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用聚丙烯酞胺凝胶固定化微生物细胞清除

合成洗涤剂污水中 � � � 的初步研究

蒋立锐 任维栋 张继功
�山东昌潍医学院生化教研室�

近十年来
,

国外用固定化微生物细胞的

方法
,

生产氨基酸和抗菌素
,

取得了显著经济

效果
,

理论研究也逐渐深人
�

近几年来
,

用固

定微生物细胞处理工业污水做了不 少 尝 试
,

认为是一种效果好
、

简单易行的办法
�

我们选用假单抱 杆 菌 ��� �� �� � �� ��
�

�
�

尸
�

� �
� 菌株

,

以聚丙烯酸胺凝胶包埋
,

用来

清除模拟合成洗涤剂污水中的 �� �
,

确有一

定效果
�

一
、

材 料 与 方 法

�一� 菌株
� 系山东潍坊合成洗 涤 剂 厂

分离的一种假单抱杆菌 �尸
,

�� �� � �� “
�

�
�

尸
�

�

� � 菌株
�

平板培养
,

培养基成分
� � ���

�

� � �

蛋白陈 �多 � �
�

�� �
�

� 多 � �� �
�

�
��认 �

�

�� 多 �

琼脂粉 �
�

� 务 � � � �
�

�一 �
�

�
�

�二� 材料
� � � � 系直链烷基苯磺酸钠

的缩写
�

丙烯酚胺�国产工业品
,

氯仿提纯�
,

双丙烯酸胺�国产工业品
,

丙酮提纯�
,

过硫酸

按
—

三乙醇胺 �化学聚合 �
�

做标准曲线

和酶活力测定用
�

实验用的合成洗涤剂中含

� � 多 � � �
�

�三 � 固定化细菌的制备方法
� 巧 � 聚

丙烯酚胺凝胶包埋菌体
,

取菌体 � � 克
,

用生

理盐水稀释至 �� 毫升
,

混匀
,

加人 �� 毫升含

�� 多 的丙烯酞胺
,

�
�

� 多双丙烯酞胺溶液
,

混

匀后
,

加入少量过硫酸钱
—

三乙醇胺
,

温度

为 �� ℃
�

固定后置冰箱过夜
�

用尼龙筛做

成 �� 目 巧多 聚丙烯酚胺凝 胶 包 埋 菌 体颗

粒
�

用生理盐水平衡
�

�� � 和 �
�

� 务 聚丙烯酸胺凝胶包埋菌体

的制备
,

同上法
,

也取 �
�

� 克菌体
,

调节适当

水量做成
、

用同样方法
,

做无菌的 �� 务 空白聚丙烯

酸胺凝胶颗粒柱
�

�四 � 上柱
� 玻璃管 � � � � � � 毫米

,

加

入凝胶颗粒后
,

用生理盐 水 平 衡 �� 一 �� 小

时
,

加入模拟污水
,

控制流速 �一 � 滴 � 分
,

每

天工作 �� 小时
,

温度保持 �� ℃
�

�五� 模拟污水的配制
� �

�

�� 克 界合 成

洗涤剂 � �
�

� � 克务 �� �
�

�
� �� , , � � �

�

�一�
�

�
�

�六� 分解 � �  酶活力测 定 � 参 照 �

� ��� � �� � � � �
�

法
�

取 � � � 毫克菌于 � � � 嗜升

三角瓶内
,

加人 �� 毫升 �
�

� 克多 � � � 溶液
�

取 �� � 毫克菌
,

做成 巧外 聚丙烯酚胺凝

胶包埋菌体颗粒
,

放在另一支 � �� 毫升三角

瓶内
,

加人 �� 毫升 �
�

� 克多 � � � 溶液
�

以上两种三角瓶都在 �� ℃ 温箱 中 反 应

� � 小时后取出
,

测剩余 �� � 量 ��� � 的测

定采用 甲烯蓝法�
,

计算 自然菌体分解 �� �的

酶活力和包埋菌体分解 � � � 的酶活力
�

二
、

结 果

�一 � 假单抱杆菌 � � 菌 株 分 解 � �  的
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酶活力
� 测得的结果列于表 �

�

表 � 自然菌体与包埋菌体分解 �� � 酶的活力
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表 � �
�

� � 聚丙烯酞胺凝胶包埋菌体上柱后

存活时间及对 �� � 的清除率

毫克 �克菌体 � �牛
小时

活力单位 �克
菌体 � � 小时

鲤整竺二�兰上兰兰土里竺�土兰二里三望兰士
包埋菌体酶活力 ��

·
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�

� � ��
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�

� �二�立
�了三

�

�二兰�立兰
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二

� 平均值
�

由表 � 可以看到
,

自然菌体分解 �� � 的

酶活力平均值为 � �� 活 力 单 位 �克 菌 体 � ��

小时
�

包埋菌体平均值为 � �� 活力单位 � 克菌

体 � � 小时
,

凝胶包埋菌体酶活力几乎 为 自

然菌体的 � 倍
�

�二 � 三种不同浓度的聚丙烯酚 胺 凝 胶

包埋菌体上柱后的存活时间及清除 率 结 果
,

列于表 �
、

�
、

�
�

率为 ��
�

夕务
,

半衰期为 �� 天
�

�三 � 空白柱对 �� � 的滞留能力测 定
�

测定结果表明
,

空白柱对 � � � 没有滞 留作

用
�

将标准 � � � 溶液通过空白柱后
,

流出

液中 � � � 浓度与标准液完全一致
�

表 � �� � 聚丙烯酞胺凝胶包埋菌体上柱后的

存活时间和对 �� � 的清除率

存存活活 ��� ��� ��� ��� ��� ��� ���� �   ���� � ���

大大数数数数数数数数数数数数

清清除除 �
�
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�
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�
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�

� ��� �     �
�

� ��� �
�

� ���

��� � �����������������������������

毫毫克数数数数数数数数数数数数

清清除率率 � � ��� 斗�
�

��� 牛�
�

��� ��
�

��� � �
�

��� ��
�

��� �  ��� 布气 ��� 斗�
�

��� � �
�

���

�������������������������������

巧 多聚丙烯酸胺凝胶包埋菌体上 柱 后
,

对 � �  的清除率最高达 �� 多
,

半寿期约 ��

天左右
�

表 � �� � 聚丙烯酞胺凝胶包埋菌体上柱后的存

活时间及对 �� � 的清除率

存存活活 ��� ��� 了了 ��� ��� ��� � ��� ����  !!! ∀ ∀∀∀

天天数数数数数数数数数数数数

清清除除 �
�

� ��� �
�

� ��� 布 � ��� �
�

���� �
�

� ��� �
�

�
   !

�

∀    乡
.
9 222 5

.
5 111 4

.
8 222

LLL A SSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSS

毫毫克数数数数数数数数数数数数

清清除率率 34
.
777斗0

.
000 子3

.
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.
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.
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.
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.
000

%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%

10 % 聚丙烯酸胺凝胶包埋菌体上 柱后
,

对 L A S 清除率最高达 62
.
9务

,

半寿期 20 天

左右
.

由表 4 可以看出
,

7

.

5 务聚丙烯酞胺凝胶

包埋的菌体上柱后
,

活力很快消失
,

最大清除

三
、

讨 论

本文对固定化假单抱杆菌 (Ps
e
ud

。, 。。05
.

5
.
尸
.
) B

3 菌株清除模拟合成洗涤剂 污 水 中

L A s 的作用进行了初步探讨
.

1
.
选用的假单抱杆菌 B

3菌株
,

用 巧 %
,

10 务
,

7

.

5 多三种不同浓度的丙烯酞胺单体包

埋
,

结果表明
,

10 另和 15 多聚丙烯酞胺 凝胶

包埋的菌体存活时间较长; 7
.
5多聚丙烯酸胺

凝胶包埋的菌体存活时间较短
.
可见

,

用凝

胶包埋活细胞时所使用的丙烯酸胺单体的浓

度对所包埋细胞的酶活力有较大的影响
.
但

巧务 凝胶制成的包埋菌体颗粒硬度较大
,

上

柱后透水性不如 10 务 凝胶
,

因此 选用 10 %

的聚丙烯酞胺凝胶包埋 B
;
菌株是较理 想 的

.

2
.
测定了固定化的和 自然的假单抱杆菌

B;菌株清除 L A S 的酶活力
.
自然菌体酶活

力是 4
.
21 毫克/克菌体 /2 4 小时 ;固定化细菌

的酶活力是 7
.
82 毫克/克菌体/24 小时

,

固定

化细菌酶活力大约为 自然菌 体 酶 活 力的 两

倍
.
估计是由于未固定的细菌分泌的粘液阻

碍自身与氧气接触
,

从而影 响 了 细 菌 分 解

LA S 的活力
.
固定化的细菌虽然吸 收氧 的

细胞表面积减少
,

但呈颗粒状态存在
,

分泌的

粘液少
,

仍然保持一定量的氧气供应和分解

L A s 的能力
.

3
.
实验结果表明

,

细菌经固定化上柱后
,

半衰期 20 天左右
.
上柱后最初几天对 L A S
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的清除率较低
,

仅 30 多 左右
.
这可能是细菌

固定后
,

由于环境改变
,

代谢活动也跟着改

变
.
而后清除率逐渐升高

,

高达 60 务
,

这可

能是因为细菌适应了新的环境
.
随后又逐渐

降低
,

这时清除率的降低是与细菌存活数逐

渐减少有关
.
如何延长固定化细菌的存留时

科 学 2 卷 3 期

间和增加其稳定性有待今后探讨
.

山 东滩坊合成 洗涤剂厂 曹孝全同志提供

菌种
,

本学院微生物学教研室徐长 霞同志 协

助工作
,

特此致谢
.

二硝基重氮酚对淡水鱼类的毒性试验

曲年受 林 影 车平川 王天样 崔可铎
(山东省烟台地区环境保护研究所) (中国科学院海洋研究所)

二硝基重氮酚 (D D N P ) 对海洋动物 的

毒性效应
,

我们已做过研究
.
为了确定 D D N P

对生物的安全浓度
,

为制定排放标准提供科

学依据
,

我们对淡水鱼类做了毒性试验
.

为
、

死亡时间和数量
.
数据进行统计处理

,

取

平均值
,

在半对数纸上用直线内擂法求出24
、

斗8
、

9 6 小时的 TL m 值
,

以 % 小时
‘

f L m 值

乘以经验系数 0
.
1计算生物安全浓度

.

材 料 和 方 法

试验用药为二硝基重 氮酚 (di
n itrodiazo-

Iohenol)
,

简称为 D D N p
.
先 配 成 10o oppm

的母液
,

放置 24 小时后再配成不同浓度的试

验用液
.

试验用鱼为休长 3一4
cm 的白鳞鱼 和 草

鱼
,

先在实验室驯养使其生活正常
,

再选择

大小均匀行动活泼健康的个体 进 行 毒 性 试

验
.

试验用水为地下井水
,

验证实验采用曝

气除氯的自来水
.
试验前测定井水和自来水

的溶解氧
、

p
H

、

氯度
、

碱度
、

硬度
、

耗氧量等

化学项目
,

试验用液的溶解氧在 4 毫克/升以

上
.

试验容器为 3000 毫升的搪瓷 缸和 200 0

毫升的玻璃培养缸
.

试验浓度是在进行三次预实验后
,

确定

最高和最低的浓度界限
,

再按 0
.
1的对数间距

配成试验浓度
.
每个浓度放鱼 10 尾

,

24 小

时换液一次
,

定时观察记录鱼的形态变化
,

行

结 果 和 讨 论

试验结果如表 1
.

表 l、 2 表明
,

白鳞在 15
.
OPP m 中能正常

生活
,

2 2

.

l p脾 24小时即发生死亡
,

9 6 小时

出现身体变形
,

烂尾
、

掉鳍的现象
,

55

·

0

I,P m

24 小时死亡 80 务
.

表 3 表明
,

草鱼的死亡率随致毒时间的

延长而有规律的增加
.
18
.
g PP m % 小时尚能

正常生活
,

37

.

8
pp m 2 4 小时死亡达 50 务

.

试验中发现
,

鱼类死亡前的行为发生异

常
,

首先浮头
,

游泳时快时慢
,

忽上忽下
,

逐渐

游动急促
,

死亡前急剧跳跃
,

死亡后体表粘液

增多
,

与贺锡勤所分的四个阶段类似
.

D D N P 对白鲤鱼和草鱼的致死浓度如表

4 ,

两种鱼对 D D N P 的反应基本上 是 一 样

的
.

白鳝鱼 % 小时的安全浓度为 33
.
0 X 0

.
1

~ 3
.
3PPm

.

草鱼 % 小时的安全 浓 度 为 25
.
3 X 0

.
1

~ 2
.
SPPm .


