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氧化亚铁硫杆菌分离复壮及固定化的研究

邸进申 赵新巧 耿 冰
（河北工业大学化工学院生物工程系 天津 "$$0"$）

摘 要：用稀释涂布平板法从已退化的氧化亚铁硫杆菌（!"#$%&’#(()* +,--$$.#/&0*）菌液中分离
出氧化活性较高、生命力强的氧化亚铁硫杆菌 30。以 D6#软性填料作为氧化亚铁硫杆菌的
固定化载体，构建了固定床生物反应器。考察了固定床生物反应器氧化 84# E 的情况：84# E 最
大氧化速率达 ;F5;,G（H·I）。并对固定床生物反应器运行过程中在载体表面形成的沉淀物进
行了研究，通过 J衍射证明此沉淀物为黄钾铁矾［K84"（LM!）#（MD）5］。
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氧化亚铁硫杆菌（!"#$%&’#(()* +,--$$.#/&0*，! ) +）属原核生物界、化能营养原核生物门、
细菌纲、硫化细菌科和硫杆菌属，是典型的化能自养菌。好氧嗜酸，革兰氏阴性。该菌从

亚铁离子或硫化物的化学反应中获得能量，以空气中的 OM# 为碳源，并吸收氮、磷等无机

营养，合成菌体细胞［0］。但由于这类细菌生长缓慢，代谢周期长，从而为其工业应用带来

障碍。一方面，应保持和筛选生长速度快的菌种、防止菌种退化等；另一方面，! ) + 菌生长
于物质表面的自然倾向使其成为细胞固定化的理想微生物，因此采用固定化氧化亚铁硫

杆菌来增大细胞密度，使反应加速，实现连续化操作，从而提高生产能力。因此选择合适

的固定化填料成为工业生产中的一个重要环节。/’P>’等［#］曾用角叉藻聚糖、交联树脂等
对氧化亚铁硫杆菌进行了固定化，但固定化稳定时间不能达到产业化的要求。为此，我们

首先对氧化亚铁硫杆菌进行了分离复壮，分离出具有更高的氧化活性和生命力的 30菌。
以 D 2 #软性填料为载体，利用吸附法，对氧化亚铁硫杆菌进行了固定化，用电镜扫描观
测了菌种的固定化情况，并构建了固定床生化反应器，对固定化氧化亚铁硫杆菌氧化硫酸

亚铁的一般特性进行了研究。

! 材料和方法

!"! 菌种
氧化亚铁硫杆菌（!"#$%&’#(()* +,--$$.#/&0*，! ) +），由中国科学院微生物研究所提供。

!"# 培养基
1K液体培养基：（/D!）# LM! ",，KO( $F0,，K#DQM! $F7,，R,LM!·;D#M $F7,，O9（/M"）#

$F$0,，蒸馏水定容至 0$$$=H，SD #F$，0#0T灭菌 07=>U。加入经过滤除菌的 84LM!·;D# M



溶液（质量浓度为 !"#，$% &’"）(")*。+, 琼脂固体培养基为 - 和 . 的混合物。- 液：
（/%0）& 120 (’34，,56 "’(4，,&%720 "’34，84120·9%&2 "’34，5:（/2!）& "’"(4，琼脂 (34，蒸馏
水定容至 ;"")*，$% &’"，(""<7: 灭菌 (3)=>。. 液：?@120·9%&2 (;"4，蒸馏水定容至
0"")*，$% &’"，过滤除菌。将 -和 .液混合倒平板。
!"# 仪器设备
分批培养时采用回转式恒温调速摇瓶柜（%ABC!型，上海欣蕊自动化设备有限公

司）；生化培养箱（*D%C&3"-型，广东省医疗器械厂）；固定化细胞培养时采用自制的固定
床生物反应器（高径比为 (" E(，有效体积为 &*，材质为有机玻璃，带有水浴夹套以保持反
应器温度恒定），加入固定化载体后，床层空隙率为 9&#。F射线衍射仪 F$@GH 87I型（荷
兰 7J=6=$K公司）；扫描电子显微镜 7%L*L71 ?ML52型。
!"$ 分析方法
用重铬酸钾容量法测定铁［!］；血球计数板法对细菌计数［0］；采用扫描电子显微镜观测

载体内部结构［3］；采用 F射线衍射测定复合铁盐沉淀物的组成［;］。
!"% 分离复壮方法
首先进行富积培养。吸取 (")*原始菌液 ，放入盛 ("")* +,液体培养基的锥形瓶

中，在 !"N (3" GO)=>条件下培养，直至锥形瓶中的溶液颜色变成棕色，此过程一般需要
!P。然后采用稀释涂布平板法分离纯化。取上述培养好的菌液 ()*，用 $%&’"的稀 %&120

溶液稀释，每次稀释 ("倍，依次制成 ("Q (、("Q &、("Q !、("Q 0、("Q 3和 ("Q ;浓度的稀释液。然

后将 ("Q 0、("Q 3、("Q ;浓度的稀释液各 "’&)*分别接种到 !个盛有 +,琼脂固体培养基的
培养皿中，涂布均匀，倒置培养直至固体培养基表面出现棕色圆点状小菌落，此过程需

9P。选外观均匀的菌落挑取菌株接种至盛有 (")* +, 液体培养基的小锥形瓶中，!"N
(3" GO)=>条件下培养，直至锥形瓶中的溶液颜色变成棕色。如此重复在液体培养基中扩
大培养和在平板上反复涂布分离，最终选出代谢旺盛，生命力强的菌株 R(。
!"& 固定化细胞制备方法
本研究采用的固定化载体为 %C& 软性填料———软聚氨酯泡沫塑料，空隙率 +"#以

上，长和宽为 ;))、高为 &))的长方体，采用吸附法制备固定化细胞。
!"’ 细胞的固定化过程

! S " 菌在 %C&软性填料上的固定化分两个步骤进行。首先取 &3""片生物支持粒子
均分放到 ("个 3"")*锥形瓶中，每个锥形瓶加入 &"")*的培养基，?@& T浓度为 U’;;4O*，
接种量为 ("#（# O#），在摇瓶柜中进行分批培养。培养条件：!"N，$% &’"，(3" GO)=>。定
时测定培养液中 ?@& T浓度，当培养基中亚铁离子消耗超过 +"#时，转移载体至新鲜培养
基中。如此反复培养 ! V 0次，直到 %C&软性填料呈现红褐色，表明 ! S " 菌已吸附在载体
上。然后将吸附有氧化亚铁硫杆菌的 &3""片生物支持粒子放入到固定床生物反应器中，
加入新鲜培养基进行培养，温度 !"N，$%&’" V &’&，通气量 !!"*OJ，定时测定反应器中
?@& T的浓度，当 ?@& T被消耗 +"#时，更换新鲜培养基，如此反复 0 V 3次，待 ?@& T氧化速率
不随时间而变化时，表明生物催化剂活化后使固定化细胞进入稳定期，接着进行连续培

养，在稀释率为 "’; JQ (条件下，$%为 &’" V &’&，温度为 !"N，通气量为 !!"*OJ时，此时
?@& T平均氧化速率为 9’&4O（*·J），表明固定化 ! S " 菌在生物反应器中的操作已进入稳定。
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! 结果和讨论

!"# 分离复壮后的特性比较
经分离复壮后，测定分离前后菌株的生长情况和氧化活性，与分离前的混合菌液相

比，分离后的 !"菌株生长延迟期缩短近 # $，生长情况明显优于后者。由此可知分离后菌
株较分离前的氧化活性大大提高，在对数期和稳定期尤为明显。

!"! 游离细胞与固定化细胞 $%!&氧化速率的比较
图 "显示，在分批培养中，游离细胞的最大 %&’ (氧化速率为 )*+,#-.（/·$），固定化细

胞最大 %&’ (的氧化速率上升到 0*’-.（/·$），固定化细胞比游离细胞的 %&’ (氧化速率大大

提高的原因是由于细胞固定化后，增加了活细胞的密度。

!"’ 固定床生物反应器中 $%!&氧化与菌膜形成的相关性
间歇培养时，定时取样观察 %&’ ( 的氧化与菌膜形成的相关性（图 ’）。在培养 " 1 23

图 # 固定化细胞与游离细胞 $%! &

氧化速率的比较

%4-5" !$& %&’ ( 67438946: ;89& <6=>8;4?6:

@&9A&&: 4==6@4B4C&3 8:3 D;&& <&BB?

图 ! 生物膜形成与 $%! &

氧化速率的相关性

%4-5’ !$& ;&B8946: @&9A&&: @46ED4B=

8:3 9$& 67438946: ;89& 6D %&’ (

图 ’ 载体的扫描电镜照片
%4-5F G<8::4:- &B&<9;6: =4<;6-;8>$ 6D HE’ <8;;4&;?

8*%;&?$ HE’ <8;;4&;?；@5HE’ <8;;4&;? 4==6@4B4C&3 ! 5 " 5
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中，当 !"# $的氧化速率在 %&’ ( )&%*+（,·-）时，培养液中的菌数和 !"# $氧化速率增长之间
有明显的相关性，表明 !"# $氧化是靠培养液和菌膜中的菌体共同完成的。随着培养时间
延长，当 !"# $氧化速率达到 )&%*+（,·-）以上时，!"# $氧化速率和液体中菌数已无相关性，
!"# $的氧化主要由反应器中固定化细胞完成，这说明在反应器中细胞固定化已完成，反应
器进入稳定期。本实验采用电镜扫描观测菌膜生长情况，图 ./0是电镜扫描观测到的未
固定细胞 1/#载体结构图，图 ./2为 ! 3 " 菌在 1/#载体孔隙表面上吸附后的情况。
!"# 反应过程中复合铁盐沉淀物的形成及其对生物反应的影响
!"#"$ 复合铁盐沉淀物的形成机理：由于氧化亚铁硫杆菌生长过程中将 !"# $ 氧化为
!". $，!". $发生一系列的水解反应，最终在载体表面形成沉淀物，对其进行 4衍射，结果表
明此沉淀物为黄钾铁矾［5!".（678）#（71）9］，其形成过程机理可由下列方程式表示：

!"# $ $ 1 $ $ ’+87#
! 3
!
"
!". $ $ ’+#1#7

.!". $ $ 5$ $ #167:
8 $ 91# !7 5!".（678）#（71）9 $ ;1$

复合铁盐沉淀物的形成与 <1值、离子浓度及培养基组成有关。
!"#"! 复合铁盐沉淀物对生物反应的影响：图 ./2显示，在载体表面形成了由细菌和黄
钾铁矾沉淀物的积聚物。通常载体表面的粗糙度对固定化有很大影响，载体表面的沉淀

物提高了载体的粗糙度，有利于固定化过程［)］；另外，! 3 " 菌对黄钾铁矾沉淀物的亲和力
也在固定化过程中起到一定的作用［=］。但是载体表面沉淀物可能限制固定化细胞的浓

度，因它们占据了载体部分表面，阻塞载体微孔及床层的流通通道，势必影响底物与代谢产

物的传递，导致菌生长所需的 7#、>7# 和 !"# $等营养物质的不足，降低反应速率。故应调节
培养基 <1值和离子浓度，控制黄钾铁矾的生成量，使固定化细胞反应达到最佳效果。

图 # 生物催化剂失效
与时间的相关性

!?*38 @"A0B?C?BD 2"BE""F 2?GH0B0AD?IB

AGI" "JJ?H0HD 0FK B?L"

!"% 固定化细胞的稳定性
在装有固定化细胞的固定床生物反应器中，于 .%M，

加入 <1#&% ( #&#的 N5培养基，通气量为 ..%,+-，稀释率
为 %&9-: ’的情况下，连续运转了 ’’% K，定时测定反应器
出口液中亚铁离子的浓度，结果显示反应器中固定化细

胞的稳定性良好，其间，沉淀物也在不断生成，但由于少

量的沉淀物有利于 ! 3 " 的吸附，因此这一时期生物反应
器性能较为稳定。但随着时间的增长，反应器稳定运行

’’% K后，器壁上附着有黄色的沉淀物，并逐渐有所增多，
沉淀物的积累造成填料结块，影响营养物质的传递，使细

胞生长与代谢受到抑制，造成 !"# $ 转化率降低（图 8）。
本文采用 <1 ’&% 的硫酸清洗载体，使沉淀溶解，可除去

此沉淀物，载体恢复原性能，解决了细胞固定化载体结块的难题，对细胞的生长没有影响。

& 结论
经稀释涂布平板法分离出的氧化亚铁硫杆菌 O’比分离前具有更高的氧化活性和生

命力，达到了复壮目的。
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采用 !"#软性填料作为固定氧化亚铁硫杆菌的载体，操作简便易行，利用制备的固定
化细胞构建了固定床生物反应器，进行了连续反应。此固定床生物反应器在通气量为

$$%&’(，)!值为 #*% + #*#，稀释率为 %*, (- .的条件下，/0# 1的最大氧化速率可达到 2*,23’
（&·(）；该固定床生物反应器连续运行 ..% 4，生物催化剂的稳定性良好，/0# 1的转化率可
保持在 567左右，取得了较为满意的结果。
对固定化过程中载体表面形成的沉淀物用 8衍射测定，此沉淀物为黄钾铁矾［9/0$

（:;<）#（;!）,］，并初步探讨了其对生物反应的影响。
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