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摘　要　研究了用海藻酸钠包埋﹑戊二醛交联法固定耻垢分枝杆菌(MycobacteriumSmegmatis)生成乳酸氧化

酶的最佳条件 , 比较了原酶与固定化酶的酶学性质。将 1mL酶液和 1 mL质量分数为 3%的海藻酸钠溶液的

混合液 , 用注射器滴加到 20 mL0.2 mol/L的 CaCl2溶液中 , 25 ℃静置固化 2 h后 , 过滤洗涤 , 将固体转移至

20 mL质量分数为 0.2%戊二醛溶液中 37 ℃交联 2 h后 , 过滤 、洗涤和干燥得到球状固定化酶。固定化酶的活

力回收率为 39.8%。酶学性质研究表明 ,此固定化酶的热稳定性较好 ,游离酶在 65 ℃保温 1 h酶蛋白完全变

性失活 , 而固定化酶在 65 ℃保温 1h仍可保持 86%的酶活力;其最适酶促反应温度可由 37 ℃升至 55 ℃,最

适反应 pH=7.4保持不变;在不加保护剂的条件下 , 4 ℃放置 50 d后游离酶仅保持 40%以上的酶活力 , 而固

定化酶能保持 80%以上的酶活力。该固定化乳酸氧化酶用于催化氧化 DL-乳酸生产丙酮酸 , 3 h后丙酮酸产

率可达 75%, 连续循环使用 5次固定化酶活力仍保持 85%。
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乳酸氧化酶(EC1.1.3.2)能催化 DL-乳酸氧化成丙酮酸 。丙酮酸是一种重要的医药中间体和化工

原料。丙酮酸的生产方法主要有化学合成法 、发酵法和生物催化法 。化学合成法制备过程不易控制 ,原

料成本较高 ,废物不易处理;发酵法生产丙酮酸往往转化效率较低 ,丙酮酸在糖代谢中处于最具活力的

中间点 ,在细胞中很容易转化为其它化合物 ,因此很难累积;而乳酸氧化酶催化 DL-乳酸生产丙酮酸则

克服了上述 2种方法的诸多缺点 ,且 DL-乳酸和丙酮酸的价格相差约 20倍 ,采用乳酸氧化酶催化 DL-乳

酸生产丙酮酸成为当前的研究热点之一
[ 1, 2]

。与游离酶相比固定化酶具有稳定性更高 ,可分离回收重复

使用和生产成本低等一系列优点。国内外关于乳酸氧化酶的固定化方法多采用共价结合法将乳酸氧化

酶固定在某一载体上制备成乳酸氧化酶酶膜 ,应用于酶电极和生物传感器领域
[ 3 ～ 9]

。本文首次采用海

藻酸钠包埋 ,戊二醛交联的方法固定化耻垢分枝杆菌乳酸氧化酶 ,优化了固定化工艺条件 ,研究了固定

化酶的部分酶学性质 ,并初步探讨了其在催化 DL-乳酸生产丙酮酸中的应用。

1　实验部分

1.1　乳酸氧化酶的制备及其酶活测定方法

将耻垢分枝杆菌(MycobacterimSmegmatisAS1.0562,购自中科院微生物研究所)进行增菌诱导培养

后 ,超声波细胞破壁 、冷冻高速离心获得乳酸氧化酶粗酶液 ,再经质量分数为 30% ～ 70%饱和度的硫酸

铵分级沉淀及透析脱盐后 ,用 SephadexG-150柱层析 ,得到实验用酶液 ,初步纯化后酶活由 88.6 U/mL

上升至 147.0 U/mL。

参照文献 [ 10]对游离乳酸氧化酶进行活力测定 ,在试管中加入 pH=7.4磷酸盐缓冲液 0.5 mL,

20 mmol/LDL-乳酸溶液 0.2 mL, 酶液 0.3 mL(空白管不加 ), 37 ℃水浴保温 10 min, 然后加入

1 mmol/L2, 4-二硝基苯肼 0.5 mL, 37 ℃水浴保温 20 min后 ,加入 0.04 mol/LNaOH溶液 5 mL终止反
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应(空白管此时补加 0.3 mL酶液),在波长 520 nm比色 ,通过标准曲线计算酶活力
[ 11]

。规定 1 min催化

DL-乳酸生成 1 nmol丙酮酸的酶量为 1个酶活力单位(U)。

1.2　乳酸氧化酶的固定化

将 1 mL酶活力为 147.0 U/mL的酶液和 1 mL质量分数为 4%的海藻酸钠溶液混合后 ,用注射器滴

到 20 mL0.2 mol/L的 CaCl2溶液中 , 25 ℃静置固化 2 h,过滤洗涤 ,加入到 20 mL质量分数为 0.2%的戊

二醛溶液中 25 ℃交联 2 h,过滤 、洗涤和干燥后得到颗粒状固定化酶 。

以 0.1 g固定化乳酸氧化酶取代游离酶 ,按游离酶的活力测定方法测定固定化乳酸氧化酶的活力。

酶的活力回收率是指固定化酶活力与用于固定化的溶液酶活力之比(%)。固定化酶的相对活力是指单

因素条件下测得各组固定化酶活力与该条件下固定化酶的最高活力之比(%)。

1.3　固定化酶包埋率的测定

构成蛋白质的某些氨基酸(如色氨酸 、苯丙氨酸等)在紫外区具有吸收峰 ,通过对乳酸氧化酶磷酸

缓冲溶液的全波长扫描发现其最大吸收峰在 260 nm。将固定化酶颗粒用 pH=7.4的磷酸缓冲溶液泡

12 h以上 ,剧烈搅拌破坏颗粒 ,离心分离 ,取上层清液测其在 260 nm处的吸光度 ,而用于固定化的游离

酶按相同比例稀释后测其在 260 nm处的吸光度 ,二者之比即为海藻酸钙凝胶包埋的蛋白质的含量 。

1.4　固定化乳酸氧化酶催化 DL-乳酸生产丙酮酸

取一定量的固定化乳酸氧化酶 ,加入 5 mLpH=7.4的磷酸盐缓冲液 , 2 mL20 mmol/LDL-乳酸溶

液 , 55 ℃恒温水浴 ,振荡速度 120 r/min,每隔 20 min取样 ,采用紫外分光光度法测定 320 nm吸光度计

算丙酮酸浓度
[ 12]

。每次反应后 ,将固定化酶过滤洗涤 ,重复操作 5个批次 。考察固定化酶的循环使用稳

定性。

2　结果与讨论

2.1　乳酸氧化酶固定化条件的优化

选择对实验影响较大的 6个因素即:海藻酸钠浓度 ,氯化钙浓度 ,固定化时间 ,戊二醛浓度 ,交联温

度及交联时间。每个因素设 5个水平 ,按正交设计表 L25(5
6
)安排实验 ,进行 25次实验的结果可以看

出 ,第 12组实验制备的固定化酶的活力为 55.7 U/mL,明显高于其他 24组 ,活力回收率达到 37.8%。

通过极差分析(R)得到影响因素显著性的顺序为:ω(海藻酸钠)/%>固定化时间 /h>x(氯化钙)/% >

ω(戊二醛)/%>交联温度 /℃>交联时间 /h;通过比较 k值选出优化水平组合 ,而此条件恰好不包含在

已做过的 25次实验中 ,按此条件进行确认试验 ,测得固定化酶酶活为58.5 U/mL,固定化酶的活力回收

率为 39.8%。综合以上结果得固定化最佳条件为:质量分数为 3%海藻酸钠 , 0.2 mol/L氯化钙 ,固定化

时间 2 h,质量分数为 0.2%戊二醛 ,交联温度 37 ℃,交联时间 2 h。其中 ,包埋剂海藻酸钠浓度和固定化

时间的影响最为显著 。

实验发现 ,海藻酸钠浓度偏低时 ,酶泄漏严重 ,清洗酶珠时 ,酶损失较多 ,酶活力下降;海藻酸钠浓度

偏高时 ,微环境效应和扩散阻力对反应影响很大 ,且不易操作 ,很难将酶液从注射器中挤出 。因此 ,选用

质量分数为 3%的海藻酸钠对酶进行固定化较为适宜 。CaCl2浓度小于 0.1 mol/L时 ,造粒效果不理想 ,

颗粒状固定化乳酸氧化酶机械强度偏小 ,抽滤时容易塌陷变形 ,乳酸氧化酶包埋不完全;CaCl2浓度过大

时 ,高浓度的 Ca
2+
对乳酸氧化酶活性有抑制作用。戊二醛作为一种双功能交联剂 ,可以使海藻酸钠分子

发生交联 ,同时也能使酶交联在载体上 ,能够增强海藻酸钠的机械强度和固定化酶的稳定性。戊二醛浓

度过低 ,会使载体与乳酸氧化酶结合不稳定 ,进而影响酶的重复利用 ,相反 ,戊二醛浓度过高 ,酶分子活

性基团被戊二醛过多修饰会使乳酸氧化酶部分变性 ,进而影响酶的活力;当固定化时间为 2 h时 ,固定

化酶活力最高 ,固定化时间过短或过长 ,固定化酶活力均有不同程度的下降 。固定化酶的活性受到 2个

方面的综合影响 ,一方面随着固定化时间的延长 ,乳酸氧化酶固化越来越充分 ,酶在海藻酸钙凝胶中包

埋得更牢固 ,有利于固定化酶活力的提高;另一方面 ,随着固定化时间的延长 , Ca
2+
对固定化酶的抑制作

用加剧 ,使酶活力下降 ,通过正交实验得到的最适固定化条件比较合理 。在最佳固定化工艺条件下对乳
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酸氧化酶进行固定化 ,测得酶在海藻酸钙中的包埋率为 46%。

2.2　固定化酶的性能

2.2.1　固定化酶的热稳定性　将固定化酶和游离酶在不同温度下保温 1 h,测酶活力。图 1结果表明 ,

酶经固定化后 ,热稳定性显著提高 ,游离酶在 65 ℃保温 1 h酶蛋白基本上完全变性失活 ,而固定化酶在

65 ℃保温 1 h仍可保持 86%的酶活力。这可能是由于酶与载体的结合影响了酶的稳定性 ,乳酸氧化酶

经海藻酸钠包埋和戊二醛交联后 ,酶蛋白被固定在凝胶中 ,分子整体运动受到限制 ,阻挡了不利因素对

酶的作用 ,增加了酶构型的牢固程度 。

图 1　固定化酶的热稳定性图

Fig.1　Thermalstabilityofimmobilizatedenzyme

a.solutionenzyme;b.immobilizationenzyme

图 2　固定化酶的最适反应温度

Fig.2　Optimalreactiontemperatureof

immobilizatedenzyme

a.solutionenzyme;b.immobilizationenzyme

2.2.2　固定化酶的最适反应温度　在 25 ～ 75 ℃温度下用固定化酶和游离酶催化 DL-乳酸产丙酮酸 ,

其结果见图 2。游离酶的最适反应温度为 37 ℃,而固定化酶的最适反应温度上升至 55 ℃,乳酸氧化酶

经固定化后最适反应温度的提高不仅能提高反应速度 ,同时可以防止外界微生物的污染 ,有利于酶的工

业化应用。

2.2.3　固定化酶的最适反应 pH　固定化酶和游离酶在不同 pH值(5.8、6.2、6.6、7.0、7.4、7.8、8.0)

的磷酸盐缓冲液中反应后 ,测酶活力 。结果如图 3所示 ,酶经固定化后 ,最高活性 pH值和游离酶的相同

(pH=7.4)。

图 3　固定化酶的最适反应 pH

Fig.3　OptimalreactionpHofimmobilizatedenzyme

a.solutionenzyme;b.immobilizationenzyme

图 4　固定化酶的 pH稳定性

Fig.4　pHstabilityofimmobilizatedenzyme

a.solutionenzyme;b.immobilizationenzyme

2.2.4　固定化酶的 pH值稳定性　将固定化酶和游离酶置于不同 pH值(3.0、4.0、5.0、6.0、6.5、7.0、

7.5、8.0、9.0、10.0、11.0、12.0)的缓冲液中 37 ℃静置 1 h后 ,测定剩余酶活力 。由图 4可以看出 ,游离
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酶的 pH值稳定范围为 6.5 ～ 8.0 ,固定化后稳定 pH值为 5.0 ～ 7.5, pH值稳定性范围变宽且向酸性方

向移动 。可能因为固定化酶颗粒在偏碱性环境中容易溶涨溶解 ,包埋的乳酸氧化酶发生泄漏 ,酶活力迅

速降低 。因此 ,海藻酸钠作为固定化酶的包埋载体其耐碱性能有待改进。

2.2.5　固定化酶的贮存稳定性　在不加任何保护剂的条件下 ,以 1 mL游离酶固定化所得的固体颗粒

与 1 mL游离酶比较 ,将固定化酶和游离酶 4 ℃放置 50 d后游离酶活力下降近 60%,而固定化酶活力下

降 <20%。固定化酶的贮存稳定性优于游离酶 。

2.3　固定化乳酸氧化酶的应用

取 1 g固定化乳酸氧化酶 ,按实验方法操作 ,将每次所取转化液样品用 NaOH溶液调 pH=11.0,在

图 5　固定化酶催化 DL-乳酸生产丙酮酸

Fig.5　TransferDL-lactatetopyruvatecatalyzed

withimmobilizatedenzyme

波长 320 nm处测定试样的吸光度 ,由标准曲线计算

出试样中丙酮酸的质量浓度
[ 12]

,折算成丙酮酸产

率 。结果如图 5所示 ,转化时间为 3 h时 ,丙酮酸产

率最高达 75%。每次反应后 ,将固定化酶过滤洗涤 ,

反复使用 5个批次后 , 固定化酶活力仍保持在

85%,显示了良好的操作稳定性 。

采用 Ca
2 +
固化海藻酸钠包埋 、戊二醛交联的方

法固定了耻垢分枝杆菌乳酸氧化酶 ,优化了固定化

工艺条件。固定后的酶其耐热稳定性显著提高 ,相

对游离酶在 65 ℃ 1 h完全失活 ,固定化酶在 65 ℃

1 h仍保持 86%的酶活力;其最适酶促反应温度由

37 ℃升至 55 ℃。该固定化乳酸氧化酶催化氧化

DL-乳酸生产丙酮酸 , 反应 3 h丙酮酸的产率可达

75%,固定化酶的循环使用操作 5次仍保持 85%的

酶活力 ,显示了良好的稳定性。乳酸氧化酶催化 DL-乳酸生产丙酮酸 ,不需外源辅酶 ,可降低成本 ,产物

丙酮酸易于从生产中分离 ,有较好的应用前景 。
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PreparationofPyruvatefromDL-Lactateby
ImmobilizedLactateOxidaseonCalciumAlginate

WANGYan
＊
, YAOLi-Li, ZHOULin, DAIShan

(SchoolofChemistryandChemicalEngineering, CentralSouthUniversity, Changsha410083)

Abstract　TheoptimumconditionsofimmobilizedLactateOxidasewithsodiumalginateandross-linkedwith

glutaraldehydewasstudied.TheLactateOxidasewascomparedwithitsimmobilizedenzymeinsome

properties.Enzymeof1 mLand1 mLof3%sodiumalginateweremixedandthemixturewasaddeddropwise

into20 mLofa0.2 mol/LCaCl2 solutiontosolidifyfor2 hat25 ℃.Thentheprecipitatewascross-linkedin

thesolutionof20 mLof0.2% glutaraldehydefor2 hat37 ℃.Afterfiltrationanddrying, theimmobilized

enzymebeadswereobtainedwithaactivityrecoveryof39.8% forthetotalenzymeadded.Thethermal

stabilityoftheimmobilizedenzymewastested.Thefreeenzymelostallitsactivitywhenheatedat65 ℃ for

1 hbuttheimmobilizedenzymestillkept86%oftheoriginalactivity.Theoptimalreactiontemperatureofthe

immobilizedenzymewas55 ℃ comparedto37 ℃ offreeLactateOxidase, theoptimalreactionpHofthe

immobilizedenzymewas7.4 asthesameasthatofthefreeenzyme.Storedat4 ℃ for50 dayswithoutany

protectionbyreagent, thefreeenzymeonlykept40% oftheoriginalactivitybuttheimmobilizedenzymestill

retained80% oftheoriginalactivity.ThecalcifiedpreparationofpyruvatefromDL-Lactatebyimmobilized

LactateOxidase, theyieldcouldreach75% after3 h, andtheimmobilizedenzymemaintained85% ofthe

activityafterhavingbeenreused5 times.

Keywords　sodiumalginate, immobilization, LactateOxidase, biocatalysis
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