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固定化米曲霉菌体填充床拆分 DL-丙氨酸的动力学行为 

王 燕， 张凤宝， 宋正孝， 张国亮， 王 诤， 赵 林 

(天津大学化工学院, 天津 300072) 

摘  要：分析了固定化米曲霉拆分 DL−丙氨酸的动力学特性，通过间歇反应器的实验数据处理，
获得了酶促反应的动力学参数. 应用填充床的一维稳态轴向扩散模型进行数值求解，得到了模型计
算值，与实验结果比较表明，提出的模型能较好地描述固定化菌体连续拆分 DL−丙氨酸过程. 
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1  前 言 

利用酶的高度立体选择性和专一性等特点进行外消旋体的拆分已成为获得 L−和 D−氨基酸的
重要途径[1−4]. 在酶法拆分中，利用固定化氨基酰化酶拆分氨基酸并实现工业化是近代酶技术发展
史上和氨基酸生产中的一个重要里程碑[5,6]. 近年来，细胞和菌体的固定，由于其简单方便、稳定
性较好、纯化和分离方便、利于实现连续化操作等优点[7,8]，成为当前酶工程研究的热点，并在工

业中得到了广泛应用. 
实验研究表明，米曲霉中的氨基酰化酶对乙酰−L−丙氨酸和乙酰−D−丙氨酸具有高度的选择

性，其酶活力分别为 5800和 2.0[9]，所以在乙酰−DL−丙氨酸(N−Ac−DL−Ala)的拆分过程中，生成
的 D−丙氨酸量非常小，L−丙氨酸对映体过量近 100%，完全可以满足作为医药中间体的需要. 王
诤等[10]在液体培养基中培养米曲霉，使之生长成含氨基酰化酶浓度较高、直径为 1∼2 mm的菌球，
用明胶和戊二醛交联固定，用固定化后的菌体拆分丙氨酸，通过实验确定和计算了有关的动力学

参数. 为使研究更具有工业应用价值，本工作利用填充床反应器数学模型来模拟连续拆分过程. 

2  数学模型的建立及求解 

在固定床反应器中，固定化后的米曲霉填充密度大，菌体间接触比较紧密，用排水法测得的

床层空隙率ε=0.4[11]，并近似视为常数；固定化菌体同无机催化剂相比，非常容易变形，在菌体柱

中呈扁片状，床层由若干个薄层组成，每层中空隙均匀，反应液在空隙中流动并进行反应. 由于反
应器长径比较大，扩散主要发生在轴向，假定反应器内的流动和传质符合一维拟均相稳态轴向扩

散模型. 通常，在反应过程中，反应热一般很小，例如苯丙氨酸、丙氨酸以及蛋氨酸在不同温度下
拆分过程中的反应热∆H均在 5 kJ/mol左右，故整个床层可近似按等温处理. 
基于上述分析，可作如下假设： 
(1) ε为常数；(2) 反应器内的流动和传质符合一维拟均相稳态轴向扩散模型；(3) Da为表观轴

向扩散系数，表示由分子扩散、湍流扩散及流速分布等传递机理而产生的综合作用，并满足菲克

定律；(4) 拆分反应热很小，可忽略不计，床层按等温处理；(5) 在抑制现象中，仅考虑底物抑制. 
 在上述假设的基础上，建立数学模型如下： 
设床层高为 L，在距床层底端 l处取一微元作质量衡算, 可得： 
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因为 s=s0(1−x), 所以上式亦可转化成以转化率 x为未知变量的方程，即 
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式中 rp为酶促反应速度，对于本研究体系，根据实验测定为 
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边界条件为 
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式(3)为二阶非线性常微分方程，可利用有限差分法进行数值求解[12]. 为了得到相同阶数的阶
段误差的差分方程，采用三点数值微分式，即 
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在 l=0和 l=L之间取 n−1个等距节点，节点间距 h=L/n，l0=0，ln=L，si为第 i个节点处的底物浓度，
将式(8), (9)代入式(3)可得方程的差分格式为 
无底物抑制： 
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有底物抑制： 
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边界条件为 
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将参数代入，在 Pentium 100 PC机上用 Newton−Raphson法求解上述方程组，可得不同床层

高度的底物转化率 xi，在 l=L处的转化率 xn就是整个填充床的转化率，整个运算过程约需时 2 s. 
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3  实验材料和方法 

3.1 试剂 

DL−丙氨酸由北京制药二厂提供，纯度大于 98%；N−乙酰−DL−丙氨酸由 DL−丙氨酸经乙酰
化制得. 其它试剂均为天津市化学试剂二厂生产，分析纯. 
3.2 米曲霉菌球的制备 
菌种米曲霉(Aspergillus oryzae)3042菌株由中科院微生物所提供. 
菌体的液体培养： 
培养基(g/L)：蛋白胨 10，葡萄糖 20，牛肉膏 10，酵母膏 1.5，K2HPO4 2，MgSO4 1，D−维生

素 0.2 mg/L，pH 6.5~7.0. 在 250 ml三角瓶中装入 50 ml培养液，在 0.1 MPa下蒸汽灭菌 30 min.
接入一定量的菌悬液后于 30oC温度下在旋转半径为 1.5 cm的摇床上以 130 r/min的转速振荡培养
35∼40 h，得到直径 1∼2 mm的白色菌球，收集菌体用去离子水洗净，备用. 
固定化方法：采用明胶进行包埋，戊二醛为交联剂进行交联固定. 具体方法见文献[2]. 用得到

的固定化菌体填充固定床反应器进行拆分 DL−丙氨酸反应，用茚三酮显色法测定反应底物浓度. 
3.3 酶活性的测定 

酶活性的测定用茚三酮显色法，具体方法见文献[2].  
3.4 酶促反应动力学参数的测定和计算 

3.4.1 酶促反应动力学参数 
该体系的反应动力学参数是用间歇反应器测定的，所得的参数均为表观动力学参数. 在一定

温度和压力下，测定不同底物浓度下的反应初速度，发现底物浓度高于 0.2 mol/L时，反应初速度
随底物浓度的增加而降低，表明高底物浓度时拆分反应存在着底物抑制现象. 
当底物浓度低于 0.2 mol/L时，无底物抑制现象，酶促反应速率方程为式(4)，变形为 
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用此式测定不同初始底物浓度 s下的初速度 rp，结果见图 1. 经线性拟合可得 37oC下的表观动力
学参数 Vm=0.0485 mol/(L⋅h), Km=0.0171 mol/L. 
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Fig.1 The relationship of s and s/rp              

当底物浓度高于 0.2 mol/L时，有底物抑制现
见，将式(5)简化为 
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象，酶促反应写为式(5)，因为 s/Km>10，为方便
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用该式测定不同初始底物浓度 s 下的初速度
rp，结果见图 2，经线性拟合得 37oC时的 Vm= 
0.0493 mol/(L⋅h)，Km=3.79 mol/L. Vm与用米

氏方程计算得到的0.0485 mol/(L⋅h)基本符合. 
3.4.2 表观轴向扩散系数 Da 
以 KCl为示踪物，用脉冲法测得填充床

的停留时间分布曲线. 停留时间分布的特征
值σ2

θ与模型参数 Pe(Pe=u0L/Da)的关系为[14] 1 r 
4  
7

of alanine by immobilized asp. ory. mycelium 
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用最小二乘法确定模型参数 Pe，进而求得不
同流速下的 Da值，典型值 Da=9.67×10−6 m2/s. 
3.5 实验装置及方法 

实验装置见图 3. 将 12.8 g总酶活性为 10240 U的固定化米曲霉菌体均匀装入带有恒温装置的
φ19 mm×128 mm玻璃管反应器. 在 37oC下自上而下将N−乙酰−DL−丙氨酸溶液以一定流量通入酶
柱，测定流出液的转化率. 

4  结果与讨论 
为了验证固定化米曲霉填充柱模型的正确性，分别用初始浓度为 0.2和 0.4 mol/L的 N−乙酰

−DL−丙氨酸为底物，在不同体积流量下进行实验，测定出口处的底物浓度，从而求得底物的转化
率，并将实验结果与模型计算结果进行了比较，结果见图 4. 横坐标为体积流量 Q，代表流体在填
充床中的平均停留时间τ，τ与 Q的关系为τ=επR2L/Q.  
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由图 4可见，模型预测值与实验结果吻合较好，
一般都低于模型计算值，这主要是因为在模型求解

的，将其用于填充床反应器时，二者的流体力学条

大，说明在本研究情况下可将间歇反应器的参数用

时，曾忽略了产物的抑制作用，这也可能是导致误
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图 3 实验装置图 
Fig.3 Schematic diagram of continuous resolution  
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转化率的影响 
 on the resolution ratio 

最大误差小于 10%；从图还可看出，实验结
过程中所用动力学参数是在间歇反应器上得

件有一定差异，所以出现了此现象，但误差

于菌体填充床反应器；此外，在建立数学模

差的一个原因. 
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5  结 论 

采用液体培养米曲霉菌体，制备出氨基酰化酶浓度较高、直径 1∼2 mm 的菌球，用戊二醛和
明胶固定. 使用间歇反应器用固定化菌球对 N−Ac−DL−Ala 进行拆分实验，获得了 37oC下该拆分
反应的表观动力学参数 Vm=0.0485 mol/(L⋅h), Km=0.0171 mol/L, 底物抑制常数 Kis=3.79 mol/L. 采用
一维稳态轴向扩散模型描述固定化米曲霉填充床连续拆分 N−Ac−DL−Ala动力学并进行数值求解，
得到了不同体积流量下出口转化率的计算值，与实验值吻合较好，表明对固定化米曲霉填充床反

应器所做的模型假设和简化是合理的，从而可为工业连续操作条件的优化提供参数. 
符号表： 

Da 表观轴向扩散系数 (m2/s) Kis 底物抑制常数 (mol/L) Km 表观米氏常数 (mol/L) 
l 距反应器底端的距离 (m) L 反应床高度 (m) N 物料量 (mol/h) 
Pe 贝克莱特征数 (Pe=u0L/Da) Q 底物的体积流量 (ml/h) rp 酶促反应速度 
R 固定床半径 (m) s 底物浓度 (mol/L) u0 进料线速度 (m/h) 
Vm 最大表观反应速度 x 反应底物转化率 ε 床层空隙率 
上标        D    轴向扩散 F 主体流动   
下标        i     物料输入 o 物料输出 p    产物 

r     反应物 0 入口   
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Kinetics of Mycelium-immobilized Packed Bed                    
Continuous Resolution of DL-alanine 

WANG Yan,  ZHANG Feng-bao,  SONG Zheng-xiao,  ZHANG Guo-liang,  WANG Zheng,  ZHAO Lin 

(School of Chemical Engineering and Technology, Tianjin University, Tianjin 300072, China) 

Abstract: Based on the systematical study of continuous resolution of DL-alanine employing the immobilized 
Aspergillus oryzae cell, the kinetics of the enzymic reaction was determined. Furthermore, the method of 
Newton−Raphson was applied to the solution of one-dimension-steady-diffusion model of packed bed for continuous 
resolution of DL-alanine. The calculated results of the model, with the error less than 10%, were in good agreement 
with those of experiments. It was demonstrated that the model was reasonable and accurate. 
Key words: immobilization; Aspergillus oryzae cell; DL-alanine; resolution; packed-bed; kinetics 
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