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几种固定化细胞载体的比较
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搞要 以琼脂
、

明胶
、

海藻酸钙
、

聚乙烯醇和丙烯酚按凝胶为固定化细胞 的包埋固定载体
, 对其主要包埋条件和性能进

行了初步的研究 比较
�

其结果表明
, 海藻酸钙和聚乙烯醇与琼脂

、

明胶和丙烯酞胺凝胶相比较
,

具机械强 度较高
、

传质

性能较好 , 生物毒性较低和固定操作容易等优点
,

为较好的固定化细胞载体 , 值得进一步深人研究
�

关链词 固定化细胞
,

载体
, 海藻酸钙 , 聚乙烯醇

�

用固定化细胞处理废水是近年发展起来的

废水处理新技术
�

由于该法具有废水处理效率

高
,

处理装置占地面积小
,

剩余污泥产量低等优

点 �� ,

在废水处理中显示出独特的优越性
�

但

目前固定化细胞技术大多处在实验 室 研 究 水

平
,

其主要问题之一是尚未研究出合适的固定

化细胞载体
�

适用于废水处理的固定化细胞载

体应对生物无毒
,

传质性能 良好
,

强度高
,

不易

被微生物分解
,

细胞的固定操作容易
,

寿命长且

价格低廉
�

在固定化细胞载体方面
,

国外学者

研究得较多的是用高分子凝胶
,

如琼脂
、

海藻酸

钙
、

聚乙烯醇凝胶等作为载体
,

在凝胶形成过程

中
,

将细胞包埋在其内部
,

加以固定 。一 �� �

国内

学者对这种细胞的包埋固定化方法也作过一些

探讨图
,

但尚缺乏较深人的研究和评价
。

本研究以琼脂
、

明胶
、

海藻酸钙
、

聚乙烯

醇和丙烯酸按凝胶分别作为包埋固定细胞的载

体
,

研究适宜的包埋条件
,

并比较各载体的性

能
,

在此基础上初步筛选出较为合适的固定化

细胞载体
�

学纯
�

� � 固定化细胞小球的制备方法

按图 � 所示
,

将作为固定化细胞载体材料

的包埋剂溶液与细菌悬浮液混合
,

然后用注射

器将其注人交联剂溶液中
,

在包埋剂与交联剂

交联
、

聚合形成凝胶的过程中
,

将细菌包埋在其

内部
,

即可得到固定化细胞小球
�

实验所用各

包埋剂及相应的交联剂见表 �
�

细菌悬浮液为活性污泥经离心 分 离 浓 缩

后
,

再加人适量的蒸馏水配制而成
�

� � 固定化细胞小球性能测试方法

用大流速水流连续冲击固定化 细 胞 小 球

巧 � ��
,

观察其破碎程度来判断其相对机械强

度
�

将制备的固定化细胞小球放人营养液中培

养
,

按一定时间间隔从营养液中取出秤重
,

以其

包埋剂溶液 细菌悬浮液
�

一
混合

一
�

�包埋剂浓度达设定值 �

�
用注身寸器。入

剂溶液���联交

� 实验材料及方法

� � 试剂

制备固定化细胞所用试剂有
� 琼脂

,

甲苯
、

明胶
,

戊二
一

醛 �电子显微镜用 �
、

海藻酸钠 �工业

用�
,

氯化钙
,

聚乙烯醇�工业用�
、

饱和硼酸
、

丙

烯酞铁
、

�
,

�’
一

甲叉双丙烯酸钱
、

二 甲胺基丙睛

和过硫酸铁
�

上述试剂中未注明等级的均为化

室温下聚合一定时间

�
生理盐水洗涤固定化小球三次

�
备用

图 � 固定化细胞小球的制备方法

� 国家 自然科学基金项目
� � � � 年 � � 月 � � 日收至
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表 � 包埋剂及相应交联剂的种类

包包埋剂剂 交 联 剂剂 包埋剂
一

细菌菌
混混混混合液温度度

琼琼脂脂 甲苯苯 �� ℃左右右

明明 胶
’��� �

�

�� 戊二醛醛 � � 。

一 � �℃℃

海海藻酸钠钠 � �石 � � � �
���

室温温

聚聚乙烯醇醇 饱和硼酸酸 室温温

丙丙烯酞馁
� ��� �

,

�
户一

甲叉双丙烯酸钱钱 室温温

�� 先将明胶 与细菌的混合液注人冰水浴中 的 液 体 石 腊

里 , 使之成为小球后 , 再放人交联剂中聚合
�

幻 包埋剂与交联剂混合的同时加人 �
�

, � 过硫酸钱�聚 合

开始剂 �和 , � 二甲按基丙睛�聚合加速剂 �
�

械强度及在营养液中的重量变化情况
,

选择固

定化小球机械强度适当且细菌增殖情况 良好的

交联时间为其适宜值
�

如海藻酸钙固定 化 小

球
,

交联时间越长
,

机械强度越高
,

交联时间为

� �� 和 �� � 时
,

强度均良好
,

而固定化小球的增

重在交联时间 �� � 之前
,

随交联时间的增加而

增加
,

� �� 之后则开始减少
,

故选择 � �� 为其适

宜交联时间
�

同样其它包埋法的交联时间见表

�
。

丙烯酸钱凝胶的聚合在极短时间�约 , � �� �

表 � 各包埋法的包埋条件

一差
,

温毒

住一极升有备一度见体

一搔压单

重量变化来间接表示固定化细胞小球内部微生

物的增殖情况
�

用扫描电镜观察比较各种固定化细胞小球

表面及内部的微细结构
。

固定化载体 包埋剂浓度 � 交联时间

� 实验结果与分析

��  包埋条件

在固定化细胞的乞埋法制备中
,

包埋条件
,

主要有包埋剂浓度和交联时间直接影响所得固

定化细胞的性能
�

以下就表 � 所示 � 种包埋剂

的相应适宜包埋条件进行探讨
�

对每种包埋剂包埋制备的固定化小球
,

改

变其包埋剂浓度
,

比较在不包菌条件下机械强

度的变化
�

结果表明包埋剂浓度越高
,

固定化

小球的强度越大
,

但包埋剂浓度过高时
,

包埋剂

溶液的粘性增加
,

给 固定操作带来不便
�

较为适

宜的包埋剂浓度见表 �
�

在丙烯酚按凝胶包埋

中
,

有升温现象
,

包埋剂浓度和交联剂浓度的比

值对固定化小球的机械强度无明显影响
,

但却

影响升温温度
,

其适宜比值是同时参考升温温

度较低时的比值选定的
�

琼脂在任何包埋剂浓

度条件下强度都极差
,

实际工程应用价值不大
,

故未作进一步研究
�

包埋剂在交联剂溶液中聚合
、

交联时间的

长短也会对固定化细胞的性能产生影响
�

交联

时间较长
,

所得固定化小球的强度越高
,

但小球

内部结构更为密实
,

不利于基质的传递
,

同时细

菌 失活可能会越大
�

比较各种包埋法在不同交

联时间下包埋细菌所得的固定化细胞小球的机

琼脂

明胶

海藻酸钙

聚乙烯醉

丙烯酞按

� �� 一 ���
�

�

�� 一��

�� 一 ���

包埋剂 �交联
剂一 � �一 � �

�
。

��

� ��

� � �

� � � �

内完成
,

但成球较难
,

凝胶小球在营养液中的增

重与其它凝胶小球相比极差
�

这可能是由于凝

胶形成时
,

温度升高
,

同时未聚合的丙烯酸钱单

体对生物有毒
,

使细菌在包埋固定过程中大量

失活
�

理想的固定化载体应对生物无毒
,

因此

认为单一的丙烯酸钱凝胶不宜作为固定化细胞

载体
,

需对此包埋方法进行适当的改进以减轻

毒性和升温对细菌的杀伤
,

以提高固定化细胞

的成活率
�

�� � 各种固定化细胞小球的性能比较

从以上研究可知
,

琼脂强度极低
,

丙烯酸钱

凝胶对生物有毒性
,

不宜作为固定化细胞载体
�

以下仅对明胶
、

海藻酸钙和聚乙烯醇凝胶在各

自适宜包埋条件下所得的固定化细胞小球
,

就

机械强度及其稳定性
�

增殖情况
、

微细结构进

行比较
�

�� 机械强度及其稳定性 � 种固定化细

胞小球在营养液中不同培养时期的机械强度变

化见表 �
�

实验进行到第 � 天时
,

明胶小球开始

破碎
,

强度降低
,

到第 �� 天时
,

完全溶化
�

可见

明胶小球强度较差且不稳定
,

其原因是固定在

凝胶小球内部的细菌在消耗完营养液中的营养
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表 � � 种固定化细胞小球的机械强度比较

实验时间
�� �

海藻酸钙 明胶 聚乙烯醇

��十���十�十�十十十��一 �

�

� �

� �

�� 良好 十稍低 一破碎 一溶化

物后
,

便开始以明胶为食
,

导致明胶破碎
,

最后

溶化
�

海藻酸钙凝胶在实验到 �� 天时
,

机械强

度稍稍有所变低
�

聚乙烯醇凝胶固定化细胞小

球在整个实验期间机械强度均保持良好
�

�� 细胞增殖情况 � 种固定化小球在营

养液中培养时的重量变化见图 �
�

图中曲线在

培养时间为 �� 之前呈增加趋势
,

之后开始下

降
,

这是由于随着营养液中基质的消耗
,

细菌生

长从对数增长期逐渐向内源呼吸期过渡
�

从图

中可见
,

明胶小球的重量增加
、

即细胞增殖情况

较差
,

海藻酸钙和聚乙烯醇凝胶小球的细胞增

殖较为良好
,

其中以海藻酸钙小球为最好
�

造

成细胞增殖差别的主要原因之一是各固定化细

胞小球的传质性能不同
,

即小球内部微细结构

存在差异
,

详见后述
�

图 � 未包菌明胶小球内部结构

放大倍数� �� 火 ��
�

�衡搁嘲芍权侧困

培养时间 ���
图 � 包菌培养 �� 后明胶小球表面

放大倍数
� � � � �

图 � � 种固定化细胞小球的重量变化

�
�

海藻酸钙 �
�

聚乙烯醇 �
�

明胶

�� � 微细结构 未包菌时的明胶小球内部

的微细结构的扫描电镜照片见图 �
�

由此可见
,

其内部结构非常密实
,

不利于基质的传递
,

导致

包菌后固定化细胞增殖不良
�

包菌后的固定化细胞小球在营养液中培养

� 天后的表面扫描电镜照片见图 �
�

可见明胶

小球表面有许多
“

环形山” ,

这可能是由于包埋

在其下的细胞对明胶的降解所造成的
�

由此可

很好地解释明胶在营养液中逐渐破碎
、

消失的

现象
�

海藻酸钙凝胶小球的表面及内部结构的扫

描电镜照片见图 ,
�

由此可见凝胶小球表面有

层极薄的球壳
,

小球内部呈多孔结构
,

包埋了许

多细菌
。

在其内部还有一些不深的孔洞
,

填满
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图 , 海藻酸钙凝胶小球表面及内部结构

放大倍数 � 上图 � �。。, 下图 �� 。

图 � 聚乙烯醇凝胶小球表面

放大倍数� � ��

图 ‘ 海藻酸钙凝胶小球的内部孔洞

放大倍数 � 上图 ‘� � � , 下图 � ��

图 � 聚乙烯醇凝胶小球内部结构

放大倍数
� 咚。。。

了细菌
,

见图 �
�

这种多孔结构有利于细菌的

包埋
、

基质及降解产物的传递
,

凝胶表面的球壳

还可阻止细菌从小球内泄出
�

从微细结 构 来

看
,

海藻酸钙凝胶是较为理想的固定化细胞载

体
�

聚乙烯醇凝胶小球的表面及内部结构见图

, 和图 �
�

由此可见
,

凝胶小球有一个均匀的

球壳
,

其结构为外密内疏
,

内部呈蜂窝状
�

此外

凝胶小球内部还有许多孔洞 �见图 � �
,

经观察

发现大部分细菌包埋在孔洞内�见图 �� �
,

仅有

少量细菌在小球表层
�

从微细结构来看
,

聚乙

烯醇凝胶与海藻酸钙凝胶一样同样是细菌包埋

和生长的理想载体
,

但其球壳较厚
,

从而其传质

性能不及海藻酸钙
。
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图 � 聚乙烯醇凝胶小球纵剖面 图

放大倍数� ��

图 �� 聚乙烯醇凝胶小球的内部孔洞

放大倍数 � 上图 咤� � � ,下图 � ��

� 结论

综上所述
,

琼脂
、

明胶
、

海藻酸钙
、

聚乙烯醇

和丙烯酞铁凝胶 , 种固定化细胞载体的性能比

较见表 �
。

可见
,

琼脂强度极差
,

丙烯酸铁凝胶

对生物有毒性
,

明胶内部结构密实
,

传质性能

差
,

相比之下
,

海藻酸钙和聚乙烯醇凝胶机械强

度和传质性能均较好 � 对生物无毒 � 耐生物分解

性 良好且固定操作容易
,

是其中较为合适的固

定化细胞载体
。

在此初步筛选的基础上
,

今后

将对海藻酸钙和聚乞烯醇作进一步 的 深 人 研

究
,

并开发更为合适的固定化细胞载体
。
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世 界 人 口 趋 势

在过去 40 年
,
世界人 口翻了一番

,
由 19 , 0 年的

25.x6 亿上升到 一9 9 0 年的 52
,

, 2 亿
。

下个世纪 世 界

人 口可能还要翻一番
,

到 210Q年也许会稳定在 110 亿

左右
。
到 1990 年

,
世界 ”% 的人 口 (4 1 亿)居住在发

展中国家
,

工业化国家人 口为 11 亿
,
占世界 ”%

。

在
!97。一 1990 年间

,

工业化国家人 口增长趋缓
,

只增长

15 肠 ; 同期 ,

发展中国家人 口增长 ”呱
,
由 26

.
, 亿增

至 钊 亿
。
预计到 2025年

,

工业国家人 口为 13
.
5亿

,

发展中国家将达到 , 1
.
5 亿

。

80 年代中期
,

发展中国家

每年死亡约 3
.
7 亿人

,

近 37 帕 是孩子
。

而发达国家的

儿童死亡率仅占3%
,

这表明发展 中国家与发达国家

健康卫生方面差距甚大
。
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