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摘要：在15 ℃低温的条件下，从本溪钢铁集团公司焦化厂曝气池活性污泥中分离、筛选得到1株高效苯酚降解菌，即Bb-2，
它对起始质量浓度为400 mg·L-1的苯酚降解率为74.8%。经形态观察和生理生化实验，初步鉴定为假单胞菌属。该菌株能在4～
40 ℃的温度条件下生长繁殖，因此为耐冷菌。当醋酸钠和葡萄糖作为第二碳源存在时，促进了低温下Bb-2对苯酚的生物降

解。采用反应动力学方程拟合其降解过程，初始苯酚质量浓度较低时，遵循Monod方程；初始质量浓度较高时，其降解过程

以基质抑制型的Haldane方程为主。 
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苯酚是一种重要的有机化工原料，具有很强的
毒性和腐蚀性，是石油化工、造纸、炼焦和纺织等
工业废水中的主要污染物之一，许多国家已经将其
列为重点控制的污染物，在我国，含酚废水在水污
染控制中也被列为重点解决的有害废水之一[1-5]。 

目前，在处理含酚废水的众多方法中，经济高
效且无二次污染的生物法越来越受到国内外的广
泛重视，利用纯菌种和混合菌种对含酚废水进行生
物降解的工程技术也一直在深入的研究中[6-9]。但
是，目前的大部分研究都是以常温条件为背景值，
然而我国北方寒冷地区，特别是冬季，生化池水温
低于 15 ℃，这就对微生物的代谢产生了极大威胁。
因此，在筛选出低温条件下的高效苯酚降解菌对于
处理含酚废水具有更加重大的现实意义。 

本研究从本溪钢铁集团公司焦化厂的活性污
泥中，经驯化、分离、筛选得到 1 株低温（15 ℃）
苯酚降解细菌，并对其进行了初步鉴定，为后续高
效工程菌的构建及工程应用研究提供了理论支持
和前提条件。 

建立动力学模型对表征菌株的苯酚的降解能
力，对于理论研究和实际应用都有重要的指导意
义。对单底物低质量浓度生物降解，一般采用
Monod 方程描述底物的比降解速率，而对于高质量
浓度底物的降解，则多采用 Haldane 方程来描述，
该方程能够较好的表征出底物对细胞生长的抑制
情况[10-11]。 
1  材料与方法 
1.1  菌种来源 

取自本溪钢铁集团公司焦化厂曝气池活性污

泥，对此污泥进行长达 30 d 的低温驯化，最终分离
筛选出 1 株低温（15 ℃）苯酚降解菌。 
1.2  培养基 

保存培养基：牛肉膏 5.0 g、蛋白胨 10.0 g、琼
脂 15~20 g、NaCl 5.0 g、蒸馏水 1 000 mL，pH 
7.2-7.4。 

富集培养基：牛肉膏 5.0 g、蛋白胨 10.0 g、NaCl 
5.0 g、蒸馏水 1 000 mL，pH 7.2~7.4。 

驯化培养基：KH2PO4 0.5 g、K2HPO4 0.5 g、
MgSO4 0.5 g、NH4Cl 1.0 g、NaCl 0.2 g、MnSO4 0.05 
g、FeSO4 0.05 g、蒸馏水 1 000 mL，pH 7.2~7.4，（苯
酚要按需加入）。 
1.3  分析项目     

（1）苯酚浓度的测定。 
采用高效液相色谱法[12]。色谱柱：ODS C18烷

烃键合色谱柱(柱内径4.6 mm，柱长250 mm)；流动
相：甲醇/水＝50/50；检测波长：UV-270 nm；流速：
1.0 mL/min；进样量：20 µL。 

（2）菌体质量浓度的测定。 
采用光电比浊法和干重法分别测定菌体质量

浓度。其中比浊法用紫外分光光度计测定培养基在
波长为600 nm处光的透光率（OD600），透光率值越
高说明培养基中的菌体质量浓度越高。 

（3）菌株的鉴定。 
形态观察：观察菌落特征，用显微镜观察菌体

形态。 
生理生化鉴定：按照生理生化实验和细菌鉴定

手册进行[13-14]。 
2  结果与讨论 
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2.1  菌株的分离与鉴定 

    经过分离纯化，在 15 ℃的条件下，共得到 18
株耐酚菌。经进一步筛选，以苯酚作为唯一碳源，
通过降解实验，最终确定了 1 株在低温条件下对苯
酚仍具有较高降解性能的菌株，即 Bb-2，它对起始
质量浓度为 400 mg·L-1 的苯酚降解率为 74.8%。经
形态观察和生理生化实验，初步鉴定为假单胞菌属
(Pseudomonas)。菌落呈黄色，微凸，边缘光滑，革
兰氏染色阴性。 
2.2  菌株温度适应性的测定 

冷适应微生物（cold-adapted microorganism）
可分为两类：一类是在 0 ℃可以生长繁殖，最适温
度不超过 15 ℃，最高温度不超过 20 ℃的微生物，
称之为嗜冷菌(psychrophiles)；另一类是能在低温条
件下生长，在 0~5 ℃可生长繁殖，最高温度可达 20 
℃以上的微生物，称之为耐冷菌(psychrotrophs) [15]。
耐冷菌比嗜冷菌更能忍受温度波动，它的温度适宜
范围也比较宽。因此，强化污泥中耐冷菌的数量是
提高冬季低温污水处理效率的根本途径。本实验通
过观察不同培养温度下菌株在固体培养基中的生
长情况（以 48 h 出现可见菌落为准），来考察菌株
对温度的适应性，具体结果如表 1 所示。 

由表 1 可知，在 48 h 内，菌株 Bb-2 能在 4 ℃
的低温条件下生长繁殖，最高温度可达 40 ℃，因
此该菌株为耐冷菌。另外，从酚质量浓度角度来看，
不同的酚质量浓度对菌株的温度适应性范围影响
不大，这说明菌株具有较大的实际应用价值。 

2.3  pH 值对菌株降解率和菌体生长的影响 

将处于对数生长期菌株 Bb-2 按 10%（体积分
数）的接种量接到苯酚质量浓度为 400 mg·L-1，pH
值分别为 6.0、6.5、7.0、7.5 和 8.0 的培养基中，在
150 r·min-1，15 ℃条件下振荡培养，菌株的生长情
况和苯酚的降解率如图 1 所示。 

由图 1 可知：菌株 Bb-2 对 pH 值的适应性较强，
当 pH 在 6~8 变化时，菌株能保持较高生物量和降
解率，其降解率均在 50%以上。另外，从图中的变
化趋势可以看出，碱性环境与酸性环境相比，对菌
株 Bb-2 的生长情况和降解率影响较小。 
2.4  接种量对菌株降解率的影响 

分别以 4%，6%，8%，10%，12%，14%（体

积分数）的接种量将处于对数生长期的菌株接种至
pH=7.2，苯酚质量浓度为 400 mg·L-1 的培养液中，
在 150 r·min-1，15 ℃条件下振荡培养，苯酚的降解
情况如图 2 所示。 

由图 2 可知：苯酚降解率随着接种量的增大而
升高。但接种量在 8%～14%之间时，接种量的增大
对降解率的影响不大。因此从成本的角度综合考
虑，取 8%为最佳。 

2.5  外加第二碳源对菌株降解率的影响 

分别以等量的葡萄糖、半乳糖、乳糖、蔗糖、
麦芽糖和醋酸钠作为外加第二碳源，来考察它们的
加入对苯酚降解率的影响，结果如图 3 所示。 

由图 3 可知：当在培养基中加入外加碳源后，
菌株的 OD 值均有所增加，苯酚的降解率也存着相
应的提高。加入醋酸钠、葡萄糖两种外加碳源作为
第二碳源时，苯酚降解率由 72.5%提高到 90%以上。
说明醋酸钠和葡萄糖作为第二碳源存在时，对菌株
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图 1  pH 值对 Bb-2 的降解率和菌体生长的影响 

Fig. 1 Influence of pH on biodegradation rate and growing ability of Bb-2 
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图 2  接种量对 Bb-2 降解率的影响 

Fig. 2 Influence of inoculation quantity on biodegradation rate of Bb-2 

表 1  不同酚浓度对菌株生长温度范围的影响 

Table 1  Influence of different phenol concentration  
on growing temperature range 

酚的质量浓度/(mg·L-1) 
菌株 
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图 3  外加碳源对 Bb-2 的生长和苯酚降解率的影响 
Fig. 3  Influence of carbon sources on biodegradation  

rate and growing ability of Bb-2 
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的苯酚降解过程起到了共代谢的作用，其中醋酸钠
的共代谢效果稍好于葡萄糖，但是由于醋酸钠的市
场价格要比葡萄糖贵。所以出于成本的考虑，可以
添加葡萄糖作为低温下菌株对苯酚降解的共代谢
基质。 
2.6  菌株对苯酚的降解动力学[16-23] 

由上述实验可知，在菌株降解苯酚的反应体系
中，其动力学行为表现为2个方面：（1）细菌的生
长；（2）基质的消耗。因此，我们应用  Law-
rence—McCarty生物处理数学模式中的Monod方程
和Haldane方程来描述菌株降解苯酚的动力学行为。 

Monod方程适用于第一基质不进行自我抑制的
情况，即低浓度降解苯酚的动力学。方程表示为： 

sk
svv

s

m

+
=

 
式中：v 为有机底物的比降解速度；vm 为有机底物
的最大比降解速度；s 为有机底物浓度；KS 为饱和
常数。 

通过非线性最小二乘法对v-s数据按照Monod
方程拟合（见图4），可得到动力学参数分别为
vm=0.60，ks =47.89，因此菌株降解低浓度苯酚的动
力学方程为： 

s
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+

=
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当苯酚质量浓度过高时，有机物对菌体出现了
毒物抑制作用，用Haldane方程来描述高质量浓度苯
酚降解动力学，方程式为： 
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式中，ki为抑制系数。 

同样以v-s作图得到图5，从图5可以看出，在s 
较低时，菌株对苯酚的去除速率随着s的升高而增
加，s增加到一定程度后苯酚的比降解速率开始下
降，曲线符合抑制动力学模型。 

通过非线性最小二乘法对v-s数据按照Haldane
方程拟合，可得到动力学参数分别为vm=1.32，
ks=113.72，ki=427.6；因此菌株降解高浓度苯酚的
动力学方程为： 

6.427//72.1131
32.1

ss
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=  

3  结论 
（1）本试验从本溪钢铁集团公司焦化厂的活性

污泥中分离得到一株能够在低温条件下（15 ℃）利
用苯酚作为唯一碳源生长的细菌 Bb-2，初步鉴定为
假单胞菌属。当初始质量浓度为 400 mg·L-1 的苯酚
作为唯一碳源，在 15 ℃，150 r·min-1 条件下，经过
24 h 培养，菌株 Bb-2 的降解率为 74.8%。 

（2）经菌株 Bb-2 温度适应性范围研究表明：
菌株 Bb-2 能在 4～40 ℃的温度条件下生长繁殖，
因此该菌株为耐冷菌。另外，不同的酚质量浓度对
菌株的温度适应性范围影响不大。菌株 Bb-2 对 pH 
值的适应性较强，当 pH 在 6~8 变化时，对苯酚的
降解率均在 50%以上，其最佳接种量为 8%（体积
分数）。当醋酸钠和葡萄糖作为第二碳源存在时，
对菌株 Bb-2 的苯酚降解过程起到了共代谢的作用。 

（3）低质量浓度时，低温下苯酚对菌体没有出
现抑制作用，符合 Monod 方程模型，经拟合得到动
力学参数分别为 vm =0.60，ks=47.89；高质量浓度时，
低温下苯酚对菌体出现明显的抑制作用，符合
Haldane 方程，经拟合得到动力学参数分别为
vm=1.32，ks =113.72，ki =427.6。 

 
参考文献： 
[1]  金相灿. 有机化合物污染化学[M]. 北京: 清华大学出版社, 1990: 

79-80. 
JIN Xiangcan. Organic Pollution Chemical[M]. Beijing: Qinghua Uni-
versity Press, 1990: 79-80. 

[2]  杨素亮. 一株高效苯酚降解菌的分离鉴定及动力学研究[J]. 化学

工业与工程, 2006, 23(4): 287-290. 

 
图4  低浓度下菌株降解苯酚动力学 
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Fig. 5  Kinetics of phenol biodegradation 
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Isolation and characterization of a phenol degrading  

Bacterium under low temperature 
 

Ma Xiping1, Ai Jiao1, Xu Chengbin1, Yu Ning2, Fu Baorong1, Hui Xiujuan1 

1. School of the Environment Liaoning University, Shenyang 110036, China; 
2. Liaoning Provincial Environmental Monitoring Center Station, Shenyang 110031, China 

 
Abstract: A bacterium was isolated and screened from the active mud of a ventilated pool in the Coking Plant of Benxi Iron and 
Steel Group, under low temperature of 15 . When the initial concentration of phenol is 400℃  mg/L, the degradation rate can achieve 
74.8%. Bb-2 is identified to be Pseudomonas, according to morphological characteristics observation and physiological-biochemical 
experiment. It is psychrotrophs due to growing and breeding under temperature of 4～40 .℃  The addition of glucose and sodium 
acetate as a secondary carbon source resulted in acceleration of the phenol degradation rate of Bb-2 with low temperature. Reaction 
dynamic equations were adopted to fit the degradation process, with low organic compound concentration, which was in accordance 
with Monod equation; with high phenol mass concentration, which was in accordance with Haldane equation. 
Key words: phenol; low-temperature; degrading characteristics 
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