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摘　 要： 以玉米秸秆为廉价基质，可以有效降低生物絮凝剂合成成本．用 １ ７％的稀硫酸水解玉米秸秆，获得含有戊糖木

糖、己糖葡萄糖的水解液，戊糖很难被微生物代谢．获得能同步代谢戊糖、己糖的产絮菌，是玉米秸秆高效转化为生物絮

凝剂的关键．本研究以玉米秸秆水解液为基质选育出产絮菌 Ｗ４，探讨该菌株同步代谢戊糖、己糖的能力．结果显示，菌株

Ｗ４ 经 １６Ｓ ｒＤＮＡ 鉴定为枯草芽孢杆菌 Ｂａｃｉｌｌｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ，其代谢葡萄糖速率（０ ２７ ｇ·Ｌ－１ ·ｈ－１ ）大于代谢木糖速率

（０ １４ ｇ·Ｌ－１·ｈ－１），表明菌株 Ｗ４ 能够同步代谢木糖、葡萄糖．菌株 Ｗ４ 在木糖和葡萄糖培养基中合成生物絮凝剂的絮

凝率分别为 ９６％和 ９７％．经红外光谱分析 Ｗ４ 生物絮凝剂的主要成分为多糖和蛋白．
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　 　 生物絮凝剂是无毒、无二次污染、环境友好型

的净水剂，具有潜在的应用价值［１］，限制其工业

应用的主要因素是制备成本高．为降低成本，一方

面要选育高效的产絮菌株，另一方面要开发廉价

的产絮基质．秸秆作为主要的农业废弃物，除少部

分用于牲畜饲料、造纸、纺织外，大部分被原位焚



烧，既浪费资源，又污染环境．因此，将秸秆类农业

废弃物作为产絮基质既解决了秸秆资源化问题又

降低了生物絮凝剂的成本［２］ ．但是秸秆类木质纤

维素需经预处理才能被微生物利用．本研究利用

稀酸将玉米秸秆水解为戊糖和己糖［３］ ．己糖葡萄

糖很容易被微生物利用，而戊糖木糖很难被微生

物利用．因此，选育同步代谢戊糖、己糖的产絮菌，
是解决以玉米秸秆水解液为基质合成生物絮凝剂

的关键．本研究以玉米秸秆水解液为基质选育高

效产絮菌，研究菌株同步代谢戊糖、己糖合成生物

絮凝剂的效能，并进行生物絮凝剂的成分分析．

１　 实　 验

１ １　 玉米秸秆的预处理

玉米秸秆取自黑龙江郊区，自然风干，用粉碎

机将玉米秸秆粉碎，过 ４０ 目筛． 称取玉米秸秆粉

末 １００ ｇ 放入烧杯中，加入 １ ７％（体积分数） 的

稀 Ｈ２ＳＯ４，搅拌混合均匀． 在大烧杯上覆盖 ＰＶＣ
塑料薄膜，留一定缝隙，放入高压灭菌锅中汽爆

２ ｈ．然后将汽爆后的悬浊液离心，上清液中加入

Ｃａ（ＯＨ） ２调节 ｐＨ 至 ７ ０，去除水解液中过量的

Ｈ２ＳＯ４ ．
１ ２　 产絮菌的选育

从水厂污泥中用倍比稀释法选育菌株，培养

基成分： 玉米秸秆水解液含还原糖 ７ ０７２ ｇ，
５ ｇ Ｋ２ＨＰＯ３，２ ｇ ＫＨ２ＰＯ３， ０ ２ ｇ ＭｇＳＯ４， ０ １ ｇ
ＮａＣｌ，０ ５ ｇ 酵母膏，０ ５ 尿素，蒸馏水 １ ０００ ｍＬ．
１ ３　 菌体干质量

发酵液离心，弃上清，菌体用蒸馏水清洗，离
心，重复 ３ 次，１０５ ℃烘干至恒质量．
１ ４　 絮凝率的计算

于六联搅拌仪的 １ ０００ ｍＬ 搅拌杯中加入 ５ ｇ
高岭土、自来水 １ ０００ ｍＬ、Ｗ４ 发酵液 １０ ｍＬ 和

１０％的 ＣａＣｌ２ 溶液 １ ６ ｍＬ，用 ＮａＯＨ 将溶液 ｐＨ 调

至 ７． ５， 快搅 １６０ ｒ ／ ｍｉｎ、慢搅 ４０ ｒ ／ ｍｉｎ 使之充分

混合，静置 ２０ ｍｉｎ 后，取液面下 １０ ｃｍ 处上清液，
用 ７２１ 分光光度计于波长 ５５０ ｎｍ 处测定吸光度

（Ｂ） ． 以蒸馏水代替发酵液液作空白对照，于波长

５５０ ｎｍ 处测定吸光度 （Ａ） ．通过絮凝率 Ｆ 来表示

絮凝活性，即［４］

Ｆ ＝ （Ｂ － Ａ） ／ Ｂ × １００％． （１）
１ ５　 絮凝剂的提取

１）离心．将用秸秆水解液培养的 Ｗ４ 发酵液

置于 ４ ℃ 超 速 大 容 量 离 心 机 离 心， 转 速

５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ、时间 １０ ｍｉｎ，并收集上清液备用．
２）醇提．将 １）中上清液加入 ３ 倍体积 ４ ℃预

冷 的 无 水 乙 醇， 静 止 ２４ ｈ， 弃 上 清， 并 于

５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １５ ｍｉｎ 收集沉淀备用；将该沉淀

溶于去离子水中，重复该步骤 ２ 次．
３）纯化．将絮凝剂溶液分装到透析袋中并置

于盛有去离子水的大烧杯中，于 ４ ℃ 恒温放置

４８ ｈ（每隔 ４ ｈ 换一次去离子水）．
４）重复步骤 ２）．
５）冻干．将步骤 ４）收集的沉淀－７０ ℃冷冻后

放入冻干机，冻干 ３６ ｈ 制备成冻干粉［５］ ．
１ ６　 红外光谱分析

将冻干粉与 ＫＢｒ 以一定比例于研钵中混合

均匀、压片，于 ＦＴ － ＩＲ 红外分光光度仪（Ａｖａｔａｒ
３６０ 型， 美国 Ｎｉｃｏｌｅｔ 公司出品） ２５ ℃ 下扫描

４ ０００～４００ ｃｍ－１内的吸收峰．根据结果分析 Ｗ４ 生

物絮凝剂的官能团结构．
１ ７　 木糖、葡萄糖的测定

样品液中木糖、葡萄糖的测定采用高效液相

色谱 法 （ ＨＰＬＣ ）． 样 品 液 于 １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离 心

１０ ｍｉｎ，上清液经 ０ ２２ μｍ 微孔滤膜过滤后转入

色谱瓶中，以 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的硫酸为流动相，流速为

０ ６ ｍＬ ／ ｍｉｎ，用伯乐糖柱外标法定量［６］ ．

２　 结果与讨论

２ １　 选育菌株

以玉米秸秆水解液为基质，选育出 ７ 株絮凝

菌，分别命名为 Ｗ１、Ｗ２、Ｗ４、Ｗ５、Ｗ６、Ｗ７、Ｗ１１，
其絮凝率均在 ７８％以上［７］ ． 其中絮凝菌 Ｗ４ 的菌

落大、湿润光滑，絮凝率达（９４±２ ２）％，因此，以
絮凝菌 Ｗ４ 作为研究对象．分子生物学测序结果

用 ＢＬＡＳＴ 软件与 ＧｅｎＢａｎｋ 中的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列进

行同源性比对（见表 １），Ｗ４ 与枯草芽孢杆菌同源

性为 １００％，因此，将 Ｗ４ 鉴定为枯草芽孢杆菌

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ． 为了降低生物絮凝剂的成本，玉
米秸秆在预处理过程中省去了传统的清洗过程，
水解液中可能会残留农药成分，所筛选的产絮菌

Ｗ４ 既能利用玉米秸秆水解液合成生物絮凝剂，
又耐受水解液中的抑制物（糠醛、香兰素、农药），
减少了菌株耐受抑制物的驯化过程．
２ ２　 菌株 Ｗ４ 生长特性

将菌株 Ｗ４ 分别接种于木糖、葡萄糖培养基

中，考察其代谢木糖、葡萄糖合成自身营养物质、
供菌体生长的能力．如图 １ 所示，菌株 Ｗ４ 在葡萄

糖培养基中 ２４ ｈ 能完成对数生长，在木糖培养基

中 ３５ ｈ 完成对数生长，Ｗ４ 代谢葡萄糖的能力大

于代谢木糖的能力．推测是因为菌体代谢木糖和

葡萄糖均需要葡萄糖转移酶的参与，将木糖或葡
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萄糖从菌体细胞外转移到菌体细胞内，而葡萄糖

转移酶与葡萄糖的结合能力大于与木糖的结合能

力，因此，葡萄糖更容易被转移到菌体细胞内，被
菌体利用［８］ ．菌株 Ｗ４ 在葡萄糖培养基和木糖培

养基中均发生二次生长的现象，推测是细胞到达

衰亡期后，释放出大量无机盐等营养物质，这些物

质被细胞再次利用，出现二次生长现象．

表 １　 菌株 Ｗ４ １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因序列比对结果

菌株 基因登录号 相似度 ／ ％

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ｓｕｂｓｐ． Ｉｎａｑｕｏｓｏｒｕｍ ＫＣＴＣ １３４２９（Ｔ） ＡＭＸＮ０１００００２１ １００
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｅｑｕｉｌｅｎｓｉｓ １０ｂ（Ｔ） ＨＱ２２３１０７ ９９ ９２

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ｓｕｂｓｐ． Ｓｐｉｚｉｚｅｎｉｉ ＮＲＲＬ Ｂ－２３０４９（Ｔ） ＣＰ００２９０５ ９９ ８４
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ｓｕｂｓｐ． Ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＮＣＩＢ ３６１０（Ｔ） ＡＢＱＬ０１０００００１ ９９ ８４
Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｈａｌｏｔｏｌｅｒａｎｓ ＤＳＭ ８８０２（Ｔ） ＡＭ７４７８１２ ９９ ６８

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｏｊａｖｅｎｓｉｓ ＲＯ－Ｈ－１（Ｔ） ＪＨ６００２８０ ９９ ６０
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｖａｌｌｉｓｍｏｒｔｉｓ ＤＶ１－Ｆ－３（Ｔ） ＪＨ６００２７３ ９９ ６０

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｔｈｙｌｏｔｒｏｐｈｉｃｕｓ ＣＢＭＢ２０５（Ｔ） ＥＵ１９４８９７ ９９ ５１
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｉａｍｅｎｓｉｓ ＫＣＴＣ １３６１３（Ｔ） ＡＪＶＦ０１００００４３ ９９ ４４
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｔｒｏｐｈａｅｕｓ ＪＣＭ ９０７０（Ｔ） ＡＢ０２１１８１ ９９ ２０

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ ＡＴＣＣ １４５８０（Ｔ） ＡＥ０１７３３３ ９８ ８８
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图 １　 菌株 Ｗ４ 生长特性

２ ３　 Ｗ４ 代谢木糖、葡萄糖特性

木糖和葡萄糖能够为 Ｗ４ 菌体生长、代谢、合
成生物絮凝剂提供必要的营养物质．图 ２ 为 Ｗ４
消耗木糖、葡萄糖的规律．可以看出，Ｗ４ 消耗葡萄

糖的速率（０ ２７ ｇ·Ｌ－１·ｈ－１）大于消耗木糖的速

率（０ １４ ｇ·Ｌ－１·ｈ－１）．菌株 Ｗ４ 在 ２４ ｈ 消耗葡萄

糖 ９０ ％， ６０ ｈ 消耗木糖 ８７ ％．菌株 Ｗ４ 消耗葡萄

糖的速率大于消耗木糖的速率，解释了菌株 Ｗ４
在葡萄糖培养基中的生长速度快于在木糖培养基

中的生长速度的原因．
Ｗ４ 对木糖、葡萄糖的消耗符合二阶动力学

方程，即 ｄｓ ／ ｄｔ ＝ － ｋｓ２ ＋ ｂｓ ＋ ｃ， 利用实验数据进行

拟合，Ｗ４ 代谢葡萄糖的模型为

ｙ ＝ ０ ０５４ １ｘ２ － ４ ９９４ ８ｘ ＋ １１１ ７６． （２）
　 　 Ｗ４ 代谢木糖的模型为

ｙ ＝ － ０ ０２９ｘ２ ＋ ０ ２６７ｘ ＋ ９１ ５４６． （３）
　 　 该组消耗动力学模型能很好地拟合实验数

据，模拟计算值和实际值之间的拟合度．葡萄糖拟

合度 Ｒ２ ＝ ０ ９５６ ６；木糖拟合度Ｒ２ ＝ ０ ９８０ ５，说明

拟合度很好，能够用该组模型预测菌株 Ｗ４ 对葡

萄糖和木糖的消耗．
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图 ２　 菌株 Ｗ４ 消耗木糖、葡萄糖特性

２ ４　 菌株 Ｗ４ 絮凝特性

由图 ３ 可知，Ｗ４ 在木糖和葡萄糖中絮凝率

分别为 ９７％和 ９６％，Ｗ４ 代谢木糖的能力低于代

谢葡萄糖的能力，但是在木糖培养基中的絮凝效

能却高达 ９７％．Ｗ４ 在木糖培养基中的这种低消耗

高絮凝的特性，使菌株 Ｗ４ 具有利用木质纤维素

类廉价基质合成生物絮凝剂的应用潜力．同时表

明 Ｗ４ 在木糖培养基中，吸收的营养物质主要用

于生物絮凝剂的合成，不是为菌体生长提供能量．
Ｗ４ 在葡萄糖培养基中合成的生物絮凝剂的絮凝

效率略低于在木糖培养基中的絮凝率，主要是因

为营养物质的流向不同，葡萄糖主要流向 Ｗ４ 细

胞生长，木糖主要流向生物絮凝剂的合成．在葡萄

糖培养基中，当菌株 Ｗ４ 培养时间达 ６０ ｈ，絮凝效

率明显提高，表明此时吸收的营养物质主要用于

合成生物絮凝剂．
２ ５　 Ｗ４ 合成生物絮凝剂的主要成分

Ｗ４ 生物絮凝剂经提纯、冻干、制备成干粉，
红外光谱（ＦＩＲＴ）分析结果如图 ４ 所示．Ｗ４ 合成

的生物絮凝剂的红外光谱谱图在 ３ ３００ ｃｍ－１处显

示出较宽的频带［９］，主要是由 Ｈ—Ｏ 羟基振动引
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起的，在 ２ ９００ ｃｍ－１处的小振动峰主要是 Ｃ—Ｈ 收

缩振动引起的，是糖类的的特征峰．在１ ７００ ｃｍ－１

附近明显的特征峰是由仲酰胺基 （—ＮＨＣ 
Ｏ—）中的 Ｃ  Ｏ 键振动引起的，是蛋白质的特征

峰［１０］ ．说明 Ｗ４ 生物絮凝剂的主要成分是蛋白质

和多糖．在絮凝过程中，Ｗ４ 生物絮凝剂成分中的

蛋白质起到主要的絮凝作用，蛋白质的负电基

团—ＣＯＯ－吸附水中带正电的颗粒，通过电荷中和

作用形成较大的絮体，絮体在重力的作用下形成

沉淀，进而完成水体的净化．
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图 ３　 菌株 Ｗ４ 絮凝特性
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图 ４　 红外光谱谱图

３　 结　 论

１）以玉米秸秆酸水解液（木糖、葡萄糖）为底

物，选育出高效絮凝剂产生菌 Ｗ４，经分子生物学

１６ＳｒＤＮＡ 鉴 定 为 枯 草 芽 孢 杆 菌 （Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｉｓ）， 絮凝高岭土的能力达 ９４％．

２）菌株 Ｗ４ 能同步代谢戊糖木糖、己糖葡萄

糖．菌株 Ｗ４ 在葡萄糖培养基中的生长速度大于

在木糖培养基中的生长速度，代谢葡萄糖的速率

（０ ２７ ｇ · Ｌ－１ · ｈ－１ ） 大 于 代 谢 木 糖 的 速 率

（０ １４ ｇ·Ｌ－１·ｈ－１），但菌株 Ｗ４ 在两者中合成生

物絮凝剂的絮凝效能相当．菌株 Ｗ４ 能利用少量

的木糖达到较高的絮凝效果，成为开发木质纤维

素类廉价基质合成生物絮凝剂优质菌种．

　 　 ３）菌株 Ｗ４ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ 合成的生物絮凝

剂的主要成分是蛋白质和多糖．
４）枯草芽孢杆菌是有益菌，其胞外聚合物是

很好的生物药品，在食品领域也有应用，本研究再

次拓宽了枯草芽孢杆菌的应用范围．将来的研究

工作将致力于 Ｗ４ 利用秸秆进行续批式发酵及连

续发酵．
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