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摘要:【目的】系统研究棉秆制浆废液用于培养具有生物防治功能的枯草芽孢杆菌的适宜条件和转化液的安
全性。【方法】以初始 pH 值、温度、曝气量和接种量作为单因素，通过实验优化培养条件，并以大鼠和大耳
兔作为测试动物，对转化液的安全性进行分析。【结果】结果表明，APMP 棉秆制浆废液培养枯草芽孢杆菌
的最适条件为:初始 pH7. 0，温度 30 ℃，曝气量 16 L /h，接种量 0. 8 g /L，反应器内加入填料，装填率为 30%，
在此培养条件下菌株的活芽孢数为 6. 27 × 109 CFU /mL，废液 COD 转化率达 70. 4%。生物转化后，转化液的
成分含量与转化前相比均有不同程度的下降。经 4 种毒性试验检测表明，未发现转化液的生物致病性。
【结论】APMP 棉秆制浆废液可为枯草芽孢杆菌的生长和代谢提供必要的营养，可用于生物转化，且转化液
为无刺激性、无毒性物质。
关键词:APMP 棉秆制浆废液，枯草芽孢杆菌，转化液，生物毒性
中图分类号:X793 文章编号:0001-6209(2015)10-1298-07

化学机械法(APMP)棉秆制浆废液中含有多种
有机物和无机物，很多能为微生物所利用［1］。采用
制浆废液培养有益微生物，将转化液用于土壤的生
物修复和农业种植中，可减少化学农药的用量，利于
植物的病害防治，且不会使目标病原菌产生抗药
性［2］。枯草芽孢杆菌是一种重要的工业微生物，能
自身合成消化性酶类，又能够产生耐热、耐旱、抗紫
外线的内生芽孢、活性蛋白、细菌素等抗菌物质，是
理想的生防菌［3］，也是生物膜系统中发现较早的好
氧芽孢杆菌属［4］，对作物有良好的抗病、抑菌效果，
抑制多种病原真菌和病原细菌，是一种对人畜无害，
无污染的微生物益生菌［5 － 6］。Yang 等［7 － 8］利用
APMP 棉秆 制 浆 废 液 发 酵 生 产 枯 草 芽 孢 杆 菌

(Bacillus subtilis)SY1，并将该转化菌液(含有废液本
身的营养成分以及 Bacillus subtilis SY1 的活菌体和
代谢产物)应用于盆栽和田间土壤系统中，证实了
对田间作物种植的安全性，且能促进作物的生长。

枯草芽孢杆菌的发酵培养是大规模生产芽孢杆
菌制剂的前提［9］。利用 APMP 棉秆制浆废液发酵
培养枯草芽孢杆菌，不仅可以扩大培养菌株数量，还
可以将废液中的成分进行转化和利用。因此，为优
化枯草芽孢杆菌生物转化条件及验证枯草芽孢杆菌
生物转化液对生产者和其它生物的安全性，本实验
考察了枯草芽孢杆菌在棉秆制浆废液中的适宜发酵
条件以及转化液的毒性试验，为土壤生物修复及安
全性提供理论依据。
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1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌种:Bacillus subtilis SY1 为实验室保藏菌

种，是芽孢杆菌属的一种。
1. 1. 2 原水水质:化学机械法(APMP)棉秆制浆废
液:取自天津某造纸厂棉秆双螺旋机械浆生产线中
预浸、挤浆和磨浆工段产生的中间废水。废液主要
成分见表 1 所示。

表 1． APMP 棉秆制浆废液主要成分表
Table 1． Component analysis of the APMP cotton stalk pulping waste liquor

Parameters
c(COD) /
(mg /L)

c(BOD5 ) /
(mg /L)

c(PO4
3 + ) /

(mg /L)
c(K + ) /
(mg /L)

c(TN) /
( g /L)

c( organic
nitrogen) /( g /L)

c( total sugar) /
( g /L)

Pulping waste liquor 14600 4110 732. 40 433. 00 19. 37 4. 41 79. 97

1. 1. 3 培养基:LB 基本固体培养基，用于平板涂布
计数，测定活芽孢数。
1. 1. 4 生物转化装置:小试反应装置如图 1 所示。
反应装置为有机玻璃圆柱体，内径 8. 5 cm，高44 cm，
体积为 2 L，装置中装有 1. 5 L 经过厌氧处理后的废
液。反应器内装有填料，采用鼓风曝气，转子流量计
调节曝气量。反应器中设有温度控制器，保持温度
在 25 － 35 ℃，间歇式运行，采用蠕动泵出水。

图 1． 小试反应器
Figure 1． The experimental equipment．

1. 1. 5 反应器填料:实验填料采用柱状填料，直径
25 mm，比表面积为 155 m2 /m3，孔隙率为 0. 87，堆
积个数 53500 /m3，堆积重量 86. 5 kg /m3，填料投加
比例为 30%，在反应器中随水流成流动状态。
1. 1. 6 试验动物:SPF 级 Wistar 种大鼠和普通级大
耳白兔，为天津市疾病预防控制中心提供的合格动
物。38 只 Wistar 种大鼠雌雄各半，8 只大耳白兔雌
雄各半。
1. 2 棉秆制浆废液转化液的制备

棉秆制浆废液经厌氧处理后，废液 COD 为

13553 mg /L，BOD 为 8350 mg /L，B /C = 0. 62。将枯草
芽孢杆菌以 0. 8 g /L 的接种量接入厌氧处理过的棉
秆制浆废液中，pH7. 0，温度 30 ℃，曝气量 16 L /h，反
应器内加入填料，装填度为 30%，生化反应时间为
30 h，即得棉秆制浆废液转化液(以下简称转化液)。
1. 3 活芽孢数的测定

经水浴加热后稀释，移取 0. 1 mL 至 LB 固体培
养基中进行均匀涂布，恒温培养 48 h 后计算菌落
数［7］。每次实验重复 3 次，取平均值。
1. 4 生物转化前后废液中成分的测定

废液 COD 的测定采用重铬酸钾法［10］;废液
BOD5 选用仪器 CY-Ⅱ差压式直读 BOD5 测定仪进

行测定［11］;pH 值采用精密 pH 计进行测定;总氮采
用紫外分光光度法测定;氨氮采用纳氏试剂分光光
度法;总磷采用钼锑抗分光光度法测定;总糖、还原
糖的测定采用费林试剂热滴定法［12］。
1. 5 APMP 棉秆制浆废液生物转化条件的优化

将菌种以 0. 8 g /L 接种量接种于 pH 值为 7. 0，
且经厌氧处理后灭菌的废液中，在温度为 30 ℃、曝
气量为 16 L /h 的条件下，进行培养。每 10 h 取样
后，用平板涂布计数转化后废液中的菌数。绘制枯
草芽孢杆菌的生长曲线。

实验选择初始 pH 值、温度、曝气量和填料等因
素进行单因素实验。由细菌生长机理来看，选择 pH
水平分别为 6. 0、7. 0、8. 0 和 9. 0 作为反应条件;温
度选择 20、25、30 和 35 ℃作为转化条件;曝气量与
反应器中溶解氧含量相关，选择 8、12、16、20 和
24 L /h作为反应条件，相同条件下未加填料和加填
料作为反应条件。转化液菌数在 30 h 时进行测定。
1. 6 APMP 棉秆废液转化液的安全性检测

按照 HJ /T154-2004《新化学物质危害评估导
则》中急性经口毒性试验、急性经皮毒性试验、急性
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眼刺激试验、急性皮肤刺激试验的有关要求进行试
验［13］。

2 结果和讨论

2. 1 APMP 棉秆制浆废液生物转化条件的优化
2. 1. 1 枯草芽孢杆菌的生长曲线:枯草芽孢杆菌和
其他细菌一样，其生长曲线可以分为迟缓期、对数
期、稳定期和衰亡期，在 APMP 制浆废液生物转化条
件下，枯草芽孢杆菌的生长曲线(图 2)。

从图 2 可以看出，0 － 10 h 为迟缓期，10 － 30 h
枯草芽孢杆菌菌数成对数增长，属于细菌生长曲线
的对数期，当生物转化时间为 30 h 时，废液中菌浓
度最大，达到5. 57 × 109 CFU /mL，表明了该废液适
于枯草芽孢杆菌的生长［14］。而图中并未出现稳定
期，其原因可能为取样时间间隔太长，在 30 － 40 h
期间达到稳定期后没有得到显示。40 h 以后菌数
明显下降，主要是由于废液中营养物质被分解利用
而不断减少，新生细菌没有足够的营养进行生长繁
殖，符合了微生物生长曲线的衰亡期。因此，实验采
用培养时间为 30 h，此时枯草芽孢杆菌进入对数生
长期，既可保持高的细胞活力，又可获得较大的细胞
量。

图 2． 枯草芽孢杆菌的生长曲线
Figure 2． The growth curve of the Bacillus subtilis SY1．

2. 1. 2 温度的确定:温度主要是通过改变酶反应速
率来影响菌体的生长，反应器温度过低或过高均会
影响菌株的生长［15］。在初始 pH7. 0，温度 30 ℃，曝
气量 16 L /h，接种量 0. 8 g /L，不同温度条件下的废
液转化情况见图 3-A。

由图 3-A 表明，当温度为 20 ℃时，菌体生长受到
明显抑制，活芽孢数最低，可见低温并不利于菌体在
制浆废液中的生长繁殖。温度对菌体生长有较大影

响，30 ℃时发酵液中活芽孢数及 COD 去除率都优于
其他温度，活芽孢数量达到5. 57 × 109 CFU /mL，COD
去除率为 59. 2%。因此，确定培养枯草芽孢杆菌较适
宜的培养基温度为 30 ℃。
2. 1. 3 初始 pH 值的确定:环境的酸碱度对微生物
的生命活动有很大的影响，不同的细菌最适 pH 值
不同［16］。由于生物转化过程中的 pH 难以控制，只
能控制转化液的初始 pH［15］。在温度 30 ℃，曝气量
16 L /h，接种量 0. 8 g /L，不同 pH 值条件下，实验反
应 30 h 后测定活芽孢数和 COD 去除率，实验结果
见图 3-B。

在 初 始 pH 值 为 6. 0 时，活 芽 孢 数 为
3. 87 × 109 CFU /mL，COD 去除率低于 30%，而随着
pH 的升高，活芽孢数和 COD 去除率均有明显增加。
在 pH 值为 7. 0 时，发酵液中活芽孢数达到最多，且
此时的 COD 去除率最高。当 pH 值为 8. 0 时，菌体
生长受到抑制，活芽孢数量及 COD 去除率同时出现
下降。因此，确定培养枯草芽孢杆菌较适宜的培养
基初始 pH 值为 7. 0。
2. 1. 4 曝气量的确定:枯草芽孢杆菌属于好氧微生
物，曝气不仅可以为微生物提供溶解氧还可以提高
氧的传质速率［17］，增加菌体与废水的接触面积［18］。
在初始 pH7. 0，温度 30 ℃，接种量 0. 8 g /L，不同曝
气量条件下活芽孢数和 COD 去除率，结果如图 3-C
所示。

利用溶氧仪测量曝气为 8、12、16、20、24 L /h
时，反应器内的溶解氧的量分别为 1. 9、2. 3、6. 5、
6. 7、6. 7 mg /L。由图 3-C 可知，当曝气量为 16 L /h
时，活芽孢数和 COD 去除率均最高，因此，此时反应
器中的溶解氧已经达到饱和，为枯草芽孢杆菌的生
长繁殖提供了充足的氧气。通过对以上 5 个曝气量
的分析，发现在一定的曝气量范围内，曝气量越大，
越利于 COD 的降解和枯草芽孢杆菌的生长，但是由
于曝气量加大容易使废液发泡，废液蒸发量也会增
加，过大的曝气量不利于菌株的生长，甚至会产生毒
害作用，且曝气能量消耗增加，综合考虑，选择曝气
量为 16 L /h 的条件较为合适。
2. 1. 5 反应器内填料的添加对生物转化效果的影
响:反应器中添加载体，富集培养生物膜，可增加污
水与微生物的接触面积提高生物转化效率，对废水
中的 COD、氨氮、磷酸盐等具有一定的去除效果［19］。

由图 3-D 可以看出，当反应器中有填料存在时，
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有助于促进废液的生物转化，细菌生长到对数期时，
COD 的去除率可达 70. 4%，比未加填料提高了
16. 2%，添加填料后转化液中的菌数比未加填料的

转化液增多 12. 57%。说明反应器中加入填料可以
使细菌在填料上附着，增加细菌在废液中的停留时
间，有利于枯草芽孢杆菌的生长和 COD 的去除［14］。

图 3． 不同的温度(A)、初始 pH 值(B)、曝气量(C)和填料(D)对发酵液中活芽孢数和 COD 去除率的影响
Figure 3． Effects of different temperatures (A)，initial pH values (B)，oxygen(C)，stuffing (D) on viable spore number and COD removal

rate in the fermentation liquid．

2. 1. 6 生物转化前后 APMP 棉秆制浆废液成分对
比:在最佳生物转化条件下，利用棉秆制浆废液转
化枯草芽孢杆菌后，原液和转化液经离心后，上清
液的成分分析结果如表 2 所示，APMP 棉秆制浆废
液转化枯草芽孢杆菌后，转化液的成分与转化前

相比均有不同程度的降低，说明在生物转化过程
中枯草芽孢杆菌消耗了大量的有机物，其中，该菌
株对总糖中的还原糖利用率较高，同时废液中含
有一定量的磷和氮，为该菌株的生长和代谢提供
了必要的营养［20］。

表 2． 制浆废液转化前后成分分析对比
Table 2． Component analysis of treated and untreated pulp effluent by the Bacillus subtilis

Parameters
c(COD) /
(mg /L)

c(BOD5 ) /
(mg /L)

c(TP) /
(mg /L)

c(TN) /
( g /L)

c(NH3 -N) /
( g /L)

c( total sugar) /
( g /L)

c( reducing sugar) /
( g /L)

Untreated 13553 8350 645. 20 15. 20 0． ． 92 70. 20 58. 03
Treated 4015 3550 580. 30 12. 14 0. 74 50. 04 30. 12
Utilization ratio /% 70. 37 57. 48 10. 01 20. 13 19. 57 28. 00 48. 00

2. 2 APMP 棉秆制浆废液生物转化液的安全性
枯草芽孢杆菌转化后的 APMP 棉秆制浆废液，

因含有大量具有生物防治功能和促生作用的枯草芽
孢杆菌，因此可以用于修复病害微生物污染土壤，为
研究转化液的安全性，开展了一系列急性动物实验。

2. 2. 1 急性经口毒性实验:按 HJ /T154-2004《新化
学物质危害评估导则》对 28 只，雌雄各半的 SPF 级
Wistar 种大鼠做急性经口毒性实验，染毒后至少每
日观察 1 次，连续观察 14 d，记录观察期内动物中毒
症状、死亡状况、体重，对死亡动物进行尸体解剖。
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表 3 为急性经口毒性实验对大鼠体重的影响。
以 10. 5 g / kg·( BW)受试物经口染毒后，动物

未见明显中毒症状，观察期间内无死亡。表 3 可见，
动物体重呈增长趋势，尸检中各主要器官未见明显
异常。病理检查结果发现，染毒组及对照组动物病
理检查均未见明显异常。

表 3． 经口染毒对大鼠体重影响(g，均值 ±标准差)

Table 3． The influence of the animal effect by the

transformation liquid ( g，average ± error)
Groups Sex Initial weight 7 th d 14 th d

Test
groups

male 194. 8 ± 4. 5 236. 7 ± 10. 2 257. 3 ± 13. 0
female 186. 0 ± 3. 6 215. 4 ± 7. 9 233. 5 ± 8. 6

Control
groups

male 194. 7 ± 5. 8 231. 8 ± 10. 7 258. 2 ± 12. 2
female 185. 5 ± 3. 2 214. 4 ± 11. 8 233. 8 ± 13. 4

于染毒后第 1、7、14、21 天收集动物粪便，同时
采集血液，剖解动物的心，肝，肺，肾，脑，睾丸 (卵
巢)，提取组织样品 DNA 后进行 PCＲ 扩增，对扩增
产物进行琼脂糖凝胶电泳实验。

由电泳结果可以得出，样品已成功扩出，通过与
DL2000 Marker 对比，其片段大小为 100 bp 左右，
PCＲ 扩增效果良好。而在粪便的 PCＲ 扩增产物中
除 DNA 扩增片段外，多了一条与菌液扩增物一致的
条带，且该条带比较明显，说明经口染毒后大鼠体内
含有受试物，经粪便排放出现在粪便中，在心、肝、脾
等其它器官中并未显示有受试物扩增条带的出现。
经口染毒第 7、14、21 天后粪便中受试物扩增条带消
失，表明粪便中受试物被清除至检验水平之下，大鼠
体内基本无菌液的残留，且心、肝、脾、肾、脑、睾丸
(卵巢)及血液等器官中也未出现明显条带，说明染
毒后大鼠未受到菌液毒性的影响。

实验结果表明，染毒组及对照组动物病例检查
均未见明显异常，以 10. 5 g / kg·(BW)受试物经口
染毒后，动物未见明显中毒症状，观察期内无死亡。
动物体重呈增长趋势，尸检中各主要脏器未见明显
异常，LD50≥10. 5 g / kg·(BW)。
2. 2. 2 急性经皮毒性实验、急性眼刺激实验和急性
皮肤刺激实验:经 HJ /T154-2004《新化学物质危害
评估导则》对普通级大耳白兔做急性经皮毒性、急
性眼刺激和急性皮肤刺激实验，观察记录受试动物
的中毒症状、死亡数、眼睑刺激反应和皮肤刺激反
应。结果表明，涂抹受试物后皮肤没有出现明显感
染状况，观察期内无实验动物死亡。经皮 LD50≥

2500 mg /kg 体重;眼刺激实验结果为 1 － 2 级;生物
转化液皮肤刺激试验分值 ＜ 0. 5。

综上所述，经急性经口毒性、急性经皮毒性、急
性眼刺激和急性皮肤刺激四种实验，根据《新化学
物质危害评估导则》HJ /T154-2004 分级标准表明，
该生物转化液为无刺激性、无毒性物质。

3 结论

棉秆制浆废液中含有木质素、纤维素、蛋白质等
多种营养成分，经处理后有利于微生物的生长，对枯
草芽孢杆菌在 APMP 棉秆制浆废液厌氧处理后废液
中的适宜发酵条件及转化液的安全性进行了考察。
结果表明，厌氧处理后棉秆 APMP 制浆废液培养枯草
芽孢杆菌的最适条件为:初始 pH7. 0，温度 30 ℃，曝
气量 16 L /h，接种量 0. 8 g /L，反应器内加入填料;在此
培养条件下菌株的活芽孢数为 6. 27 × 109 CFU /mL，废
液 COD 转化率达 70. 4%。生物转化结束后，转化
液的成分含量与转化前相比均有不同程度的下降，
说明棉秆 APMP 制浆废液可为枯草芽孢杆菌的生长
和代谢提供必要的营养。经过四种毒性试验结果表
明，该生物转化液未发现生物致病性，因此，可以被
应用于农田土壤修复和蔬菜种植中的蔬菜促生，而
不会给自然环境和人类带来副作用。
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Biotransformation and safety of cotton stalk alkaline
peroxide mechanical pulping waste liquor
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Abstract:［Objective］We studied the conditions of culturing Bacillus subtilis SY1 to treat cotton stalk alkaline peroxide
mechanical pulping waste water，and evaluated afterwards the safety of its release to plants and animals． ［Methods］The
culture conditions were optimized through single factor tests，including temperature，initial pH，oxygen，and inoculation
size． We used rats and big ear rabbits to test the safety of treated waste water． ［Ｒesults］ The optimal condition was as
follows: initial pH7. 0，hydraulic retention time 30 h，temperature 30 ℃，filling rate of aeration 16 L / h，the dosage of
Bacillus subtilis SY1 0. 8 g a liter water，and the stuffing volume accounting for 30% of the effective volume of the reactor．
Under these culture conditions，the live spore number of Bacillus subtilis SY1 reached 6. 27 × 109 CFU /mL． The removal
rate of COD reached 70. 4% ． Ｒesults of the acute dermal toxicity test，dermal irritation test，eye irritation test and skin
sensitization test after treated by the fermentation showed no clinical signs or changes conditions，and no deaths during the
test period of 21 days． Animal body weight had a tendency to increase and had no abnormalities in the major organs，the
Lethal Dose 50 (Abbreviated LD50 ) values was equal or greater than 10. 5 g /( kg body weight) in acute dermal toxicity
experiments． LD50 values were equal or greater than 2500 mg /( kg body weight) in dermal irritation experiments． No
rabbits exhibited chemosis eye at any time during the test period． The results of skin sensitization test showed no erythema
or edema． The skin sensitization value was less than 0. 5． ［Conclusion］ Pulping waste water of APMP cotton stalk
fermented by Bacillus subtilis SY1 had reduced COD and no obvious toxicity to animals．
Keywords: APMP cotton stalk pulping waste water，Bacillus subtilis，biotransformation，biotoxicity
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