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摘要 :采用 SBR反应器 ,研究了乙酸和丙酸分别作为唯一进水碳源时对 EBPR过程物质转化及代表性微生物变化特性的影响 ,

并对不同碳源可能导致不同的微生物代谢过程进行了讨论. SBR的运行模式为 :厌氧 2 h ,好氧 5 h ,每天运行 3个周期 ,乙酸和

丙酸进水的 COD均为 300 mgΠL ,系统先用乙酸作为碳源运行 60 d ,随后以丙酸作为碳源运行 60 d.结果表明 ,在采用乙酸作为

碳源时 ,厌氧结束放磷和消耗 COD的比值为 0135 ,生成的 PHA中以 PHB为主 ,占 9216 % ,PHV只占到 714 % ,没有 PH2MV生

成.在采用丙酸作为碳源时 ,厌氧结束放磷和消耗 COD的比值稍低 ,为 0127 ,生成的 PHA中 PHV占 3518 % ,PHB和 PH2MV分

别占 1012 %和 5410 %. 2种碳源条件下系统都具有良好的 EBPR效能 ,出水PO3 -
4 2P均在检出限以下.对不同阶段的污泥进行

DGGE分析表明 ,系统中的微生物发生了变化 ;扫描电镜图片和 PHA染色结果分析表明 ,在乙酸作为碳源时 ,系统中的 PAOs以

球菌形式存在 ,而在丙酸作为碳源时 ,系统中的 PAOs以杆菌形式存在.不同碳源培养出了不同类型的 PAOs ,两者代谢途径不

同 ,但都具有较好的 EBPR效能.
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Abstract :A SBR was used in this study for investigating the influence of carbon source on EBPR metabolism and microorganism communities
when feeding with acetate and propionate. The SBR was operated with a cycle time of 8 h and each cycle consisted of 4 min feeding , 2 h
anaerobic period , 5 h aerobic period , 35 min setting , 15 min decanting and 6 min waiting. The COD of influent was kept at 300 mgΠL during
the experiment. Acetate and propionate were used as the sole carbon source for operation of 60 days , respectively. The phosphorus releaseΠ
COD consumption in the end of anaerobic phase were 0135 and 0127 when acetate and propionate were used as the carbon source ,
respectively. The PHA composition was different when different carbon source was dosed. PHB accounted for 9216 % in the end of anaerobic
phase but the value for PHV was only 714 % when acetate was selected as the carbon source. No PH2MV was detected during this process.
The compositions of PHA were PHB (1012 %) , PHV (3518 %) and PH2MV (5410 %) in the end of anaerobic cycle when propionate was
used as the sole carbon source. There was variation of microorganism communities during this process for the results of DGGE combined with
SEM micrographs and PHA staining. Coccus morphotype PAOs were accumulated in acetate2fed phase and rod morphotype PAOs were
accumulated in propionate2fed stage. Different PAOs were accumulated and the metabolic pathways were different when different carbon sources
were used , but good EBPR could be achieved during all these conditions.
Key words :enhanced biological phosphorus removal ; acetic acid ; propionic acid ; DGGE; SEM

　　磷 ( P)是引起水体富营养化最主要的营养元

素 ,它能刺激一些藻类和其他光合微生物的生长 ,因

而污水除磷对控制水体富营养化至关重要[1 ]
.强化

生物除磷工艺 ( EBPR)是目前采用最广泛的污水除

磷工艺 ,它的原理是在活性污泥中富集一部分聚磷

微生物 (PAOs) ,该类微生物在厌氧条件下吸收污水

中的小分子有机物 (主要是 VFA)并储存为胞内聚合

物 PHA ,在好氧条件下氧化 PHA并超出其生理需要

过量吸磷 ,通过排放高含磷污泥从而达到从污水中

将磷去除的目的[2 ]
.
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人们对聚磷菌及其代谢过程进行了大量的研

究[3 ,4 ]
,并建立了一些相关的代谢模型[5 ,6 ]

.由于在

EBPR系统中存在 PAOs 和 GAOs 的竞争 [7 ] , Pijuan

等[8 ]的研究发现丙酸作为碳源时能使得 PAOs具有

竞争优势 ,从而使得系统具有更稳定的除磷功能.

Chen等[9 ]采用 SBR进行研究发现 ,提高 EBPR系统

中进水中丙酸Π乙酸的比例 ,短时间对除磷不利 ,可

长时间运行能显著提高系统的除磷率.随后 Yagci

等[10 ]的研究发现 ,和乙酸相比 ,丙酸是 EBPR系统中

更为合适的碳源 ,能够提高系统的除磷效率 ,提高进

水丙酸的比例 ,厌氧段生成的 PHA 的成分主要是

PHV和 PH2MV.刘燕等[11 ]的研究表明进水丙酸Π乙
酸比例及驯化影响聚磷微生物的 PHBΠPHV转化量 ,

进而影响对磷的吸收Π释放和除磷效果 ,磷的吸收和

释放主要受 PHB转化的影响 ,但磷的去除率却主要

依赖于 PHV的合成与降解.

上述研究偏向碳源对代谢过程及除磷效率的影

响 ,对微生物方面的研究较少.本研究采用一个 SBR

反应器 ,先后采用乙酸和丙酸作为唯一碳源运行 ,详

细考察了不同碳源下代谢过程的差异及微生物特性

的变化.

1　材料与方法

1. 1　试验装置和运行工况

试验采用 SBR反应器.反应器的有效容积为 4

L ,进水体积 3 L ,相应的 HRT为 1017 h.反应器每天

运行 3个周期 ,每个周期 8 h ,具体为 :进水 4 min ,厌

氧 2 h ,好氧 5 h ,沉淀 35 min ,排水 15 min ,闲置 6

min.每天在一个周期的好氧末排泥 200 mL ,相应的

SRT为 20 d.好氧过程中 DO充足 ,好氧结束前反应

器中 DO浓度在 7135 mgΠL左右.整个反应过程中不

控制 pH ,在厌氧过程中 pH从 715降低到 712左右 ,

好氧过程中从 712 上升到 815 左右.反应器的温度

通过温控装置控制在 25℃±015℃.

1. 2　试验用水和分析测试方法

试验采用人工配水运行 ,初始污泥取自哈尔滨

某城市污水处理厂 ,该厂污泥的除磷效果较好.人工

配水的配方为 (每L自来水) :乙酸钠 0151 g或丙酸

钠 0126 g (使得进水后 COD 为 300 mgΠL) 、NH4 Cl

01057 g (NH+
4 2N = 15 mgΠL ,刚好满足微生物生理需

要) 、KH2 PO4 01038 g ( TP = 815 mgΠL) 、MgSO4 0103 g、

CaCl2 01015 g、NaHCO3 0145 g.同时在配水中投加微

量元素浓缩液 ,浓缩液的成分同文献[12 ]中的配方 ,

浓缩液的投加量为1 mLΠL污水 ,最后通过 1 molΠL的

HCl调整进水的 pH为 710.

COD、NH
+

4 2N、NO
-

3 2N、PO
3 -
4 2P和MLSS等的测定

均采用国家环保总局颁布的方法进行[13 ]
,水样经定

量滤纸过滤后测定. pH和 DO 采用德国 WTW2340i

便携式在线测定仪.

PHA的测定参照文献[14 ]中的方法进行并做了

少许改进 ,采用高纯 H2 作为载气 ,气相色谱为

Agilent 6890N , HP25 色谱柱. PHA这里指的是 PHB、

PHV和 PH2MV 的加和.糖原的测定采用蒽酮比色

法[15 ]
,乙酸和丙酸采用气相色谱测定 ,型号为

HP5890D ,方法同文献[16 ] .

采用上海华舜生物公司的细菌 DNA试剂盒对

污泥中的 DNA进行提取 ,采用通用引物 BSF8Π20和

BSR518对提取的 DNA进行 PCR扩增 ,PCR条件为

94℃8 min ,94℃40 s、55℃40 s、72℃40 s ,72℃10

min ,中间循环 30次 ,将获得的 PCR产物进行变性梯

度凝胶电泳 ,丙烯酰胺胶的浓度为 8 % ,变性剂的梯

度为 30 %～60 % ,电泳条件为 80 V电泳 16 h ,电泳

结束后采用银染的方法进行染色得到 DGGE 图

谱[17 ] .

扫描电镜采用 HITACHI S24700拍摄 ,污泥胞内

PHA染色采用苏丹黑染色法[18 ]
.

2　结果与分析

2. 1　不同碳源下的除磷特性及差异

图 1是采用不同碳源稳定时期的磷酸盐变化曲

线.可以看出 ,乙酸作为碳源时厌氧结束时的放磷浓

度较高 ,在进水 COD同为 300 mgΠL的情况下 ,乙酸

作为碳源时厌氧末PO3 -
4 2P浓度可达 100 mgΠL ,而丙

酸作为碳源时只能到 80 mgΠL左右.比较可知 ,在采

用乙酸作为碳源时 ,厌氧结束放磷和消耗 COD的比

值为 0135 ,而在采用丙酸作为碳源时 ,厌氧结束放

磷和消耗 COD的比值 0127.但不同碳源对除磷效率

的影响不大 ,好氧结束时PO3 -
4 2P均在检出限以下.乙

酸为碳源时吸磷速率也稍快 ,为 0186 mgΠ(L·min) ,

而采用丙酸为碳源时该值为 0165 mgΠ(L·min) .从图

1可以看出 ,好氧阶段的 DO是充足的 ,不是反应的

限制步骤 ,在曝气后期 DO稳定在 7135 mgΠL左右.

2. 2　碳源对 PHA组成及含量的影响

图 2和图 3分别是乙酸和丙酸作为碳源时一个

周期内 PHA的组成及含量变化.可以看出 ,在乙酸

作为唯一碳源时 ,厌氧段生成的 PHA 成分主要是

PHB ,在厌氧末 120 min 时 ,污泥中 PHB 的含量为

102101 mgΠg ,而 PHV 的含量仅为 10123 mgΠg ,没有
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图 1　乙酸和丙酸作为碳源时一个周期磷酸盐的变化

Fig. 1　Variations of PO3 -
4 2P during an anaerobicΠaerobic

cycle on acetate and propionate fed conditions

　

PH2MV的生成.在随后的好氧过程中 PHB降解用于

吸磷 ,对除磷起了主要作用.当丙酸作为唯一碳源的

时候厌氧生成的 PHA 成分比较复杂 ,厌氧末 120

min的时候 ,污泥中 PHB 含量为 8103 mgΠg , PHV 含

量为 28136 mgΠg ,而 PH2MV的含量为 42180 mgΠg.在

随后的好氧过程中 ,PHB的含量一直保持稳定 ,对除

磷几乎没有贡献. PHV 和 PH2MV 是好氧阶段除磷

的内碳源.

2. 3　不同碳源条件下污泥DGGE结果

图 2　乙酸作为碳源时一个周期 PHA的变化

Fig. 2　Variations of PHA during an anaerobicΠaerobic

cycle on acetate2fed conditions

　

图 3　丙酸作为碳源时一个周期 PHA的变化

Fig. 3　Variations of PHA during an anaerobicΠaerobic

cycle on propionate2fed conditions

图 4 是不同时期不同碳源下污泥的 DGGE结

果.其中 1为原污泥 ,2和 3为乙酸作为碳源时的条

带 ,时间分别为运行第 30 d 和第 60 d.其中 2 由于

PCR扩增产物的关系导致没有条带.随后的条带 4

～8为丙酸作为碳源时的条带 ,每隔 12 d取一次生

物样.由于条件的关系 ,本研究中并未进行 DNA测

序.但从图 4也可以清晰地看到系统在不同碳源条

件下不同运行时期微生物的变化关系. a、b和 c这 3

种菌自始至终都存在 ,可能是系统中的常驻菌群.当

碳源更换为丙酸后 ,4是第 12 d的样品 ,因为运行时

间还不足一个污泥龄 ,可以看出和乙酸为碳源时较

为相似 ,随着系统的运行 ,e、h和 i这 3种微生物在

丙酸系统中消失 ,但同时 g在系统中生成并得到强

化 ,同时还有 m ,成为丙酸系统中有别于乙酸系统的

优势菌种.

图 4　不同碳源不同时期的 DGGE电泳结果

Fig. 4　DGGE profiles of 16S rRNA fragments obtained from

acetate and propionate fed sludge of different stages
　

2. 4　不同碳源条件下污泥细胞形态差异

图 5为乙酸和丙酸作为碳源稳定运行时污泥的

扫描电镜照片.可以看出 ,在乙酸作为碳源的时候系

统中以球菌为主 ,而当丙酸作为碳源的时候 ,系统中

出现了大量的杆菌.图 6是对丙酸培养稳定期厌氧

末污泥苏丹黑染色的结果.苏丹黑可将 PAO胞内形

成的 PHA染成黑色 ,而菌体呈现复染的紫红色.可

以看出 ,系统中被染成黑色的多是杆状的微生物 ,且
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PHA大多分布在杆菌的两端.结合图 5B分析可知 ,

系统中的杆菌应该是 PAO ,即丙酸培养除了杆状的

PAO.可惜的是在乙酸运行稳定期没有进行苏丹黑

染色 ,但同样可以推测在乙酸作为碳源的时候系统

中的 PAO以球菌的形式存在.这和Martin等[19 ]的研

究结果有些相似 ,即采用不同碳源时可能培养出不

同类型的 PAO.这一结果也和上面 DGGE的结果相

互对应.

图 5　不同碳源下污泥的扫描电镜照片

Fig. 5　SEM micrographs of sludge

　

图 6　丙酸污泥的苏丹黑染色显微照片

Fig. 6　Sudan black staining of propionate2fed sludge

　

3　讨论

3. 1　碳源对生成 PHA的影响

PHA的生成和差异可通过 PAO的生化代谢途

径来分析.乙酸和丙酸被 PAOs吸收至胞内后会转

变成乙酰 CoA和丙酰 CoA ,PHA的构成则由 PAOs随

意或选择性的通过乙酰 CoA和丙酰 CoA的缩合形

成[20 ]
,具体如下 :2 分子乙酰 CoA缩合成 PHB ;1 分

子乙酰 CoA和 1分子丙酰 CoA缩合成 PHV ;2分子

丙酰 CoA缩合成 PH2MV.

在采用乙酸作为碳源的时候 ,绝大部分的乙酸

被 PAOs吸收至细胞内转变成乙酰 CoA ,乙酰 CoA自

身缩合成 PHB ,因而 PHB 的生成量很大.采用丙酸

作为碳源的时候由于产生的丙酰 CoA的量要大大

多于乙酰 CoA ,根据选择性缩合理论 ,乙酰 CoA优先

会和丙酰 CoA缩合 ,从而形成 PHV ,余下的丙酰 CoA

会自身缩合成 PH2MV ,因而 PHB的生成量会较少.

但是在本研究中丙酸作为碳源的时候污泥中 PHB

的含量一直非常稳定 ,在好氧阶段也没有被氧化进

行过量吸磷 ,在其他研究中未出现类似的报道.而且

在本研究中还发现选择性缩合理论和试验结果也不

太符合 ,乙酰 CoA并没有优先和丙酰 CoA缩合 ,反

而是丙酰 CoA的自身缩合起了很大作用 ,PH2MV的

生成量更大.

3. 2　碳源对 EBPR系统微生物的影响

Martin等[19 ]对 EBPR系统中微生物的酶及代谢

途径进行了详细的研究 ,结果发现不同的碳源可能

导致 PAOs在亚种上存在差异 ,而且可能有着不同

的代谢途径.本研究也发现 ,乙酸和丙酸可能会导致

系统中不同形态 PAOs存在 ,即乙酸系统中 PAOs以

球菌的形式存在 ,丙酸系统中 PAOs以杆菌的形式

存在 ,2种类型 PAOs的代谢途径不同. DGGE结果也

表明 ,不同碳源条件下系统中的微生物种群的确发

生了变化.限于条件 ,本研究没有对此进行更深一步

的研究.近期 Carvalho等[21 ]的研究也发现 ,不同碳源
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可能会导致反硝化除磷系统中 DPAOs的不同.

4　结论

　　(1)采用乙酸和丙酸分别作为唯一碳源运行厌

氧Π好氧 EBPR 系统各 60d ,在进水 COD 同为 300

mgΠL的情况下 ,乙酸作为碳源时厌氧末放磷浓度较

丙酸时高 ,厌氧结束放磷和消耗 COD的比值分别为

0135和 0127. 2种碳源下系统均表现出了良好的除

磷功能.

(2)乙酸作为唯一碳源时 EBPR系统厌氧末生

成的 PHA 中主要是 PHB ,占 9216 % , PHV 仅占

714 % ,无 PH2MV生成.丙酸作为唯一碳源时厌氧末

生成的 PHA中 PHV占 3518 % ,PHB和 PH2MV分别

占 1012 %和 5410 % ,在随后的好氧过程中 PHB几乎

无变化 ,对除磷没有贡献.

(3) DGGE结果表明采用不同碳源时系统中的

微生物发生了变化.扫描电镜结合 PHA的苏丹黑染

色结果表明 ,乙酸为碳源时系统中富集了球状的

PAOs ,而丙酸作为碳源时杆状的 PAOs在系统中得

到了富集 ,尽管代谢途径不同 ,但两类 PAOs均表现

出了良好的生物除磷性能.
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