
第 !"卷第 #期
!""$年 %月

无 锡 轻 工 大 学 学 报

!"#$%&’ "( )#*+ ,%+-.$/+01 "( 2+340 5%6#/0$1
&’() !"，*’)#
+,- )，

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
!""$

文章编号：$"". / "#01（!""$）"# / "!20 / "2

收稿日期：!""" / $" / !#；修订日期：!""$ / "2 / "# )
基金项目：教育部跨世纪人才基金项目资助课题 )
作者简介：何宁（$.32 /），女，山东德州人，发酵工程博士研究生 )

生物絮凝剂的絮凝条件

何 宁$， 李 寅$， 陆茂林!， 陈 坚$

（$ ) 无锡轻工大学生物工程学院，江苏无锡 !$2"#4；! )江苏省微生物研究所，江苏无锡 !$2"4#）

摘 要：研究了红平红球菌（!"#$#%#%%&’ ()*+")#,#-.’）5565 $".". 产生的生物絮凝剂 6789$$的
絮凝条件 ) 6789$$在偏酸性范围内（:; # ) " < 4 ) %），絮凝活性稳定，耐热性较强，热稳定范围可高
达 0" = ) 5,5(!、8(5(#、5,>、?@5(#、?@A>2、+B5(!、*,5(、C5(均能不同程度地提高 6789$$ 的絮凝
活性 )其中，5,5(! 和 ?@A>2 的助凝效果较好 )在实验体系中，5,5(! 的最佳助凝浓度为 0 DD’( E F；
絮凝体系中缺少 5,5(! 或 5,5(! 浓度过高（大于 !% DD’( E F）都会明显降低 6789$$的絮凝活性 )助
凝离子 5,! G浓度与絮凝剂的最适投加量存在密切关系，5,5(! 浓度的增大使 6789$$的最适投加
量呈降低趋势 )
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生物絮凝剂（RI’Q(’OOU(,JS）作为一类高效、安
全、无污染的新型水处理药剂已越来越引起国内外

环境工程学者的重视，在水资源缺乏的中国，研制

开发新型絮凝剂具有重要的意义 )日本从 !" 世纪
3"年代后期就开始了这方面的研究［$］，而国内对生
物絮凝剂的研究自 !" 世纪 ." 年代才刚刚起
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步［!，"］，许多工作尚待深入开展 #
絮凝剂的絮凝活性是评价其是否具有工业化

应用潜力的重要指标 #因此，确定生物絮凝剂的最
佳絮凝条件是进一步研究絮凝机理和推广应用生

物絮凝剂的基础 #絮凝剂的絮凝活性不同程度地受
到许多因素的影响，包括絮凝剂分子本身的性质和

絮凝的外部条件 #作者对红平红球菌（ !"#$#%#%%&’
()*+")#,#-.’）$$%$ &’(’( 产生的一种胞外生物絮
凝剂（%)*+&&）进行了絮凝条件的研究 #

! 材料与方法

! " ! 实验材料
! #! #! 菌种 ! / ()*+")#,#-.’ $$%$&’(’(，购自
韩国菌种保藏中心 #
! #! # # 发酵培养基（ , - .） 碳源 &’，氮源 &，
/0!123 ’ # &，45$6 ’ # &，7,823·90!2 ’ # !；:0 ; # ’ #
! " # 培养方法
! ## # ! 种子培养 于新鲜斜面上取一环菌，接至
装有 &’’ <. 种子培养基的 !=’ <. 三角瓶中，!>
?，&!’ @ - <AB振荡培养 &! C #
! ## ## 摇瓶培养& 按 =D接种量，将培养 &! C种子
液接入装有 &’’ <. 发酵培养基的 !=’ <. 三角瓶
中，!> ?，&!’ @ - <AB振荡培养 #
! " $ 测定方法
! #$ # ! ! %)*+&& 样品的制备 取 ! / ()*+")#,#-.’
$$%$ &’(’( 的 3; C发酵液，于 9 ’’’ @ - <AB下离心
!’ <AB，取上清液用于絮凝剂的性质和絮凝条件的
研究 #
! #$ ## ! %)*+&&粗提品的制备 取 ! / ()*+")#,#0
-.’ $$%$ &’(’( 的 3; C 发酵液，于 9 ’’’ @ - <AB下
离心 !’ <AB，弃去沉淀 #向上清液中加入 " 倍体积
的乙醇，3 ?静置 !’ C 后，离心（9 ’’’ @ - <AB，!’
<AB），以蒸馏水溶解沉淀，离心（9 ’’’ @ - <AB，!’
<AB），弃去不溶物，取上清液透析 !3 C，冷冻干燥，
即得到 %)*+&&粗提品 #
! #$ #$ 絮凝活性测定方法! 取 3’ <. &’ , - .高岭
土溶液加至 =’ <. 刻度试管中，再顺序加入 ! # =
<. &’ , - . $5$6! 溶液和适量待测样品，以蒸馏水
加至该刻度，将试管上下翻转若干次，迅速倒入比

色杯中，静置 = <AB后，于 ==’ B<处测定吸光度 #以
空白培养基代替待测样品作对照 #絮凝活性计算如
下（以絮凝率表示）：絮凝率（E6FGGH65IAB, %5IJ，E #
%#）K（102）3 1 L &’’D #其中，2 为待测样品的吸
光度值，1 为对照组的吸光度值 #

! #$ # % 絮凝活性分布实验 取 ! / ()*+")#,#-.’
$$%$ &’(’( 不同培养时间的发酵液 &’ <.，" ’’’
@ - <AB离心 &= <AB，留上清液备用 #菌体细胞以蒸馏
水洗涤 ! 次后，制成细胞悬浮液 #分别测定发酵原
液（含细胞），上清液以及细胞悬浮液的絮凝活性 #
! #$ #& %)*+&&的 :0稳定性实验 将 %)*+&&溶
液的 :0 值分别调至 ! # ’、" # ’、3 # ’、= # ’、> # ’、; # ’、
&’ #’、&! # ’，冰箱放置 !3 C后，测定发酵液的残余絮
凝活性 #
! #$ # ’ %)*+&& 的温度稳定性实验 将 ! / ()*0
+")#,#-.’ $$%$ &’(’( 的除菌体发酵液 :0 值分别
调至 " # ’、3 # ’、= # ’、> # =、; # =、&’ # ’，再将不同 :0值
的溶液分别于 3 ?、"= ?、>’ ?、;’ ?、&’’ ?处理
"’ <AB，恢复至室温后测定各溶液的残余絮凝活性 #
! #$ #( 细胞干重测定! 取发酵液 = <.，&’ ’’’ @ -
<AB离心 = <AB，蒸馏水洗涤菌体 ! 次，&’= ?干燥
至恒重后称重，计算出细胞干重 #

# 结果与讨论

# " ! 絮凝活性的分布
生物絮凝剂的絮凝活性分布随菌株不同而

异［3，=］#图 &为 ! / ()*+")#,#-.’ $$%$&’(’(合成的
絮凝剂的分布情况 #

图 ! ! " #$%&’$()(*+, ))*) !+,+,的絮凝活性分布
-./" ! 012.3.24 5.627.892.:; :< 8.:<=:119=>;2 ?7:591@5 84

! " -$%&’$()(*+, ..!. !+,+,

由图 &可知，整个发酵过程中，发酵原液（含菌
体）、上清液（除菌体）以及菌体细胞均具有絮凝活

性；但菌体细胞的絮凝活性一直处于较低的水平

（絮凝率小于 !’D），而发酵液及上清液的絮凝活性
维持在较高水平；尤其当发酵液的絮凝活性达到最

高值时，大约 ;’D以上的絮凝物存在于上清液中 #
由此可见，! / ()*+")#,#-.’ $$%$&’(’(产生的絮凝
剂大部分分泌至胞外培养基中，但在不同的生长阶

段其絮凝活性的分布比例略有不同，这可能与菌体

所处的生长状态、环境 :0 值等外界条件有关 #因
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此，将以 !"#$%%的除菌体发酵液作为絮凝剂性质
的研究对象 &
! " ! #$对絮凝活性的影响
不同 ’(的发酵液于 ) *放置 +) , 后的残余

絮凝活性变化规律如图 + 所示，生物絮凝剂 !"#$
%%在 ’( - & . / 0 & .的范围内能维持较强的絮凝活
性（絮凝率大于 1.2），而当 ’(降至 + & . 或升高至
1 & .以后，絮凝活性明显下降 &

图 ! #$对 %&’())絮凝活性的影响
*+," ! -./ #$ 0123+4+15 6789/ :;8 1./ :4;667421+<, 261+9+(

15 ;: %&’())

! " = 温度对絮凝活性的影响
温度对生物絮凝剂的活性表达也有很重要的

影响 &如日本研制的生物絮凝剂 345$%在开放系统
中 %.. *处理 %6 789，活性下降约 6.2［0］&但也有
些生物絮凝剂对温度变化不敏感［:］&
不同 ’(条件下温度变化对 !"#$%%絮凝活性

的影响如图 - 所示，!"#$%% 在其 ’( 稳定范围内
（’( - & . / 0 & .）具有较强的耐热性，1. *处理 -.
789，絮凝活性未见明显下降 &但当处理温度升高至
%.. *后，!"#$%% 的絮凝活性急剧降低 & !"#$%%
在 ’(大于 1 & .时，其热稳定性范围变窄，当热处理
温度升高至 1. *时，絮凝活性就几乎降至 . &

图 = 温度对 %&’())絮凝活性的影响
*+," = &::/61 ;: 1/>#/82178/ ;< 1./ :4;66742<1+<, 261+9+(

15 ;: %&’())

! " ? 絮凝体系中离子种类及离子强度对絮凝活性
的影响

絮凝体系中的离子通常能够改变絮凝剂分子

和悬浮颗粒的表面电荷，从而影响絮凝活性 &不同

离子对 !"#$%% 絮凝活性的影响如图 ) 所示，5;$
5<+、#<5<-、5;4、=>5<-、=>?4)、@A5<+、3;5<、B5< 均
能不同程度地提高 !"#$%% 的絮凝活性，其中，
5;5<+和 =>?4) 的助凝效果最好，其次为 #<5<- &考虑
到 =>?4) 会给被处理物带入颜色，可能影响最终的

净化效果，因此，将以 5;5<+ 作为 !"#$%% 的助凝离
子 &

图 ? 离子对 %&’())絮凝活性的影响
*+," &::/61 ;: @+::/8/<1 +;<0 ;< 1./ :4;667421+<, 261+9+15

;: %&’())

絮凝体系中 5;5<+ 的浓度对 !"#$%%的絮凝活
性影响较大（!"#$%%的质量浓度为 1 & + 7A C D），如
图 6所示 &其最佳助凝浓度为 1 77E< C D，此时形成
的絮凝颗粒最大，絮凝速度也最快 &絮凝体系中
5;5<+浓度过高（大于 +6 77E< C D）则会使 !"#$%%
的絮凝活性明显下降 &

图 A B2B4! 浓度对 %&’())絮凝活性的影响

*+,"A &::/61 ;: 1./ 6;<6/<1821+;< ;: B2B4! ;< 1./ :4;6(

67421+<, 261+9+15 ;: %&’())

! " A 絮凝剂加入量对絮凝活性的影响
絮凝剂作为絮凝体系的主体，其投加量的多少

直接关系到最终的絮凝效果 & !"#$%% 的不同投加
量对絮凝活性的影响如图 0 所示，当 !"#$%% 的投
加量为 % 7D（合絮凝剂粗提品 1 & + 7A C D）时，絮凝
活性达到最大；投加量低于或高于 1 & + 7A C D，絮凝
活性均有不同程度的降低 & !"#$%% 的最佳投加量
为 1 & + 7A C D &据分析［1］，絮凝剂的最佳加入量大约
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是固体颗粒表面吸附大分子化合物达到饱和时的

一半吸附量，因为此时大分子在固体粒子上的架桥

几率最大 !

图 ! "#$%&&加入量对絮凝活性的影响
’()* ! #++,-. /+ .0, -/1-,1.23.(/1 /+ "#$%&& /1 .0,

+4/--543.(1) 3-.(6(.7 /+ "#$%&&

需要指出的是，絮凝剂的最适加入量是一相对

值，如改变被处理物的浓度、种类或絮凝体系的离

子强度等条件都可能引起其最适投加量的改变 !
8 * ! 絮凝体系中离子浓度与絮凝剂投加量的关联
作用

实验中发现，絮凝体系中的助凝离子浓度与絮

凝剂的投加量之间存在密切关系 !如图 " 所示，随
#$#%&浓度从 ’ (()% * + 增加到 , (()% * + 和 -& ! ’
(()%* + 时，./01-- 的最适投加量逐渐降低，由
-2 ! " (3 * + 分别降至 , ! & (3 * + 和 ’ ! ’ (3 * + !
+456［,］在研究蓝藻细菌（ !"#$%&#’()*+#）合成的生
物絮凝剂 718- 时也曾发现了类似的规律，他认为，
#$#%& 的作用是增加絮凝剂在固体颗粒表面的吸附
量，因而 #$#%& 浓度的提高将有助于增加絮凝剂的
有效吸附量，从而降低其实际投加量 !
由于在不同的絮凝条件下，./01-- 的最佳絮

凝效果几乎相同（絮凝率达到 ,9:左右），因此，通

过增加絮凝体系中无机离子的浓度来减少生物絮

凝剂的用量，亦不失为一条降低生物絮凝剂应用成

本的有效途径 !

图 9 絮凝体系中离子浓度与絮凝剂最适投加量的变
化关系曲线

’()* 9 :0, 2,43.(/1;0(< =,.>,,1 .0, -/1-,1.23.(/1 /+
(/1; 31? =(/+4/--5431. (1 .0, +4/--543.(1) ;7;.,@

综上所述，生物絮凝剂的絮凝活性受到多种外

部条件的影响，而且这些外部条件相互关联，相互

制约 !

A 结 论

-）./01-- 的最适 ;< 活性范围为 ;< 2 ! 9 =
> ! 9，在该 ;< 稳定范围内，./01-- 耐热性较强，热
稳定范围可高达 ,9 ? ! ./01-- 的 ;<和温度稳定
范围均较宽，为实际应用提供了有利条件 !

&）#$#%& 为该絮凝体系的最佳助凝离子，其最
适助凝浓度为 , (()% * +（./01-- 投加量 , ! & (3 *
+）!

2）助凝离子 #$& @浓度与絮凝剂的最适投加量
存在密切关系，#$#%& 浓度的增大使 ./01--的最适
投加量减少 !
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菌株所产类胡萝卜素是菌体的次生代谢产物，并选 定其最佳发酵周期为 !" # $
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