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固定化微生物柱处理染料废水试验中细菌的存活
*
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摘要　以凹凸棒粘土颗粒为载体,混合固定化 7株高效脱色菌,组装成固定化生物反应柱,进行各种染料废水的脱色试验.在试

验各阶段,从柱体取出凹凸棒颗粒进行细菌存活检查.经过半年多的运行,最后能检测到初始固定化 7种菌中的 6种菌,说明本

试验采用的固定化混合菌种及强制固定化优良菌株的方式是可行的.电镜检查表明,凹凸棒颗粒表面粗糙,具有孔洞、缝隙,是

微生物生长的良好载体.固定化细菌主要在凹凸棒表面生长繁殖,也可在颗粒缝隙 200�m 深处生长,但由于氧气、养分的不足,

颗粒缝隙由外至内,细菌数量逐渐减少,并发生变形.
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Survival of Immobilized Microbe on Attapulgus for Decoloring

of Dying Wastewater
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Abstract　A experimental sy stem was set up for decoloring of dying w astew ater. T he key ele-

ment o f the sy stem w as the immobilized m icrobe column packed w ith g ranulated At tapulgus

clay ( 3—5mm) on which 7 st rains w ere immobilized. Bacter ia survival w as checked during the

dif ferent period of the experiment . At the beginning seven strains w ere immobilized on At tapul-

gus, six o f them were found alive after six months of running . That means the method of immo-

bilizat ion in this w ork is ef fect ive and feasible for pract ical use. T he test by elect ron micr ograph

show ed that At tapulgus w ith big specif ic surface ar ea is g ood carrier fo r immobilized m icrobe

and bacteria lived mainly on surface of At tapulgus. They could surv iv e even in depth of 200�m
inside the holes o r gaps in At tapulgus, but change o f bacteria in shape was found and the popu-

lation w as gradually decr easing from sur face to inside the holes due to deficiency of oxygen and

nutriment .

Keywords　immobilized m icrobe, granulated At tapulgus, dying wastew ater , deco loring test .

　　80年代初,国内外开始研究并将固定化微

生物技术用于有机工业废水处理
[ 1]

. 菌种固定

化的方式有固定化单一菌种
[ 2—4]
、混合菌种

[ 5, 6]

及固定化活性污泥 [ 7, 8] . 试验以本研究室开发出

的凹凸棒粘土颗粒* * 为载体, 对所筛选出的 7

株纯菌株进行混合固定化, 对各种染料废水进

行脱色处理, 取得了良好的脱色效果[ 9] .为了较

深入地了解固定化细菌的脱色作用和机理,在

试验的各个阶段对所固定化的菌种存活的种类

及数量进行检查, 并对凹凸棒颗粒进行电镜扫

描,观察固定化细菌在凹凸棒颗粒上的分布.从

而可以看出筛选出的脱色优势菌经长时间运行

后在固定化柱这种开放系统中能否继续存活、

是否发生形态上的变化以及继续保持脱色功

能.

1　材料和方法

1. 1　固定化装置与细菌固定化

脱色试验在一套固定化生物柱系统进



行[ 9] .生物柱由高 100cm, 内径 6. 8cm 的有机玻

璃柱内装填 3—5mm 的凹凸棒粘土颗粒

3000ml构成, 培养筛选出的 7株高效脱色菌
[ 9]

菌悬液, 将各菌悬液等量混合, 倒入柱内,启动

整个固定化系统, 循环固定化 3d
[ 6]

. 为确保固

定化效果,用脱色试验进行检验,并进行重复固

定化, 第 3次专门将生长缓慢但脱色效果好的

Pse4菌株强制固定化.

1. 2　菌株来源及特征

7 株菌均从某印染厂污水处理场筛选分

离,已根据其形态及生理生化特征初步鉴定到

属[ 9] .其菌落特征见表 1.

表 1　7 株脱色菌的菌落特征

菌株 菌落特征(圆形, �/ mm ) 属名

Xan3 油黄色,边缘整齐,表面凸起, 2 黄单胞菌属

Pse4 桔红色,边缘整齐,表面凸起, 1 假单胞菌属

Ser 7 　白色,边缘整齐,表面凸起, 2 动胶菌属

Pse21 浅黄色,边缘整齐,表面凸起, 4 假单胞菌属

Pse29 半透明,生长丰满,表面凸起, 5 假单胞菌属

Ser 210 鲜红色,边缘整齐,表面凸起, 2 沙雷氏铁菌属

Bac213 白色,边缘不整齐,表面扁平, 5 芽胞杆菌属

2　细菌存活检查

整个脱色试验可分为以下 3个阶段:

( 1)细菌固定化及固定化柱调试运行阶段

　先进行细菌的固定化, 然后用富集培养基
[ 9]

配制含阳离子、直接、活性染料的废水进行脱色

试验.经过近 2个月的运行,固定化载体凹凸棒

上已有大量细菌生长繁殖.

( 2)脱色人工配制染料废水阶段　用基本

培养基 [ 9]配制浓度为 10—60m / L 含阳离子、直

接、活性染料的废水进行脱色试验, 运行 3个

月.

( 3)脱色实际废水阶段　从印染厂取得含

分散、阳离子、直接、活性染料的废水进行脱色

试 验. 废 水 COD 2020—3900mg / L , 色 度

2500—4000. 共运行 1个月.

在各阶段从柱体内取样进行细菌存活检

查.

2. 1　细菌检查方法

从柱顶部取 1m l凹凸棒颗粒,加入带玻璃

珠的 250ml三角瓶中(内装 50ml蒸馏水, 预先

灭菌) , 剧烈振荡 10m in, 以尽可能使细菌全部

从凹凸棒颗粒上脱落下来. 将上述带菌液稀释

至 10
- 6

,取各个稀释度涂平皿,于 28℃培养 2d,

根据各菌的菌落特征,检查存活的细菌种类及

各菌的相对数量.

为了检查出每一种存在的细菌, 必须将每

个稀释度取样、涂平皿. 因为有些菌数量少,稀

释度过高,检查不出, 稀释度过低, 有可能被其

它优势菌抑制,同样检查不出.

共进行了 7次检查.除第 1次外,均按以上

方法进行.第 1次检查时,因为担心细菌数量太

少,对取出的凹凸棒颗粒又进行了培养.前 6次

均从柱顶出水端取样,第 7次同时从柱顶及柱

底进水端取样检查.

2. 2　电镜检查

为了更直接地观察细菌在凹凸棒颗粒上的

存在状况,分别于固定化柱运行 3个月及 6个

月进行了 2次凹凸棒颗粒的扫描电镜检查.

检查内容: 空白凹凸棒颗粒; 5种纯菌种个

体形态;柱顶出水端凹凸棒颗粒(分别在固定化

3d、90d、190d时取样检查) ; 柱底部取凹凸棒颗

粒;凹凸棒颗粒缝隙.

3　结果和讨论

3. 1　细菌存活检查结果

结果见表 2.

　　第 2次到第 7次的检查柱顶凹凸棒颗粒中

出现的 4种优势菌的数量变化表示在图 1.

图 1　细菌数量变化曲线

从表 2与图 1可以看出:

( 1)经驯化筛选的脱色优势菌,在固定化柱
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表 2　固定化柱各种存活菌的相对数量

检查次数 Xan3 Pse4 S er 7 Pse21 Pse29 Ser210 Bac213
距固定化

的时间/ d

检查日期

/年-月-日

第 1次 24 1996-11-18

第 2次 8. 0×103 1. 5×104 3. 0×105 1. 1×105 40 1996-12-04

第 3次 1. 0×102 2. 0×104 1. 0×104 2. 0×102 47 1996-12-11

第 4次 5. 0×103 1. 0×103 2. 0×104 5. 0×103 2. 0×103 56 1996-12-20

第 5次 5. 0×103 1. 0×103 4. 0×104 1. 6×104 92 1997-01-16

第 6次 1. 0×103 9. 0×103 6. 0×104 1. 4×105 148 1997-03-10

第 7次(顶端取样) 4. 0×104 1. 0×103 6. 0×104 1. 0×105 196 1997-04-28

第 7次(底部取样) 5. 0×106 4. 0×106 5. 0×106 1. 6×106 6. 0×107 1. 2×105 196 1997-04-28

中长时间处理废水运行后, 菌种依然生长良好,

表明筛选出的脱色优势菌可以用于含染料废水

的实际处理中.

( 2)第 7次从柱底部取样检查,共检出初始

固定化 7种菌中的 6种菌. 采用高效菌株混合

固定化,各菌可以同时繁衍生长,各菌之间保持

平衡,既可发挥各菌各自的特点(能优先脱除某

种特定染料) , 又可抑制杂菌生长,说明采用这

种固定化方式是可行的. Pse4生长缓慢, 但脱

色效果好,第 3次固定化时即专门固定化该菌,

此后每次都能检查到该菌的存在,说明采用强

制固定化高效脱色菌的方式是有效的.

　　( 3)比较第 7次从柱底部进水端、顶部出水

端取样的检查结果　从菌的种类上看, 柱底端

检出 6种菌, 而柱顶端只检出 4种菌.柱底单位

重量凹凸棒所含菌数, 与柱顶相比,各菌数量高

出 1—3个数量级, Pse4高出 4000倍. 证明柱

底部营养丰富,更利于各菌生长.

( 4) 固定化柱中占绝对优势的菌种是

Pse21、Pse29两菌,这 2 种菌在整个试验周期

内,在柱顶端可检出较稳定的浓度,说明这 2种

菌的适应环境能力较强.这 2菌都属假单胞菌.

Pse4在柱底端与顶端检出的数量相差极大,这

是因为 Pse4是阳离子桃红 FG 的特效脱色菌,

而该种染料很容易被凹凸棒填料吸附, 所以染

料多被吸附在柱底端, 顶端残留很少,这样造成

Pse4在柱底部大量生长、繁殖. Bac213对各种

染料的平均脱色率低,在固定化柱对染料废水

的长期运行中,该菌逐渐被淘汰,以致最后检查

不出.

3. 2　固定化柱凹凸棒颗粒中细菌的电镜检查

结果

　　( 1)固定化载体空白凹凸棒颗粒的表面形

态　空白凹凸棒颗粒表面高低不平, 还具有孔

洞、缝隙, 这是比表面积大的原因, 因此该种材

料是微生物固定化的良好载体.

表 3　5 个纯菌种电镜检查的个体形态特征

菌号 个体形态特征 电镜照片

Xan3 细长杆状 图 2

Pse4 菌体大,长杆状 图 3

Pse21 小球状 图 4

Pse29 短杆状 图 5

S er210 较细、长杆状 图 6

　　( 2) 5种纯菌种个体形态　将固定化细胞

检查出现的 5种菌, 进行了纯菌种的菌落电镜

检查,结果见图 2—6.

图 2　Xan3菌株电镜图( 4000×　)

　　( 3)柱顶出水端凹凸棒颗粒中的细菌　固

定化 3d 的凹凸棒颗粒, 细菌种类较多. 固定化

90d 的凹凸棒颗料, 细菌种类也较多,优势菌为
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图 3　Pse4 菌株电镜图( 4000×　)

图 4　Pse21菌株电镜图( 4000×　)

Pse21、Pse29、Pse4. 细菌生长旺盛,有许多分泌

物,形成菌团.固定化 190d的凹凸棒颗粒,由于

固定化柱长期运行, 并多数时间是在贫营养条

件下进行脱色试验, 因此柱顶出水端凹凸棒颗

粒中细菌数量极少, Pse21、Pse29 两菌优势明

显.

( 4)柱底部取凹凸棒颗粒(固定化 190d)　

细菌生长极旺盛, 数量多.

　　( 5)凹凸棒颗粒缝隙由内至外细菌生长情

况　缝隙最深处(有菌、无菌的界线) ,细菌已变

形.缝隙内部,部分细菌变形,靠外的部分细菌

图 5　Pse29菌株电镜图( 4000×　)

图 6　Pse210 菌株电镜图( 4000×　)

没有变形,看出是 Pse29菌,见图 7.缝隙口部,

细菌数量多, Pse29号菌占绝对优势,见图 8.缝

隙表面, 菌数量极多, 几种菌均可见, 分泌物粘

结形成菌团.

缝隙至 200�m 处, 都有细菌生长, 但由外

至内, 细菌数量减少, 形态发生变化. 缝隙内以

Pse29号菌占绝对优势.

4　结论

( 1)固定化柱对染料为唯一碳、能源的废水

经半年多的运行,初始固定化的 7种菌中,最后
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图 7　缝隙内部( 4000×, 部分细菌变形)

图 8　缝隙口( 3500×, 细菌数量多)

能检测到 6种菌, 说明本试验采用的固定化混

合菌及强制固定化优势菌的方式是可行的.

( 2)在固定化柱运行初期,染料废水由生长

培养基配制, 含有大量易为微生物所利用的碳、

氮源, 因此, 运行 90d 后, 柱出水端凹凸棒颗粒

中检查到大量细菌.在此后的运行中,由基本培

养基配制染料废水,染料为唯一碳源、能源,运

行 190d 后电镜检查看到, 柱顶出水端细菌种

类、数量都很少, 而柱底由于凹凸棒从进水中吸

附较多的营养,细菌种类多、生长旺盛.

( 3)凹凸棒颗粒比表面积大, 具有孔洞、缝

隙,是微生物固定化的良好载体.

( 4)固定化脱色菌主要在凹凸棒颗粒表面

生长繁殖. 颗粒缝隙至 200�m 深处,细菌能生

长,缝隙由外至内,由于养分、氧气不足,细菌数

量逐渐减少,并发生形态上的变化.

( 5)从细菌菌落及电镜照片看出,固定化脱

色菌在半年多的运行中,菌落形态和个体形态

没有发生变化,并且脱色效果好,说明细菌在固

定化状态能良好运行.至于脱色菌的生理生化

特征是否发生变化,有待进一步研究.
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