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摘要 采用稀释平板法从某制酒企业污水样品中分离筛选到1株好氧降解高粱白酒废水的细菌LM1,经
形态观察和16SrDNA序列分析,鉴定该菌株为红球菌(Rhodococcussp.),并研究了该菌株降解高粱白酒废水

的特性。结果表明:该菌株的最佳降解条件是pH7.0,温度30℃,接种量5%。在最适条件下,24h内,LM1菌

株对白酒废水的 COD(化学需氧量)、TOC(总有机碳)、TN(总氮)去除率分别是(81.0±2.4)%、(81.2±
4.1)%、(66.6±0.1)%;72h内,对 TP(总 磷)的 去 除 率 可 达(72.7±0.2)%。出 水 COD 为(475.3±
60.0)mg/L,接近白酒工业废水的间接排放标准(GB27631-2011)(COD≤400mg/L),TN为(16.6±0.1)

mg/L,达到直接排放标准(TN≤25mg/L)。经芬顿试剂进一步深度处理后,其COD为(120.0±7.0)mg/L,

TOC为(36.0±3.5)mg/L,TP为0.1mg/L,TN为(13.3±0.5)mg/L,脱色率为99.8%,达到直接排放标准。
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  白酒是我国特有的一种蒸馏酒,已成为中华民

族传统文化的重要组成部分。但酒厂造成的污染是

工业污染中较严重的一种。2009年,全国白酒总产

量达到70.7亿L,共产生了1060亿L的废水[1]。
废水中大量的有机化合物例如多糖、还原糖、木质

素、蛋白质、类黑精、蜡等物质[2],导致废水颜色偏

深、COD和BOD值偏高,是制约造酒行业持续发展

的瓶颈。白酒废水若直接排放到环境中,会降低土

壤碱度引起种子休眠,废水的颜色会降低水体中阳

光的渗透率,减少光合作用和溶解氧量,影响水生生

物的正常生长[3]。
由于白酒废水的有机物含量高,COD/BOD值

为1.8~1.9,属于可生化性强的废水。目前白酒废

水处理工程中应用广泛、研究深入的生化方法是厌

氧-好氧法技术。但是随着研究的深入,人们发现

采用生化法处理白酒废水,其技术核心是微生物,通
常都需要较长时间的培养与驯化,导致反应器启动

时间长,甚至启动失败,这无疑会对处理工程造成极

大的影响,因此微生物菌剂的开发利用成为研究的

热点[4]。Jimenez等[5]利用斜卧青霉菌Penicillium
decumbens对酒厂废水进行好氧处理,减少了74%
的酚类化合物并且脱色率达到40%。经过生物处

理后,酒厂废水中的有机物基本被去除。然而,废水

的棕色并不会消失甚至可能由于颜色组分和类黑精

的聚合作用而增强[6],并且微生物对白酒废水中部

分难生物降解的污染物和有毒污染物难有作为,而
芬顿氧化法对酒厂废水中难生物降解污染物有着稳

定高效的去除率。因此,将生物处理和芬顿氧化技

术相结合既能使污染物达标,又能将处理费用控制

在可承受的范围内,具有很大的发展潜力,已成为国

内外污染物处理的重要研究方向之一[7]。本研究主

要对前期从某制酒企业污水样品中分离筛选到的1
株高效白酒污水降解菌进行形态学特征和16SrD-
NA序列鉴定,研究其对白酒废水COD、TOC、TN
和TP的最佳降解条件,并以好氧生物法与芬顿试

剂联合处理白酒废水,以期达到《发酵酒精和白酒工

业水污染物排放标准》(GB27631-2011)的直接排

放要求。
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1 材料与方法

1.1 材 料

菌株LM1为笔者所在实验室保藏的高效白酒

废水降解菌,采用稀释平板法分离纯化自某白酒企

业污水处理厂的活性污泥;制酒废水原水采自湖北

某白酒企业污水处理厂的反应器中的废水,灭菌

(121℃,30min)后备用。灭菌后的原水水质中

COD3500.0~5000.0mg/L、TOC330.0~600.0
mg/L、TN50.0~80.0mg/L、TP40.0~100.0
mg/L、pH4.5~5.5。本研究选用的富集培养基为

牛肉膏蛋白胨培养基。
1.2 菌种鉴定

1)生理生化指标的测定。细菌的革兰氏染色和

菌落形态特征观察根据参考文献[8]提供的方法进

行,参照文献[9]的方法对菌株形态进行扫描电镜

观察。

2)降解菌株16SrRNA基因克隆、序列测定及

系统发育分析。将菌体摇床培养至对数期,离心并

收集菌体,抽提基因组总DNA。依据细菌16SrD-
NA中最保守序列设计并合成引物,引物序列为正

向引 物(5′-AAGGAGGTGATCCAGCC-3′),反 向

引物(5′-AGAGTTTGATCCTGCTCAG-3′)。PCR
反应体系为100μL,PCR程序为:94℃,3min预变

性;94℃,30s变性;56℃1min退火;72℃,

2min延伸;30个循环,最后再72℃ 延伸7min。
扩增产物经1.0%琼脂糖凝胶电泳后回收,连接到

pMD18-T载 体,作 AT 克 隆,并 转 化 大 肠 杆 菌

DH5α,用T载体上的通用引物测定16SrDNA 序

列,测序工作由北京三博远志公司完成。
将测序得到的结果与NCBI中核苷酸数据库进

行Blast比较分析,同时选取一些有代表性的菌株

构建进化树。序列同源性由Bioedit完成,进化树用

MAGE4.0 以 邻 位 相 连 法 (neighbor-joining)
构建[10]。
1.3 不同环境因素对白酒废水生物降解的影响

1)不同pH 下菌株LM1对白酒废水的降解。
在500mL锥形瓶中装入100mL的制酒废水,调节

其pH值至4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0和

11.0,将LM1以5%的接种量加至已灭菌的制酒废

水中,30℃200r/min培养72h,样品在12000
r/min下离心5min,取上清测定COD、TOC、TN、

TP。以同样处理但不接菌作为对照,每个处理设3

个重复。

2)不同温度下菌株LM1对白酒废水的降解。
在500mL锥形瓶中装入100mL的制酒废水,调节

其pH值至7.0,将LM1以5%的接种量加入已灭

菌的制酒废水中,设定摇床温度分别为15、25、30、

37、45和50℃,200r/min摇床培养72h,样品于

12000r/min离心5min,取上清测定COD、TOC、

TN、TP。以同样处理但不接菌作为对照,每个处理

设3个重复。

3)不同菌株LM1菌株接种量对白酒废水的降

解。在500mL锥形瓶中装入100mL的制酒废水,
调节其pH值至7.0,将LM1以1%、3%、5%、10%
和15%的接种量加入已灭菌的制酒废水中,30℃、

200r/min条件下培养72h,样品在12000r/min
下离心5min,取上清测定COD、TOC、TN、TP。以

同样处理但不接菌作为对照,每个处理设3个重复。
1.4 最适条件下菌株 LM1 对白酒废水的降解曲线

在500mL锥形瓶中装入100mL的制酒废水,
初始pH值为7.0,将菌株LM1以5%的接种量加

入已灭菌的制酒废水中,30℃、200r/min条件下摇

床培养,每隔12h取样,样品12000r/min离心

5min,取上清测定COD、TOC、TN、TP。设不接菌

对照,每个处理设3个重复。
1.5 芬顿试剂对 LM1 菌株好氧降解废水的深度

处理

  生物出水于12000r/min离心5min,取上清

液作为芬顿反应的处理水样。在250mL烧杯中加

入100mL的水样,在最佳反应条件下用1mol/L
的HCl溶液调节pH至3.0,投加的二价铁离子质

量浓度为200mg/L、过氧化氢体积分数20mL/L,
将其放在DF-101S型集热式恒温加热磁力搅拌器

上搅拌5min后,3000r/min离心10min,取上清

用1mol/L的NaOH调节pH为9.0,这时溶液中

的Fe3+会产生水解絮凝沉淀,因此可再将其离心10
min,取上清液作为待测水样。
1.6 主要分析测试方法及仪器

使用 紫 外 可 见 分 光 光 度 计(UV-1750,SHI-
MADZU,Japan)在600nm和475nm处分别测定

光密度确定菌浓度和色度。色度法(密闭回流法)测
定COD,方 法 是 用 HachDR2800 分 光 光 度 计

(HACH,USA)在620nm 波长处进行COD的测

定。总有机碳分析仪 MultiN/C3100(Jena,Ger-
many)用于TOC和TN的测定。采用微波消解法
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(WXJ-Ⅲ,韶 关 市 泰 宏 医 疗 器 械 有 限 公 司,Chi-
na)[11]测定TP。

2 结果与分析

2.1 生理生化特征

在牛肉膏蛋白胨平板上培养2d后可见LM1
菌落单一、橘红色、表面微凸、不光滑、湿润、透明度

差。经革兰氏染色发现其为G+,不产芽孢。LM1
的部分生理生化试验结果见表1。进一步对LM1
菌株进行扫描电镜观察,由图1可见,菌体直径大约

1.0μm,球形细胞可萌芽变成短杆状。
图1 菌株LM1的扫描电镜照片

Fig.1 ScanningelectronmicroscopicimageofstrainLM1

表1 LM1的生理生化特性鉴定1)

Table1 ThebiochemicalandphysiologicalcharacteristicsofstrainLM1

项目Item 结果 Result 项目Item 结果 Result 项目Item 结果 Result
淀粉水解

Starchhydrolysis
-

V-P试验

V-Ptest
-

麦芽糖发酵

Maltosefermentation
-

明胶水解

Gelatinhydrolysis
-

柠檬酸盐利用试验

Citrateutilizationtest
+

木糖发酵

Xylosefermentation
-

酪蛋白水解

Caseinhydrolysis
-

硫化氢试验

Hydrogensulphidetest
+

棉籽糖发酵

Raffinosefermentation
-

接触酶试验

Catalasetest
+

葡萄糖发酵

Glucosefermentation
+

山梨糖醇发酵

Sorbitolfermentation
-

吲哚试验

Indoltest
-

乳糖发酵

Lactosefermentation
-

甘油发酵

Glycerolfermentation
-

甲基红试验

Methylredtest
-

半乳糖发酵

Galactosefermentation
-

 1)+:阳性Positive;-:阴性反应 Negative.

图2 细菌LM1的16SrDNA序列的系统发育树

Fig.2 Thephylogenetictreebasedon16SrDNAsequenceofRhodococcussp.LM1

2.2 菌株 LM1 16S rDNA 分析

以Rhodococcussp.LM1的总DNA为模板,扩
增16SrDNA基因并测序。在NCBI的核苷酸数据

库中进行Blast比较分析,结果表明LM1与红球菌
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属的大多数菌种的相似度达到97%以上,其中和

R.ruberDSM43338的16SrDNA序列具有100%
的 相 似 性,而 与 R.rhodochrous 和 R.zopfii
DSM44108等菌株的相似度也达到99%。

选取Rhodococcus属中同源性高的菌株进行比

较,构建系统发育树(图2)。由图2可以看出:LM1
菌株的16SrDNA序列与Rhodococcus属中许多种

有很高的同源性,与已报道的环十二酮降解菌R.
ruber[12]关系最为接近,但与已报道的具有降解工业

废水能力的红平红球菌(R.erythropolis)[13]之间的

差异比较大。
2.3 酒厂废水初始 pH 值对生物降解效果的影响

由图3可见,pH6.0~11.0条件下菌株LM1
的降解效果较稳定,其中当pH 值为7.0时,COD、

TOC、TN和TP降解率最高。在中性条件下,LM1
对废水的处理效果很可能已经达到了最佳水平。废

水中的H+和OH- 是间接对微生物的代谢产生影

响的,它首先作用于胞外可解离的弱酸(或弱碱),形
成易通过细胞膜的游离态进入胞内再作用于参与代

谢的各种酶类,从而影响菌体的生长和产物的合

成[14]。因此,后续的研究选择pH7.0作为白酒废

水的初始pH值。

图3 废水初始pH值对LM1生物降解

白酒废水效果的影响

Fig.3 EffectofinitialpHoftheliquorwastewater

onthebiodegradationofLM1

2.4 降解温度对生物降解效果的影响

从图4可以看出,降解率随着温度的升高先增

大再减小,菌株LM1可在25~37℃的温度范围内

对白酒废水有较好的降解效果,其中30℃对白酒废

水的降解效率最高。因此,LM1菌株的最适降解温

度为30℃。
2.5 接种量对生物降解效果的影响

由图5可知,接种量对降解率的影响不大,

COD、TOC、TP的降解曲线较平稳。而TN的降解

率为(66.6±0.1)%,在投加量为15%时下降到

54.48%。随着接种量的增大,微生物对废水的降解

率基本上没有什么变化。可能是由于LM1是好氧

菌,且生长较快,即使接入少量菌体,72h后锥形瓶

内依然可以达到较高的菌体浓度。其中当接种量为

5%时,COD的降解率最高。

图4 培养温度对LM1生物降解白酒废水效果的影响

Fig.4 Effectoftemperatureonthebiodegradation
oftheliquorwastewaterbyLM1

图5 接种量对LM1生物降解白酒废水效果的影响

Fig.5 Effectofinoculumconcentrationonthe
biodegradationoftheliquorwastewaterbyLM1

2.6 菌株 LM1 对白酒废水的降解曲线

在最适pH、温度及接种量的条件下,考查菌株

LM1对白酒废水的降解曲线。如图6所示,随着降

解时间的延长微生物对废水的降解率逐渐增大。从

12h至24h,COD、TOC、TN和TP的降解率明显

增加。24h以后,COD、TOC、TN的去除率维持稳

定,但TP的去除率还在进一步增加。到72h,菌株

图6 LM1生物降解白酒废水的时间曲线

Fig.6 TimecurveofLM1onthebiodegradation
oftheliquorwastewater
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LM1对废水的降解率达到最大值,COD(475.3±
60.0)、TOC(64.1±14.0)、TN(16.6±0.1)和TP
(15.7±0.1)mg/L。经菌株LM1处理白酒废水剩

余的TN达到了白酒工业废水(GB27631-2011)
的直接排放标准(TN≤25mg/L),COD接近间接

排放标准(COD≤400mg/L)。处理初期,LM1进

入对数生长期,各种营养需求旺盛,因此对C、N、P
的降解率增长迅速。后期TP的去除率略微增加,可
能是细菌胞内积累P元素营养储藏颗粒所致。
2.7 芬顿试剂对好氧出水的降解效果

经过 好 氧 生 物 处 理 后 的 COD 为(450.0±
50.0)mg/L,说明废水中存在部分难生物降解的有

机物,仍需进一步深度处理。如表2所示,经芬顿处

理后,脱色率为99.8%,TP基本被去除,COD为

(120.0±7.0)mg/L,达到直接排放标准(COD≤
150mg/L,TN≤25mg/L,TP≤1.0mg/L)。

表2 芬顿试剂氧化试验结果

Table2 TheFentonoxidationtests

指标

Parameters
化学需氧量

COD
总有机碳

TOC
总氮

TN
总磷

TP
脱色率

Decolorization

残余质量浓度/
(mg/L)Residual
concentration

120.0±
7.0

36.0±
3.5

13.3±
0.5

0.1 /

降解率/%
Removalrate

75.6±
0.6

55.6±
3.7

14.2±
3.2

97.9 99.8

3 讨 论

本试验从某白酒企业污水处理厂的活性污泥分

离得到1株能以高粱白酒废水作为唯一碳源和能源

进行生长的细菌。经常规形态观察和16SrDNA序

列同源性分析,初步鉴定LM1为红球菌属(Rhodo-
coccussp.)。菌株降解试验表明,废水初始pH 和

温度能显著影响LM1的降解效果,接种量的影响

次之。本研究得出最佳降解pH 值为7.0,与吴晟

旻等[15]的研究结果类似。但与Shen等[16]研究发

现Rhodococcussp.NJUST16有较为宽泛的pH范

围不同,可能是由于菌株的自身特性造成的;本研究

中最适温度为30℃,Lu等[17]也报道了1株邻苯二

甲酸酯降解菌R.ruberL4的最佳降解温度30~
37℃。本研究最适投加量为5%,在最佳条件下处

理后的出水TN、COD的残余浓度达到排放标准。
经芬顿试剂进一步氧化后,其出水的残余浓度可达

直接排放标准。因此,白酒废水经菌株LM1处理

后再进行深度处理有良好的发展前景。此外,先用

微生物降解污水再用化学方法进行深度处理,既避

免了剩余氧化剂对微生物的毒害作用也减少了处理

费用[18]。
迄今,国内外对细菌和真菌处理酒厂废水的探

索只获得了有限的成果,它们对有机物具有很高的

降解 率,从 而 降 低 色 度 和 提 高 COD 去 除 率[19]。

Jain等[20]从制酒企业污水处理厂的活性污泥中分

离出3种细菌并进行培养鉴定,分别为黄单胞菌、巨
大芽孢杆菌、蜡状芽孢杆菌,它们对酒厂废水COD
和色度去除率分别为55%~68%和38%~58%。
本研究所用菌株也是分离自某白酒企业污水处理厂

的本土菌株,用红球菌处理白酒废水在国内尚属首

次报道,不仅丰富了人们对红球菌的认识,也为好氧

污水处理过程的优化提供了基础数据。后续研究可

通过检测降解过程中的代谢产物来揭示菌株的降解

机理,并将LM1菌株投入到反应器中与芬顿氧化

联用,实现其工业应用。
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Identificationofaliquorwastewater-degrading
bacteriumanditsoptimalconditionsfordegradation

LIUQian1 CHENGGuo-jun2 ZHOU Wei2 SHIYan1 DUDong-yun1

1.InstituteofEnvironmentalScienceandEngineering/CollegeofChemistryandMaterial
Science/KeyLaboratoryofCatalysisandMaterialScienceoftheStateEthnicAffairsCommission

& MinistryofEducation,South-CentralUniversityforNationalities,Wuhan430074,China;

2.CollegeofLifeScience,South-CentralUniversityforNationalities,Wuhan430074,China

Abstract AbacterialstrainLM1whichcanaerobicallydegradesorghumliquorwastewaterwasiso-
latedfromthesewagewatersampleofasorghumliquormanufacturerwithdilutionplatemethod.This
strainwasidentifiedasRhodococcussp.basedonitsmorphologicalobservationand16SrDNAsequence
analysis.Thecharacteristicofitsliquorwastewaterdegradationwasstudied.Theoptimalconditionsfor
degradingsorghumliquorwastewaterwerepH7.0,temperature30℃with5%inoculationamount.Un-
dertheseconditions,(81.0±2.4)%reductioninchemicaloxygendemand(COD),(81.2±4.1)%re-
ductionintotalorganiccarbon(TOC)and(66.6±0.1)%reductionintotalnitrogen(TN),and(72.7±
0.2)%reductionintotalphosphorus(TP)ofthespentwashcouldbeachievedwithin72hbyRhodo-
coccussp.LM1.ThevalueofCODandTNineffluentwas(475.3±60.0)mg/Land(16.6±0.1)

mg/L,whichwereunderthehighestconcentrationoftheseconddischargestandard(COD≤400mg/L)

andthefirstdischargestandard(TN≤25mg/L)ofwaterpollutantsforfermentationalcoholanddis-
tilledspiritsindustry(GB27631-2011),respectively.TheeffluentwasfurthertreatedbyFentonoxida-
tionastheadvancedtreatment,andtheconcentrationsofCOD,TOC,TN,TPandde-colorizationratio
were(120.0±7.0)mg/L,(36.0±3.5)mg/L,0.1mg/L,(13.3±0.5)mg/Land99.8%,respectively,

fittingwiththestandardofdischargingwastewater.
Keywords liquorwastewater;degradation;Rhodococcussp.;chemicaloxygendemand;Fenton

oxidation
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