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摘要:以从焦化厂活性污泥中分离获得的 ３ 株功能菌 Ｋｌ－ＴＹ２、Ｋｌ－ＴＹ６ 和 Ｋｌ－ＴＹ８ 为研究对象ꎬ经分子生物学鉴定ꎬ３ 株菌
均为克雷伯氏菌属ꎬ结合近缘菌株功能注释信息可推测ꎬ３ 株菌在苯酚与吲哚降解过程中可能存在一定代谢互补ꎮ ２３ 全因子设
计结果表明ꎬ菌株组合 Ｋｌ－ＴＹ２＋Ｋｌ－ＴＹ６＋Ｋｌ－ＴＹ８ 在 ７２ ｈ 内对苯酚和吲哚的降解率均超过 ９０％ꎬ综合降解性能优于单菌及双菌
体系ꎮ 进一步通过单因素试验和响应面法优化降解条件ꎬ确定温度、ｐＨ 和苯酚初始浓度为主要影响因子ꎬ预测最优条件约为
３１􀆰 ７℃、ｐＨ ７􀆰 ０３、苯酚 ５０７􀆰 ４ ｍｇ / Ｌꎬ实测苯酚降解率达 ９１􀆰 ７８％ꎮ 结果表明ꎬ人工菌群 Ｋｌ－ＴＹ２＋Ｋｌ－ＴＹ６＋Ｋｌ－ＴＹ８ 具有较强的苯
酚－吲哚协同降解能力ꎬ可为焦化废水生物处理工艺优化提供参考ꎮ
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　 　 焦化废水是一类典型的高浓度、成分复杂且生

物毒性较强的工业废水[１]ꎬ其中苯酚和吲哚是较具

代表性的两类污染物[２]ꎮ 苯酚属于常见酚类有机

物ꎬ浓度较高时会对微生物生长和代谢产生明显抑

制[３]ꎻ吲哚则属于含氮杂环芳香族化合物ꎬ结构相

对稳定ꎬ在废水处理中同样具有较高去除难度[４]ꎮ
由于二者在焦化废水中常常共存ꎬ其复合污染特征

会进一步增加生物处理过程的复杂性[５]ꎮ
近年来ꎬ针对焦化废水中典型芳香族污染物的去

除ꎬ生物处理因其成本低、环境友好ꎬ已成为焦化废水

处理中必不可少的选择方法[６]ꎮ 目前ꎬＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ[７]、
Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ[８]及 Ｂａｃｉｌｌｕｓ[９] 等被认为是降解苯酚的

主要菌属ꎬＣｏｍａｍｏｎａｓ[１０]、Ｂａｃｉｌｌｕｓ[１１]、Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ[１２]

等菌属在吲哚降解中表现出一定能力ꎬ但降解效率

普遍低于苯酚ꎬ且对底物浓度敏感ꎮ 同时ꎬ人工菌群

构建逐渐成为研究热点[１３－１４]ꎬ通过不同菌株间的功

能分工与代谢互补ꎬ有望提高复杂污染物体系的降

解效率和环境适应性[１５]ꎮ
尽管如此ꎬ现有研究仍存在一些不足ꎮ 一方面ꎬ

关于苯酚与吲哚共存条件下协同生物降解的研究相

􀅰９７􀅰
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对较少ꎬ尤其缺乏针对人工菌群构建、菌株组合筛选

及关键影响因素优化的系统研究[１６]ꎻ另一方面ꎬ复
合底物条件下菌株间可能存在的代谢协同关系及其

对体系稳定性的影响仍有待进一步明确[１７]ꎮ 因此ꎬ
有必要从实际污染背景出发ꎬ筛选适用于苯酚－吲
哚体系的功能菌株ꎬ并建立具有协同降解潜力的人

工菌群ꎮ
基于此ꎬ本研究以焦化厂活性污泥中分离获得

的功能菌株为对象ꎬ围绕苯酚和吲哚复合污染体系

开展研究ꎮ 通过菌株鉴定与组合筛选确定优势人工

菌群ꎬ进一步考察环境因子对其降解性能的影响ꎬ并
采用响应面法对关键条件进行优化ꎬ同时结合近缘

菌株信息对其潜在协同降解机制进行初步分析ꎮ 该

研究可为焦化废水中典型含氮芳香族污染物的生物

处理及人工菌群强化应用提供理论依据和参考ꎮ

１　 材料与试剂

１􀆰 １　 样品与菌株

本研究所用水样及污泥来源于山西太原市某焦

化废水处理厂ꎬ用于前期功能菌株的分离与保存ꎮ
所用菌株为课题组前期工作中从该活性污泥中筛选

获得的人工菌群 Ｋｌ－ＴＹ２、Ｋｌ－ＴＹ６ 和 Ｋｌ－ＴＹ８ꎬ菌株

保藏于－８０℃冰箱中ꎮ
１􀆰 ２　 培养基及试剂

富集培养基(ＬＢ):胰蛋白胨 １０ ｇ / Ｌꎬ酵母提取

物 ５ ｇ / ＬꎬＮａＣｌ １０ ｇ / ＬꎬｐＨ ７􀆰 ０±０􀆰 ２ꎮ
无机盐培养基(ＭＳＭ):(ＮＨ４) ２ＳＯ４ ０􀆰 ４７２ ｇ / Ｌꎬ

Ｋ２ＨＰＯ４ ０􀆰 ２００ ｇ / ＬꎬＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０􀆰 ０５０ ｇ / ＬꎬＭｎＳＯ４􀅰
４Ｈ２Ｏ ０􀆰 ０１０ ｇ / ＬꎬＦｅＳＯ４ ０􀆰 ０１０ ｇ / ＬꎬＮａＣｌ ０􀆰 １２０ ｇ / Ｌꎬ
ｐＨ ７􀆰 ０±０􀆰 ２ꎮ

磷酸盐缓冲溶液 ( ＰＢＳ): ＮａＣｌ ８􀆰 ０ ｇ / Ｌꎬ ＫＣｌ
０􀆰 ２ ｇ / ＬꎬＫＨ２ＰＯ４ ０􀆰 ２４ ｇ / ＬꎬＮａ２ＨＰＯ４ １􀆰 ４４ ｇ / ＬꎬｐＨ
７􀆰 ０±０􀆰 ２ꎮ

５ ｇ 苯酚溶于 １００ ｍＬ 超纯水制成苯酚储备液ꎬ
５０ ｇ 吲哚溶于 １００ ｍＬ 甲醇制成吲哚储备液ꎬ将储备

液添加至 ＭＳＭ 中提供碳源ꎮ
固体培养基在上述培养基的基础上添加 ２％

的琼脂ꎮ 所有培养基在使用前都需要在 １２１℃ 的

高压下湿热灭菌 ３０ ｍｉｎꎬ冷却至室温后再进行后

续实验ꎮ

２　 实验方法

２􀆰 １　 菌株分子生物学鉴定

将保藏的菌株 Ｋｌ－ＴＹ２、Ｋｌ－ＴＹ６ 和 Ｋｌ－ＴＹ８ 复

苏扩培待培养到对数期后ꎬ取适量菌液ꎬ在 ４℃下ꎬ
以 ８ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ 分钟收集菌体沉淀ꎬ委托北

京诺禾致源科技股份有限公司进行 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测

序ꎬ并将测序结果提交至 ＮＣＢＩ 数据库进行 ＢＬＡＳＴ
比对ꎬ利用 ＭＥＧＡ １１􀆰 ０ 软件构建系统发育树ꎮ
２􀆰 ２　 基于近缘菌株信息的代谢通路推测

根据菌株 １６Ｓ ｒＤＮＡ 鉴定结果ꎬ结合 ＮＣＢＩ 数据

库中近缘菌株的公开注释信息ꎬ对 Ｋｌ－ＴＹ２、Ｋｌ－ＴＹ６
和 Ｋｌ－ＴＹ８ 可能参与的苯酚与吲哚降解过程进行初

步分析ꎮ 重点参考近缘菌株在芳香族化合物氧化、
开环裂解及下游代谢方面的相关信息ꎬ并结合苯酚、
吲哚的常见生物降解途径ꎬ对人工菌群 Ｋｌ－ＴＹ２＋
Ｋｌ－ＴＹ６＋Ｋｌ－ＴＹ８ 的潜在协同降解过程进行推测ꎬ据
此绘制代谢通路示意图ꎮ
２􀆰 ３　 人工菌群全因子实验

为系统比较菌株 Ｋｌ－ＴＹ２、Ｋｌ－ＴＹ６ 和 Ｋｌ－ＴＹ８
在苯酚－吲哚体系中的单独及协同降解能力ꎬ以三

株菌是否接种为自变量ꎬ采用 ２３ 全因子设计构建不

同组合ꎮ 共得到 ８ 种组合:３ 个单菌体系(Ｋｌ－ＴＹ２、
Ｋｌ－ＴＹ６、Ｋｌ－ＴＹ８)、３ 个双菌体系(Ｋｌ－ＴＹ２＋Ｋｌ－ＴＹ６、
Ｋｌ－ＴＹ２＋Ｋｌ－ＴＹ８、Ｋｌ－ＴＹ６＋Ｋｌ－ＴＹ８)、１ 个三菌体系

(Ｋｌ－ＴＹ２＋Ｋｌ－ＴＹ６＋Ｋｌ－ＴＹ８)以及 １ 个空白对照(不
接种)ꎮ 各组合接种至含 ５００ ｍｇ / Ｌ 苯酚和 ２００ ｍｇ / Ｌ
吲哚的ＭＳＭ 中ꎬ在 ３０℃、１５０ ｒ / ｍｉｎ 条件下振荡培养

７２ ｈꎬ分别取 ０ ｈ 和 ７２ ｈ 样品测定苯酚及吲哚浓度ꎬ
计算降解率ꎮ
２􀆰 ４　 单因素实验

采用单因素实验对影响人工菌群协同降解效果

的主要因素进行考察ꎮ 结合前期实验结果及相关研

究基础ꎬ选取温度、ｐＨ、苯酚初始浓度、吲哚初始浓

度、接种量以及接种比例作为考察因素ꎮ 各因素梯

度分别设置为:温度 ２０、２５、３０、３５、４０℃ꎻｐＨ ＝ ４、５、
６、７、８、９ 和 １０ꎻ苯酚初始浓度 ３００、４００、５００、６００、７００
ｍｇ / Ｌꎻ吲哚初始浓度 １００、１５０、２００、２５０、３００ ｍｇ / Ｌꎻ
接种量 １％、３％、５％、７％、９％ꎻ菌株 Ｋｌ－ＴＹ２、Ｋｌ－ＴＹ６
和 Ｋｌ－ＴＹ８ 的接种比例为 １ ∶１ ∶１、２ ∶１ ∶１、１ ∶２ ∶１、１ ∶１ ∶
２、２ ∶２ ∶１、２ ∶１ ∶２和 １ ∶２ ∶２ꎮ
２􀆰 ５　 响应面优化设计

在单因素实验基础上ꎬ因温度、ｐＨ 和苯酚初始

浓度对人工菌群 Ｋｌ－ＴＹ２＋Ｋｌ－ＴＹ６＋Ｋｌ－ＴＹ８ 的降解

性能影响较为显著ꎬ选取上述 ３ 个因素作为响应面

优化变量ꎮ 由于人工菌群对吲哚的降解效果较好且

波动较小ꎬ而苯酚降解更易受环境条件影响ꎬ是限制
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复合体系处理效果的关键因素ꎬ故本研究以苯酚降

解率作为响应值进行响应面优化ꎮ
基于 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ 设计(ＢＢＤ)框架ꎬ采用三因

素三水平( －１ꎬ０ꎬ＋１)响应面法系统优化菌株组合

Ｋｌ－ＴＹ２＋Ｋｌ－ＴＹ６＋Ｋｌ－ＴＹ８ 的苯酚降解条件[１８－１９]ꎮ
自变量包括:温度(２５、３０、３５℃)、ｐＨ(５、７、９)和苯酚

初始浓度(４００、５００、６００ ｍｇ / Ｌ)ꎬ通过 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ
１３ 软件生成 １７ 组实验矩阵(含 ５ 个中心点重复)ꎬ
实验设计矩阵及水平编码见表 １ꎮ

表 １　 响应面优化试验因素及水平

水平
因素

Ａ－温度 / ℃ Ｂ－ｐＨ Ｃ－苯酚浓度 / (ｍｇ􀅰Ｌ－１)

－１ ２５ ５ ４００

０ ３０ ７ ５００

１ ３５ ９ ６００

２􀆰 ６　 分析方法

苯酚的高效液相色谱分析条件如下:流动相为

乙腈 ∶水ꎬ体积比为 ６０ ∶４０ꎬ总流速为 １ ｍＬ / ｍｉｎ[２０]ꎮ
紫外波长为 ２８０ ｎｍꎮ

吲哚的高效液相色谱分析条件如下:流动相为

乙腈 ∶水ꎬ体积比为 ８０ ∶２０ꎬ总流速为 １ ｍＬ / ｍｉｎꎮ 紫

外波长为 ２７０ ｎｍꎮ
苯酚和吲哚的去除效果以降解率表示ꎬ按式

(１)计算ꎮ
Ｒ ＝ [(Ｃ０ － Ｃｎ) / Ｃ０] × １００％ (１)

式中ꎬＲ 为污染物去除率ꎬ％ꎻＣ０ 和 Ｃｎ 为污染物初始

浓度和中间浓度ꎬｍｇ / Ｌꎮ
菌体浓度采用全波长酶标仪测定菌悬液在 ６００ ｎｍ

处的吸光度(ＯＤ６００)来表征ꎮ

３　 结果与分析

３􀆰 １　 菌株鉴定结果

将各菌株的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列ꎬ通过 ＮＣＢＩ 进行

Ｂｌａｓｔ 比对ꎬ菌株 Ｋｌ－ＴＹ２、Ｋｌ－ＴＹ６ 和 Ｋｌ－ＴＹ８ 均与克

雷伯氏菌属(Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ)的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列相似性达

９８％以上ꎬ采用 ＭＥＧＡ １１􀆰 ０ 软件构建各菌株的系统

发育树如图 １ 所示ꎮ 菌株 Ｋｌ－ＴＹ２ 序列与 Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ
ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ 相似度最高ꎬ因此鉴定为肺炎克雷伯氏

菌(Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ)ꎬ菌株 Ｋｌ－ＴＹ６ 和 Ｋｌ－ＴＹ８
序列均与 Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐａｓｔｅｕｒｉｉ 相似度最高ꎬ鉴定为巴

斯德克雷伯氏菌(Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐａｓｔｅｕｒｉｉ)ꎮ

图 １　 各菌株系统发育树图

３􀆰 ２　 人工菌群苯酚－吲哚协同降解潜在代谢通路

推测

根据 １６Ｓ ｒＤＮＡ 鉴定结果ꎬＫｌ－ＴＹ２、Ｋｌ－ＴＹ６ 和

Ｋｌ－ＴＹ８ 均与克雷伯氏菌属近缘菌株具有较高相似

性ꎬ其中 Ｋｌ－ＴＹ２ 与肺炎克雷伯氏菌近缘ꎬＫｌ－ＴＹ６
和 Ｋｌ－ＴＹ８ 与巴斯德克雷伯氏菌近缘ꎮ 结合 ＮＣＢＩ
数据库中近缘菌株的公开注释信息ꎬ并参考苯酚和

吲哚常见生物降解途径ꎬ可推测这 ３ 株菌均具备一

定的芳香族化合物转化能力ꎮ
由图 ２ 可知ꎬ苯酚可能先转化为儿茶酚ꎬ再经开

环反应生成开环中间产物ꎻ吲哚则可能先转化为芳

香族中间体ꎬ随后进入开环裂解途径ꎬ最终生成小分

子有机酸并进入 ＴＣＡ 循环ꎮ 说明人工菌群 Ｋｌ－ＴＹ２＋
Ｋｌ－ＴＹ６＋Ｋｌ－ＴＹ８ 可能通过共享芳香族化合物降解

主通路并形成一定代谢互补ꎬ实现对苯酚和吲哚的

协同降解ꎮ

图 ２　 基于近缘菌株信息的代谢通路推测图
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３􀆰 ３　 全因子实验结果

人工菌群全因子实验结果如表 ２ 所示ꎮ
表 ２　 全因子实验结果

菌株组合
７２ ｈ 苯酚

降解率 / ％
７２ ｈ 吲哚

降解率 / ％

Ｋｌ－ＴＹ２ ７８􀆰 １６±１􀆰 １２ ９７􀆰 ９８±０􀆰 ２４

Ｋｌ－ＴＹ６ ８１􀆰 ７６±１􀆰 ８５ ９６􀆰 ０１±０􀆰 ２４

Ｋｌ－ＴＹ８ ８５􀆰 ２８±０􀆰 ８９ ９８􀆰 ０２±０􀆰 ３４

Ｋｌ－ＴＹ２＋Ｋｌ－ＴＹ６ ７８􀆰 ５６±０􀆰 ９７ ９７􀆰 ６７±０􀆰 ５６

Ｋｌ－ＴＹ２＋Ｋｌ－ＴＹ８ ８１􀆰 ９８±０􀆰 ８８ ９７􀆰 ５８±０􀆰 ３８

Ｋｌ－ＴＹ６＋Ｋｌ－ＴＹ８ ８８􀆰 ６１±１􀆰 ３２ ９７􀆰 ６４±０􀆰 １３

Ｋｌ－ＴＹ２＋Ｋｌ－ＴＹ６＋Ｋｌ－ＴＹ８ ９１􀆰 ５６±１􀆰 ０５ ９８􀆰 ０９±０􀆰 １６

空白 ３􀆰 ０６±１􀆰 ０５ １􀆰 ２３±０􀆰 １３

由表 ２ 可知ꎬ各组合均能在 ７２ ｈ 内对苯酚和吲

哚产生明显去除效果ꎬ而空白对照组苯酚和吲哚降

解率仅为 ３􀆰 ０６％±１􀆰 ０５％和 １􀆰 ２３％±０􀆰 １３％ꎬ基本无

生物降解发生ꎮ 单菌体系中ꎬＫｌ －ＴＹ２、Ｋｌ－ＴＹ６ 和

Ｋｌ－ＴＹ８ 对苯酚的 ７２ ｈ 降解率分别为 ７８􀆰 １６％ ±
１􀆰 １２％、８１􀆰 ７６％±１􀆰 ８５％和 ８５􀆰 ２８％±０􀆰 ８９％ꎬ对吲哚

的降解率则均在 ９６％ ~ ９８％左右ꎮ 双菌组合 Ｋｌ －
ＴＹ２＋Ｋｌ－ＴＹ６、Ｋｌ－ＴＹ２＋Ｋｌ－ＴＹ８ 和 Ｋｌ－ＴＹ６＋Ｋｌ－ＴＹ８
在苯酚降解方面整体优于或接近单菌ꎬ其中 Ｋｌ－ＴＹ６＋
Ｋｌ－ＴＹ８ 苯酚降解率达到 ８８􀆰 ６１％±１􀆰 ３２％ꎮ 三菌组

合 Ｋｌ－ＴＹ２＋Ｋｌ－ＴＹ６＋Ｋｌ－ＴＹ８ 综合表现最佳ꎬ７２ ｈ 苯

酚和吲哚降解率分别为 ９１􀆰 ５６％±１􀆰 ０５％和 ９８􀆰 ０９±
０􀆰 １６％ꎬ明显高于单菌及大部分双菌组合ꎬ显示出一

定的协同降解效应ꎮ
３􀆰 ４　 单因素实验结果

３􀆰 ４􀆰 １　 温度和 ｐＨ
由图 ３(ａ)可知ꎬ温度对人工菌群降解苯酚和吲

哚的能力影响显著ꎮ 随着温度由 ２０℃升高至 ３０℃ꎬ
苯酚降解率由 ９􀆰 １７％显著提高至 ９０􀆰 １６％ꎬ吲哚降

解率也由 ８７􀆰 ８９％ 提高至 ９７􀆰 ６９％ꎬ同时 ＯＤ６００ 由

０􀆰 １０５ 升高至 ０􀆰 ３０２ꎬ表明适宜升温有利于菌群生长

及降解酶活性的发挥ꎮ 当温度进一步升高至 ３５℃
时ꎬ苯酚降解率略降至 ８３􀆰 ０６％ꎬ４０℃时苯酚和吲哚

降解率分别仅为 ２􀆰 ６８％ 和 ６􀆰 ６２％ꎬＯＤ６００ 也降至

０􀆰 ０５８ꎬ说明过高温度对菌群活性具有明显抑制作

用ꎮ 因此ꎬ３０℃可作为较适宜的培养温度ꎮ
由图 ３(ｂ)可知ꎬｐＨ 对人工菌群降解性能也具

有一定影响ꎮ 在 ｐＨ ４ ~ ７ 范围内ꎬ苯酚降解率整体

维持在较高水平ꎬ并在 ｐＨ ７ 时达到最大值 ８９􀆰 ８７％ꎬ

对应 ＯＤ６００也达到最高值 ０􀆰 ３１５ꎬ说明中性条件更有

利于人工菌群生长及苯酚降解ꎮ 相比之下ꎬ吲哚在

不同 ｐＨ 条件下均保持较高降解率ꎬ整体波动较小ꎬ
说明人工菌群对吲哚降解的 ｐＨ 适应范围相对较

宽ꎮ 当 ｐＨ 升高至 ９ 和 １０ 时ꎬ苯酚降解率分别下降

至 ７４􀆰 ８２％和 １６􀆰 ９２％ꎬ表明偏碱环境会明显削弱菌

群对苯酚的去除能力ꎮ 因此ꎬ后续实验选取 ｐＨ ７ 作

为适宜条件ꎮ

(ａ)温度

(ｂ)ｐＨ

１—苯酚ꎻ２—吲哚ꎻ３—ＯＤ６００

图 ３　 单因素实验

３􀆰 ４􀆰 ２　 苯酚浓度吲哚浓度

由图 ４(ａ)可知ꎬ苯酚初始浓度对人工菌群降解

性能具有较明显影响ꎮ 在 ３００ ~ ５００ ｍｇ / Ｌ 范围内ꎬ
苯酚降解率分别为 ８８􀆰 ０３％、８６􀆰 ０６％和 ８９􀆰 ５０％ꎬ变
化不大ꎬ说明菌群在该浓度范围内具有较好的适应

性ꎻ当苯酚浓度升高至 ６００ ｍｇ / Ｌ 和 ７００ ｍｇ / Ｌ 时ꎬ苯
酚降解率分别下降至 ７９􀆰 ８７％ 和 ６５􀆰 ９５％ꎬ 同时

ＯＤ６００也由 ０􀆰 ３００ 下降至 ０􀆰 ２８８ 和 ０􀆰 １８７ꎬ说明过高

苯酚浓度会因毒性增强而抑制菌群生长及降解活

性ꎮ 与此同时ꎬ吲哚降解率在各苯酚浓度下均保持

在 ９７􀆰 ６％以上ꎬ表明苯酚浓度变化对吲哚去除影响

较小ꎮ 综合考虑ꎬ５００ ｍｇ / Ｌ 可作为后续实验中较适

宜的苯酚初始浓度ꎮ
由图 ４(ｂ)可知ꎬ吲哚初始浓度对人工菌群降解

性能亦有一定影响ꎮ 在 １００ ~ ２００ ｍｇ / Ｌ 范围内ꎬ苯
酚降解率分别为 ９１􀆰 ２６％、８９􀆰 ９４％和 ９０􀆰 ６８％ꎬ吲哚

降解率均保持在 ９７􀆰 ６９％以上ꎬＯＤ６００也维持在较高

水平ꎬ说明人工菌群在该浓度范围内具有良好的降
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解能力和适应性ꎮ 当吲哚浓度升高至 ２５０ ｍｇ / Ｌ 时ꎬ
苯酚降解率下降至 ７５􀆰 ８３％ꎻ继续升高至 ３００ ｍｇ / Ｌ
时ꎬ苯酚降解率进一步降至 ２２􀆰 １７％ꎬＯＤ６００也下降至

０􀆰 １９４ꎬ表明高浓度吲哚会显著抑制人工菌群活性及

苯酚降解过程ꎮ 相比之下ꎬ吲哚自身降解率在各浓

度条件下仍维持较高水平ꎮ 综合考虑ꎬ２００ ｍｇ / Ｌ 可

作为较适宜的吲哚初始浓度ꎮ

(ａ)苯酚浓度

(ｂ)吲哚浓度

１—苯酚ꎻ２—吲哚ꎻ３—ＯＤ６００

图 ４　 单因素实验

３􀆰 ４􀆰 ３　 接种量和接种比例

由图 ５(ａ)可知ꎬ接种量对人工菌群降解效果具

有显著影响ꎮ 当接种量由 １％提高至 ７％时ꎬ苯酚降

解率由 ５􀆰 ８７％显著提高至 ９１􀆰 ７４％ꎬ吲哚降解率由

３􀆰 ７５％提高至 ９７􀆰 ９４％ꎬ说明增加接种量有利于缩短

菌群适应期并提高污染物去除效率ꎮ 当接种量继续

增加至 ９％ 时ꎬ 苯 酚 降 解 率 基 本 保 持 不 变ꎬ 为

９１􀆰 ７４％ꎬ而 ＯＤ６００由 ０􀆰 ２５６ 下降至 ０􀆰 ２１４ꎬ表明进一

步提高接种量并未明显改善降解效果ꎮ 因此ꎬ从降

解性能和经济性两方面考虑ꎬ选择 ７％作为较适宜

的接种量ꎮ
由图 ５(ｂ)可知ꎬ不同菌株接种比例对人工菌群

降解性能影响明显ꎮ 各比例条件下ꎬ吲哚降解率总

体均维持在 ９７􀆰 ６％以上ꎬ变化幅度较小ꎻ相比之下ꎬ
苯酚降解率差异较为明显ꎮ 其中ꎬＫｌ－ＴＹ２ ∶Ｋｌ－ＴＹ６ ∶
Ｋｌ－ＴＹ８为 １ ∶１ ∶１时苯酚降解率最高ꎬ达到 ９１􀆰 ５９％ꎬ
ＯＤ６００为 ０􀆰 ２７５ꎻ１ ∶２ ∶１和 １ ∶２ ∶２条件下苯酚降解率也

分别达到 ９１􀆰 ４１％和 ９１􀆰 ４６％ꎮ 而当比例为 １ ∶１ ∶２和
２ ∶１ ∶２时ꎬ苯酚降解率分别降至 ７５􀆰 ６９％和 ７０􀆰 ３８％ꎬ

说明菌株 Ｋｌ－ＴＹ８ 比例过高时不利于体系对苯酚的

降解ꎮ 综合比较各组结果ꎬ选择 Ｋｌ－ＴＹ２ ∶Ｋｌ－ＴＹ６ ∶
Ｋｌ－ＴＹ８＝ １ ∶１ ∶１作为后续优化实验的菌株配比ꎮ

(ａ)接种量

(ｂ)接种比例

１—苯酚ꎻ２—吲哚ꎻ３—ＯＤ６００

图 ５　 单因素实验

综合各单因素实验结果可知ꎬ人工菌群 Ｋｌ－ＴＹ２＋
Ｋｌ－ＴＹ６＋Ｋｌ－ＴＹ８ 对吲哚的降解能力整体较强ꎬ而苯

酚降解对环境条件和运行参数变化更为敏感ꎬ因此

选择苯酚降解率为后续响应面优化的响应值ꎮ 结合

单因素实验结果ꎬ后续响应面优化选取温度、ｐＨ 和

苯酚初始浓度作为考察因素ꎬ并分别以 ３０℃、ｐＨ ７
和 ５００ ｍｇ / Ｌ 作为中心水平ꎮ
３􀆰 ５　 响应面优化实验

３􀆰 ５􀆰 １　 实验结果及方差分析

实验设计及结果见表 ３ꎮ
表 ３　 响应面实验设计和结果

序号 Ａ Ｂ Ｃ 响应值 / ％

１ －１ １ ０ ６７􀆰 ９２

２ －１ ０ －１ ６３􀆰 ８１

３ １ －１ ０ ８１􀆰 ８５

４ １ ０ １ ７５􀆰 ０２

５ －１ －１ ０ ５８􀆰 ２４

６ ０ －１ －１ ７９􀆰 ６２

７ ０ ０ ０ ９１􀆰 ４１

８ ０ １ －１ ７３􀆰 ３０

９ ０ ０ ０ ９０􀆰 ３２

１０ ０ －１ １ ６８􀆰 ７３

􀅰３８􀅰
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续表

序号 Ａ Ｂ Ｃ 响应值 / ％

１１ ０ ０ ０ ９０􀆰 ４６

１２ ０ １ １ ７０􀆰 ４９

１３ １ ０ －１ ７６􀆰 ７５

１４ ０ ０ ０ ９１􀆰 ５１

１５ －１ ０ １ ５６􀆰 ５９

１６ １ １ ０ ７５􀆰 ０９

１７ ０ ０ ０ ８９􀆰 ６２

基于实验结果ꎬ采用 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ １３ 软件对

数据进行二次多项式回归分析ꎬ建立苯酚降解率与

各因素之间的回归模型如式(２)所示ꎮ
Ｙ ＝ ９０􀆰 ６６ ＋ ７􀆰 ７Ｘ１ － ０􀆰 ２０５Ｘ２ － ２􀆰 ８３Ｘ３ －
４􀆰 １１Ｘ１􀅰Ｘ２ ＋ １􀆰 ３７Ｘ１􀅰Ｘ３ ＋ ２􀆰 ０２Ｘ２􀅰Ｘ３ －

１２􀆰 ４４Ｘ２
１ － ７􀆰 ４５Ｘ２

２ － １０􀆰 １８Ｘ２
３ (２)

式中ꎬＹ 为苯酚降解率ꎬＸ１、Ｘ２ 和 Ｘ３ 分别为温度、ｐＨ
和苯酚初始浓度ꎮ

方差分析结果见表 ４ꎮ
表 ４　 苯酚二次降解模型的方差分析

来源 平方和 自由度 均方 Ｆ Ｐ

模型 ２１０７􀆰 ０５ ９ ２３４􀆰 １２ １３２􀆰 ３８ <０􀆰 ０００１

Ａ ４８２􀆰 ８３ １ ４８２􀆰 ８３ ２７３􀆰 ０１ <０􀆰 ０００１

Ｂ ０􀆰 ３３６２ １ ０􀆰 ３３６２ ０􀆰 １９０１ ０􀆰 ６７６

Ｃ ６４􀆰 １３ １ ６４􀆰 １３ ３６􀆰 ２６ ０􀆰 ０００５

ＡＢ ６７􀆰 ５７ １ ６７􀆰 ５７ ３８􀆰 ２１ ０􀆰 ０００５

ＡＣ ７􀆰 ５４ １ ７􀆰 ５４ ４􀆰 ２６ ０􀆰 ０７７９

ＢＣ １６􀆰 ３２ １ １６􀆰 ３２ ９􀆰 ２３ ０􀆰 ０１８９

Ａ２ ６５１􀆰 ６７ １ ６５１􀆰 ６７ ３６８􀆰 ４８ <０􀆰 ０００１

Ｂ２ ２３３􀆰 ５８ １ ２３３􀆰 ５８ １３２􀆰 ０８ <０􀆰 ０００１

Ｃ２ ４３６􀆰 ４１ １ ４３６􀆰 ４１ ２４６􀆰 ７６ <０􀆰 ０００１

残差 １２􀆰 ３８ ７ １􀆰 ７７ 　 　

失拟项 ９􀆰 ８６ ３ ３􀆰 ２９ ５􀆰 ２１ ０􀆰 ０７２３

纯误差 ２􀆰 ５２ ４ ０􀆰 ６３０５ 　 　

总计 ２１１９􀆰 ４３ １６ 　 　 　

Ｒ２ ０􀆰 ９９４２ 　 　 　 　

Ｒ２
ａｄｊ ０􀆰 ９８６６ 　 　 　 　

Ｒ２
ｐｒｅｄ ０􀆰 ９２３７ 　 　 　 　

由表 ４ 可知ꎬ所建立的苯酚二次降解模型极显

著ꎬ且失拟项不显著ꎬ说明模型拟合良好ꎬ可用于人

工菌群 Ｋｌ－ＴＹ２＋Ｋｌ－ＴＹ６＋Ｋｌ－ＴＹ８ 苯酚降解过程的

分析与条件优化ꎮ 同时ꎬ模型的相关系数 Ｒ２ 为

０􀆰 ９９４ ２ꎬ调整相关系数 Ｒ２
ａｄｊ为 ０􀆰 ９８６ ６ꎬ预测相关系

数 Ｒ２
ｐｒｅｄ为 ０􀆰 ９２３ ７ꎬ表明该模型具有较高的拟合度和

较好的预测能力[２１]ꎬ能够较准确反映各因素与苯酚

降解率之间的关系

从一次项分析结果来看ꎬ温度和苯酚初始浓度

对苯酚降解率具有显著影响ꎬ其中温度影响最为显

著ꎬ而 ｐＨ 的一次项影响不显著ꎬ说明在本实验范围

内其线性作用较弱ꎮ 结合 Ｆ 值可知ꎬ温度是影响人

工菌群苯酚降解性能的主导因素ꎮ
从交互作用来看ꎬ温度与 ｐＨ、ｐＨ 与苯酚初始浓

度之间均存在显著交互作用ꎬ而温度与苯酚初始浓

度之间的交互作用不显著ꎬ表明二者之间的联合作

用相对较弱ꎮ 此外ꎬＡ２、Ｂ２ 和 Ｃ２ 均达到极显著水

平ꎬ说明温度、ｐＨ 和苯酚初始浓度与苯酚降解率之

间均存在明显的非线性关系ꎮ
综合来看ꎬ温度、ｐＨ 和苯酚初始浓度均会影响

人工菌群对苯酚的降解效果ꎬ其中温度为最主要因

素ꎬ苯酚初始浓度次之ꎬ该结果与单因素实验趋势基

本一致ꎮ
３􀆰 ５􀆰 ２　 交互作用分析及验证

进一步结合响应面等高线图和三维曲面图对各

因素间的交互作用进行分析ꎬ结果见图 ６ ~图 ８ꎮ 一

般而言ꎬ响应面越陡峭ꎬ说明该因素对响应值的影响

越显著ꎻ等高线越接近椭圆形ꎬ说明两因素之间的交

互作用越明显ꎬ而接近圆形则表明交互作用较弱ꎮ

(ａ)等高线图 (ｂ)三维响应面图

图 ６　 温度与 ｐＨ 交互作用的等高线图和

三维响应面图

由图 ６ 可知ꎬ温度和 ｐＨ 对苯酚降解率存在较

明显的交互影响ꎮ 随着温度由低水平升高至中间水

平ꎬ苯酚降解率明显提高ꎬ并在中性附近达到较高

值ꎻ当温度或 ｐＨ 继续偏离适宜范围时ꎬ苯酚降解率

均呈下降趋势ꎮ 图中响应面变化较为明显ꎬ等高线

呈椭圆趋势ꎬ说明温度与 ｐＨ 之间存在一定交互作

用ꎬ该结果表明ꎬ适宜温度条件下ꎬ中性环境更有利

于人工菌群维持较高的苯酚降解活性ꎮ

􀅰４８􀅰
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(ａ)等高线图 (ｂ)三维响应面图

图 ７　 温度与苯酚浓度交互作用的等高线图和

三维响应面图

由图 ７ 可知ꎬ温度和苯酚初始浓度对苯酚降解

率也具有共同影响ꎮ 随着温度升高ꎬ苯酚降解率先

升高后降低ꎻ随着苯酚初始浓度增加ꎬ响应值同样表

现出先升高后下降的趋势ꎮ 整体来看ꎬ响应面变化

较明显ꎬ但等高线形状相对较圆ꎬ说明二者虽然共同

影响苯酚降解率ꎬ但交互作用相对较弱ꎮ 说明在本

实验范围内ꎬ温度和苯酚初始浓度主要以各自独立

作用影响人工菌群的降解性能ꎮ

(ａ)等高线图 (ｂ)三维响应面图

图 ８　 ｐＨ 与苯酚浓度交互作用的等高线图和

三维响应面图

由图 ８ 可知ꎬｐＨ 和苯酚初始浓度之间同样存在

一定交互作用ꎮ 苯酚降解率在中性 ｐＨ 和中等苯酚

浓度附近达到较高值ꎬ而在偏酸、偏碱或较高底物浓

度条件下均出现下降ꎮ 图中等高线呈一定椭圆趋

势ꎬ响应面具有较明显的弯曲变化ꎬ说明 ｐＨ 与苯酚

初始浓度之间存在显著交互影响ꎮ 该结果表明ꎬ适
宜的 ｐＨ 条件能够在一定程度上缓解较高苯酚浓度

对菌群降解活性的抑制作用ꎬ但当两者同时偏离最

适范围时ꎬ体系降解性能明显下降ꎮ
为验证响应面模型预测结果的可靠性ꎬ在上述

最优条件下进行了 ３ 组平行验证实验ꎮ 结果表明ꎬ
苯酚实际降解率为 ９１􀆰 ７８％ꎬ与模型预测值 ９１􀆰 ５４％
较为接近ꎬ误差为 ０􀆰 ８％ꎬ说明模型预测值与实验实

测值具有较好一致性ꎬ所建立的响应面模型能够较

准确地预测人工菌群 Ｋｌ－ＴＹ２＋Ｋｌ－ＴＹ６＋Ｋｌ－ＴＹ８ 的

苯酚降解性能ꎬ具有较好的可靠性和实用性ꎮ

４　 结论

(１)从焦化废水活性污泥中分离的菌株 Ｋｌ －
ＴＹ２、Ｋｌ－ＴＹ６ 和 Ｋｌ－ＴＹ８ 经 １６Ｓ ｒＤＮＡ 鉴定均为克雷

伯氏菌属ꎮ 结合近缘菌株信息及常见降解途径分析

可推测ꎬ３ 株菌可能共享芳香族化合物降解主通路ꎬ
并在苯酚和吲哚转化过程中形成一定代谢互补ꎬ说
明该属菌在典型含氮芳香族污染物生物去除中具有

较好应用潜力ꎮ
(２)２３ 全因子实验结果表明ꎬ在相同底物负荷

下ꎬ三菌组合 Ｋｌ－ＴＹ２＋Ｋｌ－ＴＹ６＋Ｋｌ－ＴＹ８ 在 ７２ ｈ 内

对苯酚和吲哚的去除率均超过 ９０％ꎬ综合降解性能

优于单菌及双菌体系ꎬ体现出复合菌群在实现苯

酚－吲哚协同降解方面的优势ꎮ
(３)通过单因素和响应面法优化ꎬ确定最优条

件为 ３１􀆰 ７℃、ｐＨ ７􀆰 ０３、苯酚初始浓度 ５０７􀆰 ４ ｍｇ / Ｌꎬ
在此条件下苯酚实际降解率为 ９１􀆰 ７８％ꎬ与模型预

测值高度一致ꎬ说明模型可靠ꎮ
(４)综合来看ꎬ人工菌群 Ｋｌ－ＴＹ２＋Ｋｌ－ＴＹ６＋Ｋｌ－

ＴＹ８ 在适宜工况下可实现高效苯酚－吲哚协同降

解ꎬ为焦化废水等含苯酚－吲哚废水的生物处理工

艺优化提供了一定参考ꎬ但仍需在真实废水和更复

杂工况下进一步验证ꎮ
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