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覆膜态!"（#$）%在厌氧条件下生物降解

苯和甲苯的初探

刘雪瑜，刘 菲，陈鸿汉，张晓然，夏 凡
（中国地质大学 水资源与环境工程北京市重点实验室，北京 %###78）

摘 要：天然条件下氯代烃的污染经常会与石油烃的污染共存，对于这种混合污染羽的治理，第一步采用粒状铁还

原氯代烃，后续利用微生物和第一步产生的副产物生物降解石油烃。苯系物是石油烃中毒性较大、存留时间较长的

污染物，本文利用批实验的方法研究了厌氧条件下用9:（,;）8覆膜于石英砂表面的9:（!）作为电子受体降解苯和

甲苯。结果表明，9:（!）作为电子受体时苯和甲苯能够发生厌氧生物降解，经过驯化后苯和甲苯的降解速度明显加

快。降解实验表明甲苯的降解速度比苯的降解速度快，苯降解的半衰期是<=#!>，甲苯降解的半衰期是8=7%>。
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天然条件下氯代烃的污染经常会与石油烃的污染共存，

苯系物作为石油烃的组分，经常在地下水中检出，由于其具有

溶解度高、毒性大等特点，其处理技术日益受到人们的关注。

近年来，苯系物的好氧生物降解已经得到学者的验证，降解机

理也已经探明，然而它在实际工程运用中存在溶解氧易耗、成

本高等弊端，因此目前研究苯系物降解的重点已转向厌氧生

物降解。

苯系物的厌氧生物降解最早是在%A7#年提出的，随后人

们发现了1,b8 、0H（"）、9:（!）、O,!b< 和’,!等作为电子受

体存在时，苯系物均可能发生厌氧生物降解（cK]CUG!"#$5，

%AA$）。最初，由于苯系物的厌氧生物降解具有易溶、反应速

率快等特点，人们主要对存在1,b8 、O,!b< 时的厌氧生物降解
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进行研究，对于通常以沉淀形式存在的!"（!），则采用加入

#$%、&’$%等物质与!"（!）结合，促进!"（!）的溶解，进而

增加它的生物利用度（()*+",!"#$-，./0/），以达到快速降解

的目的（()*+",!"#$-，.//1），或是加入腐殖质酸作为电子穿

梭载体，促进苯系物降解（()*+",!"#$-，.//2；3)45"6!"#$-，

.//1）。

目前，铁还原细菌在地下水污染修复方面的重要作用已

经越来越受到人们的重视，经许多研究证实，即使在地面以下

789:，依然有!"（!）被铁还原菌还原的现象（()*+",!"#$;，

.//9），而地下环境中存在大量的!"（!）可以作为污染物生

物降解的潜在电子受体库（<=>5!"#$-，.//?；@4)!"#$-，

799A）。大量研究表明，一些铁还原菌能够以!"（!）为唯一

的电子受体来氧化多种有机物质，并从中获得生长的能量（谭

盈盈等，7997）。铁还原菌的最大特点是能在厌氧环境中利用

水系及沉积物中普遍存在的!"（!）氧化物及!"（!）氢氧化

物作 为 电 子 受 体，用 以 氧 化 有 机 质 获 取 能 量（谢 先 德 等，

799.）。

苯系物降解和!"（!）减少的化学计量学表明，在沉积岩

中!"（!）是苯氧化的唯一电子受体（()*+",!"#$-，.//2）。但

是，在土壤、地下水和水域沉积物中，!"（!）均是以沉积岩的

形式存在。为了寻找更经济有效的处理措施，使铁的存在形

式更接近于渗透反应格栅的出水状况，以便于利用渗透反应

格栅的产物，本实验采用覆膜态!"（B<）A作为电子受体进行

微生物培养驯化，选定苯和甲苯作为第一基质，来研究苯系物

的厌氧生物降解，为化学和生物两种技术连用处理混合污染

羽奠定实验基础。

. 实验

!-! 实验原理

电子受体采用覆膜态!"（B<）A，溶液中的!"（!）浓度始

终保持溶解沉淀平衡，提供恒定浓度的电子受体，避免厌氧降

解反应受到电子受体浓度变化的影响。对于本实验来说，苯

和甲苯就是电子供体，!"（!）即!"（B<）A就是电子受体，微

生物作为电子传递者，在厌氧条件下发生降解。在异化型铁

还原菌的作用下，!"（!）被还原为!"（"），同时耦联有机物

的降解，使有机污染物转化为3B7，!"（"）遇氧后，又可在铁

氧化菌的作用下生成!"（!）。利用!"（"）与!"（!）之间的

转化，达到去除苯和甲苯的目的。在微生物存在的情况下，厌

氧降解反应方程式如下。苯的降解：31<1CA9!"（!）C.7

<7B!A9!"（"）C13B7CA9<C，甲苯的降解：3?<0CA1!"
（!）C7.<7B!A1!"（"）C?<3BDAC2A<C。对于这种混

合污染羽的治理，第一步采用粒状铁还原氯代烃，后续利用微

生物和第一步产生的副产物生物降解石油烃。

!-" 实验材料

（.）接种土壤及模拟地下水

接种土壤取自辽宁省某油田的石油污染土，其物化性质

如下：氨氮.;99:E／FE，&G值799:H，I<值?;//，总氮9;27
E／FE，有机碳含量20;8AE／FE，有机质含量0A;?9E／FE，碳氮

比..7;A，硝态氮含量.;A2E／FE。考虑到污染土长期处于污

染状态，应该含有大量丰富的厌氧降解微生物，加入无机营养

和微量元素在厌氧环境中培养2个周期，使微生物得到富集，

然后加入!"（!）和目标污染物，驯化2个周期，使铁还原菌

得到定向富集。实验用水采用模拟地下水，其组分是用去离

子水配制的..9:E／(的343BA，目的是避免JB7D2 、#BDA 的

干扰。

（7）基础培养液

无机盐营养组分：@7<KB2（.?;0:E／(），#47<KB2（7.;0
:E／(），LEJB2（..;9:E／(），!"3+A（9;.8:E／(），#4<3BA

（.;9:E／(），343+7（7?;8:E／(）。

微量 元 素 培 养 液 组 分：L>3+7·2<7B（9;./0:E／(），

3)3+7·1<7B（9;7A0:E／(），M>3+7（9;.A1:E／(），3=3+7·7<7B
（9;.?:E／(），<ANBA（9;91:E／(），#O3+7·1<7B（9;72:E／

(）。

（A）化学试剂

苯（//P）和甲苯（//;8P）均为分析纯，北京北化精细化

学品有限公司出品。

（2）覆膜态!"（B<）A的石英砂的制备

制备方法参见&+OQ4R"5G等（.//0）：细石英砂（9;8#9;1
::）用.9P的<#BA溶液和去离子水连续冲洗，然后再用

9;8:)+／(#4B<溶液和去离子水再次洗净，在/9S的烘箱

中烘干。部分纯石英砂放入含!"3+A·1<7B酸性溶液（用去离

子水配制而成）的烧瓶中进行膜化处理。烧瓶放在振荡台上

振荡，其浓度用9;8:)+／(#4B<缓慢滴定到I<T2;8#
8;9，将此悬浮液振荡72#A1G以确保全部石英砂覆有!"

（B<）A表面膜，然后用去离子水将膜化!"（B<）A的石英砂漂

净，在/9S烘箱中烘干，再洗净再烘干重复几次便可。

!-# 仪器和测试条件

（.）仪器

测试仪器有<KU10/9气相色谱仪、<KU?1/2自动进样器、

恒温水浴箱、厌氧培养箱、紫外分光光度计。

（7）测试条件

采用气相色谱仪测试苯和甲苯的质量浓度，!!%K弹性

石英毛细管色谱柱，进样口温度.19S，检测器（!V’）温度

719S，炉温初始温度?9S，停留.:O>，以.9S／:O>的速率

升温至.89S，色谱柱流速.;8:(／:O>，分流比7W.，以氮气

为载气，载气流量约A:(／:O>。

顶空部分：瓶区19S，定量环18S，传输线?9S，注射时

间.;99:O>，振荡时间A:O>。

!-$ 实验过程

（.）微生物的培养

培养实验采用.(的广口瓶，加入无机营养液和油污土，

水土体积比为2W.。在混和电子受体环境中各种厌氧微生物

得到定向富集，培养好的微生物含有能使苯和甲苯降解的微
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生物。在以!"（!）作为电子受体时，需要对培养好的菌种进

行驯化，不适应目标污染物的微生物被淘汰掉，适应目标污染

物的微生物在新的环境中被保留下来，逐渐适应新的环境，定

向富集，提高降解效率。

（#）微生物的驯化

将#$%&’培养好的菌液、覆有!"（()）*表面层的石英

砂加入到$%%&’的培养瓶中，然后将苯或甲苯分别加入培

养瓶中，用模拟地下水定容至瓶口，留少许顶空，迅速用双层

隔膜（下层为聚四氟乙烯膜，上层为橡胶塞）塞住瓶口。培养

瓶水平放置于振荡器中进行驯化，温度设置为#%+，转速为

,%-／&./，同时做加入%0$1的232*灭菌的控制样。当培养

瓶中目标污染物的浓度低于检出限、微生物的!45活性（贾

建丽等，#%%6）较强时，取#$%&’菌液接种到7个新的$%%
&’培养瓶中，相应加大苯或甲苯的驯化浓度，开始下一个驯

化周期。

各个驯化周期的电子受体覆膜态!"（()）*的含量均满

足实验所需量，不考虑电子受体的浓度。一般地下水污染环

境的苯浓度一般在$%%"8／’以下，甲苯浓度在7%%%"8／’以

下，因此，驯化过程的最大浓度选择$%%"8／’和7%%%"8／’
（理论浓度）。驯化进程安排如表7。

（*）苯和甲苯降解实验

操作与驯化过程类似，在批实验中使用76*&’的盐水

瓶，接种驯化液7$&’，占总体积的7%1，做,#9个平行样，

每隔##*天取样。先测试苯和甲苯的浓度，然后测!45活

性和:)值，之后将培养瓶丢弃，实验时将培养瓶水平放置在

厌氧培养箱中，以减小挥发。

表! 微生物驯化各级浓度 !"／#
$%&’(! )*+,(+-.%-/*+*01/,.*&(2*1(3-/,%-/*+*0(%,4

".%2(
7 # * 6

苯 $% 7$% #$% $%%
甲苯 7%% *%% $%% 7%%%

# 结果与讨论

5;! 覆膜前后的石英砂

膜化后，石英砂表面颜色明显变深（图7），说明已经有部

分!"（()）*覆于石英砂表面。经称量，所覆!"（()）*与石英

砂的质量比达*<7"8／8。覆膜前后石英砂表面成分变化由北

京大学分析测试中心测定，使用的仪器是多功能成像电子能

谱仪，成分见表#。数据显示覆膜后石英砂表面铁原子数占

石英砂表面总原子数的#%0$*1，而覆膜前仅有#06#1。根

据北京大学分析测试中心的实验报告分析，覆膜后!"（!）含

量占总铁的=%1以上。由>?@图（图#）可以看出经过覆膜

后 ，铁元素的响应值明显增大，说明在经过覆膜处理后，石英

图7 石英砂覆膜前后形态变化

!.8;7 A3-.3B.C/CDEF3-BGH3/IHJ3:"K"DC-"3/I3DB"-
!"（()）*LMC3B./8

表5 石英砂覆膜前后的表面成分 !6／7
$%&’(5 89.0%,(,*1:*+(+-*0;9%.-<&(0*.(%+2%0-(.

=(（>?）@A,*%-/+"

!" ( N @. NO
覆膜前 #;6# $7;<$ #*;9* 7=;%9 #;=6
覆膜后 #%;$* $#;$* =;9, 7$;6$ 7;9*

图# 覆膜前后石英砂的>?@图

!.8;# >?@:.MBF-"CDEF3-BG3/IMC3B"IEF3-BG

7*$第,期 刘雪瑜等：覆膜态!"（()）*在厌氧条件下生物降解苯和甲苯的初探

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 

 

  
 

 

 



砂表面的铁含量明显增大。

!"! 微生物驯化

在驯化过程中监测苯和甲苯的浓度变化，只要苯和甲苯

的浓度低于检出限，则一个驯化周期结束，开始下一周期的驯

化。采用这样一种驯化方式，主要是由于污染物为主要基质，

当污染物被消耗后，微生物数量的生长就停止了（窦贻俭，

!"""）。

由表#的实验数据可知，在无$%（&’）#／石英砂／厌氧菌

参考体系的对照实验中，苯的浓度并没有太大变化，甲苯的浓

表# 苯和甲苯的浓度对照实验 !$／%
&’()*# +,-./,)*01*/23*-.,4(*-5*-*’-6.,)7*-*

() *) +) (+)
苯 *,-.# *"-** *.-,( *,-/"

甲苯 ,,-!+ //-+# /#-#" /#-,(

度减少了(01，主要由挥发所致，说明在对比实验中，除了挥

发，没有别的原因使苯和甲苯的浓度发生变化。以驯化的第

#、.周期为例。从图#可以看出，随着驯化时间的变化，控制

样加入232#进行灭菌，其浓度变化主要是挥发和吸附所致

（控制在!"1以内），而驯化样的浓度不断减小至未检出。这

说明在有微生物存在时，苯和甲苯在铁还原菌的作用下，利用

覆膜态的$%（!）作为电子受体能够发生厌氧生物降解，而且

在新的驯化周期污染物浓度加倍后，降解所需的时间并没有

随之加倍，说明微生物得到富集后，进一步适应了苯和甲苯存

在下的铁还原环境，活性和降解能力逐渐增强。

铁在地球组分中含量非常大，是地球外壳中占有第!位

的金属元素（王凯雄，!""(），铁还原菌是一个庞大而复杂的生

物类群，因此$%（!）被认为是最经济有效的潜在电子受体。

大量研究已经表明，在含水层中缺少铁还原菌，而不是缺少适

合铁还原生长和新陈代谢的环境，这就给了我们一点启示：将

污染地的土著铁还原菌移入室内培养驯化，找到适合实际环

境的菌种富集培养，再投入污染地进行生物修复将是一个前

景十分广阔的污染治理技术。

!-# 苯和甲苯的降解实验

由图.苯和甲苯的生物降解情况可以看出，由覆膜态的

$%（&’）#进行降解反应时，在第0)开始降解，到第(()时降

解率超过+"1。与驯化时相比，存在了0)的滞后期。产生

这种现象的原因是：每一批驯化实验开始时，驯化液占总溶液

的*"1，而降解实验时驯化液只占总溶液的("1，微生物的

活性不同，铁还原菌在发生降解前有一个启动期，说明微生物

活性较小时，降解反应会存在滞后期，当微生物达到一定数

量，污染物才开始降解。在降解速率方面，虽然在启动期开始

后，苯和甲苯的降解速度较快，但是当苯 的 质 量 浓 度 小 于

!/4,""5／6、甲苯的质量浓度小于0#4+/"5／6时，降解的速

率变慢，降解反应存在一个拖尾期。甲苯降解速率比苯快的

原因可能有两个：一是因为苯的结构是对称的，比甲苯的结构

稳定；二是因为苯的毒性较大。

根据溶液中的苯和甲苯变化情况做出降解动力学回归曲

线（图.）。苯 的 回 归 结 果 为!7/("4*,"8"4(/!##（$!7
"4+"//），反应速率常数% 为"4(/!#)8(，半衰期为&(／!7

9:!／%7.4"!)。甲苯的回归结果为!7!*+0"8"4(,!#（$!

图# 苯和甲苯驯化的第#、.周期浓度变化

$;5-# <=%>=;?)3:)@AB?>=)AC%D>;E3>;A:EFE9%A@G%:H%:%3:)>A9B%:%
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图! 苯和甲苯的厌氧降解

"#$%! &’()#*+#(,-$./,/0#(’(1+-’2-’-/’,0(34-’-

5678698），反应速率常数! 为67:9;,<:，半衰期为":／;5
3’;／!5=79:,。上述结果表明苯和甲苯的厌氧降解均符合

一级反应动力学。

!"# 降解实验过程中$%值和&’(活性的变化

以">&（134(.-?*-#’,#/*-0/0-，荧光素双醋酸酯）活性（贾

建丽等，;66!）来表示微生物的活性（图@），可以看出，微生物

活性随着降解反应的进行不断增强，到降解完成后">&活性

略有下降。降解苯的厌氧微生物与降解甲苯的厌氧微生物相

比，刚开始反应时">&活性相差不大，但是经过大约A,的

启动期后，降解甲苯的微生物活性明显大于降解苯的微生物

活性，说明前者在发生反应时繁殖能力更强。在启动期和降

解速度较快时，微生物的活性明显增强，而在降解后期，也就

是降解速度明显减慢时，微生物活性的增加速度也减慢，说明

苯和甲苯的降解反应与微生物的活性有很大的相关性。

在降解反应明显开始后，开始测量BC值的变化，发现虽

然降解反应的BC值变化不大，但是趋势都是缓慢增大（表

!），这很可能是因为苯和甲苯厌氧降解反应的产物中均有

DE;，导致BC值上升。

图@ 降解实验的">&变化图

"#$%@ F/.#/0#(’(1">&#’+#(,-$./,/0#(’-)B-.#G-’0

表# 降解过程中$%值的变化

)*+,-# .*/0*102324$%03+025-6/*5*1023-7$-/08-31

:, 8, ::, ;:,
苯 H%!6 H%@: H%@=

甲苯 H%;= H%;@ H%;A

= 结论

在"-（!）做电子受体时，苯和甲苯能够发生厌氧生物降

解，并且甲苯的降解速度明显比苯快，说明甲苯由于带有一个

甲基而更活泼，更易降解，相比而言苯由于存在一个大!健而

更稳定。在降解过程中，溶液的BC值随着降解反应的发生

而升高。降解过程中">&活性不断增强，厌氧降解甲苯的微

生物">&活性明显比厌氧降解苯的微生物">&活性强，降

解反应结束时">&活性有所下降。

在异化型铁还原菌的作用下，"-（!）被还原为"-（"），

同时耦联有机物的降解。使有机污染物转化为DE;和C;E，

"-（"）遇氧后，又可生成"-（!）。利用"-（"）与"-（!）之

间的转化，可进行有机物污染的环境的生物修复。铁是地球

外壳中含量非常大，由此开发这种原位生物修复技术具有广

阔的前景。

9-4-/-3:-;

D(/0-?I>，J(’-.$/’>I，K3#2/+-0LIM，#"$%%:88A%>-?4314.(G(’/?

B/3G#0/0#??B%N(O%，/G/.#’-,#??#G#3/0(.P"-（!）.-,4*-.0L/0*/’

()#,#2-3(’$Q*L/#’1/00P/*#,?［I］%&.*L%R#*.(+#(3%，:A!：!6A#

!:=%

>(4S#T#/’%;666%UL-M.#’*#B3-(1K’O#.(’G-’0/3V*#-’*-［R］%N/’T#’$
W’#O-.?#0PM.-??（#’DL#’-?-）%

K3#2/+-0LMX，I/’-0VC，Y-(.$-RC，#"$%%:889%UL--11-*0(1,#?Z
0.#+40#(’(1#.(’Q()PLP,.()#,-$./#’*(/0#’$?(’0L-0./’?B(.0(1+/*Q

==@第A期 刘雪瑜等：覆膜态"-（EC）=在厌氧条件下生物降解苯和甲苯的初探
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!8790

:,)!;/，<=%>"#;?，?%#&%@;A，!"#$0BCCD0A)%"#+E$’E$+."4#%F
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!$+)+>E")@")"$).$2"#("%)+R$’")2$#+)-")!(［/］01)2$#+)-")!%&

<’$")’"VW"’=)+&+45，6D（6）：9B6!9B90

/$%/$%)&$，O$3,%)4="%).X=+)4N$08PP70W="#"&%!$+)(=$*E"!U"")

%E$+!$’>%’!+#(%).-$’#+E$%&%’!$2$!$"(+>-$’#+E$%&"’+I(5(!"-$)’+)F

!%-$)%!".(+$&U$!=*"!#+&",-=5.#+’%#E+)(［/］01)2$#+)-")!%&<’$F

")’"，8J（6）：BBP!BB7（$)M=$)"("）0

O+2&"5YT，?%"."’G"#;/，O+)"#4%)Y/，!"#$0BC9C0ZR$.%!$+)+>
%#+-%!$’’+)!%-$)%)!(’+,*&".!+-$’#+E$%&$#+)#".,’!$+)［/］0[%F

!,#"，6CC（8J）：8CD!6PP0

O+2"&5YT，M=%*"&&"\:%).Q=$&&$*(1/Q0BCCP0\"（"）#".,’$)4
E%’!"#$%$).""*&5E,#$".(".$-")!(+>!="A!&%)!$’’+%(!%&*&%$)［/］0

3"+&+45，B9：CJ7!CJD0

O+2&"5YT，S++.U%#./M%).M=%*"&&"\:0BCC70<!$-,&%!".%)+R$’

E$+."4#%.%!$+)+>%#+-%!$’=5.#+’%#E+)(,($)4\"（"）&$4%).(［/］0

[%!,#"，6DP：B89!B6B0
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E")@")"+R$.%!$+)U$!=%2%#$"!5+>’="&%!".\"（"）>+#-(［/］0A**&0

1)2$#+)0;$’#+E$+&0，K8：899!8CB0
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S%)4L%$R$+)408PPB0AH,"+,(M="-$(!#5［;］0?"$/$)4：M="-$’%&̂)F
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