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摘要  通过氯氰菊酯农药生产车间下水道中的农药的混合微生物富集驯化培养获得降解氯氰菊酯降解菌。在富集培养基中分别传代
5、10、15 代 ,传代温度是30 ℃,pH 值7 .0 , 该混合微生物呈现不同的生长曲线 .继代5 代的氯氰菊酯农药降解能力为55 % , 继代10 代的氯
氰菊酯农药降解能力为52 % , 继代15 代的氯氰菊酯农药降解能力为50 % , 表明该菌具有较好的降解能力稳定性。
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Studies onthe Stability of Cyper methrin Degrading BacteriumStrain
XIE Yu-xuanet al  ( Department of Chemistry and Bioscience , Xiangfan College , Xiangfan, Hubei 441053)
Abstract  The degrading bacteri umof degrading cypermethrin was acquired through enrichment culturing of mixed microbe from pesticide i n cloacae of
cypermethrin production workshop . The bacteriumwas reproduced for 5 generations ( 1 d as 1 generation) , 10 generations , 15 generations , respectively ,
at 30 ℃ , pH7 .0 . The mixed microbe had different growing curves . The degrading ability of 50 mg/ L cypermethrin with 5 generation reproduction was
55 % , that with 10 generationreproduction was 52 % and that with15 generationreproduction was 50 % , showingthat the degrading bacteriumhad a stable
degradation competence for cypermethrin.
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  目前氯氰菊酯农药已经广泛用于防治茶树、蔬菜、果树、

棉花、花卉、林木及卫生害虫[ 1] 。它的应用对生态环境产生

了一定的不利影响。现已通过富集驯化手段, 从农药生产车

间下水道获取氯氰菊酯降解混合微生物。初步研究表明, 其

对氯氰菊酯农药降解最优条件为温度35 ℃、pH 值7 .5、培养

时间72 h ; 以氯氰菊酯农药作为唯一生长碳源和能源时,72 h

氯氰菊酯农药降解能力为65 % 。为了验证该菌株降解能力

的稳定性, 笔者以该菌作为降解微生物 , 分别继代不同时间 ,

测定其对氯氰菊酯农药降解能力的影响。

1  材料与方法

1 .1  材料 供试菌株为氯氰菊酯农药生产车间下水道活性

污泥富集驯化培养获得的氯氰菊酯降解菌。主要试剂为5 %

氯氰菊酯乳油, 河北圣亚达化工有限公司; 氯氰菊酯标样, 北

京康林科技有限公司。

1 .2  检测方法 气相色谱测定条件[ 2] :HP6890 检测, 柱温采

用程序升温, 起始温度170 ℃ , 以每分钟上升30 ℃的速度升

至260 ℃, 保持10 min。检测器( FID) 温度为300 ℃, 进样口温

度为270 ℃ , 不分流 , 载气 He( 99 .999 %) 流量为25 ml/ min ,H2

流量为30 ml/ min , 空气流量为400 ml/ min , 进样量为1 μl 。

1 .3 培养液[ 3]  ①富集培养基。蛋白胨10 g 、NaCl 1 .0 g 、

KH2PO4 1 .0 g 、水1 000 ml 、葡萄糖1 .0 g ,pH 值7 .0 ; ②基础培

养基。NH4NO3 1 .00 g 、MgSO4·7H2O 0 .50 g 、( NH4) 2SO4 0 .5 g 、

KH2PO4 0 .50 g 、NaCl 0 .50 g 、K2HPO4 1 .50 g 、水1 000 ml ,pH 值

7 .0 ; ③普通培养基。牛肉膏5 .0 g 、蛋白胨10 .0 g 、NaCl 5 .0 g 、

水1 000 ml ,pH 值7 .0 ～7 .2 。上述培养基均经121 ℃灭菌

30 min。

1 .4 研究方法

1 .4 .1 降解菌的继代培养。氯氰菊酯降解菌转接入富集培养

基中, 以在30 ℃、pH 值7 .0 条件下培养24 h 为1 个传代时间,

按照该计数方式, 将氯氰菊酯降解菌分别转接5、10、15 代。 �

基金项目  湖北省教育厅科学厅科学技术研究项目( Q200625003) 。

作者简介  谢宇轩( 1984 - ) , 男 , 吉林长春人 , 本科生 , 专业 : 生物技术。

* 通讯作者。

收稿日期  2006- 12-31

1 .4 .2 氯氰菊酯降解菌生长曲线的制备[ 4] 。将继代培养5 、

10 、15 代的降解菌株, 分别用普通培养基培养, 培养条件为35

℃、pH 值7 .5、120 r/ min , 测定溶液中12、24、36 、48、60、72 、84 、

96 、108、120 h 的菌体浓度600 nm 处的 OD 值( OD600) , 研究该

菌在继代不同代数后的生长情况。

1 .4 .3  不同继代的氯氰菊酯降解菌降解能力测定。分别将

原菌株和继代培养5 、10 、15 代的氯氰菊酯降解菌接种于含50

mg/ L 氯氰菊酯农药的基础培养基上 , 培养条件为温度35 ℃、

pH 值7 .5、培养时间72 h、转速120 r/ min 。测定不同继代培

养的氯氰菊酯降解菌对氯氰菊酯农药的降解效果。

1 .5 菌体浓度 OD 值测定[ 5]  采用分光光度法测定。混合

液充分摇匀后直接在波长λ= 600 nm 处测定其吸光度。溶液

的菌体浓度等于实际测定的 OD 值减去空白值( 不接菌液)

的 OD 值。

2  结果与分析

2 .1  氯氰菊酯降解菌继代培养5 代生长曲线  继代培养5

代的氯氰菊酯降解菌在普通培养基上的生长曲线见图1 。

图1 继代培养5、10、15 代的氯氰菊酯降解菌生长曲线

由图1 可知, 在培养前期, 随培养时间延长, 菌体浓度增

大; 培养72 h 的菌体浓度最高, 其 OD 值为1 .18 ; 之后随培养

时间延长 , 菌体浓度呈下降趋势。这表明该细菌生长的最适

时间为72 h , 该培养时间最有利于氯氰菊酯农药的降解。

2 . 2  氯氰菊酯降解菌继代培养10 代生长曲线 继代培养
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收率有所升高。这是由于高径比小, 填装密度大, 相同流量

下样品在纤维中流速慢 , 与纤维接触更充分, 故脱色效果更

好; 同时回收率下降, 说明回收率的变化幅度大于脱色效果 ,

可能是回收率主要与还原糖的非特异性吸附有关而更容易

受装填紧密程度的影响。因此, 装填不宜过紧, 即高径比不

宜过小, 否则回收率降低幅度过大会影响测定结果的准确

性; 同时高径比也不宜过大 , 否则样品在纤维中流速过快不

能很好达到脱色的效果。综合这2 个方面因素, 选择填装高

度为18 .0 c m。

  表1 不同流量下的处理结果

流出速度

ml/ min

回收情况

加标前含量

mg/ ml

加入量

mg/ ml

加标后含量

mg/ ml

回收率

%

A510

未加标 加标

3 .0 1 .23 1 .26 2 .42 94 .44 0 .035 0 .027

4 .5 1 .26 1 .26 2 .48 96 .82 0 .071 0 .055

6 .8 1 .27 1 .26 2 .50 97 .62 0 .113 0 .089

  表2 不同高径比下的处理结果

装填高度

cm

回收情况

加标前含量

mg/ ml

加入量

mg/ ml

加标后含量

mg/ ml

回收率

%
12 .0 1 .19 1 .26 2 .34 91 .27

18 .0 1 .27 1 .26 2 .49 96 .82

24 .0 1 .28 1 .26 2 .52 98 .41

2 .4  活性炭处理结果 活性炭处理后, 用直接滴定法测得

还原糖浓度为1 .21 mg/ ml , 回收率为93 .08 % 。未加标准溶液

和加了标准溶液样品的 A510 分别为0 .075 和0 .056 。这可能

是活性炭在脱色的同时对还原糖的非特异吸收也较高 , 导致

回收率偏低。

2 .5 不同脱色方法的效果比较  不同脱色方法在最适条

件下的处理结果与未经处理的原样液测定结果比较见表3 。

  表3 表明, 在脱色效果相同的情况下 , 采用阳离子交换

纤维拥有高于活性炭处理的回收率, 测定值也更加接近未经

脱色处理的原样液的真实值。因为葡萄皮色素的主要成分

是水溶性花青素甙[ 7 - 9] , 其甙元( 即生色基团) 与阳离子交换

纤维发生离子交换而被吸附除去 , 因此可以特异性地除去色

素物质而保留还原糖 , 脱色处理后测得的还原糖含量和未经

处理原样品采用国家标准方法中的高锰酸钾分析方法的结

果差异小( 回收率达96 .82 %) 。样品中可溶性糖含量不等同

于还原糖含量, 暗示酒样中的糖含量情况仅分析还原糖欠全

面, 而脱色处理为进行更全面的样品糖含量的分析奠定了基

础, 为生产中更好地控制发酵终点提供丰富的参考数据。

  表3 不同处理方法结果比较

处理方法 A510
还原糖含量

mg/ ml

回收率

%

可溶性糖含量

mg/ ml
活性炭 0 .075 1 .21 93 .08 2 .15

阳离子交换纤维 0 .071 1 .27 96 .82 2 .38

未处理原样液 0 .465 1 .30 - -

 注 : 未处理原样液未进行回收率试验 , 且因颜色太深无法用蒽酮比色

法进行可溶性糖测定。

3  结论

使用ZB- 1 强酸性阳离子交换纤维成功地对红葡萄酒样

品进行了脱色和还原糖含量分析 , 并从脱色效果和回收率等

方面将试验结果同活性炭脱色处理和国家标准分析方法所

得结果进行比较。结果表明,ZB- 1 强酸性阳离子交换纤维最

适脱色条件为交换柱180 mm×10 mm, 流量4 .5 ml/ min , 装填

高度为18 .0 c m。该条件下能特异性除去样品中的色素物

质, 测得的还原糖含量准确, 获得了优于活性炭的脱色效果。

该方法在葡萄糖含量分析方面具有一定的理论和实践意义。
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10 代的氯氰菊酯降解菌在普通培养基上的生长曲线见图1。

由图1 可知, 在培养前期, 随培养时间延长, 菌体浓度增

大; 培养72 h 的菌体浓度最高, 其 OD 值为1 .10 ; 之后随培养

时间延长 , 菌体浓度呈下降趋势。这表明该细菌生长的最适

时间为72 h , 该培养时间最有利于氯氰菊酯农药的降解。

2 .3 氯氰菊酯降解菌继代培养15 代生长曲线  继代培养

15 代的氯氰菊酯降解菌在普通培养基上的生长曲线见图1 。

由图1 可知, 继代培养15 代的氯氰菊酯降解菌与继代

培养5 代和10 代的氯氰菊酯降解菌生长曲线一致。在培养

前期, 随培养时间延长, 其菌体浓度升高; 培养72 h 的菌体浓

度最高 , 其 OD 值为1 .00。这表明该细菌生长的最适时间为

72 h , 该培养时间最有利于氯氰菊酯农药的降解。

2 .4 不同继代培养降解菌的降解效果  试验发现, 原菌株

和继代培养5、10、15 代的氯氰菊酯降解菌在基础培养基上培

养72 h 后对氯氰菊酯农药的降解率分别为65 % 、55 % 、52 %

和50 % 。

可见, 氯氰菊酯农药降解菌具有较好的降解稳定性 , 继

代培养15 代后, 还能保持原菌株75 % 以上的降解能力。

3  结论

试验发现 , 氯氰菊酯降解菌在好氧条件下对氯氰菊酯农

药具有较高的降解率, 继代5、10、15 代培养物的氯氰菊酯农

药降解率仍达55 % 、52 % 及50 % , 表明该菌株具有较好的降

解稳定性和较强的应用性。
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