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多年来虽然有不少学者对固定化细胞生产 K0苹果酸的

方法进行过探讨［! L 7］，但对过程动力学的研究报道并不多

见［#，1］，在富马酸铵转化体系中的表观动力学及本征动力学

模型还未见报道，本文对富马酸铵转化体系中固定化产氨短

杆菌 340 #、黄色短杆菌 340 % 细胞的动力学进行了探讨，测

定了两种固定化细胞的表观动力学常数，并进一步求解了相

应的本征动力学常数，这一结果便于从理论上指导富马酸铵

转化过程的工业化生产。

$ 材料和方法

$%$ 试剂

富马酸，工业级，苏州合成化工厂，碳酸钙，工业级，泗联

化工厂。

$%" 菌株

本文所用的菌株是由我院筛选并保存的产氨短杆菌

340 #（.*%5#6+0/%*#)7 +77($#+1%$%& 340 #）和黄色短杆菌 340 %
（.*%5#6+0/%*#)7 -,+5)7 340 %）。

$%# 培养基组成

$%#%$ 斜面培养基：上述两株菌均于普通肉汤培养基中培

养，其成分为：蛋白胨 !M，牛肉膏 $I5M，氯化钠 $I5M。

$%#%" 产氨短杆菌 340 # 发酵培养基成分：柠檬酸氢二铵

%M，2N#OP= $) #M，+QRP=·1N#P $) $5M，玉米浆 =I5M，用

%$M*,PN 调节 SN 至 1I5 左右，灭菌后备用。

$%#%# 黄 色 短 杆 菌 340 % 发 酵 培 养 基 成 分：丙 二 酸 #M，

2N#OP= $)#M，+QRP=·1N#P $)$5M，玉米浆 #M用 %$M*,PN

调节 SN 至 1I5 左右，灭菌后备用。

$%& 培养条件

产氨短杆菌 340 # 于 %# L %=T下培养 #= L %7 /，摇瓶接

种量为 !$M，摇床转速 !"$ -U?@C。黄色短杆菌 340 % 培养温

度为 %$ L %#T，其余条件同产氨短杆菌 340 #。

$%’ 仪器

4V75$ 分光光度计（W:.X?,C），+4!$$0# 电子分析天平

（上海第三分析仪器厂），330!0型定时电动搅拌器（金坛国华

仪器厂），YR5$! 型超级恒温器（重庆试验设备厂），NK0! 恒流

泵（上海沪西仪器厂），NZ0"! 型回转振荡器（太仓仪器设备

厂）。

$%( 分析方法

富马酸含量的测定详见文献［#］，苹果酸含量的测定详

见文献［%］。

$%) 固定化方法及其活化

固定化方法按文献［!］所述方法进行，为了增加固定化

细胞透性及阻遏琥珀酸的生成，需将其浸于内含 $I7M胆汁

酸的 !?’(UK 富马酸铵（或钠）溶液中，%1T活化处理 #= /。

$%* 动力学测定方法

用间歇测定法，加入一定量的固定化产氨短杆菌 340 #、

黄色短杆菌 340 % 颗粒，分别考察了底物富马酸铵和产物苹

果酸铵对反应初速率的影响，测定温度为 %1T，实验中检测

一定的初始条件下组成随时间的变化，进而求得反应的初始

速率。

" 结果与讨论

"%$ 外扩散对固定化细胞转化反应的影响

众所周知，当反应达到稳态时，传质速率与反应速率相

等，而在实际操作上，则通过改变底物富马酸铵溶液的流动

状态就能够消除外扩散的影响。

实验中将颗粒直径为 %?? 的固定化产氨短杆菌 340 #、

黄色短杆菌 340 % 细胞分别装入直径为 =$??，柱高为 "$$??
的带有夹套的玻璃柱反应器中，通过调节蠕动泵转速，改变

反应液的流速，考察外扩散对反应速率的影响。初始富马酸

铵浓度取 !I"?’(UK 进行实验，结果如图 ! 所示。由图可见，

随着反应液流速的增加，反应速率逐渐增加，当流速大于 #
[ !$\ % ?U] 时，流速对固定化产氨短杆菌 340 # 和固定化黄

色短杆菌 340 % 细胞反应速率基本上没有影响，这是由于高

流速流动增加了流体的湍动状态。当流速增加到一定程度

时，可以认为外扩散阻力已经消除，在以下的实验中采用的



流速为 !"# $ %&’ ()*+。

图 % 流速对固定化细胞反应速率的影响
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!"! 内扩散对固定化细胞反应动力学的影响

在固定化细胞的内部不存在流体流动，其传质完全依赖

于扩散作用。在消除外扩散影响的情况下，考虑分布在卡拉

胶球形颗粒载体上的产氨短杆菌 !"B !、黄色短杆菌 !"B ( 细

胞，假设符合下列条件：

（%）基质浓度只存在径向梯度。

（!）球形颗粒内部，物质扩散服从 ,-3C 定律。

（(）整个反应是恒温的，扩散与反应处于稳态。

（D）一般固定化细胞反应动力学能用下述反应动力学模

型来描述［E］：

#$ F［ #)9G %& *（’( H %) ）］［’* *（’* H %& ）］

·［% ’ %$ *%$( ］ （%）

作者以前的研究表明［#］，固定化产氨短杆菌 !"B !、黄色

短杆菌 !"B ( 细胞在富马酸铵转化体系中不存在底物抑制，

所以 ’* *（’* H %& ）这一项忽略不计，虽然高浓度产物对反应

有一定的抑制作用，但由于 %$( 很大，所以（% ’ %$ *%$( ）亦可

近似为 %，则方程（%）变为：

#$ F #)9G %& *（’( H %& ） （!）

即该反应符合米氏方程。

对一半径为 I 的球形固定化颗粒，在距球体中心为 # 处

取一厚度为 +# 的微元壳体，稳态时，对反应底物富马酸铵进

行物料衡算，并代入边界条件，有：

+! ,
+-! H !+,

-+- F!! .,
. H , （(）

这里!! F
/! #)9G
01’(

- F #*/ , F %& *%)& . F ’( *%&

代入无因次边界条件，根据方程式（(）并参考 J9)-:45>
K［L］报道可以得出：

’!( F 2（!!） （D）

#!)9G F 2（!!） （#）

式（D）和式（#）表明表观最大速率和表观米氏常数是表

观无因次数!! 的函数。因为!! 是反应内扩散影响的无因

次数，所以当!! " & 时，可以认为不存在内扩散阻力，此时

的动力学常数可以认为是本征动力学常数，即：

’( F :-)
!!"&

’!( F :-)
!!"&

2（!!） （M）

#)9G F :-)
!!"&

#!)9G F :-)
!!"&

2（!!） （N）

采用直径约为 ()) 的球形固定化产氨短杆菌 !"B !、黄

色短杆菌 !"B ( 细胞进行实验，在富马酸铵浓度为 &"&&#
)5:*O P %"E)5:*O 范围内测定固定化细胞的反应初始速率，结

果如图 ! 及图 (。由图可知，在低底物浓度下，随着底物浓度

%& 增加反应速率 #$ 也急剧增加，#$ —%& 基本成正比，此时反

应属于一级反应，随着底物浓度的继续增加，反应由 & P %级

过渡到 & 级反应，反应速率曲线也开始弯曲，当底物浓度 %&

升高至一定数值时，#$ 就不再升高，此时反应达最大速率

#)9G。在低浓度范围内，由 %* #$ 对 %*%& 进行线性拟合，可得产

氨短杆菌 !"B !反应体系米氏常数 3( 为 M"!# $ %&’!)5:*O，最

大反应速率 #)9G 为#E))5:*（O·.·?），黄色短杆菌 !"B ( 反应

体系米氏常数 3( 为 D"NM $ %&’ ! )5:*O，最大反应速率 #)9G 为

NM))5:*（O·.·?），由图还可看出，当底物富马酸铵浓度增大

时，反应速率并未显著下降，说明在该反应体系中不存在明

显的底物抑制现象。

图 ! 反应速率与底物浓度曲线

,-./! 011234 51 4?2 +6@+48942 35>32>4894-5>
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图 ( # ’ %
$ 与 %&

’ % 关系曲线
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同样，以直径不同的固定化颗粒进行上述实验，并分别

进行双倒数图解，求得不同颗粒大小的固定化产氨短杆菌

M(! 生 物 工 程 学 报 %E 卷



!"! "、黄色短杆菌 !"! # 细胞的表观动力学常数，结果如表 $
所示。

表 ! 不同颗粒大小的固定化细胞表观动力学常数

"#$%& ! "’& #((#)&*+ ,-*&+-. (#)#/&+&)0 12 -//1$-%-3&4 .&%%0
#+ 4-22&)&*+ (#)+-.%& 4-#/&+&)0 12 5&%

%&’()*+,
-)&.,(,’/
#0..

$ 1 %&&’()%*+(+, !"! " $ 1 -.%/0& !"! #

!!
1!&

0（..2+03）

2!.&4
［..2+0

（3·5·6）］
!!

1!&
0（..2+03）

2!.&4
［..2+0

（3·5·6）］

"1" $7 1"8 9: 1; 7# "# 1<" == 1" 89

# 1< "< 18" 7" 19 98 "9 1$; =; 17 ;7

= 1" "7 1" ;< 18 9# ": 1:7 98 1: 78

9 19 #< 18 ;8 1: =; ## 17; 7: 1= 9:

表观常数"! > 3 2!.&4 0（1!& ·4+" ）中 4+ 和固定化细胞

载体性质有关，因此可以认为不同粒径的固定化产氨短杆菌

!"! "、黄色短杆菌 !"! # 的 4+ 值相同。根据有关报道的方

法［8］，采用扩散膜池，以稳态操作的方法测定，通过稳态时的

物料衡算，计算出了卡拉胶固定化产氨短杆菌 !"! "、黄色短

杆菌 !"! # 细胞颗粒的 4+ 值分别为 #?"$ @ $<A $<." 0/、#?;8 @

$<A $<." 0/。
表 $ 为不同直径大小的固定化产氨短杆菌 !"! "、黄色

短杆菌 !"! # 细胞的表观动力学常数，由表可见，表观米氏

常数 1!& 随着固定化细胞颗粒直径的增加而增加，表观最大

反应速率则相反，将表观动力学常数 1!& 和 2!.&4 对表观常数

"! 作图（见图 =，9）后，采用多项式及线性回归法拟合，发现

颗粒直径对 1!& 的影响更显著，它与"! 近似成二次函数关

系，2!.&4 则与"! 成线性关系，结果如下：

图 = 固定化产氨短杆菌 !"! " 颗粒

表观动力学常数（1!，2!.&4）随表观常数"!的变化

B)51= C6&D5,/ )D (6, &EE&’,D( F)D,()* E&’&.,(,’/
（1!，2!.&4）2G )..2H)+)I,- $ 1 %&&’()%*+(+, !"! "

&/ & GJD*()2D 2G (6, &EE&’,D( *2D/(&D("!

对于固定化产氨短杆菌 !"! " 颗粒有：

2!.&4 > -（"!）> A $1<:77"! K 8<1::=$ （8）

1!. > -（"!）> =91$<;: K <17<=99"! K <1<$9##（"!）"

（:）

图 9 固定化黄色短杆菌 !"! # 颗粒表观

动力学常数（1!，2!.&4）随表观常数"!的变化

B)519 C6&D5,/ )D (6, &EE&’,D( F)D,()* E&’&.,(,’
（1!，2!.&4）2G )..2H)+)I,- $ 1 -.%/0& !"! #

&/ & GJD*()2D 2G (6, &EE&’,D( *2D/(&D("!

采用外推法求得本征动力学常数：

2.&4 > +).
"!#<

-（"!）> 8<1::［..2+0（3·5·6）］ （$<）

1. > +).
"!#<

-（"!）> $:1;"（..2+03） （$$）

同样对于固定化黄色短杆菌 !"! # 颗粒有：

2!.&4 > -（"!）> A "1":$$" K $#71<=87 （$"）

1!. > -（"!）> $;1#=97 K <1$99<97"! K <1<=$";（"!）"

（$#）

采用外推法求得本征动力学常数：

2.&4 > +).
"!#<

-（"!）> $#71<9［..2+0（3·5·6）］（$=）

1. > +).
"!#<

-（"!）> $188（..2+03） （$9）

符号说明：

5L< —底物富马酸铵起始浓度，.2+03；

4+ —载体内部的扩散系数，.0/；

56 —与 2 相应的底物富马酸铵浓度，.2+03；

1!& —表观米氏常数，.2+03；

1& —本征米氏常数，.2+03；

2—距球形中心的距离，.；

2!.&4—苹果酸形成的表观最大反应速率，..2+0（3·5·6）；

2.&4—苹果酸形成的本征最大反应速率，..2+0（3·5·6）；

27 —苹果酸形成的瞬时反应速率，..2+0（3·5·6）；

"! > 3 2!.&4 0（1!&·4+" ）—表观无因次常数

6787679:7;（参考文献）

［ $ ］ M&F&(& N，O&P&/6).& O，M2/& M +8 %. 1 N.E’2Q,.,D( 2G /(&H)+)(P 2G GJ!

.&’&/, &*()Q)(P 2G $ 1 -.%/0& HP )..2H)+)I&()2D R)(6 O!*&’’&5,,D&D

&D- E2+P,(6,D,).)D,1 9’02(%. ’- :+2&+(8%. ;+<=(’.’*>，$:8"，<=
（9）：=#$ S =#:

［ " ］ T,JG,+- U V，%,+,5 W，%)D,/ X +8 %. 1 3!Y&+)* &*)- G2’.&()2D HP ).!

.2H)+)I,- 6%<<=%2’&><+, <+2+/),)%+ &.E+)G),- G2’ GJ.&’&/,1 ?(@>&+

!)<2’A)%. ;+<=(’.’*>，$::$，!>（$"）：::$ S ::;

;#"" 期 胡永红等：固定化产氨短杆菌 !"!"、黄色短杆菌 !"!# 反应动力学的研究



［ ! ］ "#$#%# &，"’(# " !" #$ ) *+#(’,( -’. %/+ /01/ (%#2030%4 ’- -56#.#(+ #78

%090%4 ’- % ) &$#’() 7+33( 066’2030:+; <0%/ =87#..#1++,#, 1+3 ) *++$,!-

%,."!/01.$.23，>?@!，!（>）：!? A B@
［ B ］ =’:’ C，"+%(54# "，=04’$#:5 C) D’,%0,5’5( E.’;57%0’, ’- F86#307

#70; 24 0666’2030:+; %4!’,5#/"!4,() #)).1,#2!1!6 7+33() 7(4.+!#1

8.(41#$ .& *++$,!- 9,/4.5,.$.23，>?GH，"：>H? A >GI
［ I ］ JK C J（胡永红），LKCMNO E =（欧阳平凯）) M ,+< 6+%/’; #,;

%/+ $0,+%07( ’- P.’;57%0’, ’- F86#307 #70; ’, 066’2030:+; 7+33()

:0!),/#$ ;!#/",.1 712,1!!4,12 #1- <!/01.$.23（化学反应工程与工

艺），>??I，##（>）：>! A >G
［ H ］ JK C J（胡永红），LKCMNO E =（欧阳平凯）) N+< 6+%/’; -’.

(+P#.#%0’, ’- -56#.07 #70; -.’6 F86#307 #70; P.’;57%0’, #,; 7’,9+.8

(0’, %’ F8#(P#.%07 #70; 24 066’2030:+; 7+33() 8.(41#$ .& =#1>,12 ?1,@

’!46,"3 .& :0!),/#$ <!/01.$.23（南京化工大学学报），>??I，$（Q）：

I@ A HQ
［ G ］ RJK S T（朱必凤），UM J C（马海燕），VWNO X E（邓少平）)

X%5;4 ’, -+.6+,%#%0’, $0,+%07 ’- %/+ 4+#(% 7+33( 066’2030:+; 0, %/+

7#..0+.( ’- 7+.#607() :0,1!6! 8.(41#$ .& %,."!/01.$.23（生物工程学

报），>??H，#%（Q）：QQG A QQ?
［ @ ］ F& Y S（李清彪），DJWN J T（陈洪钫）) "/+ 6’;+30,1 ’- ;0--5(0’,8

.+#7%0’, P.’23+6 ’- 066’2030:+; ,’,81.’<0,1 4+#(% 7+33() :0!),/#$

;!#/",.1 712,1!!4,12 #1- <!/01.$.23（化 学 反 应 工 程 与 工 艺），

>??B，#&（>）：@Q A @H
［ ? ］ J#603%’, S，O#.;,+. D *，D’3%’, D =) W--+7% ’- V0--5(0’,#3 F060%#8

%0’,( ’, F0,+<+#9+.8S5.$ E3’%( -’. &66’2030:+; W,:46+() *A:B7

8.(41#$，>?GB，%&：IZ! A I>Z

’()*+ ,- (./ 01-/(123 ,4 566,71819/* :/883 ,4 !"#$%&’()#"%*+
’++,-%’.#-#/ 01; % <-* !"#$%&’()#"%*+ 23’$*+ 01; "

JK C’,18J’,1! XJWN X/58S#’ LKCMNO E0,18=#0
（:.$$!2! .& C,&! D/,!1/! #1- E0#4)#/3，=#1>,12 ?1,’!46,"3 .& <!/01.$.23，=#1>,12 Q>ZZZ?，:0,1#）

=73(><2( "/+ $0,+%07( ’- 066’2030:+; 7+33( ’- %4!’,5#/"!4,() #)).1,#2!1!6 9*8 Q #,; %4!’,5#/"!4,() &$#’() 9*8 ! 7+33( <+.+
(%5;0+;) S4 6+#,( ’- 2’%/ # %/+’.+%07#3 #,#34(0( ’- ;0--5(0’, 0, %/+ 1+3 P#.%073+( #,; #, +[P+.06+,%#3 ;+%+.60,#%0’, ’- #PP#.+,% $08
,+%07 P#.#6+%+.(，%/+ 0,%.0,(07 $0,+%07 P#.#6+%+.( ’- 066’2030:+; 7+33( ’- % ) #)).1,#2!1!6 9*8 Q #,; % ) &$#’() 9*8 ! 7+33( <+.+
’2%#0,+;)

0/+ ?,>*3 066’2030:+; 7+33(，% ) #)).1,#2!1!6 9*8 Q，% ) &$#’() 9*8 !，$0,+%07(

*+7+09+;：Z@8QG8QZZ>

"/0( <’.$ <#( (5PP’.%+; 24 1.#,%( -.’6 W;57#%0’,#3 V+P#.%6+,% ’- \0#,1(5 E.’90,7+（N’)Z>=\VI!ZZZ!），%/+ N#%0’,#3 N#%5.#3 X70+,7+ T’5,;#%0’, ’- D/0,#
（N’)Q??GHZ>?）#,; D/0,# U0,0(%.4 ’- D/+607#3 &,;5(%.4（N’)?@8O8ZH）)

! D’..+(P’,;0,1 #5%/’. ) "+3：@H8QI8!!>HGII；T#[：@H8QI8!B>>!>H；W86#03：

"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

/4/],^57% ) +;5) 7,

安捷伦科技向中国清华大学教学实验室捐赠化学分析设备

安捷伦科技日前举办盛大的捐赠仪式，向中国清华大学化学分析教学实验室捐赠仪器。清华大学拥有中国最大的生物

芯片研究计划，并以生物化学为重点，率先开展中草药的研究。本次捐赠是根据安捷伦科技的大学关系慈善事业设备捐赠计

划进行的，这一计划为世界各地的教学课程开发提供积极支持。本次捐赠的设备价值 B> 万美元。

安捷伦本次捐赠化学分析仪器，将大大改善清华大学分析中心（MD"K）的教学环境。此前，安捷伦科技还向清华大学的无

线通信教学实验室捐赠了系统和产品，通过这两次捐赠的设备，莘莘学子每年将能够进行 BZ ZZZ 小时的研究工作。

这两个实验室一个用于现代通信研究，另一个则用于教学和开展生命科学和中草药分析研究，使清华学生有机会采用安

捷伦最先进的化学分析产品和技术完成试验工作。这将促进清华大学生命科学和中草药分析的开发研究。本次捐赠还将推

进清华大学分析中心在相关化学物质分离和分析方面的试验。

安捷伦本次向清华大学捐赠的化学设备包括：M103+,% Q>ZZ 芯片生物分析仪、M103+,% >>ZZ 系列液8质联用系统、M103+,% >>ZZ
系列高效液相色谱系统、M103+,% @BI! 紫外分光光度计和 M103+,% !VDW 毛细管电泳系统和相关软件。

（刘燕萍 供稿）
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