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除锰细菌的分离鉴定及其固定化除锰研究

尹思雨 1，2，黄 磊 1，2，党俊杰 1，2，邓冬梅 1，2
（1.广西科技大学生物与化学工程学院，广西柳州  545006；

2.广西糖资源绿色加工重点实验室，广西柳州  545006）
[ 摘要  ]  自含锰土壤中筛选得到 2 株具有除锰能力的革兰氏阳性菌 S1、S2，比对 16S rRNA 序列结果，推测 2 株细

菌可能为巨大芽孢杆菌（Baciulls megaterium）和嗜麦芽寡养单胞菌（Stenotrophomonas maltophilia）。在质量浓度为

260 mg/L 的 Mn2+培养基中培养 6 d 后，2 株细菌对 Mn2+的去除率均可达 95% 以上。扫描电镜能谱（SEM-EDS）分析、X
射线衍射（XRD）分析表明这 2 株细菌是通过将 Mn2+转化为 MnCO3实现对 Mn2+的去除。采用海藻酸钠和活性炭作为

包埋剂将菌体制成固定化微胶囊，在含锰废水 Mn2+质量浓度为 150 mg/L 时胶囊固定菌的除锰率远高于游离菌相应

的值，利用正交实验优化胶囊固定菌的除锰条件后菌株的除锰率均高于 96%，3 轮循环除锰实验后胶囊固定菌仍有

较好的除锰率，可见胶囊固定菌具备一定的重复利用性能。
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Isolation and identification of manganese removal bacteria 
and study on its manganese removal by immobilization
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（1. College of Biology and Chemical Engineering，Guangxi University of Science and Technology，Liuzhou 545006，
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Abstract：Two Gram-positive bacteria S1 and S2 with manganese removal ability were screened from manganese-

containing soil，and the comparison of 16S rRNA sequences showed that the two bacteria might be Baciulls megate⁃
rium，Stenotrophomonas maltophilia. The removal rate of Mn2+ could reach more than 95% after 6 days of culture in 
the medium with the mass concentration of Mn2+ of 260 mg/L. Scanning electron microscopy energy dispersive spec⁃
troscopy （SEM-EDS） and X-ray diffraction （XRD） analysis showed that the two bacteria could remove Mn2+ by 
transforming Mn2+ into MnCO3. Sodium alginate and activated carbon were used as embedding agents to prepare im ⁃
mobilized microcapsules，when the mass concentration of Mn2+ in manganese-containing wastewater was 150 mg/L，
the manganese removal rates of capsule-immobilized bacteria were much higher than those of free bacteria. The man⁃
ganese removal rates could reach 96% after optimizing the manganese removal conditions of immobilized bacteria in 
capsules by orthogonal test. After three rounds of circulating manganese removal experiments，the immobilized bac⁃
teria in capsules still had a good manganese removal rates. It could be seen that the immobilized bacteria in cap⁃
sules have certain reusability.
Key words：manganese-removing bacteria；embedding immobilization；manganese-containing wastewater；orthogo⁃
nal test

锰是人体必需的微量元素，但若长期过量摄入

锰则会导致慢性中毒。工业生产和矿产资源的开发

导致含锰废水被排放到环境中，对人类和环境产生

危害，因此对于锰污染废水的治理十分必要〔1〕。微

生物法可利用除锰微生物去除水体中的锰，是近年

来研究较多的水体锰污染治理方法〔2〕。
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除锰微生物主要通过 2 种方式去除锰：（1）具有

锰氧化能力的微生物将可溶性的 Mn2+催化氧化为不

可溶的高价锰氧化物〔3〕；（2）部分细菌虽不能氧化

Mn2+生成高价锰氧化物，但可以将 Mn2+富集到菌体

表面，在周围环境的作用下生成不溶的 MnCO3
〔4〕，从

而达到去除水中金属锰的效果。固定化是将细菌用

于实际废水处理的手段之一，包埋法是固定化方法

中较常用的一种〔5〕，包埋法能使集中在其内部的微

生物保持较高的活性，包埋形成的小球机械强度大

且能抵御一定的水力冲击〔6〕，在地下水处理和自来

水净化中应用较多。然而，包埋法固定除锰细菌处

理的大多是低浓度锰离子废水，本研究拟在对除锰

细菌进行筛选鉴定和除锰特性研究基础上，利用正

交实验探讨固定化细菌的最佳除锰条件和最适 Mn2+

浓度，以期为微生物除锰新型菌种的开发和固定化

技术理论研究提供参考。

1 材料与方法

1.1　菌种来源及培养基的制备

1.1.1　菌种来源

菌种筛选自桂林市大新锰矿区周边的土壤。含

Mn2+的工业废水取自柳州市桂柳化工厂，废水 COD
为 50 mg/L，实际含 Mn2+质量浓度为 29 mg/L，实验中

通过添加硫酸锰改变 Mn2+质量浓度。

1.1.2　培养基的制备

无Mn2+液体培养基配方：蛋白胨 10 g/L，牛肉浸

膏 3 g/L，氯化钠 5 g/L，pH=6.5。
含Mn2+液体培养基配方：蛋白胨 10 g/L，牛肉浸

膏 3 g/L，氯化钠 5 g/L，MnSO4·H2O 适量，pH=6.5。
无Mn2+固体培养基的配方为在无 Mn2+液体培养

基基础上添加 20% 琼脂，含 Mn2+固体培养基的配方

为在含 Mn2+液体培养基基础上添加 20% 琼脂。

以上无 Mn2+培养基均需用高压灭菌锅于 121 ℃
下灭菌 30 min；此外，在超净台下用已灭过菌的

0.22 μL 过滤器对 MnSO4·H2O 进行过滤除菌，加入无

Mn2+培养基制备含 Mn2+培养基。

1.2　锰氧化菌株的分离纯化

取含锰泥土 10 g 加入到 90 mL 灭菌生理盐水中

充分振荡 10 min〔7〕，静置 5 min 后取上清液 5 mL 接种

到 100 mL 含 Mn2+的液体培养基中，在 30 ℃、转速

120 r/min 条件下培养 48 h，梯度稀释后涂布在含

Mn2+平板上于 30 ℃培养 48 h，挑取单菌落多次划线

分离得到耐锰纯菌种。

用亮柏蓝（Leucoberbelin blue，LBB）试剂进行高

价锰离子的检测，以检验纯化得到的菌株是否具有

锰氧化活性〔8〕。配制 Mn2+质量浓度为 260 mg/L的培养

基，将菌株按 1%的接种量接种到培养基并培养 5 d；取
1 mL 菌液离心，倒掉上清液，在沉淀中加入 1 mL 
45 mmoL/L 乙酸和 0.5 mL 质量分数为 0.04% 的 LBB，

摇匀后静置一段时间，观察液体颜色的变化。

1.3　除锰细菌的鉴定

1.3.1　形态观察

对筛选出的菌株进行划线分离，采用革兰氏染

色法观察单菌落的形态特征，包括菌落的颜色、大

小、形状等〔9〕。

1.3.2　16S rRNA 基因序列分析

利用细菌鉴定的特异性通用引物 27F 和 1492R
对菌液进行 16S rRNA 基因的 PCR 片段扩增〔8〕。利

用 1.5% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 PCR 产 物 ，利 用

CW2302A 快速琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒（康为

试剂生物科技有限公司）纯化 PCR 产物。将纯化的

DNA 寄送测序；将测序获得的 16S rRNA 基因序列在

GenBank 数据库中通过 BlastN 程序进行相似序列的

搜索对比，再运用 MAGE 7.0 软件〔10〕进行同源比对，

构建系统发育进化树。

1.4　菌株生长及 Mn2+去除特性研究

考察菌株的生长情况并对其 Mn2+去除特性进行

研究。将菌株以 1% 的接种量接种到 Mn2+质量浓度

分别为 0、130、260、488、814 mg/L 的 200 mL 液体培

养基中，在 120 r/min、30 ℃条件下培养 6 d，间隔一定

时间取样测菌液 pH。另取 1 mL 菌液离心，取上清

液在 450 nm 处测定其吸光度，计算培养基中剩余的

Mn2+得到 Mn2+去除率。

1.5　菌株表面锰化合物的表征分析

通过 X 射线衍射（XRD）〔11〕、扫描电镜-X 射线能

谱分析（SEM-EDS）〔12〕等分析方法对细菌表面锰化

合物的表观特征进行分析。

将菌株接种到含 Mn2+的液体培养基中培养 5 d，
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在 6 000 r/min转速下离心 5 min，倒掉上清液，用无菌

水清洗菌体数次，倒掉上清液，放入冰箱冷冻，完全结冰

后，用真空冷冻干燥机干燥直至成粉末，压片处理后，在

管电流 40 mA、管电压 40 kV、扫描速度 5（°）/min、2θ扫

描范围 10o~80o条件下进行 XRD衍射测定。

将菌株接种到含 Mn2+的液体培养基中培养 5 d，
在 6 000 r/min 转速下离心 5 min，倒掉上清液，用磷

酸缓冲盐溶液（PBS）清洗菌体 3 次，加入 2.5% 的戊

二醛混匀后放入冰箱固定 24 h。之后用不同浓度的

酒精对其进行梯度脱水，每次脱水 10 min，离心后弃

去上清液，脱水完毕真空干燥直至菌体成粉末，喷金

处理后用扫描电子显微镜进行 SEM 观察和 EDS 能

谱分析。

1.6　胶囊固定菌的制备

参照文献〔13〕中海藻酸钠-壳聚糖-粉末活性

炭微胶囊的制备方法制备胶囊固定菌。以 m（活性

炭）∶m（海藻酸钠溶液）=0.75∶100 的比例向质量分

数为 2% 的海藻酸钠溶液加入粉末活性炭形成粉末

活性炭-海藻酸钠溶液。将湿菌体与粉末活性炭-
海藻酸钠溶液以 1 g∶50 mL 的比例充分混匀，滴入质

量分数为 4% 的氯化钙溶液中，固定化 1.5 h，得到凝

胶颗粒。用纯水洗去颗粒表面吸附的钙离子，浸入

质量分数为 1.8% 的壳聚糖溶液中成膜，再用 0.055 
mol/L 柠檬酸钠溶液液化内核，最后浸入质量分数为

0.15% 的海藻酸钠溶液中覆膜，得到胶囊固定菌。

将胶囊固定菌用纯水清洗 3 次后浸在纯水中，置于

4 ℃下保存备用。

参照上述方法不添加实验菌种获得空白胶囊。

1.7　Mn2+去除率对比实验

在温度 30 ℃、转速 120 r/min 条件下振荡培养菌

种，经 3次离心并洗涤后得到湿菌体；将 1 g湿菌体用

50 mL无菌生理盐水重悬制得游离菌，使用前摇匀。

调整废水中 Mn2+质量浓度为 150 mg/L，pH=6.8。
将菌悬液、胶囊固定菌及空白胶囊均按 1 mL∶10 g的比

例接种到 100 mL废水中，于温度 30 ℃、转速 120 r/min
条件下振荡培养 3 d 后进行 Mn2+去除率的测定。

1.8　正交实验

采用 L9（34）正交表进行实验设计，选取培养时

间（A）、pH（B）、m（活性炭）∶m（海藻酸钠溶液）（C）、

Mn2+质量浓度（D）这 4个因素，每个因素下选取如表 1
所示的 3个水平，通过对正交实验结果进行极差分析

得出优化方案，并对优化方案进行验证。

1.9　重复利用实验

在优化条件下检测胶囊固定菌的除锰率。一轮降

解实验结束后将胶囊固定菌过滤回收，用无菌纯水清

洗 3次，再次按优化条件接种至废水中培养，考察 Mn2+

去除率，重复 3 次。

2 结果与分析

2.1　菌株的分离和鉴定

实验经分离纯化得到了 2 株细菌 S1、S2。观察

其菌落特征，并对其进行革兰氏染色、LBB 实验，结

果见图 1。

由图 1 可知，细菌 S1、S2 的菌落颜色分别为棕色

和米白色，均为不透明的圆形，表面凸起，为革兰氏

阳性菌，长杆状，无鞭毛；菌株 S1 和 S2 均具有锰氧化

活性，LBB 显色结果显示菌株 S1 的显色较 S2 的深，

说明菌株 S1 的锰氧化性高于菌株 S2。
图2 为基于 S1、S2 菌株 16s rRNA 序列的系统发

育树。

表 1　正交因素水平

Table 1　   Orthogonal factor level
水平

1
2
3

因素

A/d
2
4
6

B

6.0
7.0
8.0

C

0.25∶100
0.75∶100
1.0∶100

D/（mg·L-1）
50

250
500

图 1　S1、S2的菌落特征及其革兰氏染色、LBB实验结果

Fig. 1    Colony characteristics of S1 and S2 and 
their Gram staining and LBB test results
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图2 所示的菌株的 16S rRNA 基因序列分析结果

表 明 ，菌 株 S1、S2 分 别 与 巨 大 芽 孢 杆 菌（Baciulls 
megaterium）、嗜麦芽寡养单胞菌（Stenotrophomonas 
maltophilia）亲缘关系最为接近，推测二者可能分别为

Bacillus megaterium 和 Stenotrophomonas maltophilia。
2.2　菌株生长情况及 Mn2+去除特性

图3 为菌株在不同 Mn2+浓度下的生长曲线。

由图 3（a）可知，S1 在各 Mn2+浓度下均生长良好，

在Mn2+质量浓度为 0、130、260 mg/L下各生长曲线形状

相似，说明低浓度的 Mn2+对 S1 的生长影响不大，在高

浓度Mn2+下 S1的生长速度相对减小，说明 S1生长受高

浓度Mn2+影响较大；由图 3（b）可知，S2生长受Mn2+浓度

影响较大，Mn2+质量浓度为 814 mg/L时 S2 生长受到明

显抑制，在其余 Mn2+质量浓度下，Mn2+质量浓度越高，

S2进入对数生长期的时间就越长。S1、S2均在 Mn2+质

量浓度为 260 mg/L 时有最大 OD600值。

图4 所示为在不同 Mn2+浓度下进行细菌培养的

培养基 pH 的变化曲线。

由图 4可知，菌株 S1、S2在 6 d的培养过程中，菌液

pH都呈逐步升高的状态，由最初的6.5上升到9.0以上。

图5 所示为菌株在不同 Mn2+浓度下对 Mn2+的去

除率。

如图 5 所示，在培养时间为 6 d 时，S1、S2 在最适

生长的 Mn2+质量浓度（260 mg/L）下有较为理想的除

锰率，分别为 97.94%、100%。S1 在 Mn2+质量浓度为

130、260 mg/L 时的除锰率明显高于在 Mn2+质量浓度

为 488 mg/L 时。此外，培养时间越长，菌株对 Mn2+的

去除率越高；S2 在 Mn2+质量浓度为 488 mg/L 下的除

图 2　基于 S1、S2菌株 16S rRNA序列的系统发育树

Fig. 2    Phylogenetic trees based on 16S rRNA 
sequences of S1 and S2 strains

图 3　菌株在不同 Mn2+质量浓度下的生长曲线

Fig. 3    Growth curves of strains at different mass 
concentrations of Mn2+

图 4　不同 Mn2+质量浓度下培养基 pH的变化曲线

Fig. 4    Change curves of medium pH at 
different mass concentrations of Mn2+
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锰率随培养时间的增加而增大，在 Mn2+质量浓度为

130、260 mg/L 时培养 3 d 的 S2 的除锰率就已接近或

达到培养时间为 6 d 时的除锰率。

2.3　XRD与能谱分析

图6 为采用含 Mn2+和无 Mn2+培养基培养的 S1、S2
的XRD图谱，表2为含Mn2+培养基培养的S1、S2的SEM-
EDS 分析结果。

由图 6 可知，菌株 S1 表面锰氧化作用产物的

XRD 图谱与 PDF2-2004 标准矿化物卡片库编号为

PDF#83-1763（MnCO3）的图谱拟合度最好，菌株 S2
表面锰氧化作用产物 XRD 图谱与 PDF2—2004 标准

矿化物卡片库编号为 PDF#99-0089（MnCO3）的图谱

拟合度最好，可判断 S1、S2菌体表面产生的锰氧化物

均为 MnCO3。表 2能谱分析结果显示含 Mn2+培养基培

养的细菌 S1、S2 表面的锰质量分数都很高，分别为

41.87%、38.94%，说明菌体表面有大量含锰物质。

2.4　胶囊固定菌成品

图7 为胶囊固定菌外观。制备好的胶囊固定菌

呈小圆球状，直径约 5 mm，大小较为均匀。

2.5　Mn2+去除率分析

图8 为游离菌、空白胶囊、胶囊固定菌对 Mn2+去

除率的对比结果。

如图 8所示，经过 3 d的降解，游离菌 S1、S2，空白

胶囊及胶囊固定菌 S1、S2 的平均 Mn2+去除率分别是

16.79%、21.23%、34.94%、64.07%、57.53%，空白胶囊

图 7　胶囊固定菌外观

Fig. 7    Appearance of immobilized bacteria in capsules

图 5　在不同 Mn2+浓度下菌株的 Mn2+去除率

Fig. 5    Mn2+ removal rates of strains at different concentrations of Mn2+

图 6　含 Mn2+和无 Mn2+条件下培养的 S1、S2的 XRD
Fig. 6    XRD patterns of S1 and S2 cultured with and without Mn2+

表 2　S1、S2的 SEM-EDS分析结果

Table 2　   SEM-EDS analysis results of S1 and S2
元素
种类

C
N
O
Al
Si
P
S

Ca
Mn
Fe

S1
质量分数/%

25.22
2.76

26.75
0.14
0.12
0.87
0.29
0.28

41.87
1.71

原子分数/%
43.61
4.09

34.72
0.10
0.09
0.59
0.19
0.14

15.83
0.64

S2
质量分数/%

20.98
3.53

35.86
0.14
—

0.24
0.21
0.10

38.94
—

原子分数/%
35.14
5.07

45.08
0.10
—

0.16
0.13
0.05

14.26
—
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因活性炭的吸附作用使其也具有一定的除 Mn2+能力，

胶囊固定菌的除锰率明显高于游离菌的除锰率。

2.6　正交实验分析

胶囊固定菌 S1 和 S2 的正交实验结果如表 3、
表 4 所示，表中 k1、k2、k3 分别代表各因素水平下

Mn2+的平均去除率，r为极差值。

表3 中，胶囊固定菌 S1 在 3 个时间水平下的除

锰率相差不大，考虑成本及 Mn2+去除率，S1 的除锰

时间定为 2 d。根据 pH、m（活性炭）∶m（海藻酸钠溶

液）、Mn2+ 质量浓度 3 个因素下的最大的除锰率，

其余条件定为 pH=8.0、m（活性炭）∶m（海藻酸钠溶

液）=0.75∶100、Mn2+质量浓度为 50 mg/L。表 4 中，胶

囊固定菌 S2 在 4 个因素的不同水平下均有各自最高

的除锰率，所以胶囊固定菌 S2 的除锰条件定为时间

2 d、pH=7.0、m（活性炭）∶m（海藻酸钠溶液）=0.75∶
100、Mn2+质量浓度为 50 mg/L。通过正交实验结果

分析所得出的 2 个优化方案并不包含在正交表已经

做过的 9 个实验方案中，体现了正交实验的优越性。

按2 种胶囊固定菌各自的最优方案进行实验，

得到胶囊固定菌 S1 的除锰率为 96.33%（>93.11%），

说明除 Mn2+最佳条件组合为 A1B3C2D1，即时间 2 d、
pH=8.0、m（活性炭）∶m（海藻酸钠溶液）=0.75∶100、
Mn2+质量浓度 50 mg/L。胶囊固定菌 S2 的除锰率为

94.88%（<96.37%），说 明 除 锰 最 佳 条 件 组 合 为

A1B2C2D2，即时间 2 d、pH=7.0、m（活性炭）∶m（海藻酸钠

溶液）=0.75∶100、Mn2+质量浓度250 mg/L。
在胶囊固定菌 S1 的最优方案 A1B3C2D1及胶囊固

定菌 S2 的最优方案 A1B2C2D2下进行后续实验。

2.7　重复利用实验

胶囊固定菌 S1 和 S2 的重复利用结果见图 9。
如图 9 所示，在最佳除锰条件下，胶囊固定菌

S1、S2 第 1 次 使 用 时 的 除 锰 率 分 别 为 95.40%、

95.73%，经 3 轮重复实验后胶囊固定菌的除锰率仍

分别有 59.73%、34.60%，说明胶囊固定菌具有一定

重复利用性，且胶囊固定菌 S1 的重复利用性能强

于 S2。
胶囊固定菌 S1、S2经 3轮重复利用实验后，整体外

图 8　游离菌、空白胶囊、胶囊固定菌对 Mn2+去除效果

Fig. 8    Removal of Mn2+by free bacteria， blank 
capsule and immobilized bacteria in capsules

表 3　胶囊固定菌 S1去除Mn2+的正交实验结果

Table 3　   Orthogonal experiment results of removing 
Mn2+ by immobilized bacteria S1 in capsule

实验序号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
k1
k2
k3
r

因素主次

A/d
2
2
2
4
4
4
6
6
6

49.91
53.88
52.52
3.96

D＞C＞B＞A

B

6.0
7.0
8.0
6.0
7.0
8.0
6.0
7.0
8.0

50.56
50.15
55.60
5.45

C

0.25∶100
0.75∶100
1.0∶100

0.75∶100
1.0∶100

0.25∶100
1.0∶100

0.25∶100
0.75∶100

48.56
58.49
49.26
9.92

D/（mg·L-1）
50

250
500
500
50

250
250
500
50

82.81
29.24
44.26
53.57

Mn2+去除率/%
75.54
31.48
42.72
50.87
79.79
30.97
25.27
39.18
93.11

表 4　胶囊固定菌 S2去除 Mn2+的正交实验结果

Table 4　   Orthogonal experiment results of removing 
Mn2+ by immobilized bacteria S2 in capsule

实验序号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
k1
k2
k3
r

因素主次

A /d
2
2
2
4
4
4
6
6
6

87.76
52.91
64.85
34.85

A＞B＞D＞C

B

6.0
7.0
8.0
6.0
7.0
8.0
6.0
7.0
8.0

54.43
77.24
73.84
22.81

C
0.25∶100
0.75∶100
1.0∶100

0.75∶100
1.0∶100

0.25∶100
1.0∶100

0.25∶100
0.75∶100

63.96
78.26
63.29
14.97

D /（mg·L-1）
50

250
500
500
50

250
250
500
50

80.36
58.62
66.53
21.74

Mn2+去除率/%
81.00
96.37
85.90
46.61
68.29
43.82
35.68
67.07
91.79
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观基本正常，有个别颗粒观察到轻微破损现象（＜5%），

原因可能是制备及转移培养过程中导致的机械损伤或

培养过程中胶囊吸水溶胀，致使球体破裂。可见，胶囊

固定菌具备一定的重复利用性能，有较好的经济效益

和环境效益。

3 讨论

目前，研究者已从环境中筛选出多株具有耐锰

特点的芽孢杆菌。Bacillus megaterium MB2〔14〕的最

高耐 Mn2+质量浓度为 550 mg/L，但其在含 Mn2+条件

下的生长均不如无 Mn2+条件下的生长，Mn2+质量浓

度为 660 mg/L 时菌体几乎不能生长，且其在 Mn2+质

量浓度为 55 mg/L 的培养基中培养 7 d 后对 Mn2+的去

除率仅有（61.7±1.17）%；Bacillus megaterium 79〔15〕在

Mn2+质量浓度为 55 mg/L 时对数期延迟，菌体生长受

到明显抑制，在高质量浓度（550 mg/L）的 Mn2+下基

本丧失了锰氧化能力。而本研究中菌株 S1 在 0~
814 mg/L 的 Mn2+质量浓度范围内生长过程基本正

常，在 260 mg/L Mn2+质量浓度下生长情况最好且有

最高除锰率 97.94%。

Stenotrophomonas maltophilia很少作为除锰细菌出

现，但有关于 Stenotrophomonas maltophilia 去除重金属

离子 U4+〔16〕和 Cu2+〔17〕的报道。在本研究中菌株 S2作为

锰氧化细菌用于重金属 Mn2+的去除，在 130~488 mg/L 
Mn2+下的最终生物量均优于无 Mn2+条件下，Mn2+质量

浓度为 260 mg/L 时 S2 对 Mn2+的去除率达到了 100%。

和其他重金属离子一样，高浓度 Mn2+会通过影

响细胞分裂、细胞膜通透性、细胞生理生化反应

等〔18〕对细胞生长造成抑制或毒害作用，研究表明，

细菌可以通过细菌胞外分泌物、细胞表面的重金属

吸附作用、胞内分子机制等〔19〕在高浓度重金属离子

环境中生长。因 S1、S2 都具有良好的耐锰能力，初

步说明 S1、S2 可能具有上述一种或几种耐受机制，

但具体的耐受机制还有待深入研究。

不同于大多数锰氧化细菌那样将 Mn2+氧化为

Mn4+ ，S1、S2 这 2 株 细 菌 是 将 Mn2+ 转 化 为 不 溶 的

MnCO3。培养过程中培养基 pH 呈上升趋势，最高达

到了 9.0 以上，可能是菌体在代谢过程中生成了 OH-

使培养基 pH 增大，促进了化学反应 Mn2++HCO3
-+

OH-==     MnCO3+H2O 的发生〔4〕。LBB 显色实验表明细

菌在培养过程中有高价锰的生成，但菌体表面化合

物鉴定为 MnCO3，可能是由于生成的锰氧化物量太

少而未被检测出来，也有可能是一开始生成的高价

锰氧化物不稳定，在细菌培养过程中又转化为了低

价锰〔20〕。研究发现重金属离子〔21-22〕能以络合、离子

交换、螯合等方式与细菌细胞壁表面的聚合电解质

（肽聚糖、蛋白质等）、活性基团（羧基、羟基等）结合，

能谱分析结果显示 S1、S2 菌体表面有较高含锰量

（41.87%、38.94%），说明除了氧化作用形成的含锰

化合物之外，细菌还可能通过物理吸附和积累等作

用协同去除 Mn2+。

将筛选出的 2 株除锰细菌通过包埋法制成胶囊

固定菌，2 种胶囊固定菌的除锰率显著高于其对应

的游离菌，体现了微生物固定化技术的高效性〔23〕。

胶囊固定菌的除锰率显著大于空白胶囊和游离菌相

应的值，主要原因可能有：（1）活性炭与锰氧化菌具

有协同作用，活性炭的吸附作用加上锰氧化菌的生

物氧化作用使胶囊固定菌的除锰率大大提高；（2）
活性炭具有保护作用，活性炭表面存在许多微孔，

表面积巨大，可达 1 000 m2/g 以上〔24〕，活性炭发达的

孔隙使微生物可以大量附着，并为微生物生长提供

了相对稳定的环境；（3）胶囊固定菌有更好的底物

耐受性，由于传质扩散作用，胶囊表面到内部、细胞

外到细胞内形成由高到低的 Mn2+浓度梯度，因此胶

囊固定菌比游离菌耐受更高的 Mn2+浓度，除锰率也

更高。

废水 COD 可能是影响细菌除锰率的一个因素，

高 COD 有利于水体中细菌的生长〔25〕，但对比实验和

图 9　重复利用实验结果

Fig. 9    Reuse the experimental results
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正交实验中废水的 COD 仅为 50 mg/L，有机物含量

少不利于细菌的生长，而含 Mn2+培养基中加入了足

量的有机物，所以游离菌 S1、S2 在废水中的除锰率

明显小于在含 Mn2+培养基中除锰率。正交实验结果

显示，废水中的 Mn2+浓度是胶囊固定菌 S1 除锰过程

中非常重要的影响因子，固定菌 S1 在 Mn2+质量浓度

为 50 mg/L 时的除锰率是在其余 2 个浓度下的 2 倍以

上，说明胶囊固定菌 S1 适用于处理低 Mn2+浓度的废

水；Mn2+浓度对胶囊固定菌 S2 的影响较小，固定菌

S2 在 Mn2+ 质量浓度为 250 mg/L 时有最大除锰率

96.37%，但其在 Mn2+质量浓度为 50、500 mg/L 时的

除锰率也能达到 91.79% 和 85.93%，胶囊固定菌 S2
在高浓度和低浓度 Mn2+废水处理中均适用。胶囊固

定菌 S1、S2 在特定条件下均具备高效除锰能力，胶

囊固定菌 S2 的应用范围较 S1 更广，后续可进一步验

证废水 COD 对胶囊固定菌除锰率的影响，探讨其应

用潜力。

4 结论

（1）从桂林市大新锰矿区周边的土壤中筛选出

的 2 株锰氧化细菌可能为 S1 巨大芽孢杆菌（Bacillus 

megaterium）和 S2 嗜 麦 芽 寡 养 单 胞 菌（Stenotroph⁃

omonas maltophilia），2 株细菌产生的锰转化物都为

MnCO3。

（2）Mn2+去除率对比实验表明胶囊固定菌的除

锰率显著高于对应游离菌的除锰率。通过正交实验

得出胶囊固定菌 S1 的最佳除锰条件为时间 2 d、pH=
8.0、Mn2+质量浓度 50 mg/L、m（活性炭）∶m（海藻酸钠

溶液）=0.75∶100，固定菌 S2 最佳除锰条件为时间

2 d、pH=7.0、Mn2+质量浓度 250 mg/L、m（活性炭）∶

m（海藻酸钠溶液）=0.75∶100。
（3）在最佳除锰条件下，胶囊固定菌 S1、S2第 1次

使用时的除锰率分别为 95.40%、95.73%，经 3 轮重复

实验后胶囊固定菌的除锰率仍有 59.73%、34.60%，说

明胶囊固定菌具有一定重复利用性。
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