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致嗅放线菌的分离培养及其致嗅代谢物的测定
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摘　要 : 为研究放线菌代谢致嗅物质的影响因素 ,对典型的致嗅放线菌进行分离和培养.分别采用液体培养

基和固体培养基对放线菌进行培养和分析 ,同时利用气相色谱质联联用仪 ( GC - MS)对培养过程代谢嗅味

物质进行定性和定量分析.经过分离和鉴定 ,能代谢嗅味物质二甲基异莰醇 (M IB )和土臭素 ( geosm in)的典

型菌种是淡黄链霉菌 (又名放线菌 5460) ,发现培养方式、培养基组分、培养基中溶解氧、培养温度等都会影

响放线菌的代谢嗅味物质的种类和质量浓度.目标菌在液体培养和平板培养时均产生嗅味物质 ,但种类有所

不同 ,在液体培养时只产生 geosm in,而在平板培养则检测出 M IB和 geosm in. GC - MS谱图分析发现有其他

嗅味物质如苯甲醇和 2 -甲基莰烷 ,它们很可能是水体另外臭味物质的产生源.
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Isola tion and cultiva tion of actinom ycetes causing T&O s and

detection of its m etabolized T&O com pounds
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Reuse, Tongji University, Shanghai 200092, China, E2mail: lxyhit@ sina. com)

Abstract: To research the factors affecting A ctinom ycete on p roducing T&O s, one A ctinom ycete was isolated

from the soil. By isolation, separation and cultivation, S reptom yces f laveolus ( also named A ctinom ycetes

5460 ) that p roduced M IB and geosm in was obtained from soil. By using liquid medium and solid medium,

A ctinom yceteswere cultivated in mass and the metabolic p roducts of T&O s in the medium were detected by GC

- MS. The results showed that culture phases, composition of culture medium, dissolved oxygen and tempera2
ture all affected the amount of metabolized T&O compounds. GC - MS results showed that the taste and odor

compounds were different in liquid medium and in p lates. There was geosm in in liquid medium, and both M IB

and geosm in were detected in the p late culture. Furthermore, other compounds were found, such as benzyl al2
cohol and 2 - methylbornane, which are possibly other taste and odor sources of drinking water.
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　　嗅、味已成为世界各国给水处理中普遍存在的

一个问题 ,日益引起人们的重视 [ 1, 2 ]
.一般认为水体

中的臭味物质主要来源于微生物的代谢 [ 3 - 5 ] ,水体

中放线菌是产生土霉味的代表 ,如 geosm in就是放

线菌产生的次级代谢产物 ,放线菌是一类与人类关

系非常密切的微生物 ,有关放线菌的分离方法在国

内外已有大量文献报道 ,但都存在着抑制剂以及特

异放线菌的选择性分离问题 [ 6 ]
.为了进一步研究水

体典型嗅味物质如 M IB、geosm in的来源及其在水

体生长繁殖过程代谢致嗅物质的变化 ,对土壤中的

放线菌进行分离培养 ,考察培养基、培养条件等对



代谢致嗅物的影响因素 ,为预防和控制实际饮用水

源中的嗅味污染提供参考.

1　实　验

111　仪器与材料

O lympus BHS显微镜 (日本 ,奥林巴斯 ) ; Olym2
pus PM - 10 ADS全自动相机 (日本 ,奥林巴斯 ) ;超

声波发生器 (上海超声波仪器厂 ) ;电热恒温震荡培

养箱 (DHZB - 500,上海跃进医疗器械厂 ).

112　放线菌的分离、筛选、放大培养

采用稀释法分离 ,利用重铬酸钾抑制真菌和

细菌的生长.将采集的土样在室温条件下风干 10

～20 d后 ,再将 1 /10土壤悬浮液于 40 ℃和 pH =

7的条件下 ,加 6%酵母膏和 5 mmol/L磷酸缓冲

液 ,震荡 20 m in,用水稀释至 1 /100.然后用平板

稀释法将菌接在高氏 1号琼脂 [ 7 ]
+重酪酸钾的平

板培养基上 ,培养 7 d后挑菌分离 ,将成熟的放线

菌单株菌及时转接到改良高氏 1号培养基 ( I号

培养基 )和 II号培养基 ( II号培养基仅将 I号培

养基的营养琼脂换成琼脂粉 )斜面上 ,再继续放

大培养 ,培养时间为 6～20 d,培养温度为 30 ℃.

113　嗅味物质的测定方法

嗅味物质采用嗅味阈值和 GC /MS两种方法

进行测定.嗅味阈值法 :在规定培养时间 ,不同人

员进行直接嗅味测定 ,取平均值. GC /MS法 :将不

同培养时间的样品 ,用移液管取一定量重蒸过的

CH2 Cl2溶剂加入到培养皿中 ,盖好 ,浸渍 2 m in,

将培养皿中的 CH2 Cl2倒入犁形瓶中 ,重复数次 ,

当接近梨形瓶的有效容积时 ,用 KD浓缩器浓缩

至 1 mL,通过 GC - MS进行定性和定量测定 [ 8 ] .

2　结果与讨论

211　抑制剂重铬酸钾最佳质量浓度的确定

　　从表 1可以看出 ,培养基中加入重铬酸钾的

质量浓度从 5 mg/L变化到 150 mg/L时 ,放线菌

菌落数大致保持在同一个水平 ,而细菌菌落数和

真菌菌落数显著下降. 当重铬酸钾质量浓度为

250 mg/L和 300 mg/L时 ,虽然细菌和真菌的生

长得到了抑制 ,但放线菌的出菌率也大为下降 ,对

放线菌的出菌分离结果影响显著.所以 ,抑制剂重

铬酸钾的质量浓度定为 200 mg/L较为适宜.最后

将平板培养基中抑制剂重铬酸钾确定为 200 mg/

L,其他成分不变.

212　放线菌菌落形态的观察

　　放线菌的菌落形状很容易与其他微生物区

分 ,这是因为放线菌能产生大量的基内菌丝 ,并伸

入培养基内 ,而气生菌丝又紧贴在培养基的表面

交织成网 ,菌落生长比较牢固 ,不易挑取.菌落起

初比较光滑如发状缠绕 ,当气生菌丝长出孢子后 ,

就成为各种颜色的粉状菌落 ,与细菌有明显的差

异.初期筛选出的菌种中分离出致嗅放线菌菌株 ,

链霉 菌 属 中 的 淡 黄 链 霉 菌 放 线 菌 5460

( S reptom yces f laveolus ) ,将其作为目标菌种 ,其

显微镜形态见图 1.从图中可以看到其菌落特征 :

基丝发育良好、气丝丰茂 ,产生成长链的孢子气丝

黄色 ,孢子丝松螺旋形 ,不产生黑色素 ,孢子带毛

发.由图 2～4的菌落特征图可以看出 ,菌落正面

为白色 ,表面的孢子较少 ,比较干燥 ,菌落相对来

说较大 ,十分不易挑起 ,菌落背面呈黄色.比较固

体培养基和液体培养基菌落特征 ,发现固体平板

培养基表面菌落微发灰色 ,表面干燥 ,并且表面有

大量孢子 ,成明显粉末状 ;两种固体培养基菌落特

征也有部分差异 ,这可以从图 3, 4看出.

表 1　不同质量浓度重铬酸钾下平板培养放线菌分离结果

ρ(重铬酸钾 )

mg·L - 1
放线菌
个·皿 - 1

细菌
个·皿 - 1

真菌
个·皿 - 1

50 65 60 8

150 67 58 7

200 54 2 0

250 15 1 0

300 21 0 0

图 1　链霉菌显微图 ( S reptom yces f laveolus )

图 2　液体培养基菌落形态 (20 ×40)

　　图 2为液体培养的形态图.在培养液中形成

了大量的分枝菌丝体 ,但培养基液不混浊 ,通常基

丝发育良好、气丝丰茂 ,产生长链的孢子 ,菌丝体

相互缠绕成颗粒状 ,均分散在培养基底部.在培养
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基中还有一些游离的、小的白色带分支的毛状菌

体 ,菌丝整体为纯白色.通过显微镜检 ,发现菌丝

体长链孢子相互缠绕 ,孢子表面带毛发.在液体培

养过程中还发现 ,菌种培养的前期 ,培养基呈无色

透明.在培养大约 12 d以后 ,培养基变成黄色的

澄清液体 ,这与该菌种的生理特性相符合 ,其代谢

出的黄色素导致培养基颜色变化.

图 3　固体培养基 ( I)菌落形态

图 4固体培养基 ( II)上菌落形态

213　代谢产物嗅味物质 GC - M S测定

对前期分离出的放线菌在平板培养时的代谢

产物进行 GC - MS测定 ,从图 5可以看出 ,在平板

培养皿中有嗅味物质 M IB和 geosm in的存在 ,其

中 M IB的质量浓度比 geosm in的高很多.实际水

体中有报道 M IB在嗅味发生的高峰期质量浓度

比其他 4种嗅味物质 ( Geosm in、IPMP、IBMP、

TCA )均高出 10～100倍 ,可能是放线菌代谢出

M IB的量要比 geosm in大 [ 10 ] .

对在液体培养和平板培养 GC - MS测定结果

进行分析 (图 6) ,发现放线菌除了产生典型土霉

味嗅味物质 M IB和 geosm in外 ,还检测到其他嗅

味物质 ,结果见表 2.

图 5　放线菌在液体培养基中代谢产物的 GC - MS质谱图

图 6　固体培养基 ( II)浸提液的 GC - MS谱图

　　从这些结果可以看出 ,放线菌生长过程中产

生很多含氮化合物 ,这些含氮化合物嗅阈值较高 ,

对水体臭味贡献相对较小.在平板和液体培养时 ,

放线菌的代谢产物种类不大相同 ,但都有代谢产

物 geosm in.利用 GC - MS分析平板培养菌体的代

谢产物 ,一共检测到 14种物质 ,除了 M IB和 geos2
m in外 , 2 -甲基莰烷代谢也很旺盛 ,它可能是另

一种产生土霉味的物质.另外 2 -甲基 - 2 -莰

烯、1氢 -环戊烷 [ 1, 3 ]环丙烷 [ 1, 2 ]苯等也可以

发出很强烈的气味.在液体培养时检测到 14种物

质 ,除了常见的 geosm in外 ,同时又检测到了另一
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种典型嗅味物质苯甲醇 ,它也是放线菌代谢的土

霉味特征性物质.对在培养中产生的其他物质 ,很

可能与放线菌的致嗅污染有关. Tsuchiya
[ 9 ]等人

对 O scilla toria F. Granu la ta进行分离培养 ,也发

现了不同培养基可以产生不同浓度的嗅味物质

M IB和 geosm in.

表 2　不同培养方式中放线菌代谢产物 GC - M S检测结果

编号 平板培养代谢产物名称 液体培养代谢产物名称

1 4, 6, 6 -三甲基 -双环 [ 3, 1, 1 ]庚 - 3 -内 - 2 -酮 2, 4 -二羟基 - 2, 5 -二甲基 -呋喃 - 3 -酮

2 2 -甲基茨烷 苯酚

3 2 -甲基异茨醇 (M IB) 2, 3 -二羟基丙酮

4 2 -甲基 - 2 -茨烯 四氢噻唑

5 3, 4, 5 -三羟基苯酰肼 苯甲醇

6 1 - (乙酰氨基 ) - 2, 6 -二羟基吡啶 4, 6 -二羟基 - 5 -甲基嘧啶

7 N -乙基 - N -苯基 -甲酰胺 3, 5 -二羟基 - 6 -甲基 -吡喃 - 4 -酮

8 十氢 - 3, 5 -二羟基 - 6 -甲 - 2 -萘甲醇 2 (3H) -呋喃 - 2 -酮

9 丙酸 - 2 -苯酰肼 2 -丙烯肼

10 土味素 ( geosm in) 土味素 ( geosm in)

11 十氢 -α,α, 4a -三甲基 - 8 -亚甲基萘甲 - 2 -醇 1 - (2, 3, 6 -三甲基苯 ) - 3 -丁烯 - 2 -酮

12 1 -乙烯八氢 - 7a -甲基茚 吲哚甲基醋酸

13 1氢 -环戊烷 [ 1, 3 ]环丙烷 [ 1, 2 ]苯 1, 2, 3, 5, 7 -五甲基吲哚

214　影响代谢嗅味物质质量浓度的因素

对目标菌种进行大量培养 ,在不同培养时间

进行观察.接种 24 h后 ,平板培养基上有少量浅

灰的菌落 ;接种 72 h后 ,培养皿中有土霉味出现 ,

辨出较难 ,培养皿中土霉味逐渐增强 ,培养基的背

面呈现土黄色 ; 144 h时土霉味达到最大 ,其菌落

形态变化详见表 3.

表 3　不同培养时间菌体的生长情况

培养时间 / h 结果

24 少数孢子萌发

48 部分萌发的孢子分化出营养菌丝

72 少数营养菌丝长出气生菌丝

96 多数营养菌丝长出气生菌丝

120 部分气生菌丝分化出螺旋状的孢子丝

144 大部分气生菌丝分化形成孢子丝

　　为了考察不同培养条件下各种臭味物质的代

谢绝对强度 ,对几种典型嗅味物质的进行了定量

分析.从图 7可以看出 ,在液体培养时产生的嗅味

物质 geosm in随时间变化趋势与平板培养时一

样 ,但在培养的前 10 d没有检出 geosm in,在 20～

25 d的培养液代谢出的 geosm in明显比 15～20 d

少 ,主要原因是在接种后 15 d左右达到了放线菌

生长的对数期 ,也是产生 geosm in的旺盛时期 ,因

此在控制实际水体的嗅味物质时 ,必须在放线菌

的对数生长期加以控制.同时可以看出 ,培养 10 d

几乎没有嗅味物质产生 ,当培养超过 10 d后两种

嗅味物质逐渐升高 ,到第 25 d M IB和 geosm in的

浓度分别达了 200 ng/L和 130 ng/L.

图 7　不同培养时间放线菌产生 M IB和 Geosm in的量

　　放线菌是否会产生异臭 ,取决于水中溶解氧

含量 (DO)多少 [ 10, 11 ]
.直接控制 DO比较困难 ,在

试验中通过改变摇床中的摇速来控制锥形瓶中培

养液溶解氧量 ,进而分析不同培养条件下对嗅味

物质产生的影响.在培养箱摇床的培养液有嗅味

产生 ,同样条件下没被震荡的就没有嗅味 ,因此培

养基中溶解氧的高低直接影响着放线菌嗅味物质

产生.培养液产生的嗅味强度不同 ,嗅味强度随震

荡强度增加而增加.嗅味强度高 ,水中的溶解氧含

量也大 ,更加验证了前面提到的结论.在震荡强度

为 80 r/m in时 ,水中 DO为 4172 mg/L ,嗅味强度

为 1级 ; 200 r/m in时 , DO为 7123 mg/L ,嗅味强

度为 5级.其中蒸馏水的 DO为 7146 mg/L.可以

说明 DO值大小决定放线菌产嗅与否 , DO越高 ,

产生的嗅味物质越多.

从表 4可明显看出 ,温度为 25 ℃和 35 ℃时
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抑制了放线菌生长.温度过低 ,菌体无法摄取足够

能量 ,无法进行充分繁殖生长 ,代谢出的嗅味物质

也会受到严重影响 ;温度过高 ,菌体代谢旺盛 ,溶

解氧不足 ,菌体大量死亡 ,使厌氧菌大量繁殖 ,导

致培养基发出异臭 (非土霉味 ).温度过高或过低

都会抑制放线菌正常生长 ,温度为 30 ℃时放线菌

最佳 ,不仅菌种繁殖旺盛 ,培养基液澄清 ,对嗅味

物质代谢也旺盛 ,这时菌液已有很强的土霉味.

表 4　温度对菌体嗅味强度的影响

t /℃ 菌种长势 嗅味强度 /级

20 菌体很少 ,培养基几乎没什么变化 0

25 菌体生长较好 ,菌量较少 ,培养基澄清 1

30
菌体生长旺盛 ,菌量多 ,菌体呈

颗粒状分散 ,培养基澄清
4

35
培养基变浑浊 ,目标菌种大量

死亡 ,内有大量霉菌
腐臭

3　结　论

1)抑制剂重铬酸钾的质量浓度从 5 mg/L变

化到 150 mg/L时 ,放线菌菌落数大致保持在同一

个水平 ,而细菌菌落数和真菌菌落数显著下降 ,抑

制剂重铬酸钾的质量浓度定为 200 mg/L时是最

佳浓度.

2)液体培养和固体培养 ,以及培养基的成分

的差异致使放线菌的菌落形态具有一定的差异 ,

但都有致嗅代谢物质的产生 ,这些代谢产物中除

了常见的 M IB和 geosm in外 ,还有其他嗅味物质

如苯甲醇、2 -甲基 - 2 -莰烯 2, 3 -二羟基丙酮、

2 -甲基 - 2 -莰烯、四氢噻唑、1 - (乙酰氨基 ) -

2, 6 -二羟基吡啶、4, 6 -二羟基 - 5 -甲基嘧啶、

N -乙基 - N -苯基 -甲酰胺、3, 5 -二羟基 - 6 -

甲基 -吡喃 - 4 -酮等 ,这些物质也可能是饮用水

源中的异嗅物质的来源.

3)培养时间、温度、振荡强度、溶解氧浓度等

都是影响放线菌代谢致嗅物质的浓度的重要影响

因素.对分离出放线菌培养 10 d几乎没有嗅味物

质产生 ,当培养超过 10 d后两种嗅味物质逐渐升

高 ,到第 25 d M IB和 geosm in的质量浓度分别达

到 200 ng/L和 130 ng/L.
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