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摘要:研究了不同保藏方法对硝化污泥硝化活性和相关性状的影响.结果表明,不同饥饿保藏条件下,各种方法下的硝化活性均呈指数衰减,自

然环境、4 e 、- 20 e 、- 20 e 加 15%体积甘油方法下的活性衰减速率分别为 0. 012 d- 1、0. 021 d- 1、0. 019 d- 1、0. 013 d- 1,半衰期分别为

1171、1. 09、1. 22、1. 62个月.保藏 5个月后, 4种方法下的硝化污泥活性保留率分别为 16. 0%、13. 6%、20. 8%、20. 4% , 菌体保留率分别为

4115%、47. 6%、52. 2%和 53. 6% .保藏过程对硝化细菌的 ATP含量、血红素 c含量、SV值均产生影响,随着保藏时间的延长,低温下污泥中的

丝状菌比例增加,絮体结构更加紧密,硝化污泥变黑速度减慢,而自然环境中丝状菌消失,絮体结构解体,硝化污泥迅速变黑.

关键词:硝化污泥;保藏方法;保藏特性

文章编号: 0253-2468( 2011) 03-560-07   中图分类号: X703   文献标识码: A

Influence of storage on the characteristics of nitrifying sludge

WANG Ca ihua
1, 2
, ZHENG Ping

1, *
, TANG Chongjian

1
, CHEN Jianw e i

1

1. Departm en t of Env ironm en talEng ineering, Zhejiang Un iversity, H angzhou 310029

2. Beijing TDR Environ-Tech. Co. , Ltd. , B eijing 100176

Received 15 June 2010;    received in rev ised form 2 August 2010;    accepted 26 Augu st 2010

Abstract: The preservat ion characterist ics ofn itrifying s ludge under d if feren t storagem ethodsw ere in vestigated. Under starvation cond it ion s in the natu ral

environm en t, compared to 4 e , - 20 e and - 20 e w ith 15% glycero,l the decay rate of n itrify ing act ivity w as 0. 012 d- 1, 0. 021 d- 1, 0. 019 d- 1

and 0. 013 d- 1, and the half- life w as 1. 71, 1. 09, 1. 22 and 1. 62 m on ths, resp ectively. A fter 5 months. s torage, the rem ain ing relat ive activ ity and

relative b iom ass w ere 16. 0% , 13. 6% , 20. 8% , 20. 4% and 41. 5% , 47. 6% , 52. 2% , 53. 6% , resp ectively. During storage, the hem e c and ATP

con tents d eclin ed, and th e SV also decreased w ith th e decrease of activ ity. When storage tim e w as extended, at low tem perature, f ilam en tous bacteria

dom in ated in the s ludge, the b iom ass structu re becam e in tegrated, and the n itrifying sludge ch anged to b lack gradual ly. Under natu ral cond it ion s,

f ilam en tous bacteria d ecreased, th e sludge stru cture b ecam e loose, and th e n itrifying sludge turned b lack rapidly.

Keyw ords: nitrifying sludge; storagem eth ods; p reservat ion characteristics

1 引言 ( Introduction)

随着低碳高氮废水排放量的急剧增加, 传统生

物脱氮工艺已无法满足实用要求, 研发新型生物脱

氮技术势在必行.短程硝化反硝化工艺是在此背景

下应运而生的一种新型生物脱氮工艺,不但可较传

统硝化反硝化工艺节省 25%的需氧量和 40%的有

机碳源 (郑平等, 2004 ), 而且可与厌氧氨氧化工艺

等组合,开发其它新型生物脱氮工艺. 硝化细菌是

短程硝化的承载者 ( Park and Noguera, 2007;

Schramm et al. , 1996) , 其数量和活性决定了硝化

作用的潜力.但是,硝化细菌代时较长,对氧气、pH、

温度等环境条件较敏感,导致硝化工艺的启动相对

困难 ( Okabe et al. , 1999) . 随着废水生物脱氮工程

的普及,对高效硝化菌种的需求日益增大, 如何经

济有效地扩增和保藏高效硝化菌种即成了人们关
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注的焦点.

硝化细菌属中温菌, 低温可降低硝化细菌的代

谢活性,常用于纯种保藏, 然而有关混合菌种的低

温保藏, 迄今报道很少 ( V laem inck et al. , 2007;

Laurin et al. , 2006; Voge lsang et al. , 1999 ). 在废

水处理工程上, 混合菌种产出后, 通常处于放任饥

饿状态,因此探明饥饿情况下温度对硝化细菌活性

的影响,将有助于硝化菌种的保藏和应用.

2 材料与方法 (M aterials and methods)

2. 1 试验材料
试验所用硝化污泥取自浙江某企业短程硝化

池 (总容积 2. 5 m
3
), 该反应器采用模拟废水运行,

并已在自然环境温度下稳定运行一年半, 模拟废水

成分详见参考文献 (陈建伟, 2010).

2. 2 保藏试验

硝化污泥用自来水洗涤三次后自然沉降滗水,

在 4个 1L的玻璃瓶 ( R1、R2、R3、R4)中分装 800

mL沉降滗水后的硝化污泥和 100 mL模拟废水, 使

最终氨氮浓度为 5 mmol# L
- 1
, 污泥浓度为 19. 72

g# L
- 1

(以 SS计 )、13. 48 g# L
- 1

(以 VSS计 ) .模拟废

水成分为 MgSO4# 7H 2 O 0. 3 g# L
- 1
, KHCO3 2. 0

g# L
- 1
, KH2 PO 4 0. 01 g# L

- 1
, CaC l2# 2H 2O 0. 0056

g# L
- 1
,微量元素 Ñ、Ò各 1 mL# L

- 1
. 4个玻璃瓶

( R1、R2、R3、R4)用铝箔封口后采取不同的方法保

藏, 其中 R1、R2、R3分别置于自然环境、4 e 和

- 20 e 下保藏, R4加入 15% 体积甘油后置于

- 20 e 下保藏,每隔 1个月取硝化污泥测定活性和

其它相关指标.

2. 3 活性测定

活性测定所用的模拟废水成分同上, 氨氮浓度

为 50mg# L
- 1
, pH控制在 7. 7~ 7. 8. 每 20mL模拟

废水中加入 2. 5 g湿硝化污泥后曝气 2m in使溶解

氧达到饱和,再在 30 e 下用溶解氧自动记录仪记录

溶解氧的消耗情况,每隔 2 s记录 1次, 直至溶解氧

降为 0. 5 mg# L
- 1
. 另设不加基质的对照试验, 用同

样的方法测定硝化污泥的耗氧速率.

2. 4 测定项目与方法
SV、SS、VSS(总菌体量 ): 标准法测定; 活菌量:

M PN法测定 (郑平, 2005) ; COD: EVOV I ET99718

COD仪快速测定; pH: pHS- 9V型酸度计测定; DO:

YSI 58型溶解氧仪测定 (外接自动记录仪 ); 硫化

物:亚甲基蓝分光光度法测定;硫酸盐:铬酸钡分光

光度法测定.

ATP: 荧光素酶法 (姚槐应等, 2005; Thore and

Lund in, 1983) .取 1 g湿硝化污泥于 2 mL双蒸水中

制成菌悬液,再于沸水浴中煮 1 h的 4. 5 mL提取剂

( 20mmo l#L- 1
Tris、2 mmo l# L

- 1
EDTA, pH 7. 75)中

加入 0. 5 mL 菌悬液, 共同煮 10 m in, 冷却后于

10000 g、4 e 条件下离心 4 m in, 取上清夜待用. 25

e 下, 向 2 mL计数瓶中加入 1 mL缓冲液 ( 0. 05

mo l#L- 1
Tris-HA c、0. 01 mol# L

- 1
MgSO4# 7H 2 O、2

mmo l# L
- 1

EDTA, pH 7. 75)后, 再加入样品提取液、

荧光素和荧光素酶, 混合后立即于荧光分光光度计

中测定发光值.

血红素:吡啶血红素分光光度法. 取 1 g湿硝化

污泥悬浮于 25mL 10mmol# L
- 1
、pH = 7. 5的磷酸缓

冲液中,再于 800W 功率下超声破碎 20 m in, 最后

于 15000 g、4 e 条件下离心 15 m in,取上清液进行

测定,测定方法详见文献 ( Berry, 1987).

扫描电镜观察: 取适量混培物样品于 2. 5%戊

二醛溶液中 4e 固定过夜, 经 0. 1mo l# L
- 1

pH = 7. 0

磷酸缓冲液洗涤扫描电镜观察: 取适量混培物样品

于 2. 5%戊二醛溶液中 4e 固定过夜,经 0. 1mo l#L- 1

pH = 7. 0磷酸缓冲液洗涤 3次后用 1%锇酸溶液固

定 1~ 2h, 接着用 0. 1mol# L
- 1

pH = 7. 0磷酸缓冲液

洗涤 3次, 再用梯度浓度乙醇 (包括 50%、70%、

80%、90%和 100% )进行脱水处理, 脱水处理后的

样品用 1B1乙醇醋酸异戊酯处理 30 m in,用纯醋酸

异戊酯处理 1~ 2 h.最后将样品置于临界点干燥,镀

膜后用 XL30型环境样品扫描电镜 (荷兰 Ph ilips公

司 )观察结果.

3 结果 ( R esu lts)

3. 1 不同保藏方法对硝化活性和总菌体量的影响

3. 1. 1 不同保藏方法对硝化活性的影响  硝化细

菌属中温菌, 降低温度会影响硝化细菌的代谢活

性.不同温度下硝化细菌活性随保藏时间的变化情

况如图 1所示.从图 1可以看出, 在保藏过程中, 硝

化细菌活性呈指数衰减,活性衰减速率和半衰期见

表 1. 与保藏前的硝化活性相比, 在保藏的前 3个

月, R1、R2、R3、R4的硝化活性分别下降了 70. 8%、

74. 5%、70. 3%、74. 3% ;在后续 2个月中, 4种保藏

方法下的硝化活性衰减速率均趋缓, 第 5个月内 4

种保藏方法下的硝化活性仅分别比上个月下降

017%、012%、2. 4%、0. 2% ,硝化细菌的活性保留率
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分别为 16. 0%、13. 6%、20. 8%和 20. 4%.

图 1 硝化活性随保藏时间的变化情况

F ig. 1 N itrify ing bacteria act ivity during storage

表 1 不同保藏方法下硝化活性衰减速率和半衰期

Tab le 1 Th e decay rate and hal-f l ife of n itrify ing bacteria act iv ity under

d ifferent preservation cond itions

保藏方法
衰减速率 k

/d- 1

半衰期

/月
R2

R1 0. 013 1. 71 0. 9897

R2 0. 021 1. 09 0. 9933

R3 0. 019 1. 22 0. 9932

R4 0. 014 1. 62 0. 9732

3. 1. 2 不同保藏方法对总菌体量的影响  保藏过
程中, 4种方法下的总菌体量变化如图 2所示. 从图

2可以发现, 不同保藏方法间的菌体衰减情况也彼

此不同.在整个保藏期, R3和 R4几乎一直呈线性

下降, R1和 R2则先线性下降后趋于稳定, 但从总

体上看, R3和 R4的衰减速率始终小于 R1和 R2.

与保藏前的总菌体量相比,在保藏的前 4个月, R1、

R2、R3、R4的总菌体量分别下降了 55. 9%、50. 1%、

3 3. 5%、24. 3% ; 第 5个月内R 1、R 2的菌体量仅分

别比第 4个月下降 2. 6%、2. 3% , R3、R4的菌体量

则分别比第 4个月下降 14. 3%、22. 1%. 保藏过程

中,菌体保留率一直为 R4﹥ R3﹥ R2﹥ R1, 表明

低温有利于菌体保留.

图 2 总菌体量随保藏时间的变化

Fig. 2 The change of total b iom ass du ring preservation

3. 2 不同保藏方法对硝化污泥性状的影响

3. 2. 1 不同保藏方法对生化性状的影响  血红素

是硝化细菌中血红蛋白的重要辅基, ATP则是硝化

细胞中重要的能量载体,因此两者的含量可以反映

硝化细菌的生理状况. 饥饿保藏时, 硝化污泥中血

红素 c和 ATP含量保留率与时间的关系见表 2.

从表 2可以看出, 饥饿保藏过程中,各种方法下

的硝化污泥血红素 c含量和 ATP含量均随硝化活

性的下降而下降,且两者的衰减速率均随硝化活性

衰减速率的变化而变化,但两者的总体衰减速率要

小于硝化活性的总体衰减速率. 硝化污泥血红素 c

含量和 ATP含量与硝化活性间的相关性表明,硝化

污泥血红素 c含量和 ATP含量均可用于定性的表

示硝化污泥的硝化活性,但两者与硝化活性间均不

具有线性相关性,这一现象也同时发现于本实验室

的其它试验中.

表 2 保藏过程中硝化污泥血红素 c和 ATP含量保留率的变化

Tab le 2 Th e change of hem e c andATP during p reservat ion

保藏时间 /月
血红素 c相对量

R1 R2 R3 R4

ATP相对量

R1 R2 R3 R4

0 100. 0% 100. 0% 100. 0% 100. 0% 100. 0% 100. 0% 100. 0% 100. 0%

2 76. 3% 74. 2% 82. 0% 65. 5%

3 - 81. 9% 76. 8% 95. 7%

4 - 60. 1% 70. 4% 91. 5% 63. 9% 51. 2% 72. 2% 57. 1%

5 - 59. 6% 61. 1% 70. 3% 52. 1% 49. 4% 62. 4% 48. 7%

  注: R1硝化污泥保藏 3个月后完全变黑,其中的血红素 c无法测出.

562



3期 汪彩华等:硝化污泥保藏特性的研究

3. 2. 2 不同保藏方法对物理性状的影响  污泥沉

降性能是影响反应器中污泥持留效率的重要因素,

污泥沉降性能随保藏时间的变化情况如图 3所示.

图 3 硝化污泥沉降性随保藏时间的变化

F ig. 3 The ch ange of SV du ring preservat ion

在保藏的前 2个月,各种保藏方法下的硝化污泥 SV

值均变小,而保藏至 3个月后, 硝化污泥 SV值均趋

于稳定.即使 - 20e 保藏下第 1个月内的硝化污泥

沉降性能变化很大,后期同样趋于稳定.

3. 2. 3 不同保藏方法对形态结构的影响  保藏过

程中,硝化污泥颜色发生明显变化. 从图 4可以看

出,在 - 20 e 加有 15%体积甘油的条件下,硝化污

泥颜色与保藏前没有区别, 但在自然环境温度和

4e 条件下, 污泥颜色由下到上逐渐变黑, 且在自然

环境温度下污泥颜色变化更快, 即硝化污泥变黑速

度随温度的降低而降低.测定硝化污泥中的硫化物

含量发现,污泥中的硫化物含量与颜色变化成正相

关,硫化物含量越高,硝化污泥颜色越黑, 表明硝化

污泥变黑的主要原因是缺氧条件下硫酸盐被还原

为硫化物所致, 且低温可抑制硫化物的形成. 考察

活性和颜色之间的关系发现,硝化污泥活性与颜色

之间没有直接关系, 说明难以用颜色变化来指示硝

化活性的变化.

图 4 污泥颜色随保藏时间的变化 ( a. 保藏前颜色; b、c. 分别为 R1和 R2保藏 2个月后的颜色; d、e、.f 分别为 R1、R2和 R4保藏 5个月后

的颜色 )

F ig. 4 Th e ch ange of colou r du ring storage period ( a. before preservation; d、c. the colour ofR1 andR2 after tw om on th s preservation; d、e、.f the

colou r ofR1, R2 and R4 after five m on ths preservation)

  从图 5可以看出, 保藏前硝化污泥中以球菌占

优,仅存在少量的丝状菌; 而随饥饿时间的延长, 自

然环境温度下硝化污泥中的丝状菌逐渐减少, 絮体

结构逐渐变得松散 (图 5b) ,至第 5个月时丝状菌完

全消失,菌胶团失去明显的边界 (图 5c) ;低温下, 随

着饥饿保藏时间的延长,硝化污泥中丝状菌不仅没

有减少反而增加,但在不同保藏方法中絮体结构又

有所不同, 4e 和 - 20e 下的絮体结构较保藏前更加

紧密 (图 5d和 5e), 而 - 20e 加有 15%体积甘油下

的絮体结构较保藏前则变得更松散 (图 5f).
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图 5 保藏过程中硝化污泥结构的电镜扫描照片 ( a. 保藏前; b、c. 分别为 R1保藏 2个月和 5个月后的结构; d、e、.f 分别为 R2、R3和 R4保

藏 5个月后的结构 )

F ig. 5 The change of n itrify ing s ludge structu re under SEM ( a. b efore preservation; b、c. the s tructure of R1 after preservat ion for 2 and 5m on ths;

d、e、.f the structu re ofR2, R3 and R4 after preservat ion for 5 m on ths)

4 讨论 ( D iscussion)

饥饿状态下,温度对硝化污泥活性产生很大影

响. 在所试的不同保藏方法中, 硝化污泥活性均呈

指数衰减,且保藏 4个月后保留的硝化活性趋于稳

定, 自然环境温度、4e 、- 20e 和 - 20e 加 15%体

积甘油方法下的硝化活性衰减速率分别为 0. 012

d
- 1
、0. 021 d

- 1
、0. 019 d

- 1
、0. 013 d

- 1
, 半衰期分别

为 1. 71、1. 09、1. 22、1. 62个月,保藏 5个月后,不同

保藏方法下的硝化活性保留率分别为 16. 0%、

1316%、20. 8%和 20. 4%. 据报道, 在 4e 、- 20e 和

- 20e 加甘油的条件下, 反硝化污泥保藏 6个月后

的活性保留率分别为 30. 8%, 40. 4% 和 98. 1%

( Laurin et al. , 2006 ); 在 自 然 环 境 温 度 下,

N itrosomonas europaea和 N itrosomonas cryo tolerans可

分别饥饿保藏 2个月和 10周以上 (W ilhelm et al. ,

1998; Brian et al. , 1988) ;而据本实验室的研究, 普

通活性污泥的硝化活性仅有本试验所用硝化污泥

活性的 13. 5% (谢作辅等, 2009) .可见,硝化污泥虽

然难以长期保藏,但仍有保藏的实际价值.

  饥饿保藏 5个月后, 所试各种保藏方法下的总

菌体量保留率分别为 41. 5%、47. 6%、52. 2% 和

5316% ,显著高于硝化污泥硝化活性保留率,所以用

总菌体量作为硝化活性评价指标会产生虚高现象.

硝化污泥大量保藏所需费用高, 综合考虑保留活性

和经济因素,自然温度缺氧法是较为经济有效的保

藏方法.

硝化污泥血红素 c含量和 ATP含量均可用于

定性的表示硝化污泥的硝化活性. 保藏过程中, 各

种方法下的硝化污泥血红素 c含量和 ATP含量均

随硝化活性的下降而下降,且两者的衰减速率均随

硝化活性衰减速率的变化而变化, 但两者的总体衰

减速率要小于硝化活性的总体衰减速率. 这是由于

饥饿状态下硝化细菌通常会采用降低菌体的代谢

活性 ( Schm idt et al. , 2004; D iab et al. , 1992) , 利

用硝化细菌胞内的氨库 ( Tappe et al. , 1999), 利用

死亡菌体或活菌胞外多聚物水解作用产氨 (试验过

程中污泥上清液中的 SCOD几乎不变且菌体荚膜变

薄 )等对策来维持细胞的完整性, 而完整的细胞必

定有维持能,所以 ATP衰减速率会小于硝化活性.

此外,试验用硝化污泥中除了优势菌 ) ) ) 硝化细菌

外,还含有反硝化菌和其它异养菌, ATP作为所有

活菌的能量载体,也会对保藏过程中 ATP的衰减速

率产生影响.不同保藏方法下,硝化污泥血红素 c的

衰减速率小于硝化活性的衰减速率也是多方面原

因引起的,一是硝化细菌活性的降低主要是相关酶

活降低引起的, 而血红素仅是血红蛋白的一个辅

基,在相关酶活降低甚至失活的条件下血红蛋白的

辅基不会立即水解; 二是试验用硝化污泥中所含有

的反硝化菌和其它异样菌中的某些菌种也含有血
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红素 c ( B reton and Berks, 19994; S idd iqu i and

W arnecke-Eberz, 1993; Zum ft and Braun, 1994), 从

而导致血红素 c和硝化活性间的衰减情况不完全

同步.

保藏过程中, 不同保藏方法下的硝化污泥 SV

值均先下降后趋于稳定, 表明饥饿状态下, 各种保

藏方法下的硝化污泥内菌群结构都大致经历了一

个平衡-失稳-平衡的动态变化过程, 这是由于低温

保藏下硝化污泥内丝状菌逐渐增加,将菌胶团紧紧

的包牢,絮体结构变得更加密实; 而自然环境温度

保藏下硝化污泥内丝状菌逐渐消失,絮体结构慢慢

解体,最终形成稳定的菌胶团单体.

硝化污泥颜色变黑与硫化物含量成正相关性,

降低温度可减慢硫化物生成速度, 从而减缓污泥变

黑速度,但污泥颜色与硝化活性无直接关系, 所以

难以用污泥颜色变化来指示硝化活性的变化.

5 结论 ( Conc lusions)

1)硝化细菌不易保藏,采用自然温度缺氧法保

藏可收到较好的保藏效果.采用自然环境温度、4e 、

- 20e 、- 20e 加 15%体积甘油保藏 5个月后, 硝

化细菌活性保留率分别为 16. 0%、13. 6%、20. 8%、

20. 4% ,菌体保留率分别为 41. 5%、47. 6%、52. 2%

和 53. 6%.综合考虑保藏效果和经济因素, 自然密

闭保藏不失为一种有效的硝化污泥保藏方法.

2)饥饿保藏中, 不同温度下的硝化细菌活性呈

指数衰减. 自然环境温度、4e 、- 20e 和 - 20e 加

15%体积甘油方法下的硝化细菌活性衰减速率分别

为 0. 012 d
- 1
、0. 021 d

- 1
、0. 019 d

- 1
、0. 013 d

- 1
, 半

衰期分别为 1. 71、1. 09、1. 22、1. 62个月, 自然环境

温度下缺氧保藏的衰减速率相对较慢.

3)硝化污泥中 ATP含量和血红素 c含量均可

定性的表示硝化污泥的硝化活性. 饥饿保藏过程

中, 各种方法下的硝化污泥 ATP含量和血红素 c含

量均随硝化活性的降低而降低, 但两者的总体衰减

速率均小于硝化活性的总体衰减速率.

4)饥饿保藏中, 低温下污泥中的丝状菌比例增

加, 絮体结构更加紧密, 自然环境温度下污泥中的

丝状菌消失, 絮体结构解体, 导致各方法下的硝化

污泥内菌群结构均经历了一个平衡-失稳-平衡的动

态变化过程. 低温可减慢硝化污泥颜色变黑速率,

但不能减慢硝化活性衰减速率, 硝化细菌颜色变化

与硝化活性之间没有直接的相关性.
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