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摘要:为了降低微生物诱导碳酸钙沉淀(MICP)的成本,研究了工业级的牛骨蛋白胨掺量、大豆蛋白胨掺量、氯化钠掺量、尿素

掺量对培养１６h的巴氏芽孢杆菌微生物OD６００值和脲酶活性的影响.利用响应曲面法优选工业级培养基的最佳配比.对最佳

配比下的菌液进行微生物OD６００值和脲酶活性检测.将培养１６h的菌液与不同浓度的胶结液反应,对两者反应的碳酸钙生成量

进行测定,并对碳酸钙晶体进行扫描电子显微镜(SEM)分析.结果表明:最佳配比为牛骨蛋白胨２５g/L、大豆蛋白胨７．５g/L、
工业氯化钠５g/L、工业尿素２２．２g/L及纯水１０００mL.该配比下培养１６h的巴氏芽孢杆菌菌液的OD６００值为１．６７２,脲酶活

性为０．０３７mmol/(L􀅰min),均在预测值误差之内,结果具有可行性.两种培养基下的胶结生成的碳酸钙量相差不大,且工业级

培养基菌液的胶结效果强于分析纯培养基菌液.研究结果可为 MICP的工程大范围应用提供一个成本较低的培养基配比方案.
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Abstract:Inordertoreducethecostofmicrobiallyinducedcarbonateprecipitation (MICP),theeffectsofindustrialＧgrade
bovineboneproteinpeptonedosages,soyapeptonedosages,sodium chloridedosagesandureadosagesonthe microbial
quantityOD６００ valueandureaseactivityofSporosarcinapasteuriiculturedfor１６hourswerestudied．Responsesurface
methodologywasusedtooptimizetheoptimalratioofindustrialculturemedium．AndthemicrobialquantityOD６００valueand
ureaseactivityofthebacterialsolutionundertheoptimalratioweredetected．Afterthebacterialsolutionculturedfor１６hours
reactingwithdifferentconcentrationsofcementingsolution,theamountofcalciumcarbonateproducedbythetworeactions
wasmeasured,andthecalciumcarbonatecrystalswasanalyzedusingscanningelectronmicroscopy(SEM)．Theresultsshow
thattheoptimalmediumratiois２５g/Lofbovineboneproteinpeptone,７．５g/Lofsoyapeptone,５g/Lofindustrialsodium
chloride,２２．２g/Lofindustrialurea,and１０００mLofpurewater．TheOD６００valueofSporosarcinapasteuriiliquidcultured
for１６hoursunderthisratiois１．６７２,andtheureaseactivityis０．０３７mmol/(L􀅰min),bothofwhicharewithintheprediction
error,indicatingfeasibilityoftheresults．Thecontentofcalciumcarbonategeneratedbycementationunderthetwomediais
notmuchdifferent,andthecementationeffectofindustrialＧgradeculturemediumbacterialsolutionisstrongerthanthatof
analyticalpureculturemediumbacterialsolution．TheresearchresultscanprovidealowＧcostmediumratioschemeforthe
largeＧscaleengineeringapplicationofMICP．
Keywords:Microbiallyinducedcarbonateprecipitation,IndustrialＧgradeculturemedium,Culture mediumratio,Response
surfacemethodology
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０　引言

传统的土体加固方法常采用水泥、石灰和化学

材料进行注浆加固,这些方法需要消耗大量的材料

和能源,还有可能导致生态系统受到破坏.在这一

背景下,微生物诱导碳酸钙沉积技术(Microbially
InducedCarbonatePrecipitation,MICP)由于具有

污染小等环境友好的特点,成为土体加固、污染物处

理等方面的研究热点.MICP的基本原理是尿素水

解酶例如巴氏芽孢杆菌,通过其自身的新陈代谢活

动将尿素水解成 CO２－
３ ,不断吸附溶液环境中的

Ca２＋ ,使其聚集在细菌细胞外表面,结合水解生成

的CO２－
３ 以细胞为晶核,在细菌周围析出碳酸钙结

晶[１].大量研究结果表明,利用微生物生化活动沉

淀产生的碳酸钙晶体可以将土壤颗粒黏结在一起,
从而大大增加土体的强度和刚度[２Ｇ４].

针对微生物诱导碳酸钙沉淀技术,国内外学者

开展了一些工程应用,并取得了较好的加固效果.
马锋玲等[５]在海南省三亚某码头进行了混凝土表面

修复防护试验研究.刘汉龙等[６]展了人工吹填岛礁

地基加固试验研究.GOMEZ等[７]开展了沙漠表面

原位覆膜防风蚀现场试验研究.刘璐等[８]用 MICP
技术对堤坝表层进行加固,成功地改善了表面砂的

力学性能.张越等[９]展了地下室防渗漏现场试验研

究.ZOMORODIAN等[１０]采用 MICP技术对地表

沙层表面进行喷雾处理.
虽然目前 MICP在工程中有不少应用,人们对

其加固机理有了深入的了解,但是在现有的研究中,
菌液培养基通常使用分析纯蛋白胨试剂,存在成本

较高的问题[１１].伴随着研究的不断深入以及大规

模普及的需要,材料成本的降低已成为一个不可忽

视的问题.OMOREGIE 等[１２]使用成本较低的工

业级蛋白胨和尿素代替分析纯蛋白胨和尿素,两者

的加固效果差异不大.陈文杰[１３]使用纯度较低的

大豆蛋白胨开展微生物生长曲线试验,结果表明,低
纯度大豆蛋白胨总量中的营养物质可满足微生物的

生长需求.刘世豪[１４]应用 MICP技术对盐渍土进

行加固,在配置培养基时不加入氯化钠,直接用盐渍

土里的盐分代替,仍有较好的加固效果.CUZMAN
等[１５]用肥料尿素替代分析纯尿素,对一个生长周期

内的细菌的数量和脲酶活性曲线进行测定,结果表

明,肥料尿素完全适合用作纯实验室级尿素的替代

品.以上的研究结果说明,选取成本较低的菌液培

养基所需的蛋白胨代替分析纯蛋白胨试剂是可

行的.
为了降低 MICP技术工程应用的成本,本研究

采用成本较低的工业级蛋白胨试剂和尿素代替分析

纯蛋白胨试剂和尿素配置巴氏芽孢菌液的培养基,
研究使用工业级试剂进行 MICP加固的可行性,探
析不同配比的工业级培养基的菌液活性,并利用响

应曲面法优选出最佳的工业级培养基配比.

１　试验材料

１．１　菌液

在微生物土体加固的研究中,常用的解脲细菌

为巴氏芽孢杆菌(Sporosarcinapasteurii).本试验

采用的菌种为巴氏芽孢杆菌,购自于中国普通微生

物菌种保藏管理中心,编号为 CGMCC１．３６８７.试

验采用的分析纯培养基配比见表１.

表１　分析纯培养基配比

Table１　Ratioofanalyticalpureculturemedium g/L

酪蛋白胨 大豆蛋白胨 氯化钠 尿素

１５．０ ５．０ ５．０ ２０．０

试验表明,采用该培养基可以获得较高的菌液

活性[１６].为了降低成本,本试验采用牛骨蛋白胨代

替分析纯酪蛋白胨,用工业级大豆蛋白胨、工业级氯

化钠和工业级尿素分别代替分析纯级大豆蛋白胨、分
析纯级氯化钠和分析纯级尿素.按目前的产品市场价

格估算,分析纯级培养基的原料成本约为４６０元/kg,
而工业级培养基的原料成本约为１１０元/kg,远低

于分析纯培养基.为了优选出最佳的工业级培养

基,参考分析纯级培养基的配比,拟定工业级的配比

为:牛骨蛋白胨１５g/L、大豆蛋白胨５g/L、工业氯

化钠５g/L、工业级尿素２０g/L、纯水１０００mL.
以此配比为基础开展单因素试验.

１．２　胶结液

胶结液为氯化钙和尿素的混合溶液,前期试验

表明,由１mol/L的分析纯尿素溶液和１mol/L的

分析纯氯化钙溶液按等体积混合而成的胶结液,与
菌液反应生成的碳酸钙有较好的加固效果[１７].

２　试验方法

２．１　菌液中微生物数量和活性检测

２．１．１　微生物数量检测

吸光度测试法是测定微生物数量的常见方法,
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其原理是用紫外分光光度计测定波长为６００nm 时

的菌液吸光度值(OD６００),可用待测菌液的吸光度

表征其生物量.
分析纯培养基的巴氏芽孢杆菌 OD生长曲线,

如图１所示.在培养６h之前,菌液中微生物OD６００

值增长较为缓慢;在培养 ６~１８h 期间,微生物

OD６００值呈几何式增长;在培养１８h之后,由于培养

基中的营养物质已被大量消耗,同时伴随细菌代谢

物的积累,从而导致细胞的分裂速度降低,微生物

OD６００值趋于稳定.

图１　分析纯培养基的巴氏芽胞杆菌OD生长曲线

Fig．１　ODgrowthcurveofSporosarcinapasteuriiin

analyticalpureculturemedium

２．１．２　微生物脲酶活性检测

巴氏芽孢杆菌在新陈代谢活动中产生的脲酶.
脲酶能够提高尿素水解的反应效率,加速碳酸根离

子和铵根离子的生成.分析纯培养基中巴氏芽孢杆

菌的脲酶活性生长曲线,如图２所示.由图２可以

看出,１４h之前,脲酶活性增加速率较为缓慢;１４~
２４h,脲酶活性增加速率加快,是细菌的生长区;２４
h之后,脲酶活性降低并趋向稳定.

图２　分析纯培养基脲酶活性生长曲线

Fig．２　Theactivitygrowthcurveofurease

inanalyticalpureculturemedium

上述试验结果表明,当生长至１６h时,课题组

所用分析纯培养基下的巴氏芽孢杆菌的细菌数量和

脲酶活性已经较为可观.因此本研究在后续的单因

素试验和响应面优化试验中只接取生长１６h的菌

液进行微生物OD６００值和脲酶活性检测.
２．２　最佳配比优选及验证

优选出最佳配比后,按该配比配置出液体培养

基,待菌液在培养基中扩培后,分别配置浓度为０．５,
１,１．５mol/L的胶结液,然向１０mL菌液中加入２０
mL胶结液,待完全反应后测定碳酸钙生成量.并

对生成的碳酸钙进行扫描电子显微镜(SEM)分析.

３　单因素试验与结果分析

３．１　工业级尿素掺量对微生物生长的影响

分别选取工业尿素掺量为１０g/L、２０g/L、３０
g/L、４０g/L、５０g/L、６０g/L,其他条件与表１中的

分析纯培养基配比相同,通过单因素试验考察工业

级尿素掺量对微生物生长的影响.如图３所示.
由图３可知,当工业尿素掺量为２０g/L时,微

生物OD６００值最高,之后OD６００值随着工业尿素掺量

的增加而降低;微生物脲酶活性则一直随着工业尿

素掺量的增加而降低,但尿素掺量为１０g/L和２０g/L
时,脲酶的活性相差很小.尿素浓度在一定范围内增

加,水解产生的铵根离子增多,促进微生物代谢,但铵

根离子过多,会抑制脲酶表达.综合考虑微生物

OD６００值和脲酶活性,将工业尿素掺量为２０g/L选为

多因素试验的工业尿素掺量中心点,选取工业尿素掺

量１０~３０g/L为响应曲面优化试验的适宜范围.

图３　工业尿素掺量对菌液OD６００值和脲酶活性的影响

Fig．３　TheeffectofindustrialureadosageonOD６００

andureaseactivityofbacterialsolution

３．２　牛骨蛋白胨掺量对微生物生长影响

分别选取牛骨蛋白胨的掺量为０g/L、５g/L、
１０g/L、１５g/L、２０g/L、２５g/L,其他工业级培养基

的成份配比与表１中的数量相同,单因素试验考察牛

１４２　张志军,等．基于响应曲面法的微生物矿化工业级培养基配比优选[J]．矿业研究与开发,２０２６,４６(２)．



骨蛋白胨掺量对微生物生长的影响.如图４所示.
由图４可知,微生物OD６００值随着牛骨蛋白胨

掺量的增加而提高,当牛骨蛋白胨掺量为２０g/L
时,微生物OD６００值最高,之后随着牛骨蛋白胨掺量

的增加而迅速降低,且下降幅度较大;微生物脲酶活

性的变化也和微生物OD６００值的变化趋势一样.蛋

白胨的功能在于供给微生物生长所需的氮源及营养

物质,牛骨蛋白胨掺量增大时,蛋白胨所供给的氮源

也随之增大,水解产生氨含量升高,从而对微生物造

成损伤,对脲酶活性表达产生抑制作用,使微生物活

性减弱,微生物繁殖速度减小,进而使微生物数量减

少.综合考虑微生物数量和微生物脲酶活性,将牛

骨蛋白胨掺量为２０g/L选为多因素试验的牛骨蛋

白胨掺量的中心点,选取牛骨蛋白胨掺量１５~２５
g/L为响应曲面优化试验的适宜范围.

图４　牛骨蛋白胨掺量对菌液OD６００值和脲酶活性的影响

Fig．４　Theeffectofbovineboneproteinpeptonedosageon
OD６００andureaseactivityofbacterialsolution

３．３　大豆蛋白胨掺量对微生物生长的影响

分别选取大豆蛋白胨的掺量为０g/L、２．５g/L、５
g/L、７．５g/L、１０g/L、１２．５g/L,其他工业级培养基的

成份配比与表１中的数量相同,通过单因素试验考察

牛骨蛋白胨掺量对微生物生长的影响,如图５所示.
由图５可知,当大豆蛋白胨掺量为１０g/L时,

微生物OD６００值和脲酶活性最大,掺量低于或高于

１０g/L时,微生物OD６００值和脲酶活性均有所降低,
但降低幅度相比牛骨蛋白胨掺量较小.大豆蛋白胨

对培养基的影响与牛骨蛋白胨一样,都是向微生物

提供氮源及营养物质,因此大豆蛋白胨掺量过大也

会使微生物OD６００值减少,脲酶活性降低.不同氮

源的产酶效果是不同的[１８],当大豆蛋白掺量过高

时,微生物OD６００值和脲酶活性的降低幅度相比牛

骨蛋白胨掺量较小.综合考虑微生物OD６００值和脲

酶活性,将大豆蛋白胨掺量为１０g/L选为多因素试

验大豆蛋白胨掺量的中心点,选取大豆蛋白胨掺量

为７．５~１２．５g/L为响应曲面优化试验的适宜范围.

图５　大豆蛋白胨掺量对菌液OD６００值和脲酶活性的影响

Fig．５　TheeffectofsoyapeptonedosageonOD６００

andureaseactivityofbacterialsolution

３．４　工业氯化钠掺量对微生物生长影响

分别选取工业氯化钠掺量为０g/L、２．５g/L、５

g/L、７．５g/L、１０g/L、１２．５g/L,其他工业级培养基的

成份配比与表１中的数量相同,通过单因素试验考察

工业氯化钠掺量对微生物生长的影响,如图６所示.
由图６可知,当工业氯化钠掺量为２０g/L时,

微生物OD６００值最高,之后随着工业尿素掺量的增

加而降低;脲酶活性的变化也和微生物活性变化趋

势一样.随着工业氯化钠掺量的增加,溶液中盐浓

度增大,盐析作用增强[１９],大量中和蛋白质颗粒上

的电荷,从而使溶液中蛋白质颗粒积聚而沉淀析出,
导致 微 生 物 生 长 所 需 的 营 养 物 质 降 低,微 生 物

OD６００值也因此下降.综合考虑微生物OD６００值和

脲酶活性,将工业氯化钠掺量７．５g/L选为多因素试

验工业氯化钠掺量的中心点,选取工业氯化钠掺量

５~１０g/L作为响应曲面优化试验的适宜范围.

图６　工业氯化钠掺量对菌液OD６００值和脲酶活性的影响

Fig．６　Theeffectofindustrialsodiumchloridedosage

onOD６００andureaseactivityofbacterialsolution
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４　响应面优化试验与试验结果分析

４．１　响应面优化试验

根据单因素试验结果,选取牛骨蛋白胨掺量２０
g/L、大豆蛋白胨掺量１０g/L、工业氯化钠掺量７．５
g/L、工业尿素掺量２０g/L为BoxＧBehnken组合试

验设计的中心点进行响应面优化试验,４个因素分

别用 A(牛骨蛋白胨掺量)、B(大豆蛋白胨掺量)、C
(工业氯化钠掺量)、D(工业尿素掺量)表示.以培

养１６h后的巴氏芽孢杆菌微生物OD６００值和微生物

活性作为评价指标,用 Minitab２０２２软件进行BoxＧ
Behnken组合试验设计,以期优选工业级培养基的

最佳配比.因素水平及编码见表２.响应曲面设计

方案与试验数据见表３.

表２　因素水平及编码

Table２　Factorlevelsandcode

水平
编码

牛骨蛋白
胨掺量A/

(g/L)

大豆蛋白
胨掺量B/

(g/L)

工业氯化
钠掺量C/

(g/L)

工业尿素
掺量D/
(g/L)

－１ １５ ７．５ ５．０ １０
０ ２０ １０．０ ７．５ ２０

１ ２５ １２．５ １０．０ ３０

表３　响应面试验设计及结果

Table３　Designandresultsofresponsesurfacetest

处理
组 A B C D OD６００值

Y１

脲酶活性Y２/
(mmol/(L􀅰min))

１ －１ 　１ 　０ 　０ １．５７５ ０．０２２

２ 　１ 　０ －１ 　０ １．５６２ ０．０１６

３ －１ 　０ －１ 　０ １．３９６ ０．０３２

４ 　０ －１ 　０ －１ １．６４９ ０．０３０

５ 　０ 　０ －１ －１ １．５７３ ０．０３６

６ 　０ 　１ 　０ 　１ １．７１７ ０．０２４

７ 　０ 　０ 　０ 　０ １．５６０ ０．０１６

８ 　１ －１ 　０ 　０ １．５９６ ０．０３２

９ －１ 　０ 　１ 　０ １．５９７ ０．０２４

１０ －１ 　０ 　０ －１ １．６２９ ０．０３０

１１ 　０ －１ －１ ０ １．５１０ ０．０３６

１２ 　１ 　０ 　０ －１ １．４５６ ０．０３６

１３ －１ －１ 　０ 　０ １．４０３ ０．０３６

１４ 　１ 　０ 　１ 　０ １．３８３ ０．０３４

１５ 　１ 　０ 　０ 　１ １．５９７ ０．０２０

１６ 　０ 　０ －１ 　１ １．６７２ ０．０２４

１７ －１ 　０ 　０ 　１ １．３７４ ０．０３４

１８ 　０ 　０ 　１ －１ １．４３２ ０．０３６

１９ 　０ 　１ 　０ －１ １．５３４ ０．０４２

２０ 　０ 　０ 　１ 　１ １．５０７ ０．０３８

２１ 　０ －１ 　０ 　１ １．６７１ ０．０３６

　　续表

处理
组 A B C D OD６００值

Y１

脲酶活性Y２/
(mmol/(L􀅰min))

２２ 　１ 　１ 　０ 　０ １．６７９ ０．０３４
２３ 　０ 　１ －１ 　０ １．５３８ ０．０３６

２４ 　０ 　１ 　１ 　０ １．５２７ ０．０３６
２５ 　０ －１ 　１ 　０ １．５７５ ０．０２２

２６ 　０ 　０ 　０ 　０ １．５６２ ０．０１６
２７ 　０ 　０ 　０ 　０ １．３９６ ０．０３２

由表３的结果可知,在２７组数据中,培养１６h
后,巴氏芽孢杆菌微生物的数量在１．３９６~１．７１７之

间,包含了分析纯的１．４９８;脲酶活性在０．０１６~
０．０４２ mmol/(L􀅰 min)之 间,包 含 了 分 析 纯 的

０．０１９４mmol/(L􀅰min).试验结果表明,工业级

培养基与分析纯培养基一样可以给巴氏芽孢杆菌提

供较好的生长环境.

４．２　回归方程及其方差分析结果

对表３数据进行处理,进行多元二次回归拟合,
得到回归方程:

Y１＝１．５７１３－０．０２６１A－０．００５９B＋０．０２２８C－
０．０９３２D－０．０１０８AB－０．０３６５AC＋０．００９０AD＋
０．０２０３BC－０．０３３２BD－０．０１６０CD＋０．０１１６A２＋

０．０２３８B２＋０．０１４６C２－０．０８７４D２

Y２＝０．０３４＋０．００３３３A＋０．００１６７B－０．０００８３C＋
０．００７１７D＋０．０００３３A２＋０．００１８３B２－

０．０００９２C２－０．００６９２D２－０．０００５AB＋０．００１AC－
０．００１５AD－０．００１BC－０．００１５BD－０．００１５CD

回归方程方差分析结果表明,微生物数量Y１和

脲酶活性Y２模型的F 值分别为３．８５、８．３７,P 值分

别为０．０１２、０．０００.P 值反映该因素的显著性,P≤
０．０１为显著项,F 值越大,对应因素对响应结果的

影响就越显著[２０Ｇ２１].这表明该模型的可靠性和拟

合程度高.Y１、Y２对应的决定系数(R２)与校正决定

系数(R２
adj)分别为R２＝０．９１８、R２

adj＝０．８０５和R２＝
０．９０７、R２

adj＝０．７９８,表明８０．５％的微生物数量变化

可由该模型进行预测,７９．８％的微生物脲酶活性可

由该模型进行预测.这两个二次回归方程拟合度

高、误差小.

４．３　多因素交互作用分析

响应曲面图和等高线图能够直观地反映出两种

因素交互作用对响应值的影响是否显著,根据回归

方程,做出响应面分析图,图７至图１２为多因素交

互作用对工业级培养基下的微生物数量的影响.图

１３至图１８为多因素交互作用对工业级培养基下的
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微生物脲酶活性的影响.

４．３．１　多因素交互作用对微生物数量的影响

由图７(a)可知,曲面坡度较陡,凹凸度较大,但
水平方向和竖直方向上最高点与最低点间的差距较

小,表明A 与B 的交互作用对微生物数量的影响较

小.由图７(b)可知,微生物数量随着牛骨蛋白胨掺

量(A)的变化幅大于大豆蛋白胨掺量(B)的变化幅

度,表明A 对微生物数量的影响要大于B 的影响.
由图８(a)可知,曲面坡度较陡,凹凸度大,竖直

方向上最高点与最低点间的差距极大,表明A 与C
的交互作用对微生物数量的影响较大.由图８(b)
可知,等高线分布较均匀,表明牛骨蛋白胨掺量(A)
和工业氯化钠掺量(C)对微生物数量的影响相差不

大,减少牛骨蛋白胨掺量或者增加工业氯化钠掺量

都能提高微生物数量.
由图９(a)可知,曲面坡度较陡,凹凸度较大,但

水平方向和竖直方向上最高点与最低点间的差距极

小,说明A 与D 的交互作用对微生物数量的影响较

小.由图９(b)可知,微生物数量随牛骨蛋白胨掺量

(A)变化的幅度小于随工业尿素掺量(D)变化的幅

度,表明A 对微生物数量的影响小于D 的影响.
由图１０(a)可知,曲面坡度较平缓,但凹凸度较

大,水平方向和竖直方向上最高点与最低点间的差

距较大,表明B 与C 的交互作用对微生物数量的影

响适中.由图１０(b)可知,微生物数量随大豆蛋白

胨掺量(B)变化的幅度小于随工业氯化钠掺量(C)
变化的幅度,表明B 对微生物数量的影响小于C 的

影响.
由图１１(a)可知,曲面坡度较陡,凹凸度较大,

水平方向上最高点与最低点间的差距较大,表明B
与D 的交互作用对微生物数量的影响较大.由图

１１(b)可知,微生物数量随大豆蛋白胨掺量(B)变化

的幅度小于随工业尿素掺量(D)变化的幅度,表明

B 对微生物数量的影响小于D 的影响.
由图１２(a)可知,曲面坡度较陡,凹凸度较大,

但水平方向和竖直方向上最高点与最低点间的差距

较小,表明C 与D 的交互作用对微生物数量的影响

较小.由图１２(b)可知,微生物数量随工业氯化钠掺

量(C)变化的幅度小于随工业尿素掺量(D)变化的幅

度,表明C 对微生物数量的影响小于D 的影响.

图７　牛骨蛋白胨掺量(A)和大豆蛋白胨掺量(B)对微生物数量的影响

Fig．７　Theeffectofbovinebonepeptonedosage(A)andsoyapeptonedosage(B)onmicrobialquantity

图８　牛骨蛋白胨掺量(A)和工业氯化钠掺量(C)对微生物数量的影响

Fig．８　Theeffectofbovinebonepeptonedosage(A)andindustrialsodiumchloridedosage(C)onmicrobialquantity
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图９　牛骨蛋白胨掺量(A)和工业尿素掺量(D)对微生物数量的影响

Fig．９　Theeffectofbovinebonepeptonedosage(A)andindustrialureadosage(D)onmicrobialquantity

图１０　大豆蛋白胨掺量(B)和工业氯化钠掺量(C)对微生物数量的影响

Fig．１０　Theeffectofsoyapeptonedosage(B)andindustrialsodiumchloridedosage(C)onmicrobialquantity

图１１　大豆蛋白胨掺量(B)和工业尿素掺量(D)对微生物数量的影响

Fig．１１　Theeffectofsoyapeptonedosage(B)andindustrialureadosage(D)onmicrobialquantity

图１２　工业氯化钠掺量(C)和工业尿素掺量(D)对微生物数量的影响

Fig．１２　Theeffectofindustrialsodiumchloridedosage(C)andindustrialureadosage(D)onmicrobialquantity
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４．３．２　多因素交互作用对脲酶活性的影响

由图１３(a)可知,曲面坡度平缓,凹凸度小,曲
面接近平面,表明A 与B 的交互作用对微生物数量

的影响较小.由图１３(b)可知,微生物脲酶活性随

牛骨蛋白胨掺量(A)变化的幅度大于随大豆蛋白胨

掺量(B)变化的幅度,表明A 对微生物脲酶活性的

影响大于B 的影响.
由图１４(a)可知,曲面坡度平缓,凹凸度小,表

明A 与C 的交互作用对微生物数量的影响较小.
由图１４(b)可知,微生物脲酶活性随牛骨蛋白胨掺

量(A)变化的幅度大于随工业氯化钠掺量(C)变化

的幅度,表明A 对微生物脲酶活性的影响大于C 的

影响.
由图１５(a)可知,竖直方向上最高点与最低点

间差距较大,曲面坡度较陡,凹凸度大,表明A 与D
的交互作用对微生物数量的影响较大.由图１５(b)
可知,微生物脲酶活性随牛骨蛋白胨掺量(A)变化

的幅度小于随工业尿素掺量(D)变化的幅度,表明

A 对微生物脲酶活性的影响小于D 的影响.

由图１６(a)可知,曲面凹凸度较大,但竖直方

向上最高点与最低点间的差距较小,表明B 与C
的交互作用对微生物数量的影响较小.由图１６
(b)可知,微生物脲酶活性随大豆蛋白胨掺量(B)
变化的幅度大于随工业氯化钠掺量(C)变化的幅

度,表明 B 对微生物脲酶活性的影响大于C 的

影响.
由图１７(a)可知,竖直方向上最高点与最低点

间的差距较大,曲面坡度较陡,凹凸度大,表明B 与

D 的交互作用对微生物数量的影响较大.由图１７
(b)可知,微生物脲酶活性随大豆蛋白胨掺量(B)变
化的幅度小于随工业尿素掺量(D)变化的幅度,表
明B 对微生物脲酶活性的影响小于D 的影响.

由图１８(a)可知,竖直方向上最高点与最低点

间的差距较大,曲面坡度较陡,凹凸度大,表明C 与

D 的交互作用对微生物数量的影响较大.由图１８
(b)可知,微生物脲酶活性随工业氯化钠掺量(C)变
化的幅度小于随工业尿素掺量(D)变化的幅度,表
明C 对微生物脲酶活性的影响小于D 的影响.

图１３　牛骨蛋白胨掺量(A)和大豆蛋白胨掺量(B)对微生物脲酶活性的影响

Fig．１３　Theeffectofbovinebonepeptonedosage(A)andsoyapeptonedosage(B)onmicrobialureaseactivity

图１４　牛骨蛋白胨掺量(A)和工业氯化钠掺量(C)对微生物脲酶活性的影响

Fig．１４　Theeffetofbovinebonepeptonedosage(A)andindustrialsodiumchloridedosage(C)onmicrobialureaseactivity
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图１５　牛骨蛋白胨掺量(A)和工业尿素掺量(D)对微生物脲酶活性的影响

Fig．１５　Theeffectofbovinebonepeptonedosage(A)andindustrialureadosage(D)onmicrobialureaseactivity

图１６　大豆蛋白胨掺量(B)和工业氯化钠掺量(C)对微生物脲酶活性的影响

Fig．１６　Theeffectofsoyapeptonedosage(B)andindustrialsodiumchloridedosage(C)onmicrobialureaseactivity

图１７　大豆蛋白胨掺量(B)和工业尿素掺量(D)对微生物脲酶活性的影响

Fig．１７　Theeffectofsoyapeptonedosage(B)andindustrialureadosage(D)onmicrobialureaseactivity

图１８　工业氯化钠掺量(C)和工业尿素掺量(D)对微生物脲酶活性的影响

Fig．１８　Theeffectofindustrialsodiumchloridedosage(C)andindustrialureadosage(D)onmicrobialureaseactivity

７４２　张志军,等．基于响应曲面法的微生物矿化工业级培养基配比优选[J]．矿业研究与开发,２０２６,４６(２)．



４．４　最佳配比预测

对微生物数量和脲酶活性进行响应优化,多响

应预测得出的工业级培养基的最优配比见表４.

表４　工业级培养基的最佳配比

Table４　OptimalratioofindustrialＧgradeculturemedium

g/L

牛骨蛋白胨 大豆蛋白胨 工业氯化钠 工业尿素

２５ ７．５ ５ ２２．２

在预测的工业级培养基最优配比下,培养１６h
后巴氏芽孢杆菌的微生物OD６００值和脲酶活性最优

结果见表５.

表５　微生物数量和脲酶活性最优结果

Table５　Theoptimalresultsofmicrobial

quantityandureaseactivity

响应量 预测值 误差

OD６００值 １．６３５ ０．０６９６
脲酶活性 ０．０３８mmol/(L􀅰min) ０．００３６

５　最优结果验证试验与分析

５．１　微生物生长曲线检测

将巴氏芽孢杆菌菌液按照４．４节预测的最优配

比进行调配,并检测出OD６００生长曲线,然后与分析

纯培养基对比,如图１９所示.由图１９可知,工业级

培养基下的菌液中微生物OD６００值和脲酶活性在培

养４~２０h之间快速增长,培养２０h之后趋于稳

定;培养至１６h时,工业级培养基菌液中微生物

数量和脲酶活性均高于分析纯培养基.此时,工业

级培养基菌液OD６００值为１．６７２,脲酶活性为０．０３７
mmol/(L􀅰min),均在预测值误差之内.这说明本

试验响应优化的配比结果具有可行性.

图１９　两种培养基下的巴氏芽孢杆菌微生物生长曲线

Fig．１９　MicrobialgrowthcurvesofSporosarcinapasteurii
ontwodifferentculturemedium

５．２　碳酸钙含量检测

分析纯培养基与工业级培养基处理试样的碳酸

钙生成量均随着胶结液浓度的提高而提高,如图２０
所示.由图２０可知,当胶结液浓度为０．５mol/L和

１mol/L时,分析纯培养基下的碳酸钙含量略低于

工业级培养基下的碳酸钙含量.当胶结液浓度为

１．５mol时,分析纯培养基下的碳酸钙含量略高于

工业级培养基下的碳酸钙含量.两种培养基下的碳

酸钙生成量相差不多,因此用成本更低的工业级培

养基代替成本较高的分析纯培养基是可行的.本试

验可以为 MICP的工程大范围应用提供一个成本较

低的培养基配比方案.

图２０　两种培养基下的碳酸钙生成量

Fig．２０　Calciumcarbonateproductionon
twodifferentculturemedium

５．３　扫描电子显微镜(SEM)分析

分析纯培养基与工业级培养基水溶液中碳酸钙

SEM 扫描电镜图像如图２１所示.从图２１可以看

出,菌液与０．５mol/L的胶结液胶结后,分析纯培养

基下生成的碳酸钙晶体为大小不一的球状结构,且
晶体分布较为松散;工业级培养基下生成的碳酸钙

晶体形状规则、粒径较小并形成较为致密的结构.
菌液与１mol/L的胶结液胶结后,分析纯培养基下

的碳酸钙晶体出现聚集,结构相对紧密,但聚集度不

如０．５mol/L的工业级培养基下生成的碳酸钙晶

体;工业级培养基下生成的碳酸钙晶体成团分布,聚
集度提高.菌液与１．５mol/L的胶结液胶结后,分
析纯培养基下生成的碳酸钙晶体出现小颗粒晶体附

着在大颗粒晶体表面上的现象,晶体聚集度较有所

下降;工业级培养基下生成的碳酸钙晶体的聚集度

也有所下降.通过SEM 分析可以得出结论:工业

级培养基与不同浓度胶结液的胶结效果强于分析纯

培养基.因此用成本更低的工业级培养基来代替成

本较高的分析纯培养基是可行的.
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图２１　各试验组碳酸钙晶体SEM电镜图片

Fig．２１　SEMimagesofcalciumcarbonatecrystalsineachexperimentalgroup

６　结论

目前 MICP研究中的培养基多使用分析纯试

剂,推广至大范围应用的成本较高.本文采用成本

低的工业级培养基替代分析纯培养基进行试验,得
出的主要结论如下.

(１)通过对多因素交叉作用分析结果可知,在本

试验范围内,４个因素对巴氏芽孢杆菌微生物OD６００

值的影响从高到低分别为:工业尿素掺量＞牛骨蛋白

胨掺量＞工业氯化钠掺量＞大豆蛋白胨掺量;对脲酶

活性的影响从高到低分别为:工业尿素掺量＞牛骨蛋

白胨掺量＞大豆蛋白胨掺量＞工业氯化钠掺量.
(２)根据响应曲面法中的Box－Behnken中心

组合原理,得到工业级培养基的最优配比为:牛骨蛋

白胨２５g/L、大豆蛋白胨７．５g/L、工业氯化钠５g/L、
工业尿素２２．２g/L及纯水１０００mL.培养至１６h

时,巴氏芽孢杆菌微生物数量为１．６７２,脲酶活性为

０．０３７mmol/(L􀅰min),均在预测值误差范围内,表
明本文建立的两个预测模型精度高、误差小.

(３)两种培养基下的巴氏芽孢杆菌与不同浓度

的胶结液胶结后生成的碳酸钙含量相差不大.通过

SEM 分析可知,工业级培养基与不同浓度胶结液的

胶结效果强于分析纯培养基.试验结果表明,用成

本更低的工业级培养基代替成本较高的分析纯培养

基是可行的.本试验可以为 MICP的工程大范围应

用提供一个成本较低的培养基配比方案.
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