
第59卷第5期

2019年9月

大 连 理 工 大 学 学 报

JournalofDalianUniversityofTechnology
Vol.59, No.5

Sept.2019

文章编号:1000-8608(2019)05-0455-07

脱氮硫杆菌利用FeS自养反硝化过程研究
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摘要:以硫化亚铁(FeS)为电子供体的自养反硝化反应对水体中硝酸盐的去除有重要贡献.
以菌株Thiobacillus(T.)denitrificansATCC25259为对象,首次研究了脱氮硫杆菌以FeS
为底物的自养反硝化过程.结果表明,以FeS作为唯一电子供体时,T.denitrificans可以将

NO-3-N(30mg·L-1)彻底还原为 N2.同时,FeS中的硫元素经自 养 反 硝 化 过 程 转 化 为

SO2-4 ,而铁元素与培养基中PO3-4 反应生成沉淀物Fe3(PO4)2·8H2O.通过对相关数据拟合

发现自养反硝化过程遵循零级反应动力学(R2>0.93),随着FeS加入量的增大,NO-3 和

NO-2 的还原速率均增大,但NO-3 的还原速率增大更多,使中间产物NO-2 的累积量增大.
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0 引 言

硝酸盐是自然水体和生活废水中常见的污染

物,不仅会导致水体的富营养化,还对饮用水安全

造成严重威胁[1].生物反硝化作用是水中脱除硝

酸盐的主要途径[2],特别是以硫铁基质(黄铁矿

(FeS2)、硫化亚铁(FeS))为底物的自养反硝化反

应,因其在自然水体和废水脱氮中起重要作用受

到研究者的关注[3-4].
FeS是磁黄铁矿的主要成分,在水底的沉积

物和厌氧污泥中大量存在,在厌氧条件下由SO2-4
被还原产生的S2- 与铁矿物作用生成[5].国内外

研究表明,FeS对自然水体和废水的脱氮有重大

影响.Schippers等[6]研究了8处海底沉积物中硫

铁矿物的厌氧氧化,在微生物作用下,FeS能和硝

酸盐反应而黄铁矿不能和 NO-3 反应.有研究者

对参与FeS氧化和 NO-3 还原的菌群进行了分

析,Haaijer等[4]向土壤中加入FeS之后,富集了

以硫杆菌为主要功能菌的菌群,推断硫杆菌属是

湖泊中硫铁矿物氧化和硝酸盐还原的关键因素.
脱氮硫杆菌是严格自养菌,有研究表明硫铁矿物

为底物的废水脱氮中脱氮硫杆菌占主导地位.例

如Li等[7]使用磁黄铁矿生物脱氮时发现优势菌

是脱氮硫杆菌,付炳炳等[8]将以FeS为主要成分

的硫铁化学污泥用于焦化废水脱氮,生物群落分析

表明脱氮硫杆菌是主要功能菌,反应后丰度增加.
以往的研究表明脱氮硫杆菌利用FeS进行

反硝化反应对自然水体和废水的脱氮贡献了重要

作用,脱氮硫杆菌是典型的硫氧化硝酸盐还原细

菌,还具有氧化二价铁的能力[9].Trouve等[10]研

究了脱氮硫杆菌利用FeS还原硝酸盐的速率,

Haaijer等[11]利用FISH技术证明了在富含硫铁矿

物的淡水环境中脱氮硫杆菌能利用FeS进行自养

反硝化.但脱氮硫杆菌利用FeS自养反硝化过程中

硫铁氮元素的转化尚不明确.本文在FeS为唯一电

子供体的情况下,利用菌株 Thiobacillus(T.)

denitrificansATTC25259还原NO-3 ,研究硫铁

氮元素的转化过程和自养反硝化的反应动力学.

1 材料与方法

1.1 菌种和培养基

实验所用菌株Thiobacillus(T.)denitrificans
ATTC25259购自美国菌种保藏中心(ATCC),



是从德克萨斯州的土壤中筛选而来的,美国菌种

保藏中心的保藏编号为25259.
基础培养基:KH2PO4,1g·L-1;NaHCO3,

1g·L-1;MgCl2·6H2O,0.1g·L-1;CaCl2,

0.1g·L-1;微 量 元 素 溶 液,1 mL·L-1.在

0.1MPa,121℃下灭菌20min,过0.22μm滤膜

备用.T.denitrificans 在 细 菌 培 养 基[12]培 养

48h,温度30℃,接种前用PBS溶液洗涤2次.
1.2 颗粒FeS的制备和XRD表征

FeS(AR)购自天津大茂化学试剂厂,在 N2
的保护下使用粉碎机(运邦,YB-2500A)粉碎,筛
分出粒径75~150μm的FeS颗粒备用.在200W
和10kV条件下,2θ为5°~80°,使用X射线衍射

仪(Rigaku,Smartlab9kW)进行表征.
1.3 菌株 T.denitrificansATTC25259 利用

FeS自养反硝化过程研究

实验组在500mL基础培养基中加入10g
FeS(75~150μm),曝氦气20min,并加 NaNO3
使初始 NO-3-N 浓度为30mg·L-1,接种 T.
denitrificans使菌体蛋白浓度为50mg·L-1,调
节pH为7,密封后在30℃、150r/min的摇床中

反应.设置没有接种T.denitrificans的同批次

对照组实验.实验组和对照组每隔1d在无菌厌

氧箱 中 取 样 并 测 定 NO-3 、NO-2 、NH+
4 、SO2-4 、

Fe3+、Fe2+和菌体蛋白浓度.同时设置所有条件完

全相同的同批次实验,用于测定顶空的气相成分.
1.4 FeS加入量对菌株T.denitrificansATTC

25259反硝化影响

在添加有 NO-3-N 浓度为30mg·L-1的

100mL基础培养基中分别加入0、0.25、0.5、1、

2和3g的FeS(75~150μm),曝氦气20min,接
种T.denitrificans使菌体蛋白浓度为50mg·

L-1,调节pH为7.密封后在30℃、150r/min的

摇床中反应.每隔1d在无菌厌氧箱中取样测定

NO-3 和NO-2 .
1.5 分析方法

NO-3 、NO-2 和SO2-4 采用离子色谱法测定

(Dionex,ICS-1100),顶空的气相组分采用气相色

谱仪测定(上海天美,GC9700).Fe2+和Fe3+采用

邻菲啰啉分光光度法测定[13],NH+
4 采用水杨酸-

次氯酸钠法测定[13],菌体蛋白浓度采用考马斯亮

蓝法测定[14].

2 结果与讨论

2.1 菌株T.denitrificans以FeS为底物的反硝

化过程分析

如图 1(a)所 示,在 0~6d,接 种 T.
denitrificans的实验组NO-3-N浓度从(30.33±
0.15)mg·L-1下降至(0.51±0.11)mg·L-1,
与此同时,NO-2 浓度迅速上升,在第5d积累至

(13.13±0.72)mg·L-1,第11d被完全还原.图

1(b)表示实验组和对照组的密闭顶空中气相成

分的变化,实验组顶空气相中 N2 在0~12d从

(0.075±0.016)mmol上升至(0.648±0.021)

mmol,在实验过程中,气相中始终未检出N2O.而
对照组的顶空中N2 无明显变化.

  (a)NO-3-N,NO-2-N

  (b)N2

图1 菌株 T.denitrificans使用FeS反

硝化过程氮元素的转化

Fig.1 Conversion of nitrogen in autotrophic

denitrification process by strain T.

denitrificansutilizingFeS

在第12d,实验组中的 NO-3 的去除率超过

99%,而对照组的NO-3 浓度几乎不变,这证明实

验组绝大部分 NO-3 通过T.denitrificans的反

硝化作用被还原.T.denitrificans是严格自养

菌,利用硫化物和单质硫自养反硝化还原 NO-3
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所遵循的过程[2]如下:

NO-3 →NO-2 →NO→N2O→N2
目前 的 研 究 认 为,反 硝 化 过 程 中 NO-3 、

NO-2 、NO和N2O的还原同时发生,彼此独立进

行并相互竞争电子[15].有研究报道,硝酸盐还原

酶Nar对电子的竞争能力高于亚硝酸盐还原酶

Nir[16].在本实验中,当部分NO-3 被还原为NO-2
后,两者共存并相互竞争电子,但NO-3 的还原速

率大于NO-2 的还原速率,因此造成 NO-2 累积.
Torrento等[17]研究脱氮硫杆菌以黄铁矿为底物

的渗流脱氮实验中同样出现 NO-2 累积的现象,

同位素示踪分析结果表明NO-2 的来源是NO-3 ,

研究者认为高浓度NO-3 会抑制NO-2 还原从而

导致NO-2 累积.
如图2所示,对照组 NH+

4 浓度从(0.02±
0.03)mg·L-1上升至(1.28±0.19)mg·L-1,
实验组NH+

4 浓度没有上升,排除实验组通过硝

酸盐异化还原为铵(DNRA)去除 NO-3 的可能.
对照组 NH+

4 浓度小幅上升的原因是 NO-3 与

FeS发生化学反应[18].相比于对照组,实验组的

NH+
4 浓度更低,这可能是微生物同化作用利用

了少量NH+
4
[19].实验组菌体蛋白浓度Cp 小幅上

升之后下降,表明细菌生长受到抑制.这可能是因

为以FeS为唯一底物的反硝化速率较慢,且反应后

期的电子供体量不足,使细菌生长代谢受到抑制.

图2 菌株T.denitrificans使用FeS反硝化

过程氨氮浓度和菌体蛋白浓度的变化

Fig.2 ConcentrationchangesofNH+4-Nandbacterial

proteininautotrophicdenitrificationprocess

conductedbystrainT.denitrificansutilizing
FeS

如图 3 所 示,在 实 验 组 中,SO2-4 浓 度 从

(55.10±2.57)mg·L-1 上 升 至 (128.88±

10.63)mg·L-1;在 对 照 组 中,SO2-4 浓 度 从

(53.51±1.63)mg·L-1上升至(62.17±2.12)

mg·L-1,且均没有检测出SO2-3 与S2O2-3 .对照

组的SO2-4 可能是取样过程中混入的少量的 O2
与FeS发生化学 氧 化 产 生(式(1))[6].第0~
12d,相 比 对 照 组 SO2-4 的 累 积 量,实 验 组 中

SO2-4 累积量多出65.12mg·L-1,结合实验组的

总无机氮(TIN)去除率和SO2-4 的累积量呈正相

关(图3)可以推断,这部分SO2-4 是脱氮硫杆菌利

用FeS进行自养反硝化过程产生的.研究证明脱

氮硫杆菌能够利用S2-或Fe(Ⅱ)作为电子供体进

行自养反硝化[2],以FeS为底物的自养反硝化的

化学计量式[7]如式(2)所示.根据式(2),还原

30.33mg·L-1NO-3-N所产生SO2-4 的理论值

应为115.54mg·L-1,实验组产生的SO2-4 量小

于计算值,这可能是反硝化过程中部分硫元素转

化为硫单质或者部分SO2-4 发生沉淀,这与 Wang
等[20]研究发现脱氮硫杆菌在一定条件下能将S2-

氧化成硫单质的结果一致.此外,培养基中加入的

CaCl2 可能和SO2-4 产生沉淀,导致SO2-4 的累积

量小于化学计量式的计算量[21].

图3 实验组与对照组中SO2-4 累积浓度变化

和实验组的TIN去除率

Fig.3 Concentration changes of SO2-4 in the

experimentalgroupandthecontrolgroupand

removalrateofTINintheexperimentalgroup

  FeS+2.25O2+2.5H2O→
Fe(OH)3+SO2-4 +2H+ (1)

  5FeS+9NO-3 +8H2O→
4.5N2+5Fe(OH)3+5SO2-4 +H+ (2)

为定性确定反应前后固相中物质成分变化,
采用X射线衍射仪(XRD)对经冷冻干燥处理的
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反应前后的固体沉淀进行表征.结果如图4所示,
反应前的FeS在2θ为43.19°、53.12°、33.67°和

29.91°处有明 显 的 衍 射 峰,这 与JCPDS(Joint
CommitteeonPowderDiffractionStandards)的

FeS标准卡片(No.65-3356)相吻合,衍射峰形完

整,几乎无杂峰,这证明实验所用的粉末FeS的

结晶度好,纯度高.反应后实验组 XRD结果显

示,在2θ为11.15°、13.14°和27.77°等出现新的

衍射峰,与JCPDS标准卡片Fe3(PO4)2·8H2O
(No.53-0854)相吻合,表明反应后出现新的产物

Fe3(PO4)2·8H2O,而反应后的对照组XRD结

果与初始结果无明显差异.实验组和对照组的液

相中几乎无Fe3+和Fe2+,对照组在第0d,Fe2+浓

度为(0.94±0.10)mg·L-1,Fe3+ 的 浓 度 为

(0.36±0.22)mg·L-1,第2d之后Fe2+和Fe3+

的浓度在检出限(0.3mg·L-1)附近,实验组的

Fe2+和Fe3+浓度也在检出限附近.在其他研究中

同样发现使用硫铁矿物作为基质脱氮会产生磷酸

铁或磷酸亚铁沉淀[7,22],这是由于Fe(Ⅱ、Ⅲ)以
及Fe(Ⅱ、Ⅲ)的氢氧化物能与PO3-4 发生沉淀作

用[23].周彦卿等[24]认为硫铁共基质脱氮的过程中

产生FeO(OH)和Fe3(PO4)2·8H2O等中间物

质,最终生成Fe4(PO4)3(OH)3.本实验的实验组

中,脱氮硫杆菌利用FeS进行自养反硝化,底物

FeS经过生物反应后,其中硫元素转化为SO2-4 ,

铁元素与培养基中的PO3-4 发生沉淀作用生成

Fe3(PO4)2·8H2O.实验组反应后的XRD结果

       

图4 实验组和对照组反应前后沉淀物的

XRD谱图

Fig.4 XRDpatternsoftheprecipitateinthe

experimentalgroupandthecontrolgroup

beforeandafterthereaction

没有发现与Fe(Ⅲ)相关的特征峰,这可能是生成

的Fe(Ⅲ)与硫铁矿物能进一步发生氧化还原反

应而生成 Fe(Ⅱ).有研究表明 Fe(Ⅲ)能氧化

FeS,这是以FeS为主要成分的磁黄铁矿化学氧

化的 重 要 反 应[25],FeS 与 Fe(Ⅲ)的 反 应 如

式(3)[26].因此,本实验中通过生物自养反硝化和

化学氧化所产生的Fe(Ⅲ)与FeS进一步反应生

成Fe(Ⅱ),随后Fe(Ⅱ)与培养基中的PO3-4 发生

沉淀 反 应,固 相 中 的 主 要 产 物 为Fe3(PO4)2·

8H2O.
 FeS+8Fe3++4H2O→9Fe2++SO2-4 +8H+

(3)

2.2 不同FeS加入量对T.denitrificans反硝化

过程的影响

微生物的酶促反应中底物浓度影响反应速

率,而电子供体的量是影响生物反应速率的重要

因素[2].在未加入FeS的实验中,观察到NO-3 浓

度无明显的变化(图5(a)),证明在没有外加电子

供体的条件下,T.denitrificans没有利用内源物

质代谢NO-3 的能力.当加入的FeS从0.5g增加

至3g,T.denitrificans将NO-3 和NO-2 完全还

原的时间分别从15d和30d减少至6d和13d.
随着加入FeS量的增加,NO-2 的累积量变大,达到

最大累积量的时间和被完全还原所需的时间缩短.
在加入0.25gFeS体系中,第20d后自养反硝化反

应停止,剩余NO-2 和NO-3 的浓度分别为(6.18±
1.08)mg·L-1和(10.01±2.48)mg·L-1.

在加入不同FeS量的批实验中,如图5(a)和
图5(b)所示,NO-3 和NO-2 的还原去除与反应时

间保持不变的梯度,表明反应遵循零级反应动力

学.其他的研究也表明,使用黄铁矿(FeS2)或FeS
进行反硝化作用遵循零级反应动力学[8,17,27].自
养反硝化过程的动力学分析采用简化的脱氮模

型,根据零级动力学方程式[28]:

NO-3
k1
→NO-2

k2
→N2 (4)

C1=C0-k1t (5)

C2=k1t-k2t (6)
式中:C1 为NO-3-N浓度,mg·L-1;C2 为NO-2-
N 浓 度,mg·L-1;C0 为 初 始 NO-3-N 浓 度,

mg·L-1;k1 为 NO-3-N 还 原 速 率 常 数,mg·
(L·d)-1;k2 为 NO-2-N 还原速率常数,mg·
(L·d)-1.
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  (a)NO-3-N

  (b)NO-2-N

图5 不同FeS加入量对菌株T.denitrificans
自养反硝化的影响

Fig.5 Effects of different amounts of FeS on

autotrophicdenitrificationconductedbystrain

T.denitrificans

对NO-3 和NO-2 还原阶段的数据均使用线

性回归方程拟合,计算反应速率常数和对应的

R2,结果如表1所示,线性回归拟合效果较好

(R2>0.93).反应速率常数k1 和k2 随着FeS加

入量的增大而增大,表明加大FeS量对微生物自

养反硝化反应有明显的促进作用.这是因为更多

的FeS具有更大的表面积,有利于细菌的附着,
同时有利于固体向溶液传质[17].随着FeS量的增

大,NO-3 还原速率k1 比NO-2 还原速率k2 增大

更多,这导致了 NO-2 的累积量上升.在加入3g
FeS的体系中 NO-2 的累积量最大,达到最大累

积量的时间最短,在第4d最大为(16.15±0.31)

mg·L-1,在第10d还原完毕.在加入0.25g的

体系中,NO-3 与 NO-2 未被完全还原,但根据

式(1)计算以FeS为电子供体还原所有的 NO-3
为N2 所需要的 FeS的理论质量小于0.25g.

NO-3 未被完全还原的原因可能是沉淀物阻隔了

反应的进行.Miot等[29]研究发现铁基质的反硝

化过程中生成的固体沉淀物附着在细胞壁上,影
响细胞与溶液之间离子的传递.在微生物使用硫

铁矿石自养反硝化的研究中,研究者发现,硫铁矿

物会在表面生成新的更稳定的沉淀,阻碍微生物

与反应物接触[7].

表1 在不同FeS加入量下的反硝化反应动力学

Tab.1 Kineticsofdenitrificationreactionunderdifferent

amountsofFeS

m(FeS)/g k1/(mg·(L·d)-1) k2/(mg·(L·d)-1)

0.25

0.5

1

2

3

1.13(R2=0.997)

2.33(R2=0.991)

3.91(R2=0.999)

5.30(R2=0.978)

8.54(R2=0.995)

0.70(R2=0.932)

1.16(R2=0.970)

1.41(R2=0.960)

2.52(R2=0.980)

2.77(R2=0.990)

3 结 论

(1)菌株 T.denitrificansATCC25259能

够使用FeS作为唯一电子供体进行自养反硝化

反应,NO-3 能够被该菌株完全还原,反硝化过程

中出现中间产物NO-2 的积累,最终被还原为N2.
在此过程中,FeS中的硫元素经自养反硝化转化

为SO2-4 ,而铁元素通过与培养基中的PO3-4 反应

生成沉淀物Fe3(PO4)2·8H2O.
(2)菌株 T.denitrificansATCC25259利

用FeS进行的自养反硝化反应遵循零级反应动

力学,加大FeS量使得反应速率加快,完全还原

NO-3 和NO-2 的时间均变短.FeS量对 NO-3 还

原速率的影响大于对 NO-2 还原速率的影响,随
着FeS的加入量增大,NO-2 的累积量增大.而当

加入的FeS量较少时,反硝化反应受到沉淀物的

阻隔逐渐变缓至停止,此时NO-3 和NO-2 未被完

全还原.
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Studyofautotrophicdenitrificationprocessconducted
byThiobacillusdenitrificansutilizingFeS

ZHOU Xiang, ZHANG Yu*, SUN Chaoyue, SU Zhiqiang, SUN Lijian

(KeyLaboratoryofIndustrialEcologyandEnvironmentalEngineering,MOE,DalianUniversityofTechnology,

Dalian116024,China)

Abstract:Theautotrophicdenitrificationreactionwithferroussulfide(FeS)astheelectrondonor
playsasignificantroleinnitrateremovalinwaterbody.ThestrainThiobacillus(T.)denitrificans
ATCC25259isnovellyappliedtoinvestigatetheprocessofautotrophicdenitrificationwithFeSas
substrate.TheresultsexhibitthatNO-3-N(30mg·L-1)isfinallyreducedtoN2byT.denitrificans
utilizingFeSasthesoleelectrondonor.TheelementalsulphurinFeSisconvertedtoSO2-4 via
autotrophicdenitrification,whereastheelementalironisprecipitatedwithPO3-4 astheformof
Fe3(PO4)2·8H2O.Besides,accordingtothefittedcurves,thisautotrophicdenitrificationprocessis
demonstratedtoaccordwiththezero-orderkinetics(R2>0.93).AstherisingamountofFeS,both
thereductionratesofNO-2 andNO-3 increase.Additionally,thereductionrateofNO-3 growseven
moresharply,whichaccountsfortheimprovedaccumulationconcentrationofNO-2 asintermediates.

Keywords:Thiobacillusdenitrificans;ferroussulfide(FeS);autotrophicdenitrification;reaction
dynamics
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