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枯草杆菌及其热解物烃类的研究
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提 要 采用气相色谱和色谱一质谱联用仪对枯草杆菌 (aB
`
ill 。 : “ 倪 iil

, )游离烃类及热解烃类进行

了分析
.

枯草杆菌热解产气率较高 (6 7
.

s m l/ g )
,

正异构比值较低
,

乙烷乙烯比值较高
。

热解作用使饭仿抽提物

含量大幅度提高
,

达热解前的 10
.

74 倍
.

枯草杆菌游离烷烃以正烷烃为主
,

主峰为正二十七烷
,

碳数分布范围

为 cl 一 C 3。 .

热解产物中烷烃以 1C
2一 C 20 支链烷烃

、

cl
: 一 C 。 正烷烃和 cl

` 一 C , 类异戊二烯烃为主
,

主峰为 3一

甲基十三烷
,

正烷烃以 1C
5

含量最高
。

文章还讨论了热解作用提高枯草杆菌抓仿抽提物含量
,

改变烃类分布的

可能原因及意义
。

关. 词 枯草杆菌 烃类

第一作者简介 吴庆余 男 39 岁 教授 生物学

细菌存在于现代所有的沉积环境中
。

在南极
、

深海区
、

缺氧盆地
、

潮间带
、

盐沼
、

红树林区以

及其它环境的沉积物中
,

都发现有细菌
。

它们是海洋和沿岸水体中超浮游生物的固有成分
。

据

报道
,

在某些沉积物中细菌总数可高达 10 10 个 /克
,

细菌生物量可能相 当于沉积物干重的

1%
〔幻 。

研究细菌烃类的组成对油气藏的评价
、

勘探与开发具有理论上的指导意义
。

以往的研究

多是直接对原油
、

生油岩或化石样品中的有机质进行分离和分析
。

由于地质体情况极为复杂
,

有时难以判断有机质的地球化学特征与母质来源
、

环境因素
、

演化阶段之间的对应关系和变化

规律
。

本文选用自然界广泛分布的一种兼性厌氧细菌— 枯草杆菌
,

在实验室条件下纯培养
,

对培养所获产物的游离烃类和热解烃类进行了分离和分析
。

1 材料和方法

1
.

1 实验材料

实验材料枯草杆菌 ( B
.

, u bt iil , )由南京农业大学微生物教研室提供
,

菌种在斜面培养基上

室温保存
。

1
.

2 枯草杆菌样品的制备

枯草杆菌的培养采用 S p i z iez
n
培养基

,

其成份如下
:
( N H

.

)
2
5 0

`
2 9

,

K ZH p o
`
2 4 9

,

K H
Z
P O

4

6 9
,

柠檬酸钠 (
·

ZH
Z
O ) 1 9

,

M g S O
` ·

7H
Z
O 0

.

2 9
,

葡萄糖 5 9
,

蒸馏水 l 0 0 0m l
。

将培养基分装于

① 国家自然科学基金和有机地球化学国家重点实脸室荃金资助项 目
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s o ol m锥形瓶中
,

于 1 2 1一 1 2 6℃ ( 0
.

2一 0
.

14M P a )灭菌 2 5m i n
。

在超净工作台内从斜面接种少

量枯草杆菌于锥形瓶中
,

放在恒温振荡器内于 35 ℃培养 4 天 4 夜
。

将培养所得枯草杆菌浓菌

液在 5 0 0 0 转 /分下离心 15 im
n ,

经洗涤并同样离心两次后
,

取沉淀置于红外快速干燥器中低温

干燥
,

得枯草杆菌样品
。

1
.

3 热模拟降解实验

将枯草杆菌样品 1
.

鲍 装入安瓶中
,

用高纯氮气多次连续吹洗和抽气
,

除去空气
,

然后抽真

空封 口
。

将安瓶置于马弗炉中
,

以 30 0℃恒温持续热解 l o ho
,

得加热样品
。

1
.

4 热解气体的分离分析

热解后将装有样品的安瓶从马弗炉中取出
,

用液氮冷冻后按排水取气法取气
。

用国产 S C

一 4 型气相色谱仪对 C O
: 、

H
Z 、

N
:

进行分析
,

C O
:

用 G D X l o 4 柱
,

H
:

用 SA 分子筛柱
,

N
:

用 1 3X

分子筛柱加活性炭
,

柱温均为 50 ℃
,

H
:

用高纯氮气
,

其余 2 种用氢气作载气
。

用美国产 H P一

5 8 9 01 1型气相色谱仪对 C
,
一 C

S

烃类进行分析
,

用 A 1
2
O

3

/ K CI 柱
,

采用 SOm 长毛细管柱
,

内径

0
.

5 3m m
,

柱温 6 0一 1 5 0℃
,

6 0℃保留 4m i n
,

升温速率 3 0℃ /m i n
,

载气为 N
: 。

1
.

5 可溶有机质的分离和分析

热解前后的两个枯草杆菌样品分别以氛仿为溶剂进行 72 h 索氏抽提获可溶有机质
,

用石

油醚沉淀沥青后上硅胶氧化铝柱
,

用石油醚
、

苯和丙酮相继洗脱
,

将可溶有机质分离为烷烃
、

芳

烃和非烃等 3 种组分
。

用美国 iF n

gn an 一M A T T S Q 7 o B G C 一M S一M S 仪对烷烃组分进行色

谱一质谱分析
,

色谱柱为 s P B一 5 毛细管柱
,

柱长 6 o m
,

程序升温 60 一 29 5℃ ,

升温速率 3 ℃ /

m in
,

终温恒温 20 m in
,

氢气为载气
。

2 结 果

2
.

1 热解产气分析结果

枯草杆菌在常压 3 00 ℃下热解产气分析结果见表 1
。

其热解产气率较高 ( 67
.

sm l / g )
。

正异

构 比值较低 (
n C

`
i/ C

4
~ 1

.

1 9
, n C

S

i/ C
。
~ 0

.

50 )
,

说明热解气体中存在较多的异构烃气
。

乙烷与

乙烯比值 (9
.

36 )较高
,

说明热解气体中饱和烃气相对含量较高
。

表 1 热解产气组分

T
a b le 1 G a s e s t h e r m a l l y g e n e r a t e d f r o m B

.

s u
b t il i

s

产产气率率 产 气 组 分 ( % )))

((( m l / g ))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))) CCCCC H 毛毛 C ZH --- C ZH eee C a H 。。 艺C ... 月 C --- f C SSS n C sss H 222 C 0 222 N 222

666 7
.

888 4
。

3 888 0
.

3 333 3
。

0 999 2
.

3 444 0
.

2 222 0
.

2 666 O
。

0 444 0
。

0 222 1
.

0 999 5 9
.

111 1 1
.

999

2
.

2 可溶有机质分析结果

2
.

2
.

1 枯草杆菌热解前后氯仿抽提物分析

枯草杆菌热解前后产出的有机质中氯仿抽提物含量及热解产物中烷烃
、

芳烃
、

非烃三种组

分相对百分比的分析结果如表 2 所示
。

枯草杆菌热解前抓仿抽提物含量为 3
.

92 %
,

热解作用

使其氛仿抽提物含量提高了 9
.

74 倍
,

达到 42
.

n %
。

但其中烷烃组分的含量仍很低
,

只有

3
.

2 1 %
。
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衰 2抓仿抽提物的含 t和组成

T
a
b le2C o n te n ts a n do e m po s

i tio ns o f t he e h lo ro o fr m e x tar e ta b lo e rg a n i
e ma t ter

抓抓仿抽提物名称称 占细胞千重重 族 组 分 (写 )))

(((((% )))))))))))))))))))))))))))))))))烷烷烷烷 烃烃 芳 烃烃 非烃+ 沥青质质

枯枯草杆菌氛仿抽提物物 3
。

9222222222

热热解产物抓仿抽提物物 42
。

3 1 111
。

2 111 6
.

7 8889 0
.

000

2
.

2
.

2枯草杆菌游离烷烃特征

枯草杆菌游离烷烃组成较为简单 (图 1 )
,

以正烷烃为其主要成分
。

图 1 中主峰经鉴定为正

二十七烷
,

正烷烃分布范围为 C
l 。
一 ca

。 。

在枯草杆菌游离烷烃中还发现一些在总离子流图上看

不出来的微量生物标志物
,

包括姥蛟烷和植烷
,

环 已烷系列化合物 cn H Z。

(n ~ 20
,

21
,

22
,

2 3) 和

C
Z。

二环烷烃
。

游离烷烃中菌烷
、

菇烷类生物标志物含量极低
.

共检测出幽烷 3种
,

褚烷 4 种
。

其

中街烷为 s a ,

14 a ,

1 7 a ,

Z o R一胆 幽烷
,

2 4一 甲基 一 5。 , 1 4a ,

1 7 a ,

2 0 R 一胆菌烷和 2 4一 乙基一 s a
,

1 4a
,

1 7 a ,

Zo R一胆幽烷
。

菇烷为 z 7 a ,

2 1p一菠烷
,

1 6 a ,

2 1日一 3 0 一降菠烷
,

C Z s

三环二菇烷和 C Z`

三

环二赌烷
。

菇烷中明显地以茬烷占优势
。

R lc l

甄云五

F ig

图 1

R IC

枯草杆菌游离烷烃组份总离子流图和相关质谱图

f r a g m e n t o g r a m a n d r e la t i v e m a s s s
伴

e t r u m o f t h e s a t u r a t e d

h州
r o e a r b o n s f r o m B

.

S u b t il i
, b e fo r e t h e r m a l d e g r a d a t i o n

2
.

2
.

3 枯草杆菌热解产物中的烷烃特征

枯草杆菌热解产物中烷烃组分较游离烷烃复杂
。

其色谱一质谱分析结果如图 2 和表 3 所

示
。

正构烷烃
、

支链烷烃和类异戊二烯烃是枯草杆菌热解烃类中烷烃的主要组成部分
。

正构烷
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烃碳数分布范围为 C
: l
一 C

2 5,

集中分布在 C
, 3
一 C

, , ,

其中以 C
1 5

正烷烃含量最高
。

支链烷烃在低

碳数范围占据明显优势
,

3一甲基十三烷为主峰
。

类异戊二烯烃碳数分布范围为 C
1 5
一 C

Z。 ,

其中

2
,

6 ,

10 一三甲基十二烷
、

2
,
6

,

10 一三甲基十三烷
、

2
,
6

,

10 一三甲基十四烷含量较高
。

枯草杆菌

热解烃类烷烃组分中幽烷的含量明显 比游离烷烃中高 (峰号 34
,

3 5 )
。

另外
,

还检测到了 C
l `

环

已烷 (峰号 1 6 )
。

图 2 枯草杆菌 3 00
’

C热解烷烃组份总离子流图和相关质谱图

F ig
.

2 R IC fr a g m e n t o g r a m a n d r e l a t iv e m a s s .s p e e t r a o f t h e s a t u r a t e d h y d r o e a r b o n s

fr o m B
.

s“ bt i il
s a f t e r t h e r m a l d e g r a d a t i o n a t 3 0 0 ,C

类似于游离烷烃
,

在热解烃类烷烃组分中也存在一些微量生物标志物
。

它们包括
,

环已烷

系列化合物 C
o

H uz ( n = 1 6
,

1 7 )和二环烷烃系列化合物 C
n

H
Z n 一 2

( n = 1 6
,

1 7 , 1 8
,

1 9
,

2 0 )
。

街烷生

物标志化合物除含量较高的 24 一乙基一 5a
,

1 4a
,

1 7a
,

ZOR一胆菌烷和 24 一 乙基一 5a
,

14 母
,

1 7 p
,

Z o R 一胆幽烷外
,

还检测到 T s a ,

14 a 1 7 a ,

Z o R 一胆幽烷和 2 4一 乙基一 s a ,

14 a , 1 7 a ,

2 0 5一胆街

烷
。

菇烷含量很低
,

仅有微量 1 a7
,

21 p一菠烷
。

3 讨 论

3
.

1 热解条件下氮仿抽提物含且增加的可能来派

从表 2看出
,

热解作用可大幅度提高枯草杆菌中氛仿抽提物的含量
。

我们推测氯仿抽提物

含量的提高
,

可能来源于常温下不溶的类干酪根成分在高温作用下向可溶有机质转化
。

由实验

结果我们认为
,

枯草杆菌来源的类干酪根具有较好的生油潜力
,

这从一个方面反映了细菌作为
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重要的生油母质的可能性
。

3
.

2 热解前后正烷烃碳数分布的变化及其意义

枯草杆菌热解前游离正烷烃碳数分布范围为 C
, 。
一 C

3。 ,

主峰为正二十七烷
。

热解后其正烷

烃碳数分布范围为 C
1 2
一 C

Z。 ,

主峰为正十五烷
。

热解作用使正烷烃碳数分布向低碳数移动
,

主

峰碳也前移
。

碳数分布范围及主峰碳前移的原因可能有两个
,

一是长链正烷烃在高温下的断

裂
,

二是样品中低分子量脂肪酸在热解作用下脱梭生成短链烷烃
〔幻 〔 3 , 〔幻 。

细菌中最普遍报道的

脂肪酸为十六碳烯酸和十八碳烯酸川
,

因此加热样品中
,

主峰正十五烷可能来自于枯草杆菌中

的十六碳烯酸
。

同时
,

相对丰度亦较高的正十七烷可能来自于十八碳烯酸
。

裹 3 热解产物中主要烷烃组分

T
a
b l e 3 M

a
i
n 月一 a lk a n e s t h e r m a l l v g e n e r a t e d f r o m B

.

s“ bt il i :

峰峰 号号 特征碎片片 分 子 ttt 分 子 式式 化 合 物物

lllll 8 555 17 000 C i ZH Z。。 2一 甲墓十一烷烷
22222 8 555 17 000 C 12H含。。 3一甲基十一烷烷
33333 8 555 17 000 C l: H : ... 正十二烷烷
44444 8 555 1 8 444 C 13 H 2... 2一甲基十二烷烷
55555 8 555 1 8 444 C 13 H 2... 3一甲墓十二烷烷
66666 8 555 1 8 444 C 13 H 2... 正十三烷烷
77777 8 555 1 9 888 C i一H aooo 4一 甲荃十三烷烷
88888 8 555 19 888 q

一H 3ooo 3一 甲基十三烷烷
99999 8 555 1 9 888 C l一H a ooo 正十四烧烧
111 000 8 555 2 1 222 C l s H s ::: 4一 甲荃十四烧烧
111 111 1 8 333 2 1 222 C i s H 3::: 2

,
6

.

10 一三甲墓十二烷烷
111 222 8 555 2 1 222 C z s H 3222 正十五烧烧
111 333 1 8 333 2 2 666 C l . H , ---

,

2, 6
,

10 一三甲基十三烷烷
111 444 8 555 2 2 666 C l` H s --- 3

,
5一二甲羞十四烷烷

lll 555 8 555 2 2 666 C 一 H s --- 正十六烷烷
lll 666 8 333 2 2 444 C l ` H s ZZZ C 16环 己烷烷
111 777 8 555 2 4 000 C 1 7 H 3`̀ 4一甲墓十六烷烷
lll 888 1 8 333 2 4 000 C 一, H 3eee 2

,
6

,
1 0一三甲基十四烷烷

lll 999 8 555 2 4 000 C 一7 H 3 ... 正十七烷烷
222000 8 555 2 5 444 C I日H 3 ... 4一甲墓十七烧烧
222 lll 18 333 2 5 444 C z . H s ... 2

,

6
,

10 一三甲基十五烷烷
222 222 8 555 2 5 444 C I吕H 3 ... 正十八烷烷
222 333 8 555 2 6 888 C I . H 一。。 4一甲墓十八烷烷
222 444 18 333 2 6 888 C 一, H一。。 2

,

6
,

10 一三甲墓十六烷烷
222 555 8555 2 6 8

LLL

C l , H一。。 正十九烷烷
222666 8 555 2 8 222 C : o H一::: 4一甲基十九烷烷
222 777 1 8 333 2 8 222 C Zo H一222 2

,
6

.

10 一三甲荃十七烷烷
222 888 8 555 2 8 222 C : o H一::: 正二十烷烷
222 999 8 555 2 9 666 C Z一H弓---

正二十一烷烷
333 000 8 555 3 1000 C : . H一一 正二+ 二烷烷
333 111 8 555 3 2444 C Z a H `。。 正二十三烷烷
333 222 8 555 3 3888 C : 一H s ooo 正二十四烷烷
333 333 8 555 3 5222 C Zs H s ::: 正二十五烷烷
333 444 2 1 777 4 0000 C Z, H s ZZZ 2 4一 乙荃 一 5。

,

1 4 a ,

17。
,

Z oR 一胆幽烷烷
333 555 2 1 777 4 0 000 C : s H S::: 2 4一 乙墓一 5。

,
1 4 p

,
1 7户

,
20R 一胆留烷烷

过去对细菌来源的地质样品的研究中
,

以 C
1 7

或 C
Z。
为正烷烃主峰碳均有报道 (sj

。

我们从实

验结果推测
,

较低成熟度细菌来源的正烷烃主峰碳为高数碳
,

较高成熟度细菌来源的正烷烃主
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峰碳为低碳数
。

3
.

3 加热样品中支链烷烃的大 t 出现及其意义

中部单甲基支链烷烃系列 已在许多沉积物和石油中发现
,

关于其来源有几种推测
〔幻 。

一种

认为是支链烷烃的直接贡献
,

另一种则认为是成岩转化的产物 ;对中部单甲基支链烷烃可能直

接为生物来源的讨论主要集中在蓝细菌上
,

因为它们是已知生物合成这种烷烃的唯一微生

物
〔幻 `

在我们的实验中加热样品中部单甲基支链烷烃和双甲基支链烷烃大量出现 (表 3 )
,

表明

不含支链烷烃的细菌样品经热解作用后也可生成大量支链烷烃
。

因此我们认为
,

古代沉积物中

存在的中部单甲基支链烷烃和双甲基支链烷烃可能是具官能团的类脂先驱物 (如异构一和反

异构 一梭酸 )或正烷烃成岩转化的产物
。
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