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摘要：【目的】从种植野生稻的稻田土壤中分离筛选对环境无污染、具有高效生物絮凝活性的菌株．【方法】采用ＶＭ
培养基从药用野生稻中分离 １３５个菌株，以发酵液对高岭土悬液絮凝效果为指标，筛选到絮凝活性高的菌株
ＹＨ３９．【结果和结论】１６ＳｒＤＮＡ序列分析表明，该菌株与越南伯克霍尔德菌Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｖｉｅｔｎａｍｉｅｎｓｉｓ有９８６％的相
似性．ＹＨ３９产絮凝剂最佳碳源为葡萄糖，最佳氮源为硝酸钾．发酵动力学研究表明，菌株 ＹＨ３９发酵培养１６ｈ，菌
体浓度和絮凝活性达到最高值．对絮凝剂成分分析表明，絮凝剂为多糖，具有很好的耐热性，在６０℃下加热３０
ｍｉｎ，絮凝活性不改变．应用研究结果表明，此絮凝剂对３种印染废水均有很好的絮凝效果，不仅可以高效地降低废
水的ＣＯＤＣｒ，还有很好的脱色效果．

关键词：微生物絮凝剂；絮凝活性；菌株筛选；发酵优化

中图分类号：Ｘ７０３．１；Ｑ９３１．９　　　　　　文献标志码：Ａ　　　　　文章编号：１００１４１１Ｘ（２０１４）０１００６６０７

Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｂｉｏｆｌｏｃｃｕｌａｎｔｓｔｒａｉｎｓａｎｄｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

ＰＥＮＧＧｕｉｘｉａｎｇ１，ＬＵＱｉｕｙａｎ２，ＫＯＮＧＨｕｉｑｉｎｇ２，ＬＩＸｉｏｎｇ２，ＷＡＮＴａｏ３，ＬＵＹｕｓｈｅｎｇ３，ＴＡＮＺｈｉｙｕａｎ３

（１ＧｕａｎｇｄｏｎｇＰｒｏｖｉｎｃｅＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＭｉｃｒｏｂｉａｌＳｉｇｎａｌｓａｎｄＤｉｓｅａｓｅＣｏｎｔｒｏｌ／ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＮａｔｕｒａｌＲｅｓｏｕｒｃｅｓａｎｄＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，
ＳｏｕｔｈＣｈｉｎａＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ５１０６４２，Ｃｈｉｎａ；２ＧｕａｎｇｄｏｎｇＴｉａｎｃｈｅｎＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＣｏ．，Ｌｔｄ．，

Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ５１００７０，Ｃｈｉｎａ；３ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ，ＳｏｕｔｈＣｈｉｎａＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ５１０６４２，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：【Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ】Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙａｉｍｅｄａｔｉｓｏｌａｔｉｎｇａｎｄｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆｅｆｆｉｃｉｅｎｔｌｙｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｆｌｏｃｃｕｌａｔｉｏｎ
ｓｔｒａｉｎｓｆｒｏｍｔｈｅｐａｄｄｙｆｉｅｌｄｏｆｔｈｅｐｌａｎｔｅｄｗｉｌｄｒｉｃｅ．【Ｍｅｔｈｏｄ】ＡｈｉｇｈｂｉｏｆｌｏｃｃｕｌａｎｔｓｔｒａｉｎＹＨ３９ｗａｓｏｂ
ｔａｉｎｅｄｆｒｏｍｔｈｅｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆｋａｏｌｉｎｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｆｌｏｃｃｕｌａｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｓｏｆ１３５ｓｔｒａｉｎｓｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍＯｒｙｚａｏｆｆｉｃｉ
ｎａｌｉｓｏｎＶＭｍｅｄｉｕｍ．【Ｒｅｓｕｌｔａｎｄｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ】１６ＳｒＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｓｔｒａｉｎ
ＹＨ３９ｗａｓｃｌｏｓｅｌｙｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｋｎｏｗｎｓｐｅｃｉｅｓＢｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｃｅｐａｃｉａｗｉｔｈ９８６％ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ．Ｔｈｅｂｅｓｔｃａｒ
ｂｏｎａｎｄｎｉｔｒｏｇｅｎｓｏｕｒｃｅｓｆｏｒｐｒｏｄｕｃｉｎｇｆｌｏｃｃｕｌａｔｉｏｎｗｅｒｅｇｌｕｃｏｓｅａｎｄｐｏｔａｓｓｉｕｍｎｉｔｒａｔｅ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅ
ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｋｉｎｅｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｓｔｒａｉｎＹＨ３９ｒｅａｃｈｅｄｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔｖａｌｕｅｓｏｆｂｉｏｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａ
ｔｉｏｎａｎｄｆｌｏｃｃｕｌａｔｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙｉｎ１６ｈ．Ｆｌｏｃｃｕｌａｎｔｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｂｉｏｆｌｏｃｃｕｌａｎｔ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｗｅｒｅｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｗｉｔｈｇｏｏｄｈｅａｔｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ｗｈｉｃｈｗａｓｈｅａｔｅｄａｔ６０℃ ｆｏｒ３０ｍｉｎｗｉｔｈｏｕｔ
ｌｏｓｉｎｇｆｌｏｃｃｕｌａｔｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙ．Ｔｈｅａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｂｉｏｆｌｏｃｃｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｒｅｅｋｉｎｄｓｏｆｄｙｅｉｎｇｗａｓｔｅｗａｔｅｒｓｈｏｗ
ｔｈａｔｔｈｅｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｌｉｑｕｉｄｈａｓｇｏｏｄｆｌｏｃｃｕｌａｔｉｎｇｅｆｆｅｃｔｓｏｎｄｙｅｉｎｇｗａｓｔｅｗａｔｅｒｗｉｔｈｅｆｆｅｃｔｉｖｅｄｅｃｏｌｏｒｉｚａｔｉｏｎ
ａｎｄｒｅｄｕｃｅｓＣＯＤＣｒｉｎｄｙｅｉｎｇｗａｓｔｅｗａｔｅｒ．



Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｍｉｃｒｏｂｉａｌｆｌｏｃｃｕｌａｎｔ；ｆｌｏｃｃｕｌａｔｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙ；ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｓｔｒａｉｎ；ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

　　凡能使水溶液中的溶质、胶体或悬浮颗粒产生
絮状沉淀物的物质叫絮凝剂［１２］．按照药剂使用化合
物的类型，絮凝剂可分为无机絮凝剂、有机絮凝剂和

生物絮凝剂３大类［３］．在絮凝技术发展史上，无机盐
类絮凝剂（如含有铝离子的无机盐类絮凝剂）一方面

毒害水生生物和微生物；另一方面通过食物链和饮

用水最终危害人类健康［４５］．有机合成高分子絮凝剂
聚丙烯酰胺（Ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ，ＰＡＭ）具有用量少、絮凝
速度快的优点，但残留物不易被生物降解，且其单体

有强烈的神经毒性和“三致”效应（致畸、致癌、致突

变），造成二次污染，也限制了它的应用［６９］．
微生物絮凝剂是一类由微生物产生的代谢产

物，主要成分有糖蛋白、多糖、蛋白质、纤维素和ＤＮＡ
等［１０１１］．可以通过微生物发酵、提取、精制而得，具有
生物分解性和安全性，是新型、高效、无毒、无二次性

污染的水处理剂．它具有广谱的絮凝活性、可生物降
解及应用安全性，显示了它在废水脱色、含高悬浮物

的废水处理、乳浊液的处理、畜产废水的处理、活性

污泥的处理、食品加工和发酵工业等方面的应用前

景，已经成为国内外新型水处理剂研究和开发的热

点［１２１７］．但是目前对微生物絮凝剂的应用研究多处
于实验室阶段，还未见大规模的工业化应用［１８２０］．

本研究根据耕作后药用野生稻水稻田比栽培稻

水稻田能够很快变得澄清这一现象，从野生稻中分

离出１株具有开发和应用潜力的高絮凝活性的微生
物絮凝剂产生菌．以高岭土悬浊液为处理对象，对它
的生长及产微生物絮凝剂的影响因素进行探索，掌

握其产微生物絮凝剂的最佳条件，研究其高效的絮

凝特性，为微生物絮凝剂的研制开发提供基础理论

和应用依据．

１　材料与方法
１．１　菌株来源和培养基

菌株是从华南农业大学试验地药用野生稻 Ｏｒｙ
ｚａｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ植株分离而来，共分离到１３５个菌株．筛
选到的絮凝活性高的菌株参考 Ｐｅｎｇ等［２１方法进行

１６ＳｒＲＮＡ基因扩增及序列分析．
采用ＶＭ固体培养基活化菌株，ＶＭ［２１］液体培养

基作为絮凝剂产生菌的筛选培养基．其中固体培养
基中加入终质量浓度为２０ｇ·Ｌ－１的琼脂．
１．２　絮凝剂产生菌的筛选及活性测定

将分离后保藏的１３５个菌株用平板划线法接入
ＶＭ固体培养基上，培养２４ｈ，用接种环从平板上挑

一环活化后的菌株接种到装有５０ｍＬＶＭ培养液的
２５０ｍＬ三角瓶中，将三角瓶置于恒温振荡器中，３０
℃、１８０ｒ·ｍｉｎ－１培养２４ｈ后测定各菌株培养液对高
岭土悬液的絮凝活性．

用絮凝率来定量表征絮凝活性，在１５０ｍＬ三角
瓶中加入高岭土 ０５ｇ，再加入１００ｍＬ蒸馏水，配成
质量浓度为５ｇ·Ｌ－１的高岭土悬液，加入１ｍＬ细菌
培养液［细菌培养液浓度用紫外分光光度计ＵＶ１２０１
（北京瑞利分析仪器公司）测其在６００ｎｍ处的光密度
（Ｄ６００ｎｍ）来表示，培养液Ｄ６００ｎｍ＝１］，再加入１ｍＬ０２
ｍｏｌ·Ｌ－１ＣａＣｌ２溶液，摇匀，用 １００ｇ·Ｌ

－１的 ＮａＯＨ
溶液调ｐＨ为８０，搅拌６０ｓ，静置５ｍｉｎ，取上清液，
测定其在波长５５０ｎｍ下的光密度（Ｄ５５０ｎｍ）．以空白
培养液代替细菌培养液做对照［２２］．

絮凝率＝Ａ－ＢＡ ×１００％，

式中，Ａ为对照上层清液的 Ｄ５５０ｎｍ；Ｂ为样品上层清
液的Ｄ５５０ｎｍ．
１．３　培养温度以及培养基中碳源、氮源和初始 ｐＨ

对絮凝活性的影响

　　培养温度对絮凝活性的影响：培养液灭菌冷却
后，接入菌ＹＨ３９，将各三角瓶分别置入温度设置为
２５、３０、３５、４０℃的恒温振荡器中，３个重复，每隔６ｈ
测絮凝活性，共培养４８ｈ．

碳源利用采用 Ｂｉｏｌｏｇ测定［２１］．用麦芽糖、蔗糖、
葡萄糖、果糖、糊精、淀粉、乳糖分别代替 ＶＭ培养基
中的碳源，将５０ｍＬ培养液装入２５０ｍＬ三角瓶中，
分别接种已活化２４ｈ的菌株ＹＨ３９．在恒温振荡器中
３０℃、１８０ｒ·ｍｉｎ－１振荡培养２４ｈ后测其絮凝活性．

用硝酸钠、氯化铵、硝酸钾、硫酸铵、牛肉膏、酵

母膏、蛋白胨分别代替 ＶＭ培养基中的氮源，将培养
液５０ｍＬ装入２５０ｍＬ三角瓶中，分别接种已活化２４
ｈ的菌株 ＹＨ３９．在恒温振荡器中 ３０℃、１８０
ｒ·ｍｉｎ－１振荡培养２４ｈ后测其絮凝活性．

培养液初始ｐＨ对絮凝活性的影响：三角瓶中的
培养液的初始 ｐＨ用 φ为 １０％的 ＨＣｌ或 １０％的
ＮａＯＨ分别调成 ５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、
８５、９０，３个重复，灭菌冷却后，接入菌 ＹＨ３９．在恒
温振荡器中，３０℃培养２４ｈ后测絮凝活性．
１．４　发酵参数

在７５Ｌ发酵罐（上海保兴生物设备工程有限公
司）上进行发酵，发酵过程的温度设定为３０℃，罐压
为００５ＭＰａ，装液量为３Ｌ，接种量为３％，发酵初期搅
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拌转速设置为１００ｒ·ｍｉｎ－１，通气量２０Ｌ·ｍｉｎ－１，发
酵第１２小时搅拌，转速升到１２５ｒ·ｍｉｎ－１，通气量升
到４０Ｌ·ｍｉｎ－１．通过测定菌体浓度（用Ｄ６００ｎｍ表示）、
ｐＨ、溶氧、发酵液的絮凝活性等参数，描述该生产菌株
的发酵动力学规律．
１５　絮凝体系的ｐＨ和金属离子对絮凝活性的影响

用φ为１０％的ＨＣｌ或１０％的ＮａＯＨ将三角瓶中
高岭土悬液的 ｐＨ分别调为４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２，
然后再加入１ｍＬ发酵液和１ｍＬ０２ｍｏｌ·Ｌ－１ＣａＣｌ２
溶液，测其絮凝率．每个ｐＨ梯度做３个重复．

分别用 １ｍＬ浓度为 ０２ｍｏｌ·Ｌ－１的 ＭｇＣｌ２、
ＮａＣｌ、ＣａＣｌ２、ＦｅＣｌ２、ＡｌＣｌ３、ＭｎＳＯ４ 溶液，代替 ０２
ｍｏｌ·Ｌ－１ＣａＣｌ２溶液加入到高岭土悬液中，测其絮凝
率．以不加金属离子做空白对照．
１．６　絮凝活性成分分布和耐热性

将发酵液离心，分别测定发酵液、发酵上清液、

菌细胞悬液的絮凝活性．从同一个三角瓶中取出发
酵液，分别以６０、８０、１００℃加热３０ｍｉｎ，另一管不加
热．室温冷却后，测各管中发酵液的絮凝活性，每管
取样３次做重复测定．
１．７　絮凝剂的提取和成分分析

培养液先稀释１倍，离心收集上清液，加入３倍
体积的 φ为 ９５％乙醇溶液，震荡混匀；４０００
ｒ·ｍｉｎ－１离心２０ｍｉｎ，收集沉淀．沉淀重新溶于水，加
入０５倍体积的氯仿和正丁醇（体积比为５∶２），震荡
混匀、离心、收集含多糖的上相液．上相液中加入 ３
倍体积的φ为９５％乙醇溶液，收集沉淀．按上述方法
重复２次，收集沉淀，４５℃烘干，得絮凝剂粗提品，
计算每升培养液提取絮凝剂质量．

光谱测定、ｍｏｌｉｓｈ反应、蒽酮反应、双缩脲反应、
茚三酮反应参照文献［２３２４］进行．
１．８　印染废水处理

３种废水分别来源于广州兴利洗染厂洗牛仔裤
产生的废水，该废水呈蓝色；佛山市高明区汇益纺织

实业有限公司染布产生的废水；佛山市高明区骏有

纺织印染有限公司染布产生的废水．在处理之前先
用ｐＨ计测各种废水的 ｐＨ、用紫外分光光度计测
Ｄ５５０ｎｍ，重铬酸钾法

［２５］测化学耗氧量（ＣＯＤＣｒ）．
分别采用微生物絮凝剂（发酵离心上相液代

替）、φ为１％的聚合碱式铝稀释液、φ为１％的聚合
碱式铝稀释液＋φ为１％的聚丙烯酰胺溶液处理１００
ｍＬ上述 ３种废水．每处理 １００ｍＬ废水加入 ０２
ｍｏｌ·Ｌ－１ＣａＣｌ２溶液２ｍＬ，ＹＨ３９发酵离心上相液１
ｍＬ，用１００ｇ·Ｌ－１ＮａＯＨ调 ｐＨ．用１ｍＬφ为１％的
聚合碱式铝稀释液处理１００ｍＬ的印染废水．用聚合

碱式铝和聚丙烯酰胺联合处理废水，则先加聚合碱

式铝稀释液 ０５ｍＬ，摇匀，再加聚丙烯酰胺稀释液
０２ｍＬ．每次处理均在加入絮凝剂后充分搅拌６０ｓ，再
静置２０ｍｉｎ，测废水上相液的Ｄ５５０ｎｍ、ＣＯＤＣｒ和ｐＨ．

２　结果与分析
２．１　产微生物絮凝剂的菌株筛选和菌落特征

从１３５株菌中筛选到的具有絮凝活性的菌株
ＹＨ３９，高岭土悬液的絮凝试验中发现，菌株ＹＨ３９发
酵液的絮凝活性最高，对高岭土悬液的絮凝率可达

８７７％，其沉淀高岭土的速度最快，且沉淀后的颗粒
大而稳定．

菌株ＹＨ３９为革兰阴性菌，有荚膜．菌落在 ＶＭ
琼脂平皿中培养２４ｈ，生长良好，生长速度快，菌落
大且凸起、边缘圆整、光滑、无色、不透明、潮湿，挑起

有黏稠样物质，无特殊的味道．
将所测得的ＹＨ３９１６ＳｒＤＮＡ序列与ＧｅｎＢａｎｋ数

据库相关序列进行比对，结果显示与越南伯克霍尔

德菌 ＢｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｖｉｅｔｎａｍｉｅｎｓｉｓＧ４的 相 似 性 为
９８６％．
２．２　培养基中的碳源和氮源对絮凝活性的影响

菌株对不同碳源的利用情况见表１．ＹＨ３９可以
利用葡萄糖、蔗糖、糊精、麦芽糖等常见糖，但不可以

利用淀粉、尿素等作为碳源，ＹＨ３９不能利用甘氨酸、
胱氨酸、甲硫氨酸、缬氨酸、丝氨酸、苏氨酸、赖氨酸、

Ｌ－亮氨酸等氨基酸作为碳源生长，但能够利用苯丙
氨酸、脯氨酸、组氨酸、色氨酸、天冬氨酸、Ｌ－谷氨酰
胺、Ｌ－谷氨酸、Ｌ－丙氨酸、Ｄ－丙氨酸、Ｌ－羟脯氨酸
等氨基酸作为碳源生长．

不同碳源对絮凝活性的影响见图１Ⅰ．由图１Ⅰ
可知，加入不同的碳源培养后，培养液的絮凝活性差

异较大，以葡萄糖为碳源时，培养液的絮凝率最高，

蔗糖、糊精次之，而以淀粉为碳源时，发现菌株不能

生长，培养液无絮凝活性，且由于淀粉不可溶，絮凝

率测得为负值．所以在以后的培养中菌株ＹＨ３９采用
廉价高效的葡萄糖为产絮凝剂的碳源．

不同氮源对絮凝活性的影响见图１Ⅱ．由图１Ⅱ
可知，加入不同的氮源培养后，培养液的絮凝活性

差异较大，以蛋白胨为碳源时，培养液的絮凝率最

高，为８７６％，其次为硝酸钾，絮凝率高达８７１％，
这２种氮源效果几乎差不多，但由于硝酸钾作为氮
源比蛋白胨要经济得多，在实际应用中比较可行．
故在以后的试验中采用硝酸钾为 ＹＨ３９产絮凝剂
的氮源．
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表１　菌株ＹＨ３９碳源利用情况１）

Ｔａｂ．１　ＴｈｅｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｃａｒｂｏｎｓｏｕｒｃｅｓｂｙｓｔｒａｉｎＹＨ３９

碳源 情况 碳源 情况 碳源 情况 碳源 情况 碳源 情况 碳源 情况

糊精 ＋ 甲硫氨酸 － 山梨醇 ＋ 松三糖 － Ｌ－鼠李糖 － 赤藻糖醇 －
淀粉 － 苯丙氨酸 ＋ 木糖醇 － 松二糖 － Ｌ－羟脯氨酸 ＋ 半乳糖醇 ＋
吐温４０ ＋ 天冬氨酸 ＋ 己六醇 ＋ Ｄ－核糖 － 羟甲基纤维素 － 山梨糖醇 ＋
吐温８０ ＋ 苯甲酸钠 ＋ 肌醇 ＋ 塔格糖 － Ｄ－葡萄糖醛酸盐 ＋ 脯氨酸 ＋
香草酸 ＋ 氨基乙醇 ＋ 甘油 － 海藻糖 － 半乳糖醛酸盐 ＋ 组氨酸 ＋
葵二酸 ＋ 柠檬酸钠 ＋ Ｄ－木糖 ＋ 甘露醇 ＋ 羟基苯乙酸 － 色氨酸 ＋
蔗糖 ＋ 马尿酸钠 ＋ 木糖 ＋ 甘氨酸 － Ｎ－乙酰葡萄糖胺 ＋ Ｌ－亮氨酸 －
衣康酸 ＋ 琥珀酸钠 ＋ 菊糖 － 丁二胺 ＋ Ｌ－谷氨酰胺 ＋ 酪氨酸 ＋
麦芽糖 ＋ Ｄ－葡萄糖 ＋ 甲酸钠 ＋ Ｌ－谷氨酸 ＋ 葡萄糖酸钠 ＋ 缬氨酸 －
乌头酸 ＋ Ｄ－甘露糖 ＋ 乙酸钠 ＋ Ｌ－丙氨酸 ＋ 脱氧胆酸钠 － Ｄ－阿糖醇 －
Ｄ－乳糖 ＋ α－酮戊二酸 － 丙酸钙 ＋ Ｄ－丙氨酸 ＋ 侧金盏花醇 － 水杨酸钠 －
苹果酸 ＋ γ－氨基丁酸 ＋ 水杨苷 － Ｌ－阿糖醇 ＋ 鸟氨酸盐酸盐 － 肌苷 －
山梨糖 － 苦杏仁苷 － 草酸钠 － 丝氨酸 － 酒石酸钾钠 － 尿苷 －
Ｌ－果糖 ＋ 龙胆二糖 － 乳酸钠 ＋ 精氨酸 ＋ Ｄ－阿拉伯糖 － 棉子糖 －
Ｄ－果糖 ＋ 丙酮酸钠 ＋ 苏氨酸 － 胱氨酸 － Ｄ－纤维二糖 － 丙二酸钙 ＋
密二糖 － Ｄ－半乳糖 ＋ 赖氨酸 － 尿素 － Ｌ－阿拉伯糖 －

　１）“－”不生长；“＋”生长．

Ｃ１：蔗糖，Ｃ２：葡萄糖，Ｃ３：果糖，Ｃ４：麦芽糖，Ｃ５：乳糖，Ｃ６：糊精，Ｃ７：淀粉；Ｎ１：硝酸钠，Ｎ２氯化铵：，Ｎ３：硝酸钾，Ｎ４：硫酸铵，Ｎ５：硝酸铵，Ｎ６：牛

肉膏，Ｎ７：酵母膏，Ｎ８：蛋白胨；各图中柱子上方凡是有一个相同大、小写字母者，分别表示在００１和００５水平差异不显著（Ｄｕｎｃａｎ’ｓ法）．

图１　培养液中碳源和氮源对絮凝活性的影响
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｂｉｏｆｌｏｃｃｕｌａｎｔｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｒｂｏｎａｎｄｎｉｔｒｏｇｅｎｓｏｕｒｃｅｓｕｔｉｌｉｚｅｄｂｙｓｔｒａｉｎＹＨ３９

２．３　培养温度和初始ｐＨ对絮凝活性的影响
培养温度对絮凝活性的影响见图２，在２５～４０℃

各温度梯度下，培养液的最高絮凝活性差异不显著，均

可达到９４％左右，但温度越高，絮凝活性达到最高所
需的培养时间越少，如在２５℃时达到最高絮凝活性所
需时间为４８ｈ，而４０℃所需时间仅为１８ｈ，且从图２
中还可得知，培养温度越高，达到最高絮凝活性后，随

培养时间的延长，絮凝活性降低的速度越快．
　　菌株ＹＨ３９在初始ｐＨ为５５～７５的范围内均
可以较好的产絮凝活性物质，尤其是在初始 ｐＨ为６
～７之间产絮凝活性物质最多，培养液的絮凝率高达
９４％．而当初始ｐＨ在碱性条件下，培养液的絮凝活
性显著下降，特别是在初始 ｐＨ为９时，培养液的絮
凝率仅为２８９％．

２．４　发酵过程动力学的研究
发酵过程中，溶氧量在发酵开始 ４ｈ后急剧下

降，同时此阶段发酵液ｐＨ随之下降，在发酵第１０小
时溶氧量下降到１６２ｍｇ·Ｌ－１，ｐＨ下降到６１９．在
发酵第１６小时，ｐＨ开始回升，溶氧量也开始回升，
此后，发酵液的 ｐＨ和溶氧量一直上升．如果剔除在
发酵第１２小时提高搅拌转速和通气量的影响，发酵
液的溶氧与ｐＨ几乎呈一致的变化趋势．

在发酵第１８小时之前，菌体浓度（Ｄ６００ｎｍ）迅速
升高，随着菌体浓度不断地增大，发酵液的絮凝活性

也不断增大，在发酵第１８小时菌体浓度达到最高，
发酵液的絮凝活性也达到最高，而在发酵第１８～３６
ｈ，菌体浓度不断下降，发酵液的絮凝活性维持在高
位不再增加（图３）．
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同一培养温度不同柱子上方凡是有一个相同大、小写字母者，分别表示在００１、００５水平差异不显著（Ｄｕｎｃａｎｓ法）．

图２　不同培养温度对絮凝活性的影响
Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｕｒｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｏｎｔｈｅｆｌｏｃｃｕｌａｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙ

图３　发酵过程菌体浓度和絮凝活性的动态变化
Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅｄｙｎａｍｉｃｃｈａｎｇｅｓｏｆｂｉｏｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄｆｌｏｃ

ｃｕｌａｔｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｔｈｅｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓ

　　在整个发酵阶段，菌株ＹＨ３９的生长延迟期非常
短，在发酵第４小时菌株进入对数生长期，ｐＨ、溶氧
量迅速下降，菌体浓度和发酵液的絮凝活性也迅速

增加．在发酵第１６小时，ｐＨ、溶氧量开始回升，菌体
浓度也几乎达到最高值．菌株生长的稳定期非常短，
发酵第１８—３６小时，菌株的生长进入衰亡期，菌体
浓度下降很快，ｐＨ、溶氧量继续回升．在发酵过程中
絮凝活性与菌体浓度呈现了一定的相关性．
２．５　絮凝体系的ｐＨ和金属离子对絮凝活性的影响

絮凝体系的 ｐＨ对絮凝活性的影响见图４．该絮
凝剂在酸性条件下的絮凝率非常低，而在碱性条件

下，絮凝活性很好，絮凝率随着ｐＨ的升高而增加，当
ｐＨ为８时絮凝率达到９６１％，但再增加高岭土悬液
的ｐＨ对絮凝率的提高不显著．
　　与不加离子的空白对照相比，Ｎａ＋对絮凝活性无
促进作用，Ｆｅ２＋对絮凝活性有抑制作用，而其他各金
属离子对絮凝活性均有显著的促进作用，其中又以

Ｃａ２＋的助凝效果最好，Ｍｇ２＋次之，结果说明，此絮凝
剂需在Ｃａ２＋等阳离子的助凝作用下才能表现好的絮
凝活性．

图４　絮凝体系ｐＨ对絮凝活性的影响
Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｆｌｏｃｃｕｌａｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨｖａｌｕｅｓ

２．６　絮凝活性成分分布、耐热性及成分
发酵液、离心后的上清液及菌细胞悬液絮凝效

果分析表明，具有絮凝活性的成分大部分存在于发

酵离心后的上清液中，其絮凝率达９３０％左右，离心
后菌体制成的菌细胞悬液的絮凝活性非常低，絮凝

率仅为１０％左右．这说明絮凝活性成分是菌体在生
长过程中分泌到发酵液中的代谢产物，菌体本身几

乎不起絮凝作用．对离心上清液和发酵液分别加热
至６０、８０和１００℃，随着温度的升高，发酵液的絮凝
活性有所降低．发酵液在１００℃加热３０ｍｉｎ后，对高
岭土的絮凝率仍然维持在９１％，而在６０℃加热３０
ｍｉｎ后，絮凝活性与不加热差异不显著，说明此絮凝
剂的耐热性较好．

采用高速离心、乙醇沉淀、干燥等过程后得到絮

凝剂粗提品．经检测，絮凝剂粗提品的１０００倍稀释
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液的絮凝率为 ８６２％．絮凝剂粗提品的稀释液在
２６０和２８０ｎｍ处未发现特征吸收峰，初步表明絮凝
剂成分中无核酸类物质和蛋白质．进一步的双缩脲
反应及茚三酮反应试验结果表明，絮凝剂成分中无

蛋白质或氨基酸成分．Ｍｏｌｉｓｈ反应和蒽酮反应结果
表明，絮凝剂中含有糖类物质．
２．７　废水处理

用粗提取的絮凝剂处理广州市兴利洗水厂废水，

废水的 Ｄ５５０ｎｍ由０９７４下降到００２１，ＣＯＤＣｒ由４１８７
ｍｇ·Ｌ－１下降到１１５７ｍｇ·Ｌ－１；用该絮凝剂处理佛山

市高明区汇益废水，废水的 Ｄ５５０ｎｍ由 ０７２９下降到
００８３，ＣＯＤＣｒ由 ４２１３ｍｇ·Ｌ

－１下降到 １６５０ｍｇ·
Ｌ－１；用粗提取的絮凝剂处理佛山市高明区骏有废水，
废水的 Ｄ５５０ｎｍ由０９４８下降到００３４，ＣＯＤＣｒ由５１９６
ｍｇ·Ｌ－１下降到１１４２ｍｇ·Ｌ－１．说明用该絮凝剂处理
３种不同废水的生物絮凝效果显著（图５），脱色率与
化学絮凝剂（聚合碱式铝、聚合碱式铝＋聚丙烯酰胺）
相当，ＣＯＤＣｒ的去除率均比这２种化学絮凝剂低．但试
验中的３种废水经微生物絮凝剂处理后，剩余ＣＯＤＣｒ
不是很高，达到２００ｍｇ·Ｌ－１的国家二级排放标准．

Ａ：广州市兴利洗染厂废水；Ｂ：佛山市高明区汇益废水；Ｃ：佛山市高明区骏有废水．

图５　絮凝剂对３种不同印染废水的处理效果
Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｂｉｏｆｌｏｃｃｕｌａｎｔｓｏｎｔｈｅｔｈｒｅｅｔｙｐｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｙｅｉｎｇｗａｓｔｅｗａｔｅｒ

３　讨论与结论
目前国内外的研究者主要从污水、活性污泥或

土壤中筛选和分离微生物絮凝剂产生菌，而对产絮

凝剂的植物内生菌的筛选还很少报道．本研究筛选
到１株分离自药用野生稻 Ｏｒｙｚａｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ能产絮凝
剂的固氮菌株ＹＨ３９，表明微生物絮凝剂产生菌的来
源非常广泛．

Ｓｈｉｈ等［２６］报道地衣芽孢杆菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒ
ｍｉｓＣＣＲＣ１２８２６的受试碳源中，葡萄糖、果糖、乳糖均
不利于絮凝剂合成，而戊烯二酸、柠檬酸、甘油则是

絮凝剂合成的有利碳源，地衣芽孢杆菌 ＣＣＲＣ１２８２６
能利用氯化铵作为氮源合成絮凝剂，其他铵盐如硫

酸铵则效果不佳，使用硝酸铵时甚至无法合成絮凝

剂．彭辉等［２７］认为蔗糖是 ＴＨ６产絮凝剂的良好碳
源，产生的菌量相对较多，其次为葡萄糖，而以其他

物质为碳源时，絮凝率较低，以硝酸钠为氮源，絮凝

效果最好，产生的菌量也最多，而以硫酸铵作氮源

时，虽然菌体生长较旺盛，但培养液絮凝活性很差．
由此可见不同种类的微生物产絮凝剂最适的碳源、

氮源相差很大．在本研究中发现ＹＨ３９产絮凝剂最佳
碳源为葡萄糖，最佳氮源为硝酸钾．研究还发现无机
盐ＭｇＳＯ４和 ＦｅＳＯ４代替 Ｄｂｅｒｅｉｎｅｒｂａｓｉｃ和 Ｆｅ（Ⅲ）
ＥＤＴＡ加入基础培养液中，培养液的絮凝活性不受影
响．但如果不加入这些无机盐，培养液会产酸，ｐＨ下
降明显，非常不利于絮凝剂的合成，这与游映玖［２８］研

究得出Ｍｇ２＋、Ｆｅ２＋会抑制培养基中絮凝剂的分泌的

结果不同，但与黄晓武等［２９］研究的结果相似．可能是
不同的微生物合成絮凝剂的机制不同．

培养温度主要影响菌株 ＹＨ３９的絮凝活性达到
最高时所需的培养时间，而对其絮凝活性的最高值

影响不显著，但培养温度高会在培养后期不利于絮

凝活性的稳定．虽然从生理生化试验中发现菌株
ＹＨ３９可以在 ｐＨ４～９的环境中正常生长，但菌株
ＹＨ３９在ｐＨ为６～７的中性条件下培养，发酵液的絮
凝活性最好，过酸或过碱的环境均不利于絮凝剂的

合成．菌株 ＹＨ３９在装液量低和摇床转速高的条件
下，培养液的絮凝活性要显著高于装液量高和摇床

转速低的条件下的絮凝活性，这表明充足的氧气供

给有利于此菌产微生物絮凝剂，这与大部分其他微

生物絮凝剂生产菌类似．接种量在０２％ ～４０％之
间，絮凝活性变化不显著，但当接种量超过８％时，絮
凝活性显著下降．主要原因可能是接种量过高会带
入过多种子液里的代谢废物到发酵液中，从而影响

絮凝活性．
该絮凝剂在 ｐＨ８以上的碱性环境中能表现出

较高的絮凝活性，不适宜处理酸性较强的废水，絮凝

剂的絮凝能力受 ｐＨ影响的原因是酸碱度的变化会
改变生物聚合物的带电状态和中和电荷的能力以及

被絮凝物质的颗粒带电情况［３０］．目前从国内外对微
生物絮凝剂的提取和成分鉴定结果来看，大部分微

生物絮凝剂属于多糖类物质，泰国的 Ｄｅｒｍｌｉｍ等［３１］

分离到克雷伯氏菌 Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｓｐ．Ｓ１１，其所产絮凝剂
通过红外光谱分析及各种化学分析，确定是一种酸
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性多糖．本研究获得絮凝剂的粗提品，初步确定其成
分为多糖类物质．

印染废水成分复杂、色度大、浓度高且生物难降

解物质多，是较难处理的工业废水之一．本研究的絮
凝剂对３种印染废水的脱色率与传统的化学絮凝剂
差不多，但生物絮凝剂不会造成二次污染．虽然生物
絮凝剂对废水ＣＯＤＣｒ的去除率比传统絮凝剂低，但应
用此絮凝剂处理这３种废水后，其ＣＯＤＣｒ、ｐＨ能够达
到国家二级排放标准，显示了此絮凝剂的应用前景．
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