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通过嗜盐古菌生物降解有机污染物

(57)摘要

本发明涉及减少高盐废水的至少一种选自

硝基苯、甲酸盐/甲酸根、苯酚、4,4'‑亚甲基二苯

胺（MDA）和苯胺的污染物的含量的方法，所述方

法包括以下步骤：（a）提供包含高盐废水和所述

至少一种污染物的组合物A，和（b）使组合物A与

地中海富盐菌细胞接触，由此生成包含所述组合

物A和所述至少一种嗜盐微生物菌株细胞的组合

物B。本发明进一步涉及生产氯气和氢氧化钠的

方法。本发明还涵盖了包含高盐废水、所述至少

一种污染物和地中海富盐菌细胞的组合物。
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1.减少高盐废水中选自硝基苯、甲酸根、苯酚、亚甲基二苯胺和苯胺的至少一种污染物

的含量的方法，所述方法包括以下步骤：

(a)提供包含高盐废水和所述至少一种污染物的组合物A，和

(b)使组合物A与地中海富盐菌细胞接触，由此生成包含所述组合物A和地中海富盐菌

细胞的组合物B,

其中所述高盐废水包含基于高盐废水的总体积计至少6％w/v浓度的NaCl。

2.权利要求1的方法，其中所述组合物B以基于组合物B的总体积计至少6％w/v的浓度

包含NaCl。

3.权利要求1至2任一项的方法，其中所述组合物B包含至少0 .5mg/l的甲酸根和/或

0.5mg/l的苯酚和/或0.5mg/l的硝基苯和/或0.5mg/l的4,4'‑亚甲基二苯胺和/或0.5mg/l

的苯胺。

4.权利要求1至2任一项的方法，其中所述高盐废水来自于碳酸二芳酯的生产、聚碳酸

酯的生产、或二苯基甲烷系列的多胺的生产。

5.权利要求4的方法，其中所述多胺是二胺。

6.权利要求1至2任一项的方法，其中所述组合物B还包含使得地中海富盐菌细胞能够

生长的底物。

7.权利要求6的方法，其中所述底物是碳水化合物或有机酸。

8.权利要求1至2任一项的方法，其中所述方法还包括温育组合物B的步骤(c)，由此减

少所述至少一种污染物的含量。

9.权利要求8的方法，其中步骤(c)中的温育在18℃至55℃的温度下进行和/或其中步

骤(c)中的温育在6.0至8.2的pH值下进行。

10.权利要求8的方法，其中步骤(c)中的所述温育在好氧条件下进行。

11.权利要求1至2任一项的方法，其中地中海富盐菌细胞是地中海富盐菌DSM.1411细

胞。

12.权利要求1至2任一项的方法，其中至少一种污染物的总含量减少至少30％。

13.权利要求12的方法，其中至少一种污染物的总含量减少至少90％。

14.权利要求1至2任一项的方法，其中所述方法还包括将细胞与组合物B分离，由此提

供组合物C，并且任选地其中所述方法还包括浓缩组合物C，由此提供组合物C*。

15.权利要求14的方法，其中所述方法还包括从组合物C或组合物C*中去除无机组分。

16.生产氯气和氢氧化钠的方法，包括以下步骤：

(i)提供根据权利要求14或15所述的方法的组合物C或组合物C*，和

(ii)对根据(i)的组合物施以氯化钠电解工艺，由此产生氯气和氢氧化钠以及任选的

氢气。

17.权利要求16的方法，其中所述氯化钠电解采用氯化钠的膜电解池电解。

18.地中海富盐菌细胞用于减少高盐废水中选自硝基苯、甲酸根、苯酚、亚甲基二苯胺

和苯胺的至少一种污染物的含量的用途，其中所述高盐废水包含基于高盐废水的总体积计

至少6％w/v浓度的NaCl。

19.组合物B，包含高盐废水，选自硝基苯、甲酸根、苯酚、亚甲基二苯胺和苯胺的至少一

种污染物，以及地中海富盐菌细胞，其中所述高盐废水包含基于高盐废水的总体积计至少
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6％w/v浓度的NaCl。

权　利　要　求　书 2/2 页

3

CN 111479784 B

3



通过嗜盐古菌生物降解有机污染物

[0001] 本发明涉及减少高盐废水中至少一种选自硝基苯、甲酸盐/甲酸根、苯酚、4,4'‑亚

甲基二苯胺（MDA）和苯胺的污染物的含量的方法，所述方法包括以下步骤：（a）提供包含高

盐废水和所述至少一种污染物的组合物A，和（b）使组合物A与地中海富盐菌（Haloferax 

mediterranei）细胞接触，由此生成包含所述组合物A和地中海富盐菌细胞的组合物B。本发

明进一步涉及生产氯气和氢氧化钠的方法。本发明进一步涵盖了包含高盐废水、所述至少

一种污染物和地中海富盐菌细胞的组合物。

[0002] 工业过程产生数百万升高盐残余水。据估计，全球流出物中的5%是高盐的。

[0003] 例如，二苯基甲烷系列的二胺和多胺（其为用于生产聚氨酯的主要中间体）的生产

伴随着大量高盐废水的产生（参见US2009240076）。二苯基甲烷系列的二胺和多胺通常通过

在酸催化剂（如盐酸）的存在下使苯胺与甲醛反应来生产。在产生二苯基甲烷系列的二胺和

多胺后，通过添加碱（通常为氢氧化钠水溶液）来中和酸催化剂。通常，添加中和剂，以使所

得中和混合物可以分离为含有二苯基甲烷系列的多胺及过量苯胺的有机相和含有氯化钠

与残余有机成分的水相（即高盐废水）。过去，高盐废水通常在通过物理和/或化学方法（例

如吸附、臭氧化和电化学处理）除去有机成分后弃置，参见US2009240076。

[0004] 但是，用于处理含有有机化合物的残余水的物理和/或化学方法通常不能将含盐

残余物流中的总有机碳含量减少至所要求的最高水平以下。残余水（如生产二苯基甲烷系

列的二胺和多胺所产生的废水）常常包含有机污染物如甲酸盐/甲酸根、苯酚、苯胺、硝基苯

和4,4'‑亚甲基二苯胺（MDA），并在用淡水大量稀释后排入环境中或通过物理‑化学方法处

理它们。因此，需要高盐废水的替代处理方案。

[0005] 通过好氧和厌氧生物处理来处理有机物的替代系统目前是主要研究焦点。常规的

非嗜极微生物不能在高盐浓度下进行有机污染物的去除。当盐胁迫与污染胁迫相叠加时，

嗜盐菌在高盐浓度的存在下降解或转化不同有机污染物的能力非常重要。因此，非常需要

能够在高盐浓度下生长或能够降解或转化高盐废水中的不同有机污染物的微生物。

[0006] 高盐废水中存在的典型有机污染物是甲酸盐/甲酸根、苯酚、苯胺、硝基苯和4,4'‑

亚甲基二苯胺（MDA）。这些化学中间体通常用于制造除草剂、显影剂、香水、药物、橡胶和染

料。

[0007] 由于它们在工业中的广泛使用，越来越大量的这些化合物被释放到土壤和水体

中，这对活生物体构成了环境威胁和健康风险。

[0008] 此外，高盐溶液是氯碱工艺的重要材料，氯碱工艺是电解氯化钠（NaCl）的工业方

法。它是用于生产氯气和氢氧化钠的技术。但是，需要非常纯的高盐溶液。因此，难以将再循

环的高盐废水用于氯碱工艺。例如，来自亚甲基二胺生产的高盐废水含有有机污染物如甲

酸盐/甲酸根、苯酚、苯胺、硝基苯和4,4'‑亚甲基二苯胺（MDA），其应当在对废水施以氯碱工

艺之前除去。例如，必须除去甲酸盐/甲酸根，否则氯气将被CO2污染。

[0009] 先前对有机化合物（如甲酸盐/甲酸根或苯胺）的生物降解的研究集中于单一化合

物在温和条件下的降解或转化。但是，在高盐浓度（例如高达2000  mg/l  NaCl）的存在下能

够同时降解多种有机化合物（如甲酸盐/甲酸根、苯酚、苯胺、MDA和硝基苯）的微生物目前还
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未知。

[0010] 例如，苯胺和/或甲酸盐/甲酸根的生物降解先前已经报道为在温和条件下被假单

胞菌属（Pseudomonas）、毛单胞菌属（Comamonas）、不动杆菌属（Acinetobacter）、红球菌属

（Rhodococcus）、弗拉特氏菌属（Frateuria）、莫拉菌属（Moraxella）、代尔夫特菌属

（Delftia）、诺卡菌属（Nocardia）和迪茨氏菌属（Dietzia）的多种细菌物种降解。但是，含有

苯胺和/或甲酸盐/甲酸根和潜在的其它有机污染物如硝基苯、苯酚和/或MDA的残余物流常

常具有提高的盐度，并且由于高盐浓度破坏普通生物处理系统中存在的细菌代谢，因此高

盐残余物流的处理是一项挑战。而且，将普通细菌用于高盐残余物流需要用淡水（如果有的

话）预先稀释以降低盐度。

[0011] WO  2013/124375公开了通过某些嗜盐和/或嗜盐嗜碱微生物减少总有机碳。

[0012] Woolard和Irvine（1995）公开了在序批式反应器中处理高盐废水（Woolard和

Irvine.  Treatment  of  hypersaline  wastewater  in  the  sequencing  batch  reactor. 

Water  Research  29.4  (1995):  1159‑1168）。

[0013] Rodriguez‑Valeria等人（1983）报道了地中海盐杆菌（Halobacterium 

mediterranei）的鉴定，这是一种利用碳水化合物的极端嗜盐菌的新物种。已经显示地中海

盐杆菌能够使用许多不同的化合物作为唯一的碳和能量来源，并且不产生H2S。

[0014] Campo等人（2011）涉及来自被芳族化合物污染的土壤的活性污泥。观察到高达5 

mg /l  苯胺的胺类（如苯胺和M DA）的好氧生物降解（Ca m po ,  P等人 ,  Ae ro bi c 

biodegradation  of  amines  in  industrial  saline  wastewaters.  Chemosphere  85.7 

(2011):  1199‑1203）。

[0015] Antón等人（1988）报道了通过地中海富盐菌生产细胞外多糖。作者表明，地中海富

盐菌能够产生胞外聚合物质，特别是含有甘露糖作为主要组分的杂多糖，这使菌落具有典

型的黏液特性。该物质在所检测的几种条件和底物下产生，尽管用糖类（特别是葡萄糖）作

为碳和能量来源获得最高产率（Antón ,  J等人 ,  Production  of  an  extracellular 

polysaccharide  by  Haloferax  mediterranei .  Applied  and  Environmental 

Microbiology  54.10  (1988):  2381‑2386）。

[0016] Oren（2000）研究了嗜盐菌。作者提到富盐菌属（Haloferax）物种用于生产聚β羟基

链烷酸酯或细胞外多糖的潜在用途。特别地，据报道，可以由嗜盐古细菌地中海富盐菌以高

产率获得作为生物可降解塑料材料的来源的β‑羟基链烷酸酯。此外，地中海富盐菌可以积

聚与罗尔斯顿氏菌属一样多的β‑羟基链烷酸酯，并可以使用淀粉作为廉价的碳和能量来源

（Oren ,  A.  Diversity  of  halophilic  microorganisms:  environments ,  phylogeny , 

physiology ,  and  applications .  Journal  of  Industrial  Microbiology  and 

Biotechnology  28.1  (2002):  56‑63）。

[0017] Oren等人（2014）进一步报道了地中海富盐菌在代谢上非常多样，并具有广泛的耐

盐性。根据作者的说法，地中海富盐菌是一种古细菌，其比任何其它可比较的极端嗜盐菌生

长更快，具有宽的耐盐性窗口，可以在简单和复杂的底物上生长，并降解聚合物质，具有不

同的厌氧生长模式，可以积聚储存聚合物，产生气体囊泡，并分泌能够杀死其它古菌的嗜盐

菌素（Oren,  A等人,  Microbial  weeds  in  hypersaline  habitats:  the  enigma  of  the 

weed‑like  Haloferax  mediterranei .  FEMS  microbiology  letters  359.2  (2014): 
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134‑142）。

[0018] 尽管存在许多涉及芳族化合物的微生物降解的报道，但是在高盐浓度下有机污染

物的降解仍然受到限制。因此，当盐胁迫叠加污染胁迫时，在高盐浓度存在下降解或转化有

机污染物的微生物至关重要。特别地，非常需要减少高盐废水中硝基苯、甲酸盐/甲酸根、苯

酚、4,4'‑亚甲基二苯胺（MDA）和/或苯胺的含量的手段和方法。

[0019] 据报道，古菌菌株地中海富盐菌DSM.1411具有代谢多样性，可能使用大范围的单

一碳源。已报道，地中海富盐菌DSM.1411可以使用广泛的糖类、有机酸和甘油以及某些氨基

酸作为底物，当它们作为唯一碳源存在时促进生物量增长。对于水的生物修复过程，该菌株

还用于除去硝酸盐和亚硝酸盐。但是，不存在一个关于该菌株在高盐废水中生长的报道，也

没有一个关于底物甲酸盐/甲酸根、苯酚、苯胺、硝基苯和/或4,4'‑亚甲基二苯胺（MDA）在高

盐条件下降解的报道。

[0020] 作为本发明基础的技术问题可以视为提供符合前述需求的方法。该技术问题通过

权利要求和下文中表征的实施方案来解决。

[0021] 有利地，在本发明的研究中已发现，地中海富盐菌DSM.1411在高盐度条件下有效

地降解不同污染物。特别地，已经显示可以通过地中海富盐菌DSM.1411降解污染物，如甲酸

盐/甲酸根、苯酚、硝基苯、苯胺和4,4'‑亚甲基二苯胺（MDA）。

[0022] 本发明的发现是令人惊讶的。例如，迄今为止尚没有关于在盐度下硝基苯的生物

降解的报道。因此，这是首次显示该组分在盐的存在下是可生物降解的。此外，显示了地中

海富盐菌DSM.1411的细胞可以同时降解来自其高盐环境的所有前述化合物。本发明的这些

发现可以应用于自然和工业残余物流。

[0023] 因此，本发明涉及减少废水中至少一种选自硝基苯、甲酸盐/甲酸根、苯酚、亚甲基

二苯胺（MDA），特别是4,4'‑亚甲基二苯胺（MDA）、和苯胺的污染物的含量的方法，所述方法

包括以下步骤：

[0024] （a）提供包含废水和所述至少一种污染物的组合物A，和

[0025] （b）使组合物A与地中海富盐菌细胞接触，由此生成包含所述组合物A和地中海富

盐菌细胞的组合物B。

[0026] 根据本发明的方法的步骤（a），将提供包含废水的组合物A。所述组合物A是包含所

述废水和所述至少一种选自硝基苯、甲酸盐/甲酸根、苯酚、4,4'‑亚甲基二苯胺（MDA）和苯

胺的污染物的溶液。该废水将为高盐废水，即如下文中定义的具有高NaCl浓度的废水。特别

地，该废水将为包含所述至少一种污染物的工业废水，如工业盐水。

[0027] 根据本发明的方法的步骤（b），使组合物A与地中海富盐菌细胞接触。由此，生成包

含组合物A（并由此包含废水和所述至少一种污染物）和地中海富盐菌细胞（即该菌株的细

胞）的组合物B。在本发明的方法的一个实施方案中，通过将组合物A与细胞混合以使组合物

A与该细胞接触。

[0028] 地中海富盐菌菌株是嗜盐菌株，由此需要高NaCl浓度以便生长。因此，组合物B将

以高浓度包含NaCl。这使得能够在不稀释废水的情况下处理高盐废水（即使得能够如本文

中所述那样减少污染物）。

[0029] 因此，组合物B，以及由此的高盐废水，将以高浓度包含NaCl。本文中所述的高NaCl

浓度是基于废水或组合物的总体积计至少6%（w/v）的浓度。废水、组合物A或B可以以高达
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NaCl的饱和浓度的浓度包含NaCl，因为在作为本发明基础的研究中已经显示，即使在20.0%

（w/v）的NaCl浓度下也可以减少例如苯胺含量。因此，该浓度的上限在原则上是NaCl的饱和

浓度。因此，高NaCl浓度是基于废水或组合物的总体积计至少6%（w/v）至最高25%（w/v）的浓

度。因此，该废水不是半咸水或海水，这二者均具有较低的NaCl浓度。

[0030] 优选地，高NaCl浓度为基于组合物或废水（例如组合物B）的总体积计至少7%（w/

v）、更优选至少10%（w/v）、甚至更优选至少12%（w/v）、和最优选至少15%（w/v）的NaCl浓度。

[0031] 尽管高NaCl浓度的上限在原则上是NaCl的饱和浓度，但设想废水、组合物A或B以

小于饱和浓度的浓度包含NaCl。优选地，废水、组合物A或组合物B中的NaCl浓度为基于组合

物或废水的总体积计小于23%（w/v）、更优选小于22%（w/v）、甚至更优选小于20%（w/v）。

[0032] 在作为本发明基础的研究中，已经显示，在大约17%（w/v）的NaCl浓度下实现了最

佳处理。因此，同样基于组合物或废水的总体积计，废水、组合物A、或B优选以12%至22%（w/

v）的浓度、更优选以12%至20%（w/v）的浓度、甚至更优选以15%至20%（w/v）的浓度、和最优选

以16%至18%（w/v）的浓度包含NaCl。

[0033] 最佳NaCl浓度可以取决于污染物。例如，相对于苯胺，废水、组合物A或B优选以基

于组合物或废水的总体积计12%至最高25%（w/v）的浓度包含NaCl。此外，最佳NaCl浓度可能

取决于废水/组合物中污染物的浓度。例如，在作为本发明基础的研究中，观察到如果苯胺

浓度高（例如大于20  mg/l）的话，更高浓度的NaCl使得能够促进苯胺的减少。

[0034] 可以在各种工业废水中发现高NaCl浓度。在一个优选实施方案中，从亚甲基二胺

生产（作为聚氨酯的预产物）中分离出高盐废水。因此，本发明的方法的步骤a）可以包括从

亚甲基二胺生产中分离高盐废水。

[0035] 特别地，该废水来自于，即分离自二苯基甲烷系列的二胺和多胺的生产。术语“二

苯基甲烷系列的二胺和多胺”是指以下类型的胺和胺的混合物：

[0036]

[0037] 其中n是2或大于2的整数。

[0038] 如本文中其它地方所述，二苯基甲烷系列的二胺和多胺是聚氨酯的预产物，并可

以通过公知的方法来生产。生产所述二苯基甲烷系列的二胺和多胺的优选方法例如公开在

EP  1  813  598  A1中，其经此引用以其全文并入本文。

[0039] 在一个实施方案中，通过在酸催化剂的存在下使苯胺与甲醛反应来生产二苯基甲

烷系列的二胺和多胺。在一个实施方案中，将盐酸用作酸催化剂。在生产二苯基甲烷系列的

二胺和多胺后，通过添加氢氧化钠来中和该酸催化剂。优选地，添加中和剂，以使所得中和

混合物可以分离为含有二苯基甲烷系列的二胺和特别是多胺以及过量的苯胺的有机相和

水相。该水相是如本文中所述的含有至少一种污染物的高盐废水。

[0040] 在本发明的另一实施方案中，高盐废水分离自，即来自于碳酸二芳酯的生产。碳酸

二芳酯（更特别为碳酸二苯酯）的生产通常通过连续法，通过光气的生产或引入以及在惰性

溶剂中在碱和氮催化剂的存在下在反应界面处单酚与光气的后续反应来进行。碳酸二芳酯
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的生产在本领域中是公知的。优选的生产方法描述在US2008053836中，其全部内容经此引

用并入本文。

[0041] 在本发明的另一实施方案中，高盐废水分离自，即来自于聚碳酸酯的生产。

[0042] 在进行步骤a）之前，可能已经对高盐废水施以一个或多个纯化步骤。所述一个或

多个纯化步骤将能够减少废水中溶剂残余物的量。这例如可以通过用蒸汽汽提溶液和/或

用吸附剂（特别是用活性炭）处理来实现。此外，该废水可能已经过滤。此外，该高盐废水可

能已经通过用臭氧处理废水（臭氧化）来纯化。臭氧化（也称为臭氧处理）是基于将臭氧注入

水中的化学水处理技术（参见例如WO2000078682）。

[0043] 此外，设想在实施本发明的方法的步骤a）之前浓缩废水的NaCl浓度，例如通过膜

蒸馏法、渗透蒸馏或反渗透，此外，在本文中其它地方描述了浓缩包含NaCl的组合物的优选

方法。

[0044] 有利地，在本发明的上下文中已经表明，地中海富盐菌菌株的细胞能够减少高盐

盐水中的本文中所述的至少一种污染物（至少一种选自硝基苯、甲酸盐/甲酸根、苯酚、亚甲

基二苯胺，特别是4,4'‑亚甲基二苯胺（IUPAC名称：双(4‑氨基苯基)甲烷）和苯胺的污染物）

的含量。因此，设想高盐废水、组合物A和组合物B包含所述至少一种污染物。

[0045] 根据本发明，至少一种选自硝基苯、甲酸盐/甲酸根、苯酚、亚甲基二苯胺，特别是

4,4'‑亚甲基二苯胺（MDA）和苯胺的污染物的含量将减少，即在高盐废水中并由此在组合物

A和B中的所述至少一种污染物的含量将减少。

[0046] 本文中所用的术语“至少一种污染物”是指一种或多于一种。因此，可以减少一种、

两种、三种、四种或五种污染物的含量。在一个优选实施方案中，减少一种污染物的含量。在

一个优选实施方案中，通过本发明的方法减少四种污染物的含量：根据本发明的方法所述

的甲酸盐/甲酸根、苯酚、亚甲基二苯胺，特别是4,4'‑亚甲基二苯胺（MDA）和苯胺。在另一优

选实施方案中，通过本发明的方法减少根据本发明的方法所述的所有五种污染物的含量。

特别地，所述含量同时减少。

[0047] 因此，高盐废水、组合物A和B将包含所述至少一种污染物，优选至少0.5  mg/l的甲

酸盐/甲酸根、0.5  mg/l的苯酚、0.5  mg/l的硝基苯、0.5  mg/l的4,4'‑亚甲基二苯胺（MDA）

和/或0.5  mg/l的苯胺，更优选3  mg/l的甲酸盐/甲酸根、3  mg/l的苯酚、3  mg/l的硝基苯、3 

mg/l的4,4'‑亚甲基二苯胺（MDA）和/或3  mg/l的苯胺。

[0048] 以下应用于污染物苯胺：

[0049] 优选地，高盐废水、组合物A和/或组合物B以至少0 .5  mg/l的量、更优选以至少2 

mg/l的量、和最优选以至少5  mg/l的量包含苯胺。此外，设想组合物A（或B）以至少10  mg/l

的量、特别是以至少20  ml/l的量包含苯胺。

[0050] 同样优选地，高盐废水、组合物A和/或组合物B以1至100  mg/l的量、更优选以2至

50  mg/l的量、和最优选以2至20  mg/l的量包含苯胺。此外，设想其以2至12  mg/l的量包含

苯胺。

[0051] 以下应用于污染物甲酸盐/甲酸根：

[0052] 优选地，高盐废水、组合物A和/或组合物B以至少10  mg/l的量、更优选以至少30 

mg/l的量、和最优选以至少100  mg/l的量包含甲酸盐/甲酸根。

[0053] 同样优选地，高盐废水、组合物A和/或组合物B以10  mg/l至10  g/l的量、更优选以
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30  mg/l至1  g/l的量、和最优选以50至500  mg/l的量包含甲酸盐/甲酸根。

[0054] 以下应用于污染物硝基苯：

[0055] 优选地，高盐废水、组合物A和/或组合物B以至少1  mg/l的量、更优选以至少5  mg/

l的量、和最优选以至少10  mg/l的量包含硝基苯。

[0056] 同样优选地，高盐废水、组合物A和/或组合物B以1至100  mg/l的量、更优选以2至

50  mg/l的量、和最优选以2至20  mg/l的量包含硝基苯。

[0057] 以下应用于污染物4,4'‑亚甲基二苯胺：

[0058] 优选地，高盐废水、组合物A和/或组合物B以至少0 .25  mg/l的量、更优选以至少

0.5  mg/l的量、和最优选以至少1  mg/l的量包含4,4'‑亚甲基二苯胺。此外，设想其以至少3 

mg/l的量包含4,4'‑亚甲基二苯胺。

[0059] 同样优选地，高盐废水、组合物A和/或组合物B以0.25至30  mg/l的量、更优选以1

至10  mg/l的量、和最优选以2至7  mg/l的量包含4,4'‑亚甲基二苯胺。此外，设想其以0.5至

20  mg/l的量包含4,4'‑亚甲基二苯胺。

[0060] 以下应用于污染物苯酚：

[0061] 优选地，高盐废水、组合物A和/或组合物B以至少1  mg/l的量、更优选以至少5  mg/

l的量、和最优选以至少10  mg/l的量包含苯酚。此外，设想其以至少20  mg/l的量包含苯酚。

[0062] 同样优选地，高盐废水、组合物A和/或组合物B以1至500  mg/l的量、更优选以5至

100  mg/l的量、和最优选以5至50  mg/l的量包含苯酚。此外，设想其以5至20  mg/l的量包含

苯酚。

[0063] 优选地，组合物A具有大于50  mg/l、更优选大于60  mg/l、甚至更优选大于60  mg/

l、和最优选大于65  mg/l的总有机碳（“TOC”）含量。此外，设想组合物A具有大于70  mg/l、特

别是大于70  mg/l的TOC（总有机碳）含量。优选地，组合物A具有高达1000  mg/l和更高的总

有机碳（“TOC”）含量。

[0064] 根据本发明，高盐废水的至少一种污染物的含量和由此组合物A和组合物B各自的

所述至少一种污染物的含量将减少（术语“含量”、“量”和“浓度”在本文中可互换使用）。所

述至少一种污染物选自硝基苯、甲酸盐/甲酸根、苯酚、亚甲基二苯胺，特别是4,4'‑亚甲基

二苯胺（MDA）和苯胺。本文中所用的术语“减少”指的是高盐废水的污染物（即至少一种污染

物）含量的显著减少。优选地，该术语表示减少高盐废水、组合物A和组合物B中分别存在的

所述污染物的总含量的至少30%、至少50%、至少70%或特别是至少90%或至少95%的所述污染

物。因此，组合物B（或组合物A）中的如本文中所述的污染物的总含量将减少至少30%、至少

50%、至少70%或特别是至少90%、或至少95%。

[0065] 所得组合物C，即经处理的废水，优选以小于5  mg/l的量包含苯胺。更优选地，其以

小于1  mg/l和最优选小于0.2  mg/l的量包含苯胺。

[0066] 同样优选地，在实施本发明的方法后，经处理的废水以小于15  mg/l、更优选小于

10  mg/l和最优选小于5  mg/l的量包含甲酸盐/甲酸根。

[0067] 同样优选地，在实施本发明的方法后，经处理的废水以小于15  mg/l、更优选小于

10  mg/l和最优选小于5  mg/l的量包含硝基苯。

[0068] 同样优选地，在实施本发明的方法后，经处理的废水以小于15  mg/l、更优选小于

10  mg/l和最优选小于5  mg/l的量包含4,4'‑亚甲基二苯胺。
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[0069] 同样优选地，在实施本发明的方法后，经处理的废水以小于15  mg/l、更优选小于

10  mg/l和最优选小于5  mg/l的量包含苯酚。

[0070] 此外，设想完全消除所述至少一种污染物。

[0071] 通过实施本发明的方法，TOC含量也将减少（即除了所述至少一种污染物的含量之

外）。优选地，经处理的废水具有小于40  mg/l、更优选小于30  mg/l和最优选小于20  mg/l的

TOC含量（特别是在将细胞与组合物B分离后，如本文中其它地方所述）。

[0072] 优选地，本文中所述的至少一种污染物的含量通过本文中所述的地中海富盐菌细

胞的存在和由此通过其活动而减少。优选地，通过经由所述细胞降解污染物来减少所述含

量。通过稀释废水、或组合物A或B降低至少一种污染物的浓度不被视为减少所述至少一种

污染物的含量。因此，术语“减少至少一种污染物的含量……”不包括通过稀释作用（例如通

过稀释高盐废水或组合物A或B）降低所述至少一种污染物的浓度。

[0073] 根据本发明要使用的细胞是地中海富盐菌细胞。优选地，所述细胞是来自已经以

DSM编号1411保藏在DSM（Deutsche  Sammlung  von  Mikroorganismen  und  Zellkulturen, 

Braunschweig ,  Germany）的地中海富盐菌菌株的细胞。因此，预期使用来自地中海富盐菌

DSM  1411菌株的细胞（在本文中缩写为HFX）。该菌株已经由Rodriguez‑Valera,  F.,  Juez, 

G .,  Kushner ,  D .  J .  (1983) .  Halobacterium  mediterranei  sp .  nov .,  a  new 

carbohydrate‑utilizing  extreme  halophile.  Syst.Appl.Microbiol.4:369‑381进行了

描述。该文献经此引用以其全文并入本文。

[0074] 如何培养该菌株在本领域中是公知的。例如，对于该菌株，可以例如从DSMZ数据库

评估合适的培养条件。适于该菌株的培养基组成描述在实施例部分的实施例1中。

[0075] 要在步骤b）中与组合物A接触（即与组合物A混合）的细胞应当是活的，即活细胞。

如何评估细胞是否存活可以通过公知的方法来评估。当然，一定百分比的要与组合物A混合

的细胞可能不是活的。但是，本领域技术人员考虑到了这一点。

[0076] 在一个实施方案中，将地中海富盐菌的细胞悬浮液与组合物A混合。该细胞优选源

自相应菌株的细胞的预培养物。该悬浮液应包含合适的底物（即碳源）。尽管并非必需，细胞

的预培养可以在本文中所述的至少一种污染物的存在下进行。

[0077] 要与组合物A混合（即与组合物A接触）的本文中所述的地中海富盐菌的细胞的量

可以由本领域技术人员确定。要混合的细胞量将允许充分地减少在高盐废水中和由此在组

合物A和B（其包含高盐废水）中的本文中所述的至少一种污染物。该量例如取决于要通过本

发明的方法处理的组合物A的体积。通常，要处理的组合物A的体积越大，要使用的细胞的量

也将越大。本领域技术人员将考虑到这一点。

[0078] 该混合可以在合适的容器中进行。在一个实施方案中，该混合在生物反应器中进

行。本文中所用的术语“生物反应器”是指其中严密控制条件以允许减少本文中所述的至少

一种污染物的含量的系统。在一个实施方案中，所述生物反应器是搅拌釜反应器。优选地，

该生物反应器由非腐蚀性材料如不锈钢制成。该生物反应器可以具有任何尺寸，只要其可

用于组合物B的温育。优选地，该生物反应器允许大幅度减少所述至少一种污染物的含量。

因此，设想该生物反应器具有至少1、10、100、500、1000、2500或5000升的体积或任何中间体

积。但是，还设想以小规模（如采用5至100毫升的组合物B）实施本发明的方法。

[0079] 组合物B可以进一步包含使得能够通过地中海富盐菌细胞减少所述至少一种污染
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物的含量的培养基组分。此类培养基组分在本领域中是公知的，并包括例如NH4Cl、KH2PO4、

Na2SO4、MgCl2（例如MgCl2•6H2O）、FeCl3、MgSO4、CaCl2（例如CaCl2•2H2O）、KBr和KCl。在一个实

施方案中，组合物B包含磷源、氮源、硫源、钾源和/或镁源（作为培养基组分）。组合物B可以

进一步包含微量元素如铁、铜、锌和钴。在一个实施方案中，在组合物A与细胞接触后，即该

组合物与细胞混合（如步骤（b）中所述）后，将培养基组分添加到组合物B中。

[0080] 可以由本领域技术人员毫不费力地选择合适的培养基组分。此外，本领域技术人

员可以毫不费力地确定合适的培养基组分浓度。

[0081] 例如，以下培养基组分的以下浓度范围和浓度被认为是合适的。但是，本发明不限

于上文提及的培养基组分和以下浓度范围。

[0082] 组合物B中的浓度：

[0083] •  NH4Cl：0.5至3  g/l，例如1.5  g/l

[0084] •  KH2PO4：0.05至0.5  g/l，例如0.15  g/l

[0085] •  MgCl2*6H2O：0.5至3  g/l，例如1.3  g/l

[0086] •  CaCl2*2H2O：0.1至2  g/l，例如0.55  g/l

[0087] •  KCl：0.5至3  g/l，例如1.66  g/l

[0088] •  MgSO4.7H2O：0.5至3  g/l，例如1.15g/l

[0089] •  FeCl3：0.001至0.1  g/l，例如0.005  g/l

[0090] •  KBr：0.1至2  g/l，例如0.5  g/l

[0091] •  MnCl2.4H2O：0.001至0.1  g/l，例如0.003  g/l。

[0092] 在实施例部分的表1中规定了培养基组分的其它优选浓度。此外，该组合物可以包

含微量元素。

[0093] 在本发明的一个优选实施方案中，组合物B进一步包含底物。所述底物将允许地中

海富盐菌细胞生长。底物是否允许菌株生长可以由本领域技术人员毫不费力地评估。

[0094] 在一个实施方案中，除了至少一种选自硝基苯、甲酸盐/甲酸根、苯酚、亚甲基二苯

胺，特别是4,4'‑亚甲基二苯胺（MDA）和苯胺的污染物之外，所述底物也将存在，因为污染物

仅被降解而不用作底物。因此，预期的是，该底物不是所述至少一种污染物，即不是硝基苯、

甲酸盐/甲酸根、苯酚、亚甲基二苯胺，特别是4,4'‑亚甲基二苯胺（MDA）和苯胺。因此，该底

物在本文中也被称为辅底物。

[0095] 优选地，所述底物的存在使得能够促进例如苯胺和甲酸盐/甲酸根的含量的减少

（参见实施例部分）。例如，添加甘油显著提高了所有污染物（甲酸盐/甲酸根、苯胺、MDA、硝

基苯和苯酚）的降解率，同样参见实施例和图1。

[0096] 优选将底物添加到组合物B中。因此，设想底物在组合物A中不存在或基本不存在。

所述底物优选是碳水化合物（其使得地中海富盐菌细胞能够生长），所述底物更优选是甘

油、有机酸或糖（其使得地中海富盐菌细胞能够生长），该底物更优选选自甘油、乙酸盐/乙

酸根、葡萄糖、蔗糖、乳酸盐/乳酸根、苹果酸盐/苹果酸根、琥珀酸盐/琥珀酸根和柠檬酸盐/

柠檬酸根。在一个特别优选的实施方案中，该底物是甘油。

[0097] 优选地，如果温育以连续过程的方式进行，则组合物B包含底物。底物将允许生物

量以缓慢速率增长以实现连续模式下降解的稳定性。有利地，观察到例如将另外的底物（甘

油）连续添加到组合物B（即含有组合物B的反应器）中时，一旦细胞以其最大生长速率生长，
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苯胺的含量就可以连续下降。

[0098] 本领域技术人员可以毫不费力地确定适于底物的浓度或浓度范围。减少废水（组

合物A）中的本文中所述至少一种污染物的含量和由此本文中所述的温育优选在碳限制下

进行。因此，设想底物的浓度（如生长）允许生物量以缓慢速率生长。由此产生新鲜的生物

量，这使得能够以连续方式减少所述至少一种污染物的含量。优选地，以完全被细胞吸收的

量将该底物添加到组合物B中。因此，设想通过添加底物将不会增加TOC含量。

[0099] 例如，设想组合物B中的底物浓度，特别是上面提及的底物的浓度为0.5  g/l至10 

g/l、特别是0.5  g/l至5  g/l。

[0100] 在本发明的一个实施方案中，特别是在将组合物A与地中海富盐菌细胞混合之后，

将另外的培养基组分和/或合适的底物添加到组合物B中。例如，另外的培养基组分和/或合

适的底物可以在组合物B的温育开始时或在组合物B的温育期间添加（例如连续或以脉冲形

式）。

[0101] 当然，底物的浓度在温育过程中将改变，因为底物将以一定速率被组合物B所包含

的细胞代谢。因此，底物浓度可能并不恒定。然而，在温育过程中可能添加附加的底物以补

偿底物含量的减少。

[0102] 根据本发明的方法，设想在步骤（b）中使组合物A与细胞接触不会显著提高所得组

合物B的体积（与组合物A的体积相比）。因此，组合物B的主要组分将是组合物A。因此，步骤

（b）不会显著稀释组合物A。稀释因子优选低于1.2、更优选低于1.1、和最优选低于1.05。此

外，设想稀释因子低于1.03或1.02。本文中所用的术语“稀释因子”优选是指组合物B的体积

与组合物A的体积之比。换句话说，组合物B包含（特别是由其组成）基于组合物B的总重量计

至少80重量%、更优选至少90重量%、和最优选至少95重量%的组合物A。此外，设想组合物B包

含（特别是由其组成）基于组合物B的总重量计至少97重量%或98重量%的组合物A。由于稀释

因子可忽略不计，设想组合物A包含与组合物B相同或基本相同含量的所述至少一种污染物

和NaCl。因此，对组合物A或高盐废水提供的NaCl和至少一种污染物的浓度优选也是组合物

B中的NaCl和至少一种污染物的浓度。当然，组合物B中的所述至少一种污染物的浓度由于

地中海富盐菌细胞的活动将会随时间降低。

[0103] 在使组合物A与细胞接触后，将所得的组合物B温育以便能够通过地中海富盐菌来

减少所述至少一种污染物。因此，本发明的方法优选包括温育组合物B的另一步骤（c）。在该

温育步骤中，减少了所述至少一种污染物的含量。

[0104] 因此，本发明特别设想了一种减少高盐废水（即包含高盐废水的组合物）的至少一

种选自硝基苯、甲酸盐/甲酸根、苯酚、亚甲基二苯胺，特别是4,4'‑亚甲基二苯胺（MDA）和苯

胺的污染物的含量的方法，所述方法包括以下步骤：

[0105] （a）提供包含高盐废水和所述至少一种污染物的组合物A，

[0106] （b）使组合物A与地中海富盐菌细胞接触，由此生成包含所述组合物A和所述地中

海富盐菌微生物菌株的细胞的组合物B，和

[0107] （c）温育组合物B，由此减少所述组合物的所述至少一种污染物的含量。

[0108] 组合物B的温育将在合适的条件下进行，即在使得能够如本文中所述通过所述地

中海富盐菌的细胞减少所述至少一种污染物的含量的条件下。优选地，温育在生物反应器

中进行。
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[0109] 优选地，组合物B的温育（和由此减少所述至少一种污染物的含量）在6.0至8.2、更

优选6.2至7.6、最优选6.8至7.4的组合物B的pH值下进行。最佳pH值为7.2。

[0110] 此外，设想温育优选在18℃至55℃的温度下、更优选在25℃至45℃的温度下、甚至

更优选在30℃至40℃的温度下、最优选在35℃至40℃的温度下进行。最佳温度为37℃。

[0111] 设想在恒温下进行所述减少。但是，还预期温度可能在温育过程中改变。在本发明

的一个优选实施方案中，在温育过程中监测组合物B的温度。

[0112] 在本发明的方法的一个优选实施方案中，搅拌组合物B（在温育过程中）。

[0113] 温育在好氧条件下进行。优选地，通过向组合物B连续添加空气或纯化氧气来维持

好氧条件。

[0114] 优选地，组合物B具有5 .8至8.5、更优选6 .0至8.0、和最优选6 .2至7 .5的pH值。因

此，温育优选在5.8至8.5、优选6.2至7.5的pH值下进行。在一个优选实施方案中，在温育过

程中监测组合物B的pH值。设想在培养过程中使pH值保持恒定。这可以例如通过添加HCl来

实现。

[0115] 在温育步骤中，细胞的生物量的浓度可以是使得能够降低所述至少一种污染物的

含量的任何浓度。例如，生物量浓度可以为0.2至10  g/l，特别是0.5至4.5  g/l。例如，对于

250  mg/l苯胺的最佳生物量浓度为1.6  g/l。因此，还设想生物量浓度为1.3至1.9  g/l。

[0116] 如上所述，本发明的方法优选大规模进行。因此，组合物B优选具有至少1、10、100、

500、1000、2500或5000升的体积或任何中间体积。但是，本发明也设想较小的体积，如至少5

毫升或100毫升的体积（例如用于试验）。

[0117] 本发明的方法，特别是在本发明的方法的步骤（c）中的如本文中所述的温育，优选

以分批法、补料分批法或连续法的形式进行，特别是以伴随着细胞保留的分批法、补料分批

法或连续法进行（优选在生物反应器中）。因此，组合物B在分批条件、补料分批条件或连续

条件下温育。术语“分批法”优选是指温育细胞的方法，其中在温育过程开始时提供最终用

于温育细胞的所有组分（包括底物和另外的培养基成分、组合物A以及细胞本身）。分批法优

选在某一点停止，并分离经处理的高盐废水。本文中所用的术语“补料分批法”是指温育细

胞的方法，其中在培养过程开始后的某个时间向培养物提供附加组分（如附加的培养基组

分和/或底物）。补料分批培养优选在某一点停止，收获培养基中的细胞和/或组分并分离经

处理的高盐废水。

[0118] 在一个特别优选的实施方案中，本发明的方法以及由此的本文中所述的温育采用

使用如上所述的底物（如甘油或乙酸盐/乙酸根）的混合进料系统在连续培养中进行。

[0119] 在本发明的前述方法的一个优选实施方案中，该方法进一步包括将地中海富盐菌

细胞与组合物B分离，由此提供组合物C的步骤。作为步骤（d），将细胞与组合物B分离将在组

合物B的温育之后，即在减少所述至少一种污染物的含量之后进行。

[0120] 所得组合物C（其在本文中也被称为“经处理的废水”）将基本不含地中海富盐菌细

胞。换句话说，组合物C将不包含细胞。

[0121] 细胞与组合物B的分离可以通过所有被认为合适的细胞保留手段来实现。例如，细

胞的分离可以通过离心、过滤、或通过倾析来实现。优选地，通过过滤将细胞与组合物B分

离。

[0122] 此外，可以将细胞固定在珠粒或固体载体上，由此使细胞与组合物B分离。
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[0123] 如果进行连续法，则预期将分离的细胞进料回到废水中。因此，分离的细胞与组合

物A接触，或特别与组合物B接触。

[0124] 如果该方法在生物反应器中进行，则生物反应器优选包括用于细胞保留的装置。

优选地，生物反应器包括适于通过过滤将细胞与组合物B分离的膜。

[0125] 组合物C优选具有小于40  mg/l、更优选小于30  mg/l和最优选小于20  mg/l的TOC

含量。

[0126] 在本发明的一个优选实施方案中，该方法进一步包括浓缩组合物C，由此得到组合

物C*。

[0127] 该步骤将提高经处理的废水的 Na Cl浓度，即 Na Cl在组合物中浓缩（u p‑

concentrated）。优选地，浓缩的组合物C*以基于组合物A的总体积计大于20.0%（w/v）、特别

是以大于22%（w/v）的浓度包含NaCl。当用于氯碱工艺的进料物流时，这些NaCl浓度是理想

浓度。

[0128] 根据本发明，组合物C的浓缩可以是通过任何认为合适的方法进行的浓缩。优选的

方法是反渗透、超滤和纳滤。在这些方法中，向过滤膜的一侧施加正渗透压。此外，可以通过

蒸发实现浓缩。

[0129] 如上所述，组合物A和B可以以基于所述组合物的总体积计大于20%（w/v）的浓度包

含NaCl。如果使用这些浓度，则在对经处理的废水施以氯碱工艺时，原则上可以省略浓缩步

骤。

[0130] 但是，可以对组合物C和C*施以进一步的纯化步骤。在本发明的方法的一个实施方

案中，该方法进一步包括从所述组合物中去除无机组分。所述无机组分优选是培养基组分

的微量元素和/或盐。在对组合物C或C*施以氯化钠电解之前将进行所述去除。

[0131] 上文中给出的定义和解释在必要修改后适用于本发明的以下主题，特别适用于本

发明的用于生产氯气和/或氢氧化钠的以下方法、适用于本发明的组合物、适用于本发明的

生物反应器、和本发明的用途。

[0132] 本发明还涉及生产氯气和氢氧化钠的方法，包括以下步骤：

[0133] （i）提供根据本发明的方法的组合物C或根据本发明的方法的组合物C*，和

[0134] （ii）对根据（a）的组合物施以氯化钠电解，由此产生氯气和氢氧化钠。

[0135] 前述方法的步骤（i），即提供根据本发明的方法的组合物C或根据本发明的方法的

组合物C*，优选包括用于减少高盐溶液的至少一种选自硝基苯、甲酸盐/甲酸根、苯酚、4,

4'‑亚甲基二苯胺（MDA）和苯胺的污染物的含量的方法的步骤。

[0136] 在一个实施方案中，通过以下步骤提供组合物C：

[0137] （a）提供包含高盐废水和所述至少一种污染物的组合物A，和

[0138] （b）使组合物A与地中海富盐菌细胞接触，由此产生包含所述组合物A和所述细胞

的组合物B，

[0139] （c）温育组合物B，由此减少该组合物的所述至少一种污染物的含量，和

[0140] （d）将地中海富盐菌细胞与组合物B分离，由此提供组合物C。

[0141] 如果提供组合物C*的话，则步骤ii）优选包括进一步的步骤（e）：浓缩组合物C，由

此提供组合物C*。

[0142] 氯化钠的电解可以通过本领域中公知的方法进行。膜电解法通常用于，例如，含有
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氯化钠的溶液的电解（关于这一主题，参见Peter  Schmittinger,  CHLORINE,  Wiley‑VCH 

Verlag ,  2000）。这里，使用一分为二的电解池，该电解池包括具有阳极的阳极空间和具有

阴极的阴极空间，阳极空间和阴极空间由离子交换膜隔开。将含有氯化钠且氯化钠浓度通

常大于300  g/l的溶液引入到阳极空间中。在阳极处，氯离子被氧化成氯气，氯气与贫化的

氯化钠溶液（大约200  g/l）一起从电解池中排放出。钠离子在电场的作用下通过离子交换

膜迁移到阴极空间中。在该迁移的过程中，取决于膜，每摩尔钠随其携带3 .5至4 .5摩尔的

水。这导致阳极电解液的水耗尽。与阳极电解液不同，通过电解水形成氢氧根离子和氢气，

水在阴极侧被消耗。在30%的入口浓度和4  kA/m2的电流密度下，随钠离子携带到阴极电解

液中的水足以将输出中的氢氧化钠浓度保持在31‑32重量%。在阴极空间中，水被电化学还

原以形成氢氧根离子和氢气。

[0143] 作为一个替代方案，可以使用气体扩散电极作为阴极，在该电极处氧气与电子反

应形成氢氧根离子并且不形成氢气。氢氧根离子与已经经由离子交换膜迁移到阴极空间中

的钠离子一起形成氢氧化钠。通常将浓度为30重量%的氢氧化钠溶液进料到阴极室中，并排

放出浓度为31‑32重量%的氢氧化钠溶液。目的是获得非常高浓度的氢氧化钠，因为氢氧化

钠通常以50%强度的溶液形式储存或运输。但是，商业膜目前不耐受浓度大于32重量%的碱

溶液，因此氢氧化钠溶液必须通过热蒸发来浓缩。

[0144] 在电解氯化钠的情况下，经由含有氯化钠的这种溶液将附加的水引入到阳极电解

液中，但是水仅经由膜排放到阴极电解液中。如果经由含有氯化钠的溶液引入的水多于可

以输送至阴极电解液的水，则阳极电解液会耗尽氯化钠，且电解不能连续进行。在氯化钠浓

度非常低的情况下，将会发生形成氧的次级反应。

[0145] 在本发明的方法的一个优选实施方案中，电解是氯化钠的膜电解池电解，特别是

使用耗氧电极的膜电解、氯化钠的隔膜电解池电解或氯化钠的汞电解池电解。

[0146] 本发明进一步涉及如上文结合本发明的方法所定义的组合物B。因此，本发明涉及

组合物B，其包含高盐废水、至少一种选自硝基苯、甲酸盐/甲酸根、苯酚、4,4'‑亚甲基二苯

胺（MDA）和苯胺的污染物、以及地中海富盐菌细胞。

[0147] 结合本发明的用于减少苯胺和/或甲酸盐/甲酸根含量的方法，公开了所述至少一

种污染物的优选含量/浓度和/或进一步优选的NaCl浓度。此外，该组合物可以包含如上所

述的组分（如其它培养基组分和/或合适的底物等等）。

[0148] 此外，本发明涉及包含至少1升的本发明的组合物B的生物反应器。

[0149] 此外，本发明涉及地中海富盐菌细胞用于减少高盐废水的至少一种选自硝基苯、

甲酸盐/甲酸根、苯酚、4,4'‑亚甲基二苯胺（MDA）和苯胺的污染物的含量的用途。特别地，本

发明涉及所述细胞用于减少组合物B的所述至少一种污染物的含量的用途。

[0150] 结合本发明的减少所述至少一种污染物的含量的方法在上文中给出的定义和解

释相应地适用于前述用途。因此，根据前述用途，优选结合本发明的方法如上文所述那样减

少所述至少一种污染物的含量。

[0151] 附图显示了：

[0152] 图1．该图示出了在加入1.4  g/L甘油作为辅底物后的真实盐水（15%w/v  NaCl）中

使用嗜盐菌地中海富盐菌的细胞降解甲酸盐/甲酸根。甲酸盐/甲酸根与甘油同时降解（用

三角形表示）。
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[0153] 在对照实验（用星号表示）不含细胞的摇瓶中，甘油和甲酸盐/甲酸根都不降解。

[0154] 图2．图表示在含有15%w/v  NaCl的模型培养基中使用地中海富盐菌细胞降解苯胺

（5和10  mg/l）。在温育并监测240小时后，在作为唯一底物的苯胺上没有观察到生物量生

长。在第二底物（50  mg/l苯酚）的存在下，显示生物量浓度随苯胺和苯酚的减少而增加。苯

胺降解的速率取决于初始苯胺浓度。在没有细菌细胞的对照实验中，没有检测到苯胺或苯

酚浓度的明显变化。

[0155] 图3．系数图显示了两个因素——初始苯胺浓度和pH——对地中海富盐菌菌株降

解苯胺的显著影响。NaCl浓度似乎对苯胺去除没有显著影响，在所有NaCl浓度下，HFX均会

降解苯胺。

[0156] 图4．响应等值线图（counter  plot）显示，对于地中海富盐菌菌株，在较低的初始

苯胺浓度下可能发生最佳的苯胺降解。

[0157] 图5．该图示出了使用嗜盐菌地中海富盐菌细胞在各种盐浓度（0至20%w/v  NaCl）

下的苯胺降解。盐浓度越高，苯胺的降解速率越高。

[0158] 图6．该图示出了使用嗜盐古菌地中海富盐菌的细胞在15%w/v盐浓度下降解硝基

苯。在温育的前24小时中，总硝基苯含量中的80%降解。在使用30  ppm硝基苯的对照实验中，

没有观察到硝基苯含量的显著减少。

[0159] 图7．使用5  g/L地中海富盐菌生物量连续处理含0.3  g/L甲酸盐/甲酸根的工业盐

水。甲酸盐/甲酸根被降解。残余甲酸盐/甲酸根浓度的量取决于稀释率。辅底物甘油对于生

物量增长是必需的，并且在稳态条件下被完全吸收。

[0160] 本说明书中引用的所有参考文献在其全部公开内容和本说明书中具体提及的公

开内容方面经此引用并入本文。

[0161] 通过以下实施例仅说明本发明。所述实施例无论如何不应解释为限制本发明的范

围。

实施例

[0162] 实施例1：摇瓶中的降解实验

[0163] 菌株和培养基

[0164] 地中海富盐菌（DSM  1411）（在本研究中为HFX）野生型菌株购自DSMZ  ‑  德国微生

物和细胞培养物保藏中心。用于接种制剂的摇瓶培养物在180  rpm和37℃下在实验室温育

箱（Infors,  Switzerland）中生长，DSMZ建议的第97号培养基略有改变，具有以下组成（g/

l）：NaCl  250、MgSO4.7H2O  20.0、KCl  2.0、柠檬酸钠  3.0、FeSO4.7H2O  0.05、MnSO4.H2O、酵母

提取物  10.0和葡萄糖  5.0；pH  7.0。总是对500毫升锥形瓶和培养基进行灭菌。

[0165] 分析

[0166] 使用Shimadzu  UV/Vis分光光度计在600  nm下在各种时间间隔内测量浊度作为细

胞生长的指标。

[0167] 使用HPLC测量培养基上清液中的残余甲酸盐/甲酸根、乙酸盐/乙酸根和甘油浓

度。在30℃下用来自Bio‑Rad的Aminex  HPX‑87H柱进行HPLC（Thermo‑Fisher）方法，等度洗

脱液为MQ水中的0.1%  TFA，流量为0.5  ml/min，随后在210  nm下进行UV检测。在20  µl的进

样体积下对于甲酸盐/甲酸根和乙酸盐/乙酸根的定量限为5  mg/l。用于定量的标样在与样
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品相同的含盐基质中制备。

[0168] 使用HPLC测量培养物上清液中的残余苯胺、苯酚、硝基苯和MDA浓度。使用Acclaim 

PA  C‑16  3  µm柱（Thermo‑Fisher）进行HPLC（Thermo‑Fisher）方法。乙腈、25  mM  KH2PO4  pH 

3.5缓冲液和MQ用作流动相，并用190  nm下的UV进行检测。在5  µl的进样体积下，对于苯胺

的定量限为1  ppm，对于苯酚的定量限为0.5  mg/l，对于硝基苯的定量限为1  ppm，对于4 ,

4'‑MDA的定量限为0.1  mg/l。也可检测到更低的浓度。

[0169] 摇瓶实验中的甲酸盐/甲酸根降解

[0170] 地中海富盐菌（DSM  1411）是一种极端嗜盐古细菌，其需要至少10%（w/v）的NaCl才

能生长。对于20‑25%  NaCl（w/v）的浓度报道了最佳生长。

[0171] 对于甲酸盐/甲酸根研究，在含有0.37  g/L甲酸盐/甲酸根和15%（w/v）NaCl的真实

工业盐水中培养细胞。将盐水的pH调节至7.0后，根据表1补充培养基组分。发酵前没有对培

养基进行灭菌。

[0172] 培养基D是具有表2中所示组成的合成培养基。

[0173]

[0174] 表1.  添加到用于培养基A、B和C的pH  7.0的盐水中的培养基组分。

[0175] 摇瓶用不含有任何复合碳或氮源的预培养物接种。接种物不含任何残余碳源。接

种摇瓶以便在200毫升的总体积中实现0.25的起始OD。使用500毫升摇瓶以180  rpm和37℃

在实验室温育箱（Infors,  Switzerland）中生长细胞。

[0176] 一式两份地进行实验，并且在仅有培养基且没有细胞的情况下进行对照实验。

[0177] 组成 量g/l

NaCl 150

甲酸盐/甲酸根 6.0 g/L

NH4Cl 1.50

KH2PO4 0.15

FeCl3 0.005
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MgCl2.6H2O 1.30

MgSO4.7H2O 1.10

CaCl2.2H2O 0.55

KCl 1.66

KBr 0.50

MnCl2.4H2O 0.003

微量元素(表3) 1ml

[0178] 表2.  用于合成培养基D的培养基组分（pH  7.0）。

[0179] 组成 量mg/100ml

FeSO4.7H2O 139

CuSO4.5H2O 100

MnCl2.4H2O 78

CoCl2.2H2O 62

ZnSO4.7H2O 86

[0180] 表3.  微量元素储备溶液的组成。

[0181] 在摇瓶实验中研究了HFX降解甲酸盐/甲酸根的能力。添加A）甘油、B）乙酸盐/乙酸

根和C）甲酸盐/甲酸根来制备三种不同的培养基。在A和B应显示HFX是否可以在辅底物的存

在下吸收甲酸盐/甲酸根的同时，试验C应显示甲酸盐/甲酸根是否支持HFX的生长。通过大

量采样监测细胞生长和甲酸盐/甲酸根降解。

[0182] 当存在第二底物（例如甘油或乙酸盐/乙酸根）时，可以检测到甲酸盐/甲酸根迅速

降解。在那些实验中，甲酸盐/甲酸根和辅底物被同时吸收。

[0183] 通过向工业盐水（培养基C）中补充附加的甲酸盐/甲酸根，研究了甲酸盐/甲酸根

是否可以被吸收并转化为生物量。结果显示，甲酸盐/甲酸根被降解，但是没有可检测到的

生长，表明甲酸盐/甲酸根被HFX用作能量源但并非用于生物量生产。

[0184] 进一步的实验显示，HFX需要第二碳源来降解甲酸盐/甲酸根。与培养基C（其是一

种已知含有有机污染物如苯胺、MDA和硝基苯的工业废物流）不同，培养基D仅含有甲酸盐/

甲酸根作为碳源。对于这种培养基，既没有检测到生长，也没有检测到甲酸盐/甲酸根的降

解。

[0185] 实施例2：摇瓶中的苯胺和苯酚吸收研究

[0186] 为苯胺吸收研究制备了合成限定培养基。下面列出了培养基组成：

[0187] 组成 量g/l

NaCl 150

NH4Cl 1.50

KH2PO4 0.15

FeCl3 0.005

MgCl2.6H2O 1.30

MgSO4.7H2O 1.10

CaCl2.2H2O 0.55

KCl 1.66
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NaHCO3 0.20

KBr 0.50

MnCl2.4H2O 0.003

微量元素 1ml

苯胺99% 5‑ 100 mg

苯酚 50至100 mg

[0188] 微量元素组成 量mg/100ml

FeSO4.7H2O 136

CuSO4.5H2O 100

MnCl2.4H2O 50

CoCl2.2H2O 44

ZnSO4.7H2O 86

[0189] 表4.  用于研究苯酚和苯胺被地中海富盐菌吸收的合成限定培养基和微量元素组

成。

[0190] 研究了该菌株的苯胺吸收。通过在3000  rpm下离心5分钟来收获先前在复合培养

基上生长的细胞。将细胞洗涤并溶解在摇瓶中，摇瓶含有100毫升相应的合成限定培养基和

15%w/v  NaCl，苯胺作为唯一碳源，并将其在37℃的温度下温育并搅拌。在零小时处，测量

OD600，并储存一毫升样品用于HPLC分析作为参照。监测在苯胺上的生长和残余苯胺浓度。

地中海富盐菌菌株并未使用苯胺作为用于生长的源，但是取决于初始苯胺浓度，随时间推

移的残余苯胺浓度表明在合成培养基上和在实际盐水上苯胺均已完全从培养基中去除。在

第二底物（在这种情况下为苯酚50至100  mg/l）的存在下，检测到生物量浓度提高和更好的

苯胺降解。在不存在苯胺的情况下也检测到苯酚的增长。为了能够控制其它过程参数，在摇

瓶以及生物反应器中的更多实验中，对苯胺和苯酚的降解进行了更详细的研究。

[0191] 实施例3：苯胺降解的最佳培养条件

[0192] 使用多变量实验设计的苯胺研究

[0193] 为了找到HFX降解苯胺的最佳条件，使用了多变量实验设计。进行了部分析因实验

设计以评价三个因素（pH、苯胺浓度和NaCl浓度）对三个参数（Δ生物量、残余苯胺浓度和

pH）的影响。在该实验中研究的因素以及相应的范围在（表5）中给出。

[0194] 因素名称 范围

pH 6.2至8.2

苯胺浓度 15至50 mg/l

NaCl 12至18 % w/v

[0195] 表5.  对于HFX降解苯胺所研究的因素和响应。

[0196] 对于该研究，统计工具Modde建议进行11项实验。在摇瓶中在37℃和170  rpm搅拌

（strokes）下在合成限定培养基上进行实验。在24小时间隔处测定生物量浓度、pH变化和残

余苯胺浓度。在144小时后获得的测量值通过Modde来分析。

[0197] 获得了 Δ苯胺的有效模型。在所有实验中苯胺均被降解。系数曲线显示了初始苯

胺浓度和pH对苯胺降解的显著影响。HFX细胞对苯胺的最佳降解发生在pH  6 .2、12%w/v 

NaCl和15  mg/l苯胺下，其中在144小时后，94%的苯胺被降解。
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[0198] 在各种盐浓度下的苯胺降解

[0199] 在摇瓶实验中在含有30  mg/l苯胺作为碳源的合成培养基中在0至20%  w/v的各种

盐浓度下研究了苯胺的降解。在24小时间隔处通过HPLC测定残余苯胺浓度。对于HFX菌株，

在高于14%w/v的较高NaCl浓度下，发生更好的苯胺降解，其中在20%w/v  NaCl下降解最好。

[0200] 实施例4：通过地中海富盐菌降解硝基苯

[0201] 对硝基苯的初步摇瓶实验

[0202] 为硝基苯吸收研究制备了合成限定培养基。在（表1）中给出了所用的培养基组成，

其中使用30和50  ppm的硝基苯作为唯一底物替代苯胺。通过在3000  rpm下离心5分钟来收

获先前在复合培养基上生长的细胞。将细胞洗涤并溶解在摇瓶中，摇瓶含有100毫升相应的

合成限定培养基和15%w/v  NaCl，硝基苯作为唯一碳源，并将其在37℃的温度和170  rpm的

搅拌下温育。在零小时处，测量OD600，并储存一毫升样品用于HPLC分析作为参照。监测在硝

基苯上的生长和残余硝基苯浓度。地中海富盐菌菌株并未使用硝基苯作为用于生长的源，

但是随时间推移的残余硝基苯浓度表明在合成培养基上和在实际盐水上硝基苯均已完全

从培养基中去除。在前24小时过程中观察到最高降解率。为了能够控制其它过程参数，在摇

瓶以及生物反应器中的更多实验中，对硝基苯的降解进行了更详细的研究。

[0203] 使用多变量实验设计的硝基苯研究

[0204] 为了找到HFX降解硝基苯的最佳条件，使用了多变量实验设计进行了研究。进行了

部分析因实验设计以评价三个因素（pH、硝基苯浓度和NaCl浓度）对三个参数（Δ生物量、残

余硝基苯浓度和Δ pH）的影响。在该实验中研究的因素以及相应的范围在（表6）中给出。

[0205] 因素名称 范围

pH 6至8

硝基苯浓度 5至25 mg/l

NaCl 15至20 % w/v

[0206] 表6.  对于HFX降解硝基苯所研究的因素和响应。

[0207] 对于该研究，统计工具Modde建议进行11项实验。在摇瓶中在37℃和170  rpm搅拌

（strokes）下在合成限定培养基上进行实验。在24小时间隔处测定生物量浓度、pH变化和残

余硝基苯浓度。在72小时后获得的测量值通过Modde来分析，显示在表7中。

[0208] 实验 pH 硝基苯 NaCl % w/v ∆ OD600 降解%

N1 6 5 15 ‑0.099 60.1

N2 8 5 15 ‑0.098 80

N3 6 25 15 ‑0.093 81

N4 8 25 15 ‑0.08 64.5

N5 6 5 20 ‑0.117 80.4

N6 8 5 20 ‑0.136 80.4

N7 6 25 20 ‑0.124 89.3

N8 8 25 20 ‑0.128 87.7

N9 7 15 17.5 ‑0.106 100

N10 7 15 17.5 ‑0.094 100

N11 7 15 17.5 ‑0.108 100
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对照 7 15 17.5 0.01 13

[0209] 表7.  显示通过HFX对硝基苯降解获得的结果。

[0210] 表7显示了实验矩阵和所获得的结果。在几乎所有实验中，硝基苯均被降解。在所

有实验中均观察到生物量浓度的降低。与实验N9至11中的100%去除相比，在没有细胞的对

照实验中发生13%的硝基苯氧化，实验N9至11显示出在HFX细胞的存在下87%的较高降解。

HFX细胞对硝基苯的最佳降解发生在CenterPoint实验，pH  7.0、17.5%w/v  NaCl和15  mg/l

硝基苯的情况下，其中在72小时后100%的硝基苯被降解。

[0211] 实施例5：以分批模式降解实际盐水中的苯胺、苯酚、硝基苯和4,4'‑MDA

[0212] 为了检查降解菌株在实际过程中在工业残余水上的适用性，在生物反应器中进行

了培养。对于本实验，HFX细胞用于使用含有15%w/v  NaCl的实际盐水的过程。在这种情况

下，控制过程参数和培养条件，并在适于在高盐环境下培养的特种耐腐蚀生物反应器设备

中进行实验。

[0213] 使用特种非腐蚀性Labfors  PEEK（Infors,  AG,  Switzerland）反应器，其规格如

下：

[0214] 硼硅酸盐玻璃培养容器：1  L容量

[0215] 硼硅酸盐玻璃排气冷却

[0216] 特种耐腐蚀聚合物（PEEK）生物反应器顶盖

[0217] 特种耐腐蚀聚合物（PEEK）温度计支架

[0218] 硼硅酸盐玻璃采样管和进气管

[0219] 特种耐腐蚀搅拌器

[0220] 反应器容器上的硼硅酸盐玻璃夹套。

[0221] 在线分析：

[0222] 排气CO2
[0223] 排气O2
[0224] 玻璃pH探头

[0225] Hastelloy  Clark  pO2和

[0226] 空气热质量流量控制器。

[0227] 将以下培养基组分添加到盐水中：KCl  0.66  g/l，NH4Cl  1.5  g/l，KH2PO4  0.15  g/

l，MgCl2.6H2O  1.3  g/l，MgSO4.7H2O  1.1  g/l，FeCl3  0.005  g/l，CaCl2.2H2O  0.55  g/l，KBr 

0.5  g/l，Mn储备液3ml和微量元素1  ml。

[0228] 温度：37℃

[0229] pH：7.2（0.5  M  HCl和0.5  M  NaOH用于pH控制）。

[0230] 由于该研究中的芳族化合物大多数被降解且不用作促进生物量增长以提高生物

反应器中生物量浓度的底物，因此在盐水上进行了分批培养，其中添加了培养基组分和甘

油作为生长底物（表1）。一旦获得足够的生物量（大约3  g/l），将含有苯胺5  mg/l、苯酚5 

mg/l和4,4'‑MDA  3  mg/l的预混物以脉冲形式添加到反应器中。在分批培养过程中，芳族化

合物的完全降解花费长达96小时。

[0231] 实施例6：在使用细胞保留系统的连续生物处理中，实际残余水中甲酸盐/甲酸根、

MDA、硝基苯、苯胺和苯酚的降解
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[0232] 具有细胞保留的生物反应器设置

[0233] 使用细胞保留系统进行实际盐水中污染物的连续降解。工业盐水补充有表1中给

出的培养基组分和作为辅底物的甘油。以使得实现0.026  h‑1的比生长速率的方式调节培养

基中甘油的量。如对于摇瓶实验所述的那样，在生物反应器中进行培养。在450  rpm搅拌和

37℃下进行生物反应器中的发酵。将使用面积为420  cm2且孔尺寸为0.2  μm的聚砜（PSU）中

空纤维微滤膜滤筒的细胞保留系统设置在生物反应器中。130至610  g/h的进料流量导致

0.1至0.6  h‑1的稀释率。通过调节与含细胞的排出流（bleed  flow）和不含细胞的收获物相

关的进料流量，可以在发酵器中实现恒定生物量。

[0234] 在整个方法过程中测量作为细胞密度指标的浊度和残余甲酸盐/甲酸根、乙酸盐/

乙酸根和甘油的HPLC分析。

[0235] 残余MDA、硝基苯、苯胺和苯酚也通过HPLC测量。

[0236] 发酵

[0237] 在1升生物反应器中培养HFX，以便在具有大约0.3克/升甲酸盐/甲酸根的连续流

的盐水中降解污染物。对于该实验，两个参数——生物量浓度（g/L）和稀释率（h‑1）分别在2‑

5  g/L和0.1‑0.6  h‑1的范围内变化。

[0238] 对于所有的连续培养均观察到明显的甲酸盐/甲酸根降解。具有较高生物量浓度

的实验导致较低的残余甲酸盐/甲酸根浓度。在具有较高流量的实验中可以测得较高的残

余甲酸盐/甲酸根浓度。

[0239] 对从反应器中采样的培养物上清液的分析表明，在生物处理过程中也可以减少

MDA和苯胺的量。苯酚和硝基苯被降解至低于检出限的浓度。HFX可以以分批以及连续的方

式降解甲酸盐/甲酸根、MDA、苯胺、苯酚和硝基苯。所提及的污染物的降解速率取决于生物

量浓度、稀释率和盐水中污染物的浓度。

[0240] 小结‑结论：

[0241] 高盐废水通常包含有机污染物如甲酸盐/甲酸根、苯胺、苯酚、硝基苯和4,4'‑亚甲

基二苯胺。几种物理和化学方法，例如吸附、臭氧化和电化学处理，用于处理含有有机化合

物的残余水。但是，大多数所提及的处理方法不能将含盐残余物流中的总有机碳含量降低

至所要求的最大水平以下。

[0242] 在本发明中，发现地中海富盐菌DSM .1411可以主动降解来自有机污染物的高达

200  g/l盐度的高盐环境中的有毒的有机污染物。此外，发现地中海富盐菌DSM.1411可以降

解来自高盐环境中的甲酸盐/甲酸根、苯胺、苯酚、硝基苯和4,4'‑亚甲基二苯胺。

[0243] 本发明可涉及对含有以下任何组分或其组合的任何高盐水的最佳和有效的处理：

甲酸盐/甲酸根、苯酚、硝基苯、4,4'‑亚甲基二苯胺（MDA）和苯胺，意在降低总有机碳含量。

[0244] 当前本发明的另一方面包括残余物转变为价值的概念。一方面，富含大量不期望

的有机污染物的高盐残余物流造成的环境问题，和另一方面，对高品质盐水作为用于其它

工业过程（如膜电解）的前体的需求，使得这些高盐残余物流的预处理绝对至关重要。本发

明有助于实现这种便宜、快速且有效的预处理，以满足膜电解由经处理的盐水产生氯气和/

或氢氧化钠的要求。
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图 1

图 2
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图 3

图 4
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图 5

图 6
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图 7
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