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　　摘要：氮磷含量超标是导致水体富营养化的主要原因，向水体中投加有机碳源能促进生物絮团的形成并净化水
质。以产朊假丝酵母固体菌剂为研究对象，探究其对生物絮团的形成、氨氮与总磷去除效果的影响。结果表明，以膨

化玉米粉作为固态载体吸附产朊假丝酵母去除氨氮和总磷效果最佳；在试验水体中投加１０ｍｇ／Ｌ活性产朊假丝酵母
固体菌剂与１０μＬ／Ｌ活性菌液，均有明显降低水中氨氮、总磷含量的作用，其中投加活性固体菌剂效果最明显，光照培
养９ｄ后其氨氮与总磷的去除率分别为５０．４９％和３８．２４％，比空白对照组提高了６７．６３％和５５．５１％。通过相差显微
镜观察得出，投加固体菌剂后，在水体中能形成明显的生物絮团结构，原生动物与原生藻类数量明显增加。比较室内、

室外２种培养条件下试验结果表明，室外培养条件下投加固体菌剂水样氨氮和总磷去除率分别为 ６９．５２％和
５３．６９％，较空白对照组提高了１７．９９％和３０．５７％；室内培养条件下，投加固体菌剂水样氨氮和总磷去除率分别为
５５．３７％ 和４２．７９％，较空白对照组提高了５１．００％和４１．１３％。在人工接种铜绿微囊藻的水体中投加固体菌剂培养
１０ｄ后，铜绿微囊藻的生长受到明显抑制，氨氮与总磷去除率分别达９８．７０％与４０．４８％，表明向水体中投加产朊假丝
酵母固体菌剂具有调控水体生物群落的作用并能提高对氨氮和总磷的去除率。
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　　水产高密度养殖系统中存在的高污染、高发病率问题已
经成为制约养殖业健康发展的关键因素。生物絮团技术的发

展为上述问题的解决提供了新的方法［１－２］。生物絮团是由水

体中的细菌、藻类、浮游动植物与有机碎屑等经过生物絮凝而

成的具有自我繁殖能力的团聚物［３］，这种团状物质能在净化

水质的同时为水产养殖动物提供优质生物饵料等［４－６］。有研

究表明，向水体中投加一定量的碳源能促进生物絮团的形成，

常用的碳源有葡萄糖、蔗糖、稻壳、麦麸、玉米粉等，载体的选

择应综合考虑碳源的费用、生物降解率以及载体分散性［７］。

陈海兵将稻壳粉与益生菌混合添加到养殖水体中，不仅降低

了养殖成本，而且有助于异养微生物有效吸收降解水体中的

氨氮、亚硝酸盐氮等有害物质并维持养殖水体的稳定性［８］。

叶建勇等研究发现，投加甘蔗渣悬浮颗粒和芽孢杆菌能有效

促进水体中生物絮团的形成，提高氨氮、亚硝态氮等有害物质

的降解量，有效改善水质［９］。

笔者所在实验室前期研究表明，投加产朊假丝酵母

（Ｃａｎｄｉｄａｕｔｉｌｉｓ）液态菌剂能够较好地去除水体中氨氮与总
磷［１０］。本研究将产朊假丝酵母与有机固体载体相结合，探究

其投入水体后对生物絮团形成和氮磷去除率的影响，以期为

人工调控养殖水体微生物群落和富营养化水体的生物修复提

供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌种与材料　产朊假丝酵母ＳＧ６０７，由笔者所在实验
室分离并保存。铜绿微囊藻（Ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）９０５，购自
中国科学院水生生物研究所藻种保藏中心。藻种经活化后于

光照度为２０００ｌｘ、光—暗周期为１４ｈ—１０ｈ的２５℃ 人工气
候箱中培养。膨化玉米粉等固体载体均为市购。

１．１．２　培养基　产朊假丝酵母采用醇母浸出粉胨葡萄糖
（ＹＰＤ）培养基［１１］和氨基酸废液培养基［１２］培养，铜绿微囊藻

采用ＢＧ１１培养基［１３］培养。

１．１．３　试验水样　以取自湖北省武汉市某中心公园的景观
池塘水作为本试验用的天然水样。为比较投加菌液与固体菌

剂对水中氨氮含量影响，模拟配制天然加富水样，即在天然水

样中补加８．０ｍｇ／ＬＮＨ４Ｃｌ和０．６ｍｇ／ＬＮａＨ２ＰＯ４。
１．２　试验方法
１．２．１　产朊假丝酵母菌液及固体菌剂制备　将保存的产朊
假丝酵母ＳＧ６０７菌株接种到 ＹＰＤ培养基平板上，３０℃活化
培养２ｄ，取经活化的菌种接入ＹＰＤ液体培养基中，于３０℃、
１７０ｒ／ｍｉｎ条件下培养２０ｈ后，转接到氨基酸废液培养基中，
于３０℃、１７０ｒ／ｍｉｎ条件下培养１８ｈ，制备成酵母菌液；将菌
液与固体载体按质量比１∶２混合均匀后，制备成固体菌剂，
备用。

１．２．２　不同产朊假丝酵母固体菌剂对水样中氨氮与总磷去
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除率的影响　取２ｍｇ不同载体的固体菌剂分别加入到盛有
２００ｍＬ天然加富水样的三角瓶中，以不进行任何处理的水样
为空白对照，以加入 ２μＬ菌液的水样为菌液空白对照，于人
工气候箱中光照培养７ｄ后，测定其氨氮、总磷质量浓度，每
个处理３次重复。
１．２．３　活性产朊假丝酵母及灭活产朊假丝酵母对水样中生
物絮团形成及氨氮、总磷去除率的影响　取２μＬ活性菌液、
２ｍｇ活性固体菌剂分别加入到盛有２００ｍＬ天然加富水样的
三角瓶中，以添加等量的无菌水、灭活菌液、膨化玉米粉、灭活

固体菌剂作为对照，于人工气候箱中光照培养９ｄ，测定细菌
活菌数及氨氮、总磷质量浓度，并使用荧光相差显微镜观察拍

照，每个处理３次重复。
１．２．４　室内外不同培养条件下产朊假丝酵母菌剂对氨氮与
总磷去除率的影响　室内培养在人工气候箱中进行，分别取
２μＬ菌液、２ｍｇ固体菌剂加入到盛有２００ｍＬ天然加富水样
的三角瓶中培养，空白对照瓶中添加２μＬ无菌水。室外试验
在６０ｃｍ×３０ｃｍ×５０ｃｍ的塑料箱中进行，分别取６５０μＬ菌
液、６５０ｍｇ固体菌剂投加至装有６５Ｌ天然加富水样的长方形
塑料箱中，空白对照组中加入６５０μＬ无菌水，连续培养１３ｄ
后，测定水中细菌活菌数与氨氮、总磷质量浓度，每个处理３
次重复。

１．２．５　产朊假丝酵母ＳＧ６０７菌液及固体菌剂对天然加富水
样中铜绿微囊藻生长的影响　在２００ｍＬ天然加富水样中接
入藻细胞浓度为１．１５×１０７ＣＦＵ／ｍＬ的铜绿微囊藻２ｍＬ，然
后分别加入２μＬ菌液、２ｍｇ固体菌剂，对照组采用２μＬ无菌
水、２μＬ无菌载体分别替代２μＬ菌液、２ｍｇ固体菌剂，在光
照培养箱中培养１０ｄ，取样测定藻细胞数及氨氮、总磷质量浓
度。每个处理３次重复。

１．２．６　藻细胞数、细菌总数、氨氮质量浓度和总磷质量浓度
的测定　藻细胞数的测定采用血球计数板计数法，测定３次
取平均值；水中细菌总数的测定采用牛肉膏平板涂布法；藻液

经０．４５μｍ微孔滤膜过滤后测定滤液中氨氮、总磷质量浓
度，氨氮质量浓度的测定采用苯酚次氯酸盐法，总磷质量浓度

的测定采用钼酸铵分光光度法，本研究涉及所有水体常规理

化指标的测定参照《水和废水监测分析方法》（第四版）［１４］。

１．２．７　试验时间与地点　室外水样试验于２０１６年９月８—
３０日在湖北省武汉市东西湖区常青公园进行，当时气温范围
为２０～３２℃；室内水样试验于２０１６年５—１０月在武汉轻工
大学资源与环境微生物实验室人工培养气候箱中完成。

２　结果与分析

２．１　不同载体吸附产朊假丝酵母对水样氨氮与总磷去除率
的影响

为研究不同载体吸附产朊假丝酵母 ＳＧ６０７对水中氨氮
与总磷去除率的影响，分别将不同载体及其吸附后的固体菌

剂投加至天然加富水样（水质参数见表１）中，光照培养１周
后比较水样中氮磷含量。结果（图１）表明，相较于空白对照
组，投加载体和固体菌剂的处理均具有一定降解氨氮与总磷

的效果，其中投加固体菌剂的处理效果更好，且不同载体吸附

产朊假丝酵母降解氨氮与总磷效果有明显差异，其中膨化大

米和膨化玉米粉吸附产朊假丝酵母投入天然加富水样后的氨

氮与总磷去除率较高，其氨氮去除率分别为 ４６．７％和
４４４％，分别较空白对照高１７９．６４％和１６５．８７％；总磷去除
率分别为３５．２％和３７．５％，分别较空白对照高２２５．９３％和
２４７．２２％。综合考虑，后续试验均选用膨化玉米粉为载体。

表１　天然水样的水质参数

参数
总磷含量

（ｍｇ／Ｌ）
氨氮含量

（ｍｇ／Ｌ）
化学需氧量

（ｍｇ／Ｌ）
藻细胞总数

（ＣＦＵ／ｍＬ）
细菌活菌数

（ＣＦＵ／ｍＬ） ｐＨ值

最大值 ０．１０７ ０．０５３７ ５５．２６ ５．８×１０４ ８６０ ７．８
最小值 ０．０３８ ０．０１１５ ２４．１２ ２．５×１０４ ５３０ ７．２
平均值 ０．０５４ ０．０２１５ ３５．６４ — — —
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２．２　产朊假丝酵母固体菌剂对生物絮团形成及氨氮、总磷去
除率的影响

各处理水样的显微观察结果（图２）显示，与对照（图２－
ａ）相比，添加固体载体及其固体菌剂的水样中均能观察到少
量原生动物和丝状藻类。投加菌液的水样中藻类长势良好、

生物絮团结构明显且在藻类周边能观察到少量酵母细胞（图

２－ｅ）。投加载体、灭活固体菌剂与固体菌剂的水样中均观

察到黑色固体颗粒（图 ２－ｂ、图 ２－ｄ、图 ２－ｆ），其中投加
１０ｍｇ／Ｌ固体活性菌剂的水样中生物絮团形成良好，且该水
样中的藻类、原生动物最丰富（图２－ｆ），氨氮及总磷去除率
最高分别达５０．４９％和３８．２４％（图３），与空白对照相比其氨
氮和总磷的除率分别提高了６７．６３％和５５．５１％，与投加灭活
固体菌剂的对照相比其氨氮与总磷去除率分别提高了

２１４５％和１９．６９％。

２．３　不同培养条件对产朊假丝酵母固体菌剂去除氨氮及总
磷的影响

将产朊假丝酵母菌液与固体菌剂分别加入天然加富水样

中，比较在室内和室外２种不同条件下对氨氮和总磷的去除
效果。结果（图４）表明，室外空白对照组氨氮与总磷去除率
（分别为５８．９２％和４１．１２％）均高于室内空白对照组（分别
为３６．６７％和３０．３２％）；室外培养条件下，投加固体菌剂水样
氨氮及总磷去除率分别为６９．５２％和５３．６９％，较投加菌液水
样分别提高了 ９．９８％和 １１．３７％，比空白水样提高了
１７．９９％ 和３０．５７％。室内培养条件下，投加固体菌剂水样氨
氮、总磷去除率分别为５５．３７％、４２．７９％，较投加菌液水样去

除率提高了 １１．７２％、１６．６３％，比空白提高了 ５１．００％、
４１．１３％。

在２种不同的培养条件下，投加固体菌剂的水样中细菌
活菌数均高于投加菌液（图５），室外培养时投加固体菌剂水
样的细菌活菌数最高为７．２×１０３ＣＦＵ／ｍＬ，比投加菌液与空
白水样分别增加了１４．２９％、４６．９４％；室内培养１３ｄ时投加
固体菌剂细菌活菌数为４．２×１０３ＣＦＵ／ｍＬ，比较投加菌液与
空白水样增加了６８％和３２０％，且室内水样细菌活菌数在第
８天达到最高峰，而室外细菌活菌数在第１３天仍呈增长趋
势，表明室外条件下细菌活菌数高于室内培养，环境中微生物

对试验水体中细菌活菌数有一定影响。
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２．４　产朊假丝酵母ＳＧ６０７对天然加富水样中铜绿微囊藻生
长的影响

由图６可知，在培养第６天时，各水样中的铜绿微囊藻细
胞数均达到最大值。添加菌液、载体及其固体菌剂后，铜绿微

囊藻的生长均受到明显抑制；添加固体菌剂后水样中的铜绿

微囊藻细胞数在培养第６天时高于加入载体水样，但在第８
天后均低于其他处理组。

　　如图 ７所示，添加固体菌剂水样氨氮去除率最高达
９８．７０％，与空白水样相比提高３８．９６％，添加固体菌剂与投
加菌液水样中总磷去除率差异较小，最高分别为４０．４８％与
４０．７６％，与空白水样相比分别提高了４９．２１％与５０．２４％。

３　讨论

本研究比较测定了米糠、膨化玉米粉等不同含碳载体及

其吸附产朊假丝酵母后制备的固体菌剂对水体中氨氮和总磷

的去除率，得出膨化玉米粉作为载体吸附产朊假丝酵母的处

理效果最佳。有研究表明，玉米经膨化加工后，淀粉被充分糊

化，具有很好的水溶性［１５］。膨化玉米粉比表面积大，具有较

好的吸附性，投加到水中后分散性和悬浮性好，能为细菌、藻

类、原生动物等微生物提供良好的附着基和有机碳源，有利于

水体中的微生物生长和生物絮团的形成。

本研究表明，投加固体菌剂水样中的氮磷去除效果明显

优于只投加载体或菌液的处理，其水样中的细菌活菌数与原

生动物数量均为最高。这可能是由于产朊假丝酵母菌剂具有

促进水体中多种微生物生长的作用，使水体中有更多的氮磷

营养元素被吸收转化成微生物的生物量。Ｃａｉ等研究表明，
当藻类与酵母一起培养时，水中生物的多样性与生物活性提

高［１６］。此外，人工投加碳源能在一定程度上促进生物絮团的

形成和微生物群落结构的变化，从而降低水中氮磷

含量［１７－１８］。
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　　本研究结果表明，室外培养条件下投加固体菌剂及空白
对照水体的氨氮及总磷去除率与细菌活菌数均明显高于室内

人工气候箱中培养的水体。从试验条件分析二者的区别主要

在于光照、温度和溶解氧含量。已有研究表明，随着室外气温

的升高，水体的温度也逐渐升高，氨氮的降解系数逐渐增

大［１９－２０］，且自然条件下光照与溶解氧更充足，水中耗氧与有

机物分解速度快，更有利于水中浮游生物的生长和氮磷的吸

收转化［２１］。

投加产朊假丝酵母固体菌剂与菌液均能在一定程度上抑

制铜绿微囊藻的生长并降低水中氮磷含量，可能是由载体及

酵母菌剂的添加促进了水体中其他原生藻类及异养细菌的生

长，与铜绿微囊藻竞争营养所致。有研究表明，天然加富水体

中原生藻类与铜绿微囊藻之间具有一定竞争关系，添加部分

碳源后铜绿微囊藻可与异养微生物、原生动物等形成生物絮

团，从而降低水中微囊藻生物量［２２－２４］。

４　结论

通过比较不同含碳载体及其吸附产朊假丝酵母后制备的

固体菌剂对水体中氮磷去除率的影响，优选出以膨化玉米粉

为载体制备的固体菌剂对水中氮磷去除率和生物絮团的形成

效果最佳。

向天然加富水样中投加活性固体菌剂和菌液，相比灭活

试验组均有明显降低水中氨氮、总磷含量的作用，其中投加活

性固体菌剂效果最明显，通过相差显微镜观察可知，投加固体

菌剂、菌液与灭活固体菌剂处理组水样中的生物絮团、原生藻

类和原生动物的数量均有所增加。

在室内、室外培养条件下分别投加１０ｍｇ／Ｌ的固体菌剂
培养１４ｄ后，室外处理组水样中氨氮与总磷去除率分别比室
内处理组高２５．５６％和２５．４７％。室外培养条件下水中细菌
总数一直处于增长阶段并在培养第１４天时达到最大值，为
７．２×１０３ＣＦＵ／ｍＬ，而室内培养条件下细菌总数在第８天达
到最高值后开始下降，最终细菌总数为４．２×１０３ＣＦＵ／ｍＬ。

在人工添加铜绿微囊藻的水样中投加１０ｍｇ／Ｌ固体菌剂
培养１０ｄ后，铜绿微囊藻生长受到明显抑制，氨氮与总磷去
除率分别达９８．７０％与４０．４８％。
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渗滤液回流和分层接种对猪粪厌氧干发酵的影响

孔德望１，２，宋香育１，张克强１，梁军锋１，高文萱１，梁　雨１，杜连柱１

（１．农业农村部环境保护科研监测所，天津３００１９１；２．沈阳农业大学土地与环境学院，辽宁沈阳 １１０８６６）

　　摘要：以降低厌氧干发酵过程挥发性有机酸（ＶＦＡｓ）积累、提高产气性能为目的，研究渗滤液回流、分层接种及２
种处理组合的工艺措施对猪粪添加蛭石体系中温（３７℃）发酵性能的影响。结果表明，渗滤液回流能够降低发酵体系
中的ＶＦＡｓ和氨氮质量分数，各组ＶＦＡｓ质量分数均低于０．８０ｍｇ／ｇ，分层接种条件下回流组总ＶＦＡｓ和乙酸质量分数
均低于不回流组；氨氮质量分数随时间延长逐渐升高，３８ｄ时各处理组质量分数分别为２．７２、２．９５、２．７９ｍｇ／ｇ，均低于
对照组（３．０６ｍｇ／ｇ），整个过程中两回流组氨氮质量分数均低于对应不回流组；渗滤液回流组的累积挥发性物质（ＶＳ）
甲烷产量为２１２．０ｍＬ／ｇ，分别比其他３个处理组高６．１％、８．４％和９．９％，由修正的Ｇｏｍｐｅｒｔｚ方程预测得到最大累积ＶＳ
产甲烷量、最大产甲烷速率和达到最大累积ＶＳ甲烷产量９０％所需的时间（Ｔ９０）分别为２０７．７ｍｇ／ｇ、１４．９ｍＬ／（ｇ·ｄ）和

１９．８ｄ，均优于其他处理组；分层接种与不分层接种的累积ＶＳ产甲烷量在前１０ｄ差异极显著（Ｐ＜０．０１），在前２０ｄ差
异显著（Ｐ＜０．０５），末期无显著差异。
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　　近年，我国畜禽养殖业迅猛发展，畜禽粪便量也随之激
增，２０１１年产生总量约为 ２５．４５亿 ｔ，其中清运量仅占
０．９０％，有相当大比例的畜禽粪便未得到有效处理［１－２］，不仅

浪费了资源，而且造成严重的空气污染、氮磷及重金属污染、

抗生素的迁移和病原菌扩散等危害［３－５］。厌氧干发酵因其产

生清洁能源、能耗低、有机负荷高等优点，被广泛地应用于畜

禽粪便、农作物秸秆等农业废弃物的处理［６－７］，但在实际应用

中，仍存在启动慢、传质差、难搅拌、酸积累和运行不稳定等

问题［８－１０］。

针对以上问题，国内外学者开展了众多研究，其中渗滤液

回流是研究的重点。该工艺能提高发酵罐内底物质量分数和

微生物总量，并加强底物、微生物与水分间的相互接触和作

用，提高系统缓冲能力和产气量，对于湿发酵同时能实现沼液

减排，降低后续深度处理的压力［１１－１２］。徐霄等以干稻草和猪

粪为原料，比较不回流、每天回流、产气趋势下降后回流以及

两相法回流等４种方式，发现回流处理的总产气量较不回流
对照分别提高了９．５３％、２３．１３％和１２．７４％，其中，以产气趋
势下降后再回流的方式为最优，表明回流能将底物中局部积

累的酸冲洗、溶解至滤液，明显提高产气率［１３］；王馨仪等在对

餐厨垃圾的沼液回流试验中发现，３０％的回流比使系统日平
均产气量提高１３．０％，在反应后１５ｄ，不同回流比下的挥发
性有机酸（ＶＦＡｓ）平均值均低于不回流组，回流能使 ＶＦＡｓ降
解更充分，提高系统的缓冲能力［１４］。

在渗滤液回流的同时，袁巧霞等在反应器内部增加分层

床，对发酵原料进行分层，结果表明，分层对累计产气量、最大

产气量及甲烷体积分数等均有显著影响，当床层厚度由

２５０ｍｍ降为１５０ｍｍ时，累计产气率由１３５．７ｍＬ／ｇ增加到
１７２．１ｍＬ／ｇ，提高了２６．８％［１５］。作为一种吸附材料，聂发辉研

究了蛭石对污水中氨氮的吸附作用，发现蛭石具有较高的吸附

容量，饱和吸附量为２０．８３ｍｇ／ｇ［１６］；但是蛭石应用于厌氧发酵
中鲜有报道，宋香育的前期研究表明，将蛭石添加在猪粪中进

行发酵，能增加体系游离水含量、提高传质效率和微生物的繁

殖速率、避免酸积累［１７］。另外，蛭石作为一种土壤改良剂能降
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