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摘 要 比较了 5种固定弗劳地柠檬酸杆菌 AB%5菌体的方法，其中明胶0海藻酸钠包埋法为固定菌体的最佳方法。
扫描电子显微镜观察表明，AB%5菌体较均匀地分布于包埋基质中。固定化 AB%5菌体吸附 BC# D受吸附时间、固定化
菌体浓度、溶液的 EF值和 BC# D起始浓度的影响。吸附作用是一个快速的过程；吸附 BC# D 的最适 EF值为 !G5；在 5%
H $5% := BC# D IJ范围内，吸附量与 BC# D 起始浓度成线性关系，吸附过程符合 J7<=:.;K和 6K4.<L*;@M吸附等温模型。
在 BC# D起始浓度 $5% :=IJ、固定化菌体 $G% =IJ、EF !G5和 &%N条件下，振荡吸附 2% :;<，吸附量为 &5G& :=I=。%G5
:)*IJ FO*能使吸附在固定化菌体上的 BC解吸 "1G’P。从废铂催化剂处理液回收铂的结果表明，在 BC# D 起始浓度
!!!G1 :=IJ、固定化菌体 #G% =IJ、EF !G5和 &%N条件下，振荡吸附 2% :;<，吸附量为 $%G" :=I=。在填充床反应器中，
在 BC# D起始浓度 5% :=IJ、流速 !G$ :*I:;<、固定化菌体 !G12 =的条件下，饱和吸附量达 $#G’ :=I=；固定化 AB%5菌体
经 #次吸附0解吸循环后吸附率仍达 ’1P。
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许多研究表明，生物吸附技术在金属的去除或

回收中具有良好的应用潜力［! S &］。在微生物吸附贵

金属的研究中，我们曾对游离菌体吸附 R.& D［#，5］、
R=D［2］、BL$ D［’］和 BC# D［1］等贵金属的特性进行了研
究。虽然游离菌体可从溶液中吸附回收贵金属，但

用游离菌体作为吸附剂存在不少缺点。例如颗粒

小，菌体与排出水难以分离，菌体无法重复利用等。

如果用固定化技术使菌体固定化就可克服上述缺

点。已有关于固定化菌体吸附重金属的一些报

道［"，!%］，但有关贵金属的报道极少［!!，!$］。本文报道

固定化弗劳地柠檬酸杆菌 AB%5吸附 BC# D 的特性及
其从废铂催化剂处理液回收铂的研究结果。

% 材料与方法

%&% 菌体的培养与制备
培养基与培养条件：

斜面培养：培养基为牛肉膏 %G& H %G5 =，蛋白胨
!G5 =，,7O* %G5 =，琼脂 $ =，蒸馏水 !%% :J，EF ’G$ H
’G#，&%N培养 $# M。
液体种子培养：培养基除不加琼脂外，其他成份

与斜面培养基相同，$5% :J三角瓶装培养基 5% :J，

接斜面菌种一环，&%N下振荡培养 !1 M。
扩大培养：培养基与液体种子培养基相同，5%%

:J三角瓶装培养基 !%% :J，接种子液 5 :J，&%N下
振荡培养 $# M。
菌体的制备：培养物经离心（&5%% KI:;<，!5 :;<）

收集菌体，用去离子水洗涤 $ H &次，菌体于 1%N下
烘干，冷却研磨（过 !5%目筛），死的干菌体粉置干燥
器中室温保存备用。

%&’ 固定化菌体的制备
固定化 AB%5菌体的制备如下：
卡拉胶包埋法：将 # =卡拉胶、!=AB%5菌体加入

!%% :J生理盐水中，加热使卡拉胶溶解后于 #N冰
箱中放置 &% :;<，用刀片切成边长 $ ::左右的胶
块，然后在 %G& :)*IJ TO*溶液中浸泡 # M，蒸馏水洗
净后备用。

明胶0海藻酸钠包埋法：称取 5 =明胶、! =海藻
酸钠和 !=AB%5菌体，混匀后加入 !%% :J蒸馏水，加
热并搅拌使明胶和海藻酸钠溶解，然后冷却至室温，

用带有 " 号针头的注射器挤入含 #P O7O*$ 的饱和
硼酸溶液中并不断搅拌，静置固化 # M后用蒸馏水



洗净，备用。

海藻酸钠包埋法：以 ! "海藻酸钠为包埋剂，其
它的同上。

#$%&海藻酸钠包埋法：以 ’ " 或 ( " 聚乙烯醇
（#$%）和 ) "海藻酸钠为包埋剂，其它的同上。
!"# 固定化菌体的分批吸附试验
准确称取 !*+* ,"固定化菌体（以干重计）加入

)*+* ,-一定浓度的 #.’ / 溶液，按不同的试验要求
振荡（)0* 12,34）吸附一定时间，上清液用微孔滤膜
（孔径 *+!!!,，滤膜对 #.’ / 的吸附可忽略不计）过
滤。分析滤液中残留的 #.’ / 含量，计算菌体对 #.’ /

的吸附率和吸附量［5］，菌体浓度以 "固定化菌体（干
重）2-溶液表示。
!"$ 固定化菌体的分批洗脱试验
将固定化菌体与铂离子溶液于 0*6下振荡吸

附 7* ,34，弃上清液，用 89 )+(的水洗涤 !次后加入
)*+* ,-洗脱剂，于 0*6下振荡洗脱一定时间，测洗
脱液中铂离子的含量，按下式计算洗脱率：

洗脱率 :（洗脱的铂量2吸附铂的总量）; )**<
!"% 填充床反应器中固定化菌体的连续吸附和洗
脱试验

连续吸附试验：将固定化菌体装入底部填有一

层玻璃棉的玻璃柱（)+( =, ; !* =,）中，堆积高度为
)( =, > *+( =,。将一定浓度的 #.’ /溶液以一定的流
速从吸附柱上方流经吸附柱进行吸附，利用自动部

分收集器收集流出液，定时测定 #.’ /的浓度。当流
出液中的 #.’ /浓度达到进料液浓度的 !< ? (<时，
可认为吸附柱达到穿透；当流出液的 #.’ / 浓度达到
进料液浓度的 @(< ? @5<时，可认为吸附柱已达到
饱和，即停止进液。按下式计算穿透时的吸附量 !A

和饱和时的吸附量 !B：

!A（,"2"）: "C #A!2)***$
!B（,"2"）:（"C # D!E " 3 % 3）2)***$
式中 "C：进料浓度（,"2-），#A：穿透时间（,34），

# D：吸附总时间（,34），" 3：流出液总浓度（,"2-），% 3：

流出液总体积（,-），$：填充量（"，以干重计），!：流
速（,-2,34）
连续洗脱试验：从吸附柱上方加入洗脱剂，以

)+( ,-2,34的流速进行洗脱。用自动部份收集器收
集洗脱液，定时测定 #.’ /的浓度，直至洗脱液中 #.’ /

浓度小于 )* ,"2-。
!"& 从废铂催化剂中回收铂的试验
废铂催化剂的处理：将以"&%F!G0 为载体的废

铂催化剂（#.2"&%F!G0）置于王水中，加热使之溶解，

过滤弃不溶物。用原子吸收光谱仪测处理液的铂含

量，备用。

废铂催化剂处理液吸附试验：用废铂催化剂处

理液代替 H!#.IF7 溶液，其他步骤与 )+0相同。

!"’ 铂的分析
用氯化亚锡法［)0］和原子吸收法（%%5**原子吸

收分光光度计，美国 #J1K34&LF,J1公司）测定溶液的
#.离子含量。
!"( 扫描电子显微镜（)*+）观察
将经真空干燥的固定化菌体颗粒置于溅射仪中

镀金 )** ; )*E )* ,，然后在 -LG场发射扫描电子显
微镜（德国 -LG公司）下观察。

, 结果与讨论

,"! 菌体固定化方法的选择
试验比较了几种固定 M#*(菌体的方法。结果

（表 )）表明：包埋剂 #$%、海藻酸钠、卡拉胶、明胶等
对 #.’ /有一定的吸附能力，但固定化 M#*(菌体吸附
#.’ /的能力比其相应包埋剂的高得多，其中以 (<明
胶 / )<海藻酸钠为包埋基质制备的固定化菌体不
但对 #.’ /的吸附率最高（57+0<），而且成球性好、机
械强度高和耐酸性好。在扫描电镜下观察该固定化

菌体颗粒，可见被包埋的 M#*(细胞呈杆状，菌体完
整，并较均匀地分布于包埋基质中。以下试验采用

(<明胶 / )<海藻酸钠为包埋剂制备固定化菌体。

表 ! 不同固定化方法的比较
-./01 ! 2345.67839 3: ;.673<8 7443/707=1> 41?@3>8

NO.13P LDD3=3J4=Q2< R,,CA3F3SJT ,J.UCT LDD3=3J4=Q2<
!<HO1OQO "V, (+W HO1OQO "V, / X3C,OYY 75+!

!<%Z !’+’ !<%Z / X3C,OYY W)+’
’<#$% / )<%Z )@+7 ’<#$% / )<%Z / X3C,OYY W7+)
(<#$% / )<%Z !*+* (<#$% / )<%Z / X3C,OYY W’+@

(<[JFO.34V, / )<%Z !*+0 (<[JFO.34V, / )<%Z / X3C,OYY 57+0

%TYC18.3\J =C4T3.3C4Y：#.’ / 343.3OF =C4=J4.1O.3C4（" 3）: (* ,"2-，%TYC1AJ4.（,O.13P C1 3,,CA3F3SJT A3C,OYY）=C4=J4.1O.3C4（ "A）: !+* "2-，89 !+*，

0*6，7* ,34+ %Z：%F"34O.J YCT3V,
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!"! 固定化菌体的预处理
据报道［!"，!#］，对固定化菌体进行交联处理或其

他化学处理可以增强其机械强度和吸附金属的能

力。试验分别用不同浓度的甲醛、戊二醛、$%&’和
’()浸泡过夜处理固定化菌体，然后用蒸馏水漂洗 *
次后作吸附 +,# - 的实验。结果（表 "）表明，固定化
菌体经预处理后吸附 +,# -的能力却都有不同程度的
下降。其他研究者也有类似的报道，例如 +.,/0%1等
人［!"］用多种物理和化学的方法预处理芽枝状枝孢霉

（!"#$%&’%()*+ #$%&’%()%$,）菌体珠，发现只有用二甲基
亚砜预处理的可提高其对 23离子的吸附率，其它的
方法均使其吸附率下降。强酸、强碱预处理和交联反

应的强酸强碱环境破坏吸附剂中起吸附作用的多糖，

可能是使吸附剂吸附金属能力下降的主要原因［!4］。

以下试验所用的固定化菌体均未作处理。

表 ! 预处理对固定化菌体吸附 #$% &的影响
’()*+ ! ,--+.$ /- 01+$1+($2+3$ /3 422/)4*45+6 7#89

)4/2(:: (6:/1)43; #$% &

51.%,6.7, 899:;:.7;<=> 51.%,6.7, 899:;:.7;<=>

?7,1.%,.@ ABC* 4> DE16%)@./<). FGCA

HCH4 6E)=I $%&’ B"C* !> J)3,%1%)@./<@. A!CA

HC!6E)=I $%&’ 4BCA "C4> J)3,%1%)@./<@. A4CF

HC!6E)=I ’() A*C! 4> J)3,%1%)@./<@. A4CB

HCH46E)=I ’() A*CA HC" 6E)=I ’() FFCB

2@KE1L,:M. ;E7@:,:E7K：! : N 4H 6O=I、L’"CH、!P N "CH O=I、*HQ，BH

6:7

!"< 0=值的影响
许多研究表明，吸附系统的 L’值是影响菌体

吸附金属的重要因素。溶液的 L’值不仅影响菌体
表面功能基团的解离状况，而且影响溶液中金属离

子的存在形式。R1:.1).< 等人［!!］用 ST2（一种金属
去除剂）回收 +,# -，溶液的 L’值为 *CF；而吴锦远等
人［!F］用纤维素基磁性聚偕肟胺树脂吸附 +,# -，吸附
系统的 L’值为 !CA。游离的 U+H4菌体吸附 +,# -的
最适 L’值为 "CH。为了确定固定化菌体吸附 +,# -

的最适 L’值，将 +,# -溶液调至不同的 L’值进行吸
附试验。结果（图 !）表明，固定化 U+H4 菌体吸附
+,# -的最适 L’为 !C4，随着溶液 L’值的提高吸附
率明显下降。这是由于固定化菌体上的羧基和胺基

电离产生较多的带负电荷的基团，使固定化菌体减

少了与 +,()B# -结合的带正电荷的基团数，同时由于

L’V * 时，’"+,()B 的解离作用受抑制，因此吸附量
下降。说明该固定化菌体适于从酸性溶液中回收

+,。

图 ! L’值对固定化 U+H4菌体吸附 +,# -的影响
D:OC! 899.;, E9 L’ M%)3.K E7 :66EP:):W.@ U+H4

P:E6%KK %@KE1P:7O +,#

!"% 吸附时间的影响
在 +,# -起始浓度 4H 6O=I、固定化菌体浓度 "CH

O=I、L’ !C4和 *HQ的条件下振荡吸附 !H、"H、*H、#4、
BH、GH和 !"H 6:7，结果吸附率分别为 #FC#>、4BCG>、
B4C4>、A"CA>、ABC*>、G*CB>和 !HH>，即吸附 !"H
6:7吸附率达最大（!HH>），但在最初的 !H 6:7内吸附
率就达 #FC#>。一般待去除或回收金属的废液、废
水，其容积大而金属离子含量低，因此，从大规模工业

应用的观点来看，微生物吸附金属的速率是一个重要

的参数。固定化 U+H4菌体吸附金属的速率虽然不如
其游离菌体快（在最初的 A 6:7内，吸附率可达最大吸
附率的 FAC!>），但对 +,# -的吸附仍是一个快速的过
程，这一特性有利于实际应用。

!"9 固定化菌体浓度的影响
在 +,# - 起始浓度 4H 6O=I、L’ !C4、*HQ和不同

的固定化菌体浓度下吸附 BH 6:7。结果（图 "）表明，
吸附量与固定化菌体的浓度呈负相关，当固定化菌

体浓度为 HC4 O=I时，吸附量最大为 "FCG 6O=O；但吸
附率与固定化菌体浓度呈正相关，当固定化菌体浓

度为 # O=I时，吸附率达 !HH>，说明要从 +,# - 起始
浓度 4H 6O=I的溶液回收铂，用 # O=I的固定化菌体
浓度已足够。上述的结果与无根根霉（-.)/%’*& #(0
(.)/*&）废菌丝体吸附 X7［!B］和固定化芽枝状枝孢霉菌
体珠吸附 23［!"］的结果相似。说明在一定的金属离
子浓度下，随着吸附剂浓度的提高，金属离子被吸附

剂吸附的量越多，即吸附率越高；但单位吸附剂所吸

附的金属离子量则减少，因此吸附量降低。

!"> #$% &起始浓度的影响
用不同起始浓度的 +,# -溶液进行吸附试验。结

果（图 *）表明，在 +,# - 起始浓度 4H Y "4H 6O=I范围
内，固定化菌体对 +,# -的吸附量与 +,# -浓度成线性
关系。
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图 ! 固定化菌体浓度对吸附作用的影响
"#$%! &’’()* +’ #,,+-#.#/(0 -#+,122 )+3)(3*41*#+3

+3 102+45*#+3 +’ 6*7 8

———! &’’#)#(3)9；———" :151)#*9

图 ; 6*7 8起始浓度对固定化菌体吸附 6*7 8的影响

"#$%; &’’()* +’ #3#*#1. 6*7 8 )+3)(3*41*#+3 +3 #,,+-#.#/(0

<6=> -#+,122 102+4-#3$ 6*7 8

一个好的生物吸附过程模型不仅有助于分析和

解释生物吸附的实验数据，而且可以正确地估计吸

附条件变化的影响，以确定最佳的吸附条件，进行正

确的工业设计。黄单胞菌［?@］和黄孢展齿革菌丝

球［?A］吸附 6-! 8可用 B13$,#C4方程描述；固定化芽枝
状枝孢霉菌体珠吸附 DC; 8 过程符合 "4(C30.#)E 模
型［?!］；纤维素基磁性聚偕肟胺树脂吸附 6*:.F! G 和
DC:.7 G，符合 B13$,C#4 和 "4(C30.#)E 吸附等温方
程［?H］。为了求得吸附量与吸附平衡时 6*7 8 浓度之
间的关系，分别用 B13$,C#4和 "4(C30.#)E方程式来拟
合实验数据，并采用最小二乘法求得 B13$,C#4 和
"4(C30.#)E方程的各种参数，见表 ;。

表 ! "#$%&’()和 *)+’$,-(./模型的参数值
0#1-+ ! 2#)#&+3+)4 56 "#$%&’() #$, *)+’$,-(./ &5,+-4

I+0(.2 6141,(*(42 J(.1*#K#*9（ !!） "#**#3$ (LC1*#+3

B13$,C#4 ",1M N ;H%=;H ,$O$

# N =%=H!

=%AAF :(O" N =%;@H 8 =%=!H:(

"4(C30.#)E $ N ?7%HA?

% N F%?;>

=%@A> .3" N !%FA7 8 =%?F; .3:(

从拟合的相关系数 !（表 ;）表明，固定化 <6=>

菌体吸附 6*7 8 可用 B13$,#C4和 "4(C30.#)E等温吸附
方程来描述。说明固定化 <6=>菌体吸附 6*7 8 是一
种化学的、平衡的和可饱和的机制［?@］，同时也是一

种吸附部位的能量以指数分布、表面不均匀和静态

的（P,,+-#.( ）吸附作用［?!］。
789 固定化菌体从废铂催化剂处理液中回收铂的
试验

在 5Q !%=、固定化菌体浓度 7%= $OB、;=R、废铂
催化剂处理液的 6*7 8 浓度分别为 ???%HF ,$OB 和
>>%A ,$OB的条件下吸附 F= ,#3，固定化 <6=> 菌体
对 6*7 8的吸附率分别为 H7%AS和 HA%>;S，吸附量分
别为 !=%A7 ,$O$和 ??%??,$O$。
78: 固定化菌体的洗脱试验
固定化菌体是否可重复使用，在于能否找到一

种合适的洗脱剂及洗脱条件。为此，试验比较了 F
种洗脱剂。除 &TUD为饱和溶液外，其他洗脱剂的
浓度均为 =%> ,+.OB，洗脱时间为 F= ,#3。结果表明，
Q:.、QVW;、硫脲、&TUD、尿素和 QD:的洗脱率分别
为 A@%HS、A@%FS、AH%>S、H>%@S、H;%>S 和
F?%AS。
用不同浓度的 Q:.作洗脱剂探讨洗脱剂浓度的

影响。结果 Q:.浓度为 =%=>、=%?=、=%!>、=%>=、=%H>
和 ?%== ,+.OB 时，洗脱率 @F%@S、@A%?S、A;%;S、
A@%FS、A7%;S和 H!%;S，即 Q:. 浓度在 =%> ,+.OB
以下时，洗脱率随 Q:.浓度的提高而提高；但当 Q:.
浓度大于 =%> ,+.OB时，洗脱率有所下降。用酸性洗
脱剂效果较好，可能是在酸性溶液中由于 Q8、Q;W8

离子与固定化菌体细胞壁上带正电荷的结合位点竞

争结合 6*:.F! G，使得吸附在菌体上的铂被洗脱下
来。用浓度较高的 Q:. 溶液洗脱菌体所吸附的铂
时，Q:.可能使吸附剂上更多的功能基团暴露出来，
而与 6*:.F! G结合，影响了洗脱效果。
为了探讨洗脱时间的影响。试验用 =%> ,+.OB

Q:.洗脱固定化菌体吸附的 6*7 8，洗脱 >、?>、;=、F=
和 A= ,#3，结果洗脱率分别为 7A%?S、H!%7S、
@F%!S、A@%HS和 A@%@S，说明洗脱速度很快。
78; 固定化菌体的重复使用
为了考察生物吸附剂的使用寿命，将洗脱后的

固定化菌体用蒸馏水洗涤，然后再次吸附。结果（表

7）表明，吸附剂重复使用 7次，其吸附效果依然比较
好，吸附率达 HH%FS；重复使用至第 >次吸附率才明
显下降。其重复使用寿命与经甲醛X碱处理的黄孢
展齿革菌丝球相当［?A］，比固定化芽枝状枝孢霉菌体
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的长［!"］。固定化芽枝状枝孢霉菌体吸附金，用

! #$%&’的硫脲或()" #$%&’ 的氰化钠*乙醇溶液洗
脱，洗脱率达 ++,，但洗脱后的固定化菌体则不能
再用于吸附金。

表 ! 固定化菌体的重复使用
"#$%& ! "’& (&#))%*+#,*-. -/ *00-$*%*1&2 $*-0#33

-./%0 1223/304/.&, -565/37.&（#8&8） 90:$;673$4&,
! <=)" "!)( +<)<
" <!)+ "()> +<)+
? <()" "()( ++)"
= @@)A !+)= ++)=
> @()> !@)A ++)"
A A")= !>)A ++)!

4567 固定化菌体的动态吸附和动态洗脱
金属溶液的浓度、流速、6B值以及吸附系统的

温度等都会影响填充床中固定化菌体吸附金属的能

力。当 C7= D 溶液分别以 !)" #’&#34 和 !)@ #’&#34
的流速流经吸附柱时，其动态吸附的参数和结果如

表 >和图 =所示。

表 8 不同流速下动态吸附过程的参数和结果
"#$%& 8 "’& (&39%, #.2 )#(#0&,&( -/ 2:.#0*+ #23-(),*-.

9.2&( 2*//&(&., /%-; (#,&3

E%$F ;570&（#’&#34） !G &#34 "H &#34 #G &（#8&8） #H &（#8&8）

!)" !>( ??( !@)? "=)@

!)@ +( "?( !>)? "=)?

IJ:$;673K0 /$4J373$4:：$ 3 L >( #8&’、6B !)>、?(M，3##$G3%3N0J G3$*

#5::：!)<> 8（J;. F038O7）

图 = 不同流速下的动态吸附曲线
E38)= PO0 /Q;K0: $2 J.45#3/ 5J:$;673$4 Q4J0;

J3220;047 2%$F ;570:

由图 =可知，流速加快，穿透时间（出口浓度达
到 ! #8&’的时间）缩短，穿透吸附量减小。在实际
应用中，总是希望达到穿透之前的废水处理量能够

尽量的多。但流速如果太慢，柱内的液体的返流及

纵向混合严重，使操作时间延长。故应对流速做适

当控制，使整个填充床得到充分利用。

用流速为 !)> #’&#34 的 ()> #$%&’ B-% 洗脱被
吸附在固定化菌体上的铂，得到如图 >所示的洗脱

曲线。

图 > 固定化 RC(>菌体吸附 C7= D后的
动态洗脱曲线

E38)> PO0 /Q;K0 $2 J.45#3/ J0:$;673$4

从图 >中可见，在最初的 +( #34内，洗脱液中的
C7= D浓度随着洗脱时间的延长而提高，+( #34时达
到最大值 !"!)? #8&’，+( #34 后则随着洗脱时间的
延长而降低。该洗脱作用是一个较快的过程。

< 小 结
固定化 RC(>菌体对 C7= D的吸附特性是 RC(>菌

体和固定化基质的吸附特性的综合结果。固定化

RC(>菌体吸附 C7= D 的特性与游离菌体的有些不同，
例如固定化 RC(>菌体吸附 C7= D的最适 6B值为 !)>，
比游离菌体（最适 6B值 ")(）的降低了 ()>；对 C7= D的
吸附速率比游离菌体的慢一些；吸附能力比游离菌体

（A=)= #8&8）的低。但与游离菌体一样，固定化菌体对
C7= D的吸附受溶液的 6B值、菌体浓度、C7= D起始浓度
等的影响。固定化菌体吸附 C7= D也是一种快速和可
逆的过程。在分批实验中，固定化 RC(>菌体吸附量
为 ?>)" #8 C7= D &8；在填充床反应器中的饱和吸附量
达 "=)@ #8 C7= D &8；用固定化菌体从废铂催化剂处理
液回收铂，吸附量为 "()+ #8&8。固定化 RC(>菌体经
=次吸附*解吸循环后吸附率仍达 @<,，说明该固定
化菌体有较好的应用前景。
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