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　　摘要：以海藻酸钠和聚乙烯醇作为包埋剂对发酵性结合酵母菌进行固定化，采用单一变量法研究溶液的 ｐＨ值、
金属离子初始浓度、菌体浓度、吸附时间、吸附温度５种因素对固定化酵母菌吸附Ｐｂ２＋和Ｚｎ２＋离子的影响。结果表明，
发酵性结合酵母菌对Ｐｂ２＋、Ｚｎ２＋吸附的最佳条件是：ｐＨ值４．０，金属离子初始浓度０．２５μｇ／ｍＬ，酵母菌浓度２．０ｇ／Ｌ，吸
附时间１５ｍｉｎ，吸附温度３０℃。发酵性结合酵母菌对Ｐｂ２＋和Ｚｎ２＋有较好的吸附能力，是良好的生物吸附剂。
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　　重金属是造成水体污染的一类有毒物质［１］。由于含重

金属的工业废水的排放量不断增加，这些废水被排入水体和

土壤中，会对环境和人类的健康造成极大的威胁，因此，必须

处理后再进行排放［２］。生物吸附法有利于解决这一难题，利

用微生物吸附废水中的重金属在投资、运行、操作管理和重金

属回收、水回用等方面优越于传统的治理方法［３］。目前，能

够作为生物吸附剂的微生物有细菌，真菌，藻类［４］，由于酵母

菌广泛应用于食品饮料工业，廉价易得且安全，有利于生物吸

附的工业化应用［５］，所以酵母菌是生物吸附剂的首选。但有

关发酵性结合酵母菌对重金属吸收能力的研究未见报道。本

试验以从宋河酒曲中筛选出来的发酵性结合酵母菌为试验菌

种，研究固定化发酵性结合酵母菌对 Ｐｂ２＋、Ｚｎ２＋离子吸附的
最佳条件，为利用该吸附工业废水中重金属菌种的开发和应

用提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌种　发酵性结合酵母菌菌种Ａ２７，周口师范学院发
酵工程实验室提供。

１．１．２　主要仪器　恒温振荡器 ＨＺＱ－Ｘ３００，上海一恒科学
仪器有限公司产品；型电热鼓风干燥箱１０１－１，北京科伟永
兴仪器有限公司产品；电子天平 ＡＬ２０４，梅特勒托利多仪器
（上海）有限公司产品；ｐＨ值计 ＥＬ２０，梅特勒托利多仪器（上
海）有限公司产品；系列生化培养箱ＴＨＺ－９８ＡＢ，昆山一恒仪
器有限公司产品；超净工作台 ＪＪ２０１０－０４－１０８，苏州市金净
净化设备科技有限公司；紫外可见分光光度计 ＵＶ－５１００，上
海元析仪器有限公司。

１．１．３　主要试剂　硝酸铅、氯化锌、氯化钙、硼酸、海藻酸钠、
聚乙烯醇（ＰＶＡ）、双硫腙、四氯化碳、硫代硫酸钠、甲基红、氨
水、乙酸、四氯化碳、酚红、三氯甲烷均为分析纯。

１．１．４　溶液的配制　锌标准溶液：称取０．２０９２ｇ氯化锌移
入 １００ｍＬ的容量瓶，加水稀释至刻度，每 １ｍＬ相当于
１ｍｇＺｎ２＋。

锌标准使用液［６］：取１．０ｍＬ的锌标准溶液于１００ｍＬ容
量瓶中，加水稀释至刻度，每１ｍＬ溶液相当于１０μｇＺｎ２＋。

铅标准溶液：称取０．１５９８ｇ硝酸铅移入１００ｍＬ的容量
瓶，加水稀释至刻度，每１ｍＬ相当于１ｍｇＰｂ２＋。

铅标准使用液：取１．０ｍＬ的铅标准溶液于１００ｍＬ容量
瓶中，加水稀释至刻度，每１ｍＬ溶液相当于１０μｇＰｂ２＋。
２５％硫代硫酸钠：称取２５ｇ硫代硫酸钠，溶解于１００ｍＬ

蒸馏水中。

０．１％甲基红：称取０．１ｇ甲基红，用６０ｍＬ９５％乙醇溶
解，加蒸馏水定容至１００ｍＬ。

乙酸溶液：取１０ｍＬ冰乙酸溶于７０ｍＬ蒸馏水中。
０．１％双硫腙四氯化碳溶液：称取０．１０ｇ双硫腙，用四氯

化碳溶解至１００ｍＬ，倒入棕色瓶，置于冰箱中保存。临用前，
吸取适量双硫腙四氯化碳溶液，加四氯化碳稀释３０倍，即可
使用。

双硫腙三氯甲烷溶液：称取 １００ｍｇ双硫腙，溶于
１０００ｍＬ三氯甲烷中，此溶液每１ｍＬ含１００μｇ双硫腙，保存
于冰箱备用。临用前取适量上述双硫腙三氯甲烷溶液，置

５０ｍＬ容量瓶中，用三氯甲烷稀释定容。
０．１％酚红指示剂：取酚红 ０．１ｇ，加入氢氧化钠溶液

２．８２ｍＬ使其溶解，再加入蒸馏水至１００ｍＬ。
乙酸－乙酸钠缓冲溶液：称取６８ｇ乙酸钠，用蒸馏水溶

解至２５０ｍＬ。冰乙酸取３１ｍＬ，加蒸馏水至２５０ｍＬ，以上二
者混合。

１．１．５　培养基　马铃薯培养基［７］：将马铃薯洗净去皮，切

块，称取６００ｇ于干净的大烧杯中，加入１０００ｍＬ蒸馏水煮
３０ｍｉｎ，经８～１２层纱布过滤，取马铃薯过滤液，加入６０ｇ葡
萄糖，溶解后用蒸馏水稀释至１２００ｍＬ，分装于２５０ｍＬ三角
瓶中，在１２１℃条件下灭菌２０ｍｉｎ，保存备用。
１．２　方法
１．２．１　酵母菌干粉的制备　在无菌操作台中，挑取３环平板
培养基中的发酵性结合酵母菌 Ａ１０，接种到灭菌的马铃薯培
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养基中，在振荡培养箱中温度为２８℃、转速为１５０ｒ／ｍｉｎ条件
下振荡培养２４ｈ。将该培养液作为种子液，放入冰箱保存，备
用。在无菌操作台中，移取种子液１５ｍＬ，加入到已灭菌的马
铃薯培养基中，在温度为２８℃、转速为１５０ｒ／ｍｉｎ的条件下，
在振荡培养箱中振荡培养２０ｈ。将培养液在离心机中以转速
为４０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，收集菌体，在鼓风干燥箱中以
５０℃ 下烘干，用研钵研磨成粉末状，干燥保存。
１．２．２　酵母菌的固定化方法　海藻酸钠－聚乙烯醇包埋法：
称取１ｇ海藻酸钠和２ｇ聚乙烯醇于干净无菌的小烧杯中，加
入少许的蒸馏水，调成糊状，再加水至２０ｍＬ，将小烧杯在电
炉上加热溶解，然后冷却至室温，再加入一定量的酵母菌干粉

混合均匀，用２０ｍＬ医用注射器吸取混合物，以恒定的速度滴
到４％的氯化钙饱和硼酸溶液中，浸泡约４ｈ后，将固定化的
酵母菌小球移入三角瓶中，用无菌去离子水洗涤４次后，加入
已配制好的溶液中［８］。

１．２．３　金属离子浓度的测定　铅测定方法［９］：取待测溶液

１ｍＬ于６０ｍＬ的分液漏斗中，各加蒸馏水稀释至１０ｍＬ。各
加２滴酚红指示剂，用１∶１氨水调至红色，加１０ｍＬ双硫腙
三氯甲烷溶液，振荡，静置分层后将三氯甲烷层经脱脂棉滤入

１ｃｍ比色杯中，以三氯甲烷调节零点，于波长５１０ｎｍ处测得
吸光度。锌测定方法［１０］：取１ｍＬ待测溶液置于６０ｍＬ分液
漏斗中，各加蒸馏水稀释至１０ｍＬ，滴加甲基红，摇匀，用１∶１
氨水调至刚显黄色，再滴加乙酸至红色，再向分液漏斗中加

５ｍＬ四氯化碳，振摇萃取甲基红，弃去下层的有机相。向各
分液漏斗中加入５ｍＬ乙酸钠缓冲溶液及ｌｍＬ硫代硫酸钠溶
液，混匀后再加１０ｍＬ双硫腙四氯化碳溶液，振摇４ｍｉｎ，静置
分层后，将四氯化碳层通过少许洁净脱脂棉过滤入比色皿中，

在５３５ｎｍ的最大吸光波长处测量溶液的吸光度。
１．２．４　Ｐｂ２＋、Ｚｎ２＋的吸附　将固定化小球分别加入需要进行
吸附的Ｐｂ２＋和Ｚｎ２＋溶液中，用１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ和１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ
调节溶液的ｐＨ值［１１］，于室温下吸附一定的时间，然后取上清

液，用双硫腙可见分光光度法测定上清液中的Ｐｂ２＋和Ｚｎ２＋的
浓度，计算吸附率：吸附率＝吸附量／总量 ×１００％ ＝（总量 －
吸附后的量）／总量×１００％。
１．２．５　ｐＨ值对吸附率的影响　分别取 Ｐｂ２＋、Ｚｎ２＋离子溶液
１００ｍＬ，浓度均为０．３０μｇ／ｍＬ（分别取３．０ｍＬ锌标准使用液
和铅标准使用液于容量瓶中，加蒸馏水定容到１００ｍＬ），用
１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ和１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ调节 ｐＨ值为３．０、３．５、４．０、
４５、５．０、５．５，再分别加入菌体浓度为１．０ｇ／Ｌ的固定化酵母
菌小球，室温下吸附２０ｍｉｎ，取上清液，用可见分光光度计测
吸光度，计算吸附率［１２］。

１．２．６　金属离子初始浓度对吸附率的影响　将固定化酵母
菌置于不同浓度的 Ｐｂ２＋、Ｚｎ２＋离子溶液中。其中，Ｐｂ２＋、Ｚｎ２＋

离子浓度各自分别为０．１，０．１５，０．２０，０．２５，０．３０，０．３５μｇ／ｍＬ。
调节ｐＨ值为４．０，各加入菌体浓度为１．０ｇ／Ｌ固定化酵母菌
小球，室温下吸附２０ｍｉｎ，取上清液，用可见分光光度计测吸
光度，计算吸附率。

１．２．７　菌体浓度对吸附率的影响　Ｐｂ２＋、Ｚｎ２＋离子初始浓度
均为０．２５μｇ／ｍＬ溶液（分别取２．５ｍＬ锌标准使用液和铅标
准使用液于容量瓶中，加蒸馏水定容到 １００ｍＬ），ｐＨ值为
４０，菌体浓度分别为０．５、１．０、２．０、３．０、４．０、５．０ｇ／Ｌ，室温

下，吸附２０ｍｉｎ，吸附后取上清液，用可见分光光度法测吸光
度，计算吸附率。

１．２．８　吸附时间对吸附率的影响　取 Ｐｂ２＋、Ｚｎ２＋离子初始
浓度均为０．２５μｇ／ｍＬ溶液（分别取２．５ｍＬ锌标准使用液和
铅标准使用液于容量瓶中，加蒸馏水定容到１００ｍＬ），ｐＨ值
为４０，加入菌体浓度２．０ｇ／Ｌ固定化酵母菌小球，在室温下，
分别吸附５、１０、１５、２０、３０、４０ｍｉｎ，取上清液用可见分光光度
计测吸光度，计算吸附率。

１．２．９　温度对吸附率的影响　取 Ｐｂ２＋、Ｚｎ２＋离子初始浓度
均为０．２５μｇ／ｍＬ溶液（分别取２．５ｍＬ锌标准使用液和铅标
准使用液于容量瓶中，加蒸馏水定容到 １００ｍＬ），ｐＨ值为
４０，加入菌体浓度２．０ｇ／Ｌ固定化酵母菌小球，分别在２０、
２５、３０、３５、４０、４５℃下吸附 １５ｍｉｎ，吸附后取上清液，用可见
分光光度法测吸光度，计算吸附率。

２　结果与分析

２．１　ｐＨ值对发酵性结合酵母菌吸附重金属能力的影响
由图１可知，在ｐＨ值３．０～５．５，固定化酵母菌对 Ｐｂ２＋、

Ｚｎ２＋的吸附率都超过了８０％。随着溶液ｐＨ值增大，吸附率呈
先升高后降低的趋势。固定化酵母菌对 Ｐｂ２＋的吸附：当 ｐＨ
值＜４．０时，固定化酵母菌对Ｐｂ２＋的吸附率随ｐＨ值升高而升
高，当ｐＨ值为４．０时，达到最大吸附率（８６．５％），当 ｐＨ值大
于４０时，固定化酵母菌的吸附率随ｐＨ值的升高而降低；固定
化酵母菌对Ｚｎ２＋的吸附：当ｐＨ值从３．０升至５．５时，固定化
酵母菌对Ｚｎ２＋的吸附率随ｐＨ值增大而先增大后减小，在ｐＨ
值为４．０时，吸附率达到最大（８５．７％）。其原因有可能是ｐＨ
值低时，细胞表面基团被 Ｈ３Ｏ

＋占据，阻碍了金属离子对细胞

的靠近和活性基团的解离，致使吸附率低；在高ｐＨ值条件下，
Ｈ＋浓度降低，使细胞表面暴露更多的吸附位点，但重金属离子
会以不溶解的氧化物、氢氧化物微粒的形式存在，从而使吸附

过程无法进行。由此可见，酵母菌对重金属离子吸附的最佳

ｐＨ值为４．０。

２．２　重金属离子初始浓度对发酵性结合酵母菌吸附性能的
影响

由图２看出，当菌体浓度一定时，固定化酵母菌对重金属
离子的吸附率总体上是随着初始浓度的升高呈先升高后降低

的趋势，其原因有可能是当重金属离子达到一定浓度时，菌体

上的金属离子结合位点已被饱和，固定化酵母菌对金属离子

的吸附量就不再增加，同时当重金属离子达到一定浓度时，重

金属对酵母菌有毒害作用。
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　　Ｐｂ２＋的初始浓度在０．１０～０．２５μｇ／ｍＬ时吸附率随着浓
度的升高而升高，当初始浓度大于０．２５μｇ／ｍＬ时，吸附率缓
慢降低；但Ｚｎ２＋初始浓度由０．１μｇ／ｍＬ增加到０．２５μｇ／ｍＬ
时，酵母菌对 Ｚｎ２＋的吸附率变化不大，当初始浓度大于
０．２５μｇ／ｍＬ时，吸附率降低幅度较大。
２．３　菌体浓度对发酵性结合酵母菌吸附性能的影响

在重金属离子初始浓度一定的条件下，随着菌体浓度的

增加，酵母菌对重金属离子 Ｐｂ２＋、Ｚｎ２＋的吸附率先增大然后
减小，当菌体浓度为２．０ｇ／Ｌ时吸附率最大（图３）。其原因
可能是在一定范围内增加生物量，可以使吸附位点增加，从而

使吸附率增加；当生物量超过一定值时，导致了吸附位点间的

相互作用，从而减少了一部分有效的吸附位点。

２．４　时间对发酵性结合酵母菌吸附性能的影响
结果（图４）表明，随着吸附时间的增加，酵母菌菌体对

Ｚｎ２＋、Ｐｂ２＋离子的吸附率逐渐增加，当吸附时间大于１５ｍｉｎ
时，菌体对重金属离子的吸附率趋于稳定。这可能因为随着

时间的增加，菌体上的重金属离子吸附位点逐渐饱和。

２．５　温度对发酵性结合酵母菌吸附性能的影响
结果（图 ５）表明，随着温度的升高，固定化酵母菌对

Ｐｂ２＋的吸附率并无明显规律，但当温度在３０℃左右时，固定

化酵母菌对Ｐｂ２＋的吸附效果比较好，而固定化酵母菌对Ｚｎ２＋

的吸附率在２０～３０℃时随着温度的升高而上升。这是由于
生物吸附Ｚｎ２＋的过程是个放热的过程。

３　结论

以海藻酸钠和聚乙烯醇作为包埋剂固定化的发酵性结合

酵母菌Ａ２７对Ｐｂ２＋和Ｚｎ２＋重金属离子具有较强的吸附能力。
在相同的条件下，固定化发酵性结合酵母菌Ａ２７对 Ｚｎ２＋的吸
附率比对 Ｐｂ２＋的吸附率大。发酵性结合酵母菌对 Ｐｂ２＋和
Ｚｎ２＋重金属离子的吸附率受溶液 ｐＨ值、菌体浓度和重金属
离子的初始浓度这３个因素影响较大。本试验结果表明，发
酵性结合酵母菌对重金属的最佳吸附条件是：ｐＨ值 ４．０，
Ｐｂ２＋、Ｚｎ２＋离子的初始浓度均为 ０．２５μｇ／ｍＬ，酵母菌浓度
２．０ｇ／Ｌ，吸附时间１５ｍｉｎ，吸附温度３０℃。
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