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摘"要"通过吸磷试验+硝酸盐还原产气试验及异染颗粒和 À @颗粒染色辅助检验!并采用模拟自然降温方式!从稳

定运行的厌氧\缺氧 M@B反应器中分离筛选出在低温下"Fn#仍具有高效能的一株反硝化聚磷菌 !̀I$经鉴定!̀ !I属于

假单胞菌属"9:6053;3-7:#$在低温下!探讨了 =̀ 值+微量元素对菌株的生长及除磷效能的影响!结果表明!菌株 !̀I生长

最适 =̀ 为+ZF!除磷反应的最佳 =̀ 值为+%微量元素的缺乏对 !̀I的生长和除磷效能都有一定的不良影响$同时测定了

!̀I的生长曲线$
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水污染控制$7J95.&(W5/;S-3/&.1=4./;[!)I'S%9

""反硝化除磷技术是近年来同步生物脱氮除磷废

水生物处理技术领域的研究热点内容之一!其功能

菌群000反硝化聚磷菌"R0/.:4.6O./;=-%1=-5:0J5SS3J

93&5:./;%4;5/.191! (̂A<]1#能在缺氧条件下!以硝

酸盐为电子受体!同步完成反硝化"脱氮#和过量摄

磷"除磷#过程
)!!)*

!具有反硝化脱氮时无需碳源+摄

磷时勿需曝气且排泥量少等优点
)G!#*

$然而!在冬

季+寒冷地区等低温情况下!该技术的处理效果明显

下降!这主要是因为当温度下降到 !*n以下时!起

主要作用的中温 (̂A<]1一般生长代谢处于抑制状

态!失去了降解能力!此时起降解作用的是另一些

(̂A<]1000耐低温 (̂A<]1

)D!I*

$但是!它在正常

温度情况下要比中温 (̂A<]1少!代谢速率慢!靠自

然选择很难形成优势菌群$因此!人工筛选+培育耐

低温优势 (̂A<]1是解决低温废水脱氮除磷问题的

最佳途径$本研究采用模拟自然降温方式!筛选出

在低温下仍具有高效能的 (̂A<]1!并对其特性进

行了研究!旨在为提高寒冷地区废水脱氮除磷处理

系统的净化能力和运行的稳定性提供技术支持$
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;7材料与方法

;';7样品来源

从实验室运行稳定的厌氧\缺氧 M@B反应器

中!取富含反硝化聚磷菌的活性污泥做为实验样品$

;'<7培养基配方

"!#牛肉膏蛋白胨培养基(蛋白胨 !*;\P%牛肉

膏G;\P%(5,&D;\P%琼脂)*;\P%=̀ +C)!用于反硝

化聚磷菌的分离+纯化$

")#缺磷培养基
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%+;\P 7̀A7M缓冲液和)9P的微量元素%

=̀ +C)$

"G#富磷培养基
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冲液和)9P的微量元素%=̀ +C)$

"##硝酸盐还原产气试验培养基(牛肉膏 G;\

P%蛋白胨 D;\P%N(]

G

!;\P%=̀ +C#$这 G种培养

基用于反硝化聚磷菌的筛选$

;'=7菌株的分离"纯化及筛选

!'G'!"菌株的分离!纯化

取!*9P污泥至装有 >*9P无菌水三角瓶中!

加入玻璃珠!将三角瓶放入空气振荡器中!把污泥充

分摇匀打碎$打碎后的污泥经倍比稀释!在牛肉膏

蛋白胨培养基上采用混均平板法和涂布平板法分

离+纯化$

!'G')"菌株初筛

选取分离+纯化后所得斜面菌种!首先在缺磷的

乙酸合成培养基中进行预培养!用 !9%&\P的氢氧

化钠将 =̀ 值调到 +$各培养物在 G*n+!#*4\9./

的摇床上过夜培养$菌体细胞以!****4\9./离心

出来!之后用无菌蒸馏水洗涤+离心!重新悬浮于富

磷培养基中!整个过程均在无菌操作台上进行%然后

在G*n摇床中进行扩大培养!培养 )#-后!每种菌

大约取!*9P菌液!滤纸过滤取澄清的无菌液体培

养基!利用钼锑抗分光光度法测定接种后 A]

GY

#

JA

含量的变化$取摄磷率高于 D*E的菌株分别进行

硝酸盐还原产气试验+异染颗粒染色和聚J

!

J羟丁酸

"À @#颗粒染色试验$既能过量摄磷又具有反硝

化功能并有异染颗粒和 À @颗粒的菌株即为高效

(̂A<]1

)F*

$

!'G'G"菌株复筛

通过设置温度梯度的方法对各株菌进行降温驯

化培养$

驯化培养过程按如下温度梯度进行(

G*n

!

)Dn

!

!Fn

!

!!n

!

Fn

都采用 !*E梯度接种的方法!即(将上一梯度

上培养#F-的菌液取出 !*E接种于下一个温度梯

度的培养基中!在恒温培养箱培养$各菌在每个温

度梯度上采用上述方法分别测定培养 )#-后的生

长量+培养基中磷含量的变化$

;'@7菌株鉴定

菌株形态及生理生化特性测定参照文献)>*+

)!**方法进行$

;'D7菌株的特性研究

!'D'!"生长曲线的测定

采用光电比浊法在 Fn下进行测定!利用 +))

型分光光度计以 ]̂

I**

值表示$

!'D')"=̀ 值与菌株生长关系的确定

=̀ 值分别设置为 #+D+I+++F+>+!*!将筛选所

得的 (̂A<]1活化 !F-!每个 =̀ 值条件下以 !*E

的接种量分别接入 D份富磷液体培养基"成分与人

工合成废水类似#中!恒温+摇床培养 #F-后!测定

各细菌悬浮液的 ]̂

I**

值$

!'D'G"微量元素的影响

微量元素溶液成分为(*C>*##;\P?0,&

G
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将在 Fn下培养 #F-生长良好的各菌液以

!*E的接种量分别接种于已灭菌的含微量元素与不

含微量元素的 D份富磷液体培养基中!Fn恒温+摇

床培养#F-后!测定各细菌悬浮液的 ]̂

I**

值培养

基中磷含量的变化$

<7结果与分析

<';7菌株的分离"纯化及筛选

在牛肉膏蛋白胨培养基上经G次划线分离后得

菌株#F株!按上述初筛方法在缺+富磷液体培养基

内培养后!选出摄磷率在 D*E以上的菌株!经硝酸

盐还原产气试验+异染颗粒染色及 À @颗粒染色试

验!其中菌株 !̀I+̀ !>+̀ )#+H;均具有反硝化能力

且体内都含有 À @颗粒或异染颗粒!为高效反硝化

))
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聚磷菌$

在模拟自然降温过程中!各个温度梯度下菌株

生长量+培养基中磷的去除率的变化情况如图 !

所示$""

图 !"在各温度梯度下菌株的生长及除磷情况

?.;'!"$54.5:.%/%6;4%W:-5/R=-%1=-%431409%85&

45:0%61:45./15:R.66040/::09=045:340;45R.0/:1

从图 !中可见!#株 (̂A<]1中 !̀I在温度从

G*n降到Fn时生长量的变化不大!Fn时生长吸

光度达到 !C)*!除磷效能虽然从最高的 >#E降到

DFE!但还是超过了 D*E!这表明菌株 !̀I在低温

下仍能生长且具有超量吸磷能力!是一株耐低温高

效 (̂A<]1$

<'<7菌株的鉴定

对菌株 !̀I进行形态观察和生理生化特性测

定!透射电镜照片表明 !̀I单个细胞为短杆状+偏

端单生鞭毛!见图 )%菌落形态为圆形+低凸+全缘+

乳黄色+半透明+无光泽%革兰氏染色呈阴性%淀粉水

解为阳性%葡萄糖氧化发酵%不产吲哚%明胶液化阳

性%接触酶+氧化酶+精氨酸双水解酶均呈阳性%脲酶

阴性%_'B+$'A均呈阴性%耐盐性试验阳性%经检

索!鉴定菌株 !̀I属于假单胞菌属"9:6053;3-7:#$

图 )"菌株 !̀I"a)万倍#

?.;')"K-0=-%:%%61:45./ !̀I"a)*e:.901#

<>=7菌株 ?;E的特性

)'G'!"菌株 !̀I的生长

由图G可见!̀ !I的延滞期均较短!不足)-!说

明用于接种的菌株都处于代谢旺盛期%̀ !I对数生

长期约为!I-!!F-以后进入稳定期和衰亡期$

图 G"菌株 !̀I的生长

?.;'G"j4%W:-S3480%61:45./ !̀I

)'G')"=̀ 值对菌株 !̀I生长及除磷效能的影响

每个 =̀ 条件下取D份样品测定的平均值为实

验结果!如图#所示$

图 #"=̀ 对 !̀I生长及除磷效能的影响

?.;'#"7660S:%6=̀ %/;4%W:-5/R

=-%1=-%431409%85&45:0%6̀ !I

由图#可知!在低温条件下!菌株 !̀I能在 =̀

IZ!*的条件下生长!最适 =̀ 范围为 +ZF$在测

定过程中!发现 =̀ 值大于 F时各菌株的除磷率都

有升高的趋势!但生长量却恰恰相反!是逐渐降低

的!同时还发现菌悬液中有磷酸盐沉淀物出现!这说

明是磷酸盐析出而造成了除磷率高的假象!据此确

定菌株 !̀I的除磷最佳 =̀ 值为+$

)'G'G"微量元素的影响

不同条件下各取 D份样品的平均值为测定结

果!结果如图D所示$

从图D中可知!在没有微量元素的情况下!̀ !I

生长吸光度比有微量元素的情况下降低了 #DE!说

明微量元素的存在与否对 !̀I的影响较大$这是

G)
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图 D"微量元素对菌株生长及除磷效能的影响

?.;'D"7660S:%69.S4%0&090/:%/;4%W:-

5/R=-%1=-%431409%85&45:0%61:45./1

因为微量元素对调节微生物细胞的渗透压+=̀ 值+

氧化还原电位方面有着一定的影响$但在没有微量

元素时!̀ !I也都有一定的生长!这表明 !̀I在生

长前期微量元素不是其生长的限制因子$

微量元素的缺乏对 !̀I的除磷率有一定的不

良影响$并且微量元素对其生长和除磷效能的影响

并不一致!̀ !I在无微量元素的培养基中的除磷量

与有微量元素情况下相比!只降低了 )*E!并没有

像生长量那样降低了#DE!生长量的高低变化与除

磷率大小变化之间并没有明显的对应关系!这说明

微量元素对于菌株的摄磷过程可能有影响!但具体

的机理还有待于进一步的研究$

=7结7论

"!#通过摄磷试验+硝酸盐还原产气试验+异染

颗粒染色和 À @颗粒染色试验并采用模拟自然降

温方式!能够筛选出在低温下仍具有除磷效能的

(̂A<]1$

")#耐低温反硝化聚磷菌株 !̀I的适宜生长的

=̀ 范围较宽!但只有在中性偏碱条件下磷的去除效

果最好!除磷反应的最佳 =̀ 值范围较窄!这表明

=̀ 值对除磷反应影响较大!所以当 !̀I在应用到

实际废水处理中时!=̀ 值是影响处理效果的关键性

因素$

"G#微量元素的缺乏对于菌株 !̀I的生长和摄

磷过程具有一定影响$在用实际废水来进行菌种的

驯化+富集时!可考虑投加微量元素来加快或强化该

过程$
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