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摘要!从武汉市某石油化工厂的活性污泥中筛选出 ) 株能降解苯酚的异养硝化菌 i)("通过生理生化试验及 )"] -Hf@测

序鉴定其为LN7G<)D)*/N8J'属细菌# 该菌生长和降解苯酚的适宜条件为!温度为 !>j"培养基初始 J\为 NR("摇床转速为

#(( -C12.# 在该条件下"质量浓度为 ;!O 1GCb及 ) #>B 1GCb的苯酚分别在 O 0 和 #( 0 时被完全降解"降解速率分别为

))NR" 1GC%b*0&和 "#RO 1GC%b*0&# 以苯酚为唯一碳源且碳源充足时"i)( 能将初始质量浓度为 ))B 1GCb的氨氮在 )# 0时全

部降解"该过程产生的亚硝酸盐氮
)

)R> 1GCb"表明该菌可实现同步硝化反硝化#
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??苯酚是一种原型质毒物"对一切生活个体都有

毒杀作用"具有(三致)效应"主要来自石油化工'炼

焦'煤气等制造业的废水中+),

"排放到水体中会与

水中的氯作用产生毒性更强的有机污染物///氯代

酚+#,

# 含酚废水的处理主要有萃取'吸附'氧化'膜

分离及生物降解等技术+!,

"其中生物降解因成本

低'污染少而被广泛采纳+B,

# 研究表明"能降解苯

酚的菌属有!假单胞菌属'芽孢杆菌属'酵母菌属'不

动杆菌属等"其中研究最多的是假单胞杆菌属+>,

#

炼油废水含有烃类'酚类以及f\

!

Af等多种污

染物"废水量大"/WH含量高"硝化率低"f\

!

Af脱

除不稳定"主要原因是某些有毒有机物对自养硝化

菌产生了抑制"而异养硝化菌能利用有机碳源"可消

除有机物的抑制"从而提高硝化效果"达到同时脱碳

脱氮的目的+",

# 笔者从炼油废水生化处理池的活

性污泥中筛选出 ) 株能降解苯酚的异养硝化高效

菌"并进行了种属鉴定"考察了温度'J\'摇床转速

及底物质量浓度对菌株生长及苯酚降解性能的影

响"同时对f\

!

Af的去除和fW

A

#

Af的产生进行了

考察"为含酚的氨氮废水的脱碳脱氮技术提供了

依据#

=>实验材料和方法

=A=>材料

活性污泥!取自武汉市某石油化工厂废水生物

处理系统$bV培养基!酵母浸出粉 > GCb"氯化钠

)( GCb"蛋白胨 )( GCb"自然 J\$异养硝化培养基!

%f\

B

&

#

]W

B

)R( GCb" f4

#

\dW

B

*)#\

#

W ORN GCb"

e\

#

dW

B

)R> GCb" *G]W

B

(R) GCb" $%]W

B

*O\

#

W

(R() GCb"微量元素储备液 # 1b"J\YOR($微量元

*N()*
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素储备液! c.]W

B

*O\

#

W (R)# GCb" *.]W

B

*\

#

W

(R) GCb"\

!

VW

!

(R(O GCb"f4

#

*+W

B

*\

#

W(R(B GCb"

/+/5

#

(R(B GCb"/7]W

B

*>\

#

W(R(# GCb"J\Y;R(#

培养基均需在 (R) *d4')#)R>j条件下灭菌 #( X

!( 12."$%]W

B

*O\

#

W采用 (R##

(

1微孔滤膜过滤除

菌"苯酚为易挥发性试剂"在培养基灭菌并冷却后再

加入#

=A?>实验方法

)R#R)?菌株富集及筛选

将新鲜的活性污泥在 bV培养基中活化 # 次

后"转接至含有苯酚的异养硝化培养基中进行驯化"

驯化时
,

%苯酚&从 #(( X) ((( 1GCb梯度增加"之

后采用稀释涂平板和平板划线的方法得到若干株能

降解苯酚的异养硝化菌$对各菌株进行苯酚降解及

硝化性能测试"将性能最好的 ) 株保种"并进行后续

实验#

)R#R#?菌种鉴定

菌株形态学的观察和生理生化试验依据-常见

细菌系统鉴定手册.进行+O,

$Hf@提取'd/g产物纯

化使用试剂盒完成$)"] -Hf@测序分析委托武汉擎

科生物技术有限公司进行#

)R#R!?菌株生长及苯酚降解条件的选择

在异养硝化培养基中将菌株活化至对数期"按

接种量
)

%@& Y!Q接种至以苯酚为唯一碳源'

f\

!

Af为唯一氮源的异养硝化培养基中"

,

%苯

酚& Y"(( 1GCb"分别考察培养温度'初始 J\'摇床

转速及底物质量浓度对菌株生长及苯酚降解性能的

影响#

)R#RB?菌株同时脱碳脱氮%同步硝化反硝化能力的

研究

将活化后的种子液接种至苯酚质量浓度分别为

"(( 1GCb和 ;(( 1GCb的异养硝化培养基中"定期

取样测 WH

"((

'苯酚'f\

!

Af及 fW

A

#

Af的质量浓

度"考察菌株i)( 同时脱碳脱氮及同步硝化反硝化

的能力#

=A@>分析方法

采用 BA氨基安替比林法测定苯酚的质量浓

度+;,

$采用纳氏试剂法测定 f\

o

B

Af质量浓度+;,

$

采用#A%)A萘基&A乙二胺光度法测定 fW

#

Af质量

浓度+;,

$采用比浊法测定菌体浓度+N,

#

?>结果与讨论

?A=>菌种鉴定

经分离纯化获得 )N 株能降解苯酚的异养硝化

菌"选取硝化和苯酚降解性能最好的一株命名为

i)(# i)( 的菌落形态及革兰氏染色后的照片如图

) 所示# 由图 ) 可以看出"菌落呈圆形"乳白色"隆

起"边缘整齐"表面光滑"有荧光色素产生"革兰氏染

色呈阴性# 生理生化试验结果表明!淀粉水解试验'

糖酵解试验'甲基红试验呈阳性"而nAd试验'吲哚

试验呈阴性

"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

#

??!上接第 )(; 页#

+#, g%. Z7.J2.G"*4V24+"]2k%2"7A/5'd-%J4-492+. 4., 4.45:828+L

3+1J+829%J048%304.G%149%-24578%, 2. 48J045912M97-%&:8+5̀G%5

1%90+,+Z,'/+.89-7392+. 4., V725,2.G*49%-2458"#()B"O)!>! A

"#'

+!, Z2. F24+12.G"b2Z24.52"F7%d2.G"7A/5'd-%J4-492+. 4., 304-439%-̀

2I492+. +Ldn/̀&48%, L+-1̀894&5%J048%304.G%149%-2458+Z,']+54-

T.%-G:*49%-2458m]+54-/%558"#()B")!(!B!> ABB)'

+B, ]4-4<404. b492&4-2"*+04114, *%0-452"*%0,2*%0-452"7A/5']:.`

90%828"304-439%-2I492+. 4., 90%-145J-+J%-92%8+L.4.+%.34J87549%,

J048%304.G%149%-2458K248+5%G%51%90+,+Z,'T.%-G:"#()!"")!

""B A"O#'

+>, <+1148+<+JJ2"b2K2+*4II4-%554'U:J871&48%, 3+1J+829%149%-2̀

458a290 123-+̀%.34J87549%, d/*! TMJ%-21%.9453+--%5492+.8L+-

90%-145J-+J%-92%8%8921492+. +. 90%&4828+L90%3+1J+8292+.+Z,'

T.%-G:4., V725,2.G8"#()!">O!##O A#!"'

+", *+041%, b4300%&"*7894J04e4-E-2"$%902@5&+7302'<0%-1+J0:82̀

345J-+J%-92%8%8921492+. +LJ4-4LL2.CG-4J029%3+1J+829%J048%

304.G%149%-245782.G4. 2.K%-8%1%90+, +Z,'T.%-G:/+.K%-82+.

4., *4.4G%1%.9"#()B";#!##N A#!O'

+O, @14-*e07,042-"*+0411%, *$4-2,'@-%K2%a+. %.%-G:3+.8%-̀

K492+. 2. &725,2.G4JJ523492+.8a290 90%-14589+-4G%&:549%.90%49

782.GJ048%304.G%149%-2458+Z,'T.%-G:/+.K%-82+. 4., *4.4G%̀

1%.9"#((B"B>!#"! A#O>'

+;, /42i2&2.G"F7 F24+52."U4+/07.94+']9-7397-451+-J0+5+G:4.,

90%-145J%-L+-14.3%+L3+1J+829%J048%304.G%149%-24583+.82892.G

+L34J-23432, 8%-2%8L499:432, %79%392384., %5%39-+8J7. J+5:412,%"

.4.+L2&%-8L+-90%-145%.%-G:89+-4G%+Z,'*49%-2458b%99%-8"#()#"

;N!B! AB"'

+N, c04.G\74.I02"F7 =2.G:4.G"c04+c212.G'd-%J4-492+. 4., 90%-̀

145J%-L+-14.3%+LG:J871&+4-,82.3+-J+-49%, a290 123-+%.34J87`

549%, J048%304.G%149%-2458L+-90%-145-%G75492+.+Z,']+54-T.%-̀

G:*49%-2458m]+54-/%558"#()#")(#!N! A)(#'

+)(, bK]025%2"c07 f%.G"$%.GU7+072'T79%392312M97-%8+L34J-23432,

4., 547-23432, 4JJ52%, 2. &725,2.Ga455&+4-,8L+-0%49%.%-G:89+-̀

4G%+Z,'T.%-G:4., V725,2.G8"#((""!;!O(; AO))'

+)), F7 V2a4."b2c+.GD2.'d4-4LL2.C,249+129%3+1J+829%J048%304.G%

149%-2452.3+-J+-49%, 3%1%.9̀&48%, 3+1J+829%L+-90%-145%.%-G:

89+-4G%+Z,'@JJ52%, T.%-G:"#()!")(>!##N A#!O'

#
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%4&菌落形态 %&&革兰氏染色图片

图 )?i)( 菌落形态和革兰氏染色后照片

将d/g扩增产物的碱基序列输入到 U%.V4.E

中进行V5489比对"与 i)( 同源性较高的部分菌株

如表 ) 所示# 从表 ) 中可以看出"与 i)( 同源性达

NNQ以上的均为假单胞菌属%LN7G<)D)*/N8J'&"结

合其形态学及生理学特征"将其鉴定为假单胞菌属#

表 =>菌株\=] 的 =QD4!X9序列部分比对结果

菌株名称 U%.V4.E登录号 相似度CQ

LN7G<)D)*/NQ57K)+5)NN&K&</ g)N H=(N>;;! NN

LN7G<)D)*/N8J'fV̂ ]N e$O">O;> NN

LN7G<)D)*/N8J'H") T̂ O#N!>B NN

LN7G<)D)*/N8J'f) \=;B(OO) NN

LN7G<)D)*/N8J']O Zf;#;;() NN

LN7G<)D)*/N8J'V]B eg("!);B NN

LN7G<)D)*/ND)*A7&5&&T̂ B> Z$";)#;" NN

LN7G<)D)*/NQGA&</ Z/);" eZ>!BBO" NN

?A?>\=] 生长及苯酚降解培养条件的选择

#R#R)?培养温度的选择

在培养基 J\YOR("摇床转速为 #(( -C12.条件

下"培养温度对菌株生长及苯酚降解的影响如图 #

所示# 由图 # 可见"当培养温度低于 #>j时"菌株

生长及苯酚降解均比较缓慢$当温度高于 !(j时"

苯酚去除效果明显加强"且 !('!>'B(j条件下菌株

的生长及苯酚降解效果相当"; 0 的降解率均达

)((Q"因而适宜 i)( 生长及苯酚降解的温度为

!( XB(j#

)/#>j$#/!(j$!/!>j$B/B(j

图 #?温度对菌体生长及苯酚降解的影响

#R#R#?初始 J\的选择

在温度为 !>j"摇床转速为 #(( -C12. 条件下"

培养基初始 J\对菌株生长及苯酚降解的影响如图

! 所示# 从图 ! 可以看出"i)( 对培养基 J\适应范

围较广"J\Y"R( X)(R("菌株培养至 OR> 0时"苯酚

均被完全降解$J\YOR( XNR( 条件下"菌株 i)( 的

生长曲线和苯酚降解曲线几乎各自重合"且较其他

条件都好"说明中性及偏碱性环境更利于 i)( 的生

长及代谢#

)/J\>R($#/J\"R($!/J\OR($B/J\;R($

>/J\NR($"/J\)(R($O/J\))R(

图 !?J\对菌体生长及苯酚降解的影响

#R#R!?摇床转速的选择

溶解氧是影响好氧微生物生长及代谢的重要因

素+)(,

"在 !>j'J\YNR( 条件下"不同摇床转速对菌

体生长及苯酚降解的影响如图 B 所示# 由图 B 可以

看出"菌株生长与苯酚降解呈正相关"生长速率快所

对应的苯酚降解率高$当摇床转速为 #(( -C12. 时"

i)( 生长和苯酚降解效果为最佳"在 O 0 时对

"(( 1GCb苯酚的降解率为 )((Q#

)/)(( -C12.$#/)>( -C12.$!/#(( -C12.$B/#>( -C12.

图 !?摇床转速对菌体生长及苯酚降解的影响

#R#RB?底物质量浓度的影响

将i)( 接种于 J\YNR( 的异养硝化培养基中"

在 !>j'#(( -C12.条件下"不同底物质量浓度对菌

体生长及苯酚降解的影响如图 B 所示# 从图 B 可以

看出"在低质量浓度范围内"WH

"((

随苯酚质量浓度

的增加而迅速增大"同时苯酚质量浓度越低"完全降

解所需的时间越短# 当质量浓度
)

) !(( 1GCb时"

*)))*
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苯酚均能被完全降解"降解能力远高于大部分已发

现的苯酚降解菌+>,

$当质量浓度
,

) >(( 1GCb时"

菌体停止生长"说明高质量浓度的苯酚对菌株的生

长产生抑制"且培养基中苯酚未挥发"说明底物的降

解都是因微生物的代谢作用所引起#

)/!(( 1GCb$#/>(( 1GCb$!/O(( 1GCb$B/N(( 1GCb$

>/) )(( 1GCb$"/) !(( 1GCb$O/) >(( 1GCb

图 B?底物质量浓度对苯酚降解性能的影响

#R#R>?菌株脱碳脱氮及同步硝化反硝化性能研究

将i)( 接种于
,

%苯酚& Y"(( 1GCb'

,

%f\

!

A

f& Y))) 1GCb异养硝化培养基中"在最佳培养条件

下"苯酚及f\

!

Af降解'fW

A

#

Af产生及菌株生长

曲线如图 >%4&所示# 从图 >%4&中可以看出"在碳

源充足的情况下"菌株生长与氨氮'苯酚降解同步"

" 0苯酚降为零时"f\

!

Af降解率为 B"R;Q"继续

培养发现"当碳源不足时"菌株生长进入稳定期"同

时f\

!

Af质量浓度开始反增#

%4&苯酚消耗完后未加苯酚

%&&苯酚消耗完后继续补加苯酚

)/苯酚$#/WH

"((

$!/f\

o

B

Af$B/fW

A

#

Af

图 >?苯酚Cf\

!

Af降解!fW

A

#

Af产生及

菌株生长曲线

??除
,

%苯酚& Y;!O 1GCb'

,

%f\

!

Af& Y))B 1GCb

外"图 >%&&的其他条件同图 >%4&# 待培养基中苯

酚降解完后"以相同的 D%/&lD%f&向其中分别补

加苯酚 >O"R"'))(RN 1GCb# 对比图 >%4&'图 >%&&

可以看出"当碳源充足时"菌株将持续生长"同时

f\

!

Af也不断降解")# 0时被完全降解# 图%4&'图

> % && 中"检测到的 fW

A

#

Af质量浓度均较低

%

)

)R> 1GCb&"这说明菌株i)( 可实现同步硝化反

硝化#

@>结论

%)&通过分离纯化从石油化工厂的活性污泥中

筛选出 ) 株异养硝化苯酚降解菌 i)("鉴定为假单

胞杆菌#

%#&菌株i)( 适宜的培养条件为!温度为 !>j"

培养基初始 J\YNR("摇床转速为 #(( -C12.# 在此

条件下"质量浓度为 ;!O 1GCb及 ) #>B 1GCb的苯

酚分别在 O 0和 #( 0时均被完全降解"降解率分别

为 ))NR" 1GC%b*0&和 "#RO 1GC%b*0&#

%!&在碳源充足的条件下"i)( 可使
,

%f\

!

A

f& Y))B 1GCb在 )# 0 时全部降解"且产生的

,

%fW

A

#

Af&

)

)R> 1GCb"表明该菌可实现同步硝化

反硝化#
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