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摘要　从一些下水道底泥中筛选分离、驯化得到 2 株厌氧降解硝基苯高效菌吉氏拟杆菌( Bacteroides d istasonis) 和屎拟杆菌

( B acter oid es mer dae ) , 能与葡萄糖共代谢还原硝基苯.实验确定了吉氏拟杆菌和屎拟杆菌的最适生长条件为:温度 28～35℃;

pH6. 5～7. 2; NaCl 浓度为 0. 4%～0. 5% .该菌最大降解硝基苯的速率为 95mg/ ( L· d) , 1g 葡萄糖能共代谢还原 200mg～

260mg 硝基苯.并对硝基苯厌氧还原成苯胺作出了定性和定量描述,提出了厌氧-好氧联合处理硝基苯废水的技术路线.
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Abstract　T w o obligat e effectiv e anaer obic str ains Bacteroides d istasonis and Bacteroides merd ae w hich can

hig hly reduce nit ro benzene into aniline by co -metabo lism w ith gluco se w ere obtained by enr iching, screening and

acclim atizing the st rains in active sludge go t fro m a phar maceutical facto ry . T he gr ow ing co nditions ar e opti-

mized as follo w s: pH6. 5～7. 5, 28～35℃, and N aCl co ncentr atio n o f 0. 4%～0. 5% . T he maximum deg radatio n

ra te of nit ro benzene is 95mg·( L·d) - 1, r eferr ing to 200mg～260mg of nitr o benzene per gr am o f glucose. T he

quantit ativ e and qua lit ativ e descript ions co ncer ning w ith the reduct ion of nitr obenzene into a niline under anaer o-

bic conditio n are a lso pr esent ed. In addit ion, a new anaero bic-aer obic pro cess w hich aims at t reat ing nitro ben-

zene-co ntaining wastew ater is put for war d in this pa per .

Keywords　nit ro benzene-containing w ast ewat er, anaero bic deg radatio n, co -substr ate.

　　硝基苯被列入各国优先控制的污染物[ 1, 2] ,

公认的硝基苯降解途径主要有 3种
[ 3]

, 2种好

氧途径和 1种厌氧途径.好氧处理中,苯环上硝

基极大的电负性使之氧化非常困难, 加上硝基

苯挥发性很强, 极易造成二次污染.另外,好氧

处理易产生一种毒性更大的、几乎不能降解的

终产物( dead-end product )�-吡啶甲酸
[ 4]

.厌氧

处理可克服上述缺点,但人们对该途径的认识

还不是很清楚. 硝基苯毒性比苯胺大 50倍,而

且苯胺容易好氧降解为无害化物质[ 5, 6] .基于上

述原因,本研究通过长期厌氧驯化,筛选分离到

2株高效还原菌, 可与低浓度葡萄糖共基质条

件下将硝基苯还原成苯胺, 然后通过有效途径

的组合将硝基苯类化合物加以处理.

1　材料与装置

( 1)试验装置　250ml烧瓶带橡皮塞, 橡皮

塞用石蜡浸透密封.一根玻璃管深入底部,另一

根略低于瓶塞.玻璃管上带有旋塞.培养开始前

充氮气 2m in, 随即关上旋塞, 确保厌氧环境.



( 2)菌种来源　广州某化学试剂厂和某制

药厂下水道底泥.

( 3)培养基　富集驯化培养基: 葡萄糖

0. 1%～0. 4% ; 蛋白胨 0. 05%; 硝基苯 30～

385mg / L ; NaCl 0. 5% ; Mg SO 4 0. 05%;

K 2HPO 4 0. 5% ; KH2PO 4 0. 3% ; pH 6. 8～7. 2.

平板分离保藏培养基:酵母膏 1%; 蛋白胨

2% ; 谷氨酸钠 0. 4%; 巯基乙酸钠 0. 1%;

pH 7. 2; 121℃蒸汽灭菌 20min备用.

( 4)分析项目和方法　COD值:重铬酸钾

法
[ 5]

.

硝基苯和苯胺浓度: 萘乙二胺偶氮光度

法 [ 5] .

葡萄糖浓度: 3, 5-二硝基水杨酸比色法 [ 6] .

光密度 OD值: 722分光光度计( �510nm ) .

( 5)工业废水性质　取广东某氯霉素生产

厂的实际废水进行试验研究, 其水质如表 1所

示.

表 1　实际废水性质

指标 CODC r/ mg·L- 1 BOD5/ mg·L- 1 硝基苯及其衍生物/ mg·L- 1 氯化钠/ % 氯化铵/ % 氯化氢/ % 溴化铵/ % pH

原始值 2000～4000 600～1200 300～600 4 10 1 9 3～6

2　研究内容与方法

2. 1　菌种的富集、驯化

取下水道底泥 10ml ,无菌水 90ml , 加入

250ml 的烧瓶 ( 内装玻璃珠 ) . 振荡烧瓶

15m in, 静止澄清后,取上清液 10ml 加入富集

培养基,置 32℃恒温厌氧培养. 每 5d 为一周

期进行驯化,定期提高硝基苯浓度,并降低葡

萄糖浓度. 每一周期完毕后测定菌液光密度

OD值、硝基苯浓度、苯胺浓度、COD 值及 pH

值.以硝基苯转化率为目标,通过培养液中各

成分的变化来摸索该菌的最佳培养条件.

2. 2　高效菌的生长条件试验

( 1)温度　取前述富集培养基(其中葡萄

糖浓度 1. 0g / L , 初始硝基苯浓度 100mg / L )

加入相同的菌液量, 改变温度分别为: 5、10、

25、30、35、40℃,置恒温箱中厌氧培养, 24h 测

OD值, 确定最佳生长温度.

( 2) pH　取( 1)中培养基加入相同菌量,

改变 pH 分别为: 4. 0、5. 0、6. 0、7. 0、8. 0、9. 0、

10. 0,在 30℃恒温箱厌氧培养, 24h 测 OD 值,

确定最佳生长 pH 值.

( 3)盐浓度　取( 1)中培养基加入相同菌

量,改变盐浓度分别为: 0. 1%、0. 2%、0. 3%、

0. 4%、0. 5%、0. 6%、0. 7% , 调 pH 7. 0, 置

30℃恒温箱厌氧培养, 24h测 OD 值确定最佳

生长盐浓度.

2. 3　硝基苯降解试验

在人工配制不同浓度( 200～400mg / L )的

硝基苯废水中, 加入不同浓度的葡萄糖, 置

32℃恒温箱厌氧培养, 第 4d 测硝基苯的去除

率,每隔 12h 测培养液 OD 值、硝基苯和苯胺

浓度、pH 值、COD 值, 分析它们之间的相关

性,摸索硝基苯厌氧降解的规律.

3　结果与讨论

3. 1　微生物分离驯化及其菌落特征

经过 20多个周期的驯化, 菌种耐受硝基

苯的能力不断增强,达 400mg / L 以上.当硝基

苯浓度为 250～380mg / L 时,日平均去除率达

91mg / ( L·d) , 5d 去除率达 97%以上,驯化过

程中监测到苯胺, 且随时间延长苯胺的量增

多.经平板涂布分离得到 2株高效菌( A 菌和

B菌) .其菌落特征如表 2 所示. 经鉴定, A 菌

为吉氏拟杆菌( Bacteroides distasonis) , B 菌为

屎拟杆菌( Bacteroides mer dae) .

3. 2　高效菌的生长条件

( 1)温度　将 A 菌和 B 菌分别在不同温

度条件下培养 24h,测定菌体生长量(以光密

度OD值表示 ) , 结果如图1所示 . 可见, 2株
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表 2　A菌和 B 菌的菌落特征

菌别 质地 直径/ mm 形态 干湿 高度 透明度 颜色 边缘

A 菌 乳脂状,粘稠 1～6 圆形 湿润 凸起 不透明 乳白色 整齐

B菌 絮状致密 2～5 圆形 湿润 微凸 半透明 浅黄色 整齐

图 1　温度对OD 值的影响

菌均在 28～35℃生长最好, 低于 25℃时菌生

长缓慢, 10℃以下几乎不生长,高于 40℃时菌

的生长受到抑制.

( 2) pH　将 A 菌和 B 菌分别在不同 pH

( 5～11)条件下培养 24h,测定菌体的生长量,

结果见图 2. A 菌和 B 菌生长最适 pH 为 6. 5

～7. 2. 中性培养基对菌的生长较为有利.

图 2　p H 对OD 值的影响

( 3)盐浓度　将 A 菌和 B菌置不同 N aCl

浓度培养 24h, 测定菌体生长量, 结果如图 3

所示.可见, A 菌在盐浓度约为 0. 4%时生长

最好,而 B 菌生长最适盐浓度为 0. 5%左右.

( 4)硝基苯毒性效应　据文献报道
[ 9]

, 硝

基苯厌氧处理过程中, 当浓度低于 200m g/ L

时其 72h 去除率为 85. 5%. 而在本研究中,将

A 菌和 B菌用不同硝基苯浓度作为抑制剂,

图 3　盐浓度对 OD 值的影响

发现当废水中硝基苯浓度低于 350mg / L 时反

应 72h 其去除率达 97. 6%; 当废水中硝基苯

浓度在 350～450m g/ L 时反应 72h,去除率则

降为 80. 0% ,都高于已报道的数据,证明所得

到的菌种为高效菌且抗毒性能力强;当硝基苯

浓度高于 450mg / L 时对厌氧菌有毒性作用,

使去除率下降.因此,控制废水中硝基苯浓度

低于 450mg/ L 对其厌氧处理较为有利.

3. 3　硝基苯降解试验

( 1)葡萄糖与硝基苯相关性　在人工配制

的 2组浓度硝基苯废水中加入相同的接种菌

液和相同的无机盐浓度,各加入不同浓度的葡

萄糖, 置恒温培养箱中 32℃厌氧培养, 第 4d

测硝基苯的去除率, 结果如图 4所示. 当培养

液中不加入葡萄糖时, 则硝基苯浓度没有变

化,说明所驯化的 2株厌氧菌不能以硝基苯为

唯一碳源和能源.随着葡萄糖浓度的增加,硝

基苯的去除率也随之增加。当葡萄糖浓度高于

2. 0g / L 时, 硝基苯的去除率均达 99. 0%以

上。分析发现 1g 葡萄糖能共代谢还原 200～

260mg 的硝基苯, 因硝基苯初始浓度和菌种

的不同而异.由此表明硝基苯的厌氧降解是一

个次生代谢(即共代谢)过程,维持这一代谢所

必需的酶来自于初级基质葡萄糖的利用,作为
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次级基质硝基苯的利用只能在初级基质消耗

时发生.为了尽可能充分利用初级基质而达到

较高的去除率,应该选择维持适当的葡萄糖浓

度.有关影响硝基苯共代谢降解速率及次级基

质利用速率的因素及其定量化有待进一步深

入研究.

图 4　葡萄糖对硝基苯的去除率的影响

( 2)降解过程中 OD 值、硝基苯和苯胺的

相关性　选择 B 菌以 1. 6g / L 的葡萄糖作为

生长基质, 385. 3mg / L 的硝基苯为共代谢基

质, 32℃厌氧培养,每 12h取样测定, 结果如图

5所示.由图 5可知,菌体的生长在前 12h 为

迟滞期, 硝基苯和菌体浓度没有明显变化. 对

数生长期出现在 12～24h,这段时期 OD值增

长较快,硝基苯下降了 130mg / L ,而苯胺生成

了 95mg / L .稳定期为 24～48h, 这段时间 OD

值变化不大, 而硝基苯迅速下降了 170m g/ L ,

苯胺生成 110mg / L . 其后菌体开始衰亡, OD

值迅速下降,硝基苯和苯胺浓度变化不大. 静

态摇瓶培养的局限性在于终产物抑制酶促反

应得不到解除,随着初级基质的耗尽导致菌体

内源呼吸,随后衰老死亡便使次级基质得不到

降解.因此,在厌氧反应器的设计中, 如何延长

对数生长期和平衡期, 在废水中连续化供入恰

当比例的生长基质和共代谢基质,成为工程上

的重要设计因素. 将图 5整个过程的硝基苯和

苯胺的毫克数换算成毫摩尔数时, 2者的总毫

摩尔数基本持平, 可见苯胺在厌氧环境中基本

不被降解.另外,静态培养中厌氧菌增值速率

较低,在动态反应器工艺中需进一步改进.

( 3)降解过程中COD和pH 的变化　图5

实验同时测定的 COD 值 (离心菌体后测得

值 ) 随时间的变化曲线如图 6 所示. 可见,

COD值表现为前期下降,后期稳定.原因是葡

萄糖被消耗转变成菌体且厌氧降解过程中释

放出 CO 2、甲烷等气体.说明这个降解过程强

烈依赖于葡萄糖.而随着糖的大部分被消耗,

体系中主要表现为硝基苯还原为苯胺的降解

过程, 使 COD 值呈现平衡状态. 因为苯胺和

硝基苯对 COD的贡献较为接近. 而 pH 值表

现为随时间的延长略为升高,可以理解为偏碱

性的苯胺浓度增大所致.

图 5　降解过程 OD-NB-苯胺-时间相关性

图 6　降解过程 COD 值、p H 变化曲线

( 4)实际废水的降解　将前述 2种高效厌

氧菌分别接种于富集培养液内, 培养 24h,镜

检菌体生长正常后混合接入 2L 厌氧填充床

(活性碳∶砂粒为 1∶1 混装)内, 进行挂膜运

行.经 20d 连续流加营养基质培育后, 载体上

形成厚度约为 20�m 的生物膜.挂膜时进水中

加入适当浓度的硝基苯,从 50mg / L 缓慢增加

至 100mg / L ,既使微生物始终处于硝基苯溶

液的环境中, 又能形成生物膜.挂膜完成后向

厌氧填充床中连续流加稀释后的实际废水(将

表 1的废水稀释 10倍)进行驯化.驯化时不断

提升含硝基苯废水浓度,即不断降低废水的稀
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释倍数.经 15d后,当稀释倍数为 2倍时, 硝基

苯去除率已达 80%以上,即可转入正常运行.

正常运行时向填充床连续流加含 1. 0g / L 葡

萄糖的实际废水(处理前调 pH 至 6. 5) ,控制

停留时间 20h, 平均水温为室温 28℃. 维持连

续稳定的操作工艺运行 2个月后,取 1星期的

表 3　实际废水初步处理结果/ mg·L - 1

平均进水浓度 平均出水浓度 平均去除率/ %

硝基苯 葡萄糖 COD Cr 硝基苯 苯胺 COD Cr 硝基苯 CODCr

385. 4 1000 4737. 7 15. 3 261. 2 3045. 8 96. 0 35. 7

统计结果如表 3所示.

　　从处理过程看,厌氧菌对实际废水具有较

好的适应性. 厌氧反应器的出水进入好氧反应

器,然后将苯胺在专性好氧菌[ 5 ]的作用下实现

无害化处理. 由于填充床各种条件还不完善

(如温度较低等) ,厌氧处理 COD 去除率不理

想,需在好氧处理中弥补.以上实验表明,采用

厌氧过程降解硝基苯为苯胺是彻底矿化硝基

苯的一条有效途径,为厌氧-好氧联合工艺处

理硝基苯工业废水提供了技术基础.

4　结论

( 1) Bacteroides distasonis 和 Bacter oides

merd ae能在较低浓度的葡萄糖共基质条件下

将高浓度的硝基苯还原成易好氧降解的苯胺

类化合物.

( 2) 2株高效菌的生长条件分别为: 温度

28～35℃; pH 6. 5～7. 2; Bacteroides distasoni

菌 NaCl 0. 4%, Bacteroides mer dae 菌

NaCl 0. 5% ;厌氧处理适宜的硝基苯浓度为低

于 450mg / L ,浓度过高则表现出毒性效应.

( 3)降解过程中 1g 葡萄糖能共代谢还原

200～260mg 硝基苯, 最大降解速率达到

95m g/ ( L·d) . 2株高效菌能较好地降解氯霉

素生产厂排出的含硝基苯实际废水,克服了硝

基苯的毒性.
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