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摘要 从腈纶废水处理构筑物的生物膜中分离 !筛选得到 株能降解  2二叔丁基酚的菌株 经驯化 其对  2二叔丁基酚的

降解率提高了   具有了较高降解能力 经形态和生理生化鉴定 该菌株属于产碱菌属 Αλχαλιγενεσ 通过摇瓶试验考察

了生长条件对菌株的生长和底物降解的影响 得出该菌株的最适生长条件为温度  ε 初始  为 1 接种量为 1  在该

条件下 对初始底物浓度为 的降解过程进行了考察 结果表明其 的降解率达 1  而且降解过程符合 ∞2

动力学模型 半衰期为 1还对不同初始底物浓度对菌株降解性能的影响进行了研究 结果表明最佳初始底物浓度

为 当小于该值时 初始底物浓度的增加促进该菌株的生长和底物的降解 而当大于这个值时 则起抑制作用 
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  酚类物质被广泛地用在钢铁 !制药 !石化和农药

等行业 是这些行业废水中的主要有毒有害成分之

一 含酚废水通常污染水源 毒死鱼虾 危害农作物 

并严重威胁人类的健康 国内外许多学者对这类物

质的生物降解进行了研究≈ ∗  但其中对  2二叔

丁基酚的生物降解研究还鲜有报道  2二叔丁基

酚在制药 !化纤和橡胶行业上广泛地被作为中间媒

介 用在制备抗氧化剂 !抗紫外剂上 是这些行业排

放的污染物之一 该物质对水体中的鱼类 !藻类和微

生物有很大的毒害作用≈ 而且难生物降解≈ 本

研究针对上海某石化腈纶厂的废水 从该厂的废水

处理构筑物生物膜中经分离 !筛选和驯化获得一株

高效  2二叔丁基酚降解菌 并对其降解性能进行

了研究 为进一步开展此类废水的工业化处理提供

良好的微生物菌源 

1  材料和方法

1 1  供试底物

 2二叔丁基酚分析纯 北京助剂研究所 

1 2  培养基

肉汤培养基成分见文献≈ 

∏2 基础培养基成分如下≈ 
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1 3  微生物来源

采自上海某石化腈纶厂废水处理站的塔式生物

滤池和沉淀池水 经分离和筛选得到  株能降解

 2二叔丁基酚的 ƒ22菌株 

1 4  菌悬液的制备

将  ε 下生长 的斜面菌种接种到装有

肉汤培养基的 三角烧瓶中 在  ε !

 的恒温摇床中培养 然后将种子液离

心 !洗涤 最后配成一定浓度的菌悬液 

1 5  菌株驯化

将 浓度为   ≈以单位体积的细胞湿重

 Ω/ ς表示的 ƒ22菌悬液接种到含  2二叔丁

基酚 的  基础培养基中 于  ε 下在

转速为  的恒温摇床中培养 此时培养

液明显浑浊 然后取上述驯化液 加入到含  2

二叔丁基酚 的新鲜  基础培养基中继

续驯化 重复多次 最后取上述驯化液进行试验 

1 6  样品预处理和分析

在各摇瓶包括空白对照样瓶中加入 正

己烷 并将该混合液振荡 后迅速倒入离心管

中 在  ε !  条件下离心 抽取上

清液作适当的稀释 最后在  处用  ∂2

型紫外2可见分光光度计日本岛津公司测定  2

二叔丁基酚的浓度 培养液的光密度在 处采

用 ≥°2型可见分光光度进行分析 

1 7  菌株鉴定

主要参考文献≈ ∗  对驯化后的  2二叔

丁基酚降解菌进行鉴定 

2  结果与讨论

2 1  菌株驯化对  2二叔丁基酚降解的影响

分别将未经驯化 !次驯化和多次驯化的菌种

制备成菌悬液 接种到含  2二叔丁基酚 

的  基础培养基中进行培养 定时取样 测定

 2二叔丁基酚的含量变化 结果图 表明 通过

驯化 ƒ22 菌株对底物的降解能力有了一定的提

高 在初始浓度为 时 经 培养 其降解

率比未驯化的提高了   而且起始反应速率也得

到了提高 

2 2  生长条件对菌株生长和  2二叔丁基酚降解

的影响

在装有  基础培养基的 三角

烧瓶中加入  2二叔丁基酚作为唯一碳源 并使其

浓度达 分别对温度  ! ! ! !

 ε  !初始  值1 !1 !1 !1 !1和接种

量1 !1 !1 !1 !1  进行单因素条件

试验 测定培养 时培养液的光密度和  2二叔

丁基酚浓度 各条件对菌株 ƒ22降解  2二叔丁

基酚的影响如图  ∗ 所示 

图 表明 温度对菌株 ƒ22生长的影响很显

图 1  驯化对 2 ,62二叔丁基酚降解的影响

ƒ   2⁄×°   ƒ22

图 2  温度对菌株生长和 2 ,62二叔丁基酚降解的影响

ƒ  ∞∏  

 2⁄×° 

图 3  接种量对菌株生长和 2 ,62二叔丁基酚降解的影响

ƒ  ∞∏  

 2 ⁄×° 

著 在温度小于  ε 时 菌株的生长基本停止 而

 2二叔丁基酚降解率也很小 温度在  ε 和  ε
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图 4  初始 πΗ对菌株生长和 2 ,62二叔丁基酚降解的影响

ƒ  ∞   

 2⁄×° 

之间时 菌株的生长和  2二叔丁基酚降解率随温

度的升高而同步上升 在温度大于  ε 它们则随

温度的升高而同步下降 图 表明 当接种量小于

1 时 菌株 ƒ22的生长量以净增 ⁄值表示

和  2二叔丁基酚的降解率随接种量的增加而梯

度上升 当大于 1 时 菌株生长量反而随接种量

的增加而降低  2二叔丁基酚的降解率的上升则

明显趋缓 图 表明 酸性环境相比碱性环境 对菌

株的生长和  2二叔丁基酚的降解有更明显的抑

制作用 该菌株适合在中性或偏碱的环境中生存 

以底物去除率高 !菌体生长量大以及经济可行

性为原则 根据以上试验结果确定菌株 ƒ22降解

 2二叔丁基酚的最适条件为 温度  ε 初始 

为 1 接种量为 1  

213  最适生长条件下的 2二叔丁基酚降解

在最适生长条件下 以  2二叔丁基酚为唯一

碳源 进行 ƒ22菌株降解  2二叔丁基酚的摇瓶

试验研究 接种的摇瓶和不接种的空白对照瓶均以

磨口玻璃塞密闭并在瓶口缠 °密封 置于恒

温摇床中培养 按一定时间间隔取样 分析摇瓶中的

底物浓度变化 当底物浓度为 时 ƒ22菌

株对底物的降解情况如图  结果表明 ƒ22菌株

对  2二叔丁基酚有较好的降解能力 在上述的培

养条件下 培养 时 底物的降解率达 1  

在实验中建立 模型 根据实际条件推

导 发现该模型实际上符合 ∞模式 由数

据处理可得动力学方程 Σ   1τ  1 

Ρ为 1 半衰期 τ为 1由图 可以看

出 所得的动力学方程能较好地描述试验中的反应

趋势 

2 4  初始底物浓度对菌株降解性能的影响

初始底物浓度分别为  ! ! ! ! !

 !和 时 在最适条件下通过摇瓶

试验考察初始底物浓度的影响 培养 取样分析 

图 5  最佳生长条件下的 2 ,62二叔丁基酚降解

ƒ   2⁄×° ⁄  ƒ22 

∏ 

图  表明 在底物  2二叔丁基酚浓度小于

时 菌株的生长和底物的降解量都随初始

底物浓度的增大而增加 在 和 

之间时 菌株的生长和底物的降解量随底物浓度的

增加出现了停滞现象 这说明 在低浓度范围内 底

物浓度的增加对菌株的生长和底物的降解有促进作

用 而高浓度则带来了毒害作用 产生了一定的抑

制 °在研究  2二氯酚的生物降解时 对这

种高浓度现象的解释是 由于反应体系的能量有限 

高浓度底物的存在分散了能量的分布≈ 基于这样

      

图 6  初始底物浓度对菌株降解性能的影响

ƒ  × 2⁄×°

   ƒ22
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的原因 引发底物降解反应所需的能量难以达到活

化能 从而使底物的降解受到了抑制 另外 在这个

高浓度段 ƒ22菌株对底物的降解能力仅是略微下

降 说明该菌株对  2二叔丁基酚有很强的耐毒

性 适应范围广 浓度为 时 ƒ22菌株的

生长量最大 净增 ⁄值达 1  2二叔丁基酚

的降解量达 1降解率达 1  

215   2二叔丁基酚降解菌株的鉴定

根据文献≈ ∗  对 2二叔丁基酚降解菌

ƒ22菌株进行了形态学和生理生化特征研究表

 

上述结果表明 ƒ22 菌株符合产碱菌属

 Αλχαλιγενεσ的特征
≈ ∗  故确认 ƒ22菌株属于

产碱菌属 Αλχαλιγενεσ 

表 1  2 ,62二叔丁基酚降解菌的形态学和生理生化特征

×  × ∏  2⁄22∏

菌落特征 菌体特征
生理生化特征

阳性 阴性

圆形 5  ∗ 1 

麦杆黄 不透明 表面光

滑 湿润 低凸起 边缘

裂叶状 有水果香味 

杆2短杆或近球 单个存

在 大小为1 ∗ 1 ≅

1 ∗ 1Λ 有  ∗ 

根周生鞭毛 

需氧性好氧 革兰氏染色

过氧化氢酶  
 ψ  



氧化酶 从硝酸盐产氮气

氧化型代谢产碱 利用为唯一碳源和能源 

从亚硝酸盐产气   葡萄糖
利用酰胺类和有机盐产碱    ⁄2果糖
  乙酰胺   ⁄2甘露糖
  天门冬酰胺   ⁄2木糖
  醋酸钠   ⁄2丝氨酸
  柠檬酸三钠   苯丙氨酸
  丙酸钠 利用碳水化合物产酸 

利用为唯一碳源和能源    葡萄糖
  赖氨酸弱   ⁄2果糖
  丙氨酸   ⁄2甘露醇
  柠檬酸   ⁄2木糖
  反丁烯二酸   七叶灵水解
  苹果酸 纤维素水解

适宜生长温度 ∗  ε  明胶水解

吲哚产生

氧化乙醇为乙酸

生长需要 ≤

3  结论

由试验得出 ƒ22菌株的最适生长条件 温

度  ε 初始  为 1 接种量为 1  

在最适生长条件下  2二叔丁基酚的初始

浓度为 时 菌株对底物的降解率达

1  底物降解过程符合 ∞动力学模

型 半衰期为 1

最佳初始底物降解浓度为 当低

于该浓度时 初始底物浓度的增加促进 ƒ22菌株

的生长和底物的降解 而高于这浓度时 则起抑制

作用 

经鉴定 ƒ22 菌株为产碱菌 Αλχαλιγενεσ
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