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摘  要 从受污环境中分离筛选出对Ni2+有去除活性的产朊假丝酵母菌y188。采用响应曲面法对游离细胞去除废水中Ni2+的条件进行优化。在35℃，pH 7.0，130 r/min振荡培养25 min的条件下，y188细胞对模拟废水中Ni2+的去除率达到98.49%。以y188为菌种、废弃煤渣颗粒为载体组建固定化细胞生物反应器。该反应器在15～45℃、pH 2～8的条件下均保持良好的除Ni2+活性，对Ni2+浓度为10 mg/L的模拟废水可连续处理8批，Ni2+的去除率保持在91% 以上，对Ni2+浓度为13.74 mg/L的实际废水连续处理6批，Ni2+的去除率保持在93% 以上。出水Ni2+浓度均<1.0 mg/L，达到国家电镀污染物排放标准。显微观察结合解吸实验表明，y188细胞在30 min内对废水中Ni2+的去除主要是吸附除Ni2+。
关键词  产朊假丝酵母菌；废弃煤渣；固定化细胞；微生物反应器
中图分类号 X52    文献标识码 A       文章编号
Study on Removing Nickel fromWastewater by Immobilized Microbial Reactor

Pang Xiufen 1, Duan Ruoyi2, Liang Minbo1, Tian Ping1
(1. Department of Applied Chemistry, Xi'an University of Technology , Xi'an 710054, china;

 2. Department of Environment, Tianjin University, Tianjin 300350 , china )
Abstract  Candida utilis y188 which had removal activity was separated from polluted environment .Response 

Surface methodology (RSM) was used to optimize the removal conditions of Ni2+. they were pH 7.0, temperature 

35℃, reaction time 25 min, rotate speed 130 r/min. The removal rate of Ni2+ by y188 was 98.49%. Using y188
as strains, The microbial immobilized reactor was created for abandoned coal cinder as carrier. Under the condition

of temperature 15～45℃ and pH 2～8,The reactor had good removal activity of Ni2+.The microbial reactor treated simulated wastewater containing 10 mg/L Ni2+ 8 groups. The removal rate of Ni2+ was above 91%. It treated actual wastewater containing 13.74 mg/L Ni2+ 6 groups . The removal rate of Ni2+ was remained above 93%. The concentration of Ni2+ was lower than 1.0 mg/L, and achieved the national electroplating pollutants emission standards. Microscopic observation and desorption experiment showed that removal of Ni2+ from wastewater by y188 was biosorption mainly within 30 min.
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现代工业的发展产生大量高浓度的含Ni2+废水，污染环境，危害人体健康[1]，已引起人们的广泛关注。常规的化学处理方法成本高、选择性低、能耗大，并可能产生二次污染[2]。而传统的活性污泥生物处理工艺中，微生物易流失，回收、重复利用较为困难[3]。固定化细胞技术应用于废水的处理，具有处理效率高、稳定性强、细胞密度大、产泥量少及固液分离效果好等优点，近年来成为国内外研究的热点[4]。
本研究以选育的一株高活性除Ni2+产朊假丝酵母菌y188为优良菌种，以废弃煤渣颗粒为载体，组建下流式底部曝气固定化细胞生物反应器，提高了微生物适宜环境的能力，缩短了废水的处理周期，可实现连续化处理。拟为进一步开发处理实际工业含镍废水的反应器提供可参考的方法。
1 材料与方法
1.1 培养基
液体培养基（%）：酵母膏0.5，蛋白胨1.0，葡萄糖2.0，自来水配制，自然pH。
1.2 菌种
所用菌种是从西安市某电镀厂的排水沟污泥中分离筛选，经鉴定为产朊假丝酵母菌（Candida utilis），编号为y188。
1.3 模拟废水
用去离子水将Ni(NO3)2配制成Ni2+浓度为10 mg/L的溶液，pH为7.0。
1.4 实际废水
采自西安沣京工业园某电镀厂排放的含Ni2+废水。测得Ni2+浓度为13.74 mg/L，pH 为4.0。
1.5 实验方法
1.5.1 y188菌种增殖培养
将斜面保藏的y188菌种一支接种至100 mL液体培养基中，于30℃、130 r/min振荡培养24 h后，吸取20 mL菌悬液于100 mL新鲜液体培养基中震荡培养24 h，离心收集菌体，备用。
1.5.2 溶液中Ni2+浓度的测定
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Ni2+浓度的测定采用火焰原子吸收光谱法[5]。测定条件：镍空心阴极灯，分析线波长：232 nm，灯电流2.0 mA，燃气流量2300 mL/min，燃烧器高度5 mm，燃烧器位置-1.0 mm。 

1.6 固定化细胞生物反应器的组建
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反应器主体部分为玻璃圆柱体，直径ф=70mm，总高度660mm，总体积2.5L。先将少量洗净的鹅卵石装于反应器底部做承托层（约10cm），然后将燃烧过的废弃煤渣洗净、烘干、粉碎、过筛（粒径2-3mm），填充到反应器中，组建下流式底部曝气生物反应器[6]。经测定，反应器的有效高度为420mm，有效体积为1.6L，如图1所示。
将收集的y188菌体用500mL液体培养基稀释后加入到反应器中，在一定条件下培养4周，使其在载体上附着固定。
2 结果与讨论
2.1 y188游离细胞除Ni2+的条件优化
在单因素条件实验的基础上，选取pH（A）、温度（B）、时间（C）和转速（D）作为优化因子，以Ni2+的去除率为响应值，利用Box- Behnken Design（BBD）软件进行设计分析及结果优化。实验因素及水平见表1，实验设计与结果见表2。
表1 实验因素水平表
Table.1 Experimental factors and levels

	因素                 编码
	水平
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温度/ ℃
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25
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	8
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表2 实验设计与结果
Table.2 Experimental design and result

	实验号
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	85.4

93.8

92.8

95.8

96.0

91.5

91.5

91.3

91.2

85.7

98.4
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回归方程的方差分析和参数估计及显著性分析的主要结果见表3及表4。
表3 回归方程的方差分析
Table.3 Variance analysis of regression equation
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表4 二次回归模模型参数
Table.4 Parameters of quadratic regression model
[image: image4.bmp]
二次回归模型的F值来源于回归误差及误差的平均偏差平方和的比值，F值越大越好，P< 0.05证明考察的因子具有统计学意义。由表3可以看出，F值为14.28，P<0.0001，大于在0.01水平上的F值；失拟项的F值为1.08，小于在0.05水平上的F值，说明该模型拟合效果较好。一次项、二次项和交互项的F值均大于0.01水平上的F值，说明各个因素和各因素之间的交互作用都对去除率有显著的影响。
由表4可知，各因素影响程度从大到小的依次顺序为转速、温度、pH、时间。Ni2+去除率回归方程为：t = -52.83 +14.22A + 2.58B - 0.46C + 0.80D - 0.77A2 -0.080BA - 0.020B2 + 0.010CB + 0.010C2 + 0.010DA - 0.010DB -0.00069DC - 0.0024D2.

由方程的显著性分析得F1=14.28，相应概率值P <0.0001，失拟性检验分析得F2=1.08，相应的P值为0.5193，决定系数R2=0.9346。由方程的的显著性检验可知，该方程的模型达到极其显著；失拟性分析表明，回归模型与实测值能较好的拟和。各因素的交互影响见图2、图3、和图4。
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由图2可以看出，时间和转速处于中心点时，随着温度和pH的不断升高，去除率也随之增大。当温度高于35℃时，去除率开始下降。由图3可知，在一定pH范围内，随着转速的升高去除率增大。由图4结合图2、图3，通过计算可得游离y188细胞去除Ni2+的最优
条件为： 反应时间25 min，pH为7.0，转速为130 r/min、温度为35℃，Ni2+的去除率达到98.49%。由此可见，y188是除Ni2+的优良菌种。
2.2 固定化细胞生物反应器的除Ni2+特性
以y188为菌种，以废弃煤渣颗粒为载体，按照1.7的方法组建固定化细胞生物反应器，考察其对含Ni2+废水的处理能力。
2.2.1 温度对固定化细胞生物反应器除Ni2+的影响
    将反应器置恒温箱中保温1h后，将相同温度的模拟废水加入反应器中恒温曝气处理15min，测定出水上清液的Ni2+浓度。生物反应器对不同温度的模拟废水的处理结果见表5。
表5 温度对固定化细胞生物反应器除Ni2+的影响
Table.5 Effect of the temprature on immobilized microbial bioreactor for removal of Ni2+
	温度/℃
	15
	  20
	  25
	  30
	  35
	 40
	  45

	出水Ni2*浓度/(mg/L)

去除率/%
	0.788

92.12
	0.527

94.73
	0.179

98.21
	0.044

99.56
	0.027

99.73
	0.332

96.68
	0.541

94.59


由图5可以看出，该生物反应器适宜温度的范围较广，在15～45℃范围内，对模拟废水中Ni2+的去除率均保持在92%以上，出水Ni2+浓度<1.0 mg/L。因此，可选择在自然温度条件下进行废水的处理。
2.2.2  pH对固定化细胞生物反应器除Ni2+的影响
自然温度条件下，分别将不同pH的模拟废水加入反应器中曝气处理15min，测定出水上清液的Ni2+浓度。结果见表6。
表6 pH对固定化细胞生物反应器除Ni2+的影响
Table.6 Effect of pH on immobilized microbial bioreactor for removal of Ni2+

	pH
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	出水Ni2*浓度/(mg/L)

去除率/%
	0.611

93.89
	0.497

95.03
	0.462 95.38
	0.210

97.90
	0.090

99.10
	0.070

99.30
	0.190

98.10


可见，该生物反应器对pH的适应能力较强，在pH 2～8的范围内，对Ni2+的去除率均保持在93%以上，出水Ni2+浓度<1.0 mg/L。这一特点应用于pH变化幅度较大的实际工业废水的处理占有很重要的优势。
2.3 固定化细胞生物反应器对模拟废水的处理
在自然条件下（pH 6～7，28℃），将500 mL模拟废水加入反应器中进行曝气处理，每隔15 min取样测定上清液中的Ni2+浓度，30min后放空反应器，重新加入500 mL模拟废水重复上述操作。
表7生物反应器对模拟废水的处理
Table.7 Treatment of simulative wastewater by microbial bioreactor

	批次
	1
	2
	3
	4
	5

	时间/ min

出水Ni2*浓度/(mg/L)

去除率/%
	15

0.068

99.32
	30

0.037

99.63
	15

0.076

99.24
	30

0.046

99.54
	15

0.086

99.14
	30

0.057

99.43
	15

0.140

98.60
	30

0.109

98.91
	15

0.255

97.45
	30

0.233

97.67

	批次
	6
	7
	8
	9
	10

	时间/ min

出水Ni2*浓度/(mg/L)

去除率/%
	15

0.477

95.23.
	30

0.414

95.86
	15

0.615

93.85
	30

0.620

93.80
	15

0.898

91.02
	30

0.866

91.34
	15

1.188

88.12
	30

1.144

88.56
	15

1.553

84.47
	30

1.532

84.68


反应器连续处理8批废水，每批运行15 min后，出水中残留的Ni2+浓度已达到标准（<1.0mg/L），Ni2+去除率保持在91%以上。与游离细胞相比，固定化细胞生物反应器具有处理周期短、稳定性好、可连续操作等优势。
2.4 固定化细胞生物反应器对实际废水的处理
    实际废水是从西安沣京工业园某电镀厂采集的含Ni2+电镀废水，测得Ni2+浓度为13.74 mg/L，pH为4.0。用组建的生物反应器连续处理7批实际废水，每批进水体积300mL，处理时间15 min。每批处理结束后测定出水Ni2+浓度。实验结果见表8.

表8 生物反应器对实际废水的处理
Table.8 Treatment of practical wastewater by microbial bioreactor
	批数
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	出水pH
	6.0
	6.0
	6.0
	5.5
	5.5
	5.5
	4.5～5.0

	出水Ni2*浓度
/（mg/L）
	0.36
	0.44
	0.50
	0.71
	0.89
	0.92
	3.66

	去除率/%
	97.37
	96.79
	96.36
	94.83
	93.52
	93.30
	73.36


实验表明，组建的生物反应器应用于含Ni2+工业废水的处理不仅效率高，而且具有一定的缓冲性能。连续处理6批实际废水后，Ni2+的去除率仍然保持在93%以上，出水Ni2+浓度<1.0 mg/L，符合国家电镀污染物排放标准中的排放浓度[7]。
2.5 y188细胞除Ni2+机理分析

 图5和图6分别为y188细胞处理含Ni2+废水前后的显微照片。可见，与处理前的细胞相比，处理废水后的细胞表面粗糙，细胞间粘结、凝聚，透光度差。可以推断细胞表面附着了大量的Ni2+。为了验证这一推断，对处理废水后的细胞进行解吸实验。离心收集处理模拟废水（Ni2+浓度为10 mg/L）后的 y188细胞，用去离子水洗涤，离心收集细胞，加入一定体积的0.1 mol/L的醋酸解吸液，振荡解吸30 min，离心收集解吸液。经测定，解吸液中Ni2+浓度为9.40mg/L。由此可见，废水中所去除的Ni2+有94%以上被吸附在细胞表面。分析认为，y188细胞在30 min内对废水中Ni2+的去除主要是吸附除Ni2+。

图5 吸附Ni2+前y188的显微照片                  图6  吸附Ni2+后y188的显微照片
Fig 5  Micrographs of y188 before adsorption of Ni2+    Fig 6  Micrographs of y188 after adsorption of Ni2+
注：放大倍数：×1200

3 结论
3.1 采用响应曲面法对分离得到的产朊假丝酵母y188游离细胞除Ni2+条件进行优化，在最适条件下，游离细胞对废水中Ni2+的去除率达到98.49%，表明y188是一株优良菌种。
3.2 以y188为菌种，以废弃煤渣颗粒为载体组建下流式底部曝气固定化细胞生物反应器。与游离细胞相比，该反应器对温度及pH的适应能力强，处理效率高。在15～45℃、pH 2～8的范围内，对Ni2+浓度为10 mg/L的模拟废水处理15min后，出水Ni2+浓度<1.0 mg/L。
3.3 y188固定化细胞生物反应器应用于实际含Ni2+废水的处理得到理想效果。对Ni2+浓度为13.74 mg/L、pH 4.0的电镀废水连续处理6批后，Ni2+的去除率保持在93%以上，出水Ni2+浓度<1.0 mg/L，达到国家电镀污染物排放标准中的排放浓度。
3.4 显微观察结合解析实验表明，y188细胞在30 min内对废水中Ni2+的去除主要是吸附除Ni2+。
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图4 温度和转速对Ni2+去除率影响的响应曲面图


Fig. 4 Response surface for the temperature and rotate velocity
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图3 pH和转速对Ni2+去除率影响的响应曲面图


Fig. 3 Response surface for the pH and rotative velocity
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图1 底部曝气微生物反应器示意图


 Fig .2  Model of bioreactor with aeration from bottom
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图2 pH和温度对Ni2+去除率影响的响应曲面图


Fig. 2 Response surface for the effect of pH and 


temperature on removal rate of Ni2+
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