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摘要 从石油污染的土集中分离到 � 株能利用非离子表面活性剂 � �住� 和 � �
一

�� 作为唯一碳源生长的细菌
�

这

� 株菌被定名为假单胞杆菌 �� �尸““�

�
� �� 和 � � �七�左� �

�

最适于这 � 株菌利用非离子表活剂 � � � � 的培养

条件是乙酸胺作为氮源
, � � �

,

�� ℃
� 添加少� 葡萄糖能促进表活剂的降解

�

降解速率的研究表明
,

当 � �住� 的

初始浓度为 �� �� �� � � 时
,

�� 号菌和 � 号菌都能在 � 周内将其去除 �� �
,

并在 � 周内将其去除 ��  
�

�� 号菌的

休眠细胞能在州 �
,

�� ℃和细胞浓度 �湿重� �。。�� ��� 的条件下
,

在 �
�

� � 内将同样初始浓度的 � � �卜� 降解

�� �
�

关工调 假单吃杆菌 �� �和翻凌洲�
� ��

,

�‘如以勿 台
,

非离子表活剂 � �住�
,

��
一

��
,

生物降解
�

最近的研究表明
,

非离子表活剂能乳化包

气带中的石油烃
,

增强其迁移能力
,

从而增加

烃类污染物与微生物接触的机会
,

提高其生物

可用性�� � 它还能增强微生物细胞膜的通透性
,

从而加快石油烃的微生物降解图
�

但是
,

应用表

活剂促进徽生物对石油烃的降解
,

有可能引起

二次污染
�

美国肥皂和洗涤剂协会的 �
�

� ��
�

� � �
用半连续性活性污泥法研究了脂肪醇聚氧

乙烯醚类表活剂的生物降解
�

� � 内能将初始浓

度为 �� 一�� � � � � 的表活剂降解 �� � �� 
�

细菌

降解非离子表活剂鲜见报道
�

本实验研究了细

菌降解脂肪醇聚氧乙烯醚类非离子表活剂的能

力和条件
�

� 实验材料和方法

��� 菌种 试验用菌假单胞杆菌 �� ��� ��
�

�侧�
�� �和 �

� ��� ���� � 是 由中国科学院微生

物研究所环境微生物组从石油污染的土壤中分

离得到
�
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痕量
�

实验时

加入适量表 活剂作为碳源
�

� �� ℃湿热 灭菌 ��

� �� 备用
�

� � � 表活剂生物降解试验 生长 细胞
�

新

鲜培养物一环
,

接种于含 � � � � � � � � � � �
一 � 的

无机盐培养基中
,

�� ℃振荡培养 �� �
,

比浊测

定生长
�

休眠细胞 �
� �  ��� � � ����

�

取 � � � 培养

物
,

�� � � � � � 离心 � � � ��
,

收集细胞
�

用 � � �

的 �
�

� �� � �� � � 磷酸盐缓冲液洗涤 � 次
�

反应

时
,

向缓冲液加入浓度为 �� �� � � � � 的 � �。
� ,

一定菌体浓度下保温一定时间
,

测定反应液

中的表活剂含量
�

�� � 细菌生长量 的测定 使用 � �� 型分光

度计在波长 � �� � � 处测定培养液的 � � 值
,

以

测得的浊度表示菌体的生长量
�

��� 表面活性剂来源及测定方法 非离子

表活剂属脂肪醇聚氧乙烯醚类
,

商品名为 � ��
� 和 � �

一

� � � 阴离子表活剂属脂肪醇聚氧乙烯醚

硫酸脂钠盐型
,

商品名为� � �
�

� 种表活剂均由

天津助剂厂生产
�

以最大泡压法闭测出溶液的表面张力
,

据

此计算出溶液 中表活剂的含量
�

, 国家
“

八五
”

科技攻关项 目
� , 现在北京大学城市环境系
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�
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表 � 表活剂 � � �
�
� 对细菌生长的影响

� 结果与讨论

�
�

� 细菌利用表活剂的能力

��� 不同表活剂对细菌生长的影响 �见图 ��

� �住 � 浓度

� �� 
·
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图 � 不同表活剂对 � � 号细菌生长的影响

�
�

��
一
� � �

�

�� � � �
�

�� �

�
�

� 细菌降解非离子表活剂 � � �
一
� 的条件

�� � 氮源 以 � ��
一
� 为碳源

,

试验了几种

不同氮源对细菌降解利用 � ��
一

� 的影响
�

培养

基中含氮量为 � �� � � � �
�

图 � 所示为 �� � 培养

物中菌 的生长和表活剂剩余量
�

乙酸胺作为氮

源表活剂的降解最佳
,

�� 号菌和 � 号菌的生长

也最好
�

�

的

楼
��给
�

嚷碟买
业娜

������ ����
 

!∀‘。霉、00�州事名翻璐在含 1% 葡萄糖的培养基中
,

分别加入不同

浓度的 A E O
一
9

、

S A

一

20 和 A E S 3 种表活剂
,

测

定 48 h 培养液菌的生长情况
.
如图 1 所示

,

非

离子表活剂 A E O
一

9 和 SA
一

20 能促进 52 号菌的

生长
,

阴离子表活剂 A E S 抑制该菌的生长
.
当

A E O 一
9 和 SA

一

2 0 浓度为 30000 m g/L 时
,

5 2 号

菌的生长量增加了 27 % 和 20 %
,

然而
,

A E S 仅

为 3000 m g/L 时
,

52 号菌 生长的抑制率 已达

54%
.
可见

,

不同类型 的表活剂对细菌生长的

影响不同
.

(2) 2 株细菌对非离子表活剂 A EO
一

9 的利

用 观察以 A E O
一
9 为碳源的 72 h 培养液中 2

株细菌的生长(表 1)
,

可见 6号菌和 52 号菌都

能利用 A E O
一

9 为唯一碳源生长
.
当 A E O

一

9 浓

度为 10000一40000 m g/L 时
,

5 2 号菌的生长随

A E O
一

9 浓度增 加
,

当其浓度大 于 40000 m g /L

时
,

52 号 菌的生长才开始被抑 制
.
6 号菌利用

A E O
一

9 的能力较弱
,

生长较差
.
比较 2 株菌在

不同浓度 A EO
一

9 的生长量
,

6 号菌明显低于 52

号菌
.
但是

,

6 号菌在实验的 A E O
一
9 浓度范围

内
,

尚未观察到 生长 出现抑制的现象
.
结果表

明
,

菌株不同
,

对 A EO
一

9 的利用能力是不同的
.
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图 2 不同氮像对表活剂降解曹生长及表活荆去除形响

细菌生长
: a.

52 号菌 b
.
‘号,

表活剂剩余t
:c.

52 号菌 d
.
6 号菌

(2 ) 温度和 pH 72 h 静止培养条件下
,

观

察温度对降解菌生长的影响
.
2 株菌的最适生

长温度都是 30 ℃
,

在 29一37 ℃都能良好生长
,

5一15 ℃也能观察到生长
.
生长温度范围较宽

.

表 2 结果表明
,

6 号菌和 52 号菌生长和表

活剂降解的最适初始 pH 分别是 9 和 7
.
当初始

pH 逐渐增高时
,

6 号菌的生长和表活剂去除都

逐渐提高
.
72 h 后

,
6 号菌培养液的终 pH 有明

显下降
.
表 明在利用 A E O

一

9 时
,

6 号菌对其降

解较不完全
,

产生较多酸性中间代谢产物
,

本

实验中 6号菌初始 pH 为 9 时
,

利于该菌生长与

降解 A E O
一

9

,

是培养过程中大量产酸所致
.
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表 2 初始 pH 对衰活剂降解菌生长和表活剂去除的影响

初始 pH 最终 pH 菌生长(O D 460
n m )

6 号 52 号 6 号 52 号 6 号 52 号

0 40

表活剂剩余量/mg
·

L
一 ’

6 号 52 号

4250 3457

3257 3260

2701 1764

2499 2381

2381 2654
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(3 ) 充氧量 以摇 瓶装液 量不同的方法
,

测验了充氧量对表活剂降解的影响
.
如图 3 所

示
,

52 号菌在摇瓶装液量为 25 m l时生长最好
,

随装液量增多充氧量降低
,

该菌的生长减弱
,

降解表活剂的能力亦下降
.
6 号菌在装液量为

50 m l时
,

生长最好
,

表活剂去除率亦高
.
装液

量为 25 m l或 75 m l时
,

菌的生长及表活剂去除

皆比装液量为 50 m l时差
.
表明 52 号菌对氧的

需求多于 6号菌
.
在实际应用中

,

若混合使用这

2 株菌
,

可以适应较广泛的环境供氧状态
.

独利用它作为碳源和能源
,

又能与葡萄糖共代

谢完成降解
.
加入低浓度葡萄糖后

,

降解菌数

量的增多
,

提高了表活剂 A EO
一

9 的去除率
.
但

是
,

若易降解底物葡萄糖浓度过高
,

则不 利于

表活剂的降解
.

0。 5

0

.

4

0
0

.

1 0

.

2 0

.

3
0

.

4 0

.

5

葡萄糖浓度/%

图 4

2
.
3

补充葡萄糖对表活剂降解菌生长及表活剂降解的影响

细菌生长
: b

.
52 号菌 d

.
6 号菌

表活剂剩余量
: a. 6 号菌

c.
52 号菌

叫l曰
:
E、ooorx暇夺解买舰案

,幼,‘,二�“�血UnU

�￡‘O军、00�邓州g扭界

装液t /m l

细菌降解非离子表活剂 A E O
一
9 的能力和

速率

图 3 供氧量对表活剂降解菌的生长及表活剂降解的影响

细菌生长
: a. 52 号菌 d

.
6 号菌

表活剂剩余量
: b

.
52 号菌

c. 6 号菌

( 4 ) 有机物对菌降解表活剂的影响 实验
、

发现
,

加入适量葡萄糖后
,

菌的生长和表活剂

的去除率都有提高(见图 4)
.

培 养 3 d 观察到 的结 果 显示
,

添加 10 00

m g/L 葡萄糖对降解表活剂 A EO
一

9 最为适宜
.

如果葡萄糖的添加量增 至 3000 m g /L
,

尽管菌

的生长仍继续增 多
,

表活剂去除率却不能同时

提高
.
可见

,

这 2 株菌在降解表活剂时
,

既能单

(l) 生长细胞的降解速率 在以上选择的

最适降解条件下
,

连续测定了培养过程中菌的

生长和表活剂剩余量的变化
.
2株菌利用 A E O

-

9 作为碳源生长的速度是不同的(见图 5)
.
52 号

菌在培养初期生长较快
,

培养 15 d 时达到最大

生物量后菌体浓度开始下降
.
6 号菌培养 15 d

时其生物量仅为最大值的一半
,

30
d 时观察到

最大生物量
.
与生物量的变化相对应

,

观察到

当初始浓度为 5000 m g/L 时
,

A E O

一
9 去除 50 %

的时间
,

52 号菌为 4 d
,

6 号菌为 8 d
.
经过 2 周

的培养 2 株菌的表活剂去除率均能达到 85 %
,
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培养时间延至 4 周
,

则它们的表活剂去除率分

别为 95 % 左右
.
在培养的初始阶段

,

6 号菌的降

解速率低于 52 号菌
,

培养 JZ d 时 2 者持平
,

30

d 时其对表活剂的降解率略高于 52 号菌
.
实验

表明
,

6 号菌降解 A E O
一

9

,

需要一个较长的驯化

过程
.

浓度为 1000 m g/L 与 200 m g/L 时
,

培养 15 d

后的去除效果如表 3 所示
.
6 号菌和 52 号菌不

仅能有效地降解非离子表活剂
,

也能降解非离

子和阴离子表活剂混合配水
.
培养 15 d 时

,

52

号菌降解表活剂多于 6 号菌
,

混合使用 2 株菌

的去除率略高于分别单独使用它们
.

一书
-

~ 一今一一
~,a .

表 3 细菌降解表活剂混合配水的效果

菌株
菌生长

(O D 460 nr。)

表活剂剩余量

/m g
·

L
一 1

去除率

/%

52

6 + 52

0
.
8 263 79

0.8 95
.
3 92

0
.
9 83 93

。20。 次,
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6 9 12 15 18 21 24 27 30

t/h

图 5 表活剂降解菌的生长和表活剂的去除

a. 未接种细菌对照 细菌生长
: b. 52 号菌号菌 e. 6 号菌

镶活剂剩余t
: d
.
52 号菌

。
.

6 号菌

( 2) 休眠细胞的降解速率 在最适反应条

件下
,

测定了 52 号菌休眠细胞的降解速率
.
在

pH 7 ,

3 0 ℃和菌体浓度 (湿重)为 200 m g/m l 的

条件下
,

该菌休眠细胞能在 6
.
s h 内

,

将初始浓

度为 5000 m g/L 的 A E O
一
9 降解 60% (见图 6)

.

3 结论

(1 ) 假单胞 菌 52 号 (尸
3己
记onz ~

52) 和

W
ee七ella 6 能利用非离子表活剂 A EO

一
9 和 SA

-

20 作为唯一碳源生长
.
52 号菌利用 A E O

一

9 的

能力 高于 6 号 菌
.
当 A E O

一
9 浓度超过 40000

m g/L 时
,

52 号菌的生长才受到抑制
,

6 号菌在

A E O 一
9 浓度达

.
50 00 0 m g/L 时

,

尚未观察到 明

显地抑制生长现象
.

(2) 最适降解条件为生长细胞 pH 7
,

30
℃

,

乙酸胺作为氮源
.
添加适量葡萄糖能促进表活

剂的降解
.
休眠细胞的降解条件与生长细胞相

似
,

反应的细菌细胞浓度(湿重)为 20 0 m g/m L

(3 ) A E O
一

9 初始浓度为 5000 m g/L 时
,

生

长细胞可以在 4一s d 内将其降解 50 %
,

15 d 降

解 85 %
,

30
d 降解 95 %

.
休眠细胞可以在 6

.
s h

内
,

将同样初始浓度的 A EO
一
9 降解 60 %

.

:‘\。。。工X。
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