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摘 要:选取碳酸钙粉末(TSG)、聚乙烯环(PE)、聚氨酯海绵(PU)和聚碳酸亚丙酯海绵(PPC)作为生物填料,
分别构建4种生物滤器(R1~R4),比较生物填料氧化能力、附着生长生物量,分析生物滤器硝化性能与底物

消耗动力学以及细菌群落结构组成。结果表明,PPC填料的平均亚硝酸盐氧化速率、平均氨氧化速率和附着

生长生物量均高于其他填料;生物滤器R1的平均亚硝酸盐氧化速率和平均氨氧化速率优于其他生物滤器,
生物滤器R3的比亚硝酸盐氧化速率和比氨氧化速率优于其他生物滤器。Monod模型能较好地描述不同生

物滤器中底物浓度与降解速率间的关系,生物滤器R3对亚硝酸盐和氨的最大比降解速率(rmax)最高,分别为

8.26和7.21
 

mg/(L2·h)。4种填料生物膜样本存在较为完整的脱氮微生物体系,其中PU生物膜样本中与

氮循环相关的硝化螺旋菌门、亚硝化单胞菌属和硝化球菌属的相对丰度高于其他样本。
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Abstract:
 

CaCO3 powder
 

(TSG),
 

polyethylene
 

ring
 

(PE),
 

polyurethane
 

sponge
 

(PU)
 

and
 

polypropylene
 

carbonate
 

sponge
 

(PPC)
 

were
 

selected
 

as
 

biofillers
 

to
 

construct
 

four
 

biofilters
 

(R1~R4)
 

respectively.
 

The
 

oxidation
 

capacity
 

and
 

attached-growth
 

biomass
 

of
 

the
 

biofillers
 

were
 

compared,
 

while
 

the
 

nitrification
 

performance,
 

substrate
 

consumption
 

kinetics
 

and
 

bac-
terial

 

community
 

composition
 

of
 

the
 

biofilters
 

were
 

analyzed.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

average
 

nitrite
 

oxidation
 

rate,
 

average
 

ammonia
 

oxidation
 

rate
 

and
 

attached-growth
 

biomass
 

of
 

PPC
 

filler
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

other
 

fillers.
 

Biofilter
 

R1
 

demonstrated
 

superior
 

aver-
age

 

nitrite
 

oxidation
 

rate
 

and
 

average
 

ammonia
 

oxidation
 

rate
 

compared
 

to
 

other
 

biofilters,
 

while
 

biofilter
 

R3
 

demonstrated
 

superior
 

specific
 

nitrite
 

oxidation
 

rate
 

and
 

specific
 

ammonia
 

oxidation
 

rate
 

compared
 

to
 

other
 

biofilters.
 

The
 

Monod
 

model
 

can
 

preferably
 

describe
 

the
 

re-
lationship

 

between
 

substrate
 

concentration
 

and
 

degradation
 

rate
 

in
 

different
 

biofilters.
 

The
 

maximum
 

specific
 

degradation
 

rate
 

(rmax)
 

of
 

nitrite
 

and
 

ammonia
 

in
 

biofilter
 

R3
 

was
 

the
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highest,
 

which
 

was
 

8.26
 

and
 

7.21
 

mg/(L2·h)
 

respectively.
 

All
 

the
 

biofilm
 

samples
 

from
 

the
 

four
 

fillers
 

harbor
 

relatively
 

complete
 

denitrifying
 

microbial
 

systems.
 

Among
 

these,
 

the
 

relative
 

abundance
 

of
 

Nitrospira,
 

Nitrosomonas
 

and
 

Nitrococcus
 

related
 

to
 

nitrogen
 

cycle
 

in
 

PU
 

biofilm
 

samples
 

was
 

higher
 

than
 

other
 

samples.
Key

 

words:
 

biofilter;
 

biofiller;
 

nitrification
 

kinetics;
 

bacterial
 

community
 

composition

近年来,我国水产品进出口和消费水平位居世界前列,随着水产品需求日益增加,水产养殖业必须扩

大产能以满足市场需求[1]。传统池塘养殖模式主要依赖换水维持养殖水环境的安全,养殖尾水排放量大,
水资源消耗严重。实施水产养殖池塘改造升级,提高养殖用水重复利用率,构建环境友好、低碳的水产养

殖新模式,将成为协调动物蛋白供给目标与“碳达峰、碳中和”重大国家政策间矛盾的关键。
水产生物养殖过程中产生的氨与亚硝酸盐是主要有毒物质和控制指标。其中非离子氨具有较强脂溶

性,在穿透生物细胞膜的同时产生大量自由基,抑制生物体内酶活性[2]。亚硝酸盐易与血红蛋白结合形成

高铁血红蛋白,长期胁迫下会影响水产生物呼吸功能[3-4]。
利用硝化过程将养殖水体中的氨和亚硝酸盐转化为毒性较低的硝酸盐,是一种经济可靠的方法[5]。

在该过程中,氨氧化微生物(Ammonia-Oxidizing
 

Microorganism,AOM)包括氨氧化古细菌(Ammonia-
Oxidizing

 

Archaea,AOA)和氨氧化细菌(Ammonia-Oxidizing
 

Bacteria,AOB),负责将氨转化为亚硝酸

盐。亚硝酸盐氧化细菌(Nitrite-Oxidizing
 

Bacteria,NOB)进一步将亚硝酸盐转化为硝酸盐。
生物滤器是循环水养殖系统(Recirculating

 

Aquaculture
 

System,RAS)无机氮转化的主要场所,由于

AOM和NOB为化能自养菌,世代周期长,繁殖速度慢,具有附着生长的特性,因而选择合适的生物填料

对于发挥生物滤器性能至关重要[6-7]。生物膜的生物量、形态以及微生物群落组成与填料类型关系密切,
亲水性强、比表面积大的填料能附着更多微生物[8]。碳酸钙粉末(TSG)是生物菌剂常用的载体之一。聚

乙烯环(PE)、聚氨酯海绵(PU)和聚碳酸亚丙酯海绵(PPC)作为常见的人工填料,已应用于多种反应器,
在废水处理中取得了良好效果。

生物反应器优化研究中,莫诺(Monod)模型是分析底物消耗动力学的常用手段[9-10]。本研究选取不

同类型的预挂膜生物填料,分别构建R1(TSG)、R2(PE)、R3(PU)和R4(PPC)4种生物滤器,通过亚硝酸

盐(NO-2-N)和氨(NH+4-N)的底物浓度批次实验和高通量测序,比较生物滤器的硝化性能并进行底物消

耗动力学和生物膜细菌群落组成分析。

1 材料与方法

1.1 生物滤器与底物浓度批次实验

图1 生物滤器示意

  图1为生物滤器结构示意图,生物滤器直

径为20
 

cm,高40
 

cm,有效容积为9
 

L。滤器

内配备曝气盘和加热棒。实验过程中,每个生

物滤器加入5
 

L人工海水(盐度28‰)。温度

控制在(28±1)
 

℃,pH为7.5~8.5,硝化动力

学实验过程中溶解氧(Dissolved
 

Oxygen,DO)
的浓度控制在5.5~7.5

 

mg/L。
将4种预挂膜填料(TSG、PE、PU和PPC)

分别填充至生物滤器中(表1),闷曝3
 

d后进行

底物浓度批次实验。批次实验过程中设定17
次不同初始浓度的NO-2-N和NH+4-N,反应

12
 

h后测定生物滤器中的NO-2-N和NH+4-N浓度(0.5~600
 

mg/L,先NO-2-N后NH+4-N)。
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表1 4种生物滤器参数

生物滤器 填料类型 规格/mm 比表面积 填充率/% 孔隙率/%

R1 TSG
 

0.02~0.03 5.53
 

m2/g 50 —

R2 PE ϕ10
 

×
 

5 500
 

m2/m3 30 >95

R3 PU 10×10
 

×10 2000
 

m2/m3 30 >98

R4 PPC 20×20
 

×
 

20 4000
 

m2/m3 30 >98

  采用Monod模型描述底物降解速率与单一限制性底物浓度间的关系:

r=rmax
S

KS+S
(1)

式中:r为比降解速率,mg/(L2·h);rmax 为最大比降解速率,mg/(L2·h);S 为底物浓度,mg/L;KS 为

半饱和常数,即r=rmax/2时的底物浓度,mg/L。
1.2 氧化速率、比氧化速率和AGBS测定方法

批次实验前通过摇瓶实验测定3种预挂膜人工填料(PE、PU和PPC)氧化能力,锥形瓶中分别加入

30%(体积比)预挂膜人工填料,再分别添加NH4Cl和NaNO2 使瓶中的NH+4-N和NO-2-N初始浓度均

为100
 

mg/L,每12
 

h测定NH+4-N和NO-2-N浓度,直至检测不出。每只锥形瓶设3个平行组。依据数

据按式(2)和式(3)计算氨氧化速率(Ammonia
 

Oxidation
 

Rate,AOR)和亚硝酸盐氧化速率(Nitrite
 

Oxi-
dation

 

Rate,NOR):

RAOR=
CAN初-CAN末

t
(2)

RNOR=
CNN初-CNN末

t
(3)

按式(4)和式(5)计算比氨氧化速率(Specific
 

Ammonia
 

Oxidation
 

Rate,SAOR)和比亚硝酸盐氧化速

率(Specific
 

Nitrite
 

Oxidation
 

Rate,SNOR):

RSAOR=
CAN初-CAN末

Vt
(4)

RSNOR=
CNN初-CNN末

Vt
(5)

式中:RAOR 为氨氧化速率,mg/(L·h);RNOR 为亚硝酸盐氧化速率,mg/(L·h);RSAOR 为比氨氧化速率,
mg/(L2·h);RSNOR 为比亚硝酸盐氧化速率,mg/(L2·h);CAN 为NH+4-N浓度,mg/L;CNN 为NO-2-N
浓度,mg/L;t为反应时间,h;V 为填料体积,cm3。

从3种预挂膜填料中随机选取8块,在105
 

℃下干燥8
 

h并称重(m1)。用1
 

mol
 

NaOH去离子水清

洗填料,去除生物质。然后将人工填料烘干并再次称重(m2)。预挂膜填料附着生长生物量(Attached-
Growth

 

Biomass,AGBS)根据填料清洗前后的质量差计算得出,如式(6)所示:

YAGBS=
m1-m2

m1
(6)

式中:YAGBS为附着生物量,mg/g。
1.3 高通量测序方法

使用土壤
 

DNA
 

试剂盒(美国,OMEGA公司)提取4种填料生物膜样本中的总DNA。使用P360超

微量分光光度计(德国,Nanophotometer)测定总DNA纯度和浓度,采用Illumina
 

MiSeq平台进行16S
 

rRNA高通量测序。使用Qiime软件对所得序列进行过滤处理得到有效序列。根据97%的序列相似性,
将有效序列分为不同的操作分类单元(OTU),基于OTU聚类和注释分析结果,对样本群落结构及多样

性进行分析。
1.4 分析方法

水样经滤膜(ϕ0.45
 

μm,中国Newstar公司)过滤后进行分析。NH+4-N测定采用纳氏试剂分光光度
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法,NO-2-N测定采用盐酸萘乙二胺分光光度法。DO采用HQ
 

30
 

d水质分析仪(美国,HACH)测定,pH
采用pH计(pH610,德国WIGGENS)测定。

2 结果与讨论

2.1 预挂膜填料的平均氧化速率和AGBS
PE、PU和PPC

 

3种预挂膜填料的平均氨氧化速率、平均亚硝酸盐氧化速率和AGBS见图2,a,b,c
表示显著性差异(P<0.05)。由图2可以看出,3种填料的平均氨氧化速率、平均亚硝酸盐氧化速率和

AGBS均依次为PPC>PU>PE,表明海绵填料的硝化能力和附着生物量大于聚乙烯填料。SHI等[11]在

不同填料生物反应器生物膜培养中发现,4种聚氨酯海绵填料的附着生物量相似,远大于聚乙烯填料,与
本实验研究结果类似。
PU和PPC填料更高的平均氧化速率和AGBS归因于其较大的孔隙率、内部复杂的网状空间和粗糙

结构以及填料表面的亲水基团(氨基、羧基和环氧基),在帮助微生物在其表面和内部稳固附着生长的同时

有利于水中底物传质和扩散[12],而聚乙烯填料表面为光滑疏水性结构,缺乏内部空间,不利于生物膜形成

和底物传质[13-14]。

图2 预挂膜填料的平均氧化速率和AGBS

2.2 底物浓度批次试验

底物浓度批次实验测定4种生物滤器对不同初始浓度亚硝酸盐和氨反应12
 

h的去除效果,结果如图

3和图4所示。由图可以看出,反应12
 

h的亚硝酸盐和氨浓度均随底物初始浓度的增加而增加。当亚硝

酸盐或氨初始浓度为0.5~100
 

mg/L时,4种生物滤器12
 

h亚硝酸盐去除率和氨去除率均在94%以上,
BHATTACHARYA等[15]研究发现反应器进水氨浓度为900

 

mg/L时,氨去除效率最大,可达89%,表明

4种生物滤器均具有良好的硝化能力。随着初始底物浓度的增加(100~600
 

mg/L),4种生物滤器的底物

去除率大幅下降,表明其氧化能力已接近稳定状态。
4种生物滤器的平均氧化速率如图5所示。由图可以看出,生物滤器R1的平均亚硝酸盐氧化速率和

平均氨氧化速率均显著大于其他3种生物滤器(P<0.05)。生物滤器R1中TSG填充率(50%)大于其他

生物滤器,可能是R1具有更多的附着生长生物量,能更快地降解亚硝酸盐和氨。有学者也报道了生物量

与底物降解速率间的关系,KOWALSKI等[16]研究发现AOR与混合液挥发性悬浮固体浓度(Mixed
 

Liq-
uor

 

Volatile
 

Suspended
 

Solids
 

Concentration,MLVSS)成比例增加。LI等[17]研究发现当 MLVSS从

0.66
 

g/L增加至2.7
 

g/L时,AOR增加3.2倍(20
 

℃)。
生物滤器R2的平均亚硝酸盐氧化速率和平均氨氧化速率均最小,与其他生物滤器存在显著性差异

(P<0.05),生物滤器R3与R4间无显著性差异(P>0.05)。ZHU等[18]在3种移动床生物膜反应器

(MBBR)氨氧化能力研究中发现,PU-MBBR的氨氧化速率优于PP-MBBR和PPC-MBBR。生物滤器R3
的平均氧化速率略高于R4,可能与PU填料规格更小,填料内的DO浓度不同有关。
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图3 4种生物滤器亚硝酸盐降解曲线

图4 4种生物滤器氨降解曲线

  研究表明,填料氧传质能力会影响反应器水处理效果。海绵填料由于其多孔及亲水性,能够阻拦气体

并将其剪切成均匀小气泡,增大气液传质面积,减小传质阻力,促进气液间氧传质。此外,海绵填料复杂的

内部网状结构会形成不同浓度的DO区域,为不同种类微生物的生长提供有利微环境。
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图5 4种生物滤器的平均氧化速率

2.3 底物消耗动力学研究

Monod模型对不同底物浓度下的SAOR
和SNOR的拟合结果如图6所示。NH+4-N初

始浓度在0.5~4.0
 

mg/L范围时,4种生物滤

器的SAOR与底物浓度呈一级反应;随初始浓

度增加曲线呈混合级反应;NH+4-N初始浓度

大于200
 

mg/L时,曲线进入平稳期,呈零级反

应。亚硝酸盐拟合曲线表现出相似规律。曲线

趋于稳定后,4种生物滤器的SAOR和SNOR
均依次为R3>R4>R2>R1。ZHANG等[19]

研究表明 MLVSS增加7.9倍,反应器SAOR
不同温度下分别降低66%(30

 

℃)、56%(20
 

℃)
和31%(10

 

℃),与本实验研究结果相似。

图6 4种生物滤器硝化动力学拟合曲线

  4种生物滤器的拟合动力学模型和统计学分析参数见表2和表3。由表可知,R2≥0.97,F 值较高,
P<0.001,表明Monod模型能较好地描述生物滤器底物浓度与降解速率间的关系。底物半饱和常数

(KS)反映微生物与底物间的亲和力,KS越小,亲和力越大[20]。4种生物滤器氨拟合曲线动力学参数KS

值大于亚硝酸盐拟合曲线动力学参数KS值,表明生物滤器中微生物对亚硝酸盐具有更强的亲和力,即生

物滤器中NOB丰度高于AOB。
海绵填料与聚乙烯填料相比具有相似的外层比表面积,但内部空间远大于聚乙烯填料。R2、R3和

R4氨拟合曲线动力学参数KS值相差不大,而R2亚硝酸盐拟合曲线动力学参数KS 值明显小于R3和

R4,可能是AOB大多附着于填料外层,而NOB大多定殖在填料内部空间,这与THOMAS等[21]报道的

混合硝化反应器研究结果一致。

表2 4种生物滤器亚硝酸盐拟合曲线参数与统计学分析

生物滤器

类型

动力学参数

rmax/(mg·L-2·h-1) KS/(mg·L-1)

统计学参数

R2 F 值 P 值

R1 5.53 13.23 0.97 1295 5.55×10-16

R2 7.46 16.46 0.99 2927 0

R3 8.26 25.67 0.98 1590 0

R4 8.02 21.82 0.98 1842 1.11×10-16
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  4种生物滤器亚硝酸盐和氨拟合曲线动力学参数中R3的rmax值(最大SNOR和最大SAOR)均最

大,分别为8.26和7.21
 

mg/(L2·h),表明R3单位体积填料的氨氧化能力和亚硝酸盐氧化能力优于其

他生物滤器。

表3 4种生物滤器氨拟合曲线参数与统计学分析

生物滤器

类型

动力学参数

rmax/(mg·L-2·h-1) KS/(mg·L-1)

统计学参数

R2 F 值 P 值

R1 4.84 64.98 0.99 1295 0

R2 6.24 28.61 0.99 2928 1.11ⅹ10-16

R3 7.21 26.82 0.99 1408 0

R4 6.92 25.39 0.99 1676 1.11ⅹ10-16

2.4 生物膜样本细菌群落多样性分析
表4 生物滤器生物膜样本α多样性指数

生物膜样本 OTU Shannon Simpson Ace Chao 覆盖率/%

TSG 583 4.44 0.020 612.54 610.55 99.82

PE 578 4.43 0.023 614.90 600.70 99.80

PU 674 4.67 0.032 711.55 698.96 99.73

PPC 650 4.74 0.034 687.96 681.44 99.76

  4种生物膜样本的α多样性指

数见表4。每个样本的覆盖率均大

于99%,表明检测数据具有可靠

性。PU样本OTU数量最多(674
个),PE样本

 

OTU
 

数量最少(578
个),说明PU样本细菌多样性高于

其他样本。PU和PPC样本Shan-
non指数和Chao指数较大,PE样本Shannon指数和Chao指数最小,表明PU样本细菌群落丰富度较

大、多样性较高,可能是生物滤器R3具有良好硝化性能的原因。
2.5 生物膜样本细菌群落组成

4种填料生物膜样本细菌群落门和属水平组成情况见图7。4种填料生物膜样本共检测到28类菌

门。优势菌门主要包括变形菌门(Proteobacteria,28.86%~29.07%)、绿弯菌门(Chloroflexi,12.38%~
27.06%)、拟杆菌门(Bacteroidota,7.21%~35.38%)和放线菌门(Actinobacteriota,9.33%~17.72%)。

4种生物膜样本中变形菌门相对丰度均较大,且样本间差异小。PE样本中绿弯菌门相对丰度高于其

他样本,TSG样本中拟杆菌门的相对丰度高于其他样本。变形菌门在生物脱氮过程中发挥重要作用;拟
杆菌门能降解水体中溶解性有机物(脂类和蛋白质),促进碳水化合物的代谢;放线菌门可通过胞外聚合酶

降解水体中有机物,并产生抗生素等抗菌物质。
4种生物膜样本中均检测到硝化螺旋菌门(Nitrospirota),生物滤器的硝化能力与Nitrospirota的数

量显著相关[22]。TSG、PE、PU和PPC生物膜样本中 Nitrospirota相对丰度分别为
 

0.44%、0.78%、
1.17%和1.13%,PU和PPC生物膜样本中Nitrospirota相对丰度均高于其他生物膜样本。

4种生物膜样本共检测到290类菌属,优势菌属主要包括
 

norank_f__JG30-KF-CM45、Aquibacter、
分枝杆菌属(Mycobacterium)和Ruegeria。亚硝化单胞菌属(Nitrosomonas)是常见的AOB,具有降解氨

和亚硝酸盐的功能;硝化球菌属(Nitrococcus)能够将亚硝酸盐转化为硝酸盐[23]。PU样本中 Nitro-
somonas和Nitrococcus的相对丰度(1.39%和0.68%)均高于其他样本。AOB和NOB被认为是严格的

好氧微生物,而AOA在缺氧环境中的分布取决于它们的耐受特性,由于AOB和NOB的氧亲和力常数分

别为0.3~0.5
 

mg/L和0.7~1.8
 

mg/L[24],因此具有亲水性基团的多孔结构填料更适合世代周期较长的

硝化细菌生长,进一步解释了生物滤器R3具有最强硝化能力的原因[25]。
整体而言,生物膜样本存在较为完整的脱氮微生物体系,但存在许多未分类且相对丰度较大的菌群,

表明这些功能性菌群在维持水体氮平衡中同样发挥重要作用[26]。
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图7 生物滤器生物膜样本细菌群落组成

3 结论

3种预挂膜填料中PPC填料的平均氨氧化速率、平均亚硝酸盐氧化速率和AGBS高于其他生物滤

器;底物浓度处于0.5~100
 

mg/L范围内,4种生物滤器均具有良好的硝化能力,其中生物滤器R1的平

均氨氧化速率和亚硝酸盐氧化速率最高。Monod模型可较好地描述不同生物滤器底物浓度与去除速率

之间的关系,生物滤器R3的氨和亚硝酸盐拟合曲线参数rmax值最大。
高通量测序结果表明,拟杆菌门是TSG填料生物膜样本的第一优势菌门,变形菌门是其他填料生物

膜样本的第一优势菌门;PU与PPC样本间细菌群落组成较为相似,TSG样本与其他样本间细菌群落组

成差异性较大。PU样本细菌群落多样性和丰富度较高,与硝化功能相关的细菌门水平(Nitrospirota)和
属水平(Nitrosomonas和Nitrococcus)的相对丰度高于其他填料样本。
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