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摘要:在微氧条件及剧毒性的五氯酚存在下,研究了活性污泥的颗粒化机理.在污泥培养过程中对污泥性质、外观进行观察,并利用扫描电镜对

微生物相进行分析.结果表明,在颗粒化初始阶段诱导核的存在对絮体起着凝集作用,该阶段的微生物以丝状菌为主;在形成阶段,二价金属阳

离子含量以及 ECPs中 PN /PS比值增加,丝状菌形成三维框架结构;而在颗粒污泥形成后的增长阶段, SV I值下降至较低的水平,形成表面光滑

的完整颗粒,颗粒内杆菌、球菌占优势,含水率的明显下降表明质子跨膜迁移引起的细胞脱水作用变得显著.
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Abs tract: M icro-aerob ic granu les w ere sub jected to a PCP environm en t to s tudy their granu lationm echan ism s. Th e characterist ics and appearance of th e

s ludgew ere stud ied and th em icroorgan ism sw ere an alyzed by scann ing electron m icroscopy during culturing. The resu lts show ed that in th e in itial period,

the induced cores funct ion ed as flocculan ts and f ilam en tou s bacteria w ere the dom in antm icroorgan ism s; before the form at ion ofm ature granu les, both th e

am oun t of b ivalentm etal cat ion s and the PN /PS ratio increased, and a three-d im ens iona l fram e structu re w as form ed by the f ilam en tous bacteria; after

form ation ofm atu re granu les, the SV I value d ecreased to a relatively low level and round m ature granu lesw ith sm ooth surfacesw ere formed, in wh ich

bacilli and cocci w ere the dom inan t m icroorgan ism s. Th e m arked redu ct ion of m oisture con tent in the granu les indicated that th e effect of cel lu lar

dehydrat ion cau sed by proton translocat ion w as s ign if ican t in granu le grow th.
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1 引言 ( Introduct ion)

微氧 (溶解氧浓度低于 1. 0mg# L
- 1

)颗粒污泥

中同时存在好氧区和厌氧区,将好氧氧化和厌氧还

原在空间上和时间上有效的结合在一起, 是降解五

氯酚理想的新型生物处理工艺 ( Lan et al. , 2005) .

微氧颗粒污泥是在厌氧颗粒污泥和好氧颗粒污泥

研究的基础上发展起来的,三者颗粒化过程及机理

存在相似的地方. 对于污泥颗粒化的机理, 许多研

究者从颗粒化的影响条件进行了大量研究工作. 实

践证明,流体剪切力可以通过改变微生物的代谢途

径影响颗粒污泥的形成 ( L iu et al. , 2002; Tay

et al. , 2003 ). 在连续流反应器中, 溶解氧浓度低于

1. 0mg# L
- l
时, 好氧颗粒污泥难以形成或已经形成

的颗粒污泥会趋于解体; 若改为间歇流工艺, 溶解

氧浓度在 0. 7~ 1. 0mg# L
- l
时, 可以形成具有清晰外

形的颗粒 ( Peng et al. , 1999) .这些研究对加速污泥

颗粒化提供了有用资料, 但无法从本质上揭示污泥
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颗粒化机理.

早在 1972年, Pavon i ( 1972)就推测胞外多聚物

( ECPs)是絮凝的直接原因. 进一步的研究表明, 在

ECPs浓度适当的情况下, 决定絮凝的是 ECPs的组

成,主要是蛋白质 ( PN )和多糖 ( PS) , 而不是 ECPs

的总量 ( L iao et al. , 2001) .但是, 由于胞外多聚物

的提取所采用的方法不同, 关于 PN和 PS对颗粒污

泥形成和稳定的贡献存在着不同观点. 一种观点认

为,低 PN /PS值导致低 SV I值, 并有利于维持颗粒

污泥结构的完整性 ( Jiang et al. , 2003) .而 Delia等

( 2003)的研究得出相反的结论, 他们认为 PN疏水

性比 PS强, PN的增加使得污泥中滞留水分减少,使

污泥易与水分离, SV I值降低, 细胞之间结合紧密;

另外, PN与阳离子键合的能力大于 PS,通过阳离子

架桥的作用可构成一种空间三维质, 从而维持颗粒

结构的完整和稳定.

Tay等 ( 2000)指出,细胞表面脱水和细胞膜融

合在厌氧菌的自凝聚过程中具有关键性作用,某些

环境条件能够激发细胞的表面脱水以及进一步的

细胞膜融合. 此外, 还有学者提出诱导核学说以解

释污泥颗粒化机理 ( B eun et al. , 2000; Zhu et a l. ,

1997) .

絮状污泥的颗粒化是一个集物理、化学和生物

学作用于一体的复杂过程, 在以往的研究中, 均为

强化某一个或某几个特定因素, 如有机负荷、胞外

多聚物等的作用机理 (蔡春光等, 2004) ; 王海磊等

( 2005)对好氧颗粒污泥的形成机理进行了专门的

研究, 但也仅是强调了三维框架结构的形成阶段,

不具有普遍性. 本研究中采用微氧条件, 在毒性物

质 PCP的存在下,综合考虑影响污泥颗粒化各个阶

段的主要因素以及前人提出的理论, 结合颗粒污泥

培养过程中污泥性质、外观、胞外多聚物中 PN /PS

比值、含水率以及微生物相的变化对颗粒化机理进

行较全面的研究,以期为降解剧毒性高氯代酚类化

合物的颗粒污泥的快速培养提供理论指导.

2 实验材料与方法 (M ateria ls andmethods)

2. 1 实验装置
  实验装置如图 1所示,主要由曝气槽和反应器

2部分组成, 所用材料为有机玻璃. 反应器高

100cm, 内径为 5cm, 有效体积为 1. 0L; 曝气槽高

70cm,内径为 3cm,有效体积为 0. 5L.实验采用间歇

式工艺, 1d运行 1个周期,进水 15m in, 厌氧 10h, 好

氧 13. 5h,沉降 5m in, 出水 10m in. 进水由泵先泵入

曝气槽,经曝气后由底部进入反应器底部, 自下向

上流经反应器, 经三相分离器, 将水与气、泥分离

后,再次循环至曝气槽, 最后由反应器排水口出水.

反应器密封,由上部三相分离器连接盛满水的集气

瓶,收集沼气, 由量筒测量导水管排出的水的体积

即可得到气体的体积. 循环水流量控制在 0. 3

L#m in
- 1
, 每次进水控制在 1L左右. 气源采用 AC-

9904型空压机, 使溶解氧保持在 0. 2 ~ 0. 7

mg# L
- 1
.  

图 1 实验装置 ( 1.贮水槽, 2.进水管, 3.进水泵, 4.曝气槽,

5.曝气头, 6.曝气机, 7.水循环管, 8. 循环泵, 9.流量

计, 10.反应器, 11.三相分离器, 12.排渣口, 13.取样

口, 14.排水口, 15.排气管, 16. 集气瓶, 17.排水管,

18.量筒 )

F ig. 1 Schem atic il lustrat ion of the experim en tal apparatus ( 1.

w ater tank 2. in let p ipe 3. in let pump 4. aerat ion vessel

5. air d iffu ser b all 6. aerat ion dev ice 7. w ater circu lation

p ipe 8. circulation pum p 9. liqu id f lowm eter 10. reactor

11. solid-liqu id-gas separator 12. m ud valve 13. samp le

va lve 14. d rain valve 15. airdu ct 16. gas-co llect ing vessel

17. aqueduct 18. m easu ring cy linder)

2. 2 实验用水

采用人工模拟废水,水质如表 1所示.微量元素

溶液组成如表 2所示.为使接种污泥适应新的环境,

在前 2d不加 PCP,从第 3d开始加入低浓度 PCP(为

0. 5 mg# L
- 1

), 既可起到筛选优势菌的作用, 又保证

反应器中污泥浓度和活性; 随后不断增加 PCP的

量,最终浓度达到 20 mg# L
- 1
, 颗粒的培养和驯化同

时进行 , 即边培养边增加 PCP浓度 . PCP在整个培

表 1 模拟废水组成

T ab le 1 C hem ical com pos ition of synthetic w astew ater m g# L- 1

葡萄糖 NH
4
C l KH

2
PO

4
M gSO

4
CaC l

2
NaHCO

3
Na

2
CO

3 微量元素溶液

4800 900 210 30 80 1000 500 1mL
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表 2 微量元素溶液组成

Tab le 2 Composit ion of trace solu tion g# L- 1

FeC l3. 6H 2O H3BO 3 CuSO 4# 5H 2O K I MnSO 4# H2O ( NH4 ) 6M o7O 24. 4H2O ZnC l2 CoC l2# 6H2O N i( NO 3 ) 2

1. 50 0. 15 0. 03 0. 03 0. 10 0. 065 0. 057 0. 15 0. 15

养过程中起着选择压的作用, 即将不能耐受 PCP毒

性的非优势菌淘汰出反应器.

2. 3 接种污泥

接种污泥为珠江啤酒厂 EGSB中解体的厌氧颗

粒污泥,接种量 0. 4L.

2. 4 分析方法
SV I、含水率采用标准方法测定 (国家环保局,

1998) . 多糖 ( PS)和蛋白质 ( PN)的测定分别采用蒽

酮法和 Fo lin分光光度法 (微生物研究法讨论会,

1981) ,各以葡萄糖和牛血清白蛋白为标准物.胞外

多聚物的提取采用稀硫酸法 (刘志杰等, 1994) . 金

属元素用原子吸收仪 ( IC, 北京 )测定.

颗粒污泥扫描电镜观察. 取新鲜颗粒污泥, 用

4%戊二醛固定 2h以上,用 0. 1mol# L
- 1
二甲砷酸钠

缓冲溶液浸泡 40m in, 更换缓冲溶液 2次, 操作同

上.固定后的颗粒污泥依次用 30%、50%、70%和

90%的乙醇脱水, 样品在每一乙醇浓度下处理时间

为 15m in, 再采用 100%乙醇脱水 3次,每次处理时

间为 10m in.然后用乙酸已戊脂溶液置换脱水后样

品内的乙醇, 共置换 3次, 每次时间为 10m in. 将置

换后的样品经 CO2临界点干燥、真空镀金处理, 最后

用 LEO1530VP扫描电镜 (分辨率为 1nm )观察并

拍照.

颗粒污泥粒度测定: 采用颗粒度分析仪

(M astersizer2000)分析絮状污泥, 颗粒污泥采用标

准筛分法.

3 结果 (R esults)

根据培养过程污泥的外观以及扫描电镜观察

到的污泥结构,可将颗粒污泥的形成过程分为以下

3个阶段.

3. 1 细菌与基体 (细菌以及核 )的吸引粘连过程

污泥颗粒化的第一步是细菌通过物理运动达

到与基体 (包括细菌以及诱导核 )之间的相互接触,

以及之后的吸附粘连. 一般来说, 这一阶段经历的

时间较短, 通常只有 3~ 5d. 而在本研究中却长达

20d左右,主要是由于 PCP的加入对微生物造成较

强的选择压作用,微生物浓度增加缓慢.

反应器中的絮状污泥依靠向上流水力学运动

以及自身热力学运动, 呈片状连接在一起, 并与周

围环境相融合,没有明显的界面存在,如图 2a所示.

在剪切力的作用下, 微生物的代谢途径发生改变,

分泌产物中粘性强的胞外多聚物不断产生. 诱导核

(由解体的厌氧颗粒污泥以及进水中 Mg
2+
和 Ca

2+

与 CO2反应形成 )出现后,絮体在胞外多聚物作用下

附着于诱导核附近成簇生长. 开始出现固液界面,

但絮体之间仍然大面积连接在一起,如图 2b所示.

这一阶段的生物相观察表明,丝状菌占优势, 如图 3

所示. 诱导核吸附表面的存在以及 ECPs的粘附作

用在这一阶段是非常重要的. 因此, 在培养初始阶

段进水中应保证有一定浓度的 Mg
2+
、Ca

2+
和一定强

度的剪切力.

3. 2 微生物聚集体三维结构的形成

在这一阶段 (第 20 ~ 30d), ECPs中 PN /PS比

值不断升高,如图 4所示, 导致疏水作用增强, 推动

了固液分离过程. 尽管此时微生物聚集体结构松

散,但在单个絮体之间出现了清晰的界面,如图 5所
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示.扫描电镜观察表面,丝状菌仍然占优势, 并形成

三维框架结构,如图 6所示.上升流体产生的剪切力

作用使粘连在一起的丝状菌互相缠绕, 构成三维框

架.表面包裹的 ECPs随微生物密度的增大而升高,

不仅增强了细胞间的内聚和粘附, 使其不易被流体

剪切力破碎, 保证了微生物的良好沉降性; 同时保

护骨架中的细菌免受 PCP的侵害, 从而增强了三维

结构的稳定性.

在这一阶段, 微生物在三维框架中的附着生

长,除了 ECPs自身的粘附作用外,更重要的可能是

二价金属离子的架桥作用. 考察第 1、2阶段污泥中

Ca、Mg元素的含量, 实验结果如图 7所示 (污泥以

绝干污泥计 ). 从图中可以看出, 第 2阶段污泥中

Ca、Mg元素的含量均比第 1阶段高 1倍甚至数倍.

C a、Mg元素不仅以诱导核 ( CaCO 3、MgCO 3 )的形式

存在,还以架桥作用的阳离子形式存在. 二价阳离

子的架桥作用进一步提高了三维结构的稳定性.

图 7 污泥中 Ca、M g元素含量

F ig. 7 C onten t of C a, M g in the sludge

图 8 培养第 45d污泥外观

F ig. 8 Appearan ce of th e sludge on the 45th day

3. 3 颗粒污泥的形成及长大成熟

微生物聚体三维结构的形成是污泥颗粒化过

程中非常关键的一步. 此后微生物在三维框架内不

断聚集生长, 在流体剪切力、沉降时间以及浓度不

断增加的 PCP的选择压作用下, 使密度小、沉降性

能差的絮体不断从表面洗脱, 流体与颗粒之间的摩

擦作用使光滑的颗粒表面得以形成,如图 8所示. 这

一阶段从第 31d到第 50d. 由于氧的传质限制, 颗粒

内部形成了好氧区和厌氧区, 为各种微生物群系提

供了一个互营共生的良好环境. 微生物开始按生物

区系进行有规律的重组, 即向着有利于各种代谢产

物和中间产物转移的方向生长, 出现分层结构. 在

这一阶段另一个突出的特点是在流体的不断冲击
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下,作为框架的丝状菌也不断从表面被洗脱, 颗粒

内杆菌、球菌大量繁殖成为优势菌, 如图 9所示;最

终形成密度大、沉降性能好的颗粒污泥, 其直接表

现就是污泥 SV I值下降至较低的水平, 如图 10

所示.

图 9 培养第 45d污泥扫描电镜照片

F ig. 9 Scann ing electronm icrographs of the s ludge on th e 45th day

图 10 SV I值的变化

Fig. 10 S ludge volum e index ( SV I) over tim e

  颗粒污泥形成后, 微生物之间的距离大大缩短

了,为质子跨膜迁移引起细胞表面脱水提供了有利

条件, 从而增强了细胞之间的作用力, 形成更高浓

度的微生物群落,颗粒更加密实.将 3个阶段污泥含

水率作比较,结果如图 11所示.可以看出, 第 1、2阶

段含水率变化不大;在第 3阶段,随颗粒污泥的形成

增长,含水率大大下降.这表明, 质子跨膜迁移引起

细胞原位脱水在该阶段起着重要作用.

图 11 不同阶段污泥含水率变化

Fig. 11 Water con ten t of Sludge during differen t period s

整个培养过程颗粒污泥平均粒径的变化如图

12所示.随着培养时间的增加,颗粒污泥粒径基本

上是增大的趋势,而且形成的颗粒污泥基本上没有

解体现象发生.

培养成熟的颗粒污泥在 PCP 浓度为 20

mg# L
- 1
,经过 1个多月的驯化, PCP去除率最终达
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图 12 培养过程中颗粒污泥尺寸的变化

Fig. 12 M ean s ize of granu lar sludge du ring cu lture

到 80%以上.

4 结论 ( Conclusions)

通过对絮状污泥颗粒化过程的观察、分析和研

究得到絮状污泥颗粒化机理. 颗粒化初始阶段, 诱

导核的存在促进絮体的凝集; 在形成阶段, ECPs中

PN /PS比值不断升高促进固液分离, 丝状菌形成三

维框架以及二价金属阳离子架桥的作用促使污泥

形成稳定的骨架结构; 而在颗粒污泥形成后的增长

阶段, 质子跨膜迁移引起细胞表面脱水, 进一步促

使密实颗粒污泥形成.
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