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自养型锰氧化菌富集及生物氧化锰降解双氯芬酸研究
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!!摘!要!!双氯芬酸"*+,$作为一种难降解有机药物!在各种水体中已经被广泛检出% 采用曝

气生物滤柱富集并分离出自养型锰氧化菌!利用其制备的生物氧化锰作氧化剂!研究其对双氯芬酸

的氧化降解动力学及 -.值对氧化效果的影响% 生物氧化锰的 /0*分析结果表明!合成的锰氧化

物呈弱结晶&无定形态!主要含有 123
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和 1233.等成分% 在 -.值为 #$&&#$5&

4$5和 '$&!*+,浓度为 " 6789!生物氧化锰浓度为 #& 6789的条件下!反应 # :后对双氯芬酸的去

除率分别为 "&&;&"&&;&<%$4;和 54$%;!即双氯芬酸的降解率与 -.值呈负相关!且在试验 -.

值范围内其降解符合一级反应动力学% 可见!锰氧化菌及生物氧化锰经过适当的开发可成为一种

新的低成本&低环境风险的去除环境中双氯芬酸等新兴污染物的材料%
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!!以 ee,eX为代表的新兴有机污染物随着人类

活动不断进入环境(")

#持续威胁人类及其他生物的

安全(#)

* 双氯芬酸作为一种常见的非甾体抗炎药

物#已经在多地水体中被检出(4)

#是一种代表性新

兴污染物* 尽管高级氧化+活性炭吸附等技术对双

氯芬酸等有机药物的去除效果较好#但多具有高成

本+易产生反应副产物以及反应废物处置困难等缺

点(%)

* 因此#开发低成本+低环境风险的新兴污染

物深度水处理新技术具有重要的环境及社会意义*

生物氧化锰作为一种自然界中的强氧化物#氧

化还原电位在 '&& f(&& 6d之间(')

#其降解有机微

污染物已成为新的研究热点((#))

* 研究表明#锰氧

化物广泛参与到地球生物化学循环中(5)

#而锰氧化

菌在其中起到重要作用* 现阶段对锰氧化菌的研究

主要针对于异养型锰氧化菌#包括B&63@@:0X-$cJ@

"+C0#:9(7(4&0A:*39& J]@"+C0#:9(7(4&0A:*39&

12]"+%#A*(*-)3D9306(A-()& cc @" 等(<)

#对自养型锰

氧化菌的研究甚少* 通常在自然水体中#溶解性有

机物含量很低#自养型锰氧化菌更具优势#其产生的

生物氧化锰去除有机污染物更具有实际意义*

笔者以污水厂好氧污泥作为菌源#以不同填料

的曝气生物滤柱富集自养型锰氧化菌#分离纯化出

三株具有锰氧化能力的细菌并选取一株制备生物氧

化锰#然后选取双氯芬酸为代表性有机药物#研究生

物氧化锰对其去除效果#以期为锰氧化物去除有机

微污染物提供技术支持*

!"

试验材料与方法

!#!"菌种来源及培养基的制备

以重庆鸡冠石污水处理厂好氧污泥作为菌源*

滤柱进水培养基&EI.,3
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锰氧化菌分离+生物氧化锰制备培养基&12,O
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为 &$" 789++Rc3

%

').

#

3为 ' 6789+17c3

%

').

#

3为 ' 6789* 其中 12,O

#

'%.

#

3通过 &$##

!

6滤膜过滤灭菌#其他成分通过 "#" g高压湿热

灭菌 4& 6H2* 制成固体培养基时需提前加入 "$';

琼脂*

!#$"自养型锰氧化菌富集装置与运行方式

试验采用污泥石英砂+污泥磁铁矿+石英砂+磁

铁矿等 % 组有机玻璃曝气生物滤柱!见图 ""#每组

滤柱底部通过蠕动泵从进水箱进水#采用曝气头供

氧* % 组滤柱均采用上向流连续运行方式#控制 *3

为 "& 6789* 在吸附阶段!& f%& T"为便于微生物

挂膜#污泥石英砂+污泥磁铁矿滤柱的水力停留时间

!.0="为 4 T#其后为 #% :%而石英砂滤柱+磁铁矿

滤柱的 .0=一直维持在 #% :* 滤柱运行期间测定

进出水12

# h浓度和 -.值*
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图 !"曝气生物滤柱示意

+H7$"!cN:R6IVHNTHI7UI6PQ\HPOP7HNIOIRUIVRT QHOVRU

!#%"自养型锰氧化菌的纯化与鉴定

运行稳定后#选取效果最佳的一组滤柱#从中部

取适量生物膜制成菌悬液* 随后进行平板涂布+反

复划线#将得到的菌种进行革兰氏染色及菌种鉴定*

!#&"生物氧化锰的制备和表征

将筛选后的自养型锰氧化菌接种至生物氧化锰

'#"'
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制备培养基#在 #5 g+"#& U86H2 恒温摇床中培养 #

周* 将制成的生物氧化锰经无菌水洗涤+"& &&& U8

6H2离心浓缩 "& 6H2#反复数次后置于 % g冰箱中

留存待用!不超过 4 T"* 生物氧化锰浓度通过亮柏

蓝比色法测定*

采用/0*方法对生物氧化锰进行表征#将生物

氧化锰冻干压片处理后采用理光 *81?/@

"

/射

线衍射仪进行物相分析#测试管压为 %& Sd#电流为

5& 6?#扫描范围为 "&if<&i#扫描速度为每分钟

#$&i#步长为 &$&#i*

!#'"生物氧化锰降解双氯芬酸试验研究

双氯芬酸初始浓度为 " 6789#生物氧化锰初始

浓度为 #& 6789#反应 -.值为 #$&+#$5+4$5+'$&#反

应体系为 "&& 69#置于 #'& 69锥形瓶中于 #5 g+

"(& U86H2恒温摇床中避光反应#于 &+'+"&+"'+4&+

(&+<&+"#& 6H2 取样#经 &$##

!

6滤头过滤后保存*

双氯芬酸浓度采用安捷伦 "#(& 高效液相色谱仪测

定#选用 GNOH-XR/*]@,"5 !#'& 66j%$( 66#'

!

6"色谱柱#柱温为 #' g#流动相为乙腈和 ";冰

乙酸!)& k4&"#流速为 "$& 6986H2#进样量为 #&

!

9#检测波长为 #)( 26*

$"

结果与讨论

$#!"自养型锰氧化菌的富集与驯化

在 & f%& T 污泥石英砂滤柱+污泥磁铁矿滤柱

出水 12

# h浓度先显著低于进水浓度#随后逐渐升

高#直至与进水浓度接近!见图 #"* 此过程为填料

的吸附阶段#此时好氧污泥刚刚接种到滤柱中#微生

物未发挥主导作用* 与此相反#矿石填料的吸附作

用成为12

# h浓度降低的主要原因* 同时#石英砂滤

柱和磁铁矿滤柱在 & f4& T 的变化趋势相同* % 组

滤柱中#磁铁矿滤柱达到吸附饱和的时间明显长于

石英砂填料组#可见磁铁矿填料对12

# h的吸附效果

要优于石英砂*
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图 $"曝气生物滤柱进出水()

$ *浓度随时间的变化

+H7$#!=R6-PUIOZIUHIVHP2 PQ12

# h

H2 \HPOP7HNIOIRUIVRT QHOVRU

随着污泥石英砂滤柱和污泥磁铁矿滤柱的运

行#出水12

# h浓度逐渐降低* 此时两组滤柱以生物

氧化作用为主转化 12

# h

* 污泥石英砂滤柱出水

12

# h浓度在 <( T后稳定在 '$& f($) 6789#污泥磁

铁矿滤柱出水 12

# h浓度在 "4# T 之后稳定在 &$5

6789以下* 与之相反#石英砂和磁铁矿滤柱在吸附

饱和后#未出现类似接种污泥组滤柱的除锰效果*

可见污泥石英砂和污泥磁铁矿滤柱出水 12

# h浓度

的降低主要由自养型锰氧化菌的氧化作用造成*

在 "4# f")( T期间#% 组滤柱中12

# h的转化率

见图 4!I"#污泥石英砂滤柱和污泥磁铁矿滤柱的

12

# h平均转化率分别为 %%;和 <%;#石英砂滤柱

和磁铁矿滤柱的 12

# h平均转化率分别为 %;和

"";#转化效果远低于另外两组滤柱* 这也说明添

加好氧污泥的滤柱中富集的自养型锰氧化菌对

12

# h的转化起主要作用* 同时#% 组滤柱在稳定阶

段的出水 -.值均低于进水#且污泥石英砂滤柱+污

泥磁铁矿滤柱出水 -.值低于石英砂滤柱及磁铁矿

滤柱#这主要是由于污泥石英砂滤柱和污泥磁铁矿

滤柱中的锰氧化菌在氧化锰的过程中产生了 .

h

#

导致 -.值降低(5)
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图 %"稳定运行阶段()

$ *转化率和 +,值的变化

+H7$4!dIUHIVHP2 PQ12

# h

NP2ZRUXHP2 UIVRI2T -.H2

\HPOP7HNIOIRUIVRT QHOVRUTDUH27XVI\ORP-RUIVHP2 XVI7R

$#$"自养型锰氧化菌的筛选与鉴定

从除锰效果最好的污泥磁铁矿滤柱中部取部分

填料#加无菌水振荡制成菌悬液并稀释至 "&

@4

+

"&

@'

+"&

@) 倍#在固体培养基上进行平板涂布#于 #5

g恒温培养箱中培养 ' T#选取形态不同菌株进行反

复平板划线#得到 4 株锰氧化菌!见图 %"#分别命名

为12"+12#+124* 12" 为棕黄色圆形菌落#边缘

不整齐#表面湿润凸起#革兰氏染色呈阳性%12# 为

棕黄色圆形菌落#边缘不整齐#表面湿润平整#革兰

氏染色呈阳性%124 为白色圆形菌落#边缘整齐#表

面干燥凸起#革兰氏染色呈阳性*

!" #$% &' ($) *' ($+

图 &"平板中的菌落形态

+H7$%!,POP2HIO6PU-:POP7WP2 XVURISRT -OIVRX

得到的菌落交由上海美吉生物技术有限公司

进行鉴定* 根据鉴定结果#12" 菌株与 EA-34/('3:7

$&4(3F:$&#XVUIH2!鞘氨醇单胞球菌属"的相似度为

"&&;#12# 菌株与 C&)&6(66:07&)6:033XVUIH2!莫氏

副球菌属"的相似度为 "&&;#124 菌株与 E*)#A*(G

7$6#0!链霉菌属"的相似度为 <<;#根据相关报

道(5)

#可认为12"+12#+124 菌株属于锰氧化菌*

$#%"生物氧化锰的/0*表征

选取12# 菌株作为生物氧化锰制备菌株#将制

备的生物氧化锰冻干+粉末压片后#进行/0*测试*

样品的 #

!

特征峰分别出现在 "<$"<'i+##$"&4i+

44$'#)i+4'$4&)i+4($5&'i等处!见图 '"#由此确定

出1233.+123

#

+12

#

3

4

和12

4

3

%

等成分* 在12#

菌株产生的生物氧化锰中#锰主要以 12 !

#

"和

12!

"

"形态存在* 1I2TRU2INS 等("&)采用 B&63@@:0

cJ@" 制备生物氧化锰#初期生成了
$

@1233.+

12

4

3

%

+

%

@1233.等物质#12# 菌株在氧化锰的过

程中也出现了同样现象* 并且样品结晶度较低#呈

无定形态#与=R\P等(5)对生物氧化锰的形成机制和

特性的研究结果一致*
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图 '"生物氧化锰的-./分析结果

+H7$'!0RXDOVPQ/0*I2IOWXHXPQ\HPOP7HNIO6I27I2RXRP[HTRX

$#&"生物氧化锰对双氯芬酸的去除

不同 -.值下生物氧化锰对双氯芬酸的去除效

果见图 (* -.值为 #$& 及 #$5 时#双氯芬酸浓度分

别在 ' 和 <& 6H2 后降至检测限以下%-.值为 4$5

及 '$& 时# "#& 6H2 后双氯芬酸去除率分别为

<%$4;+54$%;#反应在弱酸性条件下即可有效去除

双氯酚酸#且效果与 -.值呈负相关* 低 -.值条件

可使锰氧化物氧化还原电位提高#促进电子转移#有

利于双氯芬酸同锰氧化物结合*

!"#
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图 0"不同 +,值条件下生物氧化锰去除双氯芬酸效果

+H7$(!*HNOPQR2INUR6PZIO\W\HPOP7HNIO6I27I2RXRP[HTRX

D2TRUTHQQRUR2V-.NP2THVHP2X

有报道指出#在锰氧化物降解有机污染物过程

中#有机物先扩散至锰氧化物表面并形成前体复合

物#进而得到降解* 也有研究显示#锰氧化物的等电

'%"'
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位点 -.值为 #$% f4$%* 接近锰氧化物等电位点的

-.值条件可为反应提供更多的表面活性位点#使双

氯芬酸更易于与锰氧化物结合#促进其降解*

对降解过程用一级动力学方程进行拟合#结果

显示#当 -.值为 #$5+4$5 和 '$& 时#降解反应符合

一级反应动力学#其对应的一级动力学常数分别为

&$&4( %+ &$&## ' 和 &$&"4 ( 6H2

@"

#1

# 分别为

&$<&4 <+&$<(( <+&$<'5 '* 对 "值与 -.值的关系

进行拟合#发现反应速率常数与 -.值接近为一阶

线性关系#-.值从 '$& 降低到 #$5 时#反应速率常

数提升了近 #$( 倍#降解速率与 -.值呈负相关*

%"

结论

&

!通过接种好氧污泥的曝气生物滤柱完成了

对自养型锰氧化菌的驯化* 污泥石英砂和污泥磁铁

矿滤柱的平均12

# h转化率分别达到 %%;和 <%;*

'

!从污泥磁铁矿滤柱中筛选出 12"+12# 和

124 等 4 株自养型锰氧化菌* 经鉴定#12" 菌株与

EA-34/('3:7$&4(3F:$&#XVUIH2 的相似度为 "&&;#

12# 菌株与 C&)&6(66:07&)6:033XVUIH2 的相似度为

"&&;#124 菌株与 E*)#A*(7$6#0的相似度为 <<;*

(

!选取12# 菌株合成的生物氧化锰呈弱结

晶+无定形态#主要含有 123

#

+12

4

3

%

+12

#

3

4

和

1233.等成分*

)

!生物氧化锰去除双氯芬酸的效果与 -.值

呈负相关* 在 #$&+#$5+4$5+'$& 等 % 种 -.值下#反

应 # :后对双氯芬酸的去除率分别为 "&&;+"&&;+

<%$4;和 54$%;#即在弱酸性反应条件下可实现对

双氯芬酸的有效去除*
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