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摘"要"微生物共代谢是废水中难降解性有机物生物降解的重要方式&比较了在以苯胺溶液作为惟一碳源与能源和

有共代谢底物存在下苯胺的降解过程&结果表明!共代谢显著地提高了苯胺的降解率!在 <)m恒温条件下%利用葡萄糖作

生长基质%且与苯胺的质量比为 !p#%+)-后!苯胺的降解率最高可达 +@b#f&再加入蛋白胨做氮源后!苯胺的降解率可提

高到 =)bDf!,AK的去除率达 @@b>f&
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""苯胺是一类广泛存在于环境中的难生物降解的

有机污染物&它具有长期残留性%生物蓄积性%致癌

性等特点!被美国 7UB列为优先控制的 !)D种污染

物之一
*!+

&目前!对苯胺的去除主要采用物化法!

而用生物法高度净化苯胺方面的研究还鲜有报道&

微生物共代谢是利用微生物降解难降解有机物

的一种重要方式!现指原本不能或不易被代谢的物

质在外界提供碳源和能源的情况下被代谢的现

象
*)+

&其中外界提供的碳源物质称为第一基质!也

叫生长基质!用于给微生物细胞活动提供能量&被

共代谢的物质称为第二基质!即目标污染物!不用于

微生物细胞的增长!也不能为微生物细胞活动提供

能量&这一现象最早由 F05[S0::04和 E%1:04于 !D@D

年提出!他们在研究中发现!甲烷产生菌 TJ0;)7<"@U

C<能够将乙烷氧化成乙醇%乙醛而不能利用乙烷作

为生长基质的现象!并将这一现象称为共氧化
*<+

&

本文主要以苯胺为第二基质!研究了不同碳源和实

验条件下!微生物共代谢在好氧条件下对其降解情

况!并初步探讨了氮源对共代谢去除苯胺的影响&

86材料与方法

8'86实验材料

本试验菌群来源于)兰州交通大学某花卉培养

基地内肥沃土壤%兰州交通大学后果园中的肥沃土

壤和兰州交通大学化工学院某实验室的活性污泥&

实验对<种菌群样品采用平行实验!对 <种样品编

号依次为 B%J%,&
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供试废水来源)采用实验室配制的模拟苯胺废

水并加入了少量无机营养物质!其中苯胺浓度为 )*

9;eF!(5,&和 QP

)

UA

>

浓度为 *b@9;eF!用 (5AP

调节 VP至#b*&

实验主要仪器)WPHC=)恒温振荡器%PP'O)!C#

电热恒温水浴锅%X$C+@**型紫外分光光度计%$cOC

+)<Z可见分光光度计%=*C!离心沉淀机&

8'96研究方法

!')'!"菌群驯化

以苯胺为惟一碳源和能源的培养!具体做法为)

取)@*9F三角瓶!向内投入 !;"湿重$新鲜的菌群

样品!用蒸馏水稀释至!**9F后加入少量的模拟苯

胺废水!VP调至#b*!放入恒温振荡器中培养!培养

温度)<*m!摇床转速)!<*4e9./!培养时间)<[&

而后补足损失掉的水分!加大苯胺废水的投加量!如

此反复驯化! )̀个月!直到瓶内生长出较多的微生

物以及三角瓶苯胺的累计降解率提高不大为止&

共代谢降解!即加入易降解的有机物做生长基

质!以苯胺为目标污染物&具体做法为)选出驯化好

的菌群培养液吸取分别 )9F加入到已知浓度苯胺

溶液的三角瓶中!同时加入不同的碳源物质后恒温

振荡培养<[&期间检测微生物的生长量与苯胺的

去除率&

!')')"测定方法

微生物的生长量测定
*@+

)采用在##*/9处测量

它的光密度"AK

##*/9

$值"表示菌群的生长量$&

苯胺的测定)取降解后的培养液 )9F放入

<***4e9./的=*C!离心沉淀机中离心 <*9./后取

上清液!调节 VP至 #b*后于 X$C+@**型紫外分光

光度计)<*/9

*>+

处测定其吸光度值!推算出苯胺去

除率&

96结果与讨论

9'86菌群的驯化及生长情况

菌群的驯化)本实验对 <种菌群样品进行同时

驯化!以苯胺为唯一碳源和能源&培养每 <[补充

水分一次并相应增加浓度为)*9;eF的苯胺溶液的

投加量"苯胺初始投加量为 *b>9F!而后每次增加

*b)9F$!其他实验条件)VP#b*!培养温度 <*m!

摇床转速 !<*4e9./!驯化结果如图!所示&

由图!可以看出!对于样品 B%J驯化过程较为

相似!在!个月后!对苯胺的累计去除率达到较稳定

状态!且去除率较低&样品 ,在一开始"!*[内$对

苯胺的去除率较B%J的低!但它在)+[左右即达到

图 !"菌群驯化实验

E.;'!"7̂V04.90/:%/5NN&.95:.%/%69.N4%%4;5/.19

相对稳定的状态而且对苯胺的去除率累计去除率较

高!三角瓶内较为浑浊&不管从微生物的生长量和

对苯胺的去除率来看!样品 ,均比样品 B%J好!故

后续实验均以样品 ,为研究对象!驯化好的样品 ,

"<#[后$培养液暂时称为 G(C!)&

G(C!)生长曲线的绘制)取 G(C!)培养液 )

9F放入相应的苯胺溶液中!<*m%!<*4e9./恒温

振荡培养!时间为横坐标!每 #-取样一次!测量它

的 AK值"表示 G(C!)的生长量$及苯胺的去除率!

做纵坐标&实验结果如图)所示&

图 )"G(C!)生长曲线及其对苯胺的降解

E.;')"Z4%]:-N348015/[S.%[0;45[5:.%/

%65/.&./0SRG(C!)

我们都知道微生物的生长大致分为 >个阶段)

适应期%对数生长期%静止期和衰老期&由图)可以

看出 G(C!)对苯胺溶液的适应期较长达 <*-!此时

苯胺的去除率也很低!都在 !*f以下&此后进入对

数生长期<* >̀)-!在此期间苯胺的降解速率也大

大提高!降解率达到 <*f左右!这正好与微生物的

迅速繁殖相吻合&静止期和衰老期都较短!在此期

间!苯胺的去除率也有所提高但幅度不大&由此可

知在以苯胺为惟一碳源和能源的环境中!G(C!)对

它降解的速率最高的时间段为对数生长期 <*`

>)-&

)@
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9C96外加不同碳源对 N[B89共代谢降解苯胺的

影响66

取 G(C!)培养液)9F分别放入 @个装有 !**

9F浓度为)*9;eF的模拟苯胺废水的三角瓶中!同

时加入>种配置好浓度为)*9;eF的碳源物资溶液

后恒温振荡培养<[后!吸取培养液)9F加入到新

的苯胺和碳源溶液中!如此反复< #̀次直到富集产

生出较多的既能代谢转化生长基质又能代谢转化目

标污染物的非专一性的关键酶为止!其控制方法为)

测试培养液中苯胺是否能在短期内有较明显的降

解&本实验期富集共 @次达到了较好的去除效果!

期间每#-测定一次苯胺浓度!算出去除率&实验

条件如表!所示!实验结果如图<所示&

表 86不同碳源共代谢实验

H#5$,86MS3,-'.,"*()2(B.,*#5($'&. 4'*+

1')),-,"*&(A-2,&()2#-5("

编 号 ! ) < > @

碳源种类

投加量"9F$

淀粉

*'@

蔗糖

*'@

果糖

*'@

葡萄糖

*'@

苯胺对照

其他条件)培养温度)<*m!摇床转速)!<*4e9./!VP)#b*

图 <"不同 ,源共代谢实验

E.;'<"7660N:1%6[.66040/:1%34N01%6N54S%/%/N%C90:5S%&.19

""由图<可知!加入不同碳源对 G(C!)的共代谢

作用虽然有不同!但总的来说对苯胺的降解率较以

苯胺为惟一碳源和能源的降解率有明显的提高&就

G(C!)的共代谢降解苯胺来说!葡萄糖作为生长基

质效果最好!其次为果糖%蔗糖%淀粉&这可能与它

们的物质结构有关!淀粉为多糖结构!蔗糖为双糖结

构!而葡萄糖和果糖都是单糖结构&在作为生长基

质时!单糖容易被较少的酶分解!从而容易被微生物

利用!而多糖和双糖结构相对复杂!则需要更多的酶

合作才能彻底分解和被微生物利用!这也可能是在

培养初期* !̀=-内!在葡萄糖作为碳源的培养液

中苯胺的降解率最高的原因了&

由图)分析可知)以苯胺为惟一碳源和能源时!

G(C!)对它降解的最佳时间为生长期的 <* >̀)-

内!而由图<可以看出!加入共代谢生长基质后!其

对苯胺的降解最佳时间已提前到 != <̀#-!这可能

是由于加入共代谢生长基质为微生物提供了较充足

的碳源和能源!使其得以大量增殖!并使得分解苯胺

的关键酶保持了较高的活性!故在共代谢早期对苯

胺的去除率就达到了较高的水平!这大大节省了处

理时间!从而节约了处理成本&

共代谢过程中的关键酶在生长基质的诱导下产

生!它缺乏专一性!为生长基质和目标污染物所共

有!所以竞争是不可避免的
*)+

&过高比例的生长基

质或目标污染物的存在都会影响整个共代谢的进

行!故作者以葡萄糖作为生长基质!研究了与苯胺不

同质量比例下的共代谢!其主要实验条件)培养温

度<*m!培养时间 +)-!摇床转速 !<*4e9./!VP

#b*"注)配制不同比例时每个三角瓶中培养液的模

拟苯胺废水浓度保持不变$!实验结果如图>所示&

图 >"不同比例葡萄糖共代谢实验

E.;'>"7660N:1%6[.66040/:V4%V%4:.%/1

%6;&3N%10%/N%C90:5S%&.19

结果表明)不同葡萄糖与苯胺质量比对微生物

共代谢去除苯胺的效果不同&由图 >可知!过多或

过少的生长基质都会降低苯胺的去除效果!当它们

的比例接近 !p#时!苯胺的去除率最高!达到

+@b#f&这是由于当生长基质过多时!苯胺对关键

酶的争夺处于劣势!当生长基质过少时!又满足不了

大量微生物生长的需要!诱导不出大量有活性的关

键酶&当比例接近!p#时!生长基质和目标污染物

对关键酶的分享达到最为合理!既满足了微生物生

长的需要!又能最大限度地降解目标污染物&故葡

萄糖共代谢降解苯胺中!葡萄糖与苯胺最佳质量比

约为!p#&

9C:6温度对 N[B89共代谢降解苯胺的影响

为了考察温度对 G(C!)共代谢降解苯胺的影

<@
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响!我们将其置于不同温度的水浴中恒温培养!以葡

萄糖为外加碳源!其具体实验条件见表 )!实验结果

如图@所示&

表 96不同温度下的共代谢实验

H#5$,96MS3,-'.,"*()2(B.,*#5($'&.

#*1')),-,"**,.3,-#*A-,&

编 号 培养温度"m$ 培养时间"-$

葡萄糖与苯

胺质量比

! )* +) !p#

) )> +) !p#

< )# +) !p#

> )= +) !p#

@ <* +) !p#

# <) +) !p#

+ <> +) !p#

= <# +) !p#

D <= +) !p#

!* >* +) !p#

!! >@ +) !p#

!) @* +) !p#

由图@可知!当温度在 )* @̀*m变化时!G(C

!)共代谢对苯胺降解率有很大的变化!当温度继续

提高或降低时!苯胺降解率迅速下降&这可能是因

为在过低的温度下微生物代谢活动减弱甚至停止繁

殖!分解苯胺的关键酶活性浓度不够或活性极低!不

利于苯胺的降解#而当温度过高时!组成关键酶的蛋

白质遭到破坏或凝固!严重干扰了微生物新陈代谢!

甚至导致微生物死亡&而最佳的培养温度接近驯化

培养时的温度!由图@可以看出为<)m&

图 @"温度对共代谢效果的影响

E.;'@"7660N:1%6[.66040/::09V045:3401%/N%C90:5S%&.19

9C;6外加蛋白胨氮源对 N[B89共代谢降解苯胺的

影响

凡是能供微生物细胞生长和代谢的氮素营养物

质!称为氮源&在微生物细胞组成中!氮是不可缺乏

的!各种酶及核酸!蛋白质的产生均需要氮元素!因

为它是构成蛋白质和核酸的主要部分!它对微生物

的生长发育有重要的作用&本实验为了研究氮源对

G(C!)共代谢降解苯胺的影响!选用了实验室常见

的蛋白胨做氮源!并配置成 )*9;eF溶液备用&采

用恒温振荡培养+)-!其实验条件按最佳条件进行!

实验结果如图#!图+所示&

图 #"蛋白胨对 G(C!)共代谢降解苯胺的影响

E.;'#"7660N:%6V0V:%/0%/N%C90:5S%&.19

[0;45[5:.%/%65/.&./0SRG(C!)

图#中!!%)%<分别代表只加蛋白胨和模拟苯

胺废水%葡萄糖和模拟苯胺废水及葡萄糖%模拟苯胺

废水和蛋白胨&从图 #中可以看出 !的效果最差!

这是由于氮源虽然对微生物的生长发育有重要的作

用!但它主要是合成氨基酸%嘌嘧啶和核苷及一些微

生素!一般不提供能量!G(C!)只能利用环境中惟

一的碳源苯胺维持生命活动!所以不如 )中的共代

谢降解效果好&<的效果最好!说明了共代谢不仅

需要加入生长基质提供碳源!而且还需要一定的氮

源&加入蛋白胨做氮源后!G(C!)共代谢对苯胺降

解率进一步提高!而且在培养初期"<*-内$!对苯

胺的降解率就已达到较高水平&

图 +"苯胺废水的 ,AK去除

E.;'+"h09%85&%6,AK./5/.&./0]51:0]5:04

由图+可以看出!苯胺废水 ,AK的去除规律大

致和图#中苯胺的去除率规律相同!但总体去除率

不高"最高@@b>f$!与苯胺最高去除率=)bDf相差

甚远&由于实验所用苯胺废水是实验室人工配制!

只加入少量无机物质!没有加入其他有机化合物!故

可以推断!加入蛋白胨做氮源对 G(C!)共代谢降解

苯胺有一定的帮助!但对苯胺的降解并不彻底!中间

可能生成其他一些更小有机产物!导致 ,AK的降解

>@
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率并不高&

:6结6论

"!$在以苯胺为惟一碳源和能源的环境中!

G(C!)对它降解率较低!+)-的降解率为 <+b@f!

其降解速率最高的时间段为对数生长期<* >̀)-&

")$加入外加碳源淀粉%蔗糖%果糖%葡萄糖做

碳源后!苯胺的降解的降解率有了明显提高!表现出

了 G(C!)共代谢降解苯胺的优越性及广泛性&其

中葡萄糖做碳源的共代谢降解苯胺效果最好!+)-

的降解率超过#@f&

"<$共代谢过程要求生长基质与目标污染物保

持合适的质量比例!本实验确定葡萄糖与苯胺的最

佳质量比为!p#!经优化后 G(C!)共代谢降解苯胺

的去除率可达+@b#f&

">$温度对 G(C!)共代谢降解苯胺影响较大!

过高和过低温度都不利于共代谢作用!其最适合的

温度为<)m&

"@$外加蛋白胨做氮源后!G(C!)共代谢对苯

胺降解率进一步提高!而且在培养初期"<*-内$!

对苯胺的降解率就已达到较高水平&+)-的降解

率为=)bDf!但其 ,AK的去除率为@@b>f!表明对

苯胺的降解并不彻底!中间可能生成其他一些更小

有机产物&
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