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摘要 :饮用水生物预处理过程中 ,生物膜上存活的活性生物量是有机污染物去除的基础. 利用合适的微生物活性检

测方法 ,及时、准确地评价出活性生物量的生物活性 ,可以为系统的运行与监控提供很大的帮助. 论述了各种生物

膜活性评价方法的检测机理 ,分析了这些评价方法存在的优缺点 ,探讨了它们在饮用水生物预处理工艺中应用的

可行性. 同时 ,也介绍了利用生物活性参数来表征饮用水生物预处理系统的生物活性的研究状况.
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　　随着经济的发展和人民生活水平的提高 ,人们对城市供水行业的要求已不局限于水量的满足上 ,对水质

的要求正在逐年提高 ;另一方面 ,很多城市饮用水源的污染程度却日渐加剧 ,水质日趋恶化. 面对这种情况 ,

传统的饮用水处理工艺 (混凝 —沉淀 —过滤 —消毒)已不能满足人们不断提高的水质要求. 因此 ,采取何种方

法来提高自来水厂的供水水质 ,改善城市居民的生活条件 ,成为水处理工作者面临的严重问题[1 ] .

饮用水的生物预处理由于具有经济、高效等特点 ,近来在国内外受到普遍关注. 该方法是指在传统的饮

用水处理工艺之前增设一套生物处理装置 ,藉此去除一些可以生物降解的有机物、N H32N 和亚硝酸盐 ,同

时 ,去除氯化消毒副产物的前驱物. 饮用水生物预处理系统内微生物活性的高低直接关系到污染物的去除效

果. 保持微生物长期处在较高的活性水平 ,可大大提高系统的处理效果. 因此 ,选择合适的饮用水生物预处理

的生物活性评价方法就显得尤为重要.

笔者在对国内外污水处理中经常采用的多种生物活性评价方法 ,如脱氢酶活性 (DHA ,Dehydrogenase

Activity)法、三磷酸腺苷 (A TP ,Adenosine Triphosphate)含量法、氧摄取速率 (OUR ,Oxygen Uptake Rate) 法、

活菌菌数 (ABN ,Active Bacteria Number)法、脱氧核糖核酸 (DNA ,Deoxyribonucleic Acid) 含量法等进行分析

的基础上 ,就其在饮用水生物预处理系统中应用的可行性进行探讨.

1 　饮用水生物预处理的生物活性检测方法探讨

　　目前 ,国内外已进行研究并投入使用的生物预处理方法较多 ,其中 ,较有代表性的方法主要是生物滤池、

生物接触氧化法和生物流化床等. 这些方法都属于生物附着型的生物膜法工艺. 理想的生物膜应该是薄的、

稳定的 ,而且要具有一定的活性. 生物膜活性是系统成功运行与控制的重要参数 ,生物膜特性的好坏也直接

关系到系统的处理效果. 测定和分析生物膜的生物活性的主要目的 ,是利用生化手段来测定某些特殊酶的活

性或微生物新陈代谢特殊产物的含量 ,区分“活性生物膜”与“非活性生物膜”的作用 ,考察反应器的不同位置

及不同过程生物膜活性的变化 ,以此来评价系统的处理效果. 为达到这一目的 ,研究和开发简单、快速、灵敏、

准确和重现性好的生物活性评价方法是非常重要的.

111 　脱氢酶活性 (DHA)法

　　有机污染物的降解过程包含很多酶类的参与 ,正是由于这些酶的相互协调、相互作用的结果 ,有机物的

无机化才得以实现. 脱氢酶在这一过程中 ,不但占有相当的比重 ,而且扮演着重要的角色. 脱氢酶能使有机底
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物的氢 (电子)活化 ,进而通过电子传递体系将活化的氢 (电子) 转移给最终的电子受体 (O2 ,NO3
- 或 SO4

2 -

等) . 电子在呼吸链上传递的速率直接反映出脱氢酶活性的大小.

测定脱氢酶活性的基本原理 ,是通过外加某种氧化还原染料作为人工受氢体 (也称为人工电子受体) ,使

其从呼吸链上接受电子后被还原 ,并产生颜色的变化 ,然后 ,通过分光光度法测定还原产物所产生的光密度 ,

以此定量地反映脱氢酶活性的大小. 呼吸链传递电子的速率越快 ,还原产物所产生的光密度越大 ,脱氢酶活

性也越大. 外加的人工电子受体的氧化还原电位要比天然的电子受体的氧化还原电位低 ,所以 ,它可以在天

然的电子受体之前从呼吸链上接受电子.

脱氢酶活性是一种非常灵敏、简单的测定微生物活性的方法. 脱氢酶活性测定过程中不需要生物膜的剥

离 ,所以能保持生物膜的完整性. 常用的人工受氢体主要包括 2 ,3 ,52氯化三苯基四氮唑 ( TTC ,2 ,3 ,52Triph2
enyl Tetrazolium chloride)和磺硝基四氮唑[ IN T ,22(piodophenyl) 32(p2nit rophenyl)252phenyl2tet razolium Chlo2
ride ] . 这两种氧化还原染料由于具有的官能团不同 ,在电子亲和力上表现出了一定的差异性 ,在呼吸链上接

受电子的能力也不同. 因此 ,在利用这两种人工氢受体来检测实际样品的脱氢酶活性时 ,测定方法及适用的

微生物生理生化过程会存在部分差异 ,具体见表 1.

表 1 　TTC 和 IN T2脱氢酶活性检测方法比较

参数 TTC IN T

氧化态染料 无色粉末状 浅黄色粉末状

还原态染料 细胞内、不溶于水的红色晶体 细胞内、不溶于水的紫色晶体

对氧的敏感性 敏感 ,遇氧颜色容易丢失 ,实验需除氧 不敏感 ,实验不需除氧

E°′(mV) + 490 + 90

电子亲和力 弱 强

培养温度 ( ℃) 37 37

适用性 好氧呼吸 11 好氧呼吸、硝化过程 ;21 无氧呼吸 (反硝化、反硫化过程)

　　由表 1 可见 , TTC 与 IN T 的最大差异就是自身的氧化还原电位不同 , TTC 的氧化还原电位 ( + 490 mV)

相对较高 ,这使它与氧竞争电子的能力要弱一些[2 ] . 因此 ,在利用 TTC 检测微生物的脱氢酶活性时 ,需包含

除氧步骤 ,目的是避免氧对测定结果的干扰. 而 IN T 的最大优势是氧化还原电位 ( + 90 mV) 较低 ,从而避免

了氧气对分析测定的干扰. 由于具有这一特点 ,近年来 ,利用 IN T 表征微生物活性的方法受到越来越多地注

意[3 - 4 ] . 图 1 中 ,虚线为 TTC 和 IN T 从氧化呼吸链上可能接受电子的部位.

图 1 　TTC 和 IN T 从微生物呼吸链上接受电子的部位

　　IN T 分析方法的另外一个优点是既可以测定好氧呼吸的活性 ,也可以测定无氧呼吸的活性 ,这也是由

于 IN T 自身的氧化还原电位较低的缘故. 这个特点使 IN T 分析方法可以用来表征生物脱氮体系的活性.

目前 ,我国很多饮用水水源硝酸盐含量都存在超标情况 ,这种趋势还将随着农业上氮肥施用量的增加 ,

城乡污水排放量的加大不断加剧. 为使饮用水硝酸盐含量达标 ,生物反硝化脱氮法已得到广泛地研究与应

用[5 ] . 另外 ,作为生物预处理的曝气生物反应器 ,尽管主要去除目标是有机污染物及氨氮等 ,且原水有机碳

含量低 ,水中溶解氧充足 ,反硝化作用一般不会进行 ,但由于填料表面布满生物膜 ,内层可能由于传质不良而

形成缺氧区 ,故存在局部反硝化的可能[6 ] . 因此 ,如果能通过合适的手段 ,利用 IN T 实验来表征出饮用水生

物脱氮法和生物预处理系统的生物膜上反硝化细菌的生物活性 ,将会为研究生物预处理的生物膜构成及污

染物的去除机理提供重要的实验依据.

近来 ,Rodriguez 等人介绍了一种新的测定脱氢酶活性的人工电子受体 —CTC (52cyano22 ,32ditolyl2tet ra2
zolium Chloride) . CTC 是一种荧光染料 ,被电子传递体系还原后会形成 CTC - formazan ,在紫外光下 CTC -
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formazan 会发出红色的荧光. 利用 CTC 可以直接计数呼吸细菌的数目. Schaule 和 Pierzo 等人后来扩大了该

技术的应用范围. 他们利用这一技术来迅速地探测、定位和定量饮用水和污水处理系统中悬浮或固着型活细

菌的数量. 与其它传统的微生物技术比较 ,该技术的主要优点是简单和快速[7 ] .

112 　三磷酸腺苷 (A TP)法

　　A TP 作为生物能源在整个微生物代谢过程中扮演着重要角色. A TP 是活性生物的基本构成物质 ,它参

与微生物的新陈代谢活动 ,并随着细胞的死亡而消失. 微生物利用环境所提供的底物 ,通过异化作用产生能

量 (A TP) . 在同化过程中 ,微生物利用这些 A TP 合成新的细胞物质. 细胞中 A TP 水平反映了微生物的代谢

水平. A TP 在微生物体内的含量依赖于微生物的生理学状态、生物量的增长速率 ,以及底物的消耗速率等.

早在 1963 年和 1996 年 ,St range 等人和 Holm2hansen 与Booth 就已经研究出利用 A TP 含量来表征生物

活性的方法[8 - 9 ] . 目前测定 A TP 的方法很多 ,主要分为直接测定法及间接测定法两种. 直接测定法主要有 :

荧光素 - 荧光素酶法和紫外吸收定量薄层层析法. 间接测定法主要有电磁共振测磷法和比色测磷法 ,基本上

都是通过测定细胞内含磷量后再折算为 A TP 的.

通过测定 A TP 含量 ,可以很好地反映出生物膜的生物活性 ,而且 ,还可以反映不同生物处理过程的活

性. 但测定 A TP 含量的弊端是测定方法太烦琐、耗时太长. 测定生物膜的 A TP 含量方法的另外一个弊端是

测定过程中需要将生物膜从填料上剥离 ,这很容易造成生物膜结构破坏 ,使细胞发生溶解或损坏作用. 关于

生物膜的剥离技术 ,很多人都认为是生物膜活性分析成功与否的限制步骤. 因此 ,在实际的饮用水生物预处

理系统的生物活性检测中 ,由于受到客观条件的制约 ,该方法推广起来还有一定的难度.

113 　氧摄取速率 (OUR)法

　　微生物的氧摄取速率是研究好氧生物过程中的重要参数之一. 在微生物物质与能量代谢过程中 ,氧是电

子受体 ,氧摄取速率直接反映了微生物代谢速率. 在生物处理领域 ,经常利用微生物的氧摄取速率来研究微

生物增长动力学、底物利用动力学等. 从一般意义上讲 ,氧摄取速率可反映好氧生物过程中的各方面信息.

氧摄取速率作为生物活性参数的主要弱点是只能用来测定微生物好氧呼吸过程的生物活性 ,而不能应

用在无氧呼吸过程中. 氧摄取速率也不能区分初级代谢和次级代谢的差别 ,它的灵敏性和重现性也差. 因此 ,

利用氧摄取速率来表征生物膜的生物活性还存在一定的局限.

114 　活菌菌数 (ABN)法

　　活菌菌数是描绘生物膜特性的重要参数. 生物预处理反应器内能够有效去除水中有机污染物的决定因

素是填料生物膜上生长着一定数量的活细菌. 具体的活菌数量与反应器的运行状况及处理效果存在着一定

的相关性. 检测生物膜的活菌菌数的方法包括平板菌落记数法、液体稀释法和滤膜过滤计数法等.

活菌菌数法的主要缺点是操作繁琐、占用空间大、耗用时间长 ,这给研究工作带来诸多不便.

115 　脱氧核糖核酸 (DNA)含量法

　　DNA 是组成细胞的重要大分子之一 ,是构成生物的主要物质基础. 在细胞的增长繁殖过程中 ,DNA 最

重要的作用是直接参与生物遗传信息的传递过程 ,是遗传的物质基础. DNA 的合成与生物量的增殖速率呈

正比关系 ,测定 DNA 的含量可以反映出微生物的活性生物量.

DNA 主要集中在细胞核内 ,要想测定 DNA 含量 ,第一步必须将细胞破碎 ,然后从细胞物质中提取出

DNA 进行分析. 测定 DNA 含量的方法之一是分光光度法 ,该方法要先经过萃取和纯化. 各种荧光分析法也

已被发展 ,这些方法是利用外加的化合物与萃取后的 DNA 反应生成荧光的复合体. DNA 方法的主要缺点是

纯化过程太复杂 ,而且 ,受一些外界条件的干扰 ,测定过程中还需要一些高尖端的仪器 ,测试时间也长. 因此 ,

尽管测定 DNA 含量可准确地反映出生物活性的大小 ,但由于开展该方法存在太多的困难 ,从而 ,限制了其

在饮用水生物预处理领域的应用.

2 　饮用水生物预处理生物活性的研究

211 　TTC - 脱氢酶活性在生物陶粒反应器内的分布

　　陶粒柱生物预处理反应器内 TTC - 脱氢酶活性沿水流呈现出一定的活性梯度 ,即进水处 TTC - 脱氢酶
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活性最大 ,出口处最小. 各层陶粒之间的相对生化活性比例约为上层∶中层∶下层 = 50∶13∶1. 据此可推断 ,反

应器对原水中有机污染物的生物降解作用主要发生在陶粒柱的中上部. 因此 ,可通过检测生物陶粒反应器内

的 TTC - 脱氢酶活性的分布 ,推断反应器不同部位对有机物的生物降解性能及作用.

在将生物陶粒上附着的生物膜通过物理方法轻轻剥离后 ,分别测定残留在陶粒上和从陶粒上脱落的生

物量的脱氢酶活性. 结果发现 ,与陶粒结合紧密的固着形式生物量的生化活性明显高于非固着形式生物量的

生物活性 ,表明反应器内能够有效去除水中微量有机污染物的微生物 ,主要以固着形式存在于生物陶粒载体

表面的生物膜中.

212 　生物陶粒 TTC - 脱氢酶活性与 ABN 的相关性

　　饮用水生物预处理反应器对有机污染物的生物降解效能总是与反应器内生物量密切相关 ,可以用活菌

菌数 (ABN)的测定定量地描述反应器内有效生物量 ,也可以利用 TTC - 脱氢酶活性间接地测定反应器内的

有效生物量及其生化活性. 其实 ,上述两个参数所描述的是反应器内生物过程的两个侧面 , TTC - 脱氢酶活

性反映了生物过程的呼吸作用 ,而 ABN 则是反映了细菌同化作用的结果 ,两者通过物质代谢和能量代谢相

统一. 如果在反应器正常运行期间 ,同时测定脱氢酶活性和 ABN ,就能发现两者之间存在明显的相关性.

在研究饮用水低温生物陶粒反应器内 TTC - 脱氢酶活性与 ABN 之间的关系时 ,发现生物陶粒脱氢酶

活性与 ABN 的对数之间具有良好的相关性 ( r = 01849 3 , n = 25) . 其原因是脱氢酶的催化作用主要发生在

活性微生物细胞内 ,它们的生化活性与反应器中活细菌数目的对数呈正比例关系. 因为只有活细胞才能够再

生脱氢酶的辅酶 (NAD +或 NADP + ) ,也只有活细胞才能有效地吸收转运基质 ,并把基质脱掉的电子转移给

最终电子受体 ( TTC) ,进而使 TTC 的还原产物 ( TF) 更多地形成. 相关分析表明 , TTC - 脱氢酶活性可被用

来研究和描述生物反应器对水中有机污染物的净化效果或作为生产运行监控的有效生化活性参数.

213 　利用 TTC - 脱氢酶活性表征反冲洗对生物膜活性的影响

　　陶粒柱生物反应器在长时间的连续运行后 ,陶粒表面生物膜会不断生长更新 ,并产生脱落的生物絮体 ,

生物膜表面和陶粒之间截留的脱落生物絮体以及生物膜对水中溶解物质的絮凝作用 ,可使生物陶粒之间的

空隙变小 ,反应器的水头损失增大 ,最终会使反应器完全阻塞 ,并影响正常运行. 因此 ,每隔一定的时间 ,就要

对反应器进行一次反冲洗.

在反冲洗完成后 ,测定结果表明 ,反应器不同部位生物陶粒的 TTC - 脱氢酶活性剩余率各不相同 ,上层

陶粒脱氢酶活性剩余率为 93199 % ,而中层和下层分别为 85132 %和 72127 %. 这说明 ,越靠近反冲洗进水的

部位 ,生物活性损失越大. 但反洗后也发现 ,尽管反冲洗会造成反应器生物活性的部分损失 ,COD 和 BOD5

的去除效果却没有明显的变化. 这可能是反洗前反应器内微生物的内源代谢作用或脱落的生物絮体使出水

造成了部分的再污染问题[10 ] .

3 　结语

　　与污水相比 ,饮用水源水中含有的有机污染物浓度相对较低 ,生物预处理反应器中微生物长期处于贫营

养环境 ,因此 ,其生物载体上的生物量相对较少 ,生物活性也相对较低 ,这为准确评价反应器的生物活性增加

了困难.

从上述所介绍的活性分析手段来看 ,所获取的参数均属于微生物生理学参数 ,它们从不同生理生化角度

反映了微生物的生物活性.

DNA 和 A TP 含量法是从活细胞中含有的成分角度反映生物膜内的活性生物量的 ,尽管它们能够准确

地反映出生物活性 ,但存在的最大问题是测定方法繁琐 ,需要昂贵的设备 ,从而限制了它们在实际工艺过程

的应用.

ABN 法是通过分离方法直接测定生物膜中含有的活菌菌数 ,并以此来反映生物活性 ,这种方法虽然也

可准确地表征出生物膜的生物活性 ,但从该方法的分离和计数步骤就可看出 ,其测定操作过程相当复杂 ,要

求工作人员应具有一定的专业素质 ,否则在实际工程推广应用中会有一定的困难.

OUR 和 DHA 都与微生物的呼吸过程相联 ,均是通过测定活性微生物的呼吸活性来间接反映生物膜生
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化活性的 ,这两个参数的测定方法都比较简单 ,而且 ,也可以较灵敏地反映出生物活性的大小. 但这里应该注

意的是 ,OUR 和 TTC - 脱氢酶活性并不能应用于无氧呼吸过程 ,即不能用于反映生物脱氮系统的生化活

性.

只有 IN T2脱氢酶活性的应用范围最广 ,无论是反映好氧呼吸还是无氧呼吸活性都可应用.

因此 ,笔者认为 ,最适合于反映饮用水生物预处理的生物活性的参数应该是 IN T2脱氢酶活性 ,但从目前

的研究现状看 ,这方面的研究尚属空白 ,有待今后深入研究.
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Biological Activity Estimation Methods

in Drinking Water Biological Pretreatment

YIN J un , TAN Xue2jun ,WAN G Xue2feng ,WAN G Jian2hui
( School of M unicipal & Envi ronmental Engineering , Jilin A rchitectural and Civil Engineering Institute , Changchun 　130021)

Abstract :The removal efficiency of organic pollutant mainly depends on the active biomass of biofilm in the bio2
logical pret reatment of drinking water. The accurate determination of biological activity is beneficial to t reatment

system operation and control. This paper expatiated the mechanisms of several biological activity determination

methods ,analyzed their advantages and disadvantages ,and discussed the feasibility that these analytical methods

were applied to drinking water biological pret reatment system. Some research results about the biological activity

determination of drinking water biological pret reatment were also introduced.

Keywords :biological pret reatment ; dehydrogenase activity ; A TP ; oxygen uptake rate ; active bacteria number ;

DNA
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