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摘"要"以葡萄糖%可溶性淀粉%乙酸钠和苯酚作为共基质!通过 !Fe恒温生化培养箱缺氧驯化污泥!间歇恒温振荡试

验研究了在不同共代谢基质条件下!(!<!PR三硝基苯酚"A'D#的缺氧降解性能$ 结果表明!经过驯化的微生物加入葡萄糖

和苯酚作为碳源!在A'Dn苯酚n葡萄糖为 =)n!n=)) 的比例下!A'D生物降解率可以从不加碳源时的 !=&(G提高到 LP&PG&

不同共基质条件下A'D的降解均符合一级反应动力学方程!反应速率常数大小依次是#苯酚 E#葡萄糖 E#葡萄糖f苯酚!其中葡萄

糖和苯酚同时作为共基质时A'D降解速率常数最大为 )&)=* ,

b=
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""酚类化合物是一类重要的有机污染物!且大部

分酚类物质难以被微生物降解!在环境中滞留时间

较长!对环境及生物的危害也较大$ 近年来!国内外

学者在处理含酚废水方面已做过不少的研究!有的

研究者利用真菌(=)或从土壤%实验室反应器%活性

污泥%厌氧颗粒污泥等介质中分离出多种高效降解

菌(( c<)

!利用微生物固定化技术对含酚废水进行处

理!还有的研究者利用高级氧化和超声(F)等技术进

行含酚废水的处理!国外也有学者进行了共代谢降

解酚类物质的动力学研究(P!K)

$ 然而!由于酚类物

质的多样性%复杂性%毒性以及处理方法在实际应用

中操作上的可行性!各种处理方法均存在一定的不

足!所以对含酚废水的处理研究一直受到人们广泛

的关注和研究!对前人的研究成果进行适当的完善

和补充也成为一种必要$ 硝基苯酚类物质属于酚类

物质中较复杂的工农业污染物!有不少学者通过

\#HN

(

C

(

氧化(L)

%S/.9$. 试剂氧化(*)

%光催化氧

化(=))和物理吸附(==)等方法对含有硝基苯酚类物质

的废水进行处理研究!但是硝基苯酚类化合物易溶

于水!有较强的极性!化学性质比较稳定!不易用絮

凝%吸附%高级氧化和光解等物理%化学方法彻底去

除!所以生物处理法受到人们的青睐(=()

$ 在生物处

理方面!6]/39@Z]-%%/

(=!)以及张忠辉等(=<)在纯培养

条件下研究了硝基酚类物质的生物降解性!i,23R
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0,//[ i43-8等(=F)研究了硝基酚在生物转化过程中

碳源的选择!佘宗莲%于静%丁厚钢%吴美玲和汤改风

等(=P c())研究了硝基苯酚类物质的厌氧产甲烷毒性

和降解性$ 在硝基苯酚类物质中 (!<!PR三硝基苯酚

是工业有机化合物之一!它的用途很广!可以作为原

料和中间物广泛应用于火药%医药%杀虫剂%色素%染

料%木材%防腐剂和橡胶等农业%化工等行业中((=)

$

硝基的亲电子性%苯环结构的对称性!使得硝基苯酚

类物质很难被一般的微生物降解!并且随着苯环上

取代硝基数目的增多!生物降解性能也逐渐降

低(=))

!因此!三硝基苯酚是该类物质中最难被微生

物降解的一种物质!对于含三硝基苯酚废水的处理!

利用人工强化的生物进行降解是目前较好的方法之

一!其中!通过碳源共代谢作用来转化或彻底降解三

硝基苯酚是生物处理方法中有前景的技术之一!这

种技术将成为一种有效的新兴水处理方式$

因此!为了确定不同共基质对三硝基苯酚降解

的影响!本研究在实验室通过恒温生化培养箱缺氧

驯化污泥!采取间歇恒温摇瓶试验方法研究了在不

同共代谢基质条件下!(!<!PR三硝基苯酚"A'D#的

缺氧降解性能和降解速率!确定了最佳共代谢碳源

及碳源最适投加比例!并对A'D降解曲线进行了动

力学拟合$

;<材料与方法

;=;<试验材料

试验用水为人工配水'自来水%不同共基质"葡

萄糖%可溶性淀粉%乙酸钠和苯酚#%(!<!PR三硝基苯

酚"A'D#%常量元素和微量元素$

接种污泥'取自广州市猎德污水处理厂污泥浓

缩池的厌氧污泥!取回后用葡萄糖浓度为 ( ))) c

( F)) 8:HI的人工配水活性恢复 = 周左右!通过!Fe

恒温生化培养箱驯化后进行碳源共代谢降解试验$

培养液组成(=*)
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F)%钼酸铵 *)%6?AQ= )))%

!PGN+%= 8I

其他试剂'葡萄糖"+

P

N

=(

C

P

!分析纯#%可溶性

淀粉"分析纯#%乙酸钠"+N

!

+CC'4!分析纯#%苯酚

"+

P

N

F

CN!分析纯#%(!<!PR三硝基苯酚"A'D!分析

纯#$

试验仪器'紫外R可见分光光度计"尤尼柯!\#R

())) 型#%恒温振荡器 " @NQR/型#%生化培养箱

"IaNRF) 型#%电子天平 "1Q())!'型#%离心分

离器$

;=?<试验方法

=&(&="污泥驯化方法!(("

采用 F)) 8I锥形瓶!加入污泥%自来水!并按每

= ))) 8:+C?投加营养母液和微量元素母液各

= 8I!碳源配制成一定浓度的溶液!其中!葡萄糖溶

液浓度= :HI!淀粉溶液浓度= :HI!乙酸钠溶液= :HI!

苯酚溶液 )&= :HI$ 共分 P 组进行驯化!分别是单独

A'D%A'Df葡萄糖%A'Df可溶性淀粉%A'Df乙酸

钠%A'Df苯酚和A'Df苯酚 f葡萄糖!每组做 ( 个

平行试验$ 将装好污泥%培养液和碳源的锥形瓶塞

好后放入 !Fe恒温生化培养箱中连续培养!每隔 =)

c() ,用注射器从顶部取泥水混合样经离心分离

后!保留上清液稀释 F 倍!测定稀释后上清液的吸光

度!根据标准曲线计算 A'D浓度$ 每隔 < [ 按以下

驯化方案加入浓度为 = :HI的 A'D溶液!并适量补

充碳源和营养$ 表 = 为污泥驯化方案$

表 ;<污泥驯化方案

E.(&";<D6$"+",/5,+"1#26.#2'H 1&)5H"

污泥驯化次数 = ( ! < F P K L * =) == =( =!

加入A'D溶液体积"8I# )&F )&F = = =&F =&F =&F ( ( ( (&F (&F (&F

=&(&("共代谢降解试验方法!=P"

采用 !Fe恒温摇瓶进行试验!取经过生化培养

箱缺氧驯化后效果较好的污泥于医用盐水瓶中!同

时加入营养液和微量元素液!分别加入不同的碳源

溶液!根据试验目的加入相同或不同初始浓度的

A'D溶液!每次至少进行 ( 组平行对比试验!塞好瓶

盖后于 !Fe恒温振荡器中进行降解反应!每隔一定

时间从振荡器上取下反应瓶!静置 !) 8-. 后取上清

液离心分离%稀释后测定吸光度!根据标准曲线计算

A'D浓度!结果取平均值$

)L<
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=&(&!"A'D浓度测定方法

A'D浓度采用紫外分光光度法((!)测定!分别准

确称取经 KF cL)e烘干至恒重的分析纯的 A'D!用

适量蒸馏水配制成 )&<%)&L%=&(%=&P%(&)%(&< 和

(&L 8:HIA'D标准溶液!在 !K) .8波长处测吸光

度G值!作A'D浓度!"8:HI#与溶液吸光度G的标

准曲线为 GO)-)(K)F!R)&))L*!标准曲线线性相关

系数为 )&***FK!A'D浓度在 ) c! 8:HI范围内符

合比尔定律$

?<结果与讨论

?=;<共基质的选择

驯化过程中 A'D的浓度变化用累计降解率来

表示!即每个驯化浓度开始加入所测得的 A'D浓度

和最后 = 次测得的 A'D浓度之差与初始 A'D浓度

之比$ 图 = 为不同共基质驯化过程中 A'D累计降

解率的变化曲线!由图 = 可得!葡萄糖和苯酚同时作

为共基质时!在经过 F) [ 左右驯化后!A'D最终降

解率达到了 *(&<G!用葡萄糖和苯酚单独作为共基

质时!F) [ 后 A'D降解率最终分别为 K<J(G和

K(JLG!而选择可溶性淀粉%乙酸钠以及不加碳源

时!A'D降解率都只有 <)G左右!这可能是因为葡

萄糖在微生物缺氧过程中发生糖酵解!产生 !R磷酸

甘油酸%丙酮酸和QAD!QAD为微生物细胞代谢有机

物提供足够的能量!丙酮酸以及其他代谢产物又可

以作为微生物细胞的合成原料!苯酚作为一级基质!

它的加入可以诱导微生物产生非专一性的关键酶!

苯酚降解可以促进关键酶的酶活性!从而 A'D也得

到降解$ 而可溶性淀粉是多糖!不易于发生糖酵解!

乙酸钠则不会发生糖酵解!所以两者不能提供足够

的能量!微生物的共代谢降解率因而也较低$

图 ="驯化过程中A'D累计降解率变化曲线

S-:&="+,4.:/Y237/$. Y282%49-7/]-$[/:34[49-$.

349/$5A'D-. M3$Y/00$5[$8/09-Y49-$.

?=?<驯化过程中JPC值的变化

驯化过程中每隔 < [ 测定 = 次 +C?"重铬酸钾

法#!其值随驯化时间变化!图 ( 为驯化过程中 +C?

随时间的变化曲线$ 由图 ( 可知!+C?随驯化时间

的增长呈逐渐减小的趋势!这主要是因为随着驯化

时间的累积!利用和消耗碳源%A'D的微生物数量不

断增多!碳源和 A'D被消耗量逐渐增加!从而培养

液的+C?逐渐减小$ 且加入苯酚以及苯酚和葡萄

糖混合液的驯化样 +C?在最终驯化结束后降到了

F)) 8:HI以下!这也说明苯酚和葡萄糖是A'D共代

谢降解较好的碳源$

图 ("驯化过程中+C?随时间的变化

S-:&("+,4.:/$5+C?T-9, 9-8/

-. M3$Y/00$5[$8/09-Y49-$.

?=@<葡萄糖作为共基质时ETF的降解

在各反应瓶中分别加入相同量在缺氧条件下经

葡萄糖驯化好的污泥%营养液%微量元素液和不同量

的葡萄糖溶液!使反应瓶内A'D初始浓度为 F 8:HI

放入 !Fe恒温振荡器开始降解反应$ 试验结果如

图 ! 所示$ 由图 ! 可知!不加碳源时!A'D降解速率

很慢!最终降解率只有 !=&(G!而加入葡萄糖溶液!

明显提高了其降解率!< 个反应瓶在开始时 A'D的

降解速率几乎相当!约 !) , 以后!加入 =) 8I葡萄

糖溶液的反应瓶 A'D降解速率加快!=)) , 的降解

率达到了 L(&(G$ 原因可能是在缺氧条件下!兼性

厌氧微生物首先利用葡萄糖进行代谢!葡萄糖在微

生物代谢过程中发生缺氧氧化!产生含自由基的中

间体高能键 =!!R二磷酸甘油酸!该物质将高能键交

给Q?D!使Q?D磷酸化从而转化为 QAD!为微生物

细胞利用有机物A'D提供足够的能量!微生物在有

足够能量情况下!开始利用和降解A'D!而当加入过

多或过少的葡萄糖时!由于缺氧微生物数量的有限

性以及竞争性抑制作用!会影响微生物对 A'D的代

谢降解$

=L<
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图 !"不同葡萄糖加入量对A'D降解的影响

S-:&!"655/Y9$5[-55/3/.9[$04:/0$5:%2Y$0/

$. ]-$[/:34[49-$. $5A'D

?=A<苯酚作为共基质时ETF的降解

在各反应瓶中分别加入在缺氧条件下用苯酚驯

化好的污泥%营养液%微量元素液和不同量苯酚溶

液!使反应瓶内A'D初始浓度为 F 8:HI$ 试验结果

如图 < 所示$ 由图 < 可知!不加碳源时 A'D降解速

率仍然低于投加碳源的反应瓶!最终降解率只有

!=G!而加入苯酚!明显提高了 A'D的降解率!反应

前<) ,!各反应瓶 A'D降解速率相当!<) , 以后加

入 ! 8I苯酚溶液的反应瓶中 A'D降解速率明显加

快!且A'D在 =)) ,的降解率达到了 P<&<G$ 这主

要是因为!苯酚作为一种有机物比 A'D更易于被微

生物摄取!且A'D是苯酚被 ! 个硝基在对称位置取

代而形成的!能够降解两者的微生物在种类和特性

上存在某种相似性!因而在反应开始时微生物主要

利用苯酚!随着苯酚的降解!微生物被诱导产生可以

同时促进A'D降解的关键酶!酶的活性得到促进!

微生物代谢A'D的速度也加快!从而A'D也得到很

好的降解$

?=B<葡萄糖和苯酚同时作为共基质时ETF的降解

在各反应瓶内分别加入在缺氧条件下用葡萄糖

和苯酚驯化好的污泥%营养液%微量元素液和不同量

的苯酚溶液及葡萄糖溶液!使反应瓶内 A'D初始浓

度为 F 8:HI$ 试验结果如图 F 所示$ 由图 F 可知!

不加碳源时!A'D在开始反应的 =) , 之内降解速率

较快!以后降解速率明显低于加入碳源的反应瓶!

=)) ,的降解率也只有 !=&(G!而加入葡萄糖和苯

酚!则提高了 A'D的降解速率!在开始反应的 =) ,

之内!< 个反应瓶降解速率相当!=) , 后投加 ! 8I

苯酚溶液和 =) 8I葡萄糖溶液的反应瓶中 A'D的

降解速率逐渐加快!<) , 后降解速率达到最快!

图 <"不同苯酚加入量对A'D降解的影响

S-:&<"655/Y9$5[-55/3/.9[$04:/0$5M,/.$%

$. ]-$[/:34[49-$. $5A'D

=)) ,的降解率达到了 LP&PG!原因可能是反应开始

时微生物在葡萄糖缺氧氧化过程产生能量的条件

下!首先较快地利用苯酚!随着苯酚的降解!关键酶

的活性被提高!A'D开始被快速利用!可见!适当的

葡萄糖和苯酚的加入!使得微生物在适当的能量供

应下!其产生的关键酶活性被促进!微生物在关键酶

的催化下可以更高效地利用并代谢 A'D!因此共代

谢降解 A'D的最适碳源投加比例 A'Dn苯酚n葡萄

糖的质量比为 =)n!n=))$

图 F"不同苯酚和葡萄糖投加量对A'D降解的影响

S-:&F"655/Y9$5[-55/3/.9[$04:/0$5M,/.$%

4.[ :%2Y$0/$. ]-$[/:34[49-$. $5A'D

?=I<ETF的共代谢降解动力学

根据试验所得的数据!对不同共基质作用下

A'D降解情况进行拟合!拟合曲线如图 P%图 K 和图

L 所示$ 其中 F为 A'D浓度 !"8:HI#!%为降解时

间"",#!由图可看出!各拟合曲线均符合一级反应

动力学方程!葡萄糖为共基质时的拟合曲线为 FO

<&)3

b)&)=P%

!2

(

O)&L<(F " 9 O*#!反应速率常数为

)J)=P ,

b=

!半衰期为 (*&!L ,&苯酚作为共基质时的

(L<
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拟合曲线为FO<&P3

b)&)=%

!2

(

O)&*P*="9 O*#!反应

速率常数为 )&)= ,

b=

!半衰期为 P)&*L ,&葡萄糖和

苯酚同时作为共基质时拟合曲线为 FO<&F3

b)&)=*%

!

2

(

O)&*P<K"9 O*#!反应速率常数为 )&)=* ,

b=

!半

衰期为 !)&*< ,$ 反应速率常数的大小依次是 #苯酚

E#葡萄糖 E#葡萄糖f苯酚!说明在本试验条件下!葡萄糖

和苯酚同时作为共基质时A'D降解速率最快!苯酚

是有效诱导微生物产生促进 A'D降解关键酶的物

质!同时苯酚也是最好的电子供体!而葡萄糖的适当

加入为微生物提供了足够的能量$ 本研究优化了

A'D降解的共基质!为废水中 A'D的快速降解提供

了一定的依据$

图 P"葡萄糖为共基质时A'D的降解拟合曲线

S-:&P"S-99-.:Y237/$5A'D[/:34[49-$. T-9,

:%2Y$0/40Y$R02]09349/

图 K"苯酚为共基质时A'D的降解拟合曲线

S-:&K"S-99-.:Y237/$5A'D[/:34[49-$.

T-9, M,/.$%40Y$R02]09349/

@<结<论

"=#缺氧条件下!用葡萄糖%可溶性淀粉%乙酸

钠和苯酚分别作为共基质在缺氧条件下驯化微生物

图 L"苯酚和葡萄糖同时作为

共基质时A'D的降解拟合曲线

S-:&L"S-99-.:Y237/$5A'D[/:34[49-$. T-9, M,/.$%

4.[ :%2Y$0/40Y$R02]09349/

降解A'D!结果表明!葡萄糖和苯酚作为共基质驯化

微生物时!A'D的降解率最终达到 K)G c*)G!葡

萄糖和苯酚是缺氧共代谢降解 A'D的最适碳源!其

中两者同时加入时A'D降解效果最好$

"(#用葡萄糖和苯酚作为共基质驯化的微生物

可以较好地降解 A'D! A'D和苯酚质量比为 =)n!

时!A'D在 =)) ,降解率达到 P<&<G&A'D和葡萄糖

质量比为 =n=) 时!A'D在 =)) , 降解率为 L(&(G&

A'Dn苯酚n葡萄糖质量比为 =)n!n=))!A'D在 =)) ,

降解率可以达到 LP&PG!因此!三者质量比 =)n!n

=)) 为A'D共代谢降解的最适碳源投加比例$

"!#不同共基质条件下 A'D的降解速率不同!

根据所得数据拟合出不同基质作用下 A'D的降解

曲线!均符合一级反应动力学方程!反应速率常数依

次是#苯酚 E#葡萄糖 E#葡萄糖f苯酚!说明在本试验条件

下苯酚和葡萄糖同时加入时A'D降解速率最快$
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