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摘要!分别以 =@5’ 和 =@50F 为底物培养驯化嗜酸性氧化亚铁硫杆菌"9&%7%.5%"$)&%((’1*-##"":%7),1#4_)$结果发现以 =@5’ 为底

物驯化 9/*-##"":%7),14_)$在培养 ’( ? 时$培养液中 4_) 的菌体数量达 *‘( r"($ 个PG4$对 =@5’ 中亚铁及还原性硫的氧化能

力均较强B9/*-##"":%7),14_) 在以 =@50F 为底物的培养液中生长$培养 F& : 溶液中 =@’ f全部氧化成 =@* f$菌体数量达到 "‘(

r"(& 个PG4B以 =@5’ 为底物驯化培养 9/*-##"":%7),14_) 产生的胞外多聚物的量"以 X06计#达到’ *#) !VP""("(M@;;N#$是同

等条件下经 =@50F 培养后产生 +W5 量的 * 倍B分别将经过 =@5’ 和 =@50F 驯化培养的 9/*-##"":%7),14_) 菌液作接种物$进行

高硫煤生物浸出脱硫实验$结果表明$生物浸出脱硫 "* ?$接种 =@5’ 驯化的 9/*-##"":%7),14_) 处理$脱硫率达 $’‘Fj$而接种

=@50F 培养的 9/*-##"":%7),14_) 处理$反应 "* ? 煤炭脱硫率仅为 F$‘’j$反应 ’( ? 煤炭脱硫率达 %)‘&jB因此$以 =@5’ 为底

物驯化 9/*-##"":%7),14_) 可以提高煤炭的生物脱硫效率并缩短脱硫时间B
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!!环境保护日益为全球所关注B我国 50’ 年排放

量大$酸雨已覆盖国土面积 F(j左右 *"+ $如何降低

和控制 50’ 的污染变得尤为紧迫和重要B煤炭是我
国能源的支柱$而煤炭中所含硫分在燃烧时产生硫
氧化物$造成大气污染B我国煤炭的含硫量一般在
(‘*&j g)‘*’j$平均为 "‘$’j$而高硫煤又多分
布在煤炭资源较少的南方地区 *’+B我国约 &(j的煤

炭直接用于燃烧$释放大量的 50’$而酸雨中的 50’
有 #(j来自煤的燃烧$酸雨(酸雾在我国大部分地
区日趋严重 **$F+ $因此研究经济而有效的煤炭脱硫
方法具有重要的现实意义B

通常煤炭中黄铁矿"=@5’ #硫占总硫量的 %(j

以上 *)+B煤的浸出法脱硫条件温和$成本低$尽管周
期长$仍不失为一种煤炭燃前脱硫的重要方法B其生
物脱硫的机制是利用嗜酸性氧化亚铁硫杆菌 "9/
*-##"":%7),1#以 =@5’ 中亚铁和还原性硫为底物$将
=@5’ 氧化溶解$硫被细菌氧化成硫酸进入液相而得

以去除 *% g&+B由于嗜酸性氧化亚铁硫杆菌属于化能
自养型细菌$因此在脱硫过程中生长缓慢$脱硫时间
漫长$且脱硫效率较低B因此本研究以实验室保存的
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9/*-##"":%7),14_) 为供试菌株$以不同的底物对其
进行培养驯化$比较 9/*-##"":%7),14_) 在 ’ 种基质
中培养驯化的差异$以便得到氧化效率高(脱硫时间
短的优化菌种$以便为规模化的煤炭生物脱硫提供
依据B

JK材料与方法

JLJ!黄铁矿"=@5’#

采自南京云台山的黄铁矿精矿$磨细过 ’(( 目
筛$备用B
JLM!高硫煤

采自山东滕州市某生产建设煤矿$供试煤样基
本性质!水分 Fj(灰分 ""‘)*j(全 5 *‘F&j(低位
发热量 " )$’ ICPIV$煤样经粉碎后过 ’(( 目筛$
备用B
JLN!菌种及培养活化方法

9&%7%.5%"$)&%((’ *-##"":%7),14_) 为本课题组保
存菌株B用改进型 #^培养基培养活化 *#$"(+ ’双层平
板计 数 *""+ $ 当 9/*-##"":%7),14_) 的 数 量 达 到
"(& 个PG4时收集菌体保存备用B
JLO! 分别以 =@50F( =@5’ 为底物驯化培养 9/
*-##"":%7),14_)

配制改进型 #^无机盐培养液"同 "‘* 节#$取
无机盐培养液 #( G4于 ’)( G4三角瓶中$以 =@50F
为能源物质$=@50F)$]’0的加入量为 FF‘’ VP4$接
入 "( G4活化好的 9/*-##"":%7),14_) 菌液$接种量
"(j$置于’&m$"&( LPGA8的摇床中培养B每隔 * ?
转接 " 次$如此重复 * 次B

取无机盐培养液 #( G4于 ’)( G4三角瓶中$以
=@5’ 为能源物质$=@5’ 的加入量为 "( V$接入 "( G4
9/*-##"":%7),14_) 的新鲜菌液$在同样的条件下进
行驯化培养$每隔 ’( ? 转接 " 次$如此重复 * 次B

以最后一次培养驯化获得的 4_) 菌液为实验
材料$以 =@50F 为底物的培养液每 "’ : 取样测定溶

液中 =@’ f和 =@* f的含量$计算 =@’ f的氧化率$=@’ f(
=@* f浓度的测定用邻菲啉分光光度法 *"’+ ’定时测
定溶液 O]值的变化’溶液中 9/*-##"":%7),14_) 菌
体数量’培养 * ? 结束后取样测定菌体产生的胞外
多聚物"@J9LDM@;;>;DLO7;<G@LAMN>RN9D8M@$+W5#的含
量B

以 =@5’ 为底物的培养液每隔 ’ ? 取样测定各

参数$其反应液中 50’ hF 浓度的测定用离子色谱

"XA78@J*’(#法 *"*+ $’( ? 后取样测定菌体产生 +W5
的含量B

JLP!9/*-##"":%7),14_) 产生 +W5 的提取及测定
方法

将上述分别以 =@50F 为底物培养 * ? 及以 =@5’
为底物驯化 ’( ? 的 9/*-##"":%7),14_) 培养液用新
华滤纸抽滤$除去沉淀(杂质$然后取 ’( G4菌液
"’ ((( LPGA8$离心 * GA8 除去菌体$留取含 +W5 的
上清液 *"F+ $测定上清液中的206值$用X06值表征
+W5 的量B
JL!!不同底物培养驯化的 9/*-##"":%7),14_) 对煤
炭生物脱硫效率的影响

在 ’)( G4三角瓶中加入 #( G4的 #^无机盐
溶液$"( V煤粉"’(( 目#及分别以 =@50F(=@5’ 为底
物培养驯化的 9/*-##"":%7),14_) 新鲜菌液 "( G4$
将摇瓶置’&m$"&( LPGA8的摇床中培养$’ 个处理各
设置 * 个重复B定时取样测定溶液中 50’ hF 的浓度$

根据 50’ hF 的浓度换算出煤炭中硫的脱除率B

MK结果与讨论

MLJ!9/*-##"":%7),14_) 在以 =@50F 为底物的培养

液中生长情况
9/*-##"":%7),14_) 是嗜酸性化能自养细菌$最

适生长 O]值为 ’‘( g*‘($因此培养液的初始 O]值
调整为 ’‘)$以 =@50F 为能源物质时$9/*-##"":%7),1

4_) 将溶液中的 =@’ f氧化为 =@* f获得能量生长B在
9/*-##"":%7),14_) 作用下培养液的 O]值及 =@’ f

氧化率变化情况见图 "B

图 JK以 8%"CO 为底物培养 ;=+.$$##<&9*-1_BP 时

培养液 $:值变化和 8%M c氧化率

=AVB"!6:D8V@N7SO]D8? AL78""# 7JA?D9A78 LD9@A8 9:@G@?A>G

Q:@8 9/*-##"":%7),14_) A8M>RD9@? QA9: =@50F

从图 " 可以看出$以 =@50F 为底物培养 9/
*-##"":%7),14_) 时$溶液 O]值缓慢下降$ F& : 后
O]值从起始时的 ’‘) 下降到 "‘&$$$’ : 后下降到

*$’



环!!境!!科!!学 *’ 卷

"‘%&B9/*-##"":%7),14_) 对 =@’ f的氧化速率较快$
反应 ’F : =@’ f的氧化率为 F’‘*j$F& : 后溶液中的
=@’ f被完全氧化$全部转化为 =@* fB反应结束后对
培 养 液 中 的 9/ *-##"":%7),14_) 进 行 计 数$
9/*-##"":%7),14_) 数量为 "‘( r"(& 个PG4B课题组
成员前期研究发现未经转接驯化的 9/*-##"":%7),1
4_) 完全氧化 =@’ f需要 F g) ? 时间$而经过 * 次转
接驯化后获得 9/*-##"":%7),14_) 菌液$反应 F& :
即可将相同浓度的 =@’ f完全氧化$其氧化率明显提
高$菌株 9/*-##"":%7),14_) 在 #^培养基中生长情
况与课题组前期研究中所获得的结果基本一致 *")+B
MLM!9/*-##"":%7),14_) 在以 =@5’ 为底物的培养液
中生长情况
MLMLJ!以 =@5’ 为底物驯化 9/*-##"":%7),14_) 时

溶液 O]和 =@* f含量变化
9/*-##"":%7),14_) 可以通过 ’ 个系统对 =@5’

进行 氧 化$ 即 铁 氧 化 系 统 和 硫 氧 化 系 统 *"%+B
9/*-##"":%7),14_) 既可以将 =@5’ 中的亚铁氧化成

=@* f$亦可以将 =@5’ 中的还原态 5 氧化成 50’ hF 而
获得能量B=@5’ 是以一种固体粉末的形式存在于培
养液中$9/*-##"":%7),14_) 对 =@5’ 的氧化以溶液

中 =@* f 浓 度 及 50’ hF 浓 度 的 增 加 表 示B在
9/*-##"":%7),14_) 作用下以 =@5’ 为底物的培养液

中 O]值和 =@* f含量变化情况见图 ’B

图 MK以 8%"M 为底物驯化 ;=+.$$##<&9*-1_BP 时

培养液 $:值和 8%N c含量变化

=AVB’!6:D8V@N7SO]D8? AL78"’# M78M@89LD9A78 A8 9:@G@?A>G

Q:@8 9/*-##"":%7),14_) A8M>RD9@? QA9: =@5’

由图 ’ 可 以 看 出$ 以 =@5’ 为 底 物 培 养
9/*-##"":%7),14_) 时$由于 =@5’ 具有很高的缓冲
性$前期溶液 O] 值有个先升高后下降过程$
9/*-##"":%7),14_) 在培养的第 * ?$介质溶液的 O]
从起始时的 ’‘) 升高至 ’‘&&$以后溶液 O]开始较

快下降$在 ’( ? 时降到 "‘&B同样从图 ’ 可以看出$
培养液中的 =@* f随着时间的延长逐渐增多$第 $ ?
=@* f含量为 ""’ GVP4$$ ? 后溶液中 =@* f的浓度快
速上升$在第 $ g"" ? 期间 =@* f的浓度升高较快$由
""’ GVP4上升到 F(% GVP4$第 ’( ? 时 =@* f的浓度
达到 " (’’ GVP4B
MLMLM!以 =@5’ 为底物驯化 9/*-##"":%7),14_) 时

溶液中 50’ hF 浓度和菌体数量变化
9/*-##"":%7),14_) 在生长过程中将 =@5’ 中的

还原态 5 逐渐氧化成 50’ hF $溶液中 50’ hF 浓度和菌
体数量随时间的变化情况见图 *B

图 NK以 8%"M 为底物驯化 ;=+.$$##<&9*-1_BP 时

培养液中菌体数量和 "CM eO 浓度变化

=AVB*!6:D8V@N7S9/*-##"":%7),14_) 8>GR@LN

D8? 50’ hF M78M@89LD9A78 Q:@8 9/*-##"":%7),1

4_) A8M>RD9@? QA9: =@5’

从图 * 可以看出$培养液中 50’ hF 的浓度及菌体
数量随着时间的增加逐渐上升$反应前期变化趋势
基本一致$9/*-##"":%7),14_) 在以 =@5’ 为底物驯
化时前 * ? 处于延滞期$生长缓慢$ ) ? 后菌体生长
加快$") g’( ? 时生长速度最快$’( ? 时培养液中
菌体数量达到 *‘( r"($ 个PG4$而同菌体生长曲线
相似$50’ hF 的浓度在反应前期也变化较小$在反应

进行到第 $ ? 时溶液中 50’ hF 的含量开始快速增长$

第 ’( ? 时溶液中 50’ hF 浓度达到# (#’ GVP4B
由 ’‘" 节 可 知$ 以 =@50F 为 底 物 培 养 9/

*-##"":%7),14_)$$’ : 反应结束时菌体数量为 "‘( r
"(&$以 =@5’ 为底物驯化 9/*-##"":%7),14_) 时溶液
中的菌体数量只是以 =@50F 为底物驯化时的 "P*B

,AI7;7T等 *"$+在研究 9/*-##"":%7),1形成的生物膜
特性时发现$9/*-##"":%7),1进行细胞繁殖时$分裂
产生的 ’ 个细胞中$其中一个附着在 =@5’ 的表面$
另一个则进入溶液中$因此溶液中的细菌数量多少

F$’
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可以表征吸附在 =@5’ 上的细菌数量B常志东等
*"&+

研究发现$9/*-##"":%7),1在 =@5’ 表面经过 * : 的吸
附达到平衡$约有 )(j g%(j的 9/*-##"":%7),1吸
附在 =@5’ 的表面B笔者的实验也证实$&‘( r"(& 个P
G4的 9/*-##"":%7),14_) 在含 =@5’ 的溶液中经过
* : 的吸附$溶液中 9/*-##"":%7),14_) 的数量降至
*‘# r"(& 个PG4$=@5’ 对菌株 4_) 吸附量达 %FjB
因此虽然以 =@5’ 为底物驯化 9/*-##"":%7),14_) 培
养液中的细菌数量只有以 =@50F 为底物驯化时的
"P*$但就其总量来说应该和后者相当B由以上数据
可知$9/*-##"":%7),14_) 驯化 ’( ? 后$培养液中
50’ hF 浓度从起始时的 % &)) GVP4增加至 # (#’
GVP4$共增加了’ ’*$ GVP4$其增加量是生成或增加
的 =@* f浓度"" (’’ GVP4#的一倍多$9/*-##"":%7),1
4_) 氧化 =@’ f生成 =@* f$=@* f具有强氧化性与 =@5’
中的 5 反应$加速了 5 的氧化$从而有利于=@5’ 中 5

的去除$此实验现象与 5>VA7等 *"#+的研究结果类似B
MLN!不同底物培养驯化9/*-##"":%7),14_) 分泌
+W5 量的差异

分别 以 =@50F 和 =@5’ 为 底 物 培 养 驯 化
9/*-##"":%7),14_) 时产生的 +W5 量见图 F$从中可
以看出以 =@50F 为底物培养 9/*-##"":%7),14_)$$’
: 反应结束后$菌株 4_) 产生的 +W5"以 X06计$下
同#是 $(F !VP""("(M@;;N#$而以 =@5’ 为底物驯化
9/*-##"":%7),14_)$驯化 ’( ? 后$菌株 4_) 产生的
+W5 为’ *#) !VP""("(M@;;N#B

图 OK不同底物驯化 ;=+.$$##<&9*-1_BP 时 /2"的产生量

=AVBF!1DNN7S+W5 OL7?>M@? SL7G9/*-##"":%7),1

4_) M>;9>L@? QA9: =@5’ D8? =@50F

9/*-##"":%7),14_) 分泌 +W5 的主要成分是多
糖和多肽$依靠这些大分子物质的粘附作用$菌体得

以吸附在矿物"=@5’#表面
*’($’"+B而从以上实验数据

可以看出以 =@5’ 为底物驯化 9/*-##"":%7),14_) 产
生的 +W5 大约是以 =@50F 为底物培养时产生量的 *
倍$有研究表明以 =@50F 和 =@5’ 为底物培养驯化
9/*-##"":%7),1时$二者产生的 +W5 组成成分基本相
似 *’’+ $因此$9/*-##"":%7),14_) 经 =@5’ 驯化后应更
有利于其在 =@5’ 表面的吸附B
MLO!’ 种不同底物驯化的 9/*-##"":%7),14_) 对煤
炭生物脱硫效率的影响

为了比较 9/*-##"":%7),14_) 经不同底物驯化
后对煤的脱硫效率$分别将经 =@50F 培养 * ? 的
9/*-##"":%7),14_) 及经 =@5’ 培养驯化 ’( ? 的
9/*-##"":%7),14_) 做接种物进行煤生物脱硫反应$
结果见图 )B从图 ) 可以看出$接种后前 * ? 二者脱
硫速率基本相同$都是缓慢上升$而 * ? 以后接种以
=@5’ 为底物驯化的 9/*-##"":%7),14_) 的反应中$
硫的氧化率明显加快$在第 "* ? 就可以达到
$’‘Fj$此后硫的氧化速率趋于平缓$氧化率增加缓
慢B而接种以 =@50F 为底物培养的 9/*-##"":%7),1
4_) 时$硫的氧化率直到第 $ ? 才开始出现明显升
高迹象$"* ? 时脱硫率仅为 F$‘’j$反应 ’( ? 煤的
脱硫率只达到 %)‘&jB

图 PK不同底物驯化的 ;=+.$$##<&9*-1_BP

对煤中黄铁矿硫的脱除效率比较

=AVB)!/@G7TD;@SSAMA@8M<7SN>;S>LA8 M7D;R<9/*-##"":%7),1

4_) M>;9>L@? QA9: =@5’ D8? =@50F

从 ’‘* 节可知$9/*-##"":%7),14_) 经=@5’ 驯化
后产生大量的 +W5$由于 +W5 的粘附作用$更有利于
菌体吸附在煤中 =@5’ 的表面$从而更易于对 =@5’
进行氧化$蒋磊等研究表明$9/*-##"":%7),14_) 可
以粘附在矿物表面上$经过氧化作用在 =@5’ 表面形
成一个如细菌大小的溶蚀坑$细菌位于其中$更有利
于 9/*-##"":%7),14_) 对 =@5’ 的进一步氧化

*"*+B亦

)$’
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有报道 *"F$’*++W5 可以络合一定数量的 =@* f离子$
=@* f作为一种强氧化剂在 =@5’ 的氧化过程中也有

可能起着重要的作用$关于 +W5 络合 =@* f及其氧化
活性本实验室正在进一步的研究B

可见$以 =@5’ 为底物驯化 9/*-##"":%7),14_)
后$可以产生大量的 +W5$有利于 9/*-##"":%7),14_)
在煤中 =@5’ 表面的附着$使 9/*-##"":%7),14_) 能更
快地适应新环境$缩短脱硫时间$提高脱硫效率B

NK结论

""#9/*-##"":%7),14_) 可以氧化 =@5’ 获得能

量而生长$培养驯化 ’( ? 培养液中菌体数量可达到
*‘( r"($ 个PG4B

"’#9/*-##"":%7),14_) 以 =@5’ 为底物驯化 ’(
? 后$ +W5 的 产 生 量 " 以 X06 计 # 为
’ *#) !VP""("(M@;;N#$约是以 =@50F 为底物培养时
生成 +W5 量的 * 倍B

"*#以 =@5’ 为底物培养驯化的 9/*-##"":%7),1
4_) 用于煤炭生物浸出脱硫$可明显提高脱硫效率$
缩短脱硫时间B
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