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摘要 :以大肠杆菌为受试菌种 ,研究了避光处理对紫外线消毒后三级出水中细菌光复活的影响.将紫外线消毒后的水样避光

放置一定时间后再置于光复活条件下 ,研究了大肠杆菌的复活特性.结果表明 ,避光放置 6 h以内 ,见光后大肠杆菌的光复活

能力即刻恢复 ,并最终达到与非避光处理基本相同的最大复活值 ;5 mJΠcm2和 20 mJΠcm2紫外线剂量照射后 ,最大复活百分比分

别为 3111 %和 014 % ,复活速率分别为 1167 ×104 CFU·(mL·h) - 1和 125 CFU·(mL·h) - 1 .延长避光时间至 24 h ,5 mJΠcm2和 20

mJΠcm2紫外线剂量照射后的大肠杆菌见光后 ,最大复活百分比分别减小到 1010 % 和 013 % ,复活速率分别减小到 830

CFU·(mL·h) - 1和 20 CFU·(mL·h) - 1 .以上结果表明 ,延迟消毒后出水见光时间 ,只能在一定程度上推迟或削弱大肠杆菌的光复

活 ,并不能有效保证复活受到抑制 ,即紫外线消毒后出水中的微生物仍然存在高的复活风险.
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Dark Treatment Effects on Photoreactivation Characteristics of Escherichia coli in a

Tertiary Effluent Disinfected by UV
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Abstract :The effect of dark treatment on photoreactivation of Escherichia coli in a tertiary effluent disinfected by UV was studied. The effluent
of sand filtration of a sewage treatment plant was disinfected by UV , kept in darkness for a period of time , and then put under photoreactivating
light to investigate the photoreactivation. The experimental results indicated that the photoreactivation potential could recover immediately after
water samples were kept in darkness for less than 6 h. The percentage photoreactivation of the water samples disinfected by UV with doses of 5
mJΠcm2 and 20 mJΠcm2 were 3111 % and 014 % , respectively , and the photoreactivation rates were 1167 ×104 CFU·(mL·h) - 1 and 125
CFU·(mL·h) - 1 . When dark treatment time was prolonged to 24 h , the percentage photoreactivation and photoreactivation rates were lowered
to 1010 % and 013 % , 830 CFU·(mL·h) - 1 and 20 CFU·(mL·h) - 1 , respectively. Those suggested that photoreactivation can only be
weakened , but can not be controlled completely even after being kept in darkness for 24 h. So the safety concern on photoreactivation after UV
disinfection of wastewater should be taken into account.
Key words :wastewater reclamation ; wastewater disinfection ; ultraviolet irradiation ; Escherichia coli ; photoreactivation

　　紫外线消毒由于其灭菌广谱性、有害消毒副产

物少、操作安全等优势成为氯消毒重要的取代工

艺[1～7 ]
.但是紫外线消毒不能提供持久的消毒效果 ,

使得消毒出水存在微生物风险性.很多被紫外线照

射后的微生物 ,可以在可见光照射下修复紫外线造

成的 DNA损伤 ,重新获得活性 ,从而削弱消毒效果 ,

威胁消毒出水的安全性.这种依靠可见光修复 DNA

损伤的现象叫做光复活[8 ,9 ]
.光复活是紫外线消毒保

障污水再生利用微生物安全性的屏障 ,如何从工程

上控制光复活成为紫外线消毒技术能否在污水再生

过程中广泛应用的关键之一.

目前 , 有关光复活现象及机制的研究较

多[10～18 ] ,但关于控制光复活的技术研究[18～21 ]还很有

限.主要的控制技术包括添加化学药剂和改进紫外

线技术及消毒操作等.

Quek等[19 ]研究结果表明 ,015 mgΠL的氯胺可以
在 1 h内控制中压灯照射后的大肠杆菌光复活 ,增

加氯胺浓度至 1 mgΠL在 6 h内未检测到光复活.刘

佳等[20 ]研究发现 ,紫外线消毒后投加氯或过氧乙酸

可以控制光复活现象.但是添加化学药剂增加了工

程操作的复杂性 ,同时又引入化学药剂的不安全性 ,

并不是值得推荐的技术.

从紫外线技术本身来控制光复活的技术包括增

大紫外线剂量或使用较高的紫外线光强[21 ,22 ]
.也有
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研究发现使用中压灯可以在一定程度上控制光复

活[23 ]
.

本研究从光复活机制分析入手 ,尝试通过利用

消毒操作的调整控制光复活.目前一般认为光复活

过程分 2步[22 ] .第 1步 ,光复活酶和紫外线照射引起

的嘧啶二聚体结合成络合物 ,此步不需要光照 ;第 2

步 ,在近紫外或可见光照射下 ,复活酶利用光能修复

好DNA并将其释放.由此可见 ,光照在光复活过程

中起到重要的作用.将紫外线照射后的水样避光放

置一定时间后再置于复活光下 ,推迟其接触光照的

时间 ,使得光复活酶和嘧啶二聚体的络合物不能及

时拆解释放 ,可能会影响光复活的程度.从工程角度

出发 ,需要了解将紫外线消毒后出水在黑暗中储存

一定时间后再回用于景观水体等用途后是否能够控

制光复活 ,从而为工程应用提供参考.

本研究分析了在三级处理出水条件下 ,紫外线

消毒后、见光前 ,避光放置处理对大肠杆菌光复活的

影响 ,以期在污水再生利用过程中为有效控制紫外

线消毒后微生物的光复活提供理论参考.

1　材料与方法

111　试验菌种及水样

受试菌种 :大肠杆菌 CGMCC 113373 , 购于中国

科学院微生物研究所.

试验水样 :取北京市 G污水处理厂三级处理的

砂滤出水 ,经过 0122μm 膜过滤除菌. 监测 COD、

DOC、浊度、pH和 UV254等水质参数 ,检测方法依据

水质监测标准方法[24 ]
.水质如表 1所示.

表 1　试验所用水样的水质

Table 1　Quality of tertiary treated effluent

项目
COD

Πmg·L - 1

DOC

Πmg·L - 1 UV254
浊度
ΠNTU

pH

三级
出水

66～87 112～319 0111～0113 013～110 713～714

　　将 - 80℃冰箱中的冰冻菌种融化后接种 50μL

于 50 mL营养肉汤培养基中 ,37℃、130 rΠmin振荡培

养 16 h ,10 000 rΠmin离心 10 min ,弃去上清液 ,用灭

菌生理盐水冲洗 2次 ,将细胞重悬于 100 mL上述预

处理除菌的砂滤出水中得到菌悬液.根据试验要求

配制一定初始浓度的菌悬液作为试验水样.

112　紫外线照射试验

紫外线照射试验采用紫外平行光束仪进行.紫

外平行光束仪内装有 1根 40 W低压紫外灯管 ,距离

照射水样 33 cm. UV2B紫外辐照仪测定试验水样表

面接受到的紫外线光强 (254 nm) .分光光度计 (型号

UV22401PC)测定试验水样的吸光度 (254 nm) ,根据

紫外线照射试验的标准方法[25 ]确定平均光强 ,从而

根据式 (1)计算设计紫外线剂量下所需的照射时间.

紫外线剂量 (mJΠcm
2 ) = 平均光强 (mWΠcm

2 )

×照射时间 (s) (1)

取 15 mL试验水样于直径 60 mm的灭菌培养皿中 ,

放入转子 ,将培养皿置于紫外平行光束仪正下方 ,磁

力搅拌器的上面 ,使水样接受设计时间的紫外线

照射.

113　光复活试验

以日光灯 (40 W)为光源研究光复活特性.测得

365 nm处光强[11 ]为 20μWΠcm
2 .将紫外线照射后的

水样用锡箔纸包裹 ,分别避光放置 0、2、4、6 h 后再

置于日光灯下照射 ,各水样分别在紫外线消毒后的

0、2、4、6、8、12、24、48和 72 h检测菌的浓度.延长避

光时间至 24 h ,分别检测在紫外线消毒后 0、12、24、

32、36、48和 72 h时各水样中菌的浓度.

114　细菌计数方法

1 mL一定稀释度的水样和一定量的融化后温

度不高于 40℃的营养琼脂培养基混合 ,迅速摇匀 ,

待培养基凝固后将平板倒置于 37℃培养箱中培养

24 h ,计菌落数.每个样品做 3个平行样.

115　紫外线消毒后微生物光复活的评价方法

本研究利用最大复活值、复活百分比[7 ]和复活

速率表征光复活程度.

最大复活值为大肠杆菌充分光复活后达到的菌

浓度.

复活百分比 =
( N P - N)
( N0 - N) ×100 %

复活速率 = ( NP - N)ΠΔt

式中 , N0 : 紫外线照射前水样中的菌数

(CFUΠmL) ; N : 紫外 线 照 射 后 水 样 中 的 菌 数

(CFUΠmL) ; N P :光复活后水样中的菌数 (CFUΠmL) ;

Δt :接触复活光的时间 (h) .

2　结果与讨论

211　短期避光放置对紫外线照射大肠杆菌后光复

活的影响

将经过紫外线消毒 (紫外线剂量为 5 mJΠcm2和

20 mJΠcm
2 )的水样分别于黑暗中避光放置 0、2、4和

6 h后 ,再置于灯下 ,研究避光放置处理对大肠杆菌

光复活的影响 ,结果如图 1所示.

从图 1可以看出 ,紫外线剂量为 5 mJΠcm
2的条
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件下 ,消毒后避光放置时间对大肠杆菌的复活有一

定影响.经过紫外线消毒的水样直接接触光照后 ,即

刻开始光复活 ,在 6 h 时达到最大复活值 ( 10
5

CFUΠmL) ,复活后菌数较紫外线即时灭活数增加3 lg

多 CFUΠmL ,最大复活百分比为 3111 %.将紫外线消

毒后水样于黑暗中避光放置期间 ,大肠杆菌由于没

有光的催化作用使得光复活现象受到抑制 ,从而进

行另一种可能的修复机制即暗修复.这一现象同以

前的研究结果相类似[13 ] ,暗修复作用不显著 ,水样

避光保存期间菌落数基本未变.

但是 ,当避光放置的水样置于光照下后 ,复活逐

渐发生.黑暗放置 2 h对后期的光复活影响较小 ,图

1 (a)中结果显示大肠杆菌在光照 2 h后即显示明显

的复活能力 ,在见光 6 h时也达到最大复活值 ,并且

和未进行避光处理水样中的菌数基本一致.避光放

置 4 h和 6 h的水样类似 ,在见光后也即开始复活 ,

只是初始复活速率比未进行避光处理水样的复活速

率慢 ,在 12 h达到复活最大值.

避光放置 0、2、4、6 h的水样在初始见光 2 h内

的复活速率不同 ,分别为4 950、24 950、450 和3 450

CFU·(mL·h) - 1
,但是从初始见光到达到复活最大值

期间的平均复活速率基本相同 ,为 1167 ×10
4

CFU·(mL·h) - 1
.

值得一提的是 ,经过不同避光放置时间处理的

水样最大复活值基本接近.也就是说 ,避光处理只是

暂时地控制了光复活 ,在紫外线消毒后 6 h内 ,只要

水样接触光照 ,即能发生光复活 ,一定时间后复活仍

能达到未避光放置处理的水样光复活的最大值.这

与 Kelner[26 ] 的结果略有不同. 该研究发现将

S . griseus ATC3326的孢子紫外线照射 20 min后黑

暗中 5℃保存 4 h ,再接触可见光后未检测到光复

活.结论不同的原因可能是试验所用菌种、光复活光

源及光照强度、试验温度均不同所致 ,而这些条件对

光复活的影响很大[18 ,22 ,26 ] .本研究中发现避光放置

只能控制避光期间菌数基本不增加 ,但是一旦接触

复活光 ,复活现象即发生.也就是说 ,避光放置对光

复活的控制并不理想.

增大紫外线剂量到 20 mJΠcm
2

,避光放置不同时

间对于大肠杆菌的光复活影响如图 1 (b)所示.结果

与紫外线消毒剂量为 5 mJΠcm2的类似.水样在紫外

线消毒后避光放置期间菌数基本不变 ,接触复活光

后即开始复活.不同避光放置处理的水样光复活时

达到最大值所需的时间延长 ,但是最大复活值仍然

基本一致 ,为 10
3
CFUΠmL ,最大复活百分比为014 %.

图 1　避光时间对紫外线消毒后 E. coli光复活的影响

Fig. 1　Effect of darkness time on photoreactivation of E. coli

各水样从初始见光到达到复活最大值也具有近似的

平均复活速率 ,约为 125 CFU·(mL·h) - 1
.

以上结果指出 ,在紫外线消毒后避光放置 6 h

以内再接触复活光后 ,大肠杆菌在不同程度上都表

现出光复活能力.这表明 ,光复活酶与嘧啶二聚体结

合后 ,并不因为不能及时得到光照而失去反应活性.

只要存在复活光 ,本试验所选紫外线剂量照射后的

大肠杆菌的复活即可以启动 ,并最终达到最大复

活值.

比较紫外线剂量为 5 mJΠcm2和 20 mJΠcm2的结果

可以看出 ,较高的紫外线剂量消毒后 ,水样最大复活

值低于较低紫外线剂量消毒的水样的最大复活值.

同时 ,达到最大复活值所需的光照时间更长 ,复活速

率低.这意味着 ,高的紫外线剂量可能对大肠杆菌造

成了更多的损伤 ,并且有些损伤无法修复.避光放置

对损伤较大的细菌的光复活影响更大.

212　长时间避光放置对大肠杆菌光复活的影响

将避光放置的时间延长至 24 h ,结果如图 2所

示.紫外线剂量为 5 mJΠcm
2时 ,消毒后水样在避光放

置的 24 h内大肠杆菌数量基本维持不变 ,接受复活
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光照射后大肠杆菌仍然表现出一定的复活能力.见

光 8 h后单位体积内大肠杆菌数急剧增加 ,在见光

12 h 时达到最大值 ,即 10
4

CFUΠmL ,复活百分比为

1010 % ,平均复活速率为 830 CFU·(mL·h) - 1 .同图 1

结果比较 ,达到复活最大值所需的时间延长 ,最大复

活值有所降低 ,复活速率也明显降低.这表明 ,较长

时间的避光放置使得受紫外线损伤的菌不能得到及

时修复 ,虽然后期提供的复活光启动了光修复功能 ,

但是从最大复活值及达到最大复活值所需见光时间

的角度判断 ,其复活能力减弱.但是 24 h的避光放

置仍没有完全抑制大肠杆菌的光复活.

图 2　紫外线消毒后避光 24 h对 E. coli光复活的影响

Fig. 2　Effect of detention in darkness for 24 h on

photoreactivation of E. coli

同样 ,将 20 mJΠcm2紫外线剂量照射后的大肠杆

菌避光放置 24 h后再置于光照下 ,仍然检测到其光

复活[图 2 (b) ] .与 5 mJΠcm
2照射后水样有所不同 ,见

光8 h菌落数基本未变 ,直到见光 12 h后才表现出明

显的光复活 ,见光 24 h 后达到复活最大值 500

CFUΠmL ,复活百分比为 013 % ,平均复活速率为 20

CFU·(mL·h) - 1
.这再次说明较高的紫外线剂量照射

后的大肠杆菌损伤较大 ,复活能力相对较弱.

比较短期和长时间避光放置对复活的影响结果

可以看出 ,短期 (6 h以内)的避光放置在 5 mJΠcm2和

20 mJΠcm
2紫外线剂量照射后基本不能有效控制光

复活 ,试验后期各水样间复活结果无明显差异.较长

时间 (24 h)避光放置可以在一定程度上减弱复活程

度 ,降低其复活速率和最大复活值 ,但是仍不能完全

抑制光复活.

3　结论

紫外线照射后的水样避光放置 6 h 以内 ,接触

光照后即可恢复复活活性.避光时间越长 ,初始紫外

线剂量越大 ,达到复活最大值所需的光照时间越长 ,

但是对同一紫外线剂量下 ,不同避光放置处理的水

样复活最大值基本一致.延长避光时间至 24 h ,只能

在一定程度上减弱复活程度 ,仍然不能完全抑制光

复活.这表明 ,延迟消毒后出水见光的时间并不能有

效保证复活受到抑制 ,即紫外线消毒后出水中的微

生物仍然存在高的复活风险.由于污水回用和排放

过程中难以避免与阳光的接触 ,因此光复活的问题

不容忽视 ,有待深入研究.
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