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白腐真菌菌丝球形成的物化条件及其对铅的吸附3
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摘要　为了探讨影响微生物菌丝球生长的物理化学因素和控制菌丝球大小的规律以及微生物吸附重金属的效果,对黄孢展齿

革菌 (P hanerochaete ch ry sosp orium )呈球状体生长和用此菌丝球吸附水溶液中的 Pb2+ 进行了研究. 实验结果表明,在培养液 pH

值为 415,孢子悬液浓度为 106个öm l,表面活性剂吐温 80的浓度为 011% ,高碳氮和摇床转速为 150röm in的条件下,于 39℃下

培养 3d,形成直径在 115—117mm 范围内的菌丝球,光滑均匀,具有一定机械强度,对 Pb2+ 的吸附能力最强. 用 012mo löL 的

N aOH 溶液处理该菌丝球,对 25m göL 的铅溶液的吸附率达到了 95%以上,表明用该菌丝球吸附水溶液中的 Pb2+ 是可行的.
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The Effects of Physica l and Chem ica l Cond ition s on Form ing M ycel ia l
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Abstract　T he research on the grow th of P hanerochaete ch ry sosp orium in the fo rm of pellet w as
m ade in th is paper to exam ine the effects of physica l and chem ica l condit ion s on the fo rm at ion
of m ycelia l pellets. T he experim en ta l resu lts show ed tha t the m icroo rgan ism pellets of sm oo th
su rface, even size (d iam eter) and good m echan ica l p ropert ies cou ld be ob ta ined a t the fo llw o ing
cu ltu re condit ion s: pH 415, 106 spo resöm l in inocu lum , 011% Tw een 80 in m edium , h igh CöN
and on the shaker of 150röm in fo r 3d. U sing P. ch ry sosp orium m ycelia l pellets in the b io so rp t ion
of Pb2+ from aqueou s so lu t ion, the up take reached the m ax im um w hen the d iam eter of pellet
w as in the range of 115—117mm. W hen the pellets w ere p retrea ted by bo iling in 012m o löL
N aOH fo r 40m in, the Pb2+ up take w as far h igher than the pellets w ithou t p retrea tm en t, and the
rem oval eff iciency cou ld reach above 95%. T he research resu lts show ed tha t the rem oval of
Pb2+ from aqueou s so lu t ion by P. ch ry sosp orium m ycelia l pellets w as p ract ica l.
Keywords　P hanerochaete ch ry sosp orium , m ycelia l pellet, b io so rp t ion, Pb2+ , CöN , b iom ass,
spo re su spen sion, su rface2act ive agen t.

　　微生物菌丝球的培养和应用国内外已有报

道[ 1- 3 ]. 在工业上, 菌丝球大多被用于发酵生

产,如生产柠檬酸、伞菌、酶和抗生素[ 4 ]等,取得

了理想的效果. 但在废水处理方面的应用尚不

多见. Sharm a 等[ 1 ] 研究了影响寄生曲霉

(A sp erg illus p a rasiticus)呈菌丝球生长的各种

因 素. L inko [ 2 ] 通 过 控 制 黄 孢 展 齿 革 菌

( P. ch ry sosp orium )菌丝球的培养条件来生产

木质素过氧化物酶,产量显著. Knapp等[ 5 ]利用

3 　国家教委留学回国人员科研启动基金资助项目
李清彪:男, 35岁,博士,教授
收稿日期: 1998204206

© 1994-2007 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

brought to you by COREView metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

provided by Xiamen University Institutional Repository

https://core.ac.uk/display/41343769?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1


白腐真菌菌丝球对含有二号橙 (O range Ê )的

染料废水进行脱色, 脱色率达 98%. 真菌如黄

色曲霉 (A sp erg illus. f lavus) [ 6 ] , 酵母菌如啤酒

酵母 (S accha rom y ces cerev isiae) [ 7 ] ,以及细菌如

生枝动胶菌 (Z oog loea. ram ig era) [ 8 ]等都能不同

程度地吸附重金属离子. Engl等[ 7 ]发现培养条

件对啤酒酵母的生物吸附能力有很大影响. 目

前对微生物吸附重金属的研究多是利用粉末状

或固定化细胞,本文通过对黄孢展齿革菌成球

条件的控制,可自动形成具有一定机械强度和

大小的菌丝球,无需任何载体,既可应用于固定

床或流化床连续处理含重金属的废水,又降低

了成本.

1　材料与方法

111　材料

(1)菌种及培养基　菌种为黄孢展齿革菌

(P hanerochaete ch ry sosp orium ) ,由香港科学技

术大学提供. 培养基成分为 ( 1L ) : Basa l Ë

m edium 100m l, 葡 萄 糖 10g, 丁 二 酸 钠

(011m o löL ) 100m l, 硫胺素 01001g, N H 4H 2PO 4

0125g, 吐温 80 ( 011% ) 50m l, 痕量元素溶液

60m l, 孢子悬液 100m l. Basa l Ë m edium 成分

为 (1L ) : KH 2PO 4 2g,M gSO 4·7H 2O 5g, CaC l2

1g,痕量元素溶液 100m l.

( 2 ) 铅溶液的配制　准确称取铅粉

012500g, 置于 100m l烧杯中, 加入 1+ 1 硝酸

20m l,加热溶解,冷却后加水稀释并移入 1L 容

量瓶中定容至标线, 浓度为 250m göL. 用于吸

附实验的铅溶液由上述贮备液稀释而成.

112　实验方法

(1)菌丝球的培养方法　将配好的培养基,

用 pH S23C 型酸度计调节 pH 值至所需值, 然

后于 121℃下灭菌 20m in. 接种时,用无菌的生

理盐水冲洗黄孢展齿革菌的固体斜面,用接种

环轻刮斜面,直至菌体被完全冲洗下来. 然后将

此孢子悬液按 10%的比例接种到上述培养基

中,于摇床上恒温、恒转速下培养 3d. 过滤收集

菌丝球, 取出一部分于 GQ 70E2型红外线快速
干燥器中烘干至恒重,测定干湿比;其余的可用

生理盐水浸泡,置于冰箱保存待用.

(2)吸附方法　为消除玻璃器壁对吸附的

干扰,所用玻璃仪器于吸附前均用 1∶1的硝酸

浸泡 24h, 洗净烘干待用. 取初始浓度为

50m göL的铅溶液 100m l, 用 012m o löL 硝酸和
015m o löL 氨水调节至所需 pH 值 (本实验取

415) ,加入 012g (干重)菌丝球 (按干湿比计算

干重) ,在 26℃下于摇床上吸附 16h. 然后过滤,

用 PE3030 型原子吸收分光光度计 (美国

Perk in2E lm er公司)分析滤液中剩余 Pb2+ 的浓

度.

(3)碱处理　将一定量菌丝球在 012m o löL
的N aOH 溶液中煮沸 40m in,然后过滤,用去离

子水冲洗至滤液呈中性,将此菌丝球用于吸附

实验.

本文中的吸附量是指单位细胞干重上吸附

的金属离子重量 (m gög). 以下实验除非有特殊

说明,所用生物吸附剂均指未经任何预处理 (本

文中定义为天然生物量).

2　结果和讨论

211　培养时间的影响

将配好的培养液 (CöN = 131, pH 415)灭菌

后,按 10%的比例接入浓度为 9×105 个öm l的

孢子悬液, 放入摇床进行培养, 培养条件为

150röm in, 39℃. 微生物生长情况见表 1.

表 1　微生物的生长状况

培养时间öh 生长状况 球径ömm

11 颗粒非常小

19 颗粒较小 0180—0195

26 颗粒增多,大小不均匀 0190—1110

36 颗粒较均匀,较小 1130—1140

48 颗粒变大,色白,不太光滑 1140—1150

60 颗粒继续增大,大小均匀 1160—1165

72 颗粒大小基本不变,色白,光滑,均匀 1160—1170

80 生长基本停止 1160—1170

由表 1的实验结果可知,随着培养时间的延长,

黄孢展齿革菌发生了外观形态的变化,形成了

球状颗粒. 其成球过程是:孢子互相凝聚形成晶

核,由孢子生成的菌丝不断地缠绕在晶核上,进

而形成较大的菌丝球. 因黄孢展齿革菌在成球
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生长的过程中其生物性能和外观形态都发生了

变化,故不同生长阶段的菌丝球的生物吸附能

力也应有所不同. 为考察其中的变化规律,对不

同生长阶段菌丝球吸附铅的能力进行了测试,

实验结果见图 1.

图 1　培养时间对生长量和吸附的影响

11细胞干重　21Pb2+ 吸附量

　　从图 1可以看出,随着培养时间的延长,黄

孢展齿革菌的生长量不断增多,在 19～ 60h 之

间生长很快, 72h 以后停止生长. 从吸附能力来

看,培养时间超过 48h 后,所得菌丝球的吸附能

力变化已不大,以生长 72h 的菌丝球对 Pb2+ 的

吸附量最大, 达16107m gög, 此时菌丝球的球

径在 116—117mm 之间. 所以综合考虑, 培养

72h 最佳. 212　pH 的影响　　固定培养过程

的其它条件,改变培养液 pH 值,实验结果如表

2 所示. pH 2 时微生物的生长量很少, 在

pH 415—615之间生长量最大 (117—119göL 培
养液) , pH 大于 7以后生长量逐渐减少. 在实验

过程中还观察到, 在 pH 2 时不能形成菌丝球,

在 pH 415—615 之间球径变化不明显, 且菌丝

球光滑、均匀, 只在 pH 大于 7 以后, 球径才明

显减小,且菌丝球大小不很均匀. 由此可见,强

酸和碱性条件对菌丝球的生长都有一定的抑制

作用. 从球径和干湿比的关系中不难发现,菌丝

球越小,干湿比越大,说明球中所含水分越少,

强度越好. 由此可见 pH 值是影响微生物成球

生长的一个重要因素. 因为 pH 影响微生物原

生质膜所带电荷以及某些营养物质的分解和电

离程度,从而影响微生物对养分的吸收; 其次,

pH 也影响细胞内的代谢作用和孢子表面性

能[ 9 ]. 所以 pH 对菌丝球的质量和形态都有较

大影响.

从吸附结果来看, 在pH 415—615范围内

表 2　培养基 pH值对成球和 Pb2+ 吸附的影响1)

培养液 pH 干湿比 球径ömm 细胞干重ög·L - 1 表面特征 Pb2+ 吸附量öm g·g- 1

210 010663 01342 不形成菌丝球 5178

315 010323 118—119 11572 均匀,色白 9110

415 010370 116—117 11837 均匀,色白 16134

515 010375 116—117 11797 均匀,色白 16101

615 010380 116—117 11668 均匀,色白 15185

715 010386 114—115 11581 不太均匀 13182

815 010396 112—113 11494 不太均匀 12158

915 010444 019—110 11224 颜色微黄 11181

1015 010671 018—019 01978 颜色微黑 9161

　　1)培养条件:孢子悬液浓度= 9×105个öm l, CöN = 131, 39℃, 150röm in, 3d

生长的菌丝球对 Pb2+ 的吸附能力较好,吸附量

最大值为 16134m gög. 吸附率为 66164% ,此时

球径在 116—117mm 之间. 球太大时比表面积

小,导致吸附量较小. 球太小则虽然比表面积较

大,但含水量少,菌丝缠绕紧密,造成传质阻力

增大,所以吸附量也会降低. 因此对于吸附过程

来说, 应有一最佳球径范围. 选择 pH 415 作为

培养液 pH 值对于成球和吸附都有利.

213　碳氮比的影响

在培养基成分中,碳源和氮源是构成细胞

和代谢产物的主要元素,又是提供微生物生命

活动所需能源的原料. 培养基的碳氮比是关系

到细胞能否生长、菌丝生长量多少以及菌丝球

形态的关键因素.
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表 3　不同培养基CöN对成球和 Pb2+ 吸附的影响1)

CöN 葡萄糖

ög·L - 1

N H 4H 2PO 4

ög·L - 1

细胞干重

ög·L - 1

球径

ömm

表面特征 Pb2+ 吸附量

öm g·g- 1

4110 10. 00 8. 00 3. 148 2. 0—2. 1 不光滑,很软 15106

25126 10. 0 1. 30 2. 847 1. 9—2. 0 不光滑,很软 15. 47

65168 5. 00 0. 25 1. 717 1. 8—1. 9 光滑,较软 16138

98163 7150 0. 25 1. 810 1. 8—1. 9 光滑,稍硬 16195

131135 10. 00 0. 25 1. 927 1. 6—1. 7 光滑,较硬 17118

　　1)培养条件: pH 415,孢子悬液浓度= 211×106个öm l, 39℃, 150röm in, 3d

　　表 3结果表明,在含氮量相同的条件下,随

着含碳量的增大生长量增多,球径变小,机械性

能有所改善, 且以 CöN 为 131 时的球径最小

(116—117mm ) ,质地最硬. 在含碳量相同的情

况下,随着含氮量的增大,生长量和球径也随之

增大,但材料的机械性能急剧变差. 综合考虑,

选择高碳低氮的培养基对提高菌丝球的综合性

能最为有利. 另一方面,从吸附性能来看,随着

碳氮比的提高,菌丝球的吸附能力逐渐增大,只

在碳氮比大于 100以后,上升趋势才减缓. 所以

可以认为在高碳氮比下培养得到的菌丝球对

Pb2+ 的吸附能力最强,机械强度也较好.

214　表面活性剂的影响

为改善微生物菌丝球的均匀程度,在培养

基中引入一种表面活性剂吐温 80,考察了不同

浓度的表面活性剂对成球和吸附能力的影响.

表 4　表面活性剂浓度对成球和 Pb2+ 吸附的影响1)

Tw een80浓度ö% 0 0. 05 0. 1 0. 2 0. 3 0. 5 1. 0 1. 5 2. 0

球径ömm 1. 2- 1. 5 1. 6- 1. 7 1. 6- 1. 7 1. 8—1. 9 1. 7- 1. 8 117—118 1. 5- 1. 6 1. 4- 1. 5 1. 4- 1. 5

细胞干重ög·L - 1 1. 656 2. 133 2. 269 2. 282 2. 303 21389 2. 412 2. 436 2. 501

吸附率ö% 57. 22 65. 00 65. 65 58. 57 59. 79 60. 57 65. 47 57. 65 56. 19

吸附量öm g·g- 1 14. 31 16. 25 16. 41 14. 64 14. 95 15. 14 16. 37 14. 41 14. 05

　　1)培养条件: pH 415,孢子悬液浓度= 8. 1×105个öm l, CöN = 131, 39℃, 150röm in, 3d

　　实验结果表明 (表 4) ,吐温 80浓度在 0—

2%范围内,生长量是逐渐增大的,而球径则表

现出先增大后减小的趋势. 若培养液中不含吐

温 80,则菌丝球大小不均匀,质地软; 而加入吐

温 80以后,菌丝球不但大小均匀、光滑而且弹

性好,质地较硬.

吐温 80在培养过程中所起的作用与它的

化学结构有很大关系. 吐温是多醇类非离子型

表面活性剂,吐温 80分子中含有聚乙氧基亲水

链, 比吐温 20、吐温 60 的亲水链要多, 因而大

大改善了吐温 80的水溶性和乳化性能. 并且由

于亲水基团是聚乙氧基,它具有较高的负电荷

密度,有利于孢子、菌丝的凝结.

分析表 4中的吸附结果可以得出与表 2相

同的结论,即球径过大、过小都不利于吸附,在

115—117mm 的球径范围内, 吸附量最大, 为

16141m gög,吸附率达 65165%.

215　孢子悬液浓度的影响

配制不同浓度的孢子悬液,考察其对成球

和吸附的影响.

实验结果表明 (表 5) , 随着所接入的孢子

悬液浓度的减小,菌丝球变大而数量减少,且球

径越大,干湿比越小,表明球的机械强度越差.

当孢子浓度低时,孢子凝结成晶核的机会减少,

形成的晶核也就较少,故最终生成的菌丝球数

量比高孢子浓度下要少. 另一方面,由于培养液

中孢子数量少,生成的菌丝就少,所以每个晶核

上缠绕的菌丝也就少,可观察到此时的菌丝球
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大而松散. 而在高浓度的孢子悬液情况下,初始

晶核和生成的菌丝较多,每个晶核上缠绕的菌

丝相对来说就比较多,因而形成较小且质地较

硬的菌丝球. 经分析认为,孢子悬液浓度控制在

106 个öm l时,菌丝球质量和机械性能以及吸附

性能都比较好.

216　摇床转速对成球的影响

不同摇床转速下的培养结果见表 6. 虽然

只作了 3 种转速下的成球培养,但仍能看出一

个大概趋势.

表 5　孢子悬液浓度对成球和 Pb2+ 吸附的影响 1)

孢子悬液浓度ö个·m l- 1 细胞干重ög·L - 1 干湿比 球径ömm 吸附率ö% 表面特征

106 2. 045 0. 0391 1. 6- 1. 7 65. 89 光滑,较硬

105 1. 717 0. 0326 2. 4- 2. 5 33. 86 光滑,较软

104 1. 197 0. 0302 3. 5- 3. 6 32. 67 光滑,很软

103 0. 477 0. 0284 4. 5- 5. 0 28. 61 光滑,很软

　　1)培养条件: pH 4. 5, CöN = 131, 39℃, 150röm in, 3d

表 6　摇床转速对成球的影响1)

摇床转速ör·m in- 1 细胞干重ög·L - 1 干湿比 球径ömm 表面特征

108 01410 010276 510—610 光滑,不太均匀,很软

132 11833 010354 119—210 光滑,均匀,较软

150 11894 010385 117—118 光滑,均匀,较硬

　　1)培养条件: pH 4. 5,孢子悬液浓度= 112×106个öm l, CöN = 131, 39℃, 3d

　　从表 6来看,摇床转速对成球的影响很大.

生长量随着转速的提高而增多,但在高转速下

变化的趋势不大; 球径随转速的减小而迅速增

大,机械性能则变差. 这是因为一方面,在不同

的振荡条件下, 培养液的溶氧状况不同. 据研

究,在气态氧的传递过程中,主要传质阻力是液

膜阻力[ 10 ]. 提高摇床转速可增大培养液的湍动

程度,降低传质阻力,从而提高氧的转移速率.

由于黄孢展齿革菌是好氧菌,因而转速提高促

进了菌丝的生长. 而在较低转速下,由于培养液

中溶氧量较少以及溶氧的不均匀,处在颗粒中

心的细胞会因缺氧而自溶,表现为菌丝球的中

空现象. 另一方面,转速的大小又决定了培养液

中菌丝球所受机械力的大小. 过分剧烈的机械

搅拌产生的强剪切作用会使菌丝体受到损伤;

相反,在低转速下菌丝体所受剪切力较小,相互

之间缠绕得不很紧密,因而造成菌丝球松散、质

地松、球径大. 另外,搅拌也可使培养液内的温

度和营养物浓度均匀,同时可尽快排出细胞代

谢产生的废物 (如CO 2) ,有利于细胞的代谢活

动. 在本实验中采取较高转速 (150röm in)培养

黄孢展齿革菌的菌丝球较为适宜.

217　培养液中Ca2+ 浓度的影响

为改善菌丝球的机械性能,在培养液中加

入不同浓度的Ca2+ . 从实验结果 (表 7)可看出,

随着 CaC l2 浓度的逐渐增大,生物量有很明显

的增长,在CaC l2 浓度为 0104%时达到了最大

值; 而在此之后呈现急剧下降的趋势,当 CaC l2

浓度大于 0105%时, 下降趋势变缓. 当 CaC l2

浓度从 0101%增大到 011%时, 菌丝球大小差

不多, 但其干湿比却有较大差别. 随着 Ca2+ 浓

度的增大,菌丝球的干湿比也增大,表明其机械

性能也在不断地增强.

　　将该菌丝球投放到初始浓度为 25m göL 的
铅溶液中, 实验结果表明 Ca2+ 浓度的变化对

Pb2+ 的吸附能力影响不大 (生物量于吸附前经

碱处理) ,但与天然生物量相比,碱处理后的生

物量对 Pb2+ 的吸附能力大大提高,从 65%左右
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表 7　培养基中CaCl2浓度对成球和吸附的影响2)

CaC l2浓度ö% 0101 0. 02 0. 04 0. 05 0. 10

球径ömm 1. 5- 1. 6 1. 6- 1. 7 1. 7- 1. 8 1. 6- 1. 7 1. 7- 1. 8

细胞干重ög·L - 1 1. 811 1. 888 2. 319 1. 781 1. 762

干湿比 0. 0323 0. 0331 0. 0361 0. 0423 0. 0457

吸附量öm g·g- 1 11. 91 11. 79 11. 65 11. 52 11. 41

吸附率ö% 95. 25 94. 29 93. 19 92. 14 91. 22

　　1)培养条件: pH 4. 5,孢子悬液浓度= 1. 4×106个öm l, CöN = 131, 39℃, 150röm in, 3d

提高到 90%以上. 碱处理改变了细胞壁的结

构,溶解了细胞上一些不利于吸附的杂质,暴露

出细胞壁上更多的活性结合点,从而提高了吸

附能力. 综合考虑, 培养液中 CaC l2 浓度取

0104%时, 生长量较多, 菌丝球的机械性能适

中,对 Pb2+ 的吸附量也较大.

3　结论

( 1)培养基成分、pH 值、孢子悬液浓度以

及培养时间和摇床转速对成球都有影响,其中

以 pH 值、孢子悬液浓度和摇床转速的影响最

大. 当培养基的碳氮比为 131, pH 为 415,吐温

80 浓度为 011% ,孢子悬液浓度为 106 个öm l,

于 150röm in 的摇床上培养 3d 时,可得到颗粒

大小适宜、机械强度和吸附性能较好的菌丝球.

(2)菌丝球经碱处理后其吸附能力大大提

高,因而用改性后的微生物菌丝球去除水溶液

中的铅离子是可行的.

(3)本文仅从菌丝球的物化性能方面探讨

了其对生物吸附铅的影响,今后的工作将重点

研究影响生物吸附过程的物化因素,以及含重

金属的废水在固定床和流化床上的吸附行为,

并进一步探讨生物吸附的机理.
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