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摘要 : 从驯化的污泥中分离得到菌株 1和菌株 2 , 对 4种邻苯二甲酸酯进行生物降解性研究 , 获得了其降解速率常数 (k b)、米

氏常数 ( Km) 和最大速率常数 ( v max)。结果表明 , 4 种化合物的降解符合一级动力学模型。菌株 1 对邻苯二甲酸二甲酯

(DMP) 和邻苯二甲酸二丁酯 (DnBP) 生物降解的 k b、 Km、 v max分别为 : 01154 h - 1、48411 mg·L - 1和 9512 mg·L - 1·h - 1 ;

01007 9 h - 1、5 75217 mg·L - 1和 4818 mg·L - 1·h - 1 , DMP降解能力明显好于 DnBP。菌株 2对邻苯二甲酸二庚酯 (DiHP) 和邻

苯二甲酸二辛酯 ( DnOP) 降解的 k b、 Km、 v max分别为 01022 4 h - 1、71514 mg·L - 1和 2310 mg·L - 1·h - 1 ; 01022 7 h - 1、

51712 mg·L - 1和 1619 mg·L - 1·h - 1 , 两者降解能力相近。
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　　邻苯二甲酸酯 ( Phthalic Acid Esters , 简称

PAEs) , 俗称酞酸酯 , 作为一类重要的化工产品 ,

具有极其广泛的用途[1 ]。其中 3种被我国列为优先

监测污染物[2 ] , 有证据表明 , 有一半被怀疑为环

境激素[3～5 ]。PAEs的大量使用已经对环境造成了

一定的污染 , 在水环境尤其是底泥中都有一定量的

PAEs存在[6 ]。生物降解是环境中有机污染物降解

和消除的重要途径 , 目前国内外开展的研究 , 通过

分离优势菌种的方法 , 主要集中在对单个 PAE的

降解机理研究上 , 而未能对不同分子质量 PAEs的

降解进行对照性的研究。实验选取能代表低分子质

量 PAEs的DMP和DnBP , 和能代表高分子质量的

DiHP和 DnOP作为研究样本 , 用纯化菌分别对目

标化合物进行降解性测试。目标样本的研究对了解

不同分子质量 PAEs在好氧处理过程中的动力学转

化具有指导意义。

1　材料与方法

111　纯化培养菌的制备

驯化 : 在 4个 1 L 的玻璃瓶中分别加入活性污

泥 300 mL , 菜园土 5 g , 营养液 600 mL , 各加入 1

种邻苯二甲酸酯 , 使质量浓度达到 1 000 mg·L - 1 ,

30 ℃曝气驯化 3 周。营养液组成与文献 [ 7 ] 一

致。

选择培养 : 以氮、磷等无机盐和少量微量元素

为主 , 配成培养基Ⅰ和培养基Ⅱ, 培养基Ⅰ中加入

碳源 DMP , 培养基 Ⅱ中加入碳源 DnOP , 分别对

能降解低分子质量和高分子质量 PAEs的菌种进行

选择。取驯化后的菌液于选择培养基Ⅰ和Ⅱ中选择

培养 , 重复 3 次。取选择培养后的菌悬液斜面划

线 , 重复 3次 , 得到专门降解低分子质量 PAEs的

菌株 1和降解高分子质量 PAEs的菌株 2。培养基

无机盐组成见文献 [ 7 ]。

扩大培养 : 从斜面挑取纯化后的菌株于液体培

养基中 , 30 ℃摇床培养 3 d , 作为纯化培养接种

物。
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112　邻苯二甲酸酯降解动力学曲线测定

称取 50 mg PAEs样品于若干个 250 mL 三角

瓶中 , 加入 100 mL 无机盐培养基 , 对 DMP 和

DnBP降解研究时加入含菌株 1的接种物 1 mL , 对

DiHP和 DnOP降解研究时加入含菌株 2 的接种物

1 mL , 30 ℃, 100 r/ min的恒温摇床上培养。在不

同时刻 , 取样分析 , 氯仿萃取后用气相色谱 ( GC)

进行分析 , 再用外标法定量。根据不同时刻分析所

得的 PAEs的含量绘制降解动力学曲线。

GC测试条件 : 载气 ( N2 ) 7811 mL·min - 1 ;

空气 7196 mL·min - 1 ; H2 7196 mL·min - 1 , DMP

和 DnBP测试柱温 230 ℃, DnOP和 DiHP测试柱

温 300 ℃, 检测器为氢离子火焰检测器 ( FID) 。

113　降解菌株生长速度的测定

采用比浊法测定微生物的生长。4 种 PAEs的

初始质量浓度均为 500 mg·L - 1 , 接种量 1 mL , 无

机盐培养基 100 mL , 培养条件同上。仪器设备及

测试条件 : SHIMADZUUV - 1206 (日本) 型分光

光度计 , 测试波长 600 nm。

114　菌株的降解特性研究

根据米门方程式可以得到以下方程式 , 通过测

定化合物不同质量浓度时的降解速率 v , 对质量浓

度和降解速率的倒数作图 , 可以得到 Km , 用来表

征菌株的降解特性。式中 ρs 为底物质量浓度 ,

v max为底物最大降解速率。

1
v

=
Km

v max

1
ρs

+
1

v max

2　结果与讨论

211　4种化合物的降解动力学曲线

4种邻苯二甲酸酯质量浓度与时间的关系如图

1～图 4所示 , 研究发现 , 其降解规律可用一级动

力学方程表示。在每个 PAE降解实验中均做了对

照空白实验 , 即图中的 CK曲线。在对照实验中加

入等量的接种物 , 然后进行高温灭菌。主要考虑接

种物的吸附及接种、取样过程中光照可能对邻苯二

甲酸酯含量的测定产生影响。从图中的 CK曲线可

以发现 , 这两者的影响是很小的。实验中邻苯二甲

酸酯减少主要由纯化菌株的降解作用引起。4种邻

苯二甲酸酯的降解动力学方程如表 1所示。

图 1　DMP随时间的降解曲线　图 2　DnBP随时间的降解曲线

Fig. 1　Biodegradation curve　　　Fig. 2　Biodegradation curve

of DMP of DnBP

图 3　DiHP随时间的降解曲线　图 4　DnOP随时间的降解曲线

Fig. 3　Biodegradation curve　　　Fig. 4　Biodegradation curve

of DiHP of DnOP

表 1　4种 PAEs的生物降解的动力学方程

Table 1　Kinetic equation of four PAEs′biodegradation

化合物 纯培物菌株 降解动力学方程 降解速率常数/ (h - 1) 半衰期 ( t 1/ 2) / h 相关系数 ( r)

DMP 菌株 1 ln C = - 01154 x 0 + 61650 3 01154 0 415 01964

DnBP 菌株 1 ln C = - 01007 9 x + 61035 2 01007 9 8717 01985

DiHP 菌株 2 ln C = - 01022 4 x + 61349 1 01022 4 3019 01965

DnOP 菌株 2 ln C = - 01022 7 x + 61329 4 01022 7 3015 01955

　　在本实验中 , DnBP的初始质量浓度为 410 mg

·L - 1 , 其余底物的初始质量浓度均为 500 mg·

L - 1。由上表可知 , DMP在含有菌株 1 的纯培物

作用下降解非常迅速 , 半衰期仅为 415 h , 比文献

[8 ] 所报道的相同质量浓度下 DMP的降解要快得

多。有研究认为当 DMP 的质量浓度大于 60 mg·

L - 1时 , 其将对微生物产生抑制作用[9 ] , 而在本研

究中DMP的质量浓度高达 500 mg·L - 1 , 菌株 1仍

能在较短时间内对其进行降解 , 也充分表明了其良

好的降解能力。而表中 DnBP 的半衰期则长达

·53·叶张荣等 14种邻苯二甲酸酯的降解及其降解菌株生长特性的研究



© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

8717 h , 其降解速率十分缓慢 , 这与其分子结构有

一定关系。降解速率常数 kb 与 PAEs单个烷基链

上亚甲基 ( - CH2 - 结构) 的数目有下列近似关

系[9 ] :

ln kb = 01026 2 x 2 - 01667 x + 21152

式中 x 为甲基的数目。

与 DMP相比 , DnBP的烷基链上增加了 3 个

亚甲基结构 , 从而将导致其降解速率的下降。同时

由于甲基数目的增多也导致了 DnBP反应空间位阻

及疏水性的增加。这都是导致 DnBP降解性能下降

的原因。另外也有报道 , 当 DnBP 质量浓度大于

200 mg·L - 1时 , 降解速率常数将随底物初始质量

浓度的增加而降低[10 ]。本实验中 DnBP的初始质

量浓度为 410 mg·L - 1 , 显然已对微生物的降解产

生了明显的抑制。从菌株 1对高质量浓度 DMP和

DnBP的降解情况可以看到 , 在相同环境条件下 ,

DnBP对生物的抑制性要远远大于 DMP对生物产

生的抑制性。

DiHP和DnOP均为高分子质量的 PAEs , 两化

合物仅相差两个亚甲基结构 , 可以看到菌株 2对具

有相似分子结构的化合物具有相近的降解能力。两

者的半衰期均为 30 h 左右 , 降解速率相近 , 降解

过程可以用一级动力学方程进行描述。通过筛选后

得到的纯化菌株 2能够对高分子质量的 PAEs在短

时间内进行有效的降解。与文献 [ 9 ] 对初始质量

浓度为 200 mg·L - 1的 DiHP和 DnOP研究结果相

比 , 本实验中两化合物的降解速率有一定程度的提

高 , 这可能与纯化菌的生长条件得到优化有关。

212　降解菌株的生长情况

好氧纯化培物中 , 菌株以不同的化合物作为基

质时的生长情况如图 5～图 8所示 , 菌株数量以分

光光度计吸光值表示。菌株生长的数量越多 , 菌悬

液吸光值就越大。

图中 CK曲线为空白对照实验 , 方法同上 , 除

DnBP外 , 空白对照实验中培养基的吸光值增加较

少。因此可以认为培养基吸光值的增加是由于菌悬

液中菌株数量的增加引起的。由于 DnBP在高温灭

菌时易产生乳化 , 因此该空白对照实验中培养基吸

光值相对较高。菌株 1在以 DMP为基质时 , 菌株

数量增长较快 , 而对 DnBP进行降解时 , 菌株数量

增长缓慢 , 可以认为其对 DMP具有较好的适应降

解能力 , 而对 DnBP的降解能力较差。菌株 2在以

DiHP和 DnOP为基质时 , 菌株数量都得到了明显

增长 , 说明两种化合物均能被有效降解。而菌株 2

对 DnOP有更好的降解能力。

图 5　菌株 1以DMP作基质的　图 6　菌株 2以DiHP作基质的

生长曲线 生长曲线

Fig. 5　Strain 1 growth curve　Fig. 6　Strain 2 growth curve

on DMP on DiHP

图 7　菌株 1以DnBP作基质的　图 8　菌株 2以DnOP作基质的

生长曲线 生长曲线

Fig. 7　Strain 1 growth curve　Fig. 8　Strain 2 growth curve

on DMP on DiHP

213　菌株的降解特性

根据米门方程 , 以底物降解速率 v 的倒数为

纵坐标 , 底物质量浓度的倒数为横坐标作图 , 根据

斜率 Km/ v max及截距 1/ v max得到 Km 和 v max的值。

计算结果如表 2所示。

表 2　菌株的生长特性

Table 2　Growth characteristics of t wo strains

化合物 降解菌株 米门方程变形形式 v max/ (mg·L - 1·h - 1) Km值/ (mg·L - 1) 相关系数

DMP 菌株 1 1/ V = 510827/ C + 01010 5 9512 48411 01945

DnBP 菌株 1 1/ V = 117193/ C + 01020 5 4818 5 75217 01972

DiHP 菌株 2 1/ V = 311049/ C + 01043 4 2310 71514 01954

DnOP 菌株 2 1/ V = 301616/ C + 01059 2 1619 51712 01935
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　　菌株 1 对 DMP降解的 Km 值较小 , 而 DnBP

的很大 , 说明其对 DMP有较好的亲和能力 , 而对

DnBP的亲和能力较差。同样菌株 2 对 DiHP 和

DnOP的降解的 Km值相差不是很大 , 对 DnOP的

亲和力略好于 DiHP , 这与前面对化合物的降解动

力学分析及纯培物中菌株生长曲线分析所得到的结

果保持一致。

3　结　论
①菌株 1 和菌株 2 对 DMP , DnBP , DiHP ,

DnOP 4种邻苯二甲酸酯的降解符合一级动力学 ,

kb分别为 01154 h - 1 , 01007 9 h - 1 , 01022 4 h - 1 ,

01022 7 h - 1 ; ②菌株 1 对 DMP 和 DnBP 降解的

Km分别为 48411 mg·L - 1和 5 75217 mg·L - 1 ; 菌

株 2 对 DiHP 和 DnOP 降解的 Km 值分别为

71514 mg·L - 1和 51712 mg·L - 1 ; ③菌株 1对DMP

有很好的降解效果 , 对 DnBP 的降解效果相对较

差 , 两者的最大降解速率分别 9512 mg·L - 1·h - 1和

4818 mg·L - 1·h - 1 ; 菌株 2 对 DiHP和 DnOP降解

速率相近 , 最大降解速率分别为 2310 mg·L - 1·h - 1

和 1619 mg·L - 1·h - 1。

通过对自然界中菌株的驯化 , 纯化培养 , 4 种

在自然环境中较难降解的邻苯二甲酸酯都得到了不

同程度的降解 , 菌株的纯化培养将为难降解有机污

染物的控制提供一种新的途径。
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(1. National Engineering Research Center of Urban Pollution Control , Tongji University , Shanghai 200092 ,
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A bs t rac t : Research of four Phthalic Acid Esters′( PAEs) biodegradation was carried out with two strains sepa2
rated from the acclimated sludge. The constant of biodegradation velocity ( kb) , Km of Michaelis - Menten e2
quation , and the maximum velocity of biodegradation ( v max ) were obtained. The results showed that four

PAEs’biodegradation could be described by first - order kinetics equations. Dimethyl Phthalate (DMP) was

biodegraded more rapidly than Dibutyl Phthalate ( DnBP ) by strain 1. Their kb , Km and v max were

01154 h - 1 , 48411 mg·L - 1 and 9512 mg·L - 1·h - 1 ; 01007 9 h - 1 , 5 75217 mg·L - 1 and 4818 mg·L - 1·h - 1 .

Diheptyl Phthalate (DiHP) and Dioctyl Phthalate (DnOP) have the similar biodegradation efficiency by Strain

2. Their kb , Km and v max were 01022 4 h - 1 , 71514 mg·L - 1 and 2310 mg·L - 1·h - 1 ; 01022 7 h - 1 ,

51712 mg·L - 1 and 1619 mg·L - 1·h - 1 .

Ke y w o r ds : Phthalic Acid Esters ; biodegradation ; st rains ; kinetics
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