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科研报告
气叻”的的叻洲的”少

微生物降解邻苯二甲酸
一

的动力学

万 登 榜
中国科学院水生生物研尤 乡泊

苯二甲酸及其脂类在石油化工
,

特另是

作为合成工业的增塑剂和韧化剂和在染料制

造业中的重要性以及他们对江河湖海的广泛

污染而越来越引起人们的关注 〔幻 研

究了邻苯二甲酸脂的致癌影响 、, ”

发现了这种脂类的致突变作用  !  

发现
,

苯二甲酸浓度在 一 师 日
、

一

雌

卞 仁红大 〔, , , 指出
,

褚泛二 甲酸钠在

以上时有很大毒性 所以
,

关于苯二

甲酸布天然环境里归趋的研究便 相 继 进行
。 、

等 〔, 用测压技术研究了土 壤假单胞

菌类对苯二 甲酸的氧化代谢
,

证明
, 一

二经

基苯二甲酸为其代谢的中间产物
「‘ 从土壤分 离 的 可 经 由二

轻雄苯二 甲酸代谢邻义二甲酸  沪
〕自

沉积物分离的混合细菌培养物可厌气地利用

这种化合物 然向
,

却缺乏关于苯二 甲酸降

解的微生物动力学资料 国内邹惠仙等 〔‘,研

究了对苯二 甲酸降解的微生物动力学
,

但没

有确定基质与微生物的消长关系 更未见到

关于比基质降解速率与微生物比生长率同基

质浓度的关系的报道 所以
,

作者以邻苯二

甲酸
一

为降解基质
,

以棍合微生物和

纯菌株为接种物
,

用分批培养方式研究了这

些关系

一
、

材料 与 方 法

微生物的富集培养

把 自武汉石油化工厂取 回 的 长 期 为含
一

的污水浸润的土壤样品制成 多 的上

壤悬浮液
,

以 拓 的接种量接人含 如 下 成

分的 无机 盐 培养 基 中
,

·

拜

。 , , · ,  〔
,

, 。 ,

 蒸

馏水
,

调 至
一

的富集浓度

在一个月内由 多增加到 多 于室温 约

℃ 通气培养

混合微生物的降解试验

 于盛有 叫 无机盐培养基中
,

加

人  外 的
一

作为唯一碳源
,

加  多

酵母膏作 为辅助生长 因素
,

接种 务 的富集

液
,

于 ℃ 摇床培养 斗小时 以此新鲜培

养液作为降解试验用的种子培养液

在培养基中接人 多 的 种 子 液和

住 多 的
一 ,

间隔一定时 间测 定
一

浓度与菌液的光密度 另以未接种的培养从

作为空白
,

以确定
一

的挥发量

将
一

以不同的浓度加人
,

以研

究不同浓度的
一

对微生物 降 解 作用的

影响

纯菌株的分离与鉴 定 方 法 见 文 献
、 、

纯菌对 。一

降解能力的比较试验

在含相伺浓度的
一

的培养基中
,

以

关 的量接种不同菌株进行摇床培养 然后

以细菌的比生长率 司
,

比基质降解率 动 及

基质降解百分率 外 为指标确定各臼的降解

能力

卒
本文承蒙王德铭教授审阅

, 特此致谢
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一

的测定

用标准
一

溶液在紫外 分 光 光度计

上扫描
,

以确定
一

的最大吸收所需要的

波长 然后按 描述 的 方法
,

在

测定
一

的光密度
,

据此 绘制标

准曲线 残留于培养液中 的 残 留物
,

通过
,

离心
,

取上清液
,

经适当稀释

后进行测定
。

用该法测定
一 ,

求得的相

对标准误为 多 变异系数
,

石多 可见

此法有较高的精密度

微生物千重的 测 定 方 法 见 文 献
。

科 学
‘

在
一

知 到 基质 浓度范

围里研究了
一

浓度对微生物 基 质 降解

作 用的影响
。

在此范围内
,

微生物对
一

的降解速度随基质浓度的升高而升高
,

其关

系符合
一

氏酶的 动 力 学方

程

二
、

结 果
‘ 一

降解与混合微生 物 生 长的关

系

结果显示
,

混合微生物能以 。 一

为生

长的唯一碳源和能源 微生物生物量随着基

质浓度的下降而上升 在培养的最初 小时

内
,

微生物比生长速率和比基质降解率最高
,

分别 达到 和
一 , ,

其

后
,

随着培养时间的延长
,

这两个参数逐渐降

低
,

以至到第 小时后
,

二者均处于稳定状

态 从图 可明显地看出微生物生物量增加

和基质浓度减少呈高度负相关
,

其关系系数

等于一  此系数和 零 比 较
,

差 别 显著

见表 另外
,

从不接菌的对照试

验里
, 一

浓度由零时的
一

变为 小时时的
一 ,

可见变

化甚微 因此
,

于 ℃ 摇床培养中由挥发作

用引起的基质浓度的变化可忽略不计
一

浓度对微生物降解作用的影响

任一助互阁十葬分担

一
尸 依次 一 工公

工
〕

图
一

降解与微生物增长的线性关系

一里…塑
圣
上口一

〔
。

用
一

作图法
,

求得的米氏常

夕二 工石 十 喀

护 令
,

写,

弓劫
,

一。三,一

级一半理铡到侧以

「

欢

义 枷 口 二 之 工

矛尸 ,

一
」一
—

一 ‘一, 户
一 万 卜 每 劝

一 八浓度的偷数 ‘。 王一飞

图 反应速度的倒数
。

表
一

降解与混合微生物生长的关系
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表 2 0 一
P A 浓度对混合微生物比基质降解率和比生长率的影响
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凡
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.
47 x 10一 3m ol
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L 基质最大

降解速度
,

F
m
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等于 2
.
4 3 x 10一 ,

m
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·
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( 见图 2)
.
当基质浓度低于 K 。 值时

,

其基质

降解速度远低于 v~
二

; 当基质浓度接近 K m

值时
,

基质的降解速度几乎为 V max /2( 1
.
1 , X

1 0
一 4

m
o
l
/
L

·

h
)

.

3

‘

微生物比生长率
,

比基质降解率与 。

一
P A 浓度的关系

当 O 一
P A 浓度处于 10一今一10

一3
m ol

/
h 范

围内
,

于 30 ℃ 摇床培养 16 小时后
,

分别测定

了微生物的比生长速率 (司 与比基质降解速

率(
。

)

.

从表 2 可以看到
,

这两个参数均随基

质浓度的升高而升高
.
二者之间呈高度正相

关
,

其关系系数
, 犷

等于 0. ”
.
此系数与零比

较
,

差别显著 (p < 。
.
0 1) 在低基质浓度下

,

二参数同 。一
P A 浓度呈线性关系

,

其关系曲

线如图 3 所示
.

4
.
纯菌株对 O 一

P A 的降解作用

以 1
.
26 x 10一,

m
o

l
/

L 为 0 一
P A 的起始

�广一日�。户��丫。工x丫并尝世妈潮么

o 一 z
」
A 浓佼‘沁艾。

’

场l/k
少

图 3 比基质降解率(
,

)

、

微生物比生长率(胖)

与 O 一
P A 浓度的关系

浓度
,

在实验菌株于规定条件下培养 24 小时

后
,

分别测定了各个菌株对 0 一
P A 的比降解

速率与细菌的比生长速率 ; 同时用这两个参

数及对基质的百分降解率把实验菌株同混合

微生物进行了比较
.
由表 2 可见

,

各实验菌

株均具有相当高的比基质降解速率和细菌比

生长速率
.
其中 3 号菌株 为 0 一

P A 高效降

表 3 纯菌株和混合微生物的一些动力学参数和降解百分率的比较
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解菌
、

无论是它的比基质降解速率还是基质

的百分降解率均高于其它菌株
.
然而

,

该菌

株的这两个动力学参数及对基质的百分降解

率却比混合微生物的低得多
.

6
.
0 一

P A 降解菌的鉴定

用常规技术自富集培养液分离了 8 株细

菌
,

对其中的 2
,

3
,

6

,

7

,

8 号菌株进行了分

类学鉴定
.
根据各自的形态学特征和生理生

化特性确定了如下的鉴定结果
: 2 号为 A “

o-

, o n“了: 3 号为 A chrom obacter: 6 ,
7 号为

X anthom on召s : 8 号为 汉Ic浮l i g e n e s
.

科 学
. 5 .

对 O 一
P A 有更高的降解速率

.
这可能是由

于混合微生物存在着提供生长因素或除去有

毒的 (或有抑制作用的) 中间产 物 的共生关

系〔叼
.

正是由于微生物的这 种协同作用而使

得广泛分布于天然环境里的这种化合物完全

降解
.

五
、

结 语

土壤样品中富集的混合微生物及分离的

不同细菌菌株能以 O 一
P A 为唯一 碳 源 和能

源而生长
.
这种混合微生物在 2斗小时内可

高效地 将浓 度 为 1
.
26 x 10一 Z m ol

/
L 的基质

降解 8 , 多
.
微生物降解基质的 动 力 学研究

显示
,

在低基质浓度下
,

比基质降解速率和微

生物比生长率同基质浓度成正比
.
这种关系

和 M on od 方程式相符合
.
自富集 物分离的

菌株经鉴定为 A 。口二口 ,
。 sP

.,
A

c
h ro , “如cte

犷

s
p

. ,

x
a n t

h
o 二o n a , s

P
.

和 A lcal igenes 、
P 二 其

中 A 动ro m 。b ac t
er

Sp
.

有相对高的降解能力
.

纯菌株的降解能力低于混合微生物
.

参 考 文 献

} ;{

邹惠仙等 , 科 学通报
,

2 2
,

1 3 7 4 一 1377( 193多)
.

中国科学院微生物研究所细菌分类组 , 一般细菌常

用鉴定方法
,

1 一4 页
,

科学 出版社
, 1 9 7 8 年

.

徐 浩译(冈查洛夫著)
,

异养细菌的检索匀方法 ,
82 一

100 页
,

科学 出版社
,

1 9 7 3 年
.

A 丁trin g ,

R

.

p

.
a

n
d

B

·

E

·

C l

l a

l k

e r
,

A P 户1
1
E ”, , ‘r。”

·

M
i

c r o

b

·
,

4
(
, )

,

1 1 7 7一1183(1981)
.

Breed ,

R

.

5

.

e r a
l

o

B
e

r
g

e
y

,
5

M

a n n t :
a

l
0

1 1 )
e t

e
r

m i
: l

a
-

t
i

v
c

B
a c t

e r
i

o
l

o
g y

,

6
r
l

i
.

P p

.

6 8

,

4 1 2

,

1 9 弓
一

弓
.

E n g elh ard r
,

G

·
,

A
r

c 人
.

M
t‘ r 口

b

.
,

1 0 9 1 0 9 一 1 1 4

( 1 9 7 6 )

·

K

a n c 〔
h i

n l a ,

H
B
“ 11

.
石n夕 ir o 月

.

‘on ra 幼 了ox i‘0 1
.

,

2 0

,

7 2 5 一728(1978)
·

K l
u

w

e
,

W
M

e
t

a

l
石月粉 王r 口”

.

衬
亡
l

, 儿
.
1, ‘了 ‘

P
己c 琴

. .
4 5

,

1 2 9 一133(1982)
.

K .名u m l
》。,

W

.

J

.
e

t
a

l

.
,

石伦 舒, 谬r o n
.

月
flz寿

.
p 亡 r 丁夕夕‘r

.

4 5
,

I U 3 一110(1982)
·

M 即od
,

J

,

A
刀刀时

万
I 刀

f zJ才“ zr P
a 丁z 己“r P

a r 了丁
.

7 9
,

夕9 4

( l , 5‘)
·

P
e

l
c

z a
r

,

M

.

J

.
e t a

l

.
,

g

“口 n zil
a tJ 夕e B

a ‘ z 亡r 矛a
l P 左卜

ri口l 口g y
,

p p

.

1 ‘一17
,

1 9 , 6
.

R i‘b on
, ,

D

.

W

.
a n

d
W

.

C

.

五刀 a 刀 s
,

召i口c 方亡勿
.
J ,

7 6

,

3 1
1 (

1 9 6 0
)

.

W
i

l
s o n

,

W

.

B

,

B
“ 1 1 石刀 夕

i
r 口 ”

.

C
o 刀 za 脚

.
了o xic口 I一

2 0 1 4 9 一 1 5 呼( l , 7 8 )

.

飞J.

I

、1
.
.

,j月,�jf
rL.L
f
‘

1.Jleero向Z
r..Lr.L

89l()ll

四
、

讨 论

当新鲜微生物培养物 接 种 到 含 1
.
26 x

10一 Zm ol
/
L
.

O
一
P A 的培养基 中时

,

该培养物

利用这种基质而生长并且无延滞期
,

以至在

培养的第 斗小时
,

微生物的比生长率和比基

质降解率均处于高峰期
.
这显示了经富集培

养的混合微生物对基质的高度适应性
.
然而

,

随着培养时间的延长而暂时积累的中间产物

会逐渐增加
,

以致影响到对前提物的降解作

用
,

使其降解速度趋于减缓 ;但它的百分降解

率却一直在增加
,

到第 24 小时时
,

0
一
P A 被

降 解到 巧 多
.
由此表明这种混合 微 生 物对

基质利用的高效率
.

微生物对 O 一
P A 的降解作用遵循

M ic h aeli s酶的动力学方程
.
在本实验条件下

,

求得的 K m 值同邹惠仙的报道接近
,

但求得

的 v ~
:
却远远高于他的报道

.
尽管本研究

使用的材料不是酶而是活体细胞
,

但其实验

结果完全可用 M ichaelis 酶的动力学理论予

以解释
.

由图 3 所示
,

在低基质浓度下
,

微生物比

生
一

长率和比基质降解率同基质浓度呈线性关

系
,

二者之互 为正相关说明了这两个参数的

一致性
.
在高基质浓度下

,

比基质降解率接

近于 V ~ 而与基质浓度无关
.
M on od [l0] 方

程式正反映了这些关系
.

本研究还表明
,

混合微生物较之纯菌株

[12]
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