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Q 株扑热息痛降解新菌株的选育及其代谢特性研究

魏芳& 周卿伟& 冷守琴& 张丽丽!& 陈建孟
$浙江工业大学生物与环境工程学院&杭州!*"((*’%
摘要#通过选择性富集培养&从活性污泥样品中选育到 " 株能以扑热息痛为唯一碳源生长的好氧细菌 ="B根据菌株 =" 的形态

特征(生理生化特性( "%5 L/,3基因序列分析及和 UA7;7V测试&初步鉴定为亲铜$@32"*’7*63-,)(’#%"%菌属B菌株 =" 降解扑热

息痛最适 O]值和温度分别为 $‘( 和 *(p’ 菌株降解扑热息痛的过程遵循 ]G;?G8@动力学模型&其最大比生长速率 -FGJ为
(‘(#$ : c"’ 其细胞产率系数为 (‘’" FVPFVB当扑热息痛浓度低于 E(( FVP4&其降解量与 60’ 生成量呈线性关系&与扑热息痛

完全矿化生成 60’ 的理论系数值相近&同时该浓度下 206去除率为 #’i&表明菌株降解扑热息痛具有较高的矿化率B代谢产

物分析表明菌株 =" 降解扑热息痛可能的主要途径为#菌株首先脱掉扑热息痛乙酰基形成对氨基苯酚&对氨基苯酚进一步脱

氨基转化为对苯二酚&继而裂解开环进入 263循环B
关键词#扑热息痛’ 降解’ 亲铜菌属’ 动力学’ 对氨基苯酚’ 对苯二酚
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!!医药化合物在污水处理厂出水(地表水(地下水

及饮用水中频繁被检测到
,"- &其对环境和生态的水

生毒性(遗传毒性(内分泌干扰等负效应已引起广泛

关注
,’ aE- &其主要来源于工业生产过程(家用排放(

人类和动物的分泌等
,’ a%-B该类化合物的排放控制

已成为污染控制领域的一个研究热点
,’& $& &-B扑热

息痛$化学名称为对乙酰氨基苯酚%是世界范围广

泛使用的解热镇痛药
,#& "(-B目前&扑热息痛已成为

我国原料药中产量和出口量最大的品种之一&其在

天然水体中检测到的浓度达 % a"( $VP4,&-B扑热息

痛生产废水作为一类含酚废水是我国需要重点解决

的较难处理的有害废水之一
,")- &其排放控制已引起

广泛关注B
目前&国内扑热息痛生产行业的废水处理效果

均不理想&正处于起步阶段
,&& ""& "*-B已报道的扑热

息痛类废水的处理方法主要包括电化学法
,*& )& "E- (

臭氧氧化
,’- (]’0’PY-氧化

,%-
及 2A0’ 光催化

,"’-
等

高级氧化法B由于扑热息痛难于生物降解&采用生物

法净化该类废水的相关报道较少B有研究采用强化

生物膜和 5U/组合工艺降解该类废水
,""- &其结果

表明&高效降解菌的选育对于强化该类废水的生物

处理具有重要意义B
本研究选育到 " 株降解扑热息痛类化合物的新

菌株 @32"*’7*63-,)(’#%"="&分析其降解特性(动力

学行为和代谢途径等&以期为构建生物强化模式实
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现该类废水的高效生物降解提供基础数据和理论

指导B

QR材料与方法

QSQ!实验材料

QSQSQ!活性污泥

活性污泥取自中石化镇海炼化废水处理厂曝

气池B
QSQSE!培养基

污泥定向驯化培养基#以扑热息痛为唯一碳源

和氮源&磷由 ]̂’W0E(,G’]W0E 提供&其中 6y,yW
约为"((y)y"B1V50E)$]’0(‘(E VP4&6G6;’)’]’0
(‘(’’ VP4& =@6;* (‘(() VP4& " F4P4微 量 元 素

$6>50E)]’0(‘(* VP4&1850E)]’0(‘"* VP4&
\86;’ (‘’* VP4&676;)%]’0(‘E’ VP4&,G170E)
’]’0(‘") VP4&3;6;*)%]’0(‘() VP4%B

扑热息痛降解菌选育培养基 $11%# ]̂’W0E
(‘) VP4& ’̂]W0E (‘) VP4&,G6;(‘’ VP4&,]E6;(‘’
VP4&1V50E)$]’0(‘’ VP4&6G6;’)’]’0(‘(’’ )
VP4&微量元素$6>50E)]’0(‘(* VP4&1850E)]’0
(‘"* VP4&\86;’ (‘’* VP4&676;)%]’0(‘E’ VP4&
,G170E)’]’0(‘") VP4&3;6;*)%]’0(‘() VP4% "
F4P4&琼脂 ") a’( VP4&O]$‘( a$‘’&"’"p灭菌B
扑热息痛另外添加&浓度为 E(( FVP4B
QSE!污泥驯化培养和菌株分离纯化

取中石化镇海炼化曝气池的活性污泥&在实验

室以扑热息痛类有机物为主要碳源和能源进行驯

化&以驯化污泥为接种污泥&与驯化培养基"y"混合

曝气 ’E :&沉降 *( FA8&弃去上清液&加入驯化培养

基&循环驯化B
取 ) F4已驯化污泥与 ’( F411培养液到 ’)(

F4锥形瓶中&加入若干玻璃珠&"&( LPFA8振荡 " :&
取振荡后上清液&在含扑热息痛 E(( FVP4的 11固

体培养基上进行稀释涂布&*(p培养BE ? 后取长势

良好的单菌落接入含扑热息痛 E(( FVP4的 11液

体培养基&取对扑热息痛有降解效果的菌株进一步

分离纯化&直至获得降解扑热息痛的纯菌株B
QSG!菌株的UA7;7V鉴定

菌株的 UA7;7V实验方法参考文献 ,"%-&采用

[,’ 碳源板鉴定B
QST!菌株对扑热息痛的降解及矿化

将选育到的纯菌株接种至含 ’(( FVP4扑热息

痛的11培养液中& *(p&"%( LPFA8振荡培养 ’E :&
进入对数生长期&作为种子液Ep储存备用B将种子

液以 ’i接种量接入至含 "(( F411培养液的 )((
F4密封培养瓶中&根据菌株对目标污染物的耐受

性&配制一系列浓度的扑热息痛&每个浓度设置 * 个

平行实验&并做空白对照&*(p&"%( LPFA8定时取

样&检测扑热息痛浓度变化及菌株生长状况B
为了研究扑热息痛生物降解后碳的存在形式&

将上述密封培养瓶初始充氧&使培养液溶解氧达饱

和&且使培养瓶上部空间填充氧气&进而控制初始

60’ 浓度为 (’ 检测扑热息痛降解过程 60’ 生成量

的变 化&当 其 达 最 大 值 时&向 密 封 培 养 瓶 中 加 入

*(i的 ]6;"F4&使以液相存在的 ]60c
* 等完全转

化为60’& (‘) : 后采用气相检测培养瓶中 60’ 的

生成量B
QSU!检测与分析方法

$"% 菌株形态观察!,AI78 普通光学显微镜(
C+04C+1D"’*(D2+1透射电镜B

$’% 菌株 "%5 L/,3鉴定!X,3提取和纯化采

用 *5 柱离心环境样品 X,3回收试剂盒$-’‘’&上

海申能博彩生物科技有限公司%’ 将基因组 X,3进

行全序列W6/扩增&选用细菌通用引物 U5=&P’( 和

U5/")E"P’(& 序 列 分 别 为 U5=&P’(# )kD3[3[2
22[32 662[[ 6263[D*k’ U5/")E"P’(# )kD
33[[3[[2[32663[66[63D*k&由宝生物工程

大连有限公司合成’ W6/产物由上海英俊生物技术

有限公司测序&测序结果同 [@8UG8I 中的基因序列

进行同源性比较分析&选取" E(( RO 左右长度进行

比对,6;>N9@;J$"‘&"%-&采 用 邻 位 连 接 $ 8@AV:R7>L
H7A8A8V&,C%法进行系统学分析$1+[3%&确定菌株

种属情况B
$*% 液相色谱分析!扑热息痛浓度采用3VA;@89

2@M:87;7VA@N"’((5@LA@N]W46分 析B分 析 条 件#
+M;AON@_XUD6"& 反相柱$) $F&E‘% FFl")( FF%’
检测波长 ’)E 8F’ 流动相为水P甲醇 m&)P")’ 流速

(‘& F4PFA8’ 进样量 ) $4’ 柱温 *(pB
$E% 菌株生长浓度!采用YD’#"( 型紫外D可见

分光光度计测定L%((值&通过测定不同 L值对应的

细胞干重&绘制 L值对应干重的标准曲线&从而分

析不同L值对应的菌株生物量浓度B
$) % 降 解 过 程 检 测 60’ 生 成 量 ! 采 用

3VA;@89%&#( 检测二氧化碳浓度&]WDW;79Dd毛细管柱

$*( Fl(‘*’ FFl’( $F%B进样口(检测器$26X%
和柱 子 温 度 分 别 为 #(( "(( 和 E(p& 柱 流 量 )
F4PFA8&进样量 &(( $4&氦气为尾吹气B

$%%代谢中间产物及可能的降解途径!菌株的

*"&"
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种子液以 ’i接种量接入至装有 "(( F4培养液的

)(( F4培 养 瓶 中 $ 扑 热 息 痛 初 始 浓 度 为 E((
FVP4%&过 夜 培 养 ’( :& 离 心 "( FA8 $ Ep& " (((
LPFA8%&弃去上清液收集菌体&用 O]$‘) 的磷酸缓

冲液洗涤 * 次&接入扑热息痛初始浓度为 E(( FVP4
至 "(( F4磷酸缓冲液$O]$‘)%中&置于培养箱振荡

培养$*(p( "%( LPFA8%&定时取样&加入等体积的乙

酸乙酯&萃取 *( FA8&静置 "( FA8&取上清液 " F4于

气相样品瓶中&采用氮吹仪吹干&继而加入衍生化试

剂#双$三甲基烷基%三氟乙酰胺$"i 三甲基氯硅烷%
即U52=3$"i 2165%’( $4&吡啶 ) $4&水浴%(p&
’‘) :后&加入 "(( $4乙酸乙酯&采用3VA;@89[6D15
$$&#(D)#$*%可能的代谢产物’ 采用戴安D’((( 离子

色谱仪检测小分子有机酸和,0c* 等B

ER结果与讨论

ESQ!降解菌的基本特性

通过初筛与复筛&选育到 " 株能高效降解扑热

息痛的菌株&编号为 ="&对该菌株进行革兰氏染色

和氧化酶反应实验B结果表明&菌株革兰氏染色显阴

性(氧化酶阳性B11固体培养基中菌落呈深红色&
4U固体培养基中呈淡乳白色&边缘整齐&光滑湿润B
菌株的革兰氏染色和透射电镜图如图 " 所示&菌落

!!

图 QR菌株 8Q 微观形态

=AVB"!1AML7NM7O<AFGV@N7SN9LGA8 ="

呈短杆状&大小为 (‘& $Fl$"‘’ a’‘’% $FB
ESE!菌株 "%5 L/,3序列分析与UA7;7V鉴定

菌株=" 的 "%5 L/,3在经过扩增和测序后&同

[@8UG8I 中的基因序列进行同源比对&再通过系统

发育树的建立确定其在系统发育学上的地位$图

’%B结 果 表 明 该 菌 株 属 于 @32"*’7*63-属& 且 同

@32"*’7*63-,)(’#%"的相似性为 &#iB结合菌株生理

生化实验与 "%5 L/,3序列系统的分析结果&菌株

=" 可初步鉴定为 @32"*’7*63-NOBB查阅相关文献&未

发现有利用相同菌株降解扑热息痛的相关报道B菌

株=" 可能是发现的能降解扑热息痛的新菌株&其

[@8UG8I 登录号为[d&)#"%%B

图 ER菌株 8Q 的系统发育树

=AVB’!W:<;7V@8@9AM9L@@7S9:@N9LGA8 ="

!!本实验同时采用 UA7;7V分析菌株对 #) 种碳源

的代谢指纹图&进一步确定其种属特征&提高菌株鉴

定的 可 靠 性B通 过 与 UA7;7V系 统 数 据 库 1AML7;7V
57S9QGL@$/@;@GN@-@LNA78 E‘’(‘(E%比对&菌株=" 属

于=’.-#%,*’ )3#"%2$’$现为 @32"*’7*63-,)(’#%"&亲铜

菌属%&其 5.1$5AFA;GLA9<% m(‘$#%&X.5$?AN9G8M@% m
*‘(%B5.1和X.5 表示测试结果与相应数据的匹配

程度&培养 % : 后&X.5 n)‘(&5.1t(‘$) 为良好的

匹配B结合 "%5 L/,3序列分析&可进一步确定菌株

属于@32"*’7*63-,)(’#%"B
ESG!菌株=" 对扑热息痛的降解特性

ESGSQ!菌株=" 生长和降解扑热息痛的最佳条件

不同温度和 O]菌株 =" 对扑热息痛的降解和

生长速率如图 *B结果表明菌株 =" 生长和降解扑热

息痛的最适温度范围为 ’) a*(p&在*(p时达到了

最高的菌株生长率和扑热息痛降解率&E& : 后扑热

息痛$浓度为 E(( FVP4%去除率为 ##iB
在 O]为 E a"( 时&菌株 =" 都能以扑热息痛为

碳源和氮源生长&但生长和降解速率表现出明显不

同B在 O]为 ) 和 # 时&菌株 =" 的生长率和对扑热

息痛去除效率均较低’ 在 O]为 $ 时&菌株 =" 的生

长和降解速率最快&培养 E& : 后对扑热息痛$浓度

E"&"
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图 GR$:和温度对菌株 8Q 降解扑热息痛及其生长速率的影响

=AVB*!+SS@M9N7S9@FO@LG9>L@G8? O]78 OGLGM@9GF7;?@VLG?G9A78 R<N9LGA8 ="

为 E(( FVP4%的去除率达到 "((iB

图 TR菌株对不同初始浓度扑热息痛的降解曲线

=AVBE!WGLGM@9GF7;?@VLG?G9A78 R<N9LGA8 =" G9?ASS@L@89A8A9AG;M78M@89LG9A78N

ESGSE!菌株 =" 降解不同初始浓度的扑热息痛

图 E 为菌株 =" 以不用初始浓度扑热息痛为唯

一碳源和氮源的降解曲线B结果表明扑热息痛浓度

)"&"
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低于 E(( FVP4时&菌株=" 可快速降解扑热息痛’ 但

菌株未能实现对 %(( FVP4扑热息痛的完全降解&
"%( : 后其残留浓度约为 ""( FVP4&表明该浓度的

扑热息痛或其降解中间产物抑制了菌株的生长及

降解B
EST!菌株 =" 降解扑热息痛的比生长动力学及细胞

产率

菌株对不同初始浓度扑热息痛的降解过程&采

用 ]G;?G8M@模型进行拟合&其表达式如下
,"$ a"#- #

-D "A
6A
6#D

-FGJK
V5 EK EK

’TV.
式中&-为 菌 株 比 生 长 速 率& : c"’ A为 菌 浓 度&
FVP4’ #为时间&:’ K 为底物浓度& FVP4’ -FGJ为菌

株最大比生长速率&: c"’ V5 为半饱和系数& FVP4’
V.为抑制系数& FVP4B

由于菌株在不同底物浓度下生长状况也不相

!!

同&取一系列不同底物浓度 E(( &(( "((( ")(( ’(((
’)(( *(( FVP4的体系中&考察菌株的产率系数B该

过程符合下式
,’(- #
AFA( DCATK$K( FK%

式中&A为菌浓度& FVP4’ A( 为初始菌浓度& FVP4’
CATK为 产 率 系 数& FVPFV’ K( 为 初 始 底 物 浓 度&
FVP4’ K为底物浓度& FVP4B

对不同初始浓度扑热息痛的降解&菌株比生长

动力学和细胞产率拟合结果如图 ) 所示B当扑热息

痛浓度为 "(( FVP4时&菌株比生长速率达最大$-FGJ
m(‘(#$ : c"%&其半饱和常数V5和抑制常数V.分别

为 "*(‘$ FVP4和 %(‘# FVP4B超过此浓度后&因底物

及中间产物的抑制作用&菌株比生长速率下降,图 )
$G%-B图 )$R%为菌株 =" 降解不同浓度扑热息痛细

胞产率的拟合结果&菌株降解扑热息痛的产率系数

为 (‘’" FVPFV$扑热息痛%B

图 UR菌株 8Q 降解扑热息痛的比生长速率及产率系数曲线

=AVB)!5O@MASAMVL7Q9: IA8@9AMF7?@;G8? O;7997MG;M>;G9@<A@;? M7@SSAMA@89S7LRGM9@LAG;VL7Q9: 78 OGLGM@9GF7;

ESU!菌株 =" 降解扑热息痛的矿化率

扑热息痛降解过程中&通过测定 60’ 生成量和

生物量分析扑热息痛生物降解的矿化率B图 %$G%为

60’ 生成量与降解不同量扑热息痛的线性拟合曲

线B结果表明&60’ 生成量随扑热息痛降解量的增加

呈线性增长&其线性关系为 1m"‘)&( )?&根据化学

反应方程式#6&]#,0’ b0 $((’ &60’&扑热息痛完

全转化为 60’ 理论线性关系为1m’‘**" "?&考虑降

解过程中转化为生物量的扑热息痛&菌株=" 对低于

E(( FVP4的扑热息痛降解的矿化率较高B图 %$R%为

不同初始浓度扑热息痛降解后 206去除率&从中可

知&当扑热息痛的浓度低于 E(( FVPF4时&其 206
去除率 #’i以上&当扑热息痛浓度为 %(( FVPF4

时&矿化率为 %)i&进一步表明菌株 =" 对浓度低于

E(( FVP4的扑热息痛具有较高的矿化率B
ES!!菌株 =" 降解扑热息痛可能的中间产物及代谢

途径

表 " 为扑热息痛降解过程中利用 [6D15 和 .6
检测到的可能中间产物B扑热息痛的降解过程中可

能的中间产物主要包括对氨基苯酚(对苯二酚( *D
己烯二酸(乙醇胺(甲酸等B

图 $ 为基于上述检测到的中间产物推测的菌株

=" 降解扑热息痛可能的代谢途径#"在脱羧基酶作

用下&扑热息痛脱下乙酰基&生成对氨基苯酚&对氨

基苯酚在脱氨基酶作用下&脱下氨基生成对苯二酚&
扑热息痛也可在脱乙酰胺基酶作用下&直接脱掉乙

%"&"
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!!!

图 !R扑热息痛降解 -CE 生成量与 DC-去除率

=AVB%!60’ OL7?>M9A78 LG9@G8? 206L@F7TG;@SSAMA@8M<?>LA8V9:@RA7?@VLG?G9A78 7SOGLGM@9GF7;

表 QR中间产物及其检测方法

2GR;@"!.?@89ASA@? A89@LF@?AG9@N?>LA8V?@VLG?G9A78 7SOGLGM@9GF7;>NA8V[6D15 G8? .6

化合物 结构式 分析方法 化合物 结构式 分析方法

对乙酰氨基苯酚

$扑热息痛

,,
--
..--

%

..
0]

..
,]
..
6//

0

[6D15 丙二酸 ]06
//

0

6]’6
00
0

0] [6D15

,,
--
..--对氨基苯酚

,]
..

’

..
0]

[6D15 乙二酸
]06

//

0

600]
[6D15

,,
--
..--对苯二酚

..
0]

..
0]

[6D15 乙醇胺 ]06]’6]’,]’ [6D15

,,
--
..--

邻苯二酚
..
0]

0]
[6D15 甲酸 ]600] .6

*D己烯二酸 ]006/6]’/6] 6]/6]’/600] [6D15 硝酸根 ,0c* .6

丁二酸 ]06

//

0

6]’6]’6
00
0

0] .6 亚硝酸根 ,0c’ .6

酰胺基&生成对苯二酚&对苯二酚裂解开环降解为小

分子酸,如琥珀酸$图 $ 中 X%%等-&直接进入 263
循环’ #在加氧酶及脱乙酰胺基酶作用下&生成邻

苯二酚&邻苯二酚开环生成 *D己烯二酸&进一步降

解为小分子酸&进入 263循环B基于中间产物的定

量分析$数据未提供%&途径"被认为是主要的可能

代谢途径B
参阅相关文献&并未发现扑热息痛生物降解代

$"&"
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图 IR菌株降解扑热息痛过程可能的降解途径

=AVB$!WL7O7N@? L@GM9A78 OG9:QG<N?>LA8V

?@VLG?G9A78 7SOGLGM@9GF7;

谢途径的报道BZG8V等
,#-

利用光催化氧化降解扑热

息 痛& 认 为 对 苯 二 酚 是 其 主 要 的 中 间 产 物B
38?L@7eeAG等

,%-
利用 0*D]’0’PY-体系降解扑热息

痛&也检测到对苯二酚是其主要的反应中间产物B由
此可见&在扑热息痛降解过程中&主要是降解为对苯

二酚后&进行裂解开环B

GR结论

$"% 选育到 " 株能高效降解扑热息痛菌株 ="&
基于菌株形态(生理生化特征( "%5 L/,3序列分析

及其系统发育树和UA7;7V鉴定&可确定菌株=" 为亲

铜菌属@32"*’7*63-,)(’#%"&其为新发现的降解扑热

息痛的菌株B
$’% 菌株 =" 的最佳生长和降解温度为 *(p&

最佳 O]为 $’ 该 菌 株 可 完 全 降 解 浓 度 低 于 E((
FVP4的扑热息痛&其浓度达 %(( FVP4时&其生长和

降解受明显抑制B
$*% 菌株=" 降解扑热息痛的比生长速率符合

]G;?G8@动力学方程&扑热息痛浓度为 "(( FVP4时&
菌株比生长速率达最大$(‘(#$ : c"%’ 菌株 =" 降解

扑热息痛的产率系数为 (‘’" FVPFV$扑热息痛%’
菌株=" 降解低于 E(( FVP4的扑热息痛降解具有较

高的矿化率B
$E% 菌株=" 降解扑热息痛的主要中间产物为#

对氨基苯酚(对苯二酚( *D己烯二酸(乙醇胺(甲酸

等B可能的主要降解途径为扑热息痛脱乙酰基转化

为对氨基苯酚&对氨基苯酚进一步脱氨基转化为对

苯二酚&继而裂解开环进入 263循环B
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