
第 *" 卷第 % 期
’("( 年 % 月

环!!境!!科!!学
+,-./0,1+,23456.+,6+

-7;B*"$,7B%
C>8B$’("(

有机碳源及 5C对好氧反硝化细菌 <5! 脱氮性能的
影响

杨新萍$钟磊$周立祥!

"南京农业大学资源与环境学院环境工程系$南京!’"((#)#

摘要!采用摇瓶实验$研究了 6P,值*培养液 X0及柠檬酸盐*乙酸盐*葡萄糖 * 种有机碳源对好氧反硝化细菌 25&41#"#+!5

"&+1#8.+! 3X% 脱氮性能的影响B6P,值不仅直接影响好氧反硝化过程中碳源数量$也显著影响培养液 X0变化B6P,值为 *

时$因碳源数量不够而导致 3X% 好氧反硝化脱氮效率仅有 E’h’当 6P,值为 ’** ")* & 时$培养液 X0先快速下降至缺氧状态

然后再升至好氧状态$反应末期 2,损失率分别为 %#h* $(h* ))h$其中好氧条件下反硝化作用引起的 2,损失约为 $h*

’(h* ’)hB培养液起始 X0在 $‘") g&‘(& FVP4$ 6P,值为 ") 及以下$摇瓶"’)( F4三角瓶#装液量为 ’) g"(( F4$摇床转速

为 "&( LPFA8$培养液 X0先下降至缺氧状态$但可在反硝化反应进行 ’E : 后恢复至好氧状态$减少摇瓶装液量的充氧措施提

高培养液 X0效果有限B柠檬酸盐与乙酸盐是 3X% 能够高效利用的碳源$利用率可达 #(h* #’h$而葡萄糖的利用率仅有
E"hB乙酸盐促进了 3X% 的好氧反硝化功能$2,去除率*好氧反硝化脱氮效率分别比以柠檬酸盐为碳源时高 "Eh* )hB采用

摇瓶试验评估好氧反硝化细菌的好氧反硝化效率应谨慎$因为取决于溶液的 6P,值和碳源种类$可能相当部分 ,的损失是在

缺氧条件下产生B
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!!普遍认为$生物脱氮作用是去除废水中氮最为
经济有效的办法 +",B传统生物脱氮包括好氧硝化和
缺氧反硝化 ’ 个过程B一直以来$反硝化被看作只有
在缺氧条件下才能实现 +’,B但近年来$研究者发现$

许多从活性污泥*湿地*土壤等处分离出的反硝化细
菌能在好氧条件下进行反硝化作用 +* g&,B好氧反硝
化菌的发现为生物脱氮技术提供了崭新的思路B国

内外学者在好氧反硝化细菌的分离筛选*作用机制*
应用等方面开展了大量工作$获得了许多有意义的
成果 +# g"),B
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碳源与 X0被认为是影响好氧反硝化细菌脱
氮性能的最重要因素 +)$%$"*$")$"%,B然而$已有的这方
面研究几乎均是将培养液"废水#起始 X0或是装
置环境起始 0’ 分压调节至好氧范围考察碳源种
类* 数 量 对 好 氧 反 硝 化 细 菌 脱 氮 性 能 的 影
响 +E$%$# g""$")$"$$"&, $或是仅考察培养期 "’E : 或更长
时间#始*终培养液 X0或环境 0’ 分压是否处在好

氧范围 +)$&$"’$"*$"# g’", $鲜见研究反硝化进程中培养
液 X0或装置环境中 0’ 分压的动态变化B众所周
知$好氧反硝化现象可能由于微环境缺氧引起$也
可能是由好氧生境中具有反硝化功能的好氧反硝

化细菌引起B包含有机碳源的培养液或废水$即使
起始 X0很高$并采取了充氧措施$但由于所含碳
源的数量及性能影响$可能会造成混合液阶段性
处于缺氧状态B因此$研究好氧反硝化现象时$将
碳源与 X0这 ’ 个关键因子结合起来考察其在反
硝化进程中的变化$对正确评价好氧反硝化细菌
的好氧脱氮性能具有非常重要的作用B
本研究针对好氧反硝化细菌 3X%$采用摇瓶实

验$考察了不同 6P,值"’** ")* &* *#时$3X% 脱氮
进程中有机碳源*氮素及 X0变化’在 6P,值为 ")
时$通过改变摇瓶装液量及摇瓶转速的方法$调节培
养液 X0$观测 3X% 脱氮过程及 X0变化’6P,值为
")*起始 X0及充氧措施相同$研究碳源种类对 3X%
脱氮性能及 X0变化的影响$以期为好氧反硝化现
象的科学研究或工程化应用提供基础资料B

MN材料与方法

MOM!实验菌株
实验菌株来源于活性污泥$为本实验室保藏菌

株$ 在好氧条件下具有良好的反硝化效果$编号为
3X%B通过菌株形态观察*生理生化及 "%5 LX,3测
序*核酸数据库 [@8UG8I",6U.# " :99O!PPQQQB8MRAB
8;FB8A:BV7TP#比对$初步鉴定该菌株为 25&41#"#+!5
"&+1#8.+!B
MOP!培养基组成
培养基组成参照文献 +E$’’,$并有所改动B溶

解下列物质于 " 4去离子水中! ,̂0* ’ V*1V50E-
$]’0(‘’ V* ’̂]W0E (‘) V*6%]),G*0$-’]’0"柠檬
酸三钠# 根据实验要求调整$微量元素溶液 ’ F4$
用 " F7;P4盐酸调节 O]至 $‘( g$‘’B微量元素溶液
成分为 "VP4#!+X23D’,G)(*\850E-$]’0 *‘#**
6G6;’-’]’0$‘’&*186;’-E]’0)‘(%*=@50E-$]’0
)‘(*",]E # %17$0’E-E]’0"‘"*6>50E-)]’0’‘E)*

676;’-%]’0"‘%"$O]为 $‘(B
MOQ!摇瓶实验

6P,值实验系列!实验中所指 6P,值均是以
60XP2,计 算B培 养 液 中 ,̂0* 始 终 为 ’ VP4$
6%]),G*0$-’]’0数量根据实验要求调整$其余成
分按 "‘’ 节所述B配制好培养液后$分装于 ’)( F4
三角瓶中$每瓶装液量为 "(( F4B"’"x灭菌 *(
FA8$冷却至室温后$无菌操作$每瓶按装液量的 )h
接入已培养 ’( : 的 3X% 菌液$ ’&x* "&( LPFA8摇
床振荡培养B

X0实验系列!6P,值固定为 ")$即 6%]),G*0$
-’]’0为 "( V$其余成分按 "‘’ 节所述B按预实验结
果$缺氧实验中三角瓶装液量为 ")( F4$瓶口除了
纱布再用双层报纸扎好$摇床转速为 %( LPFA8B好氧
实验中三角瓶装液量分别为 )( F4*’) F4$摇床转
速为 "&( LPFA8B
碳源实验系列!6P,值固定为 ")$培养液中

,̂0*始终为 ’ VP4$分别选用柠檬酸三钠*乙酸钠
"6’]*,G0’#*葡萄糖 "6%]"’ 0% #做为碳源$根据每
种碳源实测 60X值确定培养液中相应碳源的质量B
各系列实验均是每隔数小时取 " 组平行样$不

离心直接测定培养液 X0*O]*60X*2,*,0j
* *,0

j
’ *

,]a
E 与 ?%((B

MOS!分析方法
培养液X0采用2:@LF7公司0LA78 *N9GL溶氧仪

测定$O]用雷磁 O]5D*6精密 O]计测定$ 60X采
用 60X测定仪测定 "2:@LF7公司 3eE((" 系统#$
2,采用碱性过硫酸钾消解紫外分光光度法 "[U
""&#ED"#&##$,]a

E 采用纳氏试剂比色法"[U$E$#D

"#&$#$,0j
’ 采用 OD""D萘基#D乙二胺分光光度法

"[U$E#*D"#&$#$,0j
* 采用紫外分光光度法"]CP2

*E%D’(($#$2W采用钼酸铵分光光度法 "[U""&#*D
"#&##$?%((采用 Y-D$)E 分光光度计测定B

PN结果与分析

POM!不同6P,值下好氧反硝化细菌3X% 的脱氮性能
好氧反硝化过程中$细菌利用碳源做为电子供

体$,0j
* *0’ 做为电子受体协同呼吸将 ,0

j
* 还原为

,’ 或 ,0Q等产物
+E$""$"*$"),B6P,值是好氧反硝化细

菌在呼吸过程中获得高效脱氮效率的重要因素B以
柠檬酸三钠为碳源$选取 6P,值为 ’** ")* &* *$考
察 3X% 脱氮性能及培养液 X0变化规律B
一般认为$污水生物处理中的好氧*缺氧状态分

别要求混合液 X0q’‘( FVP4*X0i(‘) FVP4B图 "

E*%"
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"G#表明$当混合液初始 X0为 $‘") g$‘%’ FVP4$
6P,值为 * 时$培养液处于全程""(( :#好氧状态’
6P,值为 ’* 时$培养液有近 $( : 处在 (‘E) g"‘)(
FVP4非好氧状态$6P,值为 ")*& 时$培养液分别有
近 ’(* "( : 处在 (‘*E g(‘%" FVP4* (‘*’ g"‘"#
FVP4非好氧状态B2,测定中包含了 3X% 菌体氮$
2,变化可以视做 3X% 反硝化作用所致B图 "" R# g
""?#可以看出 6P,为 ") 时$对培养液中 60X*2,*
,0j

* 的降解率最高$其次是 6P,为 ’** &* *B结合
图 ""G#*""M#$6P,值为 ’** ")* &* * 时$2,损失
率分别为 %#h* $(h* ))h* E’h$其中好氧条件下
2,损失分别为 $h* ’(h* ’)h* E’h$其它则为缺
氧反硝化作用所致B图 ""?# g""S#表达了反硝化过
!!!

程中各种形态氮素的转化规律B6P,值为 ’** ")*
&* * 时$培养液中 ,0j

’ 分别为 (‘%) gE‘$) FVP4*
(‘’" g#‘*( FVP4* (‘#& g"*‘($ FVP4* (‘E# g
")‘(" FVP4$,]a

E 分别为 E‘$% g%$‘%" FVP4* ’‘$(
g$&‘"% FVP4* )‘"% gE$‘&E FVP4* "(‘*% g’%‘((
FVP4$随着 6P,值降低$培养液中 ,0j

’ 浓度增加而

,]a
E 浓度降低’此时 ,0

j
* 去除率分别为 &"‘&h*

#*‘$h* $E‘*h* )(‘%h$高于相应条件下 2,去
除率B!!!
POP!不同供氧条件下好氧反硝化细菌 3X% 的脱氮
性能

好氧反硝化细菌性能研究中$摇瓶实验或类似
批处理实验因无菌操作方便又可振荡充氧$成为最
!!

图 MN不同 - =̂值时培养液中 5C&-C5&D=&=Cb
Q &=:e

S &=Cb
P 的动态变化

=AVB"!X<8GFAMN7SX0$60X$979G;8A9L7V@8$8A9LG9@$GFF78A>F$8A9LA9@M78M@89LG9A78N

A8 9:@S;GNI ?>LA8VRG9M: M>;9>L@7SN9LGA8 3X% QA9: TGLA7>N6P,LG9A78N

)*%"
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常使用的实验方法B培养液中 6P,值为 ")$灭菌后
培养液 X0为 &‘() g&‘(& FVP4$进行不同供氧条件
的摇瓶实验B图 ’"G#表明$当摇床转速为 %( LPFA8$
装液量为 ")( F4$实验进行的 E( : 内$培养液 X0
始终处在 (‘") g(‘%) FVP4’将摇床转速增加至 "&(
LPFA8且装液量减少为 )( F4时$培养液 X0有近 "%
: 为 (‘E" g(‘%) FVP4’摇床转速为 "&( LPFA8$装液
量减少至 ’) F4$培养液 X0虽有所升高$仍有 "% :
为 (‘)* g"‘() FVP4$后 ’ 种情形下$反应 ’E : 后培
养液 X0分别可上升至 )‘*" 与 %‘E) FVP4B图 ’"M#
表明$全程缺氧时$3X% 脱氮效率可达 &#h’部分时
段缺氧即装液量为 )( F4*’) F4时$2,去除率分别
!!

为 %%h* %)h$其中好氧状态下的脱氮效率均接近
*)hB图 ’" R#* ’ " ?#看出$缺氧状态下$60X*2,*
,0j

* 去除率最高但菌体生长量小且缓慢$培养液
?%((在反应末期才达 (‘%$’$而装液量为 )(* ’) F4
时$培养液 ?%((分别在 ’)* ’’ : 达到最大值 "‘*%%*
"‘*E"B图 ’"@#* ’"S#表明了反硝化进程中氮素的
转化趋势B培养液中 ,]a

E 随着 X0升高而逐渐降

低$分别为 *"‘’&* "$‘)’ 和 ")‘*" FVP4’而 ,0j
’ 随

着 X0升高而逐渐增加$分别达 )‘&#* ’*‘&’ 和
’)‘&$ FVP4B
POQ!不同碳源对好氧反硝化细菌 3X% 的脱氮性能
有机碳源不仅在数量上而且其种类不同时对好

图 PN不同供氧条件下培养液中 5C&-C5&D=&=Cb
Q &=:e

S &=Cb
P 的动态变化

=AVB’!X<8GFAMN7SX0$60X$979G;8A9L7V@8$8A9LG9@$GFF78A>F$8A9LA9@M78M@89LG9A78N?>LA8VG87JAM$

OGL9AG;G@L7RAM$G8? 979G;G87JAMVL7Q9: M78?A9A78N7S3X%

%*%"
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氧反硝化细菌的脱氮性能也有显著影响B从图 *"G#
看出$以柠檬酸三钠*乙酸钠为碳源时$约有 ’( : 培
养液 X0分别为 (‘*E g(‘%" FVP4* (‘’$ g(‘)"
FVP4’以葡萄糖为碳源时$在 %( : 内培养液均处于
好氧状态B图 *"R#* *"M#表明$3X% 可以高效利用
柠檬酸三钠*乙酸钠$对其去除率分别达到 #(h*
#’h$而以葡萄糖为碳源时$3X% 对其利用率仅有
E"hB培养液中碳源为柠檬酸三钠*葡萄糖*乙酸钠
时$2,去除率最高可以达到 %#h* *Eh* &*h$其
中好氧反硝化作用导致的 2,去除率分别为 ’$h*
!!

*Eh* *’hB从图 *"?# g*"S#看出$以柠檬酸钠*葡
萄糖*乙酸钠为碳源$,0j

* 去除率分别达到 #’h*

E’h* #)h$,]a
E 浓度最高分别为 $&‘"%* *‘"( 和

’’‘(* FVP4$ ,0j
’ 浓度最高分别为 "’‘%(* #‘*( 和

’(‘#& FVP4B以柠檬酸三钠*乙酸钠为碳源时$3X%
对 ,0j

* 去除率相近$但对 2,去除率却相差 "EhB
3X% 对葡萄糖的利用率较低$导致其生长缓慢 "培
养液 ?%((在 )’ : 达到最大值 (‘%#%#$好氧反硝化性

能不佳$脱氮过程中 ,]a
E *,0j

’ 浓度明显低于另外

’ 种碳源B

图 QN不同碳源时培养液中 5C&-C5&D=&=Cb
Q &=:e

S &=Cb
P 的动态变化

=AVB*!+SS@M9N7SM7FRA8@? N>OO;<7SMGLR78 N7>LM@G8? 7SN9LGA8 3X% 78 ?<8GFAMN7SX0$60X$979G;8A9L7V@8$8A9LG9@$GFF78A>F$8A9LA9@M78M@89LG9A78N

QN讨论

6P,值对 3X% 反硝化性能有显著影响B6P,值

为 ** &* ")* ’* 时$反应至 "(( :$培养液 6P,值分
别为 "‘&* E‘%* *‘#* $‘"$6P,值为 * 时$菌体生长
量小且脱氮效率最低$碳源供应不足$阻碍了 3X%

$*%"
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生长与好氧反硝化作用的发挥B值得注意的是$随着
6P,值增加$2,损失率逐渐增加$似乎是一定范围
内 6P,值越高$好氧反硝化作用越强而实际上是因
为碳源数量增加导致培养液处于缺氧状态$反硝化
效率的提高是因为缺氧反硝化作用所致而不是好氧

反硝化作用的贡献$如本实验中随着 6P,值增加$

缺氧反硝化脱氮率从 ( 增至 *(h*)(h*%’hB对
3X% 而言$6P,值降低$好氧反硝化作用增强$培养
液中 ,0j

’ D,相应增加’6P,值升高$缺氧反硝化作

用增强$培养液中 ,]a
E D,也随之增加B

研究好氧反硝化作用常采用的摇瓶实验或类似

的批处理实验中$X0不易控制在理想的好氧范围B

尽管采用了增加摇床转速*减少装液量等措施$ 但
6P,值较高的培养液要满足反应过程中$特别是反
应开始时的 ’E : 内 X0q’ FVP4并不容易B当 6P,

值在 ") 及以下时$混合液可以在 ’E : 后保持好氧
状态$并且达到较高 X0B因此$研究好氧反硝化现
象时仅监测反应时间段起*始X0数值高于 ’ FVP4$

不能说明该反应过程始终维持好氧状态B培养液组
成相同时$全程缺氧反硝化导致的脱氮效率最高可
以达到 &#h$部分好氧反硝化作用部分缺氧反硝化
作用的脱氮效率约为 $(h$不过前者反硝化速率较
慢$约在 ’) : 后达到最大 2,去除效率$3X% 生长速
率也较慢’后者情形下$3X% 可在 ’E : 内达到最大
生物量以及在 "’ g"E : 内达到最大脱氮效率B课题
组与其他研究者也发现$这些好氧反硝化细菌上多
为兼性菌$缺氧条件下反硝化效率往往比完全好氧
条件下更高 +$$"#$’*,B

相同培养条件下$柠檬酸三钠*乙酸钠是 3X%

的良好碳源$而葡萄糖则不能为 3X% 高效利用B培
养液中各种碳源数量是根据其 60X值确定以使
60XP2,值为 ")$实验结果表明$不同种类碳源引
起 X0的下降水平与持续时间不一样$培养液中呈
现完全好氧或部分时段缺氧*部分时段好氧状态B乙
酸盐与柠檬酸盐具有较强的还原性能$而葡萄糖还
原能力相对较弱 +’E, $而且乙酸盐与柠檬酸盐是三羧
酸循环中间产物$更容易为 3X% 利用B* 种碳源中$

乙酸盐促进了 3X% 的好氧反硝化功能$不仅在脱氮
效率中好氧反硝化作用的贡献增加$而且消失的
,0j

* 中有部分还原为 ,0
j
’ $这可能是低分子有机酸

如乙酸能够增强好氧反硝化细菌所特有的周质硝酸

盐还原酶的活性$有助于反硝化细菌耐受 X0$同时
可进行反硝化作用 +"%$’),B

SN结论

""# 6P,值不仅直接影响好氧反硝化过程中
碳源的数量$也显著影响培养液的 X0B6P,值为 *
时$因碳源数量不够而导致 3X% 好氧反硝化脱氮效
率仅有 E’h’当 6P,值为 ’** ")* & 时$培养液中
X0先快速下降至缺氧状态然后再升至好氧状态$
反应末期 2,损失率为 %#h* $(h* ))h$其中好氧
条件下反硝化作用引起的 2,损失约为 $h* ’(h*
’)hB

"’#培养液起始 X0在 $‘") g&‘(& FVP4$ 6P,
值为 ") 及以下$摇瓶装液量为 ’) g"(( F4$摇床转
速为 "&( LPFA8$培养液 X0先下降至缺氧状态$但
可在反硝化反应进行 ’E : 后恢复至好氧状态并且
达到较高 X0$减少摇瓶装液量的充氧措施提高培
养液 X0效果有限B

"*#不同种类碳源对好氧反硝化细菌 3X% 的脱
氮性能影响不同B柠檬酸盐与乙酸盐是 3X% 能够高
效利用的碳源$利用率可达 #(h* #’h$而 3X% 对
葡萄糖的利用率仅 E"hB乙酸盐促进了 3X% 的好
氧反硝化功能$2,去除率*好氧反硝化脱氮效率分
别比以柠檬酸盐为碳源时高 "Eh* )hB
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