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　　[摘　要 ]　从活性污泥中分离出 63 株菌株, 培养、筛选得到具有絮凝活性的菌株 17 株, 其中 2 株絮凝活性较

高。研究了这 2 株菌在不同培养时间的生长情况及其絮凝活性等, 得出絮凝活性与菌生长量呈正相关关系。通过改

变培养基的碳源、氮源、无机盐等因素, 得出 2 株絮凝活性较高的菌株产生絮凝剂的最佳条件: 真菌 IV 221, 以蔗糖

为碳源, 蛋白胨为氮源,N aC l 为无机盐, pH 为 6. 0, 培养温度为 30 ℃时, 絮凝效果最好; 细菌 I29, 以葡萄糖为碳源,

尿素为氮源, K2H PO 4 为无机盐, 培养基初始 pH 偏碱性, 培养温度为 30 ℃时, 絮凝效果最好。
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　　目前应用最广泛的絮凝剂有无机盐絮凝剂 (铁

盐、铝盐等) 和有机高分子絮凝剂 (聚丙烯酰胺等) ,

但它们在使用过程中的不安全性和给环境造成的二

次污染已越来越引起人们的重视。研究表明[1 ] , 无机

盐絮凝剂会将大量无机离子带入处理液, 不利于人

类健康。有机合成高分子絮凝剂丙烯酰胺多聚体本

身虽无毒性, 但其难降解, 易造成二次污染, 而且聚

合单体丙烯酰胺是神经毒性和致癌、致突变因子。因

此, 环境污染治理中, 迫切需要一种安全、高效、可生

物降解、不污染环境的絮凝剂。

微生物絮凝剂指某些种类的细菌、真菌、放线菌

等在特定培养条件下, 其生长代谢到一定程度时产

生的具有絮凝活性的高分子化合物, 主要有蛋白质、

多糖、核酸等。具有分泌絮凝剂能力的微生物称为絮

凝剂产生菌。微生物絮凝剂的活性成分具有两性多

聚电解质特征[2 ] , 它们通过其电荷性质和高分子特

性在液体介质中起电荷中和、吸附、桥联、网捕等作

用, 使污染物脱稳、絮凝沉淀、固液分离。与传统的无

机和有机合成高分子絮凝剂相比, 微生物絮凝剂具

有许多独特的性质和优点: 易分离, 形成沉淀物; 易

生物降解, 无毒无害, 安全性高; 无二次污染, 适用范

围广; 具有除浊脱色性能等。此外, 产生絮凝剂的微

生物绝大多数来自与人类关系十分密切的土壤, 资

源极其丰富, 获得的方法简单, 成本低廉。

微生物生长需碳源、氮源、能源、生长因子、无机

盐和水六大要素, 各种微生物生长代谢过程中对六

大要素的要求及各成分含量不同, 因而每种菌在不

同培养基条件下产生的絮凝剂也不一样。本研究主

要从活性污泥中筛选絮凝菌株, 研究不同生长条件

下、不同培养时间絮凝菌的生长及其絮凝活性的变

化情况。同时, 也研究了 2 株菌絮凝活性最高时的最

佳环境条件。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　菌种来源　西安市北石桥污水处理厂氧化

沟活性污泥。

1. 1. 2　分离所用培养基[3 ]　①牛肉膏蛋白胨培养

基。牛肉膏 3 g, 蛋白胨 10 g,N aC l 5 g, 琼脂 15～ 20

g, 水 1 000 mL , pH 6. 9～ 7. 1。②淀粉琼脂培养基。

可溶性淀粉 20 g, 琼脂 20 g, KC l 1 g, N aC l 0. 5 g,

K 2H PO 4 0. 5 g, M gSO 4 · 7H 2O 0. 5 g, FeSO 4 ·

7H 2O 0. 01 g, 水 1 000 mL , pH 6. 9～ 7. 1。配制时,

先用少量冷水将淀粉调成糊状, 在火上加热, 边搅拌

边加水及其他成分, 溶解后加水使体积为 1 000

mL。③察氏培养基。N aC l 2 g, KC l 0. 5 g, K 2H PO 4

1 g,M gSO 4·7H 2O 0. 5 g, FeSO 4·7H 2O 0. 01 g, 蔗

糖 30 g, 琼脂 15～ 20 g, pH 自然。④马丁氏琼脂培

养基。葡萄糖 10 g, 蛋白胨 5 g, KH 2PO 4 1 g,M gSO 4

·7H 2O 0. 5 g, 1ö3 000 孟加拉红 100 mL , 琼脂
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15～ 20 g, 蒸馏水 800 mL , pH 自然, 临用前加入质

量分数 0. 03% 链霉素稀释液 100 mL , 使每毫升培

养基中含链霉素 30 Λg。

1. 2　方　法

1. 2. 1　菌种分离　分离方法见文献[ 3 ]。

1. 2. 2　菌种筛选　①絮凝剂样品的制备。将已纯化

的菌株接入相应的液体培养基中, 30 ℃摇床培养,

每隔 12 h, 取发酵液作为絮凝剂样品。②絮凝活性

测定[4 ]。在 100 mL 量筒中加入 80 mL 蒸馏水, 5 mL

质量分数 1% 的CaC l2 和 2 mL 培养液, 然后加水至

100 mL。在 150 mL 烧杯中, 称取 0. 400 0 g 高岭土,

将量筒中液体倒入烧杯中, 调节 pH 至 7. 0, 用搅拌

器搅拌 2 m in, 静置 10 m in, 用吸管吸取上清液于分

光光度计 596 nm 处测定吸光度, 以不加培养液的

吸光度为对照来确定培养液的絮凝程度。用下式计

算絮凝活性。

絮凝活性 = ( (A - B ) öA ) × 100%

式中, A 为对照上清液 596 nm 处吸光度; B 为样品

上清液 596 nm 处吸光度。

1. 2. 3　产絮凝剂周期的测定　在 500 mL 三角瓶

内加入 200 mL 培养基, 30 ℃摇床培养。每 12 h 取 1

次样, 测定 pH 值、菌生长量及絮凝活性。

1. 2. 4　菌生长量测定　取 50 mL 培养液离心除去

上清夜, 以蒸馏水洗涤菌体 3 次, 收集菌体在 60 ℃

下烘干称重。

1. 2. 5　培养基成分及环境因素对菌产絮凝剂的影

响 　①碳源对絮凝剂产生的影响。在培养基

(K 2H PO 4 0. 05 g, KC l 0. 05 g,M gSO 4·7H 2O 0. 05

g, (N H 4) 2SO 4 0. 02 g, H 2O 100 mL , pH = 6. 9～ 7. 1)

中分别加入葡萄糖、乳糖、蔗糖、淀粉各 2 g, 分别培

养 2 株菌, 每隔 12 h 测其絮凝活性。②氮源对絮凝

剂产生的影响。在培养基 (淀粉 2 g, K2H PO 4 0. 05

g, KC l 0. 05 g, M gSO 4 · 7H 2O 0. 05 g, H 2O 100

mL , pH = 6. 9～ 7. 1)中分别加入 0. 2 g 的谷氨酸、酵

母膏、蛋白胨、硫酸铵、尿素, 分别培养 2 株菌, 每隔

12 h 测其絮凝活性。③无机盐离子对絮凝剂产生的

影响。在培养基 (淀粉 2 g, 尿素 0. 2 g, H 2O 100 mL ,

pH = 6. 9～ 7. 1) 中分别加入 0. 5 g N aC l、CaC l2、

M gSO 4、K2H PO 4、CuSO 4, 分别培养 2 株菌, 每隔 12

h 测其絮凝活性。④培养基初始 pH 对絮凝剂产生

的影响。取 10 个 50 mL 锥形瓶各加入 25 mL 最适

培养液, pH 值分别调为 5. 0, 6. 0, 7. 0, 8. 0, 9. 0, 接

种后在 30 ℃摇床培养, 每隔 12 h 测其絮凝活性。⑤

培养温度对菌产絮凝剂的影响。取 6 个 50 mL 锥形

瓶, 分别加入适量的最适培养基, 调节初始 pH 为

7. 0, 接种后分别在 23, 30, 35 ℃温度下摇床培养, 每

隔 12 h 取培养液测其絮凝活性。

2　结果与讨论

2. 1　菌株的分离

　　依稀释涂布平板法从活性污泥中分离出 63 株

菌, 其中牛肉膏蛋白胨培养基分离培养出 38 株菌,

菌株代号为É 21～ É 238, 马丁氏培养基分离培养出

25 株菌, 菌株代号为Ì 21～ Ì 225, 淀粉琼脂培养基

和察氏培养基未培养出菌株。

2. 2　产絮凝剂菌株的筛选

将分离出的 63 株菌, 分别接入相应的液体培养

基中, 30 ℃摇床培养 72 h, 以高岭土为测试材料, 测

定从污泥中纯化的菌株培养液的絮凝活性。结果 (表

1)表明, 共有 17 株菌具有絮凝活性, 其中细菌É 29,

真菌Ì 221 的效果最好。

表 1　菌株的絮凝活性

T able 1　F loccu len t2p roducing stra ins

牛肉膏蛋白胨培养基
Beef ex tract pep tone m edium

察氏培养基
Czapek m edium

菌株
Strains A B

絮凝活性ö%
F loccu lation activity

菌株
Strains A B

絮凝活性ö%
F loccu lation activity

É 21 0. 264 0. 181 31. 4 Ì 28 0. 348 0. 232 33. 3
É 23 0. 380 0. 324 14. 7 Ì 29 0. 348 0. 334 4. 0
É 25 0. 380 0. 370 2. 6 Ì 213 0. 348 0. 324 6. 9
É 29 0. 380 0. 204 46. 3 Ì 215 0. 348 0. 308 11. 5
É 221 0. 380 0. 345 9. 2 Ì 217 0. 348 0. 321 7. 8
É 225 0. 264 0. 205 22. 4 Ì 219 0. 348 0. 208 40. 2
É 226 0. 264 0. 205 22. 4 Ì 221 0. 348 0. 065 81. 3
É 229 0. 64 0. 203 23. 1 Ì 222 0. 348 0. 197 43. 4
É 238 0. 264 0. 256 9. 9

　　注: A 为对照上清液 596 nm 处吸光度; B 为样品上清液 596 nm 处吸光度。

N o te: A rep resen ts the 596 nm abso rbance of the con trast; B rep resen ts the 596 nm abso rbance of the samp le.
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2. 3　产絮凝剂周期的测定

细菌É 29 和真菌Ì 221 的pH 变化曲线、生长曲

线、絮凝活性变化曲线如图 1 所示。从图 1 可以看

出, 在整个培养过程中, 培养液 pH 呈下降趋势, 真

菌Ì 221 在 60 h 左右降到最低, 然后缓慢升高并趋

于稳定, 而细菌É 29 则持续下降。培养液絮凝活性

随菌生长量的增加而升高, 细菌É 29 和真菌Ì 221

的絮凝活性均在培养 60 h 时达到最高值。研究显

示, 絮凝活性与菌生长量呈正相关性, 这表明培养液

中具有絮凝活性的物质是由菌产生的。这与N aka2
m u ra 等[2 ]、Ku rane 等[5 ]、T akagi 等[6 ]研究的菌产絮

凝剂结论相同。

图 1　2 株菌产絮凝剂的周期曲线

- ▲- . pH; - ■- . 絮凝活性; - ●- . 菌生长量

F ig. 1　T im e course of floccu lan ts p roduction by Ì 221, É 29

- ▲- . pH; - ■- . F loccu lation activity; - ●- . Grow th

2. 4　培养基成分及环境因素对絮凝活性的影响

2. 4. 1　碳　源　在不同的碳源培养条件下, 2 株菌

的絮凝活性变化曲线如图 2。由图 2 可以看出, 真菌

Ì 221 可以蔗糖、乳糖等为碳源, 其中蔗糖作碳源时

絮凝活性最高, 且随培养时间的增加, 絮凝活性快速

增大。葡萄糖、淀粉絮凝效果均较差, 葡萄糖絮凝活

性虽然低但比较稳定。细菌É 29 可以葡萄糖、蔗糖、

乳糖、淀粉为碳源, 但其中作为单糖的葡萄糖效果最

好, 它不仅有利于絮凝剂的产生, 还有利于絮凝菌的

生长。单糖对菌产絮凝剂的促进作用的研究结果与

王镇等[7 ]的报道一致。

图 2　碳源对 2 株菌絮凝活性的影响

- ◆- . 葡萄糖; - □- . 蔗糖; - ▲- . 乳糖; - ●- . 淀粉

F ig. 2　Carbon sources vs. floccu lat ion activity of Ì 221, É 29

- ◆- . Gluco se; - □- . Sucro se; - ▲- . L acto se; - ●- . Starch

2. 4. 2　氮　源　在不同的氮源培养条件下, 2 株菌 的絮凝活性变化曲线如图 3。结果 (图 3)显示, 对真
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菌Ì 221, 蛋白胨、谷氨酸都是很好的氮源, 蛋白胨效

果最佳。尿素作细菌É 29 的氮源较好。硫酸铵对 2

株菌絮凝活性的影响均较小。由于蛋白胨、谷氨酸、

酵母膏的成本均比尿素高, 故以下试验选用尿素作

为氮源。

图 3　氮源对 2 株菌絮凝活性影响

- ◇- . 谷氨酸; - ■- . 酵母膏; - ▲- . 蛋白胨; - ●- . 硫酸铵; - * - . 尿素

F ig. 3　N itrogen sources vs. floccu lat ion activity of Ì 221, É 29

- ◇- . Glu tam ic acid; - ■- . Yeast ex tract; - ▲- . Pep tone; - ●- . Ammonium su lfate; - * - . U rea

2. 4. 3　无机盐离子　培养基中添加不同的无机盐

离子, 2 株菌的絮凝活性变化曲线如图 4。结果 (图

4) 表明, 一些无机盐离子对絮凝活性有较好的促进

作用, 如 K 2H PO 4、N aC l、M gSO 4, 但是 CuSO 4 对絮

凝活性的增加却不起作用。对真菌Ì 221, N aC l、

K 2H PO 4 的促进作用最强, 在培养 60 h 内, 两者几

乎无区别, 只有在此后,N aC l 才稍大于 K2H PO 4。细

菌É 29 在 K2H PO 4 存在条件下, 培养 24 h 后, 菌的

絮凝活性几乎呈直线上升, 培养 72 h 时, 达到

70. 8%。N aC l 存在条件下, 培养 72 h 内, 变化总体

呈上升趋势, 但在培养 48 h 时, 絮凝活性降低, 随后

又上升, 其最大絮凝活性远不如 K 2H PO 4。M gSO 4

对真菌Ì 221 和细菌É 29 絮凝活性均有较明显的促

进作用。这与张彤等[8 ]报道的一价和二价金属离子

对微生物絮凝活性有较好的促进作用结论相一致。

至于 CuSO 4 对菌的絮凝活性不起作用的原因有待

进一步研究。

图 4　无机盐离子对 2 株菌絮凝活性的影响

- ◆- . 氯化钠; - ■- . 氯化钙; - ▲- . 硫酸镁; - ○- . 磷酸氢二钾; - * - . 硫酸铜

F ig. 4　 Ino rgan ic salt ion vs. floccu lat ion activity of Ì 221, É 29

- ◆- . N aC l; - ■- . CaC l2; - ▲- . M gSO 4; - ○- . K2H PO 4; - * - . CuSO 4

2. 4. 4　培养基初始pH　不同的pH 条件下, 2 株菌 的絮凝活性变化曲线如图 5。由图 5 可以看出, 真菌
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Ì 221 适合在偏酸性环境条件下合成絮凝剂, 例如,

在培养 60 h, pH 为 6. 0 时絮凝活性为 93. 4% , 而在

pH 为 9. 0 时絮凝活性仅为 20. 8%。对细菌É 29 ,

pH 为 6. 0 时絮凝活性不稳定且低于 45. 0% , pH 为

9. 0 时絮凝活性较大, 表明细菌É 29 适合在偏碱性

条件下合成絮凝剂。

图 5　pH 对 2 株菌絮凝活性的影响

- ◆- . pH = 5. 0; - □- . pH = 6. 0; - ▲- . pH = 7. 0; - ○- . pH = 8. 0; - * - . pH = 9. 0

F ig. 5　 In it ia l pH vs. floccu lat ion activity of Ì 221, É 29

- ◆- . pH = 5. 0; - □- . pH = 6. 0; - ▲- . pH = 7. 0; - ○- . pH = 8. 0; - * - . pH = 9. 0

2. 4. 5　培养温度　23, 30, 35 ℃培养温度下, 2 株

菌的絮凝活性变化曲线如图 6 所示。从图 6 结果可

以看出, 30 ℃下絮凝活性最高, 菌产絮凝剂的最适

温度为 30 ℃。

图 6　培养温度对 2 株菌产絮凝剂的影响

- ◆- . 23 ℃; - ■- . 30 ℃; - ▲- . 35 ℃

F ig. 6　Cultu re temperatu re vs. floccu lat ion activity of Ì 221, É 29

- ◆- . 23 ℃; - ■- . 30 ℃; - ▲- . 35 ℃

3　结　论

1)试验结果表明, 液体培养时, 絮凝活性高的菌

体有絮集现象。周期测定显示, 其培养液絮凝活性与

菌生长量有正相关性, 且絮凝活性在菌的生长稳定

期早期达到最高, 表明存在于培养液中具有絮凝活

性的物质是由菌产生的。

2) 培养基成分对菌产絮凝剂有较大影响, 营养

丰富的培养基有利于絮凝剂的产生。不同的菌所需

生长条件不同, 真菌Ì 221 在蔗糖为碳源、蛋白胨为

氮源、N aC l 为无机盐、pH 6. 0、培养温度 30 ℃时, 产

絮凝剂效果最佳; 而细菌É 29 产生絮凝剂的最佳因

素为: 葡萄糖作碳源、尿素为氮源、K2H PO 4 为无机

盐、培养基初始 pH 偏碱性、培养温度 30 ℃。
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Screen ing of floccu lan t2p roducing m icroo rgan ism s

and studying on the effect ive facto rs

W ANG Zheng- l in 1, FENG Gui-y ing1,Y UE X iao-q ing2,

SHAN L i-we i1,W ANG Y ue-hong1,L IU X iao-rong3

(1 Colleg e of L if e S ciences, N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 W astew ater T rea tm en t F actory of X iπan C ity , X iπan, S haanx i 710077, Ch ina;

3 Colleg e of R esou rces and E nv ironm en t,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: 63 stra in s w ere iso la ted from act ivated sludge. Each stra in s w h ich w as p icked ou t w as cu l2
tu red in relevan t f loccu lan t2p roducing liqu id m edium s. 17 floccu lan t2p roducing stra in s w ere ob ta ined. A 2
mong them , tw o stra in s w ith h igh floccu la t ion act ivity. In th is paper, t im e cou rse of f loccu lan ts p roduct ion

including grow th, f loccu la t ing act ivity etc w ere studied. T he best f loccu lan t2p roducing condit ion s of the tw o

stra in s w ere found by changing m edium of carbon sou rces, n it rogen sou rces, ino rgan ic sa lt ion etc. T he fa2
vo rab le sub stra te fo r fungu s Ì 29 w ere sucro se, pep tone, N aC l. Op t im um cu ltu re in it ia l pH and op t im um

cu ltu re tempera tu re w ere 6. 0 and 30 ℃ respect ively. T he favo rab le sub stra tes fo r bacteria É 29 w ere fruc2
to se, u rea, K 2H PO 4. Op t im um cu ltu re in it ia l pH and op t im um cu ltu re tempera tu re w ere 8. 0 and 30 ℃.

Key words: F loccu lan t2p roducing m icroo rgan ism s; m icrob ia l f loccu lan ts; f loccu la t ing act ivity
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