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摘要:采用机械破碎方式灭活活性污泥中高等微生物,并通过测定破碎前后泥样耗氧速率 ( OUR)之差别间接计算高等微生物的活性作用.实

验结果表明,以分散机破碎活性污泥,高等微生物均可被有效地破碎灭活,且再培养 138h后不再恢复.与此同时,对酵母菌破碎实验显示,机械

破碎并未对其数量、形态以及活性产生太大影响,这表明机械破碎亦不会对个体尺寸比酵母菌更小的细菌构成任何影响.为使破碎前后活性污

泥絮凝体形态基本一致,将破碎后的泥样经离心处理,以尽可能使絮凝体恢复如初 (以 SV I衡量 ) .通过比较破碎前后泥样的 OUR并计算可知,

高等微生物活性相对于活性污泥总活性约占 12% ~ 14% .
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Abs tract: A m ech an ical d isrupt ion m ethod w as experim en tally app lied to k ill h igher m icroorgan ism s in act ivated s ludge; the activity of h igher

m icroorgan ism s cou ld b e indirectly calcu lated on the basis of the d ifferen ce of oxygen up take rat ios ( OURs) before and af ter disrupt ion. The experim ents

ind icated that a d isperser could effect ively break up and k ill h igherm icroorgan ism s and that they did not revive after en richm en t for 138 h. A s a contro,l

yeasts w ere a lso disrupted by the d isperser, to show that their num bers, m orphology and act ivity w ere not m ech an ical ly affected, w h ich imp lies that

bacteria sm aller than yeasts w ou ld not be m ech an ical ly affected eith er. To assure an alm ost iden ticalm orpho logy of flocs before and after d isrup tion, th e

s ludge after d isrup tion was cen trifuged to approach the sam e s ludge volum e index as before treatm ent. Th e act iv ity of higher organ ism s cou ld be calcu lated

by m easu ring and comparing th e OUR values of s ludge samp les b efore and after d isrupt ion, and w as determ ined to be 12% ~ 14% in th is study.

Keywords: act ivated sludge; f locs; bacteria; h igherm icroorgan ism s; activ ity; m ech an ical sh attering; yeasts; OUR

1 引言 ( Introduct ion)

污水生物处理凭借低耗、高效的突出优点被广

泛应用于污水处理中, 而以活性污泥法为代表的污

水处理工艺在生物处理方面占据着相当的份额.尽

管如此,目前的活性污泥处理系统并非至臻完善,

仍存在许多需要通过提高对微生物微观机理的认

识而逐渐改进的技术细节. 例如, 存在对活性污泥

中高等微生物 (包括原生动物和后生动物 )的角色

与作用机制认识模糊或者仍缺乏微观知识的问题

( van Loosdrecht et al. , 1999; Ke ller et al. , 2002;

M ason et al. , 1986) .迄今为止, 有关活性污泥系统

中高等微生物捕食过程的代谢机制尚不明确, 且仍

无行之有效的方法用于测定高等微生物的捕食代

谢作用.虽然已有研究人员采用一些化学物质 (如

NaC l、Cyc lohex im ide和 N ysta in)来抑制系统中的高
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等微生物,并在对比实验中获得有关捕食作用的定

量信息 ( Lee et al. , 1999; Lee et al. , 2003; Salvad�

et al. , 2001) . 但是,这些抑制剂在抑制高等微生物

方面并不是完全有效的, 因为其仅能对高等微生物

中的某些种类起作用, 被抑制的高等微生物随着时

间推移活性会逐渐恢复, 且活性污泥中某些细菌活

性也会同时受到抑制 ( M oussa et al. , 2003; 2005;

Sa lem et al. , 2006) ,这样势必会影响定量测定高等

微生物活性的准确性. 还有一些研究人员通过向泥

样中加入某些特定种类高等微生物的方法来测定

捕食速率 ( L iang et al. , 2006), 但所加入的高等微

生物主要是一些后生动物,并不能代表活性污泥系

统内量大、较为常见的原生动物 ( Curds, 1982;

E ike lboom, 1988; M adon,i 1993; 1994 ), 因而, 所测

得的捕食速率并不能代表污水生物处理系统中的

真实捕食速率.

总体而言,研究人员在对高等微生物捕食代谢

过程研究方面大都采取抑制其活性的思路, 通过对

比被抑制系统与非抑制系统耗氧速率 (或内源呼吸

速率 )之间的差别来间接计算出高等微生物的活性

作用 ( Sa lvad�et al. , 2001; M oussa et al. , 2005) .

由于仅仅是抑制而非完全与细菌分离, 所以针对具

有较长污泥龄 ( SRT )特征的活性污泥系统而言, 被

抑制的高等微生物系统再培养时间还未到达到所

应用的 SRT时部分高等微生物活性已得到恢复,以

至于这种方法在研究高等微生物活性方面存在相

当大的误差.这就促使人们进一步思考从活性污泥

中隔离或灭活高等微生物的有效方法, 以尽可能消

除高等微生物对活性污泥系统产生的计算误差

影响.

因此,本研究尝试采用机械破碎法来灭活活性

污泥中的高等微生物, 通过对活性污泥泥样采用分

散机处理,在保证机械破碎强度不至于影响到细菌

存活, 并可使破碎后菌胶团细菌和活性污泥絮体恢

复如初的情况下,以期通过机械破碎方式将高等微

生物灭活. 同时, 实验对机械破碎法能否有效灭活

高等微生物,是否会影响到细菌活性以及高等微生

物活性能否准确测定等问题进行有效验证, 旨在探

讨机械破碎法灭活活性污泥中的高等微生物的可

能性与可行性.

2 材料与方法 (M ater ia ls and m ethods)

2. 1 试验材料

实验用活性污泥取自实验室中试规模活性污

泥系统;实验用酵母菌来自安琪
Ó
高活性干酵母粉.

合成污水配方: CH 3 COON a 34. 56 g, NH 4 C l

6188 g, KH2 PO 4 0. 79 g, 2. 16~ 2. 34 m L微量元素

( EDTA 10g# L
- 1

, FeC l3# 6H2 O 1. 5g# L
- 1

, H3 BO 3

0115g#L
- 1

, CuSO 4# 5H 2O 0. 03g# L
- 1

, K I 0. 18g# L
- 1

,

M nC l2# 4H 2O 0. 12g# L
- 1

, NaM oO4# 2H 2O 0. 06g# L
- 1

,

ZnSO4# 7H2O 0. 12g# L
- 1

, CoC l# 6H2O 0. 15g# L
- 1

), 纯

水 1500 mL.

酵母培养基配方: 葡萄糖 0. 2 g, 酵母浸膏

015g, KC l 0. 36 g, N aAc 1. 64 g,纯水 200 mL.

上述培养基配制完成后, 进行高压蒸汽灭菌并

在冰箱 4 e 下保存备用.

2. 2 实验仪器

分散机 ( IKA
Ó

T18basic )、离心机 ( SIGMA

3K15)、溶解氧测定仪 ( YSI 5100)、血球计数板 ( XB-

K-25)、多功能显微镜 ( ZE ISS Ax ioskop40)、高压灭

菌器 ( SANYO M LS-3780) .

2. 3 实验方法与过程

2. 3. 1 分散机破碎高等微生物  取 250 mL活性污

泥放入烧杯, 并将其置于恒温水浴内, 以避免分散

机在破碎过程中产生的热量对活性污泥造成升温

影响. 将分散机刀头伸入活性污泥液中, 以 24000

r#m in
- 1
高速旋转,至 60 m in高等微生物完全去除时

停止破碎.

对原泥、破碎后泥样在显微镜下观察, 并计数

高等微生物,主要种类有钟虫、轮虫、游泳型纤毛虫

等.每个样品平行计数 6次,取平均值求得高等微生

物数量,最后计算出高等微生物经破碎后从活性污

泥中的灭活率.

2. 3. 2 破碎对细菌的影响  在活性污泥中, 菌胶团

细菌占主导地位, 数量最多. 细菌个体大小通常仅

为 0. 5~ 5Lm, 在分散机对活性污泥的破碎过程中,

细菌是否会像高等微生物一样被破碎、灭活? 目前

尚无行之有效的方法可以直接证明. 对此, 实验选

择酵母菌来间接证明破碎是否对菌胶团细菌具有

影响,因为所选用的酵母菌的个体大小为 6Lm @ ( 7

~ 8) Lm, 尺寸介于细菌与高等微生物 ( 100 ~

300Lm )之间.如果分散机对酵母菌没有产生破碎影

响,这表明比酵母菌个体还小的细菌也同样不会受

到破碎的威胁.

取 2 g干酵母粉溶于 1000 mL水中配制成酵母

菌原液,将酵母菌原液放入三角锥形瓶中,用封口膜

密封好瓶口,常温曝气 2d,使其进入内源呼吸阶段后

1396



7期 曹亚莉等: 一种测定活性污泥中高等微生物活性的方法

进行实验. 酵母菌采用血细胞计数板观察和计数, 对

破碎前后酵母菌进行计数. 为计数需要, 将酵母液均

稀释 5倍,在显微镜下计数并观察酵母菌形态变化.

25 @16规格计数板酵母菌细胞数计算公式为:

A =
B
80

@40 @ 10000 @C ( 1)

式中, A酵母菌细胞数 (个 # mL
- 1

) , B为 80个小格

内酵母细胞数, C为菌液稀释倍数.

使用溶解氧测定仪测定含菌溶液 DO变化. 分

别从处于内源阶段的酵母菌原液和破碎后酵母菌

液中各取 60 mL, 用已曝气 2 h的纯水将其稀释到

290 mL后, 倒入 DO测试瓶, 并将瓶子放入水浴锅

中,恒温在 ( 25 ? 1) e ,以避免由温度变化给实验带

来的影响.将 DO探头插入测试瓶内, 并用胶条密封

好探头与瓶口接口处, DO测定仪与电脑连接,每隔

15 s在线记录溶解氧、温度等数据.待 2~ 3 m in DO

变化趋于 0m g#L
- 1

,表明进入内源呼吸阶段, 此时,

迅速向溶液中加入 10 mL酵母培养基, 观察并记录

DO变化值. 最后, 按公式 ( 2 )求得最大耗氧速率

(K OUR ).

KOUR =
[ DO1 ] - [ DO2 ]

X # ( t2 - t1 )
( 2)

式中, [ DO1 ]、[DO2 ]分别为 t1、t2时刻的溶解氧浓度

(mg# L
- 1

); X 为生物固体浓度 ( g# L
- 1

), (以 MLVSS

计 ).

2. 3. 3 破碎后活性污泥絮体恢复  将破碎后活性

污泥装入离心管中,以 10000 r#m in
- 1
转速离心 3m in

后取出,静置 30m in, 使絮体得以快速絮凝. 用玻璃

棒轻轻搅起已沉聚活性污泥, 均匀后移入一个大烧

杯内,通过测定污泥容积指数 ( SV I)值与原泥样比

较絮凝体恢复状态.如果两者 SV I相近,则可认为破

碎后的污泥絮凝体状态基本恢复. 这样, 可以保证

所破碎污泥在与原泥样絮体状态几乎一致的情况

下测定 OUR,以消除不同状态絮体因 O2扩散阻力不

同造成的 OUR上的差别. 对原泥样与破碎泥样 DO

测定与酵母菌相同,只是所加培养基变为合成污水.

对两种污泥絮体也可按直径 ( d )大小进行评

价,分为大 ( d > 500Lm )、中 ( 150Lm < d < 500Lm )、

小 (d < 150Lm ) 3种粒径予以描述 (马厚悦, 2005) ,

粒径在显微镜下观察并测量.

3 结果 ( R esu lts)

3. 1 活性污泥中原、后生动物破碎灭活率

破碎前后原泥样中高等微生物如图 1所示. 由

图 1可知,破碎前原泥样中有高等微生物存在,原泥

样中平均高等微生物数量为 5050个 #mL
- 1

;破碎后

活性污泥松散,破碎 1 h后显微镜下已找不到任何

高等微生物,说明机械破碎法对活性污泥中高等微

生物一次性灭活率达 100%. 对破碎后的泥样加入

和不加入人工污水分别培养 138h后再次显微镜观

察,均未发现高等微生物. 由此可见,机械破碎对活

性污泥中高等微生物可以完全灭活,且去除后高等

微生物经再培养后不再重新出现.

图 1 活性污泥破碎前后高等微生物图片 ( a.破碎前, b.破碎后 ) (放大倍数 10 @ 10 )

Fig. 1 H igher m icroorgan ism s in act ivated s ludge b efore and after d isrupt ion ( magn ification 10 @ 10)

3. 2 破碎对菌胶团细菌的影响

3. 2. 1 破碎对酵母菌数量的影响  对破碎前后酵母
菌分别平行取样 3次计数, 求平均值.破碎前酵母菌

数量为 4. 44 @10
7
个# mL

- 1
,破碎后酵母菌数量仍然

为 4. 44 @ 10
7
个 # mL

- 1
,破碎前后酵母菌损失率为 0,

这表明机械破碎对酵母菌数量没有任何影响.

破碎前后酵母菌形态显微照片如图 2所示. 比

较破碎前后酵母菌形态, 并没有发现破碎后的酵母

菌在形态上有任何变化, 仍呈酵母菌典型形态, 外

观完整而无破损现象.
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图 2 破碎前后酵母菌形态 ( a.破碎前, b.破碎后 ) (放大倍数 40 @ 10 )

Fig. 2 Sh apes of yeasts before and after d isrup tion( magn ification 40 @ 10)

  对破碎前后酵母 DO测定显示,根据公式 ( 3)计

算破碎前后酵母耗氧速率增量 ( $K OU R ) .

$K OUR =
KOUR,破碎酵母 - KOUR,原酵母

K OUR,原酵母

@ 100% = 0. 26% ( 3)

结果表明,破碎对酵母菌的代谢活性基本没有

影响. 破碎对酵母菌个数、形态, 还是代谢活性

( OUR )几乎没有任何影响,这表明机械破碎用于比

酵母菌形态更小的细菌时,也不会影响到细菌的个

数、形态和活性.

3. 3 破碎对活性污泥絮体影响

原泥样与离心恢复后泥样的 SV I结果如图 3所

示.由图 3可知,原泥样 SV I值介于 80~ 100 mL# g
- 1

之间, 污泥状态良好; 离心恢复后污泥 SV I值基本恢

复到原泥样相同数值. 这就为通过测试比较破碎前

后污泥 OUR,并间接得出高等微生物的活性 ( OUR)

形成了几乎相同的絮凝体结构条件, 从而尽可能地

避免了因破碎使絮体处于分散状态,进而使 O2的扩

散阻力变小而导致的 OUR增高现象的发生.

图 3 原泥样与离心恢复后泥样 SV I值比较

Fig. 3 SV I of the orig inal sludge and the cen trifuged s ludge

对破碎前絮体粒径的显微测量结果 (图 4)表

明,离心恢复后污泥中大絮体数量明显减少, 中、小

絮体相应增多.破碎前后原泥样及离心恢复后絮体

形态大小的显微照片如图 5所示.
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3. 3. 3 高等微生物相对活性计算  共进行两批次

实验探知破碎对活性污泥活性的影响, 两批次试验

泥样分别取自不同时间、不同工况下实验室同一活

性污泥系统. 通过测定两批次实验原泥样、破碎后

泥样、离心恢复后泥样的 OUR来判定破碎对活性污

泥活性的影响 (表 1) .表 1数据表明,尽管两批次实

验原泥样起始时 OUR不同,但破碎后泥样的 OUR

均显著降低,经离心恢复絮体后泥样的 OUR又略有

降低. 破碎后泥样 OUR的显著降低是消除高等微生

物影响后的必然现象. 离心恢复絮体后泥样较刚破

碎后泥样 OUR略有降低表明,絮体处于分散状态时

O 2的扩散阻力要较絮状时小,因此表现出刚破碎的

泥样 OUR略高.这正是为什么要通过离心来恢复泥

样絮体状态的原因, 主要目的是尽可能消除不同絮

体状态对 OUR测定的影响.

表 1 两批次实验测得的各种状态下泥样 OUR

Tab le 1 OUR m easured under tw o d ifferen t cond itions

mg# g- 1# h- 1 (以 SS计 )

实验批次 原泥样 破碎后泥样 离心恢复后泥样

第一期 8. 085 7. 237 7. 082

第二期 6. 168 5. 324 5. 300

根据表 1所示的 OUR数值,根据公式 ( 4)可以

计算出高等微生物活性相对值.

r=
K OUR原泥样 - KOUR破碎并离心恢复泥样

KOUR原泥样
( 4)

图 6显示了原、后生动物活性相对值,表明 2次

泥样的高等微生物活性相对值介于 12% ~ 14%.

图 6 破碎污泥样与离心恢复后泥样高等微生物活性相对值

F ig. 6 Relative act ivity of h igherm icroorgan ism s in th e d isrupted

s ludge and th e cen trifuged sludge

4 结论 ( Conc lusions)

1)机械破碎法可以达到破碎、灭活活性污泥中

高等微生物的目的. 2)对酵母菌破碎实验表明, 破

碎酵母菌数量、形态以及活性几乎没有影响. 由此

可知, 破碎对个体尺寸更小的细菌来说更不应具有

任何数量和活性上的影响. 3)为避免因破碎造成的

絮体分散,进而导致 O 2扩散阻力变低而出现 OUR

测定数值可能偏高的问题, 可通过离心法恢复破碎

污泥的分散状态,使泥样尽可能恢复到正常絮体状

后再测得 OUR.通过比较破碎前后泥样的 OUR, 可

以间接地计算出高等微生物相对活性值. 本实验泥

样破碎前后 OUR计算结果表明,高等微生物活性相

对于活性污泥总活性约占 12% ~ 14% .
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