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摘要：厌氧氨氧化和反硝化作用是底泥生物脱氮的主要过程，碳源是调控厌氧氨氧化和
反硝化作用的关键因子。本研究以褐煤为对象，对褐煤的静态碳释情况及其对池塘底泥
中脱氮作用的影响进行了研究。结果显示，褐煤在室温条件下的碳释放规律符合二级动
力学方程，具备作为反硝化碳源的可行性；在脱氮实验中，发现褐煤对底泥上覆水体中
的亚硝酸盐氮(N -N)的去除具有促进作用，N -N的去除率随褐煤浓度的增加而升
高，当褐煤质量浓度为40 g/L时，N -N去除率最高达99.61%，此时硝酸盐氮(N -N)
的浓度也最低；同时发现，水体中氨氮(N -N)氧化的最适褐煤质量浓度为10 g/L，其
去除率达99.39%；对底泥中的厌氧氨氧化菌群进行Illumina高通量测序发现，其中浮霉菌
门占比最大(39.6%~71.8%)，优势菌属为Candidatus Brocadia (13.9%~35.8%)和Desulfovibrio
(17.1%~34.8%)，添加褐煤组Candidatus Scalindua菌属比例高于未添加组；荧光定量
PCR得出，随着褐煤质量浓度升高，底泥中的反硝化菌丰度呈增长趋势，而厌氧氨氧化
菌丰度则低于无褐煤添加组，表明添加褐煤对底泥反硝化有促进作用，而对厌氧氨氧化
有一定的抑制作用。研究表明，褐煤具备作为反硝化碳源的条件，可用于池塘养殖底泥
脱氮作用。
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养殖水体中，氮的各种形态转化参与整个

养殖水环境氮循环的主要构成，其中生物过程

起重要作用 [1]。池塘沉积物作为氮和其他元素的

集中地，其中脱氮微生物菌群对池塘氮素的有

效循环和去除起重要作用 [2]。近年来，反硝化菌

和厌氧氨氧化菌协同作用的研究较为广泛 [3 -4]。

从反硝化和厌氧氨氧化的方程式看出反硝化能

够消耗有机碳源，为厌氧氨氧化减轻有机物的

抑制作用。另外，反硝化在电子供体不足的情

况下能够将N -N转化为N -N，从而为厌氧

氨氧化提供N -N底物 [5]。厌氧氨氧化过程中产

O¡
3生一定量的N -N用作反硝化底物。张美雪等 [6]

采用低浓度乙酸盐对厌氧氨氧化颗粒污泥进行

驯化，实现了厌氧氨氧化与异养反硝化的高效

耦合脱氮作用。有机碳源是调控厌氧氨氧化和

反硝化作用的关键因子。

褐煤是煤化程度最低的矿产煤，我国褐煤

资源丰富，井柳新 [7]使用褐煤作为固相有机碳源

进行地下水硝酸盐的去除，取得明显效果，并

通过显微红外光谱照射发现其中含大量芳烃、

醇、酚、羧酸和烷烃等有机基团，可作为反硝

化过程中的有机碳源。褐煤中弱碳氧键断裂可
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以产生大量水溶性有机化合物，同时许多羧基

在凝聚态周围形成芳香环，然后芳香环带着羧

基逐渐分解成小分子酸，芳香环也能氧化产生

小分子酸 [8-9]。将褐煤用于养殖池塘的研究相对

较少，但有研究以竹炭作为厌氧氨氧化反应器

的填料，发现其不仅可以增强厌氧氨氧化活性，

而且可以降低硝酸盐氮的浓度[10]。本实验以褐煤

为对象，研究其在去离子水中的静态释碳规律，

作为反硝化碳源的可行性以及对厌氧氨氧化、

反硝化作用的影响。并利用MiSeq测序技术对系

统中的微生物结构进行分析，考察系统的脱氮

及微生物特性。

1    材料与方法

1.1    实验材料
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室温条件下称取1 g褐煤于三角烧瓶中，加

入1 L去离子水，每2 d取水样5 mL检测DOC浓

度，考察30 d内褐煤浸出液可溶性有机碳平均浓

度。设置不含褐煤的对照组(A组)、10 g/L (B组)、
20 g/L (C组)、40 g/L (D组)、80 g/L (E组)组分别

置于三角烧瓶中，接种50 g搅拌均匀的池塘底泥，

各加入1 L人工配水[11]，使用1 mol/L的HCl和NaOH
调节pH为7.5~8.0，所有实验各设置2组平行。实

验三角烧瓶置于温度为30 °C的恒温培养箱中，静

置，密封前通入10 min N2。31 d实验周期内，每

3 d取20 mL水样测量N -N、N -N、N -N
以及DOC值，每7 d采集装置中5 g底泥于–20 °C
保存。
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本实验所用底泥采自上海大宗淡水鱼养殖

池塘，底泥中厌氧氨氧化细菌的系统发育分析

鉴定出Candidatus Brocadia、Candidatus Kuenenia
两类Anammox菌，丰度为8.0×104~9.4×106拷贝/g，
底泥中TOC含量为(3.75±0.77) g/kg、TN含量为

(2.29±0.13) g/kg(Candidatus代表暂定种)。人工配

水中N -N和N -N分别由NH4Cl和NaNO2提

供，浓度分别为58.5和32.5 mg/L。废水中微量元

素Ⅰ和Ⅱ的添加量分别为1.25和1 mL/L。微量元

素Ⅰ (g/L)：EDTA 5; FeSO4·9H2O 9.14; 微量元素

Ⅱ  (g/L)：EDTA 15; H3BO4 0.014; MnCl4·4H2O
0.99; CuSO4·5H2O 0.25; CoCl2·6H2O 0.24; ZnSO4·
7H2O 0.43; NiCl·6H2O 0.19; NaMoO4·2H2O 0.22。

1.2    检测方法

　　水样测定　　底泥上覆水经0.45 μm滤膜过

H+
4 O¡

2 O¡
3滤，N -N、N -N、N -N、DOC和pH分别

采用纳氏试剂光度法(GB/T7479-1987)、N-(1-萘
基)-乙二胺分光光度法(GB/T7493-1987)、紫外分

光光度法(HJ/T346-2007)、Multi N/C2100仪、瑞

士万通Metrohm 914 pH/Conductometer测定。

　　总DNA提取及PCR扩增　　FastDNA SPIN
Kit for Soil (美国Mpbio公司)试剂盒提取收集底泥

总DNA，Colibri (Titerter Berthold)检测所提核酸

的浓度与纯度并于–20 °C保存。nirS基因扩增的

引物对为Cd3aF-R3cdR [12]，PCR反应体系(20 μL)：
模板DNA 1 μL、Primer F 0.8 μL、Primer R 0.8 μL、
SYBRⅡ(TaKaRa) 10 μL 、ddH2O 7.4 μL。扩增条

件为95 °C 30 s、95 °C 5 s、55 °C 35 s、72 °C
1 min，35个循环，72 °C 5 min。Anammox基因扩

增的引物对为AMX808F-AMX1040R [13]。PCR反

应体系(20 μL)：模板DNA 1 μL、Primer F 0.8 μL、

Primer R 0.8 μL，SYBRⅡ(TaKaRa)10 μL、ddH2O
7.4 μL。扩增条件为95 °C 30 s、95 °C 5 s、60 °C
2 min，40个循环，72 °C 5 min。扩增产物以1%琼

脂糖凝胶电泳检测，电压为100 V、时间为30 min。
　　荧光定量PCR　　PCR产物经MiniBEST
DNA片段纯化试剂盒(TaKaRa)纯化后检测其浓度

用于制作荧光定量PCR标准曲线的模板。以提取

的总DNA为模板进行定量分析，每个样品重复

2次。反硝化细菌引物对为Cd3aF-R3cdR[12]，定量

体系(20 μL)：模板DNA 1 μL、Primer F 0.8 μL、

Primer R 0.8 μL、2×Master (Roche)10 μL、ddH2O
7.4 μL，扩增条件为95 °C 10 min、95 °C 5 s、55 °C
35 s、72 °C 1 min，35个循环；厌氧氨氧化菌采

用TaqMan探针AMX-931[14-15](5’-TCGCACAAGCG-
GTGGAGCATGTGGCTTA-3’)，厌氧氨氧化菌引

物对为AMX808F-AMX1040R[13]，定量体系(20 μL)：
模板DNA 1 μL、Primer F 0.8 μL、Primer R 0.8 μL、
AMX-931探针1 μL，SYBRⅡ(TaKaRa) 10 μL、

ddH2O 6.4 μL，扩增条件为95 °C 30 s、95 °C 5 s、
60 °C 2 min、72 °C 1 min，45个循环。

　　高通量测序　　Illumina MiSeq测序系统对

采集的底泥样品进行高通量测序(上海派森诺生

物科技股份有限公司)。

1.3    数据处理

使用SPSS 20.0软件对数据进行分析，图表

采用Origin 8.5软件处理。
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2    结果

2.1    褐煤在去离子水中的释碳动力学

30 d实验期内，每2天测量水体DOC含量，

随着时间的延长，水体中的有机物含量不断增

加，且在0~8 d释碳较快，从1.31至4.77 mg/L，

随后释放速率逐渐减缓至基本保持平衡。根据

实验数据进行二级动力学模拟：

dc=dt = kc2 (1)

即

1=c¡ 1=cm = k=t (2)

式中，cm为单位质量材料在溶液中释放的饱和

DOC浓度，mg/(g·L)，cm越大，材料最终释放的

DOC浓度越高，表明材料释碳能力越大；k为常

数，h·g·L/mg。令K=1/k，则式(2)：
1=c¡ 1=cm = 1=K t (3)

式中K为传质系数，反映释放阻力，mg/(h·L·g)，
K值越大，表明材料释放阻力越小，有机碳越容

易释放。

K = cm=t1=2 (4)

t1=2式中 为DOC释放浓度达饱和浓度一半时所用

时间，d。t1/2越小说明有机碳释放达平衡状态的

时间越短。

褐煤的释碳拟合参数如表1所示，释碳拟合

曲线具有较高的相关系数0.996 9(图1)。有研究表

明褐煤颗粒中的游离态小分子化合物在水体中

可迅速溶解，而嵌入态小分子化合物不易溶出，

使得分解速率变缓，并且达到平衡状态[16]。由此

可见，褐煤作为有机缓释碳源具有可行性。

2.2    对上覆水中脱氮作用的影响
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　　水体中N -N、N -N、N -N及DOC
的变化　　在人工配水中加入不同质量的褐煤

并接种池塘底泥，研究废水中厌氧氨氧化和反硝化

脱氮，N -N和N -N的进水浓度分别为32.5和

58.5 mg/L (图1)。N -N从第1~25天处于下降
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趋势，B、C、D、E组的去除率分别为97.29%、

99.48%、99.61%、99.46%，均高于A组的94.03%。

第25~31天各组N -N几乎处于稳定状态，A和

B组的最终N -N浓度低于2 mg/L，其他组的最

终N -N浓度均低于0.2 mg/L。由此得出褐煤的

添加对N -N的去除具有一定的促进作用，D组

N -N的去除率最高(图1-a)。
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各组N -N的浓度均呈下降趋势，A、B组

的下降趋势较C、D、E组明显。N -N浓度在

1~25 d内，A、B、C、D、E组的去除率分别为

99.14%、99.39%、95.81%、97.15%、95.34%，之

后至实验结束呈平稳状态。最终A组N -N出水

浓度低于0.2 mg/L，B、C、D、E组的N -N出水

浓度稳定在2.5 mg/L以下(图1-b)。
各组DOC浓度随褐煤浓度的增大而升高，

对照A组的DOC浓度一直处于下降趋势，从初始

的15.12 mg/L下降到10.78 mg/L (图1-c)。与A组相

比，B、C、D、E组的DOC浓度处于上升趋势，

分别上升至21.19、23.86、28.33 和30.72 mg/L。
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不同褐煤浓度下，N -N浓度呈波动变化，

但总体呈下降趋势。N -N的初始浓度约为9 mg/
L，可能是进水时的溶解氧将部分N -N氧化为

N -N，其次接种污泥中的N -N也是原因之

一(图1-d)。A组的N -N浓度高于其他组，可知

添加褐煤减少了B、C、D、E组装置中的N -N
浓度，D组N -N去除效果最好。

　　底泥中厌氧氨氧化和反硝化细菌丰度变化

荧光定量PCR实验得出，不同褐煤浓度下，各组

反硝化细菌丰度呈先上升后下降的趋势(图2-a)。
A、B、C、D、E组的反硝化菌丰度在1~19 d内呈

上升趋势，分别从初始的[(1.04±0.34)~(3.03±0.25)]×
108拷贝/g上升为(1.38±0.14)×109、(1.05±0.04)×109、

(2.45±0.50)×109、(3.40±0.12)×109和(2.76±0.07)×
109拷贝/g；19 d后呈下降趋势。反硝化细菌丰度

随着褐煤浓度的增加而上升，褐煤质量浓度为

40 g/L，反硝化细菌丰度最高，得出添加褐煤对

反硝化细菌丰度升高具有促进作用。

表 1    褐煤材料的释碳拟合参数

Tab. 1    Carbon releasing fitting parameters of lignite

材料

material
拟合公式

fitting formula
相关系数

R2

单位质量材料释放的饱和DOC浓度

cm/[mg/(g·L)]
saturated DOC released from unit mass

materials in solution

传质系数

K/[mg/(h·L·g)]
transfer coefficient

DOC达饱和一半浓度的时间/d
t1/2

褐煤　lignite 1=c = 0:605 1=t + 0:148 5 0.996 9 6.73 1.65 4
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不同褐煤浓度下，各组厌氧氨氧化菌丰度

整体呈上升趋势(图2-b)，其中A组厌氧氨氧化菌

的丰度升高最为明显，从初始的(3.46±0.07)×106

上升为(5.78±0.18)×107拷贝 /g；其次是B组，从

(3.57±0.29)×106上升为(4.33±0.25)×107拷贝/g；C、

D组分别从(2.50±0.10)×106、(3.01±0.39)×106升到

(3.07±0.55)×107、(3.52±0.35)×107拷贝/g；E组的丰

度上升最小，仅从(1.29±0.07)×106升高至(1.52±
0.46)×107拷贝/g。各组反应体系底物在25 d后几

乎被消耗殆尽，厌氧氨氧化菌丰度仍然呈上升

趋势，可能是N -N异养反硝化的产物N -N
补充了厌氧氨氧化细菌的底物需求[17]，异化硝酸

盐还原产氨(DNRA)使N -N还原为N -N。

　　底泥中Anammox菌群多样性分析　　通过

高通量测序鉴定出门水平上的细菌分别为浮霉

菌门(Planctomycetes)、变形菌门(Proteobacteria)、
绿菌门(Chlorobi)和厚壁菌门(Firmicutes)(图3-a)。

其中浮霉菌门丰度相对较高，占主导地位，比

例为39.6%~71.8%。绿菌门是一类不进行产氧光

合作用的细菌。厚壁菌门在污水处理的污泥中

较为常见，在厌氧氨氧化反应器中常被检测到。

浮霉菌门中鉴定出属的细菌有6种，分别为

Candidatus Brocadia、Candidatus Kuenenia、Candida-
tus Scalindua、Candidatus Jettenia、Candidatus Ana-
mmoximicrobium和Candidatus Anammoxoglobus。
其中Candidatus Brocadia所占比例最高，为13.9%~
35.8%，是优势菌属，与多数淡水水域厌氧氨氧

化细菌优势种一致[18]。Candidatus Brocadia菌属在

第3次底泥样品中相对丰度最高(图3-b)。浮霉菌

门中占比较高的还有Candidatus Kuenenia (5.1%~
11.3%)和Candidatus Scalindua (3.2%~8.2%)菌属。

有研究表明除了Scalindua属的厌氧氨氧化细菌

外，Kuenenia和Brocadia菌属在自然界也广泛分

布 [19]。Candidatus Anammoximicrobium菌属占比随
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NO¡
2 O¡

3 H+
4Fig. 1    The change of -N (a), N -N (b), DOC (c) and N -N (d) concentration under

different addition of lignite
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时间和褐煤添加量的增加而减少。Candidatus An-
ammoxoglobus菌属前期没有出现，在第5次底泥

样品中才检测到，且占比较低。Kartal等 [20]研究

发现了Candidatus Anammoxoglobus propionicus
能够氧化丙酸等有机小分子。Candidatus Scalindua
菌属所占比例逐渐变大，Candidatus Scalindua菌
属大多存在于海洋中，且对盐度敏感。变形菌

门中鉴定出的4个菌属，分别为Desulfovibrio、
Denitratisoma、Castellaniella、Pseudomonas。其

中Desulfovibrio和Pseudomonas菌属的占比随时间

和褐煤投加量的增加而减少。

3    讨论

褐煤在去离子水中的释放特征符合二级动

力学公式，相关系数为0.996 9，释放达到饱和浓

度一半的时间为4 d，与木屑、稻草等相比具有

缓慢释放特性[21]。褐煤作为一种半惰性材料，国

内闲置量较多，将其用于养殖水体中氮的去除，

既能够节省成本，也为闲置资源的再利用提供

了途径。

O¡
3 O¡

2

O¡
3

O¡
3 O¡

3

研究表明，添加褐煤对N -N和N -N的

去除有促进作用，说明褐煤中释放的部分有机

物能够被利用。刘常敬等[22]在研究不同有机物对

反硝化和厌氧氨氧化的影响时，发现以苯酚为

有机物时耦合反应器能够长期运行。N -N浓

度的上下波动幅度较明显，造成这一现象的原

因可能是厌氧氨氧化反应生成N -N。N -N
的降低除了可以通过反硝化途径以外，还有异

化硝酸盐产氨的作用(DNRA)[23]。有研究以竹炭

作为厌氧氨氧化反应器，发现竹炭的添加使厌

O¡
3 H+

4

H+
4

H+
4

氧氨氧化污泥异化硝酸盐还原产氨，是反应器

中N -N去除的主要原因 [10]。A、B组N -N下

降率高于其他组的原因可能是褐煤的投加并没

有明显地促进N -N的去除，也可能是DNRA作

用产生氨，对系统中N -N的浓度有一定影响。B、
C、D、E组DOC处于上升趋势的原因是褐煤的添

加为系统中增加了可溶性有机小分子，25 d以后

呈缓慢下降趋势的原因可能是释放的有机小分

子减少，释放量小于利用量。

O¡
2

O¡
3

O¡
2

荧光定量PCR结果得出D组反硝化细菌丰度

最高，添加褐煤对反硝化细菌丰度增长具有促

进作用。N -N在10 d左右下降到最低水平，然

而反硝化细菌丰度在20 d之后才出现下降的原因

是褐煤的添加使反硝化作用加强，能够降解厌

氧氨氧化过程中生成的N -N，使得反硝化细

菌丰度的下降时间延缓。实验进行到20 d左右

时，N -N几乎被消耗殆尽，而厌氧氨氧化菌

丰度仍增加，其与DNRA过程有关。各组反硝化

细菌丰度在19 d以后呈下降趋势的原因是各组反

应系统中底物逐渐被消耗，直到25 d后底物浓度

几乎被消耗完全，此时反硝化细菌丰度下降明显。

相关研究表明系统为饥饿状态时反硝化细菌丰

度下降 [24]。A组厌氧氨氧化菌丰度高于其他组，

添加褐煤没有促进厌氧氨氧化菌丰度增长，原

因可能是褐煤中有机物对部分厌氧氨氧化菌的

活性有抑制作用。Ramos等 [25]发现酚类物质对微

生物有抑制作用，但是可以作为电子供体进行

反硝化。但也有研究以竹炭为厌氧氨氧化反应

器填料，发现竹炭的添加使得厌氧氨氧化菌丰

度比无填料组高出22倍，竹炭填料的添加极大地
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图 2    不同褐煤条件下反硝化和厌氧氨氧化菌的丰度变化

Fig. 2    The abundance of denitrification bacteria and anammox bacteria in different addition of lignite
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促进了厌氧氨氧化菌的生长 [26]。本实验中A组池

塘底泥中厌氧氨氧化菌丰度上升趋势较为明显

的原因可能是底泥中的厌氧氨氧化菌已经有一

定富集，具有厌氧氨氧化活性，且未受到有机

物的抑制。

高通量测序结果显示浮霉菌门丰度相对较

高。目前研究表明厌氧氨氧化菌主要属于浮霉

菌门[27]。有研究表明厌氧氨氧化反应器成功启动

时，浮霉菌门会超过变形菌门成为优势类群 [28]。

添加褐煤组Candidatus Brocadia菌属比例随时间

延长而降低，原因可能是褐煤的添加对Candidatus
Brocadia菌属有抑制作用，或与其生长方式相

关。Puyol [29]研究表明Candidatus Brocadia属于R-
对策，具有较高生长率但基质的亲和力较差。

添加褐煤组Candidatus Scalindua菌属高于未添加

组，原因可能与有机碳源种类相关，褐煤不会

对Candidatus Scalindua菌属产生抑制作用。有研

究表明Candidatus Scalindua菌属的变化与沉积物

中有机碳氮比值、亚硝酸根浓度、沉积物中粒

值等环境因子有关 [13]。Desulfovibrio的相对丰度

仅次于Candidatus Brocadia，其原因可能是褐煤

中的硫化合物可供Desulfovibrio利用。Desulfovibrio
是一种能够发生DNRA过程的专性厌氧菌属，可

利用硫化物作为电子供体，为DNRA提供电子，
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图 3    不同褐煤添加量下厌氧氨氧化菌群落分布变化

1–0，1–10，1–20, 1–40, 1–80分别表示不同褐煤添加量的第1次测序结果；3–0, 3–10, 3–20, 3–40, 3–80分别表示不同褐煤添加量的

第3次测序结果；5–0, 5–10, 5–20, 5–40, 5–80分别表示不同褐煤添加量的第5次测序结果。(a)门水平；(b)属水平

Fig. 3    The distribution of anammox bacteria communities in different addition of lignite
1–0, 1–10, 1–20, 1–40, 1–80 represent the first sequencing results of different lignite addition. 3–0, 3–10, 3–20, 3–40, 3–80 represent the
third sequencing results of different lignite addition. 5–0, 5–10, 5–20, 5–40, 5–80 represent the fifth sequencing results of different lignite
addition respectively. (a) means the level of phylum; (b) means the level of genus
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促进DNRA的发生[30]。未添加褐煤组Denitratisoma
占比高于添加褐煤组，Denitratisoma属于变形菌

门(Proteobacteria)β-变形菌纲(Betaproteobacteria)红
环菌目(Rhodocyclales)，是一种革兰氏阴性反硝

化细菌 [31]。添加褐煤组Castellaniella和Bacillus菌
属丰度有上升趋势，可能与褐煤释放的酚类小

分子易于降解有关。相关报道称Pseudomonas菌
属、变形菌门的Castellaniella菌属和厚壁菌门的

Bacillus菌属都具有降解酚的能力[32-33]。
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Abstract: Anaerobic ammonium oxidation and denitrification are the main processes of biological nitrogen
removal from sediments. Carbon sources are the key factors regulating anaerobic ammonium oxidation and
denitrification. In this study, the static carbon release of lignite and its effect on nitrogen removal from pond
sediment were studied. The results show that the carbon release rule of lignite at room temperature accords with
the second-order kinetic equation and has the feasibility of being a denitrification carbon source.In the
denitrification experiment, it was found that lignite promoted the removal of nitrite nitrogen (N -N) in the
overlying water. The removal rate of N -N increased with the increase of lignite concentration. When the mass
concentration of lignite was 40 g/L, the removal rate of N -N was up to 99.61%. At this time, the concentration
of nitrate nitrogen (N -N) was also the lowest; at the same time, it was found that the optimum concentration of
ammonia nitrogen (N -N) in water was 10 g/L, and the removal rate was 99.39%. Illumina high-throughput
sequencing of anaerobic ammonium oxidizing bacteria in the sediment found that the proportion of Fusarium was
the largest (39.6%-71.8%), and the dominant genus was Candidatus Brocadia (13.9%-35.8%), Desulfovibrio
(17.1%-34.8%), the proportion of Candidatus Scalindua added to the lignite group was higher than that of the
unadded group; fluorescence quantitative PCR showed that with the increase of lignite mass concentration, the
abundance of denitrifying bacteria in the sediment increased, while the abundance of anaerobic ammonium
oxidizing bacteria was lower than that in the zero-brown coal addition group, indicating that the addition of lignite
promoted the sediment denitrification. It has a certain inhibitory effect on anaerobic ammonium oxidation. Studies
have shown that lignite has the conditions of denitrifying carbon source and can be used for denitrification of pond
culture sediments.
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