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淀粉/聚乙烯醇固体碳源对污水厂尾水的脱氮效果
刘雯静， 张克峰， 丁万德

（山东建筑大学 市政与环境工程学院，山东 济南 250000）
摘 要： 针对市政污水厂尾水中普遍存在碳源不足的问题，以低碳氮比水体为研究对象，探

究了固体碳源填料柱在不同HRT下的脱氮效果。结果表明，在启动运行20 d后，反应器中载体上的

生物膜逐渐成熟，出水水质稳定。当反应器 HRT=4 h时，脱氮率保持在 90% 以上，出水 COD 保持在

40 mg/L 以下，且没有 NO2--N 积累。同时，反应器出水中检测到了 NH4+-N，这表明可能存在硝酸盐

异化还原为铵盐（DNRA）的过程。在微生物作用和物理浸出过程中，固体碳源有机碳的释放分别占

总碳释放量的81.74%和18.26%，表明碳释放主要是由微生物作用引起的。高通量测序分析结果显

示，相对丰度较高的菌属主要有Thauera、Zoogloea、Cloacibacterium、Macellibacteroides等，同时检测出

了Desulfovibrio，这可能与出水中检测到NH4+-N有关。
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Effect of Starch/Polyvinyl Alcohol Solid Carbon Sources on Nitrogen Removal 

of Tail Water from Municipal Wastewater Treatment Plant
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Abstract： This paper investigated the effect of solid carbon sources packed columns on nitrogen 
removal from low carbon to nitrogen ratio wastewater under different hydraulic retention times (HRT), so 
as to solve the problem of insufficient carbon sources in tail water from municipal wastewater treatment 
plants(WWTPs). After 20 days of operation, the biofilm on the packing media gradually matured and the 
effluent quality was stable. When the HRT was 4 hours, the nitrogen removal rate remained above 90%, 
the effluent COD was always below 40 mg/L, and no accumulation of NO2--N was observed. In addition, 
NH4+-N was detected in the effluent from the reactor, indicating that there might be a process of 
dissimilatory nitrate reduction to ammonia (DNRA). In the process of microbial action and physical 
leaching, the release of organic carbon from solid carbon sources accounted for 81.74% and 18.26% of the 
total carbon release, respectively, indicating that the main reason of carbon release was caused by 
microbial action. The high⁃throughput sequencing results showed that the genera such as Thauera, 
Zoogloea, Cloacibacterium and Macellibacteroides were the predominant bacteria with high relative 
abundance. In addition, Desulfovibrio was detected in the reactor, which might be related to the detection 
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of NH4+-N in the effluent.
Key words： tail water from WWTP;    advanced nitrogen removal;    solid carbon source;    starch/

polyvinyl alcohol;    high⁃throughput sequencing

城市生活污水、工业废水和化肥污染导致受纳

水体中氮含量增加，已成为世界范围内的严重问

题，并威胁着水生态系统和饮用水安全［1］。根据

2012年 7月开始实施的北京市《城镇污水处理厂水

污染物排放标准》，TN被限制在 10. 0 mg/L以下。因

此，市政污水的二级处理出水迫切需要进行深度脱

氮，以达到污水处理厂的严格排放标准。

近年来，研究者们已经采用了多种技术去除硝

酸盐，包括吸附、膜分离、电渗析、离子交换和生物

反硝化等［2-3］。其中，由于异养反硝化成本较低、环

境友好且有害副产物最少，因此被认为比其他方法

更具优势。但是，大多数市政污水处理厂的二级出

水 C/N 较低，抑制了污水中硝酸盐的有效去除。传

统解决方法是将水溶性碳源物质（例如甲醇、乙醇、

乙酸和葡萄糖）添加到反硝化反应器中［4］。然而，此

方法除了需要昂贵的控制系统外，通常会存在碳源

投加剂量不足或过量的风险，并且碳源在储存和运

输过程中存在一定的安全隐患［5］。为避免这些负面

影响，固体碳源（包括天然材料和合成的可生物降

解聚合物）被认为是一种可替代的选择［6］。如今，大

多数研究都将重点放在合成可生物降解聚合物的

利用上［1］，例如聚丁二酸丁二醇酯（PBS）、聚己内酯

（PCL）、聚乳酸（PLA）和聚-β-羟丁酸（PHB）。它们

具有较稳定的反硝化效率，在保持高脱氮效率的同

时，又解决了以天然材料为固体碳源导致的出水高

色度和高 COD 问题。然而，由于其价格较高，限制

了这些可生物降解聚合物的实际应用。

笔者以淀粉为碳源，聚乙烯醇（PVA）为骨架材

料，采用冷冻解冻循环法制备了新型淀粉/聚乙烯醇

固体碳源（SP 碳源），分析了以淀粉/聚乙烯醇为碳

源的固相反硝化系统的脱氮性能。同时，对反应器

中固体碳源表层的微生物群落结构进行了分析，从

微生物层面解析了反应器功能实现的内在规律，以

期为新型固体碳源的开发应用提供参考。

1 材料与方法材料与方法

1. 1　实验材料

实验药剂包括马铃薯淀粉（食品级）、聚乙烯醇

（醇解度为 97. 5%~99％）、KNO3、KH2PO4、K2HPO4、
酒石酸钾钠、盐酸、氨基磺酸、硫酸亚铁铵、硫酸银、

重铬酸钾。SP碳源通过冻融循环法制备［7］。
1. 2　实验装置

填充床反应器为有机玻璃制成的圆柱体，内径

为9 cm，高度为50 cm。由下到上分别为25 cm的SP
碳源与活性炭混合填料层（体积比为 3∶1）、10 cm的

活性炭层和 5 cm 的砾石层，底部放置均匀布水器，

有效容积为 2. 54 L。反应器采用上向流模式运行，

通过蠕动泵控制合成污水的进水量。

反应器启动结束以后，采用不同的进水硝酸盐

负荷（NLR，以 N计）来评估 HRT对去除硝酸盐的影

响。控制水温为（25±1） ℃，其他操作条件如表 1
所示。

1. 3　接种污泥和实验用水

反应器接种污泥取自光大水务（济南）有限公

司二沉池回流污泥。接种污泥时，采用每添加 10 
cm的填料接种一定体积的污泥，直至污泥液面接近

填料的高度。接种完成之后，静置 24 h，让反硝化菌

充分挂膜，其间实验装置不进水。进水为合成污

水，以向静置 1 d 之后的自来水中添加一定质量的

KNO3和KH2PO4作为实验用水，其组成如下：NO3--N
为 50 mg/L，PO43--P 为 1 mg/L。实验过程中不控制

pH和溶解氧。

1. 4　分析测试方法

通过扫描电子显微镜（SEM）分析被微生物利用

前后SP碳源结构的变化。在采用SEM观察之前，使

用 2. 5% 的戊二醛在 4 ℃条件下固定附着在碳源表

表1　反应器进水特性及运行参数

Tab.1　Inlet water characteristics and operation 
parameters of the reactor

时间/d
1~30

31~40
41~50
51~60
61~80

阶段

启动

Ⅰ
Ⅱ
Ⅲ
Ⅳ

HRT/h
8
6
4
2
4

NLR/
(g∙L-1∙d-1)

0.071±0.002
0.095±0.002
0.143±0.004
0.285±0.007
0.143±0.004

NO3--N/
(mg·L-1)

49.35±1.30
49.49±1.11
49.53±1.23
49.29±1.26
49.39±1.39

滤速/(m·h-1)
0.05
0.07
0.10
0.20
0.10
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层的生物膜样品 2 h。然后用磷酸盐缓冲液（pH=
7. 4）洗涤样品 3 次，再用乙醇逐级脱水，最后冷冻干

燥12 h，喷金，测样。

检测过程中，水样通过 0. 45 μm 微孔滤膜过滤

以后再进行相关指标分析。其中，NH4+-N采用纳氏

试剂分光光度法测定；NO3--N采用紫外分光光度法

测定；NO2--N采用N-（1-萘基）-乙二胺分光光度法

测定；COD采用重铬酸钾法测定。温度采用水银温

度计测定；pH采用 pH计测定；DO采用便携式DO测

定仪测定。

进水硝酸盐负荷（NLR）和脱氮率（NRR）分别按

式（1）和式（2）计算。

NLR = QA in1 000 × Ve
（1）

NRR = 100% ×A in - Aef - Bef - Def
A in

（2）
        式中：Ain为进水中硝酸盐浓度，mg/L；Aef、Bef和

Def分别为出水中硝酸盐、亚硝酸盐和氨的浓度，mg/
L；Q 为进水量，L/d；Ve 为固定床反应器的有效体

积，L。
1. 5　微生物群落分析

在反硝化实验结束之后，附着大量生物膜的 SP
碳源先用涡旋振荡器振荡 5 min，再通过 0. 22 μm滤

膜过滤后，得到微生物样品。使用E. Z. N. ATM Mag-
Bind 土壤 DNA 试剂盒从生物膜中分离 DNA 样品。

PCR 扩 增 所 用 引 物 为 341F（5'-CCTACACGAC⁃
GCTCTTCCGATCTNCCTACGGGNGGCWGCAG-3'）
和 805R（5'-GACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGA⁃
ATTCCAGACTACHVGGGATCTAATCC-3'）。从 2％
的琼脂糖凝胶中提取 PCR 扩增产物，同时使用

Agencourt® AMPure XP Beads进行纯化。之后，通过

Illumina MiSeq 测序平台完成高通量测序。在 0. 97
相似度下进行聚类，对聚类后的序列进行嵌合体过

滤以后，得到用于物种分类的OTU。通过与 Silva数
据库进行OTU序列比对，可以获得与每个OTU相对

应的物种分类信息。使用Qiime计算 Shannon指数、

Simpson指数、Chao1指数和物种丰富度指数以评估

Alpha多样性。

2 结果与讨论结果与讨论

2. 1　反应器的脱氮性能

反应器运行过程中的脱氮性能如图1所示。

a. COD和NRR
t/d
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b. NO3--N、NO2--N、NH4+-N
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图1　反应器运行过程中的脱氮性能

Fig.1　Nitrogen removal performance of the reactor 
during operation

在反应器启动阶段（1~30 d），进水 NO3--N 为

50 mg/L左右，HRT为 8 h。由图 1（a）可以看出，NRR
先出现明显的下降，之后在第 10天左右逐渐增加，

表明载体上的生物膜逐渐成熟，在 21~30 d 反应器

的NRR高于 90％。在第Ⅰ阶段（31~40 d）和第Ⅱ阶

段（41~50 d），当HRT从 6 h降至 4 h时，可以清楚地

看到 HRT对反应器出水 COD 有很大的影响。令人

满意的是，NRR 可以保持在 90％以上，尤其是在第

Ⅱ阶段（HRT=4 h），反应器出水COD基本保持在 40 
mg/L以下，低于一级A标准限值。当HRT进一步缩

短至 2 h时，尽管出水COD进一步下降，但是下降幅

度减小，同时NRR出现了明显的下降。

实验过程中，NO2--N 的积累出现在第Ⅲ阶段

（51~60 d），这可能是缺乏电子供体或没有足够的

HRT 导致的。由于用于生物反硝化的固体碳源需
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要先经过水解才能被反硝化菌进一步利用，当HRT
降低时，长链有机物在被降解为短链小分子脂肪酸

之后，未能被反硝化菌充分利用便被排出，导致反

硝化过程完成得不彻底［8］。此外，如图1（b）所示，反

应器中检测到了氨氮，这表明可能存在硝酸盐异化

还原为铵盐（DNRA）的过程［1］。值得注意的是，在

启动稳定阶段，反应器出水 NH4+-N较高，这可能是

由于启动阶段较高的出水 COD 引起的［9］。在反硝

化过程中，DNRA 被认为是反硝化的主要物质和电

子竞争者，该过程是将硝酸盐还原为NH4+-N而不是

转化为N2。有研究报道［10］，在反硝化系统中大约有

4%~10% 的 NO3--N 去除可归因于 DNRA 过程；此

外，较高的温度、碳负荷和硫化物的增加等影响因

素可能更倾向于 DNRA 而不是反硝化。当 HRT 降

低时，出水NH4+-N浓度逐渐降低（当HRT=2 h时，出

水中未检出 NH4+-N），其原因可能是高进水流速降

低了生物膜的厚度，并带来了抑制 DNRA 活性的

DO。此外，除了 DNRA 过程，生物膜中因微生物自

身降解而产生的氨化作用也可能导致 NH4+离子的

释放，从而造成NH4+-N积累。

2. 2　反应器进出水pH和DO分析

实验过程中，还对 pH 和 DO 进行了监测，结果

如图 2（a）所示。固相反硝化功能的实现，主要是由

于微生物的异养反硝化作用。异养反硝化时，微生

物先对固体碳源进行水解酸化产生小分子溶解性

有机物（主要为乙酸和正丁酸，此过程产酸），反硝

化菌再进一步利用小分子有机物进行反硝化（此过

程产碱），整个过程使进出水 pH产生了差异［11］。据

报道［1］，反硝化的最佳pH为7. 0~8. 0，固相反硝化的

最佳 pH为 6. 5~8. 5。此外，还发现ΔpH与出水COD
之间存在明显的正相关关系，见图 2（b），该结论与

之前的研究一致［11］。可以肯定的是，反应器的进出

水 pH 都在固相反硝化的最佳范围内。在第Ⅲ阶

段，DO出现了明显波动，可能是因为过短的HRT破

坏了生物膜内部区域的缺氧微环境。在固相反硝

化过程中，反硝化菌同时使用固体碳源作为生物膜

载体和有机碳源。由于生物膜内部区域存在缺氧

微环境，氧气在扩散运输过程中，兼性细菌可能会

将其消耗掉［1］。根据反应器出水DO分析表明，在不

控制进水 DO 的前提下，反应器的反硝化性能几乎

没有受到明显影响；同样，在 PCL 支持的反硝化系

统中，观察到脱氮率也没有显著差异。

a. pH和DO
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b. ΔpH与COD之间的关系
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CO
D/（

mg
·L-1 ） y=exp（3.37-1.31x+1.92x2）

R2=0.97

图2　pH与DO的变化以及ΔpH与COD之间的关系

Fig.2　Change of pH and DO and relationship between 
ΔpH and COD

2. 3　碳耗分析

为了考察反硝化过程中有机碳主要的释放及

消耗途径，选取第Ⅳ阶段最后 10 d的出水水质做了

碳耗分析。SP碳源释放的碳包括两个方面：微生物

水解（Cm）和物理释放（Cp）；碳消耗可分为三部分：氧

化作用（Co）、反硝化作用（Cd）和出水排出的碳（Cef）。

Co和 Cd的化学计量方程分别见式（3）和式（4）。碳

平衡方程用式（5）表示，其中 Cin和 Cef分别为进水和

出水中的碳。

O2 + 0.167C6H10O5¾®¾¾ CO2 + 0.833H2O （3）
NO3 - + 0.818C6H10O5¾®¾¾ 0.182N2 +

1.727CO2 + 1.364H2O +
0.636C5H7O2N + OH- （4）

C in + Cp + Cm = Cd + Co + Cef （5）
对于以淀粉/PVA为固体碳源的反硝化系统，虽
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然 PVA 为可降解高分子聚合物，但相较于淀粉来

说，PVA是难降解聚合物，仅起到碳骨架作用，因此

PVA 释放的碳被忽略了。反应器进水采用自来水

配制，因此进水中的碳相对于出水中的碳可以忽略

不计。在测定出水水质时，过量生物质也有可能会

透过 0. 45 μm 滤膜，从而被换算成出水中的 COD，

因此以这种方式进行计算并不精确。然而，对于粗

略估算，这种简单的测量方法是可以接受的。

对于反应器中的 SP 碳源，溶解氧还原量为

0. 52 g/10 d，总硝酸盐去除量为 3. 53 g/10 d（以 N
计）。根据式（3）和式（4）得出Co为 0. 44 g/10 d，Cd为
33. 44 g/10 d。外排COD量为 2. 38 g/10 d，淀粉理论

COD为 1. 185 g/g，因此Cef为 2. 01 g/10 d。根据物理

释碳浸出实验，物理释碳浸出率为 1. 17 mg/（g·d）
（以DOC计），因此Cp为 6. 55 g/10 d。根据式（5），Cm
为 29. 33 g/10 d。总碳释放量为 Cp 和 Cm 的总和

（35. 88 g/10 d）。因此，除去 1 g 的 NO3--N 需要

10. 16 g 的 SP 碳源。此外，微生物作用和物理浸出

过程中，SP碳源有机碳的释放分别占总碳释放量的

81. 74％和 18. 26％，表明碳释放主要是由微生物作

用引起的。

2. 4　碳源表层微生物群落结构

生物反应器中，微生物群落在决定反硝化性能

方面起着至关重要的作用。因此，实验结束后收集

了附着在碳源表层的生物膜，并通过 Illumina MiSeq
测序进行了研究，确定在以淀粉/PVA为固体碳源的

反硝化系统中的关键微生物。物种丰富度指数

（912）和Chao1指数（854）反映了样品中菌群的丰富

度，由Shannon指数（5. 75）和Simpson指数（0. 93）可知

样品中微生物种群的多样性较高。goods_coverage
指数反映了测序的深度，越接近于 1，则说明测序深

度已经基本覆盖到样品中所有的物种，样本中序列

没有被测出的概率越低，反映了测序结果可否代表

样本的真实情况。较高的 goods_coverage 指数

（99. 89%）表明固体碳源表层微生物的 OTU 均被很

好地检出。

图 3为在门水平和属水平上碳源表层生物膜中

微生物群落的结构组成和相对丰度（仅显示相对丰

度>1%的）。从图 3（a）可以看出，在门水平上，反应

器中碳源表层生物膜微生物群落属于以下 6个主要

门：Proteobacteria（变形菌门）、Bacteroidetes（拟杆菌

门）、Firmicutes（厚壁菌门）、Planctomycetes（浮霉菌

门）、Chloroflexi（绿弯菌门）和 Acidobacteria（酸杆菌

门）。其中以变形菌门和拟杆菌门为主，该结果与

其他使用固体碳源的研究相似［1］。据报道［12］，变形

菌门是污水处理系统中广泛存在的反硝化和硝化

菌门，在反硝化过程中起着至关重要的作用。拟杆

菌门作为异养微生物的重要成员，可在厌氧条件下

将淀粉、纤维素等多糖降解为单糖和短链脂肪酸等

利于微生物利用的营养物质。此外，有研究发

现［13］，生物质的水解活性与拟杆菌门的百分比呈正

相关。

a. 门水平

Proteobacteria
Bacteroidetes
Firmicutes
Planctomycetes
Chloroflexi
Acidobacteriaother

68.30% 21.31%

1.53%2.81%2.93%1.04%2.08%

b. 属水平

4.13%2.86%2.56%2.09%2.08%1.69%

5.20%
10.64%

10.94%15.67%

20.56%

20.41%

Thauera
Zoogloea
Cloacibacterium
Macellibacteroides
Aeromonas
Denitratisoma
Dechloromonas
DesulfovibrioWCHB1-32
Bacteroides
Rhizobium
Hydrogenophagaother

1.18%

图3　在门水平和属水平上碳源表层生物膜中微生物群落

的结构组成和相对丰度

Fig.3　Composition and relative abundance of microbial 
community in surface biofilm of carbon source at phylum 

and genus levels

从图 3（b）可以看出，在属水平上，较为丰富的

属为变形菌门的 Thauera和Zoogloea。Thauera是革

兰氏阴性菌的一个属，其已被证实是在以乙醇为底

物的反硝化系统中含量最高的属。淀粉在厌氧环

境条件下可以被多种微生物代谢为发酵产物，例如

乙醇和甲烷等。其优势属的形成可能是由于在以

淀粉为电子供体的固相反硝化系统中形成了中间

产物乙醇所致。Zoogloea 属于变形菌门，可以进行
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异养反硝化脱氮，另外在使用其他生物可降解聚合

物（BDP）支持的反硝化系统中也被检测到［1］。对于

Cloacibacterium 而言，其广泛存在于城市污水中，可

产生胞外聚合物，有利于微生物生长和生物膜的形

成。Macellibacteroides负责有机物的降解，其被证实

为挥发性脂肪酸（VFAs）的产生者，可将碳水化合物

的水解产物转化为乙酸和丁酸［14］。此外，在醋酸盐

支撑的反硝化体系中，Denitratisoma 为优势反硝化

菌，能够实现完全反硝化。值得注意的是，反应器

中检测到了Desulfovibrio（脱硫弧菌属）。据报道［15］，

某些种类的脱硫弧菌属可将硝酸盐或亚硝酸盐还

原为氨，这可能是出水中检测出了 NH4+-N的原因。

另外，Hydrogenophaga 也被报道存在于其他反硝化

系统中，可以利用 H2、CH4 等进行自养反硝化脱

氮［16］。这表明在异养反硝化系统中，可能同时存在

自养反硝化过程。总体而言，以淀粉/PVA为固体碳

源的反硝化系统，其表层的微生物群落结构与传统

使用液体碳源或其他可生物降解聚合物反硝化系

统相比，菌群结构有很大差异。

2. 5　微生物利用前后碳源表面形态的变化

为了观察 SP碳源表层上的生物膜，并评估该碳

源的生物利用度，实验结束后对其进行 SEM 观察，

结果如图4所示。

对比图 4（a）和（b）可知，生物膜牢固地附着在

SP 碳源表层，此外，附着在碳源表层的细菌主要为

球状菌、杆状菌和丝状菌。为了观察 SP碳源的变化

情况，通过超声清洗去除碳源表层的生物膜发现，

SP碳源的表观结构发生了明显变化，出现了大量孔

洞，如图 4（c）所示，可见微生物对 SP碳源的降解明

显。同时，这些孔洞也为细菌的附着和反硝化提供

了更大的面积和缺氧环境［15］。

3 结论结论

①    采用固相反硝化工艺对市政污水厂尾水

进行深度脱氮，能获得较高的脱氮率。当 HRT=4 h
时，脱氮率保持在 90％以上，同时出水 COD 基本保

持在 40 mg/L以下，低于一级 A标准限值。此外，反

应器出水中检测到了NH4+-N。

②    固体碳源释碳效果较好，反应器的进出水

pH 都在固相反硝化的最佳范围内（6. 5~8. 5）。同

时，ΔpH与COD之间存在明显的正相关关系。碳耗

分析表明，固体碳源有机碳的释放主要是由微生物

作用引起的。

③    反应器中碳源表层生物膜微生物较为丰

富的属为变形菌门的 Thauera（20. 56％）和Zoogloea
（15. 67％）。附着在碳源表层的细菌主要为球状

菌、杆状菌和丝状菌。被微生物利用之后的碳源，

其表层出现了大量孔洞，可为细菌的附着和反硝化

提供更大的面积和缺氧环境。
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