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康春莉，高红杰，郭  平*，叶春翔，万婷婷

吉林大学环境与资源学院环境科学系，长春 130012
摘要：细菌已广泛应用于重金属废水的处理，多糖则是细胞壁的主要成分，并通过螯合作用吸附重金属，而固定化技术具有处理效率高，生产成本低等优势。采用正交实验法，以聚乙烯醇和海藻酸钠为包埋剂，同时添加活性炭，硅藻土等对细菌胞壁多糖进行固定化，并以吸附铅、镉能力为主要考察指标，同时从机械强度、传质性、耐酸性等方面综合考虑，选择最优化的固定化小球最佳配方。结果表明，在聚乙烯醇、海藻酸钠、活性炭、硅藻土、多糖、二氧化硅和饱和硼酸中氯化钙的质量分数分别为10%、0.2%、1.5%、1.5%、0.8%、4%、3%，胶联时间为16 h，己二胺浓度为0.06 mol•L-1的条件下制得的固定化小球对铅、镉吸附的能力较强，并按照最佳配方进行了验证实验，对铅的吸附量达到4.4575 μmol•g-1，对镉的吸附量达到4.1708 μmol•g-1，机械强度、传质性和耐酸性都较好。
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起始于1959年的固定化微生物是一种比一般生物吸附法更为高效的方法，它是利用化学或物理的手段将游离细胞定位于限定的空间区域,并使其保持活性,反复利用的一种新型生物技术。由于该技术在实际应用中可以使工艺自动化、连续化,提高处理效率，降低生产成本, 固液分离简单等优势，20世纪70年代后迅速成为生物、环境等领域的一个研究热点[1-4]。目前，国内外关于固定化微生物技术还没有一个统一的分类标准,主要有吸附固定化、共价结合固定化、交联固定化、包埋固定化和自身固定化等几种方法，而在实际应用中常常是上述二种或几种方法结合起来使用。微生物固定化的载体应具有对微生物无毒、抗微生物分解、机械强度高、传质性能好、载体能再生并重复利用、制备工艺简单、价格便宜等一系列优点。
许多微生物，包括细菌、真菌和藻类都能吸附外部环境中的多种阳离子，目前细菌已广泛应用于重金属废水的处理[5-8]。细菌原生质膜外有明显的细胞壁,与外界环境接触，它既可以避免微生物体受到外界环境的伤害，又可以控制原生质和周围环境之间的物质交换。细胞通过螯合吸附金属已经证明和细胞壁结构有关, 现已发现细胞壁是与金属接触最早的部分，同时也证明大多数金属都是螯合在细胞壁上[9-14]。而生物体细胞壁的主要成分是胞壁多糖，其对重金属的吸附是胞壁多糖上的一些具有络合、配位功能的基团起作用[15]。这些基团通过与所吸附的金属离子形成离子或共价键来达到吸附金属离子的目的[16]。

影响固定化细胞制备的因素很多,主要有包埋剂、包泥量、吸附剂、交联剂、交联时间及小球粒径等。由于固定化细胞应用于废水处理中,需一定的强度及传质性能,因此本试验同时考察包埋剂中其他添加剂、交联剂对固定化细菌胞壁多糖成球难易以及强度、传质性能的影响,获得固定化细菌胞壁多糖制备的基本技术参数,然后以固定化细菌胞壁多糖吸附重金属的能力为主要指标,强度为辅助指标,采用正交试验确定其适宜的包埋条件。

1  材料和方法

1.1  材料

1.1.1  细菌胞壁多糖
通过对吉林市污水处理厂的活性污泥中的细菌进行耐重金属性筛选试验，获得对铅离子和镉离子具有较强耐受性的优势菌种。将其分离、纯化、扩大培养后，制备胞壁多糖。

1.1.2  培养基
固体培养基每1000 mL蒸馏水中含牛肉膏5克，蛋白胨10克，氯化钠5克，琼脂10克，液体培养基不包含琼脂，其它成分和固体培养基相同。调pH值7.4-7.6，121-125 ℃，高压灭菌20 min。

1.1.3  固定化细菌胞壁多糖载体材料及交联剂
聚乙烯醇，海藻酸钠，活性炭，硅藻土，二氧化硅，碳酸钠，氯化钙，硼酸，己二胺，戊二醛。

1.1.4  主要仪器
手提式高压蒸汽灭菌锅（上海医用仪器厂）；HZQ-F160型全温振荡培养箱(哈尔滨市东连电子技术开发有限公司)；PHS-3型精密pH计(上海雷磁仪器厂)；WYX-9004型原子吸收分光光度计(沈阳仪通仪器有限公司)。

1.2  方法

1.2.1  固定化细菌胞壁多糖的制备 

将载体材料用恒温水浴锅在90 ℃左右完全溶解后，冷却到40 ℃左右，再将其与吸附剂和胞壁多糖按一定比例混合，然后用1.5 mm直径针头的注射器加压将混合液注射到交联剂溶液中成球，然后再与己二胺和戊二醛交联一定时间，最后得到固定化细菌胞壁多糖小球（图1），浸泡在二次水中备用。

[image: image1]
图1  固定化流程图
Fig. 1  Immobilization operation process
1.2.2  固定化细菌胞壁多糖小球性能的测试 

直径的测量：采用游标卡尺测量直径。机械强度的测试：用手捏包埋好的固定化小球，定性描述小球的强度。传质性能的测定：取数粒固定化小球投入盛有50 mL（50 mL水中加0.1 mL红墨水）自制红墨水中，放置30 min观察红墨水进入各种粒径小球的情况，定性判断固定化小球的传质性能。耐酸性的测定：称取一定量的小球放入pH=2的稀硝酸溶液中，2 h后取出用滤纸擦干，称重，计算其失重率。

1.2.3  吸附重金属能力的测定

取一定质量的小球投加到25 mL，Pb2+和Cd2+浓度分别为48 μmol•L-1和89 μmol•L-1，pH=4，硝酸钠浓度为0.01 mol·L-1的溶液中，在20 ℃、200 r·min-1的恒温振荡器中振荡吸附2 h，之后用原子吸收分光光度计测量溶液中的重金属浓度，计算出单位质量小球的吸附能力，定量描述固定化小球的吸附能力。

2  结果与分析

2.1  固定化方法的研究

    聚乙烯醇（PVA）是一种新型的微生物包埋固定化载体[17]，具有机械强度高、化学稳定性好、抗微生物分解性能强、对微生物无毒、价格低廉等一系列的优点，是一种具有实用潜力的包埋材料。为确定PVA作为载体材料的最适宜的包埋条件，本论文在初步研究的基础上，结合文献报道，在小球粒径 3mm 作为包埋的固定条件的前提下，以PVA(A)、添加剂海藻酸钠(B)、吸附剂活性炭(C)、硅藻土(D)、多糖(E)、二氧化硅(F)、交联剂饱和硼酸中氯化钙(G) 的质量分数(%)，胶联时间(H)，己二胺(I)、戊二醛(J)的浓度(mol•L-1)为影响因素，每个因素选取三个水平，采用L27(313)正交表进行正交试验来确定最佳的包埋条件。正交试验的因素水平见表1，实验结果见下页表2。

表1  PVA 正交实验
Table 1  Orthogonal experiments of Polyvinyl Alcohol
	因素
	A
	B
	C
	D
	E
	F
	G
	H
	I
	J

	水平一
	8
	0.1
	0
	1
	0.2
	2
	2
	16
	0
	0

	水平二
	10
	0.5
	1
	2
	0.4
	3
	3
	24
	0.03
	0.1

	水平三
	12
	1
	1.5
	3
	0.8
	4
	4
	32
	0.06
	0.2


2.2  固定化细菌胞壁多糖小球性能检测

分别以固定化细菌胞壁多糖小球吸附Pb2+、Cd2+的能力、机械强度、传质性和耐酸性为指标对小球性能进行考察，由于吸附重金属能力、机械强度、传质性都是越高越好，失重率越低说明耐酸性越好。所以由表2（下页）可获得固定化小球各项性能最佳状况的各因素水平，结果见表3；并进行方差分析，见表4。
F值越大，因素对固定化小球性能影响越显著。由表4可知，因素A聚乙烯醇的质量分数对吸附铅能力、机械强度、传质性、耐酸性都具有显著的影响，因素B海藻酸钠的质量分数对吸附铅能力有显著的影响，因素C活性炭的质量分数对耐酸性有显著影响，因素H固化时间对镉吸附能力、耐酸性都具有显著的影响。
表2  正交实验结果

Table 2  The results of Orthogonal experiments

	序号
	A
	B
	C
	D
	E
	F
	G
	H
	I
	J
	机械强度
	传质性
	失重率%
	吸附铅
	吸附镉

	1
	8
	0.2
	0
	0
	0.2
	2
	2
	16
	0
	0
	较差
	很好
	40
	4.54
	2.94

	2
	8
	0.2
	0
	0
	0.4
	3
	3
	24
	0.03
	0.1
	较差
	好
	35
	5.45
	2.05

	3
	8
	0.2
	0
	0
	0.8
	4
	4
	32
	0.06
	0.2
	较差
	很好
	62
	9.36
	1.78

	4
	8
	0.5
	1
	1
	0.2
	2
	2
	24
	0.03
	0.1
	较差
	很好
	73
	4.39
	2.49

	5
	8
	0.5
	1
	1
	0.4
	3
	3
	32
	0.06
	0.2
	较差
	好
	56
	4.44
	2.49

	6
	8
	0.5
	1
	1
	0.8
	4
	4
	16
	0
	0
	较差
	好
	23
	5.41
	2.85

	7
	8
	1
	1.5
	1.5
	0.2
	2
	2
	32
	0.06
	0.2
	较差
	好
	33
	3.38
	1.96

	8
	8
	1
	1.5
	1.5
	0.4
	3
	3
	16
	0
	0
	一般
	较差
	4
	3.33
	2.22

	9
	8
	1
	1.5
	1.5
	0.8
	4
	4
	24
	0.03
	0.1
	较差
	一般
	29
	4.01
	2.85

	10
	10
	0.2
	1
	1.5
	0.2
	3
	4
	16
	0.03
	0.2
	一般
	好
	39
	4.92
	2.49

	11
	10
	0.2
	1
	1.5
	0.4
	4
	2
	24
	0.06
	0
	一般
	很好
	33
	5.45
	2.76

	12
	10
	0.2
	1
	1.5
	0.8
	2
	3
	32
	0
	0.1
	好
	一般
	65
	5.55
	1.60

	13
	10
	0.5
	1.5
	0
	0.2
	3
	4
	24
	0.06
	0
	一般
	很好
	38
	4.49
	2.40

	14
	10
	0.5
	1.5
	0
	0.4
	4
	2
	32
	0
	0.1
	一般
	较差
	32
	3.76
	1.69

	15
	10
	0.5
	1.5
	0
	0.8
	2
	3
	16
	0.03
	0.2
	好
	较好
	47
	5.89
	3.11

	16
	10
	1
	0
	1
	0.2
	3
	4
	32
	0
	0.1
	好
	较好
	42
	4.15
	1.60

	17
	10
	1
	0
	1
	0.4
	4
	2
	16
	0.03
	0.2
	好
	一般
	19
	3.38
	2.31

	18
	10
	1
	0
	1
	0.8
	2
	3
	24
	0.06
	0
	好
	一般
	40
	3.47
	1.87

	19
	12
	0.2
	1.5
	1
	0.2
	4
	3
	16
	0.06
	0.1
	很好
	较差
	19
	4.30
	2.14

	20
	12
	0.2
	1.5
	1
	0.4
	2
	4
	24
	0
	0.2
	很好
	较差
	28
	2.99
	1.96

	21
	12
	0.2
	1.5
	1
	0.8
	3
	2
	32
	0.03
	0
	很好
	一般
	25
	3.67
	1.25

	22
	12
	0.5
	0
	1.5
	0.2
	4
	3
	24
	0
	0.2
	很好
	较差
	24
	3.72
	2.05

	23
	12
	0.5
	0
	1.5
	0.4
	2
	4
	32
	0.03
	0
	很好
	较差
	20
	4.49
	1.78

	24
	12
	0.5
	0
	1.5
	0.8
	3
	2
	16
	0.06
	0.1
	很好
	较差
	4
	4.63
	2.31

	25
	12
	1
	1
	0
	0.2
	4
	3
	32
	0.03
	0
	很好
	较差
	32
	2.90
	1.33

	26
	12
	1
	1
	0
	0.4
	2
	4
	16
	0.06
	0.1
	很好
	较差
	28
	2.94
	1.78

	27
	12
	1
	1
	0
	0.8
	3
	2
	24
	0
	0.2
	很好
	较差
	29
	2.41
	2.22


表3  各因素的最佳水平综合分析

Table 3  the comprehensive analysis of the optimal level of every factor
	项目
	A

/%
	B

/%
	C

/%
	D

/%
	E

/%
	F

/%
	G

/%
	H

/h
	I

/(mol·L-1)
	J

/(mol·L-1)

	吸附铅
	10
	0.2
	0
	1.5
	0.8
	4
	3
	16
	0.03
	0.1

	吸附镉
	8
	0.5
	1
	1.5
	0.8
	4
	2
	16
	0.03
	0.2

	机械
强度
	12
	1
	0
	1
	0.8
	2
	3
	16
	0
	0

	传质性
	8
	0.2
	1
	0
	0.2
	2
	2
	24
	0.06
	0

	耐酸性
	12
	1
	1.5
	1.5
	0.4
	3
	2
	16
	0
	0


表4  方差分析结果

Table 4  the results of the variance analysis
	项目
	A

/%
	B

/%
	C

/%
	D

/%
	E

/%
	F

/%
	G

/%
	H

/h
	I

/(mol·L-1)
	J

/(mol·L-1)

	吸附铅
	*
	*
	
	
	
	
	
	
	
	

	吸附镉
	
	
	
	
	
	
	
	*
	
	

	机械
强度
	*
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	传质性
	*
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	耐酸性
	*
	
	*
	
	
	
	
	*
	
	


注：*代表具有显著性
虽然多糖的的质量分数未达到显著性水平，但其F值接近于临界值。虽然在选定的多糖浓度范围内各项指标均未达到最大值，但是随着多糖质量分数的增加，固定化小球各项性能均具有逐渐提高的趋势，所以多糖的质量分数对最优包埋条件也起到决定性的作用。建议在包埋中适当提高多糖的质量分数。

以吸附重金属能力为主要考察指标，结合影响因素的显著，从机械强度、传质性、耐酸性等方面，综合确定固定化小球最佳配方，即PVA的质量分数为10%、海藻酸钠的质量分数为0.2%、活性炭的质量分数为1.5%、硅藻土的质量分数为1.5%、多糖的质量分数为0.8%、二氧化硅的质量分数为4%、饱和硼酸中氯化钙的质量分数为3%，胶联时间为16 h，己二胺浓度为0.06 mol•L-1，不用戊二醛进行胶连。按照此最佳配方进行验证实验，结果是固定化小球对铅和镉的吸附量分别为4.4575 μmol•g-1、4.1708 μmol•g-1，且机械强度、传质性和耐酸性都较好。

3  结论

    （1）在选定的10个影响因素中，影响固定化小球性能的主要因素有PVA的质量分数、SA的质量分数、胶联时间和多糖的质量分数。

（2）固定化小球最佳配方为：PVA的质量分数为10%、海藻酸钠的质量分数为0.2%、活性炭的质量分数为1.5%、硅藻土的质量分数为1.5%、多糖的质量分数为0.8%、二氧化硅的质量分数为4%、饱和硼酸中氯化钙的质量分数为3%，胶联时间为16 h，己二胺浓度为0.06 mol•L-1。在该条件下包埋的小球对铅、镉吸附的能力较强，机械强度、传质性、耐酸性好。
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The optimization of the embedding conditions of the beads immobilized cell wall polysaccharides for the adsorption of plumbum and cadmium
KANG Chunli, GAO Hongjie, GUO Ping, YE Chunxiang, WAN Tingting

College of Environment and Resources, Jilin University, Changchun 130012, China
Abstract: At present, bacteria has been extensively applied for the treatment of heavy metals wastewater. Polysaccharides is the major composition of cell wall of bacteria and can adsorb heavy metals by the chelation. The immobilization technology has a lot of advantages such as high efficiency of treatment, low cost of production, and so on. So, the immobilization of the cell wall polysaccharides of bacteria is investigated in this paper. Two materials named polyvinyl alcohol (PVA) and sodium alginate are used as embedding medium, and active carbon, diatomite are added also. By considering the adsorption ability for plumbum and cadmium as well as the properties of mechanical intensity, the transmission and acid-proof , the optimal embedding conditions are determined through orthogonal experimentation, which shows the percentage of PVA, sodium alginate, active carbon, diatomite, polysaccharides, silicon dioxide and calcium chloride should be 10%, 0.2%, 1.5%, 1.5%, 0.8%, 4%, 3% respectively, the couplet time 16 h, the concentration of hexamethylene diamine 0.06 mol•L-1. The beads made on conditions above get the adsorption capacity of plumbum and cadmium separately 4.4575 μmol•g-1 and 4.1708 μmol•g-1 and the better properties of mechanical strength, transmission and acid -proof are observed.
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