试验报告


目  录
2一、引言


21、余氯的两面性


22、绿色除氯设想的提出


23、除氯试验方案的构思


3（1） 基本思路


3（2）实施方案


4二、试验实施过程


41、余氯转化绿色催化剂海洋真菌获得


4（1）实验培养基


4（2）实验准备


4（3）菌体培养实验


5(4) 研究结果


5群体形态


5菌丝体动态发育形态观察：


72、模拟余氯水样配制


73、余氯的检测方法


7(1) 原理


7（2）仪器


7（3）试剂


7（4）操作步骤


8(5) 计算


84、余氯测试结果


8（1）余氯的生物转化效果测试


8(2)几种转氯除氯方法对比试验


9(3 )余氯的微生物转化效果应用试验


9(4) 微生物菌丝对氨氮和亚硝酸的转化作用


10研究方法和技术路线


11水样的配置与检测


11菌体对氨氮和亚硝酸的转化作用


12菌株对亚硝酸转化的影响


14三、试验结论


15主要参考文献





一、引言

1、余氯的两面性

暑假期间每次在泳池游泳后总感觉皮肤粗涩、眼睛红痛,我知道这都是“余氯”惹的祸。其实，不仅如此余氯还会造成水族箱中鱼的死亡,水管的锈蚀,水体生态系统的失衡,更有甚者余氯的某些衍生物还具有致突变作用,是一些癌症的诱发因子。由此给我一个强烈的愿望就是怎样消除水中可怕的余氯，还人们一个健康舒适的环境。查找资料后我知道氯是瑞典化学家社勒在1774年发现的，它的希腊文原意就是“绿色的”。我国清末翻译家徐寿，最初便把它译为“绿气”，后来才把两字合为一字——“氯”。 氯的化学性质很活泼，它几乎能跟一切普通的金属、以及除了碳、氮、氧以外的所有非金属直接化合。我们平常所用的自来水，严格地说，是一种很稀的氯水！这是因为在自来水厂，人们往水里通进少量氯气，来进行杀菌、 消毒。另外，人们也常把氯气通入石灰水中，制成漂白粉（主要成分是氯化钙和次氯酸钙，有效成分是次氯酸钙Ca(ClO)2） 。漂白粉也可用来作饮水消毒。余氯是个“双面人”，一方面它的消毒作用保护了我们免受病菌的侵害，另一方面过量的余氯又给我们生活带来了很多烦恼。
2、绿色除氯设想的提出

如何消除可恶的余氯呢？从收集的资料中知道可以用木炭、陶瓷等多孔物质吸附除氯；通过阳光曝晒或通气的方法驱除氯；也可以用硫代硫酸钠等化学转化剂转氯等。但这些方法不是效果差，就是太复杂，再或就是增加了新的污染。能不能有一种效果既好又简单，而且不增加二次污染的高效除氯方法呢？我带着这个问题求助了老师，老师建议可以尝试用微生物的方法消除水中活性氯。这激发了我试验的兴趣，于是我就着手以家庭水族箱中水质改善为目的的养殖水体余氯的绿色转化效应探索试验。

3、除氯试验方案的构思

试验的目的是为了利用一种海洋微生物所产的氯氧化酶能够还原余氯中高价氯成为低价的不活跃氯，降低余氯的反应活性，从而减少余氯的危害性，同时微生物的作用还可以有利于营造良好的水体生态环境。

（1） 基本思路

①培养产氯氧化酶的微生物菌体；

②试验微生物在常温条件下转化模拟含氯水体中的余氯的性能；

③考察微生物转化对水族箱水体其它有害成分的转化作用，如氨氮、亚硝酸根和硝酸根等；

④比较生物“绿色”除氯与其它方法的效果差异。
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水族箱试验示意图

（2）实施方案

余氯转化绿色催化剂---一种海洋真菌获得.利用上海师大生物系发酵工程实验室分离的一株海洋真菌；

余氯的检测方法：邻联甲苯胺比色法/碘标准溶液反滴定法。氨氮等用专用快速试剂盒试验。配制模拟余氯水样：利用漂白粉分别按自来水(大于0.30mg／L)、游泳池(0.30-0.50mg／L)中规定的含氯量配制水样用来作为实验材料。

余氯的绿色转化效果测试：模拟自来水及模拟泳池水水样加菌0-0.10%湿菌体、每间隔5分钟测定一次活性余氯含量；

转氯除氯对比试验：模拟水样不处理，0.5g/L木炭、0.2g/L硫代硫酸钠、3%菌体，水样每间隔5分钟测定一次活性余氯含量，计算去除或转化率，3-5次。

余氯的绿色转化效果应用：水族箱养鱼、对毛皮的侵蚀、对铁块的锈蚀、对细菌的生长抑制等试验样在不添加菌液和最适菌体浓度下间隔1-2天，目视观察实验现象。
微生物除余氯的综合效应试验：以水族箱养鱼为试验对象测定微生物除氯过程中对水体中氨氮、亚硝酸根和硝酸根等有害物质的控制。 

二、试验实施过程

1、余氯转化绿色催化剂海洋真菌获得

（1）实验培养基

PDA培养基：1000mL，pH5.8

A、200g去皮马铃薯，切约1cm3小块后加食用纯净水煮沸后维持15min。双层纱布过滤，滤液加葡萄糖20g，琼脂20g，水定容至1000mL，用稀乙酸（1%）调节pH至5.8。分装三角瓶密闭包扎后，0.1Mpa蒸汽加压灭菌20min，冷却后备用。

B、200g去皮马铃薯，切约1cm3小块后加食用纯净水煮沸后维持15min。双层纱布过滤，滤液加果糖20g，琼脂20g，水定容至1000mL，用稀乙酸（1%）调节pH至5.8。分装三角瓶密闭包扎后，0.1Mpa蒸汽加压灭菌20min，冷却后备用。

燕麦培养基：1000mL

生燕麦片 20g，水煮10min，匀质后加葡萄糖2g　琼脂粉：2g，用稀乙酸（1%）调节pH至5.8。分装三角瓶密闭包扎后，0.1Mpa蒸汽加压灭菌20min，冷却后备用。

（2）实验准备

器皿准备：培养皿、吸管洗净晾干后，牛皮纸包扎后，干热灭菌（160 ℃，2 h）

超净工作室管理:超净工作室每2周全面用消毒剂熏蒸或擦拭室内表面，工作台紫外消毒。每次工作前，工作台75%乙醇擦拭消毒，紫外线消毒30min 。

培养箱准备：温度校正测试，保持在27±1℃；湿度调整在75-85%。每周75%乙醇擦拭清洁消毒一次；

（3）菌体培养实验
培养基倒平板

安培瓶开封及冻干粉无菌水复溶（保持30min），溶解菌粉接种至平板/斜面（接种环点接）。如果活体斜面菌种挑接菌体至平板/斜面。封口膜密封培养平板防止培养过程污染杂菌。

菌种培养工作路线：菌种冻干粉―--菌悬液―--保存平板―--27℃培养―营养菌丝―--4℃保存（每6月转种一次）―种子培养（PDA液体培养基，27℃）

(4) 研究结果

群体形态
表明菌落大小：6cm。菌落颜色：气生菌丝呈白色，基内菌丝呈黑色，培养基无颜色的变化。菌落表面的纹饰：整个菌落致密。菌落的质地：菌落外观呈绒毛状，无成束状的气菌丝。菌落的高度：幼时菌落凸起，后中心部分凸起；气生菌丝的高度为0.1cm。菌落的边缘：全缘。渗出物：菌落表面有液滴，液滴的颜色为无色透明，数量不等。
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菌丝体动态发育形态观察：

A:
	
	大小 cm
	高度
	颜色
	纹饰
	边缘
	质地
	渗出物

	8
	0.5-0.6
	中心部分凸起
	气生菌丝呈白色，基内菌丝呈黑色，培养基颜色无变化
	整个菌落致密
	全缘
	绒毛状
	无

	10
	0.7-0.8
	中心部分凸起
	气生菌丝呈白色，基内菌丝呈黑色，培养基颜色无变化
	整个菌落致密
	全缘
	绒毛状
	无

	13
	0.9-1.0
	中心部分凸起
	气生菌丝呈白色，基内菌丝呈黑色，培养基颜色无变化
	整个菌落致密
	全缘
	绒毛状
	无

	14
	1.0-1.05
	中心部分凸起
	气生菌丝呈白色，基内菌丝呈黑色，培养基颜色无变化
	整个菌落致密
	全缘
	绒毛状
	无

	15
	1.0-1.1
	中心部分凸起
	气生菌丝呈白色，基内菌丝呈黑色，培养基颜色无变化
	整个菌落致密
	全缘
	绒毛状
	无

	17
	0.9-1.0
	中心部分凸起
	中心部分的气生菌丝呈墨绿色，边缘呈白色；基内菌丝呈黑色；培养基颜色无变化
	整个菌落致密
	全缘
	绒毛状
	无


B：

	
	大小 cm
	高度
	颜色
	纹饰
	边缘
	质地
	渗出物

	2
	0.05-0.1
	菌落凸起
	气生菌丝呈白色，基内菌丝呈黑色，培养基颜色无变化
	整个菌落致密
	全缘
	绒毛状
	无

	4
	0.1-0.15
	菌落凸起
	气生菌丝呈白色，基内菌丝呈黑色，培养基颜色无变化
	整个菌落致密
	全缘
	绒毛状
	无

	7
	0.3-0.4
	菌落凸起
	气生菌丝呈白色，基内菌丝呈黑色，培养基颜色无变化
	整个菌落致密
	全缘
	绒毛状
	无

	8
	0.35-0.4
	菌落凸起
	气生菌丝呈白色，基内菌丝呈黑色，培养基颜色无变化
	整个菌落致密
	全缘
	绒毛状
	无

	9
	0.4-0.5
	菌落凸起
	气生菌丝呈白色，基内菌丝呈黑色，培养基颜色无变化
	整个菌落致密
	全缘
	绒毛状
	无

	11
	0.5-0.7
	菌落凸起
	气生菌丝呈白色，基内菌丝呈黑色，培养基颜色无变化
	整个菌落致密
	全缘
	绒毛状
	无
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实验室培养的产氯氯酶菌体

培养的菌体双层纱布过滤，清水洗冲2-3次，吸水纸自然吸干后得到试验用活性湿菌体。

2、模拟余氯水样配制
 利用漂白粉（有效氯含量在15%以上）分别按自来水(大于0.30mg／L)、游泳池(0.30-0.50mg／L)中规定的含氯量配制水样用来作为实验材料。

称取0.01g漂白粉置于研钵中，加蒸馏水少许，研磨后倒入100ml量筒内，加蒸馏水稀释至100ml。此溶液有效氯含量约1.5mg/mL。

将2个5L容器加入5L水样。用吸管吸取0.01%漂白粉溶液0.5、1.0、1.5、2.0、2.5ml，分别依次加入以上各杯中。用玻棒搅拌均匀，静置半小时，测定各杯中余氯含量。选择余氯在0.3mg/l左右的一杯，计算此杯中的漂白粉加入量，即为消毒水样所需的加入量。

3、余氯的检测方法
水中余氯的测定广泛使用的是邻联甲苯胺法和碘量法

(1) 原理
余氯在酸性溶液中能氧化碘化钾析出碘，用硫代硫酸钠滴定析出的碘量即可算出水样中的有效氯含量。
（2）仪器

250ml具塞三角烧瓶1个；研钵1个；100ml量液瓶1个；25ml容量吸管1支；2ml吸管2支；1ml吸管1支；碱性滴定管1支。

（3）试剂

0.71%漂白粉液；0.05n硫代硫酸钠；1%淀粉液；10%碘化钾；36%冰醋酸。

（4）操作步骤

取250ml三角烧瓶，加入10%KI2ml、80ml蒸馏水和36%冰醋酸2ml。

用容量吸管吸取漂白粉悬浮液25ml，放入上述三角烧瓶内。此时瓶内溶液立刻呈棕色，振荡均匀后，静置5分钟。

自滴定管加入0.05 N Na2S2O3标准液，不断振荡，直至出现淡黄色，然后加入1ml淀粉溶液，此时溶液呈蓝色。

继续滴加0.05 N Na2S2O3标准液至蓝色刚褪去为止，记录用量。

滴定时用去的0.05 N Na2S2O3的ml数，即代表该种漂白粉所含有效氯的百分数。

(5) 计算


v——0.05N Na2S2O3溶液用量（ml）

4、余氯测试结果

（1）余氯的生物转化效果测试

2L水样分别添加0.05%、0.10%和0.15%的新鲜菌体，30分钟后测定水样中余氯含量，计算去除或转化率。

水样中余氯含量测定
	
	对照
	0.05%
	0.10%
	0.15%

	模拟自来水
	0.29

0.28

0.29
	0.21

0.22

0.22
	0.14

0.15

0.14
	0.19

0.17

0.18

	模拟泳池水
	0.50

0.46

0.48
	0.39

0.36

0.38
	0.18

0.22

0.2
	0.15

0.10

0.12


(2)几种转氯除氯方法对比试验

分别以0.5g/L木炭，0.2g/L硫代硫酸钠和0.10%菌体加入含氯水体，30分钟后测定水样中余氯含量，结果如表1所示。

活性余氯转氯除氯对比试验（mg/L）

	处理方式
	0min
	5
	10
	15
	20
	25
	30

	不处理

0.5g/L木炭

0.2g/L硫代硫酸钠

 0.10%菌体
	0.58

0.58

0.58

0.58
	0.46

0.32

0.08

0.15
	0.39

0.24

0.3

0.11
	0．34

0．21

0．1

0．07
	0．31

0．18

0

0．06
	0．28

0．16

0

0．05
	0．26

0．14

0

0．05


    表显示，0.10%的湿菌体对活性余氯的转化率高于0.5g/L木炭吸附量,转化速率也高出4.7倍。而添加0.05g/L硫代硫酸钠转化速度最快，但硫代硫酸钠本身对水体也产生了一定程度的污染。结果也表明了微生物除氯具有一定的实用价值。

(3 )余氯的微生物转化效果应用试验

分别在模拟自来水中加入养鱼（10条/5l水，10g/条金鱼）、毛发（5g/l水）、铁块（5cm2/l水），同时添加0.10%的湿菌体，间隔2天，目视观察实验现象。结果如表2所示。
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余氯的微生物转化效果应用试验

	试验样
	不添加菌体
	0.10%菌体

	水族箱养鱼
	上下窜游
	活泼，安静，缓游

	对毛发的侵蚀
	不明显
	不明显

	对铁块的锈蚀
	稍有锈迹
	几乎无锈迹

	对细菌的生长
	稍有微生物混浊
	澄清


(4) 微生物菌丝对氨氮和亚硝酸的转化作用
家用水族箱是常见的一种小规模水体,此类水体由于水更换率低，流动性差，有机物质污染多，水体自身净化能力弱等因素的影响，时常会因污染而影响水生生物的生长，甚至造成水质严重恶化。小型养殖水体的污染主要是由有机物污染所引起的，其来源主要是鱼虾排泄物、未摄饲料等。水体中的污染物随着时间推移逐渐被分解和清除，当水体中的污染物含量超出水体自身的自净能力时，就造成了水体污染，影响鱼虾等水生生物的生长。参与水体自净作用的水生生物包括细菌、真菌、藻类、水生植物、原生动物、底栖生物和鱼类，其中微生物的作用是主要的。因而在水质污染的防治中所采取的较为集中的方法是利用微生物进行水质治理。

目前已形成产品在国内外市场销售的有“LBC”、“益益久”、“赐美健”和“EMB原露”等多种品种，其产品形式均为固态粉末状、颗粒状和液体状三种，产品或是以谷物原料固体发酵而成，或是液体培养后加以吸附基质干燥而成，或是直接以液体形式包装销售。产品存在着较为普遍的问题是活菌保留率低，存放时间短，产品本身含有污染物质，这在很大程度上影响产品的使用效果。

本项目通过具有转氯作用的海洋丝状微生物的生物转化增加污染物的处理能力，保持水体的生态平衡能力。试验完成后能克服当前净水微生物制剂使用中的作用时间缓慢，转化污染物不彻底和易造成二次污染等弊端，产品形式安全、高效、无毒副作用。研究目标确定微生物对水体中的污染物既具有的降解性能，又能对氨氮、亚硝酸盐等具有很强的转化能力，从而实现促进水体净化的效果，满足一般水生生物的生长需要。 [image: image5.jpg]



研究方法和技术路线
利用活性微生物菌体分解、转化作用全面、协调。其中重点解决淀粉、蛋白质等大分子物质的分解作用与氨氮、亚硝酸盐的转化作用协调性能。

水质的分析测试方法：氨氮、亚硝酸盐含量采用当前水产养殖业中普遍推广使用快速测试方法（北京大学化学系最新产品）。
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 去除水中的氮,实质上就是水中氮的转化过程。在生物脱氮的 过程中,包括氨化、硝化和反硝化三个阶段。在氨化过程中,水中有机氮在微生物作用下转化为氨氮。硝化过程中,首先在亚硝化杆菌的作用下,氨氮转化为亚硝酸盐氮,然后在硝化杆菌作用下,亚硝酸盐氮进一步被氧化成硝酸盐氮。反硝化过程中,硝酸盐氮转化为氮气,释放到空气中,也正是在这个过程中,水中的氮被彻底去除了。
反应方程式如下:a.亚硝化反应：NH3+ eq \o(\s\do-9(１),\s\do 0(－),\s\do 9(２))O2→NH2OH；NH2OH+O2→HNO2+H2O

b.硝化反应：2HNO2+O2→2HNO3

c.反硝化反应：NO3- 硝酸盐还原酶  NO2- 亚硝酸还原酶  NO 氧化还原酶  N20  氧化亚氮还原酶       N2    

水样的配置与检测
①所测不同水样的配置———从丝活性菌丝依次取0.5g、1g、1.5g加入到事先准备好的350mL的水族箱水的锥形瓶中，一瓶不加任何菌体的350mL的人工废水作为参照。    

②测试方法-----从0小时起，每隔12小时测一次水各指标。
a.氨氮测试方法：用水样冲洗取样管两次,取水样至取样管刻度,往管中加试剂Ⅰ—2滴 ,盖上塞摇匀后再加入试剂Ⅱ—5滴,盖上塞摇匀后,放置10min后,与标准色卡自上而下目视比色,色调相同的色标即为水样中的氨氮含量(mg/L)。
b.亚硝酸测试方法：水样冲洗取样管两次,取水样至取样管刻度,加入一勺亚硝酸的检测粉末 ,盖上塞摇匀，放置10min后,与标准色卡自上而下目视比色,色调相同的色标即为水样中的亚硝酸含量(mg/L)。
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菌体对氨氮和亚硝酸的转化作用
用纯化菌株分别对水族箱水质作处理实验，第一批分别投入湿菌体WZ10.5-1.5g/500ml水，测定其净水指标，结果记录如下：

   表明：WZ1处理污水12h后，水体中的氨氮含量即明显下降，至36h―60h，水体中的氨氮含量跌至不能检出。但高浓度菌体将氨氮的效果不显著且较迟缓。因此应该选取低浓度的菌体来处理废水以期达到好的效果。
    第二批投入湿菌体于氨氮肥浓度较高的水质中，投入量10.5-1.5g/500ml水。表明：利用WZ2处理污水，在最初的24h之内氨氮含量几乎没有变化，在以后的12h之内，氨氮含量迅速降低至无法检出。可见该菌株启动慢但是转氨氮的速度非常快，仅花费了12h，效果显著。同样我们可以观察到不同浓度的菌液所起到的效果几乎没有差别，所以应该选取低浓度的菌液以降低成本并能达到相同的净水效果。

菌株对亚硝酸转化的影响

菌株的亚硝酸转化实验也表明不同菌的转化性能有所差别，在最初的12h内亚硝酸含量几乎不变，至24h呈上升的趋势，至36h则维持这个水平几乎不变，至48h亚硝酸含量降低至检不出。二高浓度的菌液在最初的12h，就呈上升状态，至36h维持这个水平几乎不变，至60h亚硝酸含量降低至检不出。从上图可知，亚硝酸含量处在一个比较低的水平，且低浓度的菌液转化时间较慢（控制在36h-48h之内），效果一般。因此应该选取低浓度的菌液处理污水。

菌液在最初的12h呈上升状态，至36h亚硝酸含量降低至检不出。中、高浓度的菌液效果差异的趋势不大，在最初的12h内亚硝酸含量几乎不变，至24h呈上升的趋势，至36h亚硝酸含量降低至检不出。从上图可知，亚硝酸含量处在一个比较低的水平，且低浓度的菌液较前者启动快、转化时间快（控制在12h-24h之内），效果较好。因此应该选取低浓度的菌液处理污水。36h又开始上升，至60h亚硝酸含量下降至检不出。从上图可知，亚硝酸含量处在一个比较低的水平，且低浓度的菌液能使亚硝酸含量保持在一个比较低的水平、转化时间较快（控制在24h之内），效果较好。因此应该选取低浓度的菌液处理污水。

第一次试验数据：

	氨氮含量
	亚硝酸含量
	时间/h

	1
	0
	0

	0.9
	0.008
	12

	0.65
	0.009
	24

	0
	0.015
	36

	0
	0
	48

	0
	0
	60


第二次试验数据：
	氨氮含量
	亚硝酸含量
	时间/h

	1
	0
	0

	0.95
	0.01
	12

	0.78
	0.0085
	24

	0
	0.007
	36

	0
	0
	48

	0
	0
	60


第三次试验数据：
	氨氮含量
	亚硝酸含量
	时间/h

	1
	0
	0

	0.63
	0.0075
	12

	0
	0.006
	24

	0
	0
	36

	0
	0
	48

	0
	0
	60


亚硝基态氮是一种不稳定的形式，它可以在微生物的作用下，在氧气充足是转化为对水产送无毒性低的硝酸盐态氮；但是也可以在缺氧时转变成为毒性更强得氨氮。当亚硝基态氮处于高浓度时，会引发“褐血病”。所谓“褐血病”是由于亚硝酸根在鱼体内和血红素结合生成高铁血红素所致。此时血红素里的亚铁被氧化为高铁，失去与氧结合的能力而表现出血液呈褐色。高铁血红蛋白不能运载氧，鱼便死于缺氧。

三、结论

家用水族箱是常见的一种小规模水体,此类水体由于水更换率低，流动性差，有机物质污染多，水体自身净化能力弱等因素的影响，时常会因污染而影响水生生物的生长，甚至造成水质严重恶化。小型养殖水体的污染主要是由有机物污染所引起的，其来源主要是鱼虾排泄物、未摄饲料等。水体中的污染物随着时间推移逐渐被分解和清除，当水体中的污染物含量超出水体自身的自净能力时，就造成了水体污染，影响鱼虾等水生生物的生长水族箱水体常以含有余氯的普通自来水为更换水源来维护水质状态，目前多用物理吸附或是化学转化方法除氯，其效果或是对环境安全上存在某些局限性。实验利用一种产氯氧化酶的海洋微生物将高化合价的活性氯有效地还原成为低价不活跃氯，从而减少余氯的危害性。试验结果表明: 0.10%的湿菌体对活性余氯的转化高于0.5g/L木炭吸附量,转化速率也高出4.7倍。而添加0.05g/L硫代硫酸钠虽然转化速度最快，但本身会对水体也产生了一定程度的污染。同时，微生物除氯还能有效抑制水体中氨氮、亚硝酸根和硝酸根浓度的增长，有利于改良水质。实验探究了一种环境友好型的余氯生物转化的新途径。微生物菌丝对水体中的氨氮转化有明显下降作用，至25 h 时水体中的氨氮含量明显降低，36 h 跌至不能检出。亚硝酸含量12 h 达到最高值，但36 h 起逐步降低，至48 h 不能检出，说明除氯过程中微生物还能有效调节水体中的氨氮等有害物质的浓度，有利于水体生态环境的改善。试验表明，本实验探究了一种环境友好型的余氯生物转化的新途径。微生物作用不仅能有效除氯，还能有效抑制水体中氨氮、亚硝酸根和硝酸根浓度的增长，有利于改良水质。但是由于实验转化过程受较多环境因素影响，实验结果的稳定性需要进一步改进，而且应用性实验还需要有更多的数据积累，以证明余氯的绿色转化效应。微生物转化后的余氯分子虽然活性明显消失，从现象上观察对生物的毒害和腐蚀作用减小，但形成的分子状态不确定，潜在的进一步反应不能判断。
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