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固定化真菌处理土霉素废水的研究 
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(1．河北科技 大学环境科学与工程学院，河北石家庄 050018；2．河北省污染防治生物技术重点 实 

验室，河北石家庄 050018) 

摘 要：以 自行分离培育的毛霉 BFL一5优势菌株为试验茵种 ，采用海藻酸盐包埋法制备固定化真 

菌，经活化处理后 ，进行处理土霉素废水的试验，其 COD去除率可稳定在 8O 以上 ，土霉素的降解 

率可达 95 以上。显微镜观察结果说明了海藻酸盐包埋 法制备 的固定化真菌属 固定化 活细胞 ，包 

埋的孢子经活化后成长为菌丝体 ，因而降解活力显著增大。 
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Treatment of oxytetracycline wastewater by immobilized fungus 
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050018，China；2．Hebei Key Laboratory of Biological Technique for Pollution Control，Shijiazhuang Hebei 050018，China) 

Abstract：One dominant strain of Mucor BFI，5 was separated and cultivated，and used as test organism．Alginate embedding 

method was used to immobilize fungi，which was activated before Terramycin wastewater treatment test．The COD removal 

rate is more than 80％，and oxytetracycline degradation rate is up to 95 ．Microscopic observation results show the fungi 

embedded in alginate are immobilized living cells．Embedded spores grow into mycelia by activating，thus their oxytetracycline 

degradation ability is significantly increased． 
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固定化真菌技术在促进菌体生长和产酶方面比悬浮培养有明显的优势，主要是由于载体有利于营养物 

质的传递以及菌丝体的充分伸展，进而促进菌体的次生代谢，提高产酶量Ⅲ。近年来这一技术在废水生物处 

理中的应用研究与日俱增 ，但是用于处理抗生素废水方面的研究报道较少，笔者以土霉素废水为处理对 

象，研究固定化真菌的制备条件及对土霉素废水的处理效果。 

1 材料和 方法 

1．1 菌种来源 

试验菌种为BFL一5菌株，该菌种是由河北省污染防治生物技术重点实验室在采集腐朽树木上生长的真 

菌样品的基础上 ，通过反复分离、筛选获得的具有对废水脱色能力强并可降解多种有机污染物的优势菌株， 
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经鉴定该菌株属毛霉属(actinomucor elegans)。 

1．2 主要试剂 

氢氧化钠 、盐酸、海藻酸钠 、氯化钙、葡萄糖、酒 石酸钠 、琥珀酸钠 、磷 酸等 ，均为分析纯 ；甲醇为色谱纯 ， 

土霉素对照品来 自中国药品生物制 品检定所 ，质量分数为 88．2 。 

1．3 设备与仪器 

试验所用主要设备与仪器见表 1。 

1．4 培养基 

1_4．1 固体培养基 

1)制备土豆液 ：新鲜土豆洗净去皮 

后称取 100 g，切成小块 ，置于烧杯中，加 

入 500 mL水 ，加 热 至 70 ℃，放 置 30 

rain，冷却后用双层纱布过滤取其滤液 ， 

再定容到 500 mL。 

2)在上述土豆汁滤 液 中加入 10 g 

的葡萄糖 ，1．5 g的 KH2PO ，0．75 g的 

MgSO ，10 g的琼脂 ，加热搅拌溶解 ，pH 

值调节为 4．5左右。 

表 1 试验设备与仪器 

Tab．1 Instrum ents and equipments of experiment 

3)上述培养基分装于锥形瓶或试管后放入立式压力蒸汽灭菌器，在压力 1．14 kPa下，灭菌 20 rain。灭菌 

后将锥形瓶 内的培养基趁热分装于平皿中制备固体平板培养基 。 

1．4．2 液体培养基 

按上述方法制备 1．0 L土豆液加入烧杯中，然后依次加人 0．2 g KH。PO ，0．05 g MgSO ·7H2O，0．01 g 

的 CaC1z，10 g的葡萄糖 ，0．2 g的氯化铵 ，0．5 mL体积分数为 3 9／6的 H。O ，0．28 g的酒石酸钠 ，0．54 g的琥 

珀酸钠 ，用玻璃棒搅拌使其溶解 ，分装于锥形瓶中放人立式压力蒸汽灭菌器 中在压力为 1．14 kPa个灭菌 20 

m iD 。 

1．4．3 菌种驯化液体培养基 

在 1 L液体培养基加入 5O mg的土霉素配制成菌种驯化液体培养基 ，用于菌种 驯化 ，使其适应 降解土 

霉素 。 

1．5 菌体培养及孢子悬浮液的制备 

将试管保存的菌种接种 于菌种驯化液体培养基上 ，30℃ 恒温驯化培养 48 h，然后转接到平皿固体培养 

基上，于 3o℃下培养 48 h，待孢子形成后用无菌生理盐水洗脱孢子，倒人带有玻璃珠的三角瓶中，充分振荡 

使孢子悬浮液均匀 ，然后在显微镜下用血球计数板计数测定出悬浮液孢子浓度 ，调节用水量可以获得试验所 

需的不同浓度的孢子悬浮液。 

1．6 固定化方法[6 

取 100 mL质量分数为 4 的无菌海藻酸钠溶液与 100 mI 孢子浓度为 10 个 ／mL的孢子悬浮液混合均 

匀 ，用注射器将混合液滴入质量分数为 4 的 CaC1 溶液中，形成均匀规则粒径为 3 mm的小球，静止固化 8 

h后，用无菌去离子水清洗 3次，即制得固定化真菌 ，收集备用 。同时制备不含真菌的海藻酸钙小球 ，做空白对 

比试验 。 

1．7 土霉素含量的测定方法 

采用高效液相色谱法来测 定土霉 素含量 具有快 速、准确、省 时 的特 点。本试 验所用 仪器 为 日本 岛津 

LA一10A高效液相色谱仪 ；SPD-M10AVP二极管检测器 ；Shimadzu ODS C18色谱 柱(150 mm x 6．0 mm， 

5 m)。测定土霉素废水中土霉素含量 时的色谱 条件 ：流动相 为 0．1 (体积分数)磷酸与 甲醇 (其体积 比为 

40：60)；检测波长为 254 nm；进样量为 20 I ；流量为 0．7 mL／min；柱温为 35℃。用此方法土霉素可得到很 

好地分离 ，出峰时间大约为 4．9 rain，操作简单 。在此色谱条件下进行精密度试验 ，重复进样 5次，RSD值 为 

1．12 ；废水中土霉素质量浓度为 5～ 50 g／mI 时，与峰面积大小成 良好的线性关系。回归方程为 ．y一 5× 

]0 ．7C-4-102 846．R — 0．999 7 
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2 结果与讨论 

2．1 固定化真菌的活化与显微观察 

以孢子悬浮液为材料制备 出来的固定化真菌需要经过活化处理才能具有较高的生物活性 ，方可用于降 

解废水的试验。活化处理的过程是将制备出来的固定化真菌小球于滤纸上吸去外表水分，量取30 mL表观体 

积的固定化真菌小球放人装有 100 mI 土霉素废水的锥形瓶中，在 30。C，转速为 140 rad／min的恒温振荡培 

养箱中进行活化培养 24 h，使固定化真菌小球内部的孢子萌发，菌丝充分生长。用照相显微镜观察活化培养 

前后的固定化真菌小球切片并拍摄图片。图 1所示为包埋物内的孢子 ，图 2可见固定化真菌小球内部生长着 

茂密的真菌菌丝 (左侧黑色部分)及小球表面的菌丝 (右侧)。观察证 明海藻酸盐固定化真菌属固定化活细 

胞 ，经过活化处理后真菌菌丝生长良好 。 

图 1 固定化真菌小球 内部的孢子显微照片 

Fig．1 Micrograph of spores in fungi embedded globule 

图 2 固定化真菌小球表 面菌丝显微照片 

Fig．2 Micrograph of mycelia on surface of fungi embedded globule 

2．2 固定化真菌处理土霉素废水的降解特性 

本研究 以石家庄市某制药厂的土霉素废水为处理对象 ，试验废水的水质为 p(CODc )一 3 674 mg／L，土 

霉素的质量浓度为50．00 l~g／mL，pH值为5．6。在锥形瓶中加入土霉素废水，再加入表观体积为20 的经活 

化处理的固定化真菌小球 ，放入恒温振荡培养箱振荡处理，定时取样分析 。 

2．2．1 固定化真菌对土霉素废水处理的 COD 去除规律 

上述试验废水经固定化真菌处理后，每隔8 h取样测定废水 COD 的质量浓度，并计算 COD 的去除 

率，以分析固定化真菌对土霉素废水处理的 COD 去除规律 。COD。的测定结果及其去除率随处理时间 

的变化见图 3。 

由图 3可知，经固定化真菌降解后 ，土霉 4 000 

素废水 的 COD 质量浓度值显著下降，由原 ；、 

水的 3 674 mg／L降低到 621 mg／L；去除率稳 

步上升 ，24 h时 CODc 的去除率为 45．4 ，48 2 000 

h时 CODcr的去 除率为 74．33 ，56 h时 亘 

COD 去除率达到 80．23 ，此后 COD 去除 q⋯  

率维持在 8O 以上。 

摹 

褂 

0 
口 

0 
U 

时间 ／h 

土霉素质量浓度 ／ — —  
， ， 

50．00 42．97 34．79 29．37 l8．81 8．02 2
． 97 2．04 0．62 0．60 

(“g ·mL ) 

去除率 ／％ 0 14．06 3O．42 41．27 62．39 83．96 94．06 95．93 98．77 98． 80 
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土霉素质量浓度 随处理时间 的变化 曲 

线见图 4。 

由图 4可知 ，土霉素废水经 固定化真菌 

处理后 ，废水 中土霉素质量 浓度显著 下降 ， 

降解 30 h时土霉素质量浓度由原水的 5O．0O 

／,g／mL 降 为 8．02 ptg／mL，降 解 率 达 到 

83．96 ；36 h 时 土 霉 素 含 量 降 为 2．97 

t~g／mL，降解率达到 94．06 ，此后土霉素降 

解率保持稳定 ，维持在 95 以上 ，表 明固定 

化真菌能有效降解土霉素 。 

2．3 pH值对降解土霉素的影响 

废水 pH值影 响生物的活性 ，因而也影 

响降解 土霉素的效果。试 验设计 一系列不 

同的 pH值 来找 出降解 土霉素 的最佳 pH 

值 。将 土霉素废水 的 pH 值调 至 4．0，4．5， 

5．0，5．5，6．0，7．0。控制其他条件不变，处理 

36 h后取样过滤 ，测定剩余质量浓度 ，计算 

土霉素 降解率 。结果表 明 pH 值在 4．5～ 

5．0降解率最大 ，达 94．O6 。在 pH值为4．0 

和 7．0时，降解 率分 别 为 9O．5O 9／6和 

87．46 。但总体上 pH值的变化没有引起 

降解率的强烈波动 ，而在生产实际中废水的 

pH值经常会有变动 ，在一定范围内 pH值 

对降解土霉 素的影响较小 ，有利 于实际应 

用 。土霉素降解率随 pH值变化 曲线见图 5。 

3 结 论 
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图 4 土霉素质量浓度 变化 曲线 

Fig．4 Change curve of oxytetracycline contence 

图 5 pH 值对土霉素降解率的影响曲线 

Fig．5 Curve of influence of pH to oxytetracycline decrease rate 

1)本研究采用海藻酸盐包埋法制备固定化真菌的最佳包埋条件：包埋剂海藻酸钠的质量分数为 4 9／6、固 

化剂 CaC1z的质量分数为 4 、交联时间为 18 h、悬液孢子浓度约为 5．0×10 个 ／mL；制备 的固定化真菌经 

活化后具有 良好的降解性能。 

2)以照相显微镜观察活化培养前后的固定化真菌小球切片，观察证明海藻酸盐固定化真菌经过活化处 

理后小球内部孢子发育为真菌菌丝，固定化真菌属固定化活细胞。 

3)以固定化真菌 BFL一5菌株处理土霉素废水 ，对土霉素的降解率可达 95 以上，COD 去除率可 以达 

到 8o 9／6。 

4)以固定化真菌 BFL-5菌株处理土霉素废水 ，其降解土霉素最佳的 pH值在 4．5～ 5．0。 
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例 ：列车l~Nff~a-1个售票窗口，假定顾客到达后加入队列的概率为 a ( )一 玎 (忌∈N， 为 

正灰数)，即 不只依赖队长k，还依赖灰参数 的取值，本模型假定 oE[0．5，3]( 的区间范围是通过抽 

样调查进行估计的)， 一 0．4， 一 0．5。试求相应指标。 

可 见 P一 0．4— 0
． 8，当顾客数k一50时，顾客留下等待服务的概率为a ( )E[O．006 6，0．038 5]，概 

U ． 0 

率很小，所以可以把顾客数k一50近似为该售票口接待顾客的上限。又因为 ∈[O．5，3]，所以 的白化值 

为 ==：n+O(b—n)，0 E[0，1]。当求出各灰色指标值后，再给出一个 0值对其进行白化。 

(o)一 1+ID+ + +⋯十 P2 丽  ( +1)(2 o+1) 。( +1)( +1)⋯[49 o+1] 一1 +⋯l 
。 因为 

∈[o．5，3]，将其带人P。( )，得 P。(o)E[0．405，0．505]。 

同理 ： 

( )E[o．200，0．371]； (o)E [o．672，1．254]； ( )∈[0．538，I．003]； 损( )∈[0．072，0．5o1]。 

通过调研，笔者给出0值，使0—0．4，则P。( )≈0．445； ( )≈0．905；一日( )≈0．724； 损( )≈ 
0．244。 

5 结 论 

在M／M／1排队系统中，笔者引入了灰参数使到达的顾客以概率a ( )一 加入队列排队等候服 

务，示例结果表明该方法较符合实际 ，丰富了 M／M／1排队系统理论 。 
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