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胞外聚合物"
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胞内的吸收!而非胞外的生物吸附%
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$是一类既

以氧为电子受体又以硝酸盐为电子受体聚磷的菌

群'在厌氧环境中
>'S5cC

释放体内的多聚磷酸

盐颗粒#
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$获得能量吸收水体中的挥发性脂肪

酸&将其储存为聚羟基脂肪酸酯#
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$%在好氧#缺

氧$环境中再消耗
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&以氧气或硝酸盐为电子受

体吸收水中的磷&并在菌株体内再次合成
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所以菌株体内
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分解与合成在
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同步

脱氮除磷中处于核心地位'针对
>'S5cC

的富集,

分离和除磷特性已有大量研究&如
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察各种碳源和氮源影响&制得一种
S5Y

培养基用

于筛选环境样品中的聚磷菌&
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)在厌氧阶段

初期投加少量
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f有利于
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的富集&且将

电子受体由氧气转变为
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f有利于
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缺

氧吸磷的活力'
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的聚磷菌
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和聚糖菌
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富集触发因素有
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,温度和氧化还原电位&当
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和充分好氧时会使聚磷菌

成为优势菌种'而在
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)研究中指出从抑制

聚糖菌生长来富集聚磷菌可能会降低聚磷菌的除磷

效能&其原因在于聚磷菌存在代谢系统的易变性&聚

磷菌的代谢途径分为糖酵解和三羧酸循环&聚糖菌

的存在有利于聚磷菌利用糖酵解进行代谢从而具有

更高的除磷效率'

中国污水处理厂多采用氧化沟和
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在原理上有利于聚磷菌发挥其效能&但多数污水处

理厂均不同程度存在磷去除率不高的问题&其原因

在于聚磷菌与硝化菌,聚糖菌等存在碳源竞争&若聚

磷菌在活性污泥中失去种群优势&则活性污泥中的

聚磷菌很难大量繁殖'污水处理厂为确保出水达标

排放&只得采用投加大量的化学药剂(
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&但这又会带

来成本过高和污泥量增加的问题&最终造成运行成

本过高&尤其是采用
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模式建造的污水处理厂更
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目前&对于
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的研究处于起步阶段&中

国已筛得大量反硝化聚磷菌的报道&其大多研

究(
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)将富氮磷培养基作为模拟废水&
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接

种于培养基中改变培养基的
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到菌株在培养基中摄取氮磷量最高时的处理条件'
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(

项 指 标 来 描 述 海 洋 聚 磷 菌

#

!DIQ8Q5DO ǸRE!
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培育,菌剂种子液制备以及实际污水处理

应用方面的研究鲜有报道'因此&从聚磷菌除磷机

理出发&以提高反硝化聚磷菌体内的
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含量为

目标&从安徽省天长市污水处理厂具有较高除磷效

率#
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$活性污泥中获取的反硝化聚磷菌进

行优化培养&对菌剂发酵使用的种子液制备条件做

了初步探究&以期为反硝化聚磷菌菌剂制备与发酵

法批量化生产提供技术参考和理论依据'
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市污水处理厂经过近
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工艺优化&其出水
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全年达到*城镇污水处理厂污

染物排放标准+#
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标准'笔

者以该厂采自氧化沟外沟活性污泥为菌源&分离得

到具有反硝化功能的聚磷菌
H@

#本实验室命名&且

已送中国科学院微生物研究所菌种保藏中心保藏&
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$颗粒&同时又具有反硝化产气功能&在富

磷氮培养基中具有明显同步脱氮除磷性能'对
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平板培养
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后&观察其生长状况良好&长成直径为
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&白色&不透明&边缘光滑&表面凸起&具有

粘性和臭味的圆形菌落&培养
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后菌株变黄'对

其进行生理生化特性测定&革兰氏染色,乙酰甲基醇
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$,淀粉水解和葡萄糖发酵皆为

阴性&接触酶,明胶水解,葡萄糖氧化和产硫化氢均

为阳性'

*F*F(

!

培养基
!

S5Y

高磷含量聚磷菌培养基!

#

'K

+

$

(

Nc

+

(FDA

=

"

P

&

'0

(

KSc

+

!)F"

=

"

P

&

OK

(

Sc

+

!

=

"

P

&

Y

=

Nc

+

0

DK

(

c)F(A

=

"

P

&

202%

(

)F(A

=

"

P

&柠檬酸钠
+F)

=

"

P

&

'02%(FA

=

"

P

&蔗糖
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'聚磷菌种子培养液即

为
S5Y

中不加琼脂&其用于菌剂种子的培养'

S5YELHc

多聚磷酸盐颗粒染色培养液!

*P

的聚磷菌种子培养液中加入
)F)(A

=

甲苯胺蓝'其

作用为菌株内多聚磷酸盐颗粒含量的表征&有目的

地培育内含高含量
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菌株(
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)

'
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'其作用为监测菌株的生长

情况&即
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的测定'
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方法
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多聚磷酸盐颗粒染色培育方法
!

依据
#0C43
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快速鉴定聚磷菌方法(

(

)

&将菌株接种于液

体
S5Y

中&设置
!

个平行样&对菌株进行不同培养

条件下的培养制得反硝化聚磷菌菌剂种子液&再加

入发酵菌液体积
(Z

的
S5YELHc

&置于
!)o

下静

置避光染色
(+7

&按同样的操作制作空白'对种子

液和空白经
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&对上清液分别

在
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处测定其吸光度&以此来表征多聚磷酸盐

颗粒在种子液中的含量'
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染色率#
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式中!
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为未接菌菌液在
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于
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处的

吸光度&
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为接菌后菌液在
S5YELHc

于
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处的吸光度&
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种子液除磷实验
!

将用无菌水
+))).

"

<3/

离心
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清洗
(
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次后的
H@

菌剂种子液按

*)Z

接菌量投加至高温蒸汽灭菌后的污水#取自江

苏省常州市马杭污水处理厂格栅前进水口&水质为
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=
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/
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=
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$后&分别进行厌氧 好

氧流程和厌氧 缺氧流程处理'厌氧 好氧流程和厌

氧 缺氧流程具体操作为!将加了菌的水样置于密闭

容器中充入氮气后&置于
!)o

中转子
!).

"

<3/

搅

拌
+7

&此为厌氧处理%再将水样置于敞口容器中预

曝气充氧后再持续搅拌
*(7

#

!)o

,

*").

"

<3/

$&相

当于正常好氧状态下溶解氧的
DGZ

"

GAZ

&此为好

氧处理%缺氧处理为将水样置于敞口容器中进行间歇

低速搅拌
*(7

#每隔
AA<3/

低速
").

"
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,
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搅拌

A<3/

$其中的溶解氧相当于正常好氧状态下溶解氧

的
(+Z

"

+"Z

(

*(

)

&两流程中的厌氧处理操作相同'

处理后每隔
*7

取水样&再将水样离心#

@))).

"
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&
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$取上清液&分别对水样中的
LS

,
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!

f

/

'

测定来连续追踪脱氮除磷进程&同时对处理废水中

的菌株生长量
c>

"))

进行测定'除磷率,硝酸盐氮去

除率的计算式为

J_

#

.

)
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式中!

J

为除磷率或硝酸盐氮去除率&

Z

%

.

)

为水样

初始的
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或
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!
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/
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浓度&
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%

.

为处理后水

样的
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或
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!

f

/

'

浓度&

<

=

"

P

'

*F(F!

!

种子液中菌株胞外聚合物提取方法
!

取待

处理废水
*)Z

的菌剂种子液进行
+))).

"

<3/

离心

*A<3/

&使用无菌水清洗
(

次后&重悬至原体积后&

使用超声破碎仪#

+)b

,

")C

$进行超声破碎&再进行

冷冻离心#

()))).

"

<3/

,

+o

$

()<3/

&收集上清液&

此即含有菌株的胞外聚合物(

@

)

'

*F(F+

!

分析方法
!

*

$菌株多聚磷酸盐颗粒
S5YE

LHc

染色率#

Z

$!吸光度法&用
D(*

分光光度计在光

密度为
"(A/<

处测定
S5YELHc

静置避光染色

(+7

后上清液的吸光度值&同时对空白样的
S5YE

LHc

染色后的吸光度值进行测量&按式#

*

$计算(

(

)

'

(

$水质测定方法依据国家环保总局编的*水和

废水监测分析方法#第
+

版$+

(

*!

)

'其中总磷采用过

硫酸钾消解 钼锑分光光度法%硝酸盐氮采用酚二磺

酸分光光度法'

!

$菌体生长量#

5

$!吸光度法&用
D(*

分光光度

计在光密度为
"))/<

处测定吸光度值(

"

)

'

=

!

结果与分析

=A<

!

反硝化聚磷菌
6D

菌剂的种子液制备条件分析

(F*F*

!

种子液培育时间
!

培养时间与菌龄紧密相

关&培养时间过短聚磷菌的多聚磷酸盐颗粒含量偏

低&而过长的培养时间又会导致反硝化聚磷菌出现

多聚磷酸盐颗粒分解的现象&所以培养时间是发挥

反硝化聚磷菌除磷效能的关键因素&也是制备反硝

化聚磷菌菌剂的核心因素'将
H@

菌株接入
A)<P

S5Y

中摇培#

*+).

"

<3/

,

!) o

,

U

K"FA

$

A

"

!A7

后&在分别接入
*<P

的
S5YELHc

静置避光染色

(+7

后进行聚磷菌多聚磷酸盐颗粒含量评价'由图

*

可以看出&

H@

菌株
S5YELHc

染色率是先快速上

升于
+DFADZ

&短期稳定于
A"Z

左右后下降&最后下

降于
(F+"Z

&这是由于在菌株培育
(A7

时有少量菌

株死亡&多聚磷酸盐颗粒含量下降&其后虽又有菌株

继续繁殖&但其多聚磷酸盐颗粒含量不再增加&说明

菌株合成多聚磷酸盐颗粒激酶活力已大大降低&所

以
H@

菌株适宜培养时间应为
*A

"

()7

'

图
<

!

培养时间对反硝化聚磷菌
6D

生长的影响

(F*F(

!

种子液培育温度
!

在污水生物处理过程中&

微生物衰减包括细胞死亡和功能性微生物活性的丧

*)*
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失(

*+

)

&过高或过低的温度都不利于反硝化聚磷菌的

繁殖与其体内多聚磷酸盐颗粒的培育'将
H@

菌株

接入
A)<PS5Y

中摇培#

*+).

"

<3/

,

U

K"FA

$

()7

后&再分别接入
*<P

的
S5YELHc

静置避光染色

(+7

后进行聚磷菌多聚磷酸盐颗粒含量评价&其中

考察培养温度范围为
()

"

+) o

&其结果如图
(

所

示'由该图可以看出&

H@

菌株
S5YELHc

染色率是

先快速上升于
A"F+DZ

&随后快速下降&最后下降于

"F+DZ

&这是由于在菌株培育温度太低或太高&菌株

不易繁殖&菌体内多聚磷酸盐颗粒含量也较低&即

H@

除磷活性较低'因此&

H@

菌株适宜的培养温度

应为
!)

"

!(o

'

图
=

!

温度对反硝化聚磷菌
6D

生长的影响

(F*F!

!

种子液饱和溶解氧"摇床培育转速$

!

摇床转

速反映了培养液中溶解氧含量&有研究表明!当培养液

为
())<P

&在培养的
)

"

+@7

内&摇床转速
*)).

"

<3/

&

相当于
AAZ

"

D+Z

饱和溶解氧%摇床转速
*").

"

<3/

&相

当于
DGZ

"

GAZ

饱和溶解氧(

*(

)

'同时&摇床转速也会

反映菌株机械承受力水平&由于在大部分菌剂制备

工艺中会采用机械搅拌来增加氧通量&若反硝化聚

磷菌的机械承受力不强则易自溶破裂&将可能会引

起菌剂除磷效能降低的结果'在该研究中将
H@

菌

株接入
A) <PS5Y

中摇培 #培养温度
!) o

,

U

K"FA

$

()7

后&在分别接入
*<P

的
S5YELHc

静

置避光染色
(+7

后进行聚磷菌多聚磷酸盐颗粒含量

评价&其中考察摇床转速范围是
@)

"

*@).

"

<3/

&得到

实验结果'由图
!

可以看出&

H@

菌株
S5YELHc

染

色率在摇床转速
@)

"

*@).

"

<3/

范围内有一次起伏&

在
*().

"

<3/

时
S5YELHc

染色率最高为
"+F@!Z

'

在一开始摇床转速设为
@).

"

<3/

时&

H@

菌株
S5YE

LHc

染色率仅为
*GFA!Z

&是由于摇床转速过慢导

致培养液营养分布不均匀和供氧量不足使
H@

菌株

多聚磷酸盐颗粒含量较低'随着摇床转速的增加&

H@

菌株
S5YELHc

染色率快速增至
"+F@!Z

'摇

床转速大于
*().

"

<3/

后&

H@

菌株
S5YELHc

染色

率平稳降至
+(F*AZ

&这是由于摇床转速过大致使

菌株间的碰撞频率增加从而减少溶解氧向菌株胞内

的运输&影响
H@

菌株的正常生长和其多聚磷酸盐颗

粒的培育'所以
A)<PH@

菌液适宜摇床培养转速

为
*()

"

*+).

"

<3/

&即
D)Z

至
@@Z

饱和溶解氧'

图
>

!

摇床转速对反硝化聚磷菌
6D

生长的影响

(F*F+

!

菌剂种子液培育酸碱度"

U

K

条件$

!

不同微

生物均有适合其生长和发挥其特殊功能的酸碱度&

即
U

K

'在该研究中&将
H@

菌株接入
A)<PS5Y

中摇培#培养温度
!)o

%摇床转速
*().

"

<3/

$

()7

后&再分别接入
*<P

的
S5YELHc

静置避光染色

(+7

后进行聚磷菌多聚磷酸盐颗粒含量评价&其中

考察
U

K

范围是
AFA

"

@F)

&得到实验结果'由图
+

可知&随着
U

K

的增加&

H@

菌株
S5YELHc

染色率

快速增至
"*F)!Z

'

U

K

大于
"FA

后&

H@

菌株
S5YE

LHc

染色率缓慢降至
(+F((Z

&说明偏酸与偏碱都

会对种子液中的
H@

菌株的繁殖和体内多聚磷酸盐

颗粒的合成产生不利影响&而
U

K

对
H@

菌株体内的

多聚磷酸盐颗粒合成的影响程度更大'在偏酸条件

下&虽菌体生长量较大&但由于
S$%

I

ES

是多聚阴离

子&较低的
U

K

会促使菌体内
S$%

I

ES

水解(

*A

)

&所以

图
+

中在
U

K

小于
"FA

时的
S5YELHc

染色率较

低'由此可得
H@

菌剂种子液制备
U

K

条件应为

"FA

"

DF)

'

图
?

!

5

!

对反硝化聚磷菌
6D

生长的影响

()*
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!! !!!!!!!!!!!!!!

第
!"

卷



 http://qks.cqu.edu.cn

=A=

!

反硝化聚磷菌
6D

菌剂种子液除磷特性

在培养温度为
!)o

%转速为
*().

"

<3/

%

U

K"FA

条件下培育
()7

得到高
S$%

I

ES

含量的反硝化聚磷

菌
H@

菌剂种子液&对处理废水量
*)Z

的反硝化聚

磷菌
H@

菌剂种子液进行清洗后&再将其投加入去除

杂菌后的待处理污水中&厌氧处理
+7

再分别进行

好氧和缺氧处理
*(7

&其中每隔
*7

取水样后测
LS

和
'c

!

f

/

'

&从而便于对反硝化聚磷菌
H@

菌剂种

子液除磷特性进行分析'

(F(F*

!

好氧聚磷特性
!

由图
A

中可以看出
H@

具有

聚磷菌的厌氧释磷和好氧超量吸磷的特性&进水
LS

+F+)<

=

"

P

经
+7

厌氧释磷为
AF@)<

=

"

P

&经
A7

好

氧处理后
LS

降为
)F("<

=

"

P

&随后少量
H@

除磷能

力下降&使水中
LS

上升至
*F((<

=

"

P

'而在好氧除

磷过程中&

'c

!

f

/

'

浓度并无明显变化&其硝酸盐

氮去除率在
*F!(Z

至
(F*!Z

范围内波动'在厌氧

阶段聚磷菌会释磷吸收碳源形成
SK5

用于菌体储

存能量&在好氧阶段会消耗
SK5

吸收处理水中的

磷到菌体内形成多聚磷酸盐颗粒(

*"

)

&在
H@

处理第

*!7

有菌体死亡溶解在水中&菌体的死体增加了水

中的碳源&促进了其剩下菌体的聚磷活力和繁殖能

力&使处理水中的
LS

有
!

个小范围的波动&平均循

环时间为
+7

&第
*

个循环的除磷效率最高&这也可

间接证明聚磷菌在先厌氧再好氧条件下的聚磷率高

于单纯好氧条件下的聚磷率(

*D

)

'

H@

菌株可以在较

短的时间内发挥高聚磷能力&且在补给少量碳源后

会刺激
H@

持续发挥其聚磷能力&其聚磷率保持在

@)Z

左右'综上所述&所制得的反硝化聚磷菌
H@

菌

剂种子液具有高效的好氧除磷能力&经厌氧
+7

和

好氧
A7

后除磷可达
G+F)GZ

&但未见好氧反硝化现

象'

图
@

!

出水总磷浓度及脱氮除磷率的变化

(F(F(

!

缺氧反硝化脱氮聚磷特性
!

由图
"

中可以

看出
H@

具有反硝化聚磷菌的厌氧释磷和缺氧超量

吸磷的特性&进水
LS+F!@<

=

"

P

经
+7

厌氧释磷为

AF@D<

=

"

P

&经
*(7

缺氧处理后
LS

降为
)F+A<

=

"

P

&

同时进水
'c

!

f

/

'!AFG+<

=

"

P

也降为
*"FD(<

=

"

P

'

在缺氧处理前
A7

硝酸盐氮去除率与除磷率基本相

近&而在此之后由于间歇搅拌使处理废水中溶解氧

逐渐增高&超过了菌株繁殖所需氧量&使菌株吸收水

中的磷开始繁殖&所以除磷率开始明显超过硝酸盐

氮去除率&同时
c>

"))

也开始上升'彭赵旭等(

G

)发现

与水中溶氧相比&

'c

!

f

/

'

作为吸磷过程电子受体

时效率偏低'将缺氧除磷与好氧除磷进行对比&可

以看出缺氧除磷的效率确实较低&但其具有减少曝

气成本和产泥量少的优点'综上所述&所制得的反

硝化聚磷菌
H@

菌剂种子液具有高效的反硝化除磷

能力&经厌氧
+7

和缺氧
*(7

后硝酸盐氮去除率可

达
A!F+@Z

,除磷率可达
@GFD!Z

'

图
B

!

出水总磷浓度及脱氮除磷率的变化

=A>

!

反硝化聚磷菌
6D

菌剂种子液的同步脱氮%除

磷机理分析

!!

目前普遍认可-聚合磷酸盐累积微生物.#简称

为聚磷菌$的摄"放磷原理&即聚磷菌先在厌氧环境

中水解体内的
5LS

用于形成
5>S

和能量并分解菌

株内的
S$%

I

ES

&然后以
Sc

+

!f的形式释放'同时聚

磷菌利用糖酵解产物#

'5>K

(

$和能量吸收碳源储

存形成
SK5

#其中包括
SKH

$于菌体内'继而聚磷

菌在好氧环境中以
c

(

为电子受体氧化分解
SKH

产

生能量完成繁殖代谢&同时吸收外部环境中的磷酸

盐再次于体内形成
S$%

I

ES

&而菌株厌氧放磷量远大

于好氧摄磷量&所以通过聚磷菌的生长代谢就可以

去除外环境中的磷'而聚磷菌中又存在反硝化聚磷

菌&这种菌种可以在聚磷阶段以
'c

!

f为电子受体

进行吸磷'

胞外聚合物#

9J8.069%%-%0.

U

$%

I

<9.36C-QC80/69C

&

;SN

$是微生物聚集体重要组成部分&其具有生物吸

附作用(

*@

)

&而
Sc

+

!f在碱性环境中易与菌株胞外中

的蛋白质,多糖形成沉淀&马放等(

*)

)发现反硝化聚

磷菌
K*"

,

K*G

,

K(+

和
\

=

菌悬液在
U

K

大于
@

时

!)*
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会出现磷酸盐沉淀物'由图
D

和图
@

可以看出
H@

菌剂种子液有明显的厌氧释磷和好氧#缺氧$除磷的

反硝化聚磷菌特征'为了深入研究
H@

菌的除磷机

理&先在温度
!)o

%培养转速
*().

"

<3/

%

U

K"FA

条

件下培育
()7

得到高
S$%

I

ES

含量的
H@

菌剂种子

液&对处理废水量
*)Z

的菌液
;SN

进行提取&再将

其投加至待处理废水中&在厌氧 好氧流程和厌氧

缺氧流程处理的
*"7

连续跟踪检测发现处理水中

的
LS

与
'c

!

f

/

'

并无变化&由此可推测出
H@

菌

株对磷的去除能力源于胞内的吸收&而非胞外的生

物吸附&而这也符合反硝化聚磷菌的以
c

(

或
'c

!

f

为电子受体的摄"放磷原理'

>

!

结论

*

$影响反硝化聚磷菌
H@

菌剂种子液的多聚磷

酸盐颗粒含量的显著培养因素有!时间,温度,摇床

转速和
U

K

'在适宜的培养条件#时间
*A

"

()7

,温

度
!)

"

!(o

,溶解氧相当于
D)Z

"

@@Z

饱和溶解

氧#摇床转速
*()

"

*+).

"

<3/

$%

U

K"FA

"

DF)

下制

得反硝化聚磷菌
H@

菌剂种子液中的菌株体内的

S$%

I

ES

的含量较高'将在温度
!)o

,

U

K"FA

和摇

床培养转速
*().

"

<3/

下培养
()7

后的
H@

菌剂种

子液以
*

!

*)

处理实际城市污水&经
+7

厌氧
A7

好

氧处理除磷率达到
G+F)GZ

&而经
+7

厌氧
*(7

缺

氧处理除磷率达到
@GFD!Z

,硝酸盐氮去除率达到

A!F+@Z
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*城镇污水处理厂污染物排放标准+#
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要求'
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$用提取
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菌剂种子液中菌株胞外聚合物进

行
*j*)

处理城市污水&废水中的
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与
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!
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在处理过程中浓度并无变化&推测
H@

对磷的去除主

要源于菌株胞内的
S$%

I

ES

的合成&而不是胞外聚合

物的生物吸附作用'此对进一步研究反硝化聚磷菌

对磷的去除机理有重要的理论意义&但菌株胞内物

质等生物学特征还有待于研究'
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ǸRE!

的除磷特性研究(

,

)

&

高技术通讯&

())@

&

*@

#

D

$!

D+!ED+D&

!!

R9/N`

&

]70/

=

` K

&

]70/

=

b 2

&

980%&S7$C

U

7089E

0QC$.Q3/

=

670.0689.3d083$/$10<0.3/9

U

$%

IU

7$C

U

7089E

066-<-%083/

=

Q0689.3-< K0%$<$/0C ǸRE!
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