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摘 要：首次报道了把聚乙烯醇（FG0）、海藻酸钠混合水溶胶和氧化亚铁硫杆菌混合后滴入 2H ’ &H（IJG）的 K6
（LM#）$ 溶液中凝固成型，并把成型后的颗粒置 B $%N条件下冷冻 2@，从而形成固定化颗粒，把该颗粒在摇瓶中进

行分批培养，对 5,$ O 最大氧化速率可达 $P!&QJ（R·;）。而且整个固定化操作简单，颗粒不粘连、强度高、稳定性好，

可以同时消除 FG0/S#TM# 法中 FG0 颗粒的粘连膨胀和 S#TM# 对微生物的毒性，具有很好的应用价值。
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固 定 化 氧 化 亚 铁 硫 杆 菌（ !"#$#%&#’()"#**+,
-.//’’0#$)1,，简称 ! ? -）作为一种化能自养细菌，在酸

性矿坑废水［2］和 S$.
［$］等废气的治理中具有广泛的

应用。国内外学者采用了大量不同的方法开展了对

氧化亚铁硫杆菌固定化的研究。如用离子交换树脂

和活性炭［#］、聚亚安酯泡沫［!］、多孔的合金纤维［&］、

沙粒［"］等载体吸附固定氧化亚铁硫杆菌，其中，5,$ O

最高氧化速率为 #P#QJ（R·;）［#］，然而由于细菌和载

体结合的不够牢固，长期运行会导致不同程度的菌

体流失，稳定性下降。R6+A< 等［E］用海藻酸钠、R6+A<
等［1］用琼脂和卡拉胶等载体包埋固定氧化亚铁硫杆

菌，但 5,$ O 最高氧化速率 2P#QJ（R·;）和稳定性仍然

无法达到工业应用的要求。

相比之下，FG0 具有强度高、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

列优点，是一种具有实用潜力的包埋材料。目前应

用的较为广泛 FG0 的固定化方法主要是硼酸法、冷

冻法。冷冻法，需冷冻、解冻多次，最后再切块成形，

操作过程比较复杂；硼酸法是一种制备容易且价格

低廉的固定化方法，但是这种方法凝胶球容易发生

粘联膨胀，并且硼酸对生物毒性大，细胞活性会受较

大影响。I* 等［(］在 FG0 中引入少量的海藻酸钠，

以解决了 FG0 颗粒的粘连问题，增强了 FG0 凝胶的

成球能力。王建龙等［2%］采用延时包埋法与加入化

学药剂法对 FG0/S#TM# 法进行了改进以降低颗粒

的水溶 膨 胀 性。然 而 这 些 方 法 并 没 有 完 全 解 决

FG0/S#TM# 法的上述局限性。

在本文的研究中，作者首次把一定比例的 FG0
和海藻酸钠混合加热待完全溶解，并室温下密封存

放 $!; 后，以 K6（LM#）$ 溶液来代替饱和硼酸溶液和

传统的 K6K4$ 溶液凝固 FG0 复合材料，形成球形固

定化颗粒，之后把颗粒低温环境下冷冻，以进一步改

善颗粒性能。并首次以此方法固定氧化亚铁硫杆

菌，通过平行实验对照，研究了这种固定化技术的可

行性。

+ 材料和方法

+,+ 材料

+,+,+ 菌种：氧化亚铁硫杆菌（! P -），兰州大学生物

技术开发实验室提供。

+,+,* 培养基：(V 液体培养基：（LS!）$ .M!#Q，VK4
%P2Q，V$SFM! %P&Q，WQ.M!·ES$M %P&Q，K6（LM# ）$

%P%2Q，蒸馏水 2%%%9R，DS2P1，2$2N灭菌 2&9:+。加

入经 过 滤 除 菌 的 5,.M!·ES$M 溶 液（质 量 浓 度 为

#%H，DS2P1），最终 5,$ O 浓度 1QJR。

+,+,) 主要试 剂 和 仪 器：FG0（化 学 纯，聚 合 度

2E&% X &%，醇解度大于等于 ((H，北京新光化学试

剂厂）；海藻酸钠（化学纯，中国医药集团上海化学试

剂公司）；K6（LM#）$（分析纯，北京益利精细化学品有

限公司）；K6K4$（分析纯，北京益利精细化学品有限

公司）。

FST)$$"% 型便携式酸度计（上海雷磁科学仪器



厂）；!"#$!型回转式恒温调速摇瓶柜（上海欣蕊自

动化设备有限公司）。

!"# 细胞的培养及收集

将氧化亚铁硫杆菌分别接种（%&’接种量）到 (
份装有 )* 培养基的的三角瓶中，(%+下回转式恒温

调速摇瓶柜培养 $ , (-，将培养液 %.&&/0123 离心

.123，弃去沉淀，之后 %$&&&/0123 离心 %.123，收集细

胞，用去离子水溶解细胞，收集细胞悬液。

!"$ 细胞固定化

称量 456$78，海藻酸钠 $978，放入 $&&1: 的去

离子水中沸水浴加热溶解，并室温下密封存放 $;<
后，加入细胞悬液 %&&1:，最终混合液中 456)9&’

（=05），海藻酸钠 &9)’（=05），细胞浓度 %9. > %&)

个01:，将上述混合液分别滴加到以下 ; 种溶液中：

%’ , .’（=05）的 ?@（AB(）$、%’ , .’（=05）?@?C$、

;&’ , D&’（=05）的 ?@（AB(）$ 和饱和 !(EB( 溶液，

浸泡 ;.123，形成的颗粒分别记为 ?%、?$、?(、?;，将

成型的 ?%、?$、?( 颗粒（直径约 ;11）用去离子水多

次冲洗后，置 F $&+的冰箱保存 %-，其间，约冷冻

%$< 后，F %+ , (+温度范围内解冻风干一次，最后

室温解冻，备用。

!"% 颗粒强度测试

挑选 .& 个颗粒均匀的固定化小球，放于 .&&1:
的烧杯中，加水 %&&1:，以 .&& , (&&&/0123 的速率搅

拌 .123，观察小球的直径变化和破损情况，以此来

描述小球的强度。

!"& 生物活性测试

取 ; 个三角瓶中，各自加入 $&&1: )* 培养液

（GH$ I J80:），将 ; 种固定化颗粒（每种约 (&& 粒，大

小均匀，各自总重量偏差不超过 %’）分别接种到培

养液中，(%+摇瓶培养，通过检测 GH$ I 的浓度和培

养液 K! 变化，来判断各自的生物活性。

!"’ 颗粒膨胀性测定

取数粒大小均匀的固定化小球在 ;+的去离子

水中浸泡 $;<，用游标卡尺测量浸泡前后的颗粒平

均直径的变化计算各自的膨胀性。

!"( 分析方法

亚铁离子浓度采用重铬酸钾容量法［%%］分析。

# 结果和讨论

#"! )*+ 颗粒的强度

图 % 为 机 械 强 度 测 试 结 果，结 果 表 明 456L
?@（AB(）$颗粒比 456L?@?C$ 和 456L!(EB( 颗粒具更

高的强度，转速在 %.&&/0123 时，两种 456L?@（AB(）$

颗粒都没有破碎，而此时 456L?@?C$ 和 456L!(EB(

颗粒 破 碎 率 已 分 别 达 到 J’ 和 $&’，转 速 达 到

$.&&/0123 时，456L!(EB( 颗粒几乎全部破碎，表明

其机械强度较弱。=M 等［%］认为，456 和饱和 !(EB(

交联的不充分是造成颗粒强度不够的主要原因。转

速达到 (&&&/0123 时，456L?@?C$ 颗粒也有 )&’以上

的颗 粒 破 碎，两 种 456L?@（AB( ）$ 颗 粒 破 碎 率 为

.&’ , D&’。同时实验过程中可以看出两组 456L
?@（AB(）$ 颗粒曲线极为接近，说明 ?@（AB( ）$ 的浓

度对颗粒的强度影响不大。

图 ! )*+ 颗粒的机械强度

G28N% OHC@P2QH 1HR<@32R@C SP/H38P<S TU 456 VH@-SN

#"# 颗粒的生物活性

颗粒经过 $;< 摇床活化培养后，投放 ?% 和 ?$

两种固定颗粒的培养液颜色已变为浅红色，?; 颗粒

的培养液也有轻微的颜色变化，说明其固定的微生

物已经度过延滞期，而 ?( 固定颗粒颜色变化不明

显。此时将 ; 组颗粒转接到新的 )* 培养基中，并定

时测量 GH$ I 的浓度变化，结果如图 $ 所示。; 种

456 颗粒中，?% 颗粒氧化活性最好，最大氧化速率

则为 $9;.80（:·<），?$ 次之，?( 颗粒氧化活性较低，

其原因可能是高浓度的 ?@（AB(）$ 的渗透压作用，引

起细胞 脱 水，致 使 微 生 物 细 胞 活 性 大 量 丧 失；而

456L!(EB( 颗粒在出现轻微的活力后，几乎再无活

力显示，可能是饱和 !(EB( 对氧化亚铁硫杆菌有较

大的毒害作用，同时载体交联的不充分也可能导致

颗粒吸水膨胀、部分菌体流失，致使活力下降，各自

固定颗粒的相对生物活性比较列表 %。在 GH$ I 浓度

变化的同时，各自培养液的 K! 值也呈不同的变化

趋势，如图 ( 所示。?% 和 ?$ 培养液 K! 上升较快，

?; 培养液 K! 上升至 $ 左右后几乎不再变化，?( 培

7.;王玉建等：456L?@（AB(）$ 法包埋固定氧化亚铁硫杆菌研究 N 0微生物学报（$&&D）;D（(）



养液的 !" 值变化不是很明显。

表 ! 各种固定化颗粒性能比较

#$%&’ ( )*+!$,-.*/. *0 12’ -++*%-&-3’4 %’$4. -/ 5$!$%-&-16
7++*%-&-3’4 %’$4. 8’52$/-5$& .1,’/912 :2$!’ *0 %’$4. ;*,+$1-*/ .!’’4 <=!$/4-/9 5*’00-5-’/1

)> ? ? @’9A&$, .!2’,’ ;$.1 >B(C
)( ? 7,,’9A&$, .!2’,’ ;$.1 >BCD
)C ? ? @’9A&$, .!2’,’ ;$.1 >B(D
)E F 7,,’9A&$, .!2’,’ :&*G >BHI

“ ? ”+’$/. 2-92 +’52$/-5$& .1,’/912，“ F ”+’$/. &*G +’52$/-5$& .1,’/912J；<=!$/4-/9 5*’00-5-’/1 K（L-$+’1’, *0 %’$4. $01’, %’-/9 -++’,.’4 -/ 4-.1-&&’4 G$1’, 0*,
(E2M N,-9-/$& 4-$+’1’, *0 %’$4.）O >DDP J

图 ! "#$ 颗粒的氧化活性

;-9J( N=-4$1-*/ $51-Q-1-’. *0 RSTU%’$4.J

图 % 各种固定化颗粒培养过程中的 &’
;-9JC L-Q’,.-0-5$1-*/ *0 !" G-12 5A&1A,’ *0 Q$,-*A. -++*%-&-3’4 %’$4.J

表 ( 固定化方法的比较

#$%&’ > )*+!$,-.*/. *0 12’ G$6 *0 -++*%-&-3$1-*/
7++*%-&-3’4 %’$4. )> )( )C )E
@’&$1-Q’ $51-Q-16 VIB>P VCBIP HB(P >IB>P

@’&$1-Q’ $51-Q-16 K （T51-Q-16 *0 -++*%-&-3’4 5’&&.M T51-Q-16 *0 .A.!’/4-/9
5’&&.）O >DDP J

!)% "#$ 颗粒的稳定性

实验表明，用 )$（WNC）( 法可以快速成球，且颗

粒圆润饱满、成型好、不粘连、强度高，但饱和 "CXNC

溶液中形成的颗粒出现了不同程度的粘连现象，并

且交联速度慢，形成的颗粒强度不够，要达到较高的

强度需要较长的交联时间。同时，由于 RST 分子中

含有大量的亲水性羟基，因而具有一定的吸水膨胀

性，RST 和海藻酸钠通常是在沸水浴且搅拌的条件

下溶解，水溶胶中含有大量的微气泡，如果在短时间

的冷却后，直接滴入盐溶液中，形成的固定颗粒往往

包含一定量的气泡，增加了颗粒的吸水膨胀性。另

据文献［>(］报道，RST 分子中的羟基具有自动凝聚

倾向，因而 RST 水溶液的粘度会随着时间发生变

化。当 RST 刚溶解时，RST 分子中的羟基相对活

跃，其水溶液易于搅动，而静置几个小时后，溶液就

变得相对粘稠。因此，当 RST 溶液冷却后，而先室

温下密封存放 (E2 后，再与微生物混合并滴入 )$
（WNC）( 溶液，颗粒成形后的冷藏可以进一步改善颗

粒的性能。试验表明，可以在一定程度上抑制颗粒

的吸水膨胀性，E 组颗粒在 EY的去离子水中浸泡

(E2 后，RSTU)$（WNC ）( 颗 粒 直 径 变 化 较 小，RSTU
)$)&( 颗粒直径变化稍大，而 RSTU"CXNC 颗粒直径

则由原来平均不足 E++，膨胀到 H++，强度有所下

降。表 ( 为颗粒性能比较。

另外，将 )>、)(、)EC 种颗粒从活化培养开始，每

隔两天转移到新鲜的培养基中，继续反应，以各自固

定化细胞的最高活力为基准，考察其活力下降状况，

来比较固定化细胞的操作稳定性，结果见图 E。在

连续的 V 批次反应过程中，)> 颗粒的操作稳定性明

显优于 )( 颗粒，且凝胶仍保持完整的珠粒状态，机

图 * 固定化细胞的稳定性

;-9JE :1$%-&-16 *0 12’ -++*%-&-3’4 5’&&.J
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械强度稳定，而 !" 颗粒，即 #$%&’()*( 颗粒活性下

降显著，连续培养到第 +,-，几乎完全丧失活性。

! 讨论

聚乙烯醇是一种化学稳定性好、无毒、价格低廉

的包埋材料，具有较好的应用前景。但在和饱和

’()*( 交联过程中的粘连膨胀、特别是硼酸对微生

物的毒害性致使其应用受到很大限制。作者首次把

一定比例的 #$% 和海藻酸钠混合加热待完全溶解，

并在室温下密封存放 ."/ 后，以 !0（1*(）. 溶液来代

替饱和硼酸溶液和传统的 !0!2. 溶液凝固 #$% 复合

材料，之后把成型的颗粒低温环境下冷冻，形成球形

固定化颗粒。结果表明，整个固定化过程迅速，操作

简单，颗粒不粘连，颗粒强度大大高于传统的 #$%&
!0!2. 颗粒和 #$%&’()*( 颗粒，颗粒生物活性和稳

定性也有一定的优势。进一步推动了 #$% 作为一

种新型的微生物包埋固定化载体在实际中的应用。

以此方法固定氧化亚铁硫杆菌，经过一系列的

摇瓶培养后，对 34. 5 最大氧化速率可达 .6"789（:·/）。

并且连续运行 +,-，生物催化剂的稳定性良好，活力

下降不超过 "6,;，取得了较为满意的结果，具有较

好的应用前景。
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