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光合细菌固定化及其对铜绿微囊藻的抑制

吴摇 珊1,2,任丽艳1,2,厉智成1,2

(1. 北京工业大学建筑工程学院,北京摇 100124; 2. 北京市水质科学与水环境恢复工程重点实验室,北京摇 100124)

摘要: 为探讨光合细菌固定化后对铜绿微囊藻的抑制作用,比较了光合细菌的 5 种不同固定化方

法及其特性,确定了最佳的固定化方法;在实验室条件下进行菌藻共同培养,通过试验研究了固定

化后的光合细菌与游离光合细菌对铜绿微囊藻生长的影响差异并确定了固定化光合细菌的最佳投

加量。 结果表明:采用沸石、碳酸钙和海藻酸钠混合包埋光合细菌的固定化方法最佳;固定化光合

细菌对铜绿微囊藻抑制作用显著,为 83郾 55% ,而相同量的游离光合细菌的抑制作用只有 26郾 81% ;
最佳固定化光合细菌投加量为 36 g / L。
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Microcystis aeruginosa
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Abstract: The inhibiting effects of immobilized photosynthetic bacteria on Microcystis aeruginosa were investigated
in this study. First, through comparison of five immobilization methods and their features, the optimal
immobilization method was determined. Then, photosynthetic bacteria and Microcystis aeruginosa were co鄄cultured
through laboratory experiments. After the experiments, the impacts of immobilized photosynthetic bacteria and
mobile photosynthetic bacteria on the growth of Microcystis aeruginosa were studied, and the optimal dosage of
immobilized photosynthetic bacteria was determined. The study results show that the optimal method for
immobilization of photosynthetic bacteria was to mix zeolites, calcium carbonate, and sodium alginate. The
immobilized photosynthetic bacteria had a significant inhibiting effect on Microcystis aeruginosa, with an inhibition
rate of 83郾 55% , while the mobile photosynthetic bacteria, at the same amount, had an inhibition rate of only
26郾 81% . The optimal dosage of immobilized photosynthetic bacteria was 36 g / L.
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随着含氮(N)、磷(P)等营养物质的污水大量排入水体,水中藻类暴发性增长,造成水体严重富营养化,给
水体质量、用水安全、景观环境甚至人类健康各方面都带来不利影响,为此有效控制藻类过度生长成为环境保

护领域的研究热点,其中向水中投加微生物、借助菌藻相互作用来控制藻类繁殖的绿色技术开始受到关注[1]。
研究显示,假单胞菌、黄杆菌、中性柠檬酸菌、光合细菌等通过释放有毒物质或通过与藻类竞争营养物质可抑制

藻类的生长[2鄄6],其中,光合细菌(Photosynthetic bacteria)适应性强,在厌氧和好氧条件下都能生长,其紫色非硫

细菌属在水产养殖、有机废水处理等净化污染水体方面具有其他微生物无法替代的优势[7鄄10]。
利用光合细菌以游离细胞的形式处理富营养化水体时,光合细菌在流水条件下易被冲走,静水条件下易被
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其他生物所食用,且在缺乏吸附和繁殖载体时难以稳定地长期发挥功能。 近年来光合细菌固定化技术开始受

到重视,但如何获取高活性的固定化光合细菌及其对藻类抑制作用的效果还未见系统报道。 本文通过试验分

析比较了几种用于光合细菌固定化的载体,通过测定固定后光合细菌颗粒的各项理化指标,确定最佳的固定方

法;并对比研究了游离光合细菌和固定化光合细菌对铜绿微囊藻(Microcystis aeruginosa)的抑制作用。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 材料

沼泽红假单胞菌(Rhodopeudomonas palustris)购自中国微生物菌种保藏委员会普通微生物中心;铜绿微

囊藻购自中国科学院武汉水生生物研究所淡水藻种库。
在透光密闭瓶中装入光合细菌培养基[8],接种 20% ~30%的光合细菌菌液,在 30益、光照为 5000 lux 条

件下培养。 试验前将培养 5d 的光合细菌悬液在无菌条件下 10 000 r / min 离心 10 min,沉淀后用生理盐水洗

净再离心,重复 3 次。 用 BG11 培养基配成 OD680(OD 为光密度,680 指测定波长为 680 nm)为 2郾 6 菌悬液

用于试验。
1郾 2摇 方法

1郾 2郾 1摇 包埋固定化方法

固定化光合细菌的载体最常用的是海藻酸钠(SA)、聚乙烯醇(PVA)、沸石等。 根据光合细菌的特点,试
验选择了 5 种方法,分别为海藻酸钠基本固定化方法、4 种凝胶剂(沸石、活性炭、碳酸钙、沸石和碳酸钙)分
别与 2%的海藻酸钠混合制成包埋剂溶液的改进方法。 具体操作为:将采用包埋比为 20%的浓缩光合细菌

菌液加入包埋剂溶液中,用 12 号针头的无菌注射器从 10 cm 高处滴入质量分数为 2% 的 CaCl2 饱和硼酸溶

液中,放入冰箱中固定 1 h 形成均匀的小球,然后将 pH 调到 8 再继续固定化 24 h。
1郾 2郾 2摇 固定化光合细菌颗粒的抑藻试验

无菌条件下将扩大培养 10 d 的铜绿微囊藻混匀后分装入 500 mL 的三角瓶中,每瓶装 250 mL 的等浓度

藻液(初始藻细胞浓度为 8郾 0伊105个 / mL)。 按浓度梯度分别加入 0 g、9 g、18 g、27 g、36 g 的固定化光合细菌颗

粒、5 mL 游离浓缩光合细菌菌液(相当于 18 g 固定化光合细菌颗粒的量)和等量的未包埋固定化光合细菌的

颗粒作为空白对照组。 每组设 3 个平行样,摇匀后置于光照培养箱中,培养条件为(25依1)益,光暗比(光照

时间与无光照时间之比)为 12 颐 12,光照强度为 2 000 lux。 每天定时摇动 2 ~ 3 次,随机改变三角瓶的位置。
自试验开始,每天定时测定藻液浓度。
1郾 2郾 3摇 固定化光合细菌颗粒的理化性质

a. 细胞活性的测定:用总有机碳(TOC)去除率表示。 取一定数量的固定化光合细菌颗粒放入装有光合

细菌培养基稀释液的 250 mL 三角瓶中,在光照培养箱中培养,5 d 后测定三角瓶内的总有机碳浓度。 总有机

碳去除率=(初始 TOC 浓度-剩余 TOC 浓度) /初始 TOC 浓度伊100% 。
b. 机械强度测定:取固定后的光合细菌颗粒,通过施加砝码观察其被破坏情况,以所加砝码的质量来判

断固定化光合细菌的相对强度。
c. 含水率测定:取一定数量固定化光合细菌颗粒,分别测定其含水状态下的湿重和经烘干后的干重(烘

干至恒重)。 含水率=(湿重-干重) /干重伊100% 。
d. 传质性的测定:通过固定化光合细菌颗粒的亚甲基蓝吸附百分比表示。 取一定数量大小均匀的固定

化光合细菌颗粒,放入滴有 0郾 2%亚甲基蓝溶液的蒸馏水三角瓶中,分别测定初始和 24 h 后瓶内溶液在波长

665 nm 下的 OD 值。 亚甲基蓝吸附百分比=(初始 OD665值-24 h 后 OD665值) /初始 OD665值伊100% 。
e. 固定化光合细菌颗粒内部结构观察。 采用扫描电镜观察,其步骤为:(a)用 2郾 5%戊二醛固定液将固

定化光合细菌颗粒固定 l h,用磷酸缓冲液处理;(b)依次用不同比例乙醇脱水各 15 min;(c)用 100%乙醇脱

水 60 min;(d)用醋酸异戊醋置换 30 min;(e)用 CO2 临界点干燥器干燥颗粒;( f)在真空下喷金;(g)在电镜

下观察、拍照。
1郾 2郾 4摇 其他测定方法

总有机碳浓度采用耶拿 multi N / C 3100 型快速测定仪,用直接法测定。
藻细胞浓度采用 XB K 25 型血颗粒计数板,在 Olympus 显微镜下以视野法计数。 试验期间定时取样,
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每个样品计数 2 次,取平均值。
藻类的相对抑制率根据藻细胞密度计算。 计算公式为[11]

I = N0 - N
N

æ
è
ç

ö
ø
÷

0

伊 100%

式中:I———相对抑制率;N———加入光合细菌试验组的藻细胞密度,个 / mL;N0———对照组藻细胞密度,
个 / mL。

图 1摇 不同凝胶剂对固定化光合细菌颗粒活性的影响

Fig. 1摇 Impacts of different gels on activity of
immobilized photosynthetic bacteria

2摇 结果与讨论

2郾 1摇 固定化颗粒的理化性质比较

2郾 1郾 1摇 不同包埋固定化方法光合细菌颗粒活性比较

陈光等[12]研究表明,水中总有机碳含量与 COD
存在一定的相关关系,故以总有机碳去除率表征细胞

的活性。 图 1 是试验 5 d 后,5 种固定化方法总有机碳

去除率的结果。 由图 1 可见,添加剂的加入对固定化

光合细菌颗粒总有机碳去除率有不同的提升效果。 加

入活性炭的总有机碳去除率最高,缘于活性炭本身多

孔结构对有机物的吸附作用较强。 加入沸石和碳酸钙对总有机碳去除率的影响次于活性炭,原因是沸石颗

粒表面凹凸不平,有很多孔穴,且内部有碱金属和碱土金属的含水铝硅酸盐类[13],有利于进入颗粒内的细菌

生长;碳酸钙的加入使颗粒内部微环境变为微碱性,适宜光合细菌生长[14]。
2郾 1郾 2摇 不同包埋固定化方法光合细菌颗粒机械强度比较

施加 20 g 砝码时,以海藻酸钠为包埋剂的光合细菌颗粒被压扁,以活性炭为包埋剂的光合细菌颗粒少许

变形,仍保持椭圆形,未破碎,其他包埋剂颗粒保持良好球状;施加 30 g 砝码,以活性炭为包埋剂的光合细菌

颗粒破碎,其他包埋剂颗粒保持良好球状;施加 50 g 砝码,以沸石或碳酸钙为包埋剂的光合细菌颗粒破碎,以
沸石和碳酸钙为包埋剂的光合细菌颗粒略变形;增至 70 g 砝码,以沸石和碳酸钙为包埋剂的光合细菌颗粒破

碎。 可见,以沸石和碳酸钙固定的光合细菌颗粒机械强度最好,具有很高的坚韧性。
2郾 1郾 3摇 不同包埋固定化方法光合细菌颗粒含水率和传质性的比较

含水率和传质性指标可以用来表征固定化光合细菌颗粒内部成孔情况及营养物质的传递效果,且两者

图 2摇 凝胶剂对固定化光合细菌颗粒含水率和传质性的影响

Fig. 2摇 Impacts of gels on moisture content and
mass transfer of immobilized photosynthetic bacteria

有一定的相关性。 在成孔均匀的条件下,含水率越高,
其传质性越好[15]。 图 2 是 5 种固定化方法对固定化

光合细菌颗粒含水率和传质性的影响。 添加剂的加入

对固定化光合细菌颗粒含水率和传质性有不同的提升

作用,说明加入添加剂形成的孔隙结构使水分子更易

进入光合细菌颗粒内部。 添加沸石和碳酸钙的光合细

菌颗粒吸水性最强,5 d 后达到 1 875% ,但如图 3 所

示,较其他包埋固定化方法,其内部存在致密层,成孔

不均匀,传质效果不及活性炭。 而添加活性炭的光合

细菌颗粒吸水性较弱,只有 1 290% ,缘于活性炭的位

阻现象[16];但其疏松的孔隙结构使其传质性效果良

好,高达 50郾 75% 。
2郾 1郾 4摇 固定化光合细菌颗粒的包埋载体选择

摇 摇 加入活性炭虽能在一定程度上改善传质性,但制出的颗粒呈黑色,严重影响透光性,不利于光合细菌的

长期生长;而加入沸石和碳酸钙,一方面沸石孔隙结构相对发达,另外碳酸钙的加入使颗粒内部构成微碱环

境,会减少钙离子的流失,相对增加了交联剂的浓度。 因此,最终选择沸石和碳酸钙为凝胶剂。
2郾 2摇 固定化光合细菌颗粒与游离光合细菌对铜绿微囊藻生长的影响比较

由图 4 可见,空白组和游离光合细菌组在试验后的第 3 天进入对数生长期,但由图 5 可知第 6 天铜绿微
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图 3摇 固定化光合细菌颗粒扫描电镜图

Fig. 3摇 Immobilized photosynthetic
bacteria particles observed under SEM

图 4摇 固定化光合细菌颗粒和游离光合细菌对

铜绿微囊藻生长的影响

Fig. 4摇 Impacts of immobilized photosynthetic
bacteria particles and mobile photosynthetic

bacteria particles on growth of Microcystis aeruginosa

囊藻的相对抑制率为 80郾 62% ,第 12 天的相对抑制率

仍能达到 83郾 55% ,而此时游离光合细菌组的相对抑

制率为-2郾 38% 。 经海藻酸钠、沸石和碳酸钙固定化

后的光合细菌,一方面由于载体的特性,即沸石具有发

达的孔隙结构,孔隙中阳离子的存在使其具有静电吸

引力,将营养物质吸附到孔隙中,同时碳酸钙形成的微

碱环境有利于光合细菌的生长繁殖,提高了光合细菌

的抑藻效果;另一方面包埋作用有效阻隔了氧气与菌

体的接触,形成厌氧环境,使细菌能够保持活力,并能

够自动更替菌膜,提高了菌体的作用时效,使其能稳定

发挥抑藻作用。
2郾 3摇 固定化光合细菌颗粒投加量对铜绿微囊藻生长

的影响

由图 6 可见,试验前 3 天固定化光合细菌颗粒组

与空白组藻细胞密度差异小,因为铜绿微囊藻遇到逆境胁迫时具有自我修复机能而表现出一定的耐受性。
另外铜绿微囊藻具有利用有机底物进行异养生长的能力[17],因此,固定化光合细菌颗粒对铜绿微囊藻的抑

制作用表现出一定的滞后效应。 从图 5 可以看出,试验 6 d 后,不同投加量的固定化光合细菌颗粒对铜绿微

囊藻的抑制作用均能达到 80%左右;试验 12 d 后,9 g 组的抑制率仍能达到 55郾 38% ,抑藻效果具有一定的持

续性。 为保持水体的水生生态平衡,实际并不需要将水体的藻类控制到零水平,且固定化光合细菌颗粒投加

量也直接影响处理技术成本。 建议选择 9 g 固定化光合细菌颗粒的投加量,即 36 g / L。

图 5摇 光合细菌投加方式对铜绿微囊藻的抑制率

Fig. 5摇 Rate of inhibition of dosing methods of
photosynthetic bacteria on Microcystis aeruginosa

图 6摇 固定化光合细菌颗粒投加量对

铜绿微囊藻生长的影响

Fig. 6摇 Impact of immobilized photosynthetic
bacteria dosage on growth of Microcystis aeruginosa

3摇 结摇 摇 论

a. 通过 5 种不同载体的固定化光合细菌颗粒的理化指标比较,采用沸石和碳酸钙加质量分数为 2%的
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以海藻酸钠为包埋剂的光合细菌颗粒机械强度好、含水率高、孔隙结构均匀疏松,但细胞活性和传质性不及

以活性炭为包埋剂的光合细菌颗粒,而活性炭的加入使所制出的颗粒呈黑色,影响透光性,不利于光合细菌

的持续生长。 最佳的固定化方法为质量分数分别为 1%的沸石和碳酸钙加上 2%的海藻酸钠。
b. 在菌藻共同培养下,相比游离细菌,固定化光合细菌能显著提高其对铜绿微囊藻的抑制作用,相对抑

制率可高达 85% 。
c. 随着固定化光合细菌投加量的增加,抑制作用并没有显著增强。 综合考虑技术经济性,建议采用

36 g / L的投加量。
综上所述,采用固定化技术,使光合细菌实现固着生长,可以有效提高光合细菌对藻类的抑制效率,为利

用光合细菌控制相对开放的水域中水体富营养化现象提供了理论依据。
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