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摘要 用冷冻2解冻法制备 °∂ 凝胶膜 测定了氨氮 !硝酸盐氮和亚硝酸盐氮在 °∂  凝胶膜中的扩散系数 考察

了成膜条件和细胞密度对扩散系数的影响 结果表明 扩散系数随冷冻2解冻次数 !°∂ 溶液的浓度及细胞密度的

增大而减小 氨氮 !硝酸盐氮和亚硝酸盐氮在   °∂  的空白膜中的扩散系数分别为 1 ≅    1

≅    和 1 ≅    在细胞浓度为 的 °∂  膜中的扩散系数分别为 1 ≅    1

≅    和 1 ≅    
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Κεψωορδσ:∏ °∂    √

  近年来 利用固定化微生物强化生物脱氮 

受到了人们的极大关注 进行了广泛的研

究≈ ∗  但有关固定化微生物脱氮方面的研究 

大多数仅限于工艺条件方面 对传质及动力学

方面的研究则很少 事实上 底物和产物在固定

化细胞内的传质性能 会直接影响到脱氮速率

和脱氮效果 固定化细胞的传质性能一般用扩

散系数来表示 扩散系数是设计固定化细胞生

物反应器的基本参数之一 关于扩散系数的测

定至今已有很多报道≈ ∗  然而 有关固定化

细胞生物脱氮过程中底物和产物扩散性能的报

道却很少 也未见到 °∂ 凝胶膜中扩散系数的

报道 为此 采用冷冻2解冻法制备 °∂  凝胶膜

和固定化细胞膜 测定了生物脱氮过程中 种

主要形态的氮 
 2! 

 2和  
 2在

空白 °∂  凝胶膜和固定化细胞膜中的扩散系

数 考察了成膜条件和细胞浓度对扩散系数的

影响 

1  材料与方法

111  材料

化学试剂 聚乙烯醇°∂  平均聚合度

 ?  上海化学试剂站分装厂 试验所用其

它试剂均为国产分析纯 
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硝化菌和反硝化菌及其培养基 硝化菌和

反硝化菌由实验室自行培养 硝化菌的培养基

组 成 为    ≥  ≤ 

适量的铁 !钙和镁等微量元素和磷

酸盐缓冲液 反硝化菌的培养基组成为  

≤   适量的微量元

素和磷酸盐缓冲液 

112  方法

 空白 °∂  膜的制备方法  将已知质

量的 °∂ 粒子在蒸馏水中浸泡 水浴加热

至完全溶解 稍作冷却后称重 并视具体情况补

加适量的蒸馏水 调节 °∂  溶液的浓度至需要

值 然后将冷却至室温的 °∂  溶液平铺于板框

式有机玻璃模型板上 置于   ε 左右的冰箱

中冷冻  ∗ 再在室温下解冻  ∗ 反复

冷冻2解冻数次 即得 °∂ 凝胶膜 

°∂ 固定化细胞膜的制备方法  将已

知浓度的硝化菌和反硝化菌悬浮液按一定比例

混合后 在 下离心 用生理盐水

洗涤 !离心 次 所得的浓缩菌体加入到  

°∂ 与保护剂甘油的混合液中 搅拌均匀后平

铺于模型板上 在   ε 左右的冰箱中冷冻过

夜 再在室温下解冻 反复冷冻2解冻数次 用蒸

馏水充分洗涤膜表面 即得 °∂ 固定化细胞膜 

 扩散系数的测定与计算方法  用上面

制得的 °∂  膜组装成图 所示的扩散系数测

定装置 °∂  膜把整个溶器一分为二 膜一侧

装入氯化铵水溶液或硝酸钾水溶液或亚硝酸钠

水溶液 膜的另一侧装入纯蒸馏水 膜两侧均配

有良好的搅拌 以消除外扩散的影响 每隔 

∗ 从蒸馏水侧取出少量样品 分析其中

底物的浓度 以总的扩散量( Θ对时间作图见

图  ∗  即可求出扩散系数 Θ随时间延长而

增加 经过一段滞后时间2后 Θ与时

间变成下式所示的直线关系≈ 

Θ = Α # ∆# Κ # χ # λ− # (τ − λ/  ∆)  ()

式中 Θ为在时间 τ内扩散通过膜的总溶质量 ;

Α为膜的有效面积 ; λ为膜的平均厚度 ; Κ为

溶质的分配系数 ; ∆为有效扩散系数 ; χ为 τ

 时 ,底物侧溶质的浓度 , τ为扩散时间 .

上述直线在横坐标上的截距定义为滞后时

间 τ .由此可以计算出扩散系数 ∆×
 :

∆×
 = λ/ τ ()

扩散系数也可以从上述直线的斜率计算求得 ,

即对式()微分 ,可求出与稳定状态对应的扩散

系数 ∆≥≥
 :

∆≥≥
 = Α− # λ# Κ−

 # χ−
δ Θ
δτ ≥≥

()

图 1  扩散系数测定装置简图

ƒ  ≥ ∏ ∏

 ∏∏ 

  分配系数的测定见文献≈ 

分析方法   
 2! 

 2和  
 2

的浓度用比色法≈分析 

2  结果与讨论

211   
 2! 

 2和  
 2在 °∂  凝胶

膜中的扩散系数

图  ∗ 示出了  
 2! 

 2和  
 2

扩散通过 °∂  凝胶膜  °∂  冷冻2解冻

次的量与扩散时间之间的关系 由图  ∗ 

可见 经过一段滞后时间后 扩散量与时间呈直

线关系 将直线在横坐标上的截距和斜率分别

代入式和式 就可计算出扩散系数 结果

列于表  

图 2  ΝΗ+
4 2Ν扩散量与时间的关系

ƒ   √

  从表可以看出 按稳态法算得的扩散系
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图 3  ΝΟ−
3 2Ν扩散量与时间的关系

ƒ  √

图 4  ΝΟ−
2 2Ν扩散量与时间的关系

ƒ  √

表 1  氨氮 !硝酸盐氮和亚硝酸盐氮在 Πς Α凝胶膜中及纯水中的扩散系数

×   ∏    °∂   

溶质 χ#  Κ° τ ∆≥≥
 ≅ #  ∆×

 ≅ #  ∆
 ≅ #  ∆×

  ∆ 

 
  1  1 1 1 1

 
  1  1 1 1 1

 
  1  1 1 1 1

 ∆指溶质在水中的扩散系数
≈

数大于滞后时间法 ∏ 和 ≥∏2

≈ 等人≈及 和 ∏≈在他

们的试验中也都发现 用不同的计算方法得到

的扩散系数是不同的 且都是 ∆≥≥
  ∆×

  2

和 ∏≈认为 种方法各有优点 当需

要扩散系数的绝对值时 用滞后时间法计算比

较好 而在对条件变化不大的扩散过程进行比

较时 稳态法更明显 因此 若无特别说明 本文

以下的扩散系数均按稳态法计算 此外 从表 

中还可以看出  
 2! 

 2和  
 2在

°∂ 膜中的扩散系数都比水中的小 这主要是

由凝胶的排斥效应和障碍效应≈引起的 

212  成膜条件对扩散系数的影响

用冷冻2解冻法制备固定化细胞膜时的成

膜条件 即冷冻2解冻次数和 °∂  浓度 不仅会

影响固定化细胞膜的强度和固定化细胞的活

性 而且也会影响反应底物和产物在固定化细

胞中的扩散速率 从而进一步影响表观反应速

率 因此有必要考察成膜条件对扩散系数的影

响 试验结果如图 和图 所示 由图可见 成

膜条件对扩散系数的影响较大 扩散系数随冷

冻2解冻次数或 °∂  浓度的增加而减小 因此 

在制备固定化细胞时 可以通过改变成膜条件

来调节扩散系数 改善传质性能 例如 对于内

扩散控制的反应过程 可以适当减小 °∂ 浓度

图 5  冷冻2解冻次数对 ΝΗ+
4 2Ν在 Πς Α膜中

扩散系数的影响(15 %Πς Α)

ƒ  ∞ ∏2

∏    °∂  

图 6  Πς Α溶液浓度对 ΝΗ+
4 2Ν在 Πς Α膜中

扩散系数的影响(冷冻2解冻 5 次)

ƒ  ∞ °∂    

∏  °∂  

 ∏2

或冷冻2解冻次数 来减小扩散阻力 提高表观

反应速率 

目前对于 °∂  溶液经冷冻2解冻成膜的机

理尚不清楚 扩散系数随冷冻2解冻次数增加而

减小 可能是由于 °∂ 溶液在冷冻过程中失去
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部分游离水 体积收缩 冷冻2解冻次数越多 失

水量越大 °∂  凝胶膜的体积收缩也就越

多≈ 使 °∂ 膜内扩散通道更加曲折 孔径减

小 扩散阻力增大所致 至于扩散系数随 °∂ 

溶液浓度增大而减小 则可能是由于 °∂  浓度

的增加 使凝胶中扩散通道数减少 扩散路径加

长而引起≈ 这还可以用下述公式≈加以解

释 
∆

∆


(  <)



(  <)
 

式中  ∆溶质在凝胶中的有效扩散系数  ∆溶

质在水中的扩散系数 <凝胶中聚合物的体积分

数 °∂ 浓度增加 <值增大 因此 由式可

知 扩散系数随 °∂ 浓度的增加而减小 

213  细胞浓度对扩散系数的影响

以上测定的是不含细胞的空白 °∂  膜中

的扩散系数 而在实际应用中均为包含细胞的

膜 因此有必要考察载体中细胞浓度对扩散系

数的影响 为了防止固定化活细胞催化氨氧化 

试验过程中把  
 2溶液及蒸馏水的  值

调至以下 试验结果如图所示 由图可

图 7  细胞浓度对 ΝΗ+
4 在含细胞

的 Πς Α膜中扩散系数的影响

ƒ  ∞  

∏  2  °∂  

见 当菌体浓度小于 时 其对扩散系数的

影响很小 但当菌体浓度大于 后 扩散系

数随菌体浓度的增大而减小 这是由于细胞被

固定于载体中时 必然会占据部分扩散通道 使

通道变小或通道数减少 扩散阻力加大 细胞浓

度越高 扩散阻力越大 扩散系数就越小 

• 和 ¬提出了一个扩散系数与细

胞在凝胶中的体积分数 <之间的关系式
≈ 

从该式可以直观地看出 细胞浓度增大 <增

加 扩散系数减小 但由于 <不易测出 所以实

际上很难用该式来求扩散系数 此外 试验中还

测定了  
 2和  

 2在细胞浓度为 

的 °∂ 膜中的扩散系数 按滞后时间法算得

的  
 2! 

 2和  
 2在其中的扩散系

数分别为   ≅   1 ≅   

和 1 ≅    

3  结论

制备 °∂ 凝胶膜的条件对扩散系数的

影响较大 扩散系数随冷冻2解冻次数或 °∂ 

浓度的增加而减小 当以 °∂  为载体 用冷冻2

解冻法固定化细胞时 必须考虑这一因素 

  
 2! 

 2和  
 2在  

°∂ 冷冻2解冻 次制成的空白膜中的扩散系

数分别为 1 ≅   1 ≅   

和 1 ≅   

凝胶中细胞浓度增加 扩散系数减小 

 
 2! 

 2和  
 2在细胞浓度为 

的 °∂ 膜中的扩散系数约为水中的  左

右 其值分别为 1 ≅   1 ≅  

和 1 ≅   
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