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摘"要"旨在利用固定化高效降解菌小球去除水中蒽!充分发挥累托石的吸附和生物降解的协同作用!以累托石'聚

乙烯醇"a$F#'海藻酸钠"?F#作为固定化载体材料!硼酸和氯化钙作为交联剂!将蒽的高效降解菌包埋制备固定化微生物

小球$考察了累托石用量'a$F投加量'海藻酸钠用量'氯化钙用量'微生物包埋量和交联时间等因素对微生物小球活性的

影响!通过正交实验确定了微生物小球的最佳制备条件$结果表明!制备固定化微生物小球的最佳条件为%累托石 )E#b!

a$F!)b!?F*EDb!,5,&

)

]b!交联时间 )I-!微生物包埋量 !*b$对 ]*9;fK的蒽溶液!游离微生物在 #*-后开始发挥

明显的降解作用!经过 GI-蒽的去除率达到 D#EG#b&而固定化微生物小球经过 >-即可使蒽的去除率达到 I!EIb!)D-后

蒽的去除率可达 !**b$固定化微生物小球对水中蒽的去除机理与吸附H降解工艺的机理类似!即固定化微生物小球类似

于一个一体化的微型反应器!经过迟滞期后!在该反应器内同时发生吸附和降解作用$
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""近年来!石油工业得到迅速发展!随之而来的环

境问题不断出现$石油污染物通过工业废水排放'

船舶排水以及油船泄漏等途径进入水体!引起愈来

愈严重的水体污染和生态破坏$在石油污染物中!

多环芳烃由于具有致癌'致畸'致突变特性
(!)

!因而
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引起科学家的高度重视$从石油污染环境中分离筛

选多环芳烃高效降解菌!用于多环芳烃污染水体的

生物修复的研究已经成为环境科学领域研究的热

点$如哈里德"MBFKZY<F?MFATZ#从多环芳烃污

染严重的厦门东渡码头和员当湖口的沉积物中!富

集驯化了以多环芳烃作为惟一碳源和能源的降解菌

株!这些菌株对多环芳烃菲和萤蒽的降解率均达到

>*b以上
())

$也有人
(D!])

分离出门多萨假单胞菌

";8-<34=4718=-7342071#并用其降解多环芳烃!获

得了理想的降解效果$但是!从应用的角度看!游离

态的高效降解菌株容易从水中流失!也容易被其他

水体微生物吞噬!因此将筛选的菌种固定化是一种

理想的选择$目前!微生物的固定化方法主要有吸

附法'包埋法'交联法和共价结合法!其中包埋法和

吸附法因固定化成本较低'细胞活性损失较小和稳

定性高而最为常用
(#)

!将吸附剂和包埋载体混合使

用可取得很好的固定效果$本研究首次利用累托石

的吸附特性
(G)

!将累托石和聚乙烯醇混合使用作为

固定化载体材料!用于固定本实验室自行选育的蒽

的高效降解菌"有关该菌种的分离'鉴定和降解特

性的研究结果将另文发表#!考察制备固定化微生

物小球的最优化条件!同时考察固定化微生物小球

对水中多环芳烃蒽的降解特性!为多环芳烃污染水

体的生物修复提供参考$

<8实验材料和方法

<'<8实验材料

聚乙烯醇"a$F#!化学纯!国药集团化学试剂

有限公司生产&

海藻酸钠"?F#!化学纯!国药集团化学试剂有

限公司生产&

硼酸!分析纯!天津市北方天一化学试剂厂

生产&""

氯化钙!分析纯!上海化学试剂有限公司生产&

蒽!分析纯!美国 F&Q4.P-,%'KQ公司生产&

累托石!购自湖北省矿产科学研究院!产地湖北

钟祥$经漂洗'烘干!过I*目筛处理$

蒽的高效降解菌!本实验室选育$

<'=8主要仪器

?M@HD型微量呼吸检压仪"上海大学机电厂

生产#&""

L,H!],气相色谱仪"日本岛津公司生产#$

<'>8实验方法

!'D'!"固定化微生物小球的制备

将 a$F和 ?F混合后在水浴"I*̀ 左右#中加

热!连续搅拌!防止 a$F粘聚$待混合物完全溶解

后!加入累托石粉末!搅拌均匀后冷却至 D*̀ !再加

入一定量的细菌悬浊液!搅拌均匀后!用注射器将其

滴加到含氯化钙的饱和硼酸溶液"交联剂#中!交联

固化成球!固化一段时间后!为了提高小球的机械强

度!将固定化小球置于己二胺溶液中进行表面硬化

处理!-

(+)

$

!'D')"固定化微生物活性的测定

固定化微生物活性采用瓦勃氏呼吸仪进行测

定
(I)

$

!'D'D"分析方法

采用气相色谱法测定水中蒽含量!使用毛细管

色谱柱!柱温!I*̀ !进样器)I*̀ !检测器D**̀ $

=8结果与讨论

='<8累托石用量对小球活性的影响

累托石用量对固定化微生物小球活性的影响如

图!所示$

图 !"累托石用量对小球活性的影响

c.;'!"7660P:%640P:%4.:0Q%10%/5P:.8.:=

%6:-0.99%X.&.J0Q9.P4%%4;5/.191

"a$F!*b!?F*')b!,5,&

)

)b!

微生物包埋量!*b"体积比##

从图 !可知!累托石含量过低或过高都会影响

小球的活性!在累托石投加量为 )E#b时!小球的活

性最高$在固定化微生物的制备过程中!适量添加

累托石!可以起到支撑空间骨架的作用!有助于增加

小球的孔隙率!增加小球的通透性!降低内扩散阻

力!增强小球的吸附能力!提高小球孔隙内部蒽的浓

度!从而提高微生物的相对活性$但若添加过量的

累托石!可能反而会堵塞固定化微生物小球中的孔

道!使包埋的微生物没有足够的空间增殖!影响微生

物的活性$

)D
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=@=8NX!投加量对小球活性的影响

a$F投加量对小球活性的影响如图)所示$

图 )"a$F投加量对小球活性的影响

c.;')"7660P:%6a$FQ%10%/5P:.8.:=

%6.99%X.&.J0Q9.P4%%4;5/.191

"累托石)'#b!?F*')b!,5,&

)

)b!

微生物包埋量!*b"体积比##

由图 )可知!a$F含量以 >b !̂*b为宜$适

度增加 a$F含量!虽然可使小球的机械强度得到改

善!但 a$F含量过高时!小球内部过于致密!增大了

基质和产物的传质阻力!使得微生物小球的活性明

显下降$在实验中还观察到!a$F含量太低时!交

联成球较为困难!小球强度不够!容易破碎&当 a$F

含量过高时!由于 a$F凝胶过于紧密!小球有拖尾

现象$

=@>8*!投加量对小球活性的影响

?F投加量对小球活性的影响如图D所示$

图 D"?F对小球活性的影响

c.;'D"7660P:%6?F%/5P:.8.:=%6

.99%X.&.J0Q9.P4%%4;5/.191

"累托石)'#b!a$F!*b!,5,&

)

)b!

微生物包埋量!*b"体积比##

从图D可知!?F的投加量在 *E)#b *̂EDb范

围时!微生物小球的活性较高$?F固化'成形方便!

对微生物的毒性小!对微生物细胞有一定的保护作

用!适量添加有利于提高固定化微生物的活性$

='?8氯化钙投加量对小球活性的影响

,5,&

)

的投加量对微生物小球活性的影响如图]

所示$

图 ]"氯化钙投加量对小球活性的影响

c.;']"7660P:%6,5,&

)

%/5P:.8.:=%6

.99%X.&.J0Q9.P4%%4;5/.191

"累托石)'#b!a$F!*b!?F*'Db!

微生物包埋量!*b"体积比##

由图]可知!在起始阶段!微生物小球的活性随

,5,&

)

浓度的增加变化不大!当 ,5,&

)

浓度大于

)E#b时!小球活性随着 ,5,&

)

浓度的增大而升高!

当 ,5,&

)

浓度在 ]b时!微生物小球的活性达最大

值$此后再增大 ,5,&

)

浓度!小球活性则下降!这与

高浓度 ,5,&

)

盐的渗析作用使微生物细胞脱水有

关$本实验确定其投加量为]b$

='A8交联时间对小球活性的影响

交联时间对小球活性的影响如图#所示$

图 #"交联时间对小球活性的影响

c.;'#"7660P:%6P4%11H&./[./;:.90%/5P:.8.:=

%6.99%X.&.J0Q9.P4%%4;5/.191

"累托石)'#b!a$F!*b!?F*'Db!

,5,&

)

]b!微生物包埋量!*b"体积比##

由图 #可知!交联时间较短!小球活性较高!但

交联时间过短!固定化不彻底!小球的强度不够!微

生物小球寿命降低&但如果交联时间过长!硼酸对微

生物有毒害作用!会降低微生物的活性!而且交联时

DD
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间越长!固定化微生物小球内部孔隙越小!凝胶越紧

密!越不利于传质!也会影响小球活性$本研究确定

的最佳交联时间为)I-$

='D8微生物包埋量对小球活性的影响

微生物包埋量对小球活性的影响如图G所示$

图 G"微生物包埋量对小球活性的影响

c.;'G"7660P:%69.P4%X.5&9511%/5P:.8.:=

%6:-0.99%X.&.J0Q9.P4%%4;5/.191

"累托石)'#b!a$F!*b!?F*'Db!

,5,&

)

]b!交联时间)I-#

由图 G可知!微生物包埋量过低或过高都会使

小球活性降低!微生物包埋量为!*b比较理想$在

实验中发现!微生物包埋量 p!#b时!小球强度降

低!结构松散!在测定活性时小球明显溶胀并且有微

生物溶出!这与郭召海等
(>)

的研究结果相一致$其

原因是接种量过大!微生物会大量增殖而使小球

胀裂$"""

='G8固定化微生物小球最佳制备条件的确定

在以上单因素影响实验的基础上!选取 ]个主

要影响因素"累托石用量'a$F用量'?F用量和

,5,&

)

用量#进行四因素三水平"表 !#的正交实验!

以固定化小球的相对活性高低确定最佳制备条件$

根据表!的不同因子和水平!分>组进行实验!正交

实验条件为%水温 D*̀ !接种微生物量 !*b"体积

比#!饱和硼酸 Db!用 (5

)

,A

D

调 VB值 GE# +̂E*左

右!交联时间均为)I-$称取!;小球进行微生物呼

吸率的测定!计算出微生物小球的相对活性$以小球

的相对活性为指标进行评价!所得数据见表)$

通过对表 )进行统计分析!优选出了该固定化

微生物小球的最佳制备条件为 F)UD,)YD!即累托

石投加量为 )E#b!a$F加量为 !)b!?F加量为

*EDb!氯化钙加量为]b$

表 <8四因素三水平正交表

L$70'<8-23I(1(%$03'/3())(62)$&3(2/$%"3I2''0'#'0/

序 号
因子 F

累托石质量分数"b#

因子 U

a$F质量分数"b#

因子 ,

?F质量分数"b#

因子 Y

,5,&

)

质量分数 "b#

! !'* I *') )

) )'# !* *'D D

D ]'* !) *'] ]

表 =8正交试验结果

L$70'=8S'/603/)2(K (23I(1(%$03'/3/

序 号 F U , Y 相对活性"b# 小球特征

! ! ! ! ! )]'#)

) ! ) ) ) )>'*>

D ! D D D D*']> 硬度低!表面黑

] ) ! ) D ]!'##

# ) ) D ! DD'!) 硬度低!表面黑

G ) D ! ) D]'*G

+ D ! D ) !I'>> 表面圆滑

I D ) ! D D+'DD 硬度很低!表面黑

> D D ) ! ]!'*) 硬度高!表面较黑

?! I]'!* I#'*G >#'>! >>'G*

?) !*I'+D >>'#] !!!'GG I!')*

?D >+'D] !*#'+# I)'G* !*>'D+

)! )I'*D )I'D# D!'>+ DD')*

)) DG')] DD'!I D+')) )+'*+

)D D)']# D#')# )+'#D DG']G

@ I')! G'> >'G> >'D>

最优水平 F) UD ,) YD

最优方案 F)UD,)YD

]D



第 #期 唐玉斌等%蒽的高效降解菌的固定化小球的制备及其降解特性

='F8固定化微生物对水中蒽的降解特性

取)#9K蒽的浓度为 ]*9;fK的液体培养基!

向其中加入 *E#9K蒽降解菌的悬浊液!在恒温

"D*̀ #条件下连续振荡!摇床转速为 !I*4f9./!在

不同反应时间取样测定蒽的去除率$又取包埋了等

量微生物的固定化小球#;!对同样体积和浓度的蒽

溶液进行降解!测定不同时间蒽的去除率!降解曲线

如图+所示$

图 +"固定化微生物和游离微生物对蒽的降解

c.;'+"U.%Q0;45Q5:.%/%65/:-45P0/0

X=64005/Q.99%X.&.J0Q9.P4%%4;5/.191

从图+可知!游离微生物在 #*-后开始对蒽有

明显的降解作用!经过 GI-左右蒽的去除率达到

D#EG#b$而包埋了等量微生物的固定化小球对蒽

有快速净化效果!经过 >-即可使蒽的去除率达到

I!EIb!)D-后溶液中残留的蒽已不能检测出!这与

固定化载体材料对蒽的吸附有关
(G)

$结合图+的结

果不难看出!在短时间内!固定化微生物小球对水中

蒽的去除以固定化微生物载体和微生物有机体的吸

附作用为主!经过一段时间以后!则依靠吸附和生物

氧化两者的协同作用$这种修复机理类似于吸附H

降解工艺!而固定化微生物小球类似于一个一体化

的微型反应器!在该反应器内!同时发生吸附和降解

作用$

>8结8论

"!#制备固定化微生物小球的最佳条件为%累

托石投加量 )E#b!a$F加量 !)b!?F加量 *EDb!

,5,&

)

加量]b!交联时间为 )I-!微生物包埋量为

!*b$

")#去除水中 ]*9;fK的蒽!游离微生物 #*-

后发挥明显的降解作用!经过GI-蒽的去除率达到

D#EG#b$固定化微生物小球经过 >-可使蒽的去

除率达到I!EIb!)D-后蒽的去除率可达!**b$

"D#固定化微生物小球对水中蒽的去除机理与

吸附H降解工艺的机理类似$该小球类似于一个一

体化的微型反应器!在该反应器内!同时发生吸附和

降解作用$
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