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‘
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叭入

彭丽花
,
任 源

,

邓留杰
‘
张小漩�

韦朝海
‘”

�� 华南理工大学环境科学与工程学院
,

广州
,

�� 《�� 拓 � � 华南理工大学化学与化工学院
,

广州
,

�� 以抖�

摘 要 考察了在不同温度
、

�� 值
、

摇床转速
、

氮源等环境和营养条件下
,

间甲酚降解菌 �众阳仪犯比
�

��
�

�� ��

对降解速率和降解过程中反应液的 �� � 值
、

紫外吸收及酶活的变化
�

结果表明
,

�� �� ��� !
�

�� �
�� 降解间

甲酚的最适温度为 �� ℃
,

培养基初始 �� 值为�
�

�
一

。
,

摇床转速为 �� �
�

·

� ��
一 ’ ,

无机氮比有机氮和氨

态氮比硝态氮更利于曲�� �配��
�

�� � �� 对间甲酚的降解 � 当间甲酚初始浓度低于 ��� � �
·

�
一 ’

时
,

曲�� ��� !
�

为欣月降解间甲酚符合零级动力学方程
� 间甲酚初始浓度约为 �� ��

·

�
一 ’

时约 � � 完全降解
,

�� � 的去除

率 � � 内可达到 �� �
,

之后几乎不变 � 曲�� ��� ��
� �� �’�� �� 可完全降解约 ���

� �
·

�
一 ’

的间甲酚
,

表现出高效

与强耐受能力的结合
�

对酶活的测定发现
,

儿茶酚 �
,

�
一

双加氧酶有明显增大
,

初步判断 盘�� ��� �� !∀ � ��

以邻位裂解的途径对间甲酚进行降解
�

关扭词 生物降解
,

间甲酚
,

代谢途经
�

含酚废水的处理方法主要为物理法
、

化学法和生物法〔’刁�
,

生物法与其它方法比较具有经济
、

安

全
、

处理阑值低
、

残留少
、

无二次污染等优点
�

酚类化合物一般以龙胆酸��
,

�
一

二经基苯甲酸自�
,

�

位碳链间开环 �
、

邻位�邻苯二酚自两个带经基的碳链之间开环 �或间位�邻苯二酚自�
,

� 位碳链间开

环�的途径开环降解
,

且以间位为主〔
‘刁〕

�

本课题组在实施焦化废水处理时
,

发现达标废水残余有机

物中间甲酚的浓度比较高�吕〕
,

因此
,

从富含多种酚类的焦化废水处理污泥中分离得到一株以间甲酚为

唯一碳源
、

能源生长
,

且降解效率和耐受浓度都较高的菌株 �� �� ��� �� �� �
�

本文在对影响降解性能的环境因素研究基础之上
,

分析了降解过程反应液的 �� 变化
,

试图通

过粗酶液酶活来判断开环位置
,

对其降解途径进行初步解析
�

� 实验部分

�
�

� 细菌对间甲酚的降解

培养基
� � �� �� � �

�

�� �
·

�
一 ‘ ,

�� � �� � �
�

�� �
·

�
一 ’ ,

���
�
�
� � � � 一�� �

·

�
一 ’ ,

� �� ��
·

� � �� �
�

�

�
·

�
一 � ,

� � �� �
�

� �
·

�
一 � ,

�� ���
·

� � �� �
�

�� �
·

�
一 � ,

�� ��� �
�

� � �
·

�
一 �

�

在装有 ��� 耐 无机盐培养基的锥形瓶中
,

以间甲酚作为唯一的碳源和能源
,

将菌液�灭菌后�接

人其中
,

分别考察温度�� �℃
,

�� ℃
,

��℃
,

�� ℃ �
、

� � 值�约 �
,

�
,

�
,

�
,

� �
、

摇床转速��
,

��
,

���
,

�� 
,

���
,

�� � ·

� ��
一 ’
�对间甲酚降解效率的影响

�

通过添加相等总氮量的 �� � ��
,

���
�
�
� �� �

,

�� � � � �和 �� ���
�
�
�

分别考察 � 种不同氮源对间甲酚降解的影响
�

将不同浓度的间甲酚加人无机盐培养基
,

在最佳生长条件下定时取样
,

对间甲酚进行微生物降解

动力学研究
,

以不添加微生物和添加灭活菌体做空白对照
�

将以间甲酚为唯一碳源的培养基在无菌条件下接种
,

置于 �� ℃
,

���
� ·

��
� 一 ’
摇床下培养

,

每隔

� � 取样
,

同时测定反应液中间甲酚的剩余量和 �� � 值
,

并进行 ���
� � 一���

� � 的紫外波长扫描
�

�
�

� 酶活实验

将菌种 接种 到 无机 盐 培养 基 中
,

培养 至对 数期 �� � �� ��
。
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���以刃
� ·

� ��
一 ’,

�℃ ��� � �
� ,

菌株用冰冷的�
�

� � � � �
·

�
一 ’� ���� �

一

�� ��� �缓冲溶液��� �
�

� �洗涤 �

次
,

将洗涤后的菌体重新悬浮于同一缓冲溶液中
,

在冰浴中超声破碎 �� � �� �每工作 �� � ,

间歇 � � ,

然后反复循环� � 未破碎细菌或细菌碎片在 �� 以�〕
� ·

� ��
一 ’ ,

�℃下离心 �� 而
� ,

上清液即为粗酶液
�

�
�

� 分析方法

间甲酚浓度用 � ��
��� �� �� 高效液相色谱仪�美国 W at

ers 公司)进行分析
,

W
at

e
rs

24 87 双波长紫外

检测器
、

X B ri d g
e , 反相即15柱(4

.
6 x 250 m m )

,

流动相为甲醇
:
水

二
5 0

:
2 0

,

流速为1
.
0 m l

·

m i

n
一 ’ ,

检测温度为 30 ℃
,

波长为22 0
nm ; TOC 由 TOC 仪测定

.
酶反应产物用 75 2 紫外可见光分光光度计

(上海光谱仪器有限公司)测定
.

2 结果与讨论

2.1 环境因素的影响

图 1为温度
、

反应液初始 pH 值
、

摇床转速和氮源等不同反应条件下对菌株降解间甲酚的影响
.

从图 1(
a
)和(b) 可以看出

,

降解最适宜温度为 35 ℃左右
,

温度过高或过低均不利于细菌的降解; 菌

株的最适 pH 值为 6
.
5一8

.
0.

摇床转速可在某种程度上反映菌种对溶解氧的需求
,

如图 1 (
C
)所示

,

在好氧条件下转速为

巧o r
·

而
n 一’

一oo
;·

m i
n

一 ’

时对间甲酚的降解有利
,

已满足供氧需求
,

转速 > 200
: ·

mi

n
一 ’

时可能会

影响细菌对底物在降解前的吸附从而降低降解效率
,

因此
,

确定最适转速为 170
; ·

mi

n
一’
.

氮是微生物生长必不可少的营养元素之一
,

N H

4

C I

,

(
N H

4

)

2

5 0
4

,

N H
4

N o
。
和 e o (N H

Z
)
2
等 4种外

加氮源对 C众功6
acte

r
fa

~

降解间甲酚的影响见图 1(d)
.
表明无机氮比有机氮(尿素)更有利于细菌

的生长
,

氨态氮比硝态氮更利于细菌的生长
.

圈1 不同反应条件对间甲酚降解的影响

Fig I E玉etof diffe rentre ac tio
n eondi tion on bied egra d

ation of m 一
e

re
s o

l

2

.

2 降解动力学分析

在 35 ℃
,

p H
二 7

,

摇床转速为 170
r ·

而
n 一’
的条件下

,

进行了菌株以间甲酚为唯一碳源的降解动

力学研究
,

空白对照表明对间甲酚没有降解作用
.
间甲酚初始浓度低于 375 m g

·

l

一 ’
时

,

降解曲线回归

后可用零级反应方程描述
,

动力学方程及参数见表 1
.
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中间产物可能是较为稳定的有机物; 竹C 也在第4 小时达到最大值后开始逐渐下降
,

直至基本与反应

初始浓度持平
,

此时上清液中”C 含量可能由于有机碳转化
,

进一步矿化为 CO
: ,

两个反应碳的增加

和减少平衡而维持基本不变
.

2
.
4 间甲酚降解中间产物的紫外扫描

细菌降解后反应液的紫外吸收峰高度和面积随着时间的推移逐渐减小(如图 3所示 )
,

间甲酚在

27 1
.
5 nm 的紫外特征吸收峰值由 1

.
388 降低至 0

.
192

,

对照图2 可知
,

在约4h 间甲酚已几乎完全降

解
,

而此时的紫外特征峰值仍然有 1
.
08 9

,

说明间甲酚降解中间产物中也有与间甲酚类似结构的有机

物
,

可见在反应开始 1一s h的上清液扫描峰图是间甲酚和其结构类似的中间产物吸收峰的累加; 在

第6 小时特征峰消失
,

说明原反应液已不含带苯环的物质
,

因此
,

可确定中间产物全部断链的时间在

第5一石 小时
.
由此可以推断

,

此时反应液中的中间产物应该是以开环后的脂肪族有机物为主
.

2
.
5 间甲酚降解过程中酶反应产物的分析

图4 为反应过程中不同波长下酶反应产物的测试结果
,

从图 4 可以看出
,

粗酶液降解时
,

在

26 0nm 处吸光度出现一个相对较为明显的波动
,

A 相差 0
.
085

,

其它4 个浓度几乎不变
,

可以推测间

甲酚降解过程中有粘糠酸生成
,

间位和龙胆酸路途的产物未能检出
,

即可推测邻位开环是

Ci tro ba
c
ter fa

~
降解间甲酚的主导途径

:
儿茶酚 1

,

2

一

双加氧酶催化 3
,

4

一

二经基苯甲酸
,

自3 位和 4

位碳的内部开裂
,

形成户梭基粘糠酸
.
如能进一步降解

,

则可能的代谢途径如下
:

IC
H,

IC

0 o H

F

o 0 H

IC

o 0 H

。
、

护。护曝护鼎
oH
一嘿
l
协汽乡器冲

以

由TO C 测试和紫外扫描的结果判断
,

在间甲酚降解反应
“

结束
”

时的反应液中
,

存有中间产物

所带来的TO C 占总 TO C 的25 % 左右
; 从邻位开环途径的推测中

,

我们认为中间产物应以粘糠酸为

主
,

理论上它可继续氧化为3
一

单氧己二酞 CoA
,

然后在 3
一

单氧己二酞 Co A 硫解酶的催化下
,

转化为

乙酞丙酮酸和唬拍酞 C
OA 而进人 TCA 循环

,

但在本研究过程中
,

TI C 和 TO C 在后续过程中基本稳定
,

表明进一步的转化反应可能受到了某种条件的制约
,

我们认为这与细菌的生理
、

环境条件及剩余中间

产物的性质有关
.

圈3 间甲酚降解过程中波长的变化
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图4 间甲酚降解过程中的酶活
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3 结论

(1) Citrobacte;fa ~ ri菌株降解间甲酚的最佳条件为
:
温度 35 ℃

,

p H 值 6
.
5一8

.
0

,

摇床转速

170 r
·

m i

n
一‘; 无机氮源的利用表现为

: N H 4CI与 (N H
4
)
250 4的作用相近

,

且都高于 N H
4N O , ,

而以

上 3 种无机氮源都比 C O (N H
:
)
2
更有利于细菌降解间甲酚

.

(2) 在最佳降解条件下
,

&
打。b

~

fa

~

降解浓度为0一75
mg ·

l

一 ’
间甲酚的降解过程符合零

级动力学方程
,

其平均降解速率在 16
.
57 m g

·

1

一 ’ ·

h

一 ’

一7
.
巧m g

·

l

一 ’
·

h

一 ’
之间

,

初始浓度为

25 0 m g
·

l

一’
时的平均降解速率最大

,

达 37 m g
·

l

一’
·

h

一 ’,

此外
,

该菌可完全降解约 600 m g
·

1

一 ’

的间

甲酚
,

综合显示所分离得到的 cit ro bac ter fa ~
ri 具有高效与强耐受能力的特征

.




