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摘要:从鄱阳湖地区 3 种耕作层的土壤中分离出 17 种菌株，经过初筛及复筛获得 1 株有较强絮凝活性的菌株

( CSB3) ，经鉴定为革兰式阴性杆菌。采用单因素试验方法和正交试验设计方法，分析了影响絮凝效果的主要

因素，对该菌株的最佳培养条件进行了优化研究。结果表明: 金属离子 Mg2 +
对产生菌的絮凝活性有较大影

响，Mg2 +
更适合做该产生菌的助凝剂。该产生菌的絮凝活性主要集中在上清液中( 絮凝率为 71． 4% ) ，表明该

微生物絮凝剂是微生物在发酵过程中由菌细胞分泌的胞外物质。搅拌速度在 80 ～ 120 r /min 时有较好的絮凝

活性。CSB3 菌株产絮凝剂的最佳条件为: 质量分数为 1% ( g /mL) Mg2 +
的投加量为 3 mL，pH 为 12，搅拌速度

为 120 r /min，温度为 30 ℃，培养时间为 26 ～ 28 h。CSB3 菌株产生的絮凝剂对质量分数为 5‰高岭土悬浊液的

最高絮凝率为 93． 1%。
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Abstract: An optimum strain CSB3 with high flocculating activity was chosen by preliminary screening
and rescreening from 17 strains of bacteria，which were isolated from 3 kinds of cultivated soil in the area of
Poyang Lake． By preliminary identification，CSB3 was discovered as a rod，gram － negative strain． Then the
major factors of impacting flocculation effect were analyzed and the best cultural conditions of CSB3 bacterial
strain were studied by single factor test and orthogonal design test． The experimental results showed that metal
ion Mg2 + had a significant effect on flocculation activity from the producing strain，Mg2 + was more appropriate
for flocculation aid to the producing strain． The flocculation activity from the producing strain concentrated
mainly on supernatant ( flocculation rate 71． 4% ) ，which showed that the microorganism flocculant was an
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extracellular matter secreted by germ cell in the fermentation process． It had better flocculation rate when the
stirring rate was 80 － 120 r /min． The optimum culture conditions were: quantity of 1% ( g /mL) Mg2 + 3 mL，

pH 12，agitating rate 120 r /min，temperature 30 ℃，cultivated for 26 － 28 h in Erlenmeyer flakes． The strain
produced a strong-activity flocculant，and its best flocculating rate to 5‰ kaolin suspension could reach 93． 1%．

Key words: microbial flocculent; screening; culture condition; cultivated soil

微生物在重金属、多环芳烃( PAHs) 等的废水处理过程中起着重要的作用
［1 － 4］。微生物絮凝剂( Mi-

crobial Flocculants，MBF) 既不同于无机絮凝剂中的铝离子、有机合成的高分子絮凝剂聚丙烯酰胺( Poly-
acrylamide) ［5］，也不同于豆类植物中可溶性纤维物质瓜尔豆胶( Guar gum) 等絮凝剂

［6］，而是一类由微

生物或其分泌物产生的代谢产物，通过细菌、真菌等微生物发酵、提取、精制而获得，可以使水中不易降

解的固体悬浮颗粒和胶体颗粒等絮凝沉淀，是一种高效、安全、无二次污染、能自然降解的新型水处理

剂。微生物絮凝剂属于天然微生物高分子絮凝剂，其主要活性成分有糖蛋白、多糖、蛋白质、纤维素和

DNA 等高分子多聚物
［7］。微生物絮凝剂的 pH 值稳定，热稳定性好，用量小，来源广泛，生长周期短，能

够聚集、沉淀水中的悬浮颗粒、有机物、色素及金属离子，具有絮凝效果好、可生物降解的特性，对环境

和人类无毒无害
［8 － 9］，部分已应用到含油废水

［10］、豆［11］
制品废水

［11］，畜禽粪污废水
［12］

等相关废水处理

之中。但还未达到大规模工业化生产和应用的水平。开发和系统研究微生物絮凝剂成为当今热点研究

领域，因地制宜地筛选高效微生物絮凝剂产生菌并提高其絮凝剂产量尤为重要，本文基于鄱阳湖地区耕

作层的土壤对微生物絮凝剂进行了研究。

1 材料与方法

1． 1 菌种及培养基

菌种: 取自鄱阳湖地区不同地点的 3 种耕作层的土壤。
筛选用的培养基: 葡萄糖 20 g /L、K2HPO4 5 g /L、KH2PO4 2 g /L、( NH4 ) 2SO4 0． 2 g /L、NaCl 0． 1 g /

L、尿素 0． 5 g /L、酵母膏 0． 5 g /L、MgSO4 0． 2 g /L，pH =8。
制备菌液: 分别称取 3 种土壤样品各 10 g 于 100 mL 杯中，加无菌水至 80 mL 用玻璃棒搅拌均匀后

静置，每种样品都取上层清液 10 mL 于 100 mL 的烧杯中加水至 100 mL 的刻度线。加水稀释的上清液

称为稀样品，而不加水稀释的称为浓样品。接种: 取出已培养 24 h 的培养基，挑选分离菌落较大、长势

较好的培养皿，仔细观察、记录菌落的形态、颜色。在草酸铵结晶紫染色的条件下用显微镜观察细菌的

形状，对挑选的菌落逐一编号，并分别接种于相应编号的液体培养基和斜面培养基中。液体培养基用于

培养产絮菌，斜面培养基用于保留菌种。接种后的三角烧瓶置于 30 ℃，140 r /min 的摇床中振荡培养

24 h。将斜面培养基放入培养箱 30 ℃的条件下培养 24 h。
1． 2 产絮凝剂菌株的筛选

( 1) 初筛的方法。分别取 80 mL 质量分数为 5‰的高岭土悬浮液倒入 100 mL 的烧杯中，加入 1 mL
相应编号的培养液，用玻璃棒搅拌后静置，观察絮凝效果，筛选有絮凝活性的菌种。( 2 ) 复筛的方法。
将初筛的与之对应的斜面培养基中的菌种接种到装有大约 30 mL 液体培养基的 50 mL 三角瓶中，放在

30 ℃恒温振荡培养 24 h 后，所得培养液经沉淀后取上清液进行絮凝活性测定，进行复筛。
1． 3 培养条件对絮凝特性的影响

1． 3． 1 絮凝活性的测定 用絮凝率对微生物絮凝剂的絮凝性进行定量。在 400 mL 的烧杯中加入

250 mL 质量分数为 5‰的高岭土悬浮液，再加 1 mL 复筛的培养液，摇匀后静置 5 min，用 751 分光光度

计测定上清液在波长为 550 nm 处的吸光度，以不加培养液的样品做对比，计算絮凝率 E［5］。E =［A －
B］/ A × 100%，其中，A 为对照在 550 nm 处的吸光度; B 为样品在 550 nm 处的吸光度。
1． 3． 2 培养条件的优化 取复筛后具有很高絮凝活性的 1 株细菌进行培养条件优化实验，考察培养时

间( 12 ～ 49 h) 、金属离子( 1% ( g /mL) 的 Ca2 +、Mg2 +、Fe3 +、Al3 + ，即质量分数为 1%CaCl2、1%MgCl2、1%
FeCl3、1%Al2 ( SO4 ) 3 的溶液) 、培养基 pH 值( 2． 0 ～ 13． 0) 、温度( 10 ～ 50 ℃ ) 、培养液中絮凝活性的分

布、搅拌速度( 20 ～ 120 r /min) 等因素对絮凝活性的影响。
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图 1 培养时间与絮凝率的关系

Fig． 1 The relationship between incubation time and flocculation rate

图 2 金属离子投加量对絮凝率的影响

Fig． 2 The relationship between the quantity of metal ion and flocculation rate

2 结果和讨论

2． 1 絮凝剂产生菌的初筛与复筛

本次实验初筛中选到了 17 种菌种，其中只有 3 种有絮凝性，均为革兰式阴性杆菌( 表 1) 。复筛结

果显示 CSB1 号和 CSB2 号的絮凝性较差，CSB3 号产生菌絮凝性最好。以下选择 CSB3 号产生菌来研究

其絮凝特性。
表 1 3 种菌株形态特征及絮凝率

Tab． 1 The morphology characteristics and flocculation rates of three kinds of strains

编号

Code
菌落形态

Colonial morphology
细菌形态

Germ morphology
絮凝性

Flocculation
絮凝率 /%

Flocculation rate

CSB1
乳白色脓状液体，表面湿润，菌落突起，边缘整齐，

菌落较大，长势较好
杆状 + 44． 3

CSB2 菌落为黄色扁平状，粘稠，边缘为锯齿形 杆状 + 50． 4

CSB3 菌落透明无色，整体突起，表面湿润，边缘整齐，菌落较小 杆状 + + 65． 7

+ 表示有絮凝性，+ + 表示有絮凝性、且絮凝性好。
+ indicating having flocculation，+ + indicating having better flocculation．

2． 2 培养条件对絮凝特性的影响

2． 2． 1 培养时间对絮凝效果的影响

培养时间为 24 ～ 26 h 时絮凝率增

长很快( 图 1 ) ，处于微生物生长周期

的对数期，从 48． 6%增长到 73． 6%，并

在 26 h 时絮凝率达到最大( 73． 6% )。
随后微生物的絮凝活性呈现下降趋

势，但絮凝率仍高于 65% 以上。下降

原因可能是由于微生物分解利用了部

分有絮凝性能的高分子物质，也可能

是由于菌体生长迅速，加快了底物的

消耗，不利于胞外分泌物的合成，这说

明菌液浓度过高时可能抑制絮凝活

性。因此该微生物絮凝剂产生菌的最

佳培养时间应在 26 ～ 28 h。
2． 2． 2 金属离子对絮凝效果的影响

培养基中的金属离子对微生物絮凝

剂的产生有影响
［13］。图 2 显示，CSB3

号产生菌随着 Ca2 +、Mg2 +
投加量的增

加，絮凝率逐渐增大，这是由于金属离

子中和了颗粒物基团上的负电荷，在

不同颗粒间形成配位结合桥，从而加

强微生物絮凝剂的絮凝作用，即二价

阳离子可以降低负电荷微生物絮凝剂

和悬浮颗粒之间的静电排斥力，增加微生物絮凝剂在悬浮颗粒物上的初始吸附。Ca2 +
的最佳投加量在

2 mL，此时的絮凝率为 69． 4% ; Mg2 +
的最佳投加量为 3 mL，絮凝率为 75． 4%。通过 Ca2 +

与 Mg2 +
对絮

凝效果的比较，Mg2 +
对产生菌的絮凝活性影响更大，说明 Mg2 +

更适合做该产生菌的助凝剂。
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图 3 pH 对絮凝率的影响

Fig． 3 Effect of pH on agitating rate

图 4 温度对絮凝率的影响

Fig． 4 Effect of temperature on flocculation rate

从表 2 可以看出，Fe3 +
对絮凝率的影响起负作用，可能是 Fe3 +

本身就有颜色，对吸光度有影响，不

能客观地反映出它对该产生菌的影响。Al3 +
对该产生菌的影响不大。

表 2 Fe3 + 与 Al3 + 对絮凝活性的影响

Tab． 2 Effect of Fe3 + and Al3 + on flocculation rate

供试样品

Experimental sample

金属离子 Metal ion

Fe3 + Al3 +

空白

Blank space

絮凝率 /% Flocculation rate － 14． 5 60． 3 60． 2

2． 2． 3 培养基 pH 值对絮凝效果的

影响 pH 值对胶体颗粒的表面电荷、
δ 电位，对絮凝剂的水溶液性质及其

絮凝作用有很大的影响。图 3 可以看

出，pH 值 2． 0 ～ 13． 0 内，该絮凝剂的

絮凝率波动较大，总体呈现上升趋势;

pH =11 时，絮凝率突然下降，其原因

有待进一步研究。pH ＜ 9． 0 时，絮凝

率都小于 65%，不利于处理废水; 当

pH ＞9． 0 时，絮凝效果较好; pH = 12． 0
时，絮凝率达到最大 ( 80． 4% ) 。pH
值主要影响菌体细胞体内的表面电荷

和氧化还原电位，进而影响菌体对营

养物 质 的 吸 收 和 体 内 关 键 酶 的 活

性
［5］，酸碱度的变化改变了生物聚合

体的带电状态和中和电荷的能力以及

被絮凝物质的颗粒表面性质
［10］。不

同的絮凝菌最适 pH 值有很大不同，

JX18 菌的 pH 值为 7 时，絮凝率最高

( 88． 45% ) ［5］。该菌 种 ( CSB3 ) 产 生

的微生物絮凝剂在碱性条件下絮凝效

果较好。
2． 2． 4 温度对絮凝效果的影响 从

图 4 可以看出，随着温度升高，该产生

菌的絮凝效果逐渐提高，当水温达到

了 50 ℃时，微生物的絮凝活性依然很好，此时的絮凝率达到最大( 64． 7% ) 。这可能是由于温度的升

高，水中分子热运动加快，促使悬浮颗粒间的碰撞机会增加，有利于絮凝体的形成; 同时温度影响微生物

的新陈代谢，大多数微生物的最适生长温度在 20 ～ 40 ℃，温度太低，达不到新陈代谢的最适酶活性，

温度太高，核酸和酶容易失活
［5］。50 ℃可能是接近该种产生菌分泌的絮凝物质的酶所需要的适宜温度。

2． 2． 5 培养液中絮凝活性的分布 在培养时间最佳范围内，取培养液 1 mL，于 3 000 r /min 离心分离

30 min，上清液留用，菌体用蒸馏水洗涤 3 次后，加入与培养液等体积的蒸馏水得到菌体悬浮液。测定

并计算全培养液、上清液、菌体悬浮液及灭菌后纯培养液对高岭土的絮凝活性。由表 3 可以看出，该产

生菌的絮凝活性主要集中在上清液中，上清液的絮凝率为 71． 4%。上清液的絮凝率略高于全培养液

( 61． 5% ) ，可能是除去菌体后对其干扰减少，这也说明起絮凝作用的物质是微生物分泌到胞外的，且大

部分扩散到了上清液中，小部分未脱落的附着在菌体细胞表面，这也使菌体有部分絮凝活性。纯培养液

的絮凝性为负值，表明微生物絮凝剂是微生物在发酵过程中由菌细胞分泌，而不是培养液本身具有絮凝

作用。
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图 5 搅拌速度对絮凝率的影响

Fig． 5 Effect of agitating rate on flocculation rate

表 3 培养液中的絮凝活性的分布

Tab． 3 Distribution of flocculation activity in culture solution

供试样品

Experimental sample
上清液

Supernate
培养液

Culture solution
菌细胞悬液

Bacterial cell suspension
液体培养基

Liquid nutrient medium

絮凝率 /% Flocculation rate 71． 4 61． 5 29． 5 － 5． 0

2． 2． 6 搅拌速度对絮凝效果的影响

从图 5 可以看出，当搅拌速度小于

60 r /min 时，絮凝率小于 30． 0%，这

主要是由于搅拌速度太小，絮凝剂与

高岭土悬浮液混合不均匀，不能很好

脱稳，影响絮凝效果。当搅拌速度大

于 80 r /min 时，絮凝率都高于或接近

于 65%，絮凝效果比较好。短时间快

速搅拌，使絮凝剂与废水迅速混合均

匀，有利于压缩双电层及电性中和。
当搅拌速度大于 100 r /min 时，絮凝

率稍微下降，这是由于搅拌速度太高

则会打破絮凝体，从而使絮凝率有所降低。因此，最佳搅拌速度为 80 ～ 100 r /min。
2． 2． 7 正交实验 综合考虑 Mg2 +、pH 值、搅拌速度和温度等因素水平时，该产生菌对其絮凝活性的影

响，做了正交实验( 表 4) 。根据表 4 正交试验的极差分析结果，较优实验组合为 A3B3C3D1，即 9 号试验

组合，较优理论组合为 A2B2C2D3。在实验与理论较优组合不一致时，应将两组合进行对比验证试验。
本文未进行验证试验，因此只能采用实验较优组合 A3B3C3D1，即质量分数为 1% ( g /mL) Mg2 +

的投加量

为 3 mL，pH 为 12，搅拌速度为 120 r /min，温度为 30 ℃。该菌产生的絮凝剂对高岭土悬浊液的最高絮

凝率为 93． 1%。
表 4 L9(34)正交试验设计及结果

Tab． 4 Orthogonal design and its results

试验序号

Test code

因素 Factor

Mg2 + /mL pH
搅拌速度 / ( r·min －1 )

Agitating rate
温度 /℃

Temperature

空白

Blank
space

实测

Actual
measurement

絮凝率 /%
Flocculaction

1 2 11 80 30 0． 539 0． 100 81． 4
2 2 12 100 40 0． 547 0． 053 90． 3
3 2 13 120 50 0． 578 0． 065 88． 8
4 3 11 100 50 0． 547 0． 061 88． 8
5 3 13 80 40 0． 539 0． 058 89． 2
6 4 11 120 40 0． 565 0． 124 78． 1
7 4 12 80 50 0． 523 0． 055 89． 5
8 4 13 100 30 0． 533 0． 056 89． 5
9 3 12 120 30 0． 578 0． 040 93． 1
K1 86． 83 82． 76 86． 70 88． 00 实验较优组合: A3B3C3D1 ;

K2 90． 36 90． 96 89． 53 85． 86 理论较优组合: A2B2C2D3 ;

K3 85． 70 89． 16 86． 66 89． 03

R 4． 66 8． 20 2． 86 3． 16

空白表示不加 Mg2 +、不调节 pH 值在室温下的吸光度，实测表示在 Mg2 +、pH 值、搅拌速度和温度影响因素时的吸光度。
Blank space showing room temperature absorbance not adding Mg2 + and not adjusting pH，actual measurement showing the

absorbance based on effect from Mg2 + ，pH ，agitating rate and temperature．
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3 结 论

本实验从鄱阳湖地区 3 种不同耕作土壤样品中筛选出 1 株具有高效絮凝活性的革兰式阴性杆菌

( CSB3) 。通过单因素试验方法和正交试验设计方法，该产生菌的最佳培养时间为 26 ～ 28 h，其絮凝剂

物质主要是胞外物质; 该产生菌适合处理碱性废水，金属离子中镁离子的助凝作用较大，Mg2 +
更适合做

该产生菌的助凝剂。该产生菌最佳培养条件是: 质量分数为 1% ( g /mL) Mg2 +
的投加量为 3 mL，pH 为

12，搅拌速度为 120 r /min，温度为 30 ℃。该菌产生的絮凝剂对高岭土悬浊液的最高絮凝率为 93． 1%。
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