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专一脱硫菌催化氧化原油脱硫的研究

唐 琼，徐岚清，冯 昊，黎贤彬，孙佳欣，谢纤羽

（乐山师范学院化学学院，四川 乐山 ６１４０００）

　　摘　要：燃烧石油所产生的ＳＯ２可导致环境污染，为了有效地脱去原油中的硫，采用实验室驯化、富

集得到的微生物作为专一脱硫菌株，对原油中含硫化合物二苯并噻吩（ＤＢＴ）进行了脱硫研究。着重探

讨了微生物驯化、富集培养体系，培养温度，摇床转数和微生物初始浓度等因素对生物催化脱硫效率的

影响，并结合气相色谱－质谱联用仪（ＧＣ－ＭＳ）分析方法对氧化脱硫机理进行了探讨。结果表明：以甘

油作为碳源、ＤＢＴ作为唯一硫源的培养体系来驯化、富集得到的微生物，能够有效地将 ＤＢＴ上的硫脱下

来。ＤＢＴ的脱硫率随培养温度、摇床转速、生物接种量的变化而不同；随着培养温度、摇床转速的增加，

脱硫效率先增加后降低；生物接种量越大，脱硫效率越高，直至平缓。生物催化脱硫反应条件优化为：温

度２５℃，摇床转速１８０ｒｐｍ，生物接种量３ｍＬ，使ＤＢＴ的脱硫率达到了９５０１％。微生物催化脱硫反应

是通过４Ｓ途径将ＤＢＴ转化成油溶性的２－羟基联苯（２－ＨＢＰ）并释放出硫来，同时ＤＢＴ原有的碳骨架

得以保存完好，使得原油的热值不受影响。
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引 言

石油中的硫含量达２％以上［１］，而燃烧石油产品时

所产生的ＳＯ２正是引起酸雨、ＰＭ２５超标等一系列环境

问题的主要污染物之一［２］。因此，原油的深度脱硫已成

为世界急需解决的问题［３］。目前，工业上常用的脱硫方

法是加氢脱硫，它是在金属催化剂的作用下，通过高温、

高压催化加氢将油中的有机硫转化成 Ｈ２Ｓ而脱去。但

此法运行条件苛刻，能耗高，且难以脱除杂环化合物中

的硫［４５］。近年来迅速发展起的生物脱硫技术是在不影

响燃油固有结构的基础上选择性脱除有机硫，它不影响

燃油的热值，且能够有效脱除二苯并噻吩 （Ｄｉｂｅｎｚｏｔｈｉｏ

ｐｈｅｎｅ，ＤＢＴ）及其衍生物中的硫［６７］，因此被认为是２１世

纪降低石油产品硫含量的有效途径，越来越受到国内外

研究者的关注。

噻吩及其衍生物是石油中的主要含硫化合物，其含

硫量占原油中有机硫总量的５０％～９０％，而苯并噻吩和

ＤＢＴ占噻吩类的７０％以上，是含硫杂环化合物中最典型

的代表［８］。此类物质结构复杂，化学性质稳定，尤其是４

位和６位有取代基的 ＤＢＴ系列，由于具有空间位阻效

应，是公认的最难脱除的有机硫化物［９］。本文采用生物

催化氧化对原油中含硫化合物ＤＢＴ进行脱硫研究，着重



探讨微生物驯化富集、ＤＢＴ初始浓度、温度、摇床转数和

微生物接种量等因素对生物催化脱硫效率的影响，并对

氧化脱硫机理进行了探讨。

１ 实验部分

１１ 试剂与仪器

纯度为９９％的二苯并噻吩（Ｓｉｇｍａ，中国）；正己烷、

甲酸、乙腈、甲醇、甘油及培养基，均为分析纯，产自成都

市科龙化工试剂厂，用前没有进一步纯化。

立式高压灭菌锅（ＹＸＱ－ＬＳ－５０Ｓ１１，博迅）；高速离

心机（ＴＤＺ４－ＷＳ，Ｃｅｎｃｅ）；ＺＰ－Ａ摇床（开元）；ＰＨＳ－３

型ｐＨ计（雷磁）；紫外－可见分光光度计（ＪａｓｃｏＶ－５５０

ＵＶ／ｖｉｓ，Ｊａｓｃｏ）；高效液相色谱仪（ＬＣ－２０１０ＡＨＴ，日本

岛津）；气相色谱 －质谱联用仪 （ＩＳＱＬＴＳｉｎｇｌｅＱｕａｄｒｕ

ｐｏｌｅＭａｓｓＳｅｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ，ＴＲＡＣＥ １３１０ ＧａｓＣｈｒｏｍａ

ｔｏｇｒａｐｈ，Ｔｈｅｒｍｏ．）。

１２ 培养基的成分

经过对培养基进行分析比较，最后选用由２４４ｇ·Ｌ１的

ＫＨ２ＰＯ４，４７６ｇ·Ｌ
１的 ＮａＨＰＯ４，０４ｇ·Ｌ

１的 ＭｇＣｌ２６Ｈ２Ｏ，

２０ｇ·Ｌ１的ＮＨ４Ｃｌ，１０ｍｇ·Ｌ
１的ＣａＣｌ２２Ｈ２Ｏ，１０ｍｇ·Ｌ

１的

ＦｅＣｌ３６Ｈ２Ｏ，４０ｍｇ·Ｌ
１的ＭｎＣｌ２４Ｈ２Ｏ，１０ｇ·Ｌ

１的甘油组

成的无硫无机盐基础培养基（ＢａｓａｌＳａｌｔｓＭｅｄｉｕｍ，

ＢＳＭ）［１０］。

１３ 微生物的驯化、富集

微生物的驯化富集以甘油为碳源，ＤＢＴ为硫源作为

培养体系，过程如下：

取１０ｇ被石油污染的土壤与１００ｍＬＢＳＭ，于２５０ｍＬ

锥形瓶中混合，再加入作为唯一硫源的ＤＢＴ乙醇溶液形

成混合液，其中ＤＢＴ的终浓度为０２ｍｍｏｌ·Ｌ１。将装有

混合液的锥形瓶放在摇床上，在室温下以２００ｒｐｍ的转

速进行富集培养５天，然后将混合液在４０００ｒｐｍ下离心

１０ｍｉｎ。取上清液５ｍＬ，加入到装有１００ｍＬ新鲜 ＢＳＭ

培养基和硫源的锥形瓶中，继续富集培养５天。再取

上清液重复进行富集培养，这样重复培养４次后，将所

富集到的微生物培养液作为生物催化脱硫的微生物

种子。

１４ 微生物脱硫实验

在２５０ｍＬ锥形瓶中，将一定量的培养基和 ＤＢＴ溶

液混合，并接种一定量的脱硫微生物。将装有混合液的

锥形瓶放在摇床上，在一定转速和温度下进行培养。７

天后，取一定量的培养液用等体积的正己烷进行萃取。

将萃取后的有机相用高效液相色谱仪分析其中 ＤＢＴ的

浓度。每个样品做三个平行样。

１５ 分析检测方法

（１）菌液浓度由分光光度法在 ６２０ｎｍ下测定吸光

度，用离心后的培养液做空白调零。依据吸光度及其和

细胞干重绘制成的标准曲线，通过计算得到菌液细胞干

重，从而获得细胞浓度。

（２）用高效液相色谱仪（ＨＰＬＣ）分析ＤＢＴ及其产物

２－羟基联苯（２－ＨＢＰ）的浓度。将培养后的微生物混

合液用等体积正己烷萃取，萃取后的有机相用 ＨＰＬＣ分

析测定。分析条件：分离柱为ＸＢｒｉｄｇｅ－Ｃ１８柱（１５０ｍｍ×

４６ｍｍ，粒径 ３５ｎｍ），柱温 ３０°Ｃ；流动相为乙腈与

０２％甲酸的混合物（两者的比为６∶４），流速为１ｍＬ／ｍｉｎ。

ＤＢＴ检测波长为２７５ｎｍ，进样量５０μＬ。

（３）用ＧＣ－ＭＳ分析氧化产物。ＧＣ条件：进样口温

度３２０℃；载气为高纯 Ｈｅ，恒流模式，流速 １ｍＬ／ｍｉｎ；

１∶２０分流进样，进样量１μＬ；色谱柱为ＴＧ－ＳＱＣ（Ｔｈｅｒｍｏ

ＰＮ２６０７０－１３００，３０ｍ ×０２５ｍｍ ×０２５ｍ）；柱升温

程序：初始温度８０℃，保持０５ｍｉｎ，以４０℃／ｍｉｎ的速

率升温至２００℃，保持０５ｍｉｎ，以５℃／ｍｉｎ的速率升温

至２１０℃，保持 ８ｍｉｎ，再以 ４０℃／ｍｉｎ的速度升温至

３００℃，保持２ｍｉｎ。ＭＳ条件：电子轰击电离（ＥＩ）源，电

子能量７０ｅＶ；离子源温度２８０℃，质谱传输线温度２８０℃，

溶剂延迟时间５ｍｉｎ，扫描荷质比范围为为４０～３００。产

物的鉴定采用ＧＣ－ＭＳ中自带的Ｎｉｓｔ－０５标准谱图库，

匹配度大于９０％。

２ 结果与讨论

２１ 微生物驯化富集

微生物的驯化富集以甘油为碳源，ＤＢＴ为硫源。从

被石油污染的土壤表面收集的微生物，在添加了 ＤＢＴ

（０２ｍｍｏｌ·Ｌ１）作为唯一硫源的ＢＳＭ中，经一系列的培养、

驯化后，微生物和ＤＢＴ的含量随培养时间的变化如图１所示。

从图１可知，随着微生物浓度的增加，ＤＢＴ浓度下

降，当培养四天（即９６小时）时，培养液中 ＤＢＴ浓度接
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图１ 微生物和ＤＢＴ浓度随培养时间的变化

近于零，此时微生物细胞浓度达到最大值，为５５７ｇ·Ｌ１，

由此表明微生物的生长与ＤＢＴ脱硫是一个相关过程，两

者是同时发生的，这说明微生物在生长繁殖的新陈代谢

过程中，需要消耗ＤＢＴ中的硫源来满足合成细胞机体对

硫元素的需要。研究结果表明驯化富集到的微生物对

ＤＢＴ的生物脱硫效果很显著。

２２ 温度对ＤＢＴ生物氧化脱硫的影响

在培养基体积为１００ｍＬ、ＤＢＴ终浓度为０６ｍｍｏｌ·Ｌ１、

微生物接种量为５ｍＬ、摇床转速为２００ｒｐｍ的条件下，

分别设置２０℃、２５℃、３０℃、３５℃和４０℃的温度梯度，

培养７天，考察培养温度对 ＤＢＴ生物脱硫效率的影响，

结果如图２所示。

图２ 温度对ＤＢＴ脱硫转化的影响

从图２可知，微生物的脱硫效率随着温度的上升而

先增加后降低，当温度升高到２５℃时，ＤＢＴ的脱硫转换

率达到了最高，为９０７４％；但当温度继续增加时，ＤＢＴ

的转化率急剧下降，当温度为４０℃时，ＤＢＴ的转换率仅

为３２５３％。其主要原因是微生物的生长代谢与温度息

息相关，一般情况下，一定温度范围内，微生物的酶活性

随温度的升高而上升，但是当温度超过这一范围后，会

抑制酶的活性，从而降低催化效率，甚至使其失活。研

究结果表明所筛选、富集出的微生物其酶活性最适温度

在２５℃左右，低于此温度，酶活性降低，而当温度达到

４０℃时，微生物的生长会受到严重的影响，从而降低

ＤＢＴ的转化率。

２３ 转速对ＤＢＴ生物氧化脱硫的影响

在培养基体积为１００ｍＬ、ＤＢＴ终浓度为０６ｍｍｏｌ·Ｌ１、

微生物接种量为５ｍＬ、培养温度为２５℃的条件下，分别

设置１６０ｒｐｍ、１８０ｒｐｍ、２００ｒｐｍ和２２０ｒｐｍ的摇床转速，

培养７天，考察转数对 ＤＢＴ生物脱硫效率的影响，结果

如图３所示。

图３ 转速对ＤＢＴ脱硫转化的影响

从图３可知，当摇床转数从１６０ｒｐｍ增加到２２０ｒｐｍ

的过程中，微生物对ＤＢＴ的脱硫转化率呈现先增加后轻

微降低的现象。转速在１８０ｒｐｍ时，ＤＢＴ转换率达到了

最高，为９６８３％。其主要原因是摇床的转速决定了培养

基中溶解氧的含量，对于好养微生物，氧气浓度的变化对

生长代谢和催化速率有影响，但是水中溶解氧浓度是有上

限的，达到这个上限后摇速再增加溶解氧也不会明显增

加；而另一方面，摇床转数过高，锥形瓶里的液体在高速旋

转下产生较强的剪切作用力，这会影响微生物的生长代

谢，从而导致脱硫效率不会继续增加甚至略有降低。

２４ 微生物初始浓度对ＤＢＴ生物氧化脱硫的影响

在培养基体积为１００ｍＬ、ＤＢＴ终浓度为０６ｍｍｏｌ·Ｌ１、

培养温度为２５℃、摇床转速为１８０ｒｐｍ的条件下，分别

接种０５ｍＬ、１０ｍＬ、２０ｍＬ、３０ｍＬ、４０ｍＬ和５０ｍＬ

的生物富集培养物，培养７天，考察微生物初始浓度对

ＤＢＴ生物脱硫效率的影响，结果如图４所示。
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图４ 微生物接种量对ＤＢＴ脱硫转化的影响

从图４可知，接种量在０５ｍＬ增加到３ｍＬ的过程

中，脱硫效率逐渐上升，接种量为３０ｍＬ时ＤＢＴ转换率

达到了最高，为９５０１％，之后继续增大接种量，转化率

略有波动。其主要原因是在接种量为 ０５ｍＬ～３ｍＬ

时，微生物量随着时间的增加呈几何数增长，初始接种

量越大，微生物浓度也就越高，所以催化效率也越高。

而当接种量超过３ｍＬ时，ＤＢＴ转化率不再增加，这主要

是因为：随着反应产物２－羟基联苯和 ＳＯ２４ 的增加，整

个体系的传质速率受到影响，从而影响反应的正向进

行，使反应速率降低［１１］；此外，还存在一些不确定的因

素，比如微生物已经利用完了碳源和其它营养物质［１２］，

从而也会影响其生长代谢。

２５ 微生物脱硫机理的探讨

为了考察微生物对ＤＢＴ氧化脱硫的机理，在最优条

件下，将脱硫微生物培养４天，然后，用等体积正己烷萃

取微生物混合液，将萃取后的有机相用 ＧＣ－ＭＳ分析测

定。其色谱、质谱图分别如图５、图６所示。

图５ ＧＣ－ＭＳ分析得到的氧化产物色谱图

图６ 保留时间为７１１ｍｉｎ和５８６ｍｉｎ物质的质谱图
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　　从图５、图６可知，从被油污染的土壤里通过筛选、

驯化、富集得来的脱硫菌株能够将 ＤＢＴ催化氧化脱硫，

最终产物为２－羟基联苯（２－ＨＢＰ）。有研究表明，微生

物脱除 ＤＢＴ类硫需要４种酶：ＤＢＴ单加氧酶 （ｄｓｚＣ）、

ＤＢＴ砜单加氧酶 （ｄｓｚＡ）、黄素还原酶 （ｄｓｚＤ）和 ＨＰＢＳ

脱硫酶的共同参与［１３１４］。ｄｓｚＣ和 ｄｓｚＡ的活力依赖于

ｄｓｚＤ。在ｄｓｚＤ的存在下，ｄｓｚＣ和ｄｓｚＡ将ＤＢＴ依次氧化

为相应的亚砜类（ＤＢＴＯ）、砜类（ＤＢＴＯ２）和磺酸盐类

（ＨＰＢＳ）；ｄｓｚＢ进一步将 ＨＰＢＳ氧化脱硫，生成２－ＨＢＰ

和ＳＯ２３。其详细脱硫途径如图７所示。

从图７可知，在这一反应过程中，噻吩类化合物只

是作为硫源而不是碳源，微生物选择性地攻击 ＤＢＴ中

的Ｃ－Ｓ键，使Ｃ－Ｓ键断裂，释放出硫元素，生成油溶性

的２－羟基联苯（此物又回到油相）。整个反应中碳碳

结构不受到破坏，使得烃类化合物的碳骨架完好保存下

来，从而最大限度地保留了石油产品的燃烧值。

图７ 生物催化ＤＢＴ“４Ｓ”脱硫途径

３ 结 论

本文采用生物催化氧化，对原油中含硫化合物二

苯并噻吩进行了脱硫研究，着重探讨了微生物驯化、富

集，温度，转速和生物接种量等因素对生物催化脱硫效

率的影响，并对其催化脱硫机理进行了探讨。结论如

下：

（１）以甘油作为碳源、ＤＢＴ作为唯一硫源的培养体

系来驯化、富集得到的微生物能够有效脱除ＤＢＴ分子中

的硫元素，微生物生长和ＤＢＴ脱硫同时发生。

（２）微生物的脱硫率随培养温度、摇床转速、生物接

种量的变化而不同。随着培养温度、摇床转速的增加，

脱硫效率先增加后降低。生物接种量越大，脱硫效率越

高，直至平缓。生物催化脱硫反应条件优化为：温度

２５℃，摇床转速１８０ｒｐｍ，生物接种量３ｍＬ，使ＤＢＴ的脱

硫率达到了９５０１％。

（３）微生物催化脱硫的机理是：催化反应通过４Ｓ途

径，将ＤＢＴ转化成油溶性的２－羟基联苯（２－ＨＢＰ）并

释放出硫来，同时烃类化合物碳骨架得以保存完好，从

而不影响原油的热值。
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