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新型复合生物乳化剂的性质及其在多环芳烃降解中的作用

李习武 刘志培" 刘双江
（中国科学院微生物研究所 北京 1$$$/$）

摘 要：对一株能利用多种石油烃的 :;1菌株产生的生物乳化剂，采用柱层析方法进行分离纯化，其表面活性组分
存在于氯仿、甲醇、浓盐酸混合物（&G&G& H 2I1I$J$1）的洗脱液中，挥发洗脱溶剂即为纯化的生物乳化剂。该生物乳
化剂可使蒸馏水的表面张力由 E# ;.G;降至 "$ ;.G;，其临界胶团浓度（5K5）为 E2 ;LGM。它不含糖类、蛋白、中性
脂、磷酸基团和!7氨基酸，采用红外光谱（NO）、气质联用（P5GK4）和核磁共振（.KO）测定其化学组成和结构，表明其
主要由十六烷酸、脂肪醇类、酯类和脂肪酰胺类等组成，这些物质的协同作用是该生物乳化剂高表面活性的关键。

该生物乳化剂可明显促进菌株对多环芳烃的降解作用，可将降解率提高 #$Q，其促进降解的机制主要是提高多环
芳烃在水中的溶解度，平均可提高约 1$倍的溶解度。
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石油污染是我国面临的主要污染源之一，其中

所含的多环芳烃（S0TU）是一类具有三致效应的有
机污染物，对环境和人类健康构成极大威胁，其中多

数早在 1DE/ 年就被美国环保局（:S0）列为首要污
染物。因此在石油污染的治理研究中，主要集中在

多环芳烃降解的研究，国外对多环芳烃的微生物降

解研究起步较早，近十年来又分离出了一些新的降

解菌株［1 V "］，并总结归纳了几种多环芳烃的降解途

径［!，2］。由于石油烃类化合物的水不溶性，限制了活

性微生物与底物的作用，使得能提高石油烃类与活

性微生物作用效率的生物乳化剂的研究与应用成为

石油污染治理中的又一研究热点。生物乳化剂应用

于环境污染（尤其是石油污染）的生物治理，在国外

已有一些成功的先例［%］。

生物乳化剂是一类由生物产生的具有表面活性

的化合物，其分子结构由一个疏水部分和一个亲水

部分构成，疏水部分为饱和、不饱和或羟化的烃链；

亲水部分更加多样化，可简单如脂肪酸的羧基，也可

复杂如糖脂的多聚糖基。疏水部分和亲水部分的结

合可通过酯键、酰胺键或糖苷键［E］。生物乳化剂根

据亲水基团的性质可分为：糖脂、脂蛋白、脂肪酸、磷

脂和中性脂［/］。生物乳化剂的表面活性作用以及对

热、@T的稳定性均与化学合成的乳化剂相当，更具
有一般的化学合成乳化剂所无法媲美的优点———与

环境的兼容性，即它没有毒性，并可被生物降解，不

对环境造成不利的影响，因此生物乳化剂在石油开

采、环境治理以及食品饮料、化妆品生产等领域具有

广阔的应用前景。但目前国内对生物乳化剂及其产

生菌的研究还较少［D］。

本实验室从胜利油田土壤样品中分离得到一株

能降解多种石油芳烃且能利用正十六烷为碳源产生

物乳化剂的细菌 :;1菌株［1$］，本文主要研究了该菌
株所产乳化剂的化学组成和性质及其对蒽、菲、芘降

解的影响。

! 材料和方法

!"! 菌株和培养基
实验所用菌株赤红球菌（ !"#$#%#%%&’ (&)*(）

:;1［1$］为本实验室自胜利油田原油污染土壤中分离
纯化所得。降解实验所用培养基为无机盐培养液，

其组成为 3#TSW!·"T#W 1L，3T#SW! 1L，KL4W!·ET#W

$J2 L，.T!.W" 1 L，5<5(# $J$# L，X-5(" $J$$1L，定容至

1M，初始 @T为 E。蒽、菲、芘以粉末形式直接加入培
养基。产乳化剂培养基见文献［1$］。
!"# 菌株生长的测定
菌株生长以 E#1型分光光度计所测得的培养液

在波长 !%$,;处的浊度表示。



!"# 蒽、菲、芘的测定
将待测样品的 !"调至 #，以等体积的正己烷萃

取 # $%&，待分层后取上层有机相做 "’()。所用的
色谱柱为 "’*+,-.&/.0*)12反相柱，色谱条件为乙腈
3水 4 56376，流动相流速为 1 $(8$%&，蒽、菲、芘的监
测波长分别为 #97 &$、#91 &$和 #76 &$。根据标准
曲线计算蒽、菲、芘的量。

!"$ 表面张力的测定
采用山东淄博科森公司的 :;-<*-.&=%<$.-.0 >(*#

型表面张力测定仪（圆环法）测定其表面张力。

!"% 乳化剂的分离纯化［!!］

将乳化剂发酵液 #96 $(于分液漏斗中静置 1?，
取上层约 96 $(培养液以等体积的甲醇、氯仿混合
物（@8@ 4 13 1）萃取 # $%&，16666 08$%&离心 16 $%&，
取有机相真空抽吸使溶剂挥发，将剩余物溶于少量

正己烷做柱层析。采用!#5 $$ A B66 $$的层析柱，
填料为硅胶 CD#97，洗脱程序为：正己烷 166 $(!氯
仿 166 $(!氯仿、甲醇、浓盐酸混合物（@8@8@ 4 9 3 1
36E61）166 $(!氯仿、甲醇混合物（@8@ 4 9 3 #）#66
$(，收集 7种洗脱组分，真空抽吸使溶剂挥发，分别
取 7 种剩余物少许溶于 #6 $( 蒸馏水中至终浓度
166 $F8(，测表面张力以确定有表面活性的组份。
!"& 生物乳化剂临界胶团浓度（’(’）的测定
按参考文献［1#］进行。

!") 生物乳化剂化学性质的测定
糖类组份的定性检测采用"*萘酚法［1B］；蛋白质

的检测采用 G0H/I<0/法［17］。中性脂的检测采用异羟
肟酸铁试验［1B］。"*氨基酸的检测采用茚三酮法［17］。
采用 G0;J.0 K.&=<0 #L红外光谱仪溴化钾薄片法

测样品的红外光谱。气质联用所用的仪器及条件

为：美国 ’+公司（’.0J%& +M$.0）的 K;0N<OH== C)8OP
（气相色谱8质谱联用仪）。P+*97 石英毛细管柱，柱
长 B6$；程序升温条件：26Q R B66Q（16Q8$%&）；采
用 G0;J.0 SOT*B66（UG）型核磁共振仪，以 KOP为内
标（#4 6），)S)MB 作溶剂，测定样品的1"、1B)核磁共
振谱。

* 结果和讨论

*"! 菌株 +,!对石油烃类的降解
通过正交实验试验了菌株 +$1 降解蒽、菲、芘

的最佳条件，结果表明，在近似于最佳条件下，即底

物浓度 166 $F8(，摇床转速 #66 08$%&时培养 12/，对
蒽、菲、芘的降解率分别为 72E6V、9LE7V和 B#E6V。
事实上，菌株 +$1具有很广的底物降解范围，除蒽、
菲、芘外，对所试验的正十六烷、苯和萘皆能降解，以

上述底物为唯一碳源的无机盐培养液 B6Q #6608$%&
下培养 12/（以正十六烷为底物时培养 9/）的 !"756

见表 1。

表 ! 菌株 +,!对石油烃的降解
KHNM. 1 G%</.F0H/H-%<& <I !.-0<M.;$ ?W/0<XH0N<&=

)<&X.&-0H-%<& <I
)?.$%XHM=8（$F8(）

".,H/HXH&.
（#666）

G.&Y.&.
（766）

ZH!?-?HM.&.
（B66）

:&-?0HX.&.
（166）

’?.&H&-?0.&.
（166）

’W0.&.
（166）

!"756 6E#2 6E19 6E1L 6E1# 6E6L 6E6L

*"* 乳化剂的分离纯化和 ’(’测定
通过柱层析分离纯化可以获得 7 种不同的组

分，测定 7种组份的表面活性，结果表明，表面活性
物质存在于氯仿、甲醇、浓盐酸混合物（@8@8@ 4 931 3
6E61）的洗脱液中，挥发洗脱剂，得到纯化的生物乳
化剂。该乳化剂可使蒸馏水的表面张力由 L# $Z8$
下降至约 B6 $Z8$，经测定，其 )O)为 L9 $F8(，远低
于一般化学合成表面活性剂，如 K[..& #6的 )O)为
566 $F8(；在生物乳化剂中也是比较低的［19］。
*"# 乳化剂化学性质和结构的测定
生物乳化剂的"*萘酚试验、G0H/I<0/试验、异羟

肟酸铁试验及茚三酮试验结果皆为阴性，说明生物

乳化剂中不含糖类、蛋白、中性脂类和"*氨基酸，其
红外吸收光谱结果见图 1，在 L#1E76 X$\ 1［（ \ )"#

图 ! 生物乳化剂的红外吸收图谱
D%F] 1 ^&I0H0./ =!.X-0H <I -?. N%<.$;M=%I%.0

\）&］、1117E7_ X$\ 1（ \ ) \ ‘"）、115_E19 X$\ 1（ \ )
\ ) \）、1BL9EL9 X$\ 1、175BE1_ X$\ 1、#29BEL2 X$\ 1、

#_#7E6L X$\ 1（ \ ) \ "）、1L77EB2 X$\ 1（ \ ) 4 ‘）、
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!"#$%!& ’() *（ ) +,）等处有相应基团的吸收峰，但
并无磷酸基团的相应吸收峰，说明该乳化剂不含磷

脂。现今发现的生物乳化剂根据亲水基团的性质可

分为：糖脂、脂蛋白、脂肪酸、磷脂和中性脂，故推测

生物乳化剂中有表面活性的物质应为脂肪酸。生物

乳化剂的气质联用气相色谱图如图 "所示。质谱结
果表明，十六烷为底物在经过 -(* 菌株的作用下，
形成了不同的产物。在 *$%#. (/0处的物质为十六
烷酸，在生物乳化剂中所占比重也较大，然而纯十六

烷酸只能使水的表面张力下降至 &!%$ (+1(，远远
高于生物乳化剂的 !2 (+1(，其余在 **%2# (/0、
**%!2(/0、*"%!&(/0、*"%.3(/0、*4%$"(/0、*&%4!(/0等
处的物质为烷烃或脂肪醇类，不具有表面活性，

*&%3. (/0和 *3%"4 (/0处的物质为酯类，但在生物
乳化剂中所占比重较小。生物乳化剂的核磁共振
*, 谱结果见图 !。 *,：2%#3# (516（ ) 7,!），

*%"&& (516［（ ) 7," )）0］，*%$2$ (516（ ) 7," )），

"%!*3 (516（ ) 7,"78），!%!#. (516（ ) 7," ) ），

4%*4" (516（ ) +, 9: ) 8,）。该结果与红外及气质
联用结果也是一致的，说明在生物乳化剂的混合物

中，主要组分为烷烃、脂肪醇类和脂肪酸，还含有酯

类和脂肪酰胺。

根据以上实验结果，-(*菌株产生的生物乳化
剂为多组份的生物乳化剂，其有效成分主要为十六

烷酸、脂肪醇类、酯类和脂肪酰胺等，是这些组份的

协同作用表现出很强的表面活性。不同系组分的协

同作用在化学合成的表面活性剂中早有报道，如

7#,*3;84+<=7#,*38,体系（. > *）水溶液的表面张力
可降至 "" (+1(［*$］，而 7#,*3 8,饱和水溶液的表面
张力及 7#,*3 ;84+<水溶液的最低表面张力皆高于

!2 (+1(。在协同作用中，表面张力降低的效率（降
低溶剂表面张力至一定值时，所需表面活性剂的浓

度）和能力（表面张力降低所能达到的最大程度）都

有可能得到提高，而如果是同系的混合物，则表面张

力降低的效率和能力将是各组份的平均值。在生物

乳化剂中曾有同系混合物的报道［*3］，尚未见到这种

非同系物多组份协同作用的生物乳化剂的报道，因

此可以认为 -(* 菌株所产生的生物乳化剂是一种
新型生物乳化剂，这对于拓展生物乳化剂资源、研究

生物乳化剂的作用机理等都均有重要意义。

图 ! 生物乳化剂气质联用的气相色谱结果
?/5@" A<B ’C:9(<D95:<EC 9F DCG H/9G(IJB/F/G:

图 " 生物乳化剂的#$谱
?/5@ ! *, 0I’JG<: (<50GD/’ :GB90<0’G BEG’D:< 9F DCG H/9G(IJB/FG:
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!"# 菌株 $%&所产乳化剂对其降解蒽的影响
采用正交实验所得的降解蒽的最佳条件，测定

了乳化剂对菌株 !"# 降解蒽的影响。在未加乳化
剂时，菌株 !"#对蒽的降解率在 $、%、#&、#’ (分别
为 #)*、++,$*、+&,-*、+’,$*，而在加入 #.$&的乳
化剂对照组中，其降解率分别为 ’/,$*、$/,/*、
--*、’),$*，该结果表明，在试验的条件下，乳化剂
对菌株 !"#降解蒽有明显的促进作用，可将降解率
提高约 +&*。
乳化剂对于微生物降解烃类的影响，目前存在

着截然相反的报道［#，+］。一方面，乳化剂可以增大烃

类在水中的溶解度或将烃类乳化成细小颗粒以增大

表面积而有利于烃类的降解；另一方面，由于某些乳

化剂对一些微生物的毒害作用或作为碳源被优先利

用或其他一些不明原因而抑制烃类的降解。乳化剂

促进微生物降解烃类的机理，所报道的主要有两种，

即吸附和乳化［%，0］。前一种机制下，微生物所产生的

乳化剂主要都位于菌体表面，而不释放到培养液中，

位于菌体表面的乳化剂可以介导菌体与油滴的吸

附，增大菌体与油滴接触的机会，在菌体利用完油滴

中可利用的烃类后，又使菌体与油滴解吸附，而去吸

附新的油滴。后一种机制下，乳化剂主要释放到培

养液中，将烃类乳化成细小的颗粒（假溶），以增大菌

体与烃类的接触面积。为探讨生物乳化剂促进菌株

对蒽降解的机理，试验了该乳化剂对蒽、菲、芘在水

中的增溶作用，取六支 -& "1的容量管加入 +- "1
蒸馏水，再分别加入蒽、菲、芘至终浓度为 -& "2.1，
每种底物 +管，一管加入 - "1乳化剂发酵液，另一
管加入 - "1 蒸馏水作对照，于摇床上振荡过夜，
#&&&& 3."45离心，取 #& "1上清调 67至 +，以等体
积的正己烷萃取，测定其中的蒽、菲、芘浓度。表 +
的结果表明，菌株 !"#所产的生物乳化剂能显著增
大蒽、菲、芘在水中的溶解度，平均增大 #&倍。由此
可以初步认为，该生物乳化剂对菌株降解多环芳烃

的促进作用主要是由于提高了多环芳烃在水中的溶

解度。

以上实验结果表明，!"#菌株不仅可以降解石
油污染中的烷烃和芳烃类化合物，还可以利用其中

的烷烃产生多种组份协同作用的高活性的新型生物

乳化剂，可提高多环芳烃在水中溶解度约 #&倍，以
此提高活性微生物与底物的作用效率，从而促进多

环芳烃的降解作用，说明 !"#菌株在石油污染治理
中具有较高的应用价值。

表 ! 菌株 $%&所产乳化剂对蒽、菲、芘的增溶作用
89:;< + =>>3<?4@5 @A B@;C:4;4?D @A 95?E39><5<，6E<595?E3<5< 95( 6D3<5< :D 9>><BB4@5 @A :4@<"C;B4A4<3 63@(C><( :D B?3945 !"#

FE<"4>9;B G?95(93( B@;C:4;4?D @A
>E<"4>9;B.（"2.1）

G@;C:4;4?D @A >E<"4>9;B
HE<5 5@ :4@<"C;B4A4<3
45>;C(<(.（"2.1）

G@;C:4;4?D @A >E<"4>9;B
HE<5 #.$& :4@<"C;B4A4<3

45>;C(<(.（"2.1）

IC;?46;< @A
B@;C:4;4?D
9C2"<5?

=5?E39><5< &,&%-［#0］ &,&/ &,0$ #+,0

JE<595?E3<5< #,#［#)］ &,0’ ),)% #&,)

JD3<5< &,#-［#0］ &,$& +,$+ /,%

’ 结论
对一株能降解多种石油烃同时又能产生生物乳

化剂的 !"#菌株所产的生物乳化剂，采用柱层析方
法进行分离纯化，其表面活性组分主要存在于氯仿、

甲醇、浓盐酸混合物（K.K.K L - M # M &,&#）的洗脱液
中，使蒸馏水的表面张力由 %+"N."降至 $&"N."，
其 FIF为 %- "2.1。
该生物乳化剂不含糖类、蛋白、中性脂和!O氨基

酸，采用红外光谱（PQ）、气质联用（RF.IG）和核磁共
振（NIQ）测定该生物乳化剂的化学组成和结构，表
明其主要由十六烷酸、脂肪醇类、酯类和脂肪酰胺类

等组成，这些物质的协同作用是该生物乳化剂高表

面活性的关键。

该生物乳化剂可明显促进菌株对多环芳烃的降

解作用，可将降解率提高约 +&*，其促进降解的机
制主要是提高多环芳烃在水中的溶解度，平均可提

高约 #&倍的溶解度。

致谢 中国科学院化学研究所唐亚林研究员在样品

的红外吸收、气质联用和核磁共振测定及结果的分

析方面、中国科学院过程工程研究所刘会洲研究员

在表面张力的测定方面给予了很大的帮助，在此一

并致谢。
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