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摘要:从石化废水处理厂活性污泥中分离得到 １ 株低 Ｃ / Ｎ 摩尔比的好氧反硝化菌株 ＡＤ－７ꎬ通过形态学观察、生理生化试

验及 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序ꎬ确定其为假单胞菌属(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ.)ꎮ 通过单因素实验确定菌株适宜的好氧反硝化培养条件为:丁二

酸钠为碳源、培养温度为 ３０~３５℃、初始 ｐＨ ６􀆰 ０~７􀆰 ０、摇床转速为 １５０~２００ ｒ / ｍｉｎꎮ 在适宜的好氧反硝化培养条件下ꎬ研究了菌

株生长情况与反硝化脱氮特性ꎮ 结果表明ꎬ菌株生长与反硝化脱氮基本同步ꎬ并且在菌株培养 １２ ｈ 时ꎬ硝酸盐氮和总氮的去除

率分别高达 ９０􀆰 ４７％和 ８６􀆰 ０６％ꎬ未出现亚硝酸盐氮的明显积累ꎮ 因此ꎬ菌株 ＡＤ－７ 能够通过完全反硝化实现总氮的有效脱除ꎬ
在低 Ｃ / Ｎ 摩尔比废水脱氮方面具有潜在应用价值ꎮ
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中图分类号:Ｘ７０３　 文献标志码:Ａ　 文章编号:０２５３－４３２０(２０１９)０５－０１２８－０５
ＤＯＩ:１０.１６６０６ / ｊ.ｃｎｋｉ.ｉｓｓｎ ０２５３－４３２０.２０１９.０５.０２８　

Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｌｏｗ Ｃ / Ｎ ｒａｔｉｏ
ａｅｒｏｂｉｃ ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ

ＨＵ Ｊｉｅ１ꎬ ＹＡＮ Ｊｉａ￣ｂａｏ１∗ꎬ ＨＵＯ Ｘｉａｏ￣ｑｉｏｎｇ２ꎬ ＷＵ Ｌｉｎｇ１ꎬ ＹＵ Ｄａｎ￣ｑｉｎｇ１ꎬ ＣＨＥＮ Ｍｅｉ￣ｌｉｎｇ１ꎬ ＬＩ Ｃｈａｏ１

(１.Ｈｕｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｃｏａｌ Ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ａｎｄ Ｎｅｗ Ｃａｒｂｏｎ Ｍａｔｅｒｉａｌｓꎬ Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ
Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬ Ｗｕｈａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｗｕｈａｎ ４３００８１ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ

２.Ｇｒｅａｔ Ｙａｎｇｔｚｅ Ｒｉｖｅｒ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｃｏ.ꎬ Ｌｔｄ.ꎬ Ｃｈａｎｇｓｈａ ４１０１９９ꎬ Ｃｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ａ ｌｏｗ Ｃ / Ｎ ｍｏｌａｒ ｒａｔｉｏ ａｅｒｏｂｉｃ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｔｒａｉｎ ＡＤ￣７ ｉｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｓｌｕｄｇｅ ｏｆ
ｐｅｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｐｌａｎｔ. Ｉｔ ｉｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａｓ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎꎬ
ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｔｅｓｔ ａｎｄ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ. Ｔｈｒｏｕｇｈ ｓｉｎｇｌｅ ｆａｃｔｏｒ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ
ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｓꎬｔｈｅ ｏｐｔｉｍｕｍ ａｅｒｏｂｉｃ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ａｒｅ ｓｅｔｔｌｅｄ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ:ｓｏｄｉｕｍ ｓｕｃｃｉｎａｔｅ ｉｓ ｕｓｅｄ ａｓ
ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅꎬｃｕｌｔｕｒｅ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｉｓ ｓｅｔ ａｔ ３０－３５℃ꎬｉｎｉｔｉａｌ ｐＨ ｉｓ ６􀆰 ０－７􀆰 ０ ａｎｄ ｒｏｔａｔｉｏｎ ｓｐｅｅｄ ｉｓ １５０－２００ ｒｐｍ.Ｕｎｄｅｒ
ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｕｍ ａｅｒｏｂｉｃ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓꎬ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ ａｒｅ
ｓｔｕｄｉｅｄ.Ｓｔｕｄｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ ｋｅｅｐｓ ｂａｓｉｃａｌｌｙ ｓｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓ ｗｉｔｈ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬｔｈｅ ｒｅｍｏｖａｌ ｒａｔｅｓ
ｏｆ ｎｉｔｒａｔｅ￣ｂａｓｅｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃａｎ ｒｅａｃｈ ９０􀆰 ４７％ ａｎｄ ８６􀆰 ０６％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ａｆｔｅｒ １２ ｈｏｕｒｓ ｏｆ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎꎬａｎｄ
ｔｈｅｒｅ ｉｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｉｔｒｉｔｅ￣ｂａｓｅｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｐｒｏｃｅｓｓ. Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅꎬｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ ＡＤ￣７ ｃａｎ
ｒｅｍｏｖｅ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｂｙ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｈａｓ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｖａｌｕｅ ｉｎ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｏｗ Ｃ /
Ｎ ｒａｔｉｏ ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｗａｓｔｅｗａｔｅｒꎻ ａｅｒｏｂｉｃ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎꎻ ｌｏｗ Ｃ / Ｎ ｒａｔｉｏꎻ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎꎻ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ

　 收稿日期:２０１８－０９－０４ꎻ修回日期:２０１９－０３－１１
　 基金项目:湖北省科技创新专项重大项目(２０１７ＡＣＡ１７９)
　 作者简介:胡杰(１９９３－)ꎬ男ꎬ硕士研究生ꎬ研究方向为水处理及环境微生物ꎬ１０９２７８５３８５＠ ｑｑ.ｃｏｍꎻ颜家保(１９６４－)ꎬ男ꎬ硕士ꎬ教授ꎬ研究方向为

废水生物强化及深度处理ꎬ通讯联系人ꎬ９７２７８７４４５＠ ｑｑ.ｃｏｍꎮ

　 　 近年来ꎬ随着国家对废水中氨氮和总氮排放要

求越来越严格ꎬ含氮废水处理难度加大ꎬ因此如何经

济有效地脱氮成为废水处理领域的研究热点[１]ꎮ
目前废水脱氮主要采用传统生物工艺ꎬ由于硝化和

反硝化过程分别需要在好氧和缺氧条件下进行ꎬ反
应器必须分开ꎬ使得处理工艺流程长、基建投资和运

行成本较高[２－３]ꎮ 随着 Ｒｏｂｅｒｔｓｏｎ 等首次从废水脱

硫和反硝化系统中分离出好氧反硝化菌 Ｔｈｉｏｓｐｈａｅｒａ
ｐａｎｔｏｔｒｏｐｈａ[４]ꎬ国内外研究者陆续从环境中分离出

多株具有好氧反硝化功能的菌株ꎬ包括 Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ
ｆａｅｃａｌｉｓ[１ꎬ５－６]、 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ.[７－８]、 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ.[９]、
Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｊｕｎｉｉ[１０]等ꎮ 这些菌株大多还可以进行

异养硝化ꎬ使得硝化和反硝化作用能够在同一个反

应器内进行ꎬ可以克服传统处理工艺的诸多弊端ꎮ
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但是目前分离得到的这些菌株均为异养菌ꎬ对碳

源的需求量比较大ꎬ培养过程中的 Ｃ / Ｎ 摩尔比通

常要在 １０ 以上[５ꎬ１１] ꎬ否则难以实现废水中氮的有

效脱除ꎮ 而我国化工废水、养殖废水、垃圾渗滤液

及部分城市污水的 Ｃ / Ｎ 摩尔比都比较低[１２] ꎬ为提

高脱氮效率ꎬ常常需要投加有机碳源来提高废水

的 Ｃ / Ｎ 摩尔比[１３] ꎬ这样不仅增加了废水处理费

用ꎬ而且增大了废水处理负荷ꎮ 因此筛选出低

Ｃ / Ｎ 摩尔比下能进行好氧反硝化脱氮的菌株具有

重要的实际意义ꎮ
笔者从石化废水处理厂活性污泥中分离得到

１ 株低 Ｃ / Ｎ 摩尔比(Ｃ / Ｎ＝ ６)的好氧反硝化菌ꎬ并对

其进行种属鉴定及反硝化特性研究ꎬ考察了环境因

素对好氧反硝化性能的影响ꎬ确定菌株生长与反硝

化脱氮特性之间的关系ꎬ为其应用于低 Ｃ / Ｎ 摩尔比

废水生物脱氮提供理论依据和技术参考ꎮ

１　 实验材料与仪器

１􀆰 １　 实验材料

菌源:取自武汉石化炼油废水处理系统生化活

性污泥ꎮ
ＬＢ 培养基:酵母提取物 ５ ｇ / Ｌ、蛋白胨 １０ ｇ / Ｌ、

ＮａＣｌ １０ ｇ / Ｌ、ｐＨ 为 ７􀆰 ０~７􀆰 ２ꎮ
好氧反硝化培养基: 丁二酸钠 ６􀆰 １３６ ｇ / Ｌ、

Ｎａ２ＨＰＯ４􀅰１２Ｈ２Ｏ ８􀆰 ０ ｇ / Ｌ、ＫＨ２ＰＯ４ １􀆰 ５ ｇ / Ｌ、ＫＮＯ３

０􀆰 ７５ ｇ / Ｌ、ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０􀆰 １ ｇ / Ｌ、ＦｅＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０􀆰 ０１
ｇ / Ｌ、微量元素储备液 ２ ｍＬ、ｐＨ 为 ７􀆰 ０~７􀆰 ２ꎮ

微量元素储备液: ＭｎＳＯ４􀅰４Ｈ２Ｏ ０􀆰 １０ ｇ / Ｌ、
ＺｎＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０􀆰 １２ ｇ / Ｌ、Ｈ３ＢＯ３ ０􀆰 ０７ ｇ / Ｌ、Ｎａ２ＭｏＯ４􀅰
２Ｈ２Ｏ ０􀆰 ０４ ｇ / Ｌ、ＣｕＳＯ４􀅰５Ｈ２Ｏ ０􀆰 ０２ ｇ / Ｌ、ＣｏＣｌ􀅰６Ｈ２Ｏ
０􀆰 ０４ ｇ / Ｌꎮ

所用培养基均在 １２１℃ 条件下高压蒸汽灭菌

３０ ｍｉｎꎬ向各液体培养基中加入 １􀆰 ５％~２􀆰 ０％琼脂粉

即可制成相应固体培养基ꎮ
１􀆰 ２　 主要仪器

ＢＢＳ－ＳＤＣ 超净工作台ꎬ济南鑫贝西生物技术有

限公司生产ꎻＳＰＸ－２５０Ｂ－Ｚ 生化培养箱ꎬ上海博讯

实业有限公司生产ꎻＨＶＥ－５０ 高压蒸汽灭菌锅ꎬ日
本 ＨＩＲＡＹＡＭＡ 公司生产ꎻＱＹＣ－２１１ 恒温摇床ꎬ上
海福玛实验设备有限公司生产ꎻＵＶ－２０００ 紫外－可
见分光光度计ꎬ美国 ＵＮＩＣＯ 公司生产ꎻ１－１４ 高速

离心机ꎬ德国 ＳＩＧＭＡ 公司生产ꎻＡＬ１０４ 电子天平ꎬ
ＭＥＴＴＬＥＲ ＴＯＬＥＤＯ 生产ꎮ

２　 实验方法

２􀆰 １　 菌液驯化和菌株分离

取少量新鲜菌源于 １００ ｍＬ ＬＢ 培养基中活化、
富集 ２ 次后ꎬ转接至好氧反硝化培养基中进行多次

驯化ꎬ同时依次调节培养基中 Ｃ / Ｎ 摩尔比为 １２、１０、
８、６ꎮ 将驯化后的菌液通过稀释涂平板和平板划线

法分离ꎬ得到多株低 Ｃ / Ｎ 摩尔比好氧反硝化菌株ꎮ
２􀆰 ２　 菌株筛选和鉴定

对分离得到的菌株进行低 Ｃ / Ｎ 摩尔比(Ｃ / Ｎ ＝
６ )好氧反硝化性能测定ꎬ挑选其中反硝化性能最优

的菌株作为优势菌ꎬ依据«常见细菌系统鉴定手册»
进行形态学观察及生理生化试验[１４]ꎬ并通过基因组

ＤＮＡ 提取、１６Ｓ ｒＤＮＡ 扩增及测序对其进行种属鉴定ꎮ
２􀆰 ３　 培养条件及脱氮特性

将优势菌以体积分数为 ３％的接种量接入 Ｃ / Ｎ
摩尔比为 ６、初始硝酸盐氮质量浓度为 １００ ｍｇ / Ｌ 左

右的好氧反硝化培养基中ꎬ分别考察碳源种类、培养

温度、初始 ｐＨ 和摇床转速对反硝化性能的影响ꎬ确
定最优好氧反硝化培养条件ꎮ 并在最优培养条件

下ꎬ定期取样测定培养基中菌体浓度(ＯＤ６００)和亚硝

酸盐氮、硝酸盐氮及总氮含量ꎬ分析培养基中菌株生

长情况和氮的代谢情况及变化规律ꎮ
２􀆰 ４　 分析方法

菌体浓度(ＯＤ６００)的测定采用比浊法[１５]ꎻ亚硝

酸盐氮的测定采用 Ｎ － (１ －萘基) －乙二胺光度

法[１６]ꎻ硝酸盐氮的测定采用酚二磺酸光度法[１６]ꎻ总
氮的测定采用过硫酸钾氧化紫外分光光度法[１６]ꎮ

３　 实验结果与讨论

３􀆰 １　 菌种鉴定

３􀆰 １􀆰 １　 形态学观察与生理生化试验

经分离纯化共得到 １７ 株低 Ｃ / Ｎ 摩尔比好氧反

硝化菌株ꎬ挑选其中反硝化性能最好的 １ 株(命名

为 ＡＤ－７)进行菌种鉴定ꎮ 菌株 ＡＤ－７ 的菌落形态

及革兰氏染色如图 １ 所示ꎮ 由图 １ 可以看出ꎬＡＤ－７
的菌落呈圆形ꎬ直径大约为 １ ~ ２ ｍｍꎬ颜色为乳白

色ꎬ表面光滑凸起ꎬ边缘整齐ꎬ菌体呈短杆状ꎬ革兰氏

染色显阴性ꎮ 生理生化试验结果如表 １ 所示ꎮ
依据形态学观察及生理生化试验结果ꎬ并结

合«伯杰氏细菌鉴定手册»和«常见细菌系统鉴定

手册»ꎬ初步推断菌株 ＡＤ－７ 为假单胞菌属(Ｐｓｅｕｄ￣
ｏｍｏｎａｓ ｓｐ.)ꎮ
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(ａ)菌落形态 (ｂ)革兰氏染色

图 １　 ＡＤ－７ 菌落形态和革兰氏染色图片

表 １　 ＡＤ－７ 生理生化试验结果

　 试验名称 试验结果 　 　 试验名称 试验结果

糖酵解试验 ＋ 硝酸盐还原试验 ＋

甲基红试验 ＋ 吲哚试验 －

Ｖ－Ｐ 试验 － 明胶液化试验 －

淀粉水解试验 ＋

　 　 注:“＋”表示反应呈阳性ꎻ“－”表示反应呈阴性ꎮ

３􀆰 １􀆰 ２　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 鉴定

通过基因组 ＤＮＡ 提取、ＰＣＲ 扩增、扩增产物纯

化及 测 序 得 到 菌 株 ＡＤ － ７ 的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序 列

(１４３１ｂｐ)ꎬ将其输入到 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库进行 Ｂｌａｓｔ
比对ꎬ结果发现ꎬ与 ＷＵＳＴ 相似度高的主要为假单

胞菌属(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ.)ꎮ 通过 ＭＥＧＡ７􀆰 ０ 软件计

算序列的系统进化距离ꎬ采用 Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ(邻
接法)构建系统发育树ꎬ根据菌株 ＡＤ－７ 在系统发育

树上的位置ꎬ进一步证明其为假单胞菌属(Ｐｓｅｕｄｏ￣
ｍｏｎａｓ ｓｐ.)ꎮ
３􀆰 ２　 好氧反硝化培养条件

３􀆰 ２􀆰 １　 碳源种类

碳源的主要作用是为微生物的生长代谢提供能

量以及作为好氧反硝化过程中的电子供体[１７]ꎮ 在

温度为 ３０℃、摇床转速为 １５０ ｒ / ｍｉｎ、ｐＨ 为 ７􀆰 ０ 条件

下ꎬ碳源种类对菌株 ＡＤ－７ 好氧反硝化性能的影响

如图 ２ 所示ꎮ 由图 ２ 可以看出ꎬ菌株 ＡＤ－７ 在以丁

二酸钠为碳源时ꎬ硝酸盐氮的去除率最高ꎬ好氧反硝

化速率最快ꎬ１２ ｈ 硝酸盐氮去除率达 ８３􀆰 ７２％ꎬ其次

是柠檬酸钠和葡萄糖ꎬ蔗糖作为碳源进行好氧反硝

化效果最差ꎬ１２ ｈ 硝酸盐氮去除率只有 １８􀆰 ８５％ꎮ
反硝化速率受碳源化学结构和分子质量的影响很

大ꎬ丁二酸钠分子结构简单、分子质量小ꎬ可直接以

酸的形式被反硝化菌利用ꎬ而糖类必须被分解为有

机酸才能被吸收[１８]ꎮ 因此菌株 ＡＤ－７ 适宜的好氧

反硝化碳源为丁二酸钠ꎮ

１—蔗糖ꎻ２—葡萄糖ꎻ３—柠檬酸钠ꎻ４—丁二酸钠

图 ２　 碳源种类对好氧反硝化性能的影响

３􀆰 ２􀆰 ２　 培养温度

温度主要是通过影响微生物体内酶的活性ꎬ从
而影响其生长及降解性能ꎬ温度过高或过低都会使

其酶活性降低[１９]ꎮ 在以丁二酸钠为碳源、摇床转速

为 １５０ ｒ / ｍｉｎ、ｐＨ 为 ７􀆰 ０ 的条件下ꎬ培养温度对菌株

ＡＤ－７ 好氧反硝化性能的影响如图 ３ 所示ꎮ 由图 ３
可以看出ꎬ在温度 ２５ ~ ４０℃ 范围内ꎬ随着温度的升

高ꎬ菌株 ＡＤ－７ 的好氧反硝化性能先增强后减弱ꎮ
当温度为 ３０~３５℃时ꎬ菌株的好氧反硝化性能最好ꎬ
１２ ｈ 硝酸盐氮去除率达 ８７􀆰 ５０％ꎮ 因此菌株 ＡＤ－７
适宜的好氧反硝化培养温度为 ３０~３５℃ꎮ

１—２５℃ꎻ２—４０℃ꎻ３—３５℃ꎻ４—３０℃

图 ３　 培养温度对好氧反硝化性能的影响

３􀆰 ２􀆰 ３　 初始 ｐＨ
ｐＨ 主要影响微生物细胞膜的通透性及培养基

中有机物的离子化程度ꎬ同时也会影响微生物体内

酶的活性ꎬ是微生物能否正常生长代谢的一个重要

因素ꎮ 将菌株 ＡＤ－７ 以 ３％的接种量接入以丁二酸

钠为碳源的 ４ 种不同初始 ｐＨ 的好氧反硝化培养基

中ꎬ于 ３０℃、１５０ ｒ / ｍｉｎ 的恒温摇床中培养 １２ ｈꎬ结果

如图 ４ 所示ꎮ 由图 ４ 可以看出ꎬ菌株 ＡＤ－７ 反硝化

的适宜 ｐＨ 为弱酸性及中性ꎮ 在初始 ｐＨ 为 ６􀆰 ０ 和

７􀆰 ０ 时ꎬ菌株培养 ９ ｈꎬ硝酸盐氮去除率分别为

８８􀆰 ６７％和 ８７􀆰 ６３％ꎮ 主要是因为反硝化过程产碱ꎬ
酸性环境有利于反硝化过程的进行ꎬ与武文丽等[８]

的研究结果相一致ꎮ 因此ꎬ菌株 ＡＤ－７ 适宜的好氧

反硝化初始 ｐＨ 为 ６􀆰 ０~７􀆰 ０ꎮ
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１—ｐＨ＝ ９􀆰 ０ꎻ２—ｐＨ＝ ８􀆰 ０ꎻ３—ｐＨ＝ ６􀆰 ０ꎻ４—ｐＨ＝ ７􀆰 ０

图 ４　 初始 ｐＨ 对好氧反硝化性能的影响

３􀆰 ２􀆰 ４　 摇床转速

Ｒｏｂｅｒｔｓｏｎ 等[４] 研究发现ꎬ在好氧反硝化菌体内

存在周质硝酸盐还原酶ꎬ可以在有氧的条件下将硝

酸盐还原ꎬ而培养基中溶解氧浓度与摇床转速密切

相关ꎮ 在以丁二酸钠为碳源、温度为 ３０℃、ｐＨ 为

７􀆰 ０ 的条件下ꎬ摇床转速对菌株 ＡＤ－７ 好氧反硝化

性能的影响如图 ５ 所示ꎮ 由图 ５ 可以看出ꎬ当摇床

转速为 １５０ ｒ / ｍｉｎ 和 ２００ ｒ / ｍｉｎ 时ꎬ菌株 ＡＤ－７ 的好

氧反硝化性能最好ꎬ１２ ｈ 硝酸盐氮的去除率分别

为 ９０􀆰 ８９％和 ８８􀆰 ０６％ꎮ 当摇床转速为 １００ ｒ / ｍｉｎ
时ꎬ由于溶解氧不足ꎬ不利于严格好氧的假单胞菌

生长ꎮ 当摇床转速增大到 ２５０ ｒ / ｍｉｎ 时ꎬ由于水里

剪切力过大[２０] ꎬ从而影响菌株好氧反硝化性能ꎮ
因此菌株 ＡＤ－ ７ 适宜的好氧反硝化摇床转速为

１５０ ~ ２００ ｒ / ｍｉｎꎮ

１—１００ ｒ / ｍｉｎꎻ２—２５０ ｒ / ｍｉｎꎻ３—２００ ｒ / ｍｉｎꎻ４—１５０ ｒ / ｍｉｎ

图 ５　 摇床转速对好氧反硝化性能的影响

３􀆰 ３　 菌株 ＡＤ－７ 脱氮特性

为了研究菌株 ＡＤ－７ 在低 Ｃ / Ｎ 摩尔比下的生

长情况及好氧反硝化脱氮特性ꎬ将菌株 ＡＤ－７ 以 ３％
的接种量接入以丁二酸钠为碳源、Ｃ / Ｎ 摩尔比为 ６、
ｐＨ 为 ７􀆰 ０、初始硝酸盐氮质量浓度为 １０８􀆰 ３５ ｍｇ / Ｌ
的好氧反硝化培养基中ꎬ于 ３０℃、１５０ ｒ / ｍｉｎ 的恒温

摇床中培养 １２ ｈꎬ定期取样检测培养基中菌体浓度

(ＯＤ６００)和亚硝酸盐氮、硝酸盐氮及总氮质量浓度ꎬ
结果如图 ６ 所示ꎮ 由图 ６ 可以看出ꎬ菌株生长情况

与硝酸盐氮和总氮的降解情况基本同步ꎮ ０~４ ｈ 为

菌株生长迟缓期ꎬ对应硝酸盐氮和总氮的降解也比

较缓慢ꎻ４~８ ｈ 和 ８~１０ ｈ 分别为菌株的对数生长期

和稳定期ꎬ硝酸盐氮和总氮主要在此阶段进行降解ꎬ
其降解过程基本符合零级动力学反应ꎬ并且会有少

量亚硝酸盐氮的积累ꎬ在 ６ ｈ 达到最大ꎬ为 １０􀆰 ６２
ｍｇ / Ｌꎻ１０~１２ ｈ 为菌株衰亡期ꎬ菌体质量浓度开始

降低ꎬ硝酸盐氮和总氮基本不再降解ꎮ 在菌株培养

１２ ｈ 时ꎬ 硝酸盐 氮 和 总 氮 的 去 除 率 分 别 高 达

９０􀆰 ４７％和 ８６􀆰 ０６％ꎬ亚硝酸盐氮的积累量仅为 ２􀆰 ６８
ｍｇ / Ｌꎬ未出现明显的积累ꎮ 与 Ｓｕｎ 等[２１] 报道的 Ｔ１３
菌株在好氧反硝化培养过程中存在亚硝酸盐氮的大

量积累ꎬ使得总氮的去除率只有 １８􀆰 ６３％不相符ꎮ
这是因为菌株种类不同ꎬ进行反硝化代谢氮的过程

不一样ꎮ 因此菌株 ＡＤ－７ 在以硝酸盐氮为氮源情况

下ꎬ可以进行完全反硝化ꎬ实现总氮的有效脱除ꎮ

１—ＯＤ６００ꎻ２—ＴＮꎻ３—ＮＯ－
３ －Ｎꎻ４—ＮＯ－

２ －Ｎ

图 ６　 菌株生长及脱氮特性

４　 结论

(１)以炼油废水处理厂活性污泥为菌源ꎬ通过分

离纯化得到 １ 株低 Ｃ / Ｎ 摩尔比好氧反硝化优势菌

ＡＤ－７ꎬ通过形态学观察、生理生化试验及 １６Ｓ ｒＤＮＡ
鉴定ꎬ确定其为假单胞菌属(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ.)ꎮ

(２)通过单因素实验ꎬ确定菌株 ＡＤ－７ 的适宜

低 Ｃ / Ｎ 摩尔比好氧反硝化培养条件为:丁二酸钠为

碳源、培养温度 ３０ ~ ３５℃、培养基初始 ｐＨ 为 ６􀆰 ０ ~
７􀆰 ０、摇床转速为 １５０~２００ ｒ / ｍｉｎꎮ

(３)在菌株 ＡＤ－７ 适宜的低 Ｃ / Ｎ 摩尔比好氧反

硝化培养条件下ꎬ菌株的生长情况与硝酸盐氮和总

氮的降解情况基本同步ꎮ 菌株培养 １２ ｈ 时ꎬ硝酸盐

氮和总氮的去除率分别高达 ９０􀆰 ４７％和 ８６􀆰 ０６％ꎬ亚
硝酸盐氮未出现明显的积累ꎮ 实验结果表明ꎬ菌株

ＡＤ－７ 能够进行完全反硝化ꎬ实现总氮的有效脱除ꎮ
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浙江丰利荣获 ２０１８ 年度粉体行业最受关注品牌称号

　 　 日前ꎬ２０１８ 粉体行业年度奖项评选揭晓ꎬ浙江丰利粉

碎设备有限公司荣获“最受关注品牌”称号ꎮ 这是浙江丰

利继 ２０１３ 年和 ２０１５ 年 ＨＷＶ 系列旋风磨连续两届上榜、
２０１７ 年 ＣＧＭ１０００ 超细辊压磨获“最受关注产品”之后ꎬ再
度获此行业殊荣ꎮ

“粉体行业年度奖”是由中国粉体网联合北京粉体技

术协会于 ２０１３ 年共同发起ꎬ旨在表彰当年度受用户关注

高、业内畅销的产品和行业品牌ꎮ 它依托于粉体行业大数

据资源ꎬ真实反映一年来粉体行业相关产品的活跃度及市

场关注度ꎬ旨在推动行业的发展ꎮ 该项评选活动自 ２０１３ 年

起已成功举办了三届ꎬ第四届 ２０１８ 粉体行业年度奖项评选

活动自 ２０１９ 年 １ 月 ２ 日上线ꎬ至 ２０１９ 年 １ 月 ３１ 日截止ꎬ累

计吸引全国 ２８ 个省市近 ６ 万人次参与投票评选ꎬ本次活动

还吸引了德国、美国、加拿大、泰国、日本、澳大利亚、英国等

十几个国家的行业人士共同参与ꎮ
浙江丰利“超微粉碎设备”品牌于 ２００２ 年首获“浙江

名牌产品”称号ꎬ实现了我国粉体设备行业名牌零的突破ꎮ
１７ 年来ꎬ凭着过硬的产品质量和高效的节能效果ꎬ热销全

国各地ꎬ挺进国际市场ꎬ成为美国、德国、俄罗斯、日本等多

家世界 ５００ 强企业在中国采购粉体工程设备定点供应商ꎮ
目前ꎬ浙江丰利成为我国粉体设备领域规模大、实力强、品
种全、新品多的行业龙头企业ꎬ是全国颗粒表征与分检及筛

网标委会超微粉碎设备工作组秘书长单位、闻名海内外的

成套超微粉体设备和绿色环保装备生产基地ꎮ (吴红富)
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