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絮凝剂产生菌的筛选及其培养条件的优化

钟文文

(临沂师范学院生命科学学院，山东临沂276000)

摘 要：采用常规的细菌分离纯化方法从土壤中分离出絮凝剂产生菌菌株，经过驯化培养后，以发酵液对高

岭土混悬液的絮凝效果为指标，筛选出1株高效絮凝剂产生菌。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，对菌株的最佳培养条件进行了优化研究。结果表明：菌株S3产絮凝剂的最

佳培养条件是碳源为葡萄糖(20 g／L)，氮源为酵母膏(2．5 g／L)，培养温度为28℃，初始pH值为8，通气量为

50 r／min；在此条件下，絮凝率为92％左右。
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Screening of Bioflocculant—producing Strains and Study

on Optimization of Their Cultural Conditions

ZHONG Well—wen

(College of Life Science，Linyi Normal University，Linyi Shandong 276000，China)

Abstract：In this study，strains of bioflocculant—producing microorganisms were screened from soil

sample by conventional methods．1 strain with high flocculating activity was obtained after rescreen—

ing with kaolin clay suspension flocculation．Then the effect of the cultural conditions and the medium

composition and proportion on bioflocculant production was studied by single factor test and orthogo—

nal design test．The experimental results showed that the medium composition and proportion and

other cultural conditions had significant effect on bioflocculant production．The optimum culture con—

ditions of strain S3 were as follows。carbon source was glucose(20 g／I。)，nitrogen source was yeast

extract(2．5 g／L)，cultural temperature 28。C，initial pH 7，rotating speed 50 r／min．Under this con—

dition，the flocculating rate was about 9 2％．

Key words：Bioflocculant；Screening；Cultural conditions；Orthogonal design

微生物絮凝剂是微生物在发酵过程中分泌的

高分子聚合物，主要成分是糖蛋白、多糖、蛋白质、

DNA等，和传统絮凝剂相比，具无毒、高效、可降

解的特征。所以，微生物絮凝剂已日益引起人们

的重视，有逐步取代传统絮凝剂的趋势口]。能产

生絮凝剂的微生物种类多、分布广口]，因此分离、

筛选出高效优良的絮凝剂产生菌株具有重要意

义。微生物絮凝剂的产生及絮凝效果的好坏受微

生物生长环境及外界众多因素的影响口]，主要包

括培养基的成分、培养基的pH值、培养温度、通

气量等Ⅲ。本研究从土壤和生活污水中筛选絮凝

剂产生菌，通过分离、纯化、初筛、复筛获得2株来

自土壤的絮凝活性较高的菌株，并通过采用单因

素试验设计方法和正交试验设计方法对其产生絮

凝剂的培养条件进行了优化研究嘲。

材料与方法

1．1菌种来源

取自临沂师范学院新校区草坪土壤和生活污

水。
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1．2培养基

分离培养基：牛肉膏蛋白胨培养基。

筛选培养基：葡萄糖20 g，KH。PO。2 g，

K2HP04 5 g，(NH4)zS04 0．2 g，NaCl 0．1 g，脲

0．5 g，酵母膏0．5 g，MgS04·7H20 0．2 g，水

1 000 mL，PH7．0，112℃灭菌30 min。

保藏培养基：牛肉膏蛋白胨斜面培养基。

1．3高岭土悬浊液

用分析天平称取5 g高岭土，溶解于1 000

mL水中，充分搅拌5 rain，使其彻底分散后，静置

10 min，然后取其上清液用于测定絮凝率时使用

(每次测定絮凝率时当场配制)。

1．4絮凝剂产生菌的分离和筛选

1．4．1 分离、纯化[63 利用分离培养基，采用常

规的稀释涂布平板法和平板划线法进行分离、纯

化，将获得的菌株保存在斜面培养基上保存并编

号。

1．4．2初筛将编号后的菌株，用接种环分别接

种于装有100 mL筛选培养基的250 mL三角瓶

中，30。C，160 r／rain恒温振荡培养72 h，所得培

养液进行絮凝活性的初步测定，在10 mL高岭土

悬浊液中，以几滴菌株发酵液能否使高岭土悬浊

液絮凝沉淀及絮凝程度的大小来进行初筛。

1。4．3 复筛 将初筛所得的有絮凝活性的菌株，

用接种环分别接种于装有100 mL筛选培养基的

250 mL三角瓶中，30℃，160 r／rain恒温振荡培养

72 h后，测定培养液对高岭土悬浊液的絮凝活

性，进行复筛。

1．5絮凝活性的测定[71

在装有5 g／L的高岭土悬浊液的100 mL液

体中，加入5 mI。1％的CaCl：溶液作为助凝剂，

再加入2 mL的待测样品，调pH值至7．5混合搅

拌(快搅1 rain，慢搅5 min)，静置10 min，用分光

光度计测定上清液在波长为550 nm处的吸光

度，同时以2 mL蒸馏水代替待测样品作为对照，

用下面的公式计算待测样品的絮凝率：絮凝率

(％)一(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。

1．6培养条件的优化研究

1．6．1单因素试验研究培养基成分对菌产絮凝

剂的影响[83 分别用不同的碳源、氮源和碳氮比

替换筛选培养基中的碳源、氮源和碳氮比，测定不

同条件下培养液对高岭土悬浮液的絮凝率，根据

絮凝率的大小确定最佳的碳源、氮源和碳氮比。

1．6．2利用正交试验优化培养基成份配比和培

养条件的研究[93 确定了最佳的碳源和氮源后，

以最佳碳、氮源分别替代筛选培养基中的碳、氮

源，按照筛选培养基的培养条件，选取碳源、氮源、

培养基的初始pH值、培养温度和通气量为影响

菌产絮凝剂的5个因素，每因素选取4个水平值，

设计一个L。。(4 5)正交试验，测定在各条件下培养

液对高岭土悬浮液的絮凝率。根据正交试验结果

和方差分析结果得出各因素对菌种产絮凝剂影响

的显著性大小和各因素最佳水平，从而确定出菌

产絮凝剂的最佳培养条件。

2 结果与分析

2．1菌种分离、筛选结果

依据稀释涂布平板法共分离出86株单菌落，

通过初筛获得19株有絮凝活性的菌株，根据复筛

方法对其进行絮凝活性测定，获得1株絮凝活性

相对较高的絮凝剂产生菌，编号为S3，对高岭土

悬液的絮凝率为91．6％。进一步通过传代培养

证明其性能稳定，在固体培养基上形成的菌落为

浅黄色，光滑、质软、凸起，镜检为杆菌，革兰氏染

色阳性，具有荚膜。

2．2单因素试验研究培养基成分对菌产絮凝剂

的影响

2．2．1碳源对茵产絮凝剂的影响 以淀粉、蔗

糖和乙醇分别替代筛选培养基中的碳源，以葡萄

糖(筛选培养基中的碳源)为对照、其他培养条件

不变，对测试菌株进行培养。通过测定不同碳源

下发酵液对高岭土悬浊液的絮凝率研究碳源对菌

产絮凝剂的影响。试验结果见表1。

从表1可以看出，碳源对菌产絮凝剂的影响

具有极显著的差异，4种测试碳源对絮凝剂产出

的影响从高到低分别为葡萄糖>蔗糖>淀粉>乙

醇，多重比较结果表明不同碳源之间的差异也达

到显著水平，3种替代碳源的效果均比对照碳源

葡萄糖的差，因此仍选择葡萄糖为该菌株的最佳

碳源，其发酵液的絮凝率最高，达到91．83％。

2．2．2 氮源对菌产絮凝剂的影响 以单一氮源

硝酸钠、酵母膏、脲、硫酸铵和氯化铵分别替代筛

选培养基中的复合氮源(酵母膏+脲+硫酸铵)，

且保证氮原子浓度不变，其他培养条件同上，培养

后通过测定不同氮源下发酵上清液对高岭土悬浊

液的絮凝率研究氮源对菌产絮凝剂的影响。试验
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结果见表2。

从表2可以看出，氮源对菌产絮凝剂的影响

具有极显著的差异，5种测试氮源对絮凝剂产出

的影响从高到低分别为酵母膏>硫酸铵>脲>硝

酸钠>氯化铵，多重比较结果表明不同氮源之间

也有显著差异。酵母膏作为单一氮源，其发酵液

的絮凝率最高，达到91．77％，和复筛时培养基中

的氮源为复合氮源时测定的絮凝率91．6％几乎

相等，说明酵母膏可以替代复合氮源，作为该菌株

的最佳氮源。

表1不同碳源对菌产絮凝剂的影响

Table 1 The influence of different carbon source on the microorganism producing flocculent

注：以上数据均为3次重复的平均值，方差分析采用F检验和SNK法，*表示差异极显著。

Note：Data in talbe 1 are a mean of three repeats，F test and SNK were used for variance analysis，。showed most significant difference．

表2不同氮源对菌产絮凝剂的影响

Table 2 The influence of different nitrogen source on the microorganism producing flocculent

2．2．3 碳氮比对茵产絮凝剂的影响 培养基的 力具有显著的影响，表面上看，碳氮比为20～30

碳源、氮源浓度比对微生物的生长和代谢具有很 时，产生絮凝剂的能力稳定的保持在较高的水平，

大的影响[10|。本试验中所用筛选培养基的碳氮 絮凝率最高达到92．8％，当碳氮比高于30时，絮

原子比为24．07，以此为基础，维持氮源的浓度不 凝率迅速下降。通过多重比较发现，碳氮比为20

变，通过改变葡萄糖的浓度，使碳氮比分别为5、 和25之间，没有显著差异，而25和30之间有显

10、15、20、25、30、35、40和50，其他培养条件不变 著差异，出于经济的考虑，选择25为最适碳氮比。

对测试菌株进行培养。通过测定不同碳氮比下发 而本试验所采用的筛选培养基的碳氮比为24．07，

酵上清液对高岭土悬浊液的絮凝率研究碳氮比对 刚好位于适宜的碳氮比的区间，说明筛选培养基

菌产絮凝剂的影响。试验结果见表3。 的碳氮比是适合菌株S3产生絮凝剂的。

从表3可以看出，碳氮比对菌产絮凝剂的能

表3不同碳氮比对菌产絮凝剂的影响

Table 3 The influence of different C／N on the microorganism producing flocculent

项目
Item

碳氮比Ratio of carbon and nitrogen

20 25 30 35 40 50

絮凝率／％
Rate of flocculation

SS

MS

F

表4正交试验因素及水平

Table 4 The factors and levels of orthogonal design

综上所述，菌株s3的最佳碳源为葡萄糖，最

佳氮源为酵母膏、适宜的碳氮比范围为25。

2．3利用正交试验优化培养基成份配比和培养

条件的研究

以菌株S3的最佳碳源葡萄糖、最佳氮源酵母
“’

膏和培养温度、初始pH值、通气量为进行正交试

验的5个因素(分别用A、B、C、D、E表示)，菌株

正交试验因素及水平表见表4，正交试验设计及

结果见表5。

对表5进行分析，从表中R值(极差)的大小

可以看出各影响因素从大到小依次为：葡萄糖
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(A)>通气量(E)>培养温度(C)>酵母膏(B)>

pH值(D)。其中前3个因素的极差较大，可以认

为对菌产絮凝剂影响较大，因此在对该菌株进行

生产应用时应特别注意严格控制这3个因素。另

外两个因素酵母膏和初始pH值的极差较小，只

有4．608和5．098，可以认为对菌产絮凝剂影响

较小，即该菌株对这两个因素具有较广的适应范

围。从表中K值(各因素各水平絮凝率平均值)

可以得出各因素的最佳水平为：葡萄糖20，通气

量50，培养温度28，酵母膏2．5，初始pH值8。

表5 Ll。(45)正交试验设计及结果

Table 5 The orthogonal design and analysis of result

2．4优化培养条件下的絮凝试验

在上述试验得出的优化培养条件下，经多次

培养及絮凝活性测定，絮凝率在92％左右。

3 结论

筛选出1株具有高效絮凝活性的微生物，通

过单因素试验方法和正交试验设计方法，优化了

菌产絮凝剂的培养条件。试验结果表明：菌株S3

产絮凝剂的最佳培养条件是碳源为葡萄糖(20

g／L)，氮源为酵母膏(2．5 g／L)，培养温度为

28℃，初始pH值为8，通气量为50 r／rain；在优化

培养条件下，絮凝率在92％左右。
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