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土壤微生物对苯乙烯的降解

叶定一 曹幼琴
(南 京 大 学 )

摘 要

本文用实验室模拟的方法研究了苯乙烯在江苏常州大通河灌区水田
、

旱地中的微生物 降

解
。

实验表明
,

30 ℃ 条件下苯乙烯在上述两种农田中均能被土壤微生物降解
,

其降解动力学

均符合一级反应方程
。

在统计学基础上对二者的降解速率常数进行了比较
,
经检验

,

确有差

异
,

旱地中微生物降解速率常数约为水田中的 6
.

7 倍
。

与三种氯代苯共存时
,

苯乙烯在水田中的微生物降解速率常数约为单独存在时的 1
.

, 倍
。

作者用土壤环流的方法从供试土壤中分离
、

鉴定了 。株以苯乙烯为唯一碳源的细菌
,

经

试验
,
均具降解苯乙烯能力

。

进一步确证了土壤微生物可以降解苯乙烯
。

苯乙烯为有毒化学物质
。

含苯乙烯的工业废水排放后
,

其中的苯乙烯在环境中的归

宿主要是土壤
。

苯乙烯对光
, .

热及其他化学因子稳定
,

在环境中不会自行分解
,

也不易

化学降解
,

故进入土壤后
,

微生物降解与否
,

速率如何
,

是其在环境中持留期长短的主要因

素
。

因此
,

研究土壤微生物对苯乙烯的降解
,

有助于弄清苯乙烯在土壤中的迁移转化规

律
,

以便改进含苯乙烯的工业废水排放并挖掘土壤的净化潜力
。

Si eli ck ill 0) 等 1 9夕8 年用实验室模拟的方法研究过苯乙烯在 C ali for ni a 旱地土壤中的

微生物降解
,

并进行了混合菌降解苯乙烯实验
。

至于苯乙烯在水田土壤中的微生物降解
,

以及纯培养微生物对苯乙烯的降解
,

尚未见报道过
。

本文报道用实验室模拟的方法试验苯乙烯在水 田
、

旱地土壤中的微生物降解
,

以及从

该土壤中分离的纯培养微生物对苯乙烯的降解
。

一
、

材 料和 方 法

(一) 供试土壤

取自江苏常州市郊大通河灌区的黄泥土
‘’。

土壤有机质 2
.

2 5% ; 全氮 。
.

12 9% ; 全磷 0
.

143 % 砂粒

1呼
·

7 % ; 粉粒 4 7
·

1咚, 粘粒 ””.2 % ; PH 6
·

”
。

(二) 降解实验
1

.

土壤降解 水田
「3 , : 土样风千后过 1 毫米筛

,

称 10 克土于 18 x l , 。毫米试管
。

对照组 20 磅

1 小时灭菌
,

连续 3 天
。
无菌操作加入 8 毫克 /毫升的苯乙烯

一
丙酮溶液 1 毫升

,
加样后土壤中苯乙烯浓

l) 土壤理化数据承南京大学赵培道老师提供
。
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度为 80 0 p p m (含苯乙烯
、

氯苯
、

对
一

二氯苯
、

间
一

二氯苯等各组份均为 80 0 PP m )
。

待丙酮挥发后将上样

彻底混匀
,

加无菌水 10 毫升
,

30 ℃ 黑暗条件下培养
。

定期取样
,

每次实验
、

对照各 3 个重复
。

旱地
:
10 克土澳置于 10 0 毫升锥形瓶

,

调节土壤水份约为 30 %
,

其他均与水田试样相同
。

2. 纯菌降解
一

用土丰黔坷卜流 ~
’

的万蔽筛远刽以术乙烯为唯一候跟的细国后汉复划线纯化
“

残种纯

菌至种子培养基 不肉汁陈培养基
「‘’

) 扩大培养
,

离心取对数期菌
, p H 7

.

2 磷酸缓冲液洗涤两次
,

制成

、x lo
‘

个 /毫升的菌悬液
。

500 毫升具塞锥形瓶
,

内装 朽 毫升芳香烃分解细菌培养基“
, ,

实验组每瓶加 4 毫升菌悬液
,

对照组

每瓶加 斗毫升 pH 7
.

2 磷酸缓冲液
。

加入 2
.

5 毫克/毫升的苯乙烯
一
丙酮溶液 1 毫升

,

加样后瓶中苯乙

烯浓度为 , 0 p p m 。
待丙酮挥发后加磨 口塞

,

外复牛皮纸
,

30 ℃ 黑暗条件下置往复式摇床振荡培养
。

频

率 12 。次 /分
,

振幅 65 毫米
。

定期取样
,

每次实验
、

对照各 3 个重复
。

(兰 ) 笨乙烯的检测方法一

土壤降解试样 : 用 10 毫升蒸馏水将渍水土壤转移到 1 0 。 毫升具塞锥形瓶内
。

旱地试样则直接加

少许蒸馏水使成糊状
。
用吸管加人 20 毫升乙醇

一
石油醚溶液振荡提取

,

取有机相若干供测试
。

纯菌降解试样
:

每瓶加 1 0 毫升石油醚
,

振荡提取
,

取有机相若千供测试
。

苯乙烯含量侧定及残留率计算
: 气相色谱法测定残留量

。

苯乙烯含量以峰高计算
。
每个试样测

2一 3 次
,

取均值为该试样峰高
,

以 3 个重复试样的峰高均值为实验(对照 )组苯乙烯峰高
。

残留率
蠕氰旨纂罐{霏

‘

~
去除率 ~ 1一残留率

。

二
、

实验结果和讨论

(一 ) 单一笨乙烯组份在土壤中的微生物降解

苯乙烯在实验室模拟的水田
、

旱地土壤中微生物降解结果见图 1
。

根据文献报道t7--
9] ,

有机污染物在土壤中的降

解速率符合一级反应动学方程

一 dc
礴t

左c ,

(%)徘盛镶

产签
。切倒�。当
。。若卫洲忍

30 40 50 6 0

T ill 】e
(天)

(d ay )

故试用一级反应方程拟合
。

将实验数据代人方程进行曲线 的 直 线 化 回

归
,

回归结果 : , 水
毗

。 一 一 0
.

9 9 8 *

气a3.
01 ~ 0

.

9” )
,

相关指数 [2] 砂 ~ 0
.

9 97 ; , 旱地土。一一 0
.

9 9 6 * *
(岭

01 一

0
.

8 34 )
,

相关指数 尸 一 0
.

9 9 2 。 苯乙烯在两种农田

上壤中的微生物降解速率均符合一级反应动力学

方程
。

于是有以下结果
:

水田及旱地土壤中微生物降解速率常数分别

为 :

一q‘七翻
.‘
0的山

图 1 土壤微生物对苯乙烯的降解 ( 30 ℃
,

除苯乙烯外
,

土壤中无其他化合物)
『

F i g
·

1 D e g r a d a t i o n o f s t y r e n e b y 5 0 11

。 io r o b e 。
( 3。℃

, s t y r o n e a s a s o le p o llu t a n t )

友, ~ 3
,

4 6 x

瓜一 2
,

3 3 x

10一 3

( 1 /天 ) ;

10 一 ,

( 一/天 ) 。
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半衰期分别为 : 八二 (、) 一

ti口〔早 ) 一

)些旦全二坦旦旦 、

一充农

l旦卫超二鱼卫查竺 、
一左旱

2 0 9 天 ;

2 9 天
。

3。℃ 时
,

水田
、

旱地 中土壤微生物对苯乙烯降解的动力学回归方程分别为
: 气 ~

1
.

o 3 c o 。一 3
·

4 6 x i0 一 3‘ ; 矛旱 ~ o
.

9 9 c o , 一 2
·

3 3 “ 1 0 一 , ‘。

由于两种降解实验除土壤水份不 同外
,

其他条件完全相同
,

因此可将两者进行比较
。

首先用两条回归直线的比较阔法对两种农田中的降解速率常数 饭 和 解 进行显著性 检

验
,

以确定二者差异是确系土壤水份不向引起
,

还是仅仅由于抽样误差所致
。

检验结果
: t 一 18 .9 8 3 * 水

(df 一 9 ,

冷
。,

一 3. 2 5 0 )
,

差异非常显著
。

表明两种水份状

况下土壤微生物降解苯乙烯的速率常数确有差别
。

水 田
、

旱地中苯乙烯降解速率常数及半衰期比较
:

2
.

3 3 X 1 0 一
z

3
.

4 6 x 1 0 一 3
岛 6

.

7 ; 2 1。 (水 ) 一 r , / : (旱) ~ 2 0 9 一 2 9 、 18 0 夭
。

一一
瓜一心

即苯乙烯在旱地 中的微生物降解速率约为水田 中的 6
.

7 倍
,

半衰期缩短约半年
。

‘

si eli ck ill
。, 等通过质谱分析

,

认为苯乙烯在土壤中是通过氧化途径被微生物降解的
,

即苯乙烯先氧化为苯乙酸
,

再按苯乙酸的降解途径分解
。

从我们的实验结果看
,

苯乙烯在旱地中的降解速率比在水田中快得多 (图 1 )
。

估计

这是好氧菌作用下苯乙烯经历了氧化过

程所致
。

渍水后
,

土壤 中氧的更新减慢
。

随着氧化降解的进行以及好氧菌的生命

活动
,

土壤内的氧逐渐耗至厌氧水平
,

土

壤环境中的反应也逐渐由氧化过程变为

还原过程
。

此外
,

厌氧条件下好氧菌的

生命活动受抑制
,

其菌数也因此减少
,

以
_

上原因导致苯乙烯降解速率减慢直至停
_

止
。

(二 ) 苯乙烯与三种氯代笨共存时
,

在土壤中的微生物降解

为了考察土壤中同时存在其他化合

物时
,

微生物对苯乙烯的降解
,

还模拟试

鑫
‘。。

}

舀
”

爹书几户亩
一

京斌厂卞猫厂
时间 (天)

T im e (d妙 )

图 2

F ig
.

苯乙烯与三种氯代苯共存时
,

在水田土壤

中的微生物降解(30 ℃)

M i e r o b ia l d e g r a d
a t io n o f s t y r e n e

e o e x is t e d w it h th r e e

b e n z e n e

(3 0 ℃
,

in

k in d s o f
e
h lo r in a t e d

s u b m e r g e d 5 0 11)

一

验了与氯苯
、

对
一

二氯苯
、

间
一

立氯苯共存时
,

苯乙烯在水田土壤中的微生物降解
。

所有实

验条件与土壤 中仅有苯乙烯一种组分的降解实验一样
,

实验结果见图 2 。

由于苯乙烯不可能是三种氯代苯降解的中间产物
,

因此图中实验结果反映了苯乙烯

的降解过程
,

可对其进行动力学讨论
。

将实验数据代人一级反应方程进行曲线的直线化回归
,

回归结果
: , 四种

。 * 一 0
.

夕85 * ‘

伍黔 ~ 。
.

外 9 )
,

相关指数 尸 一 。
.

97 2 ,

符合一级反应动力学方程
。

子是有以下结果
:
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一
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一一
一

降解速率常数 如俪
份 ~ 5

.

16 又 10 一 ,

(1/夭 )
。

半衰期 : 彻
〔四种)

天
。

降解回归方程
; 。四种组 。 一 0

.

92 ‘。。一5
·

“ 、10 一,

~ 坦卫鱼二鱼丝
生

丝、 1 18

一受
四种组份

将单一组份以及与三种氯代苯共存时
,

苯乙烯在水田土壤中的微生物降解进行比较
:

首先仍然用
“两条回归直线的比较

”法对两种情况下的降解速率常数 札帕
份 、

左章一 进

行显著性检验
。

检验结果
: 了一 3. 2 2 6 * (t: .05 一 2. 4 4 7 ), 差异显著

。

表明二者确有差别
。

降解速率常数及半衰期比较
:

·

交四 种组。

左单-

.

呈丛亘多卫匹⋯舟
3

.

4 6 X IO一3

, ; tl /2( 单一、

一 才1/3 (四 种组。) ~ 2 09 一 n s ~ 91 天

即与兰种氯代苯共存时
,

苯乙烯在水田中的微生物降解速率约为单一组份的 L , 倍
,

半衰期短约 3 个月
。

实验结果说明
,

土壤中有的微生物虽不能利用苯乙烯为碳源降解苯乙烯
,

但在土壤环

境中存在三种氯代苯时
,

可以对苯乙烯进行协同代谢
,

从而使苯乙烯降解速率加快
。

由此可见
,

含苯乙烯的工业废水处理或排放时
,

在经过实验的基础上可以有选择地将

数种工业废水按一定配比混合处理
、

排放
,

以加快化合物的微生物降解
。

(三 ) 纯培养微生物对苯乙烯的降解
1

.

降解实验 H igg in s [5] 认为
: “
最终证实土壤细菌对农药降解起主要作用是将有

关细菌 从土壤中分离出来
,

使其利用农药作为碳或氮的唯一来源
,

进行纯培养生长
,

并证

实农药降解飞

作者在研究纯培养微生物降解苯乙烯时
,

用土壤环流[41 的方法
,

从供试土壤中分离到
4 株以苯乙烯为唯一碳源的细菌

,

编号为 1 00 3 号
、

1 0 0 4 号
、 1 0 0 5 号

、

1 00 10 号。

经实验
, 4 株菌均可降解苯乙烯

,

但降解速率均不快
。

其中 10 03 号作用 3 天
,

对苯乙

烯的去除率为 17
.

0沁
,

1 0 0斗号为 17
.

7 外
,

10 05 号为 12
.

1外
,

10 01 0 号为 20
.

3 外
。

\
100即

士
,

布
一
企愉一老

-

80句6050�冰�讲翩辉

决�肠刀
u。日。d一门口及。。留

图

F i g

嘿霹
)

-

加o

喝菌对苯乙烯的降解

D e g r

ad
a t io n o f s t y r e n e 卜y

抓 rai n N O
.

I On 4

为考察苯乙烯减少的原因是由于细菌降解还

是菌体吸附
,

取两瓶培养基
,

灭菌前加人菌液
,

以

后实验步骤与实验组
、

对照组相同
。

实验结果
·

,

苯

乙烯未减少
,

这就排除了菌体吸附的可能性
。

进一步做了 1 004 号菌对苯乙烯的降解实验
,

结果如图 九

由图 3 可以看出
,

10 04 号与 其 他 3 株菌 一

样
,

降解速率也不快
,
估计原因是供氧不够

。 因 、

株菌都是用土壤环流方法筛选出
,

这样筛选出的

菌是严格好气的
。

苯乙烯易挥发
,

实验中锥形瓶

加了磨 口塞
,

供氧不够邓民制了好氧降解菌的生命活动
,

因而未获得好的降解效果
。

2
.

菌株鉴定[6] 根据菌落形态
,

生理生化实验以及光学显微镜
、

电子显微镜观察
, 4

株菌鉴定如下;
_ -

切03 号菌
:
革兰氏染色阴性

。 细胞杆状
,

无芽抱
。

极毛运动 ;单毛
。

无荚膜
,

胞内无
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类脂粒
。

菌落无萤光色素
,

无扩散性色素
。

葡萄糖氧化产酸
。

氧化酶阳性
。

穿刺接种于酪素

水解物培养基 中
,

生长于洋菜表面上
。

接触酶阳性 ; M R 阴性 ; V P 阴性 ; 闻噪阳性
。

硝

酸还原阴性
。

生长温度试验
: 41 ℃ 不生长

。

生长速度较慢
,

延迟期约 L 弓小时
。

不水解

淀粉
。

经鉴定
,

为假单抱菌 (Ps 绍do 。洲。 sP. ) (图版 I,

照片 1 )
。

1 0 0 4 号菌 : 革兰氏染色阴性
。

细胞杆状
,

无芽抱
,

无荚膜
,

胞内无类脂粒
。

极毛运

动 ;单毛
。

菌落无萤光色素
,

无扩散性色素
。

葡萄糖氧化产酸
。

氧化酶阳性
。

穿刺接种于酪素

水解物培养基中
,

生长于洋菜表面上
。

接触酶阳性
,

MR 阴性 ; v P 阴性 ; 酬噪阴性
。

硝

酸盐还原阳性
。

生长温度试验
: 41 ℃ 生长

。

生长速度较快
,

延至期约 30 分钟
。

不水解

淀粉
。

经鉴定
,

为假单抱菌 (几eu do m on o sP. ) (图版 I,

照片 2 )
。

1 0 0 5 号菌
: 革兰氏染色着色不均匀

,

阳性
。

用美兰染色
,

异染粒着兰紫色
。

细胞杆

状
,

两端大小不一
。

细胞排列特殊
, 6一 8 小时几乎多是 V 字形排列

。

无芽抱
,

不运动
,

对

葡萄糖不作用
。

液体培养基表面有菌膜
。

氧化酶阳性
,

接触酶阳性
,

M R 阳性
, V P 阳

性
,

叫噪阳性
。

经鉴定
,

为棒状杆菌 (co ry 二bac 扮万。m sP
·

) (图版 I
,

照片 3 )
。

1 0 0 10 号菌 : 革兰氏染色不定
,

阳性
。

12 一 16 小时细胞杆状
,

48 小时后呈球状
,

接入

新鲜培养基又成小杆状
。

氧化代谢
。

接触酶阳性
,

硝酸盐还原阴性
,

不水解淀粉
,

不分解

纤维素
。

固体培养基上有点粘 ;液体培养基中生长较差
,

无菌膜
。

生长温度试验 : 该菌对

温度要求严格
,

3 7℃ 不生长
。
在脱脂牛奶中

,

于 63 ℃ 加热 30 分钟不再存活
。

经鉴定
,

为

节细菌 (A 刀厉口b a“e , sP
·

) (图版 I
,

照片 4 )
。

三
、

小 结

1
.

30 ℃ 条件下苯乙烯在供试的水 田及旱地两种农田土壤中均可被土壤微生物 降解
。

在旱地中的降解速率比水田 中快
。

2
.

30 ℃ 条件下
,

同时存在氯苯
、

对一
二氯苯

、

间
一

二氯苯时
,

水田土壤中微生物对苯乙

烯的降解速率比土壤中仅有苯乙烯一种组份时快
。

3
.

从供试土壤中分离 斗株以苯乙烯为唯一碳源的降解菌
。

经鉴定
,

其中两株为假单

胞菌 (Ps
e

ud
口m 口。。 , sP

.

)
,

一株为棒状杆菌 (co
r y o e bac o ri “m sP

.

)
.

,

一株为节细菌 (Ar
,肠

-

ob
a“。 sP. )

。

进一步确证了土壤微生物可以降解苯乙烯
。

4
.

苯乙烯的化学结构为苯环加共扼双键
,

化学性质稳定
,

除微生物降解外
,

在环境中

不易非生物降解
。

由于渍水条件下微生物对苯乙烯降解慢
,

因此对含苯乙烯的工业废水

应加以控制
,

限制较高浓度的废水排放人水 田
、

河流
、

湖泊等
,

以免其中的苯乙烯在渍水土

壤或河流
、

湖泊的底泥中累积
,

引起相应的环境间题
。

}; {
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