
广西科学,2024年,31卷,第1期
 

Guangxi
  

Sciences,2024,Vol.31
 

No.1

收稿日期:20230503    修回日期:20230605

*国家自然科学基金面上项目(52270121)资助。

【第一作者简介】

雷 可(1999-),女,在读硕士研究生,主要从事生物技术研究,Email:1741245572@qq.com。

【**通信作者简介】

韦宇拓(1971-),男,教授,主要从事生物技术研究,Email:weiyutuo@gxu.edu.cn。

【引用本文】

雷可,池越,毛俊儒,等.一株脱氮毕赤酵母Y4的分离鉴定及其氨氮降解性能[J].广西科学,2024,31(1):188196.

LEI
 

K,CHI
 

Y,MAO
 

J
 

R,et
 

al.Isolation
 

and
 

Identification
 

of
 

a
 

Denitrifying
 

Pichia
 

sp.Y4
 

and
 

Its
 

Ammonia
 

Nitrogen
 

Degradation
 

Performance
 

[J].Guangxi
 

Sciences,2024,31(1):188196.

♦特邀栏目♦

一株脱氮毕赤酵母Y4的分离鉴定及其氨氮降解性能*

雷 可1,2,池 越1,2,毛俊儒1,2,陆 兵1,2,潘世优1,2,黎贞崇3,韦宇拓1,2**

(1.广西大学生命科学与技术学院,广西南宁 530004;2.广西微生物与酶工程技术研究中心,广西南宁 530004;3.广西科学

院,广西南宁 530007)

摘要:当前水体氨氮污染严重,环境治理迫在眉睫,筛选高效安全的脱氮菌株可为废水脱氮提供更多选择。本

研究从沼气发酵污泥中分离筛选能降解氨氮的菌株,使用18S
 

rDNA序列分析,对筛选出的优良菌株进行种类

鉴定;同时采用单因素试验和正交试验,探究菌株最佳脱氮条件[培养温度、初始pH 值、盐浓度、碳氮比

(C/N)]及其硝化、反硝化能力。结果表明,分离筛选得到1株具有较强脱氮能力的野生型毕赤酵母(Pichia
 

sp.)菌株Y4。在试验优化后,得到菌株Y4的最适脱氮条件:培养温度25
 

℃,初始pH值8.0、盐浓度(氯化

钠浓度)30
 

g/L、C/N为30。在培养24
 

h后菌株Y4对亚硝酸氮(NO-
2N)的降解率为80.50%,在培养48

 

h
后菌株Y4对氨氮(NH+

4N)的降解率达99.92%,且在24
 

h内菌株Y4的异养硝化和好氧反硝化的速率分别

达到6.25和6.71
 

mg/(L·h),表明毕赤酵母菌株Y4对废水氮污染处理以及生物修复具有一定的应用价值

与潜力。
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中图分类号:Q89  文献标识码:A  文章编号:10059164(2023)05018809
DOI:10.13656/j.cnki.gxkx.20240417.019

  当今工业、农业、生活废水以及垃圾渗滤液等的

大量排放大大增加水生生态系统中的活性氮含量,不
仅导致水体富营养化,危害人类健康,也加大了污染

治理难度,造成严峻的生态压力和生物多样性丧

失[1,2]。离子交换和吸附等物理处理方法对有机污

染物具有很高的保留率[3],而化学方法工作量大、操
作繁琐、价格昂贵,并且需要二次处理[4]。与一般的

物理、化学方法脱氮处理相比,生物法脱氮因其高效、
环保和低成本而最具前景。目前已有许多脱氮菌株

在工业废水、淡水栖息地、盐碱湖、海洋沉积物和海水

养殖水以及活性污泥中被发现。细菌中主要有亚硝

酸菌属(Nitrosomonas)、硝酸菌属(Nitrobacter)等自

养型细菌[5],还有假单胞菌属(Pseudomonas)[6]、产
碱杆菌属(Alcaligenes)[7]、不动杆菌属(Acinetobact-
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er)[8]、芽孢杆菌属(Bacillus)[9]等异养型细菌,这些

异养型细菌的氨氮降解率为66.0%-93.6%[10]。虽

然有研究证明真菌可以脱氮[11],但是关于真菌生物

脱氮的研究并不多,已报道的有青霉属(Penicilli-
um)、曲霉菌属(Aspergillus)真菌[12]和酵母[13]。例

如,一株青霉菌EC3从活性污泥中被分离鉴定,48
 

h
后其氨氮降解率达97.7%[14];腐皮镰刀菌(Fusari-
um

 

solani)RADF77在好氧条件下以葡萄糖和茶渣

为碳源时对硝酸盐的平均去除率分别为4.43
 

mg/
(L·h)和4.50

 

mg/(L·d)[15];一株新型酵母Bar-
nettozyma

 

californica
 

K1以蔗糖为最佳碳源在140
 

mg/L的氮浓度下培养48
 

h,其对氨氮的最大去除效

率为 99.11%[13];孢 汉 逊 氏 酵 母 (Hanseniaspora
 

uvarum)KPL108在好氧条件下对硝酸盐的去除率

为99%,总有机碳去除率为93%[16]。目前,生物脱

氮法的研究大多集中在细菌方面,对真菌特别是酵母

的研究甚少。与细菌相比,酵母更具有优势,除脱氮

外,它还具有降解多种有机基质和抵抗极端条件的潜

力[17],并且酵母的适应性强,可以吸附抱团从而更好

地沉淀,利于回收且不易损失[18]。因此有必要拓宽

真菌在废水脱氮中的利用途径,并通过探究不同环境

条件因素的影响优化酵母的脱氮条件,从而提高其氨

氮降解效率,弥补细菌脱氮的不足。本研究从实验室

沼气发酵污泥中筛选能降解氨氮的菌株,使用18S
 

rDNA序列分析,对筛选出的优良菌株进行种类鉴

定,并采用单因素试验和正交试验优化其脱氮条件,
以使其达到更高效的脱氮效果。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 污泥样品

  污泥样品取自本实验室沼气发酵污泥。

1.1.2 主要酶和试剂

  LA
 

Taqase购自TaKaRa公司,苯酚、酒石酸钠

(国药集团化学试剂有限公司),EDTA
 

[生工生物工

程(上海)股份有限公司],亚硝基铁氰化钠、对氨基苯

磺酸、盐酸萘乙二胺(成都西亚化工股份有限公司)等
均为分析纯。

1.1.3 仪器与设备

  PB10台式pH计(Sartorius公司),ZQZYHB
恒温摇床(上海知楚仪器有限公司),LRH250生化

培养箱(上海齐欣科学仪器有限公司),CR22G
 

Ⅲ高

速冷冻离心机[日立(中国)有限公司],ELX800多功

能酶标仪(BioTek公司),Biometra
 

GmbH
 

PCR仪

(广西百谷生物科技有限公司),DYY8C核酸电泳仪

(北京六一生物科技有限公司),Tanon
 

1600凝胶成

像仪(上海天能科技有限公司)。

1.1.4 培养基

  LB培养基[19]。筛选培养基:葡萄糖2
 

g/L、氯化

铵3.82
 

g/L、磷酸二氢钾1
 

g/L、七水合硫酸镁0.05
 

g/L、氯化钾1
 

g/L、氯化钙0.05
 

g/L、pH 值7.0。

SOC培养基[20]。酵母浸出粉胨葡萄糖琼脂(YPD)
培养基[21]。异养硝化培养基:葡萄糖2

 

g/L、氯化铵

0.764
 

3
 

g/L、磷酸二氢钾1
 

g/L、七水合硫酸镁0.05
 

g/L、氯化钾1
 

g/L、氯化钙0.05
 

g/L。反硝化培养

基:将异养硝化培养基中的氯化铵换成0.985
 

7
 

g/L
的亚硝酸钠即可。固体培养基则需加入1.5%(W/

V)的琼脂。按倍数调整培养基中氯化铵和亚硝酸钠

的含量以达到实验所需的氨氮(NH+
4N)浓度和亚硝

酸氮(NO-
2N)浓度。

1.2 方法

1.2.1 菌株的筛选与分离

  富集:10
 

g污泥样品加入装有100
 

mL去离子水

的无菌锥形瓶中,200
 

r/min、30
 

℃摇床培养30
 

min
后静置15

 

min。取1
 

mL污泥菌悬液于100
 

mL
 

LB
培养基中,200

 

r/min、30
 

℃摇床培养24
 

h。

  初筛、驯化:取上述富集的菌液,按1%(V/V)的
接种量接种到 NH+

4N浓度为200
 

mg/L的筛选培

养基中,200
 

r/min、30
 

℃摇床培养48
 

h。逐次增大

筛选培养基的 NH+
4N 浓度,由200、400、600、800

 

mg/L直至1
 

000
 

mg/L,多次重复接种,进行菌株驯

化。将驯化后得到的菌液梯度稀释涂布于固体筛选

培养基上,30
 

℃恒温培养48
 

h。选取单菌落重新划

线于LB平板上,重复划线3次,得到分离纯化的单

菌落。

  复筛:将分离纯化的单菌接种到YPD培养基中,

200
 

r/min、30
 

℃摇床培养12-24
 

h后,按1%(V/V)
的接种量转接到100

 

mL筛选培养基中,200
 

r/min、

30
 

℃ 摇 床 培 养 48
 

h。离 心 取 上 清 液 检 测 残 余

NH+
4N浓度,选择氨氮降解率较高的菌株进行后续

试验。

1.2.2 菌株18S
 

rDNA基因的测序鉴定

  提取所得菌株的总DNA,用通用引物18S1(5'
CTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGCCTG
AGAAACGGCTACC3')和18S2(5'CCAAAATC-
CCTTAACGTGAGTTTTCCTCGTTGAAGAGC
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G3')进行18S
 

rDNA的PCR扩增。反应体系(50
 

μL):模板DNA
 

1
 

μL,18S1和18S2各1
 

μL,dNTP
 

mixture
 

4
 

μL,LA
 

Taqase
 

0.5
 

μL,10×LA
 

Taqase
 

Buffer
 

5
 

μL,灭菌H2O
 

37.5
 

μL。PCR反应程序:94
 

℃
 

5
 

min;94
 

℃
 

30
 

s,57
 

℃
 

30
 

s,72
 

℃
 

2
 

min,30个循

环;72
 

℃
 

10
 

min;4
 

℃保存。将PCR扩增产物送至

北京睿博兴科生物技术有限公司测序,在NCBI网站

上进行同源性比对(BLAST软件),并用 MEGA
 

6.0
软件构建系统发育树。

1.2.3 单因素试验

  将筛选所得菌株接种到 YPD培养基中活化,

OD595 达到1.0(对数生长期)时,按1%的接种量接

种到NH+
4N浓度为200

 

mg/L的异养硝化培养基

中,改变单一变量,包括培养温度(16、23、30、37、44
 

℃)、初始pH 值(5.5、6.0、6.5、7.0、7.5、8.0、8.5、

9.0)、盐浓度(氯化钠浓度,0、5、10、20、30、40、60
 

g/

L)、碳氮比(C/N,5、10、20、30、40、50),200
 

r/min培

养48
 

h后,测定不同条件变化下菌液的OD595 以及

上清液中的NH+
4N浓度。

1.2.4 正交试验优化

  基于单因素试验结果,采用软件 Minitab
 

17
(Minitab

 

Inc.,State
 

College,USA)设计四因素三水

平的正交试验。按照表1设计的正交试验方案,将菌

株接种到NH+
4N浓度为200

 

mg/L的异养硝化培

养基中,在不同因素条件下培养48
 

h,测定不同因素

条件下菌液的OD595 以及上清液中的NH+
4N浓度。

表1 正交试验设计

Table
 

1 Orthogonal
 

experimental
 

design

水平
Level

因素Factor

A
 

(Culture
 

tempera
ture)/℃

B
 

(Initial
 

pH
 

value)
C

 

(Carbon
 

nitrogen
 

ratio,C/N)

D
 

(Salt
 

concentra
tion)/(g/L)

1 25 7.5 20 20

2 30 8.0 30 30

3 35 8.5 40 40

1.2.5 菌株的氨氮浓度耐受性

  将OD595 达到1.0(对数生长期)的菌株接种到

耐受培养基(NH+
4N浓度为100、200、300、500、700、

1
 

000
 

mg/L)中。根据正交试验优化结果,在菌株的

最优氨氮降解条件下培养,培养过程中每间隔12
 

h

检测菌体OD595 和培养液上清液的NH+
4N浓度。

1.2.6 菌株的反硝化降解特性

  将对数生长期的菌株接种到200
 

mg/L的亚硝

酸钠培养基中,最适温度(25
 

℃)、200
 

r/min摇床培

养5
 

d。每间隔12
 

h测定培养基中菌体OD595 和培

养液上清液中的NO2N浓度。

1.2.7 测定方法

  利用靛酚蓝分光光度法[22]进行NH+
4N浓度的

测定,制作氨氮标准曲线,根据标准曲线公式y=
0.594x+0.002(R2 =0.998)计 算 上 清 液 中 的

NH+
4N浓度。

  采用N(1萘基)乙二胺光度法[23]进行测定,制
作亚 硝 酸 氮 标 准 曲 线,根 据 标 准 曲 线 公 式 y=
0.40988x-0.0001(R2=0.997

 

9)计算上清液中的

亚硝酸钠和NO2N浓度。

2 结果与分析

2.1 菌株的筛选、分离和鉴定

  本实验经过筛选得到的菌株命名为Y4。提取

菌株Y4基因组并扩增其18S
 

rDNA序列,经18S
 

rDNA基因测序,同源性比对(BLAST 软件)后用

MEGA
 

6.0软件构建系统发育树,如图1所示。系

统发育树结果表明菌株Y4与杰丁毕赤酵母(Pichia
 

jadinii)的亲缘关系最近,同时根据其菌落形态特

征,将菌株Y4鉴定为毕赤酵母(Pichia
 

sp.),其具

有兼性厌氧、化能异养、无致病性等特征。

2.2 单因素试验结果分析

2.2.1 不 同 培 养 温 度 对 菌 株 Y4生 长 和 脱 氮 的

影响

  由图2可知,比较在不同培养温度下菌株Y4的

生长情况与氨氮降解率,菌株 Y4的最适生长温度

为23
 

℃,最佳脱氮温度为30
 

℃,氨氮降解率在达到

最高值(88.9%)后便随着温度的升高而下降。在较

低温度(≤23
 

℃)和较高温度(>40
 

℃)下,菌株Y4
的菌体浓度和氨氮降解率都处于较低的水平;30-37

 

℃的温度较适合菌株 Y4的生长和脱氮,此温度范

围下菌株Y4的氨氮降解率可维持在70%以上。在

30
 

℃时,菌株Y4的生长未受到明显抑制,且拥有最

高的氨氮降解率,因此菌株 Y4的最适氨氮降解温

度为30
 

℃左右。
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图1 菌株Y4系统发生树

Fig.1 Phylogenetic
 

tree
 

of
 

strain
 

Y4

图2 不同培养温度对菌株Y4生长和脱氮的影响

  Fig.2 Effects
 

of
 

different
 

culture
 

temperatures
 

on
 

the
 

growth
 

and
 

nitrogen
 

removal
 

of
 

strain
 

Y4

2.2.2 不同初始pH 值对菌株 Y4生长和脱氮的

影响

  图3表明菌株 Y4生长的最适初始pH 值为

6.0;脱氮最佳初始pH 值为8.0,氨氮降解率达到

84.96%。比较菌株Y4的生长情况与氨氮降解率,
发现在初始pH值为5.5-8.5时菌株Y4的生长和

脱氮能力较为稳定,可在偏酸性的环境中生长,氨氮

降解率保持在60%以上;pH值一旦超过8.5则不利

于菌株Y4的生长和脱氮,严重影响其异养硝化效

率。可见,菌株Y4在pH偏中性的弱碱环境下的除

图3 不同初始pH值对菌株Y4生长和脱氮的影响

  Fig.3 Effect
 

of
 

different
 

initial
 

pH
 

value
 

on
 

the
 

growth
 

and
 

nitrogen
 

removal
 

of
 

strain
 

Y4

氮效果最佳。

2.2.3 不同盐浓度对菌株Y4生长和脱氮的影响

  图4表明菌株Y4最适生长盐浓度和最佳脱氮

盐浓度均为30
 

g/L,菌体OD595 达到3.5,氨氮降解

率可达到99.88%,NH+
4N几乎完全去除。菌株Y

4的OD595 与氨氮降解率变化趋势一致,菌体OD595

降低或升高,脱氮效率同时降低或升高。盐浓度>40
 

g/L的环境对菌株Y4的生长和异养硝化过程存在

较大的抑制作用。可见,菌株 Y4具有较高的盐耐

受性,适合用于较高盐浓度的废水脱氮。

191



广西科学,2024年,31卷,第1期
 

Guangxi
  

Sciences,2024,Vol.31
 

No.1

图4 不同盐浓度对菌株Y4生长和脱氮的影响

  Fig.4 Effects
 

of
 

different
 

salt
 

concentration
 

on
 

the
 

growth
 

and
 

nitrogen
 

removal
 

of
 

strain
 

Y4

2.2.4 不同C/N对菌株Y4生长和脱氮的影响

  以葡萄糖为碳源,通过增加培养基中的葡萄糖含

量,测定不同C/N下菌株Y4的脱氮情况。如图5
所示,菌株Y4的最适生长C/N和最佳脱氮C/N均

为30,氨氮降解率最大可达95.61%,对 NH+
4N的

去除较为完全,之后便呈现出下降的趋势,菌株Y4
整体上脱氮率维持在50%以上。当C/N>30时,随
着C/N的升高,菌株Y4的生长以及脱氮效率开始

受到影响,这可能是由于在以葡萄糖为碳源的培养基

中,高浓度的葡萄糖导致环境渗透压升高,从而进一

步影响菌株Y4的生长以及脱氮。

图5 不同C/N对菌株Y4生长和脱氮的影响

  Fig.5 Effects
 

of
 

different
 

C/N
 

on
 

the
 

growth
 

and
 

nitro-

gen
 

removal
 

of
 

strain
 

Y4

2.3 菌株Y4氨氮降解条件的正交实验优化

  表2为菌株Y4氨氮降解条件的四因素三水平

正交实验优化结果。从表2可知,决定菌株Y4脱氮

效率的影响因素的主次顺序为初始pH 值>盐浓

度>C/N>培养温度,菌株 Y4的最佳组合为初始

pH值8.0、盐浓度30
 

g/L、C/N=30、培养温度25
 

℃,该菌株能在48
 

h内将200
 

mg/L的氨氮几乎降解

完全,氨氮降解率提升至99.92%,达到优化效果。

表2 正交试验结果

Table
 

2 Orthogonal
 

experimental
 

results

试验编号
Test

 

number
A B C D

氨氮降解率/%
Ammonia

 

nitrogen
 

degradation
 

rate/%

1 1 1 1 1 87.33

2 1 2 2 2 99.92

3 1 3 3 3 44.12

4 2 1 2 3 64.08

5 2 2 3 1 89.84

6 2 3 1 2 70.74

7 3 1 3 2 59.52

8 3 2 1 3 68.26

9 3 3 2 1 60.92

K1 77.123 70.310 75.443 79.363

K2 74.887 86.007 74.973 76.727

K3 62.900 58.593 64.493 58.820

R 2.240 27.414 10.950 20.543

2.4 不同初始氨氮浓度对菌株Y4生长和异养硝化

的影响

  如图6所示,在不同初始 NH+
4N 浓度(100、

200、300、500、700、1
 

000
 

mg/L)条件下培养132
 

h
后,菌株Y4的氨氮降解率分别为100.0%、94.9%、

60.0%、36.4%、28.6%、19.1%,且菌体OD595 均超

过3.0
 

(图7),表明菌株Y4最高可耐受1
 

000
 

mg/L
的NH+

4N浓度,可用于高氨氮浓度废水的脱氮。如

图6所示,在不同初始 NH+
4N浓度(100、200、300、

500、700、1
 

000
 

mg/L)条件下分别对菌株 Y4培养

不同时间,结果表明在0-24
 

h内,菌株Y4对不同

初始浓度的氨氮的平均降解速率分别为4.16、4.70、

4.79、5.08、6.25、5.00
 

mg/(L·h),其 中,初 始

NH+
4N浓度为700

 

mg/L时菌株Y4的平均降解速

率达最高。结合图7进行分析,随着NH+
4N浓度的

升高以及时间的延长,24
 

h后菌株Y4的生长趋势

并未出现明显的抑制情况,氨氮降解量维持在一定的

水平,36
 

h后由于营养物质的不断消耗,降解速率和

脱氮效率逐渐降低,菌株Y4硝化作用不明显,残余

氨氮量基本不变。

2.5 菌株Y4的好氧反硝化降解能力

  如图8所示,初始亚硝酸盐浓度为200
 

mg/L,好
氧反硝化24

 

h时,菌株Y4的菌体OD595 达2.0以
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上,亚硝酸氮降解率为80.50%。0-24
 

h菌株 Y4
的平均亚硝酸氮降解速率为6.71

 

mg/(L·h),12-
24

 

h期间的平均亚硝酸氮降解速率达最大,达7.81
 

mg/(L·h),因此菌株Y4的反硝化作用集中在对

数生长 期 阶 段,到60
 

h时 亚 硝 酸 氮 降 解 率 接 近

100%。相比异养硝化作用的氨氮降解速率,菌株Y
4好氧反硝化作用的亚硝酸氮的降解速率更快。

图6 初始氨氮浓度对菌株Y4异养硝化的影响

  Fig.6 Effect
 

of
 

initial
 

ammonia
 

nitrogen
 

concentration
 

on
 

heterotrophic
 

nitrification
 

of
 

strain
 

Y4

图7 初始氨氮浓度对菌株Y4生长的影响

  Fig.7 Effect
 

of
 

initial
 

ammonia
 

nitrogen
 

concentration
 

on
 

the
 

growth
 

of
 

strain
 

Y4

图8 菌株Y4在亚硝酸盐中的好氧反硝化作用

Fig.8 Aerobic
 

denitrification
 

of
 

strain
 

Y4
 

in
 

nitrite

3 讨论

  本研究发现筛选得到的毕赤酵母菌株Y4可以

进行异养硝化和好氧反硝化,并探究了培养温度、初
始pH值、盐浓度、C/N对Y4的脱氮能力的影响。
这些因素从不同方面影响微生物细胞膜的流动性、通
透性、营养物质的存在形式以及代谢产物的产生等,
是微生物废水脱氮的重要因素[24]。

  温度是影响菌株活性的重要环境因素之一,其变

化直接影响微生物的酶活和生长速度,因此只有在最

佳的温度条件下,好氧脱氮细菌才能拥有最佳的脱氮

性能[25]。菌株Y4生长和脱氮的最佳温度为23-37
 

℃,与大部分的好氧反硝化菌的最佳温度范围相

似[26]。当温度为15-20
 

℃时,菌株Y4的氨氮降解

率仍有30%-60%,并且在45
 

℃时仍能降解氨氮,
可见该菌株的温度适应范围较宽,有利于菌株在环境

中竞争与存活。大多数的异养硝化菌在温度低于15
 

℃和高于45
 

℃时脱氮性能都受到严重抑制[2729],本
研究中不同温度对菌株 Y4的影响与该研究结果

一致。

  pH值不但会影响细胞内的酶的活性,而且还会

影响溶液中营养物质或抑制物质的浓度,从而直接或

间接影响好氧硝化或者反硝化菌株的活性[30]。研究

表明,污泥氨氧化的最适pH值为7.5-8.3[31],本研

究筛选得到的毕赤酵母菌株Y4在pH 值为5.5-
8.5时其氨氮降解率仍达到60%以上,这是因为在酶

催化下异养硝化过程会产生酸,所以适宜的温度和偏

中性的弱碱环境有利于硝化反应的正向发生,提高脱

氮速率,而Y4在pH值为8.0时的脱氮性能最优,
这与谭俊杰等[32]和邰勇等[33]的研究结果一致。

  盐浓度直接影响细胞渗透压和通透性,是物质交

换的限制条件。当废水中的盐浓度大于1%(W/V)
时,即可被认为是高盐废水,在此条件下生物脱氮效

率低下[34]。适宜的盐浓度不会引起细胞质壁分离、
脱水,以及细菌的生长缓慢或死亡,反之,过高的盐浓

度则会致使其氨氮降解能力减弱[35]。本研究筛选得

到的毕赤酵母菌株Y4可耐受60
 

g/L的盐浓度,在

30
 

g/L盐浓度下的脱氮效果最优,因此可应用于高

盐浓度的氨氮废水处理。

  研究表明,菌株在脱氮过程中,不同的C/N会影

响菌株生长,因此探究最佳C/N有利于提高菌株的

脱氮效率[36]。碳源是菌株生长过程中的主要限制因

素,在硝化或反硝化过程中起电子供体的作用,同时
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参与细胞物质的合成,有机碳源质量浓度越高,脱氮

速率就越快[37]。多数异养硝化细菌以柠檬酸盐[3840]

或者琥珀酸钠[41,42]为最佳碳源,最适C/N为10-
20[43,44]。本研究通过改变葡萄糖的浓度来改变C/

N,结果表明在C/N为30-40时,菌株Y4脱氮效

果最优,而多数异氧硝化反硝化菌的最适 C/N 为

10-20[34],与细菌相比,菌株Y4的适宜C/N较高,
这表明菌株Y4可以应用于高碳废水处理;在C/N
为5-20时,菌株 Y4的氨氮降解率仍有50%-
80%,可见菌株Y4具有良好的生存能力,能够在低

营养的环境中生存,具有较大的竞争优势。

  一般认为反硝化的发生仅限于细菌(原核生物),
但也有研究证明许多真菌(真核生物)表现出不同的

反硝化活性。前人研究表明,真菌反硝化系统由含铜

亚硝酸盐还原酶(NirK)和细胞色素P450一氧化氮

(NO)还原酶(Nor),即P450nor组成,将亚硝酸盐还

原为N2O
[45,46]。本研究中,菌株Y4在初始亚硝酸

盐浓度为200
 

mg/L、好氧反硝化24
 

h后,亚硝酸氮

降解率为80.50%,到60
 

h时亚硝酸氮降解率可接近

100%。

  此外,与细菌相较之下,真菌产生的降解酶来源

丰富并且能够承受恶劣条件,特别是波动的污染物负

荷[47]。菌株Y4具有耐高NH+
4N浓度、高盐浓度

和高C/N的特点,可用于榨菜等食品加工厂废水、海
水养殖业废水等的处理。同时,菌株 Y4为毕赤酵

母,既可以治理污水还可以利用其生产单细胞蛋白产

生收益[48],在降低治理成本的同时也可以带来经济

收益,这也为微生物废水脱氮提供了一些新的选择与

思路。

4 结论

  毕赤酵母菌株Y4通过异养硝化以及好氧反硝

化作用具有一定的脱氮性能。在以氯化铵和亚硝酸

钠作为唯一氮源时,Y4对NH+
4N和NO-

2N的最

高降解率分别达到99.92%和80.50%,24
 

h内降解

速率最大分别为6.25和6.71
 

mg/(L·h),且可耐受

1
 

000
 

mg/L的NH+
4N浓度,在废水氮污染处理以

及生物修复方面具有一定的应用潜力。
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Isolation
 

and
 

Identification
 

of
 

a
 

Denitrifying
 

Pichia
 

sp.Y4
 

and
 

Its
 

Ammonia
 

Nitrogen
 

Degradation
 

Performance

LEI
 

Ke1,2,CHI
 

Yue1,2,MAO
 

Junru1,2,LU
 

Bing1,2,PAN
 

Shiyou1,2,LI
 

Zhenchong3,
WEI

 

Yutuo1,2**
(1.College
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Science
 

and
 

Technology,Guangxi
 

University,Nanning,Guangxi,530004,China;2.Guangxi
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and
 

Enzyme
 

Research
 

Center
 

of
 

Engineering
 

Technology,Nanning,Guangxi,530004,China;3.Guangxi
 

Academy
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Sciences,Nanning,

Guangxi,530007,China)

Abstract:At
 

present,ammonia
 

nitrogen
 

pollution
 

in
 

water
 

resources
 

is
 

severe,and
 

environmental
 

governance
 

is
 

urgent.
 

Screening
 

efficient
 

and
 

safe
 

denitrification
 

strains
 

can
 

provide
 

more
 

choices
 

for
 

wastewater
 

denitri-
fication.Strains

 

capable
 

of
 

degrading
 

ammonia
 

nitrogen
 

were
 

isolated
 

and
 

screened
 

from
 

biogas
 

fermentation
 

sludge
 

in
 

this
 

study.The
 

selected
 

excellent
 

strains
 

were
 

identified
 

by
 

18S
 

rDNA
 

sequence
 

analysis.At
 

the
 

same
 

time,single
 

factor
 

and
 

orthogonal
 

experiments
 

were
 

used
 

to
 

explore
 

the
 

optimal
 

nitrogen
 

removal
 

condi-
tions

 

[culture
 

temperature,initial
 

pH
 

value,salt
 

concentration,carbonnitrogen
 

ratio
 

(C/N)]
 

and
 

the
 

nitrifi-
cation

 

and
 

denitrification
 

capacity
 

of
 

the
 

strain.The
 

results
 

showed
 

that
 

a
 

wildtype
 

strain
 

of
 

Pichia
 

sp.Y4
 

with
 

strong
 

denitrification
 

ability
 

was
 

isolated
 

and
 

screened.
 

After
 

experimental
 

optimization,the
 

optimal
 

denitrification
 

conditions
 

for
 

strain
 

Y4
 

are
 

temperature
 

25
 

℃,initial
 

pH
 

value
 

8.0,salt
 

concentration
 

(NaCl
 

concentration)
 

30
 

g/L,and
 

carbonnitrogen
 

ratio
 

30.After
 

24
 

h
 

of
 

culture,the
 

degradation
 

rate
 

of
 

nitrite
 

ni-
trogen

 

(NO-
2N)

 

by
 

strain
 

Y4
 

was
 

80.50%,and
 

the
 

degradation
 

rate
 

of
 

ammonia
 

nitrogen
 

(NH+
4N)

 

by
 

strain
 

Y4
 

was
 

99.92%
 

after
 

48
 

h
 

of
 

culture.
 

The
 

heterotrophic
 

nitrification
 

and
 

aerobic
 

denitrification
 

rates
 

of
 

strain
 

Y4
 

within
 

24
 

h
 

reached
 

6.25
 

mg/(L·h)
 

and
 

6.71
 

mg/(L·h),respectively,indicating
 

that
 

Pichia
 

sp.Y4
 

has
 

certain
 

application
 

value
 

and
 

potential
 

for
 

wastewater
 

nitrogen
 

pollution
 

treatment
 

and
 

bioremedi-
ation.

 

Key
 

words:Pichia
 

sp.;biological
 

nitrogen
 

removal;heterotrophic
 

nitrification;aerobic
 

denitrification;condi-
tion

 

optimization
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