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& 引言
氯苯是毒性较大的难降解的挥发性有机污染物!容易残

留在环境中而造成不同程度的污染危害!被很多国家列入环
境优先控制污染物或者"黑名单#!"#之中$ 对于进入地下水环
境中的挥发性有机物! 常用气体抽提法和活性碳吸附去除!
但实践证明其效果并不理想 !$#!而原位生物修复法被推荐为
可行的!它能缩短修复时间并能降低成本 !%&’#$ 目前主要的生
物修复方法有自然衰减%生物刺激和生物强化$ 生物包埋强
化技术是近年来出现的一种基于生物强化技术的新兴含水

层修复方法$

生物包埋&固定化’强化技术是通过化学或物理手段将人
工筛选的游离微生物限定于一定的空间区域!使其保持活性
并可以反复利用$ 固定化微生物与游离微生物相比具有细胞
密度高%反应速度快%微生物流失少%产物易分离%反应过程易
控制%适应环境能力强等优点 !(#!因此在难降解有机物处理领
域有独特的优势$ 经固定后的微生物可以用于异位修复&如
加入到把地下水抽取到地表的反应器中’! 也可用于原位修复
&如添加到生物渗透反应墙中或直接注入到地下水形成生物反
应带’$ 近年来!国外学者对生物包埋强化技术及其应用开展了
大量研究!尤其在有毒及难降解有机物的修复方面!)&*#$
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为探索固定化微生物技术去除地下水氯苯的最佳条件!采用聚乙烯醇"()*$和海藻酸钠为包埋剂!培养了含氯苯的菌泥驯
化培养的微生物!以制备固定化微生物小球!处理地下水中的氯苯% 本研究从机械强度!传质性!氯苯降解率等方面综合考虑!利用

正交实验确定了制备固定化微生物小球的最佳条件!并对固定化微生物和游离微生物降解氯苯的效果进行了比较% 另外!还对固

定化微生物降解地下水中氯苯的影响因素进行了探讨% 实验结果表明!氯苯初始浓度大于 !"+,-.!固定化微生物降解氯苯效果好
于游离微生物的% 当小球粒径为 $++!菌液接种量为 /0!氯苯初始浓度为 /&+,-.!12 值为 34& 左右!盐度低于 #567!控制培养

温度为 $&!!摇床转速为 $!&8-+9:时!固定化微生物降解性能较好%
氯苯&固定化&微生物
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表 $ 固定化条件正交试验因素和水平
()*+, $ -)./012 )34 +,5,+2 06 /7, .10228/,2/ ,9:,1;<,3/

本研究以氯苯为实验对象!通过正交实验确定固定化微
生物小球的最佳包埋条件和方法!并对固定化微生物降解人
工模拟地下水中氯苯的影响因素进行了初步探讨!以期得到
固定化微生物原位修复法处理地下水中氯苯的适宜条件"

# 材料和方法
#=$ 材料
$=$=$ 微生物培养基
液体培养基#葡萄糖 !"!蛋白胨 !"!#$%&’( )*+"!,-$&’.

)*+"!/"0’($1$-’ )*-"!2324% )*5"!6324 )*%"!/70’.$$%’ 痕
量!质量分数 5)8 9:24%溶液 5 滴!蒸馏水定容至 5)));< 和
适量氯苯%按实验要求配置不同的质量分数溶液&!用质量分
数为 5)8 63’$溶液调节 =$ 值为 1*)"固体培养基加质量分
数为 5*+8>-*)8的琼脂" 氯苯和其他各种试剂均为 ?@级"
加富培养基# 牛肉膏 A"! 蛋白胨 5)"!6324 +"! 蒸馏水

5)));<!琼脂 %)"!=$值为 1*%!1*.!5%5"高压蒸汽灭菌 %);B7"
用于菌株的平板分离和活化%做活化培养基时不加琼脂&"

$=$=! 人工模拟地下水
根据以上液体培养基的成分配制人工模拟地下水 #

,$-&’( )*C"!,-$&’( )*C"!/"0’(’1$-’ )*-"!2324- )*5"!6324
)*-"!/70’(’$-’ 痕量!质量分数 5)8 9:24-溶液 5 滴!蒸馏水
定至 5)));<!=$ 值调至 1*) 左右! 整个实验过程在温度为
5)"左右的振荡培养箱中进行"
$=$=> 菌泥
取附近公园表面 AD;以下的土壤 5E"! 过筛! 与含氯苯

5));"F<的人工模拟地下水配制而成"
#=#=? 固定化试剂

&GH!海藻酸钠!2324-!硼酸!生理盐水!己二胺等"
#=#=@ 主要仪器

IJKL0M(NL-O)0不锈钢手提式压力蒸汽灭菌锅%上海博
迅实业有限公司&!全温振荡培养箱 $PKL95Q)%哈尔滨市东
联电子技术开发有限公司&!0&JL-C)RLS 振荡培养箱 %上海
博迅实业有限公司医疗设备厂&!M2L-)5) 气相色谱仪%日本
岛津公司&

#=! 实验方法
#=!=# 微生物培养
称取第 5*5*A节所述菌源污泥 5)"!装入盛有 5));< 的已

灭菌的液体培养基三角瓶中!加入经灭菌的氯苯!使培养液
中氯苯浓度为 5);"F<! 再将其放在恒温摇床 5)"! 转速为
5-)TF;B7!培养 CU后!吸取 5;<菌液转接至新鲜培养液中"采
用相同的培养方法! 逐步增加氯苯含量以对微生物进行驯
化!以 CU 为同一氯苯浓度的一个驯化周期!每个浓度连续驯
化两个周期后再逐渐增加培养基中氯苯的浓度!氯苯每次增
加的浓度梯度是 5);"F<! 每批做 - 个转移接种的对比实验!
每次均做不加菌种的对照!在每个周期结束时取 5;< 菌液以
无菌操作移接至新鲜培养基中!进入下一个培养周期" 为了
避免氯苯挥发!菌种的驯化和培养在封闭体系中进行(为了

保证充足的氧气采用大体积小液量的体系和摇床振荡的培

养方式"连续富集到氯苯浓度为 5));"F<时!开始把菌液转接
至含一定浓度氯苯的人工模拟地下水中!以验证是否有降解
氯苯的能力"

#=!=! 固定化细菌制备
配制一定浓度的 &GH和海藻酸钠溶液并加热溶解!冷却

至 5)"左右!将富集驯化得到的菌液经离心分离后以一定浓
度比加入至冷却后的以上混合物!并搅匀" 再用针头直径分
别为 5!-!(;; 的注射器把上述均匀黏稠状液体以恒定速率
将其滴入 2324-的中性硼酸饱和溶液! 室温下交联钙化 -(V!
得到粒径分别为 5!-!W;;左右的固定化小球"再与己二胺固
定一段时间后!用生理盐水冲洗固定化小球"

#=!=> 氯苯检测方法
从摇瓶中取水样 5);<!用 C;< 20-萃取!萃取样品经无

水硫酸钠干燥后进入气相色谱仪分析!进样体积约为 -!<"
实验中用的气相色谱仪!9XS 检测器!SRL5 型毛细柱Y柱

长 A);!内径 )*A-;;!膜厚 )*A-!;"
色谱条件#气化室温度 -))"!柱温初始温 ()"!程序升

温至 Q)"!升温速率 -"F;B7!检测器温度 --)"!空气流量

());<F;B7!氢气流量 (A;<F;B7!6- 载气流量 A;<F;B7!分流
比为 -Z5"

! 结果与分析
!=# 固定化条件的选择
制备固定化小球过程中的许多操作条件会影响固定化

小球降解氯苯的效果! 其中包埋剂 &GH和海藻酸钠的浓度!
交联剂 2324%的浓度!包埋菌体量为主要的影响因素" 利用以
上 W 个因素的 [ 个水平做正交实验%表 5&!以确定上述 W 种
因素在什么条件下使细胞经固定化后既保持高活性又能节

省时间节省材料!同时还能使固定化小球具有较高的机械强
度和传质性能" 再将按以上各个因素的不同水平制备得到的
固定化细胞分别加入到氯苯浓度为 \);"F< 的 5));< 人工模
拟地下水中!调节 =$ 值为 1*) 左右!在转速为 5%)TF;B7!温度
控制为 5)"的摇床培养 %WV 后!用气相色谱法测定废水中氯
苯浓度!以氯苯降解率为指标!利用正交实验结果%表 %&!进
行固定化最优操作条件的确定"

注!表中百分数为质量分数"
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通过比较上述正交实验结果中级差 !的大小发现!各个
因素作用主次为 !"#"$"%!当 &’! 的浓度为 ()*+, 时!固定
化小球对氯苯的降解效果较好"
在固定化小球的制备过程中!观察到 &’! 的浓度大小对

固定化操作过程具有较大的影响"当使用低浓度的 &’! 做载
体时!由于胶液比较稀!制成的固定化小球较软!强度较差!

对菌体的包埋效果较差# 当使用高浓度的 &’! 做载体时!由
于胶液比较黏稠!成球时常出现拖尾现象!使得固定化小球
成形不好!常出现小球黏连现象" 而采用 ()*+, 的 &’! 做载
体时!成球性好!强度也较好"

对按 !-$.%/#/制成的固定化小球进行性能测试 012.)3!结果
表明这些小球具有较好的机械强度和传质性能"
根据上述实验现象和正交实验结果!可以确定降解氯苯

的固定化小球制备最优条件为 !-$.%/#/!即 &’! ()*+,!海藻
酸钠 .4)5!%6%7/ .8)5!包埋剂与菌液体积比 /9:."
!(! 氯苯初始浓度对两种微生物降解氯苯的影响
将游离微生物$菌液接种量为 (5%和含同等菌量的粒径

为 .;; 的固定化微生物$在最优操作条件下制备%分别置于
氯苯初始浓度分别为 -)!<)!9)!=)!>)!();*+,!?@ 值为 >8)
左右的模拟地下水中!于 .)!!./)A+;BC条件下进行振荡培养
/<D& 比较不同氯苯初始浓度条件下固定化微生物和游离微
生物的氯苯降解情况!结果如图 .所示&
从图 . 可以看出!氯苯的初始质量浓度的变化对两种微

生物的降解性能有一定影响!且有相似的影响趋势& 氯苯的
降解率随着其初始浓度的提高而下降 ! 当氯苯浓度高于
();*+, 时!固定化微生物降解率下降到 >)5以下& 为了保证

氯苯的一定初始浓度并且保持较高的降解率!后续实验氯苯
初始浓度设为 ();*+,& 从图 .还可以看出!被固定化后的微
生物的氯苯降解率要高于游离微生物的&

!() *+ 值对两种微生物降解氯苯的影响
将游离微生物$菌液接种量为 (5%和含同等菌量的粒径

为 .;; 的固定化微生物$在最优操作条件下制备%分别置于
氯苯初始浓度为 ();*+,!?@ 值分别为 <8)!98)!=8)!>8)!(8)!
18)!.)8) 的模拟地下水中!于 .)!!./)A+;BC 条件下进行振荡
培养 /<D&比较不同 ?@值条件下固定化微生物和游离微生物
的氯苯降解情况!实验结果如图 / 所示&

由图 / 可以得到!?@值的变化对固定化微生物和游离微
生物降解氯苯的影响相似& 当 ?@ 值在 >8)E18) 时!两种微生
物对氯苯的降解率较好&同时还可以看出!在各个 ?@ 值范围
内!固定化微生物的降解率要高于游离微生物的&

!(, 菌液接种量对两种微生物降解氯苯的影响
将游离微生物和含菌量分别为 /5!<5!=5!(5!.)5!

./5的粒径为 .;; 的固定化微生物 $在最优操作条件下制
备% 分别置于氯苯初始浓度为 ();*+,!?@ 值为 >8)左右的含
氯苯的模拟地下水中!于 .)!!./)A+;BC 条件下进行振荡培养
/<D! 比较不同菌液接种量条件下固定化微生物和游离微生
物的氯苯降解情况!结果如图 - 所示&
图 -说明! 菌液接种量对以上两种微生物降解氯苯具有

相同影响& 当接种量小于 (5时!降解率随着接种量的增大而

表 ! 正交试验结果分析
-./01 ! 23.04565 78 9:1 1;*1<6=139.0 >.9.

注! " 为同一因素降解率的合计值"! 为同一因素最大与最小降解率
之差#

FGHIJ: " BC K6L7I / BJ HDI JM; GN HDI JM; N6OHGAPJ QI*A6Q6HBGC A6HIJR ! BJ
HDI QBNNIAICOI GN HDI J6;I N6OHGAPJ ;6SB;67 QI*A6Q6HBGC A6HI 6CQ

;BCB;67 QI*A6Q6HBGC A6HI4
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图 $ 氯苯初始浓度对两种微生物降解氯苯的影响
?6@( $ A881B9 78 >6881<139 63696.0 B73B139<.9673 78

CD 73 CD <1=7E.0

图 ! *+值对两种微生物降解氯苯的影响
?6@( ! A881B9 78 63696.0 *+ 73 CD <1=7E.0
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图 ( 菌液接种量对两种微生物降解氯苯的影响
)*+, ( -../01 2. 3401/5*46 7879/:7*2: 02:0/:1541*2:

2: ;< 5/=2>46

上升!当接种量超过 !"后"降解率随着接种量的增加而没有
明显增大# 所以此实验接种量设为 !"#

!,? 摇床转速对两种微生物降解氯苯的影响
将游离微生物$菌液接种量为 !"%和含同等菌量的粒径

为 #$$ 的固定化微生物$在最优操作条件下制备%分别置于
氯苯初始浓度为 !%$&’(")*值为 +,%左右的模拟地下水中"于
-%!条件下进行振荡培养 ./0& 比较不同摇床转速条件下固定
化微生物和游离微生物的氯苯降解情况"结果如图 /所示&

在实验室条件下" 一般采用摇床为废水提供好氧状态"
在一定范围内"摇床转速表征供氧速度& 摇床的转速间接影
响废水中溶解氧大小"并且影响微生物絮体的生长情况& 由
图 / 可以看出"当摇床转速为 #.%1’$23 时"两种微生物对氯
苯的降解效率较高&

!,’ @4;6浓度对两种微生物降解氯苯的影响
为研究盐度对游离微生物和固定化微生物降解氯苯能

力的影响" 实验对含有 4567 浓度分别为 %,89"-:;9"-:89"

.:;9".:89"<:;9的氯苯废水进行研究& 将游离微生物$菌液
接种量为 !9%和含同等菌量的粒径为 -$$ 的固定化微生物
$在最优操作条件下制备% 分别置于氯苯初始浓度为 !;$&=(
的模拟地下水中"于 -;!")*值为 +:; 左右"-.;1=$23 条件下
进行振荡培养 ./0&比较不同 4567浓度条件下固定化微生物
和游离微生物的氯苯降解情况"结果如图 8所示&
由图 8 可以看出"盐度对游离微生物降解氯苯的抑制效

果较大& 与之相比"经固定化后的微生物还能保持较高的氯
苯降解率&

!,A 固定化小球粒径对降解氯苯的影响
将含同等菌量的粒径分别为 /"."-$$ 的 < 种固定化微

生物$在最优操作条件下制备%分别置于 )* 值为 +:;"氯苯浓
度为 !;$&=( 的模拟地下水中" 于 -;!"-.;1=$23条件下进行
摇床振荡培养 <.0& 对比 <种固定化微生物对氯苯降解情况"
结果如图 > 所示&

由图 > 可以看出"氯苯降解效率随着粒径的减小而升高&
固定化小球的粒径越小"传质性能越好"越有利于载体固定
化细胞的生长"即氯苯降解率也越大&

!,B 固定化微生物与游离微生物降解氯苯的比较
将游离微生物$菌液接种量为 !9%和含同等菌量的粒径

为 -$$ 的固定化微生物$在最优操作条件下制备%分别置于

)* 值为 +,; 左右的含氯苯为 !;$&=( 的模拟地下水中 "于
-;!"-.;1=$23条件下进行振荡培养 <.0& 比较两种微生物对
氯苯降解情况"结果如图 +所示&
由图 + 可以看出" 固定化微生物对氯苯的降解效果好于

游离微生物& 当反应时间少于 ./0时"随着时间的延长两种
微生物对氯苯的降解率提高幅度较大"当超过 ./0 后"降解
率不再有显著提高"所以在后续实验中设定摇床振荡培养的
时间为 ./0&

图 C 摇床转速对两种微生物降解氯苯的影响
)*+, C -../01 2. 7D4E*:+ 1436/ 5/>2681*2: 2: ;< 5/=2>46

图 ? @4;6 浓度对两种微生物降解氯苯的影响
)*+, ? -../01 2. @4;6 02:0/:1541*2: 2: ;< 5/=2>46

图 ’ 固定化小球粒径对降解氯苯的比较
)*+, ’ -../01 2. F*4=/1/5 2. 1D/ 3/4F 2: ;< 5/=2>46
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图 ( 固定化微生物与游离微生物降解氯苯的比较
)*+, ( - ./0123*4/5 /6 789 :; 390/<2= >97?995

*00/>*=*@9A 25A 6399 0*.3/3+25*40

B 讨论
B,$ 氯苯初始浓度对两种微生物降解氯苯的影响
本实验结果表明!氯苯的降解率随着其初始浓度的提高

而下降" 根据前人的研究!""#"$%结论!氯苯浓度高于 "&’()*时!
已经对微生物活性产生抑制作用" 本实验采用的最低初始浓
度为 $&’()*!因此固定化微生物对氯苯的降解率始终高于游
离微生物的" 处于固定化状态的微生物受到载体的保护作
用!可以耐受较高的氯苯浓度!有利于微生物生长"

B,! 1C值对两种微生物降解氯苯的影响
本研究表明! 降解氯苯的微生物适应在 +, 值为 -.&/0.&

的范围内"同时还可以看出在各个 +,范围内!固定化微生物
的降解率要高于游离微生物的!这主要是因为固定化载体的
屏蔽和保护作用"

B,B D2:=浓度对两种微生物降解氯苯的影响
本文结果还表明!地下水中盐度突然升高会导致游离微

生物去除有机物的能力下降!这可能是因为盐度过高会破坏
细胞的运输系统或造成某些酶类失活!但固定化能提高微生
物对盐度变化的耐受能力!这主要是由于固定化载体对其的
保护和屏蔽作用"

B,E 固定化小球粒径对降解氯苯的影响
本研究认为!小球粒径越小!氯苯降解率越大"小球粒径越

小!传质性能越好!越有利于载体固定化细胞的生长" 同时粒径
越小的小球在含水层中越易于迁移!越有利于降解氯苯" 但小
球粒径太小!不能包埋足够微生物而导致小球活性降低!"1%"局限
于实验条件!本实验的固定化小球采用的粒径为 "’’"
B,F 固定化微生物与游离微生物降解氯苯的比较
本研究结果表明!固定化微生物对氯苯的降解效率好于游

离微生物!这与陶凌燕等!"2%结论一致!一方面固定化载体内部具
有较大孔隙度!有利于微生物利用氯苯进行增殖!另一方面是
因为固定化载体保护了其中的微生物!减少了周围环境对微生
物的毒害作用!从而增强微生物抵抗毒性的能力" 在以上两因
素作用下!固定化微生物的降解效果得到了优化"

E 结论
#"$ 采用包埋固定化后的微生物处理地下水中的氯苯是

可行的!并且降解效果好于游离微生物降解氯苯%
&$$ 通过正交实验确定了降解氯苯的固定化小球制备最

优条件是’345 6&(7*!海藻酸钠 "8&9!:;:<$ ".&9!包埋剂与
菌液体积比 $=>"%

&1$ 氯苯为 6&’(7* 时! 当固定化微生物小球的粒径为
"’’! 菌液接种量为 69!+, 值为 -8& 左右! 控制盐度低于
"8=9!在摇床温度为 "&!!转速为 "$&?7’@A 的条件下进行振
荡培养 $2B时!氯苯的降解效果较好%
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