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表面活性剂对热带假丝酵母降解苯酚的影响

丁莹，袁兴中!，曾光明，刘智峰，钟华，王静

（ 湖南大学环境科学与工程学院，长沙 & #"%%8$）

摘要：通过液态发酵培养法探讨了添加 $ 种化学表面活性剂十六烷基三甲基溴化铵（2./9）、曲拉通 :;"%%（.7<=3> :;"%%）以及

生物表面活性剂二鼠李糖脂（?<7@AB>34<6<?，?<+0）对 " 株 热 带 假 丝 酵 母（ !"#$%$" &’()%*"+%,）降 解 苯 酚 的 影 响 5 结 果 表 明，发 酵

液中苯酚的分解和菌体生长的不同步，反映了苯酚对该菌的毒性作用以及苯酚降解过程中中间产物的形成 5 2./9 对热带假

丝酵母具有毒性作用，抑制菌体对苯酚的降解 5 低浓度（%C "、%C ! 2-2）的 .7<=3> :;"%% 对 !- &’()%*"+%, 的生长及对苯酚的降解

有一定的促进作用，分别将苯 酚 降 解 完 全 的 时 间 由 空 白 的 #8 @ 提 前 至 $# @ 和 !D @；随 着 .7<=3> :;"%% 浓 度 增 大（"C %、!C %

2-2），降解初期菌体的衰亡减缓，但使菌体生长滞后，苯酚分解完全的时间延长 5 生物表面活性剂 ?<+0 促进菌体对苯酚降解

的同时显著地促进了 !- &’()%*"+%, 的生长，且促进作用随着加入 ?<+0 浓度的增大而增强，"C %、!C % 2-2 的 ?<+0 将 苯 酚 降 解 完

全的时间都提前到 $# @；而 ?<+0 在发酵过程中浓度也逐渐降低，这表明 ?<+0 很大程度上减弱了苯酚对菌体的毒性，并且可以

共同作为碳源促进菌体的生长 5
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& & 苯酚及其衍生物是重要的化工原料，为多种工

业废水的主要有机污染物［"，$］5 苯酚及其 衍 生 物 毒

性大，对皮肤粘膜有腐蚀作用，可使蛋白质变性；吸

入人体作用中 枢 神 经 引 起 痉 挛 5 因 此，研 究 苯 酚 的

降解方法有非常重要的意义［!］5 处理含酚废水的方

法有很多种［#］，与 物 理 和 化 学 方 法 相 比，生 物 降 解

的方法具有 高 效、低 成 本 且 无 二 次 污 染 等 特 点［F］，

近 年 来 逐 渐 成 为 治 理 含 酚 废 水 的 最 普 遍 的 方

法［!，D H 8］5 在苯酚的降解微生物中，热带假丝酵母因

其 高 效 降 解 性 近 年 来 逐 渐 成 为 国 内 外 的 研 究

热点［G］5
表面活性剂是含有亲水基团和长链疏水基团的

两亲性分子，它对疏水性有机物有核心增溶及吸附

作用并且能促进菌体对疏水性有机物的降解，而苯

酚本身也是含有疏水性苯环和亲水性羟基的两性分

子，它可以被表面活性剂聚集体所捕集而富集于聚

集体中，表面活性剂的这种作用有可能影响苯酚的

降解，但国内外 关 于 这 方 面 的 研 究 却 少 有 报 道 5 本

实验采用苯酚的高效降解菌热带假丝酵母作为降解

菌，通过分析不同浓度表面活性剂对菌体生长、对苯

酚的降解情况，研究了阳离子化学表面活性剂十六

烷基三甲 基 溴 化 铵（2./9）、非 离 子 化 学 表 面 活 性

剂曲拉通 :;"%%（.7<=3> :;"%%）和阴离子生物表面活

性剂二鼠李 糖 脂（ ?<+0）对 热 带 假 丝 酵 母 降 解 苯 酚
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的影响，探索了降解菌、表面活性剂以及降解底物的

相互作用，以期为表面活性剂应用于含酚废水的处

理提供理论依据 $

!" 材料与方法

!# ! ! 菌种

二鼠 李 糖 脂（ %&’(）的 产 生 菌 铜 绿 假 单 胞 菌

（!"#$%&’&()" )#*$+,(&")），购 自 武 汉 大 学 中 国 典 型

培养物保藏中心，保藏号为 ))*)) +,-".//$ 实验

室 选 用 的 降 解 菌 种 热 带 假 丝 酵 母 )0)) #1/"
（-)(%,%) .*&/,0)1,"），购自中国工业微生物菌种保藏

中心，保藏号为 )0)) #1/"$ 该 2 株菌在13 条件下

斜面保藏并每个月传代 # 次 $
!# $ ! 主要药品和试剂

)*+, 购于 科 密 欧 公 司（ 中 国 天 津，分 析 纯 ），

*4&567 89#.. 购于 ,:; 公司（<66=>，?7@=A7%，纯度 B
--C ），%&’( 由 !2 )#*$+,(&") +,-".// 产生，制取和

提纯按 文 献［#.］的 方 法；实 验 用 纯 水 由 (A7D67D6
EA5>4 <46 <F 纯 水 机（ GA7HAH，IF+）制 取，电 阻 率

#JK 2 L!·DM N # $ 其它试剂均为分析纯 $
!# % ! 实验用培养基

热带 假 丝 酵 母 富 集 培 养 液（O<:，@·( N # ）：酵

母膏 #K .，蛋白胨 2K .，葡萄糖 2K .，P; /K .$
发酵 培 养 液（LFL，@·( N # ）：（Q;1 ）2 FR1 .K 1，

G2;<R1 .K 1，G;2<R1 .K 2，QA)= .K #，L@FR1 .K #，

L7FR1 · ;2R .K .#，S>2（ FR1 ）" · ;2R .K .#，

QA2L6R1 ·2;2R .K .#，P; /K .$ 培养条件均为".3
振荡培养箱中恒温培养，转速：2.. 4 T M&7$
!# & ! 实验方法

!# &# ! ! 培养条件

降解实验在装有 U. M( 灭菌 LFL 的 2U. M( 锥

形瓶中进行 $ 苯酚和表面活性剂过 .K 22 "M 的微孔

滤膜除菌后，加 入 灭 菌 后 的 发 酵 培 养 液 中 $ 苯 酚 的

浓度为 U.. M@·( N # $ 表面活性剂在培养液中的浓

度分别为 .K #、.K "、.K U、#K . 和 "K . )L)$ " 种 表 面

活性 剂 的 临 界 胶 束 浓 度（ )L) ）分 别 为：)*+,
"/1K 1/ M@·( N # ，*4&567 89#.. 2..K U M@·( N # ，%&’(
/. M@·( N #［#.，##］$ 将在富集培养液中富集培养 #2 V
后的 -2 .*&/,0)1," 发酵液离心，倾去上清液以除去原

有营养物质，溶于等体积无菌水中，按 2C 的接种量

分别接种到 含 有 U.. M@·( N # 苯 酚9LFL9表 面 活 性

剂的发酵培养液中培养 $
!# &# $ ! 菌体生长量的测定

菌体 吸 光 度 采 用 FV&MA%WX IY92UU2 分 光 光 度

计于 /.. 7M 测定其吸光度值（3/.. ），以无菌蒸馏水

作为 参 比 $ 发 酵 不 同 时 间 分 别 取 菌 体，在 #. ...
4 T M&7下离心 #. M&7，收 集 离 心 后 的 发 酵 液 上 清 液，

清洗后将菌种分别分散到 U M( 蒸馏水中用作后续

实验 $ 菌体吸光 度 与 菌 体 重 量 关 系 确 定 方 法：取 富

集培养液，于#. ... 4 T M&7下离心 #. M&7，收集菌种，

清洗后将菌 体 溶 解，在 /.. 7M 下 调 节 菌 体 吸 光 度

值，同时取相应菌液于#. ... 4 T M&7下离心 #. M&7，

弃去上清液，于#.U3 下 烘 21 V，称 重 $ 通 过 菌 体 干

重浓度与菌体 3/.. 的关系得到菌体干重浓度 $
!# &# % ! 苯酚浓度的测定（ 液相色谱法）

取上一步离 心 后 的 培 养 液，过 .K 1U "M 滤 膜，

采用 ;<() +@&=>75 ##.. 测定（+@&=>75 *>DV76=6@&>H，
)A=&Z647&A，IF+），测 定 条 件 如 下［#2］：色 谱 柱 )#J

（2U.MM [ 1K / MM，U "M，+@&=>75）；流 动 相，4（ 甲

醇）\ 4（ 水）] 1 \ "；流 速 #K . M( T M&7；紫 外 检 测 器，

波长 2J. 7M$
!# &# & ! )*+, 浓度的测定

采用苦味酸［)/;2（QR2 ）" R;］法［##］测定 )*+,
浓度 $ 取 步 骤 #K 1K 2 离 心 后 的 发 酵 液 上 清 液 2K U
M(，加入 .K 2U M( 的苦味酸溶液（.K #C 的苦味酸溶

于 .K ..2 M6=·( N # 的 QAR; 溶液）和 2K U M( 的二氯

乙烷，充分振 荡 混 合 U M&7，静 置 分 层 后，吸 出 有 机

相，采 用 FV&MA%WX IY92UU2 分 光 光 度 计 于 "^U 7M
测定二氯乙烷相的吸光度值 $
!# &# ’ ! *4&567 89#.. 浓度的测定

对硫氰酸钴法［#"］进行部分修改后，测定 *4&567
89#.. 浓度 $ 取步骤 #K 1K 2 离心后的发酵 液 上 清 液

#K U M(，加 入 #K U M( 的 )69F)Q 试 剂［2J. @·( N #

)6（QR" ）2 ·/;2R 和 /2. @·( N # Q;1 F)Q 的混合溶

液］和 "K . M( 二氯甲烷，充分混合振荡 2 M&7 后，于

2 J-. 4 T M&7离心 #. M&7，采用 FV&MA%WX IY92UU2 分

光光度计于 /2. 7M 测定二氯甲烷有机相吸光度值 $
!# &# ( ! %&’( 浓度的测定

采 用 苯 酚9硫 酸 法［#1］ 测 定 %&’( 浓 度 $ 用 #
M6=·( N # ;)= 调节步骤 #K 1K 2 离心后的发酵液样品

到 P; 2K .，加 入 等 体 积 的 乙 酸 乙 酯，剧 烈 振 荡 U
M&7，静 置 分 层，吸 出 有 机 相，水 相 再 用 乙 酸 乙 酯 萃

取，共萃取 " 次，有机相合并后在/.3 下烘干，得到

的 %&’( 溶解到 2K .M( .K .U M6=·(9# 的 QA;)R" 溶

液中，加入 UC 苯酚溶液 #K . M( 和浓硫酸 UK . M(，

静置 #.K . M&7，摇 匀，2U3 下 放 置 2. M&7，采 用

FV&MA%WX IY92UU2 分光光度计于 1J. 7M 下测 定 其

吸光度值 $

J1.#
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!" #" $ " 菌体表面 #$%& 电势的测定

取对数期（ 本实验中发酵培养 ’( )）的发酵液，

离心后除去上清液，并用无菌的 *+* 洗菌 , 次，然

后将菌 体 溶 解 在 无 菌 的 *+* 中，调 节 菌 体 !’(( 至

(- ’ . (- (’［/0］，采用 123’(( #$%&456$7 2&89（*&:;$78
<84%7=>$8%4，*&:;$78，?@）测定菌体在 3 种表面活性

剂的浓 度 分 别 为 (、(- /、(- 3、(- 0、/- ( 和 3- ( A*A
时的 #$%& 电势 B

%& 结果与讨论

%" ! " ACDE 对 "# $%&’()*+(, 降解苯酚的影响

由图 / 可以看 出，不 添 加 表 面 活 性 剂 时 在 ( F
/, ) 内菌体量 迅 速 降 低 - 但 随 着 "# $%&’()*+(, 逐 渐

适应新的环境，经过大约 3’ ) 菌体开始有明显的生

长 B 在发酵液中添加不同浓度的 ACDE 表面活性剂

时，菌体浓度迅速降低，且在整个后续培养阶段菌体

的生长均受到严重抑制 B
图 / 中使菌体量减少的原因有 , 个：! 苯酚有

一定的毒性，对菌体的生长产生了抑制作用，造成了

细胞初始浓 度 的 降 低 和 细 胞 生 长 的 延 滞；" ACDE
是阳离子表面活性剂，阳离子表面活性剂溶于水后

有很强的杀菌性 B

图 !& 不同浓度 ’()* 作用时菌体干重浓度随时间的变化

G5HB /" A$:: I7J K$5H)% L98L$8%7&%598 %7$8I K5%) I5MM$7$8%

L98L$8%7&%5984 9M ACDE &II$I

由图 , 可以看出，苯酚单独被降解时，其平均残

留率随着时间逐渐降低，在 !N ) 时苯酚已经被完全

降解 B 但细胞的 生 长 与 苯 酚 的 消 耗 并 不 同 步，菌 体

在 3’ ) 后才开始生长 B 这可能是因为：! 苯酚对热

带假丝酵母具有毒性，但该菌对苯酚的分解能力很

强，即使菌体量很低也能达到很好的降解效果［’，/’］；

"有研究表明，在有氧条件下苯酚首先分解为邻苯

二酚，邻苯二酚由邻位和间位途径开环裂解，最后进

入三羟酸循环［/O F /P］B

图 %& 苯酚残留率随时间的变化（ACDE）

G5HB ," Q$45I=&: 7&%$4 9M R)$89: ;4 %5>$

在实验中苯酚的降解过程中有中间产物形成的

过程，并且苯酚转化为中间产物有很高的速率，而菌

体对中间产物的降解是苯酚降解的控制步骤，同时

也是为菌体生长提供能量的主要步骤 B 在苯酚转化

基本完成、毒性减弱后，菌体再利用中间产物进行主

要的生长 B 发 酵 液 中 含 有 ACDE 时，苯 酚 的 平 均 残

留率 几 乎 没 有 变 化，苯 酚 完 全 没 有 被 降 解，说 明

ACDE 强烈抑制菌体对苯酚的降解 B
在发酵过程中表面活性剂 ACDE 的残留率几乎

没有变化（ 图略），说明菌体不能利用 ACDEB 从图 3
可以看出加入 ACDE 后菌体表面的 #$%& 电势增大 B
这是由于 ACDE 是阳离子表 面 活 性 剂，在 发 酵 液 中

电离形成的 A/’ S33 2（AS3 ）T 与 细 胞 表 面 带 负 电 的

基团发生 静 电 吸 附 作 用，使 细 胞 表 面 #$%& 电 势 增

加 B 它能吸附在细胞表面改变菌体细胞膜的通透性，

并且能吸附在蛋白质上，与氨基酸中的羧基作用，使

溶解的蛋白质变性［,(］B 这是 ACDE 有很强杀菌性的

原因 B

图 +& 菌体表面 ,-./ 电势随表面活性剂浓度的变化

G5HB 3" A)&8H$4 9M U&L%$75& 4=7M&L$ #$%& R9%$8%5&: K5%) %)$

4=7M&L%&8% L98L$8%7&%5984
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!" ! ! $%&’() *+#,, 对 !" #$%&’()*’+ 降解苯酚的影响

发酵液中添加 $%&’() *+#,, 时 菌 体 ,-,, 随 时 间

变化如图 . 所示 / 在发酵最初的 #0 1，由 于 苯 酚 的

毒性，各组菌体 量 均 减 少 / 菌 体 经 过 适 应 期 后 开 始

生长，但加 入 的 $%&’() *+#,, 浓 度 不 同 适 应 期 长 短

不同 / 当 加 入 $%&’() *+#,, 的 浓 度 较 低 时（,2 # 和

,2 " 343）菌体对苯酚的适应期较短，#0 1 后菌体量

开始增大，分别在 .5 1 和 -, 1 使菌体量达到最大；

当 $%&’() *+#,, 浓 度 增 大，菌 体 生 长 的 适 应 期 延 长

到 -, 1 左右，但菌体的生长更明显 /

图 #$ 不同浓度 %&’()* +,-.. 作用时菌体干重

浓度随时间的变化

6&7/ .! 3899 :%; <8&71’ =()=8)’%>’&() ’%8): <&’1 :&??8%8)’

=()=8)’%>’&()@ (? $%&’() *+#,, >::8:

加入不同浓度的 $%&’() *+#,, 后苯酚的残留率

见图 A/ 与 菌 体 干 重 浓 度 相 吻 合，加 入 的 $%&’() *+
#,, 浓度为 ,2 # 和 ,2 " 343 时，分 别 使 苯 酚 降 解 完

全的时间提前至 0. 1 和 "- 1/ 但随着加入的 $%&’()
*+#,, 浓度增大，菌体对苯酚的降解过程被抑制，而

且浓度越大 抑 制 作 用 越 强，特 别 是 当 添 加 的 $%&’()
*+#,, 浓度达到 临 界 胶 束 浓 度 后，抑 制 作 用 更 加 明

显 / 在整 个 发 酵 过 程 中（, B C- 1）发 酵 液 中 $%&’()
*+#,, 的浓度几乎没有变化（ 数据略），即 实 验 条 件

下菌体不能降解 $%&’() *+#,,/ 由于 $%&’() *+#,, 是

非离子表面活性剂，它对细胞表面的 D8’> 电势几乎

没影响（ 图 "）/
$%&’() *+#,, 在培养液中形成聚集体，它对苯酚

的捕集作用使发酵液中游离的苯酚减少，而聚集体

中的苯酚因 $%&’() *+#,, 分子栅栏层的阻隔无法与

菌体直接接触［0#，00］，因此可以降低苯酚对菌体的毒

性作用，所以随着 $%&’() *+#,, 浓度的增加，苯酚的

毒性减小，特别在浓度高于 343 时，菌体在初期的

0. 1 内死亡明显趋缓 / 但另一方面这种作用降低了

苯酚的可利用性，抑制了苯酚的分解和中间产物的

形成，使菌体的生长和苯酚的降解滞后（ 如图 .）/

图 /$ 苯酚残留率随时间的变化（$%&’() *+#,,）

6&7/ A! E8@&:F>9 %>’8@ (? G18)(9 H@ ’&I8

! / 0$ :&EJ 对 !" #$%&’()*’+ 降解苯酚的影响

由图 - 可以看出，各浓度的 :&EJ 均明显地促进

了菌体的生长，而且加入的 :&EJ 浓度越大促进作用

越明显，,2 # 和 ,2 " 343 的 :&EJ 均使菌体量在 #0 1
分别达到最大，而随着加入 :&EJ 浓度的增大（,2 A、

#2 , 和 "2 , 343），菌体生长 的 对 数 期 延 长 到 #5 1，

菌体干重浓度分别达到最高 / 由图 K 可知，:&EJ 可

以被降解，而且与图 - 中对菌体生长的促进作用相

符，加入的 :&EJ 浓度越高，:&EJ 的降解率越高 /

图 1$ 不同浓度 2’34 作用时菌体干重浓度随时间的变化

6&7/ -! 3899 :%; <8&71’ =()=8)’%>’&() ’%8): <&’1 :&??8%8)’

=()=8)’%>’&()@ (? :&EJ >::8:

由图 5 可以看出苯酚的残留率在发酵期间的变

化 / 加入 :&EJ 时在最初的 - 1 内苯酚降解速率增大

并不明显，随 着 菌 体 生 物 量 的 增 多 降 解 速 率 增 大 /
各浓度的 :&EJ 均使苯酚的降解速率增大，而且当生

物表面活性剂的浓度达到临界胶束浓度后降解速率

更快，高浓度（#2 ,、"2 , 343）:&EJ 的发酵液在 0. 1
时苯酚的残留率接近 ,2 ", 1 时其他浓度 :&EJ 的发

酵液中苯酚也几乎被完全降解 / 而空白样在实验时

,A,#



! 期 丁莹等：表面活性剂对热带假丝酵母降解苯酚的影响

图 !" 发酵液中 #$%& 的残留率随时间的变化

"#$% &’ ()*#+,-. /-0)* 12 +#(3 4* 0#5)

图 ’" 苯酚残留率随时间的变化（ +#(3）

"#$% 6’ ()*#+,-. /-0)* 12 78)91. 4* 0#5)

间范围内并没有将苯酚完全降解 % +#(3 使菌体表面

的 :)0- 电 势 降 低，这 是 因 为 +#(3 是 阴 离 子 表 面 活

性剂，+#(3 单分子或聚集体吸附在菌体细胞表面的

原因（ 如图 ;）%
可以 明 显 看 出 加 入 各 浓 度 生 物 表 面 活 性 剂

+#(3 均促进热带假丝酵母对苯酚的降解，经分析原

因可能是：! +#(3 与苯酚共同作为碳源而促进了菌

体的生长［<;］，进而促进了苯酚的降解；" +#(3 在实

验浓度范围内形成聚集体，同样减弱了苯酚对菌体

的毒性，而且 +#(3 的这种作用比 =/#019 >?@AA 的更

为显著 % 综合以 上 两 方 面 的 原 因，菌 体 量 在 降 解 初

期并没有衰减，而是发生了迅猛生长，并且对碳源的

利用效率非常高 % 在加入 +#(3 时菌体均在 作 为 碳

源的苯酚和 +#(3 并没有被降解完全时就进入了衰

亡期 % 经分析这 可 能 是 由 于：菌 体 以 苯 酚 分 解 形 成

的中间产物为主要碳源进行生长，在菌体快速生长

后，前期形成的中间产物已被消耗完，而剩余的苯酚

在 +#(3 聚集体中因可利用性差，分解速率慢，而无

法满足高浓度菌体继续生长的需要 %

(" 结论

（@）B=CD 对 !" #$%&’()*’+ 有 毒 性 作 用，导 致 大

量菌体死亡，因此抑制了菌体对苯酚的降解作用 %
（<）低浓度的 =/#019 >?@AA 对 !" #$%&’()*’+ 的生

长及其对苯酚的降解有一定的促进作用；随着其浓

度增大 =/#019 >?@AA 聚 集 体 的 捕 集 作 用 增 强，减 弱

了苯酚对菌体的毒性作用，同时也使苯酚的可利用

性降低，使得菌体衰亡趋缓但生长滞后，并且苯酚的

降解滞后 %
（;）+#(3 生物表面活性剂很大程度上减弱了苯

酚对菌体的毒性并且可以与苯酚共同作为碳源，因

此也促进了菌体对苯酚的降解并 极 大 地 促 进 了 !"
#$%&’()*’+ 的生长 %
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