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微 生 物 絮 凝 剂 具 有 高 效、无 毒 、生 物 可 降 解 性 等 优

点，在 水处理、发酵工业、橡胶 工业、矿产工业等行业具 有

广阔的应 用前景 . 但目前开发的各种絮凝剂产生菌大 都是

在实验 室中以葡 萄 糖、果 糖、蔗 糖、半乳 糖 等 作为有机碳

源，以酵 母膏、牛肉膏、蛋白胨、酪 蛋白、氨 基酸等 作为有

机氮源，某 些 成 分 价格昂贵. 因此，寻 找 廉 价的替 代 培 养

基，或以废 水、废 弃 物作为 培 养基，一方面 可以大 大节约

培养微 生物的成本，另一方面可以实现废 水或废弃物的资

源回用，从而获得显著的经济效益和环境效益. Kurane等人

早在1994年就在实验中发现多种物质可以作为红平红球菌

（Rhodococcus erythropolis）产生絮凝剂的替代培养基，如乙

醇、罐头制品厂的鱼血废物可以替代碳源，麦芽根、水产加

工废水、豆饼等可以替代氮源 [1~4].  国内研究人员曾采用鱼

粉废水、味精废水、豆腐废水、果蔬浸糖、生物制氢废液、

玉 米淀粉和玉 米浆、制酒废 水作为碳 氮源，培养假单胞菌

（Pseudomonas sp.）GX4-1、酱油曲霉（Aspergillus sojac）、酵

母属（Saccharomyces sp.）等微生物来产絮凝剂 [5~13]. 本课题

组近年来也一直在探索利用废水作为廉价的培养基，培养微

生物产生絮凝剂[14~15].
酒精废水是糖蜜经酒精发酵成熟后用蒸汽在粗馏塔提

取酒精后排出的废液. 一般的酒精废水中含有较高的CODCr

及色度，含CODCr达8×104~12×104 mg/L，BOD5为4.8×104~8.6
×104 mg/L，除发酵后残存的糖分外，还含蛋白质、氨基酸、

维生素以及含N、P、K、Ca、Mg等无机盐和较高浓度的SO4
2-. 

每生产1 t酒精会排出13~15 t废液 [16]. 据估计，目前我国每日共

排酒精废水约21 000 t，由于废水中污染物浓度高，含有类黑

色素等物质，采用生化和物化法难以脱色，目前还是一种典

型污染源. 如果能利用这种废水作微生物絮凝剂生产的培养

基，不仅能大大降低微生物絮凝剂生产的成本，而且能使废

水资源化，变废为宝. 迄今为止，国内外还未见利用该废水作

为培养基生产微生物絮凝剂的报道. 本研究即是通过测定絮

凝剂产量和废水处理效果，考察直接采用酒精废水或在上

述废水中添加适量的碳源、氮源、磷酸盐等作为青霉属产紫

青霉系HHE-P7和曲霉属杂色曲霉HHE-A26的廉价培养基的

可能性.

1  材料与方法
1.1  材 料

菌株：本课题组筛选的青霉属产紫青霉系（Penicillium 
purpurogenum）HHE-P7和曲霉属杂色曲霉（Aspergillus 
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versicolor）HHE-A26 [17].
高岭土：密度为2.58 g/�m3，平均粒径为4 �m�m，由华南理

工大学材料学院制备.
淀粉培养基组成：可溶性淀粉20.0 g，KH2PO4 2.0 g，

K2HPO4 5.0 g，(NH4)2SO4 0.2 g，NaC� 0.1 g，脲0.5 g，酵母浸膏

0.5 g，H2O 1 000 mL，pH 6.0. 
酒精废水取自广东省湛江市某糖厂，废水的水质见表1.

1.2  方 法
1.2.1  菌液的准备    分别从HHE-P7、HHE-A26菌种管中挑

取菌种，接入装有50mLmL淀粉培养基的250 mL三角瓶中，在30 
℃、150 r/minr/min恒温振荡器上培养2 ��，使各菌株均处于对数生

长期，制成菌液，并将菌液的浓度调整至吸光度A540 nm＝0.4.
1.2.2  培养方式    将不同组成的酒精废水廉价培养基灭菌

后，再分别将各菌株的菌液，按体积分数0.2%的接种量接入

装有50 mL培养基的250 mLL三角瓶中，30 ℃、150 r/min0 r/min摇床中

培养5 ��.
1.2.3  絮凝率的测定方法    在100 mLmL量筒中加入80 mL0 mL蒸馏

水、0.4 gg高岭土、5 mL CaC�2 (φ = 1%)的水溶液、2 mLmL培养液

（经抽滤去菌体的培养液，下同），然后加蒸馏水至100 mLmL，

调节pHH值至7.5，倒入150 mLmL烧杯中，放在磁力搅拌器上搅拌

2 minmin，静止5 min，吸取上清液于722型分光光度计550 nmnm处

测定吸光度，以不加培养液的吸光度为空白来确定发酵液的

絮凝率 [12 ]. 絮凝率按如下公式计算：絮凝率 = (A-B)/A×100. 
式中，A为空白上清液的吸光度值，B为样品上清液的吸光度

值.
1.2.4  菌体质量的测定方法    50 mL培养液经抽滤后，以去

离子水洗涤菌体2次，在60 ℃下烘干称重，以菌体干质量表

示[7].
1.2.5  絮凝剂产量的测定方法    50 mL培养液经抽滤后，按

V(滤液) : V(无水乙醇)＝1 : 4比例加入无水乙醇，然后用低速

台式离心机在3 000 r/min r/min下离心15 min，将离心所得固体于真

空干燥箱中常温干燥、称重 [11]. 按下面公式计算产量：产量

（g/L/L） = C/D. 式中，C为干燥后固体质量（g），D为培养液

体积（L）. 
1.2.6  絮凝实验方法和条件   取废水水样1 000 mL，在搅拌

下加入培养液20 mL、10%的CaC�2水溶液5 mL，调节pH值至

8.0，在六联搅拌机上进行絮凝实验. 
絮凝实验程序：600 r/min（20 s）→ 400 r/min（20 s）→ 

200 r/min（80 s）→ 100 r/min（120 s）→ 60 r/min（180 s），在液

面下3 �m处取样，分光光度计上测定在550 nm的吸光度. 以
加培养基（未接菌种）的为对照计算絮凝率 [15].
1.2.7  CODCr、总氮、总磷的测定    采用标准方法 [18].

2  结果与分析
2.1  酒精废水作廉价培养基的浓度选择

由于酒精废水的CODCr很高（约9.6×104~1.012×105 mg/
L），直接在其中接种培养，可能因渗透压太高、供氧不足而

影响菌体生长，因此首先设计实验确定酒精废水浓度对菌株

生长以及产生絮凝剂的影响.
分别用去离子水将酒精废水稀释4、5、6、7、8倍，灭菌

后接种HHE-P7和HHE-A26，在温度30 ℃、150 r/min r/min摇床培

养5 ��，以发酵液作为微生物絮凝剂进行絮凝实验，测定絮凝

率 . 结果（图1）显示，直接采用酒精废水来培养菌株时，絮

凝效果较差，HHE-P7所产絮凝剂的絮凝率在51.5%~72.2%之

间，HHE-A26的絮凝率在52.1%~71.8之间. 由此可见，虽然酒

精废水的CODCr高达9.6×104~1.012×105 mg/L，并且糖浓度高

达8.5×103~9.2×103 mg/L，但菌株难以直接利用，表现在菌株

生长差，培养液的絮凝率低，而且废水浓度高时，色度高. 废
水稀释8倍后，即CODCr为1.2×104~1.265×104 mg/L时，絮凝率

相对较高（HHE-P7的为72.2%，HHE-A26的为71.8%）.因此，

在后面的实验中，酒精废水样都采用原废水稀释8倍的水样.

2.2 在酒精废水中加入营养因素对菌株生长及产絮凝
剂的影响
由于废水所含营养是不均衡的，在保证其它营养供应的

基础上，分别研究单营养因素（碳源、氮源、磷酸盐）对菌株

生长以及产絮凝剂的影响.
霉菌适宜 在酸性或偏酸性的环境中生长，酒精废水的

pH值为4.0~5.0，加入碳源、氮源、磷酸盐后pH值为5.5~6.0，

在菌株生长的适宜pH值范围，因此只对碳源、氮源、磷酸盐

等3个单生长因素进行研究，而不对培养基初始pH进行讨论. 
2.2.1  淀粉对菌株生长及产絮凝剂的影响    在酒精废水中

分别加入少量的可溶性淀粉1.0、2.0、3.0、4.0、5.0 g/L g/L，以不

加淀粉为空白，各处理中KH2PO4 2.0 g/L、K2HPO4 5.0 g/L、

表1  酒精废水的水质
�ab�e 1   Chara�teristi�s o� the teste�� a��oho�e �aste�ater

pH
氨氮 

NH3-N
(ρ/mg L-1)

CODCr
(ρ/mg L-1)

BOD5
(ρ/mg L-1)

总氮
�N

(ρ/mg L-1)

总磷
�P

(ρ/mg L-1)
糖 Sugar
(ρ/g L-1)

色度（倍）
Chromati�ity 

(mu�tip�e) 

4.0~5.0 未检出
Not ��ete�te��

9.6×105~
1.012×106

6.53×105~
6.71×105

未检出
Not ��ete�te�� 7.5~10.6 8.5~9.2 10000

图1  不同浓度的酒精废水对微生物产絮凝剂的影响
Fig. 1  Effect of alcohol wastewater concentrations on flocculant production 

by the t�o strains
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脲0.5 g/L g/L、pH 5.5~6.0保持不变，研究不同的淀粉加入量对
HHE-P7和HHE-A26的生长以及产絮凝剂的影响. 结果（图

2）显示，菌体干质量、絮凝效 果与淀粉的加入量呈正相关

关系. 在不加淀粉的情况下，菌株培养5 ��的菌体干质量分别

仅为0.99 g/L g/L（HHE-P7）和0.89 g/L g/L（HHE-A26），絮凝率分别

为72.1%（HHE-P7）和70.1%（HHE-A26）. 添加少量淀粉，能

促进菌株生长及微生物絮凝剂产生. 淀粉浓度为3.0 g/L g/L时，
HHE-P7的菌体干质量和絮凝率分别增加到4.26 g/L和85.9%，

HHE-A26的菌体干质量增加到4.15 g/L g/L-1，絮凝率达到84.3%. 
添加淀粉浓度为4.0 g/L时，HHE-P7和HHE-A26的菌体干质

量分别为4.06 g/L g/L和4.10 g/L g/L，絮凝率分别为86.7%和87.2%. 因
此，淀粉加入量选用4 g/L. g/L.
2.2.2  脲对菌株生长及产絮凝剂的影响    本课题组的研究

已经表明有机氮源（酵母膏、牛肉膏、蛋白胨、脲）对该两株

菌产絮凝剂的促进效果要好于无机氮源 [19]. 由于有机氮源中

酵母膏、牛肉膏、蛋白胨的价格昂贵，并使培养基带黄色，选

用脲却能克服以上两个缺点，因此废水中加入的氮源确定为

脲.
在酒精废水中分别加入脲0、0.5、1.0、1.5、2.0 g/L g/L，各处

理中可溶性淀粉4.0 g/L g/L、K2HPO4 5.0 g/L、KH2PO4 2.0 g/L、pH 
5.5~6.0保持不变，研究不同的氮源加入量对絮凝效果和菌体

干质量的影响. 结果（图3）显示，酒精废水缺乏氮源，在不加

脲的情况下，微生物生长及产絮凝剂的絮凝效果较差. 当加

入脲后，微生物生长及产絮凝剂的絮凝效果显著增加，在脲

浓度为0.5 g/L g/L时，2株菌培养5 ��的絮凝率都达到87.0%，菌体

干质量分别为3.49 g/L g/L（HHE-P7）和3.00 g/L g/L（HHE-A26）. 当

继续添加脲时，微生物的生长量和产絮凝剂的絮凝效果变化

不大，HHE-P7的菌体干质量和絮凝率分别在3.29~3.58 g/L和
85.5%~89.5%之间，HHE-A26的则分别在3.20~3.50 g/L g/L之间和

88.0%左右. 因此，确定脲的加入量选用0.5 g/L. g/L.
2.2.3  磷酸盐对菌株生长及产絮凝剂的影响    以（KH2PO4 
2.0 g/L＋K2HPO4 5.0 g/L）为100%，在 酒精废 水中分别加

入质量分数0、25%、50%、75%、100%、125%的（KH2PO4+ 
K 2HPO 4），各 处 理中可溶性 淀 粉4.0 g /L g /L、脲 0.5 g /L g /L、pH 
5.5~6.0保持不变，研究不同的磷酸盐加入量对絮凝效果和

菌体干质量的影响. 结果（图4）显示，酒精废水中磷酸盐相

对缺乏，添加磷酸 盐 对絮凝 效 果的影响较为显著. 在不加

磷酸盐的情况下，絮凝率分别仅为60.7%（HHE-P7）和51.3%
（HHE-A26）. 添加磷酸盐后，絮凝率明显提高，并且随着磷

酸盐浓度的增加，絮凝率持续增大. 当（KH2PO4+ K2HPO4）

浓度为（2.0+5.0）g/L时，絮凝 效 果 最高，分别达 到92.9%%
（HHE-P7）和85.0%（HHE-A26）. 继续投加磷酸盐时，絮凝

率提高不大.
菌体干质量随磷酸盐投加量的增加而明显增加. 不投加

磷酸盐时，菌体干质量分别仅为0.82 g/L（HHE-P7）和0.95 g/L g/L
（HHE-A26）；磷酸盐添加量为75%时，菌体干质量分别增

加到4.52 g/L（HHE-P7）和4.32 g/L（HHE-A26）.随后，菌体干

质量随磷酸盐添加量的增加而稳定上升. 当磷酸盐投加量为
100%时，HHE-P7和HHE-A26的菌体干质量分别为4.56 g/L和

4.35g/L. 综合考虑絮凝效果和生物生长量，磷酸盐加入量可

选用100%，即KH2PO4 2.0 g/L＋K2HPO4 5.0 g/L.
以上研究可以得出，酒精废水作廉价培养基的最佳组成

图2  淀粉加入量对菌株生长及产絮凝剂的影响
Fig. 2   Effect of starch addition on growth of strains and flocculant production

图3  脲加入量对菌株生长及产絮凝剂的影响
Fig. 3   Effect of urea addition on growth of strains and flocculant production 
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为：稀释8倍的酒精废水，淀粉4.0 g/L g/L，脲0.5 g/L g/L，KH2PO4 2.0 
g/L，K2HPO4 5.0 g/L，pH 5.5~6.0.
2.3 酒精废水培养基和淀粉培养基絮凝剂产量和絮凝

效果比较 
在酒精废水中加入可溶性淀粉4.0 g/L、KH2PO4 2.0 g/L、

K2HPO4 5.0 g/L、脲0.5 g/L，pH值为5.5~6.0即为酒精废水廉价

培养基，灭菌后分别接种HHE-P7和HHE-A26，放入30 ℃、
150 r/min r/min的摇床中振荡培养5 ��，测定絮凝率以及培养5 ��的

产量等，以进一步了解菌株在廉价培养基培养过程中絮凝剂

的产量、絮凝效果等. 结果（表2）表明，廉价培养基培养时，
HHE-P7和HHE-A26产絮凝剂的量分别达到1.503 g/L g/L和1.283 
g/L，是淀粉培养HHE-P7和HHE-A26产絮凝剂量的94.5%和

92.2%.
利用淀粉培养基和廉价培养基培养HHE-P7和HHE-A26

的培养液分别处理猪场废 水、建材废 水、餐 饮废 水和城市

生活废水 . 结果（表3）表明，利用廉价培养基培养HHE-P7
产生的絮凝 剂对猪场废 水、建 材废 水、餐 饮 废 水、城市生

活废水都具有良好的絮凝效能，絮凝率为79.7%~88.3%，絮

凝效果达到淀粉培养基培养的95.5%~97.8%. 利用廉价培养

基 培养HHEA26产生的絮凝剂对上 述 4种废 水的絮凝率为
76.5％～85.6％，达到淀粉培养基培养菌株产絮凝剂的絮凝效

果的92.6％～95.0％.
因此，从HHE-P7和HHE-A26在酒精废水培养基中的生

长、培养液的絮凝率变化、微生物絮凝剂的产生量以及培养

液对4种废水的处理效果看，使用酒精废水作廉价培养基是

可行的.

3  结 论
酒精废水不能单独作为曲霉属产紫青霉系HHE-P7和曲

霉属杂色曲霉HHE-A26的培养基，但在酒精废水中添加少量

营养物质即可作为廉价培养基使用，其组成为：可溶性淀粉
4.0 g/L g/L，KH2PO4 2.0g/L，K2HPO4 5.0 g/L，脲0.5 g/L g/L，酒精废水

（CODCr 1.2×104~1.3×104 mg/L）1 000 mL，pH 5.5~6.0.
酒 精废 水 廉 价 培 养基 对HHE-P7和 HHE-A26的培 养

液 对高岭土 悬浊液 的絮凝率 分 别为 89.5%和 84.4%，对猪

场废 水、建 材废 水、餐 饮 废 水、城市生活污 水的絮凝率为
76.5%~88.3%，絮凝剂产量分别达到了淀粉培养基产量的

94.5%和92.2%，絮凝效果达到了淀粉培养基的92.6%~97.8%.
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