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　　摘要：为筛选高效厌氧水解产乙酸菌，将其应用于高浓度有机废水的厌氧生物处理，强化产乙酸菌群的产乙酸作用，
提高消化效率。采用Ｈｕｎｇａｔｅ厌氧操作技术以及选择性培养基分离筛选高效产乙酸菌，经生态学、生理生化、１６ＳｒＤＮＡ
序列同源性分析对菌株的发酵产酸特性进行分析鉴定。结果表明，从污水处理厂活性污泥中分离出１株厌氧水解产乙
酸菌 ＺＹ－３，经鉴定为双酶梭状芽孢杆菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｂｉｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ）。该菌株在以麦芽糖为碳源、初始ｐＨ值为７．５、３０℃
温度下培养１２ｈ，乙酸产量最高达１３４６．７ｍｇ／Ｌ；在添加０．４ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ的发酵培养基中可正常生长且产酸量较０、０．２
ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ处理增加，高达１５８８．７ｍｇ／Ｌ。菌株ＺＹ－３产酸能力强，发酵性能稳定，还能利用丙酸盐发酵产乙酸，对加速
乙酸转化、防止丙酸积累、提高厌氧消化效率具有重要意义。
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　　高浓度有机废水的厌氧生物处理技术因具有有效、简单、
费用低廉等特点而被全世界广泛应用［１］。然而在厌氧工艺

中仍有诸多不足之处，例如由于厌氧细菌增殖较慢而导致的

厌氧反应器初次启动过程缓慢、出水挥发性脂肪酸（ｖｏｌａｔｉｌｅ
ｆａｔｔｙａｃｉｄ，简称ＶＦＡ）含量较高、大量丙酸积累导致系统发生
酸化等［２－５］。马超等认为，产氢产乙酸菌群的产乙酸作用是

厌氧消化过程的第一限速步骤，乙酸途径生成的甲烷约占甲

烷生成总量的２／３［６－８］，因此筛选能利用丙酸盐发酵产乙酸
的高效菌株，强化产乙酸菌群的产乙酸作用，是防止丙酸积

累、提高厌氧消化系统负荷率、提高处理效率和运行稳定性的

关键。近年来，国内外学者对各类发酵产酸菌群的生理生态

学研究，尤其对作为第一限速步骤的产乙酸菌的研究越来越

多［９－１０］。本研究通过选择性培养基从污水处理污泥中分离

筛选到１株高效厌氧产乙酸菌，对它进行菌种鉴定以及发酵
产酸特性研究，旨在为废水厌氧处理的生物强化作用提供菌

种资源。通过将其人工接种到厌氧生物处理系统中，以提高

厌氧反应器中生物持有量，加快产酸发酵菌群的产物———

ＶＦＡｓ和乙醇等转化为乙酸的速率，解除大量因丙酸积累造成
系统酸化问题，并为产甲烷菌群提供更加丰富的底物———乙

酸，增强代谢活性，提高厌氧生物处理效能。

１　材料与方法

１．１　样品

从石家庄桥东污水处理厂采集３份活性污泥样品、５份
水样。

１．２　培养基
选择性培养基：胰蛋白胨 ０．２５ｇ／Ｌ，酵母提取物

０．５ｇ／Ｌ，蛋白胨０．２５ｇ／Ｌ，Ｌ－半胱氨酸盐酸盐０．５ｇ／Ｌ，ＮａＣｌ
１．５ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４１．０ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４０．５ｇ／Ｌ，０．１％刃天青指示
剂２滴，ｐＨ值７．０～７．２。

无机盐培养基：Ｌ－半胱氨酸盐酸盐 ０．５ｇ／Ｌ，ＮａＣｌ
１５ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４１．０ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４０．５ｇ／Ｌ，０．１％刃天青指示
剂２滴，ｐＨ值７．０～７．２。
１．３　菌株筛选方法

取１ｇ泥样（或１ｍＬ水样）加入１０ｍＬ无氧灭菌的培养
基中富集培养，传代稳定后采用改良 Ｈｕｎｇａｔｅ滚管技术进行
纯菌滚管分离。

１．４　菌种鉴定
通过形态学观察、生理生化试验［１１－１２］和１６ＳｒＤＮＡ序列

比对进行菌种鉴定。

１．５　产酸特性
１．５．１　培养温度对菌株产酸的影响　分别测定在４、１６、２５、
３０、３７、４５℃条件下，培养１２ｈ菌株的生长状况及产酸情况。
１．５．２　初始ｐＨ值对菌株 ＺＹ－３产酸的影响　在最适生长
温度条件下，分别测定菌株在初始 ｐＨ值为 ５．５、６．０、６．５、
７０、７．５、８．０、８．５、９．０培养条件下的生长及产酸情况。
１．５．３　不同碳源对菌株产酸的影响　在最适生长温度及初
始ｐＨ值条件下，分别测定菌株在以葡萄糖、麦芽糖、蔗糖、乳
糖、淀粉、柠檬酸、甘露醇、甘油、丙酸钠、丁酸钠为碳源的培养

条件下的生长及产酸情况。

１．５．４　耐盐性研究　在培养基中分别添加 ０（ＣＫ）、０．２、
０４、０．８、１．２ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＣｌ，测定菌株的生长状况及产酸情
况，并分析菌株的耐盐程度。以上试验均重复 ３次，取平
均值。
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１．６　分析方法
１．６．１　菌体浓度测定　用７５１紫外分光光度计，在５１０ｎｍ
处测定供试样品的吸光度，作为菌体浓度。

１．６．２　液相末端产物分析　乙酸含量的测定方法参考文献
［１３］。

２　结果与分析

２．１　菌株的分离鉴定
２．１．１　菌株的筛选　从污水处理厂活性污泥及水样中分离
得到乙酸产量较高的１４株菌株。经厌氧发酵复筛，获得１株
高效 厌 氧 水 解 产 乙 酸 菌 株 ＺＹ －３，乙 酸 平 均 产 量
为 １１１０．６ｍｇ／Ｌ。
２．１．２　菌株的形态特征　菌株ＺＹ－３在选择性培养基上的
菌落呈现白色或乳白色，不规则圆形，不透明。经光学显微镜

观察，菌体呈杆状［（０．５～０．６）μｍ×（１．０～３．０）μｍ］，单个
或短链，偶见长链；孢子卵圆形，中到次端生（图１）。该菌株
在液体培养基中培养形成黏的沉淀。

２．２　菌株ＺＹ－３生理生化特征
由表１可见，菌株ＺＹ－３为严格厌氧菌，革兰氏染色、明

胶液化、甲基红试验、吲哚试验、葡萄糖发酵产 Ｈ２试验均为
阳性；淀粉水解、硝酸盐还原试验为阴性；可利用多种糖如纤

维二糖、Ｄ－葡萄糖、果糖、麦芽糖等产酸，以丙酸盐、丁酸盐
等为发酵底物。

表１　菌株ＺＹ－３生理生化试验结果

试验名称 试验结果

革兰氏染色 ＋
明胶液化 ＋
淀粉水解 －
甲基红试验 ＋
硝酸盐还原 －
吲哚试验 ＋
葡萄糖发酵产Ｈ２ ＋
纤维二糖（产酸试验） ＋
Ｄ－葡萄糖（产酸试验） ＋
果糖（产酸试验） ｗ＋
麦芽糖（产酸试验） ＋
丙酸盐（发酵底物） ＋
丁酸盐（发酵底物） ＋

　　注：“＋”表示菌株反应阳性；“－”表示菌株反应阴性；“ｗ”表示
弱反应。

２．３　菌株ＺＹ－３的１６ＳｒＤＮＡ序列测定与分析
菌株 ＺＹ－３经 ＰＣＲ扩增、１６ＳｒＤＮＡ序列分析表明，其

１６ＳｒＤＮＡ长度为１３７６ｂｐ。将序列输入ＧｅｎＢａｎｋ，以１６ＳｒＤ
ＮＡ同源性为基础所构建的包括亲缘关系最近的菌株比对分
析表明，菌株ＺＹ－３属于梭状芽孢杆菌属的双酶梭状芽孢杆
菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｂｉｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ）（图２）。
２．４　菌株ＺＹ－３的生长状况及产酸特性
２．４．１　培养温度对菌株ＺＹ－３生长与产乙酸的影响　由图
３可见，菌株ＺＹ－３最适培养温度为３０～３７℃。随着温度升
高，菌体浓度也相应增加，３７℃时，菌体浓度达到最大值；
３０℃ 培养温度下，乙酸产量最大，为１３６４．３ｍｇ／Ｌ；温度高于
３７℃ 后菌体浓度及乙酸产量快速下降，４５℃时基本无生长。
在１２ｈ培养过程中，乙酸产量同菌体浓度变化趋势基本
一致。

２．４．２　不同初始ｐＨ值对菌株 ＺＹ－３生长和产酸的影响　
ｐＨ值对微生物的生理代谢影响很大。由图４可见，当 ｐＨ值
为７．５时，菌株ＺＹ－３的菌体浓度最大，与ｐＨ值为７．０时无

明显差异；菌株ＺＹ－３在 ｐＨ值７．５时有最大乙酸产量，为
１２５６．１ｍｇ／Ｌ，明显高于ｐＨ值为７．０时的乙酸产量；此后随
着ｐＨ值的增加，乙酸产量降低，ｐＨ值为９．０时，菌体被抑制
生长。由此可见，起始ｐＨ值在７．５左右时，菌株 ＺＹ－３具有

较好的生长状态和产乙酸代谢的生理生化过程。

２．４．３　不同碳源对菌株ＺＹ－３生长及产酸的影响　无机盐
培养基中按３％质量分数分别添加葡萄糖、麦芽糖、蔗糖、乳
糖、淀粉、柠檬酸、甘露醇、甘油、丙酸钠、丁酸钠１０种碳源进
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行发酵试验。由图５可见，当碳源为麦芽糖时，菌株 ＺＹ－３
的菌体浓度最大，乙酸产量最高，为１３４６．７ｍｇ／Ｌ；其次为葡
萄糖，乙酸产量为１２０４．９ｍｇ／Ｌ；柠檬酸、甘露醇、甘油等底物
不利于菌株ＺＹ－３的代谢产酸。另外菌株 ＺＹ－３能以丙酸
钠、丁酸钠为唯一碳源发酵产乙酸，对解除厌氧消化过程中由

于丙酸积累所导致的系统酸化问题具有积极意义。

２．４．４　耐盐性研究　由图６可见，加入一定量的Ｎａ＋虽然菌
体浓度有一定的降低，但是却刺激了代谢产物乙酸的产生；随

着Ｎａ＋浓度的增加，菌体浓度有所下降，在０．８ｍｏｌ／Ｌ时已经
几乎被抑制；乙酸产量却在 Ｎａ＋浓度为０．４ｍｏｌ／Ｌ时达到最
大值１５８８．７ｍｇ／Ｌ，比对照提高 ２０．８％。说明适当浓度的
Ｎａ＋可以刺激代谢产物乙酸的产生。

３　讨论

与好氧技术相比，高浓度有机废水的厌氧生物处理效率

更高、运行成本更低、剩余污泥少，且能生成甲烷。近年来，国

内外针对有机废水厌氧消化水解产酸阶段的研究越来越多。

强化产乙酸菌群的产乙酸作用，解除大量丙酸的积累，成为目

前废水厌氧处理技术的研究热点之一。本研究从污水处理厂

活性污泥中分离得到的菌株ＺＹ－３（双酶梭菌，Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｂｉ
ｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ），具有较高的耐盐能力，能分解麦芽糖、蔗糖、淀粉
等多种底物产乙酸。同时还能利用丙酸盐、丁酸盐等产乙酸，

对解除有机废水厌氧消化过程中大量丙酸积累所造成的系统

酸化有一定的积极意义。菌株 ＺＹ－３的发现拓宽了厌氧发
酵产乙酸菌的范围，为有机废水厌氧消化处理的生物强化手

段提供了宝贵的菌种资源，为进一步研制微生物强化菌剂提

供了物质基础，具有较高的潜在应用价值。
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ｏｆＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，２００４，１６（３）：３８７－３９１．

［５］何　娟，杨红薇，张建强，等．Ｋ＋对肝素钠废水厌氧生物处理中
污泥性能的影响［Ｊ］．化工环保，２０１３，３３（３）：２４４－２４８．

［６］马　超．产氢产乙酸优势菌群的选育及其生理生态特性研究
［Ｄ］．哈尔滨：哈尔滨工业大学，２００８．

［７］吴美容，张　瑞，周　俊，等．温度对产甲烷菌代谢途径和优势菌
群结构的影响［Ｊ］．化工学报，２０１４，６５（５）：１６０２－１６０６．

［８］ＺｈａｎｇＤＤ，ＺｈｕＷ Ｂ，ＴａｎｇＣ，ｅｔａｌ．Ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅａｎｄ
ｍｅｔｈａｎｏｇｅｎｉｃｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｄｙｎａｍｉｃｓｉｎａｌｏｗ－ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（５－１８℃）
ａｎａｅｒｏｂｉｃｆｉｘｅｄ－ｂｅｄｒｅａｃｔｏｒ［Ｊ］．ＢｉｏｒｅｓｏｕｒｃｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１２，
１０４：１３６－１４３．

［９］王　晋．厌氧发酵产酸微生物种群生态及互营关系研究［Ｄ］．无
锡：江南大学，２０１３．

［１０］许科伟．污泥厌氧消化过程中乙酸累积的微生态机理研究
［Ｄ］．无锡：江南大学，２０１０．

［１１］东秀珠，蔡妙英．常见细菌系统鉴定手册［Ｍ］．２版．北京：科
学出版社，２００１．

［１２］任南琪，王爱杰，马　放．产酸发酵微生物生理生态学［Ｍ］．北
京：科学出版社，２００５．

［１３］习彦花，程辉彩，张丽萍，等．产氢产乙酸菌 ＺＲ－１的分离鉴定
及产酸特性［Ｊ］．微生物学通报，２０１１，３８（２）：１８１－１８６．
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