
摘 要：F14是一株用原生质体融合技术构建的能够降解多环芳烃（PAHs）的融合菌株，利用生物质炭固定化 F14制备固定化微生
物小球来提高该菌株对芘的去除能力。实验在确定聚乙烯醇（PVA）和海藻酸钠（SA）最佳组合比例的基础上，研究了不同温度下
（300、500益和 700益）制备的生物质炭形成的固定化小球的性能以及对芘的去除效果。结果表明：制备的固定化小球的直径约为 3
mm，对固定化小球成球效果、传质性能和机械性能的分析表明，载体 PVA和 SA的最佳组合比例为 8%和 1%；对不同温度下制备的
生物质炭的固定化小球的传质性能和扫描电镜图进行分析，表明 700益制备的生物质炭的固定化小球性能较好。与游离菌相比，固
定化小球对芘的去除能力更高且速率更快，对初始浓度为 50 mg·L-1的芘 10 d内去除率高达 94.91%，比游离菌对芘的去除率高了
近 58%，同时固定化小球可以重复使用高达 9次。
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Degradation of pyrene by immobilized cells of fusant bacterial strain F14 using biochar
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Abstract：F14 is a fusant strain constructed by protoplast fusion and is able to degrade polycyclic aromatic hydrocarbons（PAHs）. To im原
prove the pyrene removal rate, F14 was immobilized using biochar. The removal of pyrene by immobilized beads with added biochar pro原
duced at different temperatures（300, 500 益, and 700 益）was investigated, based on a study of the optimum combination ratio of polyvinyl
alcohol（PVA）and sodium alginate（SA）. The results showed that the diameter of the immobilized beads was about 3 mm, and an analysis of
the effects, mass transfer, and mechanical properties of the immobilized beads showed that the best ratios of PVA and SA were 8% and 1%,
respectively. Further analysis of mass transfer and scanning electron microscopy of the immobilized beads made by different biochars showed
that the immobilized beads made from 700 益 biochar had better performance. Immobilized cells presented a higher and faster removal abili原
ty than free cells for pyrene, and 94.91% of pyrene could be removed within 10 d from an initial concentration of 50 mg·L-1. The percentage
removed by the immobilized cells was 58% higher than that removed by free cells. In addition, the immobilized beads could be reused up to
9 times.
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多环芳烃（PAHs）是一种广泛存在的环境污染物，

主要来源于有机材料的不完全燃烧[1]，其本身具有的
半挥发性、低溶解性、难生物降解性使得其不易被去

除[2]。根据苯环数量的不同，多环芳烃可以分为低环芳
烃和高环芳烃，高环芳烃由于稳定性和疏水性强，比

低环芳烃具有更持久性[3]，而环境中存在的能够以高
分子量多环芳烃作为唯一碳源的微生物较少[4]，寻求
高效修复高环芳烃的方法引起了国内外学者的重视。

芘作为一种四环多环芳烃，常被选为研究高环芳烃降

解的模型化合物。

使用微生物修复环境中的多环芳烃被证明是最

经济环保的[5]，但传统的微生物修复存在生物可利用
性低、容易受环境影响、与土著菌存在竞争等问题[6]。
固定化微生物作为一种绿色高效的修复方法，具有保

护微生物、可重复使用、操作简单等优点[7]，与传统生
物修复相比效率更高[8]。近年来，固定化微生物技术在
修复有毒化合物如原油[9]、苯酚[10]、蒽[11]、荧蒽[12]、多氯
联苯[13]等方面有着广泛的应用。

微生物的固定化可以通过很多方式来实现，如吸

附法、包埋法、交联法和共价结合法，为了提高固定化

颗粒的性质，同时使污染物去除率更高，目前许多研

究采用添加吸附剂而成的吸附-包埋-交联的复合式
固定化方法[6]。其中用作吸附固定化载体的材料多种
多样，如天然吸附基质[14]、农作物秸秆[9]、蜂窝煤渣[15]，
生物质炭是近年来发展起来的一种吸附剂，它是缺氧

条件下，生物质经高温热解的产物，是一类富含碳的

材料，具有较大的比表面积和丰富的孔隙结构，并且

制备生物质炭的原材料来源广泛[16-18]。研究表明生物
质炭是一种很有潜力的固定化材料，添加生物质炭可

以促进受污染土壤的生物修复[19-21]。然而对生物质炭
的研究多集中于将生物质炭直接添加于土壤促进受

污染土壤的生物修复[22-23]，本实验选择将生物质炭固
定化融合菌株用于对芘的去除。

F14 是以菲降解菌 GY2B 和芘降解菌 GP3A 为
亲本，通过原生质体技术构建而成的一株可以高效降

解多环芳烃的融合菌株。F14对三环的菲具有比亲本
GY2B更高的降解能力（12 h对初始浓度为 100 mg·
L-1菲的降解率为 99%），但是对四环的芘的降解能力
较低（10 d对初始浓度为 100 mg·L-1芘的降解率仅有
18%）[24-25]。为了提高融合菌株 F14对芘的去除效果，
以便于后续在实际土壤中的应用，本研究以不同温度

下玉米秸秆制得的生物质炭为固定化材料，并添加聚

乙烯醇和海藻酸钠，对融合菌株 F14进行固定化，比

较了添加不同温度制备的生物质炭的固定化小球的

性质，并探究了将固定化小球用于去除芘的效果及降

解动力学，旨在为固定化微生物技术高效修复环境中

的芘提供理论依据和技术支撑。

1 材料与方法

1.1 试剂与仪器
芘购自西格玛公司，纯度为 98%；聚乙烯醇

（PVA）、无水氯化钙、亚甲基蓝均购自天津光复试剂
有限公司；海藻酸钠（SA）和无水硫酸钠购自国药集
团化学试剂有限公司；硼酸和正己烷购自天津科密欧

化学试剂有限公司；营养肉汤购自广东环凯微生物科

技有限公司。以上试剂均为分析纯。

将无水硫酸钠于马弗炉中 400 益灼烧 4 h 后放
入干燥器内备用，正己烷重蒸后使用，医用脱脂棉用

二氯甲烷抽提 72 h，通风橱风干后放入干燥器内备
用。

UV-6000PC型紫外-可见分光光度计（上海元析
仪器有限公司）；Ultimate 高效液相色谱仪（Thermo
Scientific）；TriStar 3020 II 型物理吸附仪（美国 Mi原
cromeritics 公司）；1027HT型超声波清洗器（深圳市
洁拓超声波清洗设备有限公司）；RE-201D型旋转蒸
发器（郑州特尔仪器设备有限公司）；HC-3018 高速
离心机（安徽中科中佳科学仪器有限公司）；立式压

力蒸汽灭菌器（上海博讯实业有限公司医疗设备

厂）；超净工作台（苏净集团安泰公司）；水浴恒温振

荡器（天津市欧诺仪器仪表有限公司）；恒温振荡器

（太仓华利达实验设备有限公司）；电子天平（上海奥

豪斯仪器有限公司）。

1.2 培养基
无机盐基础培养液（MSM）[26]：分别取 5 mL磷酸

盐缓冲液（KH2PO4 8.5 g·L-1、K2HPO4·H2O 21.75 g·L-1、
Na2HPO4·12H2O 33.4 g·L -1、NH4Cl 5.0 g·L -1）；3 mL
MgSO4水溶液（22.5 g·L-1）；1 mL CaCl2水溶液（36.4 g·
L-1）；1 mL FeCl3水溶液（0.25 g·L-1）；1 mL微量元素
（MnSO4·H2O 39.9 mg·L -1、ZnSO4·H2O 42.8 mg·L -1、
（NH4）6Mo7O24·4H2O 34.7 mg·L-1），定容至 1 L，并将培
养基的 pH调节为 6.8~7.0。

本实验过程中所用到的玻璃器皿和溶液均在

121益下高压蒸汽灭菌 30 min。
1.3 实验方法
1.3.1 融合菌株 F14的复壮

将融合菌株 F14 加入营养肉汤中，32 益、150 r·
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min-1摇床培养，24 h 后将营养肉汤菌液离心 10 min
（6000 r·min-1），菌体用磷酸盐缓冲液清洗 3次并重
新溶解于磷酸盐缓冲液中，最终制得一定浓度的菌悬

液用于后续实验。

1.3.2 生物质炭的制备
将玉米秸秆烘干粉碎后填满于密闭的热解盒中，

放入马弗炉中通 10~20 min氮气，分别在 300、500 益
和 700益 3种温度下热解 2 h，冷却至室温后取出研
磨过 60目筛，储存于干燥器中备用。
1.3.3 固定化材料比例的优化

PVA和 SA的混合载体机械强度高、稳定性强、
传质性能较好，但是 PVA和 SA的浓度，以及二者
的比例都会对固定化小球的性能造成很大影响。为

了确定 PVA和 SA的最佳组合比例，选取 PVA浓度
为 6%、8%和 10%，SA 浓度为 0.3%、0.5%和 1%进
行研究。

将不同浓度的 PVA溶液和 SA溶液分别于 90益
水浴振荡器和 60 益水浴锅中溶解，一段时间后将二
者 60 益混合于水浴振荡器中继续溶解，待溶液混合
均匀停止溶解。当混合液降至室温，与滴入 4%饱和
硼酸的 CaCl2水溶液交联 6 h，观察交联过程中小球
的成球效果，同时测定交联完成后小球的性能，以此

来确定 PVA和 SA的最佳比例。
1.3.4 固定化微生物小球的制备

在上述确定的最优 PVA和 SA条件下制备生物
质炭固定化小球：将 300 益制备的一定量生物质炭加
入菌悬液中混合均匀，并与溶解好的 PVA和 SA的混
合液进行混合，室温下静置。一段时间后与滴入 4%
饱和硼酸的 CaCl2水溶液交联 30 min，然后将形成的
小球转移至 1 mol·L-1的无水硫酸钠溶液继续交联 6
h。交联完成后用生理盐水洗涤 3次备用。分别用 500
益和 700益制备的生物质炭重复以上实验，并测定各
条件下小球的性能。

1.3.5 固定化小球性能的测定
直径：用游标卡尺测量不同条件下制备的固定化

小球的直径，每组小球测 30颗，求平均值。
机械强度：将固定化小球浸泡在无机盐培养基

中，放于摇床上振荡，10 d后观察小球的破碎程度。
膨胀系数：测定固定化小球在无机盐培养基中振

荡 10 d后小球的直径，测得的平均直径与原小球直
径之比即为膨胀系数。

传质性能：配制 2%的亚甲基蓝乙醇溶液（亚甲基
蓝溶液需现配现用）。滴加配好的亚甲基蓝乙醇溶液

30滴于 500 mL蒸馏水中，混合均匀后用于小球传质
性能的测定。取此溶液分别加入固定化小球 50颗放
于摇床上振荡，24 h后在波长 665 nm下，分别测定放
小球的亚甲基蓝溶液的吸光度和原亚甲基蓝溶液的

吸光度，比较测得的吸光度值大小，通过吸光度值的

变化可间接反映固定化小球传质性能的好坏。

1.3.6 比表面积（BET）的测定
将不同条件下制备的固定化小球进行冷冻干燥，

利用 TriStar 3020 II型物理吸附仪进行液氮吸附脱附
实验，测定小球的比表面积和孔径。

1.3.7 扫描电镜分析（SEM）
利用扫描电镜观察不同条件制备的小球的表面

结构。首先将各种方法制备的小球用磷酸盐缓冲液清

洗 3 次，然后在 2.5%的戊二醛溶液中（4 益）固定化
12 h以上，用不同浓度的乙醇溶液脱水后进行真空冷
冻干燥，并溅射镀金膜，预处理完成的样品被切开放

置在 JEOL JEM6490LV扫描电子显微镜下进行观察。
1.3.8 固定化小球对芘的去除

将制备好的固定化小球加入初始浓度为 50 mg·
L-1的含芘无机盐培养基，培养 9个周期，每个周期 10
d，测定其剩余芘浓度，并在一个周期后与游离菌进行
比较。由于实验过程中所用的芘浓度均大于芘在水中

的溶解度（0.135 mg·L-1左右），因此芘的不溶性晶体
在溶液中的分布是不均匀的，萃取时必须整瓶萃取。

具体步骤为：（1）实验结束后，分别向锥形瓶中加入
10 mL正己烷超声萃取 15 min，倒入分液漏斗，弃去
水相收集有机相，该过程重复 2次；（2）将收集的有机
相过无水硫酸钠；（3）放于旋转蒸发器上浓缩至 1~2
mL；（4）定容到一定体积，用高效液相色谱仪进行测
定。使用后的固定化小球用生理盐水冲洗回收，重复

使用。

2 结果与讨论

2.1 固定化材料的最佳结合比例
将 PVA和 SA按不同比例组合后，对制备的固定

化小球的性质进行了测试。根据交联过程中小球的成

球效果，初步筛选出 4组成球较好的小球，分别是6%
PVA+1%SA、8%PVA+0.5%SA、8%PVA+1%SA和10%
PVA+0.5%SA。对这 4组小球的传质性能和机械性能
进行测试，结果如表 1所示。4组小球在无机盐培养
基中浸泡后都没有破碎，其中 8%PVA+1%SA和 10%
PVA+0.5%SA传质性能最好，综合考虑小球的成球效
果、传质性能和机械强度确定 8%PVA+1%SA为最佳
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表 2 固定化微生物小球的性能
Table 2 Performance of immobilized microbial beads

生物质炭 直径/mm 机械强度/% 膨胀系数 传质性能/%
无生物质炭 3.00 100 1.31 69.95

300 益生物质炭 2.93 100 1.16 75.06
500 益生物质炭 2.96 100 1.17 83.25
700 益生物质炭 2.96 100 1.13 90.81

比例，在此条件下制得的固定化小球呈规则球形，大

小均匀，如图 1所示。

2.2 不同生物质炭制备的固定化小球的性能分析
无生物质炭和不同温度下制备的生物质炭的固

定化小球的直径、机械性能和传质性能如表 2所示。由
表 2可以看出，所有条件下制备的小球的直径无明显
差别，大约为 3 mm左右。这比 Huang等[27]用煤渣包埋
芘和苯并芘降解菌制备的小球的直径（6~8 mm）明显
低。而有研究表明，粒径越小降解率越高[28]。同时，所
有固定化小球均能保持良好的机械性能，即在无机盐

培养基中振荡 10 d后没有任何破碎，满足了小球在
生物处理废水中需要的高稳定性[29]。可以发现，在加
入生物质炭后，小球的膨胀系数有了略微的下降，而

膨胀系数越低，小球的稳定性越好[30]。与不添加生物
质炭的小球相比，添加生物质炭制备的固定化小球传

质性能明显提高，其中 700 益制备的生物质炭效果最
好。

2.3 不同生物质炭制备的固定化小球的表面形态及
孔结构分析

分别对不同固定化小球的表面性质和孔结构进

行了考察，结果如表 3所示。添加生物质炭后小球的
比表面积都有不同程度的提高，其中添加 700益生物
质炭制备的小球比表面积最大，孔径最小，有利于微

生物和载体基质的接触，同时对有机物也有较好的吸

附性能，进而提高了微生物对有机物的去除率。

小球的 SEM图如图 2所示，很明显可以发现添
加生物质炭的小球表面比不添加生物质炭的小球更

粗糙，更有利于微生物的吸附。结合表 3的比表面积
和图 2的微观结构图可以得出 700 益生物质炭表面
凹凸不平、比表面积最大，有利于吸附。因此，在接下

来的实验选择 700益生物质炭做进一步研究。
2.4 芘去除效果的研究
2.4.1 游离菌和固定化菌对芘的去除

实验研究了游离菌、固定化菌和不含微生物的生

物质炭空白小球对初始浓度为 50 mg·L-1芘的去除，
结果如图 3所示。由图 3可以看出，固定化菌对芘的

表 1 不同固定化材料比例小球的性能
Table 1 Performance of immobilized microbial beads

图 1 固定化微生物小球外观效果
Figure 1 The appearance images of the immobilized

microorganism beads

比例 成球效果 传质性能/% 机械强度/%
6%PVA+1%SA 成球较好 66.18 100

8%PVA+0.5%SA 成球较好 68.88 100
8%PVA+1%SA 成球很好 69.95 100

10%PVA+0.5%SA 成球较好 70.29 100

表 3 固定化微生物小球的比表面积和孔结构
Table 3 Special surface area and porosity of immobilized

microbial beads
生物质炭 比表面积/m2·g-1 孔容/cm3·g-1 平均孔径（魡）
无生物质炭 6.057 6 0.027 593 272.073

300 益生物质炭 6.114 6 0.027 570 272.123
500 益生物质炭 8.268 1 0.030 067 249.747
700 益生物质炭 9.477 9 0.028 405 159.388

无生物质炭 300益生物质炭

500益生物质炭 700益生物质炭
图 2 固定化微生物小球的微观结构

Figure 2 The SEM images of the immobilized microorganism beads
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去除明显高于游离菌，游离菌对芘的去除率只有

37.38%，而固定化菌的去除效率最高可达到 94.91%。
这可能是由于固定化载体可以为微生物的生长提供

更好的场所，同时能够使细胞保持更高的活性。比较

固定化菌和空白小球对芘的去除，可以看出空白小球

对芘具有吸附作用，且吸附在小球上的芘可以被 F14
降解，因此推测固定化小球对芘的去除是依靠吸附和

生物降解的协同作用。除此之外，为了评估瓶壁和细胞

对芘的吸附作用，设置控制组实验研究无细胞和灭活

细胞对初始浓度为 50 mg·L-1芘的去除，结果表明芘的
消耗仅有 4.60%和 6.03%，可以忽略不计。
2.4.2 融合菌株 F14降解芘的动力学方程

为了更好地研究游离菌和固定化菌对芘的降解，

本实验将游离菌和固定化菌分别投加到初始浓度为

50 mg·L-1的含芘无机盐培养基中，通过测定不同降
解时间下芘的浓度，计算游离菌和固定化菌对芘的降

解动力学。Monod方程是历史上首先提出并且被广泛
接受的动力学方程[31]。其中底物降解速度与底物浓度
之间的关系式为：

v=vmax
c

Ks+c （1）
式中：v 为底物降解速度；c 为底物浓度；Ks 为饱和常
数，又称半速度常数。

当 c>>Ks 时，降解过程遵循零级反应动力学，底
物与时间的关系式为：

c=k0 t+b （2）
当 c<<Ks 时，降解过程遵循一级反应动力学，底

物与时间的关系式为：

lnc=k1 t+a （3）
式中：c 为底物浓度；t为降解时间；k0和 k1分别为零
级和一级降解动力学降解速度常数；a和 b 为常数。

对游离菌和固定化菌对芘降解的数据分别按一

级反应和零级反应方程形式拟合，线性拟合得出，其

降解曲线均符合一级动力学模型，其中动力学方程、

模型参数 k 及半衰期结果如表 4所示。由表可以看
出，固定化菌对芘的降解速率明显高于游离菌。

2.4.3 固定化小球用于去除芘的使用次数
小球 9个周期的 10 d去除率重复率实验结果如

图 4所示。结果表明，前 8个周期小球的去除率下降
得非常缓慢，前 8个周期去除率能达到 80%以上，说
明小球去除效果较好，可以重复使用。8个周期后小
球的去除效率急剧下降，可能由于前 8个周期的使
用，使小球内降解菌的活性下降，载体材料的吸附性

下降，吸水后小球内部空隙率变小等原因导致。

3 结论

（1）研究以由菲降解菌 GY2B和芘降解菌GP3A融
合而成的菌株 F14为微生物进行固定化，确定了载体
PVA和 SA的最佳组合比例为 8%和 1%。
（2）以 300、500 益和 700 益制备的生物质炭为吸

附剂，采用“吸附-包埋-交联”的复合式固定化方法
制备固定化微生物小球，并比较了固定化小球的性

能，其中 700 益制备的生物质炭的固定化小球性能
较好。

图 3 芘降解曲线
Figure 3 Curves of pyrene degradation

表 4 游离菌和固定化菌对芘降解的一级动力学模型参数
Table 4 Parameters and statistical indexes of the first-order kinetic

model for pyrene degradation by free cells and
immobilized microbial beads

项目 动力学方程 降解速率常数 k/d-1 半衰期/d 相关系数 R2

游离菌 C=50e-0.043 6t 0.043 6 15.90 0.923 2
固定化菌 C=50e-0.218 3t 0.218 3 3.18 0.929 6

图 4 固定化小球重复使用率
Figure 4 Repeated times of immobilized beads
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（3）与游离菌相比，固定化菌对芘的去除效率明

显较高，且符合一级反应动力学规律；而固定化小球

可以重复使用高达 9次。
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