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基于酿酒废水碳源的脱氮效能及微生物作用机理
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摘 要： 针对低C/N生活污水，采用高浓度酿酒废水作为液体碳源，构建反硝化脱氮生物处理

系统，研究容积负荷、溶解氧和停曝比对脱氮效能的影响，并通过三维荧光光谱、扫描电子显微镜和

宏基因组分析系统的微生物作用机理。结果表明，系统的最佳容积负荷为 0.111 kgCOD/（m3·d）、溶

解氧为1~2 mg/L、停曝比为3∶1；通过三维荧光光谱分析发现，系统对类溶解性微生物代谢产物的去

除效果较为明显，对类色氨酸蛋白质物质、类富里酸物质、类黑精物和类木质纤维素物质等有一定

的降解；采用扫描电子显微镜发现，微生物主要为球状、杆状、丝状和螺旋状；通过宏基因组技术发

现系统中的优势属分别为微白霜菌属（Micropruina）、丙酸菌属（Propionibacterium）、中村氏菌属

（Nakamurella）。基于 KEGG数据库功能注释结果显示，代谢功能占主导地位，系统中与氮代谢相关

的完整路径有6条，其中以反硝化功能为主；与碳代谢相关的完整路径有47条，其中以三羧酸（TCA）

循环为主。
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Abstract： This paper constructed a biological denitrification system for treating low C/N ratio 
domestic sewage with high‑concentration brewing wastewater as liquid carbon source, investigated the 
effects of volumetric loading rate, dissolved oxygen and air pump on/off ratio on nitrogen removal 
efficiency, and analyzed the microbial degradation mechanism of the system by three‑dimensional 
fluorescence spectrum, scanning electron microscopy and metagenomics. The optimal operational 
parameters were as follows: the volumetric loading rate was 0.111 kgCOD/(m3·d), the dissolved oxygen 
was 1-2 mg/L, and the air pump on/off ratio was 3∶1. The three‑dimensional fluorescence spectrum 
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analysis showed that the system had obvious effect on the removal of dissolved microbial metabolites, and 
had certain degradation ability of tryptophan‑like protein substances, fulvic acid‑like substances, 
melanoid‑like substances and lignocellulose‑like substances. The scanning electron microscopy results 
showed that the shape of microorganisms was mainly spherical, rod‑shaped, filamentous and helical. The 
dominant genera in the system were Micropruina, Propionibacterium and Nakamurella as analyzed by 
metagenomic technology. The annotation results based on KEGG database showed that the dominant 
function was metabolism, and there were 6 complete pathways related to nitrogen metabolism in the 
system, among which denitrification was the main pathway. In addition, there were 47 complete pathways 
related to carbon metabolism, among which tricarboxylic acid (TCA) cycle was the main one.

Key words： brewing wastewater;    liquid carbon source;    biological nitrogen removal; 
metagenome;    metabolic pathway

由于部分城镇地区的污水收集管网不完善，导

致污水处理厂进水 C/N 较低，不能有效实现生物脱

氮［1］。因此，污水处理厂常采用外加碳源的方式来

满足微生物代谢需求［2］，常用碳源包括甲醇、乙酸、

乙醇和葡萄糖等［3］ ，但均存在运行成本高、资源浪

费等问题［4］。此外，有研究利用活性污泥发酵液［5］、
柠檬酸生产废水的浓缩液［6］、蓝藻发酵液［7］等高浓

度有机废水作为碳源，取得了一定的脱氮效果。Fu
等［8］认为利用某些高浓度工业废水作为碳源，具有

资源利用率高、生物降解性好的优势。

高浓度白酒酿酒废水的COD较高，富含小分子

醇类、酸类和醛类等物质，可生化性好，是一种优质

的反硝化碳源。笔者采用高浓度白酒酿酒废水作

为液体碳源［9］，构建反硝化生物处理系统，并研究容

积负荷、溶解氧和停曝比对脱氮效能的影响，进一

步通过三维荧光光谱、扫描电子显微镜和宏基因组

分析系统的微生物作用机理，旨在为酿酒废水的资

源化利用和低 C/N 生活污水处理提供技术支撑，实

现“以废治废”［10］。

1 材料与方法材料与方法

1. 1　实验材料

采用移动床生物膜反应器（MBBR）接种污水处

理厂浓缩池污泥，通过混合废水（COD=350 mg/L、
NH4+-N=37. 5 mg/L、TN=40 mg/L、TP=4 mg/L）培养 3 
d，待系统挂膜完成后开始处理污水。进水采用人

工模拟低 C/N 生活污水（COD=65 mg/L、NH4+-N=35 
mg/L、TN=35 mg/L、TP=2 mg/L），加入白酒酿酒废水

（COD=270 000 mg/L、NH4+-N=2 500 mg/L、TN=6 500 
mg/L、TP=2 400 mg/L）作为碳源，并添加微生物所需

营 养 物 质 ：CoCl2·6H2O=0. 15 mg/L、FeSO4·7H2O=
0. 3 mg/L、Na2MoO4·2H2O=0. 06 mg/L、CuSO4·5H2O=
0. 06 mg/L、MnCl2·4H2O=0. 12 mg/L、H3BO3=0. 15 mg/L、
KI=0. 15 mg/L、ZnSO4·7H2O=0. 12 mg/L、Na2WO4·
2H2O=0. 06 mg/L、NiCl2·6H2O=0. 15 mg/L。

第一阶段，控制溶解氧浓度为 5～6 mg/L，反应

器内温度为（30±1） ℃，采用间歇式运行方式（23. 5 h
反应+0. 5 h换水），通过单因素实验研究容积负荷对

系统脱氮效能的影响；第二阶段，在最佳容积负荷

条件下，通过单因素实验研究溶解氧浓度对系统脱

氮效能的影响；第三阶段，在最佳容积负荷和最佳

溶解氧浓度条件下，研究停曝比对系统脱氮效能的

影响。

1. 2　实验方法

1. 2. 1　水质理化指标测定

NH4+-N 采用纳氏试剂分光光度法测定，TN 采

用碱性过硫酸钾消解紫外分光光度法测定，TP采用

钼酸铵分光光度法测定，COD采用快速消解分光光

度法测定，pH 和 DO 采用 HACH 便携式多参数数字

化分析仪测定。

1. 2. 2　三维荧光光谱分析

三维荧光光谱采用荧光光谱仪测定，激发光源

为 150 W 氙灯，固定激发波长狭缝为 5 nm，扫描速

度为 12 000 nm/min，激发波长 λEx=250~800 nm，发

射波长 λEm=250~800 nm，光电倍增管（PMT）电压为

700 V，响应时间为自动。

将所测得的光谱图案按特定激发、发射波长划

分为 7个区域［11］，各区域位置及其所代表的荧光物

质如表1所示。
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1. 2. 3　扫描电子显微镜分析

采集最佳反应条件下反应器中的生物膜，参考

李彦澄等［12］的实验方法对生物膜进行离心、固定、

清洗、脱水、置换、镀金处理后，采用扫描电子显微

镜观察并拍照。

1. 2. 4　宏基因组分析

采集反应器中的生物膜保存于无菌EP管，并立

即置于-80 ℃超低温冰箱内冷冻保存，然后在冷冻

条件下送至上海某生物公司进行宏基因组测序，主

要流程为：使用 Fast DNA Spin Kit For Soil 试剂盒抽

提样品 DNA，采用 1% 琼脂糖凝胶电泳检测抽提的

基因组DNA完整性，采用基因组剪切仪对检测合格

后的 DNA 片段进行剪切，打断为约 400 bp 的片段，

构建 PE文库后进行桥式 PCR扩增和 Illumina测序。

最后利用宏基因组云平台对得到的原始数据进行

分析，包括物种种类、功能丰度和代谢通路分析等。

2 结果与讨论结果与讨论

2. 1　污染物去除效能

当 容 积 负 荷 分 别 为 0. 044、0. 067、0. 089 和

0. 111 kgCOD/（m3·d）时，对应进、出水污染物平均浓

度及去除率如图 1（a）所示。在不同容积负荷条件

下，NH4+-N 去除率均高于 90%；当容积负荷为

0. 111 kgCOD/（m3·d）时，TN 和 COD 的去除率均最

高，说明该系统的最佳容积负荷为 0. 111 kgCOD/
（m3·d）。

在系统容积负荷为 0. 111 kgCOD/（m3·d）的条

件下，溶解氧分别控制为 1~2、2~3、3~4、4~5 mg/L，
结果如图 1（b）所示。在不同溶解氧条件下，系统对

COD和NH4+-N的去除率均高于90%，且不随溶解氧

浓度的变化而出现较大波动，但 TN 去除率随溶解

氧浓度的增加而降低。当溶解氧为 1~2 mg/L时，TN

去除效果最好，说明该系统的最佳溶解氧为 1~2 mg/
L，在该条件下，系统同时具有较好的硝化与反硝化

效能。

在容积负荷为 0. 111 kgCOD/（m3·d）、溶解氧为

1~2 mg/L的条件下，采用间歇曝气方式，控制停曝比

分别为4∶1、3∶1、2∶1和1∶1，结果如图1（c）所示。在

不同停曝比条件下，系统对COD的去除率均为 94%
左右；NH4+-N 去除率随停曝比的减小呈升高趋势，

当停曝比为 1∶1 时，NH4+-N 去除率高达（90. 9±
2. 7）%；但TN去除率随停曝比的减小呈先升高后降

低的趋势，在停曝比为 3∶1时，TN去除率最高，说明

系统的最佳停曝比为3∶1。
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图1　污染物去除效能

Fig.1　Pollutant removal efficiency

2. 2　溶解性有机物分析

通过三维荧光光谱分析系统进、出水溶解性有

机物的变化，了解微生物对其利用情况。采集最佳

表1　荧光区域代表物质划分

Tab.1　Division of substance represented by 
fluorescence

荧光

区域

Ⅰ
Ⅱ
Ⅲ
Ⅳ
Ⅴ
Ⅵ
Ⅶ

λEx/nm
200～260
200～260
260～310
200～260
260～310
310～380
380～580

λEm/nm
200～330
330～400
290～400
400～500
400～550
330～600
400～600

代表物质

类酪氨酸蛋白质物质

类色氨酸蛋白质物质

类溶解性微生物代谢产物

类富里酸物质

类糖化蛋白质物质

类黑精物和类木质纤维素物质

类腐殖酸物质
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控制条件下的系统进、出水进行三维荧光光谱分

析，结果如图 2所示。进水均在Ⅲ区检测到荧光峰，

且荧光强度最高，在Ⅱ、Ⅳ和Ⅵ区也出现一定强度

的荧光带，说明进水主要为类溶解性微生物代谢产

物，也有一定浓度的类色氨酸蛋白质物质、类富里

酸物质、类黑精物和类木质纤维素物质。出水荧光

谱图中Ⅲ区的荧光强度明显减弱，荧光峰明显降低

甚至消失，说明酿酒废水中的类溶解性微生物代谢

产物被系统中微生物较好地利用。此外，出水在

Ⅱ、Ⅳ和Ⅵ区检测到的荧光强度均有所降低，说明

出水中类色氨酸蛋白质物质、类富里酸物质、类黑

精物和类木质纤维素物质在一定程度上被系统中

的微生物降解。

2. 3　微生物形态分析

通过扫描电子显微镜观察最佳控制条件下反

应器中的生物膜形态，结果如图 3所示。可知，系统

中的微生物主要呈球状、杆状、丝状和螺旋状，这与

Fan等［13］研究中观察到的微生物形态类似。好氧生

物膜的微生物通常呈丝状、杆状和球状，这些细菌

参与同步硝化反硝化过程。丝状菌在生物膜骨架

中能为微生物附着提供有利环境，聚集更多微生

物；球状菌为 NO2--N 的积累提供了可能；杆状菌可

作为 NH4+-N 氧化的交换通道［13］。此外，硝化菌和

反硝化菌多为杆状菌，如硝化杆菌、芽孢杆菌等。

因此，合理控制容积负荷和溶解氧浓度有利于系统

中微生物发生同步硝化反硝化作用，这主要是因为

适量的碳源能为微生物提供电子供体，而在适宜的

溶解氧浓度下，生物膜外层好氧区的微生物能较好

地实现硝化作用，内层缺氧区则有利于微生物进行

反硝化。

2. 4　宏基因组分析

选取接种污泥（S0）、最佳容积负荷（S1）、最佳

溶解氧浓度（S2）和最佳停曝比（S3）阶段的微生物

样本进行宏基因组分析，各样本序列的组装拼接结

果统计如表 2所示（序列数分别为 743 040、598 680、
563 910、577 205）。

表2　组装拼接结果统计

Tab.2　Statistics of assemble splicing result bp
样本

S0
S1
S2
S3

总序列长度

475 403 824
392 990 964
397 102 369
399 719 754

N50
654
661
735
721

N90
347
347
353
352

最长序列

60 712
413 511
230 639

75 170

最短序列

300
300
300
300

由表 2可知，在 4组样本中，S0的序列数和总序

a. 最佳容积负荷进水
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b. 最佳容积负荷出水
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e. 最佳停曝比进水
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f. 最佳停曝比出水
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图2　最佳控制条件下进、出水三维荧光光谱

Fig.2　Three‑dimensional fluorescence spectra of influent 
and effluent under optimal control conditions

b. 最佳溶解氧条件a. 最佳容积负荷条件

c. 最佳停曝比条件

图3　最佳控制条件下生物膜的扫描电镜照片

Fig.3　SEM photos of biofilm under optimal control 
conditions
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列长度均高于 S1~S3，说明经混合废水培养后，系统

的微生物物种数量减少。N50和N90分别为组装序

列的累加值第一次超过所有序列总长度的 50% 和

90% 时所扫描到的序列长度，在 4 组样本中，S2 的

N50 和 N90 最大。4 组样本的最短序列长度均为

300 bp，而所含序列最长的样本为S1。
属水平上的物种丰度对比见图4（a）。S0的优势

属分别为 unclassified_c__Actinobacteria（4. 97%）、

unclassified_p__Chloroflexi（4. 81%）、unclassified_c__
Anaerolineae（4. 60%）、unclassified_p__Bacteroidetes
（4. 55%）、小 念 珠 菌 属［Candidatus_Microthrix
（2. 94%）］、硝化螺菌属［Nitrospira（2. 94%）］。S1
的优势属分别为微白霜菌属［Micropruina（15. 70%）］、

丙酸菌属［Propionibacterium（9. 01%）］、unclassified_
c__Deltaproteobacteria（ 4. 12% ）、中 村 氏 菌 属

［Nakamurella（3. 26%）］、unclassified_p__Acidobacteria
（2. 66%）。 S2 的 优 势 属 分 别 为 Micropruina
（14. 46%）、Propionibacterium（9. 82%）、unclassified_
p__Chloroflexi（3. 87%）、unclassified_c__Deltaproteobacteria
（ 2. 74% ）、Nakamurella（2. 74%）。S3的优势属分

别 为 Micropruina （26. 22%） 、 Propionibacterium
（13. 83%）、Nakamurella（2. 97%）、unclassified_p__
Actinobacteria（2. 89%）、unclassified_p__Chloroflexi
（1. 60%）。与接种污泥相比，系统中丰度变化较大的

菌属分别为Micropruina、Propionibacterium、Nakamurella，
说明经混合废水培养后优势属发生变化。Nakamurella
作为硝化菌属，在生物脱氮中起着关键作用［14］；
Micropruina 能促进有机物的降解以及氮的去除［15］；
Propionibacterium作为去除有机物的功能菌属，能以

乳酸作为碳源，在微好氧条件下生长［16］，而高浓度

白酒酿酒废水中富含高浓度的有机酸类物质。同

时，Nakamurella 和 Micropruina 能在细胞内储存大

量的糖类聚合物［17-18］，可以发酵白酒酿酒废水中由

谷物产生的大量氨基酸和糖类［19］，这可能与有机物的

去除有关。S1～S3 中的 unclassified_p_Chloroflexi 较
S0 有所降低，这可能与 TN、NH4+-N 被去除有关［20］。
种水平上的物种丰度见图 4（b）。丰度变化较大的

菌种为 Micropruina_glycogenica 、Propionibacterium_
sp.、Actinobacteria_bacterium、Nakamurella_multipartita、
Anaerolineae_bacterium。在最优控制条件下，均出

现优势种 Micropruina_glycogenica，这是因为该菌株

为典型的聚糖菌［21］，可在缺氧条件下将硝酸盐还

原为亚硝酸盐［22］，在脱氮过程中起着重要作用。此

外，相关研究发现［ 23］，Actinobacteria_bacterium 和

Anaerolineae_bacterium 中存在与氮循环相关的功能

基因，具有生物脱氮功能。Nakamurella_multipartita
能在细胞中积累大量多糖［24］，常存在于含糖废水中，

因此当添加酿酒废水后，S1~S3均出现了Nakamurella_
multipartita。

基于 KEGG 数据库对微生物功能进行注释，结

果如图 5所示。4组微生物样本的碳代谢过程均注

释到 6种功能，其中代谢功能占主导地位，其次是人

类疾病、环境信息处理、组织系统、细胞过程、遗传

信息处理；氮代谢过程均注释到 4种功能，其中代谢

功能占主导地位，其次是环境信息处理、细胞过程、

组织系统。碳代谢和氮代谢过程中参与代谢功能

的微生物丰度最大，且均呈现 S0整体丰度最小、S3
整体丰度最大的现象。

进一步分析碳代谢和氮代谢的完整路径，发现

4组样本中存在 47条与碳代谢相关的完整路径，包

括碳水化合物代谢（21条）、能量代谢（24条）、甲烷

代谢（2 条）。在碳代谢过程中丰度较高的分别为：

三羧酸（TCA）循环、Arnon-Buchanan循环、Embden-
Meyerhof途径、第二次碳氧化。4组微生物样本中与
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图4　属水平和种水平上的物种丰度

Fig.4　Species abundance at genus level and species level
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氮代谢相关的完整路径有 6条，包括反硝化作用、异

化硝酸盐还原、完全硝化、硝酸盐同化作用、固氮作

用、硝化作用，其中反硝化作用占主导地位。

3 结论结论

采用高浓度白酒酿酒废水作为反硝化液体碳

源，当容积负荷为 0. 111 kgCOD/（m3·d）、溶解氧浓

度为 1~2 mg/L、停曝比为 3∶1时，系统的脱氮效率最

高。通过三维荧光光谱分析发现，系统对类溶解性

微生物代谢产物的去除效果较为明显，对类色氨酸

蛋白质物质、类富里酸物质、类黑精物和类木质纤

维素物质等有一定的降解。采用扫描电子显微镜发

现，微生物主要为球状、杆状、丝状和螺旋状。通过

宏基因组分析发现，系统中的优势属为Micropruina、
Propionibacterium、Nakamurella。基于 KEGG 数据库

功能注释结果显示，代谢功能占主导地位，系统中

与氮代谢相关的完整路径有 6条，其中以反硝化功

能为主；与碳代谢相关的完整路径有 47条，其中以

TCA循环为主。
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