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一般说来，塑料是用化学方法合成的高分子烯烃

类聚合物，其中含有抗氧化剂、抗紫外稳定剂、阻燃

剂、增塑剂等多种助剂 3 # 4。它不吸收 ."" 56 以上波长

的光线，但经其照射后，某些含助剂的部位可以被激

发活化，并与空气中的氧气作用生成过氧化物而发

生自氧化，使聚合物缓慢裂化破解，该过程可长达数

百年之久 3 ! 4，因此塑料难以光降解。塑料分子烷基长

链末端缺少易受微生物攻击的官能团，塑料分子强

烈的疏水性也不能满足微生物增殖和生化反应所需

的供水条件 3 # 4，因此塑料难以生物降解。

要从根本上解决塑料对环境造成的越来越严重

的污染问题，就必须研究和开发利用可降解塑料，这

其中尤为引人注目的是利用微生物发酵生产完全生

物降解塑料。它取自天然，用后返回天然，是非常理

想的塑料替代品，应用前景良好。目前研究较多的是

聚羟基脂肪酸酯 % +789:9;<7=9>8?>57>@AB$ +,CB’，这是

一种广泛存在于微生物细胞中并作为其营养和能量

储存物质而参与细胞代谢的天然产物 3 . 4，故可以被微

生物消化利用，最后生成 DE! 和 ,!E。自然界中存在

的 (" 余种 +,C 中，以聚 . ) 羟基丁酸酯 % +789 ) . )
:9;<7=9FG@9<>@A，+,-’ 和聚 . ) 羟基戊酸酯 % +789 )
. ) :9;<7=9H>8A<>@A，+,I’ 最为常见。+,- 由法国的

J/ KA67LM5A 于 #1!0 年首次在 0$/)--12 *&",+3&#)1*

摘 要N 采用 K1 %.( ’正交表，设定 D、O、+ 三因素三水平的 1 种不同配方，对广州四明燕塘乳业公司污水处理站的活性污

泥进行发酵培养基筛选，对抽提出的细胞内含物进行一系列理化测试。结果表明，根据方差分析，活性污泥的最佳发酵

培养基是葡萄糖 * M·#"""6K ) #,!E，%O,( ’ !PE( "/ !0 M·#"""6K ) #,!E，Q,!+E( "/ !0 M·#"""6K ) #,!E。抽提出的细胞

内含物经 #, 核磁共振检测，证明主要结构是聚羟基丁酸酯；经气相色谱检测，浓度在 2"/ &#R 以上；熔点在 #*!/ ! S—

#**/ 1 S之间，比 +,- 标样高。
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中发现，并由英国帝国化学工业公司于 "$ 世纪 %$ 年

代末通过 !"#$%&’%$(&)* +"#$,&’#-’%$)* 发酵合成 & ! ’。它

不但可以彻底被微生物降解，而且完全无毒，还具有

生物相容性，用于医药时可被生物体充分吸收，更具

有热塑加工性，可作为一般塑料使用，是理想的环保

高分子材料。()* 与 ()+ 具有相仿的性质，常以共聚

物的形式与 ()+ 结合出现。

目前生产 ()+ 的工艺有细菌发酵法、酶法和植

物生产法三种，其中利用酶法转化有机物质生产的工

艺还不够成熟，很少应用；利用植物生产则由于导入

的细菌基因在植物体内的表达及功能实现仍有障碍，

植物自身面临底物运输障碍，从植物细胞中提取 ()+
十分困难，以及由于植物种属不同带来的一系列问题

等，尽管已在美国获得成功 & # ’，也很少应用。生产工艺

较为成熟的是细菌发酵法，整个生产分为两个步骤，

先在适当的全组分培养介质上培育菌种，使之大量生

长繁殖；然后在富碳限氮条件下培育菌种，使之在体

内积累 ()+&% ’，它存在的最主要问题是成本过于昂

贵。其实自然界中 ,$- 以上的细菌在特定的培养条

件下都能生产 ()+，只是产量高低不同 & ! ’。本研究利

用食品工厂污水处理站的活性污泥进行混合发酵，然

后对抽提出的细胞内含物进行理化测试和鉴定，筛选

出适于菌体繁殖生长和发酵的培养基，目的在于寻找

一条成本较低的利用杂菌发酵生产 ()+ 的方法。本

文是研究的第二部分，筛选适合活性污泥发酵的培养

基配方。

. 材料与方法

./ . 实验材料

活性污泥：取自广州四明燕塘乳业公司污水处理

站；葡萄糖 0 1%)."2% 3、硫酸铵 0 04)! 3 "52! 3、磷酸二氢

钾 06)"(2! 3、氯仿 0 1)178 3、甲醇 0 1)82)3、浓硫酸

0)"52!，,9- 3：北京化工厂生产，分析纯。

次氯酸钠：德国 :;<=<7 > =< )?@A 公司试剂，分析

纯。

氯仿：德国 :;<=<7 > =< )?@A 公司试剂，核磁共振

专用。

./ " 实验设备

发酵设备：参见本研究第一部分《利用食品工厂

活性污泥发酵生产 ()+ 的培养基配方研究 0一 3》中

相关内容。（见《农业环境保护》"$$. 年第 # 期 8", >
88" 页）

电子天平：双圈牌 BC..$ 型电子天平。

低温冷冻离心机：德国 +<DEF?A G5 > B" 型离心

机。

真空旋转蒸发器：瑞士 +HDI; 公司 :J... 型真空

旋转蒸发器。

熔点仪：英国 J7<DKLMKI<LF?7 JAN/ OK=/ 公司生产

J7<DKLMKI<LF?7 ,.$$ 型熔点仪。

毛细管：丹麦 BM=P7MIF C Q 5 公司生产 *RS:JT
牌石英玻璃毛细管。

气相色谱仪：美国 )<U7<KK (?DE?L= #,9$ 5<L;<V RR
型气相色谱仪。

微量注射器：澳大利亚 5PW<7DM X" > .#". #C >
Y4 > Z( 型 #!O 注射器。

核 磁 共 振 仪 ： 德 国 +LPE<L 公 司 生 产 C=[?AD<
\(T > !$$ 型核磁共振仪。

./ 8 实验方法

./ 8/ . 活性污泥的生长与发酵 具体步骤参见本研

究第一部分《利用食品工厂活性污泥发酵生产 ()+
的培养基配方研究 0一 3》中相关内容 & ] ’。

./ 8/ " 干细胞的烘制 活性污泥生长和发酵 !9 I 后

停止充气，取出上清液，将沉降物于室温下 ! $$$ L·
F;A > . 离心 "$ F;A，取沉淀于 9$ ^下烘制 8% I 后，得

到干细胞，准确称量其重量为 B，然后用搅拌机将干

细胞打碎成细微的颗粒或粉末。

./ 8/ 8 细胞内含物的抽提 取 .$ N 左右干细胞用搅

拌机打碎成细微的颗粒或粉末，准确称取约 9 N 于三

角瓶中，加入 .$$ FO 氯仿和 .$$ FO 8$- 次氯酸钠

0 [ Q [ 3 溶液，盖上木塞，于 8$ ^下水浴 "$$ L·F;A > .

振摇 ,$ F;A 后，将溶液全部移入 "$$ FO 离心管中，于

9 ^下 ] $$$ L·F;A > . 离心 8$ F;A 吸取最下层的氯仿

于 9$ ^下 .$$ L·F;A > . 旋转蒸发至剩余约 # FO，加

入 "# FO 甲醇，将溶液转移到三角瓶中，振荡 #F;A，放

置过夜。溶液经玻璃纤维滤纸抽滤后，沉淀置于培养

皿中，在通风橱里放置过夜，然后收集干燥的沉淀即

为细胞内含物，准确称量其重量为 _。

./ 8/ ! .) 核磁共振 0 .) 4PD7<?L B?NA<K;D :<VMA?AD<‘

.) 4B:3分析

./ 8/ !/ . 样品前处理 取适量细胞内含物样品装入

直径 # FF 的核磁共振专用玻璃管中，加入适量氯仿

0核磁共振专用 3振荡至样品溶解。

./ 8/ !/ " .) 核磁共振条件 使用直径 # FF 的 _4(

.) Q .#4 Q .81 Q 8#( 探头，.) 元素，,$ ^脉冲释放时间

,/ #!V<D，能量强度 > %=+，脉冲程式 aN8$。

./ 8/ # 气 相 色 谱 0Z?V 1ILMF?KMNL?WIb‘ Z13 检 测
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表 % 三种因素三种水平的设定

&’()* % +,-’().,/0*1- 23 -/4** 3’5-24, ’- -/4** )*6*),

7#8%"9# :;8! < "=9! >8"?9! 误差

@ A 7 B
水平 % C D·E F %8"9 $G HI D·E F %8"9 $G HI D·E F %8"9 —

水平 " # D·E F %8"9 $G I$ D·E F %8"9 $G I$ D·E F %8"9 —

水平 J ! D·E F %8"9 $G "I D·E F %8"9 $G "I D·E F %8"9 —

%G JG IG % 样品前处理 准确称取约 %$ 0D 细胞内含

物样品溶于 " 0E 酸化甲醇 :含体积比为 JK 的浓硫

酸 < 中，加入 " 0E 氯仿，置于 %$$ L烘箱中，静置

JG I—! / 酯化。然后冷却至室温，加入 % 0E 去离子

水，J I$$ 4·0.1 F % 离心 J$ 0.1，取最下层的有机相

"!E 进行气相色谱分析 M H N。重复以上步骤测定 ?8A
和 ?8AO:?8AP ?8O Q RP % <标样。

%G JG IG " 气相色谱条件 使用 8*S)*-- ?’5T’4U 公司

V)-4’ " 毛细柱，柱内涂布 IK W* =.).521*，柱长 "I 0，

直径 $G " 00，薄膜厚度 $G JJ !0。载气用纯化 ;"，流

量为 % 0E·0.1 F %，然后以 %$ L·0.1 F % 的速度升至

"#$ L，保持 %$ 0.1。采用火焰检测器，进样口温度为

"#$ L，检测器温度为 J$$ L。

%G JG # 发酵培养基的筛选 采用 ER :J! <正交表，设定

7、;、? 三因素三水平的 R 个不同配方，见表 %。其中

碳源由葡萄糖提供，氮源由 :;8! < "=9! 提供，磷源由

>8"?9! 提供，每个配方做 ! 次重复取平均。根据 ?8A
总产率进行直观分析和方差分析，得到适于细菌发

酵积累 ?8A 的配方。

%G JG H 熔点测试 将毛细管的一端于酒精灯焰上烧

灼至其熔化，使之封闭，此为底端。用上端蘸取少量

细胞内含物，然后将毛细管置于竖直的玻璃管中，让

其自由落下，重复数次，使细胞内含物集中于毛细管

底端。测定时第一次采用快速升温，将毛细管置于熔

点仪中，调整温度上升速度为 %$ L·0.1 F %，观察到

细胞内含物开始熔化时，纪录此温度为 &!；第二次采

用精确升温，先将熔点仪的温度设定为 : &! F I <L，

待温度达到以后，将毛细管放入其中，调整温度上升

速度为 % L·0.1 F %，观察到细胞内含物开始熔化后，

纪录此温度为 &，重复 " 次，取平均值为该样品的熔

点。

" 结果与分析

"G % %8 核磁共振检测

采用 %8 核磁共振检测抽提出的细胞内含物，结

果表明，在 HG "# 0D·E F % 处有一峰，此为溶剂氯仿。

另外，在 %G "# 0D·E 处有一峰，此为 F 78J 基团；在

"G !R 0D·E F % 处有一峰，此为 F 78" 基团；在 IG "!
0D·E F % 处有一峰，此为 F 78 基团；由此结果，结合

预备试验中 X7 检测的结果，可以证实，被测物的结

构是 ?8A。

"G " 气相色谱检测

采用气相色谱检测抽提出的细胞内含物，同时采

用相同方法测定了 ?8A 标样和 ?8AO:?8AP ?8O Q
RP % < 标样。标样的图谱表明，?8A 的保留时间为

JG "$R 0.1，?8O 的保留时间 !G RCH 0.1。从活性污泥

中抽提出的细胞内含物在保留时间为 JG "$R 0.1 左右

均有一明显峰形，而在保留时间为 !G RCH 0.1 左右，则

没有明显峰形，说明各样品的成分中以 ?8A 为主，基

本没有 ?8O，这也与 %8 核磁共振检测的结果相符。通

过计算峰高与进样量的比例关系，得出各样品的浓度

如下，见表 "；并由此计算出各配方的 ?8A 总产率，见

表 J。

"G J 活性污泥发酵培养基的筛选

采用 ER :J! <正交表，针对 7、;、? 三种因素的三种

水平，根据 ?8A 的总产率进行直观分析和方差分析，

结果见表 ! 和表 I。

通过对极值 ! 进行直观分析可以看出，7、;、?
三种因素均对活性污泥的发酵有影响，影响程度的大

小次序为 7Y ;Y ?。从结果分析可以得出，采用 7 一

水平、; 三水平和 ? 三水平的组合，即葡萄糖浓度为 C
D· E F %8"9， :;8! < "=9! 浓 度 为 $G "I D· E F %8"9，

>8"?9! 浓度为 $G "I D·E F %8"9 时，活性污泥的发酵

会取得最佳效果。实验中采用此配方时，?8A 的产率

最高，达到细胞干重的 !G C#K 。

对实验结果进行的方差分析证实了直观分析的

表 " ER :J! <正交表中 R 种配方的细胞内含物里 ?8A 的浓度

&’()* " 7215*1-4’-.21, 23 ?8A .1 5*)), 3420 R Z4*Z’4’-.21,
.1 ER :J! < 23 24-/2D21’) ’44’[,

样品 保留时间 \ 0.1 峰面积 峰高 进样量 \ !E 称样量 \ D 浓度 \ K
?8A JG "$R ## #RI H !CC % $G $%$ $ %$$
% JG "$# !J HIJ I JJH % $G $$C C C$G RR
" JG %R# IH I"C ! H%# % $G $$C I H!G %$
J JG "%C "" I"$ J "C! $G I $G $$R C CRG I$
! JG "$$ "I #RH # ##J % $G $$R # R"G #R
I JG "$C JC H"# ! HRI % $G $$C ! H#G "J
# JG "$H "H H!# J "%C $G I $G $$R I R$G !H
H JG "%J "J %RH ! R$! % $G $$C I HHG $I
C JG "$C J% IR% H HHI % $G $%$ R RIG "#
R JG "!" J% I$H ! #IJ % $G $$C C H$G #%

陈 然等] 利用食品工厂活性污泥发酵生产 ?8A 的培养基配方研究（二）
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表 & ’( ) &! *正交表中 ( 种配方的细胞内含物里 +,- 的浓度及 +,- 的总产率

./012 & 34562578/7945: /5; 747/1 <84;=67945 8/72: 4> +,- 95 6211: >84? ( <82</8/7945: 95 ’( ) &! * 4> 487@4A45/1 /88/B:

项目 C " & ! D % # E (
+,- 的浓度 F G E$H (( #!H C$ E(H D$ ("H %( #%H "& ($H !# ##H $D (DH "% #$H %C

细胞内含物的重量 ! F A $H "#& " $H "%! ! $H !C$ E $H C%" D $H "&& " $H &$# D $H C"! % $H C%" % $H C&E "
干细胞的重量 " F A C$H E#( ( CCH !&# D CCH $$# ! C$H %"E & CCH C"! & C"H ""D " CCH ""( % CCH D&" & C"H (%C &
+,- 的总产率 # F G &H C$ &H C" !H C# CH %D "H #D "H #E CH !! CH !E CH DC

表 ! 利用 ’( ) &! *正交表筛选活性污泥发酵培养基配方

./012 ! +82</8/7945 4> >28?257/7945 6=17=82 >48 4<79?9I/7945 4> /679J2 :1=;A2 0B ’( ) &! * 4> 487@4A45/1 /88/B:

K - 3 L M ) # ) # F !
C C C C C CH (C !H $C &H "% &H "& C"H !C &H C$
" C " " " "H %E "H DD "H (C !H && C"H !# &H C"
& C & & & !H %D !H E% "H EC !H &% C%H %E !H C#
! " C " & CH DE "H !C CH ED $H ## %H %C CH %D
D " " & C "H (E &H "% "H %% "H $( C$H (( "H #D
% " & C " &H &( "H (# "H D" "H "! CCH C" "H #E
# & C & " $H #" "H C$ CH #! CH "$ DH #% CH !!
E & " C & CH #D CH D% CH C& CH !( DH (& CH !E
( & & " C CH !& CH &" CH %! CH %! %H $& CH DC
$C !!CH D% "!H #E "(H !% "(H !& % N"" # N EEH $$
$" "EH #" "(H &( "DH CC "(H &D %" N # #!!H $$
$& C#H #" !&&H (& !&&H !& "(H "" &’ N %" F ( ( N # #!!H $$ F ( O ! N "CDH CC

) N $?/P Q $?95 "&H E! (H $D EH &" $H "C * 总 C N" )" # * " F ! Q &’ N (E$H D% F ! Q "CDH CC N &$H $&
)" N $C" R $"" R $&" " E%%H $# " %""H "( " %CDH (# " DECH &% * 总 N" #" Q &’ N "D%H &D Q "CDH CC N !CH "!

)" F & ( "&EH E! "CEH D" "CEH $$ "CDH CC& *2"
" N * 总 Q * 总 C N !CH "! Q &$H $& N CCH "C

*9
" "&H #& &H !C "H E( $H $$& (——— 重复实验次数

表 D 利用 ’( )&! *正交表筛选活性污泥发酵

培养基配方的方差分析

./012 D S/89/562 /5/1B:9: 4> <82</8/7945 4> >28?257/7945 6=17=82 >48
4<79?9I/7945 4> /679J2 :1=;A2 0B ’( )&! * 4> 487@4A45/1 /88/B:

注：各因素的自由度 + N 水平数 Q C；

重复实验误差的自由度 + 2" N 配方数（重复实验次数 Q C）。

判断，从偏差平方和中可以看到，在 3、T、+ 三种因素

中，,< -. ,3"U ,T"，说明 3 对细胞发酵的影响最大，而

T 和 + 次之。 / 值检验表明，3 对细胞的发酵影响极

显著，而 T 和 + 对细胞发酵有显著影响。

3、T、+ 三种因素均对活性污泥的发酵有影响，

在影响程度方面，3 的影响程度最大，这些都与文献

上的报道相符 V % W。在过去的文章中一直强调细菌可以

在富碳限氮限磷的条件下，于体内积累 +,- 作为储

备碳源。因为在限氮限磷的逆境中，细菌生长受到限

制，因而在碳相对富余的情况下，细菌就会将多余的

碳以合成 +,- 的形式积累在体内。

"H ! 熔点测试

测定抽提出的细胞内含物的熔点，结果见表 %。

同时测定了 +,- 标样和 +,-S)+,-X +,S N (X C * 标

样的熔点进行比较，前者为 C#!H &，后者为 CD%H &。可

以看出，样品的熔点均比标样高。+,-S 标样的熔点

比 +,- 标样低，是因为混合有的 +,S 会使 +,- 的熔

点降低，这与文献中的报道相符%E*。一般说来，如果样

品中混合有 +,- 和 +,S 的共聚物，则样品的熔点都

会比 +,- 标样低，而且混有的 +,S 的量越多，熔点

就降得越低。但是在本实验中，样品的熔点比 +,- 标

样高，比较少见，估计这与样品中所含的不同杂质有

关。

& 讨论与结论

目前生产 +,- 的主要方法是细菌发酵法，包括

使用各种 +,- 高产菌种或是经过遗传修饰的菌种，

由于工艺条件要求严格而且苛刻，生产成本大幅度提

高。本研究利用食品工厂污水处理站的活性污泥生产

+,-，适于活性污泥中细菌发酵积累 +,- 的培养基

为 葡 萄 糖 E A·’ Q C， )T,! * "YZ!$H "D A·’ Q C,"Z，

[,"+Z!$H "D A·’ Q C,"Z，+,- 的总产率达到细胞干重

方差来源
偏差平

方和 ,"
自由度 +

平均偏差平方

和 ," F +
/ 检验值

K "&H #& " CCH E# &$H #$!!

- &H !C " CH #C !H !"!

3 "H E( " CH !D &H #D!

2C $H $$& "
2" CCH "C "# /$H $C ) "\ "( * N DH !"
2 CCH "C& "( $H &( /$H $D ) "\ "( * N &H &&



!"# "$$% 年 %" 月

表 & ’( )*! +正交表中 ( 种配方的细胞内含物的熔点

,-./0 & 10/2345 67342 78 092:-;2< 8:7= ( 6:06-:-2374<
34 ’( )*! + 78 7:2>7574-/ -::-?<

样品 % " * ! @ & A # (
熔点 B C %##D & %#"D " %#!D & %#AD # %#!D $ %##D ( %##D ( %#&D % %#@D *

的 !D #&E，浓度在 A$D &%E 以上，简单方便，价格低

廉，具有良好的应用前景。

在实践中，可以考虑将污水处理站的曝气池分为

大小两个，一个作为正常处理污水用，另一个稍小作

为发酵生产 FGH 用。当定期处理活性污泥时，将废弃

的那一部分引入小池中。同时将污水的流向也分成

两个，主要部分流到大池中进行一般性处理，然后按

要求排放，另一部分则经调整成分和含量流入小池

中，作为微生物生长和发酵的培养基。先将其调整至

活性污泥最佳生长培养基配方水平，待活性污泥生长

%" > 后，再调整至活性污泥最佳发酵培养基配方水

平，让其发酵 !# >，再进行干燥抽提，取出其中内含的

FGH。由于抽提使用的氯仿、次氯酸钠、甲醇等试剂均

可回收再利用，生产成本大为降低。这不但具有经济

上的价值，更重要的是符合当今世界的环保潮流，既

处理了食品工厂的污水，又生产出生物降解塑料，解

决了白色污染的问题，很有现实意义。
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直到达到一个平衡。

"D & 土壤中偏二甲肼的挥发

偏二甲肼是一个易挥发的有毒化学物质，在进入

土壤环境后，其中有一部分通过挥发而进入大气环境

中。土壤中的挥发过程是指一种物质从一定的环境蒸

发到大气中的过程，它是化合物从土壤转移到大气中

的一个重要途径。对于偏二甲肼而言，由于冲洗、废液

处理或偶然泄漏等原因造成大量的偏二甲肼渗透到

土壤中后，会有很大一部分挥发到空气中。因而研究

土壤中偏二甲肼的挥发过程是非常必要的。

Z[\ 化学公司的科研人员成功地完成了蒸气

压、水溶解度与土壤吸附系数相关性的实验，给出了

估算分布在小范围土壤中的化学品土壤表层挥发速

率的估算方法——— Z[\ 法 I ! J。它可以用来估算分布

并非遍及整个土壤，而且只在土壤表面挥发的化学品

的挥发速率。估算所需要的数据包括蒸气压 !6!、溶

解度 3 及土壤吸附系数 7#$，即：

763 ] !D ! ^ %$A（ !6!

789U
）（%B &）

对偏二甲肼在 "@ C有：763 ] *D # ^ %$A（% B &）。

* 结论

（%）通过对 _Z1G 在两种土壤中吸附及降解的

研究，得出以下吸附规律：溶液土壤比为 @‘ % 的偏二

甲肼在红壤土中为单分子吸附；在黄棕壤土中为多分

子吸附。这是由土壤性质和 _Z1G 含量决定的。

（"）土壤对偏二甲肼的吸附一般都符合朗格缪

尔吸附等温线，其吸附过程由快速反应（$—" >）和慢

速反应（"—& >）两部分组成。通过研究得出其等温吸

附线方程及相关系数。

（*）偏二甲肼在土壤中降解所产生的甲醛在体

系中存在气 O 液 O 固三相的平衡，其量的变化随着时

间有一定的变化。

（!）通过对 _Z1G 在土壤中的吸附及降解研

究，可以看出 _Z1G 对土壤环境的危害。因此，如果

对 _Z1G 废水不经处理就排入土壤，就会进一步破

坏土壤环境，降低土壤肥力，最终危害人类的生存。
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