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摘要：采用ＣＭＣ膨润土交联方法固定镰刀菌，研究了其固定方法对４ＣＰ废水的降解效果，考察了固定化生物反应器间歇与连续运行处理４ＣＰ
废水的降解性能．结果表明，ＣＭＣ膨润土包埋固定镰刀菌对４ＣＰ的降解速率最大；反应器间歇运行时，４ＣＰ的降解率随其初始浓度增加而有
所下降，浓度高于５０ ｍｇ·Ｌ － １的４ＣＰ降解过程基本上遵循零级反应动力学；当反应器连续运行１２ ｈ，停留时间６ ｈ时，浓度５０ ｍｇ·Ｌ － １的４ＣＰ
被完全降解．
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１　 引言（Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ）
氯酚类化合物（Ｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｏｌｓ，ＣＰｓ）被广泛应用

于造纸、农药、医药等行业，是典型的持久性有机污
染物，污染环境严重．常用细菌（Ｐａｒｔｈａ ｅｔ ａｌ．，２００８；
Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ．，１９９９ａ；Ｗｅｎ ｅｔ ａｌ．，２００６）、真菌（Ｈｅｌａ

ｅｔ ａｌ．，２００２；Ｅｈｌｅｒｓ ｅｔ ａｌ．，２００５）等生物法处理氯
酚废水，但传统生物法存在着污泥膨胀，微生物易
流失与处理效果难稳定等问题．选用活性炭、海藻
酸钙等载体固定优势菌可保持微生物的高浓度与
高活性，有助于提高对氯苯酚的降解率（Ｑｕａｎ
ｅｔ ａｌ．，２００２； Ｇｏｍｅｚ ｅｔ ａｌ， ２００９； Ｐａｒｔｈａ ｅｔ ａｌ．，
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２００８），但常规固定载体普遍存在成本较高等问题
而难以实际应用．采用膨润土、壳聚糖与羧甲基纤
维素（ＣＭＣ）等合成的ＣＢＣ，固定镰刀菌后可提高苯
酚的降解速率（李济吾等，２００９），但因壳聚糖价格
昂贵而使其成本难以大幅降低．镰刀菌能以对氯苯
酚作为唯一碳源生长，耐受能力强，具有工程应用
前景（Ｌｉ ｅｔ ａｌ．，２０１１）．本文利用价廉的ＣＭＣ膨润
土交联材料固定镰刀菌降解对氯苯酚，通过实验确
定其固定方法，考察了固定生物反应器间歇与连续
运行处理对氯苯酚废水的降解性能，旨在提供一种
高效经济实用的对氯苯酚废水处理方法．
２　 材料与方法（Ｍａｔｅｒｉａｌ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ）
２． １　 材料与仪器

菌种为镰刀菌，是一种真菌，其培养条件与生
理特性详见文献（李济吾等，２００５）．用含对氯苯酚
的无机盐固体培养基驯化镰刀菌后，在无菌条件下
刮取孢子至无菌水中，振荡分散成镰刀菌孢子悬
液．实验接种的孢子悬液在６００ｎｍ处的光密度为
１ ０（Ｃａｉ ｅｔ ａｌ．，２００７）．

试剂：ＣＭＣ膨润土凝胶材料由膨润土
（Ｂｅｎｔｏｎｉｔｅ）、羧甲基纤维素（ＣＭＣ）等组成．它是由
ＡｌＣｌ３浓度２％、膨润土粒径１００目、ＣＭＣ ／膨润土质
量配比３０等通过搅拌交联反应２ｈ后加水而制成直
径约５ ～ １０ ｍｍ小球颗粒（李济吾等，２０１０）；其密度
范围为（０． ９７５ ～ １． １６８）× １０３ ｋｇ·ｍ － ３，热稳定性与
酸碱稳定性好． ＣＢＣ材料（李济吾等，２００７），其它试
剂还包括１ ｇ·Ｌ － １４ＣＰ溶液、４％海藻酸钙溶液、２％
氯化钙溶液、３％ ＡｌＣｌ３溶液．

仪器：高速搅拌机（上海精科），ＴｉｔｒａＭａｔｅ ２０ ｐＨ
测定仪（ＭＥＴＴＬＥＲ ＴＯＬＥＤＯ），电子天平（ＭＥＴＴＬＥＲ
ＴＯＬＥＤＯ），ＬＤＺ５２型低速自动平衡离心机（北京医
用），ＤＧＧ ９１２３Ａ 电热恒温鼓风干燥箱（上海森
信），ＬＲＨ ２５０Ⅱ微电脑控制生化培养箱（广东医
疗），ＳＷＣＪ １Ｆ单人水平垂直两用净化工作台（苏
州净化），ＤＨＺＤＡ恒温振荡器（太仓），２４５０ＰＣ紫外
可见分光光度计（岛津），自制固定化反应器．
２． ２　 固定化方法

ＣＭＣ膨润土包埋固定：取定量膨润土与适量孢
子悬液混匀后，再与ＣＭＣ溶液搅拌混匀交联反应固
定后加水而制成． ＣＢＣ吸附固定：取定量孢子悬液
与ＣＢＣ材料进行简单混合吸附以固定镰刀菌（李济
吾等，２００９）．这２种方法中镰刀菌的接种量按孢子

悬液与固定材料的质量比为１ ／ ２０来确定．海藻酸钙
包埋固定：取４％的２０ｍＬ海藻酸钙溶液，加入１ｍＬ
孢子悬液，搅拌均匀后，用直径２ ｍｍ、容量２５ ｍＬ的
针筒吸入，然后滴加到２％的ＣａＣｌ２溶液中，使其凝
固成固体小球，浸泡１ｈ后水洗３次，放置备用．

固定镰刀菌后，各取湿重２０ ｇ放入５０ ｍＬ含５０
ｍｇ·Ｌ － １的４ＣＰ的培养液中，于３０ ℃，１００ ｒ·ｍｉｎ － １
下进行微生物降解摇床实验（各３组平行），以游离
菌对４ＣＰ的降解作为对照，以降解效果来确定适当
的固定化方法．
２． ３　 实验装置

连续实验装置如图１所示．有机玻璃反应器的
出水口高为７０ ｃｍ，内径为９ ｃｍ，有效体积为２． ８６
Ｌ，采用底部进水、上部出水的方式．为了确保降解
起始条件一致，使用５个同样的反应器同时进行间
歇实验．

采用ＣＭＣ膨润土包埋固定镰刀菌后，取其体
积１Ｌ放入盛有５０ ｍｇ·Ｌ － １４ＣＰ模拟水样的反应器
内，进行通气培养．待水样中４ＣＰ浓度降为零后，继
续添加定量４ＣＰ溶液，使固定在材料上的微生物继
续增值．再以流量５０ ｍＬ·ｍｉｎ － １４ＣＰ模拟水样循环，
曝气量为０． ８ ｍＬ·ｍｉｎ － １，经５ ｄ的动态培养后，待小
球涨大表面产生大量白色菌丝的镰刀菌，即可用于
间歇或连续处理４ＣＰ废水实验，处理过程中溶液
ｐＨ不调节，室温为２５ ℃ ．

图１　 连续运行固定化反应器（１． 空气泵；２．水泵；３．进水罐；４．
反应器；５．气体流量计；６．液体流量；７．出水罐）

Ｆｉｇ． １ 　 Ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ ｏｆ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ （１． ａｉｒ ｐｕｍｐ
ｉｎｌｅｔ， ２． ｗａｔｅｒ ｐｕｍｐ ｉｎｌｅｔ， ３． ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔａｉｎｅｒ， ４．
ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ，５． ｇａｓ ｆｌｏｗ ｍｅｔｅｒ，６． ｗａｔｅｒ ｆｌｏｗ ｍｅｔｅｒ，７．
ｅｆｆｌｕｅｎｔ ｃｏｎｔａｉｎｅｒ）

２． ４　 实验方法
间歇实验：４ＣＰ初始浓度分别为５０、７５、１００、
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１２５和１５０ ｍｇ·Ｌ － １，曝气量为０． ８ｍＬ·Ｌ － １进行试验，
定时取样分析负荷对苯酚降解率的影响．

连续实验：选择曝气量０． ８ ｍＬ·ｍｉｎ － １，进水流
量１８ ｍＬ·ｍｉｎ － １进行实验，停留时间４ ｈ，定时测定
反应器进水与出水的４ＣＰ浓度，考察出水的４ＣＰ
浓度变化．

４ＣＰ浓度的测定采用４氨基安替比林法．
３　 结果（Ｒｅｓｕｌｔｓ）
３． １　 固定化方法确定

３种固定化方法与游离菌降解４ＣＰ的实验结
果如图２所示．由图２可知，镰刀菌固定化后降解４
ＣＰ的速率均比游离菌的要好，其中ＣＭＣ膨润土包
埋固定ＨＪ０１在２４ ｈ降解率达到１００％ ．它们的降解
速率大小顺序分别为ＣＭＣ膨润土包埋固定＞ ＣＢＣ
吸附固定＞海藻酸钙固定＞游离菌．图３是接菌前
后的ＣＭＣ膨润土材料，由图３ｂ可看出，镰刀菌用
ＣＭＣ包埋固定后，菌体长势良好．因此，后续实验中
采用ＣＭＣ包埋固定镰刀菌．

图２　 不同固定化方法与游离菌的降对氯苯酚性能的比较
Ｆｉｇ． ２ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ４ｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｏｌ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ａｎｄ ｆｒｅｅ ｃｅｌｌｓ

３． ２　 间歇实验结果
３． ２． １　 负荷对对氯苯酚降解率的影响　 对氯苯酚
负荷对其降解率的影响如图４所示．由图４可知，在
曝气量０． ８ Ｌ·ｍｉｎ － １、停留时间４ ｈ的条件下，４ＣＰ
的降解率随着其进水浓度的增加而降低，当进水浓
度在５０ ～ １００ ｍｇ·Ｌ － １之间，固定化ＨＪ０１表现出良
好的抗负荷能力，４ＣＰ的降解率保持在４０％以上．
当进水浓度大于１００ ｍｇ·Ｌ － １后，４ＣＰ的降解率下降
明显．

图３　 ＣＭＣ膨润土固定镰刀菌前后电镜图
Ｆｉｇ． ３　 ＳＥＭ ｏｆ ＣＭＣＢｅｎｔｏｎｉｔｅ Ｇｅｌ Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｐ．

图４　 初始对氯苯酚浓度对对氯苯酚降解率的影响
Ｆｉｇ． ４　 Ｔｈｅ ４ｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｏｌ ｒｅｍｏｖａｌ ｒａｔｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｉｔｉａｌ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　

３． ２． ２　 降解稳定性　 固定化镰刀菌ＨＪ０１降解４
ＣＰ间歇运行稳定性实验结果见图５．由图５可知，
浓度为１００ ｍｇ·Ｌ － １的４ＣＰ在２ ｄ内降解完全． １３ ｄ
的反复间歇实验表明，４ＣＰ都能够完全降解，运行
稳定性好，由此可见ＣＭＣ膨润土材料固定的微生
物能够在一定的时间内保持较高的生物活性，说明
微生物在材料内部生长情况良好，且材料对微生物
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有一定的保护作用，使其具有较强的抗负荷冲击
能力．

图５　 固定化ＨＪ０１降解４ＣＰ间歇稳定性
Ｆｉｇ． ５ 　 Ｔｈｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ４ＣＰ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｂｙ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ＨＪ０１ ｉｎ

ｔｈｅ ｂａｔｃｈｒｅｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ ｍｏｄｅ ｒｅａｃｔｏｒ

３． ２． ３ 　 降解动力学　 在间歇实验中，４ＣＰ浓度随
时间的变化关系如图６所示，表１给出了４ＣＰ降解
的动力学方程．从表１中可看出，除浓度５０ ｍｇ·Ｌ － １
的４ＣＰ的降解过程遵循一级反应动力学外，其它浓
度的４ＣＰ降解过程基本上遵循零级反应动力学，但
４ＣＰ浓度１５０ ｍｇ·Ｌ － １时，其降解过程用零级反应动
力学描述时相关性较差．对于不同初始浓度的４
ＣＰ，降解速率常数不相同，这说明４ＣＰ的生物降解
与其初始浓度有较大关系，随着４ＣＰ浓度的增加，
其降解速率有所降低，达到一定浓度后，降解速率
变得较小．

图６　 固定化镰刀菌反应器对氯苯酚降解动力学
Ｆｉｇ． ６ 　 Ｋｉｎｅｔｉｃｓ ｏｆ ４ｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｏｌ ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｉｎ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ

ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ　

表１　 对氯苯酚降解的动力学方程
Ｔａｂｌｅ １　 Ｋｉｎｅｔｉｃｓ ｅｑｕａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ４ｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｏｌ ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ

ｐｒｏｃｅｓｓ　

初始浓度
／ （ｍｇ·Ｌ － １） 动力学方程 速率常数

／ ｈ － １
Ｒ２

５０ Ｃ ＝ － １３． ６７６ｌｎｔ ＋ ４４． ３０６ １３． ６７６０ ０． ８１５２

７５ Ｃ ＝ － ６． １３１４ ｔ ＋ ７４． ７９７ ６． １３１４ ０． ９１１８

１００ Ｃ ＝ － ７． １３２１ ｔ ＋ １０７． ４４５ ７． １３２１ ０． ９８４２

１２５ Ｃ ＝ － ２． ８４８２ ｔ ＋ １２８． ３００ ２． ８４８２ ０． ９８４２

１５０ Ｃ ＝ － ０． ４０００ ｔ ＋ １４８． ７３０ ０． ４０００ ０． ２７０６

３． ３　 连续实验结果
３． ３． １　 停留时间对对氯苯酚降解率的影响　 停留
时间对４ＣＰ降解率的影响如图７所示．由图７可
知，停留时间对４ＣＰ的降解有显著影响，当进水４
ＣＰ浓度５０ ｍｇ·Ｌ － １，出水４ＣＰ浓度随着停留时间的
增大而减小．停留时间为６ ｈ，运行１２ ｈ，４ＣＰ基本
降解完全，而停留时间为１ ｈ时，４ＣＰ基本没有被降
解．在工业应用中，选取合适的停留时间十分重要，
停留时间越长，处理效果越好，但考虑到实际工程
运行费用与后续工艺处理，适合的停留时间可选为
４ ｈ．同时，由图７可见，固定化ＨＪ０１降解４ＣＰ具有
出水快速稳定的特点，在运行２ ｈ后，出水４ＣＰ浓
度基本就达到了稳定，说明ＣＭＣ膨润土材料生物
亲和性好，材料内微生物含量高．

图７　 停留时间对对氯苯酚降解率的影响
Ｆｉｇ． ７ 　 ４Ｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｏｌ ｒｅｍｏｖａｌ ｉｎ ｔｈｅ ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ ｕｓｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｈｙｄｒａｕｌｉｃ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅｓ

３． ３． ２　 运行稳定性　 反应器对４ＣＰ降解运行稳定
性实验结果如图８所示．实验条件：进水４ＣＰ浓度
为５０ ｍｇ·Ｌ － １，曝气量０． ８Ｌ·ｍｉｎ － １，停留时间４ ｈ，每
隔１ ｈ取样测定４ＣＰ浓度．由图８可知，出水４ＣＰ
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浓度在２ ｈ后达到稳定，其降解率基本稳定在６０％
～ ７０％，在反应器连续２ｄ运行期间，出水稳定，固定
化材料也没有分散破裂的现象．

图８　 对氯苯酚降解运行稳定性
Ｆｉｇ． ８　 Ｔｈｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｒｅｍｏｖａｌ ｏｆ ４ｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｏｌ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ

ｆｌｏｗ ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ

４　 讨论（Ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）
４． １　 固定化方法对对氯苯酚降解的影响

微生物固定化方法对降解目标污染物的速率
影响较大（Ｖｉｄｙａ ｅｔ ａｌ．，２００７），ＣＭＣ膨润土包埋固
定镰刀菌对４ＣＰ的降解速率最大，这是由于膨润土
对４ＣＰ具有一定的吸附能力，可减低水体４ＣＰ的
浓度，降低毒性，提高其降解效率．而海藻酸钙交联
包埋固定的降解速率最小，主要是由于海藻酸钙交
联后所得的材料密度较大，结构比较密实，传质系
数小而影响菌的生长量；另外，在其固定化制作中
使用了交联剂戊二醛，材料中小量残留的戊二醛可
以与酶蛋白起交联反应，形成酶的蛋白质聚结态，
部分地抑制了菌的生长及产酶．固定化镰刀菌后，
其降解能力均提高，这与文献（Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ．，１９９９；
Ｈｅｌａ ｅｔ ａｌ．，２００２）用固定微生物降解４ＣＰ的结论
相类似．
４． ２　 负荷对降解对氯苯酚的影响

镰刀菌能以４ＣＰ作为唯一碳源生长，且耐受能
力较强（５０ ｍｇ·Ｌ － １）（Ｌｉ ｅｔ ａｌ．，２０１１），镰刀菌固定
化后其耐受能力有所增加（达１２５ ｍｇ·Ｌ － １）．但是，
随着４ＣＰ浓度的增加，由于固定化载体容积负荷有
限，使得４ＣＰ降解率降低．间歇实验中浓度高于５０
ｍｇ·Ｌ － １的４ＣＰ降解过程基本上遵循零级反应动力

学，这与文献（Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ，２００２）的结论相一致．
４． ３　 反应器运行稳定性

固定生物反应器运行稳定性的影响因素很多，
除了固定化方法、菌种等因素之外，停留时间与负
荷对生物反应器去除目标污染物的影响比较显著
（Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ．，１９９５；Ｏｓｃａｒ ｅｔ ａｌ．，２００８）．如Ｐａｒｔｈａ
（Ｐａｒｔｈａ ｅｔ ａｌ．，２００８）研究了ＵＳＡＢ反应器处理４
ＣＰ废水，当停留时间为１２ｈ、４ＣＰ浓度为４０ ｍｇ·Ｌ － １
时，４ＣＰ降解率高达８８． ３％ ．相比之下，在４ＣＰ负
荷与降解率较大的条件下，本实验结果的停留时间
约为６ｈ，大幅减少了停留时间，说明固定菌种的方
法可有效提高反应器的处理能力．

一般处理负荷波动对反应器运行稳定性影响
较大（Ｇｏｎｚａｌｅｚ ｅｔ ａｌ．，２００１；Ｎｕｒｄａｎ ｅｔ ａｌ．，２００５；
Ｆｉｋｒｅｔ ｅｔ ａｌ．，２００７）．对于生物反应器，在单位处理
流量一定时，停留时间减少，则意味着处理负荷增
加．如图７所示，随着停留时间减少，虽然反应器的
降解效率有所降低，但运行２ ｈ后，出水４ＣＰ浓度
基本保持不变．由图８可知，当停留时间为４ ｈ，４
ＣＰ负荷５０ ｍｇ·Ｌ － １（３００ ｍｇ·Ｌ － １·ｄ － １）时，出水４ＣＰ
浓度始终在一个定值上下波动，说明该固定化反应
器的运行稳定性比较好．
５　 结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ）

１）在４ＣＰ 浓度为５０ ｍｇ·Ｌ － １、３０ ℃、１００
ｒ·ｍｉｎ － １摇床实验条件下，固定化方法与游离菌的降
解４ＣＰ速率由大到小的顺序为ＣＭＣ膨润土包埋固
定＞ ＣＢＣ吸附固定＞海藻酸钙固定＞游离菌．

２）反应器间歇运行时，４ＣＰ初始浓度对其降解
率的影响很大，４ＣＰ降解率随着其初始浓度的增加
而有所降低． ４ＣＰ浓度为１００ ｍｇ·Ｌ － １在２ ｄ内降解
完全．浓度高于５０ ｍｇ·Ｌ － １的４ＣＰ降解过程基本上
遵循零级反应动力学．

３）反应器连续运行时，停留时间为４ｈ时，５０
ｍｇ·Ｌ － １的４ＣＰ总降解率稳定在６０％ ～ ７０％左右，
出水４ＣＰ浓度在２ｈ后达到恒定，反应器运行稳定
性较好．
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