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摘要!采用海藻酸钙包埋固定化高效降解菌 !"#$%&-(’)*+"#,-&"’+$’&)*V1" 降解水相中的甲基叔丁基醚"12T+#$考察了不同

强化方法对凝胶颗粒机械强度和降解活性的影响B响应面结果表明$交联剂和培养基中 6C’ a浓度分别为 (‘’ F7;)4i"和 "‘*&

FF7;)4i" $化学交联剂聚乙烯亚胺"V+.#浓度为 (‘"j时$强化固定化细胞具有较高的降解活性B在此条件下$凝胶颗粒在 ’E

: 内机械破碎率仅为 )‘#&j$并能连续使用 E(( : 以上$未出现颗粒溶解破碎现象$降解速率较为稳定B扫描电镜观察$ V+.处

理后的凝胶颗粒表面形成一层薄膜$能有效防止细胞泄漏$并能维持 V1" 细胞良好的生长繁殖B动力学分析表明$降解的限

速步骤为生化反应$直径 * FF凝胶颗粒对底物的扩散限制最弱’而高浓度的 V+.能引起严重的扩散限制现象B
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!!微生物固定化技术是 ’( 世纪 &( 年代兴起的一

项生物技术$与传统的生物技术相比$具有单位空间

微生物浓度高(抗环境冲击能力强" N\(温度(有机

溶剂(有毒物质等#(启动迅速等特点$目前广泛应

用于废水处理领域 *" g*+B海藻酸钙低毒(价格低廉(

成球过程简便$因此常被选为包埋剂固定化细

胞 *E$)+B由于一般废水或培养基中含有大量的

,\a
E (1U

’ a(^a等阳离子$这些离子会和海藻酸钙

凝胶颗粒表面的 6C’ a发生离子交换$从而使凝胶颗

粒机械强度下降引起颗粒破碎$细胞流失等现象$制

约了这项技术在实际中的应用 *%+BcC8U*$+ 和

6C;AH*&+等运用化学交联(添加 6C’ a浓度等方法提高
了海藻酸钙凝胶颗粒的机械强度$从而使固定化细

胞的使用寿命得到了延长B
笔 者 在 海 藻 酸 钙 固 定 化 !"#$%&’(’)*

+"#,-&"’+$’&)*V1" 降解 12T+的研究基础上 *#$"(+ $
针对凝胶颗粒机械强度较差(使用寿命较短等问题$
利用改变交联剂和培养基中 6C’ a浓度(化学交联剂
处理等方法对凝胶颗粒的机械强度进行改善$采用
响应面法得出最佳强化条件’通过扫描电镜观察凝
胶颗粒的微观结构$同时对降解过程进行动力学分
析$以期为工程应用提供理论基础B
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MN材料与方法

MOM!菌种和培养基
采用的菌种是 !"#$%&’(’)*+"#,-&"’+$’&)*V1"$

由美国加州大学戴维斯分校的研究者从洛杉矶污水
处理厂的堆肥床上筛选而来B生长培养基"11#参
照文 献 * "" + 并 加 以 改 良$ 其 组 成 为 "U)4i"#!
\̂’V0E (‘$$ ’̂\V0E (‘&)$ " ,\E # ’ 50E "‘’*$
1U50E)\’0(‘E%$6C6;’)’\’0(‘(*$=@50E)$\’0

(‘(("B) F4微量元素母液 "FU)4i"#! \*T0* %($
676;’)%\’0E($[850E)$\’0’($186;’)E\’0%$
,C170E)’\’0%$,A6;’)%\’0E$6>6;’)’\’0’$N\
$‘(B培养基灭菌后$接种生物量 "L@;;M#为 (‘’ U)
4i"的菌液$12T+的初始浓度为 ’(( FU)4i"B
MOP!固定化细胞制备及化学交联剂强化处理

将 V1" 菌液在 Em条件下以# ((( K)FA8 i"离
心$用生理盐水洗涤 ’ 次$获得的细菌细胞悬浮液
"’‘%’& U)4i"#按 "o" 的比例加入到 Ej 的海藻酸
钠溶液中$充分搅拌混匀$将其滴入到 (‘" F7;)4i"

的 6C6;’溶液中$静置固化 ’ : 后$形成大小均匀的
固定化凝胶小球$用生理盐水洗净后 Em保存备用B

分别称取制得的海藻酸钙固定化细胞若干份$
每份湿重 E UB采用聚乙烯亚胺"V+.#单独处理(戊
二醛"Z3#单独处理和 V+.DZ3联合处理 * 种方式
对其进行化学交联处理B将处理后的固定化凝胶颗
粒分别置于 )( FU)4i" 12T+的模拟废水中$密封$
在 *(m(摇床转速为 "%( K)FA8 i"的条件下$振荡培
养 ((’(E(%(&("( :$检测液相中 12T+的残留量B
MOE!响应面法确定最佳强化条件

以培养液中 6C’ a浓度(交联剂中 6C’ a的浓度和
V+.浓度三因素为自变量$12T+的降解速率为响应
值进行三因素三水平的 T7IDT@:8H@8 响应面方法设
计"表 "#B具体操作为!将不同条件下 "交联剂中
6C’ a为 (‘"( (‘* 和 (‘) F7;)4i"’V+.浓度为 (‘(j(
(‘’j和 (‘Ej#制备的海藻酸钙固定化细胞"生物
量相同#分别置于 )( FU)4i" 12T+的模拟废水中
"其中 6C’ a为 ($’ 和 E FF7;)4i"#$密封$在 *(m(
摇床转速为 "%( K)FA8 i"的条件下$振荡培养 % :$检
测液相中 12T+的残留量B根据响应值$利用 535
软件进行分析$得到二次多元回归方程$求解方程得
到响应值最大时所对应的各因素最优组合$从而获
得最佳强化条件B
MOQ!强化固定化细胞使用批次考察

将含相同生物量的未强化固定化细胞和经最优

条件强化的固定化细胞分别置于 )( FU)4i"12T+
的模拟废水中$密封$在 *(m(摇床转速为 "%(
K)FA8 i"的条件下$振荡培养 % :$检测液相中 12T+
的残留量B之后更换新鲜的模拟废水$重复上述操
作B分别以平均降解速率和使用批次为衡量指标$
验证二次模型的可靠性及最佳强化条件的准确性B

表 MNX+].X%0(W%(实验设计因素及水平

2CQ;@"!+IN@KAF@89C;RCL97KMC8? ;@S@;M7RT7IDT@:8H@8 ?@MAU8

因素 符号
水平

i" ( a"

培养液中 6C’ aOFF7;)4i" _" ( ’ E

交联剂中 6C’ aOF7;)4i" _’ (‘" (‘* (‘)
V+.浓度Oj _* (‘( (‘’ (‘E

MOU!固定化细胞降解动力学分析
MOUOM!模型描述

有机物的生物降解包括 ’ 个基本过程!质量传
递和生化反应B在海藻酸钙凝胶颗粒中$这 ’ 种现
象同时存在$生物降解的总速率主要取决于控速步
骤的速率B基于下列假设$进行降解动力学模型推
导 *"’+ !$微生物平均分布在球形凝胶颗粒中’%体
系中不存在自由细胞’&凝胶颗粒内外不存在基质
的分界面’-整个过程处于稳态B

根据 =ALH 定理$假设扩散速率和降解速率相
等$得到!

* %((
" (((

O@
’N
Y’5
Y,’
D ’
,
Y5[ ]Y, <3 ""#

式中$3为实际的生物降解速率*12T+O"细胞干重)
时间#$FU)"U):# i"+’5为 12T+在凝胶颗粒中的
浓度 "FU)4i"#’,为凝胶颗粒半径 "LF#’O@ 为

12T+在凝胶颗粒中的有效扩散率"LF’)Mi"#’’N 为

细胞浓度"U)LFi*#B
在底物浓度较低时生物降解遵循动力学第一定

律$即!
3<W5 "’#

式中$W为生物降解第一速率常数*底物O"细胞干重
)时间#$LF*)"U):# i"+B将方程"’#代入方程""#$
并利用边界条件$解析得到!

5
5M
<MA8:"#,GE#
",GE#MA8:#

"*#

其中 # <E WR
O槡@

"E#

WR<W’N
" (((
* %((

")#

式中$#为无量纲常数"2:A@;@系数#$WR为反应速率

’")"
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常数"Mi"#B
最后引入有效因数"/$2:A@;@系数的函数#$它是

衡量扩散作用的因子$为实际反应速率"存在扩散限
制#与理想反应速率"不存在扩散限制#的比值!

/< *
#

"
9C8:#

K "( )# "%#

!!当 #值趋于 ( 时$/趋于 "‘($此时扩散限制对
于降解速率没有影响$控速步骤是生化反应’当 #
值很大时$扩散限制对于降解速率有较大的影响$控
速步骤是扩散限制 *"*$"E+B
MOUOP!实验方法

将含相同生物量但颗粒直径不同的固定化细胞
"Y 分别为 (‘’((‘*((‘E 和 (‘) LF#$或经不同 V+.
浓度处理"(j((‘’j和 (‘Ej#的强化固定化细胞
分别置于 )( FU)4i" 12T+的模拟废水中$密封$在
*(m(摇床转速为 "%( K)FA8 i" 的条件下$振荡不同
的时间$检测液相中 12T+的残留量B同时以含有
相同生物量的自由细胞为对照$测得无扩散作用下
的降解速率B实验过程中每组考察因素做 * 个平行
样$其降解速率取三者平均值B
MO!!分析方法
MO!OM!12T+分析

采用气相色谱"3UA;@89%&#(,#对水相中残留的
12T+进行分析B色谱柱为 \VD.887PCI毛细管柱
"*( Fh(‘*’ FFh(‘) "F#$程序升温!&(m保留 E
FA8$*( m)FA8 i"升高到 "%(mB载气为氮气$柱流
速" F4)FA8 i"$分流比 "o’B汽化室和检测器"=.W#
温度分别为 ’)(m和 *((mB
MO!OP!环境扫描电镜分析

将包埋强化固定化细胞用生理盐水洗涤 * 次
后$用 ’‘)j的戊二醛浸泡交联 "( FA8B将颗粒浸泡
在 E(j(%(j(&(j("((j的乙醇溶液中各脱水 ’(
FA8$脱水后迅速液氮冷冻干燥$放入真空喷镀仪$抽
真空 ’ :$再喷镀金 ) FA8$在荷兰 V:A;ANM公司的
_4*( 型环境扫描电镜下观察B
MO!OE!载体结构特性分析

将强化固定化凝胶颗粒用生理盐水洗涤 * 次
后$真空干燥"534-.5$瑞士#’E : 去除水分后$采用
全 自 动 比 表 面 分 析 仪 " 1ALK7F@KA9ALM
353V’(’(1a6$美国#测定凝胶颗粒的比表面积和
孔径B

PN结果与讨论

POM!最佳强化条件考察

POMOM!化学交联剂处理
图 " 是化学交联处理后的固定化细胞降解 )(

FU)4i" 12T+的过程曲线B经 V+.处理后的固定化
细胞平均降解速率稍慢于未处理的固定化细胞$但
经 Z3单独处理或是 Z3DV+.联合处理的固定化细
胞$其降解过程受到了严重的抑制$在 "( : 内几乎
无法降解液相中的 12T+B6C;AH 等 *&+利用 V+.DZ3
联合处理海藻酸钙固定化细胞$凝胶颗粒在保持生
物活性的前提下具有更高的机械强度B在本研究
中$固定化细胞经过 Z3单独或 Z3DV+.交联处理
后$细胞几乎没有生物降解活性$这可能是由于 Z3
对 V1" 细胞产生毒性或在降解过程中引起的严重
传质问题B与未经强化的固定化细胞相比$V+.单
独处理的方法在本研究中是可行的$平均降解速率
只下降了 ""‘&’jB

图 MN不同化学交联剂处理对降解过程的影响

=AUB"!TA7?@UKC?C9A78 Q<AFF7QA;Ae@? U@;Q@C?M

9K@C9@? PA9: ?ARR@K@89L:@FALC;CU@89M

POMOP!响应面法优化强化条件
以平均降解速率为目标响应值$因素优化实验

结果和模型预测值如表 ’ 所示B利用 535 软件对实
验数据进行多元回归拟合$所得的回归方程为!
;U"A# <(‘&"E "’) D(‘(’$ "E# =\"

D(‘*’$ E$’ =\’ D(‘’&E E"" =\*
K(‘((% #$ =\" =\" K(‘(*% *E =\"
=\’ K(‘(&( (#& =\" =\*
K(‘$() E*E =\’ =\’ K(‘)"% #)’

=\’ =\* K*‘’E" )’* =\* =\*
式中$A为降解速率*FU)"4):# i" +’\" 为培养基中

6C’ a浓度 "FF7;)4i" #’\’ 为交联剂中 6C’ a浓度

"F7;)4i"#’\* 为化学交联剂 V+.的浓度"j#B模

*")"
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型相关系数 E’ k##‘$)j$说明该模型预测值与实
验值具有很好的相关性B根据 +r(‘() 时$影响效
应显著’+r(‘(" 时$影响效应非常显著$对响应面
误差分析表中"表 *#的数据进行判定$可以得出$单
独因素 3(T和 6(两两因素 36(T6和 66对平均降
解速率非常显著$其余因素为一般显著B对上述多
元回归方程作响应曲面$可以直观地得到各个因素
对于降解速率的影响"图 ’#B

表 PN设计实验响应值及预测值

2CQ;@’!3L9>C;C8? NK@?AL9@? ?@UKC?C9A78 KC9@Q</51

实验编号
因素水平

\" \’ \*

实测值
OFU)"4):# i"

预测值
OFU)"4):# i"

" ( (‘" ( $‘(" %‘#’
’ ( (‘" (‘E ’‘E% ’‘%(
* ( (‘) ( %‘(% %‘**
E ( (‘) (‘E "‘#& "‘#%
) E (‘" ( %‘*& %‘%E
% E (‘" (‘E "‘&& "‘&%
$ E (‘) ( )‘E* )‘*’
& E (‘) (‘E "‘"& "‘’*
# ( (‘* (‘’ )‘E$ )‘)%
"( E (‘* (‘’ E‘"# E‘*"
"" ’ (‘" (‘’ )‘E" )‘)E
"’ ’ (‘) (‘’ E‘’* E‘*’
"* ’ (‘* ( %‘%) $‘"E
"E ’ (‘* (‘E ’‘"$ ’‘"(

") g’( ’ (‘* (‘’ )‘($ g)B"$ )‘’’

表 EN响应面误差分析

2CQ;@*!38C;<MAM7RSCKAC8L@7RK@MN78M@M>KRCL@

影响因素 自由度 均方差! M +

3培养液中 6C’ a " (‘")&!! "*’‘’*& $ (‘((( "

T交联剂中 6C’ a " (‘")* "’$‘&(’ E (‘((( "
6V+.浓度 " *‘%E( #"% * (E$‘’* (‘((( "
3h3 " (‘("" ( #‘’E" )’ (‘("’ E%*
3hT " (‘((& $*" $‘*($ %$ (‘(’’ "&&
3h6 " (‘(E’ E"& *)‘)(" ’% (‘((( "E
ThT " (‘("" *" #‘E%) $) (‘("" $
Th6 " (‘("$% %# "E‘$&$ %% (‘((* ’#%
6h6 " (‘’*& &(% "##‘&%% % (‘((( "
模型 # E‘$E) (& EE"‘’%" ’ (‘((( "

!!交联剂中 6C’ a浓度对于凝胶颗粒的降解速率
和机械强度影响很大$这是由于 6C’ a浓度越大$所
形成的凝胶颗粒层一方面会限制 12T+扩散进入凝
胶颗粒内部$而另一方面又会使凝胶颗粒的机械强
度大幅提高$两者之间势必会存在一个平衡点B值
得注意的是$当 6C’ a浓度过大时$凝胶颗粒会随着
使用时间的增加迅速膨胀而破碎"6C’ a浓度为 (‘"(
(‘* 和 (‘) F7;)4i"时$破碎率分别为 ’(j()j和
)’‘)j#$这对于凝胶颗粒的实际应用是不利的B

图 PN三因素交互影响降解效率的三维响应面图

=AUB’!2:K@@D?AF@8MA78C;L>KS@? M>KRCL@M7R9:@@RR@L9

7R9:K@@SCKACQ;@M78 9:@12T+QA7?@UKC?C9A78 KC9@

cC8U等 *$+研究指出$增加外界培养基中 6C’ a浓度$
可以阻止凝胶颗粒表面的 6C’ a和外界体系中的金
属离子或 V0* iE 等离子交换结合$从而提高固定化

细胞的稳定性B图 ’"C#是溶液和交联剂中 6C’ a浓

E")"
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度对平均降解速率的响应曲面图B两者对于降解速
率共同的影响是随着 6C’ a浓度的增大而先增大后
减小$这种趋势与 6C’ a浓度对于破碎率的影响趋势
是一致的"数据略#B图 ’"Q#和图 ’"L#分别是交联
剂中 6C’ a和 V+.浓度(培养基中 6C’ a和 V+.浓度对
于平均降解速率的响应曲面图B当 V+.浓度从 ( 增
加至 (‘"j时$降解速率变化程度不大$提高 6C’ a浓
度可以部分抵消 V+.对于降解速率的影响’但当
V+.浓度增加至 (‘Ej$降解速率变化程度很大$即
使提高 6C’ a也无法弥补 V+.带来的影响B因此$V+.
浓度适当$不仅不会对细胞活性造成很大的影响$而
且还会改善固定化凝胶颗粒的机械强度B

对多元回归方程进行偏导求解$得出最佳强化
条件为!交联剂 6C’ a浓度 (‘’ F7;)4i"$培养基 6C’ a

浓度 "‘*& FF7;)4i"和V+.浓度为 (‘"jB对回归方
程进行实验验证$设计及结果如表 E 所示B可以看
出$实际测定的降解速率与预测的降解速率的误差
均在 ’j内$说明多元回归方程能较准确地预测平
均降解速率B

表 QN模型验证实验设计及结果

2CQ;@E!+IN@KAF@89?@MAU8 C8? K@M>;9M7RSC;A?C9A78 7RF7?@;

实验
编号

因素水平
\" \’ \*

实测值
OFU)"4):# i"

预测值
OFU)"4):# i"

" "‘*& (‘’ (‘" $‘(" n(B(’ %‘#’
’ "‘) (‘’ (‘" %‘$) n(B(E %‘&"
* "‘E (‘E ( %‘#( n(B(’ %‘&%
E "‘E ( (‘’ )‘%’ n(B(’ )‘)E

POP!强化固定化细胞稳定性考察
实验选择了机械强度和使用寿命作为衡量固定

化细胞瞬时稳定性和长期稳定性的指标B机械强度
采用 17MQCL: 等 *")+提出的方法并加以改良$利用颗
粒之间的摩擦撞击作用来测试凝胶颗粒对瞬时外力
的抵抗能力$定量表征了外力冲击 "如水力剪切力
等#对凝胶颗粒的影响B分别取 "(( 颗 V+.处理前
后的固定化凝胶颗粒与 )( 颗相同直径的玻璃珠混
合均匀$置于 "$( K)FA8 i"的摇床振荡$每隔 "’ : 测
定破碎率$测试结果以百分数表示 "表 )#B经 V+.
处理后固定化凝胶颗粒的机械强度明显得到提高$
*% : 时破碎率只有 ’(‘’$j$而此时普通的凝胶颗
粒几乎完全破碎B使用寿命实验表明"图 *#$经 V+.
强化后$凝胶颗粒的使用时间达到 E(( : 以上"约 )(
批#$并且未出现破碎现象$而未强化的凝胶颗粒$
使用 ’* 批后就出现颗粒破碎$生物降解活性大幅下
降$当使用批次达到 ’# 批时$降解速率只有 (‘EE

FU)"4):# i"$表明通过改变交联剂和培养基中的
6C’ a浓度$并结合 V+.处理是切实可行的BV+.分子
能和藻酸盐交联形成一层碱性膜$V+.分子中的氨
基能与蛋白质分子中的羧基形成肽键$把细胞牢固
地结合在 V+.分子周围$提高了凝胶颗粒对瞬时外
力的抵抗能力$机械强度和使用寿命均得以改善B
实验室设计了上流式固定床反应器$并采用强化的
固定化细胞作为载体填料$处理低浓度的 12T+模
拟废水$反应器能稳定运行 )( ? 以上$并未出现凝
胶颗粒破碎现象 *"%+B因此$本强化方法可以较好地
长期保持颗粒完整性$具有一定实际应用价值B

表 UN凝胶颗粒破碎率测试

2CQ;@)!TK@CHCU@9@M97R9:@U@;Q@C?M

固定化凝胶颗粒
破碎率Oj

"’ : ’E : *% : E& :
未经强化处理 "#‘’E )(‘#E "(( "((
经强化处理 "‘"E )‘#& ’(‘’$ E*‘$&

图 EN强化前后凝胶颗粒降解批次考察

=AUB*!TC9L:@M7R12T+?@UKC?C9A78 Q<U@;Q@C?M

C8? M9CQA;Ae@? U@;Q@C?M

POE!V+.处理前后微观结构分析
利用环境扫描电镜对 V+.处理前后的固定化凝

胶颗粒表面进行结构分析$结果如图 E 所示B经过
V+.处理后$凝胶颗粒表面形成了一层由带正电的
氨基基团和带负电的藻酸盐基团交联形成的薄
膜 *"$+ $这层薄膜能够使颗粒表面的 6C’ a更加紧密
地互相结合在一起$降低了其与培养基中的 ^a(
1U’ a等阳离子的交换或者与 V0* iE 等阴离子结合的
几率$提高了固定化凝胶颗粒的机械强度B在未经
处理的固定化凝胶颗粒表面$6C’ a松散地分布$虽然

)")"



环!!境!!科!!学 *’ 卷

它们之间的空隙能够增强溶解氧(底物向凝胶颗粒
内部传递的几率$但同时也增加了细胞向外泄漏的
机会$同时 6C’ a也较容易和培养基中相应的离子进
行交换或结合$从而使得固定化凝胶颗粒的机械强
度下降B采用平板菌落计数法对降解前后固定化颗
粒中细胞增殖情况进行考察B计数平板 *(m培养
$’ : 后$降解前后的细胞数目分别是 &‘( h"(&

6=X)F4i"和 "‘$ h"(# 6=X)F4i"$增加了 " 倍$说
明了 V1" 能在 V+.处理过的固定化颗粒内部生长
良好B凝胶颗粒比表面分析表明$普通凝胶颗粒和

强化凝胶颗粒的比表面积和孔径分别为 "‘&#
LF’)Ui"(E*( 8F和 "‘)* LF’)Ui"(’$( 8F$降解 "(
批次后两者的平均孔径分别上升至’ ((( 8F和 )((
8FB一般单个微生物的大小为 " g) "F$凝胶颗粒
的孔径越大表明微生物越易泄漏B孔径测试结果说
明$强化凝胶颗粒在降解过程中能有效地防止自身
溶胀$平均孔径增大幅度有限$有利于维持凝胶颗粒
内生物量B因此以上实验数据表明$V+.在改善凝
胶颗粒机械强度的同时$能有效防止细胞泄漏$同时
对细胞生物降解活性的影响并不明显B

图 QN凝胶颗粒表面结构电镜扫描图

=AUBE!5+17R9:@M>KRCL@7R9:@U@;Q@C?M

POQ!降解动力学分析
POQOM!颗粒直径影响

细胞对底物的降解速率主要有两部分!物质扩
散速率和生化反应速率$两者中较小值将决定最终
的降解速率B在固定化细胞降解过程中$物质的扩
散分为外扩散"底物从液相扩散至凝胶颗粒表面#
和内扩散"底物通过载体结构扩散至细胞表面#B由
于降解实验是在摇床上进行$液相中良好的湍动抵
消了外扩散限制$因此可以只考虑底物的内扩散限
制B为了使固定化细胞表现出良好的生物活性$从
一定程度上,削弱-化学交联剂 V+.引起的扩散抑
制效应$因此必须采取相应的措施从本质上控制内
扩散带来的影响B6CMMA?<等 *"&+研究指出$通过改变
固定化颗粒直径可以改善溶解氧和底物的内扩散限
制B因此$分别制备了不同直径的固定化凝胶颗粒$
测定相应降解速率$并通过 "‘)‘" 节所描述的模型
进行计算拟合$得到相应动力学参数$结果如表 % 所
示B直径为 (‘’ LF和 (‘) LF的凝胶颗粒有效因数
"/#分别为 (‘&&& 和 (‘$""$证实了颗粒直径对扩散

限制存在一定的影响’直径为 (‘* LF的凝胶颗粒$
有效扩散率最大$表明溶解氧(底物和降解产物能够
最大限度地自由进出凝胶层$宏观表现为生物降解
速率较大B表 % 的数据还表明$不同颗粒直径的 #
值均小于 )$扩散限制对于生物降解几乎没有影响$
控速步骤应是生物降解反应B

表 !N不同颗粒直径对动力学参数的影响

2CQ;@%!+RR@L9M7R?ACF@9@K78 9:@SC;>@M7RHA8@9ALNCKCF@9@KM

YN OLF FOFU)"4):# i" / 0
O@h"(

E

OLF’)Mi"

(‘’ $‘"% (‘&&& "‘E" ’‘((
(‘* %‘#$ (‘&$’ "‘)* *‘$’
(‘E %‘"& (‘$$* ’‘’* ’‘$%
(‘) )‘%# (‘$"" ’‘%# ’‘$*

POQOP!强化处理影响
’‘E‘" 节分析表明$直径为 (‘* LF的凝胶颗粒

对底物的扩散限制作用最小$因此采用不同浓度的
V+.处理直径为 (‘* LF的凝胶颗粒$并和未处理的
凝胶颗粒进行比较$所得的计算结果如表 $ 所示B
V+.的浓度对于有效因数 /(2:A@;@系数 0和有效扩

%")"



) 期 成卓韦等!强化固定化 !"#$%&’(’)*+"#,-&"’+$’&)*V1" 细胞降解 12T+及动力学特性分析

散率 O@的影响非常大$特别当 V+.浓度较大 " p
(‘Ej#时$0值达到 ""‘(’$大于临界值")#$从而使
扩散限制成为控速步骤B由于高浓度的 V+.和藻酸
盐形成的碱膜十分缜密$严重限制了溶解氧(底物的
扩散$抑或高浓度的 V+.抑制了细胞的活性$因此表
观降解速率下降了 $’‘*jB当 V+.浓度为 (‘’j
时$虽然扩散限制现象不可避免$但是颗粒直径却从
一定程度上,削弱-了这种限制效应$相应的 0值也
仅为 ’‘’)" r)#$表明此时的控速步骤仍为生化反
应B因此$结合实验结果和理论分析$该强化方法在
实际应用中是切实可行的B

表 TN2/?浓度对动力学参数的影响

2CQ;@$!+RR@L9M7RV+.L78L@89KC9A78M78 9:@SC;>@M

7RHA8@9ALNCKCF@9@KM

V+.浓度
Oj

F
OFU)"4):# i" / 0

O@h"(
E

OLF’)Mi"

( $‘"% (‘&&& "‘E" ’‘((
(‘’ %‘"% (‘%E% ’‘’) (‘)%&
(‘E "‘#& (‘’E& ""‘(’ (‘(#E

EN结论

""#化学交联剂 V+.能有效改善固定化凝胶颗
粒的机械强度$细胞活性没有大幅下降B通过响应面
实验设计分析得出最佳强化条件为!交联剂 6C’ a浓
度 (‘’ F7;)4i"$培养基 6C’ a浓度 "‘*& FF7;)4i"$
V+.浓度为 (‘"jB最佳强化条件下$固定化凝胶颗
粒的使用寿命达到 E(( : 以上"约 )( 批#$未出现颗
粒破碎现象$平均降解速率为 %‘&) FU)"4):# i"B

"’#环境扫描电镜观察表明$经 V+.处理后凝胶
颗粒表面形成一层能够使表面 6C’ a更加紧密地相互
结合在一起的薄膜$提高了固定化凝胶颗粒的机械强
度BV1" 细胞在凝胶颗粒内部生长情况良好$形成的
薄膜对细胞降解底物没有造成很大的影响B

"*#不同直径的固定化凝胶颗粒 0值均小于
)$说明生化反应是降解过程的控速步骤$颗粒直径
为 (‘* LF时扩散限制作用最小BV+.浓度对 0和
有效扩散系数影响较大$当 V+.浓度 p(‘’j时$扩
散限制现象严重B
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