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适于集约化水产养殖的固定化微生物技术的初步研究
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摘要: 采用生物强化技术尝试建立高效、价廉、实用性强的固定化微生物水质处理技术。根据水产养殖特点,

选择了网片、波纹板、竹球等不同载体,对有益微生物制剂进行吸附后, 比较其对人工模拟养殖废水处理的效

果, 最终确定竹球为理想的吸附载体材料; 研究了最适母液浓度和吸附时间、水体中作用持续时间等; 进行了

对不同的商业化微生物制剂与单纯芽孢菌的降解效果比较,得到最佳制剂种类和优化的工艺参数。
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  自 20世纪 90 年代以来,中国的海水养殖产量

一直居世界首位, 已成为世界上唯一一个养殖产量

超过捕捞产量的国家。目前的海水养殖业已趋向集

约化、高密度、高产出的养殖模式, 然而随之带来的

养殖水体自身污染也日趋严重: 养殖生物的残剩饲

料、排泄物、死亡残体等大量有机物在厌氧微生物的

分解作用下产生大量有害物质, 如氨态氮、亚硝酸、

硫化氢等,并引起 pH 值不适、化学耗氧量( COD)过

高、溶解氧含量过低等, 直接危害水产养殖动物
[ 1]
。

另外,养殖污染物的排放、沉积可引起水体富营养

化,严重时导致海域生态系统失衡、紊乱乃至完全崩

溃。为了实现健康养殖及保护海洋环境, 必须建立

对育苗及养殖水质污染的有效处理技术 [ 1~ 3]。

水处理方法包括物理、化学、生物处理等
[ 3, 4]
。

其中利用微生物处理由于安全、高效、不破坏生态平

衡等特点而倍受重视; 尤其是在人们重视食品安全

的今天,可以避免化学药物和抗生素在动物体内残

留以及破坏环境等严重问题,保证水产养殖业的健

康可持续发展。生物强化技术, 即生物增强技术

( bio augmentation) , 是通过向废水处理系统中引入

从自然界中筛选的优势菌种,增加生物量, 以改善系

统的处理能力, 达到对各种有害物质的去除目的[ 3]。

微生态制剂又称有益微生物、活菌制剂等, 是从天然

环境中提取分离出来的微生物, 经培养扩增后形成

的含有大量有益菌的制剂, 由一些对人类和养殖对

象无致病危害并具有改良水质状况、抑制致病菌生

长、改善动物体内和水环境生态平衡等功能的有益

微生物制成,主要有硝化细菌、光合细菌、芽孢杆菌、

放线菌、乳酸菌、酵母菌、链球菌等
[ 2, 5, 6 ]

。

目前经常采用的微生物固定化方法主要有吸附

法、包埋法、交联法和共价结合法。吸附法是利用微

生物可附着到固体物质或其他细胞表面的能力, 将

微生物吸附在载体表面的方法, 是一种非常廉价和

有效、比较常用的微生物固定化方法
[ 7]
。选择合适

的固定化细胞载体是这项技术的关键。适合于废水

处理的固定化载体应具有以下性能: ( 1) 对微生物无

毒,生物滞留量高; ( 2) 性质稳定, 不易被生物降解;

( 3) 机械强度高,使用寿命长; ( 4) 固定化操作简单;

( 5) 对其他生物的吸附小; ( 6) 价格低廉[ 6] 。吸附法

常用载体有硅胶、活性炭、碎石、多孔砖、DEAE 一纤

维素等
[ 7]
,本研究力求创新, 以海珍品育苗养殖中常

用的一些附着基或低值原料为材料进行筛选, 以求

寻找适宜的固定化载体。

目前固定化微生物技术在水产养殖中的应用主

要集中在室内模拟阶段, 尚未建立实用工艺流程。

由于养殖废水成分复杂再加上环境因素的影响, 把

固定化微生物技术应用于水产养殖生产中还需做进

一步的研究。中国水产养殖区域分布广泛, 养殖户

分散经营,养殖模式多样, 技术水平相对较低, 根据

上述特点,要有效解决水质处理和环境污染问题, 必

须建立成本低廉、原料易得、工艺简单、操作容易、实

用性强的固定化微生物水质处理方式, 这正是本研

究的目的所在。

收稿日期: 2008-12- 15; 修回日期: 2009-03-26

基金项目: 国家 863计划资助项目( 2008AA100805)

作者简介: 王雷( 1966-) ,男,山东青岛人, 博士, 研究员, 主要从事水

产养殖环境与病害方面的研究,电话: 0532- 82898722, E-m ail : wanglei

@ ms . qdio. ac. cn

1



海洋科学/ 2010年/第 34卷/第 1 期

1  材料与方法

1. 1  不同载体固定化微生物的效果比较研究

1. 1. 1  载体材料

聚乙烯纱网;养殖用聚乙烯波纹板; 宽度 0. 9 cm

的竹片编成的竹席。均切成 5 cm @ 5 cm 的正方形,

备用。

1. 1. 2  微生物制剂

水产肠乐宝,山东康地恩生物科技公司提供, 主

要成分为水产芽孢杆菌、乳酸菌、酵母菌等, 棕色液

体,活菌浓度(标值)大于 20亿/ mL。

1. 1. 3  污染海水
取自青岛汇泉湾的自然海水, 加入一定量的近

岸底层黑色污泥,配制成一定污染程度。

1. 1. 4  实验步骤

1. 1. 4. 1  吸附
将微生物制剂用洁净海水稀释 10倍后置于 5 L

的塑料桶内,然后分别放入若干片经清洁海水浸泡并

清洗干净的各种载体材料,室温 20~ 22 e ,不通气,自

然光照,溶液不搅动。初步设定浸泡时间为 96 h。

1. 1. 4. 2  水质处理

取出已有菌膜的各种载体,用清洁海水轻轻冲

洗,然后分别悬挂于 5 L/桶人工配制的污染海水中

(全部浸入液面以下) ,每桶 4片,分别设 3个平行组,

空白对照组不加微生物及载体。自然光照,不通气,室

温20~ 22 e ,一定的时间间隔取水样进行分析测定。

1. 1. 4. 3  水质分析测定

按照5海洋检测规范6进行[ 8] 。pH 测定采用

pHS-2C型酸度计; 氨氮测定采用次氯酸盐氧化法;

亚硝酸氮测定采用萘乙二胺光度法; COD测定采用

高锰酸钾氧化法。

1. 2  固定化微生物的水质处理效果与工艺

初步研究

1. 2. 1  附着材料

考虑到水体流动便利等因素,制作空心竹球作为

附着基,系采用 4条竹片编成大空隙球,竹片平均长度

24 cm,平均宽度 0. 9 cm,单面总面积为86 cm2 ,竹球

总表面积(双面)为 172 cm
2
。实验前用清洁天然海

水浸泡竹球 5 d,并清除表面污物, 备用。

1. 2. 2  微生物制剂

水产肠乐宝同 1. 1. 2;中科院海洋所自行分离的

两株芽孢菌 ZL-07 与 NO. 7 混合物, 菌浓度为

50亿/ mL;河北某企业生产的水产用 EM 菌,主要成

分为乳酸杆菌、芽孢杆菌、硝化细菌、复合光合细菌

等,桔黄色液体, 活菌浓度(标示值)大于 60亿/ mL。

1. 2. 3  实验步骤

1. 2. 3. 1  实验分组与母液制备
在 5 L 塑料水桶中放入清洁天然海水,按 10%

浓度比例分别加入各组微生物制剂, 搅匀后即为挂

膜母液。分组方案为: A 组:肠乐宝; B 组: 活化肠乐

宝(菌种 B红糖B烧酒为 1 B 0. 5B 0. 5) ; C 组: 自行

分离混合芽孢菌; D组:河北水产 EM 菌。

1. 2. 3. 2  吸附挂膜

在上述各塑料桶内分别放入 4只经清洁海水浸

泡并清洗干净的竹球,使微生物自行在竹球上挂膜。

室温 20~ 22 e ,不通气, 自然光照, 溶液不搅动,挂膜

时间为 4 d( 96 h)。

1. 2. 3. 3  降解实验
取出已有菌膜的竹球,用清洁海水轻轻冲洗后,

放入人工配制的污染海水中( 5 L /桶) , 每桶 4 只竹

球,进行水质污染降解效果比较。实验在室内进行,

自然光照,不通气,室温 20~ 22 e , 每 48 h 进行一次

水质主要参数检测。各组分别设 3个平行组。空白

组为不加竹球的人工配制污染海水。

1. 2. 3. 4  后续实验
为检验降解效果的持久性, 于各组竹球放入污

染海水中 25 d后, 进行水质主要参数的测定。

1. 3  固定化微生物工艺参数与降解效果的
深入研究

1. 3. 1  材料
竹球同 1. 2. 1; 微生物制剂同 1. 1. 2。

1. 3. 2  实验步骤
1. 3. 2. 1  吸附挂膜

挂膜母液制备同 1. 2. 3. 1。挂膜操作同1. 2. 3. 2,

挂膜时间分别为 2、4、6 d。

1. 3. 2. 2  水质污染降解
按不同挂膜时间分别取出已有菌膜的竹球 4只,

轻轻冲洗后放入人工配制的污染海水中( 5 L/桶)。实

验在室内进行,自然光照,不通气,室温 20~ 22 e , 每

48 h 进行一次水质主要参数检测。各组设 3个平行

组。空白组为不加竹球的人工配制污染海水。

2  结果与讨论

2. 1  不同载体固定化微生物的效果比较研究

不同载体吸附微生物后对污染海水的降解效果
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见图 1。图1中数据为 3个平行组测定结果的平均值。

图 1  不同载体吸附微生物后对污染海水的降解效果

 Fig . 1  Deg radat ion effect s on aquacultur e sew age w ater o f

the microbe adso rbed by differ ent mat erials

由上述结果可以看出, 将吸附有益微生物后的

不同载体放入污染海水中后,各项污染指标均有不

同程度的降低, 说明微生物已吸附到载体上并保持

原有活性。但是同等面积下的不同载体材料, 降解

效果有显著差异。以 72 h 测定结果为例,氨氮含量

竹片组由 0. 76 降至 0. 20 mg/ L , 而网片组为 0. 44

mg/ L, 波纹板组为 0. 60 mg / L ; 亚硝酸氮含量竹片

组由 0. 25降至0. 05 mg / L ,而网片组为 0. 12 mg/ L,

波纹板组为 0. 16 mg/ L; COD含量竹片组由7. 84降

至 4. 16 mg/ L ,而网片组为 5. 49 mg/ L, 波纹板组为

6. 04 mg / L。可见竹片组的降解效果最佳, 网片次

之,波纹板较差。原因可能与材料的表面吸附性能

有关。故选择竹片进行后续实验。

2. 2  固定化微生物的水质处理效果与工艺

初步研究

各组不同处理的水质污染降解效果见表 1及图

2。竹球处理水质 25 d后各组水质指标见表 2。图 2

和表 2中数据均为 3个平行组测定结果的平均值。

由实验结果可以看出, 经竹球吸附固定化后的

不同微生物制剂的降解效果有显著差异, 水产肠乐

宝的降解效果明显优于其他组。另外, 使用前活化

与否,其降解效果并无显著性差异,这与作者在另文

所发现的在水体中直接使用时的状况有所不同。

随着固定化微生物在水体中放置时间的延长

(近 1个月) , 各组微生物对水体污染指标仍有较好

的降解作用。尤其是原先效果不明显的 C、D 组, 降

解作用明显加强。

表 1  各组不同处理对水质污染指标消除率

Tab. 1  Elimination ratio of indicators for water pollution by

diff erent treatments

组别 时间( h)
消除率( % )

NH 4-N NO 2-N COD

原始水样 48 0. 00 2. 00 1. 94

96 0. 85 6. 00 1. 94

144 0. 85 0. 00 0. 65

A 48 63. 5 93. 2 0. 00

96 3. 80 6. 80 23. 1

144 0. 00 0. 00 15. 3

B 48 50. 0 78. 8 0. 00

96 11. 0 21. 2 19. 0

144 4. 20 0. 00 17. 3

C 48 17. 8 29. 2 0. 00

96 1. 70 4. 80 7. 99

144 5. 10 0. 40 4. 75

D 48 14. 0 23. 6 0. 00

96 3. 40 1. 60 7. 56

144 3. 00 4. 80 7. 76

注:氨氮、亚硝酸氮和 COD 去除率的计算方法: 若原先浓度为

A,经过一定时间分别变为 A1、A2、A3,, 则去除率分别为: ( A -

A1) / A、( A1- A2) / A、( A2- A3) / A ,,依此类推。

图 2 挂膜竹球对污染海水的降解情况

 F ig . 2  Degradation effects o f microbes absorbed by bam-

boo ba lls on sew age sea water
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表 2 竹球处理水质 4 d与 25 d后各组水质指标

Tab. 2  Indicators of the sewage water by bamboo ball treat-

ment after 4 and 25 days

组别
pH

质量浓度( mg/ L )

NH 4- N NO2-N COD

4 d 25 d 4 d 25 d 4 d 25 d 4 d 25 d

A 7. 30 7. 37 0. 385 0. 31 未检出 0. 029 2. 85 2. 64

B 6. 96 7. 20 0. 41 0. 32 未检出 0. 027 2. 95 2. 73

C 7. 33 7. 39 0. 89 0. 35 0. 16 0. 01 4. 04 3. 18

D 7. 36 7. 37 0. 94 0. 31 0. 18 0. 01 3. 92 2. 83

2. 3  固定化微生物工艺参数与降解效果的

深入研究

根据以前的固定化微生物研究文献报道, 微生

物在海水中自然挂膜至少需要 21 d, 且一般需要作

用温度在 30 e , pH7~ 8, 曝气条件下才能起到对有

机物的降解作用。而本实验利用人工筛选的高浓度

微生物制剂强化挂膜, 在较低的条件下起到了较为

明显的作用。推测与微生物菌种、母液浓度和附着

材料等均有一定关系。

表 3 不同挂膜时间对水质污染指标消除率

Tab. 3  Elimination ratio of indicators for water pollution of

different adsorption times

组别 时间( h)
消除率( % )

NH 4-N NO2-N COD

原始水样 48 - 1. 72 0. 00 0. 18

96 - 3. 45 - 7. 14 1. 06

144 0. 00 0. 00 - 0. 53

192 1. 72 7. 14 - 0. 35

挂膜 2 d 48 14. 2 25. 3 16. 6

96 40. 0 64. 7 29. 7

144 1. 70 2. 00 6. 18

192 10. 0 0. 70 7. 42

挂膜 4 d 48 65. 0 90. 6 32. 2

96 - 5. 00 - 0. 70 16. 7

144 2. 50 0. 70 15. 0

挂膜 6 d 48 59. 2 92. 6 37. 7

96 1. 70 0. 00 14. 8

144 0. 83 0. 70 9. 48

  由污染降解效果看,挂膜 4 d的竹球降解效果明

显优于 2 d的,而与挂膜 6 d的竹球效果接近。综合

效果与时间考虑, 4 d 应是较为理想的挂膜吸附时

间。结果见表 3及图 3。图 3和表 3 中数据均为 3

个平行组测定结果的平均值。

挂膜后竹球在水体中的持续作用时间或有效期

限,以及更为有效的微生物制剂组合筛选等有待进

一步研究。

图 3  挂膜 2, 4, 6 d 的竹球对污染海水的降解情况

F ig . 3 Degradation effects of bamboo balls on sewage sea w ater

w ith different microbe adsorption times of 2, 4, 6 days

3  结论

与已有的研究相比, 以前研究多为实验室效果

研究,未考虑实用工艺流程, 另外对于包埋法的研究

较多[ 1, 7, 9~ 13] , 多数技术工艺相对复杂, 效果不易稳

定,实际应用于水产养殖存在一定障碍, 而已有报道

中吸附法研究所选择的一些载体, 从污染降解效果

评价,不如本研究。另外, 上述研究多为针对单一菌

株的研究[ 1, 10~ 12] , 尚无直接选用商品化复合微生物

制剂的报道。对于本研究选定的竹球作为吸附材

料,仅有一例报道, 但其属于实验室内研究,是将竹

球作为填料装柱后,采用自然挂膜培养方式, 未采用

生物强化方式进行固定化, 21 d方能达到稳定, 氨氮

去除率 50%, 且对 COD去除效果不佳[ 14] 。而本实

验利用筛选的复合微生物制剂进行生物强化, 所需

时间仅为数天,对氨氮、亚硝酸盐、COD的降解效果

显著高于前述报道。

本研究从适合中国水产集约化养殖实际出发,

尝试建立固定化微生物方式, 选择适宜的商业化微

生物制剂,并确定以操作方式简便、技术要求低的吸

附法为主,对可适宜于海水养殖的几种附着材料进

行了效果比较, 最终选定价格价廉、使用寿命长、附
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着效果好的竹球作为固定化材料。通过多项研究,

初步建立了吸附固定化有益微生物的各项工艺参

数,建立了可操作性强的工艺流程。为实际应用于

中国的集约化水产养殖打下了基础。
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Abstract: An ef fective, cheap and pract ical method to improve w ater quality w as developed by bioaugment-

at ion and immobilized-m icrobe. Af ter the microbe w as adsorbed by dif ferent materials including plastic net ,

ripple plate and bamboo ball, their deg radat ion ef fects on artif icial aquaculture sew age w ater w ere compared

and bamboo ball w as the ideal material. The opt imum microbial preparat ion concentr at ion and adsorpt ion

time as w ell as the durat ion in w ater w ere also invest ig ated. Thus the suitable m icrobial pr epar at ions and

the opt imized technolo gic parameter s w ere obtained.

(本文编辑: 梁德海)

5


