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♦生物工程♦

人工构建微生物组对制革废水的氨氮去除及微生物组的对比变
化分析*

刘 艺1,林祖端1,汤宏赤1,施咏康2,林丽华1,郭 媛1,王子龙1,庞 浩1**

(1.广西科学院,国家非粮生物质能源工程技术研究中心,非粮生物质酶解国家重点实验室,广西生物炼制重点实验室,广西南宁

 530007;2.广西民族大学化学与生态工程学院,广西南宁 530007)

摘要:为探究复合人工微生物组对制革废水处理体系中微生物群落的影响,在传统的厌氧/好氧(A/O)污水处

理工艺处理制革废水的基础上,投加微生物复合菌形成人工微生物组。利用复合人工微生物组强化废水处理,
应用高通量测序技术测定各样品中的细菌16S

 

rRNA
 

V3-V4变异区序列,并对测序数据进行生物信息学分

析、Alpha多样性分析以及物种组成分析。结果表明,投加微生物组后,化学需氧量(COD)和氨氮的处理效果

得到提升,COD的去除率约为82.60%,氨氮的去除率约为99.47%。高通量测序结果表明,人工投加微生物

组使得活性污泥中微生物群落丰度以及多样性提高,污染物降解功能菌占比有所提升,陶厄氏菌属(Thauera)
成为其最主要的优势菌属。复合人工微生物组的投加对强化制革废水处理系统有一定潜力。
关键词:人工微生物组 制革废水 生物脱氮 高通量测序 微生物群落结构
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  制革行业是我国的重污染行业之一,在如今高标

准的环保要求下,其生产废水的治理问题值得重

视[1,2]。制革废水具有高浓度、高盐量、高色度、悬浮

物多以及水质波动大等特点[3],此外,在皮革加工过

程中添加的助剂、中和剂、铬鞣剂、植物鞣剂、石灰、硫
化钠、铵盐、酸、碱、蛋白酶等材料,使制革废水中的还

原性物质增加,直接或间接导致其中的化学需氧量

(COD)含量较高[4]。据报道,制革废水中COD含量

为 3
 

000-5
 

000
 

mg/L、氨 氮 含 量 为 150-300
 

mg/L[5]。Feng等[6]采用电凝法处理制革废水,其

COD、氨氮的去除率分别为68.0%和43.1%,氨氮

的去除效果并不理想。高级氧化法处理污水虽然具

有高效和迅速的优点,但是成本较高,经济性有待提

高[7]。制革废水的处理方法还有混凝沉淀法、膜分离

法等,虽然也取得不错的效果,但经济成本投入较大,
同时,废水处理产生的二次污染问题,也限制了这些
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处理方法的大规模应用[8]。制革废水中含有大量的

可溶性蛋白、脂肪等有机物和甲酸等低分子添加剂,

m(BOD5)/m(CODcr)的值为0.3-0.6,可生化性较

好,适合进行生物处理[9]。因此,面对目前日渐严苛

的废水排放环保标准,生物处理方法作为一种成本低

廉、不产生二次污染的废水处理方法[10],值得进一步

探讨和优化。刘志刚等[11]利用微生物复合菌剂解决

了黑臭河道水体污染问题,同时该微生物复合菌剂对

COD和氨氮的去除具有一定的效果,表明可通过添

加复合人工微生物组来提高废水处理效果。本研究

拟在制革废水处理过程中投加复合人工微生物组,优
化制革废水的处理效果,并通过高通量测序的方法,
对其中的微生物群落多样性进行研究,为复合人工微

生物组在制革废水处理中的实际应用提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 接种污泥及实验用水

  好氧污泥取自南宁市某污水处理厂,外加一定比

例的水以及糖蜜作为碳源,尿素作为氮源,经过一定

时间的驯化后,投入制革废水处理装置。制革废水取

自台山某制革厂,初始COD含量为5
 

745.9
 

mg/L,
氨氮含量为456.2

 

mg/L。

1.1.2 实验菌株

  复合人工微生物组所用菌株为实验室筛选出来

的、对制革废水处理具有正向作用的菌株,包括阴沟

肠杆菌(Enterobacter
 

cloacae)、芽孢杆菌(Bacillus
 

spp.)、假单胞菌(Pseudomonas
 

spp.),复配后构建

成人工微生物组,命名为GXAS1。每次均从平板上

挑取单菌落,经过液体培养基培养至一定浓度后进行

菌种投加。处理前期混合配比成100
 

mL的混合液,
形成优势菌后,逐步减少人工微生物组的投加量,并
根据每天监测的废水COD数值进行动态调整。

1.1.3 实验装置

  实验所用3个反应池总体积为15
 

L,其中2个

为好氧反应池,总体积为10
 

L,1个为厌氧反应池,体
积为5

 

L,实际进水总体积为13
 

L。使用蠕动泵每日

定时定量流加进水,并且通过虹吸排水法进行排水,
进水量和排水量根据每天监测的COD和氨氮数值

进行调整,每日的进出水量约为500
 

mL。好氧池中

采用内置曝气头的方式进行持续曝气供氧。

1.2 方法

1.2.1 实验方法

  采用相同运行参数和规模的两组厌氧/好氧(A/

O)反应器进行对照实验。实验组额外添加调配好的

复合人工微生物组,对照组则添加同等体积的清水。
每天定时取样测定出水氨氮及COD含量。

  从实验组末端出水反应池中取样,标记为样品

1;按照同样方式从对照组中取样,标记为样品2。

1.2.2 分析方法

  制革废水处理实验中,氨氮使用纳氏试剂分光光

度法测定,COD使用快速消解分光光度法测定。

  活性污泥的微生物群落分析实验中,DNA使用

Nanodrop进行定量分析,DNA提取质量通过1.2%
琼脂糖凝胶电泳进行检测,利用高保真DNA聚合酶

进行PCR扩增后,进行荧光定量分析,扩增引物为

F:5'􀆼ACTCCTACGGGAGGCAGCA􀆼3',R:5'􀆼CG-
GACTACHVGGGTWTCTAAT􀆼3',采 用Illumina
公司的TruSeq

 

Nano
 

DNA
 

LT
 

Library
 

Prep
 

Kit制

备测序文库。利用Illumina
 

MiSeq/NovaSeq平台进

行群落DNA片段双端测序分析。

  DADA2序列去噪:利用qiime
 

cutadapt
 

trim􀆼
paired将序列的引物片段切除,并将未能匹配的引物

序列剔除;接着利用qiime
 

dada2
 

denoise􀆼paired调用

DADA2进行质控、去噪、拼接、去嵌合体等一系列操

作。以上所涉及的步骤在每个文库中单独进行分析。
在对各个数据库进行降噪处理后,整合ASVs特征序

列和ASV表格,并剔除singletons
 

ASVs。

  对测序结果开展 Alpha多样性分析,并在各个

分类水平上进行物种组成分析。在Alpha多样性分

析中,丰富度用Chao1指数表征,多样性用Shannon
指数和Simpson指数表征[12]。本次测序相对于整体

样本的覆盖程度用菌群覆盖度(Goods_coverage)指
数表示。

2 结果与分析

2.1 水质变化

  经处理,添加了复合人工微生物组的实验组最终

出水COD含量基本稳定在1
 

000
 

mg/L左右,氨氮

测 量 值 在 2.4
 

mg/L 左 右,COD 降 解 率 约 为

82.60%,氨氮去除效率约为99.47%,效果显著。
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2.2 生物信息学分析

2.2.1 序列长度分布

  测序结果如图1所示,序列长度基本上都集中在

402-432
 

bp,平均长度418
 

bp,能满足后续的分析

需求。

图1 序列长度分布

Fig.1 Length
 

distribution
 

of
 

the
 

sequence

2.2.2 DADA2序列去噪

  对经过去噪处理后的各样本的测序量进行统计

学处理,结果如表1所示。处理结果满足后续的数据

分析要求。

2.3 Alpha多样性分析

2.3.1 Alpha多样性指数

  Alpha多样性分析结果如表2所示。Goods_

coverage指数数值越高,表示覆盖程度越高[13]。2个

样品的菌群覆盖度指数均大于0.98,表明本次测序

的覆盖度高。Chao1指数越大,表明种群的丰富度越

高[14]。从表2可以看出,实验组微生物群落的丰富

度高于对照组,说明添加的复合人工微生物能够在皮

革废水处理系统中生长。Simpson指数值越大,说明

群落多样性越低[15]。而Shannon指数相反,其值越

高多样性越高。因此,综合对比实验组和对照组的

Shannon指数和Simpson指数,可以反映出实验组

微生物的多样性较高。

表1 污泥样品的高通量测序数据

Table
 

1 High􀆼throughput
 

sequencing
 

data
 

of
  

sludge
 

samples

样品编号
Sample

 

ID Input Filtered Denoised Merged Non􀆼chimeric Non􀆼singleton

1 97
 

793 85
 

527 82
 

397 73
 

349 57
 

303 56
 

582

2 83
 

060 74
 

398 71
 

775 65
 

884 54
 

194 53
 

576

表2 细菌群落多样性指数

Table
 

2 Diversity
 

index
 

of
 

bacterial
 

community
样品编号

Sample
 

ID
Chao1 Simpson Shannon Goods_coverage

1 1
 

881.89 0.956
 

735 7.267
 

66 0.988
 

129

2 1
 

486.75 0.962
 

624 7.131
 

28 0.992
 

116

2.3.2 稀疏曲线

  随着测序深度的增加,Chao1指数和Shannon
指数均呈现先上升后平稳的趋势,后期Chao1指数

趋于平缓,Shannon指数进入平台期,表明此测序深

度有效,基本上已经完全覆盖样品中的所有微生物群

落(图2)。从图2也可以较为直观地看出,实验组的

微生物群落较丰富。

2.4 物种组成分析

  选取门水平上的物种组分进行对比,结果如图3
所示。在2组样品中占比前3的门类从高到低依次

为 变 形 菌 门 (Proteobacteria)、拟 杆 菌 门 (Bacte-
roidetes)、放 线 菌 门 (Actinobacteria)。其 中 Pro-
teobacteria在实验组和对照组样品中占比分别为

44.7%、63.22%。Proteobacteria是城镇污水处理厂

活性污泥系统和废水生物反应系统的主要种群,包含

多种代谢种类,对废水中的碳、氮循环具有重要的作

用,在降解有机物的同时,发挥脱氮除磷的作用[16]。

Bacteroidetes在实验组中占比为28.95%,在对照组

中占比为 18.73%。复合人工微生物组的添加使

Bacteroidetes比重明显高于对照组,而Bacteroidetes
对废水中的有机物质具有很强的耐受性,可将复杂的

有机物水解并降解为乳糖、乙酸、甲酸等[17],具有水

解污泥絮体的作用,同时具有去除COD和氨氮的作

用。因此从一定程度上反映出添加复合人工微生物

组有助于皮革废水的处理。综合分析,投加复合人工

微生物组对于3种优势菌门的地位没有影响,只是比

重上有波动,且对COD和氨氮有去除作用的菌门占

比增加。

  选取纲水平上的物种组分进行对比。2组样品

中比重在前3的纲均相同,分别为γ􀆼变形菌纲(Gam-
maproteobacteria)、拟杆菌纲(Bacteroidia)和α􀆼变形

杆菌纲(Alphaproteobacteria),可以认为是它们共有

的优势菌(图4)。
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图2 细菌群落稀疏曲线

Fig.2 Sparse
 

curve
 

of
 

bacterial
 

community

图3 细菌群落结构门水平上的组成

Fig.3 Bacterial
 

community
 

composition
 

at
 

phylum
 

level

图4 细菌群落结构纲水平上的组成

Fig.4 Bacterial
 

community
 

composition
 

at
 

class
 

level

  2组样品属水平丰度如图5所示。对照组的优

势属 为 盐 单 胞 菌 属(Halomonas)和 湖 水 盐 细 菌

(Planktosalinus),占比分别为19.11%和13.80%。
对照组的优势属均为耐盐类菌属,嗜盐菌是一类能在

高盐环境下进行正常生长代谢的细菌[18],其在对照

组中占比高,反映出其能够适应制革废水的高盐含量

环境,同时也能从侧面反映出制革废水属于高盐废

水。实 验 组 的 优 势 属 为 藤 黄 色 单 胞 菌 属(Lute-
imonas)、陶厄氏菌属(Thauera)和微杆菌属(Mi-
crobacterium),占 比 分 别 为 12.37%、7.13% 和

6.83%。Microbacterium 是一类具有铬还原性的菌

属,能降解毒性较高的Cr(Ⅵ),对废水中的Cr(Ⅵ)具
有不错的降解能力[19]。Thauera 在两个组中差异较

大,在对照组中所占比重较小,不到1%。然而,根据

前人研究,Thauera 被认为是一类反硝化功能菌属,
其降解污染物的能力非常广泛,甚至对于通常难以被

生 物 分 解 的 芳 香 族 化 合 物 也 有 很 强 的 降 解 作

用[20,21]。由此在一定程度上说明,额外添加的复合

人工微生物组使皮革废水处理体系中的 Microbacte-
rium、Thauera 占比大幅增加,对反应体系中污染物

的降解起到了强化的作用。

图5 细菌群落结构属水平上的组成

Fig.5 Bacterial
 

community
 

composition
 

at
 

genus
 

level

3 结论

  (1)在制革废水的处理过程中投加复合人工微生

物组,能够有效强化废水处理系统去除COD和氨氮

的能力,并且对氨氮的处理效果显著,对制革废水中

污染物的去除效果良好。

  (2)投加复合人工微生物组后,废水处理体系中

微生物群落的多样性和丰富度均提高,但体系中的优

势菌门并未发生变化,变形菌门(Proteobacteria)、拟
杆菌门(Bacteroidetes)、放线菌门(Actinobacteria)依
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旧占据着主导地位。

  (3)复合人工微生物组的投加对于属水平上的物

种组成影响较大,陶厄氏菌属(Thauera)成为制革废

水处理体系中最主要的优势菌属,对COD和氨氮的

降解起到了良好的作用,对制革废水处理体系起到了

一定的强化作用。
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Abstract:In
 

order
 

to
 

explore
 

the
 

impact
 

of
 

compound
 

artificial
 

microbial
 

group
 

on
 

the
 

microbial
 

community
 

in
 

the
 

tannery
 

wastewater
 

treatment
 

system,based
 

on
 

the
 

traditional
 

anaerobic/aerobic
 

(A/O)
 

wastewater
 

treatment
 

process,the
 

artificial
 

microbial
 

group
 

was
 

formed
 

by
 

adding
 

microbial
 

compound
 

bacteria.The
 

composite
 

artificial
 

microbiome
 

was
 

used
 

to
 

enhance
 

wastewater
 

treatment,and
 

high􀆼throughput
 

sequencing
 

technology
 

was
 

used
 

to
 

determine
 

the
 

sequence
 

of
 

bacterial
 

16S
 

rRNA
 

V3-V4
 

mutation
 

region
 

in
 

each
 

sam-
ple.The

 

sequencing
 

data
 

were
 

analyzed
 

by
 

bioinformatics
 

analysis,Alpha
 

diversity
 

analysis
 

and
 

species
 

com-
position

 

analysis.The
 

results
 

showed
 

that
 

after
 

the
 

addition
 

of
 

microbial
 

group,the
 

treatment
 

effects
 

of
 

COD
 

and
 

ammonia
 

nitrogen
 

were
 

improved.The
 

removal
 

rate
 

of
 

COD
 

was
 

about
 

82.60%,and
 

the
 

removal
 

rate
 

of
 

ammonia
 

nitrogen
 

was
 

about
 

99.47%.The
 

results
 

of
 

high􀆼throughput
 

sequencing
 

showed
 

that
 

the
 

abundance
 

and
 

diversity
 

of
 

microbial
 

communities
 

in
 

activated
 

sludge
 

were
 

improved
 

with
 

the
 

addition
 

of
 

microbial
 

groups,and
 

the
 

proportion
 

of
 

pollutant
 

degradation
 

functional
 

bacteria
 

was
 

increased.The
 

genus
 

Thauera
 

be-
came

 

the
 

most
 

dominant
 

one.The
 

addition
 

of
 

composite
 

artificial
 

microbial
 

group
 

has
 

certain
 

potential
 

for
 

strengthening
 

tannery
 

wastewater
 

treatment.
Key

 

words:artificial
 

microbiome;tannery
 

wastewater;biological
 

nitrogen
 

removal;high􀆼throughput
 

sequen-
cing;microbial

 

community
 

structure
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