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摘要:利用 SBR系统对聚磷菌进行了培养, 并通过荧光原位杂交手段检测了系统中聚磷菌 CandidatusA ccumulibacter phosphatis 的

富集程度.聚磷菌也是一种普通异养菌, 为了研究它的反硝化能力, 排除了聚磷菌的正常释磷和吸磷过程, 仅考察在不同碳源

下反硝化性能.结果表明, 乙酸和 PHB 都能成为聚磷菌反硝化的电子供体. 当以乙酸为外在单一碳源时,其反硝化速率和 PHB

生成速率与起始硝酸盐浓度无关, 但是当起始状态硝酸盐浓度越高时, 消耗单位乙酸生成的 PHB 和硝酸盐还原量越小. 以

PHB为内在碳源和能源时, 聚磷菌的反硝化速率呈现对于基质 ( 硝酸盐) 的零级动力学反应, 比反硝化速率为01973 3

mgP( g#h) ,此外 PHB 平均比消耗速率为(以 PHB计) 21 462 6 mgP( g#h) .
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Abstract: SBR reactor was performed to incubate polyphosphate accumulating organism ( PAO ) , and it was checked out of the system by

fluorescence in situ hybridization. As PAO is a kind of ordinary heterotrophic bacteria, it was excluded the ability of phosphate release and

uptake and it was considered only the capacity of denitrification of the target biomass. The results indicated that acetate and PHB can be the

electron donors of PAO to denitrify. When fed with acetate, the denitrifying rate and PHB producing rate were independent of initial nitrate

concentration. However, served as more nitrate in the reactor , it would be less PHB produced and fewer nitrate reducing when using same

amount of acetate. In view of PHB stored as an internal carbon and energy source, it presented as a reaction of zero-order to the substrate by

PAO to denitrify, such as nitrate, besides, the specific denitrifying rate was 01 973 3 mgP( g#h) and the specific PHB consuming rate was

21462 6 mgP( g#h) .
Key words: enhanced biological phosphorus removal; polyphosphate accumulating organism( PAO) ; denitrification; electron donor

  好氧聚磷菌和反硝化聚磷菌都能在厌氧条件下

吸收外在的挥发性脂肪酸转化为胞内聚合物 PHA,

不同的是在其后的吸磷过程中电子受体在消耗还原

力NADH2 的过程中所需的 ATP 量上有差异.

Candidatus Accumulibacter phosphatis 是目前已经探明

的能在好氧和缺氧条件下进行过量吸磷的聚磷菌种

类,且在 Candidatus Accumulibacter phosphatis 的机制

代谢研究中,对其厌氧P好氧P缺氧的化学计量学模
型和动力学模型

[ 1~ 6]
已经进行了深入研究.

由于分子生物学检测手段在污水处理研究的应

用和发展, Candidatus Accumulibacter phosphatis 除了在

实验室研究中被培养, 同时也在不同的污水强化除

磷系统中检测到
[ 7]
. 不同的水质环境将影响

Candidatus Accumulibacter phosphatis 的代谢方式. Zeng

等
[ 8]
对 电子受体突然转化和 长期运行中 对

Candidatus Accumulibacter phosphatis 吸收磷酸盐的影

响进行了深入探讨. 在不同的碳源下, 由于生成的

PHA不同,反硝化聚磷菌所用的内在碳源也稍有差

异.在不同污水处理过程中,聚磷菌在各种生物处理

流程中也能起到反硝化菌的作用, 但是鲜见学者对

此进行研究, 未能阐明聚磷菌对磷酸盐缺乏环境中

单纯反硝化的影响.

本实验基于聚磷菌为一种普通异养菌, 考察了

在乙 酸和内源 PHB 为碳 源条 件下, 聚 磷菌

Candidatus Accumulibacter phosphatis 的反硝化能力.
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1  材料与方法

1. 1  反应装置
采用 SBR反应器(如图 1所示)作为母反应器,

有效容积为8 L,排水比为1P4,在厌氧好氧交替条件
下对聚磷菌( Candidatus Accumulibacter phosphatis ) 进

行富集培养.每天运行 4个周期,一个周期为 6 h. 其

中,进水6 min, 厌氧搅拌 140 min,好氧160 min,剩余

时间用于沉淀、排水和闲置.

试验污泥为本实验室原强化生物除磷系统中的

污泥,其他运行参数如下:污泥浓度维持在( 3 000 ?

200) mgPL, 污泥平均停留时间 SRT 约 8 d,反应过程

pH值控制在 710~ 810, 好氧时由电磁阀开关控制
DO为 210 mgPL.

11 A液泵; 21 B液泵; 31 搅拌器; 41曝气头; 51 电磁阀;

61WTW 340i测定仪; 71 电动阀(排水) ; 81取样口;

91PLC控制箱(连接电脑控制) ; 101pH 探头;

111DO探头; 121探头挡板

图 1  反应器示意

Fig. 1  Schemat ic diagram of the SBR reactor
 

1. 2  母反应器试验水质

本试验采用人工配水,进水分两部分,由蠕动泵

定时流入反应器, 准确控制进水体积. 进水 A 液每

周期 300 mL, 为碳源和其他微量营养元素, 其中碳

源交替使用丙酸和乙酸钠,交替时间大约为 1~ 2个

污泥龄,以不断排除聚糖菌. 为防止 A液中含有微

生物导致进水COD不稳定,A液需高压灭菌. B液每

周期1 700 mL,提供磷酸盐.

每升A 液组成为: 氯化铵 1102 g, 蛋白胨 0101
g,酵母膏 0101 g, 七水硫酸镁 1120 g, 二水氯化钙
0119 g, ATU(硝化抑制剂) 7194 mg, 微量金属元素溶
液 4100 mL,无水乙酸钠 6183 g(或丙酸 3153 mL) . 每
升 B液组成为: 磷酸氢二钾 132 mg,磷酸二氢钾 103

mg
[ 9]
.

微量金属元素溶液中每升含有 115 g FeCl3 #

6H2O, 0115 g H3BO3 , 0103 g CuSO4#5H2O, 0118 g

KI, 0112 g MnCl2 # 4H2O, 0106 g Na2MoO4 # 2H2O,

0112 g ZnSO4#7H2O, 0115 g CoCl2#6H2O和 10 g 乙二

胺四乙酸( EDTA) .

A液和 B液混合进水中 COD为 800 mgPL,磷酸
盐(以 P计)为 40 mgPL, CPP= 20B1.
1. 3  检测方法

实验所用常规检测方法见表 1.

表 1  本试验的检测项目

Table 1  Analysis methods of the experiment

分析项目 分析方法

COD 重铬酸钾法

TOC 德国耶拿 TOCPTN mult i 3100

PO3-4-P 钼锑抗分光光度法

DO WTW 340i溶解氧测定仪

PHA 安捷伦 GC 6890N

NH+
4 -N 纳氏试剂分光光度法

NO-
3-N 麝香草酚分光光度法

NO-
2-N N- (1-奈基)-乙二胺光度法

pH WTW 340i型酸度计

  鉴于荧光原位杂交技术( FISH)在国内污水处理

微生物检测中的应用, 本试验也采取探针杂交来检

测聚磷菌富集的程度. PAO462、PAO651和 PAO846混合

成 PAOMIX , 采用 CY3 标 记; EUB338、EUB338- Ò 和

EUB338- Ó分装成 EUBMIX , 用 FITC 标记
[ 10]
.图片采用

OLYMPUS BX61和 DP71数字成像系统采集, 计数采

用 IMAGE-PRO PLUS分析测定.

2  结果与分析

2. 1  好氧聚磷菌的富集培养
SBR 母 反 应 器 用 于 富 集 Candidatus

Accumulibacter phosphatis, 运行超过 2 a.每组静态试验

前,用FISH 测定污泥中的聚磷菌比例, > 70%以上

的污泥用于批次试验(母反应器的聚磷菌含量最高

超过 85%) . 长期检测中, 当以乙酸为碳源时, 母反

应器厌氧结束磷酸盐为( 110 ? 20) mgPL.好氧阶段,
母反应器中的污泥能利用氧气为电子受体过量吸收

磷酸盐,母反应器的除磷效果一直稳定在 015 mgPL
以下, 出水的磷去除率持续在 99%以上. Lu等

[ 9]
和

由阳等
[ 11]
认为碳源在乙酸钠和丙酸之间的转化能

使系统能不断排除聚糖菌, 增加聚磷菌的比例. 本试

验母反应器的运行结果同样表明, 聚磷菌成为优势
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菌后,在碳源转化中可以不断提高比例.

所用碳源为乙酸,标尺为 10 Lm

图 2  母反应器污泥的荧光原位杂交图

Fig. 2  Composition of FISH images of the sludge

 

2. 2  静态试验与结果

生物脱氮过程中, 电子供体通常来源: ¹ 废水

中可生物降解的溶解性有机物; º 内源代谢过程中
产生的可生物降解的溶解性有机物; » 外源物质如

甲醇 或 醋 酸 盐 等. 对 于 聚 磷 菌 Candidatus

Accumulibacter phosphatis 而言, 外源的电子供体一般

需要选择挥发性脂肪酸, 例如乙酸和丙酸,它不能代

谢甲醇和乙醇. 在实际污水处理中反硝化投加的碳

源一般为甲醇和乙醇,但是在本试验中,由于污泥种

群结构单一, 没有能将醇类转化为 VFA 的菌, 所以

对于聚磷菌本身而言,只存在 2种电子供体: VFA 和

内源物质.

2. 2. 1  好氧聚磷菌利用乙酸反硝化

为了排除好氧聚磷菌利用乙酸放磷的反应过程

    

和糖原可能作为反硝化的碳源, 母反应器厌氧结束

后用不含碳源的营养液清洗污泥, 使得静态试验反

应器中不含有磷酸盐, 污泥中糖原含量较少.之后曝

气 20 h, 使得细胞内的 PHB被细胞利用, 静态试验

起始状态的 PHB也较小.批次试验起始 COD为 100

mgPL,硝态氮分别为 5、10、15 mgPL,整个过程pH恒

定在710 ? 011, 温度为( 27 ? 1) e ,MLSS为 116 gPL.
在本静态试验中好氧 PAO能够进行如下反应.

( 1)乙酸吸收为 PHB: CH2O+ ( 015+ A) ATP+

0125NADH2 yCH115O015+ 015H2O

( 2)硝酸盐还原: 014HNO3 + NADH2 y 012N2 +

112H2O+ DNATP

( 3)乙酸 TCA 循环提供还原力: CH2O+ H2O y

CO2 + 015ATP+ 015FADH2+ 115NADH2

式中, A= 0116 @ pHout - 01798 5, 表示乙酸由主

动运输通过聚磷菌细胞膜所需要消耗的 ATP, 由于

本静态实验的 pH为 710 ? 011, 取为01321 5[12] . 另取
DN= 019, 表示在缺氧条件下消耗单位 NADH2 所产

生的ATP 量
[ 5]
.

从图3可见,在不同硝酸盐浓度下,反应器中硝

酸盐的变化曲线是平行的. 在整个反应过程中, 3个

反应器的比反硝化速率分别为01100 9、01109 6、
01088 6 mmolP(g#h) .从 PHB和TOC的变化曲线中可

以看出,硝酸盐浓度越高, 消耗的乙酸也越多,但是

合成的 PHB却越少.在整个试验过程中, 反应器中

无亚硝酸盐的积累.

图 3  好氧聚磷菌利用乙酸反硝化静态试验变化情况

Fig. 3  Changes of PAOs using acetate under different concentrat ions of nitrate

 

  由表 2可以看出, 起始硝酸盐浓度对好氧聚磷

菌的反硝化过程中乙酸的不同代谢途径有影响. 虽

然不同反应器中的比反硝化速率和 PHB比增长速

率相近,但是TOC比消耗速率(乙酸的消耗速率)与

起始硝酸盐浓度有一定的关系.进一步计算发现, 当

起始硝酸盐浓度越高时, 消耗单位乙酸将生成的

    PHB越少,同时反硝化的量也减少.由设想的反应方

程,那么得到的结果必然是产生了更多的 CO2 .

在通常假设的代谢模型中
[ 10]
,聚磷菌吸收乙酸

时,ATP 大部分来自胞内多聚磷酸盐的水解, 小部分

来自糖原的降解. 而糖原的主要作用是提供了还原

力合成 PHB.由上述假设的模型可知,在本试验中,
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    聚磷菌产生 ATP的途径有所变化. 乙酸吸收的 ATP

主要来自硝酸盐的还原和 TCA循环, 而还原力主要

是由TCA循环提供的.根据试验结果,可以推断, 由

于硝酸盐浓度的不同, 促进了TCA 循环反应, 使得

产生的ATP用于乙酸的吸收.

2. 2. 2  PHB作为好氧聚磷菌的碳源反硝化
表 2  聚磷菌利用乙酸反硝化时物质转化1)

Table 2  Chemical transformat ion of PAOs using acetate to denit rify

起始 NO-3 -N

Pmg#L- 1
比反硝化速率

Pmg#( g#h) - 1
PHB比增长速率

Pmg#( g#h) - 1
TOC比消耗速率

Pmg#( g#h) - 1
PHBPHAC
(摩尔比)

HNO 3PHAC

(摩尔比)

5 11413 111246 61026 11041 6 012010

10 11535 111186 81326 01749 9 011580

15 11240 111392 91860 01644 9 011078

1) PHBPHAC、HNO 3PHAC中 PHB、HAC以 C计,HNO3 以 N计

  PHB作为一种细胞体内的碳源和能源物质, 在
好氧聚磷菌生长代谢中有着重要作用. 正常运行的

周期中,厌氧下乙酸吸收后会转化为PHB,而后在好

氧或者缺氧条件下 PHB用于吸收磷酸盐合成聚磷,

同时维持其他生理活动. Candidatus Accumulibacter

phosphatis 由好氧短期转化为缺氧的过程中, 当胞外

不存在外在碳源时, 理论上也能利用 PHB将硝酸盐

还原.

静态试验在母反应器中厌氧结束之后进行. 污

泥在母反应器中进行清洗, 除去放磷作用释放的磷

酸盐, 之后分装至静态试验反应器中. 全程控制 pH

为710 ? 011,温度为( 26 ? 1) e , MLSS为 310 gPL. 污
泥在母反应器中体内已经富含有 PHB, 作为静态试

   

验的碳源.

当起始硝酸盐氮浓度为 10 mgPL时, 4 h后基本
反硝化结束,图4中起始浓度为 10mgPL的PHB曲线

在 4 h后趋于平缓, 略有下降,原因可能在于 PAO利

用仅有的碳源维持生命活动.当反应器中硝酸盐一

直存在时,硝酸盐浓度的不同与反硝化速率无关.在

不同的静态试验反应器中当硝酸盐还原完成前 PHB

含量接近,无明显差异.

从表3可以看出,在不同梯度的硝酸盐浓度下,

平均比反硝化速 率为 01973 3 mgP( g#h) , SD =
0158%, PHB平均比消耗速率(以 PHB计)为21462 6
mgP( g#h) , SD= 2151% . 试验结果表明, 聚磷菌在没

有磷酸盐存在的环境中能利用 PHB只进行反硝化

   

图 4  聚磷菌利用 PHB反硝化静态试验变化情况

Fig. 4 Changes of PAOs using PHB under diff erent init ial concent rations of nitrate

 

表 3 聚磷菌利用 PHB反硝化时化合物转化速率1)

Table 3 Chemical transformation of PAOs using PHB to denit rify

起始NO-3 -N

Pmg#L- 1
比反硝化速率

Pmg#( g#h) - 1
PHB比消耗速率P

mg#( g#h) - 1
HNO3PPHB

(摩尔比)

10 01969 1 21479 6 016002

20 01981 6 21427 1 016211

40 01969 4 21481 0 016000

1)HNO3PPHB中PHB以 C计,HNO 3 以N 计

和维持生命活动.

很多研究者发现反硝化过程在表观上呈现零级

动力学, 反硝化速率只与反硝化菌的活性和数量有

关.聚磷菌利用 PHB反硝化的过程由于温度、pH 适

宜,且碳源也在试验期间没有限制反硝化,所以本试

验过程中,聚磷菌利用 PHB单独进行反硝化的速率

对于硝酸盐也呈现零级反应.
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3  结论

(1) 在不同碳源下,即有乙酸或者内源 PHB 存

在时, 聚磷菌和普通异养菌一样在没有磷酸盐释放

和吸收情况下能够利用碳源进行反硝化.

( 2) 当给静态试验反应器中提供乙酸为外在单

一碳源时,乙酸不是全部用于反硝化,聚磷菌将利用

部分乙酸合成 PHB.不同的硝酸盐起始浓度对反硝

化速率和 PHB比生成速率没有影响. 而乙酸的消耗

速率与起始硝酸盐浓度有关, 瞬时投加的硝酸盐浓

度越高,聚磷菌消耗乙酸的速率越快,但消耗单位乙

酸将合成较少的 PHB,且硝酸盐还原量也较少.

( 3) PHB存在时,聚磷菌利用其作为内在碳源,

其反硝化速率较乙酸为碳源时慢,但环境中硝酸盐

浓度对反硝化速率无影响. 整个过程反硝化速率呈

现对于基质( NO
-
3-N)的零级动力学反应, 比反硝化

速率为01973 3 mgP( g#h) . 同时, 不同起始硝酸盐浓
度下, PHB 平均比消耗速率 (以 PHB 计)为21462 6
mgP(g#h) , SD= 2151%.
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