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光合细菌利用工业有机废水产生 5-氨基乙酰丙酸 
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摘要：【目的】利用本实验室筛选的 5-氨基乙酰丙酸 (5-aminolevulinic acid，ALA) 高产紫色非硫红

假单胞菌株，以味精、柠檬酸、啤酒和豆制品生产废水作为底物，进行光合细菌利用废水产生 ALA

并去除化学需氧量（CODcr）的研究。【方法】光合细菌培养温度为 30℃，光照强度为 3000 Lux，

进行乙酰丙酸、甘氨酸、琥珀酸的添加与否和废水灭菌与否的处理，用比色法测定菌液光密度，ALA

检测采用 Ehrlich’s 试剂分光光度检测法。【结果】在不添加乙酰丙酸（levulinic acid，LA）、甘氨酸

和琥珀酸的条件下，菌株 99-28的菌体生长在 72~96 h达到稳定期，ALA产量在 96 h最高，在 4种

废水中，味精废水的 ALA 产量最高，CODcr 去除率也最高；添加 LA、甘氨酸和琥珀酸显著提高

ALA产量，但 CODcr去除效果不好。废水不灭菌略微降低 99-28菌株的生长和 CODcr的去除能力，

在添加 LA、甘氨酸和琥珀酸的条件下的，ALA产量明显下降。ALA高产突变菌株 L-1在有机废水

中的生长状况、对有机废水的 CODcr 去除与菌株 99-28 表现一致，在不添加和添加 LA、甘氨酸和

琥珀酸的条件下，突变株 L-1 的 ALA 产量明显比菌株 99-28 高。【结论】本实验室筛选的紫色非硫

红假单胞菌株能利用有机废水作为底物产生 ALA并降解 CODcr。 
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氨基乙酰丙酸（5-aminolevulinic acid，ALA），

是卟啉、（亚铁）血红素和维生素 B12的类似物
[1]。近

年研究发现，ALA 作为一种无公害绿色的除草剂和
光动力学剂，可用作杀虫剂、抗微生物药剂、植物生

长促进剂及治疗癌症与其它疾病 [2, 3]。目前已先后发

现蓝细菌、产甲烷菌、嗜热梭菌、假单胞菌和光合细

菌等可转化有机物产生 ALA[4, 5]。光合细菌生物合成

ALA 因工艺简单、产率高，具有工业化生产潜力，
且直接以有机废水为底物，因而倍受关注[6]。 

我们从本实验室保藏的 36 株光合细菌菌株中，
筛选出具有较强的产 ALA 能力的紫色非硫红假单胞
菌 99-28 菌株，并通过紫外诱变，从 99-28 菌株中筛
选出 ALA高产菌株 L-1[7]。在此基础上，本文进行了

菌株 99-28 和突变株 L-1 利用有机废水产 ALA 并去
除 CODcr 的研究，为光合细菌菌株资源的深度开发
及工业有机废水的资源化利用提供理论依据。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌种：采用本实验室筛选的紫色非硫红假单胞
菌（Rhodopseudomonas sp.）99-28菌株和 ALA高产
突变菌株 L-1[7]。 
1.1.2  培养基：采用谷氨酸-苹果酸（GM）培养基[7]。 
1.1.3  主要试剂和仪器：ALA标样和 LA购自 Sigma
公司；其他试剂购自华东医药股份有限公司 器材化剂分
公司。紫外分光光度计（7500型，上海天美科学仪器有
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限公司）；生化培养箱（LRH-190型，广东省医疗器械厂）；
光照度计（JD-3型，上海嘉定学联仪表厂）。 

1.2  培养条件 
1.2.1  培养条件：10 mL培养 40 h的菌液于 2500×g 
离心 15 min后得到的湿菌体接种入含有 60 mL液体
培养基的 100 mL血清瓶中，30℃ 暗培养 24 h后，
3000 Lux光照.培养 96h。 

1.2.2  有机废水的取样和处理：味精废水取自杭州味
精厂味精提取工段，豆制品废水取自杭州红光豆制品

厂豆制品车间，柠檬酸废水取自杭州柠檬酸厂，啤酒

废水取自杭州啤酒厂糖化车间。上述 4种废水理化指
标如表 1 所示。接种前根据不同有机废水 CODcr 的
浓度作适当稀释，将初始 CODcr 浓度控制在确良 
4000~8000 mg/L，pH值为 7.5。 

 
表 1  4 种有机废水理化指标 

Table 1  Characteristics of four kinds of wastewate 

Wastewater 
Characteristics Monosodium glutamate 

wastewater Bean products wastewater Brewage wastewater Citric acid wastewater 

pH 3.2 4.5 4.0 3.0 

c(CODcr)/(mg/L) 67500 6800 7300 16000 

c(BOD5)/(mg/L) 25000~30000 2500~3000 800~1000 2800~3000 

 
1.2.3  废水 CODcr 去除实验：废水摇均，味精废水
稀释 10 倍，豆制品废水与啤酒废水不稀释，柠檬酸
废水稀释 2倍，调 pH为 7.5，分装 250 mL碘量瓶中，
接种 60 mL 培养 48 h 的菌液，30℃ 暗培养 24 h，
3000Lux光照培养 96h。  

1.3  分析方法 
1.3.1  ALA 的测定：无菌操作条件下取培养菌液   
5 mL于离心管内，离心 30 min。取离心上清液 3 mL，
加入等量 2 mol/L 乙酸钠（pH 4.6）缓冲液和 0.6 mL 
乙酰丙酮，沸水水浴加热 10min，冷却至室温，取上
述溶液 2 mL与 2 mL Ehrlich’s  试剂混合，15 min后
用分光光度检测（波长：553 nm）。 
1.3.2  菌液光密度测定：用比色法测定菌液光密度
（OD值），波长为 660 nm。 
1.3.3  CODcr 测定：采用重铬酸钾法测定废水的
CODcr值（GB 11914-1989）。 

1.4  形态观察 
将光合细菌进行革兰氏染色，用欧林巴斯显微镜进

行形态观察。采用常规方法制造超薄切片[8]，用 JEOL 
JEM-1200EX透射电镜观察光合细菌的光合内膜结构。 

2  结果和分析 

2.1  菌株 99-28 形态和培养特性 
菌株 99-28的细胞呈杆状或长卵形，大小差异显

著，为 0.5~0.8 μm×1.1~2.2 μm，两端圆钝，靠极生
鞭毛运动，在老龄培养物中可见有较多的菌体聚集呈

丛。以出芽繁殖。革兰氏染色阴性。在 GM琼脂平板

上光照培养 24 h 后形成的菌落呈圆形，光滑湿润，
表面稍凸，边缘规则，直径 0.2~0.8 mm，红色或褐红
色。在液体培养基中黑暗好氧条件下培养，菌液无色

或淡粉色，移至光照厌氧条件下培养，菌液初为粉红

色，后变为深红色。光合内膜结构类型呈片层状，位

于细胞膜下并与其平行（图 1）。 
 

 
 
图 1  99-28 菌株的光合内膜结构(30000 ×) 
Fig. 1  The structure of photosynthesis endomembrane of strain 
99-28 (30000 ×). 
 

2.2  菌株 99-28 在有机废水中生长情况 
菌株 99-28在 4种灭菌的工业有机废水中生物量

变化如图 2所示。在所有的废水中，经 72~96 h的培
养，菌体生长达到稳定期。该菌株在味精和豆制品废

水中能更好地生长，培养液中菌体密度高，颜色较深，

而啤酒废水和柠檬酸废水中菌体浓度相对较低。说明

味精废水和豆制品废水比啤酒废水和柠檬酸废水更

适合 99-28菌株的生长。 
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图 2  菌株 99-28 在 4 种灭菌的工业有机废水中的生长 
Fig. 2  Growth of strain 99-28 in four kinds of sterilized indus-
trial organic wastewater. MGW: Glutamate waster water, BPW: 
Soybean product wasterwater, BW: Brewery wasterwater, CAW: 
Citric acid wasterwater.  
 

2.3  99-28 菌株利用有机废水产生 ALA 
在 0到 24 h，菌株 99-28在灭菌的 4种有机废水中的

ALA产量急剧上升，24 h后 ALA含量缓慢上升，啤

酒废水中 ALA产量在 72 h时达到最大值，味精废水、

柠檬酸废水和豆制品废水中 ALA产量在 96 h时达到

最大值，随后缓慢下降（图 3）。菌株 99-28利用有机

废水产生 ALA 的量的高低次序为：味精废水，柠檬

酸废水，啤酒废水，豆制品废水，最大产量分别为 2.75 

mg/L、2.29 mg/L、1.69 mg/L和 1.51 mg/L。其中味精废

水中 ALA产量为豆制品中 ALA产量的 1.78倍。而菌株

99-28在 GM培养基中 ALA最大产量为 3.15 mg/L，是

废水中的 1.45倍，这可能因为培养基加入了酵母膏、生

长因子、微量元素等，更有利于产生 ALA。 

在培养基中加入 ALA 脱水酶（ALAD）抑制剂  
 

 
 
图 3  菌株 99-28 在不添加 LA、甘氨酸和琥珀酸的 4 种灭

菌工业废水中 ALA 的产量 
Fig. 3  ALA production of strain 99-28 in sterilized industrial 
organic wastewaters without supplement of LA, glycin or suc-
cinate. MGW: Glutamate waster water, BPW: Soybean product 
wasterwater, BW: Brewery wasterwater, CAW: Citric acid waster-
water. 

 

乙酰丙酸 (LA)，以及 ALA合成的底物甘氨酸和琥珀
酸对可显著提高 ALA的产量[6, 7]。在废水中加入 LA、
甘氨酸、琥珀酸，同样能显著提高 ALA产量，99-28
菌株在添加了这些物质的灭菌的味精废水、豆制品废

水、啤酒废水、柠檬酸废水中 ALA 产量最高值分别
为：3.49mg/L，2.46mg/L，2.10 mg/L，2.80mg/L（图
4），比不添加 LA、甘氨酸、琥珀酸时提高了 26.9%、
62.9%、24.3%、22.3%。 
 

 
 

图 4  菌株 99-28 在添加 LA、甘氨酸和琥珀酸的灭菌工业

废水中 ALA 的产量  
Fig. 4  ALA production of strain 99-28 in sterilized industrial organic 
wastewater with supplement of LA, glycin and succinate. MGW: 
Glutamate waster water, BPW: Soybean product wasterwater, BW: 
Brewery wasterwater, CAW: Citric acid wasterwater.  
 

2.4  99-28 菌株对有机废水中 CODcr 去除 
99-28菌株对灭菌的 4种工业有机废水的 CODcr

去除的能力差别较大，其中对柠檬酸废水的 CODcr
去除率较低，在处理 5 天后柠檬酸废水 CODcr 去除
率仅为 80.5%，啤酒废水的 CODcr去除率为 89.4%，
豆制品废水的 CODcr 去除率为 95.5%，味精废水的
CODcr去除率为 95.9%（图 5）。说明该菌株能很好的
去除味精废水与豆制品废水中的 CODcr，对啤酒废水
的处理效果也较好，但对柠檬酸废水的处理效果不太理

想，这可能由于柠檬酸废水中含有大分子有机物多，而

紫色非硫红假单胞菌是光能异养菌，不能直接利用大分

子有机物，因此对柠檬酸废水的有机物的利用不完

全。饶汉东等[9]报道了先采用酵母菌对柠檬酸废水进

行前处理，再应用光合细菌进行后处理的方法，

CODcr 去除率可达 98%。酵母菌可利用大分子有机
物，将大分子有机物降解成小分子有机物，从而有利

于光合细菌利用。 
接种 99-28 菌株的 4 种工业有机废水培养 48 h

后分别加入 30 mmol/L LA、甘氨酸和琥珀酸后，虽  
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图 5  99-28 菌株降解灭菌工业有机废水 CODcr 
Fig. 5  Strain 99-28 remove CODcr in sterilized industrial 
organic wastewater. MGW: Glutamate waster water, BPW: Soy-
bean product wasterwater, BW: Brewery wasterwater, CAW: 
Citric acid wasterwater. 
 

然能显著提高 ALA产量，但 CODcr去除效果不好（数
据未列）。这可能是由于 ① LA、甘氨酸、琥珀酸本
身具有较高的 CODcr；② LA 对菌体生长有抑制作

用，使菌体对 CODcr 的去除能力降低。 

2.5  有机废水灭菌与否对菌株 99-28 的生长、ALA 产

量和 CODcr 去除的影响 
与灭菌废水相比，废水不灭菌处理降低了菌株

99-28 的生长、ALA 产量和 CODcr 去除，但影响程

度并不一致（表 2）。废水灭菌与否对菌株  99-28 的

生长的影响最小，小于 1.3%；对 CODcr 去除的影响

也很小，小于 8.7%；在不添加 LA、甘氨酸、琥珀

酸的情况下的 ALA 产量的影响也不大，介于 2%和

11.2%之间；在添加 LA、甘氨酸、琥珀酸的情况下

的 ALA 产量有较大的影响，达到 22.3%～29.9%  

（表 2）。  

2.6  突变株 L-1 与 99-28 菌株的比较 
突变株 L-1是 99-28菌株通过紫外线诱变选育出

的 ALA 高产菌株，在 GM 培养基中，突变株 L-1 的
ALA 产量比 99-28 菌株高一倍多。在预备实验中发
现，废水不灭菌对突变株 L-1 的生长、ALA 产量和
CODcr去除的影响与菌株 99-28基本一至。因此，本
研究在不灭菌废水条件下对菌株 L-1和菌株 99-28的
生长、ALA产量和 CODcr去除进行比较。 

 

表 2  菌株 99-28 在不灭菌废水中的 ΔOD、ALA 产量和 CODcr 去除相对于灭菌废水中的百分比 
Table 2  Percentage of ΔOD, ALA production and CODcr removal rate in unsterilized wastewater relative to sterilized wasterwater 

Wastewater/% 
Items Monosodium 

glutamate wastewater 
Bean products 

wastewater Brewage wastewater Citric acid wastewater 

Relative ΔOD 98.7 99.8 99.8 98.3 
Relative ALA production 

(without LA, Gly and succinate) 93.7 94.3 98.0 88.8 
     

Relative ALA production 
(with LA, Gly and succinate) 84.8 70.1 87.7 80.9 

     

Relative CODcr removal 95.5 96.8 105.5 91.3 
 

2.6.1  L-1 菌株与 99-28 菌株在废水中的生长情况比
较：在不灭菌 4种废水中，突变株 L-1与 99-28菌株
的生长情况基本一致（图 6）。 
2.6.2  突变株 L-1与 99-28菌株产 ALA比较：在不加入

LA、甘氨酸、琥珀酸的条件下，L-1 菌株以不灭菌味精

废水、豆制品废水、啤酒废水和柠檬酸废水作为底物，

培养 120 h后的 ALA产量分别为 2.82 mg/L、1.53 mg/L、

2.17 mg/L和 2.42 mg/L，均比 99-28菌株高（图 7-A）。

其中在味精废水中ALA产量比菌株99-28提高了15.6%，

在豆制品废水中 ALA 产量比菌株 99-28 提高了 4.5%，

在啤酒废水中 ALA产量比菌株 99-28提高了 27.3%，在

柠檬酸废水中 ALA产量比菌株 99-28提高了 12.1%。在

味精废水中，突变株 L-1的ALA产量最高，达 2.82 mg/L，  

 
 

图 6  菌株 99-28 和突变株 L-1 在不灭菌工业有机废水中

的生长比较 
Fig. 6  Growth of strain 99-28 and L-1 in unsterilized industrial 
organic wastewater. MGW: Glutamate waster water, BPW: Soybean 
product wasterwater, BW: Brewery wasterwater, CAW: Citric acid 
wasterwater. The same in following figures. 
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而在啤酒废水中突变株 L-1的 ALA产量增幅最大。 

与 99-28 菌株一样，加入 LA、甘氨酸、琥珀酸

能极大地提高突变株 L-1 的 ALA 产量。培养 4 d 产

生 ALA 的结果如下：味精废水为 6.49 mg/L，豆制品

废水为 1.99 mg/L，啤酒废水为 7.27 mg/L，柠檬酸废

水为 5.39 mg/L（图 7-B），比不加 LA、甘氨酸、琥

珀酸的条件下分别提高了 134.4%、35.3%、244.4%和

143.7%。与相同条件下菌株 99-28的 ALA产量相比，

在啤酒废水、味精废水和柠檬酸废水中，突变株 L-1

的 ALA产量分别提高了 268.1%、106.8%和 125.6%，

但在豆制品废水中只提高了 9.4%。  
 

 
 

图 7  99-28 菌株和突变株 L-1 在不灭菌工业有机废水中产

ALA 的比较 
Fig. 7  ALA production of strain 99-28 and L-1 in unsterilized in-
dustrial organic wastewater. A: without supplement of LA, glycin and 
succinate; B: with supplement of LA, glycin and succinate. MGW: 
Glutamate waster water, BPW: Soybean product wasterwater, BW: 
Brewery wasterwater, CAW: Citric acid wasterwater. The same in 
following figures.  

 
2.6.3  突变株 L-1 与 99-28 菌株 CODcr 去除情况比
较：在不加入 LA、甘氨酸、琥珀酸的条件下，突变
株 L-1 与 99-28 菌株对 4 种工业有机废水的 CODcr
去除能力相近（表 3）。两菌株均能较好的处理味精废
水、豆制品废水和啤酒废水，但对柠檬酸废水的处理

效果相对较差。 

表 3  菌株 99-28 与突变株 L-1 在 4 种有机废水中 CODcr
去除率 

Table 3  CODcr removal rates of four types of wastewater of 
strain 99-28 and L-1 

Wastewater/% 

Strain Monosodium 
glutamate 
astewater 

Bean products 
wastewater 

Brewage 
wastewater 

Citric acid
wastewater

99-28 91.6 94.3 92.4 73.5 
L-1 89.7 94.3 91.8 72.4 

 

3  讨论 

虽然应用紫色非硫假单胞菌处理工业有机废水

的研究已有报道[10～14]，高产 ALA的光合细菌的筛选
及发酵条件的研究在国内外也有报道[6, 7, 15~19]。但应

用紫色非硫假单胞光合细菌处理废水并同时产生

ALA 还未见报道。我们筛选的紫色非硫红假单胞菌
株 99-28 及其 ALA 高产突变菌株 L-1 在 4 种工业有
机废水中生长良好，废水灭菌或不灭菌处理对 99-28
菌株和突变株 L-1 的生长、ALA 的产生和 CODcr 的
去除影响不大，说明这两个菌株适应能力较强，适用

于工业有机废水的处理，在去除 CODcr 的同时，还
能产生 ALA。然而，99-28菌株和突变株 L-1在废水
中的 ALA 产量还远远低于在 GM 培养基中的产量，
需要通过改变条件，进一步提高在废水中的 ALA 产
量，缩小其在废水中与 GM 培养基中 ALA 产量的差
距，最终为工业有机废水的资源化利用奠定基础。 
突变株 L-1 是从菌株 99-28 突变而来的 ALA 高产菌
株，该突变菌株利用培养基生产 ALA 的能力是野生
型菌株 99-28 的两倍多[7]。本研究发现，突变株 L-1
在废水中的 ALA 产量也比菌株 99-28 要高，而两者
在废水中的生长状况以及 CODcr 的去除能力基本一
致。因此突变株 L-1比菌株 99-28更适合于工业有机
废水的资源化利用。 

虽然加入 LA、甘氨酸、琥珀酸能显著提高废水
中 ALA的产量，但影响 CODcr的去除，另外，加入
LA、甘氨酸、琥珀酸也增加了生产成本。在实际生
产中，可以根据实际需要来决定是否添加 LA、甘氨
酸、琥珀酸，如果需要获得高产 ALA，则需要添加
LA、甘氨酸、琥珀酸；如果需要较好的 CODcr 去除
效果，则不能添加 LA、甘氨酸、琥珀酸。 
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Production of 5-aminolevulinic acid from organic industrial wastewater by 
photosynthetic bacteria   
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Abstract: [Objective] We used Rhodopseudomonas strains with high-yield of 5-aminolevulinic acid (ALA) to produce 
ALA from wastewater of producing monosodium glutamate, citric acid, beer, and soybean product. [Methods] Cultivation 
was carried out under anaerobic light condition (3000 Lux) at 30℃. For comparison, we tested the addition of levulinic 
acid (LA), glycin and succinate to the substrate to increase the production of ALA, effect of sterilization of the wastewater 
for both strains. Cell mass concentration (OD660) and the content of ALA were determined with spectrophotometer.   
[Results] Without adding levulinic acid (LA), glycin and succinate, the growth of strain 99-28 reached plateau after 72-96 
h. The maxiam ALA production was obtained at 96 h. Both the yield of ALA and the Chemical Oxygen Demand (CODcr) 
removal rate of monosodium glutamate waster water were the highest in all tested wasterwaters. When LA, glycin and 
succinate were added, ALA production of strain 99-28 was significantly increased whereas the CODcr removal was ad-
versely affected. Non-sterial wasterwater slightly reduced the growth and CODcr removal rate of strain 99-28, however 
the ALA production could be strongly reduced with the addition of LA, glycin and succinate. The growth and CODcr re-
moval of mutant strain L-1 was similar with strain 99-28, but its ALA production was much higher than that of strain 
99-28. [Conclusion] The Rhodopseudomonas strains screened in our laboratory can use organic wasterwater as substrates 
to produce ALA and remove CODcr. 
Keywords: 5-aminolevulinate acid; photosynthetic bacteria; industrial organic wastewater 
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