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在污水生物处理过程中, 有机底物的生物氧化

是通过微生物的一系列生化反应完成的, 其中有机

物质的脱氢( 电子) 是生物氧化分解的关键步骤。在

微生物的呼吸过程中, 脱掉的电子会通过一系列电

子载体最终转移到天然的最终电子受体 ( O2、NO3

-
、

SO4

2-
和 CO3

2-
等) , 从而实现有机污染物的无机化 , 这

些按电子亲和力递增顺序排列的电子载体构成了电

子传递体系( Electron Transport System, 简称 ETS) [1,2]。

活性污泥的 ETS 活性指的是污泥微生物呼吸链上

电子的传递速率, 其实质是通过测定微生物的呼吸

活性来间接指示活性污泥的生物活性。污泥 ETS 活

性的测定过程是, 首先向样品中加入人工电子受体

( 氧化还原电位低于天然最终电子受体) , 使其从微

生物呼吸链上接受电子而还原, 并发生颜色的变化,

然后通过测定还原产物的光密度来定量污泥的 ETS

活性[3-5]。在污泥 ETS 活性检测中 , 碘硝基四氮唑[2-

(p-iodophenyl)-3-(p-nitrophenyl)-5-phenyl-tetrazolium

Chloride, 简称 INT]是近年来颇受关注的人工电子受

体 , 其氧化还原电位较低 ( +90 mV) , 实验可在有氧

条件下进行, 适合于测定好氧、厌氧和脱氮污泥的生

物活性。处于氧化态的 INT 是溶于水的浅黄色结晶

粉末, 还原后会在细胞内形成不溶于水的红紫色晶

体—INTF ( Iodonitro-tetrazolium Formazan) 。由 INT

检测出的 ETS 活性被称为 INT-ETS 活性[6-9]。

有机物的生物降解、氨氮的硝化和硝态氮的反

硝化是污水生物处理过程中最重要的 3 类反应 , 氧

化有机物的微生物、硝化细菌和反硝化细菌是不同

营养类型的微生物, 硝化细菌属化能自养菌, 其余两

者均属化能异养菌[10]。这 3 类反应的完成都伴随着

电子的传递, 其中有机物氧化的电子供体为有机物,

电 子 受 体 为 O2; 硝 化 过 程 的 电 子 供 体 为 NH 3
或

NO2

-
, 电子受体为 O2; 反硝化过程的电子供体为有机

物, 电子受体为NO3

-
或 NO2

-
[11]。基于有机物生物降解、

硝化和反硝化过程的这种电子传递机理, 本文通过

考察有机物氧化、硝化和反硝化过程中的 INT-ETS

活性的变化规律 , 系统研究 INT-ETS 活性表征污泥

生物活性的可行性, 此类研究目前国内外尚无报道。
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摘 要 通过考察有机物生物降解、硝化和反硝化过程中 INT-ETS 活性的变化规律 , 研究了 INT-ETS 活性表征污泥生物活性

的可行性。结果表明 , INT-ETS 活性可以有效揭示有机物生物降解、硝化和反硝化反应进程 , 同时对系统受到的冲击负荷和硝
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1 材料与方法

1.1 实验装置

实验装置如图 1 所示。该装置为圆柱形, 由有机

玻璃制成, 总有效容积 5 L。反应器内装有微孔曝气

器 , 采用鼓风曝气方式 , 以转子流量计控制曝气量 ;

反应器底部设有排泥口, 用以排空剩余污泥; 反应器

下面置有磁力搅拌器, 用以保持非曝气状态下的泥

水混合及控制系统的运行温度( 25±1) ℃; 反应器中

配置 pH 传感器, 用以在线检测反应过程中 pH 值的

变化。

1.2 分析方法

1.2.1 INT-ETS 活性

向 10 mL 的离心管中依次加入 0.3 mL 的污泥

混 合 液 、1.5 mL 的 Tris-HCl 缓 冲 溶 液 和 1 mL 的

0.2%INT 溶液。迅速将制备完成的样品放在(37±1)℃

的水浴振荡器内,暗处振荡培养 30 min,然后加 1 mL

的 37%甲醛终止酶反应。将该样品在 4 000 r/min 下

离心 5 min,轻轻弃去上清液,加入 5 mL 甲醇 ,混合

搅拌均匀,继续在(37±1)℃下暗处振荡萃取 10 min。

在 4 000 r/min 下再离心 5 min,并在分光光度计的

485 nm 处读取萃取液的吸光度,经离心的沉淀污泥

在(105±1)℃下烘干 1 h 后测干重。INT-ETS 活性的

计算公式如下:

UI= D485V
K1Wt

(1)

式中: UI 为 INT-ETS 活性( mg INTF·g-1 TSS·h-1) ;

D485 为波长 485 nm 处的上清液吸光度; V 为萃取剂

体积 (mL); KI 为标准曲线斜率; W 为污泥干重( g) ; t

为培养时间( h) 。

1.2.2 其它常规分析指标

COD 采用 5B-1 型 COD 快速测定仪测定; NO3

-
-N

采用麝香草酚分光光度法; NO2

-
-N 采用 N-( 1-萘基) -

乙二胺光度法 ; NH
+

4-N 采用纳氏试剂分光光度法 ;

MLSS 采用滤纸重量法; 利用 HANNA pH 211 实验

室台式酸度计在线检测 pH 值。

1.3 实验方案

1.3.1 有机物降解实验

实验污泥接种于实验室运行的活性污泥系统 ,

该系统具有稳定的去除有机物和脱氮功能, 每次接

种污泥量为 1 L。在实验过程中, 将取出的活性污泥

置入图 1 所示的实验装置中先曝气 1 h, 以保证其

有机底物完全耗尽, 氨氮完全硝化。在实验装置中加

入 4 L 人 工 配 制 的 只 含 碳 源 ( 葡 萄 糖 ) 、不 含 氮 磷

营养物质的实验用水后 , 先开动磁力搅拌器搅拌

30 min, 确保污泥中含有的硝酸盐氮或亚硝酸盐氮

能够充分进行反硝化。搅拌结束后, 启动曝气系统,

同时取样测定污泥的初始 INT-ETS 活性。在此后的

曝气过程中, 每 10 min 测定一次 INT-ETS 活性, 并

同时读取系统的 pH 值。

1.3.2 硝化实验

硝化阶段实验污泥源、污泥量和实验装置均与

有机物质降解实验相同。实验开始之前, 剩余活性污

泥首先在实验装置中曝气 1 h, 以确保其中含有的

有机底物消耗完全。随后实验装置中加入的底物只

含有氨氮和维持硝化反应所必需的碱度 , 体积为

4 L。曝气系统启动后 , 立即取样测定初始的 INT-

ETS 活性。在此后的时间内 , 每隔 10 min 读取一次

pH 值, 而 INT-ETS 活性的取样时间间隔视实验过程

长短而定。

1.3.3 反硝化实验

反硝化阶段实验污泥源、污泥量和实验装置均

与上述两个实验相同。实验开始之前, 首先将剩余活

性污泥在实验装置中曝气 1 h, 保证其中含有的氨

氮硝化完全。该实验阶段只向实验装置内加入含有

硝酸盐氮的实验用水, 体积为 4 L。随后启动反应器

底部的磁力搅拌器, 并测定处于反硝化阶段的初始

INT-ETS 活性。此后, 每隔 10 min 进行一次 INT-ETS

活性的检测。

2 结果与讨论

2.1 有机物降解过程中的 INT-ETS 活性变化

图 1 实验装置图

Fig.1 Schematic diagram of reactor
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2.1.1 一次性投加有机底物

在实验中, 向反应器中只投加一次有机底物( 葡

萄 糖 ) 和 碳 酸 氢 钠 。 反 应 器 的 初 始 CODCr 浓 度 为

1 000 mg/L 左右, 污泥浓度为 5 000 mg/L 左右。图 2

为反应器内 COD 浓度和 INT-ETS 活性在反应过程

中随曝气时间的变化。从图 2 可见, 在有机物质降解

过程结束之前 ( 0～70 min) , INT-ETS 活性的变化趋

势是随着 COD 的不断去除而逐渐降低; 当有机物质

降解过程接近完毕时 ( 约 80 min) , INT-ETS 活性迅

速降低到低活性阶段; 当溶液中剩下难降解有机物

质时, COD 随时间的变化已经非常微弱, 此时 INT-

ETS 的变化也非常小 , 基本保持平稳。结果表明 ,

INT-ETS 活性与有机物质的生物降解过程之间表现

出 较 好 的 相关关系 , 即可以通过检测系统内污泥

INT-ETS 活性的变化来间接了解体系内的 COD 降解

情况。

2.1.2 间歇性投加有机底物

实验在不同的曝气阶段共间歇投加了 3 次有机

底物(葡萄糖), 其中第一次是先将其溶解在 4 L 水溶

液中, 然后再投入反应器与活性污泥混合, 其后的 2

次均是根据事先计算好的有机物浓度, 直接向反应

器内投加有机底物。间歇投加有机底物实验中, INT-

ETS 活性与 COD 随时间的变化规律见图 3。

由图 3 可见 , INT-ETS 活性对系统受到的有机

负荷冲击有非常灵敏的反映, 每次在系统中突然加

入 有 机 底 物 , INT-ETS 活 性 均 会 瞬 时 提 高 , 因 此 ,

INT-ETS 活性能够及时地指示出反应器内有机物浓

度的增加对系统污泥活性带来的促进作用。此外, 从

有机物质的降解阶段来看 , INT-ETS 活性也都较好

地表征出 COD 的去除情况, 即 INT-ETS 活性随着有

机物质的降解而缓慢降低, 当污水中有机底物去除

完毕的同时, INT-ETS 活性突然转换到低活性阶段 ,

这预示着污水中的有机底物已经被微生物利用完

毕, 同时活性污泥微生物对有机物质的利用已经转

移到另外一个阶段。

2.2 硝化过程中的 INT-ETS 活性变化

2.2.1 一次性投加氨氮

向反应器内投加的底物只含有硫酸氨及维持系

统内充足碱度的碳酸氢钠。反应器内的初始 NH4

+
-N

浓度为 71.25 mg/L, 污泥浓度为 5 300 mg/L。图 4 为

反应器内硝化菌的 INT-ETS 活性及氨氮、硝态氮和

亚硝态氮在硝化过程中随曝气时间的变化。

由图 4 可见 , 硝化菌的 INT-ETS 活性在曝气过

程中随着氨氮浓度的减小而降低, 并在氨氮转化完

毕( 第 270 min) 时, 迅速降到低活性阶段。在反应的

第 330 min, INT-ETS 活性再一次出现了较明显降低

现象, 这指示的是系统内的亚硝态氮已经完全转化

为硝态氮。INT-ETS 活性在整个反应过程中出现的

两个特征点, 可以分别用于指示污水中的氨氮已经

完全转化为硝态氮和亚硝态氮, 以及亚硝态氮完全

转化为硝态氮。

图 3 INT-ETS 活性和 COD 在间歇投加有机底物实验中的变化

Fig.3 Variation of INT-ETS activity and COD versus reaction time in

the experiment of batch feed of organic substrate

图 4 硝化过程中 INT-ETS 活性、氨氮、硝态氮和亚硝态氮随时间的

变化

Fig.4 Variation of INT-ETS activity,ammonia, nitrate and nitrite versus

reaction time during nitrification

图 2 INT-ETS 活性与 COD 随时间的变化

Fig.2 Variation of INT-ETS activity and COD versus reaction time
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2.2.2 间歇性投加氨氮

向反应器内投加 2 次硫酸氨, 系统初始运行条

件为: NH4

+
-N 浓度 17.46 mg/L, 污泥浓度 5 400 mg/L。

间歇投加氨氮实验中 , 硝化菌的 INT-ETS 活性与氨

氮、硝态氮和亚硝态氮之间关系的实验结果见图 5。

由图 5 可见, 在第一阶段里, 随着硝化反应的不断进

行, 硝化菌的 INT-ETS 活性缓慢降低。反应 90 min,

氨氮硝化反应结束 , INT-ETS 活性突然下降。反应

150 min, 亚硝态氮向硝态氮转化的反应结束 , INT-

ETS 活性又出现一次下降现象; 当在第 180 min 再

次投加硫酸氨时 , 硝化反应重新进行 , 硝化菌的

INT-ETS 活性突然开始恢复。在第二阶段的其它反

应时间里, INT-ETS 活性重复第一阶段的变化规律。

2.2.3 间歇性投加碱度

实验中共投加 2 次碱度, 其中第一次投加的重

碳酸盐碱度不能满足全部氨氮硝化的需要, 剩余的

氨氮利用第二次投加的碱度来完成硝化作用。反应

器的初始氨氮浓度为 36.19 mg/L, pH 值为 7.59, 污

泥浓度为 3 200 mg/L。在间歇性投加碱度实验中, 硝

化菌的 INT-ETS 活性与氨氮、硝态氮、亚硝态氮和

pH 值随时间的变化见图 6。

在第一次投加碱度后, 随着硝化反应的不断进

行, 系统内 pH 值不断减小, 当反应至第 120 min, 体

系内的 pH 值开始抑制氨氮硝化反应的进行 , INT-

ETS 活 性 开 始 迅 速 降 低 , 并 进 入 低 活 性 阶 段 ; 第

180 min 第二次投加碱度时 , pH 值迅速上升 , 硝化

菌的呼吸作用增强, INT-ETS 活性突然恢复。在该阶

段里, 随着硝化进程的不断继续 , 系统 pH 值不断减

小, 硝化菌的 INT-ETS 活性逐渐降低。反应 270 min,

pH 值的抑制作用又重新体现, 硝化菌的 INT-ETS 活

性出现了迅速降低的现象。反应 360 min, 氨氮几乎

转化完毕 , 硝化菌的 INT-ETS 活性又出现了一次降

低的现象, 该特征点的出现标志着氨氮已经转化完

全, 而 pH 值曲线也在此处出现一个凹点。结果表

明 , INT-ETS 活性可有效表征氨氮硝化过程中自养

型硝化菌活性的变化, 同时, 用该参数还可以监控氨

氮的硝化进程。

2.3 反硝化过程中的 INT-ETS 活性变化

实验中投加的硝态氮浓度为 67.91 mg/L, COD

浓度为 1 414.7 mg/L。反硝化细菌的 INT-ETS 活性

与氨氮、硝态氮、亚硝态氮及 pH 值随时间的变化规

律见图 7。

由图 7 可见, 在反硝化过程中, 随着硝态氮浓度

的减小, 反硝化细菌的 INT-ETS 活性增加, 体系内的

pH 值逐渐上升。当硝态氮转化完毕后 ( 第 60 min) ,

INT-ETS 活性先出现一次降低, 然后进入平台期 , 并

图 5 INT-ETS 活性、氨氮、硝态氮和亚硝态氮在间歇投加氨氮实验

中的变化

Fig.5 Variation of INT-ETS activity, ammonia, nitrate and nitrite

versus reaction time in the experiment of batch feed of ammonia

图 6 INT-ETS 活性、氨氮、硝态氮、亚硝态氮和 pH 值在间歇投加碱

度实验中的变化规律

Fig.6 Variation of INT-ETS activity, ammonia, nitrate、nitrite and pH

value versus reaction time in the experiment of batch feed of sodium

bicarbonate

图 7 反硝化过程中 INT-ETS 活性、氨氮、硝态氮、亚硝态氮及 pH

值随时间变化规律

Fig.7 Variation of INT-ETS activity, ammonia, nitrate, nitrite and pH

value versus reaction time during denitrification
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一直持续到实验结束, pH 值则在此时达到峰值。该

实验结果表明 , INT-ETS 活性可以反映出硝态氮反

硝化进程的变化。

2.4 污泥生物活性的动力学分析

在有机物质生物降解和氨氮硝化过程中, 活性

污泥的 INT-ETS 活性与底物浓度之间也存在 一 定

的线性关系, 这种线性关系可以用经典的 Michaelis-

Menten 公式来表示。INT-ETS 活性( UI) 和最大 INT-

ETS 活性( Um

I
) 之间的关系与微生物比增殖速度( μ)

和微生物最大比增殖速度( μm) 之间的关系相似。这

种关系可以用公式( 2) 来表达:

UI=
Um

I
S

KS

I
+S

(2)

式中: UI为 INT-ETS 活性(mg INTTF·g-1 TSS·h-1);

Um

I
为最大 INT-ETS 活性(mg INTF·g- 1 TSS·h- 1); KS

I
为

米氏常数( mg·L-1) ; S 为有机物质或氨氮( 底物) 浓度

(mg·L- 1)。

将 有 机 物 质 降 解 和 氨 氮 硝 化 过 程 中 INT-ETS

活性实验结果代入公式( 2) , 并利用双倒数法 , 可求

得有机物降解和氨氮硝化阶段的动力学常数Um

I
和KS

I
,

结果见图 8 和图 9。从求定的动力学常数来看, 有机

物质降解过程中的Um

I
大于硝化过程中的Um

I
, 这从污

泥微生物活性动力学角度验证了进行有机物质好氧

氧化的异养菌生长速率高于进行硝化作用的硝化菌。

3 结论

( 1) 在以单一有机物质、氨氮和硝态氮为底物的

实验中 , INT-ETS 活性均能有效地揭示出有机物质

生物降解、硝化和反硝化进程的变化, 同时对系统受

到的冲击负荷以及硝化过程中碱度的变化有着及时

的感应。实验结果表明 , 用 INT-ETS 活性表征污泥

的生物活性是可行的。

( 2) 污泥微生物 INT-ETS 活性的动力学分析结

果进一步验证了进行有机物质好氧氧化的异养菌生

长速率高于进行硝化作用的硝化菌。
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图 8 有机物降解过程中 1/U1～1/S 关系( 25℃)

Fig.8 Correlation between 1/U1 and 1/S during COD removal(25℃)

图 9 氨氮硝化过程中 1/U1～1/S 关系( 25℃)

Fig.9 Correlation between 1/U1 and 1/S during nitrification(25℃)
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