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摘要：从氧化沟含油污水中分离得到 " 株能产生物表面活性剂菌株 ’$（ !"#$%&’&()" ()*），经生理生化实验和

"$’ +,-.序列分析鉴定，’$ 为铜绿假单胞菌。红外光谱分析得知 ’$ 在代谢过程中能够产生糖脂类表面活性物质。

其临界胶束浓度（/0/）为 !#1234，可将水的表面张力由 5&1-31 降到 %%671-31。发酵液的表面张力和排油直径的

测定结果显示发酵液在不同的盐度、)8 和溶解氧量条件下，具有较稳定的表面活性。通过正交实验确定了优化培

养基条件为葡萄糖 "#2、尿素 !2、磷酸二氢钾 "2、微量元素液 &14、)8 96#、水 "###14；’$ 在优化培养基中合成生物表

面活性剂的产量为 #6"5%234。
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生物表面活性剂是由微生物产生的具有表面活

性的两性化合物。除具有降低表面张力、稳定乳化

液和发泡等与化学表面活性剂相同的特性外，还具

有一般化学合成表面活性剂所不具备的环境友好特

性。生物表面活性剂在医药、化妆品、洗涤剂和食品

等工业方面具有潜在的应用价值，此外在难降解有

机化合物如 C.8、C/Y(、石油烃的修复中，也具有重

要的作用［" \ !］。因此，近年来，生物表面活性剂受到

人们越来越多的关注。在石油污染的生物处理中，

石油降解菌利用石油为碳源而对其降解，为达到高

效生物降解，加入生物表面活性剂可以减小石油物

质与水溶液间的界面张力，增加石油的溶解性，使微

生物和石油更有效的接触，加速石油的生物降解［$］。

本文主要介绍了含油污水中生物表面活性剂产生菌

的筛选及生物表面活性剂的制备方法，并对生物表

面活性剂的一些理化特性进行了研究，以期为进一

步拓展其生物修复功能奠定基础。

< 材料与方法

<=< 实验材料

<=<=< 菌种来源：中石化广州分公司氧化沟含油污

水。
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!"!"# 试剂：原油，由中石化广州分公司提供；!"#
$%&’ 序列测定所用的酶和试剂由广东省微生物研

究所和上海英骏生物技术有限公司提供，其余试剂

均购自广州化学试剂厂。

!"!"$ 培养基及培养条件：营养培养基：葡萄糖 ()，
蛋白胨 *)，酵母粉 !)，+,-.(，水 !///01。

原油培养基：原油 !)，&,2&34 4)，5,*632 /.()，

5*,632 /.()，微量元素液 *01，+,-.(，水 !///01。

正交优化的产表面活性剂发酵培养条件：葡萄

糖 !/)，尿素 ()，5,*632 !)，微量元素液 *01，+, 为

7./，水 !///01，培养 278。

微量元素液：9)#32 /.2:，;<#32 /.!:，9=#32

/.!:，>?#32·-,*3 /.!:，;@;A* /.!:。

培养条件：4/B摇床振荡培养，转速 !"($C0D=。

!"# 实验方法

!"#"! 菌种的筛选和鉴定：将污水稀释后涂布于原

油培养基上，培养 4E F (E 后，观察平板上是否出现

乳化圈或噬油斑的菌落，将这些菌落在营养培养基

上分离、纯化、保种，得到菌株 #"，根据形态学观察C
生理生化实验和 !"# $%&’ 序列分析进行鉴定。

!"#"# !"# $%&’ 序 列 测 定：!将 #" 纯 培 养 物 于

"///$C0D= 离心 (0D= 后，收集菌体加入 *.-01 %&’
抽提 G<HH?$，充分悬浮，加入 */"1 !/0)C01 的蛋白酶

5，4-B振荡 4/0D=。#加入 /.401 */:#%#，混匀后

于 "(B恒温静置 *8，期间每 */0D= 上下颠倒几次，

"///$C0D= 离心 !/0D=。$将上清液转至离心管中，

加入等体积的氯仿I异戊醇（*2 J !，! C!）抽提 !/0D=，

于 "///$C0D= 离心 !/0D=。重复该步骤 4 次。%将上

清转至离心管中，加入 /." 倍体积的异丙醇，混匀，

室温 静 置 !8 后 于 !2///$C0D= 离 心 */0D= 收 集 粗

%&’。&沉淀的粗 %&’ 用 -/:冰乙醇轻轻刷洗，弃

刷洗液后晾干。’加入无菌超纯水溶解 %&’ 后用

核酸C蛋白分析仪于 &<KA?DK ’KDE 程序下测定。(
6;L 扩增反应程序：M2B(0D=；M2B !0D=，("B !0D=，

-*B *0D=，4/ 个循环；-*B，-0D=。)取 扩 增 产 物

!"1 电泳，于 NOP 凝胶成像系统分析结果。*将扩

增产物送上海英骏生物技术有限公司进行测序。测

序结果用 GA@QR 软件进行同源性比较。

!"#"$ 排油直径的测定［-，7］：在洁净培养皿中倒入

一定量的蒸馏水，然后滴加少量预热至 2(B的原油

均匀分散于水表面，使其形成一层薄的油膜，将发酵

液于 4-//$C0D= 离心 4/0D=，在油膜中央滴加一小滴

上清液，中心油膜被挤向四周形成排油圈，排油圈直

径与表面活性剂含量和活性成正比。测量其最大排

油直径，重复 4 次，取平均值。

!"#"% 表面张力的测定：采用金属环法测定上清液

的表面张力，仪器为 ST,UI!7/ 型界面张力仪。

!"#"& 发酵液乳化性能测定［M］：取等体积的发酵液

与原油剧烈振荡 !0D= 后，于室温条件下放置，在不

同时间测定两相体积变化。

!"#"’ 表面活性剂的提取及红外扫描：粗提：将 #"
的发酵液于 4-//$C0D= 离心 4/0D=，用氯仿C甲醇（* J
!，! C!）萃取上清液 * 次，若出现乳化层，则将乳化

层于 !*(//$C0D= 离心 (0D=，收集有机相在 22B旋转

蒸发，得到的固体物质为生物表面活性剂粗品。

精提：将粗品用少量水超声溶解后于 (///$C0D=
离心 !(0D=，取上清液加入等体积的甲醇 (///$C0D=
离心 !(0D=，将沉淀真空干燥，此为表面活性剂纯

品。取表面活性剂纯品用红外光谱扫描。

!"#"( 表面活性物质的定性分析：取表面活性剂粗

品进行 V1; 层析，以氯仿C甲醇C水（-/ J !/ J /.(，! C! C
!）为展开剂展开，用不同的显色剂显色：（!）茚三酮

显色剂：/.() 茚三酮溶于 !//01 的无水丙酮中，脂

肽显红色。（*）蒽酮显色剂：!) 蒽酮和 (01 硫酸溶

于 M( 01 的乙醇中，糖脂显黄色斑点。

!"#") 临界胶束浓度（;9;）的测定：测定不同质量

浓度表面活性剂溶液的表面张力，由表面张力浓度

曲线求得 ;9;。

!"$ 性能评价

分别考察不同盐度、+,、氧气量和培养时间对

发酵液排油直径和表面张力的影响。

!"% 碳、氮源对产表面活性剂的影响

分别利用葡萄糖、蔗糖、乳糖、石蜡、淀粉为碳

源，以蛋白胨为氮源，培养测量表面活性剂的产量。

分别利用尿素、硫酸铵、硝酸铵、氯化铵、蛋白胨

为氮源（初始量为 /.(:（" C"）），以葡萄糖为碳源，

接种 #" 培养 278，分别测量表面活性剂的产量。

确定产表面活性剂的最佳碳源和氮源。

!"& 产表面活性剂培养基的正交优化

用正交实验对培养基各成分进行优化，确定最

佳的产表面活性剂的最佳条件和各组分对产表面活

性剂的影响。
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! 结果与分析

!"# 菌种鉴定结果

根据生理生化实验结果（见表 !），初步鉴定 "#
为假单胞菌（!"#$%&’&()" $%&）。再将菌株 "# 的 !#"

’()* 测序结果与 +,-./-0 中的序列进行同源性比

较，发现 "# 与铜绿假单胞菌的同源性达到 11213。

因 此 确 定 "# 为 铜 绿 假 单 胞 菌（ !"#$%&’&()"
)#*$+,(&")）。

表 # 菌株的形态观察和生理生化特征鉴定结果

菌落形态 菌落颜色 菌形状 革兰氏 产芽孢 氧化酶
过氧化

氢酶
运动性

葡萄糖

利用

柠檬酸

盐利用

硝酸盐

还原
4&5 6& 7

边缘整齐，光滑，湿润 绿色透明 短杆状有鞭毛 8 8 9 9 9 氧化产酸 8 9 9 8

!"! 发酵液乳化性能

将发酵液与原油各 :;< 混合，振荡 !;=- 后，油

水形成均匀的乳化液，瓶壁不挂油。此时原油粘度

由原 来 的 !!>?;7/·$ 降 低 至 !1@;7/·$，降 低 了

:>2#A3，室温静置 >B，油水相略有分离，!#B 后，油

水相完全分离，此时，油相体积降低为 #;<，说明部

分原油已溶于发酵液，形成了长时间的微乳状液。

!"$ 发酵液性能评价

!"$"# 盐度对发酵液性能的影响：用 )/CD 将培养

基盐度分别调至 >EF<、GEF<、#EF<、:EF<、!HEF< 后培

养，考虑到原液中的表面活性剂的浓度已超过 C4C
值，故将发酵液稀释 ! 倍。室温下测定原液和 ! 倍

稀释液的表面张力和排油直径，由实验结果作表 >。

表 ! 盐度对性能的影响

盐度F（EF<）

发酵液原液 ! 倍稀释液

表面张力

F（;)F;）

排油直径

F;;
表面张力

F（;)F;）

排油直径

F;;

> ??21 !!H ?#21 :?

G ??21 !H@ ?A2A :H

# ?G2H !HH ?:2? A:

: ?G2! 1@ ?12: A?

!H ??21 1> GH2? AH

由表 > 中原液和稀释液的表面张力和排油直径

值可知，盐度对发酵液性能的影响很小，且在盐度小

于 #EF< 范围内比较稳定。盐度在 >EF< I !HEF< 范围

时，表面张力值随盐度的增加稍上升，而排油直径随

盐度的增加有轻微下降的趋势。盐度在 >EF< 时，表

面张力最小，排油直径最大，此时表面张力和排油直

径分别为 ??21 ;)F;、!!H;;。

!"$"! %J 值对发酵液性能的影响：将 %J 分别调至

#、A、:、1、!H 后培养 "#，室温下测定原液及 ! 倍稀释

液的表面张力和排油直径，实验结果如表 ?。

表 $ %& 值对发酵液性能的影响

%J

发酵液原液 ! 倍稀释液

表面张力

F（;)F;）

排油直径

F;;
表面张力

F（;)F;）

排油直径

F;;

# ?G2! !!H ?:2H :H

A ?G2H !!@ ?#2? :@

: ??21 !!? ?:2? A:

1 ??21 !!H G@2? #@

!H ?G2! 1H @H2> G>

表 ? 数据表明，在实验设定的范围内，培养基

%J 值的变化对原液的表面张力基本没有影响，排油

直径由 !!@;;（%J K A）下降至 1H;;（%J K !H）。将

发酵液稀释 ! 倍后发现 %J 在 A 左右时表面活性最

好，此时表面张力和排油直径 分 别 为 ?#2?;)F;、

:@;;。由此可知，菌株 "# 在 %J#2H I %J:2H 范围

时，培养基中生物表面活性剂的产量比较高。

!"$"$ 通氧量对发酵液性能的影响

测量不同溶解氧量条件下培养的原液和 ! 倍稀

释液的表面张力和排油直径，实验结果见表 G。

表 ’ 溶解氧量对发酵液性能的影响

溶解氧量F
（;EF<）

发酵液原液 ! 倍稀释液

表面张力

F（;)F;）

排油直径

F;;
表面张力

F（;)F;）

排油直径

F;;

?2# ?G2! !>> ?#2A :@

?21 ??21 !>: ?G2> 1H

G2H ??21 !G@ ??21 1A

G2? ?G2H !># ?#2! :A

@2# ?G2! !>> ?#2: :#

由表 G 可知，表面张力开始随通氧量的增加而

下降，但随后又随通氧量的增加而恢复到原水平；排
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油直径的变化趋势是先上升后下降恢复至原来水

平。发酵液性能的提高可能由以下原因造成：（!）微

生物在生长繁殖过程中需消耗氧气，足量氧气为微

生物分泌表面活性剂的过程提供了充足的电子受

体，既保持了培养液 "# 值的稳定，又促进了微生物

酶活性的提高，从而强化了微生物产生表面活性剂

的能力；（$）氧气量充足的条件下菌体能均匀悬浮在

水样中，对营养物质的吸收和代谢物的分散都非常

有利，氧在生物相间的传质阻力有效减少，从而使水

样中能够提供给微生物的溶解氧量增多，这就在一

定程度上提高了发酵液性能。而通氧量的继续增加

却没有进一步改善发酵液性能，这很可能是因为大

量的氧气大大促进了菌体自身的生长，而水样中有

限的营养物质抑制了表面活性剂生成酶的合成。

!"#"$ 培养时间对发酵液性能的影响

测量不同培养时间条件下发酵液的生物量、表

面张力和排油直径，结果见图 !。由图 ! 可知：%& ’
()& 段，发酵液性能随时间的延长而增强；*+& 时，发

酵 液 性 能 最 好，表 面 张 力 和 排 油 直 径 分 别 为

((,-./0.、!!1..，这是因为 2) 生长的稳定期（$*&
’ *+&）是表面活性物质产生的关键时期，使得此时

发酵液中活性物质的浓度最大；*+& ’ +*& 段，发酵

液性能有逐渐下降的趋势；-)& 时，因为菌株开始新

的生长周期，使得排油直径值逐渐回升。

图 ! 发酵液生物量、性能随时间的变化

!"$ 表面活性物质的定性分析结果

提取到的表面活性剂粗品呈黄褐色，经 345 分

析，茚三酮不显红色，说明该表面活性剂粗品中没有

脂肽类物质存在；蒽酮显黄色，说明该表面活性剂粗

品中有糖脂类物质存在。

!"% &’& 的测定结果

将 表 面 活 性 剂 纯 品 分 别 稀 释 至 !$,1.604、

$1.604、((.604、*%.604、1%.604、)7.604、!%%.604、

$%%.604 后，测它们的表面张力，结果见图 $。

图 $ 表面张力随浓度的变化

由图 $ 可知，溶液的表面张力随浓度增大逐渐

降低到 ((,-./0. 后基本保持不变，此时对应的浓

度 1%.604 即为临界胶束浓度，比一般化学表面活性

剂的 585 值低 ! ’ $ 个数量级［!!］，因此生物表面活

性剂比一般的化学表面活性剂在性能方面更优越。

!"( 红外光谱扫描结果

将提取到的表面活性剂纯品进行红外光谱扫

描，扫描结果见图 (。

图 ( 糖脂类物质的红外扫描图谱

由图 ( 可知：（!）在 ($-!9.: ! 处有强的吸收峰，

表明分子中有大量 ;# 和 /# 存在；（$）在 $-$-9.: !

和 !*%+9.: !处的吸收峰为碳链上 5—# 键的伸缩振

动 吸 收；（ (）在 !+)+9.: ! 处 为 !!5 ; 吸 收 峰，

!%7)9.: !处为 5—;—5 键伸缩振动吸收峰，说明分

子中有一个五元环状内酯结构和糖苷键存在；（*）在

!)*79.: !处为 !!5 5 键的伸缩振动吸收峰，表明分

子中有不饱和双键。综上所述，被测物质为糖与环

酯结合形成的不饱和糖脂类物质，其中糖基端为亲

水基端，环酯类的碳链为亲油基端。

!") 碳、氮源对产表面活性剂的影响

利用不同的碳源和氮源培养 2)，分别测量表面

活性剂的产量，由实验结果作表 1。
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表 ! 碳源、氮源对产表面活性剂的影响

碳源 葡萄糖 蔗糖 乳糖 石蜡 淀粉

表面活性剂产量!（"!#） $%$&’ $%$(& $%$($ $%)$$ $%$*&

氮源 尿素 硫酸铵 硝酸铵 氯化铵 蛋白胨

表面活性剂产量!（"!#） $%)+, $%$+& $%$(- $%$(+ $%$&’

由表 , 可知，难溶于水的有机碳源和尿素更有

利于微生物产表面活性剂，碳源、氮源对菌体产表面

活性剂能力的大小依次为：石蜡 . 葡萄糖 . 蔗糖 .
乳糖 . 淀粉；尿素 . 蛋白胨 . 氯化铵 . 硝酸铵 . 硫

酸铵。

"#$ 产表面活性剂培养基的正交优化

以碳源、氮源、磷酸盐、微量元素液和 /0 这 ,
个因素对产表面活性剂培养基进行正交实验，以获

得最佳的培养基成分，其中以葡萄糖为碳源、尿素为

氮源、磷酸二氢钾为磷酸盐，由实验结果得表 ’。

表 % 正交实验结果

编号
碳源!

（"!#）

氮源!
（"!#）

磷酸盐!
（"!#）

微量元素

液!1#
/0

表面活性

剂!（"!#）

) -$ )$ ’ ( ’%, $%$)*

- -$ ( 2 ’ *%$ $%$+$

+ -$ , - 2 *%, $%$-)

2 -$ - ) - (%$ $%$&$

, ), )$ 2 2 (%$ $%$+(

’ ), ( ’ - *%, $%$((

* ), , ) ( *%$ $%$’(

( ), - - ’ ’%, $%$-’

& )$ )$ - - *%$ $%$()

)$ )$ ( ) 2 ’%, $%$(,

)) )$ , ’ ’ (%$ $%)2*

)- )$ - 2 ( *%, $%$**

)+ , )$ ) ’ *%, $%$’,

)2 , ( - ( (%$ $%$*(

), , , 2 - ’%, $%$,$

)’ , - ’ 2 *%$ $%$,+

3) $%),( $%-$) $%+$, $%-2$ $%)($

3- $%--$ $%-() $%)&, $%-’( $%-+-

3+ $%+&$ $%-(’ $%-$’ $%)&* $%-+*

32 $%-+- $%-2’ $%+$( $%+$& $%+,+

4 $%-+- $%$(, $%))+ $%))- $%)*+

由正交实验分析表可以得出：（)）由表中 4 值

大小可知，在各影响要素中，碳源含量的影响最大，

其次为微量元素液、磷酸盐的含量和 /0，氮源的含

量的影响最小；（-）产表面活性剂的最佳优化培养基

为：葡萄糖 )$"、尿素 ,"、磷酸二氢钾 )"、微量元素液

-1#、水 )$$$1#、/0 (%$。根据正交实验结果配制培

养基，其 2(5 产表面活性剂的量为 $%)*+"!#。

& 结论

筛选出 ) 株表面活性剂产生菌 6’，经鉴定为铜

绿假单胞菌（!"#$%&’&()" )#*$+,(&")）。盐度、/0、氧

气量对发酵液性能的影响不大，发酵液的性能在盐

度小于 ’"!#、/0’%$ 7 /0(%$ 和溶解氧 +%&1"!# 7
,%’1"!# 范围内时比较稳定。发酵液表面活性在

2(5附近 达 到 最 大，表 面 张 力 和 排 油 直 径 分 别 为

++%&18!1、)),11。该生物表面活性剂的临界胶束

浓度为 ,$1"!#。利用红外光谱分析得知该表面活

性剂的主要成分为糖脂类物质。6’ 产表面活性剂

的最佳优化培养基为葡萄糖 )$"、尿素 ,"、磷酸二氢

钾 )"、微量元素液 -1#、水 )$$$1#、/0 (%$，此条件

下培养 2(5 的生物表面活性剂产量为 $%)*+"!#。
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