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固定化假单胞菌 ���一�� 细胞分解

对硫磷的研究

谭渝云 孙美娟 张雨元
�中国科学院水生生物研究所

，
武汉�

提 要

用明胶
一

戊二醛 �����和聚丙烯酞胺 �����包埋的固定化 几” ���，“ ��
�

���一�� 细

胞具有降解对硫磷的特性
。

��� 固定化细胞水解对硫磷的活力比 ��� 固定化细胞高 �
�

�倍
。

当保存在 �℃ 时 ��� 和 ��� 固定化细胞分别可以保持活力 ��
�

�和 ���
。 ��� 和 ��� 包

埋的细胞最适反应温度分别为 ��℃ 到 ��℃ 和 ��℃ 到 ��℃ ，
然而整细胞在温度超过 “ ℃ 时

活力很快下降
。 ��� 和 ��� 两种固定化细胞最适 �� 为 �

� 。 ，
当 �� 低于 �

�

�时活力开始

下降
， ���时则完全失活

。

在酶学研究中固定化酶技术丛�� 年代以来发展十分迅速
。
固定化酶是通过物理或

化学方法将酶束缚在一定区间内
，
当反应物通过这个区间即产生酶促反应

，
并获得相应的

产物
，
而酶不致流失

，
可以反复使用

。
固定化酶的发展是酶学工艺上的一个重大改革

。
整

细胞固定化的应用又将固定化酶法向前推进了一步
。
特点是将活菌体细胞固定化

，
直接

利用细胞内酶系统进行反应
，
从而避免了破碎细胞和提取酶的步骤

。
酶在细胞内环境稳

定性较高
，
这样就将微生物发酵和固定化酶两种技术相结合

，
展现出更大的工业应用潜

力
。

在医药工业和食品工业中固定化细菌的整细胞已经获得较大规模的应 用
〔，��� 。

此 外

在环境样品分析方面
，
将固定化微生物作成电极

，
已用于连续测定 ����

叼 。
另外有的研

究工作者利用固定化酶降解某些有毒物质
，
达到工业去毒的 目的

，
�������

�

将能水解 �

种有机磷杀虫剂的细菌的酶共价结合在多孔玻璃载体上
，
得到了水解 对 硫磷 的 活 力

【幻 。

这些工作尚停留在实验室阶段
，
但为应用酶学工程方法处理工业废水提供了依据

。

我们从鸭儿湖氧化塘中驯化分离出高效对硫磷分 解 菌 尸，。 ���口、 �
��

�

���一�� 制

备了无细胞酶制剂
，

并对酶的性质进行了研究��一�� 。
在此基础上将活菌体包埋制备成固定

化细菌
，

并研究了固定化菌的有关性质
。

����年 �月 ��日收到
。
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材 料 和 方 法

�一�菌 体 培 养

菌种为本实验室分离的水解对硫磷细菌 ��邵���
口。 。 ��

�

���一��
，

培 养器 为 �� 升

玻璃缸
，
温度恒定在 ��℃ ，

在搅拌
、

通气条件下连续培养
。
培养基为改良的 ���� 培养

液
，
��

����
�，

�
�

�克� ��
���

，
�

�

�克� ���
�

�
���

，
�

�

�克� ����
�，
�

�

�克� �����
，

�
�

�，克� �
�
���

·

��
��

，
�

�

����克� ����’ ·
��

�� ，
�

�

���克� �升蒸馏水�
，
并以对硫

磷作为唯一的碳源
。
培养过程中在对硫磷耗尽

、

对硝基酚形成的黄色消失后再加人一定

量对硫磷
，
并用 ��多 ���� 调节培养液 �� 至 ���左右

。
培养 �一�天后

，
离心收集细

菌细胞
，
并用新鲜培养液洗涤一次

，
收集的湿菌体称重后置于冰箱中保存

。

�二�明胶
一
戊二醛包埋细胞

将 �克明胶加 �� 毫升蒸馏水浸泡半小时以后
，
在水浴中加热至明胶完全溶化

，
当明

胶溶液冷却至 ��℃ 时加到 �� 克湿菌体中 ，
在均匀搅拌的条件下加 人 �毫 升 ��多 戊 二

醛
，
待形成胶块状后置于 一�℃ 冰箱保存 �� 小时

。

将冻成海绵状的固定化细胞切成薄片
，
挤压通过 �� 目铜筛

，
得直径 �毫米的小颗粒

。

颗粒状的固化菌置人烧杯中
，
加入 �务戊二醛 ��� 毫升浸泡 �小时

。
然后用 �多�

�
��

、

蒸

馏水
、

培养基分别洗涤两次
，
最后用真空泵抽滤除掉水份

，
称其重量

。

�三�聚丙烯酞胺包埋方法

将 �� 克湿菌体悬浮于 �� 毫升培养基中
，

搅拌均匀
。
另取丙烯酸胺 ��，克� �

�

�
�

甲

又双丙烯酞胺 ����� �
�

�克
，
溶解在 �� 毫升蒸馏水中

，
冷却至 �℃ 。

将聚丙烯酞胺单体与

菌糊混合
，
在均匀搅拌下加人浓度为 �� 毫克�毫升的过硫酸钱 �毫升

，
�

，
�

，

�’ ，

�’ 一
四

甲基乙二胺 ����������毫升
。
反应混合物在 ��一��℃ 放置 �分钟

，

随聚合作用进

行
，
混合物温度升高

，
应立即置于冰浴中迅速冷却

。
大约 ��一�� 分钟完成聚合反应凝结

成胶状
。

取出凝胶块切成薄片状
，
挤压通过 �� 目铜筛得直径为 �毫米的颗粒

。
用上述明胶

�

戊二醛作包埋剂的方法进行洗涤
，
称重后放人蒸馏水中于 �℃ 下保存 。

�四�对硫磷降解速率的测定

反应系统为含对硫磷 �� 微克�毫升的 ���� 摩 ����
一��� 缓冲液

， ���
�

�。

�
�

未经包埋的整细胞降解对硫磷活力的测定

称取 �
�

�克湿菌体加培养基稀释至 �� 毫升容量瓶中
，
摇匀置于 �℃ 保 存 ，

作 为 对

比试验的整细胞原液
。
取一定量稀释的整细胞悬液加人含 �� 毫升反应液的玻璃管中

，

在

��℃ 下反应 �� 分钟
，
于国产 ��� 型分光光度计上

、

波长 ��� 毫微米处读取光 密 度值
。

对硫磷降解时化学计量地形成对硝基酚钠
，
根据对硝基酚钠的含量计算对硫磷被分解的

数量
。
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整细胞比活以每毫克湿菌体每小时分解对硫磷的微摩数表示
。

�
�

固定化细胞降解对硫磷活力的测定

取 �� 毫升反应液加人带有磁力搅拌和恒温装置的反应 器 中
，
待 反 应 液温 度 达 到

��℃ 再放人一定数量的固定化细菌立即开始反应 ，
�� 分钟后侧定溶液中对硫磷的含量

。

测定方法同上所述
。

固定化细胞的比活以每克固化菌每小时分解对硫磷的微摩数表示
。

结 果 和 讨 论

�一�固定化细菌的活力和对时间的稳定性

将同一批培养的 ��翻��。 。 。 �
��

�

���一�� 湿菌体分别用明胶
一

戊二醛和聚丙烯酸胺

作包埋剂
，
得到的固定化细菌都具有分解对硫磷的活力 �表 ��

。

表 � 固定化细菌降解对硫礴的活力

���
�

� ��� �������� ��汤�
�������� �了亡记

。 份。 ” �了 ��
�

���一���� ��������� �����������

包 埋 剂
��������� �������

细胞湿重�
��� ��

坛��
��
克�
����� ���

固化细胞总量�克�
�� ���� �

����
��诵�

���
�

����� 。 ���� ���

固化细胞比活�微摩�克�小时�
�������� �������� ��诵�

���
�

����� ����� �瑰 �������
����

明胶
一
戊二醛 �����

聚丙烯酞胺 �����

，。 ·
�

�
，�· ，�

�
’
一

’
一 “ “ · ‘�

� � ��
。

�� � ��
。

��

比较两种包埋剂固化菌降解对硫磷的活力
，
明胶

一

戊二醛包埋的效果比较好
，
它比聚

丙烯酞胺包埋的固化菌比活高 �
�

�倍
，
回收活力高 �

�

�倍
。

比较了固化菌和活菌体的活力
，

结果表明固定化后 ��多 以上的降解对硫磷 活 力 消

失
。
为了探讨失活的原因

，
从每一步清洗残液中测定水解对硫磷的活力

。
结果仅有 ��务

在清洗时流失
。
考虑到 乃

亡“
��。 口，。 ��

�

���
一

�� 细菌个体小
，
活细胞与底物接触面大

，

表现出很强的分解对硫磷的活力
，
而固定化时湿菌体细胞粘连成团状

，
与底物接触的相对

面积变小
。
为此

，

采用同一批聚丙烯酸胺包埋的固定化细菌通过不同型号铜筛挤压
，
形成

直径不同的颗粒
，
并分别侧定其分解对硫磷的速率 �表 ��

。
从表 �可看出固定化菌分解

对硫磷的活力是随颗粒直径的减小而提高的
。

���
�

表 �

������ �� ��������

固定化菌粒度对降解活力的影响

���� ��

�
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另外
，
在同一批培养的菌体中

，
取不同数量的湿菌体用等量的聚丙烯酞胺作包埋剂

，

观察各种类型的固化菌分解对硫磷的速率�表 ��
。

从表 �可以看到包埋菌体的数量 ���克比 �克减少 �� 倍
，
而固定化以后的活力以每

‘

卜
“

卜�盯�七卜居
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� ��
。

表 � 细菌数�与降解对硫确活性之间的关系

������������ ������� ��� ����� � �� �������� ��� ��
� �������� �� ��������� �����������

�
’

� �每克细胞固化后的比活�
、 。 。 二�

士
、 】 � 。 ，。

如 。 二�
士

、
�。 二�、 � ，士 ， �

�
‘

、 、
� �微摩�克�小时� �

细胞湿重�克� �固定化细胞重�克� 】 比活�微摩�克�小时�� 封生界尸飞�拱粉��� � 二 、 二 、 ‘ ， 、
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�

叹�黔孔 �
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、

”
狡

，
�飞

‘
货

’

芍
“ ‘

� 二井刃二〕 狡
，
于犷

‘

下从 � 式钻
一

二二
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艺艾二立该 �

����� ���
�������� �

����� ��� �������� �������� ��， �
�“ ，��� ��“ � 、�夕 �气拜� �
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��

克菌体计算提高到 �
�

�� 倍
。
然而

，
菌体用量少表现出比活较低

，
活力回收高�菌体用量多

则固定化菌比活高
，
活力回收低

。
可见进一步改进包埋剂和固定化方法

，
使之既能有效地

固定细胞
，
又具有尽可能大的表面积

，
这是固定化菌实用中需要进一步研究的课题

。

通过批量反应器测定了固定化菌对时间的稳定性
。
在每次反应结束后

，
除去反应液

，

加上新鲜反应液继续反应
，

反复连续测试
，
观察在一定时间内固定化细菌活力的变化

。
明

胶
一

戊二醛固定化菌和聚丙烯酞胺固定化菌分别反应 �
�

�小时和 �小时活力都没有下降
。

�℃ 下保存 朽 天以后明胶 一

戊二醛包埋的细菌可保存活力 ��
�

�� 多
，
聚丙烯酸胺包埋的细

菌保持活力 ��外
，
但是延长保存时间明胶会发生解体

，
聚丙烯酞胺保存半年以上机械强

度仍很高
。
固定化细菌的特点就是要达到长期反复使用

，

并保持比较高的活力
。
这两种

包埋剂各有不同的特点
，
因此选择恰当的包埋剂是十分重要的

。

�二�最适反应温度和对热的稳定性

最适反应温度试验是将两种固定化细菌和完整细菌细胞置于温度 ��一��℃ 的条件

�

产入

︵蓄芍�祝�巡御︶姐公切︸渊界

����
��巧��

����������，且������
��

��
月�����

、
、

、 护… 、
� 、
、 、 、

、 、 、 、 、二

气
�

� 二产
�口口，

�
‘ ’ 、 、

一飞

州�翩
�

�漏���
·

︵蓄
�

勺�帜世�幕︶华妇纂滚零阿

�� �� �� �� �� ��

温度 �� �

图 � 固定化细胞和整细胞悬液最适反应温度的比较

���
�

� ���������� �� ��� ������� ������������ �� ����������� ����� ��� ��������� �����

����� �� �馆�������� �� ���������

� 明胶
一
戊二醛固定化细菌� � 聚丙烯酞胺固定化细菌�� 整细胞

��� ����������� ������ ��� ����������� ��������
��� �����
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下反应
，
每间隔 ��℃ 或 �℃ 作为一组处理 ，

观察并比较它们的反应最适温度 �图 ��
。

图 �显示了整细胞最适反应温度为 朽一��℃ � 明胶
一
戊二醛包埋的 固 定 化 细 菌 在

��一��℃ �聚丙烯酞胺包埋的固定化细菌在 ��一��℃ 。
从温度曲线可见聚丙烯酸胺作包

埋剂的固定化菌对温度变化最稳定
，
而整细胞当温度超过 ��℃ 时反应速率就急骤下降 。

热稳定性试验是将两种固定化细菌和整细胞从 ��℃ 至 ��℃ ，

每升高 ��℃ 为一组试

验
，
热处理 �� 分钟后立即降温至 ��℃ ，

并保持在 ��℃ 测定分解对硫磷的活力 �图 ��
。

茨 ��� 石��
辞众冲华刘

�� �� �� �� �� �� ��

温度��
�

�

图 � 固化细菌和整细胞对热的稳定性

���
�

� ���� ��������� �� ��������� ����� ����� ��� �����������
�����

� 明胶
一

戊二醛固定化细菌�� 聚丙烯酞胺固定化细菌�� 整细胞

��� �
��

�������� ������ ��� ����������� ��������
��� �����

图 �显示了细菌经过固定化以后
，

提高了对高温的忍受能力
，
采用聚丙烯酞胺包埋的

固定化细菌对热的稳定性更高
。

酶反应对温度的变化是十分敏感的
，
当温度升高到 ��℃ 时许多酶蛋白都变性了 ，

失

去了酶的特异性
，
而 ������

。 。 。 ��
�

���一�� 的对硫磷水解酶对此高温有很强的耐性
，

仍然保持活力的 ��多
。
经过固定化以后

，
对热的稳定性有进一步提高

，
相当于最高活力

的 ��
�

�一��
�

��外
。

�三�最适反应 �� 和对 �� 的适应性

反应液的 �� 从 �到 ��
，
共分为 �个梯度

。
在不同的 声 条件下反应

，
比较整细胞

和两种固定化细胞分解对硫磷的活力
，
三组处理的最适反应 �� 值都是 ��图 ��

。
当反

应液的 声 值为 �时
，
各组分解对硫磷的活力都急骤下降以至丧失

。
当反应液的 �� 值高

于 �时
，
反应速度逐步下降

，
但下降速率比 �� 低于 �时缓慢得多

。
可见

， �洲��，��。

��
�

���一�� 耐碱力大于耐酸性 � 细菌被固定化以后提高了耐酸性
，
采用聚丙烯酸胺作包

埋剂效果更显著
。

将整细胞和两种固定化细菌放于不同 �� ��一��� 的缓冲液中处理 �� 分钟以后
，

立

即调整反应液的 ��值至 �
，
比较分解对硫磷的速率�图 ��

。
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固定化细胞和整细胞悬液降解对硫磷对 �� 的稳定性
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结果表明
，

经包埋后的固定化细菌在 ���处理时
，
活性显著受到抑制

，

在 ���一��

的范围内基本稳定
，
而未经固定化的细胞则在 �一�� 范围内稳定

。
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