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城市污水生物脱氮系统中 !"#$的检测与分析

刘%芹!%彭党聪

"西安建筑科技大学 环境与市政工程学院! 陕西 西安 &'(())#

%%摘%要!%在污水生物脱氮过程中!硝化阶段产生的硝酸盐在反硝化阶段被还原为氮气从而达

到脱氮目的!此外!硝酸盐还可能被还原为铵"!"#$过程#!但在污水处理中是否存在这一过程尚

有争议$ 为此!以西安市某污水处理厂 $

*

+,工艺中的厌氧池为研究对象!在氮平衡分析的基础

上!对污泥进行连续培养!探讨!"#$现象$ 现场检测结果表明!在 - )(( .

/ 的厌氧池中 0"的平

均损失量为 '&&1- 23+4!硝态氮的平均损失量为 */)1* 23+4!0"损失量低于硝态氮损失量!说明可

能存在!"#$过程$ 在进水",

5

/

5"和6,!浓度分别为 *(%*(( .3+7的条件下!对活性污泥进行

了 )( 个周期的连续富集培养!出水氨氮浓度达到了 '( .3+7!证明城市污水生物脱氮系统中确实

存在!"#$过程&接种污泥和培养污泥的 '-8 9#"$和 :9;$功能基因测序结果显示!进行!"#$的

主要菌属为变形菌门中的!"#$%&#%'()&*+%,*-"#+#和.%*/#01%&$
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DD在污水生物脱氮过程中!硝化阶段产生的硝酸

盐通过反硝化作用被还原为氮气!从而达到脱氮目

的& 但是硝酸盐除了被还原为氮气外!还有可能被

还原为铵$EF

G

EHH

I

J8H

I

G

JKF

!""

J

EH

K

J8F

J

L

J

FEH
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G

%!即789:过程', IK(

!该过程会降低脱氮效

率!因此在污水生物脱氮过程中并不希望存在此反

应& 大量现场检测结果表明!城市污水处理厂:

K

0H

系统的厌氧池中存在着较高的有机物浓度!而且回

流污泥中通常会含有一定量的硝酸盐!具备了适合

789:菌生存的环境!所以在城市污水生物处理过

程中有可能存在789:过程&

实际上!早在 K- 世纪 M- 年代末期就已验证了

789:过程的存在!其中河口)盐碱地沉积物)土壤

和湖泊等'G IB(自然环境中易发生789:过程& 随着

对789:过程的深入研究!6)' +#' N#(/等人在荷

兰的1#3+#'O855(+污水处理厂!通过接种活性污泥

富集出了 789:菌!探究了电子受体 $8H

I

G

和

8H

I

K

%对789:的影响'P IQ(

& 目前国内关于这方面

的研究重心仍然是自然环境中的 789:过程!而对

于城市污水处理厂中是否存在 789:过程的研究

很少&

基于此!笔者对西安市某污水处理厂厌氧池进)

出水中的氮组分进行测定!通过平衡计算分析氮的

去向!此外!对活性污泥采用连续进水方式进行富集

培养!并应用 ,B@ (98:基因扩增子测序和 '($:功

能基因测序等方法!探讨城市污水生物脱氮系统中

是否存在789:现象!以期为提高城市污水处理厂

的脱氮效率提供参考&

!"

试验材料与方法
!#!"现场检测

西安市第四污水处理厂的 :

K

0H工艺处理流量

为 K G-- RK S-- .

G

0"!进水EH7和T8浓度分别为

GL- RLM-)L- RP- ./01& 现场取样测定 8F

J

L

I8)

8H

I

G

I8)T8等指标!:

K

0H工艺以及取样点的设置

如图 , 所示&
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图 !"$

%

&'工艺流程

U3/?,DU%52*")(!5$:

K

0H4(5*#;;

!#%"活性污泥的连续培养

接种污泥为该污水处理厂 :

K

0H工艺厌氧池中

的活性污泥!经纯水淘洗 G 次后置于反应器中&

试验用水为人工配水!组成成分如下",LL ./01

的V8H

G

$8H

I

G

I8浓度为 K- ./01%!KSB ./01的

EF

G

EHH8)$EH7浓度为 K-- ./01%!,?- /01的

VF

K

WH

L

!LQ?K ./01的 X/@H

L

*PF

K

H!,L?M ./01

的8)HF!L .101微量元素& 微量元素的基本成分

为"S?- /01的 8)

K

@

K

H

G

*SF

K

H!K?- /01的 V8H

G

!

K?- /01的V

K

FWH

L

!,?- /01的8)FEH

G

!-?B /01的

X/@H

L

*PF

K

H!,- ./01的U#@H

L

*PF

K

H&

789:菌的富集培养"取 K-- .1接种活性污

泥!经过无氧水淘洗后置于 S-- .1广口瓶中!通过

连续进水方式加入相应基质$8H

I

G

I8为 K- ./01!

EH7为 K-- ./01%!然后用含有微量元素的无氧水

定容至 S-- .1!用橡胶塞塞紧后充入高纯度氮气!

以维持厌氧环境#将广口瓶置于 GS Y),L- (0.3' 的

摇床中!维持 4F值在 P RM!定时取样!测定8F

J

L

I8)

8H

I

G

I8等指标& 硝酸盐还原速率和氨氮生成速率

分别代表反硝化菌活性和789:菌活性&

!#("分析项目与方法

!#(#!"常规指标测定

8F

J

L

I8"纳氏试剂分光光度法!8H

I

G

I8"紫外

分光光度法!T8"碱性过硫酸钾消解 I紫外分光光

度法!X1@@和X1Z@@"重量法&

!#(#%"高通量测序

本研究采用 ,B@ (98:基因扩增子测序和 '($:

功能基因测序!对富集培养的微生物群落结构和

*K*
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!"#$菌组成进行分析( 扩增引物分别为 />'X!)$

660$6EEE$EE6$E6$E/ $"+ :9;$*FS!6$#0Ed6

$dE0̀E$#0$" 和 :9;$#' !0Z"EE6$0#0E#6$#

06"( 测序步骤如下%样品预处理后经由 ,bDE$

试剂盒中的D1e1"1$

0b

bF3G̀B:4 8IBR!"$?BL试剂

盒提取!"$#然后进行两轮 C6#扩增!第 ' 轮引物

为 />'X+:9;$*FS和 :9;$#'#第 * 轮引物为 @RRN.B:F

桥式C6#兼容引物"#对C6#扩增产物采用 (1- 倍

的磁珠处理( 最后利用 ANQBL*1( !"$检测试剂盒

对回收的 !"$精确定量#以方便按照 ' f' 等量混

合后测序( 等量混合时#每个样品的 !"$量取 '(

:3#最终上机测序浓度为 *( M.IR(

%"

结果与讨论

%#!"厌氧池中的氮平衡

对厌氧池的总氮+氨氮+硝态氮以及亚硝态氮等

指标进行跟踪检测#在此期间污水厂基本处于稳定

运行状态#厌氧池进水+出水+回流污泥中的氮浓度

以及流量见表 '(

表 !"厌氧池进水+出水+回流污泥中的氮浓度以及流量

0FQ1'%"BL9I3K: HI:HK:L9FLBI: F:4 ;RISI;B:;RNK:L# K;;RNK:L

F:4 9K;RNWORN43KB: F:FK9IQBHLF:2

项%目
流量+

!.

/

&J

5'

"

浓度+!.3&7

5'

"

0"

"Y

^

>

5" ",

5

/

5"

进水 * /-( /'1>& **1=& (1&>

出水 > &-( '_1=) '*1&= (1_/

回流污泥 * >(( =1_ *1= >1&)

%%厌氧池中 0"+"Y

^

>

5"+",

5

/

5"的损失量按

式!'"计算%
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!'"

式中%

!

9

g

为厌氧池中氮的损失量#23+4'@

'

和

@

*

分别为进水和回流污泥的流量#.

/

+J'>

g

'

+>

g

*

和

>

g

/

分别为进水+回流污泥和出水中的氮浓度#.3+7'

g代表0"+"Y

^

>

5"或者",

5

/

5"(

若硝态氮的减少主要是由反硝化和 !"#$作

用导致的#则进行 !"#$和反硝化作用的硝态氮占

整个系统中总氮的百分比计算方法如下%
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h
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@
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'
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*
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0"

*

i'((j !*"
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'

>

0"
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>
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*

i'((j !/"

式中%A

!"#$

和 A

!"

分别表示 !"#$和反硝化的

占比'

!

9

",

5

/

和
!

9

0"

分别为硝态氮和总氮的损失

量#23+J'@

'

和@

*

为进水和回流污泥的流量#.

/

+J'

>

0"

'

和>

0"

*

为进水和回流污泥中的总氮浓度#.3+7(

利用表 ' 中的数据和式!'"进行氮平衡计算#

结果表明#总氮的损失量为 '&&1- 23+4#硝态氮的损

失量为 */)1* 23+4#氨氮的损失量为 >1(_ 23+4( 现

场检测发现#",

5

*

5"浓度很低#可以忽略不计'氨

氮每天的损失量较低#主要是因为厌氧池中存在有

机物水解+!"#$以及微生物合成等过程'",

5

/

5"

损失量高于0"损失量#表明有一部分 ",

5

/

5"转

化为"Y

^

>

5"#若假设硝态氮的减少主要是因为反

硝化和 !"#$过程#则表 ' 中的数据经由式!*"和

!/"计算#结果显示#进行!"#$作用的硝态氮占比

为 '1->j#进行反硝化作用的硝态氮占比为

&1&-j#表明在城市污水生物脱氮系统中可能存在

!"#$过程#且与反硝化过程共存(

%#%"!"#$菌的富集培养

%#%#!"硝态氮+氨氮及6,!浓度的变化

在硝态氮为唯一氮源+6,!+",

5

/

5"值为 '(

的条件下#对接种污泥进行了 )( 个周期的连续培

养#其Y#0为 > J#试验期间进出水硝态氮+氨氮和

6,!浓度的变化见图 *(
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图 %"进出水中硝态氮+氨氮及)'*浓度的变化
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试验初期#由于接种污泥中主要为反硝化菌#

!"#$菌较少#因此#进水中的硝态氮几乎全部被反

硝化为氮气#出水氨氮浓度很低'而在整个培养过程

中亚硝态氮浓度几乎没有变化#且出水浓度很低#可

以忽略不计#主要是由于亚硝态氮对 !"#$菌没有

影响)_*

( 随着运行时间的延长#出水氨氮浓度逐渐

增加#说明 !"#$菌被逐渐富集'由于 !"#$菌与

反硝化菌争夺碳源#因此导致出水中的硝态氮浓度

同时逐渐上升#而硝态氮浓度的上升#使得反硝化所

需的碳源减少#造成出水 6,!浓度的升高和 6,!

消耗率的降低#实际上#单位硝态氮被 !"#$菌还

原为氨氮所需的6,!量!' 3硝态氮还原为氨氮所

需的6,!为 >1)& 3"比其被反硝化菌还原为氮气所

需的6,!量!' 3硝态氮还原为氨氮所需的6,!为

*1_- 3"要多#硝态氮还原为氨氮而多消耗的 6,!

量小于由于剩余硝态氮而减少的6,!消耗量#从而

造成出水6,!浓度升高和消耗量减少( 到试验结

束时#出水氨氮+硝态氮和 6,!浓度分别为 =1_)+

_1*& 和 _(1(( .3+7#氨氮的转化率达到总氮的

>=1*)j#!"#$菌得到了大量富集(

%#%#%"污泥浓度及活性变化

反硝化速率表征反硝化菌活性#氨氮生成速率

表征!"#$菌活性#在培养周期内反硝化菌活性和

!"#$菌活性的变化见图 /#其中#反硝化速率定义

为硝酸盐的减少速率减去氨氮的生成速率(

!"#
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*! 12 '' (&

*+,$%

-!./$%

图 ("反硝化活性和*+,$活性的变化

XB31/%$HLBPBLTHJF:3KI;4K:BL9B;BHFLBI: F:4 !"#$

富集培养期间#起始接种污泥的浓度为 /)(1->

.3+7#经过 )( 个周期的连续培养#污泥浓度为

>*/1*_ .3+7#污泥表观产率系数为 (1/>/ 3\88+

3",

5

/

5"#折算为 !"#$菌的产率系数为 (1(>*

3\88+3"Y

^

>

5"( 由图 / 可知#培养初期!第 > 周

期"污泥的反硝化活性高达!&1'* k(1'&" .3+!3&

J"#而氨氮生成速率仅为 (1>> .3+!3&J"#污泥中

的微生物主要为反硝化菌( 随着培养过程的进行#

氨氮生成速率逐渐提高#试验结束时达到!*1(> k

(1('_" .3+!3&J"#与此对应#进水中的硝态氮有

>=1*)j转化为氨氮#说明污泥中的 !"#$菌已得

到成功富集!富集倍数超过 ) 倍以上"#同时#由于

进水中的6+"值较高#硝态氮为整个反应的速率控

制步骤#有利于 !"#$过程的进行#而不利于反硝

化菌的增殖#从而导致反硝化速率不断下降)&#'(*

#由

接种污泥的!&1'* k(1'&" .3+!3&J"降低到试验

结束时的!/1)* k(1'/" .3+!3&J"( 试验结果表

明#采用高6+"值可成功富集和培养!"#$菌(

%#%#("微生物群落结构

为了分析微生物种群变化#对接种污泥和培养

污泥进行 $RMJF多样性指数分析#结果见表 *( 同

时#为了分析微生物群落结构#对接种污泥和培养污

泥进行 '-8 9#"$高通量测序#两种污泥中微生物

在门和纲水平上的相对分布情况见图 >(

表 %"接种污泥和培养污泥$-./0多样性指数

0FQ1*%$RMJF4BPK9OBLTB:4KWI;HNRLN9K4 ORN43KF:4

B:IHNRFLK4 ORN43K

项%目 序列数 8JF::I:指数 $6D指数 6JFI' 指数
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图 1"接种污泥和培养污泥中微生物在不同水平上的分布
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39INMOI;B:IHNRFLK4 ORN43KF:4 HNRLN9K4 ORN43K

%%由表 * 可知#培养污泥的 6JFIR+$6D+8JF::I:
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等指数均低于接种污泥#表明富集培养后微生物的

丰富度和多样性均降低#一系列不适应环境的微生

物死亡#特定环境条件使得微生物种类减少( 由图

>!F"可知#两个样品中共有 '' 个主要门类#相对丰

度均在 'j以上( 相对于接种污泥#培养污泥中起

主导 作 用 的 门 类 没 有 发 生 变 化# 依 旧 是

?&*1%*/#01%&7#!变形菌门"+B#01%&*7)%1%<!拟杆菌门"+

>"3*&*43%C7!绿弯菌门" 和 ?3#,01*8(0%1%<!浮霉菌

门"#占总序列的 _*1-_j'另外# ?&*1%*/#01%&7#+

2-7&*0"#%1%<+D7&870$1%<和 2(,%&+7<1%1%<丰度增加#其

中?&*1%*/#01%&7#的增加量为 '_j居首位#其余门类

均减少( 由图 >!Q"可知#在纲水平上#?&*1%*/#01%&7#

中的 B%1#-&*1%*/#01%&7# 和 E%31#-&*1%*/#01%&7# 丰度增

加量较大#其中 B%1#-&*1%*/#01%&7# 由接种污泥的

*(1_>j增加到培养污泥的 >(1>'j#扩大了 '1=>

倍#E%31#-&*1%*/#01%&7# 由接种污泥的 *1(=j增加到

培养污泥的 &1/j#扩大了 /1>= 倍'B#01%&*7)%1%<中

的 B#01%&*7)7# 增 大 了 * 倍' 2-7&*0"#%1%<中 的

2-7&*0"#%17#增加量较少( 依照门和纲水平上各微生

物的丰度增加量#推测 !"#$菌可能隶属于

?&*1%*/#01%&7# 中 的 B%1#-&*1%*/#01%&7#

)''* 和

E%31#-&*1%*/#01%&7#

)'**

(

%#%#1"!"#$功能菌群落结构分析

对培养污泥中的微生物进行焦磷酸功能基因

:9;$测序#确认!"#$菌群组成( 采用E9FCJR$:绘

制的分类等级树结果见图 )(
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图 2"接种污泥和培养污泥中主要*+,$菌的分类等级树

XB31)%YBK9F9HJBHFRL9KKI;4I.B:F:L!"#$.BH9IQBFR

MIMNRFLBI:OI;LJKM9K4I.B:F:LMJTRI3K:KLBH39INMOI;

B:IHNRFLK4 ORN43KF:4 HNRLN9K4 ORN43K

由图 )可知#从属水平上#!"#$菌群丰度增加

的微生物为 !"#$%&#+'()&*+%,*-"#+#+A"*)*/#01%&+

.%*/#01%&+F*,+737,%#+G&,#1737,%# 和 =87,*8*,#<等(

在!"#$功能菌群中 !"#$%&# 的丰度最大#部分

!"#$%&#菌!!"#$%&#<-be@0"能够将硝酸盐转化为

铵盐#具有!"#$功能#$9OJF4 等人)'/*的研究支持

此结论''()&*+%,*-"#+# 丰度较大#dII: 等人)'(*认

为'()&*+%,*-"#+#不仅能够将硝酸盐转化为亚硝酸

盐#而且可以将硝酸盐还原为铵盐'除硫单胞菌目

E%<$34$&*8*,#)#3%<中的.%*/#01%&也是重要的!"#$

菌属)=*

'其余增加的菌属目前无法判断是否具有

!"#$功能( 此外#高通量测序结果显示#接种污泥

中存在少量的厌氧氨氧化菌#仍需要对其做进一步

探究(

("

结论

现场检测和富集培养试验结果表明#具有硝化+

反硝化功能的城市污水处理厂营养物去除系统中存

在!"#$过程( 回流污泥中的硝酸盐和进水中的

有机物为厌氧池创造了高 6+"值这一有利于

!"#$菌增殖的环境#部分硝态氮被转化为氨氮#从

而使得厌氧池的硝态氮损失量明显高于总氮损失

量( 通过对连续富集培养系统中接种污泥和富集污

泥的高通量测序和功能基因 :9;$焦磷酸测序#证明

城市污水处理厂中进行 !"#$的菌属主要为

!"#$%&#+'()&*+%,*-"#+# 和 .%*/#01%&( 鉴于 !"#$

对反硝化脱氮过程的负面效应#如何抑制和削减

!"#$同时强化反硝化有待进一步研究(
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