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除油生物表面活性剂产生菌的分离及其特性
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摘　要 : 为了对石油污染的土壤进行生物修复 ,从大庆油田油泥和油田污水中富集培养、分离得到 52株菌 ,

通过对各菌株的排油活性及表面张力实验 ,优选出菌株 B381、B101、B64和 C43 ,它们产生的表面活性剂的表面

张力较低 ,并且表面活性稳定. 对纯化的表面活性剂分析表明 ,表面活性剂的主要成分为脂肽类

(L ipopeptide) 、鼠李糖脂 ( R ham nolipid )、槐糖脂 ( S oph rolipids )及甘油酯类 ( Glyceride )化合物.用这 4株

菌的发酵液进行了油泥处理实验 , 72 h后石油去除率平均达 70%以上.与对照样品相比 ,石油去除率提高到

大约 7～9倍.
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Abstract: For the bioremediation of the oil polluted soil, the 52 isolates of bacteria were isolated from the oil

- mud and sewage from Daqing O ilfield by the enrichment culture. 4 isolates, named as B381, B101, B64

and C43, were selected by the degreasing activity and the surface tensility experiments. Their surface activities

of the biosurfactants were low and stable. It was shown that the main components of purified biosurfactants

were lipopep tide, rhamnolip id, sophrolip ids and glyceride compounds. The degreasing rate of oil and mud

treatment could reached at 70% averagely or even more by the fermentative liquids of the 4 isolates. Compa2
ring with the check, the degreasing rate was about 7 - 9 times.
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　　生物表面活性剂是天然表面活性剂的一种 ,

主要是指微生物在一定培养条件下产生的一些代

谢产物 ,分子结构具有严格的亲水和疏水基团 ,它

们除具有降低表面张力、稳定乳化液等特性外 ,还

具有无毒、自然生物降解、生态安全及高表面活性

和生理活性等优点 [ 1 ]
.

生物表面活性剂在石油的生物降粘、提高原

油采收率、重油污染土壤的生物修复等石油工业

和环境工程领域得到广泛应用 [ 2, 3 ]
,并引起各国

学者们越来越多的关注.

本研究在油泥和油田污水中筛选出产生生物
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表面活性剂的除油土著微生物 ,对除油微生物的

生理生化特性进行了分析 ,制备出生物表面活性

剂 ,并且利用富含表面活性剂的发酵液进行了油

泥处理室内实验 ,研究结果可为大规模的油田污

泥处理及石油回收提供借鉴.

1　材料与方法

111　培养基

细菌富集培养基 ( 1 L溶液 ) :硫酸铵 1 g,氯

化钾 0111 g,硫酸亚铁 218 ×10 - 3 g,磷酸二氢钾

0134 g,磷酸氢二钾 0144 g,硫酸镁 0105 g,酵母膏

0105 g,微量元素液 5m l,正烷烃 2 mL, pH7～715;

酵母和霉菌富集培养基 ( 1 L 溶液 ) :硫酸铵

016 g,磷酸二氢钾 013 g,磷酸氢二钠 012 g,硫酸

镁 0108 g,硫酸亚铁 01001g,氯化钙 0101 g,酵母

膏 0105 g,微量元素溶液 015 mL,正烷烃 4 mL,

pH6.

112　菌株富集和分离方法

菌源为大庆油田油水分离系统中三相分离器

内的油泥及大庆油田污水处理厂石油废水.

称取油泥 10 g,加入 90 mL无菌水 ,摇床上振

荡 2 h.取上清液及石油废水 10 mL接种到装有

90 mL富集培养基的摇瓶中 ,于 28 ℃、220 r/m in

的恒温摇床中振荡培养 3 d,以此摇瓶中的培养菌

液作为菌种 ,在同样条件下进行二次转接培养.将

二次培养的菌液做适当稀释 ,将不同浓度的稀释

液分别涂布在普通培养基中 ,选择生长较好的菌

株进一步在平板上划线纯化 ,挑取单菌落保存在

斜面培养基上.将斜面保存的菌株接种在摇瓶培

养液中 , 28 ℃、220 r/m in振荡培养 3～5 d,培养

基同富集培养基.

113　菌株的筛选、鉴定及生物表面活性剂的制备

分析方法

生物表面活性剂菌株的筛选依据排油活性实

验结果 ,排油性试验时 ,取一培养皿 ,加水后再加

011 mL橄榄油 ,在油膜中心加摇瓶发酵液 ,中心

油膜被挤向四周形成一圆圈 ,圆圈直径与表面活

性剂含量和活性成正比 ,测量圆圈直径大小 ,直径

> 3 cm的菌株保留做进一步研究 [ 4 ] .表面张力测

定方法为圆环法 ,采用山东淄博科森公司的 Auto

- tensiometer ZL - 2型表面张力测定仪.菌株鉴

定根据文献 [ 5, 6 ]进行.

制备生物表面活性剂时 ,取培养后菌株发

酵液 , 8000 r /m in离心 20 m in除菌体 [ 7 ]
;上清

液用浓 HC l调 pH至 210 ,出现絮状沉淀 , 4℃

静止过夜 , 10000 r /m in离心 30 m in收集沉淀 ;

用 pH210的酸水洗涤一次 ,随后将该沉淀溶于

N aOH溶液 ,使 pH为 710 ,冷冻干燥 ,得浅褐色

疏松状固体的表面活性剂粗品 . 将粗品置

NH2 C l2中抽提 ,后减压蒸干 ,稀 N aOH溶液溶

解 ,形成多泡液体 ;再用 W hatm an No. 4滤纸过

滤 ,滤液再次加 HC l调 pH至 210 ,将得到的沉

淀离心 ,真空干燥去除残留水分 ,即得成品 .生

物表面活性剂主要成分通过凝胶电泳、纸层

析、薄层色谱和气相色谱法进行分析 .

114　生物表面活性剂处理油泥室内实验方法

称取油泥 10 g,测定含油量 ,然后加入离心

(8000 r/m in, 20 m in)后的菌株 B381、B101、B64、C43

发酵液 100 mL,在 25～28 ℃下振荡 ,分别在 24、

48、72 h时取样 ,离心 ,测定泥渣含油量 ,每菌株

做 3次重复 ;用培养基做空白对照 (CK).

2　结果与讨论

211　生物表面活性剂成份分析及产生菌的分离

与筛选

从多达 100份的大庆油田油泥、石油污水样

品中 ,经过富集培养、平板分离 ,获得 52株菌.摇

瓶培养 ,发酵液离心 ( 8000 r/m in, 10 m in) ,取上

清液进行排油活性测定 ,圆圈直径 > 3 cm的菌株

有 10株.经过多次重复摇瓶培养 ,圆环法对发酵

液的表面张力测定 ,表面活性保持稳定 ,表面张力

较低的菌株有 4株 ,即 B381、B101、B64和 C43 ,见

表 1.

表 1　生物表面活性剂产生菌的筛选

菌株 排油圈直径 / cm表面张力 /mN·m - 1 菌株类型

B381 510 3616 细菌

B101 719 3417 细菌

B64 610 3512 细菌

C43 618 3419 酵母

212　生物表面活性剂成份分析及产生菌鉴定

对筛选到的 B381、B101和 B64菌株进行了形态

学和生理生化特征的研究 ,结果见表 2.参考相关

文献 [ 6, 7 ]
,确定三株菌分别为地衣芽孢杆菌 (Ba2

cillus licheniform is)、枯草芽孢杆菌 (Bacillus subti2
lis)和铜绿假单胞菌 ( Pseudomonas aeruginosa ).

C43从菌落形态和细胞形态上初步鉴定为酵母菌.

　　经聚丙烯酰胺凝胶电泳、气相色谱、薄层色谱

和纸层析分析 ,菌株 B381、B101、B64、C43提纯产物分

别 为 脂 肽 类 ( L ipopeptide )、鼠 李 糖 脂

( R ham nolipid )、槐糖脂 ( S oph rolipids )及甘油

酯类 ( Glyceride )化合物.
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表 2　生物表面活性剂产生菌的形态学和生理生化特征

特征 B381 B101 B64

革兰氏染色 + + -

需氧性 好氧 好氧 好氧

氧化酶 + + +

明胶液化 + + -

淀粉水解 + + +

硝酸盐还原 + + +

利用丙酸盐 + - -

葡萄糖分解 + + +

菌体形态

细胞呈直杆状 , (016 - 018) ×

(112 - 115)μm,单个或短链

排列 ;具圆端 ,周生鞭毛

运动 ;芽孢椭圆形 ,中生.

细胞呈直杆状 , (016 - 018) ×

(112 - 210)μm,单个或短链

排列 ;具圆端 ,周生鞭毛

运动 ;芽孢柱形 ,中生.

直或略弯曲的杆状 (016 - 018) ×

(114 - 210)μm,不成链 ,

极生鞭毛 ,能运动 ,不产生芽孢.

类型
地衣芽孢杆菌

B acillus lichen iform is

枯草芽孢杆菌

B acillus subtilis

铜绿假单胞菌

Pseudom onas aerug inosa

213　生物表面活性剂处理油泥效果

在油泥清洗实验中 ,加入菌株 B381、B101、B64、

C43发酵液 (其中富含生物表面活性剂 ) ,振荡培养

24h后 ,摇瓶中的泥、油、液体界面分离明显 ,大量

的浸出油漂浮在液面上 ,与对照样 (发酵培养基 )

相比 ,清洗后渣泥油量降低 ,去除率均达到 20%

以上.油泥清洗效果见表 3.由表 3可见 ,使用富

含生物表面活性剂的菌株发酵液处理油泥后 ,与

对照 (CK)相比 ,油泥中油的去除率显著提高 ,菌

株 B101和 C43在 48h的去除率达到 49133%和

47113% ,而 72h后去除率更高达 81169%和

80131%.总体上看 ,与对照相比 ,油去除率提高到

大约 7至 9倍.油去除率结果与表面张力大小变

化相关 ,表面张力较低 ,除油效果较好.

　　　　　　　　表 3　油泥清洗效果　　　　　%

发酵液 48 h油去除率 72 h油去除率

CK 5104 8136

B381 25167 62131

B101 49133 81169

B64 36142 71138

C43 47114 80131

3　结　论

1)在油泥和石油污水中可以分离得到产生

生物表面活性剂的微生物 ,在本研究实验条件下 ,

获得 B381、B101、B64和 C43菌株 4株 ,其产生生物表

面活性剂排油效果好、表面张力较低.

2) B381、B101、B64为细菌 ,分别属于地衣芽孢杆

菌 (B acillus lichen iform is)、枯 草 芽 孢 杆 菌

(B acillus subtilis)和铜绿假单胞菌 ( Pseudom onas

aerug inosa) , 而 C43为酵母菌.

3) 生物表面活性剂的成分复杂 ,主要成分为

鼠李糖脂、槐糖脂、甘油酯类和脂肽类化合物.

4) 本研究实验条件下 ,使用菌株发酵液处理

油泥样品 , 72h后油去除率达 6213%～8117% ,与

对照样品相比 ,油去除率提高到大约 7～9倍 ,除

油效果显著.
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