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摘要:研究了 1株铜绿假单胞菌 S6 (P seudom onas a erug in osa S6) 分泌的生物表面活性剂的理化性质.该生物表面活性剂的临界胶束浓度为

50mg# L- 1,此时其表面张力为 29. 3mN#m - 1. pH值对 S6产表面活性剂有一定影响,在中性及弱碱性条件下, S6长势较好且表面活性剂表面张

力较低.该生物表面活性剂对菲具有非常明显的增溶效应,使水中菲的溶解度增加了约 23倍.原油的加入有利于 S6产表面活性物质.与原油

的相互作用说明该生物表面活性剂能够乳化原油且维持乳化液稳定性于 80%以上;原油浓度为 6% ~ 8%时,能达到最佳乳化效果. HPLC-E SI-

M S分析检出该生物表面活性剂含有 13种鼠李糖脂同系物.
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Abs tract: The phys icochem ical characterist ics of a b iosurfactant excreted byP seudom ona s aerug inosa S6w ere stud ied. The C rit icalM icelle Con cen tration

( CMC ) of th is b iosu rfactan tw as 50mg# L- 1, w h ile its su rface tens ion was 29. 3 mN#m - 1. Th e pH affected the produ ct ion of th e b iosu rfactan t. S tra in S6

grew w ell under neu tral and alkaline cond itions, and the surface tens ion w as relatively low in th is pH range. The b iosurfactant increased th e so lub ility of

phenan th rene in w ater by ab out 23 t im es com pared w ith contro.l Add ition of crude p etro leum favored the p roduct ion of su rface-act ive substances.

Emu lsif icat ion experim ents ind icated that th e b iosu rfactan t cou ld effectively em u ls ify crude petroleum, produ cing an em u lsion w ith a stab ility of over 80% .

The em uls if icat ion efficien cyw as h ighestwh en the con cen tration of crude p etro leum w as 6% ~ 8% . HPLC-ES I-M S analysis revealed that th is b iosurfactant

contain ed 13 rham nolipid congeners.

Keywords: b iosu rfactan t; P seudom onas aerug in osa; phenan th rene; crud e petroleum; rh amnol ip id

1 引言 ( Introduction)

生物表面活性剂是微生物在特定条件下,在其

生长过程中分泌的具有表面活性的代谢产物

(N itschke et a l. , 2006; Rodrigues et al. , 2006; 尹华

等, 2005) .与化学表面活性剂一样, 生物表面活性

剂也是两亲分子, 具有明显的表面活性, 能显著降

低表面张力和界面张力; 除此之外, 生物表面活性

剂还显示出良好的环境兼容性:无毒、易降解、无二

次污染, 且具有用量少等优点 ( N itschke et a l. ,

2006; C osta et al. , 2006; Thanomsub et al. , 2006;

B atista et al. , 2006).生物表面活性剂的这些特性使

其适用于石油的生物降粘、提高原油采收率、石油

污染土壤的生物修复等领域; 另外, 生物表面活性

剂在食品、化工、医药和农业等方面也逐步得到了

广泛的应用.

近年来, 随着各国加快对油气资源的开发利

用,由此导致的石油污染事故频繁发生. 生物修复

固然是一种环境友好的石油污染治理方式, 但如何

提高石油烃的生物修复效率成为关键问题. 生物表

面活性剂由于其既具有独特的两亲结构, 能够使污

染物分散、增溶、乳化, 提高污染物与石油降解菌的
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接触面,进而提高污染物的生物可利用性, 促使污

染物尽快生物降解; 同时, 又由于它所具有的优于

化学表面活性剂的环境友好性, 使其在难溶有机污

染物的生物修复方面发挥着越来越重要的作用

( Ron et al. , 2002; Bordas et al. , 2005; 陈来国等,

2004) .

微生物产生的表面活性剂包括糖脂、脂肽、多

糖-脂类复合物、磷脂、脂肪酸和中性脂等不同种类

(N itschke et al. , 2006). 本研究对从含油废水中筛

选出的 1 株 铜 绿假 单 胞菌 S6 ( P seudomonas

aeruginosa S6)分泌的鼠李糖脂表面活性剂的理化

特性进行研究,在此基础上特别针对石油烃中所含

的三环 PAH s菲,探讨了该生物表面活性剂对其的

增溶作用.与此同时, 利用高效液相色谱-电喷雾离

子化质谱 (HPLC-ES I-M S)具有的能够有效分析结构

相近复杂混合物的优势, 对生物表面活性剂中性质

相似的组分进行分离和鉴定,较全面地分析其中的

化学成分,以期为生物表面活性剂在石油污染水体

生物修复中的应用进一步提供科学依据.

2 材料和方法 (M aterials and methods)

2. 1 实验菌种

铜绿假单胞菌 S6由本课题组筛选、保藏 (贾燕

等, 2007) .

2. 2 实验材料

葡萄糖、CH2 C l2购自广州化学试剂厂;蛋白胨购

自广东环凯生物科技有限公司; 酵母粉购自浙江杭

富生物制品厂;原油由中国石油化工股份有限公司

广州分公司提供;菲购自 S igma- A ldrich公司, 纯度

> 97% .

2. 3 培养基及培养条件

营养培养基:葡萄糖 5g,蛋白胨 2g,酵母粉 1g,

水 1000mL, pH = 7. 5.培养条件: 将斜面保存的菌株

接种至营养培养基中, 30e 、165r# m in
- 1
下振荡

培养.

2. 4 S6生长量的测定

取不同时间培养得到的铜绿假单胞菌培养液,

于 600nm处测定吸光度; 同时将培养液置于 4e 、

12500r#m in
- 1
下离心 10m in, 取上清液测定吸光度,

以二者之差表示菌体的生长量 ( Lee et al. , 2003) .

2. 5 表面张力测定

将培养液在 4e 、12500r#m in
- 1
下离心 10m in, 采

用 JZHY-180型界面张力仪测定上清液表面张力.

2. 6 表面活性物质的分离和纯化

粗提:将培养液在 12500r#m in
- 1
下离心 30m in

去除菌体, 上清液用 6mol# L
- 1
的盐酸调节 pH 为

210,加入等体积乙酸乙酯萃取 2次, 合并有机相, 用

无水 N a2 SO 4干燥, 40e 下旋转蒸发浓缩得到绿色浆

状物,为表面活性剂粗产品.

精提: 将粗品溶于 0. 05mo l# L
- 1
的 N aHCO3溶

液,过滤后,用盐酸调 pH为 2. 0, 4e 下放置 24h, 再

在 12500r#m in
- 1
下离心 15m in, 去掉上清液,干燥得

表面活性剂纯品.称量并计算纯品产率.通过以上 2

步得到生物表面活性剂纯品产量为 0. 420g#L- 1
.

2. 7 临界胶束浓度 ( CMC)测定

将表面活性剂纯品配成不同质量浓度的溶液,

测定其表面张力,同一浓度平行测定 3次,取其平均

值,用浓度对表面张力作图.

2. 8 S6生长周期及其表面张力

在不同时间取样, 按 2. 4、2. 5节所述方法测定

吸光度和表面张力.

2. 9 不同环境因素对 S6生长和培养液性能的影响

分别考察 pH值、温度、NaC l浓度、无机盐离子

以及原油的加入对 S6生长和培养液性能的影响.

2. 10 生物表面活性剂增溶、乳化性能测试

2. 10. 1 对菲的增溶作用  配置浓度分别为 0、

28190、50. 58、80. 92、101. 15、168. 58mg# L
- 1
的表面

活性剂溶液, 每个浓度 2个平行, 以去离子水为对

照.取约 0. 006g菲于 10mL上述表面活性剂溶液

中,超声溶解 2h, 摇床振荡 24h, 4e 、12500r#m in
- 1

下离心 30m in;取 5mL上清液,调其 pH为 2. 0,用等

体积 CH 2C l2萃取 2次, 合并有机相, 无水 N a2 SO 4干

燥,浓缩定容至 1mL, 以 GC测定菲的含量 ( Bordas

et al. , 2005; V iama jala et al. , 2007) .

GC分析条件: 上海天美 GC-D7900, 检测器为

F ID.毛细管色谱柱 SE-54( 30m @ 0. 25mm );液膜厚

度: 0. 50Lm. 进样口温度: 250e ; 检测器温度:

300e ;柱箱温度 (程序升温 ) : 70e ( 1m in ) y 280e

(升温速率为 35e #m in
- 1
,保持 4m in ). 载气: N2; 流

速: 21mL#m in
- 1
; 柱前压: 93. 1kPa; N 2输入压力:

29919kPa. 采用分流模式, /隔膜清扫 0时间为

017m in,进样量: 1LL.

菲标准曲线绘制: 配置浓度为 0、2、4、10、16、

20mg#L- 1
的菲标准溶液,按以上方法用 GC测定, 以

峰面积对浓度作图得到标准曲线.

萃取方法回收率检验: 取一定量的菲加入表面
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活性剂溶液中, 使其终浓度为 1、10、100mg# L
- 1
, 每

个浓度 3个平行.用 CH2 C l2萃取后 GC分析.

2. 10. 2 对原油的乳化能力  取 10mL去菌体的 S6

培养液置于玻璃管中, 加入一定量原油, 使原油浓

度分别为 4%、6%、8%、10%、15%、20%, 剧烈震

荡,充分乳化.每隔 30m in观察乳化层高度,计算乳

化能力,公式如下:

E = h0 /h @ 100% ( 1)

式中, E 为乳化能力, h0、h分别为乳化层高度与总

高度 ( cm ) .

2. 11 生物表面活性剂组分分析

本课题组之前的研究结果表明, S6产的表面活

性剂为糖脂类物质 (贾燕等, 2007). 有资料显示,铜

绿假单胞菌产生的表面活性剂为鼠李糖脂

(M u lligan, 2005; Wu et al. , 2008; W e i et a l. ,

2005) ,其亲水基团一般由 1~ 2分子的鼠李糖构成,

憎水基团则由 1~ 2分子具有不同碳链长度的脂肪

酸构成 ( M orikaw a et al. , 2000) . 在生物合成过程

中,这些基团之间可能相互链接生成多种化学结构

相近的同系物. 由于这些同系物性质十分相似, 传

统的分离方法很难将各个组分分开. 而高效液相色

谱 -电喷雾离子化质谱 (HPLC-ES I-M S)集分离和鉴

定为一体,分辨率高,分析速度快, 可有效分析结构

相近的复杂混合物. 因此, 本研究中采用这种方法

分析表面活性剂组分.

按 2. 6节所述提取表面活性剂,但方法略有变

动.在精提阶段, 将粗品溶于去离子水, 过滤后, 用

盐酸调 pH为 2. 0, 4e 下静置过夜, 离心收集沉淀,

溶于乙腈 /水 ( 1B1, V /V )混合溶剂中, 离心并过滤

后,利用 HPLC-ESI-M S分析表面活性剂的组分.

分析方法: 仪器为美国 Ag ilent公司高效液相色

谱 - 电喷雾质谱联用仪. 质谱仪为 AB公司生产,

4000QTARP,配以 Eclipse Plus C18反相键合色谱柱

( 150mm @2. 1mm @ 5mm).

液相色谱条件: 进样量 5LL, 分流进样,分流比

为 1B4; 流动相为乙腈 - 水, 采用线性梯度洗脱, 流

速: 250LL#m in
- 1
.梯度洗脱程序见表 1.

表 1 梯度洗脱程序

Tab le 1 Th e p rogram of gradient elu tion forH PLC-E SI-M S

流动相
不同时间时的流动相体积分数

0m in 30m in 65m in 65. 1m in 95m in

水 75% 50% 10% 75% 75%

乙腈 25% 50% 90% 25% 25%

  质谱条件: 采用负离子电离, 雾化气和干燥气

都为 N 2; 碰撞电压: - 70V; 喷雾电压: - 4. 5kV; 温

度: 400e ; 柱 后 流 出 物导 入 离 子源 速 率: 5

LL#m in
- 1
; 质谱扫描质量数范围: 200~ 1000m /z. 各

组分质量分数的确定采用面积归一化法.

3 结果 ( Results)

3. 1 临界胶束浓度 CMC

CMC可作为表面活性剂表面活性的一种量度,

其值越小,表明此种表面活性剂形成胶团所需浓度

越低,达到表 (界 )面饱和吸附的浓度就越低. 当表

面活性剂的浓度达到 CMC时,表面张力最低.此时,

再提高其浓度,表面张力不会再下降而是大量形成

胶团.从不同浓度表面活性剂的表面张力变化曲线

(图 1 )求得该生物表面活性剂的 CMC 为 50

mg# L
- 1
,在表面活性剂浓度达到 CMC时的表面张

力为 29. 3mN#m- 1
. 该表面活性剂的 CMC值远远低

于十二烷基硫酸钠 ( SDS ), 后者的 CMC高达 2100

mg# L
- 1
(陈静等, 2006). 由此可见,该生物表面活性

剂的 CMC比化学表面活性剂低,从而使其具有更加

优越的表面活性.

图 1 表面张力随浓度的变化

Fig. 1 Su rface ten sion vs. concentrat ion of pu re b iosu rfactan t

3. 2 S6生长周期及其表面张力

图 2结果显示,生物表面活性物质的分泌与菌

体的生长同步.由图 2可知,从 0~ 25h, OD600值随培

养时间的延长而迅速上升, 此时 S6处于对数生长

期,其细胞代谢活性最强、生长快速, 因此, 培养液

的表面张力下降很快. 在 24~ 32h时间段, OD 600值

较为平稳,变化不大,此时 S6处于稳定期,表面张力

保持稳定且表面活性最佳.之后,培养液 OD600值呈

现出逐渐下降的趋势, 此时对应的表面张力也缓慢

上升.这是因为在此时间段 ( 36~ 84h)菌株开始进
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入衰亡期,细胞死亡率提高; 另外, 由于此时培养液

中营养消耗殆尽, 菌株开始利用自身分泌物, 即生

物表面活性剂, 作为养料维持生命, 使得培养液表

面活性降低, 从而表现为表面张力的升高. 图中反

应出 30h左右培养液的 OD600值最大,此时菌体正处

于稳定期,其生长最为旺盛, 同时, 培养液的表面张

力最小.因此,在以后的实验中, 将培养时间都定为

30h左右.

另外,从图 2还可以发现,培养液的表面张力在

15h之后保持稳定. 产生这种情况的原因在于此时

培养液中生物表面活性剂的浓度已经接近甚至超

过其临界胶束浓度; 此后, 表面活性剂浓度的继续

增加不会引起表面张力的变化, 因此, 表面张力在

15h后保持稳定.

图 2 S6生长与产表面活性剂的关系

F ig. 2  Relationsh ip betw een the grow th of strain S6 and p roduction

of b iosurfactant

3. 3 不同环境因素对 S6生长的影响

3. 3. 1 pH值的影响  设置培养液 pH值分别为 1、

2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14, 在 30e 、165

r#m in
- 1
条件下振荡培养 30h,取样测 OD600、表面张

力以及培养液 4倍稀释液的表面张力. 结果如图 3

所示.

在 pH小于 5的情况下, S6无法生长; pH 在 5

~ 7范围内, 菌液的吸光度逐渐上升, 说明 S6生长

状况逐渐转好; 当 pH 大于 7时, 吸光度又逐渐下

降,但均高于 pH = 5时的吸光度值.在培养过程中,

发现在 pH为 10、11、12、13、14的培养液中, 菌液的

颜色为褐色;在其它适于 S6生长的培养液中,菌液

呈墨绿色.表面张力方面,原液的表面张力从 pH = 5

开始逐渐下降,在 pH为 7、8、9、10时表面张力达到

最低值,之后又开始上升, 但总体变化程度不高. 4

图 3 pH值对 S6生长及培养液表面张力的影响

Fig. 3 OD600 and su rface ten sion vs. pH

倍稀释液的表面张力变化更加明显: pH为 10~ 14

时,稀释液表面张力均大大高于原液, 说明高碱性

条件下 S6所产的表面活性剂的浓度发生了变化.

上述现象的出现与微生物生长环境中 H
+
浓度

有关.环境 H
+
会引起细胞膜电荷的变化,从而影响

微生物对营养物质的吸收;同时, H
+
会影响代谢过

程中酶的活性,有些在细菌生命活动中起催化作用

的酶在酸性条件下会失活;另外, pH会改变营养物

质离子化程度.介质的 pH 不仅影响微生物的生长,

甚至影响微生物的形态. 微生物细胞中很多组分

DNA、ATP等在强酸性条件下会被破坏. 因此, 过低

的 pH使得菌株无法生长 (马文漪等, 1996).

另外,虽然 S6能在强碱性条件下生长, 但此时

培养液的颜色、表面张力发生了较大变化. 原因可

能是同一种微生物由于培养液 pH不同, 会积累不

同的代谢产物,故培养液表现出不同的性状.

由以上结果可知, S6在极酸的条件下不生长;

在中性和弱碱性条件下长势较好;在强碱条件下生

长状态发生改变.因此, 选择培养基 pH为 7. 5是合

适的.

3. 3. 2 温度的影响  控制培养温度分别为 30e 、

32e 、34e 、36e 、40e , 在 165r#m in
- 1
条件下振荡培

养 30h,取样测 OD 600、表面张力以及培养液 4倍稀

释液的表面张力,结果如图 4所示.

由图 4可以看出,随培养温度的升高, OD600值

逐渐下降, 说明 S6的生长量逐渐降低. 30e 时, S6

生长量达到最高.观察图 4可发现, 在 30 ~ 40e 范

围内,虽然菌体生长量逐渐下降,但变化幅度很小,

表明 S6对该温度范围有很好的适应性.

同时,观察表面张力的变化可见, 表面张力在
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图 4 温度对 S6生长及培养液表面张力的影响

F ig. 4 OD
600

and surface tens ion vs. tem peratu re

30~ 40e 的范围内处于比较稳定的状态; 4倍稀释

液的表面张力仅略有上升, 影响幅度不大. 因此,可

以推知, S6产生的表面活性剂在该温度范围内能保

持良好的活性.

3. 3. 3 NaC l浓度的影响  调节培养液不同的 N aC l

浓度, 分别为 0、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10g# L
- 1
, 在

30e 、165r# m in
- 1
条件下振荡培养 30h, 取样测

OD 600、表面张力以及培养液 4倍稀释液的表面张

力,结果如图 5所示.

图 5 NaC l浓度对 S6生长及培养液表面张力的影响

F ig. 5 OD 600 and surface tens ion vs. concen trat ion ofN aC l

由图 5可知,在培养液添加 N aC l后, S6的生长

量低于不加 N aC l的对照组;而培养液表面张力较对

照组略有上升. N aC l主要影响微生物生长环境的渗

透压, 微生物的生活环境必须具有与其细胞相适应

的渗透压, 不同的渗透压对微生物有不同的影响.

在等渗溶液中,即细胞内溶质浓度与胞外溶液的溶

质浓度相等时,微生物保持原形, 生命活动最好.一

般等渗溶液中 N aC l浓度为 0. 85% . 图 5的曲线中,

在 NaC l浓度为 8g#L- 1
时, 生长量最高; 这是因为此

时培养液基本上是等渗溶液, 菌体在这种条件下生

长最佳.另外, 在高渗溶液中, 即细胞外溶液溶质浓

度大于细胞内溶质浓度时, 微生物细胞就会脱水,

发生质壁分离,甚至死亡 (周群英等, 2000). 一般高

渗溶液中 NaC l浓度为 5% ~ 30% . 在本实验中,

NaC l浓度最多仅为 10g# L
- 1
, 即 1% , 在这种情况

下, N aC l浓度的改变对菌体生长没有太大的影响.

在低渗溶液中,即微生物细胞内溶质浓度大于细胞

外环境中溶质浓度时, 微生物细胞会吸水膨胀, 甚

至破裂.

3. 3. 4 无机盐离子的影响  主要考察 2种无机盐

离子 (M g
2+
、Ca

2 +
)对 S6生长的影响.分别设置培养

液 MgC l2浓度为 0、0. 1、0. 2、0. 3、0. 4、0. 5、0. 6、017、

0. 8、0. 9、1. 0g# L
- 1
; C aC l2浓度为 0、0. 05、0. 10、

0115、0. 20、0. 25、0. 30、0. 35g# L
- 1
. 在 30e 、165

r#m in
- 1
条件下振荡培养 30h, 取样测 OD600、表面张

力以及培养液 4倍稀释液的表面张力, 结果如图 6

所示.

图 6 无机盐浓度对 S6生长及培养液表面张力的影响 ( a. M gC l2, b.

CaC l
2
)

Fig. 6 OD600 and su rface ten sion vs. con cen tration ofM gC l2 and C aC l2
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由图 6a可以看出, 在所设置的 MgC l2浓度范围

内, S6均能够较好地生长并产表面活性剂; 其中,

M gC l2浓度为 0. 4g# L
- 1
和 1g# L

- 1
时, S6生长最好;

而 M gC l2浓度对培养液表面活性影响不大.这说明,

S6能够很好地适应 Mg
2+
存在的环境.

图 6b显示了 S6受培养液中 CaC l2浓度变化影

响的情况.当培养基中添加了 CaC l2后, 菌体的生长

量明显低于不添加 CaC l2的对照组, 说明 Ca
2+
对 S6

的生长有较大的影响. 除了生长量的影响外, 在实

验过程中还发现, 添加了 CaC l2的培养液的颜色明

显不同于对照组. 含有 CaC l2的培养液呈现极深的

暗绿色,不含 CaC l2的为正常的墨绿色.虽然 Ca
2 +
对

S6的生长有较大影响, 但培养液的表面张力变化幅

度较小;并且原液与 4倍稀释液的表面张力曲线几

乎完全重合,说明添加 Ca
2+
不会影响菌体产表面活

性剂的性能,初步证明了菌体在这个 Ca
2+
浓度范围

内基本上能产相同浓度的表面活性剂.

N aC l、M gC l2、CaC l2这 3种物质对 S6生长及培

养液的影响都可以归结为渗透压的影响.比较图 5、

图 6可知: S6能够适应一定的渗透压环境, 在此环

境中生长并产表面活性剂,且表面活性剂的性质基

本不受渗透压的影响. 其中, 在菌体生长量方面,

CaC l2对 S6的影响比 N aC l、MgC l2的影响稍明显;而

在培养液表面张力方面, NaC l的影响更大.另外,在

实验中, N aC l、MgC l2、CaC l2这 3种物质的浓度是根

据海水盐度范围来选取的.所选择的 NaC l、MgC l2、

CaC l2浓度与海水中的浓度基本一致. 因此可以推

断, S6能够适应海水盐度. 这就为生物表面活性剂

用于处理近海石油污染提供了可借鉴的实验基础.

3. 3. 5 原油的加入对培养液表面活性的影响  S6

培养 48h后, 培养液排油直径达到 100mm, 此时无

菌条件下加入原油 (在液体中的浓度为 30g#L- 1
)振

荡培养,以不加原油的培养液为对照,每隔 30m in测

一次排油直径,结果如图 7所示.

由图 7可以看出,与对照组相比,在加入了原油

的培养液中,排油直径的变化幅度较小且排油直径

较大. 在 1h时二者的排油直径基本一致; 1h之后,

加入原油的培养液的排油直径减小幅度缓慢,最低

为 93mm( 3. 5h); 而对照组排油直径的减小则较为

明显, 一度低至 82mm( 3. 5h左右 ) . 这说明, 在原油

体系中 S6以原油作为碳源, 营养得到补充, 继续产

生表面活性物质,弥补了葡萄糖的消耗给表面活性

带来的负面影响; 对照组中葡萄糖被耗尽, 缺少新

图 7 加入原油对培养液表面活性的影响

Fig. 7 E ffect of crud e petroleum add ition on su rface act ivity

的碳源, 菌株利用生物表面活性剂本身为碳源生

长,因此, 其表面活性持续降低.从 4h开始二者的排

油直径开始回升,但从图 7可明显看出在加了原油

的体系中,排油直径始终大于对照组, 并且其最高

值达到 102mm ( 9h) ; 相比之下, 对照组的排油直径

最高仅为 92mm. 由此可以证明, S6可利用原油为碳

源生长,并且 S6在原油的刺激下可以更好地产表面

活性物质.

3. 4 生物表面活性剂增溶、乳化性能测试结果

3. 4. 1 增溶实验结果  菲是石油烃所含组分多环

芳烃 ( PAHs)中的一种, 在水中的溶解度很低 ( 6. 6

@ 10
- 6
mo l#L- 1

) , lgK ow = 4. 46, 难以生物降解 ( Sh in

et al. , 2006) ,属于持久性有机污染物. 本研究中选

取菲作为 PAH s的代表物,考察 S6所产的表面活性

剂对菲的增溶作用. 萃取方法的回收率为 71. 16%

~ 88. 50%.

图 8 生物表面活性剂对菲的增溶作用

Fig. 8 S olub ilizat ion of phenanthren e by b iosurfactant

从图 8可以看出, 无论在 CMC (该表面活性剂

的 CMC= 50mg# L
- 1

)以下或以上,表面活性剂对菲
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都有增溶作用;但在 CMC以上, 增溶作用显著.这是

因为, 当溶液中表面活性剂浓度低于 CMC时, 表面

活性剂分子以单体形式存在,单分子的表面活性剂

对被增溶物的分配作用很弱, 因此, 菲在水中的溶

解度不大或只有轻微增加.而当表面活性剂浓度大

于 50mg# L
- 1
时,菲的溶解度增大速度加快.这是由

于浓度大于 CMC时,表面活性剂大量形成胶束,胶

束通过提供一个微观的疏水环境使原来不溶或微

溶于水的有机物溶解于胶束中, 胶束内的疏水性微

环境对疏水性有机溶质具有较强的分配作用,可显

著增大菲的表观溶解度 (余海粟等, 2004) . 这种情

况也表明了生物表面活性剂对菲的增溶作用主要

归因于表面活性剂形成胶束.

龙涛等研究了非离子型表面活性剂吐温 80对

菲的增溶作用 (龙涛等, 2003) ; 研究结果表明, 在浓

度为 2000mg# L
- 1
的吐温 80溶液中,菲的溶解度增

大了 19. 2倍.在杨建刚等的研究中, 当非离子型表

面活性剂 Tw een20浓度为 2000mg# L
- 1
时,菲的溶解

度增大了 12. 9倍 (杨建刚等, 2004) . 而本研究中,

在生物表面活性剂浓度处于 170mg# L
- 1
时,菲的溶

解度增大了 20倍以上.这表明, 在一定程度上生物

表面活性剂有优于化学表面活性剂的性能.

图 9 表面活性剂乳化能力

F ig. 9 Em uls if icat ion efficien cy of crude p etroleum by biosurfactant

 

3. 4. 2 生物表面活性剂对原油的乳化能力  测定

结果如图 9所示. 由图 9可以看出,对于不同的油浓

度,生物表面活性剂对其产生的乳化能力随时间的

变化具有一致性:在短时间内, 乳化能力比较稳定;

随时间的延长, 乳化能力有所下降, 但最终都稳定

在某一数值.从图中可以得知, S6产生的生物表面

活性剂对原油具有很好的乳化作用; 经过一定时间

后,乳化能力可以维持在 80%以上.

另外,由图 9可知, 在油浓度为 8%时, 乳化能

力最佳 (最终稳定在 90%以上 ) ;在油浓度小于 8%

的范围内,乳化能力随油浓度的提高而增强; 但当

油浓度大于 8%时, 乳化能力随油浓度的升高呈现

出逐渐下降的趋势, 但是都稳定在 80%以上. 这组

实验结果显示,油浓度在 6% ~ 8%之间时能得到很

好的乳化效果.

3. 5 生物表面活性剂组分分析结果

按照 2. 11节所述方法进行实验. 图 10是铜绿

假单胞菌 S6所产鼠李糖脂的 HPLC-ESI-M S分析的

总离子流图.各组分的保留时间、分子离子峰、相对

丰度如表 2所示.

表 2 S6所产鼠李糖脂同系物中各组分的结构及相对丰度

Tab le 2  S tructu res and relat ive abundances of rham nol ip id congeners

produced by stra in S6

鼠李糖脂结构
保留时间

/m in

分子离子

(m /z)
相对丰度

Rha-Rha-C8-C10 31. 69 621. 7 3. 2964%

Rha-Rha-C10-C8 32. 76 621. 7 0. 6339%

Rha-C8-C10 36. 93 475. 4 10. 5793%

Rha-Rha-C
10
-C

10 39. 56 649. 5 8. 5053%

Rha-Rha-C
10
-C

12: 1 43. 12 675. 8 14. 6753%

Rha-Rha-C12: 1-C10 44. 17 675. 8 0. 8068%

Rha-C10-C10 45. 99 503. 3 10. 8519%

Rha-Rha-C10-C12 47. 71 677. 8 4. 6648%

Rha-Rha-C12-C10 48. 97 677. 8 1. 6101%

Rha-C10-C12: 1 51. 63 529. 6 5. 1886%

Rha-C12: 1-C10 52. 87 529. 6 13. 4312%

Rha-C10-C12 55. 82 531. 7 3. 1618%

Rha-C12-C10 57. 45 531. 7 0. 6005%

  注: Rh a表示一个鼠李糖分子; Cn表示一个碳链长度为 n的烷基

脂肪酸分子; Cn: 1表示一个碳链长度为 n的含一个不饱和键的烷基

脂肪酸分子.

由表 2可以看出, S6所产的生物表面活性剂中

至少含有 13种鼠李糖脂同系物, 均由 1~ 2分子的

鼠李糖和 1~ 2个碳链长度为 8~ 12的脂肪酸组成.

其中, 含量最高的 4种组分分别为 Rha-Rha-C10-

C12: 1、Rha-C12: 1-C10、Rha-C10-C10和 Rha-C8-C10, 其含

量分别为 14. 6753% , 13. 4312% , 1018619% 和
1015793%.另外,在 13种同系物中, 有 4种组分含

不饱和脂肪酸, 含不饱和脂肪酸组分的总含量达

30177% .梁生康等 ( 2005)在对假单胞菌产生的生

物表面活性剂的组分进行分析时,发现表面活性剂

中有 21种鼠李糖脂同系物;其中不饱和脂肪酸组分
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含量为 52. 38% .这与本实验结果不尽相同. 鼠李糖

脂组分及不饱和脂肪酸含量的不同, 一方面是由于

生物表面活性剂产生菌不同, 培养条件不同; 另一

方面也有可能是分析方法有差别, 从而导致了产物

组成的差异. 然而, 尽管鼠李糖脂组分及脂肪酸含

量不同,生物表面活性剂本身的理化性质差别却不

大.在梁生康等的研究中, 鼠李糖脂溶液能将水的

表面张力降低至 28. 6mN#m
- 1
, 这与本研究的结果

( 2913mN#m - 1
)非常接近.

图 10 S6所产鼠李糖脂同系物 HPLC-ESI-M S分析总离子流图

Fig. 10 TIC spectra of rham nolip id congeners p roduced by strain S6, as analyzed by HPLC-ES I-M S

4 结论 ( Conclusions)

1) 铜绿假单胞菌 S6产生的表面活性剂的

CMC为 50mg#L- 1
,此时表面张力为 29. 3mN#m- 1

.

2) pH对 S6的生长及培养液的表面活性有较

大的影响, 在中性和弱碱性时生长较好. 在 30 ~

40e 范围内, S6均能正常生长且其分泌的表面活性

剂在该温度范围内能保持良好的活性. 培养液

N aC l、MgC l2、CaC l2浓度对 S6的生长有一定程度的

影响, 但对其分泌的生物表面活性剂的性质无明显

影响. S6能以原油为碳源生长并产生物表面活性

剂,且原油能更好地刺激菌株产表面活性物质.

3) 该生物表面活性剂对菲具有良好的增溶性

能;在 CMC ( 50mg# L
- 1

)以上, 增溶效果更为显著.

同时, 其对原油具有良好的乳化能力, 且维持乳化

液稳定性于 80%以上;油浓度为 6% ~ 8%时,能达

到最佳乳化效果.

4) HPLC-ESI-MS分析显示, 该表面活性剂结构

中含有 13种鼠李糖脂同系物,其中含量最多的 4种

组分为 Rha-Rha-C10-C12: 1、 Rha-C12: 1-C10、Rha-C10-

C10和 Rha-C8-C10.
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