
浙江理工大学学报(自然科学版),第３９卷,第６期,２０１８年１１月

JournalofZhejiangSciＧTechUniversity(NaturalSciences)

Vol．３９,No．６,Nov．２０１８

DOI:１０．３９６９/j．issn．１６７３Ｇ３８５１(n)．２０１８．０６．０１５

收稿日期:２０１８－０５－０１　　网络出版日期:２０１８－０９－０４
基金项目:国家自然科学基金项目(５１５７０８１４６０,LY１６C０３０００２)

作者简介:王贵卫(１９９０－),男,河南开封人,硕士研究生,主要从事微生物和植物互作方面的研究.

通信作者:胡秀芳,EＧmail:huxiuf＠zstu．edu．cng

脲酶菌的筛选及其对垃圾焚烧飞灰的固化
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　　摘　要:焚烧是当前城市垃圾处置的重要方式,焚烧飞灰及其重金属却是威胁周围环境的一种污染源.为降低

这种污染,从植物根际筛选获得高活性脲酶菌,并比较脲酶菌固化焚烧飞灰后的抗压强度、颗粒级配及重金属稳定

化效果.结果表明:从 丹 参 根 际 土 壤 内 分 离 获 得 ２株 高 效 脲 酶 菌 Bacillusaryabhattai URＧF５１和 Pseudomonas
taiwanensisURＧ１２１;将脲酶菌与飞灰按一定比例混合后固化,菌株 URＧF５１和 URＧ１２１使固化飞灰的抗压强度分别

增加４８．００％和２７．００％,固化颗粒粒径增加１０．００％~１４５．００％;飞灰中重金属(Cr、Ni、Cu、Cd、Hg和 Pb)的固化率

分别为１５．２７％~３７．２３％、４１．４９％~９０．４３％、３７．１７％~９９．７３％、４２．８６％~７１．４２％、２０．００％~４０．００％和４７．０６％~
８２．３５％.脲酶菌可显著提升飞灰及其重金属的固化效果,菌株 URＧF５１的固化效果最好,为缓解城市生活垃圾焚烧飞

灰污染提供一种新途径.
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０　引　言

垃圾焚烧是当前城市垃圾处置的重要方式.近

年来,我国经济发达地区兴建生活垃圾焚烧厂的量逐

年递增,２０１５年底全国生活垃圾焚烧厂多达２６７座,
日焚烧垃圾２１．９０万吨以上,且年焚烧垃圾量以１０％
的速度增长[１].灰渣是生活垃圾焚烧的必然产物,其
中包括焚烧炉中产生的底灰和烟气净化系统中收集

得到的飞灰,底灰的比重约为２０．００％~３０．００％,飞
灰比重约为３．００％~５．００％[２].大量研究结果表

明,飞灰中易富集Zn、Pb、Hg、Cu、Cr、Cd和Ni等重

金属,飞灰内Zn、Pb、Cu、Cr、Cd和 Ni含量一般占

飞灰干重的 ０．４１％ ~１．９３％、０．１４％ ~０．５７％、

０．０４％~０．１１％、０．０２％~０．０４％、０．０１％~０．０４％
和０．０１％~０．０２％[３Ｇ６].

飞灰由于富含重金属有毒有害物质,需加以特

殊处理.目前垃圾焚烧飞灰固化/稳定化处理方法

主要有四种[７]:高温处理、水泥处理、化学药剂处理、

水泥Ｇ化学药剂复合处理.这四种处理均有各自的优

点,但都存在成本高和不环保等缺点.近年来,利用微

生物诱导碳酸盐沉积技术在重金属固化方面具有极大

潜力[８].目前常用的微生物主要包括产脲酶细菌、脱
氮细菌和硫酸盐还原菌等,其中脲酶细菌因能够高效

诱导碳酸盐沉积而被广泛应用[９].脲酶菌具有持续分

解尿素的功能,致使 NH３ 和CO２－
３ 不断释放.同时,

NH３ 的释放,会促使溶液pH值升高,进而提高CO２－
３

的浓度,最终达到固化重金属的效果[１０].目前研究的

脲酶菌主要有Bacillus、Methylocystis和Sporosarcina
等细菌,其中Sporosarcinapasteurii菌株应用最为广

泛[１１].但是,除 González报导Sporosarcinapasteurii
对飞灰的固化效果外[１２],脲酶菌诱导碳酸盐沉积技

术在飞灰固化应用方面有待进一步深入研究.
本文目的是研究脲酶菌对焚烧飞灰内重金属的

固化效果.从丹参根际土壤中筛选获得两株脲酶菌

URＧF５１和 URＧ１２１,对固化飞灰的无侧限抗压强度

和颗粒级配进行测定,从而评估脲酶菌 URＧF５１和



URＧ１２１对飞灰的固化能力;对固化后飞灰的重金

属浸出浓度进行了测试,从而评估微生物诱导碳酸

盐沉积处理后飞灰内重金属的稳定能力.

１　材料与方法

１．１　实验材料

KH２PO４ ２．００g/L,NaCl５．００g/L,Na２Ac
２．００g/L,尿素２０．００g/L,琼脂２０．００g/L,酚红

(终浓度为０．０１g/L).
富集培养基:酵母提取物２０．００g/L,(NH４)２SO４

１０．００g/L.
筛选培养基:葡萄糖２０．００g/L,蛋白胨２．００g/L,

牛肉膏１０．００g/L,酵母膏３．００g/L,所用试剂纯度

皆为分析纯.城市垃圾焚烧飞灰来源于杭州市萧山

区锦江绿色有限公司.

１．２　实验方法

１．２．１　脲酶菌的筛选与鉴定

脲酶菌的筛选:称取土壤５．００g,按１０％的接

种量与无菌水混合,制成悬浮液.对悬浮液进行倍

比稀释后,分别吸取１００μL的１×１０－５、１×１０－６倍

和１×１０－７倍稀释液,均匀涂布于固体筛选培养基

上,每个梯度３个重复,３０℃恒温培养,定期观察.
然后,挑取使固体筛选培养基颜色变红的不同菌株,
在固体筛选培养基上划线纯化培养,３０ ℃恒温培

养,每隔２４h观察.以尿素为底物,进行脲酶活性

测定,具体方法见文献[１３].挑选脲酶活性较高的

菌株进行飞灰固化实验.
脲酶菌分子鉴定:对筛选获得的高效脲酶菌

进行１６SrDNA 分子鉴定.采用通用引物２７F
(AGAGTTTGATCCTGGCTCAG)和 １４９２ R
(GGTTACCTTGTTACGACTT)对脲酶菌 DNA
进行PCR 扩增,PCR 反应体系和循环参数见文献

[１４].PCR扩增产物进行纯化后,送至苏州金唯智

生物科技有限公司测序.测序结果与 Ezbiocloud
库进行Blast比对,利用 MEGA５．０建立系统发育

树,从而分析脲酶菌的进化地位.

１．２．２　脲酶菌固化飞灰

１．２．２．１　脲酶菌固化飞灰过程

将垃圾焚烧飞灰于１０５℃烘箱内干燥２４h;脲
酶菌 URＧF５１和 URＧ１２１在３０ ℃、２２０r/min摇床

内扩大培养４８h.将垃圾焚烧飞灰与尿素和菌液

按１．００kg:０．０２７kg:３００．００mL的比例进行充分

混合,称取上述混合物１２０．００g,分三次均匀填充于

内径３６mm、高８０mm 的模具内,后置于温度为

２０℃、湿度为９５％的养护箱内养护,２４h后开模,
并继续在养护箱内养护６d.以水处理后的飞灰样

品为对照组,每组实验重复３次.

１．２．２．２　固化飞灰的检测

无 侧 限 抗 压 强 度:利 用 万 能 伺 服 试 验 机

(CMT４０００)对养护７d后的模型进行无侧限抗压

试验.试验机压力计量程为３０kN,精度为１N,加
载速率为２mm/min.

固化颗粒级配:取无侧限抗压实验后飞灰样品,
在１０５℃的烘箱内烘干２４h,用橡胶槌研碎,按«土
工试验规程»(SL２３７—１９９９),采用筛分法和甲种密

度计法联合测定颗粒级配,并绘制曲线,颗粒级配的

数据处理和分析方法见文献[１５].
重金属的固化率:取无侧限抗压实验后样品,

在１０５℃的烘箱内烘干２４h,用橡胶槌研碎,按
«固体废物浸出毒性浸出方法Ｇ水平振荡法»(HJ
５５７—２００９),对脲酶菌固化后飞灰进行重金属毒

性浸出,并利用ICPＧMS技术对脲酶菌固化后飞灰

重金属浸出浓度进行测定,计算固化飞灰的重金

属固化率.

１．３　统计分析

利用SPSS２０．０软件对实验数据进行处理分析.

２　结果与分析

２．１　脲酶菌筛选与鉴定

２．１．１　脲酶活性测定

从土壤内筛选获得２株生长较快的脲酶菌,分别

命名为 URＧF５１和 URＧ１２１.对２株脲酶菌进行脲酶

活性定量检测,结果见表１.由表１可知,菌株 URＧ
F５１和 URＧ１２１的脲酶活性分别为１４．９１mmol/L和

１０．１９mmol/L,且菌株 URＧF５１脲酶活性是 URＧ
１２１的１．５倍.

表１　脲酶菌URＧF５１和URＧ１２１脲酶活性

菌株 脲酶活性/(mmol􀅰L－１)

URＧF５１ １４．９１±０．０２６

URＧ１２１ １０．１９±０．０５６

２．１．２　脲酶菌１６SrDNA分子鉴定

对筛选获得的高效脲酶菌进行１６SrDNA分子

鉴定,并将脲酶菌测序结果与 Ezbiocloud库进行比

对,脲 酶 菌 URＧ１２１ 和 URＧF５１ 的 分 子 鉴 定 与

Ezbiocloud数据库比对结果,如表２.表２显示:菌
株 URＧF５１ 与 Bacillusaryabhattai、URＧ１２１ 与
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Pseudomonastaiwanensis 相似度均为 ９９％ 以上.
利用软件 MEGA５．０,建立脲酶菌 URＧ１２１和 URＧ
F５１的系统发育树,如图１.图１中可见,菌株 URＧ
F５１ 与 Bacillus aryabhattai、菌 株 URＧ１２１ 与

Pseudomonastaiwanensis 各自聚为一簇,因此菌株

URＧF５１ 为 Bacillusaryabhattai,菌 株 URＧ１２１ 为

Pseudomonastaiwanensis.

表２　脲酶菌URＧ１２１和URＧF５１的分子

鉴定与Ezbiocloud数据库比对结果

比对结果 URＧF５１ URＧ１２１
最高相似

度菌株
Bacillusaryabhattai

B８W２２(T)
Pseudomonastaiwanensis

BCRC１７７５１(T)

相似度

值/％
１００．００ ９９．９３

图１　基于１６SrDNA序列构建脲酶菌 URＧF５１和 URＧ１２１的系统发育树

２．２　脲酶菌固化飞灰

利用脲酶菌 URＧF５１和 URＧ１２１分别固化垃圾

焚烧飞灰,继而测定脲酶菌固化后飞灰的各项指标,
即无侧限抗压强度、飞灰颗粒级配、飞灰颗粒SEM
检测和重金属固化率.

２．２．１　无侧限抗压强度

脲酶菌固化后飞灰样品在养护箱内养护７d,然
后测定其无侧限抗压强度.脲酶菌 URＧF５１和 URＧ
１２１的无侧限抗压强度测定结果如图２所示.由图

２可知,脲酶活性与抗压强度呈正相关,脲酶活性较

高的 URＧF５１,其无侧限抗压强度相对其他处理组

偏高;URＧF５１和URＧ１２１处理组的抗压强度分别为

０．４２MPa和０．３６ MPa,与对照组相比,分别提高

４８．４６％和２７．３９％.以上结果表明,脲酶菌固化后

飞灰的无侧限抗压强度明显得到提高,且与脲酶活

性呈一定的正相关.

２．２．２　固化飞灰颗粒级配

采用筛分法和甲种密度计法联合测定固化后飞

灰的颗粒级配,并绘制颗粒级配曲线,脲酶菌 URＧ
１２１和 URＧF５１固化后的飞灰颗分级配曲线,如图

３.结果显示:脲酶菌固化飞灰的颗粒直径在０．００

图２　脲酶菌 URＧ１２１和 URＧF５１
固化后的飞灰抗压强度

~１．００mm之间;粒径小于０．０１mm 时,处理组间

无明显差异,且所有固化后的飞灰所占的百分含量

均约为１０％;粒径在０．０３~０．９０mm 之间时,处理

组间差异显著,与对照相比,菌株 URＧF５１和 URＧ
１２１处理组所占百分含量显著增偏高,且处理组

URＧF５１所占百分含量显著高于 URＧ１２１.以上结果

表明:脲酶菌固化后飞灰的颗粒粒径显著变大,且处

理组 URＧF５１的颗分粒径最大,与脲酶菌 URＧF５１和

URＧ１２１固化飞灰后的扫描电镜(图４)结果一致.
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图３　脲酶菌 URＧ１２１和 URＧF５１固化后

的飞灰颗分级配曲线

图４　脲酶菌 URＧ１２１和 URＧF５１固化后飞灰SEM 图

２．３．３　固化飞灰的重金属固化率

脲酶菌 URＧ１２１和 URＧF５１固化飞灰后的重金

属浸出浓度结果如表３所示.由表３可知,Cu和

Cr的浸出浓度显著高于 Ni、Cd、Hg和 Pb.菌株

URＧF５１和 URＧ１２１处理组的 Cr、Ni、Cu、Cd和 Pb
浸出浓度显著低于对照,表明２株脲酶菌显著促进

飞灰中重金属的固化作用.菌株 URＧF５１和 URＧ
１２１处理组固化后飞灰内 Cu的浸出浓度分别为

０．５８μg/L和１３２．７０μg/L,固化率分别为９９．７３％和

３７．１７％;Ni浸出浓度分别为０．０９μg/L和０．５５μg/L,
固化率分别为９０．４３％和４１．４９％;Cr浸出浓度分别

为２．６３μg/L和３．５５μg/L,固化率分别为３７．２３％和

１５．２７％.以上结果证实菌株 URＧF５１对飞灰重金属

的固化效果最佳.

３　讨　论

本文 从 土 壤 中 分 离 出 ２ 株 脲 酶 菌 Bacillus
aryabhattai URＧF５１ 和 Pseudomonastaiwanensis
URＧ１２１,进一步分析发现２株脲酶菌均能增强飞灰

的固化作用,其中菌株 Bacillusaryabhattai URＧ
F５１对飞灰及其重金属的固化效果最好,在飞灰处

理中具有一定的应用潜力.影响飞灰及其重金属的

因素有很多,如脲酶菌脲酶活性、环境pH 值、脲酶

菌代谢产物和飞灰颗粒大小等[８].

表３　脲酶菌URＧ１２１和URＧF５１固化飞灰后的重金属浸出浓度

固化飞灰 Cr/(μg􀅰L－１) Ni/(μg􀅰L－１) Cu/(μg􀅰L－１) Cd/(μg􀅰L－１) Hg/(μg􀅰L－１) Pb/(μg􀅰L－１)

CK ４．１９±０．２９４a ０．９４±０．０９１a ２１１．１９±１９．８８６a ０．０７±０．００１a ０．０５±０．００１a ０．１７±０．００１a

UR－F５１ ２．６３±０．２４９c ０．０９±０．００１c ０．５８±２．０９６c ０．０２±０．００５c ０．０３±０．００４b ０．０３±０．０４７c

UR－１２１ ３．５５±０．３３６b ０．５５±０．０３１b １３２．７０±１３．９７４b ０．０４±０．１００b ０．０４±０．００１ab ０．０９±０．０３７b

注:利用spss软件对实验数据进行显著性分析,表内凡有一个相同标记字母的即为差异不显著,凡具不同标记字母的即为差异显著.

　　脲酶菌的脲酶活性影响飞灰的固化效果.脲酶

菌脲酶活性的高低,反映了对尿素分解能力的强弱.
脲酶活性越 强,分 解 尿 素 越 多,产 生 的 NH＋

４ 和

CO２－
３ 浓度越高,过饱和的CO２－

３ 离子会促使金属离

子的沉淀[１６].季斌等[１１]在研究产脲酶微生物诱导

钙沉淀及其工程应用时发现,脲酶活性和脲酶菌诱

导的金属离子沉积呈正相关.可见,脲酶菌脲酶活

性的强弱会影响重金属固化率的大小.pH 值变化

是影响脲酶菌固化飞灰内重金属的重要因素之一.

pH 值的增加,有利于 HCO－
３ 和CO２－

３ 离子的生成,

进而导致重金属离子的沉积[１７];较高pH 环境下,
细胞膜ζ电位为负值[１８],能与正电荷金属离子紧密

结合.Zhu等[１９]研究表明,一定范围内,pH 值越

高,胞壁上多糖、羧基、膦酸酯和胺和羟基等负官能

团,结合正电荷金属离子的能力越强.因此,飞灰内

金属离子的固化与pH 值呈很好的相关性.脲酶菌

的代谢产物可促进飞灰内金属离子的固化.脲酶菌

有很多代谢产物,如胞外多糖、有机酸、氨基酸和碳

水化合物等[２０].多糖可通过本身所带的负电荷官

能团吸附溶液内游离的金属阳离子.Phillips等[２１]

证明,多糖可通过负电荷官能团(羧基、酰胺基、氨基

和羟基)与金属阳离子结合,且与Pb、Cd、Cr和 Hg
的固定化呈正相关.另外,有机酸、氨基酸和碳水化

合物等同样可改变环境pH 值,进而影响飞灰内金

属离子固化效果.González等[１２]报道微生物分泌

的有机化合物,如有机酸、氨基酸和碳水化合物等,
通过结合、沉淀、改变环境pH 值或微生物的氧化还

原状态来影响金属的固定化.因此,脲酶菌产生的

代谢产物通过自身负电荷官能团吸附正电荷金属离

子或者改变环境pH 值,从而增强飞灰及其金属离
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子的固化效应.飞灰粒径大小是影响脲酶菌固化飞

灰内重金属的另一个重要因素.飞灰的颗粒直径越

大,单位反应面积越小,则越难富集重金属,最终导

致飞灰内重金属含量越低.Ajmonemarsan等[２２]认

为,相互粘结的两个细小颗粒间接触面积越大,则会

产生更多的接触及吸附位点,最终颗粒表面会吸附

更多重金属,且更加牢固;当细小颗粒相互粘结时所

形成的紧密空隙,达到固化飞灰内重金属的效果.
脲酶菌的脲酶活性、环境pH 值、脲酶菌代谢产物等

因素均显著影响脲酶菌对飞灰及其重金属的固化效

果,菌株 URＧF５１对飞灰及其重金属的强固化活性

可能与这几方面均相关.

４　结　论

飞灰富含重金属等有毒有害物质,对人类的健

康造成极大的威胁.许多研究表明,脲酶菌的应用

可以缓解城市生活垃圾焚烧飞灰污染.本文通过筛

选脲酶菌,并探索脲酶菌生物固化焚烧飞灰的效果,
结论如下:

a)本文从土壤内分离获得２株高效脲酶菌

BacillusaryabhattaiURＧF５１和Pseudomonastaiwanensis
URＧ１２１.

b)２株脲酶菌均能增强飞灰的固化作用,其中

菌株Bacillusaryabhattai URＧF５１对飞灰及其重

金属的固化效果最好,在飞灰处理中具有一定的应

用潜力.
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ScreeningofureolyticbacteriaandsolidificationtoflyashfromtheMSWI
WANGGuiweia,XUHuib,DINGXiaoqingb,CHENPingb,HUXiufanga

(a．CollegeofLifeSciences;b．SchoolofCivilEngineeringandArchitecture,

ZhejiangSciＧTechUniversity,Hangzhou３１００１８,China)

Abstract:Incinerationisanimportantwaytodisposetheurbanrefuse,andtheflyashfrommunicipal
solid wasteincineration (MSWI)and heavy metalsarethe pollution sources whichthreatenthe
surroundingenvironment．Inordertolowerthepollution,highＧactivityureolyticbacteriaweregainedby
plantrhizospherescreening,andcompressivestrength,graincompositionandheavymetalstabilization
effectofflyashsolidifiedwithureolyticbacteriawerecompared．Theresultsshowedthat,twostrainsof
highlyeffectiveureolyticbacteria,BacillusaryabhattaiURＧF５１andPseudomonastaiwanensis URＧ１２１,

wereisolatedfromtherhizospheresoilofSalviamiltiorrhiza．Afterureolyticbacteriaweremixedwithfly
ashaccordingtocertainproportion,flyashwassolidified．ThebacterialstrainsURＧF５１andURＧ１２１made
thecompressivestrengthofsolidifiedflyashincreaseby４８％and２７％,respectively;andtheparticlesize
oftheflyashsolidifiedwithURＧF５１andURＧ１２１increasedby１０．００％~１４５．００％．Thesolidificationrates
ofCr,Ni,Cu,Cd,HgandPbinflyashsolidifiedbyURＧF５１andURＧ１２１were１５．２７％~３７．２３％,

４１．４９％~９０．４３％,３７．１７％ ~９９．７３％,４２．８６％ ~７１．４２％,２０％ ~４０％ and４７．０６％ ~８２．３５％,

respectively．Obviously,ureolyticbacteriacanimprovethesolidificationeffectofflyashandheavymetals,

andespeciallystrainURＧF５１hasthebestsolidificationeffect．Thisstudyprovidesanewwaytoalleviate
theflyashpollutionoffrommunicipalsolidwasteincineration．

Keywords:municipalsolidwasteincineration;flyash;heavymetals;ureolyticbacteria;solidificationrate
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