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产蛋白酶混合菌系对碱性剩余污泥水解酸化的影响
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摘　 要： 为提高剩余污泥水解酸化过程中挥发性脂肪酸（ＶＦＡｓ）的累积，从剩余污泥中分离产蛋白酶活力较高的耐碱细菌，并
构建产蛋白酶混合菌系． 将其接种于碱性（ｐＨ １０．０）发酵剩余污泥的不同发酵时期，评价其对溶解性有机化合物和ＶＦＡｓ 累积的

影响，探讨利用剩余污泥生产 ＶＦＡｓ 的最佳条件． 从剩余污泥中分离到 ２ 株产蛋白酶活力较高的耐碱细菌，并构建产蛋白酶混

合菌系． 在发酵初期接种混合菌系效果最显著，且可缩短发酵启动时间 ２ ｄ． 发酵初期接种混合菌系后，溶解性蛋白质和 ＶＦＡｓ
质量浓度在第 ８天均达到最高值，分别为未接种混合菌系样品中相应值的 １．２５和 １．４１倍，分别占溶解性化学需氧量（ＳＣＯＤ）总
量的 ２９．８７％和４４．５４％． 乙酸和丙酸为剩余污泥水解酸化过程中 ＶＦＡｓ 的主要组分，分别占 ＶＦＡｓ 总量的 ５０．６９％和 １８．１９％．
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　 　 活性污泥法能够有效地处理各种类型的污

水，但会产生大量的剩余污泥［１］ ． 剩余污泥中含

有大量的有机或无机污染物及病原体，处置不当

会污染环境并影响人类健康［２］ ． 此外，剩余污泥



的处理费用约占污水处理厂运行成本的 ６０％［３］ ．
因此，采用适当方法对污泥进行处理和处置成为

污水处理厂的首要任务［４］ ． 目前，剩余污泥的处

理及处置方法多种多样，如焚烧、填埋、海洋倾弃

等［５－６］ ． 然而这些方法均会对环境产生负面影响．
生物营养物质（氮和磷）的去除是减轻水体富营

养化的一种有效途径． 污水中易于生物降解的有

机物，如挥发性脂肪酸（ｖｏｌａｔｉｌｅ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ， ＶＦＡｓ）
显著影响着生物营养物的去除效率． 然而，污水

中 ＶＦＡｓ 质量浓度往往较低． 污水生物处理时如

人为添加外碳源，会在一定程度上增加运营成本．
近年的研究表明，污泥发酵产生的 ＶＦＡｓ 既可作

为生物营养物去除的内碳源，又可起到污泥减量

的作用，从而降低运营成本［７－８］ ．
污泥厌氧消化包括水解、酸化和产甲烷 ３ 个阶

段． 水解反应通常被认为是污泥厌氧消化的限速步

骤，该反应产生的 ＶＦＡｓ 可被产甲烷菌利用［９］ ． 为

了降低水解阶段的影响，各种预处理方法已应用于

加速污泥水解或改善污泥厌氧消化工艺［１０－１１］ ． 蛋

白质和碳水化合物是剩余污泥中的主要有机物，在
剩余污泥酸化阶段可以被转化为 ＶＦＡｓ，且乙酸和

丙酸是污水处理厂用于脱氮除磷工艺优选的有机

碳源［ １２－ １４］ ． 近年的研究表明，污泥厌氧发酵过程中

ｐＨ 及污泥中微生物群落结构显著影响 ＶＦＡｓ 的产

量及组分［４， １４ － １５ ］ ． 然而，关于接种微生物对剩余污

泥水解酸化过程中 ＶＦＡｓ 产量影响的研究却鲜有

报道． 本研究从剩余污泥中分离产蛋白酶活力较高

的耐碱细菌，并构建产蛋白酶混合菌系． 将该混合

菌系接种于碱性（ｐＨ １０．０）发酵剩余污泥的不同时

期，评价其在碱性条件下对溶解性化学需氧量

（ＳＣＯＤ）、溶解性蛋白质和碳水化合物、ＶＦＡｓ 等的

影响，探讨利用剩余污泥生产 ＶＦＡｓ 的最佳条件．
同时有助于了解 ＶＦＡｓ 积累的机制，有益于剩余污

泥的资源化利用．

１　 实　 验

１．１　 污泥来源

实验所用剩余污泥均取自哈尔滨太平污水处

理厂二沉池． 污泥取回后静置 ２４ ｈ，弃上清液，于
４ ℃保存备用． 浓缩后的剩余污泥 ｐＨ 为 ６．８２，总
固体 （ ＴＳ） 质量浓度为 １３．６８ ｇ ／ Ｌ，挥发性固体

（ ＶＳ ） 质 量 浓 度 为 １０． ３６ ｇ ／ Ｌ， ＳＣＯＤ 为

１４２．２１ ｍｇ ／ Ｌ， 溶 解 性 蛋 白 质 质 量 浓 度 为

７６．３２ ｍｇ ／ Ｌ，溶解性碳水化合物为 ３０．８７ ｍｇ ／ Ｌ．
１．２　 培养基

基础培养基：１０ ｇ 脱脂奶粉，３ ｇ 酵母提取物，

０．５ ｇ 氯化钠，６．７ ｇ 硫酸铵，０．５ ｇ 硫酸镁，０．７ ｇ 磷

酸二氢 钾， １． ２ ｇ 磷 酸 氢 二 钾， １ Ｌ 蒸 馏 水，
ｐＨ １０．０，１２１ ℃灭菌 ２０ ｍｉｎ．

透明圈培养基：１０ ｇ 脱脂奶粉，５ ｇ 蛋白胨，
２．５ ｇ酵母提取物，１０ ｇ 可溶性淀粉，０．５ ｇ 磷酸二

氢钾，０．５ ｇ 硫酸镁，１ ｇ 氯化钠，２０ ｇ 琼脂，１ Ｌ 蒸

馏水，ｐＨ １０．０，１２１ ℃灭菌 ２０ ｍｉｎ．
产酶液体培养基：４０ ｇ 葡萄糖，２０ ｇ 蛋白胨，

１． ４ ｇ 磷酸氢二钠，０． ６ ｇ 氯化钙，０． ４ ｇ 硫酸镁，
１ Ｌ蒸馏水，ｐＨ ７． ０～７． ２，１２１ ℃灭菌 ２０ ｍｉｎ．

ＬＢ 培养基：１０ ｇ 胰蛋白酶胨，５ ｇ 酵母提取

物，５ ｇ 氯化钠，１ Ｌ 蒸馏水，ｐＨ ７． ０ ～ ７． ２，１２１ ℃
灭菌 ２０ ｍｉｎ．
１．３　 菌株的分离鉴定及蛋白酶活力的测定

将 １ ｇ 剩余污泥接种于 ２５０ ｍＬ 基础培养基

中，１２０ ｒ ／ ｍｉｎ、３０ ℃厌氧培养 ４８ ｈ． 将培养液适当

稀释后涂布于琼脂基础培养基中，３０ ℃厌氧培养

４８ ｈ． 挑选长势良好的单菌落，并重复以上步骤直

至获得纯培养． 将初筛获得的菌株分别涂布于透

明圈培养基中，３０ ℃厌氧培养 ４８ ｈ，挑取水解圈

直径与菌落直径比值较大的单菌落，并分别接种

于不同条件下的产酶液体培养基中，厌氧培养

４８ ｈ后，采用 Ｆｏｌｉｎ 试剂显色法测定其酶活力［１６］ ．
ｐＨ １０．０、３０ ℃条件下，以 １ ｍＬ 酶液每分钟水解

酪蛋白产生 １ μｇ 酪氨酸所需酶量定义为 １ 个酶

活力单位． 将分离获得的产蛋白酶活力较高的菌

种进行鉴定，具体方法见文献［１７］． 测序得到的

１６Ｓ ｒＤＮＡ 序列提交至 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库，并通过

ＮＣＢＩ 的 ＢＬＡＳＴＮ 程序对测序结果进行同源性分

析，获得相关种属的序列信息，采用 ＭＥＧＡ５．１ 软

件进行系统发育分析．
１．４　 混合菌系的构建

将分离到的菌株分别接种于 ２５０ ｍＬ ＬＢ 培养

基中，１２０ ｒ ／ ｍｉｎ、３０ ℃厌氧培养 １２ ｈ 后，调节培养

基 ｐＨ 至 １０．０，１２０ ｒ ／ ｍｉｎ、３０ ℃继续厌氧培养 ３６ ｈ，
使菌株能够在接种污泥后快速适应碱性发酵条件．
发酵液分别以 ６ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，弃上清液，
菌体沉淀用无菌水洗涤并离心 ２ 次． 以无菌水分别

将各菌体质量浓度调节至 ＯＤ６００为 ０．８，并将其 １ ∶ １
混匀后作为接种物，即混合菌系．
１．５　 序批实验

本研究采用序批式发酵，用 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＮａＯＨ
溶液将 ３．５ Ｌ 剩余污泥调节 ｐＨ 至 １０．０ 后，平均分

配到 ０～４ 号反应瓶（１ Ｌ 锥形瓶）中，保证污泥性

质、质量浓度及颗粒大小一致． １ ～ ４ 号反应瓶分

别在剩余污泥水解酸化第 ０ 天、５ 天、１０ 天和
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１５ 天将混合菌系以 ５％的接种量进行添加． ０ 号

反应瓶为对照，添加与接种量一致的无菌水，以保

证污泥质量浓度一致． 每种处理 ３ 个平行重复，
１００ ｒ ／ ｍｉｎ、３０ ℃振荡器内发酵 ２０ ｄ． 使用 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ
的 ＮａＯＨ 溶液调节 ｐＨ，每 ６ ｈ 调节各反应瓶内 ｐＨ
１ 次，保证 ｐＨ 稳定在 １０．０±０．３． 每 ４８ ｈ 取各反应

瓶中发酵污泥 １０ ｍＬ，１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心后立即用

细菌滤器过滤，测定上清液中 ＳＣＯＤ、溶解性蛋白

质、溶解性碳水化合物和 ＶＦＡｓ 等指标． 实验前及

每次调节 ｐＨ 或取样后，各反应瓶均通入氮气

５ ｍｉｎ以保证驱除瓶内氧气，并用橡胶塞密封．
１．６　 分析方法

ＳＣＯＤ 按照标准方法测定［１ ８ ］；溶解性蛋白质

质量浓度的测定采用国家标准方法［１ ９ ］；溶解性

碳水化合物采用苯酚－硫酸法测定［ ２０ ］；ＶＦＡｓ 质

量浓度的测定采用气相色谱法（安捷伦 ６８９０Ｎ 色

谱分析仪，ＦＩＤ 检测器） ［１ ５ ］ ．

２　 结果与讨论

２．１　 菌种的分离及鉴定

从剩余污泥中共分离到 １７ 株细菌，通过初筛

得到 ６ 株生长稳定的耐碱细菌，进一步复筛获得

２ 株产蛋白酶活力较高的耐碱细菌，分别命名为

ＨＩＴ－０１ 和 ＨＩＴ－０２． 经鉴定，这 ２ 株细菌均为芽孢

杆菌属 （Ｂａｃｉｌｌｕｓ） 细菌． 在 ＬＢ 琼脂培养基上生

长时，菌株 ＨＩＴ－０１ 形成的菌落呈浅黄色、边缘整

齐、菌落扁平、表面干燥、不易挑起． 菌株 ＨＩＴ－０２
形成的菌落呈乳白色、边缘呈锯齿形、菌落中心微

凸起、表面湿润、易挑起． ２ 株细菌在 ｐＨ ６．０～１１．０
条件下均能生长． 经镜检，２ 株细菌均为革兰氏阳

性芽孢杆菌． 其 ＧｅｎＢａｎｋ 登陆号分别为 ＫＦ７３８６６３
和 ＫＦ７３８６６４． 为显示菌株 ＨＩＴ－０１ 和 ＨＩＴ－０２ 与

已知细菌之间的亲缘关系及其系统地位，将其

１６Ｓ ｒＤＮＡ 序列在 ＧｅｎＢａｎｋ 中进行同源序列比对．
Ｂｌａｓｔ 分析结果表明，菌株 ＨＩＴ－０１ 的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序

列与 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ （ＤＱ９９３６７４）相似性达 ９９％．
菌株 ＨＩＴ － ０２ 的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列与 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ．
（ＡＢ２４３８４３）相似性达 ９８％． 采用 ＭＥＧＡ ５．１ 构建

系统发育进化树，用 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ 法对其评价．
由图 １ 可知，菌株 ＨＩＴ － ０１ 与 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ
（ＤＱ９９３６７４）、 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ （ ＥＦ４３３４０７） 和

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ （ＫＦ１５６７８５）相似性较

高，聚为一簇． 菌株 ＨＩＴ－０２ 与 ＧｅｎＢａｎｋ 中获得的

其他 １５ 个已知细菌序列相似性较高，聚为一簇．

节点上的数字表示 １０００ 自展后的数值

图 １　 菌株 ＨＩＴ－０１ 和 ＨＩＴ－０２ １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列与其近缘物种的系统发育树
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２．２　 菌株产酶状况

２．２．１　 培养温度对菌株产酶的影响

将菌株 ＨＩＴ－０１ 和 ＨＩＴ－０２ 分别接入产酶液体

培养基中，分别于 ２５，３０，３５，４０，４５ ℃下，１２０ ｒ ／ ｍｉｎ
厌氧培养 ４８ ｈ，以最高酶活力为 １００％，其他与之相

比计算相对酶活力，研究温度对菌体产酶的影响．
由图 ２ 可知，菌株 ＨＩＴ－０１ 和 ＨＩＴ－０２ 蛋白酶均在

３０ ℃时酶活力最高，温度降低或升高酶活力反而

降低． 当温度超过 ４０ ℃时，蛋白酶活力急速下降．
因此，最适产酶温度均为 ３０ ℃．
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图 ２　 培养温度对菌株产酶的影响

２．２．２　 培养基初始 ｐＨ 对菌株产酶的影响

将菌株 ＨＩＴ－０１ 和 ＨＩＴ－０２ 分别接入 ｐＨ 为

７．０，８．０， ９．０， １０．０， １１．０ 的产酶液体培养基中，
３０ ℃、１２０ ｒ ／ ｍｉｎ 厌氧培养 ４８ ｈ，研究 ｐＨ 对菌体

产酶的影响． 由图 ３ 可知，培养基初始 ｐＨ 对菌株

ＨＩＴ－０１ 和 ＨＩＴ－０２ 产酶影响均较大，随着 ｐＨ 的

升高，蛋白酶活力逐渐升高． ｐＨ 为 １０．０ 时，产酶

活力均最高． 随着 ｐＨ 继续升高，蛋白酶活力急剧

下降． 因此，最适产酶 ｐＨ 均为 １０．０．
100

80

60

40

20

0

相
对
酶
活
力
/%

7 8 9 10 11

HIT-01
HIT-02

pH

图 ３　 培养基初始 ｐＨ 对菌株产酶的影响

２．２．３　 碳源和氮源对菌株产酶的影响

分别以蔗糖、麦芽糖、乳糖、可溶性淀粉代替

产酶液体培养基中的葡萄糖，以葡萄糖作对照，
３０ ℃、ｐＨ １０．０、１２０ ｒ ／ ｍｉｎ 厌氧培养 ４８ ｈ，分析碳

源对菌株产酶的影响． 由图 ４ 可知，不同碳源对

菌株产酶的影响较大，菌株 ＨＩＴ－０１ 和ＨＩＴ－０２均
是以葡萄糖作为唯一碳源时产酶活力最高．
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图 ４　 不同碳源对菌株产酶的影响

　 　 分别以 ＮＨ４ＮＯ３、（ＮＨ４） ２ＳＯ４、ＫＮＯ３和酪蛋白

代替产酶液体培养基中的蛋白胨，以蛋白胨作对

照，３０ ℃、ｐＨ １０．０、１２０ ｒ ／ ｍｉｎ 厌氧培养 ４８ ｈ，分析

氮源对菌株产酶的影响． 由图 ５ 可知，不同氮源

对菌株产酶的影响也较大， 菌株 ＨＩＴ － ０１ 和

ＨＩＴ－０２均是以蛋白胨作为唯一氮源时产酶活力

最高．
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图 ５　 不同氮源对菌株产酶的影响

２．３　 混合菌系对 ＳＣＯＤ 的影响

水解阶段被认为是剩余污泥厌氧发酵的限速

步骤，ＳＣＯＤ 的变化可在一定程度上反映污泥的

水解程度［２ １ ］ ． 此外，增加污泥水解速率或减少产

甲烷菌对 ＶＦＡｓ 的利用，能够在一定程度上加速

ＳＣＯＤ 的累积［２ ２ ］ ． 由图 ６ 可知，随着发酵时间的

增加，各反应瓶中 ＳＣＯＤ 均迅速增加，且 １ 号反应

瓶增 加 最 明 显， 在 发 酵 第 ８ 天 达 到 最 高 值

（７ １３２．１３ ｍｇ ／ Ｌ），随后 ＳＣＯＤ 缓慢降低，但始终

高于其他反应瓶． 而 ０ 号反应瓶 ＳＣＯＤ 增加相对

缓 慢， 在 发 酵 第 １０ 天 达 到 最 高 值， 为

５ ２６８．７０ ｍｇ ／ Ｌ，仅为 １ 号反应瓶中 ＳＣＯＤ 最高值

的 ０．７４ 倍，随后缓慢下降． 此外，Ｌｅｅ 等［２３］研究表

明，ＳＣＯＤ 变化与有机物降解及微生物代谢的综
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合作用有关． 因此，发酵的起始阶段添加混合菌

系能够加速剩余污泥水解，ＳＣＯＤ 增加最明显．
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图 ６　 ＳＣＯＤ 与发酵时间关系

２．４　 混合菌系对溶解性蛋白质和碳水化合物的影响

蛋白质和碳水化合物是微生物细胞胞外聚合

物的主要成分［ ２ ４ ］，在剩余污泥水解酸化过程中，
碱性作用于耐碱能力较弱的微生物细胞，可使其

细胞间的絮状结构物和胞外聚合物分解，进而成

为溶解性的 ＣＯＤ． 由图 ７ 可知，１ 号反应瓶中蛋白

质质量浓度始终高于其他反应瓶，且在发酵前 ４ ｄ
质量浓度迅速增加，而后增速缓慢，在发酵第 ８ 天

达到最高值（２ １３０． ４３ ｍｇ ／ Ｌ），占 ＳＣＯＤ 总量的

２９．８７％，为 ０ 号反应瓶中蛋白质质量浓度最高值

的 １．２５ 倍，随后其质量浓度缓慢降低． １ 号反应

瓶中较高的溶解性蛋白质质量浓度在一定程度上

为 ＶＦＡｓ 的产生提供了物质基础．
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图 ７　 溶解性蛋白质的变化

　 　 由图 ８ 可知，溶解性碳水化合物与溶解性蛋

白质质量浓度变化趋势相似． １ 号反应瓶中碳水

化合物质量浓度始终高于其他反应瓶，在发酵的

前 １０ ｄ 碳水化合物质量浓度增加较快，在发酵第

１４ 天达到最高值（６１９．７７ ｍｇ ／ Ｌ），仅占 ＳＣＯＤ 总

量的 ９．０９％，为 ０ 号反应瓶中碳水化合物质量浓

度最高值的 １．３１ 倍，随后其质量浓度缓慢降低．
此外，由图 ７、８ 可知，溶解性蛋白质质量浓度始终

明显高于溶解性碳水化合物，这与剩余污泥中蛋

白质具有较高的质量浓度相对应．
２．５　 混合菌系对 ＶＦＡｓ 累积及组分的影响

由图 ９ 可知，剩余污泥中 ＶＦＡｓ 的初始质量

浓度仅为 ２０．３５ ｍｇ ／ Ｌ，随着发酵时间的增加，各处

理中 ＶＦＡｓ 的质量浓度均经历了一段迅速上升时

期，当其质量浓度达到峰值后缓慢下降． １ 号反应

瓶 ＶＦＡｓ 质量浓度增加速度最快，在发酵第 ８ 天

达到最高值（３ １７６． ７５ ｍｇ ／ Ｌ），占 ＳＣＯＤ 总量的

４４．５４％，为 ０ 号反应瓶中 ＶＦＡｓ 质量浓度最高值

的 １．４１ 倍，随后 ＶＦＡｓ 质量浓度缓慢降低，并在发

酵第 １４ 天后趋于平稳． ＶＦＡｓ 的组分也能够在一

定程度上反映污泥水解程度． 对 １ 号反应瓶中剩

余污泥水解酸化产生的 ＶＦＡｓ 组分进行了分析．
在剩余污泥水解酸化的整个过程中，各种挥发酸

组分占 ＶＦＡｓ 总量的比例始终稳定，且乙酸所占

比例最高，平均为 ５０．６９％． 其次为丙酸，平均为

１８．１９％，戊酸所占比例最低，仅为 ４．０９％． 结果表

明，在剩余污泥水解酸化过程中接种混合菌系能

够提高 ＶＦＡｓ 产量，而且能够缩短产酸发酵的启

动时间．

2 4 6 8101214161820

700

600

500

400

300

200

100

0

ρ(
溶
解
性
碳
水
化
合
物
)/（

m
g?
L-

1 ）

未接种
接种0d
接种5d
接种10d
接种15d

t/d

图 ８　 溶解性碳水化合物的变化
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图 ９　 ＶＦＡｓ 的变化

３　 结　 论

１）在剩余污泥中分离获得 ２ 株耐碱且产蛋

白酶活力较高的芽孢杆菌属细菌，并构建了产蛋

白酶混合菌系．
２）通过研究菌株生长特性和检测发酵产物，

确定应用该混合菌系进行剩余污泥产酸发酵的适

宜条件为：发酵初期以 ５％的接种量添加该混合

菌系后，３０ ℃、ｐＨ １０．０ 条件下厌氧发酵 ８ ｄ．
３）在发酵初期接种该混合菌系，可缩短发酵

·７３·第 １２ 期 接伟光， 等： 产蛋白酶混合菌系对碱性剩余污泥水解酸化的影响



启动时间 ２ ｄ，ＳＣＯＤ、溶解性蛋白质和 ＶＦＡｓ 的质

量浓度均可在发酵第 ８ 天达到最高值，且显著高

于其他反应瓶中相应值． 溶解性蛋白质和 ＶＦＡｓ
分别占 ＳＣＯＤ 总量的 ２９．８７％和 ４４．５４％．

４）乙酸和丙酸为剩余污泥水解酸化过程中

产生的主要短链挥发酸，分别占 ＶＦＡｓ 总量的

５０．６９％和 １８．１９％．
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