.

1 (
n 一n lo

l )

1 7
.
6 (

n in io
l )

7 8 2 6 8 (
n l n l o

! )

0
.
9 3 0 (

n i n lo
l/
n i
i
n

·

g
一 J ‘y 一 ‘ ’

J
, C ,‘· y n 二

)

2

.

1

.

3 固定化酶的稳定性 稳定性问题是关系到固化酶能否实际应用的大问题
。

例如
,

酶

和普通化学催化剂一样
,

温度越高
,

反应速率越快
。

但是
,

酶是由蛋白质组成的
,

一般对热不

稳定
,

不能在高温条件下进行反应
。

如果将酶固定化后
,

其耐热性能有所提高
,

无疑对酶的应

用极为有利
。

实际上
,

在大多数情况下
,

酶经固定化后其稳定性都有所增加
。
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1) 固定化酶的热定性 将酶在不同温度下置于 p H 7
.
5 的 buf fe

r
中 2h

,

然后测定酶

的活性
,

结果如图 7所示
。

在 48 C 以下
,

固定化前后酶的耐热性一样
;在温度超过 48 C 后

,

固

定化后酶的稳定性要优于未固定化的酶
。

2)
p H 对酶稳定性的影响 将酶在 37 C 下

,

置于不同 pH 的 buf fe
:
中 30 m in

,

然后测

定酶的活性
,

结果如图 8 所示
。

显然
,

固定化后酶的 pH 稳定性较好
。

0 0
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舀
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S
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-

, - - 一一- - - 十甘- ~ ~ ‘二二产. 端卜
- 一30 38 46 54 62 70

温度 (。
C

)

图 7 固定化酶的热稳定性

△ 固定化酞化酶 口 酞化率

2
.
2 固定化酶反应器水解青霉素 G 的研究

2
.
2
.
1 青霉素 G 的酶解过程和数学模型

O‘一- 泊
一

一一
一
州
~

一
,

一-
~启卜

4
.
0 0 5

.
4 0 6

.
8 0 8

.
2 0 9

.

6 0 1 ]
.
0 0

P H

图 8 p H 对酶热稳定性的影响

△ 固定化酞化酶 口 酸化率

表 3 为青霉素 G 的酶解条件
。

的 酶解过程曲线
。

采用 pH
一

st at 法控制固定化酶反应器中的 pH 值
,

对

P A A 作物料衡算
,

可得到如下方程
:

图 9 为青霉素 G

P en G 、

6

一

A P A 和

、、产、J月任连
‘了‘、

‘
v ‘坦亚‘ 一

:E

V二二苗竺 一 rE

v 旦旦竺全二 _
;
E

d t
( 4 )

根据表 3 的实验条件
,

用 R ung e
一

K ut
t a

一

GI
H ( R K G )法计算机求解上述方程

,

得到的计算结果

也在图 9 上标出
。

从图可以看出
,

计算值和实验值非常吻合
,

由此说 明所采用的模型和模型

参数正确
、

合理
。

表 3 青霉素 G 的酶解条件

pH 温度( (
’

) 溶液体积 (I ) 搅拌转速(r/:1、in ) 酶量(g ) 4JJ 始浓度(:1、n
lo
l ) 缓冲液 (

,1 1 0
1 b

o r a 【e
)

8
.
5 3 7 3

.
0 5 0 () 3

.
0 2 ()() 0

.
1

2

.

2

.

2 青霉素 G 晦解过程 的计算机模拟 青霉素 G 酶水解反应 (图 10 )的特性是
:
l) 酶解

反应受其产物 PA A 的竞争性抑制和 6
一

A P A 的非竞争性抑制
;2) 酶解反应降低 pH

,

由此产

生的酸环境造成青霉素 G 和 6
一

A P A 的内酞胺环不稳定
。

因此
,

从青霉素 G 水解反应混合液

中连续地去除苯乙酸是非常重要和令人感兴趣的
。

根据上述数学模型
,

如果固定化酶反应器

与另一设备相连以连续地去除 PA A
,

方程 (6) 将改为方程 (7 )
:

d〔
’
。A A 尹

一
,

F

_

一 万乙 一 万t
p。 、

V 丫
’ (

7
)
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图 9 青霉素 G

弓
.
口 实验值

的酶解过程曲线

—
计算值

仔
代 H

, e o H N es 下二
产呀霄

3

—
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pe
n ic illjn a e y la ,
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À 义
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( P en G )

6
一

A m i
n o

pe

n
i
e
i l一a n ie a e id

( 6
一
A P A )

P h e n y la e e t i e a e i d

( P A A )

图 10 青霉素 c 的酶水解反应

式中
:F 一 P A A 被去除部分的流速

。

在不同的 F 下
,

由方程 (4 )
、

( 5) 和 (7) 用计算机对青霉素 G 酶解过程进行模拟
,

得到图

n
.
显然

,

F 增大
,

即单位时间内 P A A 被 去除的量增加
,

酶解反应效率提高
。

如果 以达到

95 % 青霉素 G 转化所需的时间为目标
,

则不同 F 下酶解所需的时间如表 4 所示
。

表 4 不同 F 下计算机计算得到的

, 5 % 青霉素 G 的转化时间

流速 F (l/n、
, n ) 时间 (nl

, n
) 时l诵J缩短率(% )

6 一 A P A

0
.
0 0

0
.
0 ]

0
.
0 2

0
.
0 4

O

17
.
3 5

2 3
.
8 2

2 8
.
8 6

月
4
‘
J八八, .人今J夕一n乃l乃
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J任
l

0001肥0406n
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�日门

一一FF
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图 fl 青霉素 G 酶解过程的计算机模拟
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,
i十算条件同表 4

因此
,

将 固定化酶反应器与其它设备相

连去除 P A A 可能是有效地提高青霉素 G 酶

解效率的重要途径
。

后续的实验研究也充分

证明了这一点
。
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