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摘要 以丁二腈为唯一碳源和氮源 从石化腈纶废水及其处理构筑物的生物膜中 分离 !筛选出 株高效降解丁二

腈的菌株 22和 22 经形态学观察和生理生化特征研究 两者均被鉴定为假单胞菌 Πσευδοµονασ 通

过摇瓶试验得出  菌株的最适生长条件 温度为  ε 摇床转速间接反映通气量为   接种量为

1  初始  为  在最适生长条件下 分别对不同初始浓度丁二腈进行降解率试验 结果表明 菌株对丁二

腈的降解能力强 尤以 22更为显著 当丁二腈的初始浓度约为 !和 时 22

菌株对丁二腈的降解率分别在 1!和 时达到   

关键词 丁二腈 降解菌 假单胞菌 菌株分离与筛选
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  各种人工合成的脂肪腈化物 包括单腈 !多

腈和聚合腈 被广泛应用于溶剂 !塑料和其他化

工 !化纤产品的生产中 腈类化合物具有强烈的

生物毒性 但某些微生物经驯化可以分解这些

物质 国内外对乙腈 !丙烯腈等腈化物的微生物

降解研究较多≈ ∗  但对丁二腈却鲜有报道 

丁二腈是二步法腈纶废水中的主要污染物

之一≈ 本课题针对上海某石化腈纶厂的生产

废水 以丁二腈为目标污染物 分离 !筛选高效

降解菌 并对其降解性能进行了试验研究 为改

善此类废水的实际处理效果提供微生物基础 

1  材料与方法

1 1  供试底物

丁二腈纯度    ≥

产品 

1 2  培养基

肉汤培养基≈ 

≠富集培养基≈ 葡萄糖 1蛋白
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胨 ° 1 ≥ #  1蒸

馏水 1  1 

≠基础培养基成分如下≈  ° 

≤≥#  1∂  Λ泛酸

钙 1肌醇 烟酸 1∂ 2≤

1 ∂ 2≤ 1对 氨 基 苯 甲 酸 

1∂  1叶酸 1蒸馏水 

11 以上培养基若为固体 则加 1 的琼

脂粉 

基础培养基参照 ∏2培养

基≈而除去氮源组分成分如下   ≥ 

1° ≤≤ 1 ° 

ƒ≤ 滴浓缩液 蒸馏水 培养基的  值

分别调节如下 在最适  条件试验中分别是

1 !1 !1 !1 !1 在降解试验中为 1 

1 3  微生物来源

采自上海某石化总厂腈纶厂废水处理站的

塔式生物滤池中的生物膜和沉淀池水 

1 4  丁二腈降解菌的富集和分离

将生物膜和沉淀池水样品分别接种到装有

 ≠富集培养基的摇瓶中 加入

1的丁二腈 于  ε !的恒温摇

床中振荡培养 以此摇瓶中的培养菌液作为

菌种 在同样条件下进行二次转接培养 得到丁

二腈耐受菌 

将二次培养的菌液接种到含有  丁二

腈的 ≠基础培养基摇瓶中 在同样

条件下培养 然后对此培养菌液作适当稀释 将

不同浓度的稀释液分别涂布在含有丁二腈的

≠基础培养基梯度平板上 于  ε 培养

继而对高浓度丁二腈区域长出的单菌落进

行更高浓度丁二腈混皿培养试验 选择生长较

好的菌株进一步在肉汤平板上划线纯化 

1 5  丁二腈高效降解菌的筛选

将纯化的菌株分别接种到装有  ≠2

基础培养基的 摇瓶中 以丁二腈

为碳源和氮源 在  ε !的恒温摇床

中进行振荡培养 根据发酵液浑浊程度 定性地

初步筛选出生长良好的菌株 

以丁二腈作为碳源和氮源 对初筛到的数

株降解菌同样进行通气培养 并分析各菌株的

生长量通过分光光度计在波长  处跟踪

测定菌生长的光密度值及其对丁二腈降解率

气相色谱分析摇瓶中丁二腈的浓度变化 筛

选出生长快 !生长量大 !对丁二腈降解率高的高

活性菌株 

1 6  样品制备与分析

用针筒抽取发酵液 通过微孔滤膜

<1Λ过滤 并用去离子水对滤液作适当

稀释 以备分析 

采用 °气相色谱仪≤2ƒ⁄分析样

品 运行条件如下 柱温  ε  ψ  ε

 升温速率  ε 检测器温度 

 ε 注射室温度  ε 进样量 Λ通过测

定峰面积 定量分析丁二腈的浓度 

1 7  丁二腈降解菌的鉴定

主要参考相关文献≈ ∗  对筛选到的丁二

腈高效降解菌进行鉴定 

2  结果与讨论

2 1  丁二腈降解菌株的分离与筛选

经过分离纯化 !初筛和复筛 得到能利用丁

二腈为唯一碳源和氮源 并生长良好的 株高

效降解菌株 22和 22 

2 2  最适生长条件试验

在装有 基础培养基的 

三角瓶中 加入丁二腈作为唯一碳源和氮源 将

试验菌株的种子液经离心 !洗涤而制备成一定

浓度的菌悬液接入其中 分别对温度 ! !

 ! ! ε  !摇床转速 ! ! ! !

   !接种量≈以单位体积的细胞湿重来

表示 Ω/ ς 分别为 1 !1 !1 !1 !

1  和初始  值 ! ! ! !进行单因素

条件试验 测定不同条件下 菌株 22和 22

的生长量在波长 处的光密度值 各

条件对菌株生长的影响如图  ∗ 图 所示 

由于丁二腈在降解过程中产生大量的氨 

致使试验体系的  发生变化 而实际处理中

多采用连续运行 废水  值基本恒定 因此在

初始  条件试验中 发酵结束时刻的降解菌

生长量并不能真正衡量  的影响 本研究中 
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图 1  温度对生长的影响

ƒ  ×∏ 

图 2  转速对生长的影响

ƒ  ×  

图 3  接种量对生长的影响

ƒ  ×∏∏ ∏ 

图 4  初始 πΗ对 ϑ2123 菌株生长的影响

ƒ  ×   22

以延滞期后刚进入对数生长期阶段的降解菌逐

时生长量为衡量依据 由图 和图 可知 在初

始  为 的条件下22菌株明显生长最好 

而不同初始  值对 22 菌株的影响并不显

著 考虑到实际腈纶废水  为  故以此作为

22菌株的最适  

图 5  初始 πΗ对 ϑ21321 菌株生长的影响

ƒ  ×   22

根据以上试验结果 以降解菌的生长量最

大 !或者生长量较大但更经济可行的条件确定

为最适生长条件如表 所示 

表 1  丁二腈降解菌的最适生长条件

×  ×∏ 

∏∏ 

菌株 温度 ε 转速#  接种量   值

22      

22      

2 3  丁二腈降解试验

在装有 基础培养基   的

三角瓶中 以丁二腈为唯一碳源和氮源 

按照最适生长条件 分别进行 22和 22菌

株对不同初始浓度丁二腈的降解率试验 接种

的摇瓶和未接种的空白对照瓶均置于恒温摇床

内 按一定时间间隔取样 分析摇瓶中丁二腈的

浓度变化 试验结果见图  !图 和表  

图 6  ϑ2123 菌株对不同浓度丁二腈的降解

ƒ  ×∏ 

  22
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图 7  ϑ21321 菌株对不同浓度丁二腈的降解

ƒ  ×∏ 

  22

试验结果表明 22和22菌株对丁二

腈具有高效的降解能力 尤其以 22菌株更

为显著 

 当丁二腈的初始浓度约为  和

 时 22菌株分别在 和 对

丁二腈的降解率达到   当丁二腈的初始

浓度约为 时 22在 对丁二腈

的降解率为   

 当丁二腈的初始浓度约为  !

和 时 22菌株分别在1 !

和 时对丁二腈的降解率达到   

表 2  丁二腈的平均降解速率

×  ×√∏

菌株
丁二腈初始浓度

# 

平均降解速率

##  

22  

 

 

 

22  

 

由表 可知 在一定的丁二腈浓度范围内 

22和 22菌株对丁二腈的平均降解速率

很高 且随丁二腈初始浓度的提高而增大 

2 4  丁二腈高效降解菌株的鉴定

主要参考相关文献≈ ∗  对筛选到的丁二

腈高效降解菌株 22和 22进行了形态学

和生理生化特征研究 结果见表  

经进一步查阅上述文献 确认22和2

表 3  丁二腈降解菌的形态学和生理生化特征

×  × ∏

特征 22 22

革兰氏染色   

需氧性 好氧 好氧

过氧化氢酶  

氧化酶  

厌氧硝酸盐产气  

需要有机生长因子  

葡萄糖分解2ƒ培养基  

 生长试验 不生长 不生长

菌落特征
圆形 <  ∗   乳白色 半透明 表面光

滑 湿润 有光泽 低凸起 边缘裂叶状 

近圆形 <  ∗  淡蜜黄 表面光滑 湿润 

扁平 !中央稍凸起 边缘近裂叶状 

菌体形态

杆2短杆 有的稍弯曲 无芽孢 1 ∗ 1 ≅

1 ∗ 1Λ1 细胞内不积累 °有极生鞭

毛 1

杆菌 有 的 稍 弯 曲 无 芽 孢 ≈ 1 ∗ 1

  1Λ ≅ 1 ∗ 1Λ 细胞内不积累

°有极生鞭毛 
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2菌株均为假单胞菌 Πσευδοµ ονασ 

3  结论

 通过筛选 获得 株好氧条件下对丁

二腈具有高效降解能力的菌株 22和 22 

经鉴定均为假单胞菌 Πσευδοµ ονασ 

 由试验得出 菌株的最适生长条件 

温度为  ε 摇床转速为  接种量为

   初始  为  

 在最适生长条件下 菌株对丁二腈的

降解能力强 尤以 22更为显著 当丁二腈的

初始浓度约为  !和 时 2

2菌株对丁二腈的降解率分别在 1!

和  时达到   
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  胡家骏 周群英编著 环境工程微生物学 北京 高等教育

出版社   

  ∏ ⁄ ƒ ×∏  2

 ∏    41

  ∗  

  张纪忠主编 微生物分类学 上海 复旦大学出版社 

  ∗    

  卢振祖编著 细菌分类学 武汉 武汉大学出版社  

 ∗   ∗  

       π∏2

  √∏ × •   • ≤

  ∗  

       ≥°   . ∏

 √      ×

•   • ≤  ∗   ∗  

  东秀珠 蔡妙英等编著 常见细菌系统鉴定手册 北京 科

学出版社   ∗  

 环   境   科   学 卷




