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摘要：本研究利用混合固定化微生物技术，结合海藻酸钠（SA）和普鲁兰多糖（Pu）两种生物多糖固定化微生物用于污水处理。

本实验发现当普鲁兰多糖添加量为1%，海藻酸钠添加量为7%时固定化颗粒的机械强度、弹性和扩散速率最佳。本研究利用三种能够

产淀粉酶、蛋白酶和纤维素酶的微生物作为基础菌种，分别对三种微生物进行固定化；本研究对三种微生物在固定化过程中的种子液

添加量进行了优化，发现制备固定化颗粒的种子液添加量为200 mL时，污水处理效果较好，污水经过7天的处理TN去除率达65.94%，

水体中COD的去除率达77.88%。三种固定化颗粒经过复配后用于污水处理，当固定化颗粒11008、11009和10004添加量分别为0.75%、

0.50%和0.50%时，连续处理污水7 d后水体TN去除率高达90.55%，水质COD的去除率高达91.45%。 
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Abstract: The aim of this study was to develop immobilized systems for wastewater treatment by immobilizing microorganisms in mixed 

matrices. Two bioactive polysaccharides, sodium alginate (SA) and pullulan (Pu), were used to immobilize microorganisms for wastewater 

treatment. The optimum mechanical strength, elasticity, and diffusion rate of the immobilized beads were obtained upon addition of 1% Pu 

polysaccharides and 7% SA. Three base strains of bacteria (which produce amylase, protease, and cellulose) were immobilized in SA or Pu 

matrices for wastewater treatment. The seeding quantity for microbial immobilization was optimized. A seeding quantity of 200 mL during the 

preparation of immobilized beads helped achieve efficient wastewater treatment. The total nitrogen (TN) and chemical oxygen demand (COD) 

removal rates observed during the end of a seven-day treatment period were 65.94% and 77.88%, respectively. Three types of immobilized 

beads were compounded for wastewater treatment. The immobilized beads 11008, 11009, and 10004 were added at concentrations of 0.75%, 

0.50%, and 0.50% of the total volume of wastewater, respectively, and wastewater was treated for seven days continuously; the TN and COD 

removal rates under these conditions were observed to be up to 90.55% and 91.45%, respectively. 
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断面总体为轻度污染。其中，长江、黄河、珠江、松

花江、淮河、海河、辽河、浙闽片河流、西南诸河和

西北诸河等十大流域的国控断面中，Ⅳ~Ⅴ类和劣Ⅴ

类水质的断面比例为 31.1%；黄河、松花江、淮河和

辽河为轻度污染，海河为中度污染。在监测的 60个湖

泊（水库）中，富营养化状态的湖泊（水库）占 25.0%，

其中，列入国家重点治理范围的滇池依然属重度污染。

污水主要有生活污水、工业废水和初期雨水，污水主
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要污染物病源污染物、好氧污染物、植物营养物和有

毒污染物等。其中含有大量的蛋白类，淀粉类和纤维

素类污染物。污水对人类的生产生活产生了很大的影

响，虽然经过长期治理，取得了较好的成果，但污水

处理仍然是我国一个急需处理的问题。生物固定化技

术是现代生物工程领域中的一项新兴技术，用于废水

的生物处理具有生物浓度高、处理效率高、稳定性强、

反应易于控制和保持微生物活性的特点[1~5]。海藻酸钠

（sodium alginate，SA）因具有价格低廉，对细胞相对

毒性小，固定化成形方便，传质性能好，对微生物细
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胞的富集程度高等特点，成为目前废水处理中应用最

广的包埋剂之一[6]。普鲁兰多糖（pullulan，Pu）是一

种由出芽短梗霉发酵所产生的类似葡聚糖、黄原胶的

胞外水溶性粘质多糖，又名短梗霉多糖、茁霉多糖；

普鲁兰多糖是一种高分子多糖，作为絮凝剂，普鲁兰

多糖特殊的吸附性及电化学性使其在有助凝剂的作用

下进行分子架桥、吸附、絮凝与收缩沉淀。此特点使

其可用作饮用水及生活、工业污水的净化剂，能够有

效的去除水中的悬浮物和COD
[7]。 

本研究利用普鲁兰多糖的吸附、絮凝原理和海藻

酸钠的固定化技术，以高产蛋白酶，淀粉酶和纤维素

酶的菌种作为污水处理的基础菌种，利用普鲁兰多糖

和海藻酸钠固定化载体将菌种进行固定。本研究考察

了普鲁兰多糖添加量，包埋载体海藻酸钠的浓度，种

子液添加量对包埋颗粒的物理性质和污水处理效果的

影响，确定了最佳的包埋条件，并对菌种复配情况和

最佳的接种量做了研究。普鲁兰和海藻酸钠固定化微

生物处理污水的方法大大提高微生物菌种对环境的耐

受性，提高了微生物对污水的处理净化能力。本菌剂

可以直接投加到污染水体中，操作简单，处理效果较

好，且不会对水体形成二次污染，为水体污染净化提

供了一种理论依据和技术支持。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  菌种来源 

由本实验室筛选和保存的产蛋白酶菌：11008 号

枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis；产淀粉酶菌：11009 号

地衣芽孢杆菌 Bacillus licheniformi；产纤维素酶菌：

10004 号巨大芽孢杆菌Bacillus megaterium；培养基：

蛋白胨10 g/L，牛肉膏5 g/L，NaCl2 5 g/L调pH 7.2~7.4，

121 ℃灭菌20 min。固体培养基，琼脂添加量为 2%。 

1.1.2  黑臭水的配制 

蛋白胨 5.0 g、牛肉膏 5.0 g、淀粉 4.0 g、NaCl 2.3 

g、KCl 0.4 g、CaCl2 0.3 g、MgSO4 0.3 g、K2HPO4 1.5 

g、NaH2PO4 1.5 g、尿素 1.5 g、柠檬酸铵 0.1 g、FeSO4 

0.03 g 和 CuSO4 0.3 g充分混匀加水至10 L。放置七天

后水开始变黑臭。 

1.2  实验仪器 

LGJ-125 冷冻干燥机，北京松源华兴科技发展有

限公司；SU-1510扫描式电子显微镜，日本日立公司；

ML-1.5-4 紫外可见分光光度计，北京市永光明医疗仪

器厂；YXQ-LS-50立式压力蒸汽灭菌锅，上海博讯实

业有限公司医疗设备厂；BC/BD-256AZ2 摇床，合肥

美菱股份有限公司；FE20 台式高速离心机，北京汇中

顺成科技有限责任公司； 

1.3  实验方法 

1.3.1  微生物固定化颗粒的制备及污水处理实

验 

1.3.1.1  菌种培养及菌种富集 

将斜面菌种接种于肉汤种子培养基，于 37 ℃，

转速 200 r/min 培养 10 h。测定种子液的 OD600。取一

定体积种子液（OD600 为1.7~1.9）8000 r/min 离心 10 

min，倒出上清液后用生理盐水重悬。  

1.3.1.2  菌种固定化颗粒的制备 

配制一定浓度的固定化载体溶液 100 mL，100 ℃

灭菌 30 min，当温度降至 30~40 ℃时，与富集后的种

子液充分混匀，然后用10 mL无菌注射器挤入一定浓

度的 CaCl2 溶液中成形，在4 ℃冰箱中交联 24 h，用

生理盐水冲洗 3 遍，4 ℃冰箱中保存备用。 

1.3.1.3  污水处理实验 

以 1% (m/V)固定化颗粒的添加量，将固定化颗粒

加入到添加100 mL自制的黑臭水的500 mL的挡板瓶

中，20 ℃ 100 r/min 摇床上处理 7 d；期间，每天取样

测定污水处理的TN 和 COD。 

1.3.2  固定化颗粒物理性能的测定 

1.3.2.1  机械强度的测定 

用质构仪测定，将待测样品置于测定平台上，使

用 TA41 柱形探头直径 6 mm~35 mm 长。设定测定条

件：选 TPA 测定类型，触发值为 5 g，下压速度 30 

mm/min，变形程度 50%。两次循环，每次间隔 3 s。

以恒定的速度和压力对样品进行压迫，与其相连的控

制器内特定的内置测定程序，将传感器感应的探头压

迫凝胶块，整个过程中数据的变化输送至显示器上，

在显示的测定结果的统计表中，可直接读出凝胶强度

及弹性。 

1.3.2.2  扩散速率测定 

取大小相同的固定化颗粒浸没于惰性红墨水中，

分别在 5 min、10 min、15 min、20 min、25 min、30 min、

35 min 取出，先用游标卡尺测量颗粒的直径(D)，之后

从正中间切开，测量未变色部分的直径(d)。实际扩散

距离为(D-d)/2。其中扩散距离越大说明其扩散速率越

大。 

1.3.2.3  活菌数测定 

称取新鲜固定化颗粒 l.0 g，分别于 0.2 mol/L的柠

檬酸钠溶液中，定容至 10 mL，以旋祸式振荡器充分

振荡至颗粒完全溶解，目的使菌体释放完全，用稀释
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平板法于 37 ℃培养 24 h，菌落计数，计算指标： 

颗粒重菌液量稀释倍数一定稀释度的活菌数个单位质量颗粒活菌数 /)()/( g
[8]

1.3.3  水质 TN 和 COD 测定 

碱性过硫酸钾消解紫外分光光度法测定水质的

TN，重铬酸钾法测定水质的 COD
[9]
。 

1.3.4  数据分析 

固定化微生物颗粒处理污水时，固定化颗粒的机

械强度和扩散速率越大越好，这样有利于颗粒在湍急

的水流中保持完整并较好的传质速率，提高污水处理

的效果。水体的检测指标 TN 和 COD，其中两种指标

越大说明其水体的污染情况越严重。污水处理过程中

TN和COD的去除率越高说明固定化颗粒的污水处理

效果越好。 

2  结果与讨论 

2.1  海藻酸钠添加量对固定化颗粒的影响 

在交联剂 CaCl2 溶液浓度为 2%，交联温度为

4 ℃，交联 pH 为 6~7 条件下，考察不同海藻酸钠浓

度（5%、6%、7%、8%、9%），对微球物理性质的影

响，确定固定化颗粒的最佳制备条件。图 1 和表 1 是

所制备的固定化颗粒机械强度、弹性和扩散速率的结

果。 

表1 SA添加量对颗粒强度和弹性的影响 

Table 1 Effect of the quantity of added SA on the mechanical 

strength and elasticity of immobilization beads 

SA浓度 5%SA 6%SA 7%SA 8%SA 9%SA 

强度/N 1.78 2.57 5.15 6.97 7.32 

弹性 0.83 0.84 0.87 0.87 0.89 

 
图1 SA添加量对颗粒扩散速率的影响 

Fig.1 Effect of the quantity of added SA on the diffusion rate 

从表1可以看出；固定化颗粒随着加入的海藻酸钠

的浓度，机械强度随之增大，其中9%SA固定化颗粒的

强度最大。但是8%SA和9%SA固定化颗粒制作时颗粒

拖尾严重，颗粒的粘连度较大，制作难度较大；从图1

可以看出固定化颗粒的扩散速率随着SA的浓度增加而

降低，其中5%SA固定化颗粒的扩散速率最大，6%SA

固定化颗粒的扩散速率其次。综合固定化颗粒的机械

强度和扩散速率，选择7%SA为固定化的海藻酸钠的包

埋浓度。 

2.2  普鲁兰添加量对固定化颗粒的影响 

以 7%SA作为固定化的基础材料，向其中添加普

鲁兰多糖，混合固定化微生物。在交联剂 CaCl2 溶液

浓度为 2%，交联温度为4 ℃，交联 pH为 6~7 条件下，

考察不同普鲁兰浓度（0.5%、1%、1.5%、2%、2.5%

和 3%），对微球物理性质的影响，确定固定化颗粒的

最佳制备条件。图 2 和表 2 是所制备的固定化颗粒机

械强度、弹性和扩散速率的结果。 

表2 不同Pu添加量对颗粒强度和弹性的影响 

Table 2 Effect of the different quantities of added Pu on the 

mechanical strength and elasticity of the immobilization system 

Pu浓度 0 0.5%Pu 1%Pu 1.5%Pu 2%Pu 2.5%Pu 3%Pu 

强度/N 5.15 6.57 7.85 7.97 7.82 7.87 7.95 

弹性 0.87 0.88 0.89 0.87 0.89 0.87 0.87 

 
图2 不同Pu添加量对颗粒扩散速率的影响 

Fig.2 Effect of the quantity of added Pu on the diffusion rate 

从表 2 可以看出,固定化颗粒加入 Pu 后的机械强

度比 SA 单一材料固定化颗粒的强度大。其中

7%SA+1.5%Pu 混合固定化颗粒的强度最大；

7%SA+1%Pu 混合固定化颗粒的弹性最大。从图 2 可

以看固定化颗粒加入 Pu 的固定化颗粒的扩散速率比

SA单一材料的大，7%SA+1%Pu 固定化颗粒的扩散速

率最大。综合固定化颗粒的机械强度和扩散速率，选

择 7%SA+1%Pu为固定化菌种的包埋浓度。 

2.3  制备固定化颗粒种子液的添加量对污水处

理的影响 

表3为制备菌种固定化颗粒时种子液的添加量对
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污水处理效果的影响，种子液经过离心收集后用蒸馏

水重悬，然后加入到普鲁兰多糖溶液中进行絮凝富集，

利用海藻酸钠为固定化材料进行包埋。以1% (m/V)的固

定化颗粒添加量用于处理污水，不同菌液添加量对污

水处理效果不同；从表3可以看出随着种子液添加量的

增加TN和COD去除率逐渐增加，且固定化颗粒的活菌

数也在增加。但是当种子液添加量达200 mL后继续增

加种子液浓度的固定化颗粒处理污水的TN和COD去

除率增加的并不明显，并且固定化颗粒的活菌数也并

未有太大的增加。于是确定用于制备固定化颗粒的种

子液添加量为200 mL，在此条件下污水处理TN去除率

达65.94%，水体中COD的去除率达77.85%，所含的活

菌数达4.88×10
8 个/g。 

表3 不同种子液添加量对TN和COD去除率的影响 

Table 3 Effect of the quantity of added seeds on the TN and COD removal rates 

实验号 1 2 3 4 5 6 

种子液添加/mL 50 100 150 200 250 300 

TN去除率/% 34.51 45.73 58.14 65.94 66.26 66.83 

COD去除率/% 43.92 56.41 68.57 77.85 77.63 76.55 

活菌数/(个/g) 3.12×105 4.55×106 5.84×107 4.88×108 7.85×108 8.54×108 

2.4  固定化颗粒菌种的生物复配 

表4 11008不同添加量对TN和COD去除率的影响 

Table 4 Effect of the quantity of added 11008 on the TN and 

COD removal rates 

试验号 1 2 3 4 5 

添加量(m/V)% 0.20 0.50 0.70 1.00 1.50 

TN去除率/% 47.53 60.45 68.48 67.26 66.85 

COD去除率/% 45.13 57.71 69.85 60.34 59.64 

表5 11009不同添加量对TN和COD去除率的影响 

Table 5 Effect of the quantity of added 11009 on the TN and 

COD removal rates 

试验号 1 2 3 4 5 

添加量(m/V)% 0.20 0.50 0.70 1.00 1.50 

TN去除率/% 34.52 58.74 58.42 57.15 56.84 

COD去除率/% 27.83 51.95 50.84 50.33 49.88 

表6 10004不同添加量对TN和COD去除率的影响 

Table 6 Effect of the quantity of added 10004 on the TN and 

COD removal rates 

试验号 1 2 3 4 5 

添加量(m/V)% 0.20 0.50 0.70 1.00 1.50 

TN去除率/% 39.53 50.92 48.57 45.16 45.36 

COD去除率/% 35.74 48.69 47.94 46.37 47.64 

以上述实验确定的最佳固定化微生物的方法分别

制备11008、11009和10004菌种的固定化颗粒。然后，

将三种颗粒分别以不同的添加量投加到污水中，上污

水摇床，经过五天的处理，测定不同固定化颗粒不同

添加量对污水效果；确定三种固定化颗粒处理污水的

最佳添加量。从表4~6可以看出固定化颗粒的最佳添加

量分别为11008号0.70%、11009号0.50%、10004号

0.50%。 

根据上述单因素实验结果利用正交法对菌种之间

的添加量进行进一步优化。表7为菌种复配对污水处理

的情况；从表中可以明显的发现三种菌种的固定化颗

粒都加入的污水处理效果比单一菌种固定化颗粒的效

果好，其中水质TN的去除率都达80%以上；水体COD

的去除率都达78%以上。菌种间最佳的添加量为：

11008、11009和10004号菌添加量分别为0.75%、0.50%

和0.50%；在此条件下水体TN去除率高达90.55%，水

质COD的去除率高达91.45%。 

表7 正交实验对TN和COD去除率的影响 

Table 7 Effect of the orthogonal experiment on the TN and COD 

removal rates 

实验号 
11008 

/% 
11009 

/% 
10004 

/% 

TN去除 

率/% 

COD去除 

率/% 

1 0.65 0.45 0.45 81.43 78.45 

2 0.65 0.50 0.50 84.94 80.16 

3 0.65 0.55 0.55 84.45 79.30 

4 0.70 0.45 0.45 85.31 81.21 

5 0.70 0.50 0.50 87.22 82.52 

6 0.70 0.55 0.55 87.70 83.65 

7 0.75 0.45 0.45 88.70 87.35 

8 0.75 0.50 0.50 90.55 91.45 

9 0.75 0.55 0.55 88.36 90.27 

2.5  复配优化后污水处理效果 

经过上述固定化条件的优化和菌种的复配，以

11008、11009和10004号菌固定化颗粒添加量分别为

0.75%、0.5%和0.5%将颗粒加入到，添加100 mL自制的

黑臭水的500 mL的挡板瓶中，20 ℃ 150 r/p摇床上处理

7 d；期间，每天取样测定污水处理的TN和COD。图3

和图4为测定的菌剂处理污水后水体的TN和COD变化
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图。处理到第三天TN和COD的去除率都达77.24%以

上；到第四天后水质TN和COD的减小就比较缓慢了，

水样处理到第七天后水体TN去除率高达90.55%，水质

COD的去除率高达91.45%，水质的TN为0.43 mg/L，

COD为44.49 mg/L。水质均已经达到国家一级污水排放

标准（COD100 mg/L）。 

 
图3 优化后对水体COD去除率的影响 

Fig.3 Effects of optimization on the water COD removal rate 

 
图4 优化后对水体TN去除率的影响 

Fig.4 Effects of optimization on the water TN removal rate 

2.6  固定化颗粒微观结构 

利用海藻酸钠和普鲁兰多糖固定化微生物，并用

蒸馏水反复冲洗，以除去游离微生物和其它杂质，然

后置于冷冻干燥仪中脱水，干燥。并借助扫描电子显

微镜(SEM)进行表面形态了观察，得图5中的SEM照片。

图a是7%SA固定化微生物颗粒SEM放大到300倍的表

面图像；图b是是7%SA固定化微生物颗粒SEM放大到

5000 倍的 表面图像 ；图 c 和 d 是 7%SA+1%Pu 和

7%SA+2%Pu固定化微生物颗粒SEM放大到5000倍的

表面图像；从这些照片可见，7%SA载体的SEM照片a

显示固定化微生物颗粒经过干燥后表面并非是光滑的

而是凹凸不平的，其表面有许多不规则的颗粒状附着

物，应该是载体上固定化微生物脱水后形成的，证实

有大量的微生物固定于载体上；7%SA载体包埋微生物

的颗粒b SEM照片在放大5000倍后显示其固定化颗粒

表面较为平整，并且其表面或内部都附着或镶嵌着杆

状的菌体，进一步证明了SA载体能够有效的将微生物

固定于载体中；海藻酸钠分子形成的载体结构远小于

微生物的大小，能够有效的防止微生物菌种在污水处

理过程中的流失。从图c和d可以看到有许多的小于菌体

而大于SA载体的颗粒物质，可知是加入的Pu；图中显

示普鲁兰多糖的分子比海藻酸钠的分子大，载体固定

微生物时能够增加海藻酸钠包埋颗粒传质速率（也得

出了图2包埋颗粒添加Pu的扩散情况的实验结果）；普

鲁兰多糖和海藻酸钠混合固定微生物能有效的增加其

在污水处理过程中的传质，加快了包埋颗粒的污水处

理速度，提高了污水处理效果。 

  

a                     b 

  

c                     d 

图5 包埋微生物颗粒SEM图 

Fig.5 SEM images of the beads 

注：a:7%SA、b:7%SA、c:7%SA+1%Pu和d:7%SA+2%包埋

颗粒。 

3  结论 

本研究利用普鲁兰多糖的吸附、絮凝和海藻酸钠

的固定化技术，以高产蛋白酶，淀粉酶和纤维素酶的

菌种为污水处理的基础菌种利用普鲁兰多糖和海藻酸

钠混合固定化微生物。经过试验研究发现普鲁兰多糖

的最佳添加量为1%，包埋载体海藻酸钠的最好的添加

量为7%，在这个条件下固定化颗粒的机械强度、弹性

和扩散速率最好。并且对11008、11009和10004号菌进

行了生物复配；其中菌种间的最佳添加量为：11008、

11009和10004号菌添加量分别为0.75%、0.50%和

0.50%；在此条件下水体TN去除率高达90.55%，水质

COD的去除率高达91.45%；本研究对固定化颗粒的微

观结构进行了观察，发现普鲁兰多糖和海藻酸钠混合
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包埋为微生物能够有效的增加包埋颗粒的扩散速率，

加快固定化颗粒的污水处理速度，提高污水处理效果。 
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