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　　摘 　要 :从污水处理厂的活性污泥中筛选出微生物絮凝剂 HF28,并对菌株的培养基组成和培养条件进

行了优化 ;培养基最佳配方 ( g /500 mL ) :蔗糖 10 g、(NH4 ) 2 SO4 0. 2 g、KH2 PO4 2 g、K2 HPO4 2. 5 g、NaCl

0. 05 g、Mg( SO4 )·7H2 O 0. 1 g、水 500 mL;最佳培养条件 :温度 30 ℃、初始 pH值 6. 0、摇床转速 120 r/m in,

优化之后的絮凝剂对高龄土悬浊液的絮凝率提高到了 90. 3%。
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微生物絮凝剂是一类由微生物产生的有絮凝活性的代谢产物 [ 1 ]
,有糖蛋白、多糖、蛋白质、纤维素和

DNA 等。它是利用生物技术 ,通过生物发酵、抽提、精制而得到的一种具有生物分解性和安全性的新型、高

效、无毒、廉价的水处理剂 ,对生态环境不会产生不利影响 ,因此具有广阔的发展前景 [ 2, 3 ]。近年来 ,国内外

对生物絮凝剂进行了大量研究 ,筛选了几十种具有絮凝能力的微生物 [ 426 ]
,获得高活性微生物絮凝剂产生

菌 ,研究其培养条件 ,降低生产成本是后续研究和开发应用的基础 [ 729 ]。

1　材料和方法

1. 1　材料试剂

活性污泥 :取自唐家桥污水处理厂 ;

仪器 : 721可见分光光度计、磁力搅拌机、恒温震荡培养箱、高压灭菌锅 ;

试剂 :牛肉膏、蛋白胨、NaCl、葡萄糖、K2 HPO4、(NH4 ) 2 SO4、琼脂、KH2 PO4、Mg( SO4 )·7H2O、尿素、酵

母膏。

1. 2　方 　法

1. 2. 1　絮凝剂产生菌的分离和筛选

取污水处理厂的活性污泥 ,在牛肉膏蛋白胨固体培养基上采用平板划线法分离并纯化以获得纯菌种。

控制条件为 :温度 30 ℃,摇床转速为 120 r/m in, pH值 7左右 ,发酵时间 72 h。取发酵液测其絮凝活性 ,将具

有良好絮凝活性的菌株作为复筛菌种。



1. 2. 2　絮凝活性测定 [ 10, 11 ]
:

50 mL烧杯中加入 0. 2 g高岭土 , 1 mL絮凝剂样品 (发酵液 ) , 1 mL质量分数为 1%的 CaCl2 溶液 ,最后

加蒸馏水置 50 mL总体积 ,调节溶液的 pH值为 7. 0,置于磁力搅拌机上搅拌 ,控制条件为 : 200 r /m in下快

搅 1 m in,然后 80 r /m in下慢搅 4 m in。静沉 2 m in,吸取上清液于 721型分光光度计 550 nm处测定其吸光

度 ,同时以蒸馏水代替发酵液作对照 ,以絮凝率表示絮凝活性。絮凝率的计算公式为 :

E = (A0 - A ) /A0 ×100% (1)

式 (1)中 : E———絮凝率 ; A0 ———对照上清液 550 nm处的吸光度 ; A———絮凝后上清液 550 nm处的吸光度。

1. 2. 3　培养基成分的优化

根据碳源、氮源和无机盐做的单因子实验 , 选择其中最好的碳源、氮源和无机盐做正交实验。

1. 2. 4　发酵条件的优化研究

用选出的最佳发酵培养基为基础 , 选择培养基初始 pH值、培养温度 T和摇床转速 W 作单因子实验 ,并

选这 3因素最好的条件进行正交实验 [ 12 ]。发酵培养 72 h测其絮凝率。

2　结果与分析

2. 1　菌种的筛选

经分离、纯化 ,从活性污泥中共分离得到 200个菌株 ,经初筛试验 ,初步得到有絮凝活性的菌株 43株 ,再

经复筛和传代培养 ,通过测定絮凝率 ,得到 6株具有稳定高絮凝活性微生物 ,见表 1:

表 1　微物生絮凝剂菌株的筛选结果

菌株 絮凝率 /% 菌株 絮凝率 /% 菌株 絮凝率 /%

FH - 8 89 XH - 38 85. 2 XH - 59 70

FH - 6 86. 3 XH - 8 88. 6 FH - 55 85. 1

其中选絮凝性能最好的菌株 FH - 8做下面的优化实验。

2. 2　培养基成分选择、单因子实验

从活性污泥中筛选出的具有较高絮凝活性的微生物絮凝剂 HF28,对它的 C源、N源、无机盐分别做了单

因子实验。将发酵培养基 (牛肉膏、蛋白胨、NaCl、葡萄糖、K2 HPO4、(NH4 ) 2 SO4、KH2 PO4、Mg ( SO4 ) ·7H2 O、

尿素 )中的葡萄糖用等量的其他碳源代替 ,做 C源的单因子实验。其它的以此类推。发酵培养 72 h,测得的

具体数据见表 2。

表 2　菌株 HF21在不同碳源、氮源和无机盐下的絮凝活性

碳源

(20 g/L)
絮凝率 /%

氮源

(2 g/L)
絮凝率 /% 无机盐 / ( g/L) 絮凝率 /%

蔗糖 87. 2 尿 + (NH4 ) 2 SO4 88 K2 HPO4 (5. 0) 80

葡萄糖 86. 7 蛋白胨 87. 3 KH2 PO4 (2. 0) 87. 7

乳糖 67. 8 (NH4 ) 2 SO4 89. 7 NaCl(0. 1) 81. 7

可溶性淀粉 67. 5 尿 87. 7 MgSO4 ·7H2O (0. 2) 86. 5

乙醇 64. 3 酵母膏 87
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用以上 5种碳源对实验菌种进行培养 , 菌体生长良好 , 其培养液均浑浊且有不同程度的粘性. 当以蔗

糖为碳源时 , 培养液粘性最大 , 用此培养液的絮凝剂样品对高岭土悬浊液进行絮凝时形成的絮体比其它样

品的都大 , 而且在慢搅过程中絮体就已经沉降下来 , 原本浑浊的液体变的很澄清了. 与此相比 , 其他几种碳

源也有较为明显的絮凝作用 , 但形成的絮体较小 , 沉淀速度较慢. 由表 2可以看出 , 虽然这 5种物质均可

作为该菌生长的营养碳源 , 就产絮凝剂而言 ,蔗糖效果最好 ,葡萄糖、乳糖、可溶性淀粉次之 , 乙醇最差. 因

此 , 蔗糖是该菌产絮凝剂的最佳碳源. 同理 ,当以 (NH4 ) 2 SO4作为氮源时 ,其菌株的絮凝效果最好达到

89. 7% ,其余的稍差一点。在无机盐中 KH2 PO4 对絮凝剂的影响较大 ,所以最终选出蔗糖、(NH4 ) 2 SO4、

KH2 PO4 作为最佳的碳源、氮源和无机盐。

2. 3　培养基成分的正交优化实验

将筛选出的最佳碳源、氮源和无机盐进行正交优化实验。在 K2 HPO4、NaCl、MgSO4 ·7H2 O不变的情况

下 ,蔗糖、(NH4 ) 2 SO4、KH2 PO4 分别选取 4个水平. 按照 L16 (43 )正交表配置培养基。在 1. 2. 1中所述培养条

件下接菌种 HF28培养 , 发酵培养 72 h后测其絮凝率。结果见表 3:

表 3　培养基主要成分正交实验结果

因素 A:蔗糖 / ( g /L) B: (NH4 ) 2 SO4 / ( g/L) C: KH2 PO4 / ( g/L ) 絮凝率 /%

1 5 0. 2 1 83. 4

2 5 0. 5 1. 5 64. 1

3 5 1 2 68. 7

4 5 1. 5 2. 5 82

5 10 0. 2 1. 5 80. 6

6 10 0. 5 1 72. 9

7 10 1 2. 5 65. 1

8 10 1. 5 2 88. 9

9 15 0. 2 2 80. 8

10 15 0. 5 2. 5 68. 7

11 15 1 1 57

12 15 1. 5 1. 5 56. 9

13 20 0. 2 2. 5 66. 9

14 20 0. 5 2 69

15 20 1 1. 5 76. 9

16 20 1. 5 1 58. 7

k1 74. 550 77. 925 68. 000

k2 76. 875 68. 675 69. 625

k3 65. 850 66. 925 76. 850

k4 67. 875 71. 625 70. 675

极差 11. 025 11. 000 8. 850

培养基中的碳源对菌 HF28所产絮凝剂的影响较大。对微生物絮凝剂絮凝活性的影响按大到小的顺序

为 : 碳源 >氮源 >无机盐。最佳培养基培养条件 (单位 g/500 mL )为 A2B1 C3 : 蔗糖 10 g、(NH4 ) 2 SO4 为

0. 2 g、KH2 PO4 为 2 g。从表 3可以看出 ,过高或过低的糖浓度都不利于该菌株生长。这是由于糖浓度过低

不能提供足够的能量和物质来源 :而糖浓度过高一方面会引起发酵液中渗透压过高 ,使细胞失水 ,生长受到

抑制 ,另一方面糖浓度过高使代谢产生的葡糖酸增加 ,发酵液 pH值降低 ,不利于菌株生长。而氮源随着浓

度增加 ,絮凝率有所降低 ,这是因为浓度过高导致 C /N比值降低 ,不利于产物积累。
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2. 4　培养条件的单因子实验

2. 4. 1　培养基初始 pH对絮凝活性的影响

培养基的 pH值对絮凝剂的产生有重要的影响 ,培养基初始 pH值过高过低都不利于产絮凝菌产生生物

絮凝剂。不同的菌种也都有一个生长的 pH范围 ,且微生物不同 ,产生絮凝剂所需发酵培养基的 pH值也

不同。

图 1　pH值对絮凝活性的影响

由图 1可以看出 , 该菌生长的适宜 pH范围为 4. 0～9. 0,并且初始 pH为 6. 0时菌体生长旺盛且絮凝剂

样品的絮凝活性最高 , 对高岭土悬浊液的絮凝率为 84. 4 %。pH值太高或太低均不利于该菌生长。这是由

于一方面 pH值过低或过高都会引起微生物表面电荷的改变 ,从而不利于细胞对营养物质的吸收 ;另一方面

pH值的改变会让有机化合物离子化 ,不利于有机化合物渗入细胞。

2. 4. 2　培养温度对絮凝活性的影响

培养温度对微生物积累絮凝剂有明显影响。不同絮凝剂产生菌有各自最适的培养温度。

图 2　培养温度对絮凝活性的影响

从图 2中可以看出 ,培养温度不同 ,发酵液的絮凝率也不同。在 30 ℃时絮凝率最高 ;温度再升高 ,絮凝

率开始下降 ,原因是微生物絮凝剂是某些微生物在一定生长条件下伴生的一种次生代谢产物 ,当温度过高

会影响酶的活性 ,使细胞代谢缓慢 ,影响物质的合成 ,进而影响所产 MBF的絮凝活性。

2. 4. 3　摇床转数对菌株絮凝活性的影响

耗氧量对絮凝剂絮凝活性的影响通过改变摇床转速来实现. 在最佳培养 pH值 (pH为 6. 0)、培养温度

(30 ℃)条件下 ,设转速分别为 90, 120, 150 r/m in进行培养 ,并测定相应培养液的絮凝活性.

从图 4中看出 ,转数的大小对絮凝率的大小有影响 ,变化在 10%以内 ,当转数在 120 r/m in时絮凝率略

高一些。因为通气一方面有利于菌的生长 ,防止菌体絮凝成较大颗粒 ,另一方面有利于菌合成絮凝剂 ,但过

高的溶解氧会抑制絮凝物质的生成 [ 1 ]。
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图 3　摇床转数对絮凝活性的影响

2. 5　培养条件的正交优化实验

在单因素实验的基础上进一步采用正交实验优化培养条件 ,实验采用 L9 (3
3 )方案法设计正交实验 [ 13 ]

,

相对应的 3个因素取为摇床转速 ,培养温度和培养基初始 pH,每个因素考察 3个水平 ,通过 9组正交培养实

验优化菌株培养条件 ,正交实验因素水平见表 4。

表 4　正交设计实验结果

实验次数 A: pH B: t/℃ C: n / ( r/m in) 絮凝率 /%

1 5 25 90 58. 3

2 5 30 120 78. 4

3 5 35 150 56. 3

4 6 25 120 77. 2

5 6 30 150 82. 4

6 6 35 90 73. 8

7 7 25 150 71

8 7 30 90 84. 8

9 7 35 120 70. 1
k1 64. 333 68. 833 72. 300
k2 77. 800 81. 867 75. 233
k3 75. 300 66. 733 69. 900

极差 13. 467 15. 134 5. 333

由表 4可知 ,对絮凝率的影响按大到小次序排列为 :培养温度 >初始 pH值 >摇床转速 ,即培养温度为

主要影响因素 ,其次是初始 pH值 ,摇床转速的影响最小 ,且最优培养条件为 B2 A2 C2 ,即培养温度为 30 ℃,初

始 pH值为 6,摇床转速为 120 r/m in。

利用以上的优化结果 ,再对絮凝剂菌株 HF28进行发酵培养 ,然后对高龄土悬浊液进行絮凝实验 ,其絮

凝率提高到 90. 3%。

3　结　论

(1) 通过单因子实验得到最佳碳源是蔗糖 ,最佳氮源是 (NH4 ) 2 SO4 ,最佳无机盐是 KH2 PO4 ;

(2) 对微生物絮凝剂絮凝活性的影响碳源 >氮源 >无机盐 ,最佳培养基成分 (单位 g/500 mL )为 : 蔗糖

10 g、(NH4 ) 2 SO4 为 0. 2 g、KH2 PO4 为 2 g; NaCl为 0. 05 g、KH2 PO4 为 2. 5 g、Mg( SO4 )·7H2 O为 0. 1 g、H2 O

为 500 mL;
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(3) 菌株 HF28发酵培养的最适 pH6,最适温度为 30 ℃,最适摇床转速为 120 r/m in;

(4) 优化之后的絮凝率提高到了 90. 3%。

因此 ,经筛选和优化培养条件后得到的微生物絮凝剂产生菌 HF28具有比优化之前更高的絮凝能力 ,微

生物絮凝菌的筛选和培养条件的优化为后续工作的展开奠定了基础。
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Screening and the cultivating conditions optimized for

microbial flocculant2producing bacteria (HF28)

AO L i2xin, SHAO Cheng2bin, LU Hui, CHEN W en2feng
( School of Environmental and B iological Engineering, Chongqing Technology and

Business University, Chongqing 400067, China)

Abstract: M icrobial flocculant2p roducing bacteria ( HF28 ) were screened from active sludge of wastewater

treatment p lant. To this strain, s culture medium composition and the culture conditionswere op tim ized. The culture

medium best formula is( g /500m l) : cane: 10g, ammonium sulfate: 0. 2g, monopotassium phosphate: 2g, dipotassi2

um hydrogen phosphate: 2. 5g, sodium chloride: 0. 05g, hep tahydrate magnesium sulfate: 0. 1g, water: 500m l. The

best culture condition is: the culture temperature: 30. C, the initial pH: 6, rotate speed of shack bed: 120 r/m in.

Key words: m icrobial flocculant; filtration; the cultivation conditions op tim ized
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