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ＶＯＣ增溶菌的发酵培养及增溶作用研究

王国惠，许亚楠
（中山大学环境科学与工程学院，广东 广州５１０２７５）

摘　要：选择苯和甲苯作为 ＶＯＣｓ代表成分，以增溶活性和乳化率作为指标，研究增溶微生物的发酵条件、
ＢＳＴ产生规律及增溶效果等。结果表明，成功驯化产ＢＳＴ的增溶微生物。其最适发酵条件是：碳源质量浓度１０
ｇ／Ｌ，初始ｐＨ值６９５～７０５，温度范围２６～３２℃。增溶菌具有明显的产 ＢＳＴ规律：在０～３６ｈ内持续快速增
加，３６ｈ时，产生量最大。发酵液对苯和甲苯具有良好的增溶效果，分别是纯培养基的２７倍和３０倍。苯与

ＢＳＴ所形成的乳滴为水包油，易溶于水，有利于ＶＯＣｓ的生物降解。产ＢＳＴ的细菌大都是Ｇ－短杆菌。
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　　ＶＯＣｓ因排放量大、种类多、毒性强已成为全
球关注的焦点［１］。目前已鉴定的 ＶＯＣｓ达 ３００多
种，最常见的是苯、甲苯、二甲苯、三氯甲烷等。

苯已被世界卫生组织列为强致癌物［２］。ＶＯＣｓ处理
方法很多，包括冷凝法、吸收法、吸附法和膜分离

法、催化燃烧法、等离子体法、光催化氧化法及生

物法等［３－８］。目前应用较多是吸附法、催化燃烧法

和生物法。前两种方法成本高，给治理企业带来了

很大负担。生物法操作简单、成本低、无二次污染

备受青睐［９－１２］。然而，由于ＶＯＣｓ水溶性差，导致
其可生化性偏低，故限制了该技术的应用［１３］。

提高 ＶＯＣｓ可生化性的重要途径就是对其增
溶。表面活性剂对ＶＯＣｓ具有良好的增溶作用。利
用表面活性剂提高疏水性有机污染物的溶解性已有

展开，但大多利用的是化学表面活性剂。而化学表

面活性剂具有毒性且难降解，易引起二次污染。生

物表面活性剂 （简称 ＢＳＴ）不仅具有良好的表面
活性和乳化性能［１４］，且具无毒、易于生物降解等

独特优势，使其在ＶＯＣｓ生物治理方面具有广阔的
应用前景。

本研究针对ＶＯＣｓ水溶性差影响其生物降解问
题，驯化 ＶＯＣｓ增溶微生物，使其产 ＢＳＴ。利用
ＢＳＴ使ＶＯＣｓ增溶。本研究选择苯和甲苯作为 ＶＯＣ
的代表进行实验。

为了满足实际工程的需要，直接用发酵液对

ＶＯＣ进行增溶，不仅降低生产成本，且发酵液完
成增溶后还将为下一步降解微生物带来营养。本研

究建立一个完全开放式的自然发酵体系，可为ＢＳＴ
的大批量生产提供技术支持。通过本研究，有望突

破ＶＯＣ因难溶于水而影响其生物降解这一瓶颈，
为ＶＯＣｓ的高效生物处理提供科学依据。

１　实验材料
１１　主要仪器

摇床 （ＳＵＫＵＮＳＫＹ－２１１，上海苏坤）、干燥
箱 （ＤＨＧ －９２４０Ａ，上 海 申 贤）、电 子 天 平
（ＦＡ２２０４，上海安亭）、灭菌器 （ＬＳ－Ｂ５０Ｌ）、培
养箱 （ＳＧＳＰ－０２黄石恒丰）、超净台 （ＳＷ－ＣＪ－
１Ｄ，苏州净化）、水浴锅 （ＨＨ－４）、离心机
（ＴＤＺ５－ＷＳ，长沙平凡）、ｐＨ计 （ＤＥＬＴＡ３２０）、
气泵、流量计及液相色谱仪 （日本岛津）等。

１２　主要试剂
苯 （分析纯，广州化学试剂厂）、甲苯 （分析

纯，广州化学试剂厂）、苏丹红Ⅲ （（分析纯，广

州化学试剂厂）、甲醇 （色谱纯，广州化学试剂

厂）。

１３　培养基
硫酸铵５ｇ／Ｌ，废石油２０ｇ／Ｌ，葡萄糖１０ｇ／

Ｌ，氯化钾１０ｇ／Ｌ，磷酸氢二钾１５ｇ／Ｌ，ｐＨ７～
７５，自来水１Ｌ。
１４　种源样品

样品来自某污水处理池。

２　实验方法

２１　增溶菌的驯化
２１１　摇床驯化　在无菌条件下，于５００ｍＬ三角
瓶中加入２００ｍＬ灭菌培养基，污泥按一定比例接
入，摇床驯化。

２１２　扩大培养　于２５Ｌ用纱布封口的广口瓶
中加入１５Ｌ发酵培养基，高压灭菌。在无菌条件
下，按一定比例转接驯化种液，曝气培养。按同样

方法，进行多次转接。逐渐由无菌接种变为自然接

种，再过渡到完全开放式自然培养。设对照组。

２２　增溶活性指标及测定方法
实验时先用液态苯及液态甲苯进行验证。

２２１　增溶能力及测定方法　取一直径为９ｃｍ平
皿，加入２０ｍＬ去离子水，然后在水面上缓慢滴加
２ｍＬ染色苯或染色甲苯，待形成稳定薄膜后，在
薄膜中心滴加１ｍＬ离心后的发酵液。发酵液若能
增加苯或染色甲苯在水中的 “溶解”，便形成一圆

圈，即增溶圈。测量增溶圈直径。每组设 ３个平
行，取其平均值。染色苯和染色甲苯是苯和甲苯分

别用苏丹红Ⅲ染色而成的。
２２２　乳化能力及测定方法　苯或甲苯与发酵液
按一定比例作用，若发酵液中有 ＢＳＴ的产生，则
二者即可形成乳化层。乳化能力以乳化百分率

（ＥＩ）衡量。乳化百分率的计算

ＥＩ＝
Ｈｅｍ
Ｈｏｉ
×１００％

其中，Ｈｅｍ为乳化层高度，ｃｍ；Ｈｏｉ为苯层高度，ｃｍ。
２３　乳化液乳化性质的鉴别

乳状液两类型［１５］：一类是水包油型 （Ｏ／Ｗ）；
另一类是油包水型 （Ｗ／Ｏ）。为了提高鉴别的准确
性，分别用亲油性染料 （苏丹红Ⅲ）和亲水性染
料 （沙黄和结晶紫）对乳状液进行染色。用苏丹

红Ⅲ染色的乳状液若整体为红色，则为 Ｗ／Ｏ型；
若仅乳滴为红色，则为 Ｗ／Ｏ型。用沙黄或结晶紫
染色的乳状液若整体为红色或紫色，则为 Ｏ／Ｗ
型；若仅乳滴为红色或紫色，则为Ｗ／Ｏ型。

６８
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２４　增溶实验
２４１　增溶实验方法　实验系统由气泵、吸收瓶、
气体混合瓶、流量计及增溶瓶等通过胶管连接而

成。增溶瓶有两个。一个装发酵液，为增溶实验

瓶；另一个装空白培养基，为对照瓶。

实验所用苯及甲苯为气态苯及甲苯。气态苯及

甲苯采用吹脱法配制。气泵将空气分别鼓入装有液

态二苯的吸收瓶和气体混合瓶。通入吸收瓶中的空

气将气态二苯载入混合瓶，与空气按一定比例充分

混合后分别被送入增溶瓶和对照瓶中。混合气体的

流量由流量计控制，保证通入增溶瓶的流量 （１６
Ｌ／ｈ）相等。连续６ｈ后停止通气，静止６ｈ，共持
续１２ｈ，取样，每１ｈ取样一次。
２４２　增溶率的测定　增溶率的测定采用高效液
相色谱法测定 “溶解”态苯的浓度。具体方法如下：

（１）色谱条件。流动相甲醇水溶液，配比为
Ｖ（甲醇）／Ｖ（水）＝８０／２０，检测器 ＳＰＤ－２０ＡＶ、
色谱柱 ＳＨＩＭＡＤＺＵＶＰ－ＯＤＳＣ１８、流速 ０８ｍＬ／
ｍｉｎ、柱温４０℃、检测波长２６０ｎｍ。

（２）增溶率 （ＩＳ）的计算。增溶率 （ＩＳ）为
苯及甲苯在发酵液中的最大 “溶解度”（Ｓｆ）与苯
及甲苯在空白发酵培养基中的 “溶解度”（Ｓｃ）之
差与Ｓｃ的比值，为无量纲量。气态苯与甲苯增溶
率的计算公式为

ＩＳ＝
Ｓｆ－Ｓｃ
Ｓｃ

其中，Ｓｆ与Ｓｃ的单位为ｇ／Ｌ。
实验所测得的溶解度为气态苯及甲苯的表观溶

解度。因此，用表观溶解度计算所得到的增溶率为

表观增溶率。实验中用表观增溶率来衡量发酵液中

ＢＳＴ对气态苯的增溶效果。
通气过程中定时测定发酵液对气态苯及甲苯的

“溶解量”及停止通气后发酵液中苯及甲苯的溶解

量。以时间为横坐标，以发酵液中 “溶解”态苯

及甲苯的含量为纵坐标，绘制溶解量随时间的变化

曲线，确定发酵液对苯与甲苯的增溶稳定性。

３　结果与分析
３１　摇床驯化结果
３１１　葡萄糖质量浓度对驯化效果的影响　设葡
萄糖质量浓度为０、０５、１５和２０ｇ／Ｌ，其他条
件不变，通过增溶能力和乳化能力，确定最佳葡萄

糖质量浓度，结果见图１。
由图１可知，当 ρ（葡萄糖）为０ｇ／Ｌ时，增

溶直径和乳化率都为０，说明发酵液没有ＢＳＴ的产

图１　碳源浓度对驯化效果的影响
Ｆｉｇ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｃａｒｂｏｎｓｏｕｒｃｅ

ｏｎａｃｃｌｉｍａｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔ

生。当 ρ（葡萄糖）分别为 ０５、１５和 ２０ｇ／Ｌ
时，发酵液都有 ＢＳＴ的产生，但含量都偏低。当
ρ（葡萄糖）为１０ｇ／Ｌ时，增溶直径和乳化率都
最大，即发酵液中 ＢＳＴ含量最高。因此，发酵液
最佳葡萄糖质量浓度确定为１０ｇ／Ｌ。

以上结果表明，ＢＳＴ的产生需要一定糖类物
质。废石油是碳源，但不是唯一碳源，还需糖类碳

源的帮助。废石油起到的可能是刺激或诱导作用，

在被微生物利用的同时，刺激其产ＢＳＴ。
３１３　初始ｐＨ值对驯化效果的影响　取葡萄糖
质量浓度为 １０ｇ／Ｌ，将初始 ｐＨ值设为 ６６５、
６７５、６８５、６９５、７０５、７１５、７２５和 ７３５，
通过测定发酵液的增溶能力和乳化能力，确定最佳

初始ｐＨ。结果见图２。

图２　初始ｐＨ值对驯化效果的影响
Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｉｔｉａｌｐＨｏｎａｃｃｌｉｍａｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔ

由图２可知，初始 ｐＨ值在 ６９５～７０５之间
时，发酵液的增溶直径和乳化率都相对比较高。高

于或低于此范围，增溶直径和乳化率都将减小。由

此确定，发酵最佳初始ｐＨ值在６９５～７０５之间。
３１３　温度对驯化效果的影响　在最适碳源浓度、
最适初始 ｐＨ值条件下，将摇床温度分别设 ２０、
２２、２４、２６、２８、３０、３２、３４和３６℃，通过测定
发酵液的增溶能力和乳化能力，确定其最佳驯化温

度。结果见图３。
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图３　温度对驯化效果的影响
Ｆｉｇ３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎａｃｃｌｉｍａｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔ

由３可知，驯化温度在２６～３２℃时，ＢＳＴ释
放量最大，高于或低于此范围，增溶直径和乳化率

都将减小。故确定发酵最佳温度范围为２６～３２℃。
３２　扩大培养结果
３２１　ＢＳＴ产生规律　通过测定发酵液对苯和甲
苯的增溶活性，得到 ＢＳＴ产生随时间的变化规律
（图４）。

图４　ＢＳＴ产生曲线
Ｆｉｇ４　ＲｅｌｅａｓｅｃｕｒｖｅｓｏｆＢＳＴ

由图４可见，接种１２ｈ内，发酵液对苯和甲
苯的增溶活性明显增加。这说明增溶菌对新环境有

较强的适应能力。自接种至３６ｈ，发酵液对两种苯
的增溶与乳化一直呈快速增加的趋势，３６ｈ后缓
慢下降。ＢＳＴ产生规律的研究对实际生产具有重要
指导意义，可依据该规律，确定发酵周期。

３２２　发酵液增溶效果
（１）发酵液对苯的增溶效果。通过前面的实

验，已证明 ＢＳＴ对液态苯及甲苯有优良的增溶及
乳化能力，但实际生产时，被处理的 ＶＯＣｓ成分为
气态形式。为了进一步证明ＢＳＴ对ＶＯＣｓ的增溶作
用，即提高气态苯类在水相中的 “溶解度”，对其

进行了增溶实验。结果见图５。
由图５可知，连续通气１ｈ后，苯在发酵液中

的 “溶解”量约为１６７ｇ／Ｌ；苯在空白培养基的

图５　气态苯增溶曲线
Ｆｉｇ５　Ｓｏｌｕｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｏｆｇａｓｅｏｕｓｂｅｎｚｅｎｅ

质量浓度只有０７ｇ／Ｌ。此后继续通气，两种溶液
中苯的含量都在增加。通气４～６ｈ，发酵液中苯的
质量浓度基本稳定，达 ２０ｇ／Ｌ。６ｈ后停止通气
时，空白培养基中苯的质量浓度仅为０９ｇ／Ｌ，而
发酵液中苯的质量浓度一直在１８ｇ／Ｌ以上。在随
后的６ｈ中，空白培养基中的苯一直在减少，平均
挥发速率约为００６４ｇ·Ｌ－１·ｈ－１，而发酵液中苯
的质量浓度维持在约２ｇ／Ｌ。

由此可见，在通气过程中，发酵液对苯有明显

的 “溶解”效果，且较稳定。发酵液的表观溶解

度达空白培养基的２７倍。可见 ＢＳＴ对气态苯具
有良好而稳定的增溶效果。

（２）发酵液对甲苯的增溶效果 （图６）。从图
６可见，甲苯在纯培养基中的表观溶解度只有
０００４７～０００７０ｇ／Ｌ。但在发酵液中，甲苯的质量
浓度在通气开始时为０１１ｇ／Ｌ，表观增溶量是空白
培养基的９倍。随着甲苯气体的持续通入，其在发
酵液中的量不断增加。通气０～３ｈ时，发酵液对
甲苯的表观增溶率达空白培养液的２７倍。随着时
间的延长，空白培养基中的甲苯持续挥发，发酵液

中甲苯含量比较稳定，说明 ＢＳＴ能与甲苯稳定地
结合在一起。在１２ｈ时，发酵液的表观增溶量为

图６　气态甲苯增溶曲线
Ｆｉｇ６　Ｓｏｌｕｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｏｆｇａｓｅｏｕｓｔｏｌｕｅｎｅ
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空白培养基的３０倍。可见发酵液对气态甲苯也具
有理想的增溶效果。

３３　乳化类型鉴定
发酵液与苯和甲苯的乳化类型鉴定结果是：用

苏丹红Ⅲ染色时，整体未被染色，染料与分散相不
能互溶，而乳滴被染为红色。初步判定乳化层为

Ｏ／Ｗ型。用沙黄和结晶紫染色时，整体分别被染
成了红色和紫色，进一步证明乳化层为Ｏ／Ｗ型。

水包油的 “壳”外层亲水，故可与水相混。

本实验中苯与 ＢＳＴ所形成的乳滴为水包油，故易
溶于水。这对苯类及其ＶＯＣｓ的生物降解是极为有
利的。

３４　增溶菌的初步鉴定结果
出于生产应用的考虑，本研究所驯化的增溶菌

非单一纯种。通过革兰氏染色与显微观察，大都为

革兰氏阴性短杆菌。相关内容将进一步研究。

４　结　论
成功驯化获得了产 ＢＳＴ的微生物，确定了产

ＢＳＴ的最适条件。ＢＳＴ具有明显的产生规律，约
３６ｈ时产生量最大。驯化所得到的 ＢＳＴ对苯与甲
苯都具有良好的增溶效果，发酵液对苯的表观

“溶解度”为空白培养基的２７倍。在１２ｈ时，发
酵液对甲苯的表观增溶量为空白培养基的 ３０倍。
苯和甲苯与 ＢＳＴ所形成的乳滴为水包油，易溶于
水，这有利于苯类及其 ＶＯＣｓ的生物降解。产 ＢＳＴ
的细菌大都是Ｇ－短杆菌。
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