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摘 要：本研究利用秸秆发酵液作为产絮菌培养基，接种复合微生物絮凝菌（Bacillus sp. CX15），对絮凝菌培养条件进行

了优化实验。本研究验证了秸秆降解程度，并对菌株产生的还原糖含量进行测定。结果表明，该菌上清液还原糖活性高

于菌悬液和发酵液，发酵液还原糖产出率为 35%，适宜的秸秆降解菌接种量为 1%，秸秆降解最优时间为 6 d，接种适宜的

底物秸秆量为 3 g，利用获得的秸秆糖化液作为絮凝剂低成本产絮培养基，絮凝菌反应 60 h后，发酵液中补加 0.5 g/L氮源

调节秸秆糖化液碳氮比，絮凝率表现为 90.4%，对污水表现出絮凝效果，具有良好的应用前景。
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Abstract：In this paper, the straw fermentation broth was used as the medium for flocculating bacteria, inoculated
with a compound microbial flocculant (Bacillus sp. CX15) and optimized the culture conditions for flocculating bac⁃
teria. The reducing sugar content of the supernatant of the bacteria was higher than that of the suspension and fer⁃
mentation broth, and the reducing sugar yield of the fermentation broth was 35%, the appropriate inoculum amount
of straw degrading bacteria was 1%, the optimal time for straw degradation was 6 d, and the inoculum amount of the
appropriate substrate straw was 3 g. The straw saccharification broth was used as a low-cost flocculant production
medium, and after 60 h of flocculation bacteria reaction, the fermentation broth was supplemented with 0.5 g/L nitro⁃
gen source to adjust the carbon to nitrogen ratio of the straw molasses. The flocculation rate was 90.4%, which
showed an obvious flocculation effect on the wastewater and has good application prospects.
Key words：Bioflocculant; Straw degradation; Degradation rate; Flocculation rate

微生物絮凝剂是微生物的代谢产物，通过微

生物发酵制取，主要由蛋白质、多糖和核酸等物

质组成，是一类具有高絮凝活性的水处理剂 [1-2]。

微生物絮凝剂与传统絮凝剂相比，具有能去除污
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水中悬浮颗粒物、降解高分子化合物、易生物降

解、沉淀性能良好等优点 [3-5]。目前，国外已实现

工业化生产应用，但国内起步相对较晚，絮凝剂

制备技术还不够成熟。制约生物絮凝剂大规模生

产和工业化应用的主要瓶颈是絮凝剂在生产过程

中需要大量有机碳，且培养基造价及污水处理运

行成本高昂，导致生物絮凝剂这一高效环保的处

理手段无法应用于水处理 [6-8]。因此，如何降低生

产成本、提高生产效率是未来的主要研究方向。

制备生物絮凝剂培养基，要成本低且不能造

成二次污染。作为农业废弃物的玉米秸秆资源，

除少部分基质化、能源化利用外，大部分被作为
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低热值燃料燃烧或废弃，这是对资源的严重浪

费，同时产生的气体和飞灰对环境也造成较大污

染 [9-10]。本研究为制备低成本生物絮凝剂培养基、

提高农业废弃物的资源化再利用，选择玉米秸秆

作为发酵底物的主要碳源 [11-12]，通过秸秆的糖化

以及培养基营养成分的合理配置等实验，研发低

成本、高效的生物絮凝菌培养基，构筑具有纤维

素降解及微生物产絮功能的有机共生结合体，由

此获得高效价廉生物絮凝剂生产工艺技术，为生

物絮凝剂的广泛应用提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 培养基的制备

LB细菌培养基：胰蛋白胨 10 g/L，酵母浸粉 5
g/L，氯化钠 10 g/L，定容至 1 L。富集培养基：1 L
LB细菌培养基中加入微量元素 0.5 mL。微量元

素溶液：浓H2SO4 0.5mL, MnSO4·H2O 2.28 g，ZnSO4·
7H2O 0.5 g，H3BO3 0.5 g，CaSO4·5H2O 0.025 g，
Na2MoO4·2H2O 0.025 g，CoCl2·6H2O 0.045 g。玉米

秸秆发酵培养基：富集培养基（pH 7.2~7.4），加入

通过 60 目筛的玉米秸秆粉 10 g，定容至 1 L，
121 ℃高压灭菌 30 min。絮凝菌培养基：利用秸秆

分解菌降解秸秆，秸秆发酵糖化液作为产絮菌培

养基，培养产絮菌 [13]。

1.2 还原糖含量测定

利用 DNS法（3,5二硝基水杨酸）比色法测定

秸秆降解后的多糖产量 [14]。

1.3 絮凝剂的絮凝效果测定

取 1 mL发酵菌液加到 100 mL猪场污水中，再

加入 2 mL 1% CaCl2溶液作为助凝剂，室温条件下，

100 r/min摇床震荡培养 10 min，静置 30 min，取烧

杯中上清液，利用分光光度计，测定OD660值
[15]。

絮凝率计算公式如下：

絮凝率=[(B−A)/B]×100% …………………（1）
式中：A为污水反应后在 660 nm处吸光度；B

为原污水在 660 nm处吸光度。

1.4 秸秆降解率的测定

制备菌悬液，接种 5 mL菌悬液于每瓶培养基

中，置于 30 ℃ 120 r/min震荡培养箱中恒温培养。

10 d后将培养基取出，蒸馏水冲洗三次，稀酸溶液

冲洗一次，以去除附着在秸秆上的菌体和 CaCO3
沉淀，蒸馏水反复冲洗 3次后，置于 80 ℃烘干箱

烘至恒重，采用失重法计算秸秆降解率 [16]。

秸秆降解率=（W0-Wt）/W0×100% …………（2）
式中：W0为原始秸秆干重；Wt为烘干 t时间后

秸秆干重。

1.5 絮凝剂成分的提取

将获得的生物絮凝剂发酵液在 4 ℃条件下

5000 r/min离心 10 min。上清液进行浓缩处理，加

入 2~3倍体积的预冷 12 h以上的无水乙醇，室温

条件下 5000 r/min离心 10 min，用无水乙醇反复清

洗并收集沉淀，干燥后称重 [17]。

2 结果与分析

2.1 玉米秸秆生物降解糖化液还原糖含量分析

利用实验室分离获得的秸秆降解菌 Bacillus
sp. JG11，按照培养条件，进行玉米秸秆预处理降

解实验。以秸秆发酵液作为产絮菌培养基，利用

絮凝菌株 Bacillus sp. CX15经过 3 d产絮实验得到

菌悬液。絮凝剂的菌悬液离心分离后，得到三种

状态的菌液离心分离后的沉淀物、发酵液和上清

液，利用 DNS方法（3,5-二硝基水杨酸比色法）测

定菌悬液、发酵液、上清液三种状态菌液还原糖

活性，结果见图 1。

菌悬液、发酵液、上清液分泌的还原糖含量分

别为 0.318 mg/mL、0.666 mg/mL和 1.33 mg/mL，上
清液 DNS反应颜色最深。从而得出，产絮菌上清

液的还原糖活性高于菌悬液和发酵液。

2.2 絮凝率分布

由表 1可知，产絮菌的菌悬液、发酵液和上清

液絮凝率分别为 42%、70%和 78%，上清液的絮凝

率高于菌悬液和发酵液，表明分离获得的菌株发

酵产物产生絮凝物质，即菌株的胞外分泌物质产

生絮凝效果。因此，可将秸秆发酵上清液作为产

絮凝剂的低成本培养基。曾苏等 [18]试验得到的秸

秆发酵上清液活性达到 82.59%，絮凝菌 Bacillus
sp. T1发酵液对生活污水的絮凝率为 83.85%。
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图 1 发酵液多糖含量DNS显色情况

表 1 产絮菌的菌悬液、发酵液、上清液絮凝率分布表

絮凝活性分布

菌悬液

发酵液

上清液

絮凝率（%）
42
70
78
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2.3 秸秆发酵液糖化作用分析

纤维素是一种不溶于水的多糖碳水化合物，

经过微生物分泌的降解酶可转化成溶于水的小分

子物质 [19]。在 35 ℃摇床 150 r/min条件下，进行了

秸秆降解菌 Bacillus sp. JG11对还原糖产率及秸秆

降解率的影响实验（图 2、图 3）。由图 2可知，发

酵 1~5 d时，秸秆降解产生的还原糖量不断增加，

在 6 d达到最高值为 38%，之后还原糖产率开始下

降。在 35 ℃摇床 150 r/min条件下，还原糖产率为

35%，秸秆降解率为 65%（图 3），培养最优时间为

6 d。综合分析，原因可能是当发酵液中的还原糖

活性逐渐增加达到一定值以后，底物对纤维素降

解菌开始产生抑制作用，迫使纤维素降解菌利用

发酵液中的还原糖维持自身的生长繁殖。但节约

成本考虑，秸秆发酵液糖化作用的糖化发酵时间

控制在 5 d，还原糖含量为 35%左右为最佳。

2.4 秸秆发酵液碳氮比分析

由图 4可知，总有机碳（TOC）浓度在第 6天达

到最高值，为 374 mg/L。而总氮（TN）含量随着

TOC含量的增加反而减少，原因可能是纤维素降

解菌利用氮源进行自身繁殖，致使氮源逐渐减

少。通过第一阶段糖化液中 TN含量的测定，能分

析出第二阶段秸秆糖化液作为底物接种产絮菌发

酵液中氮源含量。

2.5 秸秆降解菌分泌的酶用量分析

秸秆降解菌 Bacillus sp. JG11培养时间对酶活

力变化的影响情况见图 5。秸秆降解菌活性随着

培养时间的增长，呈抛物线变化趋势，在培养第 7
天时酶活最高为 88.5 U，在 6~9 d保持相对稳定酶

活力，到第 7天进入生长对数期。但是从节约成

本考虑，选择酶活性值为接近 80 U的第 6天作为

菌株最佳培养时间。

2.6 底物（秸秆）浓度对降解率的影响分析

设置四个不同秸秆底物浓度处理，分别为

1.5、3、5、7 g/L，在添加同样菌剂量的情况下，分析

秸秆降解菌 Bacillus sp. JG11在不同秸秆底物浓度

下的秸秆降解率（图 6）。秸秆降解菌 Bacillus sp.
JG11反应时间在 1~3 d内，添加 7 g/L的秸秆处理

比其他处理的降解率高，其降解率顺序为 7 g/L>5
g/L>3 g/L>1.5 g/L秸秆处理，造成这种现象的原因

可能是由于刚开始发酵液中糖含量逐渐增加。当

微生物分泌的酶活性到第 6~8天时秸秆降解率达
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图 2 发酵液还原糖产率随时间变化情况图
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图 3 菌剂降解秸秆产生的还原糖产率和秸秆降解率的

影响情况
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图 4 发酵液中总有机碳、总氮浓度的变化情况
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图 5 菌株培养时间对酶活力变化影响
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到最高值，反应到第 6天，添加秸秆 3 g/L和 5 g/L
的处理秸秆降解率最高。添加 7 g/L秸秆的处理

秸秆降解率比其他处理低，也许是发生抑制作用

导致的。一般情况下，底物浓度越高产生的葡萄

糖浓度也越高，但是产生的葡萄糖越多，微生物

分泌的纤维素酶反而对降解产物有抑制作用，导

致秸秆降解率降低。因此，考虑节约成本，选取 3
g/L秸秆处理为最适宜的秸秆底物浓度。从该结

论可以得出，利用秸秆降解液为底物制取生物絮

凝剂的生产是完全可行的。

2.7 菌株接种量对秸秆降解率的影响分析

实验选取秸秆浓度为 3 g/L，pH 5.8，反应 6 d，
150 r/min进行秸秆降解反应，分别研究了菌株不

同接种量（0.25%~2.0%）对秸秆降解率的影响（图

7）。当接种量为 0.75%时，酶活为 78.3 U，与接种

量为 1%时的酶活 87.5 U/m相比偏低，当接种量为

1.25%时，酶活为 90 U达到最高值。直到接种量

2%为止，酶活力逐渐保持平稳。从节约成本的角

度考虑，秸秆选取 3 g/L时，选择适宜的菌剂接种

量为 1%。

2.8 灭菌处理对絮凝效果的影响分析

将秸秆糖化液分为未灭菌处理和高压灭菌处

理，秸秆糖化液作为底物接种产絮菌，进行制取

生物絮凝剂的第二段发酵实验（图 8）。灭菌处理

组（絮凝率 85%）的絮凝效果高于未经灭菌处理组

（絮凝率 63%），推测是由于经过高压灭菌，导致

菌体里面的细胞发生了溶解，释放营养成分和高

分子物质，为絮凝剂的产生菌提供了生长物质。

2.9 秸秆糖化液灭菌后测定碳氮含量

秸秆糖化液灭菌之后 TN、TOC和总碳（TC）的
含量测定结果见表 2。糖化液灭菌前 TC浓度为

400.71 mg/L，灭菌后为 528.7 mg/L，比灭菌前增加

1.32%。糖化液灭菌前 TOC浓度为 209.8 mg/L，灭
菌后为 237.2 mg/L，比灭菌前增加 1.13%。糖化液

灭菌前 TN浓度为 19.4 mg/L，灭菌后为 25.8 mg/L，
比灭菌前增加 1.33%。产生以上现象的原因推测

为菌体细胞自溶，释放出碳和氮，灭菌后的糖化

液的碳氮比为 10.1∶1。
表 2 灭菌前后糖化液碳氮浓度 mg/L

稀释发酵液

（稀释10倍）
TC
TOC
TN

培养基（对照）

198.83
115.04
110.21

糖化液

灭菌前

400.71
209.8
19.4

灭菌后

528.7
237.2
25.8

2.10 不同发酵底物对产絮菌 Bacillus sp. CX15
的产絮能力分析

以秸秆糖化液和葡萄糖为底物发酵制取絮凝

剂絮凝效果见图 9。由图 9可知，产絮菌 Bacillus
sp. CX15以秸秆糖化液为营养源，培养 60 h后絮

凝率不再提升，并趋于稳定在 75%左右，说明秸

秆糖化液作为廉价碳源制取絮凝剂具有一定的絮

凝效果。以葡萄糖作为底物，生物絮凝效果的高

峰期推迟了 12 h，但以葡萄糖为底物的对照组絮

凝率达 90%，高出秸秆糖化液 15%左右。分析其

原因，主要是因为秸秆糖化液中碳氮比不适合生

物絮凝剂的产生。研究表明，在絮凝阶段，葡萄

糖含量过高，絮凝剂在发酵液中渗透压变高，细

胞生长受到抑制；发酵液中葡萄糖含量过低，会

导致细胞缺乏足够的生长所需能量 [20]。因此有必

要合理分配培养液中的碳氮源比例，确定絮凝菌

生长最优条件。
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图 7 菌株适宜接种量对秸秆降解率的影响

 

40.0

55.0

70.0

85.0

100.0

4:1 5:1 6:1 7:1 8:1 9:1 10:1 11:1 12:1

絮
凝

率
（

%
）

碳氮比

40.0

55.0

70.0

85.0

100.0

12 24 36 48 60 72 84

絮
凝
率

（
%
）

时间（h）

0.1 g/L

0.5 g/L

1 g/L

1.5 g/L

0.0

25.0

50.0

75.0

100.0

0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00

酶
活
（

U
）

菌株接种量（%）

0

25

50

75

100

未灭菌 高压灭菌

絮
凝
率
（

%
）

50

60

70

80

90

100

12 24 36 48 60 72 84

絮
凝

率
（
%
）

时间（h）

底物为秸秆糖化液

底物为葡萄糖

图 8 灭菌处理对絮凝效果的影响
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图 9 秸秆糖化液和葡萄糖为底物发酵
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2.10.1 发酵液中不同碳氮比对絮凝活性的影响

碳源和氮源是微生物生长的重要影响因素，

适宜的碳氮比有利于促进微生物的生长繁殖和絮

凝活性物质的形成。在基础培养液中，采用秸秆

糖化液和酵母膏作为碳氮源，对絮凝效果进行研

究，碳氮比例选择 4∶1~12∶1梯度范围，如图 10所
示，得到的絮凝率平均值分别为 82.2%、91.4%、
90.7%、80.7%、76.7%、74.5%、71.8%、 68.7%、
61.2%。结果表明，当碳氮比高于 7∶1时，絮凝率

呈阶梯下降趋势，碳氮比为 4∶1~7∶1时，絮凝率达

80%以上，最高絮凝率产生在碳氮比 5∶1时，为

91.4%。但是不同的菌株对碳氮比的需求是不一

样的，陈成等 [21]从活性污泥中分离得到生物絮凝

剂产生菌株 B17，其最适接种量为 3%，碳氮比为

20∶1时，B17絮凝能力最强。

2.10.2 补加氮源对絮凝效果的影响

结合表 2数据得出，灭菌后的秸秆糖化液碳

氮比为 10∶1，但是从图 10的实验结果分析，产絮

凝剂最优碳氮比为 5∶1，絮凝菌产生絮凝效果无

法达到最优值，故实验通过补加氮源，重新调整

碳氮比。分别向秸秆糖化液中补加 0.1~1.5 g/L酵母

膏，结果如图 11所示。补加酵母膏能提高絮凝率，

提前达到产絮高峰，反应 48 h之前，补加 0.5 g/L的
酵母膏的絮凝效果最佳，为 85.7%，到 60 h以后，

氮源的絮凝率表现出最高值为 90.4%。但是补加

量为 1.5 g/L氮源的絮凝率表现出逐渐下降趋势。

以上现象表明，补加少量酵母膏能调节秸秆糖化

液的碳氮比，缩短絮凝剂反应时间，节约生产成

本，提高絮凝效果。

2.10.3 秸秆糖化液作为底物发酵制备复合絮凝剂

利用秸秆降解菌 Bacillus sp. JG11降解秸秆，

培养 6 d，适宜的底物秸秆浓度为 3 g/L，秸秆生物

降解糖化液里添加产絮菌剂，培养 60 h之后，发

酵液中补加 0.5 g/L氮源，调节秸秆糖化液碳氮

比，絮凝率达到 90%以上。利用无水乙醇法提取

絮凝物质，得到了棕色的絮凝剂。每千克秸秆可

以制取生物絮凝剂 110 g，获得率为 11%。通过以

上实验证明，秸秆发酵得到的产物糖化液可用于

替代葡萄糖原料，从而在一定程度上降低了培养

基制备成本。朱艳彬等 [22]利用纤维素降解菌株来

降解秸秆，降解产物作为低成本培养基分离、筛

选了 2株絮凝率较高的菌株 F2与 F6，成功利用秸

秆发酵产物制备产絮菌低成本培养基，该研究也

印证了本文的分析与观点。

3 结 论

（1）在糖化发酵实验阶段，本文通过测定发酵

菌液中 TOC含量的变化，对纤维素的降解效率进

行了分析。微生物分泌的秸秆降解酶可将秸秆中

的纤维素分解为小分子物质。为了减少成本，利

用秸秆降解酶分解秸秆底物，减少糖化过程中秸

秆降解酶用量，以秸秆发酵液作为产絮凝剂的培

养基，得到产絮菌培养液（菌悬液、发酵液、上清液）

的还原糖活性分别为 0.318、0.666、1.33 mg/mL，产絮

菌的絮凝率分别为 42%、70%、78%。结果表明，

产絮菌的上清液还原糖含量高于菌悬液和发酵

液，说明菌株 Bacillus sp. CX15的胞外分泌物质可

能产生絮凝剂。

（2）碳源和氮源是微生物生长的重要影响因

素，适宜的碳氮比不仅有利于微生物的生长繁

殖，且有利于絮凝活性物质的形成。本研究得出

最适宜的发酵时间为 6 d，此时还原糖产率为

35%，秸秆降解率为 65%，TOC浓度达到最高为

374 mg/L，TN含量随着 TOC含量的增加反而减

少，最优酶活性达到 80 U，适宜的菌剂用量为

1%~1.25%，底物适宜秸秆接种量为 3 g/L。
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图 10 不同碳氮比对絮凝率的影响

 

40.0

55.0

70.0

85.0

100.0

4:1 5:1 6:1 7:1 8:1 9:1 10:1 11:1 12:1

絮
凝

率
（

%
）

碳氮比

40.0

55.0

70.0

85.0

100.0

12 24 36 48 60 72 84

絮
凝

率
（
%
）

时间（h）

0.1 g/L

0.5 g/L

1 g/L

1.5 g/L

0.0

25.0

50.0

75.0

100.0

0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00

酶
活

（
U
）

菌株接种量（%）

0

25

50

75

100

未灭菌 高压灭菌

絮
凝

率
（

%
）

50

60

70

80

90

100

12 24 36 48 60 72 84

絮
凝
率

（
%
）

时间（h）

底物为秸秆糖化液

底物为葡萄糖
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的影响
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（3）在糖化实验阶段，秸秆降解菌 Bacillus
sp. JG11降解秸秆中的纤维素，形成小分子物质，

使发酵液中的 TOC含量增加，絮凝阶段提供了微

生物生长所需碳源，有效降低生物絮凝剂生产成

本。本研究通过补加适量的氮源，调整发酵液碳

氮比，确定了絮凝菌生长最优条件，当秸秆糖化

液补加氮源 0.5 g/L酵母膏时，灭菌处理组絮凝率

表现最佳为 91.4%。最后，利用无水乙醇法提取

了棕色絮凝物质，获得率为 11%。
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