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固定化产絮菌生产生物絮凝剂的研究
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摘　要：为降低发酵成本及实现生物絮凝剂的连续发酵生产，采用吸附法固定化生物絮凝剂产生菌，发酵生产生物絮凝
剂．从载体稳定性、生物絮凝剂产量、发酵液絮凝率等方面对比颗粒活性碳、聚氨酯泡沫和菌丝球３种固定化载体性能，
并优化了活性碳和菌丝球两种载体的固液比．结果表明：颗粒活性碳、聚氨酯泡沫和菌丝球均可有效固定化产絮菌Ｆ＋，
采用颗粒活性碳和菌丝球两种载体固定化发酵的生物絮凝剂产率高于聚氨酯泡沫载体．载体吸附试验表明：菌丝球载
体对于产絮菌Ｆ＋的２４ｈ吸附率高于颗粒活性碳载体；使用菌丝球固定化发酵时，固液比１０ｇ／Ｌ，发酵时间２４ｈ，粗提
生物絮凝剂２２３４ｇ／Ｌ，比传统分批发酵生物絮凝剂的产量提高１４％．摇瓶试验表明，３种载体均可连续使用１５次以上．
从发酵液絮凝率和成本两方面考虑，确定活性碳和菌丝球两种载体的最适固液比均为１ｇ／Ｌ．
关键词：生物絮凝剂；固定化；固定化载体；固液比；菌丝球；活性碳；聚氨酯泡沫
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　　生物絮凝剂是一种高效、无毒、无二次污染的
絮凝剂，但其成本较高、产量较低的缺点制约了生

物絮凝剂的工业化生产［１－３］．固定化细胞技术是
一种高效的发酵技术，近年来广泛用于发酵［４－６］、

环保［７－９］、能源［１０－１２］等领域．使用载体吸附产絮



菌生产生物絮凝剂充分发挥了固定化细胞发酵的

优势，即多代发酵只需一次接种，不需要微生物菌

体多次培养、扩大，缩短了发酵生产周期，提高生

物絮凝剂生产能力，降低了生物絮凝剂成

本［１３－１４］．目前国内仅有王兰等［１５］对于固定化技

术生产生物絮凝剂的技术进行了研究．菌丝球作
为生物载体因其无二次污染［１６－２０］、生物相容性

好［２１－２６］等优点，成为近年来研究热点．
本研究应用固定化细胞发酵技术生产生物絮

凝剂，通过对比３种不同类型固定化载体发酵生
产生物絮凝剂效果，发现新型生物质载体 －菌丝
球在菌株吸附率、粗提发酵液生物絮凝剂产量方

面具有优势，是一种无毒无二次污染的前景广阔

的载体，为生物絮凝剂工业化生产提供了新思路．

１　实　验
１１　实验材料

菌种：取自城市水资源与水环境国家重点实

验室保存的高效絮凝菌 Ｆ２（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ）和 Ｆ６（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐｈａｅｉｃｕｓ），两种产
絮菌组成复合产絮菌 Ｆ＋［２７］．用于形成菌丝球的
菌株为 ＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒＹ３，由本实验室分离得
到，黑曲霉 Ｙ３能够在液体淹没振荡条件下自絮
凝成为菌丝球［２１］．

产絮液体培养基：葡萄糖 １０ｇ／Ｌ，Ｋ２ＨＰＯ４
５ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４２ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０２ｇ／Ｌ，
ＮａＣｌ０１ｇ／Ｌ，尿素 ０５ｇ／Ｌ，酵母膏 ０５ｇ／Ｌ，
ｐＨ＝７５，１１５℃灭菌３０ｍｉｎ．

菌丝球液体培养基：葡萄糖１０ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４
２ｇ／Ｌ，ＮＨ４Ｃｌ１ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０５ｇ／Ｌ，
１１５℃灭菌３０ｍｉｎ．

颗粒活性碳为河南佰科活性炭厂生产的煤质

颗粒活性碳（４０目）；聚氨酯泡沫为上海烁得建筑
材料有限公司生产的聚氨酯泡沫．
１２　实验方法
１２１　产絮菌Ｆ＋固定化方法

聚氨酯泡沫载体事先剪成适当大小的立方

块，在０１ＭＰａ、１２１℃条件下灭菌２０ｍｉｎ，冷却后
备用．颗粒活性碳处理方法与聚氨酯泡沫相同．载
体菌丝球的制备采用孢子悬液定量接种的方法：

在无菌操作台中，用接种环在长满孢子的固体培

养基上刮取适量孢子，接入到无菌水中．振荡一段
时间后使孢子均匀分布，用可见分光光度计在波

长６２０ｎｍ下测其吸光度．按下述接种量公式将孢
子接种至菌丝球液体培养基中，在 １６０ｒ／ｍｉｎ、
３３℃摇床中培养７２ｈ后成球，使用前用无菌水

冲洗３遍后即可使用．

接种量＝０．２５０×０．１０％×液体培养基体积
孢子悬液吸光度

．

　　在活化后的 Ｆ２、Ｆ６斜面上分别挑取少许菌
落，接种至产絮培养基中，于３３℃、１６０ｒ／ｍｉｎ下
培养２４ｈ，得到产絮菌种子液．在产絮培养基中分
别放入适量上述预处理后的载体，产絮菌种子液

按５％接种量接种，培养２４ｈ后，菌体就可吸附于
载体表面．
１２２　摇瓶半连续培养方法

将已经吸附产絮菌的一定量载体投加到产絮

培养基中，于 ３３℃、１６０ｒ／ｍｉｎ下培养一定时间
后，采用每隔２４ｈ更换发酵培养基的方法半连续
生产生物絮凝剂．
１２３　固液比实验方法

分别用不同质量的载体吸附产絮菌投加到产絮

培养基中，以发酵时间２４ｈ为一代进行摇瓶半连续
培养，监测每代发酵液菌浊、发酵液絮凝率等指标．
１３　测定方法
１３１　絮凝率测定方法

采用自来水配制的高岭土悬浊液（５ｇ／Ｌ）作
为实验水样．在１Ｌ待测水样中，按照顺序投加一
定量的发酵液、１５ｍＬ１０％ ＣａＣｌ２（质量分数），
然后用２ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液调节水样ｐＨ至７２．同
时，以相同条件下不投加生物絮凝剂发酵液的水

样作为空白对照．在六联搅拌机中以一定搅拌条
件（第一段搅拌速度１６０ｒ／ｍｉｎ，搅拌时间２ｍｉｎ；
第二段搅拌速度４０ｒ／ｍｉｎ，搅拌时间２ｍｉｎ）进行
搅拌后，静沉２０ｍｉｎ．

用紫外可见光分光光度计在５５０ｎｍ处测定
上清液的吸光度．絮凝效果用絮凝率表示，即

μ＝（ＤＡ－ＤＢ）／ＤＡ×１００％．
式中：ＤＡ为空白水样上清液５５０ｎｍ吸光度；ＤＢ
为待测水样上清液５５０ｎｍ吸光度；μ为絮凝率．
１３２　葡萄糖测定方法

取一定量的发酵液，于４℃、８９００ｒ／ｍｉｎ条
件下离心２０ｍｉｎ，取一定量的发酵上清液，用蒸馏
水进行适当稀释 （以满足生物传感器的测量范

围），利用生物传感器测定葡萄糖的含量．
１３３　菌浊测定方法

用蒸馏水作空白对照，用紫外可见分光光度

计测定发酵液在６００ｎｍ波长的吸光度，菌浊较大
的发酵液应先用蒸馏水稀释一定倍数再进行

测定．
１３４　生物絮凝剂粗提干质量测定方法

生物絮凝剂主要成分是由多糖组成的胞外物
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质，因此，以多糖含量表示生物絮凝剂有效成分含

量，粗提方法如下：将发酵液置于超速大容量离

心机进行离心处理，使菌体和胞外代谢产物分离，

离心参数：温度 ４℃、转速 １２０００ｒ／ｍｉｎ、时间
２０ｍｉｎ，并收集上清液备用．在离心后的上清液中
加入其两倍体积４℃预冷的无水乙醇，轻微搅拌，
出现白色丝状絮体．挑出白色絮体，倒掉上层乙醇
溶液，再加入一倍体积４℃预冷的无水乙醇，轻微
搅拌，再次出现白色丝状絮体，将两次收集的白色

絮体放到１０５℃烘箱中烘干后测干质量．

２　结果分析
２１　不同类型载体对生物絮凝剂产量的影响

采用１２１固定化方法进行摇瓶重复发酵实
验，载体固液比均为１ｇ／Ｌ，对比单批发酵液絮凝
率和粗提生物絮凝剂产量，结果如图１所示．可以
看出，无机载体活性碳、有机载体聚氨酯泡沫和生

物质载体菌丝球的生物絮凝剂产量（干质量）均

为２０ｇ／Ｌ左右，发酵液絮凝率均在８０％以上，其
中菌丝球载体的生物絮凝剂产量和发酵液絮凝率

均为最高，产量为 ２２３４ｇ／Ｌ，发酵液絮凝率为
９２８６％．
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图１　不同类型载体对于生物絮凝剂产量的影响

　　采用１２２方法进行载体固定化发酵稳定性
试验，结果见图２．可以看出，３种载体每代发酵液
絮凝率均为９０％左右，发酵液菌浊为２０左右．３
种载体均可稳定使用１５代以上．
　　分别向已配制一定浓度的絮凝菌悬液中按照
１ｇ／Ｌ固液比投加菌丝球和颗粒活性碳，在３３℃、
１６０ｒ／ｍｉｎ条件下吸附，测量２４ｈ吸附后菌悬液
吸光度，计算出两种载体２４ｈ吸附率．结果见表
１．可以看出，菌丝球载体对于产絮菌 Ｆ＋的２４ｈ
吸附率为３７３０％，高于颗粒活性碳的吸附率．菌
丝球对于产絮菌Ｆ＋的吸附能力更强主要是菌丝
球特殊的结构特性导致的，菌丝球除了具有表面

电荷的静电力吸附以外，由于菌丝细胞会在菌丝

表面分泌一种多糖、蛋白为主，黏性较大的胞外聚

合物薄膜，使菌丝球表面具有较大的黏附力，相对

于其他生物载体更利于细菌吸附［２１］，从图３（ａ）
可以看出，产絮菌Ｆ＋大量被吸附到菌丝上；另外
从图３（ｂ）可以看出，与颗粒活性碳的微孔结构不
同，菌丝球内部空隙较大，利于细菌的进入和吸

附．菌丝球对于产絮菌Ｆ＋的较强吸附力，使得菌
丝球作为载体固定化发酵生产生物絮凝剂的产量

比无载体分批发酵产量提高了１４％．
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图２　载体固定化发酵稳定性
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表１　菌丝球与活性碳吸附率对比

载体
菌悬液初始

Ｄ６００

２４ｈ吸附后菌悬液

Ｄ６００

２４ｈ吸附

率／％

活性碳 ０２４１ ０２０３ １５７７

菌丝球 ０２４４ ０１５３ ３７３０

（ａ）菌丝球吸附产絮菌Ｆ＋（×１００００）

（ｂ）菌丝结构（×１０００）

图３　菌丝球结构

　　对于产絮菌 Ｆ＋从生物絮凝剂产量来说，菌
丝球和活性碳是比较理想的固定化载体．颗粒活
性碳作为一种传统的生物载体，具有较高的机械

强度、廉价等优点；而菌丝球对于产絮菌Ｆ＋的吸
附能力强于颗粒活性碳，密度略大于水，在水流作

用下可以在水中均匀分布，静置状态下易于分离，

并且具有一定的机械强度，无二次污染，是一种前

景广阔的生物载体［２２］．
２２　固液比对于颗粒活性碳和菌丝球固定化生

产生物絮凝剂的影响

从图４可以看出，活性碳固液比对于产絮菌
Ｆ＋的第１代发酵液絮凝效果影响不大，５种固液
比的第１代发酵液效果均良好，发酵液菌浊均在
２０左右，絮凝率均在 ９０％左右；从图 ５可以看
出，以２４ｈ为１代，３种固液比的发酵液菌浊在前
４代基本相同，但是在第５代发生变化，固液比为
１ｇ／Ｌ的菌浊依然维持较高水平（为２１），而固液
比为０５和０３ｇ／Ｌ时则下降到１９；在第６代固
液比为１ｇ／Ｌ时继续稳定在２０以上，而固液比

为０５和０３ｇ／Ｌ时继续下降．选择合理的固液
比需要综合考虑发酵稳定性和经济因素两方面因

素，固液比过小会使固定的菌量不足，进行多次固

定化发酵使用时，发酵液菌浊下降，影响固定化发

酵稳定性；而固液比过大会导致发酵成本的增加，

综合考虑选择１ｇ／Ｌ作为活性碳固定化发酵制备
生物絮凝剂的最佳固液比．
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图４　活性碳固液比对产絮菌 Ｆ＋的菌浊和其发酵液絮
凝率的影响
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图５　传代次数对产絮菌Ｆ＋菌浊的影响

　　从图６可以看出，菌丝球５种固液比发酵液
菌浊均在２０以上，但是发酵液絮凝率有一定的
差异，固液比为１０和２０ｇ／Ｌ的发酵液絮凝率
较高，达８５％以上，而固液比０５和２５ｇ／Ｌ的发
酵液絮凝率较低，仅为８０％左右．从表２可以看
出，由于活性碳是无机载体，其对于底物葡萄糖的

消耗很少，而菌丝球本身是一种生物体，会消耗一

定的底物葡萄糖．固液比较低时，絮凝剂产量较
少，致使絮凝率较低；而固液比过大时，由于菌丝

球是一种生物质载体，不同于活性炭，其本身也消

耗培养基中的营养物质，投加过多的菌丝球会使

培养基中的营养不能满足载体上不断增多的产絮

菌合成生物絮凝剂的需要，而导致部分菌体死亡，
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进而使生物絮凝剂产量下降，发酵液絮凝效果降

低，并且投加过量的菌丝球还会增加运行成本．因
此，综合考虑选择１ｇ／Ｌ作为最佳菌丝球固液比．
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图６　菌丝球固液比对于产絮菌Ｆ＋絮凝效果的影响

表２　菌丝球与颗粒活性碳２４ｈ底物葡萄糖消耗对比

载体

葡萄糖初始

质量浓度／

（ｇ·Ｌ－１）

２４ｈ后葡萄糖

质量浓度／

（ｇ·Ｌ－１）

２４ｈ葡萄糖

消耗率／％

菌丝球 ４４３ ２９３ ３３８６

活性碳 ４５０ ４１８ ７１０

３　结　论
１）分别利用颗粒活性碳、聚氨酯泡沫和菌丝

球吸附产絮菌Ｆ＋进行固定化发酵生产生物絮凝
剂，证明固定化发酵生产生物絮凝剂是可行的．
２）颗粒活性碳载体在固液比为１ｇ／Ｌ，发酵

周期２４ｈ，发酵液絮凝率为９０２６％，粗提生物絮
凝剂２１７６ｇ／Ｌ，保证发酵稳定性的前提下可以连
续使用１５代以上．
３）菌丝球对于产絮菌Ｆ＋的吸附能力强于颗

粒活性碳，菌丝球固液比为１０ｇ／Ｌ时，发酵时间
２４ｈ，发酵液粗提生物絮凝剂２２３４ｇ／Ｌ，比无载
体分批发酵生产生物絮凝剂产量提高了１４％，在
保证发酵稳定性前提下可以连续使用１５代以上．
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