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    通过培养基成分减少、碳氮源影响因素、培养基成分含量优化、培养时外界条件等系列实验，对

复合型微生物絮凝剂产生菌YL3的培养条件进行了优化。研究结果表明：该菌的培养条件受以上各因素

的影响，培养基的最佳组成为葡萄糖2．0 g，K2 HPO4．3H205．0g，KH2PO41．0 g，MgSO4．7H2O 0.20

g．(NH4)2SO4．7H2O 0.20 g，蒸馏水 1 L，初始pH=7；培养基的外部培养条件为灭菌压力 0.06 MPa，温

度20～30。C，振荡转速 100-140 r/min。降低了复合型微生物絮凝剂的转化成本，提高了该菌的絮凝能

力。
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      Abstract:The authors deal with the optimization for culture condition on compound bioflocculant

 producing bacterium by experimentations through the study of decreasing for composition of culture

  medium, influence of source to C and N, content of culture medium's composition and exoteric condition

  at culture time. The results indicated that the optimal components of the culture were glucose 2. 0 g,

   Kz HP04  . 3H20 5. 0  g,KH2 PO,  1. 0  g, MgS04  .  7H20 0. 20  g, (NH4 )2S04  .  7H20 0. 20 g, distilled

  water l L and the initial pH of the culture is 7. The external conditions of the culture medium were as

  follows: the sterilization pressure is 0. 06 MPa, the temperature was 20 - 3U 'C and the rotation speed of

  surge was 100 - 140 r/min. It reduced transform cost of compound bioflocculant and enhanced of the

 flocculating capability.
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    目前，微生物絮凝剂‘l-j]产生菌的培养条件主要
集中在培养基成分的优化上[6-7]。但实际工程中，不

仅需要优化微生物絮凝剂产生菌 YL3的培养基成

分，还需要考虑培养时外界环境条件的影响，如培养

基灭菌压力、培养温度、振荡转数等。为了降低复合
型微生物絮凝剂的转化成本，本文从减少培养基成

分和碳氮源优化等实验着手，进行了培养基成分和

培养时外界条件的系列实验，从而确定复合型微生
物絮凝剂产生菌 YL3的最佳培养条件。

1  实验内容

1.1  实验材料

    高岭土采自吉林省白山市，菌种采自已经筛选

出的复合型微生物絮凝剂产生菌。初始絮凝培养基

组成为葡萄糖 10.0 g．K2 HP04·3Hz0。5．O g，

KHz P04 2.O g,NaCl 0.10  g,MgS04·7H 20 0.20
 g，(NH4)2S04.7H20 0.20 g，酵母膏o．50 g，尿素

0. 50 g，蒸馏水1 I。，自然pH值。
1.2  絮凝率测定

    在250 mL锥形瓶中加入pH一7.0的5.0 g/L
高岭土悬浊液50 mL，1.00 mI。l%CaCl2，0.50 mL

发酵液，用低转速磁力搅拌器混合，调pH值至 6.0
～7.0后搅拌3 min，静置2 min;取上清液于752型

分光光度计测定ODss。。。值，以不加发酵液的上清液
ODSSO,im值作为对照，通过OD550。。值减少来确定絮凝

程度，用絮凝率定量表示絮凝活性：絮凝率一[(A—
B)]/A×100%。A为不加发酵液的上清液ODs5。。。

值；B为加发酵液的上清液ODs；。。。值。
1.3  培养条件优化实验

    (1)培养基成分减少实验。相对于初始絮凝培

养基成分，分别减少了如下组分：1．NaCl;2．脲；3．

NaCl、脲、酵母膏；4．NaCl、脲、K2 HPO.,；5．NaCl、

脲、KHZP04；6．NaCl、脲、K2 HP04、KH2 P04。在 6
个250 mI。锥形瓶中，分别加入以上 6种不同组分

的培养液 50 mI.，再分别加入 0.50 mL种子培养

液，在120 r/min、30。C恒温振荡器中培养72 h后，
进行絮凝试验，根据计算所得絮凝率确定优化后培

养基组成。

    (2)氮源影响因素实验。在实验(1)的基础上，

把培养基中的硫酸铵分别换成如下氮源：1．硝酸钾；
2．硫酸铵；3．甘氨酸；4．硝酸钠；5．硝酸铵；6．氯化

铵；7．脲。进行同实验(1)条件一致的培养和絮凝实
验，根据计算所得絮凝率确定最佳氮源。

    (3)碳源影响因素实验。在实验(2)的基础上，

把培养基中的葡萄糖分别换成如下不同碳源：1．葡

萄糖；2．果糖；3．蔗糖；4．淀粉；5．乳糖；6．麦芽糖；7．

草酸钠；8.碳酸钠。进行同实验(1)条件一致的培养

和絮凝实验，根据计算所得絮凝率确定最佳碳源。
    (4)无机盐影响因素实验。在实验(3)的基础

上，把培养基中所得硫酸镁分别换成如下不同物质：

1．氯化镁；2．氯化钙；3．硫酸铁；4．硫酸铜；5．硫酸
镁；6．硫酸亚铁；7．氯化锌。进行同实验(1)条件一

致的培养和絮凝实验，根据计算所得絮凝率确定最

佳无机盐类。

    (5)培养基成分含量优化试验。在以上优化出
最佳培养基组成的基础上，进行培养基成分含量的

优化实验，其中碳源质量浓度分别为 10.O、5．O、

2.0、1.0、0. 50 g/L;磷酸氢二钾质量浓度分别为
5．o、4．o、3．o、2．O、1．o、0. 50 g/L;磷酸二氢钾质量

浓度分别为：0. 50、0.10、0.15、0.20、0.30 g/L;无机

盐质量浓度分别为：0. 025、0.050、0.10、0.20、0.30

g/L。进行同实验(1)条件一致的培养和絮凝实验，

根据计算所得絮凝率确定最佳培养基成分含量。
    (6)培养基初始 pH值影响实验。pH值分别为

5、6、7、8、9、10、11时，进行同实验(1)条件一致的培

养和絮凝实验，根据计算所得絮凝率确定最佳pH
值。

    (7)培养基外部条件对絮凝活性的影响实验。

分别考察灭菌压力、培养温度、振荡转速对复合型微
生物絮凝剂产生菌 YL3絮凝率的影响。其中灭菌

压力分别为 0. 05、0.06、0.07、0.08、0.09、0.10、

0. 11  MPa。培养温度分别为 10、20、30、40、50℃；

振荡转速分别为 60、80、100、120、140、160 r/min。
进行同实验(1)条件一致的培养和絮凝实验，根据计

算所得絮凝率确定最佳培养基外部条件。

2  结果与讨论

2.1  培养基成分减少实验

    培养基的组成不同时，其对微生物的生长和代

谢都会产生影响。通过培养基成分减因素实验所得
结果如图1所示。

    由图 1可知，当序号为 3时，絮凝率达到了

96. 40%，此时培养基的成分不加入 NaCl、脲，说明

这两种成分抑制该复合菌产絮凝剂的活性。通过本
试验，优化后的培养基组成为葡萄糖 10.0 g，

K2 HP04·3H2 04 5.0 g,KH2 P04 2.0 g,MgS04.



7H20 0.20 g，(NH4)2S04.7H20 0.20 g，酵母膏
0. 50 g，蒸馏水 1 I。，自然pH值。

2.2  碳、氮源、无机营养盐对絮凝活性影响

    氮源的作用主要是提供微生物合成细胞蛋白质
的物质。不同微生物对氮源的要求不同，氮源主要

有无机氮源和有机氮源两大种类。由图2可知．在

多种氮源中，2号硫酸铵对絮凝活性的影响最为有
利。

    碳源的主要作用是构成微生物细胞的含碳物质
（碳架）和供给微生物生长、繁殖及运动所需要的能

量。由于微生物种类繁多，因此它们对碳源的要求

极为广泛。从简单的无机碳化合物到复杂的天然有
机含碳化合物，都可作为碳源。由图3可知，碳源中

1号葡萄糖、2号蔗糖、3号果糖对絮凝活性影响等

价，在本实验条件下，3种碳源的絮凝率都达到了

lo070，但参照3种药品的市场价格可知，葡萄糖的
价格最低。其它有机和无机碳源效果也较好，说明

该复合型微生物絮凝剂产生菌利用碳源能力较强。
    无机离子在微生物体内的作用是不可忽视的，

它是微生物生长所必需的营养物质。有的元素虽然

在微生物体内含量甚少，但却是酶活性基团的组成
部分，同时也是调节细胞渗透压、氢离子浓度、氧化

还原电位及维持 pH值平衡等的重要成分，是细胞
本身组成必不可少的元素。甚至，有些微生物可以
利用无机盐作为能源。从图4可知，无机盐对该复
合型微生物产生菌的絮凝活性影响较大。镁盐、铁

盐、钙盐对絮凝剂的产生较为有利，其中最佳无机盐
为硫酸镁，而硫酸铜和氯化锌使复合型微生物絮凝
活性消失．即铜拎和锌盐不利于絮凝剂的产生．

2.3  基质含量对絮凝活性影晌

    培养基的基质含量不同，对于微生物絮凝剂的

活性也是有一定影响的，通过实验，结果如图5-7

所示。
    为了该复合型微生物絮凝剂的后续实验及生产

工艺研究，进行最佳培养基成分的含量确定。由图

5-7可知，培养基的成分为葡萄糖2。0 g，K2 HP04

·3H70 5.0 g,KH2 P04 1.O g,MgS04..7H20
O．20 g，(NH4)2S()4·7H20 0.20 g，蒸馏水1L，pH

值为7。

    图1  培养基成分减因素分析

Fig.1    Analysis of short-of-one-element in the culture

    图2  不同氮源对絮凝活性的影响

Fig.2    Effects of different nitrogen sources on the floccu-

    lation activity

    图3  不同碳源对絮凝活性的影响

Fig.3    Effects of different carbon sources on the floccula-

    tion activity

    图4  不同无机盐对絮凝活性的影响

Fig.4    Effects of different kinds of inorganic salt on the

    flocculation activity



2.4  初始pH值对絮凝活性影晌
    任何微生物只有在一定的环境中才能生长，适

合微生物生长代谢的pH值往往有一定的范围或确

切的值，实验结果如图8所示。由图8可知，该复合

型微生物絮凝剂产生菌的培养初始 pH值为6～9
时，絮凝率均在 90%以上，说明该复合菌的絮凝条

件比较温和。

2.5  培养基外部条件对絮凝活性的影响

2.5.1  灭菌压力 磕

    灭菌压力对培养基的成分有一定的影响，由表

1可知，絮凝活性与培养基灭菌压力之间不是正相
关。即在0. 05-0. 07 MPa区间时，絮凝活性较好，

且在0. 06 MPa时，絮凝活性最高；而当压力在0.08
MPa时，絮凝活性降到最低点 68.1%，之后絮凝活

性又有所升高。从而说明复合型微生物絮凝剂产生

菌YL3,絮凝活性的压力阈值为0.08 MPa。
2.5.2  培养温度

    不同絮凝剂产生菌有不同的产絮凝剂的适宜温
度。如表1所示，复合型微生物絮凝剂产生菌的培

养温度为20～40℃。

  2.5.3  振荡转速

    微生物在培养时，通过培养箱的一定振荡转速，
：  为微生物絮凝提供其通气量，从而提供其生长代谢

I  时所需的氧气。由表 l可知，当振荡转速由小变大
’  时，其絮凝活性有一个峰值，即当振荡转速由低转速

》 增加到 120 r/min时，絮凝活性达到最大，而继续增

： 加转速，其絮凝活性反而下降。说明通气量影响该
  复合型微生物絮凝剂产生菌的絮凝活性，且有一个

    图5  葡萄糖含量对絮凝活性的影响

Fig.5    Effects of concentration of glucose on the floccula-

    tion activity

图6  磷酸氢二钾 、磷酸二氢钾含量对絮凝活性的影响

Fig.6  Effects of concentrations of K2 HP04 and KH2 P04

    on the the flocculation activity

    图7  硫酸铵、硫酸镁含量对絮凝活性的影响

Fig.7    Effects of concentrations of( NI-L )zS04 and Mg-

    S04 0n the floccuIation activity

    图8  培养基初始pH值对絮凝活性的影响

Fig.8    Effects of various initial pH on the pressures on

    flocculation activity

    表1  培养基外部条件影响
  Table l    Effect of the exterior conditions of the culture



最佳值。

3  结论

    经过对复合型微生物絮凝剂产生菌 YL3进行

培养条件优化 ，可以得 出以下结论 ：

    (1)复合型微生物絮凝剂产生菌 YL3吸收碳源

和氮源 的能力都很强 ，都能利用相应种类的无机和

有机物质作为 营养产 生絮凝剂。无 机营养盐 中镁

盐、铁盐 、钙盐对絮凝剂的产生较为有利 ，其中最佳

无机盐为硫酸镁 ，而硫酸铜和氯化锌使复合型微生

物絮凝活性消失 ，即铜盐和锌盐不利于絮凝剂的产

生。

    (2)复合型微生物絮凝剂产生菌 YL3培养的外

部条件不容忽视 ，压力和温度影响较大。

    (3)经过本实验 ，得出复合型微生物絮凝剂产生

菌 YL3培养基 的组成为葡萄糖 2.0 g，K2 HPO。．

3H20 5.O g,KH2 P04 1.0 g,MgS04·7H20 0.20

g，(NH4)ZS04.7H200.20 g，蒸馏水 1L，初始 pH

=7。培养 基 的外部 培养 条件 ：灭 菌 压力 为 o．06

MPa，温度 为 20～ 30℃，振 荡 转 速 为 100～ 140

r/mln。

    本研究 成 果 为 复 合 型微 生 物 絮凝 剂 产 生菌

YL3的前期基础研究 ，为充分系统研究复合型微生

物絮凝剂提供了参考依据 。
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