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基于玉米芯的固相反硝化柱实验研究
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摘 要：选用农业废弃物玉米芯作为固态碳源，采用一维柱实验研究玉米芯在流场环境

下的反硝化性能.结果显示固相反硝化过程中，反硝化速率和氮素形态转化受水力停留时间
的影响显著，水力停留时间增加可提高反硝化速率，但它在一定范围内可造成亚硝酸盐的生

成，水力停留时间太长时可造成氨的累积.水溶性碳氮比也是影响固相反硝化的重要因素，
适宜的碳氮比可提高硝酸盐去除速率且抑制亚硝酸盐和铵盐的产生.实验结果表明，玉米芯
固相反硝化系统的最佳水力停留时间为 16 h，最适宜的硝氮进水浓度为 50 mg·L-1.玉米芯能
够向水相稳定释放 TOC为反硝化提供电子供体，SEM结果显示其表面结构也有利于微生物
附着生长，因此作为原位可渗透反应墙的填充介质具有很好的应用潜力.微生物鉴定结果表
明 Pseudomonas sp 在玉米芯介质固相反硝化的过程中为主要作用菌属.
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Performance of Corncob-based Solid Phase
Denitrification System: A Column Study
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Abstract：Corncob，a typical agricultural waste，is studied as the carbon source for solid phase denitrification
under dynamic flow conditions by using 1-D column experiment. The results show that the hydraulic retention time
has significant effect on the denitrification rate and transformation between the nitrogen species. The increase of hy原
draulic retention time can improve the denitrification rate，however，it can cause the accumulation of nitrite when it



化肥在农业中的广泛应用以及动物废弃物的

排放，地表水及土壤环境中的硝酸盐迁移等，会造

成地下水环境中的硝酸盐污染 [1].高浓度硝酸盐在
水体中的存在不仅会破坏水体环境，还可能会危及

人类健康，甚至引发疾病 [1-2].目前关于硝酸盐污染
水体处理的研究方法有物理方法、化学方法以及生

物方法等 [3-6].其中生物方法具有高效低耗的优点，
适宜地下水硝酸盐原位修复.原位可渗透生物反应
墙是浅层地下水常见的生物修复技术，污染地下水

通过反应墙体时，硝酸盐经过反硝化作用得以去除.
生物反硝化是指反硝化菌在缺氧条件下将硝

酸盐经一系列中间反应过程转化成氮气的过程 [7]，
如式（1）所示：

NO-3寅NO-2寅NO寅N2O寅N2 （1）
生物反硝化根据选用电子供体的不同可分为

自养反硝化和异养反硝化.自养反硝化是指反硝化
微生物以氢、硫、铁、硫铁矿等材料作为电子供体，

并利用二氧化碳为碳源，将硝酸盐还原为氮气的过

程[8].异养反硝化是指反硝化菌利用有机质作为电子
供体和碳源，将硝酸盐还原为氮气同时产生二氧化

碳的过程[9].研究表明，异养反硝化是自然界中生物
反硝化的主要方式[10-11].
利用异养反硝化修复地下水的过程中，通常需

要外加碳源.传统的外加碳源多为水溶性低分子有
机物（液态碳源），如甲醇、乙醇、醋酸、苯甲酸等. 这
类碳源的分子量较小，易于降解，生物利用性高. 但
是其具有强水溶性，易降解性等特点，一旦投加量

不足，会造成反硝化不完全；投加量过多，其流失将

使碳源利用效率降低，造成浪费[12].相比之下，固态

碳源有相应的优势，首先固态碳源水解产生可溶性

的小分子物质，作为反硝化电子供体[7]，同时固态碳
源还能够作为反硝化微生物的生长载体，尤其适合

原位可渗透反应墙（PRB）设施 [13].目前研究较多的
固态碳源主要包括以农业固体废弃物为主的天然

材料以及人工合成的可生物降解的高分子材料 [14].
相比于人工合成材料，天然材料具有来源广泛、价

格低廉的优点，目前仍是实际水体中硝酸盐反硝化

去除的首选.但天然材料中，由于木质纤维素的大
量存在，存在水解能力弱、碳源可利用性差、反硝化

效率低的问题 [15].因此，找到生物可利用性好、反硝
化效率高同时又能长时间保持其机械结构，有持续

供给能力的天然固态碳源，对于原位可渗透生物墙

方法去除地下水中的硝酸盐具有重要意义.
玉米芯作为一种常见的农业废弃物，一般占玉

米穗重量的的 20%~30%，具有组织均匀、硬度适宜、
韧性好、亲水性强等优点.其主要成分为纤维素和
淀粉，玉米芯中的纤维素含量约为 30%，淀粉含量
约为 17%[16].这样的性能优点和化学组成有望使玉
米芯作为固态碳源，实现高效持续的反硝化过程.
相比于传统的序批实验，实验室条件下的柱实验提

供的动态流动条件更符合实际修复过程中的原位

可渗透反应墙系统所对应的条件，且柱实验能实现

长时间连续观测，更容易捕捉氮素形态转化的细

节[17].因此，本研究采用玉米芯颗粒作为固态碳源，
通过一维柱实验，研究了玉米芯固相体系在流场条

件下的反硝化表现，同时探究了硝氮、亚硝氮、氨氮

的转化规律，为材料用于原位可渗透反应墙的固态

反硝化过程提供理论支撑.

is in a proper range or ammonium if it is too large. C/N ratio is also an important factor affecting the solid phase den原
itrification. Appropriate C/N ratio can improve the nitrate removal rate and inhibit the production of nitrite and am原
monium. The results show that the optimal hydraulic retention time of the system is 16 h，and the proper nitrate con原
centration for the system to treat is 50 mg·L-1. Corncob has good application potential as the packing material of per原
meable reactive barrier for solid phase denitrification，as it can steadily release the water-soluble TOC to provide
electron donor and its surface structure also favors microbial adhesion and growth. The result indicates that Pseu原
domonas sp is the main bacteria in the corncob-based denitrification system.

Key words：nitrate；nitrite；ammonia；hydraulic residence time；carbon-to-nitrogen ratio；solid phase denitrifi原
cation.
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钟华等：基于玉米芯的固相反硝化柱实验研究

1 实验部分

1.1 实验材料及仪器
玉米芯颗粒购于禹城市盛之源农业科技有限

公司，将过筛后的玉米芯（20目筛下，近球形，d抑
0.9 mm）以纯水超声洗净，风干备用.反硝化微生物
来自湖南大学某居民小区花园表层土（0~20 cm）.硝
酸钾（优级纯）购于国药集团化学试剂有限公司.背
景溶液为纯水配置的模拟地下水溶液（AGW），主要
成分为：NaCl 0.006 g·L-1，CaSO4 0.012 g·L-1，NaHCO3
0.012 g·L -1，KNO3 0.002 g·L -1，MgSO4·7H2O 0.035
g·L-1.液体培养基主要成分为：牛肉浸膏 5 g·L-1，蛋
白胨 10 g·L-1，NaCl 5 g·L-1，其 pH值用 10% NaOH
和 10% HCl调节. 琼脂培养基为液体培养基中加
20%的琼脂粉，121 益灭菌 20 min，冷却后形成.
实验仪器包括：离子色谱仪（CIC-D120，青岛），

高压恒流泵（LC100 高压恒流泵，上海），TOC 测定
仪（TOC-VCPH/TOC-VCPN 总有机碳分析仪，日
本），pH计（PHB-4，上海），高速离心机（TG16-WS，
长沙），扫描电子显微镜（JSM-6360LV，日本），傅里
叶变换红外光谱仪（Nicolet6700，美国）.
1.2 实验方法
实验装置见图 1，实验选用钢化玻璃柱，柱子规

格为 椎2.1 cm伊15.3 cm，柱子两端装有不锈钢筛网以
保证布水均匀性.向柱中均匀填入玉米芯颗粒，压
实后称重，得到玉米芯颗粒的填入量.向柱中通入
二氧化碳气体以去除其中的空气，用液相色谱泵从

柱子左端通入加热法脱气后的 AGW溶液直至柱子
饱和（柱子保持恒重）.所有实验均在恒温箱（（30依
2）益）中进行.

玉米芯填充柱

进水 恒流泵 沐浴

图 1 实验装置图
Fig.1 Schematic diagram of experimental set-up

玉米芯的释碳性能分析：向饱和的玉米芯柱中

持续通入AGW的过程中，收集流出液，测定 TOC值.

不同水力停留时间下的反硝化规律：取新鲜花

园表层土 10 g至 90 mL纯水中，振荡摇匀，以 5 000
r·min-1 的转速离心 10 min，取上清液，循环通入柱
子中，用于反硝化微生物的接种，静置 3 d后向柱子
中通入硝氮浓度为 22.5 mg·L-1的 AGW溶液，测定
流出液中的硝氮浓度，直至硝氮浓度显著下降，即

柱内发生了反硝化反应，认为微生物驯化完成.之
后保持进水硝氮浓度为 22.5 mg·L-1，分别设置液相
色谱泵流量为 0.144 L·d-1、0.072 L·d-1、0.048 L·d-1、
0.036 L·d-1、0.024 L·d-1，对应柱子中的水力停留时
间分别为 4 h、8 h、12 h、16 h、24 h，每个水力停留时
间下的注入量为 10个 PV（PV 为玉米芯填充柱的孔
隙体积，1个 PV 等于饱和后的玉米芯填充柱质量与
未通入 AGW之前的玉米芯填充柱质量的差值所对
应的水的体积）.在每个水力停留时间下，第 1个 PV
时及之后每 3个 PV 用 25 mL的锥形瓶于冰浴中进
行样品收集，随后分析其中的硝氮、亚硝氮、氨氮浓

度以及 TOC和 pH.
不同硝氮初始浓度下的反硝化规律：固定液相

色谱泵流量为 0.036 L·d-1，注入液硝氮初始浓度分
别为 22.5 mg·L-1、50 mg·L-1、100 mg·L-1、250 mg·L-1、
500 mg·L-1.每个浓度下的注入量为 10个 PV，取样
方式同上.
微生物筛选及鉴定：柱子完成接种且驯化完成

之后，取 1 mL流出液于培养皿中，倒入 45 益的固体
培养基，转动平板，使菌液与固体培养基混合均匀.
固体培养基冷凝后倒置，30 益恒温培养箱中培养 7
d.待固体培养基上菌落长出后，选取不同形态的菌
落，采用常规平板划线法反复纯化得到纯菌种.用
接种环挑取不同菌落分别接种至液体培养基中进

行富集，得到单菌种的菌悬液，取 1 mL加入于硝氮
浓度为 22.5 mg·L -1 的液体培养基中，于温度为
30 益、转速为 150 r·min-1的恒温培养箱中培养，每
24 h取一次样，测定硝氮的浓度，得到硝氮去除能
力最强的菌种，进行 16S rRNA鉴定.根据测序结
果，进入 NCBI数据库 BLAST选项进行细菌核苷酸
序列的对比，并使用 MEGA 4.0软件通过邻接法构
建系统发育树.
1.3 分析方法
上述实验中，流出液样品首先经过 0.22 滋m滤

膜过滤，滤液中硝氮、亚硝氮、氨氮用离子色谱仪测
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定.硝氮、亚硝氮测定淋洗液为碳酸盐/碳酸氢盐体
系，样品溶液经 C18预处理柱去除溶解性有机碳
后，再通过 SH-AC-3阴离子色谱柱进行离子分离；
氨氮测定淋洗液为甲烷磺酸体系，采用 SH-CC-3
阳离子色谱柱.流量设定均为 1 mL·min-1.滤液中
TOC浓度用 TOC分析仪测定，pH值用 pH计测定.
使用扫描电子显微镜来对玉米芯颗粒样品的表面

形貌表征成像；采用 EDS能谱分析实验前后玉米芯
颗粒的主要元素变化；微生物鉴定由湖南擎科生物

科技有限公司完成.
孔隙体积计算如下：

PV =（W 2 - W 1）/籽 （2）
式中：PV 为孔隙体积，mL；W 1 为未通入 AGW之前
的玉米芯填充柱质量，g；W 2为饱和后的玉米芯填充
柱的质量，g；籽为水的密度，g·mL-1.
硝氮去除率计算如下：

浊 = [（C0 - C）/C0] 伊 100% （3）
式中：浊为硝氮去除率，%；C0 为初始硝态氮浓

度，mg·L-1；C为流出液硝态氮浓度，mg·L-1.
一级反应动力学描述：

dCdt = -kC（k 跃 0） （4）
式中：k 为一级反应速率常数，h-1；t 为水力停留时
间，h.
该动力学方程求解得到：

Ln C
C0蓸 蔀 = -kt （5）

平均反硝化速率的计算如下：

v = 1 000 伊（C0 - C）伊 Q/PV （6）
式中：Q 为流量，L·h-1；v 为平均反硝化速率，mg·
L-1·h-1.

2 结果与讨论

2.1 玉米芯释放溶解性有机物过程
柱子填入的玉米芯颗粒质量为 36.280 g，PV 经

测定为 23.94 mL.在注入液的流量为 0.1 mL·min-1，
孔隙水流速为 0.029 cm·min-1，对应水力停留时间 4
h时，玉米芯柱流出液 TOC随注入时间变化如图 2
所示.流出液初期 TOC很高，达到 2 500 mg·L-1，这
是由于在注入 AGW之前，玉米芯介质处于长时间饱

和静置状态，其中的可溶性成分释放造成的.经过 5
个 PV 共 20 h的注入，释碳量显著降低.经过 22个
PV 共 88 h的注入，玉米芯的释放的 TOC稳定在 20
mg·L-1左右，对应释放速率为 0.003 3 mg·g-1·h-1.

2 500
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60
40
20
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图 2 玉米芯初期释碳规律

Fig.2 The discussion of the initial carbon release of corncob

2.2 不同水力停留时间下的反硝化特征
玉米芯颗粒介质在不同水力停留时间下的反

硝化规律如图 3 所示. 硝态氮的进水浓度为 22.5
mg·L-1，图 3（a）为设置的实验各阶段的孔隙水流速
及对应停留时间.图 3（b）为流出液中三种形态的氮
素浓度随时间的变化规律，图 3（c）为硝态氮的去除
率与反硝化速率变化规律.水力停留时间为 4 h时，
硝氮的去除率仅 10%.随着硝酸盐在柱子中的水力
停留时间增大，流出液中硝氮浓度显著降低，对应

的硝氮去除率显著增加，当水力停留时间增大到 16
h时，硝氮去除率达到了 100%（图 3（c））.水力停留
时间从 4 h增加到 16 h时，系统的平均反硝化速率
也随停留时间的增大而增大.停留时间为 16 h时，
反硝化速率达到最大的 36.5 mg·L-1·d-1. 说明在孔
隙水流速较低、水力停留时间较长时，系统反硝化

能力提高，其可能的原因是较低的孔隙水流速更有

利于反硝化微生物的挂膜和生长. 停留时间较长
时，硝氮有充足的微生物反应时间，这与 Wang 等
人[18]的研究结论相吻合.停留时间增加至 16 h以上
时，计算得到的平均反硝化速率反而降低，这是由

于硝酸盐在流出柱子之前已反应完，无法实现穿

透，此时式（6）计算得到的反硝化速率不能反映真
实值.采用 SPSS分析水力停留时间与平均反硝化
速率的相关性，结果表明水力停留时间与平均反硝

湖南大学学报（自然科学版） 2019年136



化速率显著相关，R = 0.859（p < 0.01，n = 16）.
如图 3（b）所示，流出液中亚硝氮的浓度呈现先

升高后降低的变化规律.在水力停留时间较小时，亚
硝酸盐的产生不明显.当水力停留时间增加到 8 h时，
亚硝氮的浓度明显增加，结合硝氮浓度的变化，说明在

这个水力停留时间下，硝酸盐的还原虽有增强，但反应

不彻底，导致了亚硝酸盐的累积.进一步增加水力停
留时间，水相中的 TOC明显增高（图 3（d）），强化了
还原过程，使得反硝化更彻底，亚硝酸盐浓度降低.
但此时流出液中氨氮的浓度明显增加，说明在系统

中高 C/N的条件下，发生了明显的异化硝酸盐还原
为氨（DNRA）过程[19- 20]，而氨的产生，导致了流出液
pH的轻度上升（图 3（d））.上述结果说明，在以玉米
芯为固态碳源的反硝化过程中，氮素形态的变化与

水相 TOC的浓度密切相关，而水力停留时间是控制
TOC和氮素形态的重要因素.由于亚硝态氮和氨氮
在环境中危害均高于硝态氮，在《生活饮用水卫生

标准》（GB 5749-2006）[21]中的最大浓度限值（1.0
mg·L-1 和 0.5 mg·L-1）也远低于硝态氮的限值（10
mg·L-1），因此实际固相反硝化过程中控制停留时间
防止亚硝酸盐和氨的大量产生十分必要.
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图 3 玉米芯-固相反硝化系统在
不同流速下的反硝化规律

Fig.3 The denitrification performance of corncob-based
solid phase denitrification system at different flow rates

2.3 不同进水硝酸盐浓度下的反硝化特征
上述实验结果表明玉米芯填充柱在水力停留

时间为 16 h时可完全去除硝态氮.因此，设置该阶
段实验的停留时间为 16 h.不同进水硝酸盐浓度下
的反硝化规律如图 4 所示.在进水硝氮浓度为 25
mg·L-1时，流出液硝态氮和亚硝氮浓度几乎为 0，硝
氮去除率接近 100%，而氨氮浓度达到 1 mg·L-1（图
4（b）（c））. TOC浓度维持在 30 mg·L-1 的水平（图4
（d））.这些结果相对之前的结果展现出了很好的重
现性.当进水硝氮浓度增加到 50 mg·L-1时，硝氮的
去除率仍维持在 100%的水平，但氨氮的浓度显著
降低.表明系统中硝酸盐浓度的增高，抑制了DNRA
过程.当进水硝氮浓度增加到 100 mg·L-1，流出液中
硝氮的浓度明显增加，去除率显著下降至60%.当进
水硝氮浓度增加到 250 mg·L-1时，去除率进一步下
降至 30%左右 . 当进水浓度进一步增加至
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图 4 玉米芯-固相反硝化系统在不同硝酸盐
浓度下的反硝化规律

Fig.4 The denitrification performance of corncob-based
solid phase denitrification system at different nitrate loads

500 mg·L-1时，亚硝氮显著生成，表明此时反硝化的
进程变得不完全. 反硝化速率在进水硝氮浓度为
100 mg·L-1以下时，随进水硝氮浓度的增加而增大，
但进水硝氮达到 100 mg·L-1时，反硝化速率在 150
mg·N·L-1·d-1 上下波动（图 4（c））.而整个过程中，
系统流出液 TOC 基本维持在 30~40 mg·L-1 之间
（图 4（d）），随进水硝氮浓度变化不大.上述结果说
明，水溶性碳氮比是影响固相反硝化的重要因素，

玉米芯固态碳源依其水解释放的溶解性有机物，对

反硝化有一定的承载力，表现为反硝化速率存在上

限，当硝酸盐的浓度高于相应浓度（碳氮比过低）

时，去除率下降，甚至伴随亚硝酸盐的积累；而同时

硝酸盐又需要有足够浓度，抑制 DNRA，防止氨氮的
大量产生.因此，待修复地下水中的硝氮浓度也是
实施玉米芯为填充介质的原位可渗透反应墙方法

需要考虑的重要因素.
2.4 微生物鉴定
在菌种分离实验中，得到 3种菌落形态不同的

菌株，分别命名为 denitrifier-A、denitrifier-B、deni原
trifier-C. 3种菌株厌氧条件下对硝酸盐的还原去除
效果如图 5所示.不加菌液对照组硝酸盐的去除十
分有限. 3株菌对硝氮均有去除效果，经过 120 h的
反应，硝氮的去除率分别达到了 18.4%、98.8%、
43.2%. 其中 denitrifier-B 对硝酸盐的还原效果最
好，对其进行菌种鉴定，系统进化树如图 6所示，结
果显示菌株 denitrifier-B与 Pseudomonas sp 的同源
性达到 98%.上述结果说明，假单胞菌属在玉米芯
介质固相反硝化的过程中为主要作用菌属.
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00 20 40 60 80 100 120

denitrifier-A
denitrifier-B
denitrifier-C

时间 t/h
图 5 微生物反硝化效果对比

Fig.5 Comparison of denitrification performance
of the isolated denitrifiers
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AM088477.1 Pseudomonas sp.Ch1
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图 6 Denitrifier-B的 16S rRNA序列的系统进化树
Fig.6 Phylogenetic tree derived from 16S rRNA sequence data

of strain denitrifier-B and other related species

2.5 玉米芯颗粒的表征
固体碳源的形态结构对微生物生长附着的难

易程度有显著影响，具有良好表面粗糙度的生物膜

载体可为细菌增殖提供有利条件.玉米芯的 SEM扫
描结果如图 7所示.结果表明，玉米芯表面粗糙，存
在大量微米级的褶皱和结粒结构，有利于微生物附

着，适合作为微生物生长载体.图 8为在 70 d的实
验周期前后玉米芯的 EDS能谱分析，结果显示玉米
芯表面的相对碳含量在实验前后分别为 60.00%和
55.92%，表明其在实验过程中释碳缓慢，且实验后
柱子中玉米芯颗粒仍然填充紧密，未出现结构性塌

陷.表明玉米芯作为场地修复中的填充介质具有很
好的应用潜力.

50 滋m 10 滋m

图 7 玉米芯颗粒的 SEM图片
Fig.7 SEM of corncob particles
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图 8 玉米芯颗粒实验前后的 EDS能谱
Fig.8 EDS spectrum of corncob particles

3 结 论

1）水力停留时间是影响玉米芯固相反硝化过
程中反硝化速率及氮素形态转化的重要因素.水力
停留时间越长，反硝化速率越高，但它在一定范围

内可造成亚硝酸盐的产生，时间太长可造成氨的

累积.
2）碳氮比是影响固相反硝化的重要因素，适宜

的碳氮比有利于硝酸盐去除，且抑制亚硝酸氮和氨

累积.
3）玉米芯释碳缓慢且具有很好的反硝化表现，

结构也有利于微生物附着生长，作为原位可渗透反

应墙的填充介质具有很好的应用潜力.
4）Pseudomonas sp 为玉米芯介质固相反硝化的

过程中的主要作用菌属.
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