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摘 要:微生物絮凝剂是一类由细菌、放线菌、霉菌、酵母菌等在特定的培养条件下，其生长代谢到一定阶段产生并分泌到细胞外具有絮凝活性的特殊高分子物质。本实验利用污水处理厂的活性污泥作为菌种来源，在牛肉膏蛋白胨培养基、查氏培养基、高氏培养基和土豆培养基中进行富集培养，然后进行分离纯化，对发酵液离心，以所得上清液对高岭土悬液絮凝的结果作为判断絮凝率高低的标准，筛选出4种絮凝性较高的菌，其絮凝率分别为62.4%、60.2%、64.5%和53.7%。并在显微镜下观察了这些菌株的形态、进行初步鉴定。
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一、前言

目前，水处理的主要方法有絮凝沉淀、生物法、离子交换法、吸附法、电渗法、超滤法等。而絮凝沉淀法是国内外普遍采用的高效、经济简便的水处理方法。它能去除废水中的悬浮物、胶体物质和大部分细菌，有效降低COD，提高废水的可生化性[1-5]。因此絮凝过程是污水处理工艺流程中非常重要的环节。
絮凝剂是一类可使液体中不易沉降的悬浮颗粒凝聚沉淀的物质。目前实际使用的絮凝剂以无机的聚合氯化铝和有机合成的聚丙烯酰胺最为广泛。但目前所广泛使用的有机及无机絮凝剂会给人体和环境带来极大的危害，也会造成二次环境污染。如铝盐具有毒性，会影响人类健康；铁盐会造成处理水带颜色，高浓度的铁对人类健康与生态环境产生也有的不利影响；聚丙烯酰胺具有神经毒，对人体有危害，也会造成二次污染[6-7]。因此，人们对开发高效、安全、无二次污染的新型絮凝剂产生了极大的兴趣。随着生物技术的发展，生物絮凝剂便应运而生，它的发现对生产工艺的改进、保护人类健康和环境都具有重要的意义。         
 微生物絮凝剂（Microbial Flocculants，简称MBF）是一类由细菌、放线菌、霉菌、酵母菌等在特定的培养条件下，其生长代谢到一定阶段产生并分泌到细胞外具有絮凝活性的特殊高分子物质，它可使液体中不易沉降的固体悬浮颗粒、菌体细胞及胶体颗粒等凝聚沉降。与用量大且对人体有害的无机絮凝剂和价格贵的有机絮凝剂相比，微生物絮凝剂具有良好的絮凝性能，且高效、安全、无毒，易于生物降解，应用范围广等特点，成本也较低廉[8]。正是它能够满足对新型絮凝剂要求的绿色水处理要求，因此具有广阔的研发与应用前景。
本实验的主要目的是从污水处理厂的活性污泥中分离出絮凝剂产生菌，并对菌种进行初步鉴定，为微生物絮凝剂处理制革废水提供实验依据。

二、材料与方法
（一）菌种来源与培养基

1、培养基的配置

(1) 牛肉膏蛋白胨培养基（培养细菌）：牛肉膏0.3 g，蛋白胨0.5 g，NaCl 0.5 g，琼脂1.5 g-2 g，pH为7.0，H2O 100 mL；

(2) 查氏培养基（培养霉菌）：NaNO3 0.3 g，KCl 0.05 g，K2HPO4 0.1 g，MgSO4 0.5 g，Fe2(SO4)3 0.001 g，蔗糖3 g，琼脂1.3 g，pH为6.7，H2O 100 mL；

(3) 土豆培养基（培养酵母菌）：土豆200 g、葡萄糖20 g、琼脂20 g、H2O 1000 mL；

 土豆去皮，切成块煮沸半小时，然后用纱布过滤，再加糖及琼脂，溶化后补足水至1000 mL。然后灭菌。

(4) 高氏1号培养基（培养放线菌）：可溶性淀粉2 g，琼脂2 g，KNO3 0.1 g，K2HPO4 0.05 g，NaCl 0.05 g，MgSO4·H2O 0.05 g，Fe2(SO4)3 0.001 g，pH为7.2-7.4，H2O 100 mL。

上述3种培养基经常规高压灭菌后备用。另外，按同样方法配置4种液体培养基高压灭菌后备用。

2、菌种来源

由于不同的微生物样品中所含的微生物种类和数量个不相同，为了能够筛选到微生物絮凝剂产生菌，因此取样的首要条件就是样品中要包含尽可能多的微生物。在制革废水处理系统中，活性污泥中的微生物种类是最多的，由细菌类、真菌类、原生动物和后生动物等群体组成。因此本实验菌种样品取自某污水处理厂的活性污泥。
（二）方法

1、取样及富集培养

对于不同菌种的分离、纯化，其步骤都基本相似[10-12]，大致可分为采样、富集培养、纯种分离等步骤。因此本实验所采用的筛选模式为：取样——样品预处理——富集培养——稀释菌液——菌种纯化——筛选，从而得到具有絮凝活性的絮凝剂产生菌。

取污水处理厂曝气池中的活性污泥，静置使污泥沉降，取其上清液待用。绝大部分微生物的最适生长温度在15 ℃-40 ℃之间，因此实验培养温度应控制在这个范围内。培养时间最适在五天以内，因为若菌的培养时间过长，大规模生产会增加经济成本[13]。所以实验中培养基在pH为7，温度为30 ℃，转速为160 r/min，时间定为48-72小时内的条件下培养菌种。

取四个锥形瓶做好标记，将已配好的四种无菌液体培养基各30 mL分别倒入150 mL锥形瓶中，各加入1 mL制革污泥上层清液，在温度30 ℃、摇床转速为160 r/min的条件下富集培养，至富集液由混浊变清澈，约2天。

2、菌的分离与纯化
（1）稀释培养液。用无菌移液管分别移取1 mL的富集培养液注入盛有9 mL无菌水的试管中，充分混匀。然后用一支无菌吸管从此试管中吸取1 mL溶液注入另一支盛有9 mL无菌水的试管中，以此类推，制成稀释倍数为10-1、10-2、10-3、10-4、10-5、10-6的稀释液。
（2）分别取0.8 mL的10-3、10-4、10-5、10-6的稀释液，在无菌操作状态下分别涂布于相应的四种固体培养基中，然后在恒温箱中于30℃下培养1天。
（3）各类型的四种稀释培养基比较后，选出较单一的菌落，用平板划线法分离纯化。然后将得到的单一菌株分别从固体培养基转接到液体培养基中，纯培养约2天。(温度为28℃，转速160 r/min.)
3、菌株的筛选
（1）得到的培养液以10000 r/min转速冷冻离心分离10 min，离心后取离心管中的中间部分液体，进行絮凝活性的测定。

（2）絮凝活性的测定[14]：

将0.4 g的高岭土加入至100 mL蒸馏水中，配成4g/L的高岭土悬液，摇匀后，用紫外可见光分光光度计测不同波长下悬液的吸光度，测定在550 nm下吸光度最大。因此本实验在550 nm的波长下测定吸光度。

向50 mL比色管中加入0.2 g高岭土，2.5 mL的1%CaCl2溶液和1 mL上述离心液，然后加蒸馏水至50 mL，盖上磨口塞，将比色管作10次上下的自然翻转，转速以每次翻转时气泡上升完毕为准，翻转结束后，静置10 min。取比色管中部25 mL处的处理液，用分光光度计在550 nm的波长下测定吸光度(A)。同时以不加离心上清液而其它操作条件完全相同的实验作为对照，测其吸光度(B)，絮凝率E计算方法如下：

E=（B-A）/B

式中 E——絮凝率（%）

A——加离心处理后的高岭土悬液吸光度（A）

B——对照实验测得的吸光度(A)

4、菌株的鉴定
根据常见微生物显微镜的观察方法，对各种菌株的鉴定方法[15]如下：

细菌：用革兰氏染色法。

霉菌：在载玻片上加一滴乳酸石炭酸棉蓝染色液，用解剖针从霉菌菌落边缘处挑取少量已产孢子的霉菌菌丝，先置于50%乙醇中浸一下以洗去脱落的孢子，再放在载玻片上的染液中，用解剖针小心地将菌丝分散开。盖上盖玻片，置光学显微镜下观察。
酵母菌：滴加一滴0.1％吕氏碱性美蓝染液于载玻片中央，无菌操作用接种环挑取适量菌体置于染液中，混合均匀。用镊子取一块盖玻片，将盖玻片一边与菌液接触，缓慢将盖玻片倾斜并覆盖在菌液上。
放线菌：用解剖针自培养基平板培养物划一小块菌苔至于载玻片上，菌面朝上，用另一载玻片轻轻在菌苔表面按压，使孢子丝及气生菌丝附着在载玻片上。然后将有印迹一面朝上，通过火焰2～3次固定，用石炭酸复红染色1 min，水洗，晾干。之后镜检。
三、结果与分析
（一）筛选结果
表1 牛肉膏蛋白胨培养基得到的菌株

	编号
	颜色
	形态
	表面特征
	絮凝率（％）

	A1
A2
A3
A4
	黄色
白色
乳白色
白色
	圆形较小
圆形较大
圆形较大
圆形较大
	表面光滑湿润，凸起，边缘整齐
表面光滑湿润，凸起，边缘整齐
表面光滑湿润有粘性，凸起,边缘整齐
表面不光滑湿润，凸起，边缘整齐
	    35.6

21.3

    50.9
62.4



表2 查氏培养基得到的菌株
	编号
	颜色
	形态
	表面特征
	絮凝率（％）

	B1
B2
B3
B4
	白色
乳白色
乳白色
米黄色
	圆形较小
圆形较大
圆形较大
点状
	表面光滑湿润，凸起，边缘整齐
表面光滑湿润，凸起，边缘整齐
表面光滑湿润，凸起，边缘整齐
表面光滑湿润，凸起，边缘整齐
	48.5

60.2

48.9

—


表3土豆培养基得到的菌株
	编号
	颜色
	形态
	表面特征
	絮凝率（％）

	C1
C2
C3
C4
	乳白色
米黄色
白色
白色
	圆形较大
不规则
圆形较大
圆形较大
	表面光滑湿润，凸起，中间圆心凹陷，
边缘整齐

表面光滑湿润，凸起，边缘整齐
表面不光滑不湿润，凸起，由中心向四
周呈放射性线状，边缘整齐
表面光滑湿润，凸起，边缘整齐
	43.7

—
46.5

64.5



表4 高氏1号培养基得到的菌株
	编号
	颜色
	形态
	表面特征
	絮凝率（％）

	D1
Ｄ2
D3
Ｄ4
	白色
乳白色
米黄色
白色
	圆形较大
圆形较小
圆形较大
不规则
	表面光滑湿润，凸起，边缘整齐
表面光滑湿润，凸起，边缘整齐
表面光滑湿润，凸起，边缘整齐
表面光滑湿润，扁平，边缘整齐
	11.6

24.2

53.7
19.2


                          
菌株筛选后，得到4种性状稳定且絮凝率高的菌株，分别编号为A4、B2、C4、D3，其絮凝率及形态特征总结如下表（表5）。

表5　絮凝率较高的菌落形态特征

	编号
	絮凝率（％）
	形态特征
	培养基

	A4
	62.4
	白色，圆形，边缘整齐
	牛肉膏蛋白胨培养基

	B2
	60.2
	乳白色，圆形，边缘整齐
	查氏培养基

	C4
	64.5
	白色，圆形，边缘整齐
	土豆培养基

	D3
	53.7
	米黄色，圆形，边缘整齐
	高氏1号培养基


（二）菌株的鉴定结果

（1）牛肉膏蛋白胨培养基得到的菌株A4镜检，A4为细菌菌体，呈螺旋状，原核生物，革兰氏阳性。
（2）查氏培养基得到的菌株B2镜检，B2为霉菌类菌体，呈球状，真核生物。
（3）土豆培养基得到的菌株C4镜检，C4为酵母菌，其细胞比细菌的细胞大，呈卵形、圆形或椭圆形，内有细胞核，为真核微生物，通常以出芽的方式繁殖，也能进行二次分裂。
（4）高氏1号培养基得到的菌株D3镜检，D3菌体椭圆形、无细胞核，菌丝无隔，有孢子。
四、讨论
从4种培养基上各筛选出一种絮凝活性较高的菌株，絮凝活性分别为62.4%、60.2%、64.5%和53.7%。从牛肉膏蛋白胨培养基中筛选到的菌株编号为Ａ４，絮凝活性为62.4%，为革兰氏阳性螺旋状细菌。菌落为白色，表面湿润不光滑，向上凸起，边缘整齐，圆形较大。从查氏培养基中筛选到的菌株编号为Ｂ２，絮凝活性为60.2%，菌体为圆球状霉菌，有细胞核，无孢子、菌丝。菌落为乳白色，表面光滑湿润粘稠，拱起，边缘整齐，圆形较大。从土豆培养基中筛选到的菌株编号为Ｃ４，絮凝活性为64.5%，菌体为卵形的酵母菌，内有细胞核，有的正出芽生殖。菌落为白色，表面光滑湿润，拱起，边缘整齐，圆形较大。从高氏１号培养基中筛选到的菌株编号为Ｄ３，絮凝活性为53.7%，菌体为椭圆形的放线菌，无细胞核，有孢子。菌落为米黄色，表面光滑湿润，凸起，边缘整齐，圆形较大。筛选到的４个菌株经过镜检得到初步鉴定，还需要结合分子生物学方法进行进一步的鉴定。即提取细菌的DNA并用16S rDNA基因的通用引物进行PCR扩增，然后进行序列的同源性比对[16]。
根据EM技术原理，还可以将筛选出的４种能够产生较高絮凝活性物质的菌株，按照不同的配组进行两种菌的复合菌群或三种菌的复合菌群培养试验，测定其发酵液离心上清液的絮凝率，从而找出能够产生更高絮凝活性的复合菌群[17]。
本论文通过对活性污泥中絮凝剂产生菌的培养、分离和鉴定，确定了污水处理厂的活性污泥中含有细菌、霉菌、酵母菌、放线菌等高效絮凝菌，并对其形态做了显微观察。这对于以后研究微生物絮凝剂处理制革废水提供了实验依据。
————————
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