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摘要  选用胞外聚合物（EPS）与石油污染土壤中筛选出的专一性降解萘、菲菌株Rhodococcus（红球菌属）与Nocardioides（类诺卡氏菌属）偶联降解石油污染土壤中常见的污染物奈、菲进行了研究。实验结果表明， EPS与萘降解菌（Rhodococcus）联用吸附降解萘的最佳萘初始投加量为2.14mg/L，最佳pH为6，最佳温度为30℃；EPS与菲降解菌（Nocardioides）联用吸附降解菲的最佳菲初始投加量为0.06mg/L，最佳pH为6，最佳降解温度为20℃。EPS与菌株联用对萘的降解率达96%，菲的降解率达100%。
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实验采用石油污染土壤中筛选而来的专一性降解萘菌株Rhodococcus与专一性降解菲菌株Nocardioides与胞外聚合物（EPS）联用对石油污染土壤中常见的两种难降解有机物萘、菲的降解规律、动力学与菌株的生长曲线进行了研究。
1. 实验与方法
1.1 试验试剂与仪器
仪器：立式自动电热压力蒸汽灭菌锅（LDZX-40CI，上海申安）、恒温水浴振荡器（SHA-B，国华）、分析天平（FA1004，上海精科）、分光光度计（722s，上海精密科学仪器）、高速冷冻离心机（GL-20M，上海卢湘）、液相色谱仪（1525，Waters）等。
材料试剂：萘（育才精细化工）、菲（J&KCHEMICA）、牛肉膏、蛋白胨（均为奥博星）、无机盐等,无机盐及微量元素配比成分参见文献[4]。本实验所用药剂均为分析纯。
1.2 萘、菲的测定
以高效液相色谱定量测定萘、菲浓度，色谱柱为C-18反相色谱柱，紫外检测波长254 nm，流动相为甲醇：水=90：10，流速为1.0 mL •min-1。

1.3 EPS的提取

为了避免化学药剂对EPS性质的影响采用物理方法提取EPS，本文选用蒸汽法，将活性污泥试样置于高压灭菌锅中，在120 ℃，100kPa的条件下加热大概10 min左右，然后以9000r/min的转速离心15min，上清液用滤膜过滤，得粗EPS[1]后以0.45um滤膜过滤放入4℃冰箱保存备用。
1.4 降解实验
250mL血清瓶中含有定量萘或菲、2mL菌悬液、2mL提取的EPS，并且加入216mL无机盐是液体体积达到220mL。密封瓶口后放入恒温水浴摇床中开始实验。取样时刻为0 h、0.5 h、2 h、4 h、8 h、12 h、24 h。

2. 结果与讨论
2.1 菌对萘、菲的降解
(1) EPS与萘降解菌耦合降解萘
初始条件：EPS的投加量为42 mg/L，萘的初始浓度为6mg/L，pH为7，菌悬液接种量为1%，转速为150r/min。以时间(t)为横坐标初始浓度/当前时刻浓度（c/c0）为纵坐标作图，在不同温度条件下菌种对萘的降解在图1中显示。
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图1  EPS与萘降解菌耦合在不同温度条件下降解吸附萘

从图中可以看出，在反应开始12h内，30℃和35℃条件下的降解速率明显要高于20℃和25℃；其原因可能是在反应开始时，随着温度的升高，酶的活性较高，因此，反应速率随着温度的增加开始；在30℃条件下，EPS与萘降解菌耦合对萘的去除率最高为75%。
(2) EPS与菲降解菌耦合降解菲

初始条件：EPS的投加量为42 mg/L，菲的初始浓度为0.5mg/L，pH为7，菌悬液接种量为1%，转速为150r/min。以时间(t)为横坐标初始浓度/当前时刻浓度（c/c0）为纵坐标作图在不同温度条件下菌种对菲的降解在图2中显示：
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图2 EPS与菲降解菌耦合在不同温度条件下降解吸附菲

从图中可以看出，随着温度的降低，对菲的去除率逐渐上升，即 EPS与菲降解菌联用去除菲的效果随着温度的升高逐渐降低；同时，在12h后，吸附量基本上不再变化，类似于达到了一种吸附平衡，这说明在降解过程中，EPS的吸附作用占据主导作用。

2.2 动力学研究
对EPS与菌株偶联降解萘分别进行一级动力学与二级动力学模拟可知。对于不同温度下EPS与菌株偶联使用降解吸附萘的动力学模拟更加符合一级动力学方程，其R2值均在0.95左右；在20℃、25℃、30℃、35℃的情况下，反应速率常数k分别为0.025、0.0045、0.056、0.045，半衰期t1/2分别为27.7260、15.4033、12.3776、15.4033。
2.3菌种的生长曲线

     准备两个锥形瓶，向锥形瓶内分别接种1%的萘降解菌株和菲降解菌株，然后分别向两个锥形瓶中投加足够量萘菲来提供碳源，并且分别加入2mLEPS，在30℃，150rpm摇床上培养，定时对菌株的生长进行检测，利用OD600来表征菌量的多少。
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图3 EPS与萘共同作为碳源降解萘菌生长曲线
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图4 EPS与菲共同作为碳源降解菲菌生长曲线
从上面两图可以看出，两株菌生长均都有明显的对数增殖期（减速增殖期）、稳定期、内源呼吸期；另外，对于萘菌来讲，对数增殖期明显减少，在七天时细菌数量就开始趋向稳定，这说明EPS对于萘菌的生长有促进作用，这可能是由于EPS中大量的蛋白质和多糖等成分对萘菌起了共代谢的作用，使细菌的代谢速度增加，从而使细菌数量迅速达到饱和值；两种菌株基本上也都是在六十天后衰减到了一定的值，细菌数量趋于稳定。
3. 结论
1.EPS与萘降解菌联用吸附降解萘的最佳萘初始投加量为2.14mg/L，最佳pH为6，最佳温度为30℃；EPS与菲降解菌联用吸附降解菲的最佳菲初始投加量为0.06mg/L，最佳pH为6，最佳降解温度为20℃。
2.在本实验范围内EPS与萘降解菌以及菲降解菌联用吸附降解萘的最高去除率为96%；对菲最佳去除率为100%。
3.在萘、菲互相共代谢条件下两种菌株的生长都有明显的对数增殖期（减速增殖期）、稳定期、内源呼吸期，与单独碳源条件下细菌生长的适应期明显。
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