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Abstract：Aiming at the problems of high cost and easy release of secondary pollution during the use of traditional organic carbon sources,
single factor experiments and orthogonal experiments were performed to study the release law of the carbon source and the optimal condi⁃
tion of sulfate-reducing bacteria（SRB）using bagasse. The single factor experiments were carried out at different pH values, with different
bagasse particle sizes, and with different bagasse dosages. The orthogonal experiments were carried out with different SRB dosages, differ⁃
ent bagasse particle sizes, and different bagasse dosages. The results of the single factor experiments showed that the hydrolysis rates of cel⁃
lulose and glucose in bagasse were slower when the wastewater pH value was 7 and the particle size and dosage of bagasse were 60 mesh
and 3.5 g·100 mL-1, respectively, which would be beneficial to the continuous accumulation of reducing sugar. The results of the orthogonal
experiments showed that the removal effect of SO2-4 was the best and the hydrolysis rate of reducing sugar was the lowest when the SRB dos⁃
age was 71.2 mg·100 mL-1 and the particle size and dosage of bagasse were 100 mesh and 4.5 g·100 mL-1, respectively, which was deter⁃
mined as the best combination of orthogonal experimental conditions. Under the best combination conditions, the removal rate of SO 2-4 and
release amount of reducing sugar in the solution were still 75.23% and 64.03 mg·g-1, respectively, and the oxidation-reduction potential
（ORP）was -224 mV, after the bagasse was continuously supplied as a carbon source for 96 hours.
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摘 要：针对传统有机碳源使用费用高、易产生二次污染等问题，采用农业废弃物甘蔗渣作为碳源，开展甘蔗渣在不同 pH、不同粒

径、不同投加量条件下的单因素试验和在不同硫酸盐还原菌（SRB）投加量、不同甘蔗渣粒径及其不同投加量条件下的正交试验，

研究碳源释放规律以及 SRB利用甘蔗渣的最佳组合条件。结果表明，在 pH值为 7的体系、甘蔗渣粒径和投量分别为 60目、3.5 g·
100 mL-1废水时，甘蔗渣中纤维素水解速率及葡萄糖水解速率均较慢，有利于还原糖的持续积累。在 100 mL废水中，SRB投加量

为 71.2 mg、甘蔗渣粒径和投量分别为 100目和 4.5 g时，SO2-4 去除效果最好、还原糖水解速率最小，为正交试验的最佳组合。在此

组合条件下，甘蔗渣持续供给碳源 96 h后，反应体系中 SO2-4 去除率和还原糖释放量仍分别高达 75.23%、64.03 mg·g-1，氧化还原电

位（ORP）低至-224 mV。
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利用硫酸盐还原菌（Sulfate reducing bacteria，
SRB）进行污水处理的过程中外加碳源是保证处理效

果的手段之一，传统碳源乳酸钠、乙醇等不仅成本高、

不易运输，而且液体碳源往往具有一定毒性[1-3]。为

此，近年来相关学者纷纷提出很多可代替传统碳源的

新型碳源，其中生物质材料基于安全性和经济性成为
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表1 L9（33）正交试验因素水平表

Table 1 L9（33）orthogonal test factor level table
水平

1
2
3

A：SRB投加量/
mg
35.6
71.2
106.8

B：甘蔗渣粒径/
目

32
60
100

C：甘蔗渣投加量/
g

2.5
3.5
4.5

研究的热点[4-9]。张雅琳等[10]利用甘蔗渣发酵液为

SRB生长碳源处理含低浓度Cu2+的模拟矿山淋滤水，

SRB 对硫酸根还原率可达 92.4%。而生物质在发酵

过程中不仅浪费时间，也占用大量空间，因此，有相关

学者对生物质材料浸泡液中碳源释放规律进行研究。

邵留等[11]监测玉米芯、甘蔗渣、花生壳等 6种生物质

材料在 16 d内蒸馏水浸泡液中总有机碳（TOC）和总

碳（TC），结果发现 6 种材料浸出液中 TOC 含量均占

TC的 90%以上，均能释放出大量有机碳。张雯等[12]

利用甘蔗渣等 10种农业废弃物开展为期 70 d的长效

浸出实验，发现溶液中含有的有机质多为小分子结构

物质和糖类物质，有利于微生物的代谢活动，保证了

其作为碳源的可利用性。但直接利用生物质材料为

SRB生长碳源的研究却很少，且 SRB利用生物质材料

处理废水过程中，生物质材料除了给SRB提供必要的

生长碳源，其材料本身也具有较好的吸附性。考虑到

甘蔗渣具有的高纤维素含量及碳源溶出性和吸附性，

因此，本研究将其与 SRB结合处理含硫酸盐废水，探

讨甘蔗渣碳源释放和对SRB生长代谢活性影响规律，

以期为SRB利用新型生物质碳源提供理论依据。

1 材料及方法

1.1 试验材料

实验用菌土壤取自阜新市新邱区某煤矸石山下，

为煤矸石覆盖 20~40 cm深的土壤中，后将土壤菌悬

液通过修正的 Postgate培养基[13]富集，通过数次培养

直到 SRB为优势菌种后用于试验。试验用甘蔗渣来

自广东惠州某制糖厂，甘蔗渣按试验设置粒径进行打

磨、筛分。

1.2 试验方法

1.2.1 不同因素条件下甘蔗渣碳源释放规律

不同 pH 对甘蔗渣碳源释放规律的影响：选取 5
目甘蔗渣 5 g投放于 200 mL蒸馏水中，用 1%的NaOH
和 1%的HCl调节各体系 pH分别为 3、4、5、6、7，分别

对应编号为 1#~5#，密闭后放于 35 ℃恒温摇床 100 r·
min-1，每隔一定时间检测 1#~5#体系中的还原糖、化

学需氧量（COD）释放量以及 pH变化，考察不同 pH条

件下甘蔗渣碳源释放规律。

不同粒径对甘蔗渣碳源释放规律的影响：选取

5、14、32、60、100目的甘蔗渣 5 g投放于 200 mL蒸馏

水中，分别编号为 1#~5#。用 1% 的 NaOH 和 1% 的

HCl调节各体系 pH 为 7，密闭后放于 35 ℃恒温摇床

100 r·min-1，每隔一定时间检测 1#~5#体系中的还原

糖、COD 释放量以及 pH 变化，考察不同粒径条件下

甘蔗渣碳源释放规律。

不同投加量对甘蔗渣碳源释放规律的影响：试验

选取 5目的甘蔗渣 1、3、5、7、9 g投放于 200 mL蒸馏水

中，相应编号为 1#~5#。用 1% 的 NaOH 和 1% 的 HCl
调节各体系 pH 为 7，密闭后放于 35 ℃恒温摇床 100
r·min-1，每隔一定时间检测 1#~5#体系中的还原糖和

COD释放量以及 pH变化，考察不同投加量条件下甘

蔗渣碳源释放规律。

1.2.2 SRB以甘蔗渣为碳源时的生长活性正交试验

配制只含有 SO42-的废水，以 SRB生物投加量，甘

蔗渣的粒径和投加量为因素，其中 SRB为含Fe2+培养

基中生长 60 h的 SRB，此时其生物量最大为 712 mg·
L-1，分别投加 5%、10%、15% 的菌液体积，即 100 mL
废水对应投加生物量分别为 35.6、71.2、106.8 mg，甘
蔗渣的粒径和投加量分别按照 32、60、100目和 2.5、
3.5、4.5 g 投加至 100 mL 废水中，进行 L9（33）正交试

验，调节初始 pH为 7。评价指标为 SO2-4 去除率、甘蔗

渣还原糖水解速率和 pH值，试验每 24 h取样检测各

指标，并取96 h的试验检测数据进行正交试验设计与

结果分析，确定 SRB以甘蔗渣为碳源条件下去除 SO2-4

的最优配比。正交试验因素水平见表 1，L9（33）试验

设计与结果分析见表2。
1.2.3 SRB利用甘蔗渣为碳源时的生长代谢活性

根据正交试验分析得到的 SRB以甘蔗渣为碳源

时的最优配比，即 100 mL 的废水中 SRB 投加量为

71.2 mg，甘蔗渣粒径为 100目，甘蔗渣投加量为 4.5 g，
用Na2SO4调节废水中 SO2-4 初始浓度为 1240 mg·L-1于

500 mL锥形瓶中，密闭后放于恒温摇床 100 r·min-1，

35 ℃条件下培养，调节培养液的 pH为 7，每隔一定时

间测培养基中剩余硫酸根浓度、氧化还原电位（ORP）
和还原糖释放量。

1.3 检测项目及方法

SO2-4 ：铬酸钡分光光度法（HJ/T 432—2007）；pH：

采用 PHS-3C型精密 pH计进行测定；还原糖：苯酚-
硫酸法；ORP：CT-8022氧化还原电位测量仪。
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2 结果与分析

2.1 不同因素条件下甘蔗渣碳源释放规律

2.1.1 不同pH对甘蔗渣碳源释放规律的影响

图 1（a）、图 1（b）是不同初始 pH条件下甘蔗渣还

原糖和COD释放曲线图，前 10 h，由于甘蔗渣表层纤

维素的快速溶出导致 1#~5#体系中还原糖和 COD释

放量快速上升，10 h后，各体系中还原糖和COD释放

量开始减少，最终 1#~5#体系中还原糖和COD释放量

分别为 25.7、24.6、24.1、23.8、21.9 mg·g-1和 270、267、
260、297、251 mg·L-1。图 1（c）是 10~96 h还原糖水解

速率拟合直线，前 10 h，甘蔗渣表层纤维素快速水解，

甘蔗渣释碳不稳定，10 h后还原糖发生水解反应，从

12~96 h 还原糖水解速率拟合直线可以得出 1#~5#
体系还原糖水解速率斜率 k分别为-0.014、-0.011、
-0.007、-0.005、-0.004。还原糖水解速率拟合直线越

平缓，斜率 || k 值越接近于 0，说明还原糖水解速率越

缓慢。从图1（d）可见，不同初始pH条件下，试验第2 d
表2 L9（33）试验设计与结果分析

Table 2 Results and analysis of L9（33）orthogonal test
因素

1
2
3
4
5
6
7
8
9

A：SRB投加量/mg
35.6
35.6
35.6
71.2
71.2
71.2
106.8
106.8
106.8

B：甘蔗渣粒径/目
32
60
100
32
60
100
32
60
100

C：甘蔗渣投加量/g
2.5
3.5
4.5
3.5
4.5
2.5
4.5
2.5
3.5

SO2-4去除率/%
34.12
50.63
74.03
46.1
51.36
63.51
51.35
36.67
68.77

还原糖水解速率/mg·g-1·h-1

0.184
0.174
0.172
0.170
0.164
0.158
0.173
0.169
0.172

pH
6.66
6.15
5.33
7.26
6.47
6.16
7.20
7.42
6.95

C 6H
12O

6/m
g·g

-1

（a）还原糖释放量

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
t/h

35
30
25
20
15
10
5
0

100

CO
D/m

g·L
-1

（b）COD

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
t/h

400
350
300
250
200
150
100
50
0 100

v/m
g·g

-1 ·h
-1

（c）还原糖水解速率拟合直线

10 20 30 40 50 60 70 80 90
t/h

1.8
1.6
1.4
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

0
100

1# pH=3 y=-0.014x+1.042# pH=4 y=-0.011x+0.903# pH=5 y=-0.007x+0.564# pH=6 y=-0.005x+0.485# pH=7 y=-0.004x+0.37

pH

（d）pH

1 2 3 4 5 6 7
t/d

7.0
6.5
6.0
5.5
5.0
4.5
4.0
3.5
3.0

图1 不同初始pH条件下甘蔗渣各指标变化规律

Figure 1 The change rule of various indexes of bagasse under the initial pH condition

1# pH=3 2# pH=4 3# pH=5 4# pH=6 5# pH=7
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C 6H

12O
6/m

g·g
-1 ·h

-1

（c）还原糖水解速率拟合直线

10 20 30 40 50 60 70 80 90
t/h

6
5
4
3
2
1
0

-1 100

1# 5目 y=-0.012x+0.942# 14目 y=-0.013x+1.013# 32目 y=-0.044x+3.404# 60目 y=-0.005x+0.455# 100目 y=-0.017x+1.47

pH

（d）pH

0 1 2 3 4 5 6 7
t/d

8
7
6
5
4
3
2
1

C 6H
12O

6/m
g·g

-1 ·h
-1

（a）还原糖释放量

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
t/h

65605550454035302520151050-5 100

CO
D/m

g·L
-1

（b）COD

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
t/h

1200
1100
1000
900
800
700
600
500
400
300
200
100

0 100

以后，1#~5#体系中 pH逐渐趋近于并保持在 4~4.5范

围内。

甘蔗渣纤维素水解生成还原糖，主要包括葡萄

糖、果糖、纤维二糖等[12]。闫加贺[14]在生物质材料两

步法水解转化研究中发现葡萄糖在积累到一定浓度

后会产生乙酸、乙酰丙酸、5-羟甲基糠醛等降解产

物，乙酰丙酸为纤维素水解的终产物。杨茜[15]发现生

物质材料的纤维素转化是一个连续一级反应，纤维素

在转化成葡萄糖的同时，葡萄糖也在发生水解反应。

因此，在还原糖水解反应中葡萄糖的水解反应起主导

作用。张雯等[12]发现甘蔗渣浸出液 pH值均处于较低

水平，其浸出液中乙酸含量明显高于其他废弃物，并

推测乙酸可能是导致其浸出液 pH较低的主要因素。

在低 pH条件下，由于H+的存在一方面对葡萄糖水解

产酸反应具有催化作用[16]，加快葡萄糖水解速率，另

一方面，由于β-1，4糖苷键链接D-葡萄糖形成的纤

维素在水解过程中，β-1，4糖苷键是一种对酸敏感的

缩醛键，H+可对β-1，4糖苷键的氧原子进行质子化，

使水分子进攻 α-C原子，导致 β-1，4糖苷键发生断

裂[17-18]。由此低 pH值 1#体系中，纤维素水解速率和

葡萄糖水解速率均较快，不利于还原糖的持续积累，

而较高 pH值 5#体系中，纤维素水解速率和葡萄糖水

解速率均较慢，有利于还原糖的持续积累。因此，在

正交试验和 SRB生长代谢活性试验中均采用 pH值为

7的反应体系。

2.1.2 不同粒径对甘蔗渣碳源释放规律的影响

图 2（a）、图 2（b）是不同粒径条件下甘蔗渣还原

糖释放量和 COD 释放量变化曲线，前 10 h，1#~5#体
系中还原糖和COD释放量快速的波动上升，10 h后，

各体系中还原糖和COD释放量缓慢减少，最终 1#~5#
体系中还原糖和 COD 释放量分别为 25.1、21、16.8、
27.8、32.5 mg·g-1和 735、619、549、948、1051 mg·L-1。

图 2（c）是 12~96 h甘蔗渣还原糖水解速率拟合直线，

1#~5#体系还原糖水解速率拟合直线的斜率 k分别

为-0.012、-0.013、-0.044、-0.005、-0.017，其拟合直线

越平缓，斜率 || k 值越接近于 0，还原糖水解速率的减

小幅度越小，葡萄糖水解反应越缓慢。从图 2（d）可

见，在 1#~5#初始 pH为 7的条件下，第 1 d后 1#~5#体
系的pH降至4.43~4.99。

不同粒径的甘蔗渣体系中均存在甘蔗渣纤维素

生成还原糖的水解反应，从图 2（a）可见，在甘蔗渣粒

径较小的4#、5#体系中，前10 h，其纤维素水解生成还

1# 5目 2# 14目 3# 32目 4# 60目 5# 100目

图2 不同粒径甘蔗渣各指标变化规律

Figure 2 Changes in various indexes of different particle size bagasse
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（c）还原糖水解速率拟合直线
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0
100
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8
7
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原糖的速率较快，还原糖浓度逐渐升高，因此，葡萄糖

浓度也在不断的增加，当葡萄糖积累到一定浓度时，

纤维素水解生成葡萄糖的同时，葡萄糖也会水解成乙

酸、乙酰丙酸、5-羟甲基糠醛等降解产物，表观还原

糖浓度有所下降，说明10 h后葡萄糖水解速率大于纤

维素水解速率。有研究表明 SRB不易利用乙酸等葡

萄糖水解产物进行生长代谢[19]，乙酸在非解离状态下

对SRB有一定的毒害作用。因此，葡萄糖水解速率越

缓慢，甘蔗渣浸泡液中乙酸含量越低，葡萄糖浓度越

高，越有利于 SRB生长代谢活动，在 4#体系中，60目

的甘蔗渣浸泡液中还原糖的水解速率拟合直线的斜

率 || k 较其他体系更接近于 0，其葡萄糖水解产酸反应

缓慢，浸泡液中可积累较多的葡萄糖供后续试验 SRB
的生长代谢。因此，选取 60目甘蔗渣为最佳粒径进

行后续正交试验。

2.1.3 不同投加量对甘蔗渣碳源释放规律的影响

图 3（a）、图 3（b）是不同投加量条件下甘蔗渣还

原糖和 COD 释放量变化曲线图，前 10 h，1#~5#体系

中还原糖和COD释放量快速的波动上升，10 h后，各

体系中还原糖和 COD释放量有缓慢减少趋势，最终

1#~5#体系中还原糖和 COD 释放量分别为 25.97、
25.21、19.1、23.19、15.2 mg·g-1 和 107、356、582、723、
771 mg·L-1。图 3（c）是 12~96 h甘蔗渣还原糖水解速

率拟合直线，1#~5#体系还原糖水解速率拟合直线的

斜率 k分别为-0.018、-0.008、-0.009、-0.003、-0.004，
其中斜率 || k 值越接近于 0，还原糖水解速率减小幅度

越小，说明其在 12~96 h内具有较高的碳源供应。从

图3（d）可见，在1#~5#初始pH为7的条件下，第1 d后

1#~5#体系的pH有所下降。

不同甘蔗渣投加量的体系中，甘蔗渣纤维素水解

生成还原糖的同时，葡萄糖也存在水解反应，在 4#体
系中，其还原糖水解速率拟合直线斜率 || k 值较其他

体系更接近于 0，葡萄糖水解速率较慢，有利于葡萄

糖的积累。同时不同投加量甘蔗渣水解液中 pH变化

规律相似，1#体系中第 1 d后 pH在 5~6之间波动，2#~
5#体系中第 1 d后 pH在 4~5之间波动，说明甘蔗渣投

加量越大，葡萄糖水解产酸越多，溶液中 H+增加较

多，不利于后续试验菌种 SRB的生长代谢。因此，选

取100 mL废水投加3.5 g甘蔗渣进行后续正交试验。

2.2 SRB以甘蔗渣为碳源时的生长活性正交试验

1# 1 g 2# 3 g 3# 5 g 4# 7 g 5# 9 g
图3 不同投加量甘蔗渣各指标变化规律

Figure 3 The variation of various indexes of different dosages of bagasse
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2.2.1 正交试验SO2-4去除效果结果分析

正交试验 SO2-4 去除率极差分析见表 3。由表 3极

差R可知，3个因素对SO2-4去除率影响大小顺序为：B>
C>A。根据均值大小确定 SO2-4 去除率的最佳因素组

合为A2B3C3。
2.2.2 正交试验还原糖水解速率结果分析

正交试验还原糖水解速率极差分析见表 4。由

表 4极差R可知，3个因素对还原糖水解速率影响大

小顺序为：A>B>C。根据均值大小确定还原糖水解速

率的最佳因素组合为A2B3C3。
2.2.3 正交试验pH结果分析

正交试验 pH变化极差分析见表 5。由表 5极差

R可知，3个因素对 pH变化影响大小顺序为：A>B>C。
根据均值大小确定调节 pH 的最佳因素组合为

A3B1C2。
综上所述，正交试验最优组合分别为 A2B3C3、

A2B3C3、A3B1C2，考虑到 SO2-4 去除效果及还原糖水

解速率等问题，选取正交组合 A2B3C3 进行后续试

验，即 100 mL 的废水中 SRB 投加量为 71.2 mg，甘蔗

渣粒径为100目，甘蔗渣投加量为4.5 g。
2.3 SRB利用甘蔗渣为碳源时生长代谢活性

图 4是 SRB 以甘蔗渣为碳源时 SRB 对 SO2-4 的去

除率、甘蔗渣还原糖释放量和 SRB生长 ORP变化规

律，试验初始 SO2-4 浓度为 1240 mg·L-1。由图 4可知，

甘蔗渣水解液中的还原糖释放量先上升后下降，是由

于生物质纤维素的水解过程中葡萄糖的快速积累会

转化成乙酸、丙醛、糠醛、乙酰丙酸等物质及SRB对还

原糖的利用，导致后期还原糖释放量有下降现象，最

终还原糖释放量为 64.03 mg·g-1。由于甘蔗渣对 SO2-4

的快速吸附作用，前期 SO2-4 去除率迅速增大，但是随

着纤维素的水解反应，部分 SO2-4 反溶回溶液当中，使

在 24 h 时 SO2-4 去除率小幅度下降，但是随着 SRB 对

试验环境的适应，生长代谢活性增强，开始异化还原

SO 2-4 ，SO 2-4 去除率逐渐增大，最终 SO 2-4 去除率为

75.23%。ORP逐渐下降，最终ORP为-224 mV，说明

在试验后期，甘蔗渣也能为SRB提供较充足碳源。

3 结论

（1）不同 pH、不同甘蔗渣粒径和不同投加量条件

下的碳源释放试验表明，在 pH值为 7的体系、甘蔗渣

粒径和投量分别为 60目、3.5 g·100 mL-1废水时，甘蔗

渣中纤维素水解速率及葡萄糖水解速率均较慢，有利

于还原糖的持续积累。

（2）在不同 SRB投加量、不同甘蔗渣粒径及其不

同投加量条件下的正交试验表明，当 SRB投加量、甘

蔗渣粒径和其投加量分别为 71.2 mg、100 目和 4.5 g
时，体系中 SO2-4 去除效果最好、还原糖水解速率最小，

为正交试验的最佳组合。

（3）SRB利用甘蔗渣为碳源时生长代谢活性试验

表明，反应进行了 96 h后，体系中 SO2-4 去除率和还原

糖释放量仍分别高达 75.23%、64.03 mg·g-1，ORP 低

至-224 mV，说明甘蔗渣有持续供给碳源以保证 SRB

表3 SO2-4去除效果直观分析（%）

Table 3 SO2-4 removal effect visual analysis（%）

类别

均值1
均值2
均值3

极差（R）

A：SRB投加量

52.927
53.657
52.263
1.394

B：甘蔗渣粒径

43.857
46.22
68.77
24.913

C：甘蔗渣投加量

44.767
55.167
58.913
14.146

表5 pH直观分析

Table 5 pH visual analysis

类别

均值1
均值2
均值3

极差（R）

A：SRB投加量

0.177
0.164
0.171
0.013

B：甘蔗渣粒径

0.175
0.169
0.167
0.008

C：甘蔗渣投加量

0.170
0.172
0.169
0.003

表 4 还原糖水解速率直观分析（mg·g-1·h-1）

Table 4 Visual analysis of hydrolysis rate of
reducing sugar（mg·g-1·h-1）

图4 以甘蔗渣为碳源时SRB生长活性

Figure 4 SRB growth activity under carbon source of bagasse

类别

均值1
均值2
均值3

极差（R）

A：SRB投加量

6.04
6.63
7.19
1.15

B：甘蔗渣粒径

7.04
6.68
6.14
0.9

C：甘蔗渣投加量

6.75
6.79
6.33
0.46
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生长活性的能力。
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