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摘要 :以实验室 SBR 反应器为载体 ,接种普通活性污泥 ,探讨了富集聚磷菌和培养好氧颗粒污泥同时实现的可行性 ,以交替负

荷的方法培养 2 个月后 ,富含聚磷菌的好氧颗粒污泥形成. 颗粒形成后逐步改变碳源种类以提供选择压 ,淘汰系统中存在的聚

糖菌. 结果表明 ,与丙酸相比 ,乙酸更适合富含聚磷菌的好氧颗粒污泥的生存 ,以乙酸为碳源 ,系统吸放磷量更多 ,颗粒平均粒

径更大 (2 mm) ,颗粒的性能指标 (沉降速度、含水率、呼吸速率、密度、完整度系数)都相对优于以丙酸为碳源时的情况. 以工艺

检测和分子生物学手段双重检测颗粒形成过程 ,发现颗粒吸放磷能力的逐渐提高伴随着聚磷菌占微生物总量的比例越来越

大. 富集培养结束时聚磷菌占总菌的 70 %左右. 实验证明 ,富含聚磷菌的好氧颗粒污泥具有优异的污染物去除能力 ,其对 COD

去除率可达 95 %以上 ,对磷的去除可达 100 %.
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Abstract :This research focused on the enrichment of phosphorus accumulating organisms ( PAO) and the formation of granular sludge
simultaneously. After fed with flocculent sludge the SBR was run for two months for the cultivation of PAO. Then the granular sludge enriched
by PAO was found. After that acetate was used instead of propionate to inhibit the glycogen accumulating organisms ( GAO) . The experiment
testified that acetate was beneficial to the growth of the PAO granules. The system could release and take up more phosphorus when it was fed
by acetate. Moreover , when the size of the granules became bigger , the performance indexes of the granules , for example the settling velocity ,
OUR , density , aquiferous rate and integral rate were also improved. On the other hand , the amount of PAO was found to become more and
more in this process by the system performance evaluation and FISH analysis. As a result , the ratio of PAO could reach 70 % of the total
bacteria. The aerobic granular sludge enriched by PAO showed very good capability of COD and phosphorus removal. The COD removal
efficiency could reach about 95 % and phosphorus removal efficiency could reach almost 100 %.
Key words :phosphorus accumulating organisms ; aerobic granular sludge ; enhanced biological phosphorus removal system ; enrichment ; SBR

　　与普通絮体活性污泥相比 ,颗粒污泥具有众多

优势 ,例如颗粒直径大、SVI 值低、沉降速度高、生物

量高等 ,这些优势使生物反应器可以在非常高的生

物量的同时具有非常好的沉降性能[1 ,2 ]
. 颗粒污泥的

形成 是 微 生 物 体 的 一 种 自 凝 聚 现 象 ( auto2
immobilization 或 self2immobilization) . 1980 年 Lettinga

等[3 ]首次在升流式厌氧污泥床 (UASB) 中发现了厌

氧颗粒污泥. 近几年来 ,许多文献报道了各种条件下

(厌氧、好氧、厌氧Π好氧交替) 颗粒污泥的形成[4～12 ]
.

颗粒污泥的产甲醇、酸化、屠宰废水处理、除酚、去除

COD 等效能被广泛研究 ,但是涉及到营养物去除 ,

特别是磷的去除的却并不多见. Dulekgurgen 等[13 ] 培

养的除磷颗粒污泥使反应器容积和沉淀时间减半 ,

并且大大增强了去除 COD 的能力. Lin 等[14 ] 报道了

颗粒污泥会随着 PΠCOD 的增加而减小 ,而同时颗粒

结构会更紧密. Liu 等[15 ] 发现颗粒污泥的元素组成

与底物的 PΠCOD 密切相关 ,当底物 PΠCOD 从 1Π100

上升到 10Π100 时 ,颗粒对磷的吸收从 119 %升高到

913 %(细胞干重) .

本研究尝试把强化生物除磷 ( EBPR)和好氧颗粒

污泥工艺结合起来 ,在培养颗粒污泥的同时富集聚磷
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菌 (PAO) ,并采用工艺和分子生物学手段双重监测培

养过程.富含 PAO 的颗粒污泥兼具生物量高、沉淀速

度快和具有卓越的除磷除 COD 功能两方面的特性.

所以富含 PAO 的颗粒污泥的形成对于更新现有工

艺 ,提高处理效率 ,在 PAO 还没有被成功分离的情况

下 ,研究 PAO 的生理特性具有重大意义.

1 　材料与方法

1. 1 　SBR 反应器的运行

试验采用 SBR 反应器 ,高 70 cm ,直径 20 cm , 总

体积 14 L ,有效容积为 10 L ,由有机玻璃制成 ,底部

泥斗为圆锥形. 由 HA2L 时间程序控制器及附属电

子线路实现对运行的自动控制. 可以根据实验需要

调整运行周期以及进水、曝气、沉淀、排水各阶段的

启动、关闭时间. 在反应器壁的垂直方向每隔 10 cm

设置一个取样口 ,反应器底部设有排泥放空管 , 好

氧状态采用空压机曝气 ,以粘砂块作为微孔曝气头.

厌氧状态由配备的搅拌器实现 ,其作用是在厌氧时

通过搅拌使活性污泥处于悬浮状态. 夏季 ,在室温下

运行 ;冬季定为 20 ℃,由一根热交换器保持恒温在

(20 ±2) ℃范围内. 试验装置见图 1.

11 配水水箱　21 控制箱　31 搅拌器　41SBR 反应器　51 潜水泵

61 电磁阀　71 排泥管　81 电动阀　91 曝气头　101 压缩空气管

图 1 　试验装置示意

Fig. 1 　Schematic experimental equipments

SBR 反应器每天运行 4 个周期 ,每个周期 6 h ,

每个周期包含 2 min 进水 ,215 h 厌氧搅拌 ,3 h 好氧

曝气 ,3 min 沉淀和 25 min 闲置. 每个周期排水 7 L ,

进水 7 L ,排水比为 7Π10. 水力停留时间大约为 815

h.考虑颗粒生长速度较慢 ,每天排泥水混合物 1 L ,

保证污泥龄为 10 d.

1. 2 　配水和接种污泥

配水采用了 Adrian 等[16 ] 的配方. 配水组成见表

1 ,颗粒污泥培养阶段 ,初期培养阶段碳源采用丙酸 ;

颗粒形成后碳源中的丙酸逐步被乙酸取代. 进水含

有 COD 800 mgΠL , 正磷酸盐 (以 PO
3 -
4 2P 计 ) 5313

mgΠL ,即进水 CODΠPO3 -
4 2P 为 15.

表 1 　配水成分组成

Table 1 　Composition of the feed

培养基 数值 营养液 数值Πg·L - 1

NH4ClΠg·L - 1 01106 5 FeCl3·6H2O 115

MgSO4·7H2OΠg·L - 1 01171 H3BO3 0115

CaCl2·2H2OΠg·L - 1 01079 5 CuSO4·5H2O 0103

ATUΠg·L - 1 01002 1 KI 0118

蛋白胨Πg·L - 1 01048 MnCl2·4H2O 0112

丙酸ΠmL·L - 1 01525 Na2MoO4·2H2O 0106

营养液ΠmL·L - 1 01575 ZnSO4·7H2O 0112

pH 710 CoCl2·6H2O 0115

EDTA 10

　　本实验通过碳源的变化提供选择压 ,抑制聚糖

菌的生长 ,考察了碳源的种类对系统除磷能力和颗

粒形态的影响. 如表 2 所示 ,采用了 5 种操作模式使

乙酸量逐渐增加 ,丙酸量逐渐减少 ,而 COD 总量保

持在 800 mgΠL不变. 每个状态稳定 1～2 个污泥龄.
表 2 　5 种操作模Πmg·L - 1

Table 2 　Operational model Πmg·L - 1

项目 阶段 1 阶段 2 阶段 3 阶段 4 阶段 5

丙酸 800 600 400 200 0

乙酸 0 200 400 600 800

　　SBR 反应器接种的污泥为北京市酒仙桥城市污

水处理厂具有除磷功能的絮状污泥. 接种量为 4 L ,

接种污泥浓度为7 500 mgΠL.

1. 3 　分析方法

COD 采用 5B21A 型快速测定仪 ; PO
3 -
4 2P 采用氯

化亚锡2还原分光光度法 ; MLSS 采用滤纸重量法 ;

SVI采用标准方法[17 ]
. 污泥中的总磷测定采用标准

方法 ,即以过硫酸钾消解后测定正磷酸盐.

颗粒采用奥林巴斯 BX251 显微镜观察 ,颗粒污

泥的评价指标 (平均粒径、沉降速度、密度、含水率、

完整率系数等根据 Beun 等[5 ] 的方法测定. OUR 采

用 Strathtox 分析仪测定.

PHA 含量的测定采用修正 Bond 等[18 ] 的方法.

清洗过的污泥经离心后去除上清液 ,以冷冻干燥机

冻干 24 h 后称重 ,冻干的污泥放入消解管中 ,加入 2

mL 氯仿和 2 mL 酯化液 (3 %酸化甲醇) ,放入烘箱中
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105 ℃消解过夜 ,冷却后加入 1 mL 蒸馏水剧烈振荡 ,

稳定 30 min 液面明显分层后取出下层 ,用气相色谱

仪分析 ,色谱为安捷仑 6890 系统.

按照 Crocetti 等[19 ]的操作方法进行 FISH 分析.

采用 4 % PFA , 4 ℃条件下对污泥样品固定 2～3 h.

对固定后的污泥样品超声分散 10 min ,将样品滴加

在明胶包被过的载玻片上 ,空气中干燥后先后浸泡

于 50 %、80 %和 98 %的乙醇溶液中脱水 3 min. 杂交

缓冲液组成包括 019 molΠL NaCl、20 mmolΠL Tris2HCl ,

1 % SDS 和甲酰胺 , pH 712. 将荧光标记的寡核苷酸

探针溶解于杂交缓冲液中 ,在 46 ℃下与污泥样品杂

交 2 h. 采用的寡核苷酸探针列于表 3. 杂交结束

后 ,采用洗脱缓冲液在 48 ℃下洗脱 20 min. 在干燥

后的样品上滴加抗荧光衰减液 , 对每个污泥样品随

机拍摄 20 ～ 25 张照片用于定量分析 ( IPP710

Software) .

表 3 　Fish 分析中采用的寡核苷酸探针

Table 3 　16S rRNA 2 targeted oligonucleotide probes used in the experiment

探针 组成 FAΠ% 荧光标记 检测目标 序列

EUB338 — FITC 几乎全部 Eubacteria GCTGCCTCCCGTAGGAGT

PAO462 35 Cy23 CCGTCATCTACWCAGGGTATTAAC

PAOmix1) PAO651 35 Cy23 Accumulibacter phosphatis CCCTCTGCCAAACTCCAG

PAO846 35 Cy23 GTTAGCTACGGCACTAAAAGG

1) PAOmix 由 PAO462∶PAO651∶PAO846 = 1∶1∶1 以摩尔浓度比配制而成[20 ]

2 　结果与分析

本实验从富集聚磷菌 PAO 同时培养好氧颗粒

污泥的角度出发 ,采用北京酒仙桥污水处理厂的普

通活性污泥为接种污泥 ,根据活性污泥状态的变化 ,

从反应器接种启动到 SBR 反应器污泥床完全颗粒

化 ,并且聚磷菌所占比例的逐步提高 ,可分为 3 个

阶段.

211 　启动期

SBR 反应器接种污泥后 ,直接在运行阶段 1 条

件下运行 1 个月左右 ,系统沉淀时间为 15 min ,培养

初期 ,污泥结构松散 ,呈褐色 ,沉淀性能比较差 ,污泥

指数 SVI 为 120 mLΠg , 但是系统具有一定的除磷功

能. 实验采用一系列手段培养颗粒污泥 ,例如提供高

搅拌速度以增加水流剪切力 ,提供曝气量 (DO >

6 mgΠL)来增加传质 ,提供高低负荷交替的营养环境

(每 2 d 配水 1 次 ,由于丙酸自身的挥发性 ,放置了

一段时间后的配水的 COD 降解量很大 ,新鲜配水和

1 d 后的配水的 COD 分别为 800 mgΠL和 600 mgΠL ,

所以系统是在高低负荷交替的情况下运行) . 启动期

后期 ,系统性能发生好转 ,污泥变为黄色 ,并且生长

速度非常快 ,系统生物量增加到6 000 mgΠL.

212 　富含 PAO 颗粒污泥形成期

启动 1 个月后 ,逐渐缩短沉淀时间 (15 min) ,使

沉降性能较差的细小分散污泥不断被洗出 ,虽然剩

余污泥排放量大 ,但是系统仍然可以滞留足够量的

活性污泥. 8 个星期后 ,可以观察到反应器内的污泥

状态发生了很大变化 ,污泥为黄色 ,形成了细小颗

粒 ,颗粒形状不规则 ,平均直径小 (015 mm) ,内部可

见白色的内核 ,颗粒结构紧密 ,密度高 ,形态很像沙

滩的细砂 ,SVI 值锐减到 20 mLΠg左右. 颗粒污泥形

态见图 2 和图 3.

图 2 　肉眼观察到的颗粒污泥

Fig. 2 　Observation of granular sludge by eyes

　　此外 ,扫描电镜图 4 显示了在颗粒内部微生物

的分布和组成. 可以看出 ,颗粒污泥内部聚集了大量

的某类微生物 ,它们呈球状或短杆状 ,成串出现并聚

集在一起 ,没有鞭毛不能运动 ,这与文献[21 ]中报道

的聚磷菌 PAO 的外部特征十分相似. 而在这一时

期 ,培养的颗粒污泥对 COD 的去除率可达 95 % ,对

磷的去除率可达 97 %. 所以推断扫描电镜照片中出

现的大量微生物很可能就是 PAO.

图 5 描述了一个典型周期内的系统对污染物的

去除情况 ,以及污泥系统自身多聚物的变化情况.
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图 3 　好氧颗粒污泥的扫描电镜照片 ( ×200)

Fig. 3 　Configuration of granular sludge ( ×200)

图 4 　颗粒内部的微生物 ( ×5 000)

Fig. 4 　Bacteria inside the granules( ×5 000)

图 5 　SBR系统的典型周期的污染物去除及多聚物合成

Fig. 5 　Pollution removal and polymer formation of SBR in a typical cycle

由图 5 可见 ,强化生物除磷系统中的好氧颗粒

污泥已经成功的驯化. 在厌氧阶段 ,PAO 大量吸收生

物可降解的碳源 ,并且把它们以 PHA 的形式贮存在

体内. 这一过程的能量来自于胞内多聚磷酸盐颗粒

的水解 ,然后以正磷酸盐的形式释放到体外. 在接下

来的好氧阶段 ,PAO 利用 PHA 作为能量进行生长并

且吸磷. 这些污染物以及多聚物的变化充分说明此

时的颗粒污泥已经具备了 PAO 富集污泥的典型

特征.

213 　富含 PAO 的颗粒污泥成熟期

颗粒污泥形成以后 ,本研究采用 FISH技术进行

了种群结构分析. 分析结果显示 ,虽然系统内存在一

定量的聚磷菌 PAO ,但是量不够多 ,而且系统内还存

在着一定量的聚糖菌 GAO , GAO 的生理特性和代谢

途径非常相似 ,它同样在厌氧状态下消耗 COD ,在

体内合成 PHA ,这一过程的能量来自于体内糖原的

分解 ,在接下来的厌氧状态 , GAO 分解 PHA ,并利用

产生的能量生长并合成 PHA. GAO 和 PAO 的唯一

不同是 GAO 的代谢不涉及磷 ,所以它对除磷没有任

何贡献 ,而鉴于两者生态位如此相似 , GAO 和 PAO

经常形成竞争关系 ,在厌氧状态竞争底物. 世界上很

多水厂在崩溃了的 EBPR 系统中都发现了 GAO 的

存在. 据 FISH观察 ,本系统中存在的 GAO 是一类个

体直径较小 ,呈圆形 ,并且每 4 个聚集在一起的微生

物 ,所以判断它们是最近新发现的一种特殊的

GAO ———Alphaproteobacteria GAO , 它对 PAO 是一个

潜在的威胁 ,换言之 ,如果能抑制 Alphaproteobacteria

GAO , PAO 有可能被进一步富集.

有文献报道 , Alphaproteobacteria GAO 比较容易

代谢乙酸 ,不太容易代谢丙酸[22 , 23 ]
,而 PAO 对乙酸

和丙酸的代谢能力基本相同 ,所以本实验从第 2 阶

段开始 ,将碳源逐渐改为丙酸 ,为了不使突然变化导

致系统崩溃 ,分几个阶段逐步递减丙酸 ,增加乙酸.

图6 表示了在碳源从丙酸转化成乙酸的过程中

EBPR 系统除磷的情况.

由图 6 可见 ,随着底物中乙酸含量的增加 ,系统

放磷能力逐渐升高. 厌氧结束时水中正磷酸盐含量

从 120 mgΠL 增加到 200 mgΠL. 同时 ,系统在厌氧段

消耗近乎全部的 COD ,说明 COD 在 PAO 厌氧产

PHB ,放磷的过程中被全部利用 ,系统没有剩余的

COD 滞留到好氧段 ,保证了没有普通异养菌的生

长. 这些都证明了 PAO 的活性逐步提高 , PAO 的含

量逐步增大. 与此同时 ,好氧段结束时污泥 (以 MLSS

计)含磷量也从 0105 mgΠmg升高到 0115 mgΠmg ,说明

胞内含 poly2P 的污泥比普通污泥量高. 在第 1 阶段

和第 5 阶段分别取 2 点 :点 1 和点 2 ,采用 FISH分析

这 2 点的 PAO 占总菌的比例情况 ,结果如图 7 ,通过

碳源的转化 ,系统内微生物种群结构发生了明显的
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变化 ,点 1 中存在 PAO ,但是含量少 ,大约 40 %左右 ,

而点 2 中的 PAO 已占到总菌数的 70 %～80 % ,PAO

进一步被富集 ,成为系统中的绝对优势种群. 所以 ,

本研究富集 PAO 的过程取得了成功.

图 6 　变换碳源时系统吸放磷情况

Fig. 6 　Performance of phosphorus removal of the SBR system

图 7 　点 1 和点 2 的 FISH图

Fig. 7 　FISH analysis of point 1 and point 2

　　另一方面 ,污泥在点 1 和点 2 的颗粒化程度也

表现出了明显的不同 ,颗粒的大小、形状、结构都发

生了质的变化. 点 2 的颗粒污泥大体呈黄白色 ,中间

强度较大 ,呈黄色 ,周围呈绒毛状 ,白色. 这种结构能

使其具有良好的沉降 ,同时又能减少传质阻力并保

证活性污泥具有良好的悬浮性. 点 1 和点 2 的颗粒

污泥形态比较可见图 8.

图 8 　不同培养阶段的颗粒在显微镜下的照片( ×40)

Fig. 8 　Image analysis photographs of the granules by

microscopy( ×40) in different culture period

由图 8 可见 ,接近 215 月的转换碳源培养后 ,颗

粒污泥粒径从 015 mm 增长到 2 mm , 成熟的颗粒呈

圆形或椭圆形 ,结构紧密 ,这对于系统维持稳定的生

物量具有重要意义 ,因为如果颗粒太小 ,容易从反应

器中被洗出 ,并且由于形不成厌氧或缺氧区 ,所含的

微生物种类减少 ,影响对废水的处理效果.

与此同时 ,还检测了颗粒污泥的性能指标 ,结果

如表 4.
表 4 　颗粒污泥在不同培养时期的性能指标

Table 4 　Performance indexes of the granules in different culture period

指标 点 1 点 2

平均粒径Πmm 015 2

沉降速率Πcm·s - 1 015 5

OURΠmg·(g·min) - 1 0. 8 18. 6

密度Πg·cm - 3 1. 003 4 1. 007 5

含水率Π% 98 97

完整率Π% 68. 3 86. 9

　　如表 4 ,同点 1 相比 ,点 2 的颗粒污泥具有良好

的性能 ,点 2 的颗粒污泥密度大 ,含水率低 ,因此在

相同体积下 ,所含生物量大大增加 ,并且具有很好的

沉降性能 ,使后续沉降工艺简化 ,效率明显提高[24 ]
.

同时 ,点 2 的颗粒具有较高的呼吸速率 ,说明它们活

性高 ,代谢能力旺盛. 点 2 的颗粒完整率系数高 ,说

明他们抗水流剪切力强 ,在一定的机械强度下 ,它们

仍保持完整的形态 ,不会瓦解 ,所以不会流失出系

统 ,这是颗粒污泥的关键指标.

3 　讨论

与普通富含 PAO 的活性污泥相比 ,富含 PAO 的
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颗粒污泥具有众多优势.

(1)生物量大 　一般的富集 PAO 的 SBR 系统进

水比为 2Π8
[25 ]

,而由于颗粒污泥密度大 ,单位体积系

统保有的生物量很高. 一般的活性污泥系统生物量

为3 000～4 000 mgΠL , 而颗粒污泥系统可达6 000～

8 000 mgΠL. 如此大的生物量加快污染物的降解速

度 , 同样底物浓度下 ,SBR 进水比提高到 7Π10 ,系统

仍然可以正常运行.

(2)沉淀速度快 　一般的富含 PAO 的污泥结构

松散 ,不易沉降 ,出水中往往会带出悬浮的生物体 ,

污泥龄不好控制 ,且出水 SS 高 ,浑浊 ,而颗粒污泥含

水率低 ,沉降速度快 ,完整率系数高 ,出水澄清 ,几乎

检测不到 SS.

(3)抗 COD 变化能力强 　普通的富含 PAO 的活

性污泥系统 ,由于系统生物量低 ,处理能力有限 ,如

果 COD 变化剧烈 ,尤其是当 COD 大幅提高的情况

下 ,会有一定量的 COD 在厌氧段不能被 PAO 完全利

用 ,而遗留到好氧段 ,诱发普通异养菌的生长 ,导致

系统 PAO 含量的降低 ,甚至引起系统崩溃 ,但是对

于颗粒污泥 ,由于存在传质阻力 , 颗粒污泥生长较

慢. 较高的 COD 负荷甚至有助于克服传质阻力 , 所

以只要在较高的 COD 负荷情况下提高水流剪切力 ,

破碎丝状菌 , 则更有利于形成较为紧密而边界清

晰、沉降性能较好的颗粒污泥.

4 　结论

(1) 以丙酸为底物 ,普通絮状活性污泥为接种

污泥 ,在 SBR 中通过缩短沉淀时间 ,提供水流剪切

力 ,和高溶解氧可以实现富集 PAO 的好氧活性污泥

的颗粒化.

(2) 通过改变碳源种类以造成选择压改变了系

统的种群结构 ,聚糖菌 GAO 被淘汰 ,PAO 进而成为

绝对优势种群.

(3) 培养的富集 PAO 的颗粒污泥对污染物有非

常强的去除能力 ,在本实验负荷情况下 ,对 COD 去

除率可达 94 % ,磷去除率可达 100 %.

(4) 成熟的富集 PAO 的好氧颗粒污泥平均直径

为 2 mm , 白色 , 表面致密 ,外层有毛状物 ,在好氧颗

粒污泥成熟过程中 ,含水率和比重降低 ,表明在试验

条件下形成的好氧颗粒污泥在相同干重情况下具有

更小的体积和更大的生物量.

(5)与普通的富集 PAO 的活性污泥相比 ,富集

PAO的颗粒污泥具有生物量大 ,沉淀速度快 ,抗

COD 冲击负荷能力强等众多优点 ,具有一定的理论

和实际意义.
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