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丙酸质量浓度对丙酸富集培养物降解特性的影响
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摘　 要： 为阐明丙酸质量浓度对厌氧生物处理系统中丙酸降解特性的影响，研究了不同丙酸质量浓度条件下丙酸富集

培养物的降解特性．以丙酸为唯一碳源，通过 １５ 代的传代培养富集到一个中温互营丙酸氧化菌群（包括丙酸氧化菌和产

甲烷菌） ．聚合酶链式反应－变性梯度凝胶电泳（ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ）指纹分析结果表明，该富集培养物中的丙酸氧化菌为

Ｓｙｎｔｒｏｐｈｏｂａｃｔｅｒ， 而嗜氢产甲烷菌和嗜乙酸产甲烷菌分别为 Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 和 Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ． 在污泥接种量为 ０􀆰 ８１ ｇ ／ Ｌ
条件下，当丙酸质量浓度为 １ ０００ ～ ２ ０００ ｍｇ ／ Ｌ 时，丙酸能够被该富集培养物快速降解；而当丙酸质量浓度为２ ５００～
３ ０００ ｍｇ ／ Ｌ时，丙酸降解和乙酸的转化均受到一定程度的抑制，但随着培养时间的延长，该抑制作用逐步解除．较高的丙

酸质量浓度（≥２ ５００ ｍｇ ／ Ｌ）能够对丙酸氧化菌产生可逆性抑制作用．
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　 　 有机废水厌氧生物处理过程是一个复杂的微

生物学过程，需要在水解发酵菌群、产氢产乙酸菌

群和产甲烷菌群的协同作用下才能完成［１－２］ ．丙酸

是废水厌氧生物处理过程中重要的中间代谢产物



之一，其厌氧氧化是一个高度吸能的生化反应，需
要在丙酸氧化菌群和产甲烷菌群的协同作用下才

能完成［１］ ．因此，当厌氧消化系统遇到如有机负荷

提高、ｐＨ 下降等冲击时，丙酸很容易在厌氧生物

处理系统中积累，导致厌氧生物处理系统运行效

能和稳定性下降， 严重时将导致系统的 “酸

化” ［３－４］ ．目前，关于导致厌氧生物处理系统中丙

酸积累因素报道较多的是氢分压和 ｐＨ 值［３－４］ ．也
有研究者发现，当厌氧生物处理系统中丙酸质量

浓度超过一定临界值后，系统内会出现丙酸的大

量积累，进而导致厌氧反应器的“酸化” ［５］ ．为此，
本文利用丙酸富集培养物，研究了不同丙酸质量

浓度条件下丙酸富集培养物的降解特性，并通过

静态摇瓶实验研究不同丙酸质量浓度对丙酸氧化

菌和产甲烷菌代谢活性的影响，以期为阐明厌氧

反应器中丙酸积累与反应器“酸化”之间的因果

关系提供理论支持，为厌氧反应器运行提供参考．

１　 实　 验

１􀆰 １　 种泥来源

接种污泥是取自本实验室正在运行的处理制

糖废水的厌氧折流板反应器（ＡＢＲ）第 ３ 格室厌

氧颗粒污泥．ＡＢＲ 第 ３ 格室为典型的丙酸氧化功

能格室，其进水丙酸平均质量浓度为 １ ２５０ ｍｇ ／ Ｌ，
出水丙酸平均质量浓度为 ２４０ ｍｇ ／ Ｌ，丙酸去除率

为 ８１％，污泥的比丙酸降解率为 ０􀆰 ５１ ｇ ／ （ｇ·ｄ）．
１􀆰 ２　 富集培养

富集培养在 １５０ ｍＬ 的血清瓶中进行．液体培

养基由丙酸（唯一碳源）加基础培养基构成［６］，其
中丙酸质量浓度为 １ ０００ ｍｇ ／ Ｌ．培养基初始 ｐＨ 控

制在 ７􀆰 ５．在氮气保护下将种泥接种到培养基中，
然后置于 ３５ ℃、１５０ ｒ ／ ｍｉｎ 的空气浴恒温摇床中

进行富集培养．当培养基中的丙酸去除率达 ９５％
以上时，将富集培养物转入到新鲜培养基．如此反

复进行传代富集培养．
１􀆰 ３　 ＤＮＡ 提取和 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 分析

采用 ＤＮＡ 提取试剂盒（ＭＯ Ｂｉｏ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，
Ｉｎｃ．， Ｃａｒｌｓｂａｄ， ＣＡ， ＵＳＡ）提取厌氧活性污泥总

ＤＮＡ； ＰＣＲ 及 ＤＧＧＥ 分 析 参 照 文 献 ［ ７ ］ 进 行．
ＰＣＲ 所用引物分别为真细菌通用引物和古细菌

通 用 引 物， 真 细 菌 引 物 序 列 为： ３４１Ｆ，
５′⁃ＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ⁃３′， 带 ＧＣ 夹；９０７Ｒ，
５′－ＣＣＧＴＣ ＡＡＴＴＣＭＴＴＴＧＡＧＴＴＴ⁃３′．古细菌引物序列

为：３４４Ｆ，５′⁃ＡＣＧＧＧＧＹＧＣＡＧＣＡＧＧＣ ＧＣＧＡ⁃３′，带 ＧＣ
夹；９１５Ｒ， ５′⁃ＧＴＧＣＴＣＣＣＣＣＧＣＣＡＡＴ ＴＣＣＴ⁃３′．测序结

果与 ＮＣＢＩ 的 ＢｌａｓｔＸ 进行序列比对，并挑选目标序

列用ＭＥＧＡ ３􀆰 １ 软件构建系统发育树．
１􀆰 ４　 静态摇瓶实验

静态摇瓶实验采用间歇培养方式进行，实验容

器采用 １５０ ｍＬ 的血清瓶．液体培养基由丙酸（唯一

碳源）加基础培养基构成，其中丙酸质量浓度共设

有 １ ０００、１ ５００、２ ０００、２ ５００、３ ０００ ｍｇ ／ Ｌ ５ 个质量

浓度梯度．每个血清瓶中加入 ４０ ｍＬ 培养基，１０ ｍＬ
丙酸富集培养物（ＭＬＶＳＳ 为 １􀆰 １ ｇ ／ Ｌ），培养基和接

种物的体积比为 ４ ∶１．在 ３５ ℃、１５０ ｒ ／ ｍｉｎ 的空气浴

恒温摇床中进行静态摇瓶实验．每个丙酸质量浓度

梯度做 ３ 个平行样，数据分析取其平均值．每 １２ ｈ
测定一次产气量、气体组成，每 ２４ ｈ 测定一次挥发

酸组成及 ｐＨ．
１􀆰 ５　 分析项目及方法

ｐＨ、生物量（以挥发性悬浮固体总量 ＭＬＶＳＳ
计）采用国际标准方法测定［８］，发酵产气量采用

１０～５０ ｍＬ 的玻璃注射器排气计量，并折算为标

准状态体积（０ ℃，１０１􀆰 ３２５ ｋＰａ）．发酵气组分和

挥发酸组成分别采用山东鲁南瑞虹化工仪器有限

公司的 ＳＰ⁃６８００Ａ 型（ＴＣＤ 检测器）和 ＳＰ６８９０ 型

（ＦＩＤ 检测器）气相色谱测定．累计产甲烷量参照

Ｏｗｅｎ 法进行计算［９］ ．

２　 结果与分析

２􀆰 １　 富集培养物的菌群组成解析

丙酸是有机废水厌氧生物处理过程中重要的

中间代谢产物之一，复杂有机物转化成甲烷时

３０％左右的甲烷来自丙酸的氧化［１０］ ．因此，强化厌

氧消化系统中丙酸氧化菌群的代谢活性对于提高

厌氧反应器运行效能及稳定性具有重要意义．本
研究以丙酸为唯一碳源，经过 １５ 代连续传代富集

培养后，得到一个中温互营丙酸氧化菌群．
如图 １ 所示，富集之后的培养物以梭菌、杆菌

和竹节状丝状菌为优势菌．为了进一步了解富集

培养物中微生物的系统发育地位及其功能，采用

ＰＣＲ－ＤＧＧＥ 指纹分析技术对富集前后微生物样

品进行了群落结构解析（图 ２）．从真细菌的 ＤＧＧＥ
图谱（图 ２（ａ））可以看出，富集培养后的微生物

多样性有所下降．随着富集培养的进行，条带 Ｂ１
和 Ｂ２ 的信号显著增强，表明这两个条带所代表

的微 生 物 被 富 集． 条 带 Ｂ１ 和 Ｂ２ 分 别 与

Ｓｙｎｔｒｏｐｈｏｂａｃｔｅｒ ｓｕｌｆａｔｉｒｅｄｕｃｅｎｓ 和 Ｓ． ｗｏｌｉｎｉｉ 的相

似性为 ９７％和 ９５％（图 ３（ａ））．已有研究表明：在
甲烷发酵系统中， Ｓ． ｓｕｌｆａｔｉｒｅｄｕｃｅｎｓ 和 Ｓ． ｗｏｌｉｎｉｉ
可以与产甲烷菌构成产甲烷互营菌群，实现对丙

酸的高效氧化［１１－１２］ ．这个结果暗示了条带 Ｂ１ 和
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Ｂ２ 所代表的微生物可能也可以与产甲烷菌互营

共生降解丙酸．

（ａ）富集前

（ｂ）富集后

图 １　 丙酸富集前后污泥样品扫描电镜图片

　 　 在厌氧生物处理系统中，作为中间代谢产物

的丙酸需要在产甲烷菌群的互营作用下转化为甲

烷［１］ ．因此，对富集前后的微生物样品也进行了古

菌的 １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 指纹分析（图 ２（ｂ））
并构建了系统发育树（图 ３（ｂ））．如图 ２（ｂ）所示，
在丙酸富集培养物中，条带 Ａ１、Ａ２、Ａ３ 和 Ａ４ 所

代表的产甲烷菌为该富集培养物中的优势菌．其
中，条带 Ａ１ 和 Ａ２ 与甲烷丝状菌 Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ
ｃｏｎｃｉｌｉｉ 的相似性在 ９８％ 以上 （图 ３ （ ｂ））． Ｍ．
ｃｏｎｃｉｌｉｉ 只能利用乙酸产生甲烷，是厌氧消化系统

中优势产甲烷菌之一［１３－１４］ ．而条带 Ａ３ 和 Ａ４ 与甲

烷杆菌 Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｂｅｉｊｉｎｇｅｎｓｅ 高度相似，
该菌只能利用氢气或甲酸产甲烷［１５］ ．
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21
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B1

21

▲
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▲▲

▲▲
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（ａ）真细菌　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ｂ）古菌　 　 　
泳道 １，２ 分别为富集前和富集后的污泥样品

图 ２　 丙酸富集前后污泥 ＤＧＧＥ 指纹分析

B1

B2

SyntrophobactersulfatireducensTB8106(NR_043073)

SyntrophobacterwoliniiDB(NR_028020)

SyntrophobacterfumaroxidansMPOB(JQ346744)

0.01

Syntrophobacterpfennigii10092(NR_026232)

（ａ）丙酸氧化菌

Methanobacteriumbeijingense4-1(NR_042895)
MethanobacteriumbeijingenseM4(EU544027)

A3

A4

Methanobacteriumpetrolearium(AB542742)
MethanobacteriumaarhusenseH2�LR(NR_042895)

A2
A1

0.02 Methanothrixsoehngenii(X16932)
Methanothrixsoehngenii(X51423)
Methanosaetaconciliiopfikon(NR028242)

（ｂ） 产甲烷菌

图 ３　 富集培养物中丙酸氧化菌与产甲烷菌的系统发育关系

２􀆰 ２　 丙酸质量浓度对富集培养物降解特性的影响

如图 ４ 所示， 在接种生物量 （ ＭＬＶＳＳ） 为

０􀆰 ８１ ｇ ／ Ｌ 的 条 件 下， 当 丙 酸 质 量 浓 度 小 于

２ ０００ ｍｇ ／ Ｌ 时，该富集培养物表现出较强的降解

丙酸的能力，在接种后的第 ８ ～ １０ ｄ 时，培养液中

９５％以上的丙酸被转化．然而，当丙酸质量浓度为
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２ ５００ ｍｇ ／ Ｌ时，富集培养物对丙酸的降解出现了

明显的停滞期．在接种后的前 ６ ｄ，丙酸降解速率

很低，直到第 ８ ｄ 丙酸降解速率才逐步提高，在 １４
ｄ 后培养液中 ９５％的丙酸才被降解．当丙酸质量

浓度为 ３ ０００ ｍｇ ／ Ｌ 时，该富集培养物对丙酸的降

解速率显著下降，停滞期进一步延长． 直到接种

后的第 １４ ｄ，培养液中丙酸质量浓度仍然保持在

２ ０００ ｍｇ ／ Ｌ 以上，丙酸去除率低于 ３５􀆰 ５％．该结果

与 Ａｍａｎｉ 等［１６］ 的研究基本一致，Ａｍａｎｉ 等发现，
在丙酸质量浓度为 ２ ９８６ ｍｇ ／ Ｌ 条件下的丙酸去

除率较 １ ５４３ ｍｇ ／ Ｌ 条件下降低了 １７％ ［１６］ ．本研

究还发现丙酸质量浓度为 ３ ０００ ｍｇ ／ Ｌ 条件下培

养 １４ ｄ 后，丙酸降解速率逐渐恢复并在第 ２０ ｄ 几

乎降解完毕．
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图 ４　 不同丙酸质量浓度下丙酸降解历时曲线

　 　 以上结果表明，培养液中较高丙酸质量浓度

（≥２ ５００ ｍｇ ／ Ｌ）会对系统中丙酸氧化菌群的代谢

活性产生抑制作用，导致系统中丙酸去除率明显

下降．另外，在较高的丙酸质量浓度下，富集培养

物对丙酸的降解具有明显的停滞期且随着丙酸质

量浓度的提高而延长．在较高的丙酸质量浓度下，
随着培养液中丙酸质量浓度的缓慢下降，丙酸质

量浓度对互营丙酸氧化菌代谢活性的抑制会逐步

解除．由此可见，较高质量浓度的丙酸对丙酸氧化

菌代谢活性的抑制作用属于可逆抑制．
为了考察不同丙酸质量浓度下，培养液的 ｐＨ

变化可能对丙酸降解产生的抑制作用，对不同丙

酸质量浓度培养液的 ｐＨ 随培养时间的变化进行

了分析．由图 ５ 可以看出，在整个丙酸降解过程

中，各丙酸质量浓度下的 ｐＨ 均维持在 ７􀆰 ４ ～ ７􀆰 ８．
已有研究表明，ｐＨ７􀆰 ４～ ７􀆰 ８ 是多数丙酸氧化菌最

适 ｐＨ 范围［１２，１７－１８］ ．由此可见，即使在适宜的 ｐＨ
范围内，较高的丙酸质量浓度也会对丙酸氧化菌

的代谢活性产生直接的抑制作用．
２􀆰 ３　 累计产甲烷量

在产甲烷环境中，丙酸的转化主要依赖丙酸

氧化菌群和产甲烷菌群的协同作用来完成．丙酸

氧化菌将丙酸转化为产甲烷菌可利用的底物乙

酸、Ｈ２ ／ ＣＯ２；反过来，产甲烷菌通过清除丙酸降解

的终产物推动丙酸氧化的进行［１９］ ．因此，产甲烷

活性的高低对于丙酸的氧化十分重要．如图 ６ 所

示，累计产甲烷量的变化趋势与丙酸降解过程一

致．当丙酸质量浓度为 １ ０００，１ ５００ 和 ２ ０００ ｍｇ ／ Ｌ
时，在培养的前 １ ｄ 就表现出较高的活性，并且分

别在第 ５、第 ８、第 １０ 天时累计产甲烷量达到最大

值．当丙酸质量浓度为２ ５００～３ ０００ ｍｇ ／ Ｌ 时，培养

前期产甲烷速率较其他实验组低，随着培养时间

的延续逐渐提高．
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图 ５　 不同丙酸质量浓度下 ｐＨ 变化

　 　 产甲烷菌根据可利用底物的不同分为嗜氢产甲

烷菌和嗜乙酸产甲烷菌．在整个实验过程中，几乎检

测不到 Ｈ２ 积累，可见丙酸质量浓度的高低对于嗜氢

产甲烷菌的活性没有显著的影响．当丙酸质量浓度为

２ ５００ 和 ３ ０００ ｍｇ ／ Ｌ 时，乙酸发生了短暂的积累（图
６），表明高质量浓度的丙酸（＞２ ５００ ｍｇ ／ Ｌ）会对嗜

乙酸产甲烷菌的代谢活性产生抑制作用，且该抑

制作用也属于可逆抑制，而高质量浓度的丙酸对

嗜氢产甲烷菌代谢活性的影响不显著．
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图 ６　 不同丙酸质量浓度下累计甲烷产量历时曲线

　 　 结合图 ４～７ 可以看出，在 ｐＨ 适宜的条件下，
较高质量浓度的丙酸会抑制丙酸氧化菌群的活

性，同时会对嗜乙酸产甲烷菌群的活性造成影响．
因此，在厌氧消化过程中必须尽可能避免丙酸的

积累．另外，在 ｐＨ 适宜的条件下高质量浓度丙酸

只能在一定程度上抑制丙酸氧化菌群的活性，但
不会完全抑制，随着丙酸质量浓度的降低这种抑

制会被解除． 由此可 见， 高 质 量 浓 度 的 丙 酸

（＞２ ５００ ｍｇ ／ Ｌ）对互营丙酸氧化菌代谢活性的抑

制作用属可逆抑制．
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图 ７　 不同丙酸质量浓度下乙酸的变化

３　 结　 论

１）以 ＡＢＲ 反应器第 ３ 格室厌氧颗粒污泥为种

泥，丙酸为唯一碳源，在 ３５ ℃条件下经过 １５代的连续

传代培养，富集到以丙酸氧化菌 （Ｓｙｎｔｒｏｐｈｏｂａｃｔｅｒ） 和

产甲烷菌（Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ ｃｏｎｃｉｌｉｉ和Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｂｅｉｊｉｎｇｅｎｓｅ） 为优势菌的富集培养物．

２）在中温（３５ ℃）和中性（ｐＨ ７􀆰 ４）条件下，
高质量浓度的丙酸（＞２ ５００ ｍｇ ／ Ｌ）会对丙酸氧化

菌的代谢活性产生显著的抑制作用，且该抑制作

用属于可逆抑制．而高质量浓度的丙酸对产甲烷

菌代谢活性的影响不明显．
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