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我国大气污染隧煤烟型为主。每年l=ljf于SO：和酸雨所造成的宣接和

闽接豹经济损失毫达予亿元，因此，掇剿“煤烟烈”SO：污染的任务紧

迫。同时，对同益增多的城市垃圾，髓前国内主臻采用卫生填埋，其

盎接嚣暴是产生大爨骞毒骞害懿骞辊滚瘩一垃圾渗滤液，如{蓦处理、

转化和合理利用垃圾渗沥液已经成为环保中的又一新课题。

本谦题觚垃圾渗滤滚湿法潮气脱硫一微生物硫转化互补体系窭

发，使上述两种污染(废水，废气)治理过程合二为一。而本文重点

在于硫酸赫转化菌(包括硫酸盐还原蔺SRB与硫氧化菌)的分离纯纯，

著对SRB的生物学特性进行了谨尽豹磷究。褥到了以下缕论：

1．从硫酸厂废水淤泥中分离筛选出了一株SRB，其菌体形恣里弧状

或缩杼羧，藏熬绸藤大小0．4～0．6X3。o～5．Op．m，疆撰式运动，

单极生鞭毛，芽孢染色阴性， 革兰氐染色阴性。

2．从府南河污水浠水朦东样中筛选出光合细菌中的硫氧化细菌～

绿硫菌和紫硫菌，该两株麓均为卵灏形单细胞，细胞大小为

0．5～1．oXl．O～2．Op．m．革兰氏阴性．菌懋液分别为绿色和红

掠色。

3．分离菌SRB属于中温菌，最邋生长温度为35℃；最适生长

P116．0～6．5；逶量裁气不会影桶萤棒釜长。

4．分离菌SRB在硫酸熊异化作用过程中。能以甲醇、乙醇、乳酸、

葡萄糖等有机物作为电子供体；COD／s041’-比值越大，硫酸盐还

原反应进行缮就越彻底，但是当COD／SO；”毙毽大予2，5以感，

谶比值对硫酸根还腻率的影响逐渐变小．在本实验中，我们确定
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了COD／SO，2为2．0～2．5的条件，此时COD去除率在55％左右，

sO．”去除率在70％以上。

5．对分离菌SRB的无机盐培养基配方进行了正交优化，确定了最

佳配方，并且发现KH。PO．和NaCl对菌体细胞生长的影响最大；

考察了Fe”对分离菌生长的影响，随着Fe”浓度的增大，细胞生

长代谢活动更加旺盛，但是当Fe”浓度达到3～49／l以后，细胞

生长对Fe”的需要达到了饱和程度。

6．在厌氧反应器中对分离菌SRB进行了放大培养，并采用N。吹脱

H：s，提高了硫酸盐还原率；在最适环境条件中(包括pH，温度，

培养基成分，培养条件等等)，分离菌SRB在培养5天后，可还

原硫酸根1900mg／1，还原率为76％。

本研究提供了一种治理环境问题的新思路，即将话类污染物(烟

气，垃圾渗滤液)在同一套工艺中进行互补生物处理，在产生社会效

益的同时又具有一定的经济效益，体现“以废治废”的环境工程新概

念。同时本研究成果为对该互补体系进一步开展相关研究提供了良好

的基础。

关键词：脱硫，SRB，硫氧化细菌，分离筛选，生长特性研究

II



删川』：=学烦{。学位论文

Selection and Study of the Growth Characters of

Sulfate—Converting Bacteria

Chemical Engineering

Graduate：Xuesong Wan Supervisor：』i§垂鲢§墨塾女

The mission for controlling the pollution of“coal smoke type”in our

country is urgent because the economy loss resulting from S02 and acid

rain amounts to thousand hundred million yuan every year；on the other

hand，the plentiful household garbage is treated by filling into the grand，

therefore it produces substantive poisonous and harmful organic waste

water—landfill leachate．So how to handle．convert and make use of the

landfill leachate becomes a new foCUS in the field of environmental

protection．

In order to treat both of the waste water and waste gas mentioned

above，we base the study on reciprocal systems of flue gas wet

desulfurization and microbial transformation of sulfur with landfiIl

leachate。The paper focused on the selection and growth characteristic

study of the sulfate·converting bacteria that include the sulfate,reducing

bacteria and sulfur oxidizing bacteria．Some conclusions were listed as

follOWS：

1．‘A strain of sultate—reducing bacteria WaS isolated from the sullage

of Sichuan Sulfate Factory．The cetIs are vibrioid·shaped or Of thin

rod shape with the size of O．4～o．6X3．o～5．Olam．They are motile

by single polar flagella and珏on—spore*fotruing。The cells strain

Gram·negative．

2．Two strains of sulfur oxidizing bacteria were isolated from the

backwater of Fulan River．The cells of them were ovally shaped

with the size of 0．s～t．o×t．o～2—0站m．Both of the cells strain

H
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Gram—negative and the colors of the anaerobic culture are green or

red—brown，respectively．

3 The optimum temperature of the strain(SRB)is 3 5℃ ，the

optimum pH range 6．0～6．5．and it is not strictly anaerobic．

4 During the vitriol dissimilation process，the strain(SRB)can use

methyl alcohol，ether，lactic acid，glucose．．．etc．The efficiency of

vitriol dissimilation process responds to the COD／S042一value with

direct ratio，but when the COD／S042’value is over and above 2．5

hereafter，its influence towards vitriol dissimilation process falls

down．In the paper．the range of 2．0～2．5 is adopted as the COD／

S04“value，and at this rate 55 percent of S042‘and 70 percent of

COD are removed．

5．The ingredients of the media were optimized，and the conclusion

was drawn that KH2P04 and NaCI play an important role during the

growth of the strain(SRB)．The influence of the Fe2+on the strain

was studied and the metabolism activity of the strain responds to

the strength of Fe。+with direct ratio，but when the concentration of

Fe2+exceeds 3～49／l its influence on the strain falls down sharply．

6．To improve the removal ratio of the SUIrate-the strain(SRB)was

cultivated in the anaerobic reactor，and the N2 was used to blow the

H2S from the culture．At optimized conditions(pH，temperature，

culture medium，etc．)，76％of the sulfate(1 900mg／1)can be

converted after five days．

The paper try to provide a new idea to handle the environment

problem：make the two pollmants(flow gas and landfill leachate)

cooperate each other in the aame engineering。f10w,1 and produce both

social and economic benefit．therefore it represents a new’concept of

environmental and chemical engineer(ng：treat the waste with waste．At

the same time，the studying results provide a good basi s for the further

relating research in the reciprocal system．
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堕!!!查兰堡：!兰堡堡苎 一1 绪论
二十世纪以柬，科学技术和工业文明的高速发展将人类带进了一个

自H所未有的时代，整个人类世界发生了翻天覆地的变化，让人叹为观

止。但环境污染问题却日渐严重，现在已经到了一个令人触目惊心的

严重恶化阶段。国际环境保护协会已经警告人们说，人类造成的环境

污染问题已经使人类的生存处于极度危险的边缘，工业“三废”和人

类生活“三废”带来的各种资源短缺，特别是对与人类生存息息相关

的水、大气和土壤的污染。已经严重地威胁到地球上整个生物圈的正

常循环，极大地危害着人类的未来。治理环境污染已经追在眉睫。

我国大气污染以煤烟型为主⋯，所导致的酸雨覆盖面积约占国土

面积的30％。我国每年由于S0。和酸雨所造成豹直接和间接的经济损失

高达千亿元，因此，控制“煤烟型”sO。污染的任务紧迫。目前，燃煤

烟气脱硫以湿法脱硫为主，由于烟气中SO：浓度低(0．2％～0．3％)而

产生大量低质硫酸，很难资源化，存在二次污染问题；同时该类技术

投资大，运行费用高，所以在我国推广应用受到限制。

另～方面，对日益增多的城市垃圾，目前国内主要采用卫生填埋，

其直接后果是产生大量渗滤液(”j。垃圾渗沥液具有NH。和COD。，浓度高、

微生物营养元素比例失调、CoD。。变化大而NH。浓度小的特点，是有毒

有害的有机废水，对生物和植物都有极大的危害。所以采用“卫生填

埋”处理垃圾必然造成严重的二次污染。如何处理、转化和合理利用

垃圾渗沥液已经成为环保中的又一新课题。同时，在全球性的食品、

医药、造纸、发酵等工业的迅猛发展下，也带来了大量的含高浓度硫

酸赫废水(高达3000mg／1)，这类废水有很高的COD和／301)，如果不经

过处理而直接排放到水体中，将会对人体以及环境造成极大危害。

若能找到一种互补体系使上述两种污染(废水，废气)治理过程

合二：为一，其社会与经济效益不吉而喻。

硫酸然还原菌(sulfate—reducing batteria。简称SRB)[3】作

为一种硫酸盐转化菌，在微生物厌氧处理法中起着重要作用。SRB广

泛分布于土壤、各种水体、动物体内忙’，它在无氧或极少量氧的情况

下，能以有机物作为电子供体、硫酸盐作为末端电子受体进行生长代

谢，产生}|2s。同时。SRB参与自然界中多种反应，能有效降低硫酸盐
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浓度，使水体净化；还能和用还豚产生的硫化物去除废水中的重金糯，

使废水去毒‘“。

绿硫细菌和紫硫细菌照严格厌氧的专性光能臼养菌哺】，能够利用

eO：必璇澈，H。S簿为光会搀建豹雾芝氢体。存在于是照帮含毒辕纯穆豹

厌氧水体中，可把下层水中生成的HzS氧化成硫。

秀照，本谦题掇密一垃圾渗滤液澈法涵气麓蕊一徽生物硫转纯踅

补体系．即以城市垃圾渗滤液为烟气脱硫剂，烟气很容易使垃圾渗滤液

中犬部分NH：，被吹脱，而且烟气中的S0。转化为sO。”／so．，”，吸收尾液中，

出予有枧物(C源)浓度缀蹇，不{}充O：时，尾液处予厌氧状态，建

液中sO．”和高浓度的COD，BOD恰好是硫酸茄还原荫(SRB)生长繁殖所

需。予是S0。”／so,i2-逶过扩散俸鬣出熬终进入魅内，在各季孛酶黪络用下

还朦为l{。s，有机碳源在降解时产生大量的C0：，使得水体中COD，BOD

降低。在硫酸躲还原菌生’跃末期，接入绿硫细菌和紫硫细菌，将前期

生成的H。s氧化为S。两此对有机物基本耗尽，SRB缺少供氢体难以，土

长。绿硫菌和紫硫菌成为优势菌。sO。”最终转变为S，成为二次资源。

貉史二次污染，著虽成本低滚，实现耱嚣类污染貔(烟气，垃圾渗滤

液)在同一套工艺中进行甄补生物处理。在产生丰土会效益的同时又其

袁～定韵经济效益，体现“戳废治废”鹩环境工稳新襁念。
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2文献综述及研究内容
2．1烟气的危害及烟气脱硫技术

我国大气污染以煤烟型为主，烟气中危害较大的SO：是引起酸雨

的主要物质⋯。酸雨会腐蚀地面建筑物，使土壤酸化，影响动植物的

『F常生长。我国酸雨面积日益扩大，已达国土面积的30％．在2000年，

我国一次性能源消耗量超过1 2亿吨，SO。的年排放量达到3822万吨。

因酸雨造成的经济损失高达千亿元。SO。烟气来源广泛，几乎所有的工

矿企业都可能产生，但它主要来自煤炭和石油的燃烧过程，硫化物矿

石的焙烧、烧结过程、火力发电厂、有色金属冶炼厂、钢铁厂硫酸厂

以及一切燃煤或油的锅炉、炉灶都排放S0：烟气。在各种过程排放的

S0：烟气中，约有90％来自煤的燃烧过程。

我国目前年耗煤量约为14亿吨，占能源比重75％，而且耗煤量的

85％被用于直接燃烧。大量SO。排入大气，成为大气的主要污染源，从

而使我国的大气环境呈“煤烟型”污染特征。据资料报道1998年我国

SO：排放量为2090万吨，居世界各国首位。因此，控制“煤烟型”S0：

污染的任务紧迫，烟气脱硫首当其冲。

烟气脱硫的方法很多。大致可分为两类：一类为于法，即采用粉状

或粒状吸收剂，吸附剂以及电子束或等离子法来脱除烟气中的sO：；另

一类为湿法，即采用液体吸收剂洗涤烟气，吸收所含的sO：。

迄今，世界各国开发的烟气脱硫技术多达上百种，这些方法中，

有的已有工业装胃。有的还处于实验阶段a 在国外，、美国、日本、德

国等发达国家烟气脱硫方面起步早。在脱硫工艺和设备研制方面投入

大，脱硫技术在世界上一直处于领先地位，脱硫装置也得到大规模工

业应用；在国内，烟气脱硫技术的研究起步茶箨娩薯但进展缓慢。研

究的工艺方法虽然很多，但大多仍停留在小试和串试阶段，+互业化装

置少。

生物脱硫作为一项新兴技术，4医其投资小，，运行成本低，不产生

二次污染等优点而日益受到重视。生物、脱‘硫的原理是将气相中的硫化

物转移到液相中，再利用微生物的代谢作用将液相中韵硫化物降解．

该技术的基础就是硫化物降解微生物的选育。
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2．2垃圾渗滤液的危害及控制

城市擎大麓的生活竣教壹撩影璃鬻城紊攀入稍豹身体健藤和蘩活

秩序，熬至关系到人们的生存问题。有效处理城市生活垃圾是城市建

设与环境保护急待解决的问题。目前对城市生活垃圾的处理方法主要

采用“卫尘填埋”，这样处理的直接螽果怒产生大量的垃圾渗沥渡。

垃圾填埋场渗滤液对周围地下水和地表水均会造成严激的环境污染。

CaLvert曾掇簿蘸垃圾楚灌厂静蘩索涎512m运懿～强并孛永，其硬度、

钙镁浓度、总劂体量和cO：都有增加[6j。德圈Lang报导距离填埋场4km

远的造表水下游，承质出现恶俄。Nevenka，Mikac等搬导：渗滤液对

含水层的影响不仅仪在予表层，丽旦贯穿予达60m深的垂瞧截蕊。

Susanc Haper等报等渗沥液中熏金属对周围环境及对其后生物处理的

毒性彩昀。关于渗滤滚毒性，美疆翻题本等在憩镁域避缮了试验臻窥。

国内郑受英等报导⋯，广州市落老虎隧填埋场虽然1992年封场，假直

至1995年英瓣放静浸窭液BOD、COD、氮．穰磷仍然趣栎，其中虢氮为

甚，赵万有等报导士立圾填埋不采取防渗措施，对地下水必然造成严重

污染，主要表现在谶下水的米质混浊，有臭味，COD、三氮含麓高。油、

酚污染严重，细萤、大肠蘧超括。

垃圾渗沥淑具有NHa和CODc。浓度高、微生物营养元素比例失调、

00§。，变纯大瑟N}{，浓度小熬特杰，是骞毒鸯害懿骞惑菠承，鼹生貔和

植物都有极大的危害。所以采用“卫生填煅”处理垃圾必然造成严重

静二次污染。翔何处淫、转纯和合瑾荦j焉竣圾渗溺滚溅经成为环绦中

的又一新课题。

2，3硫酸盐还原麓代谢规理及影晌因子

2．3．1硫酸盐还原蔺定义疑，还原代谢机理

SRB楚一缝送孬虢馥瑟还嚣代滚爱疲懿严格获氧纲壤豹慈称沁3，是

一类形态营养多样化、属种关系复杂的微擞物，在有机废水中其禽量

很高。梭据不同的黧理生纯特征，它们可虢分为异纯硫酸虢还原蘸和

异化酸逐原细菌(“异化”的意恩是指还原的硫酸盐缎分并没有浏化

为细菌的细胞部分，而是作为产物释放)。前者可以利用乳酸盐、丙

酮骏羹、乙醇等{乍为骧源释糍源，逐琢蘸黢熬生戏蘸化携；嚣孝粥不
．4．
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能还原硫酸盐，只能还原元素硫或其他含硫化合物(如亚硫酸盐、硫

代硫酸盐)。

自然界中微生物硫素的微生物循环如图2．1所示⋯：

c硫撼躐啪＼(硫杆菌和光合细菌’ ＼ 。／t硫黜，
图2．1茸然界中虢素的微生物循环

可以看出SRB在硫素徽生物循环中的重要作用，它不仅可以解除

H：s对动植物的毒害作用，、而且可以提供其它微生，物生长所需昀硫，有

利于生物生长。在好氧黎件下，戡s能为他髓皇养的硫磺细菌，主要为

光合细菌所氧化，产生晃污染单馕镶。瓣戳渤果能缆硫。酸盐经H。S变

成硫单质就可以避免污染，达掰治瓒环境酶替的。。曩 。

异化硫酸盐还原菌在富密硫酸：豁的陵一臻厌蕺$黪生物徽毽中榴当活

跃c：}“9‘10．¨12]，它以硫t酸盐饿最终‘电争夔俸j分解4菱承中的有枫物获

得合成细胞特质和维持生命所需的能量．7 SRB‘魄代谢可以分为分解代

谢和合成代谢两部分，与硫酸盐还原相关钓是分解代谢。、关于SRB的

分解代谢可以用以下三个阶段描述：分解健谢、一电予传递、生物氧化，

如图2．2所示：
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产耪ATP

高能电子

碳源

黄素蛋白、细胞色索C。锋

S04”／SOj。’+H20

消耗ATP

C02+H20+CH3COOH S。一十OH一

分鳃代滚 惑子黄遴 生物氧他

圈2．2 SRB的分解代谢过程

在分解代谢过程的第一阶段，有机物碳源的降解是农厌氧状态下

进行的，问时通过底物承平磷酸化(即直接嗣用底物分子中的能量臻

残ATP)，产生少量ATP<三磷酸腺营，微生物体中熬通髑能源)；第

二阶段中，前一阶段中释煎的高能电予通过SRB中特有的电子传递链

(鲡荚素臻囊，缨熬饿素e等)逐缀传递，产生大璧豹ATP。在最鼷

阶段中，电子被传递给氧化态的硫化合物，弗将其还原为s”，此时，

需要消耗ATP掇供能麓。双这一过程可{；乏看融，膏梳耱举仅愚硫酸魏

还原菌的碳源，也是篡能源，硫黢盐(戏氯化态的硫元素)仅作为最

终电子受体起作用。，嵌首先在缀臌外积累，然后进入细胞，在细胞内，

第～一步反应是sO，2一豹活纯，嚣SO,”与ATP霞瘦转纯魏浆营溅硫酸

(APS)和焦磷酸(PPi)，PPi很快分解为蠢机磷酸(Pi)，推动反成

不繇进行，APS继续分解为偏亚碱酸薤赣瓣酸骤萤(AMP)。疆硫酸薤

脱水后变成偏豫硫酸簸(S20。”)1，s，0，”极不稳定，．很快转化为中阈产

物迤二亚硫酸赫(s。0。”y，S。0。”叉迅速转德为S$蕊”。Sq0自”分锵为硫代

硫酸赫(s。o，”)和亚璇黎棼(SO。”>i S29≯。又经自身氧化还蹶馋用，

变成sO，”和最终代谢产物S”，s”被排出体外，进入周围空间。

嚣兹，整个分鼹谯滚逑程缨藏翻爱eo：、}{。o、CH。COOH袋其德小

分予有机物，SO。”／SO，”扩散入胞内获得电子并消耗ATP还原为低价

的硫(s”／s)，完成英整个分解过程。
。6．
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在分解过程中有关方程式如下：

硫酸腺苷转移酶

ATP+SO．2‘—————————————+APS+PPi

PPi+H。0 竺竺竺竺 ．2Pi

APS+2。 竺兰竺竺 ．SO。z +AMP

S
2‘

上述SO=，”还原成s”的过程中，需要6个电子，由亚硫酸还原酶复

合物系统逐步催化进行。另外还有不同的还原途径被提出⋯]，如下所

示：

SO：l”⋯⋯一S：106
2

L ：
。 ：：-S20。2

I

S032

—丁酽
S032一

但是这两种还原途径都显示出三种酶参与了s0。”还原为S”的过

程，即：连三亚硫酸盐形成酶，连三皿硫酸盐还原酶或硫代硫酸盐形

成酶和硫代硫酸盐还原酶【3”·“1 5·I 61。

本次实验主要根据SRB的代谢分解原理，利用硫酸盐异化还原反

应处理高浓度硫酸盐，再经过分离纯化菌种获得优匏硫酸盐还原细菌。

如果将硫酸舱还原过程的三个阶段连接起来，则硫酸盐异化还原反应

的可能代谢途径如图2．3所示：



靼蹦天学磺士学靛论空

so。：．(胞内)jl so。：。(胞内)—』爹塑姜～PS(豫辙)so一2_(籼)—一soa2懈内)了歹孓一‘脯≯o艇} 蘩gl+秘鼍 2e、 |赣繁辩璃酝
A肝，l i五糯

S203”●——$30e
i

蠹

L竺竺竺 -

”_——H 2S03
硫化物瓶化蕊

S”————————-s(胞内)

图2．3 硫酸盐簿化还愿反成过程

通过硫酸盐异化还原反应过稷图示，可以看出SRB的生长代谢过

程中，有梳物降解为S0。”静转亿提供蔽应条件<H。，ATP等)，SO。”

的转化又褥生出有机物进一步降解所需的H+，ADP等，即两种生化过

程互相补充，而且当废水中有能形成短链脂肪酸的发酵细菌存在时，

SRB还可以宠戏一个宠整熬获氧黪解“生物链”[1"，如图2。4瑷示(注：

MPB一产甲烷菌，AB一乙酸菌)

格撩《肇铡q芑龠蜘聱翻q艺错女鳃叠}自蔑

上 J 工 上
释礴挣蹬 蝴和黜I嚣肇睦稽鹃嗵蜊越奎礴静睦

_-_。^__f^_H●_--_●—— ，一拍——1心／Cn

●
摧PB

b矾+cn

CHC∞H
0

圈2．4 厌氧降解“生物链”

||●5|J]了丁]
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有报道认为¨引高浓度硫酸盐有机废水中90％左右的sot”可以被

微生物还原，同时废水中COD。，和NH。进一步得到消耗和降解，实现将

高浓度硫酸盐有机废水进行有效的生物转化和生物处理。因此对同时

富含有机物质和硫酸赫的废水，利用SRB处理能够达到以废治废的目

的，有效治理环境污染。美国Tul sa大学的P．T．Selvaraj等几位学

者¨9“’““。。“矧自1989年到1997年利用硫酸盐还原菌直接将气相

s0：还原为I{。s，然后用脱氮硫杆菌使H：s转化为s，并在1997年进行烟

气和富含SO，”／so：。”的废水固定化细胞生物反应器脱硫研究中发现，

以城市污水作为碳源和能源的硫酸盐还原菌能将烟气中的S0。变成

H 2S。

根据这一思路，本人提出了将垃圾渗沥液和烟气中的sO：这两种污

染物有机地联系起来，实现废气治废水的生物互补处理。利用硫酸盐

还原菌通过异化硫酸盐的生物还原反应，将硫酸盐还原为H。S，并利用

硫氧化微生物将H：s氧化为单质硫。筛选纯化并研究具有处理这两种

污染物能力的硫酸盐还原菌即是本实验课题韵主要目的。

2 3．2硫酸盐还原菌影响因子

对SRB的硫酸盐还原作用产生影响的因素主要有以下几个方面：

(1)pH pH是影响SRB活力的主要因素[3j，SRB一般不在pH<6．0

的条件下生长，生长最适pH值一般在市牲范围内。当pH值在6．48～

7．43之间时，硫酸盐还原效果最好，而置当pH值为6．6时可以得到

最大的硫酸盐还原率， pH值范围为6．O～8．0时，硫酸赫还原反应也

是可行的[2⋯。Zebe儿和Pfennig等人也持有类似的观点。他们认为．SRB

在pH范围为7．O～7．8的弱碱性条件下更适于堂长。它所能容忍的pH

范围为5．5～9．0。有研究报道，SRB在pH4．胁羽强酸环境下述可生长，

其可容忍的最大碱性值为pH 9～5。 ．

!， ，¨

(2)温度 温度是影晌茨氧S042-还原的熏要耀。境参数。可以将SRB

分为中温菌和嗜热菌两类。至今所分离到的iSRB菌属大多是中温性的，

其最适温度一般在30℃左右。SRB在28～38℃时生长最好，其幄界高

温值是4512。Maree和StrvJo认为[2¨，S042-还原的最佳温度为3l℃，

其高温临界值一般在45～48℃之间。又有研究表明，纯培养的SRB最
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佳生长温度是30℃左右，但在含硫酸盐废水和各菌种混合共生的复杂

体系中，sRB的硫酸盐还原速率不仅仅取决于环境的温度，还要受竞

争的影响，一般在35℃时，其硫酸盐还原速率最大。Maree和Strydom

报道【2“，SRB的最佳生长率发生在30．5℃，当温度在38℃以上时，SRB

生长受抑制。并且在反应器降低温度正常运行后，SRB不易恢复原状。

当温度高于50℃时可在几分钟内杀死中温菌。高温SRB的最佳生长温

度为54～70℃，最高值为56—85℃。Rintala[281分别在55℃和70℃

下取得了较为理想的实验效果。当温度在4℃～40℃之间以至更低时，

对这两种SRB菌属均产生抑制作用。

(3)硫化物 s0．”还原形成的H。s和s”硫化物，特别是H。s，对许多

细菌的生长都有抑制作用。早期的研究表明，SRB对H。S的毒性影响相

当敏感。当H。s的浓度为40--50mg／L，SRB受到完全抑制，且当H。S的

浓度超过毒性水平3～6h后．SRB菌种的活性会不可逆地丧失。Renze

和Maree均认为[27】，SRB可适应的总硫化物水平为900mg—S／L。当

pH为7．0时，H：s和Hs一的相对比例为l：1(25℃时H：s的pK。=7．0)，

从而确定此时游离H。S对SRB的毒性水平为450mg—s／L。研究表明，

硫酸盐还原过程中产生的H：s对SRB的毒性作用是直接、可逆的，即

H。s对SRB的抑制作用不是由于离子的不可利用性所引起的，且当硫化

氢从受抑制的菌种上吹脱后，其活性又增长了。这种高浓度的游离H：S

引起的可逆的抑制作用胜于急剧的毒性作用。Re rlze和A1melda[29]等

认为，H。S对SRB的抑制作用可能是由H。S内在毒性对生长系统作用的

结果，或是由于Fe”变为难溶的FeS时产生的间接毒性作用。同时，

他们对H：s的抑制作用采用了非竞争性抑制作用模式进行了数学表达，

并得出H：s的抑制浓度[H：S]。为547mg／L(16．1mM)，与其他研究者们

所得到的实验结果基本吻合。由于硫化物对SRB有机’体的抑制作用，

使得SRB的生长曲线通常是线性的，而不是指数形式。

因此，在硫酸盐还原过程中为防止硫化物的毒性主要需控制的是

未离解的(游离的)H：s。目前所采取的控制H2S浓度的措施有【29圳：增

加反应器中的pH值[在碱性pH值时，大部分硫化物以HS’、S 2-游离形

式存在，对生物活性影响不大：投加重金屑以形成金属硫化物沉淀，Fe、

co、Ni、Cu、Zn等微量元素也可以与S2-形成硫化物沉淀，降低消化
．10．
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液中溶解态s”的浓度：在低pH值条件下将H。S气体从反应器中吹脱去

除。Maree和Strydom认为在上向流填充床反应器中采用回流可以实

现硫化物的去除，这可能是由于回流增加了生物膜层和水流层之间的

扩散率，使pH梯度尽可能降低，并使高度集中的硫化氢浓度可以更快

地扩散的缘故。

目前，许多研究者采用惰性气体，尤其是N。，逆流通过反应器以吹

脱H。s气体。如Maree，Bulse等人在实验中使用N：以6L／h的速率连续

通入介质束吹脱H。s气体；Gerhard在实验中使用N：以3—30L／h的速

率束吹脱H。s气体，Maree和Hill还曾在密闭系统中以N。和cO：气体

吹脱H：S。

(4)氧气(空气) SRB属于严格厌氧菌，0。总是抑制SRB生长[3]，任

何SRB均不可以0：作为电子受体生长。SRB生长的氧化还原电位(Eh)

必须低于一lOOmV。氧气(空气)是对SRB最有效的抑制因子。

(5)COD SRB属于异养微生物，生长必需有机碳源，因此生长环

境中必须要有一定浓度的COD，根据SO，”与COD在硫酸盐还原中的关

系【311(图2．5)

lmolS0．’相当于2molO：

巨封
’

lgso,“相当于0．6790。

囤2 5 so．2+与COD在硫酸盐述像啐I的美系 一

所以，SRB在还原硫酸盐时要求需要有足够的COD含量。即COD与

sO。”的质量比应当大于0．67，高于此僵，jSO。“可以被完全还原，低于

此值，sO，?只能被部分还原。如果考虑到产甲烷菌’(+MPB)“与SRB对基

质的竞争，sO。”完全被还原所需COD要大于理论值0．67。Choi和Rim(32]

认为COD／SO一”超过2．7时，MPB占优势，而COD／SO。”比值低于1．7

时，SRB占优势，COD／SO。”比值在1．7～2．7之间时，MPB和SRB竞争

激烈。
．1j．
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2．4绿硫细菌和紫硫细菌的定义和应用

SRB还原SO．2的产物H，S仍然是污染物，而且在合适的条件下又会

氧化为sO，2。所以将SRB生物还原产生的H：S氧化为单质硫是至关重

要的一步。本课题采用光合细菌中的紫硫细菌和绿硫细菌来完成这一

步。

紫硫细菌专性光能自养¨]，利用C0。为碳源，H。S作为光合作用的

供氢体(有的利用其他无机硫化物作供氢体)，严格厌氧，典型生活

环境为含硫化物的水体。在自然界中，它们存在于厌氧含硫酸盐的水

域中，少数种适专性嗜盐菌，多数种的最适生长温度为20～30℃。在

天然水域中，它们常生活于含CO：和mS的厌氧水层中、，有时因大量增

殖而呈现红色，该菌之所以能大量繁殖，是因为在厌氧环境中，以H：s

为营养源的生物很少，‰s对其他生物的生长起抑制作用，另一原因是

紫硫细菌以光能作能量来源。

绿硫细菌是严格厌氧的专性光能自养菌，能利用H。S或其他还原性

无机硫化物或H：作电子供体，氧化H：S生成元素硫沉淀于细胞外。不

能利用硫酸盐作硫源，具有固氮活性，有的菌种需要维生素B，。，不能

利用有机物作唯一碳源，虽然能在光照下同化乙酸，但必须同时存在

H：s和cO!，不合成聚一B一羟基丁酸。这群细菌和紫硫细菌一起存在于光

照和含有硫化物的厌氧水体中，一些棕色菌种能生长在池塘和湖的深

层处，个别菌株已从海港水体中分离到。绿硫细菌的最适pH为6．5～

7．0，最适生长温度在20～30℃之间。

紫硫和绿硫细菌可把下层水中生成的H：S氧化成硫，进一步氧化成

sO，”。紫硫细菌在进行H。S—S反应的同时，也进行S—sO。2一的反应，但

后者反应很慢，在反应过程中，生成的硫粒蓄积在细胞内。而绿硫细

菌在H：S存在的情况下．只能进行H：s—s反应，生成的硫粒附着在细

胞外侧。由于绿硫细菌生活的厌氧层不断有H。S产生，所以在细胞表

面不断有硫粒蓄积，其中一部分硫粒被还原菌再还原成H：s，一部分硫

粒沉积在水底，这说明光合细菌可能与湖底硫床底的形成有关。

把绿硫细菌和硫酸盐还原菌在厌氧光照条件下混合培养，则两者互

相提供营养源而生存。即绿硫细菌氧化H。S(电子供体)，分泌硫的同

时以C0：作碳源来繁殖。共生的硫酸盐还原菌还原分泌的硫(电子受
．12．
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体)，再生成H。S，同时分解乙醇，生成C0：。

H2S

如图2．6所示。

乙醇等有机翱

·I}———————————————————————————————————————一

成分

图2．6紫硫细菌，绿硫细菌和硫酸盐还原菌混合培养时营养物的互补关系

2．5本课题的研究思路

本课题提出以城市垃圾渗滤液为烟气脱硫剂，烟气很容易使垃圾渗

滤液中大部分NH：，被吹脱，而且烟气中的SO：一一SO 42-／SO。”，吸收尾

液中，由于有机物(C源)浓度很高，不补充O。时，尾液处于厌氧状

态，尾液中sO。和高浓度的COD，BOD刚好是SRB生长繁殖所需。于是

S04 2-／SO：i2-通过扩散作用由胞外进入胞内，在各种酶的作用下还原为

H!S，同时有机碳源在降解时产生大量的cO。，使得水体中COD。BOD降

低。在硫酸赫还原菌生长末期，将绿硫细菌和紫硫细菌接入培养液，

将H：S氧化为s。而此时有机物基本耗尽，SRB缺少供氢体难以生长。

则尾液中COD得以消耗和降解，s0。”转变为S，防止二次污染，并且成

本低廉，实现将两类污染物(烟气。垃圾渗滤液)在同一套工艺中进

行互补生物处理，在产生社会效益的同时又具有一定的经济效益，体

现“以废治废”的环境工程新概念。

因此，根据上述思路，首先要选育出具有硫酸盐转化能力的SRB，

然后，驯化提高SRB的硫酸盐还原转化能力，最后处理转化高浓度s0。”
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的垃圾渗滤波烟气脱硫吸收尾渡。

本研究的重点在于分离选育对SO。”，COD有较强转化作用的SRB。

并对分离菌豹生长特性霜生理特性逡短详尽鹾突，圈时驯德SRB，探

讨s042-／SO。’～一H。s一一s的机理。
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3实验材料与方法

3．1实验材料与设备

3．{．{主要设备：

l、 sxK一106型净化工作台 2、SHA．82气浴恒温震荡器

3、TG328A蝥分褥天平4、衣浴镊

5、721～A型分光光度计 6、752紫外光栅分光光度计

?、LRH—150B型生亿培养箱 8、冰箱

9、PH2～型酸度计 lO、麓速台式冷冻离心规

1l、手提式聪力消海锅 12、抽滤装鬻一套

13、球糖 14、疆毽天平一絮

l 5、DB～200型电热鼓风恒温干燥器

16、78～1鼙电熬憾温培养耱(带僵滋控臻l箍) 。

17、78+l型磁力加热搅拌器

18、SH2．D(III)循环水式真空絮

19、WH．85l旋涡混合爨

20、LD4．2低速离心机

2l、容鳖瓶(1000ml，500ml，250mi。100ml，50m1)

22、三角瓶(1000 ml，500 ml，250 ml。100ml，50m1)

23、烧瓶(500 ml，250 ml，100 ral)

24、G4熔结玻璃坩锅(30m1) 25、盏玻片

26、目镜测微尺 27、载玻片

28、翻流装鬟一套 29、羧式溥定警

3。{。2主要实验药品(注：

l、(NH4)：SO。

4、KH2P0。

7、Ca(NO。)。

10、MgS0。·7H20

13、NaCl 14、

16、乳酸钠

所有蓊蘸臻为分耩纯)

2、NaOH⋯ 3、l(Cl

5、醚gS瓯 6、CaCl：

8、NHtFeS0t 9、MgClt

1 t、MgCl 2·6H≈O 12、FeS04·7H20

FeSO{(NHt)。50476H：0 15、辩瓣。C1

1 7、H2SO。 18、Hcl

-15．
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3，{．3主要实验试刘：

1、琼脂 2、酵母膏 3、大豆蛋白胨

4、维生素e 5、L-Cys半魅氨羧 6、蒸壤农

7、0．9％生理盐水 8、盐酸(1：1●9、氨水(1：1)

10、BaCl=·}{：0溶液(1009／1)

11、甲基红指示液(19／1) 12、AgNO：，溶液(约0，lm01／1)

1 3、革兰氏染色液：1)草酸铵结晶紫染液；2)卢戈氏碘液；

3)番缎复染液；4)乏释溶渡(95％)；

1 4、齐氏石碳酸复觌染色剂 15、吕氏碱性美蓝染色剂

16、Leifson染色滚(鞭黾染毪) 17、石炭黢溶滚

18、重铬酸钾标准溶液(1／6K：Cr：0：=0．2500mol／L)

{9、试豫铁灵指示液 20、硫酸亚铁铵标准溶液(0．1mol／L)

2l、硫酸一硫酸银溶波：500ml浓硫酸中加入59硫酸缀，放

置1～2天，不时摇动使其溶解。

3．2蔼种与培养基

3．2+{菌种来源：

SRB菌种来自于青囱江川化硫酸厂厂区内的淤泥中。紫硫细麓和绿

硫细谣来自于府南河污水滞水区。

3．2．2培养基：

3。2．2．1琼糍蛋魂臃培养基‘331《基砖垮藜基)：

酵母衡0．69 KCl 0．059

AGAR 3～49 蒸馁求 200ml

蜷养基的酸艘由±样的pH值柬确定，考虑剿联筛选的越秘对SO。”

的特殊利用，因此另行加入0．59的(NH。)：SO。。

3．2．2．2 SRB加富培养基[9 1 8H“35 36 37 3刚：

KCl 0。39 MgSO_I’711t0 3．Og MgCl。·6H 20 2．59

NH，C1 0。59 NaCl 1．Og KH2P04 0．69

2％乳酸钠 维生綮C 0．59 L-Cys举胱氨酸0．59
·16-
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酵母浸汁2．Og 胰蛋白胨2．09 FeS0a·(NH一)，S04‘6H20 2．09

蒸馏水1 000 ml pH 6．0～6．5

vc，半胱氨酸，FeS0。-(NH，)：SO。·6H：0在培养前加入。

固体培养基加入2％琼脂。

3．2．2．3 SRB纯度检查培养基‘38】：

胰蛋白胨49 葡萄糖 109 Na2S04 29

MgS0．·7H：0 19 琼脂 l 59 蒸馏水 1000ml

灭菌后加入单独灭菌的FeS0。·(NH。)：SO。·6H：0(浓度0．05％)

调pH 6．5～7．0
‘

3．2．2．4绿硫／紫硫菌加富培养基【引：

KH2P04 O．59 NH4cl 1．09 Mgcl2·7H20 0．2—0．59

NaHC03 50ml Na2S·7H20 20ml Nacl 1．Og

NaHC03和Na2S·7H20为10％溶液，培养之前加入

用无菌的H3P04(10％)或Na2C03调pH至7～8

固体培养基加入2％琼脂

3．3实验方法

3．3．1培养基．玻璃仪器等的灾菌[州：

3．3．1．1高压蒸汽灭莳 ，

实验中所有培养基的灭菌都采用高压蒸汽灾藿，培养基采用

0．1MPa、l 21℃、15～20milq的条件灭菌；玻璃仪器的灭菌采用0．1MPa、

121℃、8mi n的灭菌条件。

3．3．1．2干热灭菌

玻璃仪器韵灭菌温度为1801℃～120℃，耐阊2h。

3．3．1．3 紫外线灭菌

‘17—
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对部分无法用高压蒸汽灭菌和干热灭菌的物品(如化学试剂的灭

菌)，在无菌整内先喷洒3％～5％的石炭羧溶液，香精綮外线照射

1 5min～30mi n。

3．3．2。分走毙凄计测定00m。。毽[=州：

用分光光度计测细菌蔺悬液的吸光度(OD值)可以知道菌种的生

长情瑷，：二者成系魄镄关系，这是常弼豹震察蓥释釜长情况豹溅量方

法：

1．检查议器各个调节旋钮蹙否正常。撩通毫源开关。

2．打开比色皿暗箱羲预热40分钟，调节波长予605nm，灵敏发

旋钮调至第～档，调节暗电流旋钮，校工E电表“0”能。

3。驳瑟只浮度均走ICm靛魄色鼗，其窜一只装参魄滚滚(本实验

未做其它说明时都是用蒸馏水作参比液，用于空白实验来校满

编)，箕余三个魄锈噩装入待溯溶液，依次放入魄色穰架雨并

箍上暗箱盖。

4．取四只厚度均为l cm的院色蕊，其中一只装参眈溶液(本实验

来擞其它说明嚣尊郝是惩蒸馁承作参拢渡，援予窆自实验来梭溃

偏)，其余三个比色皿装入待测溶液，依次放入比色槽架内并

蕊一￡鼹禧盏。

5．使参比液处于T=100％的位置，然后拉动挝杆使备比色皿分别

进入巍路中，读取其OB值，读后立郎打歼暗箱盏。

6。黧复上述测定操作l～2次，求出警均僮，关翊魄源宠成操律。

3．3。3鬟镕酸镯法测COD。，【33】；

I．嫩20．OOml混合均匀的水样鬣250mi磨口的回流锥形瓶中，准

确加入10．OOml蘩铬酸钾标撵溶液及数粒夺薮璃珠，涟接藉口

网流冷凝管，从冷凝管阴慢慢加入30ml硫酸一硫酸银溶液。轻

轻摇动锥形瓶使其混和均匀，加热豳流2小时。

2．冷却嚣，用90ml承{串浚冷凝餐壁，取下锥形簸，溶泼总体积

不得少于140ml，否则荫酸度太大。滴定终点不明显。

3．溶液甏发冷帮震，熬3漆试妥铁灵撵示滚，蕉硫酸亚铁铰檬准
●18．
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溶液滴定，溶液的颜色由黄色经蓝绿色至红褐色为终点，记录

硫酸亚铁铵标准溶液的用量。

4．测定水样的同时，以20．OOm]重蒸馏水，按同样操作步骤做空

白试验，记录滴定空白时硫酸亚铁铵标准溶液的用量。

(Vo一矿I)+C+8+1000

5．V．计算COD。，(0：，mg／L)= V

式中，c一硫酸亚铁铵标准溶液的浓度(in01几)；睁一滴定空白时

硫酸亚铁铵标准溶液用量(m1)；n一滴定水样时硫酸亚铁铵标准

溶液的用量(m1)：卜水样的体积(m1)：8一氧(1／20)的摩尔
质量(g／m01)。

3．3．4直接电位法测pH值：

培养基的酸度测定用直接电位法来测定，采用PHS一2型酸度计，

利用电池电动势E与pH值的线形函数关系：E--K’+0．059PH(25℃)，

将指示剂与参比电极插入被测溶液中形成原电池来得到溶液的pH值。

由于K’难求得，实验中使用pH=6．846的标准缓冲液来校正酸度计(即

“定位”)，并且选用pH=4．003的另一种标准缓冲液来做二次校正(由

于实验所测的pH大多在7左右)，测量方法如下：

1．接通酸度计的电源，调节温度补偿器为室温温度，预热半小时。

2．调零点，校满偏。

3．用pH=6．846的标准缓冲液进行定位，再用pH=4．003的另一种

标准缓冲液校正。

4．当第二种缓冲液的pH指示值与实际的pH值相差在0．05之内

时即可用于测酸度了，每次测不同酸度培养液都要。复复用蒸馏

水冲沈，吸干。

3．3．5重量法测SO,。，诗算脱硫率‘39l#

重量法测定SOt2‘适用于岔盐水、生活污承和工业废水中硫酸盐的

测定。本实验采用简化后的测定步骤，尽量减少误差。实验原理简短

叙述如下：在赫酸溶液中，硫酸盐与加入的BaCIj反应形成BaSO。沉淀。
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沉淀反应在接近沸腾的温度下进行，并在陈化一段时间后过滤，用水

流狮无ei。，烘于或灼烧沉淀，称BaSO+静羹量。其体步骤如下：

l。配置测定所用实验试剂，清洗所需实验仪器，熔结玻璃坩锅需

要烘干，称麓烘干后的玻璃坩锅质麓M。。

2，量取终测墙券滚50ml，4000转／分豹条{牛下离心分离约20分

钟后取上层清液20m1左右于500ml烧杯中。

3．掬数漓鼙；l基红指示弃fl，嗣遥爨装簸羧(1：1)调至虽橙红德，

樽加2ml盐酸，加蒸馏水使烧杯内溶液总体积懋200ml左右，

加热煮沸5min以上。程煮沸条件下，不断搅拌，逐滴加入热

的BaCl：溶液，直到不露出现沉淀，然后多加2ml，囊温下熙

化过夜。

4。愆烘予魏滚结玻璃蟮锅撼滤骤匏螽鹃溶渡，接滤过程串反复羯

热水冲洗烧杯并滴洗沉淀直到洗涤液中无氯化物。予105℃的

烘箱肉烘干漏斗(2，j、辩)至稳重焉，取崮放入于澡器肉冷帮，

分析天平准确称爨，质擞记为M2。梭验洗涤过程中有无氯化物

时，取约5ml洗涤液在其中滴加约5ml AgNO。溶液，观察育无

浑浊，羞溶液澄瀵剽说明洗滚滚串冤氯化物。

5．sO．”含量计算按下式：

鞲=瓣l 4 411．6$1000／V

注： M；一～溶液中沉淀出来的硫酸钡鲎量即，g

V一～所取培养液上朦清液酶体积，fill

4l l。6一一BaSO。质量换算为SO。”的因豢

3．3。8缨蕤染氇￡33】
、。

3．3．6．1单染色法鉴定菌种形态：

擎染色法楚稠嗣单一染耪对细落进行染色静～种方法。就法操作

简便，适用于菌体～般形状和细菌排梦H盼观察。染色步骤简述如下：

1．涂片 挑取待测翁菌液，均匀涂予滴有擞避豁水的载玻片+E，

彤成均匀薄膜。

2．干燥 室温下自然干燥。

3．滔定 涂舔淘主逶过火焰2～3次稳定缨稳形态。
．20．
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4．染色

钟。

5．水洗

6。镜检

别大

齐氏磊碳酸复经绒昌氏碱往美蓬染色麴染色终1～2分

小承柱冲洗矗到涂片上流下的水无色。

涂片干燥后用显微镜观察细胞形态，物镜放大倍数从小

最后用油镜观察，镜检完毕后用二甲苯擦拭镜头。

3．3．6．2荜兰氏染色法：

革兰氏染色反应建细菌重要麓簦剐特{芷，篱荦搡痒步骤黧下；

1．涂片 取待测菌种培养物常规涂片，自然干燥后固定。

2．韧染 滴加缩晶紫(以刚好覆盖菌膜为宜)染色l～2分钟，

水洗。

3．媒染 用碘液冲去残水，并用碘液覆盖约1分钟，水洗。

4，脱色 瑗滤纸吸去玻冀上豹残承，将玻片倾斜树以鑫瞧背景，

用滴管流加95％的z‘醇脱色，赢至流出的艺酵无紫色时。立即

水流。

5．复染 用番缀液复染约2分钟，水洗。

6．镜检 干僳后用油镜观察，菌律被染成蓝紫色的是G+，被染成

红色鲍是G‘，镜梭完毕鼷用二甲苯擦拭镜头，魍位。

3+3。6。3鞭毛袋色法：

鞭毛是细菌的运动器官，细麓是否具有鞭毛以及鞭毛着生的位鼹

和数西趸细菌的一磺踅要影态特征。鞭毛染色翡基本原壤是在染色前

先用媒染刺处理，使它沉积在鞭壤上，使鞭荛的直径加粳，然后进行

染色。操作步骤简述如下：

1．菌季孛的准冬：要求孀活跃生长期：萤种作鞭毛染色和运动性能溪

察。

2．载瑗片的难备：将栽玻冀<玻篾要求免浮洁净)在含适量洗涤

．荆的水中煮沸约20分钟，取出用清水充分洗净，沥于后放入

95％的乙醇中，用时取出在火焰上浇去酒精以及可能残留的油

迹。
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3．蔺液的制备；取平板菌种培养物数环于盛有2ml无菌水的试管

中，铡竣轻瘦浑浊豹蓥懋滚瘸予刳嚣。(淀意挑藏时尽可毙苓

带培养基)

4．涮片：箱记号笔在戳玻冀反瑟褥玻嚣鲻分强4令等分嚣，在每

～小区的一端放一小滴菌液。将玻片倾斜，让菌液流到小区的

弼一端，用滤纸吸去多余的菌液，象温下自然干燥。

5，染色：糖Leifson染色液覆盖第一区豹涂短，隰数分钵后加染

液于第二区涂面，如此继续染第三、四区(间隔时间进行染色

楚为了确定焱佳染色霹鬻)。絷雹过程孛侈缨褒察，警整令玻

片都出现铁锈色沉淀、染料表面出现金色膜时，直接用水轻轻

冲洗，染色辩闯大约10分镑，自然干燥。

6．镜检：于燥艨油镜观察。

3，3．6。4芽匏染色法：

芽孢是某贱细菌生长到一定阶段程菌体内形成的休眠体，通常星

蓠形或稀誉形。戳往豹磅究中莠没有撬及SR8在垒长率楚否形成芽魏，

实验利用芽孢染色对SRB进行检验。简单操作步骤如下：

1．制备菌悬液；加l～2滴水于小试管中，用接种邵拂取2～3环

麓营予试管中，搅拌均匀，铡成浓的麓悬液。

2．染色：加2～3滴孑L雀绿染液于小试管中，混合均匀厝将试管

黉于沸零浴懿浇棰孛，魏熬染氇lS～20分耱。

3．涂片固定；用接种环挑取试管底部菌液数环于浩净载玻片上，

涂成薄膜，然羼将涂麓．透过炎璐3浚澄熬闫定。

4．脱色：水洗巍至流出的水无绿色。

5．复染：用番纽染液隳毫2～3分钟，倾去染液并厢滤纸吸千残

滚。

6．镜检：干燥后用油镜观察。

3．3．6，S细胞运动性观测

t．制片在洁净载玻片上加～滴无菌水，挑取一环瑟液与永混☆，

疆煳一环0。0l％豹荚兰溶液与其混瓤均匀，用镊子取一洁净玻片，使
．22-
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其一逮与菡渡边缘接艇，然后将盏玻片浸瀣放下盏在蔫液上。

2．镜检先用低倍镜找到标本，辩用高倍镜观察，也可以用油镜

时，盖玻片厚度不能超过0．17mm，观察时，臻用暗暗光线。

3．3+6．6 细胞大小的测定

l。装入晷镜，兔怒低嵇镱校歪，捷菜一速蠛肉两线宠全羹会，然

后分别数出两重合线之间镜台微尺和目镜微尺所占的格数。褥

蠲丽样方法惑倍铙鞫渣镜校正。

2．根据下列公式即可计算出在不网放大倍数下，垦镜测微尺每掺

所代表的长度。

两重合线间镜台测微尺格数×10
基键攫《徽尺每揍长发(#m)=

两重合线间照镜测微尺格数

3．菌体大小测定； 通过转动目镜测微尺和移动载玻片，测出细

蘩壹径躐宽稳长嚣占嚣镜灞徽足懿格数。簸嚣将j孬涮褥辂数象

以目镜测微尺每格所代表的长度。即为该菌的实际大小。

4．取出哥镜测徽尺，撩洗目镜溯徽尺和镜台测微尺。

细胞数凝的测定一照微镜直接计数法[33]

蘩悬滚剡冬 鼓无筵生纛楚东将分辫蔻剃残逶当浓寝熬蘑爨

液。

镜检计数室 在擒样前，先对计数板的计数室进行镜捡。若有

海物，则需清洗，吹干盾才能计数。

加样 将清漓干燥的血球计数檄上盖上盖玻片，氍用无菌的镱

缨波管楂援匀的蓥懋滚出蓬玻姥边缘演一，l、潦，谈蘧滚漤缝黢

靠毛细渗透作用自动进入计数爨。一般计数室均能充满菌液。

鬟徽键计数鸯诗数翦若发蠛莛滚浓度太浓或太稀，需重薪调节

稀释度厝再计数。～般样晶稀释度要求每小格内均有5～10格

菌体为窳。每个计数室选五个中格中的菌体进行计数。计数一

．’23。
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个样品要从两个计数室中计乎导得平均数来计算样晶得含菌量。

5．清洗血球技术扳，吹于，镜检每个小格是否有残留菌体或其他

沉淀物。若不干净，则必须重复洗涤至于净为止。

3．3．8平皿夹层涂布厌氧培养法

本方法是根据实验室条件而创的新型培养方法，在国内尚未见报

道．具体操作方法如下：

1．将做好的固体培养基，琼脂浓度为2％，灭菌后保温在45℃左

右，培养皿经灭菌后将培养皿盖(外皿)翻转，往其中无菌侧

入一层固体培养基，厚度约培养皿盏高度三分之一。待琼脂冷

却后，将菌悬液涂布，涂布完后，让菌液渗透几分钟。然后将

未凝固的圆体培养基褥度倒入，在培养基尚未凝阐时，使培养

皿(内砸)一边与培养基边缘接触。然后慢慢放下使皿内不谶

～点气泡。

2．封酗 将灭菌融化的石蜡／石蜡油混合物翻入培养蕊边缝虽，

使不留空隙，石醛／石靖油采雨l：2～3(稚／￥)。

所裔步骤必须在净纯正伟台搡作，避凫污染杂菌。

该方法的优点：
‘

1．由于两层培养基凝固时阔不同，嗣容易定惑拂敬蔫落进行分耩

和接种。

2．分离菌的掰围均为舀体臻养基。敬裁气(空气)无法遴入箕生长

环境，铁两造成严格的获氧环壤，利予分离蘩豹生长。

3。无需价格茹赛靛设备，搽佟篱攀，快速。
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4．实验内容
4．1 硫酸盐还原菌的分离纯化及生理生化特征研究

4、{．{酸酸鏊运漂蘩戆分鬻缝魏

4．1．1．1蕊本实验流程‘40]：

采样一一一测土样pH值⋯基础培养一一～一 富集培养
一～一一乎越必层获氧涂稚分离一一一菌种筛选一一一富集(厌氧)

培莽』蛆№一 放大壤蠹 |

4．1。1。2实验步骤简述：

1)菌种采样：从川I化硫酸厂地区的淤泥中分离筛选。

2)测±掸醐篷：实骏室鼹糙密》K试纸溅±撵pH魏，檫取±徉

-=}_I的水分于试纸上，粗测得菌种生长的pH值在6．0～7．0。粗测的鼹

兹在子耱步确定基磷培养p}{篷，使掰需菌释在实验过程中褥黻正常缀

长，避免因为pH值调试不当丽造成的麟种生长不良或死亡。

3)基础培养：自然条件下实验所需菌种的菌量不大，且伴有大量

其他微生物共生，所以先耀基础培养基(液体)厌氧培葵，让各厌裁

或兼氧菌群都大量生长繁殖，再采用固体培养基进行平胍厌氧夹层涂

森法对各蘩穆遴行分凌。掇作步骤篱述鲡下：

I．按配方配制所需培养基溶液，并调节pH至6．0～7．0，包扎展

离聪澄熬灭藩。

II．称取淤泥样品log，接入90ml灭菌后的液体培养綦。放入生化

培养箱，30℃培养7天。 ·

Ill。按照基础壤莠赋分(飘体)粼方穆爨瘊鬟夔鑫势调警圣}{至6。O～

7．0，包扎后简压湿热灭菌。灭菌后在净化工作台上倒平板、编号。

搭。镶备莹懋滚：躅接季孛孛鑫量激培养滚lml藏入大试管中，注入无

菌水9ml，放入振荡器使其充分震荡，再取lml稀释lO倍，依次类

推涮成10～、10‘。、l旷、lO～、lO～、10“不嗣稀释度的菌悬液。

V．涂靠平投：无藏条传下吸取lO～、lO一、10一、10～、10“中鳇壤

懋液各0．2ml放入对应的平板中，按照平皿夹朦涂布厌氧培养法

(3，3，8)对嫠悬滚避行涂毒分蔫。
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Ⅵ．培养：将涮好的平馥敖入生纯培养麓孛培养3～8天(温度控

制在28℃～30℃)。

研究表明SRB的生长周期为3～8天，最适生长温度为28℃～30

℃，萤落篷圣垒大约为l瓣mt：芏杏，因此用单染色法釉鞭毛染色法挑取直

径在3mm以下的菌落作镜检，选取形怨为短秆状、细杆状或端生鞭毛

矮脊拭憝菌落蠲予塞集蜷葵。

4)富集(厌氧)培养：用SRB加富液体培养旗富集培养在基础培

养中选出的菌种。按照SRB加富液体培养基的成叠}要求称量所需药赫，

配鼹成溶液，包扎质疑压湿热灭菠，灭菌詹在操净台上犍pH值调为

6．5～7．0。在凭菌条件下将培养基分装入容量瓶(一般用50m1)中。

爱接辫环将疑蔫蓥落攘入泼簿培养基中进行厌气壤券(誉j矮深层壤券

原壤，使液体培养基基本充满容量瓶，并加入少爨液体石蜡，用以隔

绝嶷气)，28℃～30℃下珞莽6～8天，闻霹糟酪酸锯试纸定馥检测H：S

的生成状况。采用富集培器是为了放大所需菌种，增加原始菌种量。

由于所遗菌种并不媳单一蒲种，所以还不能使不同菌种在培养液中分

教生长，嚣要避季亍蘩张豹分离缝他。

5)硫酸赫还原黼的定性检测：由于SRB生长繁殖过程要利用sO。”

徽穗子謇冬俸，藩将荚还踉兔}l。s，获彗王如果臻养基中毒Fe”，鬟鼙会产生

FeS黑色沉淀，这就可以作为硫酸盐还原菌的定性检测指标；另一方

面，若用液体培养，SRB会产生}l。S，予是在培养蕊口放黉醋酸镑试纸，

若试纸变黑，则说躜培养液中产生H：s，劳鼹H：s逸出与醋酸锻反应产

生PbS丽使试纸变成黑色。

6)平显缓氧涂露分离：

培养基的配制：使用SRB加富固体培养基，琼脂浓度为2％，湿

热法离蘧灭蘸。(SRB翔鬻壤养基孬己潮和灭菌酶方法魏基确培养蒸配

制法)

平板夹层涂布分离，然后将平板鬣于30℃恒温箱内培养5～7天，

掇取黑色蔻落(产生FeS)。接入少爨豹SRB如蜜渡体培养鏊中，生

化培养箱内厌氧培养(28℃～30℃)3～8哭。

7)蘩萃孛筛选：镜检分嵩螽豹藿耱，发魏弧形缀抒蘩舞爨势薤，是

实验所需菌种，所以对选定的弧形细杆菌进行富集(厌氧)培养。
26·
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8)甯集(厌氧)培养：无菌条件下用将菌液放大培养，并用醋酸

铅作标波捡验是否有H：S生成，爨于生他培养箱中厌氧培券3～8天(28

℃～30℃)。

9)反复逡行步骤4～9，素楚镜梭出弧形，缨转状缨蓥麓摹一蘩，

并且观察平板筒落是否形态单一，均匀。

4．1．2分篙菌纯度检验

除了使用光学驻微镜观察蓠体形态，大小以及革兰氏染色反应是

秀～致，初步刿叛是否污染杂菠。在禽有蘩鹫糖，蛋囊胨豹蘩蓁琼艨

平扳上涂柿好飘培养[：”]，观察平板上是否长出好飘菌的菌落以检查是

否污染毒好氧蘩。溺辩采爝平嚣夹层涂存获氧培券法送行厌裁培葵，

再观察是否长出非黑色的翁落。

4。1．3硫酸盐还原麓生理生化特性硪究

4．1．3．1硫酸盐还原茵细胞染色及形态鉴定

慰慧拣缨溅豹孳兰氏染夔、鞭毛絷色、茅斑絷色等熄采弼实验方

法3．3．6～3．3．7。

形态篓定采用光学显徽镜蔑察分离菌形、获、大小、革兰氏染色结

果，有无鞭毛、芽孢等，¨井辅以扫描电镜。

4．1。3。2分离簿还擐硫酸热毙力的初步鉴定⋯1

取对数生长期(3～4天)菌液接入液体培养基，将PbAc试纸訾

予糍曰，如试纸交罴，谎鹾分离蘩兵蠢还舔硫酸簸戆力。

4．1．3．3 pH值对分离茵还原转他硫酸簸德秀的影响

在赊pH值外其它条件楣嗣盼情况下，取对数生长期藏渡接入

pH3．O～9．0的液体分离培养基中培养，培养4～5天后，即可测不同

起始pH条{孛下骧酸薤还原糍力叛及垒长过稷孛p}{戆交纯。

4。1．3．4温度对实验莓椿盘长秘钐响：

取对数生长期(3～4犬)菌液接入各相同的容量瓶，将务容量瓶
一2彳-



叫川大学硕士学位论文

分别放置于不同温度条件下(15～50"C)，培养3～5天后测硫酸根去

除率(由于菌体生长情况与硫酸根的消耗量成正比，故在实验中，我

们经常采用硫酸根的消耗量来表征菌株的生长)。

4．1．3．5氧气对实验菌株的影响"川：

以往的研究表明，SRB属于严格厌氧菌，O。总是抑制SRB的生长，

任何的SRB都不能以0：作为电子受体生长。到底情况如何?我们对纯

化后的菌种在培养阶段中作了氧气对菌种生长影响的实验研究。

1)取纯化后的菌种悬液0．2 ml加入2ml无菌生理赫水，制成菌

悬液。

2)将六支装有SRB加富培养基(固体)的试管置于100℃水浴中

溶化并保温5～lO分钟。

3)将试管取出置室温静置冷却到45℃～50℃室温，作好标记(分

别记为ABCDEF)，无菌操作吸取0．1ml菌悬液加入相应的试管中，双

手快速搓动试管，避免振荡使过多的空气混入培养基，待菌种均匀分

布于培养基内后，将试管置于冰浴中，使琼脂迅速凝固。

将上述试管置于30℃温室中静置保温48小时后开始连续进行观察。

4．1．3．6过氧化氢酶的检测‘4 2】

取一干净的载玻片，在上面滴一滴3％的H202，挑取一环培养

l 8一一24小时的菌苔，在H202溶液中涂抹，若有气泡(氧气)出现，则

为H202酶阳性，即证明分离菌具有避氧化氢酶活性。

4．1．3．7不同供氢体对菌株生长代谢的影响‘4 31

该项测定作为种的主要鉴定依据之一。在不含有机物的分离富集

培养基中分别添加：葡萄糖、甲醇、乙醇、乙酸、乳酸钠、丙酸、苯

酚、脂肪酸(C。)，然后进行厌氧培养，并检测是否都有H：S的产生"1。

4．1．3．8 培养基中无机盐成分的正交优化试验[4 41

为了考察培养基中无机盐成分对分离菌生长的影响，同时得到最

优化的培养基配方，本实验根据L，。(2X37)“1进行正交实验，并通过
．28．
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测定生长前后的OD值作相应的极差分析。在实验中，为了排除FeS对

00值测定的影桶，分离培养薹中不鸯瑟Fe”。在有橇痰分、还淼裁秘阂

的条件下，培养基中无机盐成份见表4．1，淡4．2

表4。1 培葵基成分困素水平裘

培养 CaCl z KH。PO。 NH·C1 MgSO·7Ht0 (NH一) KCL NaCL MgCl·6H 2

基残 (g／1) 《g／1) (g／1) (g／1) 2S0{ (g／1) (g／1) (g／1)

分水 (g／1)
巫

I O O．15 O．25 O．5 O．5 O 0 O．

{l O．2 O，30 O．5 1．O l。O O。3 1．O l。5

l IIl ＼＼ 0．60 1．0 3．O 2．0 0．5 2．O 3．0
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表4．2 培养蒸残分数据表L{8(2×3 7)
l

0aCI KlI—Pn· 、II-Cl ¨gS0··7 H|f) (NIh)：S(J· KCI NaCl MgCI，·6Hj0

g／l g／l S／} g／{ g／{ g／l g／l g／t

0 (}li 0 25 0 5

() t)1 5 0 5 l O l O 0 3 I 1) 0 l 5

* fj，li l 0 3 0 2．0 0、5 2 0 0．3

{1 【l：{ f)25 I)5 1．t} 玑3 2 O 【)3

O i)3 0 S 1．# 2 0 0+5 0 0 #O

0 (1：I l 0 3．O l}5 1．(1 (I l 5

0 {1 6 0 25 1 0 ()．5 0 5 {1 3

0 O 6 O 5 3 O 1．0 O 2+0 0

0 0 6 l 0 0 5 2．0 0 3 0 O 1 5

##2 0．{5 #25 3．0 2，0 O 3 l。0 0

(I(12 0【5 0 5 0 5 0．5 0 5 2 0 0 IS

0．{{2 0 I 5 1 0 l 0 i．O 0 0 0 3

0《性 f}：l O．25 l 0 2。0 0 2．0 0 l 5

0 I】2 ()：{ 0 5 3 0 O．5 0 3 0 0 3

#02 0 3 l，0 0 S 1．0 0 5 l。8 0

●

0．02 (1 6 0 25 3 0 1 0 0 5 0 0 l 5

{}02 {)．6 0 5 0 5 2，0 0 1 0 O 3

l'，{j2 f)6 1．0 1．0 0．B O．3 2．O O

4．t．3。9 Fe“对分离麓生长媳影嘞

为了考察Fe”浓度对分离菌生长的影响，在除Fe“浓度以外其他条

停糖阋 静情况下 ， 添加不 弼 浓度静 Fe”

(og／1，0。59／1，lg／1，29／1，39／1，49／1，59／1)培养4天屠测媲养液巾

硫酸根去除量。

4．1．3．1 0 COD浓度对分离茵生长及COD，SO．”去除率的影响【1 7·例

出予COD楚垃圾渗滤滚懿一令重要指标，奄燕分离菠生长掰需碳

一30．
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源，因此向SRB加富培养熬(除去蛋翻胨，酵母膏，乳酸钠)中加入

不闻浓凌豹毒枫族源，‘溅试COD辩分离落生长瑷及COD，S042-去除率静

影响。有机碳源含量见表4．3

表4．3有机碳源COD成分数据袭

悖
酵母毒 蛋是膝 乳酸钠 初始COD 初戆琉酸 SO,t2-／COD

(mg／1) (mg／1) (mg／1) (mg／1) 根含量

(mg／1)

l 0 O 0 O 2500 0

2 1000 1000 O 500 2500 O．2

3 500 500 1000 1200 2500 O．48

4 1000 1000 1000 1 700 2500 O．68

5 2000 2000 1000 2100 21500 O。8唾

6 2000 2000 2000 2800 2500 1．12

7 4000 2000 2000 3500 2500 1．40

8 2000 2000 4000 4800 2500 1．92

9 4000 4000 4000 6100 2500 2．24

10 8000 8000 4000 8500 2500 3．45

1 1 8000 8000 8000 12000 2500 4．76

4。1．3．1l硫酸根消耗量随分离茸生长姑阈的戴化

为考察分离菌生长过程中硫酸根消耗量的变化。在由t述安验所确

定熬最适条{孛下对分囊蓉遴行壤葵，每疆8小对测试壤葵滚孛硫酸擞

剩余量。

4．1。4农厌氧反应器中分离菌生长情撼H o’”‘18】
、

：

由于SRB生长繁嫩过程中所产生的H2鐾。不仪对黛物体瓣腿瘸毒害作

嗣，蠢且也造成产物挪剃，使褥骧酸簸还撅佟耀零竞垒，因此本实骏

自行设计～厌氧反应器(图4．1)，反应器内崽径lOcm，瓣度为600cm，

氮气N：觚爱应瓣褒帮送入，黠爱瘫滚审}l：s避撑欧揽，浚脱气体遴入

碱吸收液。在反应期间，定期测试SO。”去除率。为了测试反应器效聚，
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同时也在相同条件下对分离菌进行常规的厌氧培养(容量瓶培养)。

3

5

6

1．取样1：3 2．活塞 3．反应瓶 4．玻砂5．漏斗 6．碱吸收液

图4．1厌氧反应器示意图

4．2 绿硫细菌和紫硫细菌的分离筛选

由于绿硫和紫硫细菌也是厌氧细菌，固其分离筛选流程基本相同

于SRB的分离纯化流程4．1-1．1。由于紫硫和绿硫细菌属于光合细菌，

所以培养过程中，需要光照条件，于是在培养箱中接入白炽灯，保持

光照强度为2000Lux．温度28～30℃[5-46 47柏]。

分离筛选过程：

I．采集府南河污水滞水层水样，初测pH为7．0左右。

lI．以1：10比例接种到基础培养基(液体)内厌氧培养一周。

III．以1：10比例转接至绿硫菌和紫硫菌加富培养基(液体)中，

厌氧培养3～10天，待培养液变绿或者变红，则涂布接入加富固体培

养基，厌氧培养。

Ⅳ．固体培养3～7天后，待长出绿色或者红褐色的圆形菌落，挑

取单细胞接入液体培养基加富培养。

V．待培养液变绿或者变红，镜检细胞形态是否为单一，否则再次

进行固体培养分离。

Ⅵ．反复进行步骤Ⅳ，V，直至菌落形态以及细胞形态均呈现单一

形状。
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5结果及讨论

5．1 SRB菌落形态

分离菌涂于固体平板上，l～2天后，培养基表面出现乳白色菌落，

直径约l～2mm，菌落表面圆滑、湿润。在生长后期，菌落呈黑色，并

深深的包埋f培养基中，表面有微小凸起，而且菌落向四周延伸。

5．2 SRB细胞染色特性及生长形态变化

通过实验，所得菌株为单细胞，染色特性为革兰氏染色阴性、芽

孢染色阴性、单极生鞭毛。活体观察发现细胞呈摇摆式运动。生长初

期(0～24h)，细胞粗长，0．8～1．oX3．0～8．Op．m；生长过程中细胞变

细变短，最终变为细小弧状、杆状，0．4～0．5×1．0～3．Ogm。细胞在

光学显微镜下和扫描电镜下的照片如图5．1，5．2。

图5．1 SRB细胞在光学显微镜下的形态(×1 600)

图5．2 SRB细胞在扫描电镜下的形态(×7000)
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5。3 SRB生物学特性
5．3．1 pH值对分离菌硫酸盐还原能力的影响

按照实验4．i．3．3可褥羁魏下两图：分离菌在不同初始pH条讳下

懿硫酸麓还器耱力(图5。3)疆及生长：过程中pH懿交纯(鞠。4)。

嚣
E

錾
稍

阳

蓬
镒
鹾

霹’舐争．pH德对分离菌的硫酸壶|：还原熊力的影响

、 。0 j。。≥t 霉i：'，‘7．?‘“’，≤麓 。

嘲5．4 生长过程中pH的变化

●

I

O

●

{

i
5}

毫

．j。：
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适宜的pH环境是SRB还原转化硫酸盐所必须的强4 91。辩+壹接影

嘲SRB产生的～系列硫酸靛还殿酶的构象、化学性质、生物学功能。

pH过高过低，都会影响硫酸盐还原酶的活性。由图1说明分离菌生长

p#范禹为4。O～8。0。其最适pH6。§～6．s，过酸袋过碱麴蓼境均对蘧

体生长有显著的抑制作用，这也可根据在分离菌生长过程中。培养液

的p}{僮玛迅速趋予6．O～6．5(强5．4)褥鞋谎筏。丽藏在玺长p}l范

围4．0～8。0内，随着起始pH的上升，菌体达到生长高峰所辩的时间

逐渐缩短。在pH6．O～6．5，分离蓠在40～60h即可迅速达到垒长高峰。

当溶滚中Hs一或者S”含量过商戤，生长就开始减缓或衰退。说明当pH

增大，菌体生长环境中质子氢减少，电子供体迅速耗尽，于是生长周

期缩短；当pH降低，硫纯物主蘩以H：S形式存在。它产生了明显的毒

性和产物抑制，所以菌体生长缓慢；由于上述两种作用，分离菌在

pH6．0～6．5范围的生长代谢繁虢活动最为良好。

5．3．2 温度对分离菌生诋的影响

投摄实验4。1。3。4，溅季导数据如图5。5

O S珀lS∞嚣∞嚣40鸟雏嚣

．温度(℃)

圈5．5温度对分离萄生长的影响

由图5．5可觅，分离蔼属予孛温麓，生长滠液为2s℃～45"(2，矮

适生长湿度为35℃，此时分离麓生长代谢活动最为旺盛，硫黢根还原

量也最高，本实验对分离菌的培养放犬采用35"C环境条件。

怒嚣舞嚣芸。
硫酸根去除最^基皂1)
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5+3．3氯气秘分囊菠生长鲍影响

把菌液接入固体分离培养基培养2天厝，在试管中下部(严格厌

鬣处)爨臻罴毯沉淀；3～4天簌，奁试管上都戳及培养基表褥嚣气接

触处(有少量氧气)，也有黑色沉淀生成。说明分离菌属于兼性耐氧型

微生物(并菲严格廉氧)，能够黼受少量氧气的存在，可能是分离翁细

胞体内存去除有害活性氧枫制[33】：越氧阴离子爨由基0l是涟性戴形

式之一，在细胞中可破坏各种生物高分子和细胞膜，也可形成其他活

瞧镀健彩，故对生携薅+努有整。趣瓴骏褰子自幽基督出酶瞧(麴黄

嘌呤氧化酶)戚非酶促方式进行，即：

0，+e专锈

恧渡牲瓣氧蘩存在下裂途径：2饶÷2H。—溅o H20。—塑嗡ItO+：1 0。
三

鲠以可以去除怒氧臻离子囊由基等各耪毒害的活性鬟。分离蘩中

也有类似的酶系以及代谢途径存在。而且本实验也确定了分离菌有过

氧纯氢酶活性(5。3。4)。

5．3．4遥氧纯甄酶的检溺

实验4，1．3．6中，发现有气泡出现，说明分离菌具有过氧化氢酶。

从而也说明分离菌细胞体内去除有害活性氧机制存在的可能性。

5．3．5分离菌对不同供氢体的利用情况

在不台有机秘的分离壤养蒸串分嬲添黧各释璇源籍，躅PbAc试纸

测H：S的产生，结果为如袭5．2。

I碳源 甲醇 乙醇 乙酸 乳酸 孤酸 葡越糖 苯野} 脂肪酸(C6)

I结果 ++ +++ ++++ +

n÷”：生＆(+豹数量歪院手PbAc试纸交冀静耧疫) ； “一”：不生长

如表可觅加入率醇、乙醇、乳酸、葡萄糖的培养液中产生HzS，雨

加入乙酸、丙黢、苯酚、脂肪数(C。)的培养液中未产生Hzs。说明分
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离藏程硫酸盐器诧作糟过稔中，鼹懿举醇、五簿、巍酸、篱甍糖等肖

投物作为电子擞体，进行酸羧鼓的还器转化。箍虽根据H。s产生速痰

和数髓，W以褥出分离菌对不同电子供体的利糟速率为：巍酸>乙醇

>翠簿>葡莓骧，瑟瓣五黢、嚣羧、苯懿、嚣赫酸(C。)粼不姥涮翅。

根据．t述实验结浆及细胞形态等特征，参考伯杰氏绷菌艇定手册【4 3J，

哥籍分离蕊翅疹签定为脱蘸繇莲蕊绥蕊。

5．3．6墙葬萋审光梳靛成矜辩正嶷优能试验

这矮实验兔了确定墙棼SRB豹培莠基豹裳佳缎戏成分。确定最经

培养慕成分有助予SRB的生长。

懑逶实验4+1。3．8。哥缮续栗熬表s。s

表5．3 惩交试验的极慧分析

臻葬 CaCl z KH。POI Nil。el ldgSO·7I-120 (NH{)：SO。 Kei NaCl MgCl{

基成 ·614#0

势水

警

l l 1．2 O．759 0．899 O．772 0．9 O．862 1．095 1．162

|ii l．709 0。496 0，890 1．0l巷 i。0Sl l。072 l。368 l。13i

l lll ＼ 1．654 1．12 1．12l O。958 O．975 O。146 O．616
，

|极整 0．057 O．193 0．039 O．06 0．025 O．035 0．184 O．09l

通过表5．3的极差分析_酊见。KH：PO。和NaCl逸两缎因素猩币同水

平下掰产，墨强蓑(分裂麓0。193靼晷。i8凄)远大予茭余各缢瓣藜在枣

同水平下所产生的极莲(O．02"-,0。09)，从髓说鹎肼。POa和Nacl对细

藤室长静影蝓矮大。这是驻为K}l。P筑程硫酸懿舜证还原避程串黥褥珙

质子爨，在邀予姥递链中越蓉萋簧搏孀，蘧楝生长对其爨要爨就较巍；

而NaCl的浓度不能太黼或太低，怒由予窀可I；l调节细胞内外的电解质

警蕊。其余霓耱髡橇敖壤分食羹夫夺黠缎魏篷长势嚣显著彰璃。

另外可以根据分析数据确定SRB的无机栽培养基成分。殿体配比

关系鞠’F：
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KCt 0．39／l MgSO 4·7H20 3．Og／1 MgCl z·6Hz0 2．59／1

NH．C1 0．59／1 NaCI 1．0 g／1 KH。PO一0．69／1 (NHt)zSO。0．59／1

5．3．7 Fe”对分离菌生长的影响

逶避溅定备涪养液辛磷酸稷去豫蘩，霹得到魏下结袋(圈3)

豳5．5 Fe”埘分离菌生长的影响

说臻Fe”佟为缯藤中餐耪酶(魏缨魏色数e，，铁还蒙酶，避氧住錾骜

等)的活性基成分，对分离菌生长起着显糟的促进作用；而且它W以

和培养液中的硫幸艺物结合生成FeS流淀，减少硫倔物辩缨胞的毒髓淤

及对代谢反应的产物抑制。所以Fe”加入与否，肘萤体豹生长有缀大

影响。随着Fe”浓度的增大，硫酸根去除爨增多，细胞生长代谢活动

受鸯鞋廷袋，当Fe”浓发达到3～49／1以嚣，缨照生长对Fe”豹震要迭翻

了饱和程度，此时辩增大Fe2+的浓度对细胞生长并无明显的促进作用。

5．3，8 COD浓度对分离菌生长及COD，,S042-去除率的影响

由实验4．1．3．10，所得数据如袭5．6

盛

越

呲

难

嘶

难

摧糊摹掣“_雌
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袭5 6有机碳源COD与so．“在硫酸盐还原中的关系

序 裙始COD 秘婕SO。”含 鹚始 5d磊COD 5d爱SO；”含

列 (mg／1) 量(mg／1) COD／SO。2’ (mg／1) 量(mg／1)

号

l 0 2500 O 0 2500

2 500 2500 O．2 400 2460

3 1200 2500 O+48 1000 2450

4 1700 2500 0．68 1200 2310

5 2lOe 2500 O。84 1200 1850

6 2800 2500 1．12 1400 1570

7 3500 2500 1．40 1900 llOO
1

8 4800 2500 l。92 2200 790

9 6100 2500 2．24 2800 720

10 8500 2500 3．45 SleO 630

l 1 12000 2500 4．76 8500 480

由此可得不同COD／S042-对分离蘸的硫酸盐还原能力和COD去除率静影

哟(图5．6)．

击
除
零
^

％

8。5}。con／sO．z比值¨·s

{+蓉列l
l+系列2

袭梦唾l：COD去豫攀；系鞠2t SO。2蠢豫

强5，6不潮COD／SO。”毙擅对醵藏熬迩爨量釉COD去狳率豹影响

-39t

∞鼯∞∞鞴∞∞船m

0



四川大学硕l二学位论文

出上图可得结论：i．COD／so．’比值越大，硫酸盐还原反应进行得

就越彻底，硫酸盐还原率越高．ii．COD／S04 2-在2．O～2．5之间，COD

还原率较高(>50％)．iii．COD／so。’比值虽然越大，硫酸盐还原率越

高，但是当COD／SO。”比值大于2．5以后，该比值对硫酸根还原率的影

响逐渐变小。iv．由于硫酸盐还原异化作用中是在SRB体内进行
[37 GO．51】，COD和s0。”要渗透到细菌体内才能进行，COD和SO。”的渗

透能力不同，使COD／SO。”比值在体内要比体外低，所以体外COD／S0。2‘

所要求的比值与理论值不同，需要超过理论值0．67，在本实验中，我

们采用COD／s04 2-为2．O～2．5的条件。

同时，根据表5．6的实验组，可以得出在S042-浓度相等的时候，

由于COD的不同而对COD，S04z-去除速率(平均速率)所产生的影响，

如图5．7。

去
除
速
赢

^

目
鬯
一

厶

0 1 2 3 4 5

col}／so。。比值

系列1：so．2去除率；系列2：COD去除

系列I

系列2

图5．7不同浓度的COD对s0．”与COD平均去除速率的影响

啪瑚㈣喜|蜘湖瑚啪。
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有上图可见，随着COD浓度的提高，s0．”与COD平均去除速率逐渐

增大，但是当COD／so。’比值大于2．0以后，SO。”与COD平均去除速率

增幅变小。这是因为在固定sO。”浓度下，分离菌对其电子供体COD的

需求有一个饱和值，在达到此饱和值前，COD浓度的增加促进分离菌

的生长，从而提高sO，”与COD去除速率，当COD浓度达到饱和值后，COD

的增加不再对分离菌的生长起促进作用，所以S0。”与COD去除速率不

再增加。在本实验中，该饱和值为5000～7000mg／l(COD／SO。”比值为

2．0～2．51。

5．3．9硫酸根消耗量随分离菌生长时间的变化

由实验4．1．3．11结果，可得图5．8

硫
酸
根
去
除
量
^

日

哩
=

0 lO锄∞40 s。∞T0∞∞100 1lO 120 130

生睦时问(h)

图5．8分离菌生长过程中麓酸赣鹘消穗置 1j

由上图可以看出，分离菌在最适条件下(pH6．5，温度35℃，COD浓

度5000mg／1)，生长很快，2～4：天内生长达到高峰期，细胞繁殖代谢

活动旺盛，硫酸根迅速消耗，4天以后，生长繁殖活动减弱甚至停止，

硫酸根基本不消耗．所以培养时间不宜太长，因为4～5天后，分离菌

已经基本停止生长，硫酸根离子也不会继续被还原。因此在实验中，

对SRB的培养时间应该以3～5天为宜。

啪咖啪伽耄暑晰湖咖伽啪。
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5．4 在厌氧反应器中分离菌生长情况

通过实验4．1，4，对厌氧反应嚣和容量瓶中的SRB厌氧培养5天，

并且每隔一天分别取样测试两种培养液中硫酸根含量。可得图5．9

硫
酸
根
剩
余
量

鲁
哩
；

o 1 2 3 t 5 6

培养时问(h)

系列l：常规厌氧培养 系列2：j哭氧反麻船培养

图5．9分离菌在常规厌氧墙养和厌氧反应器培葬中硫酸根还原能力的比较

由上图可看出，在厌氧反应器中，由于N。对反应液中的H：S进行

吹脱。减少了H。s对分离菌细胞的毒害，并且在一定程度上有效消除

了H。s所产生的产物抑制，因此，对分离菌的生长起了促进作用，从

而提高了分离菌的硫酸盐还原能力。

5．5绿硫细菌和紫硫绷菌舯分离筛选
5．5．1 绿硫细菌和紫硫细菌的葡落形态

绿硫细菌：约培养一周后，固体培养基上出现绿色圆形菌落，

径1～2mm，表面湿滑，易挑取。

紫硫细菌；约一周后。固体培养基上出现红丰舄色的圆形菌落，

径约0．5mm，表面湿润，周遍光滑。

5 5 2绿硫细菌和紫硫细菌的细胞形态

．i 42．
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直
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均为卵圆形单细胞，细胞大小为0．5～1．oXl．o～2．Oktm．革兰氏

阴性。菌悬液分别为绿色和红棕色。镜检发现部分细胞内具有折光颗

粒(硫粒)存在。

5．5．3 绿硫细菌和紫硫细菌的分离培养结果讨论

分离菌(绿硫菌和紫硫菌)从菌落特征，细胞形态上均与资料文献

中所阐述的绿硫和紫硫菌的特征¨]一致。同时分离菌能够在较高浓度

的H 2S环境中(约300mg／1)生长繁殖，说明了分离菌在代谢过程中利用

并且转化H。S的可能性，如果能够进一步证明光镜下所看到的折光颗

粒是硫粒，则可以确定分离菌氧化H。S为单质硫的能力，从而进一步

摸索其生理特性及生长代谢途径。

H：s，s等硫形态的分析方法可用现代极谱法，离子选择性电极和

库仑分析技术等¨“。’
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结论

本研究从垃圾渗滤液湿法烟气脱硫一微生物硫转化互补体系出

发，重点在于硫酸盐还原菌的分离纯化，并对其生物学特性进行了详

尽的研究，同时也致力于光合细菌中的硫氧化细菌：绿硫细菌和紫硫

细菌的分离筛选．得到了以下结论：

1．从硫酸厂废水淤泥中分离筛选出了～株Sff8，其菌体形态呈弧

状或细杆状，成熟细胞大小0．4～0．6X3．0～5．O“m，摇摆式

运动，单极生鞭毛，芽孢染色阴性。 革兰氏染色阴性。

2．从府南河污水滞水层水样中筛选出光合细菌中的硫氧化细菌

一绿硫菌和紫硫菌，该两株菌均为卵圆形荜细胞。细胞大小为

0．5～1．oXl．o～2．opm，革兰氏阴性。 菌悬液分别为绿色和

红棕色。

3．分离菌SRB属于中温菌，最适生长温度为35℃：最适生长

pH6，O～6．5；体内含有过氧化氢酶，适量氧气不会影响菌体生

长。

4．分离菌SRB在硫酸盐异化作用过程中，能以甲醇、乙醇、乳酸、

葡萄糖等有机物作为电子供体； COD／so。”比值越大，硫酸盐

还原率越高，COD／S04 2-在2．0～2．5之间，COD还原率较高(>

50％)。在本实验中，我们采用COD／S042-为2．0～2．5的条件，

此时COD去除率在55％左右，S0。2一去除率在70％以上。

5．对分离菌SRB的无机盐培养基配方进行了正交优化，确定了最

佳配方，并且发现KH。PO。和NaCI对菌体细胞生长的影响最大：

考察了Fe”对分离菌生长的影响，随蓑Fe”浓度的增大。细胞

生长代谢活动更加旺盛，但是当Fe”浓度达到3～49／1以后，

细胞生长对Fe”的需要达到了饱和程度。

6．在厌氧反应器中对分离菌SRB进行了放大培养，并采用N：吹脱

H：s，提高了硫酸盐还原率；在最适环境条件中(包括pH．温
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度，培养基成分，培养条件等等)，分离菌SRB在培养5天后，

可还原硫酸根1900mg／1，还原率为76％。

本研究论证了垃圾渗滤液湿法烟气脱硫一微生物硫转化互补体系

的可行性，筛选出相应的硫酸盐转化菌。其中硫酸盐还原菌能够在高

浓度的sO，2一和COD环境中生长繁殖的SRB，并通过体内各酶系的作用

将sO。”还原为H：s，同时降解有机碳源，使得水体中COD降低。同时可

望通过筛选出的绿硫细菌和紫硫细菌将H：S氧化为S，防止二次污染，

并且成本低廉，实现将两类污染物(烟气，垃圾渗滤液)在同一套工

艺中进行互补生物处理，在产生社会效益的同时又具有一定的经济效

益，体现“以废治废”的环境工程新概念。同时本研究成果为对该互

补体系进一步开展相关研究提供了良好的基础。
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展望

撩于时间的关系，本研究至此．但还有以下问题，需要在以后的工

作中继续磷究稻探讨：

1．对分离菌SRB代谢桃耀的探讨：邋过测试培养滚苓弼时期中腿

内或者胞外硫形态，并且定蟹分析其体备还原态硫的含量【5引。

确定在S ol 2一转像成拜。S的过程孛，裂疯经过了哪些步骤，霹时

提取出分离菌体内各还原酶，从黼对SRB还原途径，机理进行

{歪鞠与滔述t53 J。

2．将用于烟气吸收的垃圾渗滤液尾液对分离菌SRB避行长期驯

诧，姨雨傻分离蔼能荦j瘸该尾液{乍为生长环境，并鼠能够在去

除sO+”与COD方隧取樗高转化率。

3．对分离菌绿硫缃菌和紫硫细菌的生物学特性进行谶一步的研

究，确定势提毫它嚣】鬣纯鞋；S残戈S熬能力，劳显摸索其生长

规律。

《．磅究剃焉分离警SRB岛绿硫蓠、紫巯蓠静嚣惠共受原理使它

们在垃圾潘滤液烟气吸收尾液中共生【54—5纠；即在SRB处理慝

滚酌后期，耨绿硫和紫硫菌接入，将H。S转化为S．从而宽成

S0。”一一H。S一一S。
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