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聚氨酯泡沫材料对氰降解菌
固定化影响的研究
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摘要:在聚氨酯泡沫(ＰＵＦ)固定化细胞降解氰化物研究的基础上ꎬ探讨了泡沫组分硅油(Ｌ－５８０)、交联剂(１００６－２)以及发

泡剂(水)质量分数对材料亲水性、孔壁性质的影响ꎬ并对氰化物降解菌固定化细胞量、降氰酶活的影响进行了研究ꎮ 结果表

明ꎬ当 ＰＵＦ 组分中 Ｌ－５８０、１００６－２ 和水的质量分数分别为 １％、１０％、０％时制备所得泡沫用于氰降解菌的固定化ꎬ体系的总生物

量比游离细胞体系提高了 ４３％ꎬ降解氰化物的总酶活约为游离细胞体系的 ２ 倍ꎮ
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　 　 氰化物是一种剧毒性的化工基础原料ꎬ低浓度

下就会对生物体造成致命危害ꎮ 由于其在金属电

镀、冶金、合成纤维、塑料等多种行业都有应用ꎬ由此

产生的含氰工业废水的环境污染问题一直受到重视

和关注[１]ꎮ 以高生物密度为显著特征的固定化细

胞体系是处理有毒、难生物降解类污染物的有效手

段[２－３]ꎮ 如 Ｃｈｅｎ 等[４] 分别采用海藻酸盐和三乙酸

纤维素固定化 Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｏｘｙｔｏｃａ 菌株降解 ３ ｍｍｏｌ / Ｌ
氰化物的最大降解速率为 ０􀆰 ２２４ ｍｍｏｌ / ( Ｌ􀅰ｈ) 与

０􀆰 １９２ ｍｍｏｌ / (Ｌ􀅰ｈ)ꎬ而游离的细胞降解速率仅为

０􀆰 ０８５ ｍｍｏｌ / (Ｌ􀅰ｈ)ꎻＭａｎｉｙａｍ 等[５]采用海藻酸钙小球

固定化 Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ ＵＫＭＰ－５Ｍ 细胞降解 １２ ｍｍｏｌ / Ｌ
氰化物ꎬ经过 １０ ｈ 后固定化细胞对 １２ ｍｍ ＫＣＮ 的

降解率为 ８１％ꎬ而游离细胞的降解率仅为 ４８％ꎮ 因

此ꎬ构建高生物量的固定化细胞体系是氰污染生物

处理系统具有高效降解率的重要基础ꎮ
目前ꎬ用于氰降解菌固定化的载体材料主要有

海藻酸盐[６]、活性碳[７]、聚乙二醇[８]、结冷胶[９] 等ꎮ
课题组在前期的研究中也开展了沸石[１０]、玉米

芯[１１]、聚氨酯泡沫[３]固定化细胞体系降解氰化物的

相关实验ꎬ结果表明ꎬ不同载体固定化的生物量存在

较大差异ꎬ说明材料本身对细胞的附着生长具有影

响作用ꎮ 聚氨酯泡沫(ＰＵＦ)是由多元醇和聚醚合成

的一类高分子材料ꎬ具有多孔性、机械性能好、生物

相容性高、理化性质稳定等优点而被认为是良好的

固定化载体材料[１２－１３]ꎬ在环境污染处理领域应用广

泛[１４－１５]ꎮ 如王蕾等[１６]利用 ＰＵＦ 固定化菌株降解苯

酚ꎬ经过 １２０ ｈ 对 １ ０００ ｍｇ / Ｌ 苯酚的降解率达到
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７２􀆰 ９６％ꎮ 司伟磊等[１７] 利用 ＰＵＦ 吸附固定蒽醌ꎬ使
得偶氮染料的生物脱色速率提高 １~３ 倍ꎬ强化了偶

氮染料的生物脱色作用ꎮ 聚氨酯泡沫材料的泡孔结

构与机械强度是影响菌株附着生长的关键因素ꎬ在
泡沫的制备合成过程中ꎬ表面活性剂硅油(Ｌ－５８０)、
交联剂 ６－羟基聚乙二醇(１００６－２)以及化学发泡剂

(水)这 ３ 种组份分别对泡沫的亲水性与孔径结构

具有调节作用[１８－２０]ꎮ Ｈａｓａｎ 等[１８] 发现表面活性剂

用量的改变会影响 ＰＵＦ 的孔径、孔壁厚度和张力ꎬ
继而影响细胞黏附生长的特性ꎮ

因此ꎬ笔者基于课题组前期筛选获得 １ 株氰化

物降解菌株以及聚氨酯泡沫固定化细胞的研究基

础[２１]ꎬ进一步探讨了聚氨酯泡沫组分硅油 ( Ｌ －
５８０)、交联剂 ６－羟基聚乙二醇(１００６－２)以及化学

发泡剂(水)质量分数变化对氰降解菌固定化的影

响ꎬ为构建高效氰化物生物降解体系奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验菌株和培养基

产碱杆菌 Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ ｓｐ.ＤＮ２５ 为实验室筛选获

得并保藏ꎬ保藏号为 ＣＧＭＣＣ ５７３４ꎮ
基本培养基:(ＮＨ４) ２ＳＯ４ 质量浓度为 ２􀆰 ０ ｇ / Ｌꎬ

ＮａＣｌ 质量浓度为 ０􀆰 ５ ｇ / Ｌꎬ Ｋ２ＨＰＯ４ 质量浓度为

２􀆰 ０ ｇ / Ｌꎬ蛋白胨质量浓度为 ５􀆰 ０ ｇ / Ｌꎬ葡萄糖质量浓

度为 １０􀆰 ０ ｇ / Ｌꎬ酵母粉质量浓度为 ５􀆰 ０ ｇ / Ｌꎬ ｐＨ
为 ８􀆰 ０ꎮ
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 菌株 ＤＮ２５ 的培养

使用 ２５０ ｍＬ 的摇瓶培养ꎬ将菌株 ＤＮ２５ 接种于

２０ ｍＬ 经过高压蒸汽灭菌后的培养基中ꎬ ３０℃、
１２０ ｒ / ｍｉｎ 摇床培养 ２４ ｈꎬ制备得到种子液ꎬ待用于

固定化细胞体系的接种ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 聚氨酯泡沫的制备

在塑料烧杯中称取聚醚 ４１１０Ｇ、Ｌ－ ５８０ 硅油、
１００６－２(６ 羟基聚乙二醇)、１６１８Ａ、Ｃ－８(二甲基环

己胺)、ＫＦ－２８(二羟基聚丙二醇 /乙二醇共聚物ꎬＥＯ
占 ３０％)、ＣＦＣ － １４１Ｂ(发泡剂)、水、Ａ － ３３ 催化剂

(３３％三乙烯二胺的二丙二醇溶液)、Ｙ－１ 等原料混

合ꎬ然后在 ４ ０００ ｒ / ｍｉｎ 转速下充分搅拌 １ ｍｉｎꎬ静
置ꎬ恒温水浴至 ３０℃ꎬ得到混合聚醚组分ꎮ 再加入

ＭＤＩ－５００５ꎬ以 ４ ０００ ｒ / ｍｉｎ 的转速搅拌 ５ ｓ 后ꎬ迅速

倒入模具中进行发泡ꎮ 将制作完成的泡沫置于

８０℃烘箱中熟化 ４ ｈꎬ得到聚氨酯泡沫(聚氨酯泡沫

原料均购于湖州合达科技有限公司)ꎮ

采用单一变量法考察 ＰＵＦ 组分含量对细胞固

定化的影响ꎬ硅油、１００６－２ 和水的质量分数分别设

定为 １％、３％、５％、７％ꎻ５％、１０％、１５％、２０％ꎻ０、１％、
２％、３％ꎬ其他组分质量分数保持不变ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 聚氨酯泡沫载体的预处理及细胞固定化

将制备的聚氨酯泡沫切割成 ０􀆰 ５ ｃｍ×０􀆰 ５ ｃｍ×
０􀆰 ５ ｃｍ 的小立方体泡沫方块ꎮ 用 ９５％乙醇浸泡

１０ ｍｉｎꎬ再用去离子水浸洗 ３ 次后烘干ꎮ 称取预处

理后的泡沫 １０ 块为 １ 份[(０􀆰 ０６±０􀆰 ００５) ｇ]ꎬ加入

２０ ｍＬ 培养基中ꎬ１２１℃高压蒸汽灭菌 ２０ ｍｉｎ 后ꎬ以
１０％的接种量接种ꎬ然后置于摇床中(３０℃、１２０ ｒ / ｍｉｎ)
培养 ２４ ｈꎮ 将固定化细胞与发酵液固液分离后ꎬ用
ｐＨ ８􀆰 ０ 的磷酸缓冲液清洗固定化细胞 ２~３ 次ꎬ最后

在真空冷冻干燥机中冷冻干燥ꎬ待用于氰化物降解

实验ꎮ
１􀆰 ３　 固定化细胞降解氰化物

以 １０ ｍＬ 磷酸盐缓冲液(０􀆰 ２ ｍｏｌ / ＬꎬｐＨ ＝ ８􀆰 ０)
作为氰化物降解的基本体系ꎬ氰离子质量浓度为

１００ ｍｇ / Ｌꎬ加入 １ 份固定化细胞ꎬ于 ３０℃、１２０ ｒ / ｍｉｎ
条件下降解 １５ ｍｉｎꎬ一定时间取样测定剩余氰离子

浓度ꎮ 最后按照氰降解量 /固定化的细胞量的关系ꎬ
计算得到固定化细胞的比酶活ꎮ 与游离细胞体系进

行对比时ꎬ采用总酶活进行表征ꎬ总酶活按照单位时

间内总细胞量降解氰化物的量ꎮ
１􀆰 ４　 分析方法

游离态的细胞以 ４℃、９ ５００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎꎬ
然后用磷酸缓冲液洗涤 ２ 次ꎬ相同条件下离心ꎬ冷冻

干燥后称重ꎬ得到游离细胞的干重ꎮ 固定化细胞的

质量采用重量差法测定ꎬ即载体固定化前后的质量

差值ꎮ 体系的总菌量以固定化细胞的干重和游离态

细胞的干重计ꎮ 比固菌量定义为载体上的固定化细

胞量与载体质量的比值ꎮ 氰化物的分析采用国标

方法[２２]ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 硅油(Ｌ－５８０)质量分数对菌株固定化的影响

表面活性剂在调整泡沫的孔径和形态方面发挥

关键作用[１８]ꎬ不同质量分数硅油制备的聚氨酯泡沫

对细胞固定化的结果如图 １ 所示ꎮ 由图 １(ａ)中可

以看出ꎬ固定化细胞体系的总菌量均高于游离细胞

体系ꎬ当硅油质量分数为 ３％时ꎬ固定化细胞的生物

量达到最大值 ４􀆰 ９６ ｍｇꎬ 此时体系的总菌量为

３６􀆰 ６ ｍｇꎬ比游离细胞体系的总菌量(３０􀆰 ５ ｍｇ)提高

约 ２０％ꎻ当硅油质量分数增大为 ７％时ꎬ固定化的细
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胞量减少为 ３􀆰 ９３ ｍｇꎮ 不同质量分数硅油制备所得

聚氨酯泡沫的电镜扫描图如图 ２ 所示ꎮ 由图 ２ 中可

以看出ꎬ增大硅油质量分数会使泡孔变小ꎬ同时孔壁

也变得更加光滑、细腻ꎬ但是泡孔细腻反而不利于细

胞的附着生长ꎬ因此硅油质量分数大于 ３％时ꎬ固定

化的细胞量降低ꎮ 从图 １ ( ｂ) 中可以看出ꎬ当 Ｌ－
５８０ 质量分数为 １％时ꎬ固定化细胞的比酶活最

大ꎬ达到 ７ ９３６􀆰 １ ｍｇ / ( Ｌ􀅰ｇ)ꎮ 随着 Ｌ－５８０ 质量分

数的增加ꎬ固定化细胞的比酶活降低ꎬ当 Ｌ－５８０ 质

量分数增加至 ７％时ꎬ固定化细胞的比酶活仅为

５ ３３４􀆰 ７ ｍｇ / (Ｌ􀅰ｇ)ꎬ比硅油质量分数为 ３％时降低了

３２􀆰 ７％ꎮ 这是因为孔壁变光滑不利于泡沫吸附营养

物质ꎬ从而影响细胞的附着生长ꎬ因此不利于菌株

降氰酶的产酶ꎮ 虽然硅油质量分数为 ３％时的比

固菌量比 １％时提高了 ３５％ꎬ但是比酶活却降低了

３２􀆰 ７％ꎬ因此从经济成本考虑ꎬ选择制备 ＰＵＦ 的

Ｌ－５８０ 质量分数为 １％ꎮ

１—固定化细胞量ꎻ２—总细胞量

(ａ)对生物量的影响

１—比固菌量ꎻ２—比酶活

(ｂ)对比酶活的影响

图 １　 硅油 Ｌ－５８０ 质量分数对细胞固定化的影响

(ａ)硅油质量分数为 ３％ (ｂ)硅油质量分数为 ７％

图 ２　 聚氨酯泡沫的电镜扫描图

２􀆰 ２　 １００６－２ 质量分数对菌株固定化的影响

交联剂 １００６－２ 可以提高聚氨酯泡沫的力学强

度[１９]ꎬ同时改善亲水性以及形成致密的泡孔结构ꎬ
交联剂 １００６ － ２ 质量分数对细胞固定化的影响如

图 ３ 所示ꎮ 从图 ３(ａ)中可以看出ꎬ固定化细胞体系

的生物量皆高于游离细胞体系ꎬ当 １００６－２ 质量分

数为 ２０％时ꎬ固定化细胞量达到最大值 ９􀆰 ２３ ｍｇꎬ体
系总生物量为 ３７􀆰 ５ ｍｇꎬ比游离细胞体系(２５􀆰 ４ ｍｇ)
高约 ４７％ꎮ Ｍａ 等[２３]发现活性碳纤维的网状结构使

得 Ｐ.ｐｕｔｉｄａ 可以均匀地附着在网状纤维上固定生

长ꎬ因此固定化的生物量增多ꎮ 与 Ｍａ 等的研究结

果相类似ꎬ增大交联剂 １００６－２ 的质量分数可以使

聚氨酯泡沫形成致密的网状结构[２４]ꎬ可为细胞的附

着生长提供更多的界面ꎮ 从图 ３(ｂ)中可以看出ꎬ当
１００６－２ 的质量分数为 １０％时ꎬ固定化细胞的比酶活

达到最大值 １ ７９２１􀆰 １ ｍｇ / (Ｌ􀅰ｇ)ꎻ当 １００６－２ 的质量

分数大于 １０％时ꎬ细胞的比酶活明显降低ꎬ而当

１００６－２ 质量分数增加至 ２０％时ꎬ固定化细胞的比酶

活减少为 １０ ８８２􀆰 １ ｍｇ / (Ｌ􀅰ｇ)ꎬ比 １０％时的比酶活

降低了 ３９％ꎮ 原因是致密的泡孔结构不利于生长

在泡孔内部的细胞(如图 ４ 所示)与氰化物相接触ꎬ
从而使得氰的降解率下降ꎬ比酶活变低ꎮ 尽管

１００６－２ 质量分数为 ２０％时的比固菌量比 １０％时提

高了 ４１􀆰 ２％ꎬ但是比酶活却降低了 ３９％ꎬ从经济成

本考虑ꎬ采用 １０％的交联剂 １００６－２ 较为合适ꎮ

１—固定化细胞量ꎻ２—总细胞量

(ａ)对生物量的影响

１—比固菌量ꎻ２—比酶活

(ｂ)对比酶活的影响

图 ３　 交联剂 １００６－２ 质量分数对细胞

固定化的影响
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２０２１ 年 ４ 月 蒋郑峰等:聚氨酯泡沫材料对氰降解菌固定化影响的研究

　 　 (ａ)ＰＵＦ－固定化细胞 (ｂ)氰降解菌 Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ ｓｐ.ＤＮ２５

图 ４　 ＰＵＦ－固定化细胞的 ＳＥＭ 图

２􀆰 ３　 水的质量分数对菌株固定化的影响

水可以作为合成聚氨酯泡沫材料的发泡剂[２０]ꎬ
泡沫在制备过程中存在发泡与凝胶的反应平衡问

题ꎬ发泡剂用量太多会导致聚氨酯的泡孔坍塌ꎬ因
此ꎬ考察水的质量分数对细胞固定化的影响ꎬ结果如

图 ５ 所示ꎮ 由图 ５(ａ)中可以看出ꎬ与硅油、交联剂的

结果相一致ꎬ固定化细胞体系的生物量比游离细胞体

系高ꎬ载体上的固定化细胞量的最大值(９􀆰 ５９ ｍｇ)发
生在水质量分数为 ３％时ꎮ 由图 ５(ｂ)可知ꎬ固定化

细胞的氰降解比酶活随着水质量分数的增加呈下降

趋势ꎬ当水的质量分数为 ０％时ꎬ固定化细胞的比酶

活为最大值 １５ ４５５􀆰 ９ ｍｇ / (Ｌ􀅰ｇ)ꎻ水的质量分数增

大至 ３％时ꎬ比酶活降低为 ９５ ４４４􀆰 ５ ｍｇ / (Ｌ􀅰ｇ)ꎮ 比

酶活的降低与细胞脱落有关ꎬ由于增大发泡剂的量

使得泡孔结构变大ꎬ泡沫变得松散[２５]、机械强度降

低ꎬ导致在降解过程中易于磨损ꎬ造成固定化细胞脱

落ꎬ因此ꎬ氰降解效率下降ꎬ比酶活显著降低ꎮ 鉴于

　 　 　 　 　 　 　

１—固定化细胞量ꎻ２—总细胞量

(ａ)对生物量的影响

１—比固菌量ꎻ２—比酶活

(ｂ)对比酶活的影响

图 ５　 水质量分数对细胞固定化的影响

发泡剂对泡沫机械强度的显著影响ꎬ水的质量分数

采用 ０％较为合适ꎮ
２􀆰 ４　 固定化细胞体系和游离细胞体系的对比

将组分 Ｌ－５８０、１００６－２ 和水按照 １％、１０％、０％的

质量分数合成聚氨酯泡沫制备固定化细胞降解氰化

物ꎬ结果如表 １ 所示ꎮ 由表 １ 中可以看出ꎬ游离细胞

体系的总生物量为 ２５􀆰 ８５ ｍｇꎬ而固定化细胞体系的总

菌量达到 ３６􀆰 ８５ ｍｇꎬ比游离细胞体系提高了 ４３％ꎬ计算

得到单位载体上的比固菌量为 ９８􀆰 ０７ ｍｇ / (ｇ􀅰ＰＵＦ)ꎮ
对比 ２ 个体系的氰降解总酶活结果可知ꎬ游离细胞

体系的总酶活为 １１ ４１５􀆰 ７ ｍｇ / (Ｌ􀅰ｈ)ꎬ固定化细胞

体系的总酶活则提高至 ２２ ７８１􀆰 ２ ｍｇ / (Ｌ􀅰ｈ)ꎬ约为

游离细胞体系的 ２ 倍ꎬ说明该载体材料有利于实验

菌株的附着生长以及酶活提高ꎮ
表 １　 固定化细胞体系与游离细胞体系的对比结果

总细胞量 /

ｍｇ

固定化细胞量 /

[ｍｇ􀅰(ｇ－１ ＰＵＦ)]

总酶活 /

[ｍｇ􀅰(Ｌ􀅰ｈ)－１]

游离细胞体系　 ２５􀆰 ８５±７􀆰 ４９％ — １１４１５􀆰 ７±３􀆰 １７％

固定化细胞体系 ３６􀆰 ８５±５􀆰 １４％ ９８􀆰 ０７±１􀆰 ５％ ２２７８１􀆰 ２±２􀆰 ３３％

３　 结论

通过对影响聚氨酯泡沫材料泡孔性质的组分进

行初步研究ꎬ结果表明ꎬ表面活性剂硅油的质量分数

增大会使泡孔壁变得光滑、细腻ꎬ不利于菌株的附着

生长ꎻ交联剂 １００６－２ 质量分数的增加虽然可以使

泡沫形成更为致密的网状结构ꎬ但是却不利于孔壁

内部降解菌与氰的接触ꎬ影响生物降解效率ꎻ发泡剂

水的质量分数的增加会使得泡沫变得松散ꎬ降低其

机械强度ꎬ导致固定化细胞在降解过程中易脱落、损
失ꎮ 因此 ３ 种组分的质量分数分别为 １％、１０％和

０％时ꎬ制备得到的固定化细胞体系总生物量比游离

细胞体系提高约 ４３％ꎬ氰降解酶活约为游离细胞体

系的 ２ 倍ꎮ 因此ꎬ通过调整聚氨酯泡沫组分来提高

生物处理体系的生物量以及降解酶活可为高效固定

化细胞体系的构建提供一条新思路ꎮ
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