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摘要：采用摇瓶发酵试验探讨了淀粉废水为原料制备微生物灭蚊剂的可行性。结果表明，无需任何预处理工序，淀粉废水可作为微生物灭蚊菌株（Bacillus thuringiensis subsp. israelensis 187菌株和Bacillus sphaericus 2362菌株）的优良发酵培养基。Bti 187和Bs 2362菌株能在淀粉废水（含固率2.5%）为唯一原料的培养基中正常生长发育，并且产孢产毒。Bti 187和Bs 2362在淀粉废水发酵42 h，活菌数分别可达7.5×108、4.5×108 CFU·mL-1；抗热性芽孢数分别可达5.1×108、2.7×108 CFU·mL-1，均显著高于常规LB培养基。与LB培养基相比，淀粉废水培养基有利于提高芽孢产率、缩短发酵周期。毒力测定表明，淀粉废水培养42 h的Bti发酵液对淡色库蚊和白纹伊蚊的LC50分别为0.78、0.87 µg·mL-1，淀粉废水培养42 h的Bs发酵液对淡色库蚊和白纹伊蚊的LC50分别为0.70、16.06 µg·mL-1，淀粉废水明显有利于Bti 187与Bs 2362菌株的产毒。本研究不仅为淀粉废水提供了高附加值的处置新途径，而且可显著降低生物灭蚊剂的生产成本，具有广阔的应用前景。
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淀粉废水是食品工业污染最严重的高浓度废水之一，以高COD、BOD为主要特征[1]。但它又是一种不含有毒物质的有机废水，所含有机物大多是可以再利用与回收的宝贵资源，例如玉米淀粉废水中的一般组分（g·kg-1）[2]：总糖为3 ~ 7，粗蛋白为21，固形物为50 ~ 100，粗纤维为20 ~ 30，脂肪酸为1 ~ 3；薯类淀粉废水中可溶性固形物的一般组成为（以干物质量计，g·kg-1）：蛋白质为330 ~ 410，总糖为350，有机酸为40，矿物质为20%。因此，对淀粉废水的处理应立足于资源化，着眼于变废为宝。目前，国内外常用的淀粉废水处理方法有如下几种：沉淀分离法[3]、化学絮凝法[4]、膜分离技术[5]、生物处理法（包括活性污泥法[6]、生物膜法[7]、生物糖[8]等）以及微生物转化法[9]。其中微生物转化法是最受青睐，它利用淀粉废水含有的丰富营养物质可支持菌体生长的特点，将之转化成单细胞蛋白等有用物质[10]。

球形芽孢杆菌（Bacillus sphaericus，简称Bs）与苏云金芽孢杆菌以色列亚种(Bacillus thuringiensis subsp. Israelensis，简称Bti)是当前杀灭蚊幼虫最有效、最具应用潜力的微生物灭蚊剂 [11]。它们对非靶标生物包括人畜安全（可用于饮用积水），同时也不破坏生态平衡和污染环境[12]。Bs与Bti灭蚊剂生产工艺是液体深层发酵，主要原料是黄豆饼粉、玉米粉、蛋白胨、牛肉膏、胨化牛奶等。目前，限制其大规模推广应用的主要因素有二：一是生产原料昂贵。Bti与Bs发酵的常规原料主要是黄豆饼粉、玉米粉、蛋白胨、牛肉膏、胨化牛奶等，造成产品价格较高，抵消了其作为生物灭蚊剂的优越性；二是发酵水平低。微生物灭蚊菌株，尤其是Bs在发酵中往往不能同步成熟（普遍报道只有48~72%的同步率），导致产品的杀蚊活性不高[13]。淀粉废水含有大量可被微生物利用的碳、氮、磷以及其它营养物质，若能作为发酵培养基生产Bt生物杀虫剂，不仅可为淀粉废水处理处置提供一条崭新的途径，而且可降低生物灭蚊的生产成本。

1  材料与方法

1.1  菌种

B. thuringiensis subsp. israelensis 187菌株与Bacillus sphaericus 2362菌株，均由中国科学院武汉病毒所袁志明教授提供。其中Bti 187菌株是我国学者王耀南1979年分离的对蚊幼高毒效菌株，系苏云金杆菌以色列亚种中国品系，Bs 2362菌株是WHO推荐的、广泛用于蚊幼虫生物防治的高毒力菌株。
1.2  培养基

LB固体培养基（g·L-1）：蛋白胨10.0，酵母膏5.0，NaCl 5.0，琼脂粉15.0，pH 7.0。用于平板计数与斜面保存。LB液体培养基：固体培养基成分中去除琼脂粉。用于制作接种物。
1.3  供试淀粉废水

供试淀粉废水采自河北省石家庄市某淀粉厂。该厂以红薯为原料，年产淀粉约2万吨，每天产生废水约3000 m3，理化性质见表1。

1.4  摇瓶发酵试验与发酵液生物毒效测定

接种物制备：斜面培养基中移取一环活化的Bti 187或Bs 2362斜面菌苔，分别接种于100 mL LB液体培养基（用500 mL锥形瓶盛装），于30 ℃ ± 1℃和200 r·min-1往复式摇床振荡，Bti培养10 h，Bs 培养10 h。预实验表明，此时它们处于对数生长期。

发酵试验条件：500 mL锥形瓶内盛100 mL污泥（含固率2.5%）培养基或LB培养基，移取2%（v·v-1）上述接种物。接种后于30 ℃ ± 1℃，200 r·min-1的往复式摇床培养42 h，每隔3 h 移取发酵液3 mL，测定pH、总菌数及活芽孢数。至42 h 发酵完成时用酸调节pH 至4.0~4.5，作为杀蚊毒效测定样品。

分析方法：活菌数（VC）与抗热芽孢数（VS）：在无菌条件下，将发酵液进行梯度稀释，取适宜稀释度的菌液涂布平板，于30 ℃恒温培养16~18 h 后计活菌数；对于活芽孢数，需将适宜稀释度的菌液于80 ℃水浴处理15 min，然后进行平板涂布培养计数，每平板菌落数在30~300内有效。芽孢与伴孢晶体采用苏云金芽胞杆菌菌体与晶体的区别染色法染色[14]，在光学显微镜下观察。

1.5  摇瓶发酵试验与发酵液生物毒效测定

接种物制备：斜面培养基中移取一环活化的Bti 187或Bs 2362斜面菌苔，分别接种于100 mL LB液体培养基（用500 mL锥形瓶盛装），于30 ± 1℃和200 r·min-1往复式摇床振荡，Bti培养10 h，Bs 培养10 h。预试验表明，此时它们处于对数生长期。

发酵试验条件：500 mL锥形瓶内盛100 mL污泥（含固率2.5%）培养基或LB培养基，移取2%（体积分数）上述接种物。接种后于30 ℃± 1 ℃，200 r·min-1的往复式摇床培养42 h，每隔3 h移取发酵液3 mL，测定pH、总菌数及活芽孢数。至42 h发酵完成时用酸调节pH至4.0~4.5，作为杀蚊毒效测定样品。

表1  供试淀粉废水的理化性质
Table 1  Physical-chemical properties of selected 
starch processing wastewater
	参数
	单位
	数值

	总固体

挥发性固体

悬浮固体

挥发性悬浮固体

pH

TOC

BOD

总COD

NH4+-N

PO43+-P

总P

总钙
	mg·L-1

mg·L-1
mg·L-1
mg·L-1
mg·L-1 

mg·L-1 

mg·L-1 

mg·L-1
mg·L-1 

mg·L-1 

mg·L-1 
	26100

21920

5490

2580

4.45

6412

14200

19890

396

62

2500

19800


分析方法：活菌数（VC）与抗热芽孢数（VS）：在无菌条件下，将发酵液进行梯度稀释，取适宜稀释度的菌液涂布平板，于30 ℃恒温培养16~18 h后计活菌数；对于活芽孢数，需将适宜稀释度的菌液于80 ℃水浴处理15 min，然后进行平板涂布培养计数，每平板菌落数在30~300内有效。芽孢与伴孢晶体采用苏云金芽胞杆菌菌体与晶体的区别染色法染色[14]，在光学显微镜下观察。

1.6  生物测定

按照WHO标准程序（1985）与Thiery等（1992）的方法进行生物测定[15]。试虫为淡色库蚊（Culex pipiens pallens）与白纹伊蚊（Aedes albopictus）二龄末至三龄初的健康幼虫。在直径为20 cm的白搪瓷碗中加入200 mL去氯离子水，每只碗中加25只健康蚊幼虫。取适量发酵液加入碗中，设5~6个稀释度，每个稀释度设三个重复。以相对应的不接菌培养基作为空白对照。25~28 ℃下培养48 h记录死亡虫数，并用Probit 软件计算出48 h的半致死浓度（LC50）。

2  结果与讨论

图1比较了Bti 187在淀粉废水（含固率2.5%）与LB常规培养基中的生长状况。从图1(a)可以看出，两培养基的pH值变化趋势相似，都是先稍微下降，而后持续缓慢升至约9.0。观察图1(b)与(c)可以发现，Bti 187菌种接入淀粉废水后，能很快适应复杂环境，并利用废水所含的营养物质迅速增殖，3 h内活菌数已由初始的5.5×106 CFU·mL-1增至5.5×107 CFU·mL-1，增加近10倍，说明Bti 187菌株在淀粉废水中的延滞期极短。至42 h发酵结束时，淀粉废水中活菌数为7.5×108 CFU·mL-1，比LB培养基的活菌数多1.3倍。两种培养基中芽孢形成的开始时间比较一致，但淀粉废水更适合产孢，芽孢的形成速度远远高于LB培养基。在18 h时淀粉废水中抗热性芽孢数基本达到峰值，42 h时发酵液中芽孢数达到3.8×108 CFU·mL-1，芽孢产率为68%。此时LB发酵液中芽孢数为3.7×107 CFU·mL-1，芽孢产率仅为11.2%。由于杀蚊的主要活性物质伴孢晶体的合成是与芽孢的形成紧密相联的过程，因此有理由相信，淀粉废水是一种适宜Bti 187产毒的培养基。
图2显示了Bti 187在淀粉废水中培养24 h后芽孢与伴孢晶体的形态。可以看出，24 h时芽孢与伴孢晶体完全形成，但伴孢晶体未脱落。至42 h时晶体已完全释放，晶体大小不一，形态不规则。
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图1  Bs2362在淀粉废水和LB培养基中pH(a)，
活菌数(b)及活芽孢数(c)的变化规律
Fig. 1  Variation of pH (a), viable cell count (b) and 
        viable spore count (c) of Bti 187 in two media
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图2  Bti 187在淀粉废水中培养24 h (×1600倍)的状态
Fig. 2  Light micrograph of Bti 187 produced from 
starch wastewater for 24 h
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图3  淀粉废水和LB培养基中pH(a)，活菌数(b)及
活芽孢数(c)的变化规律(Bs 2362)
Fig. 3  Variation of pH (a), viable cell count (b) and viable 
spore count (c) of Bs 2362 in two media
表2显示了在淀粉废水中发酵42 h的Bti 187菌株对淡色库蚊与白纹伊蚊的毒效。从表2可以看出，无论是对淡色库蚊还是白纹伊蚊，发酵液的毒效都较LB培养基的高出10倍以上。其中，对淡色库蚊的LC50为0.78 µg·mL-1，对白纹伊蚊的LC50为0.70 µg·mL-1，折合成抗热芽孢数的LD50分别为0.398×103 细胞·mL-1、0.357×103 细胞·mL-1。实验证明，淀粉废水培养基有利于Bti 187产孢和产毒，大幅度提高了其对蚊幼虫的毒性。

表2  Bti 187菌株在淀粉废水和LB培养基中的生长特性及其毒效
Table 2  Growth characteristics of Bti 187 and toxicity produced from starch wastewater and LB against two mosquito species
	培养基
	活菌数/(CFU·mL-1)
	芽孢数/(CFU·mL-1)
	芽孢产率/%
	淡色库蚊
	
	白纹伊蚊

	
	
	
	
	LC50/(µg·mL-1)
	95%置信限
	
	LC50/(µg·mL-1)
	95%置信限

	废水LB
	7.5×108

3.3×108
	5.1×108
3.7×107
	68.0

11.2
	0.78

11.19
	0.68~0.88

9.69~12.97
	
	0.70

12.01
	0.59~0.77

10.49~12.40


图3比较了Bs 2362在淀粉废水与LB常规培养基中的生长进程。从图3(a)可以看出，两培养基的pH都表现出持续缓慢上升的趋势，这种上升主要是由于氮代谢过程引起的。观察图3(b)与(c)可以发现，Bs 2362菌株在淀粉废水中生长的延滞期极短，增殖迅速，9 h时活菌数就达到最高值6.2×108 CFU·mL-1，之后菌数有所下降，但下降幅度远低于LB培养基。在LB培养基中，24 h活菌数达6.5×108 CFU·mL-1，但发育同步性差，24 h抗热芽孢数仅为2.1×108 CFU·mL-1，芽孢产率仅为32.3%，说明使用昂贵的合成培养基并不一定能获得较多的抗热芽孢数。而在2.5%的淀粉废水中，12 h抗热芽孢即开始大量形成，至27 h最高值7.6×108 CFU·mL-1，之后仅有缓慢下降。

图4为Bs 2362菌株在淀粉废水中培养18 h后的SEM照片。可以清楚看到，此时既有微椭圆形芽孢，也有鼓槌状的孢子囊与少量杆状营养体。
表3显示了在淀粉废水中发酵42 h后Bs 2362菌株对淡色库蚊与白纹伊蚊的毒效。从表3可以看出，发酵液对淡色库蚊的毒效远高于白纹伊蚊，两者的LC50分别为0.87 µg·mL-1和169.4 µg·mL-1，折合成抗热芽孢数的半致死剂量（LD50）分别为0.235×103 细胞·mL-1和45.8×103 细胞·mL-1。而LB培养基中，42 h的发酵液对淡色库蚊、白纹伊蚊的LC50分别为16.06 µg·mL-1和>300 µg·mL-1，折合成抗热芽孢数的半致死剂量（LD50）仅为0.675×103 细胞·mL-1与>12.6×103 细胞·mL-1。由以上分析可知，淀粉废水发酵液中抗热芽孢数较LB培养基高出5.4倍，并且LD50也远低于LB培养基的LD50。

3  小结

（1）淀粉废水是微生物灭蚊菌株（Bti 187和Bs 2362）的优良产孢产毒培养基。

（2）Bti 187菌株能在淀粉废水（含固率为2.5%）为唯一原料的培养基上正常生长发育，并产生抗热性芽孢与伴孢晶体。在30 ℃与200 r/min的往复式摇床培养42 h，发酵液中抗热芽孢数达5.1×108 CFU·mL-1，对淡色库蚊、白纹伊蚊的半致死浓度分别为0.78 µg·mL-1、0.70 µg·mL-1，其芽孢数、芽孢产率与杀蚊幼毒力都显著高于以蛋白胨、酵母膏等为组分的常规LB培养基。
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图4  Bs 2362在淀粉废水中培养18 h的扫描电镜照片
Fig. 4  SEM micrograph of Bs 2362 produced from 
starch wastewater for 18 h
（3）Bs 2362菌株能在含固率为2.5%的淀粉废水中正常生长发育，并产生抗热性芽孢与杀蚊毒素。经过42 h的振荡培养，污泥发酵液中抗热芽孢数达2.2×108 CFU·mL-1，比LB培养基中多5.4倍；淀粉废水发酵液的毒效要比LB的高出22.8倍，它对2~3龄淡色库蚊的半致死浓度分别为0.87 µg·mL-1，折合成芽孢的半致死剂量为0.235×103 细胞·mL-1。
（4）本研究不仅为淀粉废水的资源化处置提供了一条崭新的、有潜力的途径，而且可显著降低Bti 187与Bs 2362两种微生物灭蚊剂的生产成本。
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Bioconversion of starch processing wastewater to mosquito biolarvicides
by Bacillus thuringiensis subsp. israelensis and Bacillus sphaericus
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Engineering, Peking University//The Key Laboratory of Water and Sediment Sciences, Ministry of Education, Beijing 100871, China; 
4. College of Hydraulic and Electric Engineering, Heilongjiang University, Harbin 150086, China
Abstract: The suitability of using starch processing wastewater (SPW) as a novel medium for the production of Bacillus thuringiensis subsp. israelensis (Bti) and Bacillus sphaericus (Bs) was studied at the shake flasks level. Results indicated that the nutrients contained in SPW were sufficient for growth, sporulation and protoxin production of Bti and Bs. SPW at 25 g·L-1 solids content can produce higher viable cell count and spore count (5.1×108 CFU·mL-1 for Bti, 2.7×108 CFU·mL-1 for Bs) compared with commercial LB medium. The morphological observations revealed that the fermentation cycle of Bti and Bs could be shortened in this new medium. The levels of larvicidal activity against the larvae of Culex pipiens pallens and Aedes albopictus exhibited by SPW-grown Bti and Bs were significantly higher than those where the bacteria were cultured in the LB medium. This process provides solutions for safe SPW disposal and production of high-potency and low-cost mosquito biolarvicides.
Key words: starch processing wastewater; mosquito biolarvicide; Bacillus thuringiensis subsp. israelensis; Bacillus sphaericus
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