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摘要!从焦化废水活性污泥中筛选到 * 株高效异养硝化菌株"7;'7&,5+5DDM'0*=' 考察了菌株在不同碳氮比"0E_$指碳与氮

的物质的量比#%温度%%T%转速等影响因素下的氨氮降解性能' 结果表明$菌株0*= 在较大的0E_%温度和 %T范围内都具有高

效的降解氨氮性能$在处理贫瘠废水与调节废水 %T方面有着广阔的应用前景' 并进一步探究了菌株抵抗高浓度氨氮废水的

活性$以及通过检测该菌株的代谢产物探究了该菌株硝化反硝化性能'
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<<大量含氮化合物排放到水环境中会引起富营养

化$从而导致水资源的恶化$严重时甚至威胁到人体

的健康(*)

' 因此$最大限度地减少废水中的含氮污

染物成为迫切要解决的问题' 考虑到物理法不能把

污染物彻底去除$化学法极易带来二次污染$兼之二

者处理费用较高$目前多采用生物处理法' 传统的

生物法是建立在微生物自养需氧硝化和异养厌氧反

硝化的基础上$由于传统工艺耗时%占用空间大等条

件的限制$去除效率较低$极大地限制了生物脱氮在

实际工程中的应用(( D!)

' 为了克服这些条件的束

缚$近年来涌现出一些新的微生物处理方法$如需氧

反硝化%厌氧氨氧化%自氧反硝化%短程反硝化

等(#)

' 但最受青睐的方法莫过于异养硝化反硝

化(C D")

$一系列关于降解水中含氮污染物的异养需

氧型微生物菌株被报道$如 a9.8-,2,/599:8:g.&3

(=)

$

$64563M./.9I5.45639

(W)和$43/.:,P54:.&

(B)

$且都表现出

明显不同的硝化反硝化性能' 笔者探究了不同实验

条件下一株新的微生物菌株 0*= 的降氨氮性能$不

同起始氨氮浓度条件下菌株活性以及不同氮源的情

况下对其硝化反硝化产品的探究'

;<材料与方法

;>;<实验材料

*Y*Y*<微生物菌株鉴定

异养硝化菌株 0*= 是从太原市焦化厂污水处

理第 * 曝气池的活性污泥中分离纯化得到$在大连

宝生物工程有限公司进行了 *"J &>_$序列测定'

利用软件+Ld$CY* 并采用近邻结合法构建了该菌

的系统发生树$进而为该菌系统命名' 用石蜡冷冻

法保存在实验室$使用前富集培养'

*Y*Y(<培养基

富集培养基!牛肉膏 C M$蛋白胨 *) M$_506C M$

%T=Y) ŴY)$蒸馏水为 * ))) 2f'

改良异养氨化培养基!0T

!

0H0HH_5#Y*B( M$

"_T

#

#

(

JH

#

)Y#=( M$+MJH

#

)Y)C M$+/JH

#

)Y))C M$

@.JH

#

)Y)* M$_5T

(

aH

#

)Y(C M$`

(

TaH

#

)Y=C M$%T
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=Y) ŴY)$蒸馏水 * ))) 2f'

亚硝氮培养基!丙酮酸钠 #Y*B( M$_5_H

(

)Y#B! M$

+MJH

#

-=T

(

H)Y)C M$+/JH

#

-#T

(

H)Y))C M$@.JH

#

)Y)* M$_5T

(

aH

#

)Y(C M$`

(

TaH

#

)Y=C M$蒸馏水

* ))) 2f$%T=Y) ŴY)'

硝氮培养基!丙酮酸钠 #Y*B( M$_5_H

!

)Y")= M$

+MJH

#

-=T

(

H)Y)C M$+/JH

#

-#T

(

H)Y))C M$@.JH

#

)Y)* M$_5T

(

aH

#

)Y(C M$`

(

TaH

#

)Y=C M$蒸馏水

* ))) 2f$%T=Y) ŴY)'

;>=<实验方法

取 ( 2f处于对数生长期的菌株悬液接种于

*(*h灭菌 () 23/ 的异养氨化培养基中"培养基体

积为 *)) 2f#$所用锥形瓶容量 (C) 2f$研究菌株

0*= 在不同0E_"指的是碳与氮的物质的量比$其值

分别为 #%W%*(%*"%() 和 (##%起始温度"()%(C%!)%

!C%#)h和 #Ch#% %T"(%#%"%W%*) 和 *(#%转速

"!)%")%B)%*()%*C) &E23/ 和 *W) &E23/#条件下对

氨氮去除能力的影响$在得出适宜的条件"0E_物

质的量比为 *"$起始温度为 !)h$%T为 W$转速为

*C) &E23/#后$进一步以氨氮降解能力"设定氨氮起

始浓度分别为 #))%W))%* ())%* ")) 2MEf#%总氮降

解"设定起始氨氮质量浓度为 *))%())%!)) 2MEf#%

0H?降解 "设定起始氨氮质量浓度为 *))%())%

!)) 2MEf#为指标对菌株的活性进行探究$同时分

别取"_T

#

#

(

JH

#

%_5_H

(

%_5_H

!

作为唯一氮源$并

固定培养基中含氮质量浓度为 *)) 2MEf$探究了不

同氮源对菌株硝化反硝化产品的影响'

以上实验在取样进行分析时$ 样品均经

W ))) &E23/%*) 23/ 离心分离之后$取上清液进行

分析'

;>B<分析方法

氨氮!采用纳氏试剂光度法&亚硝氮!采用 #D

"*D萘基#D乙二胺光度法&硝氮!采用紫外分光光度

法&羟胺!采用间接分光光度法&总氮!利用 NH0EN_

分析仪&H?

"))

!采用分光光度计法&0H?!利用 0H?

测定仪'

=<结果与讨论

=>;<微生物菌株鉴定

_0[7[659:结果显示$该菌株与产碱杆菌属存

在高度相似性$在部分 *"J &>_$序列分离与测定

基础上构建的系统发育树进一步证明了该菌株为产

碱菌属$进而为其命名 "7;'7&,5+5DDM\0*=' 菌株在

基因库中的 7?! Ǹ("C(=#$与其有关的系统发育树

如图 * 所示'

图 *<源于部分 *"J &>_$基因序列分析构建的

系统发育树

=>=<不同条件下的氨氮降解

(Y(Y*<碳氮比对氨氮去除的影响

碳氮比对氨氮去除的影响如图 ("5#所示' 由

图 ("5#可以看出$在 0E_为 # 时$经 !" 1 培养$氨

氮降解率已达 BBY!=Z$随着0E_的增加$去除率略

有升高$在0E_达到 *" 时$经过 !" 1 培养$氨氮的

去除率达 BBYC!Z$高于已报道的菌株 G';&773D

D3N6&7&D$*

(*))

$此后降解率趋于稳定' 原因是起始碳

源不足$没有足够的能量供菌体生长$相应的除氮效

率也会较低' 当提供的碳源高于菌体的需求$菌体

的生长和活性处于稳定阶段$除氮的效率也保持稳

定' 所以从实验结果可以看出$在既要保障有充足

的碳源$又避免碳源过剩且保持氨氮高降解率的情

况下$适宜的0E_应为 *"$这比已报道的一些异样

硝化菌对碳源的需求要高(**)

' 实验结果的另一则

信息显示菌株0*= 在 0E_为 # (̂# 较广范围内都

表现出高效的氨氮降解能力$说明该菌株在处理水

质不稳定或者是贫瘠废水区域时有着广阔的应用

前景(*()

'

(Y(Y(<温度

温度对氨氮去除的影响如图 ( " P#所示' 在

() (̂Ch范围内$氨氮的去除率随着温度的升高而

呈现逐渐上升的趋势$当温度达到 !)h左右时$经

过 !" 1的培养$氨氮的质量浓度已降到 * 2MEf以

下&当温度达到 #)h时$还保持着较高氨氮去除率

"BWY"BZ#$这比已报道的菌株 P;5+5J5D>3DDM\适应

温度的范围扩大了(*!)

' 随着温度的升高$氨氮去除

率急剧下降$当温度达到 #Ch时$经过 !" 1的培养$

氨氮的去除率仅有 WY"!Z$由此可以看出$温度对

该菌株降解氨氮能力的显著影响$也可得出其适宜

温度范围为 () #̂)h$与菌株 @&;R(N';65R&3>DM\

9:&53/ J@$*! 相比(*#)

$此菌株不宜在低温条件下降

-)!*-
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解氨氮'

"5#0E_ "P#温度

"4#%T "-#转速

图 (<0E_$温度$%T和转速对氨氮去除的影响

(Y(Y!<%T

%T对氨氮去除的影响如图 ("4#所示' 由图 (

"4#可以看出$%T对菌株0*= 降氨氮性能也有较大

影响$起始时菌株不能适应酸性环境$生长受到抑

制$氨氮转化率很低$随着酸性的降低$菌株的适应

能力增强$氨氮去除效率也随着增加' 当 %T为 "

时$氨氮已被大量消耗$当 %T为 W 时$经过 !" 1 的

培养$氨氮去除率达到 BBYC!Z' 之后随着碱性的

增强$氨氮的去除率略有降低$当 %T达到 *) 以后$

氨氮去除率才急剧下降' 说明菌株 0*= 更适宜于

生长于稍偏碱的环境$但在较宽 %T范围内" %Tl

# *̂)#表现出较高的降氨氮能力$与耐酸碱性差的

菌株相比(*C D*")

$更能适应处理复杂的废水系统$可

以解决废水调节 %T的难题'

(Y(Y#<转速

转速在氨氮降解过程中起着调节培养基中溶解

氧的作用$转速对氨氮去除的影响如图 ("-#所示'

当转速较低时$氨氮降解率也较低$原因是由于溶解

氧较少$随着转速的增加$氨氮的降解率逐渐升高$

在转速达到 *C) &E23/ 以后略有降低$这与已报道

过的菌株@'R&+(N';65RDM\@" 产生的结果一致(*=)

$由

此说明对该菌株适宜的转速是 *C) &E23/'

=>B<活性探究

首先测定了菌株 0*= 对不同氨氮质量浓度的

耐受能力以及在改良培养基"起始氨氮质量浓度不

同#中的生长状况$如图 ! 所示' 实验表明菌株0*=

能适应较大范围的氨氮质量浓度$其对高质量浓度

氨氮的抵抗能力远优于菌株 ";&+56(N';65R

(B)

$从图 !

"5#和图 !"P#中可以看出$当氨氮的起始质量浓度

高于 * ")) 2MEf时$菌株依然能够生长$氨氮质量

浓度仍保持着降低的趋势' 为了进一步研究菌株

0*= 的活性$实验测定了该菌株降解总氮"N_#和

0H?的能力$如图 # 所示' 从图 #"5#中可以看出$

在起始氨氮质量浓度为 *)) 2MEf时$培养 " 1 后$

总氮降解率只有 BYB=Z$但是随着培养时间的增

加$总氮的降解率迅速增加&在起始氨氮质量浓度为

()) 2MEf时$最终得到的总氮的降解率是 B#Y=#Z$

高于李周等(*W)研究的总氮降解率"约为 B)Z#' 从

图 #"P#中可以看出$在起始氨氮质量浓度分别为

*))%()) 2MEf和 !)) 2MEf时$对应得到最终的

0H?降解率分别为 B(Y!Z%B(YWZ和 B*Z$优于杨

新萍等(*)报道过的 B)Z$而李文军(*B)研究结果仅

为 "WY#CZ'

"5#菌株0*= 对不同氨氮

质量浓度的耐受度
"P#菌株的生长状况

*+#)) 2MEf&(+W)) 2MEf&!+* ()) 2MEf&#+* ")) 2MEf

图 !<不同起始氨氮质量浓度条件下

对菌株浓度耐受度与生长状况的测定

"5#总氮降解能力 "P#0H?的降解能力

*'*)) 2MEf(('()) 2MEf(!'!)) 2MEf

图 #<不同起始氨氮质量浓度条件下的N_与0H?

=>D<硝化反硝化产品的研究

无论是硝化还是反硝化过程$氨氮的去除是以

产品的形式来展现的' 首先用"_T

#

#

(

JH

#

作为唯

一氮源来研究菌株 0*= 的代谢产品$结果如图 C 所

示' 从图 C 可以看出$亚硝态氮%羟胺氮以及硝态氮

都有积累$但积累量的多少与起始氨氮质量浓度有

关$当起始氨氮质量浓度较低时$积累量较少&随着

起始氨氮质量浓度的升高$产品的积累量有增加的

趋势$羟胺氮与硝态氮的积累表现得尤为明显' 由

-*!*-
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图 C"P#与图 C"4#可以看出!在氨氮起始质量浓度

为 *)) 2MEf和 ()) 2MEf时$羟胺氮与硝态氮几乎

无积累$但当改良培养基中的氨氮起始质量浓度增

加到 !)) 2MEf时$经过 !" 1的培养$羟胺氮的最大

积累量达到了 (!YBB 2MEf$硝态氮的最大积累量达

到 WY*! 2MEf$这与以前研究过的菌株 "7;'7&,5+5D

DM\0*" 有较大的差别(())

' 为了进一步研究在硝化

产品积累的同时是不是存在反硝化产品的积累$分

别采用_5_H

(

和_5_H

!

为唯一氮源$结果如图 " 所

示' 从图 ""5#与图 ""P#中可以看出$当 _5_H

(

作

唯一氮源时$在产品中检测到了羟胺氮和硝态氮的

存在&当_5_H

!

作唯一氮源时$产品中检测到了亚

硝氮与羟胺氮的存在' 结果表明!在硝化产品积累

的过程中同时有反硝化产品的积累$这与 N5;6,&

((*)

的结论是一致的!菌株在硝化过程中同时伴随着反

硝化作用的进行'

"5# "P#

"4#

*+*)) 2MEf&(+()) 2MEf&!+!)) 2MEf

图 C<氨氮作为氮源不同起始浓度条件下的产品

"5# "P#

*+_H

D

(

D_&(+_T

(

HTD_&!+_H

D

!

D_&#+H?"

))

图 "<_5_H

(

与_5_H

!

分别作为氮源时的产品

B<结论

微生物菌株 0*= 在 0E_"指碳与氮的物质量

比#低至 # 时$仍可以保持较高的氨氮去除率

"BBY!=Z#&温度在 (C #̂)h范围内都保持着较高

的氨氮去除效率&可以利用的 %T范围是 # *̂)$适

宜的 %T为 W$此时氨氮的去除率可达 BBYC!Z' 因

为该菌株生长的 0E_%%T范围广泛$所以应用在降

解贫瘠废水中与 %T不稳定的废水中具有明显的优

势' 同时该微生物菌株对高氨氮质量浓度的污水有

较高的耐受能力' 由于该微生物菌株的代谢产品含

有一定的硝态或亚硝态物质$有望与能降解亚硝或

硝态的微生物菌株组成复合微生物群用以彻底降解

废水中的含氮物质'
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(*) k5/MA$K5/MJ$\1,8 f'LII.4:,I45&P,/ 9,8&4.$0E_&5:3,$/3:&5:.
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用现状(S)'中国给水排水$()*)$(""*##!(" D(B'

(#) $1/ kT'J89:53/5P6./3:&,M./ .6323/5:3,/ P3,:.41/,6,M3.9!$&.e

O3.U(S)'a&,4.99[3,41.239:&;$())"$#*"W#!*=)B D*=(*'

(C) K5/ 0$k5/MA$f..?S$56'7'$.&,P34-./3:&3I345:3,/ P;/,O.639,e

65:.- 9:&53/ 893/M_He"(#e_59/3:&,M./ 9,8&4.(S)'[3,&.9,8&4.

N.41/,6,M;$()**$*)("*C#!=(## D=(#W'

(") K,/M[N$f..?S'?./3:&3I;3/M986I3-.&.2,O565/- 45&P,/ 2.:15e

/,M./.9393/ 52.9,%13634$2.:15/,M./34486:8&.(S)'[3,&.9,8&4.

N.41/,6,M;$()**$*)("*(#!""=! D""=B'

(=) T85/MN$d8,f$\15/MT$56'7'_3:&,M./e&.2,O56.II343./4;,I5

/,O.65.&,P34-./3:&3I;3/MP54:.&382$a9.8-,2,/599:8:g.&39:&53/

\@!*$39,65:.- I&,2 5-&3/G3/MeU5:.&&.9.&O,3&(S)'[3,&.9,8&4.

N.41/,6,M;$()*C$*B"!()B D(*"'

(W) J1,-5+$7913G5U5k'T.:.&,:&,%134/3:&3I345:3,/ 5/- 5.&,P34-./3e

:&3I345:3,/ ,I13M1e9:&./M:1 522,/382 3/ 5/5.&,P34566;-3M.9:.-

968-M.P;$64563M./.9I5.456399:&53/ _,'#(S)'S,8&/56,I[3,943e

./4.5/- [3,./M3/..&3/M$()*#$**=""#!=!= D=#*'

(B) >./ k$k5/Mf$f35/M$A'N1.415&54:.&39:349,I5/,O.61.:.&,:&,%1e

34/3:&3I;3/M5/- 5.&,P34-./3:&3I;3/MP54:.&382$$43/.:,P54:.&F8/33

k[(S)'[3,&.9,8&4.N.41/,6,M;$()*#$*=*!* DB'

(*)) k5/MA$K5/MJ$\15/M?$56'7'79,65:3,/ 5/- /3:&,M./ &.2,O56

415&54:.&39:349,I5/ 5.&,P341.:.&,:&,%134/3:&3I;3/Me-./3:&3I;3/M

P54:.&382$[543668998P:3639$*(S)'[3,&.9,8&4.N.41/,6,M;$()**$

*)("(#!WC# DW"('

(**) f38 k$f3k$fOk'79,65:3,/ 5/- 415&54:.&3g5:3,/ ,I51.:.&,:&,%134

/3:&3I3.&I&,24,G.%65/:U59:.U5:.&(S)'K5:.&J43./4.5/- N.41e

/,6,M;$()*($"C"**#!()W# DB)'

(*() T85/MA$f3K$\15/M?$56'7'$22,/382&.2,O56P;5/,O.6,63e

M,:&,%134";&+56(N';65RDM'k*" 45%5P6.,I1.:.&,:&,%134/3:&3I345e

:3,/e5.&,P34-./3:&3I345:3,/ 5:6,U :.2%.&5:8&.( S)'[3,&.9,8&4.

N.41/,6,M;$()*!$*#"!## DC)'
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*C 22$高 !( 22#$如图 ( 所示' 如无特殊说明即

采用钛合金微孔曝气头'

采用磷酸靛蓝三磺酸"美国$4&,9公司生产#为

臭氧的显色剂$实验用水为超纯水"优普 RaTK纯

水进水型超纯水机#'

"5#砂片曝气头 "P#普通曝气头

"4#钛合金微孔曝气器头

图 (<曝气头种类

;>=<试验方法

首先比较了砂片曝气头%普通曝气头和钛合金

微孔曝气头"即下文中的微孔曝气头#对臭氧溶解

浓度的影响(氧气输出压力为 )Y* +a5$曝气流量为

)YC fE23/$水温为"= �*#h)&然后考察了曝气流

量")YC%*%( fE23/#和水温 ("= �*#% "*) �*#%

"() �*#h)对臭氧溶解浓度的影响"氧气输出压力

为 )Y* +a5#&最后研究了氧气瓶输出压力 ")Y*%

)Y(%)Y! +a5#对臭氧溶解浓度的影响"曝气流量为

)YC fE23/$水温为"() �*#h#'

;>B<分析方法

臭氧的浓度测定方法为磷酸靛蓝三磺酸测定

法(B)

' 气泡尺寸由尼康高速摄像机 "$@())2D

_3GG,&(#DWC 22IE(YWD#)7@#拍摄纪录$在曝气

! 23/气流达到稳定后$选取曝气头正上方区域进

行拍照记录'

=<实验结果

=>;<曝气头的影响

砂片曝气头%普通曝气头和微孔曝气头是目前

应用比较广泛的 ! 种曝气头' 不同曝气头对臭氧质

量浓度的影响如图 ! 所示' 由图 ! 可以看出$在同

一氧气瓶输出压力下$曝气头种类明显影响臭氧质

量浓度的上升速率$在前 *) 23/$砂片曝气头%普通

曝气头和微孔曝气头臭氧水质量浓度上升速率分别

为 *Y!B%(Y)*%(Y!= 2ME"f-23/#' 微孔曝气头制备

的臭氧水质量浓度在曝气 *) 23/ 时最先达到平衡$

砂片曝气头和普通曝气头制备的臭氧水质量浓度曝

气 !) 23/之后达到平衡' 砂片曝气头%普通曝气头

<<<<<<<

*+微孔曝气头&(+普通曝气头&!+砂片曝气头

图 !<曝气头种类对臭氧质量浓度的影响
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(*!) >83ge+5&:3/.g$$J.&&56:5S$J.4,$$56'7'LII.4:,I:.2%.&5:8&.,/

522,/382&.2,O563/ P;5+5J5D>3DDM\(S)'[3,&.9,8&4.N.41/,6,e

M;$()*C$*B*!!#" D!#B'

(*#) \15/M?$f3K$T85/MA$56'7'>.2,O56,I522,/3823/ 98&I54.

U5:.&5:6,U:.2%.&5:8&.P;5/.U6;39,65:.- @&;R(N';65R&3>DM\

9:&53/ J@$*!(S)'[3,&.9,8&4.N.41/,6,M;$()*!$*!=!*#= D*C('

(*C) \15/Mm$f38 k$$3d$56'7'N1.415&54:.&39:349,I5/,O.61.:.&,e

:&,%134 /3:&3I345:3,/e5.&,P34 -./3:&3I345:3,/ P54:.&382$ [5436689

2.:1;6,:&,%134899:&53/ f=(S)'[3,&.9,8&4.N.41/,6,M;$()*($*)W!

!C D##'

(*") K51;8/3L$'N1.3/I68./4.,I%T415&54:.&39:349,/ :1.,448&5/4.

,I4,63I,&2P54:.&353/ 25-8&59:&53:(S)'a&,4.-35L/O3&,/2./:56

J43./4.9$()*C$(!!*!) D*!C'

(*=) \1./MT$f38 k$d5,A$56'7'015&54:.&3g5:3,/ ,I525&3/.,&3M3/

5.&,P34/3:&3I;3/Me-./3:&3I;3/MP54:.&382(S)'S,8&/56,I[3,943./4.

5/- [3,./M3/..&3/M$()*($**#"*#!!! D!='

(*W) \1,8 f$[,;- 0L'N,:56522,/35/3:&,M./ &.2,O56I&,25Q8.,89

9,68:3,/9P;:1./5:8&56g.,63:.$2,&-./3:.!$65P,&5:,&;:.9:5/- .Ve

%.&32./:569:8-;(S)'$Q85486:8&.$()*#$#!(!(C( D(C='

(*B) f3K$K8 ?$J13A$56'7'>.2,O56,I,&M5/3425::.&5/- 522,/35

/3:&,M./ 3/ 5g,-345&P,/523-.U59:.U5:.&P;54,2P3/5:3,/ ,I%,U.&

86:&59,8/- &5-35:3,/ 5/- 1;-&,M./ %.&,V3-.(S)'013/.9.S,8&/56,I

01.23456L/M3/..&3/M$()*($()"##!=C# D=CB'

(()) f38 k$K5/Mk$f3k$56'7'_3:&,M./ &.2,O56415&54:.&39:349,I1.:e

.&,:&,%134/3:&3I345:3,/e5.&,P34-./3:&3I345:3,/ P;$64563M./.9I5.45e

6390*" (S)'013/.9.S,8&/56,I01.23456L/M3/..&3/M$()*C$(!

"C#!W(= DW!#'

((*) N5;6,&J +$T.k$\15,[$56'7'T.:.&,:&,%134522,/382&.2,O56

415&54:.&39:349,I5/ 5.&,P341.:.&,:&,%134/3:&3I;3/Me-./3:&3I;3/M

P54:.&382$a&,O3-./435&.::M.&3kf(S)'S,8&/56,IL/O3&,/2./:56

J43./4.9$())B$(*"*)#!*!!" D*!#*'

"

-#!*-




