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生物絮凝剂产生菌的筛选及培养条件优化
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摘要：从林下土壤中筛选得一株产絮凝剂的细菌ＸＭＸ１（其产生的絮凝剂命名为 ＸＭＸ１Ｆ）；研究结果表明：玉米淀
粉、玉米浆是廉价的碳氮源；通过乙醇提取的方法，从发酵液离心后的上清液中获得絮凝剂粗产品７６８５ｇ／Ｌ；通过
蒽酮反应、紫外扫描以及红外扫描等多种方法手段分析确认 ＸＭＸ１Ｆ是以多糖为主的高分子絮凝剂，多糖含量为

７７８７％；在实际废水处理方面，通过ＸＭＸ１Ｆ对模拟洗煤废水的应用研究表明，其应用到处理实际洗煤废水中的
前景是可观的．
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０ 引言

微生物絮凝剂是利用生物技术，通过微生物发

酵、分离提取而得到的一种新型水处理剂．与传统絮
凝剂相比，它不仅可以提高被絮凝物质的沉降性能，

而且对环境无２次污染，使用方便、安全、应用范围
广．

近年来，越来越多的人开始投入到这方面的工

作中，其中以日本仓根隆一郎筛选出的红平红球菌

（Ｒ．Ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｌｉｓ）所产絮凝剂 ＮＯＣ１的絮凝效果最
好【１２】．目前对微生物絮凝剂的研究大多停留在实验
室研究阶段，未达到大规模的应用和工业化生产阶

段．制约微生物絮凝剂发展的关键问题在于生产成
本过高和产量过低．

本研究主要目的是从土壤中分离和筛选产絮凝

剂的高产细菌，并寻找其生产絮凝剂的廉价培养基，

以降低生产成本，并进行了粗产品的提取及成分分析．
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１ 实验部分

１１ 菌种来源及培养基

１１．１ 菌种来源

从沈阳北部污水处理厂的污泥、泡菜水、味精厂

废水、味精发酵废母液、淀粉厂废水及吉林采集样品

进行初筛．目的菌为菌落较粘稠的、粗糙，细胞具有
荚膜的细菌【３】．
１１２ 培养基（ｇ／Ｌ）

（１）基本发酵培养基：葡萄糖 ２０，酵母膏 ２，
ＭｇＳＯ４１，ＫＨ２ＰＯ４４，Ｋ２ＨＰＯ４１；（２）固体培养基：牛肉
膏３，蛋白胨 １０，ＮａＣｌ５，琼脂 ２．（３）种子液培养基
（ｇ／Ｌ）：牛肉膏３，蛋白胨１０，ＮａＣｌ５．
１２ 目的菌株的分离筛选

样品经富集培养后，以牛肉膏蛋白胨培养基为

细菌分离培养基，采用稀释法或平板划线法分离并

纯化．
１３ 培养条件

１３１ 基本培养条件

菌种筛选培养条件：从纯化获得的各菌株接种

于发酵培养基中（５０ｍＬ／２５０ｍＬ三角瓶），在摇床
（３０℃，１５０ｒ／ｍｉｎ）中培养４８ｈ．

摇瓶培养条件：制得种子液后，用灭菌后的移液

管以２％的接种量接入发酵培养基（５０ｍＬ／２５０ｍＬ
三角瓶）中进行培养，在３０℃，１５０ｒ／ｍｉｎ的摇床中培
养６０ｈ．
１３２ 培养条件优化

考察培养基的碳氮源、初始 ｐＨ值、培养时间、
接种量，以及装液量等因素对生产絮凝剂的影响．
１４ 絮凝率测定方法

在５０ｍＬ烧杯中加入 ４ｇ／Ｌ的高岭土悬浊液
２８ｍＬ及１ｍＬ０１ｍｏｌ／Ｌ的ＣａＣｌ２溶液和１０ｍＬ发酵
液（或絮凝剂），用六联搅拌机先快速搅拌 ３ｍｉｎ，再
慢速搅拌２ｍｉｎ，静置２ｍｉｎ，取上清液于５５０ｎｍ处测
定吸光度ＯＤ５５０，以同时搅拌的、不加待测样品的高
岭土悬浊液上清液测定的吸光度作为对照，来确定

发酵液或絮凝剂的絮凝活性（用絮凝率来表征）【４】．

絮凝率（％）＝（Ａ－Ｂ）Ａ ×１００．

其中 Ａ———对照组的 ＯＤ５５０ｎｍ，Ｂ———待测样品的

ＯＤ５５０ｎｍ．
１５ 絮凝剂的提取

发酵液高速离心后所得上清液中加入２倍体积
乙醇，混匀后在４℃下静置过夜，析出的沉淀物在大

容量低速离心机中以３０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，所得沉
淀用丙酮洗涤，最后真空干燥得絮凝剂粗品．将粗品
制成一定浓度的溶液待用．
１６ 性质分析

（１）取适量絮凝剂溶液，在２００～６００ｎｍ范围内
进行紫外扫描，考察特征吸收峰．（２）取适量絮凝剂
溶液，分别用双缩脲试剂、茚三酮、α萘酚、蒽酮等显
色剂进行显色反应．（３）取适量干燥的粗产品，进行
红外光谱扫描．（４）通过苯酚———硫酸法【５６】测定微

生物絮凝剂中的多糖含量．
１７ 实际废水处理应用

考察生物絮凝剂在模拟洗煤废水处理中的应

用【７】．模拟洗煤废水的配置：在煤场采集原煤样品，
将适量的原煤研磨成细粉状．取煤粉过 ２００目筛的
细煤粉用自来水浸泡２４ｈ，制得４ｇ／Ｌ的模拟洗煤废
水待处理．

２ 结果与讨论

２１ 絮凝剂产生菌的筛选结果

经分离纯化以及实验室现有菌种共４６株细菌，
初筛获得１８株有絮凝能力的菌株．经过复筛后，最
终选定１０＃（ＸＭＸ１）为产絮凝高效菌株，发酵液絮
凝率大于９５４９％．经革兰氏染色后，确定为革兰氏
阴性菌，菌体形状为球状，菌落边缘不规则，突起，菌

落周边有透明环带．菌种有待于进一步鉴定．
２２ 絮凝剂最佳产生条件

２２１ 培养基组成

以葡萄糖、蔗糖、Ｄ乳糖、麦芽糖、玉米淀粉、豆
腐水、可溶性淀粉为碳源，以硫酸铵、硝酸铵、蛋白

胨、酵母膏、尿素、玉米浆为氮源代替基本培养基中

的相应成分，经相同条件发酵后，测定絮凝率．
结果显示：价格低廉的玉米淀粉作为碳源（图１

所示）、玉米浆（淀粉厂的副产品）作为氮源（图 ２所
示）时效果最好．

图 １ 不同碳源对ＸＭＸ１合成微生物絮凝剂的影响
Ｆｉｇ．１ Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃａｒｂｏｎｓｏｕｒｃｅｏｎｆｌｏｃｃｕｌａｎｔｐｒｏｄｕｃｉｎｇ
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图 ２ 不同氮源对ＸＭＸ１合成絮凝剂的影响
Ｆｉｇ．２ Ｅｆｆｅｃｔｏｆｎｉｔｒｏｇｅｎｓｏｕｒｃｅｏｎｆｌｏｃｃｕｌａｎｔｐｒｏｄｕｃｉｎｇ

２２．２ 培养基初始ｐＨ值对生物絮凝剂合成的影响
采用前述实验确定的玉米淀粉、玉米浆作为碳

氮源，其他组分不变配置培养基．调整各组培养基的
初始ｐＨ为３，４，５，６，７，８，９，１０接入菌种经摇床培养
后，测定培养液对高岭土悬液的絮凝活性，并测定培

养结束后发酵液的终了ｐＨ值．
由图３可知，培养基初始ｐＨ值为５～６时（未经

调节的培养基 ｐＨ值为５左右），发酵液的絮凝活性
在９０％以上，如果初始ｐＨ值低于５或高于６时，则
对ＸＭＸ１产生絮凝剂有抑制作用．在后续培养中，
培养基的维持原有ｐＨ值（５左右）即可．

图 ３ 培养基初始ｐＨ值对微生物絮凝剂合成的影响
Ｆｉｇ．３ ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎｆｌｏｃｃｕｌａｎｔｐｒｏｄｕｃｉｎｇ

２２３ 培养时间对微生物絮凝剂合成的影响

分别测定培养时间不同的发酵液液对高岭土悬

液的絮凝活性．结果如图４所示．

图 ４ 培养时间对ＸＭＸ１合成絮凝剂的影响
Ｆｉｇ．４ Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃｕｌｔｕｒｅｔｉｍｅｏｎｆｌｏｃｃｕｌａｎｔｐｒｏｄｕｃｉｎｇ

由图４可知，当培养时间在为１２～２４ｈ时，絮凝
率迅速增加；培养时间为 ６０ｈ时，絮凝效果超过
９０％，７２ｈ时絮凝效果最好，絮凝率达到 ９２６％；此
后，随着培养时间的进一步延长，絮凝率有一定程度

的下降．因此，ＸＭＸ１产絮凝剂的较好的培养时间
是６０～７２ｈ．因此，ＸＭＸ１发酵合成絮凝剂的最佳获
得时间是７２ｈ．
２２４ 接种量对微生物絮凝剂合成的影响

在培养基中分别以２％，３％，４％，５％，６％的接
种量接入种子液，经摇床培养 ７２ｈ后，分别测定各
组培养液对高岭土悬液的絮凝活性．结果如图５．

图 ５ 接种量对ＸＭＸ１合成絮凝剂的影响
Ｆｉｇ．５ Ｅｆｆｅｃｔｏｆｉｎｏｃｕｌａｂｉｌｉｔｙｃａｐａｃｉｔｙｏｎｆｌｏｃｃｕｌａｎｔｐｒｏｄｕｃｉｎｇ

由图５可以看出，接种量为２％，３％时，发酵液
的絮凝活性都在９０％以上，当接种量大于４％以后，
发酵液的絮凝活性显著下降．因此接种量也是影响
ＸＭＸ１的一个因素．由于接种量过大，培养液中细
菌的初始浓度高，生长初期细菌生长繁殖则会消耗

大量的营养底物，导致絮凝剂的产量下降；而接种量

过小，培养液中细菌浓度低，使得培养周期延长．因
此ＸＭＸ１发酵培养的最佳接种量为３％．
２２５ 装液量对微生物絮凝剂合成的影响

以节２５７所述方法测定培养液对高岭土悬液
的絮凝活性．结果如图６所示．

图 ６ 装液量对微生物絮凝剂合成的影响

Ｆｉｇ．６ Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍｃａｐａｃｉｔｙｏｎｆｌｏｃｃｕｌａｎｔｐｒｏｄｕｃｉｎｇ

装液量在一定程度上可反映发酵介质的溶氧水

平．结果显示，在２５０ｍＬ摇瓶中装液量为５０ｍＬ时发
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酵液絮凝活性最高，虽然装液量为８０ｍＬ和 １００ｍＬ
时，其发酵液的絮凝活性也达到 ９０％以上，但培养
基中的组分利用不充分，考虑经济原因选择装液量

为５０ｍＬ／２５０ｍＬ最好．
２３ 絮凝剂的性质

２３１ 絮凝剂的提取

从４０ｍＬＸＭＸ１发酵液离心后的上清液提取获
得０３０７４ｇ粗产品（７６８５ｇ／Ｌ）．将此产品命名为
ＸＭＸ１Ｆ（下同），将粗品溶于适量水中配置成 １５０
ｍｇ／Ｌ的絮凝剂溶液．
２３２ 微生物絮凝剂粗产品的成分分析

（１）在 ２００～６００ｎｍ范围内紫外扫描絮凝剂
ＸＭＸ１Ｆ溶液，结果可知：ＸＭＸ１Ｆ的紫外扫描曲线
为一条平滑曲线，没有特征吸收峰．这说明絮凝剂中
几乎不含有核酸（２６０ｎｍ有吸收峰）和蛋白质（２８０
ｎｍ有吸收峰）．因此可以定性判断该絮凝剂的有效
成分不是蛋白质或核酸．如图７所示．

图 ７ ＸＭＸ１Ｆ溶液的紫外扫描谱图
Ｆｉｇ．７ ＵｌｔｒａｖｉｏｌｅｔｓｐｅｃｔｒａｏｆＸＭＸ１Ｆ

（２）取适量絮凝剂溶液，分别用双缩脲试剂、茚
三酮、α萘酚、蒽酮等显色剂进行生化反应．茚三酮、
双缩脲试剂均无颜色反应，进一步肯定 ＸＭＸ１所产
絮凝剂中不含蛋白质（或氨基酸）；α萘酚、蒽酮均有
显色反应，判断产品中主要成分是多糖．

（３）ＸＭＸ１Ｆ干品经红外光谱扫描，如图８．

图 ８ ＸＭＸ１Ｆ的红外扫描谱图
Ｆｉｇ．８ ＩｎｆｒａｒｅｄｓｐｅｃｔｒａｏｆＸＭＸ１Ｆ

和其他一些多糖的红外光谱图相比【８９】，图９的
谱图是较为典型的多糖红外光谱图，３４１８ｃｍ－１处强
而宽的吸收峰是分子内的ＯＨ伸缩振动所导致形成

的．１６６０ｃｍ－１是由多糖中的乙酰氨基（ＮＨＣＯＣＨ３）的

Ｃ＝Ｏ键伸缩振动造成的．１３８４ｃｍ１处为羧基
ＣＯＯ－中的Ｃ＝Ｏ对称伸缩振动．１０２３ｃｍ－１的强吸
收峰是糖环中的 Ｃ－Ｏ－Ｃ反对称伸缩振动吸
收谱带．ＸＭＸ１Ｆ的红外光谱显示了糖的特征结构
外，还有酰胺结构的特征吸收峰，ＸＭＸ１Ｆ的主要成
分很可能为一种氨基多糖．

（４）由以上实验结果，确定 ＸＭＸ１所产絮凝剂
中不含蛋白质，进行多糖的含量测定．经过计算
ＸＭＸ１Ｆ中多糖的含量为 ５９８４ｇ／Ｌ，占产物总量的
７７８７％．这与红外光谱扫描的结果一致．
２４ 实际废水处理效果

（１）絮凝剂的投加量对处理模拟洗煤废水的影
响：ＸＭＸ１Ｆ的投加量为０３ｍＬ（絮凝体系３０ｍＬ）时
其对模拟洗煤废水的絮凝活性达到最高８５９％，之
后随着投加量的加大，出现絮凝恶化现象．

图 ９ 絮凝剂的投加量对处理模拟洗煤废水的影响

Ｆｉｇ．９ ＥｆｆｅｃｔｏｆＸＭＸ１Ｆｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｆｌｏｃｃｕｌａｔｉｏｎ

（２）与聚丙烯酰胺（ＰＡＭ）的对比实验
配置０１％的聚丙烯酰胺溶液，取 １ｍＬ对模拟

洗煤废水进行处理．结果显示，ＰＡＭ对模拟洗煤废
水的絮凝率为 ７３７％，而同时测定的 １ｍＬＸＭＸ１Ｆ
溶液对模拟洗煤废水的絮凝率达到８３９％．

３ 结论

从林下土壤中筛选得到一株产微生物絮凝剂高

效菌株ＸＭＸ１，该菌为短杆状的革兰氏阴性菌．
通过实验，找了采用玉米淀粉和玉米将作为碳

氮源的廉价培养基，有效地解决了发酵生产中的成

本问题．该菌产絮凝剂最佳培养基与培养条件：玉米
淀粉 １０ｇ／Ｌ，玉米浆 ２０ｍＬ／Ｌ，ＭｇＳＯ４２ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４
４ｇ／Ｌ，Ｋ２ＨＰＯ４ １ｇ／Ｌ，ｐＨ值 ５，接种量 ３％，温度

３０℃，培养时间７２ｈ．
经乙醇提取、丙酮洗涤、真空干燥，ＸＭＸ１所产

絮凝剂粗产品的产量为 ７６８５ｇ／Ｌ．经过对 ＸＭＸ１Ｆ
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的样品进行紫外扫描分析，蛋白和糖的显色反应以

及红外扫描分析，确认是以氨基多糖为主的高分子

絮凝剂，多糖含量为７７８７％．
实际废水处理方面，ＸＭＸ１Ｆ对模拟洗煤废水

处理效果很好，有望应用到处理实际洗煤废水中．
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