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好氧同时硝化—反硝化脱氮微生物的混合培养

堵国成， 耿金菊， 陈 坚
（江南大学 工业生物技术教育部重点实验室，江苏 无锡!"2$/3）

摘 要：筛选和分离得到的多株脱氮微生物，能在完全好氧条件下将氨氮转化为*4!.，随即在好

氧反硝化菌的作用下还原为*!排放，整个生物脱氮过程历时较短，/$5内对!$$67／8的氨氮去

除率达%%9，而且无中间产物*4!.的积累)混合脱氮微生物菌群生长的适宜-:范围为;!"$，探

索实现混合脱氮微生物菌群高密度培养的-:：发酵前期补酸控制-:"0，发酵中后期不控制-:
值，可缩短菌体的生长周期，提高菌体的氨氮降解速率，细胞质量浓度达/)%7／8，比自然-:条件

下提高了3!)#9)
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传统的生物脱氮途径被认为硝化反应只发生

在好氧条件下，而反硝化反应只能在厌氧或缺氧条

件下进行)由于对环境条件的要求不同，这两个过

程不能同时发生，而只能序列式进行)然而，生物脱

氮技术新的发展却突破了传统理论的认识，尤其是

!$世纪0$年代好氧反硝化菌的重要发现，使得有

关好氧硝化—反硝化生物脱氮的研究日趋活跃)目
前已知的好氧反硝化菌有!"#$%&’&()""**，+,-
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!"#$%&’()*"&!"#$) 和 +,$-).,"&/" ."’0-0/-.,"
等［!!"］，这些微生物均可在好氧条件下将亚硝酸根

离子（#$%&）或 硝 酸 根 离 子（#$"&）还 原 为 氮 气

（#%）’这样，生物硝化反应与反硝化反应就可在同

一容器中同时进行，与传统的序列式生物脱氮工艺

相比，具有其独特的优越性：（!）硝化反应的产物可

直接 成 为 反 硝 化 反 应 的 底 物，避 免 了 培 养 过 程

#$%&和#$"&的积累对硝化反应的抑制，加速了硝

化—反硝化反应的进程；（%）无需酸碱中和，反硝化

反应释放出的$(&可部分补偿硝化反应所消耗的

碱，能使系统中的)(值相对稳定；（"）硝化反应和

反硝化反应可在相同的条件和系统下进行，可简化

操作的难度，大大降低投资费用和运行成本’因此，

新型好氧反硝化微生物的筛选和好氧同时硝化—

反硝化生物脱氮技术已成了生物脱氮领域新的研

究热点和发展趋势’
)(值是影响混合脱氮微生物菌群分布和硝化

—反硝化反应速率的关键所在’由于硝化微生物在

硝化过程中产生酸，而反硝化微生物进行反硝化作

用时则产生碱，且硝化微生物和反硝化微生物的最

适生长)(值不同，因此必须平衡好培养过程的)(
值才能实现混合菌群的协调生长，共同维持较高的

氨氮降解速率’本实验中将硝化菌群和反硝化菌群

混合培养，在*+的发酵罐中采取不同的)(控制

方式进行培养，获得了混合菌群高密度培养的最适

)(控制方式，在最适)(条件下，采取分批补料的

方式进一步提高了菌体的浓度’

! 材料与方法

!"! 菌种和培养基

菌种：好氧脱氮微生物菌群（1&/-2$!3&’$0/$*45
$’%6"!0&/$"），从土壤和水中分离得到’发酵培养基

（,／+）： #-(.$" !’/*，.(".$$#- 0’1*2，

（#(2）%3$2!’0，#-.4!’0，563$20’2，7%(8$2
!’0，9,3$20’%*’#-#$%和#-#$"量根据需要添

加’
!"# 培养方法

种子培养：从新鲜斜面上挑取一环菌，接种至

装有*0:+种子培养基的*00:+的锥形瓶中培

养，培养温度为"0;，%00<／:=>摇床培养’
发酵培养：*+容积发酵罐（韩国75?*+台式

发酵罐）装液"+，接种体积分数为!0@，发酵过程

控制温度"0;，搅拌转速为200<／:=>，通气量为!
+／（+·:=>），培养过程中的)(值按需要控制’

!"$ 分析方法

氨氮测定：纳氏分光光度法［2］’细胞量的测定：

取*:+发酵液以!!000<／:=>离心!0:=>，弃去

上清液，用0’!:A4／+的(.4溶液洗涤菌体，!0*;
干燥至恒重后称重，计算出细胞干重（B.C）’亚硝

酸盐测定：对硝基苯胺?#，#?二甲基苯胺光度法［*］

和离子色谱法’硝酸盐测定：酚二磺酸光度法［2］和

离子色谱法’

# 结果与讨论

#"! 好氧条件下的生物脱氮过程

本实验均在好氧条件下进行，同时检测了氨态

氮（#(2D—#）、亚 硝 态 氮（#$%&—# 和 硝 态 氮

（#$"&—#）的 变 化 情 况’#$%&—#或 #$"&—#
应是硝化反应的直接产物，但在#(2D—#被降解

的同时，整个生物脱氮过程均检测不到#$%&—#
和#$"&—#的产生，表明硝化反应和反硝化反应

在同一系统内同时进行’硝化反应产物直接被反硝

化菌利用，由于反硝化菌是异养菌，生长繁殖快，因

此反硝化过程进行较快，故硝化产物不积累’
#"# 好氧条件下亚硝酸盐和硝酸盐的降解过程

#$%&和#$"&是生物脱氮的硝化产物，同时也

是反硝化菌生长所必需的氮源，虽然它们在好氧生

物脱氮过程中不积累，难以了解其在硝化—反硝化

反应中的存在状况，但可以通过外加一定的亚硝酸

盐和硝酸盐，将其直接作为反硝化微生物的底物，

考察它们在生物脱氮过程中的变化，进而更好地了

解生物脱氮过程’实验在添加铵盐的同时，在培养

基中添加了适量的亚硝酸盐和硝酸盐，从它们的变

化过程及氮元素的平衡推测好氧反硝化的机理’分
别添加一定量的#(2D、#$%&和#$"&进行混合微

生物培养时，其菌体生长、#(2D—#去除率（/）、

#$%&—#降解曲线和#$"&—#降解曲线如图!
（-，E，F和G）所示’

（-）菌体生长
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（!）"#$%—"去除率

（&）"’()—"降解曲线

图! 培养基中添加一定量的"#$%、"&’(和"&)(时

各参数的变化

*+,-! ./0/1232045/6,278+35352/99+3+:6:;"#$%、

"&’(/69"&)(

由图*（+）可知，混合微生物不能利用培养基中

的"’,)作电子受体，外加的"’,)不能被降解，故

混合微生物中不存在降解"’,)的反硝化菌；同时

也证明了在"#$%—"降解过程中，"’,)不是该

生物脱氮过程的中间产物-研究中的生物脱氮不经

过图(（.）所示的全程硝化反硝化生物脱氮途径，同

时发现一定量硝酸盐的存在对菌体生长和氨氮降

解无影响-

由图*（&）可知，当微生物仅以"’()作氮源时，

"’()能在短时间内被降解，微生物培养*(/后

"’()可从0-012／3降低为0-00,2／3，其最大细

胞干重（主要为反硝化菌）达*-42／3，表明混合菌

群中的反硝化菌能直接利用"’()作电子受体，进

行反硝化脱氮反应［5］-当培养基中同时添加"’()

和"#$%时，"#$%—"降解不受干扰，但"’()的

降解 速 率 下 降，尽 管 如 此 混 合 菌 群 在,0/内 对

"’()的去除率仍可达*006-由此可以判断该生物

脱氮"’()—"是该生物脱氮过程的硝化产物，也

是反硝化反应的直接电子受体，而且已有的资料也

证实，好氧反硝化菌的直接作用底物是亚硝酸氮而

非硝酸氮［4］-
由于反硝化菌群仅能利用"’()作电子受体进

行反硝化脱氮，而"#$%—"被降解的同时，没有

"’()—"的积累及"’,)—"的产生，整个生物脱

氮过程比一般的好氧硝化—厌氧反硝化历时要短

得多-因此根据"#$%、"’()和"’,)在生物脱氮

过程中的变化情况及氮元素的平衡，判断该脱氮微

生物菌群有好氧硝化菌群（亚硝化菌）和好氧反硝

化菌群组成，它们所经历的生物脱氮过程为好氧短

程同时硝化—反硝化（789:!;&</:9=&>=<;?>@=.A8:><
A;=9;B;&.=;:A—+8A;=9;B;&.=;:A）过程，即在好氧条件下

亚硝化微生物将"#$%—"转化为"’()—"，随即

由反硝化微生物直接进行反硝化反应，将"’()—

"还原为"(释放-其过程简图如图(所示：

图’ 生物脱氮流程简图

*+,-’ <=2345:;>+:?926+30+;+4/3+:6@0:4277
好氧短程同时硝化反硝化生物脱氮过程，除了

具备好氧同时生物脱氮过程的一系列优点外，与全

程硝化反硝化相比，其还具备了短程硝化反硝化所

特有的一些优点［C］：（*）硝化阶段可减少(16左右

体积分数的需氧量，降低了能耗；（(）反硝化阶段可

减少质量分数$06左右的有机碳源，降低了运行费

用；（,）反应时间短；（$）具备较高的反硝化速率，

"’()的反硝化速率通常比"’,)高5,6左右-所

以其生物脱氮过程比一般硝化—反硝化反应进程
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较快!这一新型的脱氮微生物组成的生物脱氮途径

为简化现有的生物脱氮工艺和设施提供了一个崭

新的思路，对其进一步的研究开发具有重要的现实

意义!
!"# $%容积发酵罐中&’的控制

本实验在"#容积机械搅拌发酵罐上分别控制

$%&’（反硝化反应的适宜$%值），$%&(（硝化反应

的适宜$%值），$%!’和$%!(及自然$%条件进行

发酵!由图)（*和+）可见，尽管混合微生物的初始生

长$%范围较宽，但控制不同的$%条件进行培养时，

其菌体生长速率和氨氮降解速率却有显著的差异!

（*）

（+）

图# $%容积发酵罐不同&’控制下菌体生长和氨氮

变化曲线

()*"# +),-./012-2/3456789:;-1-,/<7=17:-/3
7,,/8)7>8):1/*-8089-19)33-1-8:&’./89):)/82
)8$%3-1,-8:/1

比较图)（*）和图)（+）可发现，氨氮降解过程和

菌体生长过程是同步进行的，因此，控制不同$%值

对菌体生长的影响和对氨氮降解的影响是一致的!
在自然$%条件下，发酵前期$%有一上升过程（图

,）!采取补加酸控制$%不超过(，可使混合菌群的

发酵周期缩短，菌体生长对数期缩短至-./，比自

然$%条件下提前了0./!菌量达)!12／#，比自然

条件下提高了3-!"4，增幅较大!前期补酸使$%!
’时，菌体生长和氨氮降解效果不好，说明脱氮混合

菌群培养过程中前期$%的控制很重要，必须使$%
保持在硝化菌最适$%范围内使硝化菌充分生长，

因硝化菌群生长速率较慢，硝化过程是整个生物脱

氮过程的控制步骤!当硝化—反硝化偶联系统正常

运转后，$%的变化成为混合菌群互相协调生长的

外观表征，此时若继续补碱将$%恒定在’或者(，

外加的碱会干扰混合菌群的生长代谢和菌群的协

调作用!因此，在实验中采取控制前期$%!(的策

略，可显著提高菌体的生长性能和氨氮降解性能!

图? $%容积发酵罐中&’随时间变化曲线

()*"? +),-./012-/3&’.;78*-2)8$%3-1,-8:/1

# 结 论

该脱氮微生物菌群由好氧硝化菌群（亚硝化

菌）和好氧反硝化菌群组成，它们所经历的生物脱

氮过程为好氧短程同时硝化反硝化过程，即在好氧

条件下亚硝化微生物将5%,6—5转化为57-8—

5，随即由反硝化微生物直接进行反硝化反应，将

57-8—5还原为5-释放!
采用发酵前期补酸控制$%!(，发酵中后期不

控制$%值，可缩短菌体的生长周期，提高菌体的氨

氮降解速率，细胞质量浓度达)!12／#，比自然$%
条件下提高了3-!"4!
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!"# $%&法测定’()定标值校正的验证

由表!可知，"#$法测定脱盐液中%&’定标值

校正为()*，稀释倍数为)++，对"#$定标值进行验

证,
由表-看出，"#$法测定脱盐液中%&’，定标值

为()*时，添加谷氨酸量的回收率为(++.，由此说

明"#$校正后的定标值是准确的，其他待测样品校

正后的定标值经验证也是准确的,
表* $%&法测定脱盐液中’()定标值校正后的验证

+,-"* +./0/10234,(5-6,05789,()/,30/6/:/7;,0527570./
;/0/6:57,052723’()362:0./;/1,(0578(5<)26)1578
$%&:/0.2;

/0,"#$
读数／

!(
添加谷氨酸量／

（!1／2）
"#$读数／

!)
回收率／

.

( -),+ 34,3 (((,5 (++,3

) !!,6 54,( ((!,+ (++,+

另外作如下验证实验：用"#$测定麸酸和味

精，定标(++时和旋光法基本一致，因为麸酸和味

精都是以固体形式存在的，/758几乎不存在，这也

说明了铵根离子对"#$仪中的谷氨酸氧化酶膜有

抑制作用,

= 结 论

用"#$生物传感议测定清洁生产［5］各工段的

样品时，因受/758的影响，其定标都要进行相应的

调整；除发酵液回收率在4(.左右外，其他样品回

收率基本上都在6+."63.左右，理论上将"#$
定标校正为()+"()*，就能较准确地测量样品中

29谷氨酸的含量,因此，味精清洁生产工艺中各样

品定标建议为：发酵液定标(+6"((+，等电母液和

絮清液、四效浓缩液、脱盐液、脱色液定标均为()+
"()*,
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