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造纸厂底泥中产絮凝剂菌株的筛选
及其絮凝活性研究3 Ξ

颜　霞,张　卫,王　莉
(西北农林科技大学 生命科学学院,陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　采用常规细菌分离纯化方法,从造纸厂排污口底泥中采样,富集培养后分离得到 5株有絮凝活性

的细菌,其中菌株 E1 的絮凝除浊性能较强、稳定性最好。对 E 1 絮凝活性的进一步研究表明,该絮凝剂的适宜投加

量为 2. 0% , Ca2+ 的助凝效果较好,且具有较好的 pH 稳定性。通过测定菌株 E1 对高岭土悬浮液的絮凝活性,发现

其对高岭土悬浮液的絮凝活性达到 90. 32% ,产絮凝剂的最佳条件为 pH 8. 0,温度 40 ℃, 180 röm in 摇床培养 72

h。
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　　微生物絮凝剂是指利用微生物技术,通过微生

物的发酵、抽提和精制而得到的一类絮凝剂。微生物

絮凝剂具有许多独特的性质和优点,如易分离、易生

物降解、无毒无害、无二次污染,且适用范围广,具有

除浊脱色性能等[1, 2 ]。

20世纪 80年代后期,日本的 Ku rane从旱田土

壤中分离筛选到一株红平球菌,制成了第一种微生

物絮凝剂[3 ]。近年来,越来越多的研究者投入到该领

域的研究工作中来,使微生物絮凝剂的研究进入到

分子水平,利用基因工程技术使微生物絮凝剂的研

制向前迈进了一大步,使微生物絮凝剂的大规模生

产应用成为可能。但我国这方面的研究起步较晚,水

平较低,且大都停留在絮凝剂产生菌的筛选鉴定水

平上[4～ 7 ]。

本研究从造纸厂底泥中采样进行了絮凝剂产生

菌的分离筛选,并对絮凝活性较强菌株进行了絮凝

效果的影响因素研究,以期为该菌种的进一步改造,

并最终提高其絮凝活性提供基础。

1　材料与方法

1. 1　菌　种

　　分离自杨凌秦板造纸厂排污口底泥。

1. 2　培养基

(1) 分离培养基为牛肉膏蛋白胨培养基[8 ]。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) 发酵培养基。葡萄糖 20 g,蛋白胨 0. 5 g,酵

母膏 0. 5 g, (N H 4 ) 2SO 4 0. 2 g, K 2H PO 4 5. 0 g,

KH 2PO 4 2. 0 g,M gSO 4 0. 2 g,N aC l 0. 1 g,水 1. 0 L ;

pH 8. 0。

1. 3　菌种的富集、分离和纯化

从造纸厂排污口采集底泥,在牛肉膏蛋白胨液

体培养基内加入适量造纸废水进行连续富集培养,

然后在牛肉膏蛋白胨培养基上进行分离纯化。

1. 4　菌株的筛选

将分离纯化后的菌种转接于液体培养基中,摇

床培养 48 h (180 röm in, 30 ℃)。取培养液测其对高

岭土悬液的絮凝活性,选取具有较高絮凝活性的菌

株作为复筛菌种。

1. 5　絮凝活性的测定[3 ]

将发酵液加入到 4 göL 的高岭土悬液中进行絮
凝试验。紫外可见型分光光度计 596 nm 处测定上

层清液浊度B ,以不加培养液的上清液浊度A 为对

照,通过浊度的减少来确定絮凝程度,以下式计算絮

凝活性。

絮凝活性ö% = (A - B )÷A ×100×稀释倍数

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. 6　培养液中絮凝活性的分布

将培养液于 10 000 röm in 离心 30 m in,取上清
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液。菌体用无菌水洗涤后悬浮在与上清液等体积的

磷酸盐缓冲液中,定量测定培养液、去菌细胞上清液

及菌细胞悬液对高岭土悬液的絮凝活性。

1. 7　絮凝活性影响因素的分析

(1) 加样量对絮凝效果的影响。在 10 mL 高岭

土悬浮液中加入不同体积的 E 1 发酵液,测定其絮凝

活性。(2) 絮凝体系pH 值对絮凝活性的影响。在 10

mL 具不同 pH 值的高岭土悬浮液中各加入 0. 2 mL

的发酵液,测定其絮凝活性。(3) 不同金属离子对絮

凝效果的影响。将不同金属阳离子 (10 gökg)分别加

到用高岭土和发酵液配制的混合液中,测定阳离子

对菌株絮凝效果的影响。 (4) 温度对絮凝效果的影

响。在 20, 30, 40 ℃时测定其发酵液的絮凝活性。

(5) 培养时间与絮凝活性的关系。在装有发酵培养

基的摇瓶中接入一定量的菌种,于 30 ℃, 180 röm in

条件下摇床培养,每隔 10 h 取样 1 次,测其絮凝活

性。(6) 热稳定性。将絮凝剂提取液于100 ℃水浴加

热 30～ 60 m in,测其絮凝活性。

1. 8　菌株形态观察和性质的测定[8 ]

用革兰氏染色法进行染色,光学显微镜下观察

菌株的形态及颜色反应。

2　结果与分析

2. 1　菌株的筛选

　　采集的土样和活性污泥经分离纯化后,以高岭

土悬液为测试材料,经初筛获得了 5 株有絮凝能力

的菌株。定量测定絮凝活性,复筛出 3株絮凝活性高

的菌株 E1, E 4 和 E11,经多次重复试验和传代培养,

发现 E 1 絮凝活性的稳定性最好,故对其进行下一步

试验。

2. 2　培养液中絮凝活性的分布

以未分离的培养液絮凝活性为 100% , 测定菌

株 E 1 的全培养液、去菌上清液和菌悬液的絮凝活

性,结果如图 1所示。由图 1可见,菌株E 1 培养液絮

凝活性的 80%分布在去菌上清液中, 20%存在于细

胞中。絮凝剂活性大部分分布在培养液中有利于降

低提取成本。

2. 3　絮凝活性的影响因素分析

2. 3. 1　培养时间　以 E 1 为絮凝剂产生菌,测得其

产絮凝剂的时间曲线如图 2所示。由图 2可见,菌株

E 1 的絮凝活性随菌株生长量的增加而增加,在 72 h

后达到稳定。因此其最佳培养时间为 72 h 左右。

图 1　培养液中絮凝活性的分布

F ig. 1　D istribu tion of floccu lat ion

activity in nu trien t so lu tion

图 2　E1摇瓶培养时间与絮凝活性的关系

F ig. 2　R elation betw een cu ltu re t im e and

floccu lat ion activity

2. 3. 2　加样量　在 10 mL 高岭土悬浮液中加入不

同体积的 E 1 发酵液, 絮凝效果并不与加样量成正

比,而是存在一个有效范围,并在加样量为 2. 0%发

酵液时达到最佳值 (图 3)。这与一般絮凝剂的絮凝

规律相符[2 ]。

2. 3. 3　絮凝体系 pH 值　由图 4可知,在 pH = 4～

12时,该絮凝剂均有较好的絮凝效果,其中以 pH =

7. 5时最好,絮凝活性达 90. 32%。说明该絮凝剂具

有较好的 pH 稳定性。

2. 3. 4　金属阳离子　由表 1可见,不同金属阳离子

对絮凝效果的影响各有差异,A l3+ , Ca2+ 的添加有利

于絮疑剂的絮凝作用, 但增加并不十分显著, 而

Fe2+ ,M n2+ , Cu2+ , K+ 等阳离子的加入不利于絮凝

作用的发生。
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图 3　发酵液加样量对絮凝效果的影响

F ig. 3　Effect of samp le quan tity on

floccu lat ion activity

图 4　pH 对絮凝活性的影响

F ig. 4　Effect of pH on floccu lat ion activity

　

表 1　金属阳离子对絮凝活性的影响

T able 1　Effect of po sit ive ion on floccu lat ion activity

阳离子
Po sit ive

ion

絮凝活性
F loccu2
lat ion

activity

阳离子
Po sit ive

ion

絮凝活性
F loccu2
lat ion

activity

对照 (CK) 91. 39 M n2+ 82. 1

A l3+ 92. 5 Cu2+ 67. 8

Ca2+ 95. 4 K+ 81. 5

Fe2+ 64. 2

2. 3. 5　絮凝体系温度　温度对絮凝效果具有很大

影响,随着温度的升高,水中分子热运动加快,促使

悬浮颗粒间碰撞机会增加,更有利于絮体的形成。本

试验结果证实,在 20, 30, 40 ℃时,测定的絮凝活性

分别为 59. 26% , 78. 55%和 91. 13% ,这与前人的研

究结果[9, 10 ]相同。

2. 3. 6　热稳定性　将絮凝剂提取液于 100 ℃水浴

加热 30 m in,絮凝率下降了约 50% ; 继续加热至 60

m in,则絮凝率不再继续下降。由此推断,该絮凝剂

组成中可能包含一部分热稳定性物质 (如多糖)及另

一部分热不稳定性物质 (如蛋白质)。另一种可能是

由于加热造成线状分子的无规卷曲,导致桥联作用

丧失,而电中和作用依然存在。

2. 4　菌株形态观察与性质测定

菌株 E 1 菌落表面浅白色,粘稠,光镜下菌株形

态为杆状,革兰氏染色后呈红色,为革兰氏阴性菌。

据文献[ 11 ]记载,产絮凝剂的细菌种类比较多,其中

绝大多数为革兰氏阳性菌,而革兰氏阴性菌较少。

3　结　论

本试验结果表明,菌株 E1 絮凝活性主要存在于

去菌体的上清液中,最佳培养时间为 72 h 左右,摇

床转速 180 röm in。絮凝体系的最佳pH 为 7. 5,温度

为 40 ℃,加样量为 2. 0%。在较广泛的pH 范围内,

E 1 所产的絮凝剂对高岭土悬浮液体系有较强的絮

凝能力, Ca2+ 是其一种相对较好的助凝剂。
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Screen ing of floccu lan t2p roducing m icroo rgan ism s and

studying of the floccu lan t act ivity

YAN X ia , ZHANGW e i,W ANG L i
(Colleg e of L if e S ciences, N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: 5 st ra in s w ere iso la ted and pu rif ied from sew age sludge. Each stra in w as cu ltu red in relaven t

f loccu lan t2p roducing m edium s. Among these st ra in s, E 1 had h igh and stab le f loccu la t ing act ivity fo r Kao lin

su spen sion. Ca2+ w as of help in floccu la t ion. W hen the samp le w as added at the p ropo rt ion of 2. 0% , the

floccu la t ion act ivity reached 90. 32% , and rem ained firm as pH value changed. T he op t im um cu ltu ra l

condit ion of E 1 w as decided: pH 8. 0, tempera tu re 40 ℃, cu ltu ra l t im e 72 h at the ra te of 180 röm in.

Key words: b iofloccu lan t; screen ing; f loccu lan t act ivity
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Ex tract ing flavono ids of bam boo leaves by m icrow ave

GAO M eng-x iang1, ZHANG J ia- lan 2,W ANG J iang-m ing1

(1 Colleg e of L if e S ciences, Y ang tz e U niversity , J ing z hou, H ubei 434025, Ch ina;

2 Colleg e of A n im al S cience and T echnology ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: Ex tract ion of Bam boo L eaves (Eb l) is a new develop ing vegetab le flavone p repara t ion. T he

single experim en ta l facto r, such as m icrow ave pow er, percen t of ethano l vo lum e, m icrow ave trea t ing t im e,

ra t io of so lid to liqu id w as studied. T hen, the op t im um param eters w ere ob ta ined by o rthogonal test a t the

ra t io of so lid to liqu id 1∶40 (gömL ) , m icrow ave trea t ing 6 m in, m icrow ave pow er 400 W , percen t of

ethano l vo lum e 10%. T he to ta l f lavono ids con ten t of bam boo leaves is 4. 689 m gög at the op t im um

param eters.

Key words: Bam boo leaves; f lavono ids; m icrow ave; ex tract ion
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