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一株光合细菌的鉴定及其处理大豆加工废水试验
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摘　 要： 为进一步明晰从土壤中提取的一株光合细菌的生理生化特性，并实现利用其处理污水、达到资源化

的目标，对此株光合细菌进行了菌种、形态以及生理生化鉴定，并考察了其在不同条件下降解人工配制的大

豆加工废水的效果．结果表明，此株菌为球形红假单胞菌（ Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐｈａｅｒｏｉｄｅｓ， 命名为 Ｚ０８） ．在初

始 ＣＯＤ 质量浓度为 ８ ０００～１２ ０００ ｍｇ·Ｌ－１、温度为 ２６～２８ ℃条件下，菌种最佳投量为 １６０～ ４００ ｍｇ·Ｌ－１，经
过 ７２ ｈ 的处理，ＣＯＤ 去除率达 ８５％以上．比较多种光照氧气条件发现在自然光微氧的条件下，经过７２ ｈ处理，
Ｚ０８ 对大豆废水 ＣＯＤ 的去除率达 ７３􀆰 ５％，菌体产量达 ２ １２５ ｍｇ·Ｌ－１ ．由此确定了 Ｚ０８ 处理大豆加工废水的

最佳处理条件为自然光微氧，投菌量为 １６０～４００ ｍｇ·Ｌ－１，处理时间为 ７２ ｈ．
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　 　 自 ２０ 世纪 ６０ 年代日本科学家 Ｍ．Ｋｏｂａｙａｓｈｉ
等发现光合细菌（ＰＳＢ）具有能够净化水质的作用

以来，光合细菌就一直受到关注［ １ ］ ．光合细菌是

一大类在厌氧条件下进行不放氧的光合作用细菌

的总称，其分布广泛，种类繁多．文献［２－３］将其

划分为绿硫细菌、红硫细菌、红螺菌 ３ 科．其中红

螺菌能在厌氧光照的条件下以低级脂肪酸、多种

二羧酸、醇类、糖类、芳香族化合物等低分子有机

物及二氧化碳等作为光合作用的电子供体进行光

能异养生长，而且能在微氧黑暗条件下，以上述有

机物为呼吸基质，进行好氧异养生长．另外，光合

细菌还具有繁殖速度快（优于厌氧法）、能耗低

（优于好氧法）和无需污泥处置［３］ 等优点在污水



治理领域逐步得到推广应用［４－１０］ ．光合细菌菌体

无毒、含有多种营养物质，如蛋白质、多种 Ｂ 族维

生素、泛酸、辅酶 Ｑ 等生理活性物质以及菌绿素、
类胡萝卜素等天然色素，具有很强的回收价

值［１１－１６］ ．基于光合细菌在水处理和资源回收等方

面的优势，对从土壤中富集分离出的一株新型光

合细菌进行了生理生化以及菌种鉴定，并初步探

讨了其对大豆加工废水的处理效果，发现在自然

光微氧条件下，该菌株对大豆加工废水的 ＣＯＤ 具

有较好的降解作用，比传统的光照厌氧及黑暗好

氧条件下利用 ＰＳＢ 处理高浓度有机废水在工程

上的应用更具有现实意义．

１　 实　 验

１􀆰 １　 实验设备

主要实验设备见表 １．
表 １　 主要实验设备

仪器名称 型号 仪器名称 型号

紫外可见分光光度计Ｔ６ 新世纪 １ ／ １００００ 电子天平 ＡＬＣ—１１０􀆰 ４

ＣＯＤ 快速测定仪 ５Ｂ—１ 不锈钢手提式灭菌锅ＤＳＸ—２８０８Ｂ

台式离心机 ＴＧＬ—１６Ｇ 立式透明冷藏柜 ＳＣ—２３０

空气浴振荡器 ＨＺＱ—Ｃ 超净工作台 ＤＬ—ＣＪ—ＩＮＤ

海尔冷藏柜 ＢＣ—１１７ＦＣ 原子力显微镜 ＢｉｏＳｃｏｐｅ

电热恒温培养箱 ＤＨ３６００ＡＢ 电热烘干箱 １０１－１ＡＢ

溶解氧测定仪 ＹＳＩ２００

１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 菌种形态及生理生化性质鉴定实验

１） 菌种单、复染色试验：参考文献［１７］；
２） 原 子 力 显 微 镜 扫 描： 将 原 始 菌 液

１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ，取上清液 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心１０ ｍｉｎ，弃上清沉淀部分加入 ｐＨ 为 ７􀆰 ２ 的磷酸

盐缓冲液 ２ ｍＬ，洗涤离心 １０ ｍｉｎ，如上洗涤 ３ ～ ５
次即可．将洗涤好的菌体加入磷酸盐缓冲液少许

并稀释到合适的质量浓度进行原子力显微拍照；
３） 菌种的碳源利用试验：参考文献［１７］；
４） 菌种吸收峰点试验：将菌液用无菌水稀释

至 ＯＤ６６０ ＝ １􀆰 ０００ 左右，将该菌液在紫外分光光度

计上 １００～１ ０００ ｎｍ 波长内进行扫描，记录峰点；
５） Ｓｈｅｒｌｏｃｋ ＭＩＳ 鉴定试验：详见 ｓｈｅｒｌｏｃｋ ＭＩＳ

系统操作说明书；
６） 光密度 ＯＤ６６０：国标法，详见文献［１８］．

１􀆰 ２􀆰 ２　 处理大豆加工废水条件及效果实验

１） 废水：采用人工配水方式，用豆浆配制初

始 ＣＯＤ 为 ８ ０００～１２ ０００ ｍｇ·Ｌ－１的污水；处理温

度为 ２６～２８ ℃；

２） 投菌量：采用称重法设置投菌量 （干质

量）为 ８、４０、１６０、４００、９６０、１ ９２０ ｍｇ·Ｌ－１的 ６ 个

处理；
３） 光照及氧气条件： 光照厌氧 （光强为

１ ０００ ｌｘ）、 自 然 光 微 氧 （ 保 持 溶 解 氧 ＤＯ ＜
０􀆰 ５ ｍｇ·Ｌ－１）以及黑暗好氧（保持 ＤＯ 介于２􀆰 ０～
４􀆰 ０ ｍｇ·Ｌ－１）３ 个处理，投菌量为 １２０ ｍｇ ／ Ｌ；

４） ＣＯＤ：国标法，详见文献［１８］；
５） 生物量采用烘干法，即 ＭＬＳＳ 测定方法，

详见文献［１８］．

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 菌种及生理生化性质鉴定

２􀆰 １􀆰 １　 光合细菌 Ｚ０８ 单染色试验及原子力扫描

镜试验

由图 １，２ 可知，该菌的细菌菌体为球状，单个

细菌的直径约为 ０􀆰 ３～１􀆰 ０ μｍ．光合细菌 Ｚ０８ 复染

色过程中的颜色变化为：紫色→红色→无色→紫

色，故 Ｚ０８ 为 Ｇ－ ．

图 １　 １００ 倍光学显微镜下 Ｚ０８ 菌体图像

图 ２　 光合细菌 Ｚ０８ 的原子力镜扫描照片

２􀆰 １􀆰 ２　 光合细菌 Ｚ０８ 的碳源利用试验

由表 ２ 可知，该菌能够在以乙醇、果糖、葡萄

糖、甘油、甘露糖、甘露醇、山梨醇等小分子有机物

为碳源的培养基中生长，说明该菌能够利用此类

有机物进行新陈代谢；而不能利用丙酸钠、硫代硫

酸钠、甲基纤维素、油酸钠及蛋白质作为碳源进行
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代谢．
２􀆰 １􀆰 ３　 光合细菌 Ｚ０８ 的菌液特征吸收峰点试验

由表 ３ 可知，该菌在 ３４０、３７０、４５０、５７０、８５０、
９８０ ｎｍ 均有吸收峰，其中 ３７０、８５０ ｎｍ 是菌绿素 ａ
特征吸收峰，９８０ ｎｍ 是菌绿素 ｂ 的特征吸收峰，
４５０、５７０ ｎｍ 是类胡萝卜素的特征吸收峰［２］ ．由此

可知，该菌体内含有菌绿素 ａ、菌绿素 ｂ 以及类胡

萝卜素．

２􀆰 １􀆰 ４　 光合细菌菌种鉴定

经微生物鉴定自动化系统 Ｓｈｅｒｌｏｃｋ Ｍｉｃｒｏｂｉ⁃
ａｌＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ（ＭＩＳ）鉴定，该菌种为球形

红 单 假 单 胞 菌： Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒ － ｓｐｈａｅｒｏｉｄｅｓ
（ Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐｈａｅｒｏｉｄｅｓ ），ＭＩＳ 图谱见图

３，对照的标准图谱来源于美国 ＭＩＤＩ 公司，相似

度为 ０􀆰 ８３８（相似度＞０􀆰 ７ 鉴定可靠）．

表 ２　 Ｚ０８ 的碳源利用情况

有机物 乙醇 果糖 甲基纤维素油酸钠 蛋白粉 葡萄糖 甘油 甘露糖 丙酸钠 甘露醇 山梨醇 硫代硫酸钠

利用情况 ＋ ＋ － － － － ＋ ＋ ＋ － ＋ －

表 ３　 菌液特征吸收峰点

序号
波长 ／ ｎｍ

２１０ ２４５ ２６０ ３４０ ３７０ ４５０ ５７０ ８５０ ９８０

１ ３􀆰 １５２ ３􀆰 １４５ ３􀆰 １２４ ０􀆰 ８２９ ０􀆰 ７４１ ０􀆰 ５０２ ０􀆰 ３１８ ０􀆰 ２４１ ０􀆰 ４３８

２ ３􀆰 １１０ ３􀆰 １１７ ３􀆰 ０６２ － ０􀆰 ７４７ ０􀆰 ５０５ ０􀆰 ３１６ ０􀆰 ２４１ ０􀆰 ４３６

３ ３􀆰 １９７ ３􀆰 １５６ ３􀆰 ０５４ ０􀆰 ７４５ ０􀆰 ７４５ ０􀆰 ５０３ ０􀆰 ３１４ ０􀆰 ２４０ ０􀆰 ４３５
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图 ３　 ＧＨ－１ 脂肪酸－ＩＣ 法鉴定图谱

　 　 图 ４ 为该菌株 １６ｓｒＤＮＡ 序列鉴定结果，根据

测序 结 果 分 析： 该 菌 株 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序 列 与

Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒ ｓｐｈａｅｒｏｉｄｅｓ ＫＤ１３１ （ ＣＰ００１１５１ ）、
Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒ ｓｐｈａｅｒｏｉｄｅｓ ＡＴＣＣ １７０２９ （ＣＰ００５７８）、
Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒ ｓｐｈａｅｒｏｉｄｅｓ ＩＦＯ １２２０３ （Ｄ１６４２５）等相

似性 为 １００％． 可 以 确 定 其 分 类 地 位 属 于

Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒ ｓｐｈａｅｒｏｉｄｅｓ ．
２􀆰 ２　 处理大豆加工废水条件优化及效果

２􀆰 ２􀆰 １　 投菌量

如图 ５ 所示，各处理组的 ＣＯＤ 去除率随处理

时间的增加逐渐升高，前 ７２ ｈ 增加最快，７２ ｈ 后

数值变化趋于平缓，逐渐达极限值．投菌量为 １６０
与 ４００ ｍｇ·Ｌ－１的处理组在第 ７２ 小时时，ＣＯＤ 的

降解率分别达 ８６􀆰 ８％与 ８１􀆰 ９％，在 ９６ ｈ 时，上述

数值分别达 ９３􀆰 ７％与 ９０􀆰 ５％；菌种添加量为 ９６０
与 １ ９２０ ｍｇ·Ｌ－１的处理组中，前 ９６ ｈ 时的 ＣＯＤ
去除率均小于菌种投加量为 １６０ 与 ４００ ｍｇ·Ｌ－１

的组合，而在第 ９６ 小时以后，其去除率数值与

１６０ 和 ４００ ｍｇ·Ｌ－１的处理组相差不大；菌种添加

量为 ８、４０ 与 ８０ ｍｇ·Ｌ－１的处理组 ＣＯＤ 去除率在

每个 时 间 点 上 均 小 于 其 他 菌 种 添 加 量 ≥
１６０ ｍｇ·Ｌ－１的 ４ 个处理组．综合考虑每个处理组

的 ＣＯＤ 降解效果、菌种添加量的经济性与处理时

间的长短可以得出，利用 Ｚ０８ 处理大豆加工废水

最佳的投菌量为 １６０ ～ ４００ ｍｇ·Ｌ－１，处理时间为

７２ ｈ．
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图 ４　 球形红假单胞菌（Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐｈａｅｒｏｉｄｅｓ）进化树
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图 ５　 大豆加工废水中 ＣＯＤ 去除率随投菌量变化

２􀆰 ２．２　 光照氧气

从图 ６ 中可以看出，各处理组的 ＣＯＤ 值随处

理时间的增加呈下降趋势，且同一时间点上，各组

ＣＯＤ 去除率的趋势为黑暗好氧＞自然光微氧＞光
照厌氧；在前 ７２ ｈ 内，各组 ＣＯＤ 值下降最快，７２ ｈ
后各组 ＣＯＤ 值变化相对平缓，逐渐达到处理极限

值；在第 ７２ 小时时，各组 ＣＯＤ 去除率相差不大，
而在第 １６８ 小时时，各组对 ＣＯＤ 的去除率为：黑
暗好氧（９５􀆰 １％） ＞自然光微氧（９１􀆰 ９％） ＞光照厌

氧（８３􀆰 ４％）．另外，在第 ７２ 小时时，各处理组的菌

体产量分别为：自然光微氧（２ １２５ ｍｇ·Ｌ－１）＞光
照厌氧（１ ３５０ ｍｇ·Ｌ－１） ＞黑暗好氧（８６２􀆰 ５ ｍｇ·
Ｌ－１），综合处理效果、经济节能性以及菌体产量，
自然光微氧为最佳处理条件．从 ＣＯＤ 去除效果的

角度考虑，自然光微氧条件下对污水中 ＣＯＤ 的去

除效果与黑暗好氧条件下的相差不大，且优于光

照厌氧条件．而高浓度有机废水由于透光性差，氧
气传质差，需要通过设置高光强的照明器以及高

强度的曝气来分别控制污水处理过程中的严格光

照厌氧与黑暗好氧条件，因此，相比之下，在自然

光微氧条件下的 ＰＳＢ 处理高浓度有机废水工艺

在工程上的应用更具有现实意义．
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图 ６　 大豆废水中 ＣＯＤ 质量浓度随光照氧气组合变化

３　 结　 论

１） 从土壤中富集分离的菌株 Ｚ０８ 经 Ｓｈｅｒｌｏｃｋ
ＭＩＳ 系统鉴定及 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列测定，判断其为

Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒ ｓｐｈａｅｒｏｉｄｅｓ， 菌体为球状，单个细菌

的直径约为 ０􀆰 ３～１􀆰 ０ μｍ，属于革兰氏阴性菌．Ｚ０８
能够在以乙醇、果糖、葡萄糖、甘油、甘露糖、甘露

醇、山梨醇等小分子有机物为碳源的培养基中生

长，而不能利用丙酸钠、硫代硫酸钠、甲基纤维素、
油酸钠及蛋白质作为碳源进行代谢．

２） 处理温度为 ２６ ～ ２８ ℃条件下，投菌量为

１６０ ～ ４００ ｍｇ·Ｌ－１时，Ｚ０８ 对大豆加工废水 ＣＯＤ
的去除率最佳．

３） 在不同的光照氧气组合条件中，自然光微

氧组合处理条件最佳，第 ７２ 小时时对 ＣＯＤ 的去

除率达 ７３􀆰 ５％，菌体产量与光照厌氧及黑暗好氧

两个处理组相比达到最大，为２ １２５ ｍｇ·Ｌ－１ ．

·５７·第 １２ 期 卢海凤，等：一株光合细菌的鉴定及其处理大豆加工废水试验
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