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摘要 � 采用浸入法, 测定葡萄糖、苯乙酮酸和扁桃酸等 3 种物质在固定化酵母细胞海藻酸钙凝胶内的有效扩

散系数.实验结果表明, 相同条件下,葡萄糖的有效扩散系数 D e 随着海藻酸钠浓度的提高而下降, 优化的海

藻酸钠质量分数为 0. 02.葡萄糖的有效扩散系数大于扁桃酸和苯乙酮酸. 初始包埋量为 54. 4 g ! L - 1的固定

化酵母细胞经增殖 8 h 后, 扁桃酸在胶珠内的有效扩散系数为 0. 36∀ 10- 4 cm2 ! min- 1 , 明显小于未增殖或未

包埋细胞.
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固定化细胞凝胶内的传质行为,是影响固定化细胞反应特性的重要因素.了解扩散性能, 对改善固

定化方法, 具有重要意义.近年来,国内外开展了许多这方面的研究工作#1~ 3∃. Tanaka#4∃测定了低分子量

的物质在海藻胶珠中的扩散情况,认为其扩散几乎和在水中的扩散特性相同. Cheetham
#5∃
等报道蔗糖

向海藻胶珠中的扩散速度受海藻酸钠浓度、氯化钙浓度, 以及酵母细胞包埋量的影响. Chai#6∃等测定葡

萄糖、乳酸和氨基酸等低分子量底物在海藻酸钙微胶囊和膜的扩散系数 Dm 和 D 1 ,分别比在纯水中小

2%~ 12%和 6% ~ 50%.扁桃酸是合成环扁桃酯、羟苄唑、匹莫林等手性药物的重要中间体#7∃ .我们已

筛选出一酵母菌株( Sacchar omyces cer evi siae sp. ) ,对底物苯乙酮酸和苯乙酮酸甲酯皆具有较高的转

化活力和光学选择性
#8, 9∃

.固定化细胞用于生物不对称还原反应, 具有产物分离容易、耐底物产物浓度

高、能重复使用,以及适合于连续化生产等特点.本文采用浸入法测定葡萄糖、苯乙酮酸和扁桃酸等 3种

物质在海藻酸钙凝胶内的有效扩散系数,为研究固定化细胞不对称合成 R�(�)�扁桃酸奠定基础.

1 � 材料与方法

1. 1 � 菌种及培养剂

酵母菌株由福州大学药物生物技术与工程研究所提供,培养方法参见文#8∃.

1. 2 � 固定化方法

1. 2. 1 � 无包埋细胞海藻胶珠的制备 � 取一定量海藻酸钠, 按不同比例加入蒸馏水, 加热搅拌,使之完全

溶解.然后,用注射器滴入到 40 g ! L - 1的 CaCl2 溶液中,固化后置于冰箱,于 4 % 下冷藏备用.

1� 2� 2 � 包埋细胞海藻胶珠的制备 � 将含酵母细胞的培养液离心分离( 4 000 r !min- 1 , 15 min) ,并用生

理盐水洗涤3次, 称其湿重� 然后, 按一定比例加入到海藻酸钠溶液中,充分搅匀后滴入到 40 g ! L - 1的

CaCl2 的溶液中,固化后置于冰箱, 于 4 % 下冷藏备用.

1� 2� 3 � 固定化颗粒体积和平均直径的测定 � 取出充分浸润的固化海藻胶珠,用滤纸吸干表面附着水

分.先在量筒内加入一定体积蒸馏水( V 1 ) , 再加入海藻胶珠,此时,总体积为 V 2� 所测的海藻胶珠体积
为 V(V = V 2 - V 1 ) .取 20粒胶珠排列成直线,测其总长度,计算珠粒的平均直径, 重复 3次.
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1. 3 � 扁桃酸及苯乙酮酸的葡萄糖测定

苯乙酮酸和扁桃酸含量采用高效液相色谱仪测定#9∃ ;葡萄糖测定采用苯酚�硫酸法#10∃ .

1. 4 � 酵母死和活细胞的鉴别与活细胞的计数
( 1) 胶珠的溶解.海藻酸钙凝胶包埋体系,容易被柠檬酸、磷酸等与钙离子有鳌合作用的物质溶解.

取出 10粒胶珠,加入 10 mL 的 0. 1 mol ! L- 1的柠檬酸三钠水溶液,振荡使其完全溶解,得到酵母细胞

的悬浮液. ( 2) 死、活细胞的鉴别. 取1 mL 悬浮液,稀释到合适浓度,用质量分数为 0. 001吕氏碱性美蓝

染色液染色,在显微镜下鉴别死、活细胞. ( 3) 活细胞的计数.采用血球计数法#11∃计数活细胞.

1. 5 � 有效扩散系数的测定

本实验采用浸入法测定有效扩散系数.把预先不含扩散组分的颗粒放入其已知浓度的溶液中,记录

凝胶颗粒加入时刻(为零时刻)� 立即置于磁力搅拌器上快速搅拌,定时取样测定主体溶液中扩散组分

浓度随时间的变化.

1. 7 � 有效扩散系数的数据处理

对于球形颗粒, 不考虑外扩散的影响,颗粒中的扩散可用微分方程
#5∃
表示� 可以求得微分方程的分

析解,即颗粒表面浓度为
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在式(1)中, qn 为下列方程的非零正解, 即 tgqn= 3qn / ( 3+ �qn ) . Cs0和 Cs 分别为主体溶液的起始和某时

刻的浓度, n 和d 分别为珠粒的数目和平均直径(mm) ; D e 为物质的有效扩散系数( cm2 ! min- 1
) ; �为

溶液体积与珠粒体积比. 对于给定的一组 d, n, �和C s0可假设一 D e 值, 采用非线性拟合法可算出相应

的 Cs( t ) ,测量值 Cs ( ti )
( exp)与计算值 Cs ( t i )

( cal) 的方差和 Rss= �
N

t= 1
( Cs ( t i )
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)
2
.当 R ss取最小

值时, D e 值即为所求的有效扩散系数.

2 � 结果与讨论

2. 1 � 海藻酸钠对葡萄糖扩散的影响

海藻酸钠聚合物的浓度是影响溶质在凝胶珠粒内扩散的最重要因素之一. 无包埋酵母细胞,并且其

图 1 � 海藻酸钠质量分数对葡萄糖扩散的影响

他固定化条件均相同,在海藻酸钠的质量分数( w 分

别为 0. 015, 0. 020, 0. 025和 0. 035时(对应图 1中曲

线 1~ 4, �= 2. 0, d= 4. 2 mm) ,测定葡萄糖在凝胶珠

粒内的扩散情况. 主体溶液中的莆萄糖浓度随时间

变化,如图 1 所示� 采用非线性拟合法计算有效扩
散分数,拟合结果如表 1 所示� 葡萄糖在无限稀释
水溶液中, 其扩散系数 Dm 为 4. 75 ∀ 10- 4 cm 2 !

min- 1 .实验结果表明, 凝胶珠粒内的有效扩散系数

D e 均低于葡萄糖在水中的扩散系数, 且随着海藻酸

钠质量分数的升高而降低.从传质角度上看, 海藻酸

钠质量分数越小,越有利于物质的扩散.高质量分数

的聚合物使总体积中能够容纳扩散物质的有效空间

变小.另外,高质量分数的聚合物分子的不可渗透部分增大了溶质的扩散路径. 质量分数越高,孔隙
表 1 � 葡萄糖向凝胶珠粒内扩散的 D e

w D e/ ∀ 104 cm2 ! min- 1

0. 015 4. 56

0. 020 4. 04

0. 025 3. 15

0. 030 2. 37

率越小,弯曲因子越大,有效扩散系数就越小#5∃ .但是,海藻酸钠的

质量分数又会影响固定化细胞的机械强度.当海藻酸钠质量分数

低于 0. 015 时, 固定化颗粒的机械强度太弱, 不易于工业化操

作#4∃. 以下实验除有特别说明外, 所有的海藻酸钠质量分数均为

0. 02.

2. 2 � 不同扩散物质在固定化颗粒中的扩散
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葡萄糖是酵母细胞生长所必需的碳源,是辅酶 NADH 再生循环系统的能量来源, 而且反应液的残

余葡萄糖质量分数对产物的立体选择性影响极大.葡萄糖在凝胶内的扩散直接影响到还原反应速率的

快慢,故本实验选择葡萄糖作为一个考察的扩散组分. 苯乙酮酸和扁桃酸分别是还原反应的底物和产

物,它们的扩散速率直接关系着还原反应的速率. 故选择此 3种物质作为所要考察的扩散组分,如图 2

所示� 图中 �= 2. 0, d= 4. 2 mm,曲线1~ 3分别是葡萄糖、苯乙酮酸和扁桃酸.从图2可知,在质量分数

为 0. 02的海藻酸钠包埋量, 以及相同 d, �的情况下, 葡萄糖的有效扩散系数为 3. 95 ∀ 10
- 4

cm
2 !

图 2� 不同物质在固定化颗粒中的扩散

犿犻狀- 1 ,苯乙酮酸和扁桃酸的有效扩散系数( cm2 !

min- 1 )分别为 1. 54 ∀ 10- 4和 1. 47 ∀ 10- 4 .这是由于

苯乙酮酸与扁桃酸的分子量相近, 且空间结构相似,

电负性和亲水性相同, 所以它们在固定化凝胶颗粒

中的有效扩散系数相差不大. 葡萄糖在胶珠内的扩

散阻碍小于苯乙酮酸和扁桃酸, 因而它的有效扩散

系数比另外两种物质要大. 扁桃酸与苯乙酮酸有效

扩散系数相近, 因而本实验主要研究扁桃酸的有效

扩散系数.

2. 3 � 扁桃酸在固定化酵母细胞凝胶珠粒内的扩散

将酵母细胞包埋于凝胶内, 会引起凝胶基质密

度的不均一,增加了扩散阻力,从而降低生物转化速

率.实验中用质量分数为 0. 02的海藻酸胶包埋酵母细胞,细胞初始包埋量 Cc ( g ! L- 1 ,每升固定化颗粒

包含的细胞干重)分别为 23. 3, 54, 4, 108. 9主体溶液(对应图 3的曲线 1~ 3)的扁桃酸质量分数随时间

的变化,如图 3所示. 图中 d= 4. 2 mm, �= 1. 5. 计算结果如表 2所示.扁桃酸在固定化酵母细胞珠粒内

图 3 � 细胞包埋量对扁桃酸扩散影响

表 2� 扁桃酸在不同细胞包埋量珠粒内的有效扩散系数 D e

Cc / g ! L- 1 d/ mm D e/ ∀ 104 cm2! m in- 1

23. 3 4. 0 1. 32

54. 4 4. 2 0. 71

108. 9 4. 1 0. 27

的有效扩散系数,随细胞包埋量的增加而显著下降.

关于溶质在固定化细胞凝胶珠粒中的扩散有多种理

论假设#3∃ , 其中一种理论认为细胞对溶质的扩散不

具渗透性,或认为溶质在细胞内的有效扩散系数很

小.这样溶质在凝胶内的扩散系数就会相应减小.所

以,采用固定化细胞进行还原反应, 必须选择合适的

初始细胞包埋量.

2. 4 � 固定化珠粒内细胞增殖对扩散的影响

在合适的细胞培养环境中,活细胞在海藻酸凝胶内的空隙里仍会繁殖、生长.当细胞增殖一定时间,

图 4 � 固定化珠粒内细胞的生长曲线

细胞的增殖与死亡处于动后态平衡状态. 在增殖过

程中,由于空间效应、分隔效应和传质阻力 3种因素

的影响,细胞在海藻酸钙凝胶珠粒内往往形成不均

匀分布,这种分布会影响酵母细胞不对称还原反应

的转化速率和立体选择性.因此, 有必要研究细胞增

殖对固定化细胞凝胶内扩散系数的影响. 采用初始

细胞包埋量为 54. 4 g ! L
- 1
的固定化颗粒,在葡萄糖

质量分数为 0. 01~ 0. 02 的反应培养基中进行增殖

实验,如图 4所示� 图中取不同增殖时间、大小均匀
的固定化颗粒 10粒,溶解在 0. 1 mol ! L - 1柠檬酸三
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钠溶液中,采用血球计数法计数并判别细胞死亡.实验发现在增殖过程中有细胞死亡, 细胞增殖比例

( k) . 从图 4可以看出,固定化凝胶珠粒内的细胞在经过 8 h左右的增殖基本达到平衡;从 8 h到 30 h阶

表 3� 固定化细胞增殖对有效扩散系数 D e 的影响

细胞 d/ mm D e/ ∀ 104cm2 ! min- 1

未包埋细胞 4. 2 1. 47

未增殖 4. 2 0. 71

增殖 8 h 4. 4 0. 36

段,可以认为细胞生长和自溶处于一种动态的平衡

状态,凝胶内细胞质量分数几乎不变.固定化细胞增

殖对扩散的影响结果, 如表 3 所示. 从表 3 可看出,

增殖 8h后固定化细胞凝胶的 D e 明显比未包埋或

未增殖时小.据文#3∃报道, 细胞增殖大多数处于颗

粒外表层,其细胞质量分数要远大于内部质量分数,扩散物质在通过外表层时的阻力比未增殖均匀分布

时增大,有效扩散系数显著下降.增殖 8 h后扁桃酸的有效扩散系数为 0. 36 ∀ 10- 4 cm2 ! min- 1 .

3 � 结束语

研究基质在海藻酸钙凝胶内扩散性能,得知固定化条件中海藻酸钠最优质量分数为 0. 02.在相同

条件下,葡萄糖的有效扩散系数大于扁桃酸和苯乙酮酸; 细胞包埋质量分数越高,扁桃酸的有效扩散系

数越小.初始细胞包埋量为 54. 4 g ! L
- 1
时,固定化细胞增殖 8 h后,凝胶内细胞质量分数达到稳定.此

时,扁桃酸的有效扩散系数为 0. 36 ∀ 10- 4 cm 2 !min- 1 , 明显比未包埋或未增殖时小.
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Diffusion Peculiarity of Substrates in Alginate Gel with Immobilized Cells

Xiao Meitian
� � H uang Yayan

� � Guo Yanghao
 

( � College of M aterial Science an d Engin eering, Huaqiao University, 362021, Quanzh ou , Ch ina;

 Inst itute of Pharmaceu tical Biotechnology and Engineerin g, Fuzhou U nivers ity, 350001, Fu zhou, China)

Abstract � By immersion method, t he autho rs meausur ed the effect ive diffusiv ity of g luco se, phenyelg ly oxylie phenylg�

lyo xy lie acid and mandelic acid w ithin alg inate calcium gel w ith immobilized yeast cells. Exper imental results show ed that

, under the same conditions, alt hough effectiv e diffusivit y of gluco se decr eased w ith the increase o f a lg inat e concentr ation,

ther e existed an optimized concentr ation, 0. 02 by w eight fr action. T he effect ive diffusiv ity o f g lucose was higher than

that of the o ther two substr ates. The effectiv e diffusivity of mandelic acid w ith initial entrapped immobilized yeast cells o f

54. 4 g ! L - 1 and passing through 8 hour incubat ion, att ained 0. 36 ∀ 10- 4 cm2 ! min- 1 , which w as less remarkably than

that of mandelic acid w ithout incubation or without entr apped cells.

Keywords � immobilization, y east cells, diffusion peculiarity, effective diffusivity , alginate calcium
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