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包埋固定化微生物的硫自养反硝化实验研究
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摘要#采用升流式颗粒污泥床&外加,G’5’0* 作为电子供体&在室温下连续运行 ’’( ?&结合硫自养反硝化与固定化包埋技术进

行脱氮实验&考察包埋颗粒的驯化条件(影响因素和最佳运行条件B进水负荷$以,计%维持 (‘’’ IVP$F*)?%&包埋颗粒经 ’* ?
驯化成功&,0c

* D,$"(( FVP4%几乎完全去除B连续实验结果表明&脱氮效果受温度(进水,0c
* 浓度和]/2因素影响&受温度

制约最大&春秋季室温下进水负荷可达 (‘#% IVP$F*)?%&最低水力停留时间$]/2%达到 " :&,0c
* D,和 2,的去除率均达到

#(i a"((i&最高去除速率均达到 *#‘& FVP$4):%&冬季最低]/2达 ’ :B系统出水无,0c
’ D,和 5

’ c
累积B分子生物学实验显

示包埋颗粒经驯化得到反硝化功能菌并逐渐增殖B
关键词#硝酸氮’自养反硝化’硫代硫酸盐’固定化’包埋
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!!在处理湖泊(景观水(饮用水源地源水等低6P,
污水的实际工程中&自养反硝化技术在传统脱氮工
艺中更具优势&如产泥量极少(出水无二次污染(无
外加有机基质降低运行操作费用等

,"-B利用还原态
硫作为电子供体的硫自养反硝化研究一直以来是自

养反硝化脱氮研究的热点
,’-B万东锦等,*-

利用硫磺

单质在室温厌氧条件下对地下水进行脱氮处理&发
现反应受温度影响较大&’(p以上利于反硝化的进
行&,0c

* D,去除率可达 ##i&最低 ]/2达 "‘& :&单
质 5被氧化产生的 50’ cE 离子与去除掉的,0

c
* 离子

呈正相关B5A@LLGD3;TGL@e等,E-
采用硫P石灰石自养反

硝化工艺处理地下水&进水为 "(( FVP4的 ,0c
* D,

污水经处理可达到完全去除&最高进水负荷可达
(‘* IVP$F*)?%&出水无 ,0c

’ D,和 5
’ c
的积累B

-GA7O7>;7>等,)-
考察不同 5P,比对于同步脱氮除硫

的影响&表明自养反硝化产泥较少&出水无氮氧化物
积累B\:G8V等,%-

通过实验对比 W-3包埋脱氮硫杆
菌进行自养反硝化与未包埋的细菌进行反硝化脱

氮&结果表明二者均不受硫化物的抑制作用&最佳反
应温度与 O]条件保持不变&而包埋菌的反硝化效
率更高B[G?@IGL等,$-

通过间歇实验和连续实验研

究脱氮硫杆菌的反硝化特性&表明针对不同浓度的
,0c

* D,污水&采用各条件下的最佳 5P,比和 ]/2
均能达到良好的脱氮效果&出水中单质 5 与 50’ cE
的浓度变化受进水中 5’ c与,0c

* D,浓度的影响B
多数研究认为硫自养反硝化是耗碱产酸反

应
,&&#- &以单质 5 为电子供体往往需要添加 6G60*
以提供碱度控制反应 O]环境&文献,"( a"*-都对
该工艺的实验效果和动力学有深入的研究&对硫自
养反硝化功能菌也有相关研究

,"E- &随着同步脱氮除
硫用于异养和自养反硝化

,") a"$-
的工艺不断改进&与
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固定化技术相结合
,"&-
也成为研究热点&生物固定化

技术可能使系统在更苛刻的条件下获得更好的处理

效果
,"#&’(-B而在各类还原态硫的电子供体中&5’0

’ c
*

溶解度高&使得系统传质优于单质 5&同时考虑到
,G’5’0* 较 ,G’5 更稳定&对系统内 O]环境影响不
大&本研究选用硫代硫酸盐作为电子供体&并采用包
埋颗粒培养驯化出反硝化功能菌进行脱氮实验&旨
在改进自养反硝化工艺&同时考察包埋颗粒驯化条
件(脱氮效果(影响因素及运行稳定性&并进一步在
分子生物学方面对包埋颗粒中功能菌的驯化过程作

初步探究B

QR材料与方法

QSQ!实验装置
连续实验装置采用升流式颗粒污泥床反应器&

反应器为密封的有机玻璃柱&内径 && FF&高度 )((
FF&有效容积 *‘’ 4&采用高分子凝胶材料水性聚氨
酯包埋普通活性污泥制成包埋颗粒&反应器内加入
包埋颗粒 "‘% 4B反应装置由进水装置(蠕动泵(升
流式反应器(出水装置(排气装置 ) 个部分组成$如
图 "%B模拟配水中外加,G’5’0* 作为反硝化反应电
!!

子供体&,$5’0
’ c
* %y,$,0c

* % m"y"&1V6;’)%]’0和
,G]’W0E 作为微生物生长所需微量营养元素投加&
,G]60* 为系统提供碱度B模拟配水如表 " 所示B

图 QR连续实验装置示意

=AVB"!5@9>O 7S9:@M789A8>7>N@JO@LAF@89N<N9@F

QSE!分析项目与测定方法
进(出水 ,0c

* (,0
c
’ (,]

b
E (2,(5

’ c(50’ cE 均采
用标准方法

,’"-
用于反映连续实验脱氮效果的变化&

产气端的气相组分$,’P0’ %分析采用气相色谱法
$气相色谱仪 [6D"EU&岛津%&室温和进出水 O]值
为每日实测B

表 QR模拟配水组成$以,"(( FV)4c"计%

2GR;@"!67FO7NA9A78 7SN<89:@9AMQG9@L

项目 ,G,0* ,G’5’,0*))]’0 1V6;’)%]’0 ]̂’W0E ,G]60*

浓度 PFV)4c" %($‘"E " $$"‘E* % * "*E

QSG!分子生物学分析材料和方法
根据连续实验运行条件的变化确定采样时

间&取部分反应器中的包埋颗粒收集于无菌离心
管中进行样品采集&置于 c&(p冰箱中保存或直
接用于基因组 X,3抽提,’’&’*-B实验中对各阶段包
埋颗粒样品分别取 "’ 颗颗粒研磨至泥浆&加入裂
解液$包括抽提缓冲液(5X5(/,GN@3%振荡打碎 "
FA8&加入氯化苄 )(p培养 " :&再加入 ,G36冷却
") FA8&离心后加入等体积异丙醇沉淀 X,3&离心

后再以乙醇洗涤干燥&加入 2+缓冲液溶解即为
X,3模板B聚合酶链式反应$W6/%扩增采用针对
亚硝酸盐还原酶结构基因 ,*"K 和 ,*"V的特异引物
对

,’E- $见表 ’%&进行 W6/扩增&所用 W6/反应体
系为 ’) $4B其中包含 ’ $4X,3模板&各引物 E((
8F7;P4&O’9酶 $ 56(("(&上海生工% ’‘) 单位&
?,2W混合液$上海生工%’(( $F7;P4&" lW6/缓
冲液$上海生工%以及" )(($F7;P41V6;’ $上海生
工%B

表 ER亚硝酸盐还原酶结构基因245<(245$的特异引物对

2GR;@’!WLAF@LNS7L9:@?@9@M9A78 7S8A9LA9@L@?>M9GN@V@8@N$,*"VG8? ,*"K%

引物 序列$)kD*k% 位置 产物长度PRO

,*"V"= [[$3P6%D32[D[2$[P2%D66$6P[%D2[[D63 )’% a)E’ )"E

,*"V)/ [66D26[D326D3[$3P[%D22$3P[%D2[[ " (’* a" (E(

,*"K "= 662D3$6P2%2D[[6D6[6D6$3P[%6D3$3P[%2 $%* a$&( &#(

,*"K %/ 6[2D2[3D362D2$3P[%6D6[[D2 " %*& a" %)*

QST!实验运行条件
反应器以连续方式运行&驯化阶段和二次启动阶

段采用低负荷运行&后续连续实验分阶段改变运行参
数&控制调节进水 ,0c* D,浓度和水力停留时间

)E%"



环!!境!!科!!学 *’ 卷

$]/2%B由于连续实验是在室温条件下进行&在连续
运行的 ’’( ? 中经历秋冬春三季&因此依据进水浓
度(负荷以及环境温度的变化分为 # 个阶段$如表
*%&依据硝酸氮污染现状,’)&’%- &设置 *个进水浓度#$(
FVP4用以代表工业废水等高浓度硝酸氮废水&E(

FVP4代表硝酸氮污染的地下水和城市污水厂二级处
理出水等中浓度氮污染水&"( FVP4代表如景观水(富
营养化地表水等低浓度硝酸氮进水BU(6(X阶段分别
为 $(( E(和 "( FVP4进水浓度下&通过改变 ]/2调
节进水负荷&对包埋颗粒的脱氮效果进行实验研究B

表 GR运行参数

2GR;@*!0O@LG9A8VOGLGF@9@L

运行阶段
运行时间

P?
#
Pp

进水,0c* D,
PFV)4c"

]/2
P:

,4/!!
PIV)$F*)?% c"!!

3 ( a’* ’’ a’& "(( "( q(‘) (‘’* q(‘("
U ’E a)" ") a’* $( % a’ (‘’& a(‘&E q(‘("
6 )’ a%) # a"E E( % a’ (‘"% a(‘E& q(‘("
X %% a""# )‘% a"’ "( % a(‘) (‘(E a(‘) q(‘("
+ "’( a"E* "( a"’ "( % aE (‘(E a(‘(% q(‘("
= "EE a"%’ "" a") "( * a" (‘(& a(‘’E q(‘("
[ "%* a"&E "’ a’" E( % a" (‘"% a(‘#% q(‘("
] "&) a"#E ’( a’* "( " a(‘%’ (‘’E a(‘*$ q(‘(’
. "#) a’’( ’* a’% E( "‘) a" (‘%E a(‘#% q(‘("

ER结果与分析

ESQ!,0c
* D,去除效果

连续实验运行 ’’( ?&阶段 3和阶段 +分别为
初始驯化阶段和二次启动阶段&如图 ’ 所示&进水
,0c

* D,浓度为 "(( FVP4&维持]/2为 "( :&驯化 ’*
?&出水,0c

* D,浓度低于 "( FVP4&脱氮速率达到 #‘’
FVP$4):%并稳定&驯化完成B二次启动在低温下进
行$"( a"’p%&低负荷进水&进水,0c

* D,浓度 "(
FVP4&]/2为 % : 时&出水,0c

* D,浓度低于 "‘)
FVP4&,0c

* D,去除率高于 &)i&连续实验经暂停 E(
?之后迅速启动&随后降低]/2至 E :&,0c

* D,去除
率有短暂下降&此后又迅速恢复至 &)i以上&表明
系统在低温环境中仍能保持较强的抗冲击负荷能

力B二次启动阶段后期&综合考虑低温环境对脱氮效
果的影响&进水中外加,G]60* 以增加进水碱度&结
果显示&出水,0c

* D,浓度低于 "‘) FVP4&,0
c
* D,去

除率维持 &)i左右&二次启动完成B
进水,0c

* D,浓度为 $( FVP4如图 ’ 中 U阶段
所示&]/2为 % :和 E :时&出水,0c

* D,浓度均低于
* FVP4&,0c

* D,去除率达到 #)i&当]/2为 * :和 ’
:时&受负荷提高影响&出水,0c

* D,有明显增加再逐
渐减少的过程&其中 ]/2为 * : 时&,0c

* D,去除率
达 #(i以上&]/2为 ’ : 时&出水,0c

* D,浓度为 "(
FVP4左右&去除率为 &)i a#(iB这一阶段实验结
果表明&室温 ’(p左右&进水,0c

* D,为 $( FVP4条件

下&最低 ]/2可达 ’ :&此时负荷达 (‘&* a(‘&)
IVP$F*)?%B
进水,0c

* D,浓度 E( FVP4如图 ’ 中阶段6([(.
所示&其中阶段6为 "’p左右低温运行&阶段 [环
境温度由 "’p逐渐上升至 ’"p&该阶段逐渐降低
]/2&以考察该浓度条件下的最高进水负荷&阶段 .
在较高环境温度下运行$’’p%&着重考察高负荷条
件下脱氮效果B实验结果显示&6阶段出水,0c

* D,平
均浓度低于 ’ FVP4&去除率均达 #)i以上&最低
]/2为 ’ :&负荷为 (‘E& IVP$F*)?%’[阶段随环境
温度上升不断提高进水负荷&出水,0c

* D,均接近于
( FVP4&当]/2降至 "‘) :和 " :时&,0c

* D,去除率
短暂下降随后迅速恢复’.阶段运行结果与 [阶段
相同B实验结果表明&进水,0c

* D,为 E( FVP4&低温
下最低]/2为 ’ :&高温下最低]/2为 " :&最高进
水负荷达 (‘#% IVP$F*)?%&出水,0c

* D,低于 "
FVP4&,0c

* D,去除率均接近 "((i并保持稳定B
进水,0c

* D,浓度 "( FVP4如图 ’ 中阶段 X(=(
]所示&X阶段为 ) a"’p低温运行阶段&本阶段初
期&]/2由 % : 逐渐降低至 " :&出水,0c

* D,均为 "
FVP4左右&去除率维持 #&iB运行第 &* ?&当 ]/2
降低至 (‘) :&同时环境温度降低至 &p&系统脱氮
效果急剧恶化&,0c

* D,去除率迅速下降至 E(i以
下&随后降低负荷以维持反硝化反应在低温下进行&
当环境温度为 ) a$p时&控制 ]/2为 ’ :&负荷为
(‘"’ IVP$F*)?%&出水,0c

* D,浓度为 * FVP4&去除
率维持 $(i并保持稳定B阶段=为 "" a")p低温运

%E%"
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行阶段&运行 ’’ ? 中&出水,0c
* D,浓度均低于 *

FVP4&去除率达 &)i以上&运行第 ")* ?&由于降低
]/2为 " :&,0c

* D,去除率下降至 %(i以下&此后降
低负荷&控制 ]/2为 "‘) :&脱氮效果恢复B]阶段
为较高温度下运行阶段$’( a’*p%&]/2为 " : 时
,0c

* D,去除率接近 "((i&降低 ]/2为 E( FA8$实
测值 (‘%’ a(‘%& :%&运行 "( ? 结果显示&出水
,0c

* D,浓度低于 * FVP4&平均去除率达 &(i&但运
行效果不稳定B综合三阶段实验结果可得&进水
,0c

* D,在 "( FVP4&高温下最低]/2为 " :&负荷达
(‘’E IVP$F*)?%&因此 ")p以下的低温条件最低

]/2为 "‘) :&,0c
* D,去除率均接近 "((i并保持稳

定&室温低于 &p时&最佳]/2应维持 ’ :以上B
图 ’ 显示在连续实验运行 ’’( ? 中&当系统提

升负荷时&脱氮效果会暂时下降&此后又迅速恢复&
说明系统无论在较高或较低环境温度中&甚至极端
温度下都能保持较强的抗冲击负荷能力B在 * 类进
水浓度条件下&系统均能在较低 ]/2(较高进水负
荷条件下正常运行&出水均达到国家标准,’$& ’&- &达
到高效低耗脱氮目的&说明包埋固定化技术应用于
自养反硝化工艺&较传统自养反硝化技术&具备更高
的脱氮效率以及更良好的抗冲击负荷能力B

图 ER连续实验硝酸氮去除情况
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ESE!,0c
’ D,和,]

b
E D,的积累

在驯化阶段初期&,0c
* D,去除效率低下&存在

,0c
’ D,积累&出水,0

c
’ D,浓度不高于 ") FVP4&且积

累程度不断降低&表明脱氮效果好转&驯化第 "( ?&
,0c

* D,去除效率明显提高&出水,0
c
’ D,浓度低于 ’

FVP4B驯化阶段完成后&系统内不再有,0c
’ D,积累

情况&连续实验正常运行期间&出水,0c
’ D,均低于

(‘’ FVP4B同时检测出水,]b
E D,浓度&由图 * 所示&

出水中检测有,]b
E D,&均低于 " FVP4&且其浓度变

化不随,0c
* D,去除效果改变而变化&可以认为连续

实验正常运行期间&不存在,]b
E D,积累B

图 * 所示连续运行第 "&& ?&由于降低 ]/2至
E( FA8&虽然出水,0c

* D,浓度低于 * FVP4&但是该阶
段出水,0c

’ D,积累率明显增加&出水,0
c
’ D,由于

图 GR连续实验系统中出水各硝态氮积累情况

=AVB*!-GLAG9A78 7S($,0c* D,%& ($,0c’ D,%&

($,]b
E D,%A8 M789A8>7>N@JO@LAF@89N

]/2降低而迅速增加至 ’ a* FVP4&积累率达到
’(i以上&且出水,]b

E D,浓度变化不稳定B实验结

$E%"
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果表明&,0c
’ D,积累与脱氮效果直接相关&驯化阶段

初期,0c
’ D,积累现象说明随,0

c
* D,去除效果好转&

,0c
’ D,积累程度显著降低B阶段 ]中 ]/2降低至

E( FA8引起脱氮效果下降&直接导致,0c
’ D,积累程

度增大&此时进水负荷为 (‘*% IVP$F*)?%&而.阶段
]/2为 " :&进水负荷为 (‘#% IVP$F*)?%&并无
,0c

’ D,积累现象&可以推测 ,0
c
’ D,积累与 ]/2的

相关性较大&]/2低于 " :易导致,0c
’ D,累积B

ESG!2,的去除
由于,0c

* D,的去除效率不能完整反映系统内反
硝化情况&故以 2,的去除效果作为衡量反硝化效
果好坏的指标B由于连续实验正常运行中无,0c

’ D,
和,]b

E D,的积累&2,去除率 $图 E%与图 ’ 所示
,0c

* D,去除率基本一致&说明连续实验运行效果良
好而且系统有较好的稳定性B

图 TR连续实验运行中系统内D=情况

=AVBE!-GLAG9A78 7S($2,% A8 M789A8>7>N@JO@LAF@89N

EST!气体组分分析
连续实验运行期间反应器内 ,’P0’ 测定结果

如图 ) 所示&系统内 ,’P0’ 比值均大于空气 ,’P0’
比值&驯化阶段之后&在 $( FVP4和 E( FVP4较高浓
度进水条件正常运行期间&系统内 ,’ 含量均大于
#(i&图 ) 中显示运行第 &) a"%" ? 为低温低浓度
运行&环境温度为 & a"’p&进水,0c

* D,浓度为 "(
FVP4&以及运行第 "&) a"#E ? 低浓度运行期间&气
相测定中 ,’P0’ 比值较小&系统内 ,’ 体积分数约
为 &)i&可以说明&低浓度进水条件下&产生的 ,’
量较少&系统内 ,’ 生成量与进水,0

c
* D,浓度呈正

相关B
ESU!5’ c及 50’ cE
模拟配水中 ,$5’0

’ c
* %y,$,0c

* %维持 "y"&各阶
段进水 5’0

’ c
* 浓度随进水,0

c
* 浓度变化而改变B图

% 显示驯化阶段初期&脱氮效率较低&出水 50’ cE 浓

图 UR连续实验气相中的=E ZCE 组分测定

=AVB)!W@LM@89GV@7S,’ P0’A8 9:@RA7VGN

图 !R连续实验出水"EY及"CEYT
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度较低&平均浓度为 ’(( FVP4&有 5’ c残留&说明驯
化阶段尚未完成&对底物利用不充分&供电子方仍有
残留&转化为 50’ cE 含量也较低B驯化阶段完成之
后&出水 50’ cE 含量较稳定且无 5

’ c
残留&50’ cE 浓度

随进水负荷的变化而维持在不同浓度范围&进水
5’0

’ c
* 浓度为 )%( FVP4时&出水 50

’ c
E 平均浓度为

$(( FVP4&进水 5’0
’ c
* 浓度为 *’( FVP4时&出水

50’ cE 平均浓度为 E(( FVP4&进水 5’0
’ c
* 浓度为 &(

FVP4时&出水 50’ cE 平均浓度为 ’)( FVP4B实验结果
显示出水 50’ cE 含量可以在一定程度上作为反硝化
反应运行效果的依据&当系统运行效果良好并稳定
时&出水中无 5’ c残留&出水 50’ cE 浓度与进水 5’0

’ c
*

浓度正相关并保持稳定B
出水 50’ cE 浓度与系统消耗的 ,0

c
* 浓度具有

线性相关性&如图 $ 所示&每消耗 " F7;的 ,0c
* 生

成约 "‘# F7;的 50’ cE B

ES!!最佳工况选择
连续实验运行 ’’( ?&历经秋冬春三季&由于实

验结果显示环境温度低于 &p对运行效果极为不
利&因此依据温度范围&综合考虑出水,0c

* D,浓度与
脱氮效率&总结各进水浓度条件下不同温度(不同
]/2的出水,0c

* D,平均浓度以及,0
c
* D,平均去除

效率得到不同进水浓度下的最佳工况B

&E%"
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图 IR出水"CEYT 浓度与消耗的=CY
G 浓度关系

=AVB$!67LL@;G9A78 R@9Q@@8 9:@($50’ cE %

G8? L@F7T@? ($,0c
* %

中高温条件$") a’&p%下&进水,0c
* D,为 $(

FVP4&最低]/2为 ’ :&出水,0c
* D,浓度为 "" FVP4

左右&去除率为 &)i’进水,0c
* D,为 E( FVP4&最低

]/2为 " :&出水,0c
* D,浓度为 "‘) FVP4&去除率达

#$i’进水,0c
* D,为 "( FVP4&当]/2为 E( FA8时&

虽然出水,0c
* D,浓度低于 ’ FVP4&但是系统内

,0c
’ D,积累严重&2,去除率显著降低&因此选择最
佳]/2为 " :&,0c

* D,去除率达 "((i’中低温条件
$# a"Ep%下&进水,0c

* D,为 E( FVP4&最低]/2为
"‘) :&出水,0c

* D,为 "‘) FVP4& 去除率达 #$i’低
温条件$) a&p%下&进水,0c

* D,为 "( FVP4&最佳
]/2为 ’ :&出水,0c

* D,浓度为 ’‘&% FVP4&去除率
约为 $$iB

GR影响因素分析

GSQ!温度
连续实验在室温下运行&对比相同负荷条件(不

同环境温度下的,0c
* D,去除效果&结果显示环境温

度对反硝化运行效果影响较大B图 & 显示在整个连
续实验运行过程中&系统去除速率与环境温度变化
紧密相关&对比 "( FVP4进水浓度(]/2为 " :(不同
温度下的脱氮效果&进水负荷不变&环境温度越高脱
氮效果越好(去除速率越大B图 & 说明自养反硝化的
最适温度为 ") a’&p&当温度为 # a"Ep时&系统仍
能在中等负荷条件下保持较好的运行效果&最高进
水负 荷 达 (‘E& IVP$F*)?%& 去 除 速 率 达 ’(
FVP$4):%B温度低于 &p是不利于自养反硝化反应

进行的&因此低温阶段&系统只能在低浓度低负荷条
件下运行&此时最佳进水负荷为 (‘"’ IVP$F*)?%&
去除速率可维持 E‘’$ a)‘)E FVP$4):%B实验结果
表明&固定化包埋为自养反硝化菌提供良好的微环
境&使得包埋颗粒在低温下仍保持较高活性&并且低
温下仍可在较低负荷下正常运行&此外驯化后的包
埋颗粒经暂时休眠后也可在低温环境中迅速完成再

次启动B由于自养反硝化菌生长缓慢&且在低温条件
下脱氮效果较差&本实验结果体现了固定化包埋技
术应用与自养反硝化工艺相结合的优势&即提高微
生物在较低温度下的活性&增强脱氮效率&使得自养
反硝化工艺的实际应用具有更高的可行性B

图 VR连续实验运行温度与系统去除速率相关性
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GSE!进水负荷
实验中进水负荷的控制是由改变进水浓度和

]/2完成的&对比相同温度(相同进水负荷条件下&
不同浓度和]/2的实验结果&考察二者对脱氮效率
的影响B如图 ’ 所示&运行第 ")* a"#E ? 实验结果
显示当进水负荷为 (‘"% IVP$F*)?%&进水浓度 E(
FVP4(]/2为 % :比进水浓度 "( FVP4(]/2为 "‘)
: 运行效果更好&且当进水负荷为 (‘*) a(‘E&
IVP$F*)?%时&E( FVP4进水浓度(]/2为 ’ :&脱氮
效率可维持 "((i&"( FVP4进水浓度(]/2为 E(
FA8&出水,0c

’ D,积累率增大&系统脱氮效果急剧恶
化&实验结果说明一定进水负荷条件下&]/2对脱
氮效果影响更大&推测]/2过短会造成微生物无法
充分利用底物&引起反硝化效果的恶化B
GSGR碱度
连续实验进出水的 O]值变化为每日实测&实测

结果显示进出水 O]值相差较小&系统负荷提高初
期&出水 O]值会略有下降&此后逐渐恢复&连续运行
’’( ?期间&系统内 O]环境始终保持相对稳定&进水
O]值为 %‘) a%‘&&出水 O]值为 %‘( a%‘)B
进水由自来水中本身碱度提供系统所需无机碳

源&而在二次启动阶段&由于环境温度较低&系统启

#E%"
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动缓慢&进水中外加,G]60* 用以提高系统碱度&提
高了脱氮效率B由图 ’ 所示&.阶段后期通过改变外
加,G]60* 浓度考察碱度对脱氮效果的影响&结果
显示在低温环境下&可以通过外加碱度的方式提高
系统脱氮效果&而在较高环境温度条件下&可以适量
减少外加碱度&对脱氮效果影响较小B
实验结果显示系统在高负荷进水条件下&出水

O]值有显著下降&此后随着,0c
* D,去除率的提高而

上升&稳定运行时&进出水的 O]值几乎保持一致&
可以推断硫自养反硝化反应是一个耗碱产酸的过

程&5’0
’ c
* 作为电子供体对碱度变化影响不大&外加

少量的碱度更有助于反硝化反应保持较高效率&且
有助于提高抗冲击负荷能力&保持系统运行的稳
定性B

TR与其他自养反硝化处理工艺的对比

表 E 为本研究与其他自养反硝化处理工艺的脱

氮效率对比B对比不同电子供体的硫自养反硝化结
果&可以看出以 5 单质为电子供体&反应最低 ]/2
可以降低至 "‘& :&但是系统进水负荷较低&且多数
研究均在环境温度高于 ’(p的条件下进行B
用培养基培养得到脱氮硫杆菌用以进行连续实

验&]/2多大于 E :&在适宜温度下处理高浓度硝酸
氮污染水&往往需要很长的反应时间&而在较低环境
温度下运行&只能维持较低的进水负荷B
而本研究结果显示&包埋颗粒用于硫代硫酸

盐自养反硝化&可以在适宜环境温度下&各进水浓
度下最低 ]/2达到 " :&进水负荷达到 (‘#%
IVP$F*)?%B即使在低温环境下&最高进水负荷也
可达到 (‘"’ IVP$F*)?%&高于其他硫自养反硝化
处理效率B因此&采用包埋固定化污泥驯化后的硫
自养反硝化工艺处理效率高&脱氮效果好&系统抗
冲击负荷能力强&运行管理简单&可达到高效低耗
脱氮目的B

表 TR本研究与各文献资料的自养反硝化工艺的效率比较

2GR;@E!67FOGLAN78 7S9:@@SSAMA@8M<7S?ASS@L@89G>979L7O:AM?@8A9LASAMG9A78 OL7M@NN@N

采用工艺
电子!
供体!

运行方式
环境温度

Pp
进水硝酸氮

PFV)4c"
,$5%
P,$,%

]/2
P:

1GJ,4/
PIV)$F*)?% c"

去除效率

Pi 备注 文献

5P6G&填料床 5
培养基培养后

再进行连续P
间歇实验

*( q’
E((
&(

(‘)* q(‘(’
*(‘) q*‘$
"‘& q(‘’

(‘*
(‘’)

#% 无亚硝酸

积累
,E-

硫自养反硝化脱硫 ,G’5 连续恒温循环 *( "*( 完全去除
无亚硝酸

积累
,)-

培养O$*%<*("%-2*"’
NOB6-0脱硫

,G’5 间歇连续
’’
室温

""( (‘’& a"‘% E‘* 有亚硝酸

积累
,$-

O/6),*#"*G*(’,-*&$(
W-3包埋菌

,G’5’0* 间歇 *( q’ $(( *‘(E 运行 "’ ? $) 包埋菌优于

未包埋菌
,%-

电化学b单质 5自养 5 b]’ 连续 室温 *( "‘# a) (‘*&" 完全去除 ,"$-

5P6G 5 间歇

中试

’&
’( a’)

"(( )‘E$ a&‘&% 完全去除
6G60* 提
供碱度

,""-

单质 5 b膜处理 连续 ’) ’‘% 完全去除 ,’#-

包埋固定化bY35U,G’5’0* 连续 ) a’&&室温 "( a$( "‘( "‘( (‘#% #) a"(( 无亚硝酸

积累
本研究

UR分子生物学分析

为了考察包埋颗粒内自养反硝化微生物的生长

情况&从反应器内提取包埋颗粒中微生物的基因组
X,3&采用W6/技术&对 "%5 L/,3基因的 -* 区进
行扩增&通过对比扩增条带的亮度半定量地反映包
埋颗粒内反硝化菌数量的变化B
包埋颗粒样品采集信息如表 ) 所示&" a& 号样

品为连续实验不同时期采集的包埋颗粒样品&其中
* 号样品为反应器内颗粒上浮时采集的上浮颗粒&

连续实验长期运行之后&部分包埋颗粒颜色变浅成
为白色&因此分别取黑色颗粒和白色颗粒为 $ 号和
& 号样进行对比&# 号样品为异养反硝化污泥样&"(
号样品为单质硫自养反硝化污泥&与本实验的 " a&
号样品进行对比B
采用引物 ,*"K和 ,*"V对抽提出的 X,3样品进

行扩增&扩增条件如表 % 所示&退火温度经最佳退火
温度实验选定为 )&‘)pB扩增结果见图 #(图 "(B

W6/扩增结果显示&由 ,*"V和 ,*"K 引物对获得
的扩增结果不同$图 "( 所示%&以 "( 号样作为阳性

()%"
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对照&硫自养反硝化实验中&以 5’0
’ c
* 为电子供体与

以单质 5为电子供体驯化培养出的功能菌不同B由
图 # 可得&连续实验运行期间&包埋颗粒内微生物含
量逐渐增加&通过光密度分析可得&"( ’( * 号样品
中微生物量变化不大&显示该阶段微生物增殖量较
少&E a& 号样品扩增条带明显变亮&说明随着连续

运行时间颗粒内反硝化微生物含量增多&环境温度
上升有利于微生物增殖B由图 # 所示&对比 $ 号和 &
号样品&包埋颗粒长期运行后&部分颗粒颜色变浅&
二者通过半定量分析结果显示&白色颗粒中含有的
微生物量高于黑色颗粒B颗粒颜色的变化不影响反
应器的脱氮效率B

表 UR包埋颗粒样品采集说明
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样品编号 " ’ * E ) % $ & # "(

采样时间

$月D日%
""D(# ""D"$ "’D(" ("D(& (*D*( (ED"E

()D()
$黑色%

()D()
$白色%

异养反硝

化泥样!
单质硫自养

反硝化泥样

温度Pp ’(‘& ""‘( "’‘# %‘) "’‘’ "E‘( ’"‘( ’"‘( / /
代表季节 秋季 冬季 春季 春季 秋季

表 !R2-N扩增循环条件

2GR;@%!WL797M7;S7LW6/GFO;ASAMG9A78

引物

预变性 循环条件 循环后延伸

温度

Pp
时间

PFA8
循环

次数

变性 退火 延伸

温度Pp 时间PN 温度Pp 时间PN 温度Pp 时间PN
温度

Pp
时间

PFA8
,*"V #)‘( "( E( #E *( %( E( $’ *( $’ )
,*"K #)‘( "( E( #E *( )&‘) E( $’ *( $’ )

图 WR245<引物扩增产物的凝胶电泳图
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!R结论

$"%固定化包埋技术结合硫自养反硝化工艺&

利用外加 5’0
’ c
* 作为反硝化反应电子供体&可以达

到高效低耗脱氮的目的B实验结果表明脱氮效率与
环境温度(进水,0c

* D,浓度和 ]/2相关&连续实验

正常运行期间&出水无 5’ c残留&无,0c
’ D,(,]

b
E D,

积累&出水,0c
* D,及2,含量达到国家标准B固定化

包埋技术应用于硫自养反硝化工艺的优势为#"无
剩余污泥’#生物量高(处理能力高’+固液分离效
果好&出水水质良好’,水力停留时间短’-系统抗

图 QFR245$引物扩增产物的凝胶电泳图
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冲击负荷能力强B
$’%常温条件下&春秋季进水负荷可达 (‘#%

IVP$F*)?%&最低 ]/2可达 " :&脱氮率达 #)i以
上B采用固定化包埋技术&自养反硝化正常运行的适
宜温度范围扩展到 "(p以上&其中最适温度为 ")p
以上B自养反硝化菌在低温条件下$) a&p%&仍旧
保持较高生物活性&可以处理低浓度,0c

* D,废水&最
佳进水负荷为 (‘"’ IVP$F*)?%& ]/2为 ’ :&出水
,0c

* D,低于 * FVP4&脱氮率可达 $$iB
$*%硫自养反硝化反应的影响因素有温度(进

水浓度和]/2等&其中环境温度的影响最大&系统

")%"
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,0c
* D,去除速率随温度上升而提高’相同进水负荷
条件下&]/2对脱氮效率的影响更大&最低 ]/2与
温度相关&春秋季常温条件下&最低]/2为 " :B

$E%分子生物学实验结果显示&包埋颗粒内自
养反硝化菌经历了先被驯化(筛选后增殖(富集的过
程&与异养反硝化分子生物学实验结果对比&固定化
包埋技术使得生长缓慢且易受环境因素影响的自养

反硝化菌能维持较高生物活性&有助于包埋颗粒内
自养反硝化菌的增殖&且不随出水流失&促进反硝化
反应高效稳定运行B
参考文献#
, " -!6GFO7NC4& 6GLTG;:75& W7L9@;G/& )#’.B Â8@9AMN7S
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,’#-! Ĝ9N>IÂ & 1GNG:AI7,& Z7N:AFGNGfB,A9LG9@L@F7TG;R<G

M7FRA8G9A78 7S @;@F@89G; N>;S>LDRGN@? ?@8A9LASAMG9A78 G8?
F@FRLG8@SA;9LG9A78 ,C-BfG9@L/@N@GLM:& ’((’&G!$$%#"$)&D
"$%%B

’)%"




