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摘要 红球菌 Ρηοδοχοχχυσƒ≥2菌株能通过专一性断裂 ≤ ) ≥键的途径脱除二苯并噻吩⁄×中的有机硫作为自身生长

需要的硫源 从而降低油品中的硫含量 本文利用该菌的休止细胞对 ⁄× 和柴油的脱硫活力进行了研究 结果表明 该菌株对

⁄× 及柴油中的有机硫均有良好的选择性脱除作用 ⁄× 浓度为 1 ∗ 1!油水比例为  时 脱硫效果最佳 采用

二次脱硫法可使柴油脱硫率达  以上 证明 ƒ≥2能有效脱除柴油中的有机硫 烃质组分的气相色谱分析表明 ƒ≥2作用前

后的柴油烃类组分基本没有改变 说明该菌的脱硫作用是特异性针对硫原子的 不会破坏柴油的有效成分 
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  使用高含硫的燃料油是造成环境污染的重要因

素 它燃烧生成的 ≥极易与大气中的水蒸气化合

成 ≥和 ≥ 蒸汽 与水蒸汽生成硫酸雾 继

而形成酸雨 含硫的烟气对人体和动 !植物都有很大

的害处 给生态系统和人们的生活带来诸多不利因

素 随着人们环保意识的不断增强 脱硫技术已经成

为人们关注的热点≈ 

燃料油的生物脱硫∏∏⁄≥技

术是利用微生物的生长代谢脱除燃料油中硫元素的

方法 通常在常温常压下操作 投资成本和操作费用

比传统的加氢脱硫法 ∏∏ ⁄≥

低 该技术在美国和日本开发较早≈ 近年来 我国

的 ⁄≥研究也取得了初步进展≈ ∗  

二苯并噻吩⁄⁄×是石油馏

分中相对含量高 !难降解的典型有机杂环硫化物 因

此常被作为 ⁄≥和 ⁄≥的模型化合物来研究≈ 

红球菌能通过/ ≥0途径选择性地脱除 ⁄× 中的有

机硫 而其骨架结构则被氧化成 2羟基联苯22

2°留在油相 不会造成油

品热值的损失 因此 选育具有/ ≥0途径的菌株具

有应用前景≈ 

生长细胞受到外界化学或物理作用后会相应地

发生变化 如基因表达 !蛋白稳定性的变化等≈ 因

此 当外界环境影响生长细胞体内的一些正常生化

反应时 采用休止细胞  ≤可以避免这种

影响 休止细胞反应是利用微生物自身生长代谢产

酶或诱导产酶的特点将微生物培养到对数生长末

期 分离菌体并以一定的浓度悬于生理缓冲液中 此

时微生物已经基本停止生长代谢 但保持酶的活性 

休止细胞的主要优点是反应专一性强 可以提高底

物转化率 不易染杂菌 可以减少产物对菌体生长及

酶合成的抑制 是提高生物脱硫效率的途径之

一≈ 目前 ⁄≥研究中休止细胞脱硫法应用得非常

广泛 国外有很多利用野生菌株和基因工程菌株的

休止细胞进行脱硫的报道≈ ∗  
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本文对休止细胞法柴油脱硫反应进行了深入的

探索研究 旨在为柴油深度脱硫的工业化进程奠定

基础 

1  材料和方法

111  菌种

红球菌 Ρηοδοχοχχυσ 1 ƒ≥2由抚顺石油化

工研究院从孤岛油田的油浸土样中分离 

112  基本培养基≥  ≈

每 蒸馏水中含有 1葡萄糖 1 ≤

1 ° 1 °  1 ≤# 

1微量元素溶液和 1维生素溶液 

1⁄× 1 ∗ 1 金属盐母液配制 

1 ƒ≤ #   1 ≤  1 

≤#  1  #   1

≤∏≤ 1• # ≤1 维

生素母液配制 泛酸钙  肌醇  

烟酸  盐酸吡哆醇  对氨基甲苯 1

 ∂  

113  休止细胞的制备≈

将 Ρηοδοχοχχυσ ƒ≥2菌株接入 培养基

中  ε 培养至对数末期 离心收集细胞 

用生理盐水洗  次 沉淀悬浮于  1 的 1

磷酸钾缓冲液中 加入少量葡萄糖 制成菌悬

液 使菌浓约为  ∗  ≅ 

114  脱硫实验

将上述菌悬液分装 摇瓶 分别加

入一定比例的模型化合物 ⁄× 或精制柴油  ε 振

荡培养 不同时间取样检测脱硫效果 

115  脱硫活力的测定

⁄× 的 ≤ ) ≥ 键被微生物降解后 终产物是

2° . 试剂与2°反应生成蓝色络合物 

通过比色确定2°的相对含量可确定微生物的脱

硫能力≈ 柴油的总硫含量用 • 2⁄微库仑仪

测定 

116  脱硫产物的测定方法

为了确定 ƒ≥2菌株脱除 ⁄× 中有机硫的专一

性 对 ⁄× 及其代谢产物进行了气相色谱 质谱联

用分析 将 ƒ≥2菌株接入含有 1⁄× 的

≥  培养基 培养 利用乙酸乙酯萃取培养液 

萃取液取 Λ用 °∞ ∏ ≤±2 气

相色谱2质谱联用仪分析 以 ≤2ƒ⁄检测器检测脱

硫前后的烃组份变化 水相用  ∂2紫外分析仪

在 ⁄测定菌体浓度 用铬酸钡沉淀法测定 ≥ 


的含量≈ 用  酸度计测定  值 

2  结果与分析

211  菌株对模型化合物 ⁄× 的代谢途径

结果见图  从图 可知 ⁄× 经过 ƒ≥2菌株

作用后 部分被转化成 2° 这与 / ≥0途径的最

终产物一致 说明该菌株通过 ≤ ) ≥键断裂方式降

解 ⁄× 

图 1  ΦΣ21 对 ∆ΒΤ代谢产物分析图谱

ƒ1     ⁄×

212  不同初始 ⁄× 浓度对休止细胞脱硫的影响

实验结果见图  图 表明 当初始 ⁄× 浓度

为 1和 1时 菌体的脱硫活力

较高 当 ⁄× 浓度为 1时 菌体的脱硫活

力明显下降 ⁄× 浓度达到 1时 培养

的脱硫活力只有 1⁄× 时的  说

明底物对菌体的脱硫活性具有抑制作用 

图 2  不同 ∆ΒΤ浓度对 22ΗΒΠ产生的影响

ƒ  °∏ 2° 

  ⁄×

213  ƒ≥2在模拟柴油中的生长动态

图 是红球菌 ƒ≥2在柴油培养基中的发酵动

态曲线 可以看出  ∗ 为菌体快速生长期 也是

⁄× 迅速消耗的时期 此期间菌体生长并产生大量

脱硫酶 使菌体利用分解的有机硫源快速生长 进入

平衡期后脱硫率也趋于平缓 1⁄× 最

终几乎全部转化为 2°和 ≥ 
 由于 ƒ≥2正常
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生长只需要 1即约 左右的硫 

再加上柴油对菌体的损害 所以利用菌体生长需要

的硫来计算其最多可以脱除不足 远不能

达到工业脱硫的标准 因此有必要采取休止细胞重

复脱硫的方法 

图 3  ΦΣ21 在模拟柴油中的生长动态曲线

ƒ  ×∏ ⁄×   

 Ρηοδοχοχχυσ1 ƒ≥2

214  油水比例的选择

生物脱硫作为微生物的酶反应需要在水相中进

行 要处理的柴油与细胞悬液水相的比例决定着

⁄≥技术的经济性 分别按 Β !Β和 Β的油水

比例进行脱硫比较 并分别培养 !!!

后 分离柴油测定其总含硫量 结果见表 未处理

前柴油含硫总量为  结果表明 油水比为

Β时 由于柴油比例过高而影响了反应的传质过

程 所以脱硫率不高 柴油与细胞悬液比例为 Β或

Β时 脱硫活性差别不大 但二者均高于前者 从

经济性考虑 油水比例以 Β为好 表 还表明 休

止细胞转化的前 脱硫效果明显 之后 硫含

量降低幅度不大 因此因选用 为一周期进行短

时期内的循环脱硫法 

表 1  不同油水比的脱硫效果

×  ⁄∏∏ √ 

油水比
不同处理时间的硫含量# 

    

Β  1 1 1 1

Β  1 1 1 1

Β  1 1 1 1

215  休止细胞与生长细胞脱硫效果比较

用红球菌的休止细胞分别对不同规格柴油进行

生物脱硫 同时以该菌株的生长细胞脱硫作对照 结

果见表  可以看出 各种规格的柴油经红球菌脱硫

后 硫含量不同程度降低 其中休止细胞的脱硫效果

明显优于生长细胞 平均脱硫率比生长细胞高出

  

表 2  生物脱硫处理后柴油中的总硫变化

×  ×∏∏ 2

柴油
处理前硫含量

# 

处理后硫含量# 

生长细胞 休止细胞

号  1 1

号  1 1

号  1 1

216  休止细胞对柴油的重复脱硫实验

将经过休止细胞脱硫处理后的柴油再用同样的

休止细胞处理 次 次脱硫后的硫含量变化见表

 结果表明 号柴油和 号柴油经过 的初次

脱硫 脱硫率分别为 1 和 1  脱除率较大 

对经过初次脱硫的 种柴油进行重复脱硫 同样处

理 硫含量可再分别脱除 1 和 1  号

柴油经生物处理前后的 ≤2≥≤⁄分析见图  可以

看出 微生物脱除的硫主要是二苯并噻吩类有机硫 

尤其是 ⁄× 及其衍生物 而对苯并噻吩2

衍生物的脱除能力相对较差 生物处理后柴

油中的硫组分多是此类物质 因此 要作到深度脱

硫 尚需进一步筛选利用硫源范围广的菌株或者采

用复合微生物脱硫技术 

表 3  休止细胞的重复脱硫结果

×  ×∏∏∏  

柴油 处理方法
初始硫含量

# 

处理 硫

含量# 

硫脱除率

 

号 初次脱硫 1 1 1

重复脱硫 1 1 1

号 初次脱硫 1 1 1

重复脱硫 1 1 1

 ⁄⁄

图 4  精制柴油重复生物脱硫前后的 ΓΧ2ΣΧ∆图谱

ƒ1  ≤2≥≤⁄ ∏∏

∏ ƒ≥2
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217  柴油脱硫前后烃质组分的含量变化

如图 所示 气相色谱2质谱联用分析确定精制

柴油中正构烷烃的位置和含量本文未给出数据 

继而结合单峰面积所占整体比例并无明显改变的事

实 可以认定精制柴油的烃质组份经红球菌 ƒ≥2脱

硫前后基本没有改变 作为判断柴油质量标准之一

的十六烷值基本保持原水平 说明 ƒ≥2的脱硫作用

是特异性针对硫原子的 不会破坏柴油的有效成分 

  ∏∏

图 5  精制柴油脱硫前后烃组分的气相色谱图

ƒ1  ≤2ƒ⁄ ∏

3  结论

 ⁄× 经过 ƒ≥2菌株作用后 部分被转化成

2° 说明该菌株通过 ≤ ) ≥ 键断裂方式降解

⁄× 

 休止细胞的脱硫效果明显优于生长细胞 

平均脱硫率比生长细胞高出   号柴油和 号

柴油经过 次休止细胞重复脱硫率可达 1 和

1  

 柴油烃质组分的气相色谱分析表明 ƒ≥2

作用前后的柴油烃类组份基本没有改变 说明它的

脱硫作用是特异性针对硫原子的 不会破坏柴油的

有效成分 
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