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　 ２０１６ 年 ７ 月 ２９ 日收稿（Ｒｅｃｅｉｖｅｄ： Ｊｕｌｙ ２９，２０１６）．

　 ∗国家自然科学基金（４１５７１４７１），江苏省和常州市科技支撑项目（ＢＥ２０１６６５３，ＷＳ２０１６２１）资助．

Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ Ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （４１５７１４７１）， Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ ａｎｄ

Ｃｈａｎｇｚｈｏｕ Ｃｉｔｙ （ＢＥ２０１６６５３，ＷＳ２０１６２１）．

　 ∗∗通讯联系人，Ｔｅｌ：１３９１５０４６００２，Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｗｅｎｙｉ８８８＠ ｓｉｎａ．ｃｏｍ

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ，Ｔｅｌ：１３９１５０４６００２，Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｗｅｎｙｉ８８８＠ ｓｉｎａ．ｃｏｍ

ＤＯＩ：１０．７５２４ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．０２５４⁃６１０８．２０１７．０５．２０１６０７２９０１
陈晶， 陈萍， 邓文，等．反硝化聚磷菌 Ｂ８ 干粉菌剂的制备及应用［Ｊ］ ．环境化学，２０１７，３６（５）：１１４８⁃１１５５．
ＣＨＥＮ Ｊｉｎｇ， ＣＨＥＮ Ｐｉｎｇ， ＤＥＮＧ Ｗｅｎ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ｐｏｌｙｐｈｏｓｐｈａｔｅ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｎｇ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ Ｂ８ ｐｏｗｄｅｒｓ
［Ｊ］ ．Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１７，３６（５）：１１４８⁃１１５５．

反硝化聚磷菌 Ｂ８ 干粉菌剂的制备及应用∗

陈　 晶１，２，３　 陈　 萍１　 邓　 文１　 周新程１　 张文艺１∗∗

（１． 常州大学环境与安全工程学院， 常州， ２１３１６４；　 ２． 中国科学院青岛生物能源与过程研究所，
海洋生物与碳汇研究中心，青岛， ２６６１０１；　 ３． 中国科学院大学， 北京， １０００４９）

摘　 要　 为获得反硝化聚磷菌（ＤＮＰＡＯｓ）干粉菌剂，以反硝化聚磷菌 Ｂ８ 液态菌剂为菌种来源，以麦麸、玉米

干粉混合物作为载体，以牛肉膏蛋白胨培养基为发酵液，进行增菌培养．在麦麸、玉米干粉载体配比（Ｗ ／ Ｗ）为
８５％∶１５％，投菌液量为 ４ ｍＬ·ｇ－１干粉，发酵液用量为 ４ ｍＬ·ｇ－１干粉的条件下制得干粉菌剂．其使用效果为：
①当主要污水处理因子为硝酸盐氮时，干粉菌剂成品的最佳发酵液 ｐＨ 值为 ５．５，该菌剂对化学需氧量、硝酸

盐氮和总磷的去除率可达 ４３．２６％、９２．７６％和 ６５．７７％；②当主要处理因子为总磷时，则同等条件下所制得的干

粉菌剂成品的最佳发酵液 ｐＨ 值为 ６．５，该菌剂对化学需氧量、硝酸盐氮和总磷的去除率可达 ４４．４１％、５６．２１％
和 ８７．３０％．扫描电镜显示 Ｂ８ 菌株附着于菌剂载体上，吸收培养液的营养用于繁殖生长及发酵，干燥后 Ｂ８ 可

固定于载体上，再将其投放于待处理废水中即可发挥其菌效．
关键词　 反硝化聚磷菌， 干粉菌剂， 脱氮除磷．
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ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｎｇ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ Ｂ８ ｐｏｗｄｅｒｓ

ＣＨＥＮ Ｊｉｎｇ１，２，３ 　 　 ＣＨＥＮ Ｐｉｎｇ１ 　 　 ＤＥＮＧ Ｗｅｎ１ 　 　 ＺＨＯＵ Ｘｉｎｃｈｅｎｇ１ 　 　 ＺＨＡＮＧ Ｗｅｎｙｉ１∗∗

（１． Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ＆ Ｓａｆｅｔｙ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，Ｃｈａｎｇｚｈｏｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｃｈａｎｇｚｈｏｕ， ２１３１６４， Ｃｈｉｎａ；
２． Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｍａｒｉｎｅ Ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｃａｒｂｏｎ Ｓｅｑｕｅｓｔｒａｔｉｏｎ，Ｑｉｎｇｄａｏ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｂｉｏｅｎｅｒｇｙ ａｎｄ

Ｂｉｏｐｒｏｃｅｓｓ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｑｉｎｇｄａｏ， ２６６１０１， Ｃｈｉｎａ；
３． Ｇｒａｄｕａｔｅ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｂｅｉｊｉｎｇ， １０００４９， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ｄｒｙ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｉｎｏｃｕｌｕｍｓ ｐｏｗｄｅｒ ｏｆ ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｎｇ
ｏｒｇａｎｉｓｍｓ （ＤＮＰＡＯｓ）， ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａｌ Ｂ８ ｉｎ ｉｎｏｃｕｌｕｍｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｗａｓ
ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ． Ｔｈｅ ｍｉｘｔｕｒｅ ｏｆ ｗｈｅａｔ ｂｒａｎ ａｎｄ ｃｏｒｎ ｐｏｗｄｅｒ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｃａｒｒｉｅｒ ｆｏｒ Ｂ８，
ａｎｄ ｔｈｅ ｂｅｅｆ ｅｘｔｒａｃｔ ｐｅｐｔｏｎｅ ｗａｓ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｔｏ ｂｅ ｔｈｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ｆｏｒ ｂａｃｔｅｒｉａ Ｂ８． Ｔｈｅ ｄｒｙ
ｉｎｏｃｕｌｕｍｓ ｐｏｗｄｅｒ ｏｆ ＤＮＰＡＯｓ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｐｒｅｐａｒｅｄ ａｔ ｔｈｅ ｗｈｅａｔ ｂｒａｎ ｔｏ ｃｏｒｎ ｐｏｗｄｅｒ ｒａｔｉｏ ｏｆ
８５ ∶１５， ｔｈｅ ｉｎｏｃｕｌｕｍｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｔｏ ｔｈｅ ｃａｒｒｉｅｒ ｒａｔｉｏ ｏｆ ４ ｍＬ·ｇ－１ ａｎｄ ｔｈｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ｔｏ ｃａｒｒｉｅｒ
ｒａｔｉｏ ｏｆ ４ ｍＬ·ｇ－１ ． Ｔｈｅ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｄｒｙ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｉｎｏｃｕｌｕｍｓ ｐｏｗｄｅｒ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｒｅｍｏｖｅ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓ ｏｆ ＣＯＤ， ＮＯ３⁃Ｎ ａｎｄ ｔｏｔａｌ Ｐ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ． Ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｐｏｌｌｕｔａｎｔ ｗａｓ
ＮＯ３⁃Ｎ， ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｕｍ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ｐＨ ｏｆ ｄｒｙ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｉｎｏｃｕｌｕｍｓ ｐｏｗｄｅｒ ｗａｓ ５．５， ａｎｄ ｔｈｅ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓ ｏｆ ＣＯＤ， ＮＯ３⁃Ｎ ａｎｄ ｔｏｔａｌ Ｐ ｗｅｒｅ ４３．２６％， ９２．７６％ ａｎｄ ６５．７７％， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｗｈｅｎ



　 ５ 期 陈晶等：反硝化聚磷菌 Ｂ８ 干粉菌剂的制备及应用 １１４９　

ｔｈｅ ｐｏｌｌｕｔａｎｔ ｗａｓ ｔｏｔａｌ Ｐ， ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｕｍ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ｐＨ ｏｆ ｄｒｙ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｉｎｏｃｕｌｕｍｓ ｐｏｗｄｅｒ ｗａｓ
６．５， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓ ｏｆ ＣＯＤ， ＮＯ３⁃Ｎ ａｎｄ ｔｏｔａｌ Ｐ ｗｅｒｅ ４４． ４１％， ５６． ２％ ａｎｄ ８７． ３０％，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｉｍａｇｅｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ Ｂ８ ｗａｓ ａｔｔａｃｈｅｄ ｔｏ ｔｈｅ
ｃａｒｒｉｅｒ， ａｎｄ ａｂｓｏｒｂｅｄ ｎｕｔｒｉｅｎｔｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｆｏｒ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ， ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ．
Ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ Ｂ８ ｗａｓ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ａｔ ｔｈｅ ｃａｒｒｉｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｄｒｙ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｉｎｏｃｕｌｕｍｓ ｐｏｗｄｅｒ， ｗｈｉｃｈ ｗｏｕｌｄ
ｐｌａｙ ｒｏｌｅ ｉｎ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｔｈｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｈｅｎ ｐｕｔ ｉｔ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ． Ｔｈｉｓ
ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ａ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ａｎｄ ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｉｎｏｃｕｌｕｍｓ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｎｇ ｏｒｇａｎｉｓｍｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｆｕｒｔｈｅｒ ｒｅｍｏｖａｌ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｉｎ ｅｆｆｌｕｅｎｔ ｆｒｏｍ ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｐｌａｎｔ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ｐｏｌｙ⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｎｇ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ（ＤＮＰＡＯｓ）， ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｏｗｄｅｒ，
ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｐｈｏｓｐｈｏｒｉｚａｔｉｏｎ．

近年来，污染控制型微生物菌剂开发日益受到重视［１⁃５］，尤其是氮、磷排放要求的提高，使得一些城

市污水处理厂不断追求高效生物脱氮、除磷技术工艺，也使反硝化聚磷菌（ＤＮＰＡＯｓ）研究开发成为热点．
反硝化聚磷菌是一类在厌氧环境中吸收碳源将其储藏为多聚 β 氢氧丁酸盐颗粒，同时菌体内的多聚磷

酸盐（Ｐｏｌｙ⁃Ｐ）分解，并将磷释放到水体中的微生物；而在缺氧 ／好氧环境中，其以硝态氮或分子氧为电子

受体超量吸磷［６⁃１０］ ．反硝化聚磷菌的新陈代谢、生长繁殖的生命过程，可使污水中的硝态氮转化成氮气，
磷通过排除剩余污泥而从污水中去除．

国内外有关菌剂制备及应用等研究方兴未艾．如 Ｓｐｒｏｃａｔｉ 等研制用于柴油和重金属共同污染土壤治

理菌剂，从长期污染土壤内筛选出具有烃降解能力的菌株组合制成 ＥＮＥＡＬＡＭＯＳＳ 菌剂，将此菌剂投加

到柴油和重金属共同污染土壤内可使其内烃降解率达 ７５％［１］；Ｎａｌｉｎｉ 和 Ｐａｒｔｈａｓａｒａｔｈｉ 针对悬钩子沙雷菌

（Ｓｅｒｒａｔｉａ ｒｕｂｉｄａｅａ）ＳＮＡＯ２ 固体发酵生物控制剂产生的鼠李糖脂特征和应用进行研究，得出将 ＳＮＡＯ２ 接

种至紫荆木属的 ｍａｈｕａ 可以有效促使其分泌鼠李糖脂来杀死植物病原菌，制得环保、廉价的生物控制

剂［２］；郭建等将 １５ ｍＬ 克雷伯氏菌属的氯嘧磺隆解菌 ２Ｎ３（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｊｉｌｉｎｓｉｓ）菌液接种至麦麸、木屑、玉米

粉、稳定剂的混合载体上（载体配比为 ８０∶１０∶５∶５），同时添加 １０ ｍＬ 营养液后发酵 ３６ ｈ，再对其进行３５ ℃
烘干制得降解氯嘧磺隆微生物菌剂，其氯嘧磺隆降解率可达 ８５．３％［１１］ ．干粉菌剂具有减少运输成本和易

于市场推广等优点，目前 ＤＮＰＡＯｓ 的微生物干粉菌剂研制尚处于实验室开发阶段，鲜见批量化生产和商

品化应用报道．
本团队在前期研究中，已筛得 １ 株反硝化聚磷菌（Ｂ８），并制备菌剂种子液［１２］，投加到水平潜流式人

工湿地，对常州市城北污水处理厂尾水强化脱氮除磷取得了较好的应用效果［１３］ ．由于该菌剂种子液的

剂型属于液态，液态菌剂存在不便于运输、保质期短和施用工艺复杂、人工成本较高等不足．因此，本研

究以 Ｂ８ 为研究对象，优化干粉菌剂制备的工艺条件，即考察投菌量、载体成分组成、发酵液类型及用量

和初始 ｐＨ 对干粉菌剂菌效的影响，利用扫描电子显微镜对 ＤＮＰＡＯｓ 干粉菌剂成品和空白载体进行形

貌观察，并将其加入无菌人工配制废水考察总磷、硝酸盐氮和 ＣＯＤ 的去除效果，以期为 ＤＮＰＡＯｓ 干粉菌

剂制备技术提供实验数据和技术支持．

１　 材料与方法（Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ）

１．１　 培养基

每升 ＰＡＭ 培养液：（ＮＨ４） ２ ＳＯ４ ２．７５ ｇ，Ｎａ２ＨＰＯ４ ３．０６ ｇ，ＫＨ２ ＰＯ４ ３ ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２ Ｏ ０．２５ ｇ，ＣａＣｌ２
０．２５ ｇ，柠檬酸钠 ４．０ ｇ，ＮａＣｌ ２．５ ｇ，蔗糖 ０．０１ ｇ［１４］ ．

每升牛肉膏蛋白胨培养基：蛋白胨 １０ ｇ，牛肉膏 ３ ｇ，ＮａＣｌ ５ ｇ，ｐＨ ７．２—７．４［１５］ ．
每升酵母浸出汁：酵母膏 ５ ｇ．
灭菌条件：１．０３×１０５ Ｐａ，１２１ ℃，２０ ｍｉｎ．

１．２　 废水水质

实验用水为人工配制废水，具体成分为：乙酸钠 ３００ ｍｇ、ＮＨ４ Ｃｌ １４ ｍｇ、Ｎａ２ ＨＰＯ４ １００ ｍｇ、ＭｇＳＯ４
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４５ ｍｇ，ＮａＣｌ １８ ｍｇ、ＣａＣＯ３ ４０ ｍｇ、ＫＮＯ３ ２５０ ｍｇ、蒸馏水 １０００ ｍＬ．实验用水水质如表 １ 所示．

表 １　 实验用水水质

Ｔａｂｌｅ １　 Ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｗａｔｅｒ
指标 Ｉｎｄｅｘ ＣＯＤ ／ （ｍｇ·Ｌ－１） ＴＰ ／ （ｍｇ·Ｌ－１） ＮＯ－

３ ⁃Ｎ ／ （ｍｇ·Ｌ－１）

范围 Ｒａｎｇｅ １０１．３３—１８６．６７ ９．６０—１８．６０ ３．９１—５．４８

平均值 Ａｖｅｒａｇｅ ｖａｌｕｅ １５２．２９ １１．８７ ５．０２

１．３　 Ｂ８ 干粉菌剂制备方法

以 Ｂ８ 种子液作为对象制备干粉菌剂，制备菌剂基本操作：取适量在 ３０ ℃、１２０ ｒ·ｍｉｎ－１、初始 ｐＨ ６．５
条件下培育 ２０ ｈ 得到的高含量 Ｐｏｌｙ⁃Ｐ 颗粒的 Ｂ８ 种子液（活菌数为 ６．２５×１０７—８．５５×１０７ ｃｆｕ·ｍＬ－１），再
３８００ ｒ·ｍｉｎ－１离心 １６ ｍｉｎ 后获得 Ｂ８ 菌种，再用无菌生理盐水清洗 ３ 次，使用 ２０ ｍＬ 发酵液与 ２ ｍＬ ＰＡＭ
培养液的混合液重悬后，将其倒入用球磨机粉碎、再过筛（２００ 目） 的 ５ ｇ 载体固体摇晃发酵 ８ ｈ
（１３０ ｒ·ｍｉｎ－１，３５ ℃），最后将其置于盖有 ８ 层纱布的培养皿内干燥（温度设为 ２０ ℃） 至含水率低

于 １０％．
１．４　 Ｂ８ 干粉菌剂制备条件优化

每次实验前配制人工模拟废水，并且对其高压湿热灭菌，冷却后备用．用 Ｂ８ 干粉菌剂在摇瓶内脱氮

除磷应用，考察不同条件（投菌量、载体组成、发酵液类型和用液量、发酵液 ｐＨ）对 Ｂ８ 干粉菌剂的磷和

硝酸盐氮去除效果．
１．４．１　 投菌量

分别取 ０、１０、２０、３０、４０、５０ ｍＬ 的在 ３０ ℃、１２０ ｒ·ｍｉｎ－１、初始 ｐＨ ６．５ 条件下培育 ２０ ｈ 得到的高含量

Ｐｏｌｙ⁃Ｐ 颗粒的 Ｂ８ 种子液，分别对其 ３８００ ｒ·ｍｉｎ－１离心 １６ ｍｉｎ 后获得 Ｂ８ 菌种，再用无菌生理盐水清洗

３ 次使用 ２０ ｍＬ 酵母浸出汁与 ２ ｍＬ ＰＡＭ 培养液的混合液（ｐＨ ５．５）重悬后倒入过筛的 ５ ｇ 载体（具体组

成为灭菌后的麦麸 ４．２５ ｇ，玉米粉 ０．７５ ｇ）进行固体摇晃发酵 ８ ｈ（１３０ ｒ·ｍｉｎ－１，３５ ℃），最后将其置于盖

有８ 层纱布的培养皿内干燥（温度 ２０ ℃）至含水率低于 １０％，即制得菌剂成品，并对每个样品进行菌落

计数．将 １ ｇ 菌剂成品投入 １００ ｍＬ 人工模拟废水，３ ｈ 厌氧－１２ ｈ 缺氧处理．待投菌运行处理后取水样，再
将水样离心取液，分别测定上清液中 ＣＯＤＣｒ、ＴＰ、ＮＯ

－
３ ⁃Ｎ 含量，最后计算化学需氧量、除磷率和硝酸盐氮

去除率且绘制成图．
１．４．２　 载体组成

制备 Ｂ８ 种子液且离心获得菌种，清洗和重悬后倒入过筛的 ５ ｇ 载体（灭菌处理后 Ｗ麦麸 ∶Ｗ玉米粉组成

分别为 ７５％∶２５％、８０％∶２０％、８５％∶１５％、９０％∶１０％、９５％∶５％、１００％∶０％）固体摇晃发酵 ８ ｈ，最后将其干燥

（２０ ℃）至含水率低于 １０％，即制得菌剂成品，并对每个样品进行菌落计数．将 １ ｇ 菌剂成品投入 １００ ｍＬ
人工模拟废水中，３ ｈ 厌氧⁃１２ ｈ 缺氧处理．待投菌运行处理后取水样，再将水样离心取液，分别测定上清

液中 ＣＯＤＣｒ、ＴＰ、ＮＯ
－
３ ⁃Ｎ 含量．

１．４．３　 发酵液类型和用液量

制备 Ｂ８ 种子液且离心获得菌种，清洗后使用 ２０ ｍＬ 酵母浸出汁或 ５、１０、１５、２０、２５、３０ ｍＬ 牛肉膏蛋

白胨培养基与 ２ ｍＬ ＰＡＭ 培养液的混合液（ｐＨ ５．５）重悬后倒入过筛的载体固体摇晃发酵 ８ ｈ，最后将其

干燥（２０ ℃）至含水率低于 １０％，即制得菌剂成品，并对每个样品进行菌落计数．将 １ ｇ 菌剂成品投入

１００ ｍＬ 人工模拟废水中 ３ ｈ 厌氧⁃１２ ｈ 缺氧处理．待投菌运行处理后取水样，再将水样离心取液，分别测

定上清液中 ＣＯＤＣｒ、ＴＰ、ＮＯ
－
３ ⁃Ｎ 含量．

１．４．４　 发酵液 ｐＨ
制备 Ｂ８ 种子液且离心获得菌种，清洗后使用 ２０ ｍＬ 牛肉膏蛋白胨培养基与 ２ ｍＬ ＰＡＭ 培养液的混

合液（ｐＨ ５．５、６．０、６．５、７．０、７．５、８．０）重悬后，倒入过筛的载体固体摇晃发酵 ８ ｈ，最后将其进行干燥至含

水率低于 １０％，即制得菌剂成品，并对每个样品进行菌落计数．将 １ ｇ 菌剂成品投入 １００ ｍＬ 人工模拟废

水中 ３ ｈ 厌氧⁃１２ ｈ 缺氧处理．待投菌运行处理后取水样，再将水样离心取液，分别测定上清液中 ＣＯＤＣｒ、
ＴＰ、ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 含量．



　 ５ 期 陈晶等：反硝化聚磷菌 Ｂ８ 干粉菌剂的制备及应用 １１５１　

１．５　 扫描电镜样品制备方法

将过 ２００ 目筛的菌剂成品和无菌载体均匀添加 ２．５％的戊二醛在 ４ ℃下固定 ３ ｈ，待其蒸干后即制

得扫描电镜样品．在置物盘粘上碳导电双面胶带，将扫描电镜样品粘至胶带上，然后在胶带边缘涂上导

电银浆以连接样品与载物盘，待银浆干燥完毕，再进行蒸金处理后，即可上样拍摄扫描电镜照片．
１．６　 分析测定方法

（１）水质分析方法采用《水和废水监测分析方法》（第四版） ［１６］，其中 ＣＯＤ 测定采用重铬酸钾快速

密闭消解法， ＴＰ 测定采用过硫酸钾消解钼锑抗分光光度法，ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 测定采用酚二磺酸分光光度法．

（２）干粉菌剂的活菌数测定采用 ＰＡＭ 培养基平板涂布计数法．
（３） Ｂ８ 干粉菌剂样品形貌观察采用扫描电镜．

２　 结果与讨论 （Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）

２．１　 Ｂ８ 干粉菌剂制备条件优化分析

２．１．１　 投菌量优化分析

由图 １ 及图 ２ 可以看出，随接种菌液量的增加，菌剂活菌数也随之增加．在不接种菌液时，无菌载体

对 ＴＰ、ＮＯ－
３ ⁃Ｎ、ＣＯＤ 的吸附平均去除率分别为 ９．２６％、１１．１１％、５１．８４％，这主要是由于无菌载体微粒有较

大的比表面积，有一定的吸附作用所致．随接种菌液量的增长，干粉菌剂对 ＴＰ、ＮＯ－
３ ⁃Ｎ、ＣＯＤ 的平均去除

率也在增加，但当接种菌液量为 ２０ ｍＬ 时，平均除 ＴＰ 率达到峰值为 ３２．０３％，而 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ、ＣＯＤ 的平均去除

率分别为 ４２．９１％和 ６４．１２％．随后干粉菌剂对 ＴＰ 平均去除率随接种菌液量增加而降低，对 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 平均

去除率稳定于 ３９．４４％左右．Ｂ８ 干粉菌剂对碳源摄取量（即 ＣＯＤ 去除能力）随着投菌液量的增加呈线性

上升．另外，通过单一样本 ｔ 检验分析，得出单一条件的不同处理下的 ＴＰ 和 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 平均去除率变化具有

差异性（Ｐ＜０．０５）．结果表明，投菌量过少会减少菌剂载体吸附的 Ｂ８ 菌数量，而投菌量过多，则有限营养

会限制和削弱 Ｂ８ 干粉菌剂除磷能力，因此针对 ２０ ｍＬ 酵母浸出汁与 ２ ｍＬ ＰＡＭ 的混合液（ｐＨ ５．５）混入

５ ｇ 载体（具体组成为灭菌后的麦麸 ４．２５ ｇ，玉米粉 ０．７５ ｇ） 所制得的干粉菌剂成品最佳投菌液量为

２０ ｍＬ，即投菌液量为 ４ ｍＬ·ｇ－１干粉．

图 １　 接种菌液量对菌剂活菌数的影响
Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｎｇ ｌｉｑｕｉｄ ｑｕａｎｔｉｔｙ ｏｎ ｂａｃｔｅｒｉａ

ｎｕｍｂｅｒ ｂｙ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ ａｇｅｎｔ

图 ２　 接种菌液量对菌剂除污效果的影响
Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｎｇ ｌｉｑｕｉｄ ｑｕａｎｔｉｔｙ ｏｎ

ｄｅｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ ｂｙ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ ａｇｅｎｔ

２．１．２　 载体配比优化分析

由图 ３ 及图 ４ 可以看出，随着麦麸和玉米粉载体配比的增大，菌剂活菌数在载体配比为 ８５％：１５％
时达到峰值；麦麸和玉米粉的比例会影响 Ｂ８ 干粉菌剂脱氮除磷的效果，其中 ＴＰ、ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 平均去除率随

着麦麸成分的递增呈现先上升后下降的趋势，而 ＣＯＤ 平均去除率受麦麸和玉米粉比例影响不显著．当
麦麸和玉米粉载体配比为 ８５％∶１５％时，Ｂ８ 干粉菌剂针对人工配制废水的 ＴＰ 平均去除率达到峰值

３１．６５％，此时其 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ、ＣＯＤ 平均去除率分别为 ３５． ７６％和 ５９． ６５％．当麦麸和玉米粉载体配比为

９０％∶１０％时，Ｂ８ 干粉菌剂针对人工配制废水 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 平均去除率达到峰值 ３５．９５％，此时其 ＴＰ、ＣＯＤ 平均
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去除率分别为 ２６．０１％和 ７２．９７％．通过单一样本 ｔ 检验分析，得出单一条件不同处理下的 ＴＰ 平均去除率

变化（Ｐ＜０．０５）和 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 平均去除率变化（Ｐ＜０．０１）均具有差异性．考虑到研制 Ｂ８ 干粉菌剂后续将运用

于外环境中，废水内 ＣＯＤ 易于被其它种属微生物吸收，因此针对于 ２０ ｍＬ 投菌液量、２０ ｍＬ 酵母浸出汁

与２ ｍＬ ＰＡＭ 的混合液（ｐＨ ５．５）混入 ５ ｇ 载体所制得的干粉菌剂成品最佳载体配比为 ８５％∶１５％．

图 ３　 载体配比对菌剂活菌数的影响

Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃａｒｒｉｅｒ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｎ ｂａｃｔｅｒｉａ
ｎｕｍｂｅｒ ｂｙ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ ａｇｅｎｔ

图 ４　 载体配比对菌剂除污效果的影响

Ｆｉｇ．４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃａｒｒｉｅｒ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｎ
ｄｅｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ ｂｙ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ ａｇｅｎｔ

２．１．３　 发酵液类型和用液量优化分析

发酵液类型对菌剂上吸附的活菌数以及其脱氮除磷效果的影响见表 ２．由表 ２ 可知，当发酵液由纯

酵母浸出液更换为牛肉膏蛋白胨培养基后，其对载体吸附的活菌数具有提高作用（发酵液为酵母浸出

液时，体系活菌数为 ５．１５×１０１０ ｃｆｕ·ｇ－１；发酵液为牛肉膏蛋白胨时，体系活菌数为 ６．３３×１０１０ ｃｆｕ·ｇ－１），也
极大地提高了 ＴＰ 和 ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 去除率．虽然发酵液采用牛肉膏蛋白胨培养基后，初始投菌时引起了 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ

和 ＣＯＤ 分别升高了 ２．０１ ｍｇ·Ｌ－１和 １４．３６ ｍｇ·Ｌ－１，但综合分析 Ｂ８ 菌剂脱氮除磷效果，明显可以看出选择

牛肉膏蛋白胨培养基可改善 Ｂ８ 发挥菌效所受的营养限制，因而将其作为 Ｂ８ 干粉菌剂发酵液更为合适．

表 ２　 发酵液类型对菌剂除污效果的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｌｉｑｕｉｄ ｔｙｐｅ ｏｎ ｄｅｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ ｂｙ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ ａｇｅｎｔ
发酵液类型
Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｌｉｑｕｉｄ ｔｙｐｅ

ＴＰ 去除率 ／ 偏差
Ｒｅｍｏｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ＴＰ ／ Ｄｅｖｉａｔｉｏｎ

ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 去除率 ／ 偏差

Ｒｅｍｏｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ＮＯ－
３ ⁃Ｎ ／ Ｄｅｖｉａｔｉｏｎ

ＣＯＤ 去除率 ／ 偏差
Ｒｅｍｏｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ＣＯＤ ／ Ｄｅｖｉａｔｉｏｎ

酵母浸出液 Ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ ３２．７８％ ／ ０．４５％ ３１．９３％ ／ ０．２２％ ５９．１４％ ／ ０．４７％

牛肉膏蛋白胨 Ｂｅｅｆ ｅｘｔｒａｃｔ ｐｅｐｔｏｎｅ ６７．５１％ ／ ０．３９％ ９４．９１％ ／ ０．０２％ ５５．２２％ ／ ０．３１％

发酵液液量对菌剂活菌数的影响见图 ５，发酵液液量对菌剂脱氮除磷效果影响见图 ６．

图 ５　 发酵液液量对菌剂活菌数的影响

Ｆｉｇ．５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔ ｌｉｑｕｉｄ ｑｕａｎｔｉｔｙ ｏｎ
ｂａｃｔｅｒｉａ ｎｕｍｂｅｒ ｂｙ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ ａｇｅｎｔ

图 ６　 发酵液用液量对菌剂除污效果的影响

Ｆｉｇ．６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔ ｌｉｑｕｉｄ ｑｕａｎｔｉｔｙ ｏｎ
ｄｅｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ ｂｙ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ ａｇｅｎｔ



　 ５ 期 陈晶等：反硝化聚磷菌 Ｂ８ 干粉菌剂的制备及应用 １１５３　

　 　 当加入发酵液液量为 ２０ ｍＬ 时，载体吸附的菌剂活菌数达到最大值，与此同时，Ｂ８ 菌剂对 ＴＰ、
ＮＯ－

３ ⁃Ｎ平均去除率也均达到峰值，分别为 ６４．３０％、９２．６７％，而 ＣＯＤ 平均去除率为 ６１．８２％．通过单一样本

ｔ 检验分析，得出单一条件不同处理下的 ＴＰ 和ＮＯ－
３ ⁃Ｎ平均去除率变化具有显著性差异（Ｐ＜０．０１）．由此可

见，加入过多或过少发酵液都会影响 Ｂ８ 吸附于载体上的活菌数，进而影响其脱氮除磷的菌效发挥．说明

针对于 ２０ ｍＬ 投菌液量、牛肉膏蛋白胨培养基与 ２ ｍＬ ＰＡＭ 的混合液 （ ｐＨ ５． ５） 混入 ５ ｇ 载体

（Ｗ麦麸∶Ｗ玉米粉为 ８５％∶１５％）所制得的干粉菌剂成品最佳发酵液液量为 ２０ ｍＬ，即发酵液用量为 ４ ｍＬ·ｇ－１

干粉．
２．１．４　 发酵液 ｐＨ 优化分析

发酵液 ｐＨ 对菌剂活菌数的影响见图 ７，发酵液 ｐＨ 对菌剂脱氮除磷效果影响见图 ４．通过单一样本 ｔ
检验分析，得出单一条件的不同处理下的 ＴＰ 和 ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 平均去除率变化具有显著性差异（Ｐ 均小于

０．０１）．当发酵液 ｐＨ６．５ 时，Ｂ８ 菌剂对 ＴＰ 平均去除率达到峰值，为 ８７．３０％，而 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ、 ＣＯＤ 平均去除率

分别为 ５６．２１％、４４．１４％．当发酵液的 ｐＨ 值为 ５．５ 时，Ｂ８ 菌剂对 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 平均去除率达到峰值，为９２．７６％，

而 ＴＰ、 ＣＯＤ 平均去除率分别为 ６５．７７％、４３．２６％．而且当 ｐＨ 值为 ７．０ 时，干粉 Ｂ８ 菌剂对 ＴＰ 的平均去除

率骤然下降，与前期实验结果“Ｂ８ 种子液适宜制备条件为初始 ｐＨ６．５—７．０”略有偏差［１２］，其原因在于菌

剂载体会在偏酸环境中受到腐蚀，有利于 Ｂ８ 菌株附着、生长从而发挥菌效，但是在过酸环境（ｐＨ＜６．０）
内长时间的处理废水会使 ＤＮＰＡＯｓ 受酸破坏菌膜致使自溶［１７］，这也就解释了“当 ｐＨ 值为 ５．５ 时，Ｂ８ 菌

剂对 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 的平均去除率均达到峰值，而 ＴＰ 的平均去除率仅为 ６５．７７％”的现象．而当 ｐＨ＞７．０ 时，菌剂

载体吸附的 Ｂ８ 活菌数并没有显著上升，但其脱氮除磷能力却有所上升，推测偏碱环境促进磷酸盐和硝

酸盐的沉淀［１８］ ．说明在主要处理对象为硝酸盐氮时，针对于 ２０ ｍＬ 投菌液量、２０ ｍＬ 牛肉膏蛋白胨培养

基与 ２ ｍＬ ＰＡＭ 的混合液混入 ５ ｇ 载体（Ｗ麦麸∶Ｗ玉米粉为 ８５％∶１５％）所制得的干粉菌剂成品的最佳 ｐＨ 值

为 ５．５；而在主要处理对象为总磷时，则同等条件下所制得的干粉菌剂成品的最佳 ｐＨ 值为 ６．５．综上所

述，即当主要污水处理因子为硝酸盐氮时，干粉菌剂成品的最佳发酵液 ｐＨ 值为 ５．５，该菌剂对化学需氧

量、硝酸盐氮和总磷的去除率可达 ４３．２６％、９２．７６％和 ６５．７７％；而当主要处理因子为总磷时，则同等条件

下所制得的干粉菌剂成品的最佳发酵液 ｐＨ 值为 ６．５，该菌剂对化学需氧量、硝酸盐氮和总磷的去除率

可达 ４４．４１％、５６．２１％和 ８７．３０％．

图 ７　 发酵液 ｐＨ 对菌剂活菌数的影响

Ｆｉｇ．７　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐＨ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔ ｌｉｑｕｉｄ ｏｎ ｂａｃｔｅｒｉａ
ｎｕｍｂｅｒ ｂｙ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ ａｇｅｎｔ

图 ８　 发酵液 ｐＨ 对菌剂除污效果的影响

Ｆｉｇ．８　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐＨ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔ ｌｉｑｕｉｄ ｏｎ
ｄｅｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ ｂｙ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ ａｇｅｎｔ

２．２　 Ｂ８ 干粉菌剂扫描电镜观察

Ｂ８ 干粉菌剂和空白载体（均过 ２００ 目筛）放大 １００００ 倍后的扫描电镜见图 ９．由图 ９ 可知，空白载体

在放大 １００００ 倍后其载体表面较为平滑，仅黏附有少量不规则形状的颗粒物；而 Ｂ８ 干粉菌剂在放大

１００００ 倍后的菌剂载体表面较粗糙，且其上存在有明显的杆状菌株（即 Ｂ８）；说明 Ｂ８ 菌株可附着于过

筛、无菌载体配比组成 ８５％∶１５％麦麸和玉米粉的载体上，并摄取牛肉膏蛋白胨培养基与 ＰＡＭ 混合液

（ｐＨ ５．５—６．５）的营养用于繁殖生长及发酵，干燥后 Ｂ８ 可固定于载体上，再将其投放于待处理废水中即

可发挥其菌效．
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图 ９　 Ｂ８ 干粉菌剂成品（ａ）和空白载体（ｂ）的扫描电镜照片

Ｆｉｇ．９　 ＳＥＭ ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｓ ｏｆ Ｂ８ ｂａｃｔｅｒｉａ ｐｏｗｄｅｒ ｐｒｏｄｕｃｔｓ （ａ） ａｎｄ ｓｔｅｒｉｌｅ ｃａｒｒｉｅｒ

２．３　 Ｂ８ 干粉菌剂成品技术指标和成本

当制备条件为投菌液量 ２０ ｍＬ，载体配比 Ｗ麦麸 ∶Ｗ玉米粉为 ８５％∶１５％，发酵液选用牛肉膏蛋白胨培养

基且其用液量 ２０ ｍＬ，发酵液 ｐＨ 值为 ５．５—６．５ 时，制得 ５ ｇ Ｂ８ 干粉菌剂成品．该菌剂技术指标为：性状

呈粉末状，颜色呈棕黄色，微生物含量为（５．７—５７．４） ×１０８ ｃｆｕ·ｇ－１，非微生物成分为麦麸和玉米粉．根据

对原料市购价格求和，得到 Ｂ８ 干粉菌剂成品成本为每克 ０．１９ 元．
通过将相等菌量的 Ｂ８ 菌液和干粉菌剂分别引入序批式生物反应器（ＳＢＲ），分别考察在厌氧⁃缺氧

条件下运行的各反应器除污效果［１９］ ．ＳＢＲ 均在缺氧段对 ＴＰ 降解过程符合一阶指数衰减动力学模型，在
第 ７１ 天时，投加菌液的 ＳＢＲ 吸磷动力学系数 ＫＰ 为 １．２５８４，投加菌粉的 ＳＢＲ 吸磷动力学系数 ＫＰ 为

２．０３７９．由此可见，干粉菌剂性质和菌液相比，直接将其投放入水中，Ｂ８ 菌效明显得到提升．

３　 结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ）

（１）利用 １ ｇ Ｂ８ 干粉菌剂成品投入 １００ ｍＬ 人工模拟废水内 ３ ｈ 厌氧⁃１２ ｈ 缺氧处理，得出其在同等

处理条件下干粉菌剂脱氮除磷能力的高低，从而发现 Ｂ８ 干粉菌剂制备参数如投菌量、载体组成、发酵液

类型和用液量、发酵液 ｐＨ 对 Ｂ８ 干粉菌剂的除氮磷效果具有影响．Ｂ８ 干粉菌剂适宜制备条件为投菌液

量 ４ ｍＬ·ｇ－１，载体配比 Ｗ麦麸∶Ｗ玉米粉为 ８５％∶１５％，发酵液选用牛肉膏蛋白胨培养基且其用液量 ４ ｍＬ·ｇ－１ ．
主要处理对象为硝酸盐氮时，干粉菌剂成品的最佳发酵液 ｐＨ 值为 ５．５，上述条件下制备的菌剂对化学

需氧量、硝酸盐氮和总磷的去除率可达 ４３．２６％、９２．７６％和 ６５．７７％；而在主要处理对象为总磷时，则同等

条件下所制得的干粉菌剂成品的最佳发酵液 ｐＨ 值为 ６．５，上述条件下制备的菌剂对化学需氧量、硝酸

盐氮和总磷的去除率可达 ４４．４１％、５６．２１％和 ８７．３０％．
（２）通过 Ｂ８ 干粉菌剂和未加 Ｂ８ 菌种的空白载体放大 １００００ 倍后扫描电镜照片对比，说明 Ｂ８ 菌株

可附着于将过筛且灭菌后的载体配比组成（Ｗ ／ Ｗ）为 ８５％∶１５％的麦麸和玉米粉的载体上，并摄取牛肉膏

蛋白胨培养基与 ＰＡＭ 培养液的混合液（ｐＨ ５．５—６．５）的营养用于繁殖生长及发酵，干燥后 Ｂ８ 可固定于

载体上，再将其投放于待处理废水中即可发挥其菌效．
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