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摘 要牶采用Ｌ９牗３４牘正交表，设定Ｃ、Ｎ、Ｐ三因素三水平的９种不同配方，对广州四明燕塘乳业公司污水处理站的活性污
泥进行生长培养基筛选，根据细胞的总增重率对培养基配方进行了直观分析和方差分析并绘制出细胞的生长曲线。结

果表明，活性污泥的最佳生长培养基配方为葡萄糖８ｇ·１０００ｍＬ－１Ｈ２Ｏ，牗ＮＨ４牘２ＳＯ４０．７５ｇ·１０００ｍＬ－１Ｈ２Ｏ，ＫＨ２ＰＯ４０．７５
ｇ·１０００ｍＬ－１Ｈ２Ｏ；经过１２ｈ的培养，活性污泥的生长基本达到平衡。
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自１９０９年ＬｅｏＨ．Ｂａｋｅｌａｎｄ首次制得酚醛树脂而
使塑料正式面世以来，由于它轻巧耐用，容易加工，被

越来越广泛地应用于国民经济的各个部门，但同时也

给环境带来了越来越严重的污染犤１犦。目前对塑料废弃

物采取的向海洋倾倒法、掩埋法、焚烧法和再生利用

法等均不能从根本上解决塑料的污染问题 犤２犦，因此开

发和生产可降解塑料成为当今世界关注的焦点。

可降解塑料按降解机理的不同分为光降解塑料、

生物降解塑料和光－生物双降解塑料三种〖３〗，研究得

较为深入的是生物降解塑料，其中尤以微生物发酵合

成的完全生物降解塑料最为理想。这是一种广泛存在

于微生物细胞中并作为其营养和能量的储存物质而

参与细胞代谢的天然产物——— 聚羟基脂肪酸酯

牗Ｐｏｌｙ－ｈｙｄｒｏｘｙａｌｋａｎｏａｔｅｓ牞ＰＨＡｓ牘犤４犦，故可以被微生物
所消化利用，最后生成ＣＯ２和Ｈ２Ｏ，在整个生产和使
用的过程中对环境几乎不造成任何污染。在已发现的

４０余种 ＰＨＡ中，较为常见的是聚 ３－羟基丁酸酯
牗Ｐｏｌｙ－３－ｈｙｄｒｏｘｙｂｕｔｙｒａｔｅ牞ＰＨＢ牘，１９２５年由法国的
Ｍ．Ｌｅｍｏｉｇｎｅ在 Ｂａｃｉｌｌｕｓｍｅｇａｔｈｅｒｉｕｍ中首次发现，在
６０年代末，英国帝国化学工业公司首次通过 Ｍｅｔｈ
ｐｌｏｐｈｉｌｕｓｍｅｔｈｙｌｏｔｒｏｐｈｕｓ发酵生产出ＰＨＢ〖５〗。这种物质
不但具有完全的生物降解性，而且完全无毒，还具有

生物相容性，用于医药时可被生物体完全吸收，更具

有热塑加工性，可以作为一般塑料使用，是理想的环

保高分子材料。

目前对ＰＨＢ研究得较多的英国和奥地利等国家
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Ｔａｂｌｅ１ Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔｏｆｔｈｒｅｅｆａｃｔｏｒｓａｎｄｔｈｒｅｅｌｅｖｅｌｓ
葡萄糖 Ｃ６Ｈ１２Ｏ６

已开发出产品并投入市场，但由于昂贵的生产成本使

其应用受到很大限制，主要原因一是采用了ＰＨＢ产
量较高的纯菌种，不但培养和发酵的条件苛刻，而且

设备本身的运行和维持要求也很严格；二是采用酶法

提取ＰＨＢ，用后的酶液无法回收再利用。自然界９０％
以上的细菌在特定的培养条件下都能生产 ＰＨＢ，只
是产量高低不同犤５犦。食品工厂污水处理站的活性污泥

中含有丰富的微生物，处理污水一定时间之后，都需

要取出一定量的以保证污水处理的效率，这部分污泥

经干燥、研磨等步骤后作为垃圾投弃。如果能将这些

活性污泥控制在一定条件下发酵生产生物降解塑料，

就可以做到一举两得，变废为宝。本研究利用食品工

厂污水处理站的活性污泥进行混合发酵，然后对抽提

出的细胞内含物进行理化测试和鉴定，筛选出适于菌

体繁殖生长和发酵的培养基，目的在于寻找一条成本

较低的利用活性污泥中的杂菌发酵生产生物降解塑

料ＰＨＢ的途径。本文是研究的第一部分，筛选适合活
性污泥生长的培养基配方。

１ 材料与方法

１．１实验材料
活性污泥：取自广州四明燕塘乳业公司污水处理

站。葡萄糖牗Ｃ６Ｈ１２Ｏ６牘、硫酸铵牗牗ＮＨ４牘２ＳＯ４牘、磷酸二氢
钾 牗ＫＨ２ＰＯ４牘、氯仿 牗ＣＨＣｌ３牘、甲醇 牗ＣＨ３ＯＨ牘、浓硫酸
牗Ｈ２ＳＯ４，９８％牘：北京化工厂生产，分析纯。
１．２实验设备

有盖塑料箱：容积为３．５Ｌ，３６个，盖上均匀开有
５个圆孔，直径１ｃｍ，以保证通气；

气泵、塑料气管、砂头、定时器；

发酵设备：采用自制间歇批量培养箱，如图１所
示；

抽提设备：采用索氏抽提器。

１．３实验方法
１．３．１活性污泥的生长与发酵 参照 ＹｕＰ．Ｈ．等人
提出的方法 犤６犦，在广州四明燕塘乳业公司污水处理站

的污水处理池入水口处取得活性污泥与污水的混合

物，静置２ｈ，取下层沉降物约４０Ｌ牞在实验室中摇匀
后，在每个塑料箱中加入１Ｌ活性污泥，再加入１Ｌ液
体培养基，定时充气培养４８ｈ。以１２ｈ为一循环，充
气１０ｈ，静置１ｈ，然后取出１Ｌ上清液，再加入１Ｌ液
体培养基。

１．３．２干细胞的烘制 活性污泥生长和发酵 ４８ｈ后
停止充气，取出上清液，将沉降物于室温下４０００ｒ·
ｍｉｎ－１离心２０ｍｉｎ，取沉淀于８０℃下烘制３６ｈ后，得
到干细胞，准确称量其重量为Ｍ，然后用搅拌机将干
细胞打碎成细微的颗粒或粉末。

１．３．３生长培养基的筛选 采用Ｌ９牗３４牘正交表，设定
Ｃ、Ｎ、Ｐ三因素三水平的９个不同配方，见表１。其中
碳源由葡萄糖提供，氮源由 牗ＮＨ４牘２ＳＯ４提供，磷源由
ＫＨ２ＰＯ４提供，每个配方做４次重复取平均。根据细胞
总增重率进行直观分析和方差分析，得到适于细菌生

长的配方。

１．３．４生长曲线的绘制 从污水处理站取回活性污

泥进行培养，开始充气后，分别于０、４、８、１２、２４、２８、
３２、３６ｈ时用移液管取均匀溶液５ｍＬ于已烘干并预
称过的培养皿中，在８０℃下放置０．５ｈ后准确称量其
重量，计算出菌体的重量为ｍｉｊ。根据不同时间及不同
配方下，菌体重量增加的情况作出细胞的生长曲线

图。

２ 结果与分析

２．１活性污泥生长培养基的筛选
采用Ｌ９牗３４牘正交表，针对Ｃ、Ｎ、Ｐ三种因素三种水

平，根据细胞的总增重率进行直观分析和方差分析，

结果见表２、表３。
通过对极值Ｒ进行直观分析可以看到，Ｃ、Ｎ、Ｐ

三种因素均对活性污泥的生长有影响，影响程度的大

小次序为 Ｐ＞Ｃ＞Ｎ。根据结果分析，采用 Ｃ１水平、

表１ 三种因素三种水平的设定

Ｆｉｇｕｒｅ１ Ｄｉａｇｒａｍｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｐｏｎｄ
图１ 自制发酵培养箱示意图

硫酸铵牗ＮＨ４牘２ＳＯ４ 磷酸二氢钾 ＫＨ２ＰＯ４ 误差

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ
水平 １ ８ｇ·１０００ｍＬ－１Ｈ２Ｏ ０．７５ｇ·１０００ｍＬ－１Ｈ２Ｏ ０．７５ｇ·１０００ｍＬ－１Ｈ２Ｏ —

水平 ２ ６ｇ·１０００ｍＬ－１Ｈ２Ｏ ０．５０ｇ·１０００ｍＬ－１Ｈ２Ｏ ０．５０ｇ·１０００ｍＬ－１Ｈ２Ｏ —

水平 ３ ４ｇ·１０００ｍＬ－１Ｈ２Ｏ ０．２５ｇ·１０００ｍＬ－１Ｈ２Ｏ ０．２５ｇ·１０００ｍＬ－１Ｈ２Ｏ —
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Ｔａｂｌｅ２ ＴｏｔａｌｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔｏｆｃｅｌｌｗｅｉｇｈｔｉｎｎｉｎｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓｏｆＬ９牗３４牘ｔａｂｌｅ
表２ Ｌ９牗３４牘正交表９种配方下细胞的总增重率

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９
初始 ５ｍＬ细胞干重 ｍ／ｇ ０．０１３５ ０．０１８８ ０．０２０５ ０．０１７８ ０．０１８６ ０．０１７６ ０．０２１６ ０．０１６７ ０．０２６１
干细胞的重量 Ｍ／ｇ １０．８７９９ １１．４３７５ １１．００７４ １０．６２８３ １１．１２４３ １２．２２５２ １１．２２９６ １１．５３２３ １２．９６１３
细胞的总增重率 ｙ／％ ４９．８０ ３３．８９ ２５．８５ ３２．８２ ３３．２５ ４２．３５ ２３．０８ ４２．２４ １９．０４
注：细胞的总增重率 ＝牗Ｍ－ｍ×４００牘／Ｍ

Ｍ——— 活性污泥经生长发酵和离心烘制后的重量；ｍ——— 活性污泥开始培养后第一次抽取的５ｍＬ溶液烘干后的重量。

表３ 利用Ｌ９牗３４牘正交表筛选活性污泥生长培养基配方
Ｔａｂｌｅ３ ＯｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｎｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆａｃｔｉｖｅｓｌｕｄｇｅｂｙＬ９牗３４牘ｔａｂｌｅ

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ ｙ ∑ｙ ∑ｙ／４
１ １ １ １ １ ３８．８５ ３８．０５ ５７．１３ ６５．１７ １９９．２０ ４９．８０
２ １ ２ ２ ２ ３５．３２ ３１．４２ ２７．７９ ４１．０４ １３５．５７ ３３．８９
３ １ ３ ３ ３ ２３．９８ ２８．９９ ２６．４８ ２３．９４ １０３．３９ ２５．８５
４ ２ １ ２ ３ ２７．８８ ２９．６９ ４１．１２ ３２．５８ １３１．２７ ３２．８２
５ ２ ２ ３ １ ３５．６７ ３２．１０ ２９．７２ ３５．５１ １３３．００ ３３．２５
６ ２ ３ １ ２ ５０．５９ ４３．１０ ４２．０７ ３３．６４ １６４．４０ ４２／３５
７ ３ １ ３ ２ ２２．５３ ２３．０１ ２３．１３ ２３．６５ ９２．３２ ２３．０８
８ ３ ２ １ ３ ４７．８８ ３６．０９ １０．６４ ４４．３３ １６８．９４ ４２．２４
９ ３ ３ ２ １ ９．６８ １６．６２ ２３．８２ ２６．０３ ７６．１５ １９．０４
Ｉ１ ＊４３８．１６ ４２２．７９ ＊５３７．５４ ４０８．３５ Ｇ＝∑牗∑ｙ牘＝１２０９．２４
Ｉ２ ４３３．６７ ＊４３７．５１ ３４２．９９ ３９７．２９ Ｇ２＝１４６２２６１．３８
Ｉ３ ３３７．４１ ３４８．９４ ３２８．７１ ４０３．６０ ＣＴ＝Ｇ２／９ｎ＝１４６２２６１．３８／９×４＝４０６１８．３７

Ｒ＝Ｉｍａｘ－Ｉｍｉｎ １００．７５ ８８．５７ ２０８．８３ １１．０６ Ｓ总 １＝∑牗∑ｙ牘２／４－ＣＴ＝１７５２２９．０６／４－４０６１８．３７＝３１８８．８９
Ｒ２＝Ｉ１２＋Ｉ２２＋Ｉ３２ ４９３８９９．３６４９１９２５．５１５１４６４１．６６４８７４８２．０３Ｓ总 ＝∑ｙ２－ＣＴ＝４４９８３．７４－４０６１８．３７－４３６５．３７

Ｒ２／３ｎ ４１１５８．２８ ４０９９３．７９ ４２８８６．８０ ４０６２３．５０Ｓｅ２２＝Ｓ总 －Ｓ总 １＝４３６５．３７－３１８８．８９＝１１７６．４８
Ｓｉ２ ５３９．９１ ３７５．４２ ２２６８．４３ ５．１３ ｎ＝重复实验次数

表４ 利用 Ｌ９牗３４牘正交表筛选活性污泥
生长培养基配方的方差分析

Ｎ２水平和 Ｐ１水平的组合，即葡萄糖浓度为 ８ｇ·
１０００ｍＬ－１Ｈ２Ｏ，牗ＮＨ４牘２ＳＯ４浓度为０．５ｇ·１０００ｍＬ－１Ｈ２Ｏ，
ＫＨ２ＰＯ４浓度为０．７５ｇ·１０００ｍＬ－１Ｈ２Ｏ时，活性污泥
的生长会取得最佳效果。实验中当采用配方的葡萄糖

浓度为８ｇ·１０００ｍＬ－１Ｈ２Ｏ，牗ＮＨ４牘２ＳＯ４浓度为０．７５ｇ·
１０００ｍＬ－１Ｈ２Ｏ，ＫＨ２ＰＯ４浓度为０．７５ｇ·１０００ｍＬ－１Ｈ２Ｏ
时，活性污泥的生长最好，细胞的总增重率达到

４９．８０％。
对实验结果进行的方差分析证实了直观分析的

判断，从偏差平方和中可以看到，在Ｃ、Ｎ、Ｐ三种因素
中，ｓＰ２＞ ｓＣ２＞ ｓＮ２，说明Ｐ对细胞生长的影响最大，而
Ｃ和Ｎ次之。Ｆ值检验表明，Ｃ和Ｐ对细胞的生长影
响极显著，而Ｎ对细胞生长有显著影响。

Ｃ、Ｎ、Ｐ三种因素均对活性污泥的生长有影响，
符合文献上的报道犤７犦。但是在影响程度方面，Ｐ的程
度比Ｃ高，较为少见，估计这与活性污泥中的菌种有
关。由于广州四明燕塘乳业公司是以生产冰淇淋为

主的食品工厂，而在冰淇淋中又广泛添加含有Ｐ的
乳化剂和增稠剂等，因此在其排放的污水中，也含有

大量的含Ｐ化合物，有可能造成它的污水处理站的
活性污泥较为适应相对富磷环境，从而使Ｐ成为其
生长的第一限制性元素。

２．２活性污泥的生长曲线
在活性污泥培养期间，定时取样测定菌体重量，

根据其变化作出活性污泥生长曲线图，如图２牞３牞４
所示。从图中可以看到，活性污泥的生长在０—１２ｈ
内呈对数上升，以后则基本趋于平稳。

通常，ＰＨＢ的生产分为两个时期：首先是细胞生
长增殖期，菌种在营养丰富的培养基上生长繁殖，获

得尽可能多的细胞；其次是ＰＨＢ生产累积期，菌种

注：各因素的自由度 ｆ＝水平数 －１；重复实验误差的自由度 ｆｅ２＝
配方数 ×（重复实验次数 －１牘。

Ｔａｂｌｅ４ Ｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ
ｏｆａｃｔｉｖｅｓｌｕｄｇｅｂｙＬ９牗３４牘ｔａｂｌｅ

方差

来源

偏差平方和

ｓ２
自由度

ｆ
平均偏差平

方和 ｓ２／ｆ
Ｆ检验值

Ａ ５３９．９１ ２ ２６９．９６ ６．６２＊＊

Ｂ ３７５．４２ ２ １８７．７１ ４．６１＊

Ｃ ２２６８．４３ ２ １１３４．２２ ２７．８３＊＊

ｅ１ ５．１３ ２
ｅ２ １１７６．４８ ２７ Ｆ０．０１牗２牞２９牘＝５．４２
ｅ １１８７．６１ ２９ ４０．７５ Ｆ０．０５牗２牞２９牘＝３．３３
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图２ 配方１、２、３的活性污泥生长曲线
Ｆｉｇｕｒｅ２ Ｄｙｎａｍｉｃｏｆｍｉｃｒｏｂｉａｌｂｉｏｍａｓｓｉｎｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ１牞２ａｎｄ３

图３ 配方４、５、６的活性污泥生长曲线
Ｆｉｇｕｒｅ３ Ｄｙｎａｍｉｃｏｆｍｉｃｒｏｂｉａｌｂｉｏｍａｓｓｉｎｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ４牞５ａｎｄ６

Ｆｉｇｕｒｅ４ Ｄｙｎａｍｉｃｏｆｍｉｃｒｏｂｉａｌｂｉｏｍａｓｓｉｎｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ７牞８ａｎｄ９
图４ 配方７、８、９的活性污泥生长曲线

在限制营养的培养基上培养发酵，获得尽可能多的

ＰＨＢ。实验结果表明，在本实验条件下，活性污泥里的
菌种在各种培养基中的生长基本在 １２ｈ后达到平
衡，因此在以后的应用中，可以考虑先用上述筛选出

的适于生长的培养基培养１２ｈ，然后即转用适于发酵
的培养基培养，这样可以较为经济地得到 ＰＨＢ产
品。

３ 讨论与结论

目前生产 ＰＨＢ的主要方法是细菌发酵法，即使
用各种ＰＨＢ高产菌种，如 Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓｅｎｔｒｏｐｈｕｓ犤８、 ９犦，

Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍｍｅｌｉｌｏｔｉ犤１０犦，Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｅｘｔｏｒｑｕｅｎｓ犤１１犦，

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｏｌｅｏｖｏｒａｎｓ犤１２犦等，或是将ＰＨＢ合成酶关
键基因导入 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ犤１３、１４犦等细菌中，然后使用
这些经过遗传修饰的菌种进行发酵生产。由于全部是

采用纯菌，各种工艺条件要求严格而且苛刻，使其生

产成本大幅度提高。例如，Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓｅｕｔｒｏｐｈｕｓ是公
认的ＰＨＢ高产菌种，其产量可高达细胞干重的８５％
以上，但是它的生长要求十分苛刻，所需的碳源采用

葡萄糖，微量元素则包括：牗ＮＨ４牘２ＭｏＯ４·４Ｈ２Ｏ、
ＶｉｔＢ１·ＨＣｌ、Ｈ３ＢＯ３、ＭｎＣｌ２、Ａｌ２牗ＳＯ４牘３·１８Ｈ２Ｏ、ＣａＣｌ２、
ＣｏＣｌ２·６Ｈ２Ｏ、ＦｅＣｌ３、Ｎａ２ＳｉＯ３·５Ｈ２Ｏ、ＫＨ２Ｏ４、ＭｇＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ、ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ等，还需要一定的
温度、ｐＨ、Ｃ∶Ｎ、通入Ｏ２的量等各种适宜的条件，稍有
偏差，则ＰＨＢ的产量就会有天壤之别。目前人们研究
较多的降低成本的方法主要集中在它的碳源上，即尝

试采用一些廉价的、纯度较低的蔗糖等，甚至是糖厂

生产后的废弃物，如废糖蜜等，或是其它食品工厂生

产后的废水 犤１５犦，也有人从活性污泥中分离出一些产

ＰＨＢ的菌种，进行发酵生产犤１６犦。但是由于使用的仍然

是纯菌，虽然碳源的成本有所降低，其它的生产费用

还是没有得到根本改变，因此成本仍然很高。

本研究利用活性污泥生产 ＰＨＢ，特点是采用杂
菌，除Ｃ、Ｎ、Ｐ三种因素之外，其余条件均与污水处理
站的曝气池相同，无需控温，无需控ｐＨ，无需在无菌
环境中操作，大大减少了各种烦琐的运作过程，方便

易行。适于活性污泥中细菌生长增殖的培养基为葡萄糖

８ｇ·１０００ｍＬ－１Ｈ２Ｏ，牗ＮＨ４牘２ＳＯ４０．５０ｇ·１０００ｍＬ－１Ｈ２Ｏ，
ＫＨ２ＰＯ４０．７５ｇ·１０００ｍＬ－１Ｈ２Ｏ，配方简单，各组分的含
量相对纯菌培养低得多，价格低廉。这些特点使本研

究具有良好的利用前景。
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