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摘要 以苯酚为唯一碳源 对活性污泥进行筛选及驯化 得到能降解高酚浓度的优势降酚菌 该混合菌在 内将  

浓度的酚完全降解 同时使 ≤ ⁄降至 1降解率达到 1  经分离纯化 得到 种不同的单一菌株 并对各菌株的

菌属进行了初步鉴定 同时 还考察了初始酚浓度 !菌投加量 !温度 ! 等因素对降酚菌降解 ≤ ⁄和酚的影响 混合菌的降酚

效果要优于所分离出的 种单菌株 
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  含酚废水是一种污染范围广 !危害性大的工业

废水 这种废水不经过处理而任意排放 会对人类和

生态环境带来严重影响≈ 普遍认为利用微生物处

理工业含酚废水是一种有发展前途的方法 但另一

方面 酚及其衍生物能引起蛋白质变性 并破坏微生

物质膜 对于微生物来说 酚类化合物是一种有抑制

性 !难降解的物质≈ 在实际生产中 废水中酚的浓

度一般限制在  在对高浓度含酚废水进行

生物处理时 就必须在进水前通过稀释将酚浓度降

低≈ 有的稀释倍数可达几十倍 使处理费用大幅

度增加 如果能够提高微生物对酚的耐受程度 减少

稀释倍数 对显著降低高浓度含酚废水的处理成本

具有重要意义 

对降酚菌的选育研究已有大量的报道 近年来 

对降酚菌的研究已进入到分子生物学研究的层

次≈ ∗  但是 对直接用于高浓度含酚废水的高效

降酚菌的研究报道很少 文献≈报道了可耐受

  酚浓度的降酚菌  的降酚率为

  并且 ≤ ⁄降解率仅为不到   而文献≈

报道了通过紫外诱变得到的可耐受  酚

浓度的降酚菌  的降酚率为   没有报道相应

的 ≤ ⁄降解结果 从文献看 目前对适宜高浓度含

酚废水的高效降酚菌的研究结果尚不十分理想 

本研究的目的是从自然界中筛选和驯化出可适

用于高浓度含酚废水的高效降酚菌 同时具有高效

的 ≤ ⁄降解能力 

1  材料与方法

111  实验材料

选取活性污泥为降酚菌的驯化菌种 该菌泥呈

深褐色 实验采用 种含酚培养基 含酚液体培养基

和含酚固体培养基 分别用作降酚菌的驯化 !培养和

分离纯化 !保存 

根据文献≈ ∗  配制的含酚无机液体培养基

组成如下 苯酚变量 ≥ 1≤ 1

 ≥#  1ƒ≥# 1

缓冲溶液 微量元素溶液 缓冲溶液由

°和 °配制而成 

含酚固体培养基组成≈ 牛肉膏 1蛋白

胨 1≤ 1琼脂 1苯酚
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112  实验方法

11211  降酚菌的筛选及驯化

将 含酚培养液倒入 无菌锥形瓶

中 再投加 1湿菌体 放在摇床中培养 培养条

件  ! ε 培养时间及周期均根据菌种的

降酚效果做出调整 在每个培养周期 均采用 1
湿菌体Β含酚培养液对降酚菌进行培养驯

化 若菌的降酚效果表现良好且稳定 则提高培养液

中酚的浓度 对降酚菌做进一步的驯化 

11212  降酚菌的降解性能评价方法

取 1湿菌体接种于一定酚浓度的液体培养

基中培养 再接种至同样酚浓度的新鲜液体培

养基中培养 离心得到处于稳定期的湿菌体 取

该湿菌体 1与 一定酚浓度的液体培养

基混合 在摇床上反应 根据实验要求 定时移取反

应液做降酚效果分析 

对取出的反应液进行低速离心  !

分离 保留湿菌体 上清液再用高速离心机

离心  !进一步去除悬浮菌 以测

定最终的上清液样品中的剩余酚浓度和 ≤ ⁄值 进

行降解性能评价 酚浓度采用四氨基安替比林分光

光度法≈测定 若样品中酚浓度过高 则进行适当

稀释 

11213  降酚菌的分离 !纯化

采用划线分离法 

11214  菌株的生化反应及初步鉴定

本实验通过降酚菌株对生物大分子的分解利用

淀粉水解 !油脂水解 !明胶液化 !石蕊牛乳实验 !对

含碳化合物的分解利用葡萄糖发酵 !蔗糖发酵 !甲

基红   !乙酰甲基甲醇 ∂ ° !柠檬酸盐利用 !过氧化

氢酶实验以及对含氮化合物的分解利用吲哚 !

≥产生 !硝酸盐还原实验 根据微生物分类鉴定

检索表的要求 结合降酚菌株的形态 !结构等特征 

对菌进行初步的分类鉴定≈ 

2  结果与分析

211  降酚菌的驯化结果

对活性污泥先用初始酚浓度为 的液

体培养基进行驯化 驯化时间根据菌降解情况进行

调整 经过一段时间的驯化 逐渐提高液体培养基中

的酚浓度 

随着驯化过程中初始酚浓度提高 降酚湿菌体

的颜色由最初的深褐色变为橙黄色 这说明随着培

养液中初始酚浓度提高 部分菌种由于酚的抑制作

用 失去生物活性而遭到淘汰 同时降酚优势菌大量

增殖 并在混合菌的数量中占有明显优势 使湿菌体

的颜色发生了变化 降酚菌最终耐酚浓度达到

 图  描述了菌在初始酚浓度为  

时不同驯化阶段的降酚率 

图 1  不同驯化阶段菌的降酚率

ƒ  °√

该阶段的驯化累计时间达 最初的驯化周

期为 降酚菌在该阶段的驯化周期内的降酚率

有所下降 这表明降酚菌的生物活性受到了高浓度

苯酚的严重抑制 部分菌种由于不能耐受高浓度酚

而死亡 随后 驯化周期延长至 降酚菌的降酚

率仍呈下降趋势 在累计驯化时间 时 降酚率

达到最低点 1  但随着培养驯化的不断进行 

能够适应高浓度酚的降酚菌活性得到恢复 将驯化

周期调整为 降酚率的变化有所起伏 驯化累计

时间为 菌的降解效果基本达到稳定 最后将

驯化周期调整为 所驯化的降酚菌依然保持较

好的降酚性能 

212  降酚菌的降解性能评价

菌在初始酚浓度为  条件下 降酚和

≤ ⁄的效果如图 所示 由图 可以看出 菌的

降酚率与反应时间基本上呈线性关系 至 时降

酚率达到   图 描述了菌在降酚过程中 反

应液 ≤ ⁄和  的变化趋势 

配制的含酚培养液初始  为 1 在酚的降

解过程中  值的变化范围在 1 ∗ 1之间 在反

应的前阶段 反应液  下降 甚至呈现弱酸性 说

明菌降解酚的代谢中间产物为酸类物质≈ 随着反

应的进行  值升高 代谢中间产物得到进一步的

分解 当降酚菌表现出良好的降解效果时  可以

增大至 1 菌降酚的同时 反应液中 ≤ ⁄也在不

断下降  时酚已被完全降解  ≤ ⁄ 降至
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1降解率为 1  而 以后 ≤ ⁄随

反应时间的变化不明显 说明溶液中已不存在降酚

菌所需的营养物质 主要存在降解苯酚过程中所产

生的代谢产物 

图 2  初始酚浓度 1 700 µ γ/ Λ条件下菌对酚和 ΧΟ∆的降解情况

ƒ  °  ≤ ⁄ √  

 

213  降酚菌的分离纯化与鉴定

采用酚浓度约为  平板 对混合降酚

菌进行划线分离 经  ε 培养 分离出诸多单一

菌落 根据菌落特征 初步选取 个单一菌株 对其

进行革兰氏染色 在显微镜下对菌体形态进行观察 

确定混合降酚菌是由 种不同的菌株组成表  

初步确定了这 种菌的菌属 分别为 ⁄葡萄球菌

属 !⁄产碱杆菌属 !⁄芽孢杆菌属和 ⁄假单胞菌

属 

214  各因素对混合菌降酚性能的影响

21411  初始酚浓度对降酚性能的影响

分别选用不同初始酚浓度的液体培养基 考察

菌降酚和 ≤ ⁄的情况 实验结果如图 所示 降酚

菌可以在  ! ! !分别将   !  ! 

和  种不同浓度的酚降解完全 与此相

对应 在不同初始酚浓度下 降酚菌随时间降解

≤ ⁄曲线与降酚曲线趋势基本相同 在不同初始酚

浓度的溶液中 降酚菌 时 ≤ ⁄的降解率可以达

到  以上 

表 1  单一降酚菌的生化反应

×   2

项目 ⁄ ⁄ ⁄ ⁄

革兰氏染色     

淀粉水解     

油脂水解    

明胶液化     

石蕊牛乳 产酸 产酸 产碱 产酸

葡萄糖发酵    

蔗糖发酵    

甲基红       

∂ °    

柠檬酸盐利用        

过氧化氢酶    

吲哚    

≥产生    

硝酸盐还原      

  由图 可以看出 降酚菌随初始酚浓度的增

大 降酚速率降低 说明酚浓度的提高增强了对菌的

抑制作用 使其生物活性降低 从而降解性能减弱 

21412  温度对菌降解性能的影响

初始酚浓度  ! 值为 1 的条件

下 考察了温度对菌降解性能的影响 其实验结果如

图 所示 

温度主要影响微生物体内酶的活性 只有在特

定酶催化作用下 微生物才能完成生长过程所发生

的化学反应≈ 而每种酶有最适合的酶促反应温

度 因此温度的变化影响酶促反应速率 最终影响细

胞物质合成 从图 可以看出 在  ε ∗  ε 范围

内 菌降酚效果良好 基本能够在 时将溶液中的

酚完全降解 这说明在该温度范围内 菌细胞内的酶

促反应速率达到最大 降解酚的速率最快 在  ε

条件下 菌能够在 时将酚完全降解 但相对酶的

活性有所降低 在  ε 下 菌的降解性能表现最差 

溶液中的酚几乎没有得到降解 这可能是由于在

 ε 高温下酶发生变性 使菌丧失酶促反应而失去

生物活性 菌降酚的最佳温度范围在  ε ∗  ε 之

间 这与文献≈报道的结果基本一致 

21413   对降解性能的影响

分别选用初始  为 1 !1 和 1 的培养

液 考察了对菌降解性能的影响 反应条件为 1

湿菌体Β含酚培养液 反应时间 !温度

 ε 其实验结果如图 所示 分别选用初始  为

1 !1和 1 的培养液 由图 可以看出  值

在 1 ∗ 1范围内对菌的降解效果影响不大 所驯

化的降酚菌在  为 1 ∗ 1范围内 均可达到较
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图 3  初始酚浓度对菌降酚速率的影响

ƒ  ∞ 

 ≤ ⁄ √

好的降解效果 相比较而言 在  为 1 的条件

下 菌降解酚的效果最好 

21414  菌投加量对降解酚性能的影响

取含酚  液体培养基各 分别

投加 1!1和 1湿菌体 考察不同湿菌

体投加量对降酚性能的影响 

实验所采用的湿菌体均由培养后的菌悬液经

   !离心后得到 对菌悬液进行稀

释 !倾注分离 计算得到湿菌体密度为每 湿菌体

1 ≅ 个菌 从图 可以看出 不同投加量的菌

均可以在 内将液体培养基中的酚完全降解 但

在降解过程中 降解速率有一定的差别 到 

之间 1湿菌体降酚速率要高于另外 组 这可

能由于在振荡曝气过程中 供氧量确定的条件下 降

酚菌投加量的增大使单体耗氧量降低 从而影响了

降酚菌的生物活性 

以上分析可知 在 含酚  的液

体培养基中 投加 1的降酚菌降酚效果较好 

图 4  温度对菌降解性能的影响

ƒ  ∞∏ √

图 5  πΗ值对菌降解性能的影响

ƒ  ∞  √

图 6  菌投加量对降解性能的影响

ƒ  ∞∏  √
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215  单菌株与混合菌的降酚性能比较

对所分离出的单一降酚菌株先在  

酚浓度进行驯化 然后在  种不同初始酚浓度

  !  !  !  下考察对比单一菌

与混合菌的降解性能 反应时间 结果如图 所

示 

图 7  单一菌株和混合菌的降解性能比较

ƒ  ≤   ¬∏ 

√

结果表明 混合菌降酚和降 ≤ ⁄的效果均优

于这 种单一菌株的降解效果 这与其它研究报道

结果≈相一致 对单一菌而言 ⁄和 ⁄菌株降解

性能较好 ⁄和 ⁄菌株较差 

3  结论

 对活性污泥进行筛选和驯化 得到降解酚

和 ≤ ⁄均表现良好效果的优势降酚菌 该混合菌能

够在 内将  浓度的酚完全降解 同时

使 ≤ ⁄降至 1降解率达到 1  

 降酚菌降酚条件为 菌投加比例为 1
菌Β含酚培养液 !温度  ∗  ε !1 ∗

1 

 从混合降酚菌中分离出 种不同的菌株 

分别为葡萄球菌属 !产碱杆菌属 !芽孢杆菌属和假单

胞菌属 通过对混合菌和单菌株的降解性能的比较

可知 混合菌的降解效果优于单一菌株 
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