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白腐真菌是一类能引起木质白色腐烂作用的

丝状真菌的总称［1］，其生物种类的多样性以及其特

殊的降解机制［2］，备受国内外学者关注. 白腐真菌

生物降解的广谱性，体现在其对生物难降解物质

如农药、苯类化合物、卤化物等的降解［3-5］，因此在

工业废水处理中多有应用.
在实际工业应用中，离散型的白腐真菌在废

水处理过程中，常出现丝状菌大量增殖引起的膨

胀现象，导致运行不稳定. 生物固定化技术作为现

代生物过程领域的新型技术［6］，可有效解决此类问

题. 微生物固定技术的机理主要有吸附、包埋、共

价、结合作用［7］，其中包埋法不仅操作简单，制作的

固定化生物小球强度高，而且可防止生物外流［8］，

因此实际应用较为广泛. 郑宇［9］、茆云汉［10］等人研

究了“包埋-交联”的复合固定技术对微生物进行固

定化处理，均取得了良好的处理效果.

白腐真菌的分离及其固定化应用研究

张 莉，汪 志
武汉工程大学化学与环境工程学院，湖北 武汉 430205

摘 要：通过愈创木酚培养基和鞣酸培养基对白腐真菌所产漆酶的显色作用分离筛选出白腐真菌；采用

“吸附 -包埋 -交联”的复合固定化方法，以改性稻壳作为吸附载体，聚乙烯醇、海藻酸钠为包埋剂，硼酸、

CaCl2为交联剂，制备了白腐真菌固定化生物小球；将该生物小球应用于废水处理，分别研究了生物小球投

加量、曝气量、处理时间、处理温度、pH值等因素对废水处理效果的影响 . 结果表明，在小球投加量为 20%，

曝气量为 2 L/min，处理时间为 8 h，处理温度为 35 ℃，pH范围为 4.5~5的实验条件下，处理后的废水化学需

氧量（COD）值可由 1 027 mg/L降至 94.5 mg/L，COD去除率可达 90.8%.
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Separation, Immobilization and Application of White-Rot Fungi

ZHANG Li，WANG Zhi
School of Chemistry and Environmental Engineering，Wuhan Institute of Technology，Wuhan 430205，China

Abstract：A kind of white-rot fungus was separated by the color reaction of its laccase on guaiacol medium and
tannic acid medium. Then the white-rot fungus was made into immobilized biological pellets by adsorption，
embedding and crosslinking，using modified rice husk as adsorption carrier，polyvinyl alcohols and sodium
alginate as embedding medium，and boric acid and CaCl2 as crosslinking medium. The effects of biological
pellets' dosage，aeration rate，reaction temperature，reaction time and pH value on the treatment effect were
investigated. Results indicate that the removal rate of chemical oxygen demand（COD）can reach 90.8% and the
residual COD concentration reduces from 1 027 mg/L to 94.5 mg/L at the biological pellets' dosage of 20%，

aeration rate of 2 L/min，reaction time of 8 h，reaction temperature of 35 ℃ and pH values of 4.5-5.
Keywords：white-rot fungi；separation；immobilization
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本实验将分离筛选出的白腐真菌进行固定化

处理，改进传统包埋固定的方法，采用“吸附-包埋-
交联”制备出固定化微生物球，并将其应用于废水

处理. 实验所用废水为“萃取-生物”一体化装置［11］

萃取处理后的含氯化工废水，废水中所含氯有机

物经一体化装置的萃取处理，其质量浓度已降至

白腐真菌耐受限度，对驯化过的白腐真菌已无毒

害作用；测得废水的 COD值约 1 027 mg/L.
1 实验部分

1.1 仪器、试剂与材料

1.1.1 实验仪器与试剂

实验仪器：超净工作台、不锈钢手提式压力蒸

汽灭菌器、生化培养箱、生物显微镜、数显恒温水

浴锅、电子天平、精密 pH计、微波炉等.
实验试剂：愈创木酚；鞣酸；聚乙烯醇（1799

型，醇解度 98.0%~99.0%）；海藻酸钠（化学纯）；重

铬酸钾（优级纯）；硫酸亚铁铵（分析纯）；其余试剂

均为分析纯.
实验材料：活性炭粉，购自国药集团化学试剂

有限公司，研磨后过孔径为 125 μm的筛；稻壳粉，

购自仙桃市某粮食加工厂，研磨后过 125 μm筛；

改性稻壳粉，用 2 mol/L硫酸浸渍 8 h，过滤水洗后

烘干.
1.1.2 培养基

1）PDA培养基［12］：马铃薯 200 g，葡萄糖 20 g，
琼脂 15 g，H2O 1 L，pH值 6.0～7.0；

2）PDA-愈创木酚培养基：含有质量分数为

0.1%愈创木酚的 PDA培养基；

3）PDA-鞣酸培养基：含有质量分数为 0.1%鞣

酸的 PDA培养基.
1.2 实验方法

1.2.1 菌种的分离、筛选

1）菌种的分离

实验选取的土壤、腐枝样品来自于武汉工程

大学某落叶林，采用平板划线法接种在 PDA培养

基上，培养 4 d~5 d后挑取白色絮状菌丝转接到新

鲜相同的培养基上，反复转接直至得到纯的菌株.
2）菌种的筛选

愈创木酚和鞣酸对白腐真菌所产生的漆酶具

有明显的显色作用，经过反复筛选可筛选出所需

的白腐真菌［13］. 从 PDA培养基中挑选长势优良的

菌株，挑取其菌丝接种到 PDA-愈创木酚培养基

上，置于生化培养箱中培养 4 d~6 d后，挑出显砖红

色的菌株，在 PDA-愈创木酚培养基上反复接种，

直至出现稳定的变色现象. 将筛出的菌株接种在

PDA-鞣酸培养基上，挑出显紫色的菌株，在 PDA-
鞣酸培养基上反复转接，直至出现稳定的变色现象.

3）显微鉴别

本实验采用简单染色法对分离筛选出的菌株

制片观察. 取洁净载玻片一块，在其中央加一滴无

菌水，用灼烧并冷却后的接种环挑取少量菌丝浸

润在其中. 用美蓝染液对其染色，盖上盖玻片，水

洗去除多余染液，用吸水纸吸去载玻片上的水珠，

自然干燥后镜检.
1.2.2 白腐真菌的固定化

1）固定化方法

将分离筛选出的白腐真菌在培养液中扩大培

养，离心分离出菌体备用，采用“吸附-包埋-交联”

的复合固定化法对其进行固定化.
实验中以聚乙烯醇、海藻酸钠为固定化载体，

硼酸和氯化钙为交联剂，分别掺加活性炭粉、稻

壳、改性稻壳作为吸附载体，制备出活性炭、稻壳

和改性稻壳的固定化生物小球.
2）凝胶小球的制备

按照“质量分数为 10%聚乙烯醇+质量分数为

1.0%海藻酸钠+质量分数为 1.0%外源掺加物”的

比例制备固定化生物小球，其中外源掺加的吸附

载体为活性炭粉、稻壳等.
向 60 mL 蒸馏水中加入聚乙烯醇 6.0 g、海藻

酸钠 0.6 g，加热至 95 ℃以上使其溶解，添加活性

炭粉 0.6 g，混匀；冷却后再投加离心分离的菌体

6.0 g，混匀后备用. 用滴管吸取上述胶状液体，逐

滴滴入到质量分数为 2%CaCl2、质量分数为 3%硼

酸交联溶液中，交联固化 24 h；24 h后用生理盐水

洗净，用 COD值约 400 mg/L的溶液进行活化. 制备

出活性炭固定化生物小球.
稻壳、改性稻壳固定化生物小球制备方法同

上.
3）外源掺加吸附载体的筛选

按照上述方法制备空白固定化生物小球（仅

不掺加吸附载体，其他均相同），并分别将制备的

空白、活性炭、稻壳和改性稻壳四种固定化生物小

球进行 COD降解实验，以确定掺加的最佳吸附载

体类型.
1.2.3 固定化凝胶小球应用研究 确定最佳吸附

载体类型后，制备该类型凝胶小球若干，将其应用

于废水处理；分别研究小球投加量、时间、曝气量、

温度及 pH对废水处理效果的影响，以确定该固定

化生物小球处理废水的最佳环境条件.
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1.3 分析方法

为了检验实验效果，采用 COD的去除率来表

征.
COD的测定：采用快速消解滴定法［14］.

2 结果与讨论

2.1 菌种的分离、筛选

2.1.1 菌种的分离 经平板划线接种培养 4 d后，

每个培养皿约有 5~7个菌落，各菌落能较清晰地分

离. 经过多次转接，菌落不断纯化，通过显微镜观

察，菌落中再无杂菌，所分离的菌落可认为是纯的

菌落. 其中的两种菌种，外观形态如图 1所示.

由图 1可以看出，接种到 PDA 培养基上的菌

种，能快速生长，长出的菌丝能较快向四周伸展，

从而能快速长出较大的菌落.
2.1.2 菌种的筛选 将分离出的纯菌种分别接种

到 PDA-愈创木酚培养基中进行培养，挑出有砖红

色变色现象的菌种继续接种，经过 3次转接，出现

了稳定的砖红色变色现象，如图 2（a）所示；将

PDA-愈创木酚培养基筛选出的菌种接种到 PDA-
鞣酸培养基上继续筛选，挑出有紫色变色现象的

菌种继续转接，经过 2次转接，出现了稳定的紫色

变色现象，如图 2（b）所示.

根据以上的特定显色反应，可以认为所筛选

出的菌种为白腐真菌，引起变色反应的是其分泌

的降解酶系的漆酶.
2.1.3 显微鉴别 为进一步研究分离出的白腐真

菌，对其显微观察以做进一步的鉴别. 用接种环挑

取少量菌丝，置于滴有水滴的载玻片上，轻轻剥离

菌丝，使其松散分散；滴加美兰染液进行染色，盖

上盖玻片，水洗去除多余染液，吸干水后放在显微

镜下观察即可. 如图 3所示.

图 3为生物显微镜下拍摄，菌丝均用质量分数

为 1%的美蓝染色. 图 3（a）为放大 400倍，图 3（b）
为放大 1 000倍. 菌丝结状分隔，纤维菌丝较多，菌

丝大量分枝，无锁状联合.
2.2 白腐真菌的固定化

2.2.1 凝胶小球的制备 实验中的固定化生物小

球采用“吸附-包埋-交联”的复合固定化法，按“质

量分数为 10%聚乙烯醇+质量分数为 1.0%海藻酸

钠+质量分数为 1.0%吸附载体”的质量比制备而

成. 制备出的小球呈白色、较规则的球形，颗粒饱

满，大小均匀，粒径 3 mm~4 mm，如图 4（a）所示；制

备的凝胶小球经交联 24 h后，对其进行活化处理，

活化后白色褪去，略显黄色，如图 4（b）所示.

2.2.2 掺加外源吸附载体的筛选 将制备的空

白、活性炭、稻壳和改性稻壳 4 种凝胶小球进行

COD降解实验，以确定最佳外源掺加吸附载体类

图 1 菌种的分离

Fig. 1 Separation of strains

图 2 （a）愈创木酚和（b）鞣酸 复筛

Fig. 2 Repeated screening by（a）guaiacol medium and
（b）tannic acid medium

图 3 白腐真菌显微放大图像

Fig. 3 Microscopic images of white-rot fungi

图 4 固定化微生物小球外观效果图

（a）活化前，（b）活化后

Fig. 4 Appearance shape of immobilized microbial pellets
（a）before the activation and（b）after the activation

a b

a b

a b
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型. 配置试验培养液，测得其 COD值为 986.3 mg/L；
试验采用 250 mL锥形瓶，加入 200 mL培养液，按

其体积分数 20%的投加量加入凝胶小球，置于

25 ℃恒温水浴锅中静置培养；8 h后测定各培养液

剩余 COD浓度. COD去除率的关系如图 5所示.

由图 5可以看出，与空白小球相比，掺加活性

炭、稻壳和改性稻壳的小球对降解 COD效果均有

提高，以改性稻壳效果最为明显. 这是因为在固定

化过程中掺加吸附载体，对提高小球的结构稳定

性、通透性以及生物稳定性具有明显效果. 与活性

炭、普通稻壳相比，在相同掺入量下，掺入改性稻

壳有更好的效果. 故本实验选择掺加的吸附载体

为改性稻壳.
2.3 白腐真菌的固定化应用

选择改性稻壳为吸附载体后，制备出固定化

生物小球，将其应用于废水处理，以确定其处理废

水的最佳环境条件.
2.3.1 投加量对处理效果的影响 设置固定化生

物小球的投加量（按培养液的体积比）分别为 2%、

5%、8%、12%、15%、20%、25%、30%，在恒温 25 ℃
下静置培养 8 h，测定废水 COD降解情况，以判断

不同投加量下的废水处理效果. 实验结果投加量

对处理效果的影响如图 6所示.
由图 6 可知，投加量在 2%~15%范围内时，

COD去除率随投加量的增大显著提高；继续增大

投加量，COD去除率仅小幅提升，继而基本保持平

稳. 当投加量增大到 20%以后，COD去除率再难提

高. 基于经济成本及工业化应用等方面的考虑，继

续增大固定化小球的投加量必将增加处理成本，

故可确定最佳投加量为 20%.

2.3.2 时间对处理效果的影响 设置生物小球投

加量为 20%，在恒温水浴 25 ℃条件下静置培养，在

培养 0.25 h、0.5 h、1 h、1.5 h、2 h、3 h、4 h、6 h等时

间后测定 COD的去除效果，以判断不同时间下对

废水处理效果的影响. 实验结果见图 7.

由图 7可知，随着培养时间的增加，COD去除

率逐渐提高，培养时间 8 h为拐点，继续延长培养

时间对 COD的去除无明显影响，说明在 8 h时微生

物对 COD再难降解. 故最佳处理时间为 8 h.
2.3.3 曝气量对处理效果的影响 设置生物小球

投加量为 20%，培养温度为 25 ℃，采用微型可调曝

气机对其进行曝气培养，设置曝气量分别为0 L/min、
1 L/min、2 L/min、4 L/min、6 L/min、8 L/min，8 h 后

测定 COD的去除效果，以判断不同曝气量对废水

处理效果的影响. 实验结果如图 8所示.

未掺加 活性炭 稻壳 改性稻壳

Addition compound

90

75

60

45

30

15

0

Rem
ova

lra
teo

fC
OD

/%

600

500

400

300

200

100

0

Res
idu

alC
OD

/（m
g·L

-1 ）

图 5 不同类型的固定化小球对 COD去除率的影响

Fig. 5 Effects of different types of immobilized pellets on
removal rate of COD
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图 6 投加量对处理效果的影响

Fig. 6 Effects of dosage on treatment
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图 7 时间对处理效果的影响

Fig. 7 Effects of time on treatment
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由图 8可以看出，随着曝气量的增大，COD去

除率逐渐提高，曝气量 2 L/min为拐点，继续增大

曝气量对 COD的去除无明显影响，说明曝气量足

够大时，曝气量不再对 COD的去除造成影响. 故最

佳曝气量为 2 L/min.
2.3.4 温度对处理效果的影响 设置生物小球投

加量为 20%，曝气量为 2 L/min，在设定的不同温度

条件下进行曝气培养，8 h 后测定 COD 的去除效

果，以判断不同温度对废水处理效果的影响. 实验

结果如图 9所示.

由图 9 可以看出，在 10 ℃~35 ℃的温度范围

内，废水的 COD去除率随温度升高而增大；随着温

度继续升高，COD去除率开始下降. 故本实验固定

化微生物小球处理废水最佳温度为 35 ℃.
2.3.5 pH 对处理效果的影响 设置生物小球投

加量为 20%，曝气量为 2 L/min，在设定的不同 pH
条件下进行曝气培养，8 h 后测定 COD 的去除效

果，以判断不同 pH对废水处理效果的影响. 实验

结果如图 10所示.

由图 10可知，pH值为 4.5~5之间出现 COD去

除率的峰值，当 pH低于 4.5或高于 5时，COD去除

率明显降低. 故本实验固定化生物小球处理废水

最佳 pH范围为 4.5~5.
综上所述，制备的改性稻壳固定化微生物小

球处理废水的最佳环境条件为：固定化微生物小

球投加量为20%，处理时间为8 h，曝气量为2 L/min，
处理温度为 35 ℃，废水处理 pH范围为 4.5~5；最佳

环境条件下废水的 COD 去除率可达 90.8%，处理

后的废水 COD 值由 1027 mg/L 降至 94.5 mg/L，达
到《污水综合排放标准》（GB 8978-1996）中一级排

放标准［15］.
3 结 语

将分离筛选出的白腐真菌进行固定化处理，

制备出固定化生物小球，并将其应用于废水处理，

得出实验结论如下：

1）分离筛选出的菌株能与愈创木酚、鞣酸发

生特征显色反应，其分泌的胞外酶属于白腐真菌

的特征酶系，因此分离出的菌株是一种白腐真菌.
2）掺加吸附载体有利于白腐真菌的固定化，

以改性稻壳作为外源吸附载体优于活性炭及普通

稻壳.
3）在投加量为 20%，曝气量为 2 L/min，温度为

35 ℃，pH范围为 4.5~5，处理时间为 8 h的条件下，

固定化生物小球处理废水效果最佳，COD去除率

可达 90.8%.
后期实验工作将白腐真菌的固定化生物小球

应用于“萃取-生物”一体化装置的生物部分，进一

步研究其对含氯化工废水的处理，使其更加稳定

化、系统化.

图 8 曝气量对处理效果的影响

Fig. 8 Effects of aeration rate on treatment

图 9 温度对处理效果的影响

Fig. 9 Effects of temperature on treatment
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图 10 pH对处理效果的影响

Fig. 10 Effects of pH on treatment
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