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摘要:采用新型膨润土凝胶将镰刀菌固定化,研究了镰刀菌不同固定方法处理苯酚废水的效果,考察了固定化微生物反应器间歇与连续运行处

理不同苯酚浓度的降解性能.结果表明,膨润土凝胶吸附固定镰刀菌对苯酚的降解速率最大,速度常数达 2. 5882h- 1;反应器间歇运行时,苯酚

的降解率随初始苯酚浓度增加而有所下降,不同浓度的苯酚降解过程基本上遵循零级反应动力学;反应器串联连续运行条件下,停留时间为

9. 5h时,苯酚浓度 100m g# L- 1的总降解率稳定在 95. 5%左右.
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Abs tract: Th e rem oval rate of phenol in a b ioreactor contain ing Fu sarium sp. imm ob ilized on an innovat ive b enton ite gel by d ifferent m ethods w as

s tud ied. The phenol degradation rate forFu sarium sp. imm ob ilized on benton ite gelby ab sorp tionw asm ax im alam ong four tested imm ob ilizat ionm ethods,

giving a d egradation rate constant of 2. 5882 h- 1. Th e performance of the b ioreactor w as invest igated at d ifferen t hydrau lic resid ence t im es (HRT ) for

various con centrat ion s of ph enol in w astew ater, u sing batch-recircu lat ion and cont inuous f low processes. Th e rem oval rate decreased w ith the in itial

concen trat ion of phenol in b ioreactor on b atch-recircu lat ion, and a series of zero-order reaction equat ion s are proposed to describe the k inetics of th e

b iod egradation of phenol in th is b ioreactor. In a series of b ioreactor cont inuous f low exp erim en ts, the overall removal rate w as abou t 95. 5% for an in itial

concen trat ion of 100m g# L- 1 phenol and an HRT of 9. 5 hours.

Keywords: immob ilized m icroorgan ism; Fusa rium sp. ; phen o;l ben ton ite gel

1 引言 ( Introduct ion)

酚类物质危害性大, 是一类极为严重的环境污

染物. 常用吸附、混凝沉淀、高级氧化等方法处理含

酚废水,但这些方法处理不彻底, 易产生二次污染.

利用细菌、真菌等生物法降解苯酚是一种很有应用

前景的方法 ( Bu itron et al. , 1998; Santos et a l. ,

2004; Sarfaraz et al. , 2004; 吕荣湖等, 2005) ,但由

于游离细菌易流失、耐负荷冲击性差等问题影响了

其在实际中的应用. 采用活性碳、海藻酸钙等固定

化微生物方法可以保持微生物的高浓度和高活性,

有助于提高污染物的负荷和降解率 ( Ann ibale

et al. , 2004; Gonzalez et al. , 2001a; W ang et al. ,

1995; 吴立波等, 2000) , 但常规固定化载体存在着

成本高、实用性差等问题. 因此, 寻找高效、廉价性

能优良的固定化载体与方法, 是固定化生物反应器

成功应用的关键.膨润土具有特殊的吸水膨胀性和

离子交换性,被广泛用作吸附剂 (姚道坤等, 1994) .
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镰刀菌能以苯酚作为唯一碳源生长, 耐酚能力强,

具有工程应用前景 ( Ca i et al. , 2007) .本研究中提

出一种新型膨润土凝胶材料固定镰刀菌降酚方法,

希望通过实验优化确定镰刀菌的固定方法, 考察固

定化微生物反应器间歇与连续运行处理不同苯酚

浓度的降解性能,旨在开发一种高效实用稳定性好

的生物反应器.

2 材料与方法 (M ater ia ls andmethods)

2. 1 材料与仪器
菌种为镰刀菌, 是一种真菌, 其培养条件与生

理特性详见文献 (李济吾等, 2005) . 用含苯酚的无

机盐固体培养基驯化镰刀菌后, 在无菌条件下刮取

孢子至无菌水中, 振荡分散成镰刀菌孢子悬液. 实

验接种的孢子悬液在 600nm处的光密度为 0. 16

( C ai et al. , 2007).

试剂:膨润土凝胶材料由壳聚糖 ( Ch itosan)、膨

润土 ( Benton ite)、羧甲基纤维素 ( CMC )等组成, 简

称 CBC固定化材料.它是由膨润土 10g( 8~ 40目 )、

壳聚糖 0. 5g、CMC( 3% ) 30mL等通过搅拌交联反应

固定后加水而制成, 用时切割成所需要的尺寸

( 10mm @ 10mm @ 10mm) (李济吾等, 2007) ; 其密度

范围为 ( 1. 00~ 1. 17) @ 10
3
kg#m - 3

, 热稳定性与酸

碱稳定性好.其它试剂还包括 1g# L
- 1
苯酚溶液、4%

海藻酸钙溶液、4%氯化钙溶液.

仪 器: 电 子 天 平 ( METTLER TOLEDO ),

UV2450PC紫外可见分光光度计 (岛津 ) ,高速搅拌

机 (上海精科 ), T itraM ate 20 pH测定仪 (M ETTLER

TOLEDO), LDZ5-2型低速自动平衡离心机 (北京医

用 ) , DGG- 9123A电热恒温鼓风干燥箱 (上海森

信 ) , LRH- 250Ò微电脑控制生化培养箱 (广东医

疗 ) , SW-C J- 1F单人水平垂直两用净化工作台 (苏

州净化 ), DHZ- DA恒温振荡器 (太仓 ) ,自制固定

化反应器.

2. 2 固定化方法
CBC吸附固定:取定量孢子悬液与 CBC材料进

行简单混合吸附以固定镰刀菌. CBC交联包埋固

定:取定量膨润土与适量孢子悬液混匀后, 再与壳

聚糖、CMC溶液搅拌混匀交联反应固定后加水而制

成.这 2种方法中镰刀菌的接种量按孢子悬液与

CBC材料的质量比为 1 /20来确定. 海藻酸钙包埋

固定:取 4%的 20mL海藻酸钙溶液, 加入 1mL孢子

悬液, 搅拌均匀后, 用直径 2mm、容量 25mL的针筒

吸入,然后滴加到 4%的 CaC l2溶液中, 使其凝固成

固体小球,浸泡 1h后水洗 3次,放置备用.

固定镰刀菌后,各取 20g(湿重 )固体小球放入

50mL浓度为 200mg# L
- 1
的苯酚溶液中, 于 30

o
C、

100r# m in
- 1
下进行微生物降解摇床实验 (各 3组平

行 ), 并以游离菌对苯酚的降解作为对照,以降酚效

果来确定适当的菌固定化方法.

2. 3 实验装置

连续实验装置如图 1所示.有机玻璃反应器的

柱高为 75cm, 内径为 9cm, 体积为 4. 77L, 有效体积

为 2. 86L,采用底部进水、上部出水的方式. 将反应

器 a柱和 b柱串联进行连续实验.为了确保降解起

始条件一致,采用 5个同样的反应器同时进行间歇

实验.

采用吸附固定法将适量菌液固定在 CBC材料

后,取其体积 1L放入盛有 200mg# L
- 1
苯酚模拟水样

的反应器内, 进行通气培养静态挂膜. 待水样中苯

酚浓度降为零后, 继续添加定量苯酚溶液, 使固定

在材料上的微生物继续增殖. 当材料表面上长出白

色菌丝后,再以流量 60mL#m in
- 1
循环进苯酚模拟水

样,曝气量为 0. 3mL#m in
- 1
, 经 5~ 7d的动态培养

后,生物膜逐渐成熟, 材料表面被白色带毛的镰刀

菌膜包裹, 即可用于间歇或连续处理苯酚废水实

验,处理过程中溶液 pH不调节, 室内温度为 25e .

图 1 连续运行固定化反应器 ( 1. 进水罐, 2、4.液体流量

计, 3、5.气体流量计, 6.出水罐, 7、8.气泵, 9、10. 水

泵, a、b.反应器 )

F ig. 1  C on tinuou s b ioreactor system ( 1. in let w ater

contain er, 2、4. w ater flowm eters, 3、 5. gas

flowm eters, 6. ex it w ater con tainer, 7、8. air

pump, 9、10. w ater pum p, a、b. b ioreactor)

2. 4 实验方法

间歇实验:苯酚初始浓度分别为 100、200、300、

400和 500mg# L
- 1
, 曝气量为 0. 3mL#m in

- 1
进行试

验,定时取样分析负荷对苯酚降解率的影响.
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连续实验:选择曝气量 0. 3mL#m in
- 1
,进水流量

10mL#m in
- 1
和 20 mL#m in

- 1
进行分析, 停留时间分

别为 9. 50h和 4. 75h. a和 b柱串联运行,定时测定 a

和 b柱进水与出水的苯酚浓度, 考察 a、b柱出水的

苯酚浓度变化.

苯酚浓度的测定均采用 4-氨基安替比林法.

3 结果 (R esults)

3. 1 固定化方法确定

3种固定化方法与游离菌降解苯酚的实验结果

如图 2所示.由图 2可知,镰刀菌固定化后降解苯酚

的速率均比游离菌的要好,其降酚速率大小顺序分

别为 CBC吸附固定 >海藻酸钙固定 > CBC交联包

埋固定.实验中肉眼观察的结果也表明, 镰刀菌用

CBC吸附固定长势比较好. 因此, 后续实验中采用

吸附法固定镰刀菌.

图 2 不同固定化方法与游离菌的降酚性能的比较

F ig. 2  C omparison of pheno l d egradation am ong d ifferen t

imm ob ilizationm ethods and free cells

图 3 初始苯酚浓度对苯酚降解率的影响

F ig. 3 Phenol rem oval at d ifferen t in itial ph enol concen trat ions

3. 2 间歇实验结果

3. 2. 1 负荷对苯酚降解率的影响  苯酚负荷对其

降解率的影响如图 3所示. 由图 3可知,进水苯酚浓

度为 100mg#L- 1
时,运行 32h后出水苯酚降解率达

到 90%以上;随着进水苯酚浓度的升高, 尽管苯酚

去除量随着进水浓度的增加而增加,苯酚降解率却

不断下降,当苯酚浓度进一步提高到 500mg# L
- 1
时,

苯酚降解率下降到 31% .

3. 2. 2 降解动力学  在间歇实验中,苯酚浓度随时

间的变化关系如图 4所示, 表 1给出了苯酚降解的

动力学方程.从表 1中可看出,不同浓度的苯酚降解

过程基本上遵循零级反应动力学,但苯酚浓度大于

500mg# L
- 1
时, 其降解过程用零级反应动力学描述

时线性稍差. 对于不同初始浓度的苯酚, 降解速率

常数不完全相同, 这说明, 苯酚的生物降解与其初

始浓度有一定的关系, 随着苯酚浓度的增加, 苯酚

的降解速率也一定增加, 但达到一定浓度后, 降解

速率又会有所降低.

图 4 固定化镰刀菌反应器苯酚降解动力学

F ig. 4  Phenol b iodegradat ion process k inetics in th e

imm ob ilized b ioreactor

表 1 苯酚降解的动力学方程

Tab le 1 Ph enol b iod egradation process k inetics equations

初始浓度 /

(m g# L- 1 )
动力学方程

速率常数

/h- 1
R2

100 C = - 2. 4294t+ 94. 57 2. 4294 0. 9900

200 C = - 2. 5882t+ 186. 98 2. 5882 0. 9488

300 C = - 3. 7238t+ 287. 71 3. 7238 0. 9559

400 C = - 3. 8657t+ 379. 99 3. 8657 0. 9182

500 C = - 3. 6595t+ 461. 61 3. 6595 0. 8407

3. 3 连续实验结果
3. 3. 1 停留时间对苯酚降解率的影响  停留时间

对苯酚降解率的影响如图 5所示.由图 5可知, a、b

柱中,苯酚降解率随着停留时间的增加而增加, 当

停留时间为 9. 5h时, a柱中的苯酚降解率持续升

高, b柱中的降解率开始趋于缓慢; 停留时间超过

915h后, b柱中苯酚降解率达 90%以上; 当停留时
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间从 9. 5h增加到 10. 0h时, 降解率仅增大了

115%.停留时间过长会导致反应器的增大,从而使

基建投资增加,在实际运行中不宜采用过长的停留

时间,因此, 在降解 100mg#L- 1
苯酚废水时采用的停

留时间为 9. 5h.

图 5 停留时间对 a、b柱中苯酚降解率的影响

Fig. 5 Ph enol rem oval of both / a0 and / b0 colum n b ioreactor

u sing d ifferent hydrau lic reten t ion t im es

3. 3. 2 运行稳定性  水流停留时间为 9. 5h时,连

续运行时反应器对苯酚的降解效果如图 6所示.由

图 6可知,苯酚浓度为 100mg# L
- 1
时,经过 a柱和 b

柱后, 其平均降解率分别达到了 55%和 90%, 连续

串联运行总效率达 95. 5%. 初始苯酚浓度提高到

200mg# L
- 1
时,在相同停留时间下, a柱和 b柱的苯

酚降解率分别降为 15%和 72%, 连续串联运行总

效率达 76. 2% .

图 6 苯酚浓度对 a、b柱中苯酚降解率的影响

F ig. 6  Th e stab ility of rem oval in / a0 and / b0 colum n

b ioreactorsw ith d ifferen t in it ial phenol concentrat ion s

4 讨论 (D iscussion)

4. 1 固定化方法对苯酚降解的影响

微生物固定化方法对降解目标污染物的速率

影响较大 ( V idya et al. , 2007 ). 交联包埋固定的降

解速率最小,这是由于 CBC的制作中使用了交联剂

戊二醛,它能直接参与酶蛋白的交联, 形成酶的蛋

白质聚结态, 使酶失活, 部分抑制了菌的生长及产

酶. CBC吸附固定菌的降解速率最大,这与文献 ( Pa i

et al. , 1995)使用颗粒活性碳吸附固定 Rhodococcus

sp.降酚效果较好的结论相类似. 这是因为制备的

CBC材料表面粗糙, 且壳聚糖和膨润土本身具有吸

附性,常用作吸附剂 (王雪峰等, 2003) , 具有良好的

吸附性能,既能迅速吸附水中污染物于表面, 也解

决了吸附法最难解决的微生物脱附的问题.

4. 2 负荷对降解苯酚的影响

已报道的可降解苯酚的菌种大多数只能降解

低浓度的苯酚废水 ( 100mg# L
- 1
以下 ) ( V idya

et al. , 2007). 镰刀菌能以苯酚作为唯一碳源生长,

且耐酚能力强 (达 420mg#L- 1
) ( Ca i et al. , 2007) ,

镰刀菌固定化后其耐酚能力有所增加 (达 500

mg# L
- 1

). 但是,随着苯酚浓度的增加,由于固定化

载体容积负荷有限, 使得苯酚降解率降低. 图 5中

a、b柱苯酚降解率相差较大的主要原因也是如此,

因为采用 a和 b串联运行, a柱的出口溶液直接进

入 b柱, b柱的进口苯酚浓度远小于 a柱,其处理负

荷较小,降解率就较高. 实验中不同浓度的苯酚降

解过程基本上遵循零级反应动力学, 这与文献

(W ang et al. , 2002)的结论相一致.

4. 3 反应器运行稳定性
影响固定化微生物反应器运行稳定性的因素

很多,除了固定化方法、菌种等因素之外, 停留时间

与负荷对生物反应器去除目标污染物的影响比较

显著 ( O scar et al. , 2008). 如 Gonza lez等用海藻酸

钙凝胶固定 P seudomonas pu tida菌处理苯酚废水, 当

停留时间为 4d、苯酚负荷为 0. 5g# L
- 1# d

- 1
时, 苯酚

降解率高达 90% (Gonzalez et al. , 2001a). 相比之下,

在苯酚负荷与降解率相近的条件下,本实验结果的停

留时间仅为 9. 5h,大幅减少了停留时间, 证明吸附固

定菌种的方法可有效提高反应器的处理能力.

处理负荷波动对反应器运行稳定性影响较大

( Gonzalez et al. , 2001b; Nurdan et al. , 2005;

V igg ian i et al. , 2006 ) . 如用海藻酸钙凝胶固定

P seudomonas pu tida菌处理苯酚废水, 当停留时间为

4d、苯酚负荷为 62. 5~ 625mg# L
- 1# d

- 1
时,反应器运

行稳定;当苯酚负荷超过 625mg# L
- 1# d

- 1
时,反应器

运行很不稳定, 出口浓度急剧增加 ( Gonzalez et al. ,
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2001b) . 本实验中当苯酚负荷从浓度 100 mg#L- 1

( 1440mg# L
- 1# d

- 1
) 增加到 200mg# L

- 1
( 2880

mg#L
- 1
# d

- 1
)时, 虽然降解率下降,但 a、b柱出水苯

酚浓度始终在一个定值上下波动,说明该固定化反应

器的运行稳定性比较好.相比间歇实验, 反应器连续

运行时大大地提高了苯酚降解速率 (从 3112mg# h
- 1

提高到 14. 74mg# h
- 1

) .苯酚浓度增大后, a柱对苯酚

的降解率迅速降低,这是因为苯酚浓度的突然升高对

菌体的生长和产酶产生了一定抑制作用 ( Ca i et al. ,

2007) .

5 结论 ( Conclusions)

1) 在苯酚浓度为 200mg#L- 1
、30e 、100r#m in

- 1

摇床实验条件下,固定化方法与游离菌的降酚速率

由大到小的顺序为 CBC吸附固定 >海藻酸钙固定

> CBC交联包埋固定 > 游离菌. 2) 反应器间歇运

行时, 初始苯酚浓度对苯酚降解率影响很大, 苯酚

降解率随着其浓度的增加而有所降低. 苯酚浓度

100mg# L
- 1
时, 出水苯酚降解率达 90%; 不同浓度的

苯酚降解过程基本上遵循零级反应动力学, 对不同

初始浓度的苯酚降解速率常数不完全相同. 3)反应

器串联连续运行时, 停留时间为 9. 5h时, 100

mg#L- 1
苯酚总降解率稳定在 95. 5% 左右, 200

mg#L- 1
苯酚的总降解率也能稳定在 70%以上; 相比

间歇实验,反应器连续运行时可大大地提高了苯酚

降解速率.
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