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用于合成 ＰＨＡ活性污泥的驯化培养

张　琦，高大文，陶　
（哈尔滨工业大学 城市水资源与水环境国家重点实验室，１５００９０哈尔滨）

摘　要：活性污泥用于可降解塑料聚羟基烷酸酯（ｐｏｌｙｈｙｄｒｏｘｙａｌｋａｎｏａｔｅ，ＰＨＡ）生产前需进行驯化培养，以增
强其合成能力．为提高ＰＨＡ产量，对比考察了单阶段驯化和双阶段驯化两种模式对底物利用、活性污泥性质
以及合成ＰＨＡ的影响．结果表明：单阶段模式下乙酸利用速率为８８ｍｇ／（Ｌ·ｍｉｎ），活性污泥质量浓度为
２０００ｍｇ／Ｌ左右，ＰＨＡ单位乙酸合成效率为０１９ｇ／ｇ，ＰＨＡ含量在进水后９０ｍｉｎ时达到最大值；双阶段模式
下各项指标均有提高，利用率为２７３ｍｇ／（Ｌ·ｍｉｎ），活性污泥质量浓度为４５００ｍｇ／Ｌ左右，ＰＨＡ单位乙酸
合成效率提高到０２４ｇ／ｇ，ＰＨＡ含量在进水后３０ｍｉｎ时达到最大值．因此，双阶段模式比单阶段模式更适于
培养具有高ＰＨＡ合成能力的活性污泥．
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　　目前，聚羟基烷酸酯（ＰＨＡ）的微生物合成已
实现产业化，且基本采用纯菌发酵方式完成．但纯
菌发酵方式的生产成本高昂，产品在可生物降解

的包装材料、组织工程材料、缓释材料等方面有广

阔的应用前景，只有进一步降低成本才可能被更

广泛应用［１］．活性污泥法是目前最有效的污水生
物处理法之一，有研究证明在污水处理过程中存

在ＰＨＡ合成现象［２］．目前已有采用市政废水［３］、

糖蜜废水［４－５］和制橄榄油废水［６］等经厌氧酸化处

理后作为活性污泥的底物来合成ＰＨＡ的报道，在
废水处理过程中合成 ＰＨＡ既能实现污水和污泥
的资源化，还能降低 ＰＨＡ的生产成本．利用废水
培养活性污泥生产 ＰＨＡ的过程一般包括废水厌



氧处理、活性污泥驯化以及 ＰＨＡ合成 ３个阶
段［７－８］，如图１所示．合成 ＰＨＡ活性污泥驯化培
养的研究结果证明，外部营养物质的供给在充足

和缺乏状态间动态变化，有利于活性污泥中合成

ＰＨＡ的微生物富集，还能够促进合成能力的提
高，这种培养方式被称为丰盛 －饥饿模式（或称
好氧动态补料工艺，ＡＤＦ）［９］．多数研究中活性污
泥的驯化培养和ＰＨＡ的合成培养都采用 ＡＤＦ工
艺，取得的最高 ＰＨＡ产量可达细胞干质量的
８９％．目前的研究重点为ＰＨＡ合成阶段培养条件
的优化（ＤＯ、ｐＨ值、碳氮比、碳磷比等）［１０－１２］．研
究表明，底物中氮和磷的质量浓度过高或过低都

不利于ＰＨＡ合成，且其中氮源质量浓度对其影响
更为明显［１２］．在各研究中驯化阶段所采用的底物
组成和培养方式等一般与合成期保持一致，但未

有结果表明与 ＰＨＡ合成阶段相似的培养方式对
活性污泥的驯化也最有效，而且关于驯化条件的

优化研究也鲜见报道．

!"#!

"#

$%

& $'()

!"#*+

, %'-)

./ !"#

*+01

2345

678

9 &'-)

:;<=

2>?

@8

A@8BC '(#DEFGH

:;

I=

JKLM

'(#

图１　ＰＨＡ３阶段合成工艺流程

　　为了提高活性污泥的驯化效果，增加ＰＨＡ的
产量，对比研究了单阶段模式和双阶段模式下所

驯化活性污泥的底物利用速率、污泥性质和 ＰＨＡ
产量，证明了双阶段模式更适于培养合成ＰＨＡ的
活性污泥．

１　试　验
１１　活性污泥及培养设备

用于接种的活性污泥取自哈尔滨市某污水处

理厂Ａ／Ｏ工艺二沉池．污泥接种后，反应器内污泥
质量浓度为８００ｍｇ／Ｌ左右，ＳＶＩ为７０ｍＬ／ｇ．

利用好氧序批式反应器（ＳＢＲ）对活性污泥进
行驯化培养，反应器的有效容积为１Ｌ，每周期进
水体积为０５Ｌ．采用ＡＤＦ工艺进行培养，曝气量
为１Ｌ／ｍｉｎ，培养温度为室温（１８～２０℃）．
１２　人工废水组成

本试验中所利用的废水全部为人工配水，其

中模拟酸化废水为驯化活性污泥的主要底物，由

营养液和少量微量元素液组成，每升配水中加入

２ｍＬ的微量元素液，进水 ｐＨ为６６～６７；模拟
生活污水应用在双阶段驯化模式的过渡驯化期，

ＣＯＤ为６００ｍｇ／Ｌ左右，ＢＯＤ５为２８０ｍｇ／Ｌ左右．
两种配水组成及质量浓度如表１、２所示．

表１　模拟酸化废水的组成 ｍｇ·Ｌ－１

营养液 ρ 微量元素液 ρ
ＣＨ３ＣＯＯＮａ·３Ｈ２Ｏ ４０００ ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ １０００

ＮＨ４Ｃｌ
１７０（单阶段） Ｈ３ＢＯ３ １５０
３００（双阶段） ＣｏＣｌ２·６Ｈ２Ｏ １５０

Ｋ２ＨＰＯ４ ９２ ＭｎＣｌ２·４Ｈ２Ｏ １２０
ＫＨ２ＰＯ４ ４５ ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ １２０
ＭｇＳＯ４ ６００ Ｎａ２ＭｏＯ４·２Ｈ２Ｏ ６０
ＥＤＴＡ １００ ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ ３０

ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ ７０ ＫＩ ３０

表２　模拟生活污水组成 ｍｇ·Ｌ－１

成分 ρ 成分 ρ

牛肉膏 ６８ （ＮＨ４）２ＳＯ４ １１２

蛋白胨 １３２ ＫＨ２ＰＯ３ ４８８

淀粉 ２６８ ＭｇＳＯ４ ６６

葡萄糖 ２００

１３　试验方法
　　单阶段驯化模式：将取自污水处理厂二沉池的
活性污泥混合液接种到 ＳＢＲ反应器中，利用模拟
酸化废水进行驯化培养，ＳＢＲ周期为１２ｈ（包括曝
气６６０ｍｉｎ，静沉４０ｍｉｎ，进水、排水各１０ｍｉｎ），每
日排出１００ｍＬ污泥混合液，污泥龄（ＳＲＴ）为１０ｄ
（见表３）．

双阶段驯化模式：培养过程分为过渡驯化和

继续驯化两个时期．过渡驯化期：ＳＢＲ周期为８ｈ
（包括曝气 ４２０ｍｉｎ，静沉 ４０ｍｉｎ，进水、排水各
１０ｍｉｎ），每天运行３个周期，不排泥．活性污泥接
种后先利用模拟生活污水进行培养，运行１ｄ后，
进水中模拟生活污水量每日减半，不足部分用模

拟酸化废水补充．运行到第３天时进水中的模拟
生活污水仅占１／８，到第４天开始完全用模拟酸
化废水进行培养，再继续运行２ｄ，完成过渡驯化．
继续驯化期：延长 ＳＢＲ周期到 １２ｈ（包括曝气
６６０ｍｉｎ，静沉４０ｍｉｎ，进水、排水各１０ｍｉｎ），每昼
夜运行两个周期，每日排出１００ｍＬ污泥混合液，
控制污泥龄为１０ｄ，继续驯化至污泥质量浓度以
及活性污泥对各物质的代谢（碳源、ＰＨＡ）都达到
稳定状态（见表３）．

表３　运行参数对比

模式 配水 周期／ｈ ＳＲＴ／ｄ

单阶段 模拟酸化废水 １２ １０

双阶段

过渡驯化期

继续驯化期

模拟酸化废水＋

模拟生活污水

模拟生活

污水

８

１２

０

１０
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１４　检测方法
从反应器中取４ｍＬ样品，离心后使固液分

离，上层清液用于乙酸质量浓度检测，下层固体为

活性污泥，用于ＰＨＡ含量检测．
ＰＨＡ质量分数检测［１２］：将样品至于－２０℃冰

箱中，完全冷冻后放置于真空冷冻干燥机中冻干；冻

干后的样品经称重后加入２ｍＬ氯仿和２ｍＬ苯甲
酸、甲醇和硫酸混合溶液中，１０５℃消解；再加入超纯
水，经充分振荡后低温静置使液体分层，吸取下层有

机相，利用气相色谱和ＦＩＤ检测器测定含量．
乙酸质量浓度检测：先将样品透过０４５μｍ

的滤膜，去除样品中的微生物等杂质；再加入甲酸

酸化，以环己酮和乙酸丁酯为内标物，利用气象色

谱和ＦＩＤ检测器检测质量浓度．
试验中测定的其他指标主要有 ＮＨ４－Ｎ、溶

解性正磷酸盐（ＳＯＰ）、ＭＬＳＳ、ＭＬＶＳＳ，检测方法采
用国家环保总局颁布的标准方法［１３］．

２　结果与分析
２１　底物代谢

利用单阶段驯化模式进行培养的反应器内乙

酸、氨氮和正磷酸盐的质量浓度都在进水后

９０ｍｉｎ内显著降低，其中乙酸和氨氮被完全利用；
磷酸盐相对过量，９０ｍｉｎ后质量浓度保持在
３０ｍｇ／Ｌ左右．在底物快速消耗阶段，其利用速率
分别 为 乙 酸 ８８ ｍｇ／（Ｌ· ｍｉｎ），氨 氮
０３ｍｇ／（Ｌ·ｍｉｎ），正磷酸盐０３ｍｇ／（Ｌ·ｍｉｎ）．
底物中各物质质量浓度随时间变化见图２所示．
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图２　单阶段培养体系中营养物质质量浓度变化

　　以双阶段驯化模式运行的反应器内活性污泥
对底物的利用情况有所不同．乙酸在进水的前
３０ｍｉｎ内被快速利用，之后其质量浓度保持在较
低水平，利用速率为２７３ｍｇ／（Ｌ·ｍｉｎ）；进水氨
氮质量浓度为４６ｍｇ／Ｌ，前１２０ｍｉｎ内氨氮质量浓
度快速下降，之后降速变缓，到周期结束时出水氨

氮质量浓度为１４２ｍｇ／Ｌ，快速消耗期的吸收速
率为０２ｍｇ／（Ｌ·ｍｉｎ）；磷酸盐在进水后１２０ｍｉｎ
内被全部利用，吸收速率为０３ｍｇ／（Ｌ·ｍｉｎ）．底

物中各物质质量浓度随时间变化如图３所示．
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图３　双阶段培养体系中营养物质质量浓度变化

　　纯菌种合成 ＰＨＡ是通过脂肪酸 β－氧化及
从头合成等途径完成的［１］，需多种ＰＨＡ合成酶和
辅酶等蛋白质类物质参与［１４］．目前尚没有能够直
接解释混合菌种吸收底物合成ＰＨＡ机理的研究，
但混合菌种吸收底物合成 ＰＨＡ的过程和纯菌种
有一定的相似性，即活性污泥中微生物需从底物

中吸收氮源用于合成相关酶等功能物质．Ｔａｋａ
ｂａｔａｋｅ等［１５］在研究含氮化合物对于活性污泥合

成ＰＨＡ的影响时发现：底物中加入含氮化合物能
够促进微生物细胞中蛋白质和碳水化合物含量提

高，且加入含氮化合物的体系内碳源利用速率也

较不加氮源的体系有明显提高．本研究中，双阶段
驯化模式下进水氨氮质量浓度高于单阶段驯化模

式，氨氮质量浓度相对过量，能够充足供给微生物

合成功能性物质所需的氮元素，使微生物细胞中

相关酶和辅酶量增加，增强微生物利用底物合成

ＰＨＡ能力，因此底物中碳源能够在短时间内被快
速利用，乙酸的利用速率从８８ｍｇ／（Ｌ·ｍｉｎ）加
快到２７３ｍｇ／（Ｌ·ｍｉｎ），提高了 ２１０％．双阶段
模式中过渡期的培养过程也能够在一定程度上增

强活性污泥中微生物的活性，但活性污泥对底物

的利用效果考查主要是在驯化培养达到稳定后

（培养第１５天后）进行的，所以相对而言，过渡期
培养的影响相对较小．
２２　污泥性质

单阶段驯化模式培养试验中，从污泥接种到

运行第 １０天期间未对反应器排泥．第 １０天
ＭＬＶＳＳ为３０００ｍｇ／Ｌ，之后每周期排出５０ｍＬ泥
水混合物，保持 ＳＲＴ为 １０ｄ，ＭＬＶＳＳ开始下降，
５ｄ后稳定在２０００ｍｇ／Ｌ左右，ＳＶＩ在８０ｍｇ／Ｌ左
右．运行到第２０天，活性污泥沉降性能快速恶化，
ＳＶＩ上升至３００～６００ｍＬ／ｇ，ＭＬＶＳＳ快速下降到
１２００ｍｇ／Ｌ．结合以往研究结果［１６］，分析其原因

可能是在氮源相对不足的状态下，丝状菌较大的

比表面积可以最大限度地吸收营养元素，与其他

微生物竞争时能很快占据优势地位，导致污泥的
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ＳＶＩ急剧升高，系统崩溃．
双阶段驯化模式培养的活性污泥在增殖速率

和ＭＬＶＳＳ等方面有显著改善．过渡驯化期一般在
５～６ｄ内基本结束，由于在此期间反应器不排
泥，活性污泥质量浓度快速增加，过渡驯化完成时

活性污泥质量浓度为３０００ｍｇ／Ｌ．之后开始继续
驯化阶段，每周期排出５０ｍＬ污泥，保持 ＳＲＴ为
１０ｄ，ＭＬＶＳＳ仍继续增加，反应器运行到第１５天
ＭＬＶＳＳ可达４５００ｍｇ／Ｌ左右，比单阶段模式增加
了１２５％．驯化培养到第３５天，活性污泥沉降性
能仍然较好，ＳＶＩ为８０ｍＬ／ｇ左右．

前人研究表明，混合菌种中微生物吸收底物

主要用于合成储藏性物质和细胞增殖，与活性污

泥中其他微生物相比，合成ＰＨＡ的微生物将吸收
的底物更多地用于ＰＨＡ合成而非细胞增殖［９］，因

此，活性污泥中合成ＰＨＡ的微生物的增殖性能相
对较弱．双阶段驯化模式在驯化初期不排泥有利
于提高污泥质量浓度，即有利于富集合成ＰＨＡ的
微生物．试验采用的活性污泥取自于污水处理厂，
在过渡驯化期进水从类似于生活污水的模拟生活

污水逐渐转变为模拟酸化废水，有助于微生物适

应驯化环境，保持较高的增殖量和较高的ＰＨＡ合
成活性．反应器运行到第５天时，单阶段驯化模式
下ＭＬＶＳＳ为 １７００ｍｇ／Ｌ，而双阶段驯化模式下
ＭＬＶＳＳ提高了１８倍，达３０００ｍｇ／Ｌ．活性污泥
在短时间内达到较高质量浓度，有利于缩短驯化

时间，提高驯化效率．由于双阶段驯化模式下充分
供给氨氮，微生物增殖不受氨氮质量浓度限制，因

此，微生物的增殖能力比单阶段模式有所增强，反

应器开始定期排泥后ＭＬＶＳＳ仍不断增加，提高了
驯化产出的活性污泥量，从而最终提高ＰＨＡ的产
量．有研究表明活性污泥的沉降性能不影响 ＰＨＡ
在细胞中的含量［１７］，但是污泥膨胀导致污泥质量

浓度迅速降低，引起 ＰＨＡ产量降低，甚至体系崩
溃，同时，污泥的沉降性能下降也会引起污水处理

过程中的出水水质降低，因此，双阶段驯化模式在

维持活性污泥良好性能方面也更有优势．
２３　ＰＨＡ合成能力

与单阶段模式相比，双阶段模式培养的活性

污泥合成ＰＨＡ的能力更强（见图４）．在单阶段模
式下，活性污泥中 ＰＨＡ的质量分数在９０ｍｉｎ时
达到最高，占污泥干质量的７８％，单位乙酸合成
量为０１９ｇ／ｇ．双阶段驯化模式下，ＰＨＡ质量分
数提前６０ｍｉｎ达到最大值，合成速率明显加快，且
质量分数可达污泥干质量的 ８５％，单位乙酸
ＰＨＡ合成量为０２４ｇ／ｇ，比单阶段模式下的合成

量有所提高，因此认为双阶段模式驯化的活性污

泥合成ＰＨＡ的速率更快，ＰＨＡ合成能力更强．原
因是双阶段模式中的过渡驯化期促进了活性污泥

中合成ＰＨＡ微生物的富集，逐渐变化的进水策略
也使微生物逐渐适应驯化环境，避免了环境突然

改变引起的激性反应，使微生物保持较高生命活

性，ＰＨＡ合成能力也相应地得到提高．李伟等［１８］

在考察碳源质量浓度对聚羟基丁酸（ＰＨＢ）产量
的影响研究中发现：当反应器中乙酸质量浓度为

１４７９ｍｇ／Ｌ时，单位乙酸合成量仅为０２ｇ／ｇ；而
在乙酸质量浓度为２９２５ｍｇ／Ｌ时，单位乙酸ＰＨＢ
的合成量为０４ｇ／ｇ，ＰＨＢ最高质量分数占细胞干
质量 的 ５６３％，且 在 乙 酸 质 量 浓 度 小 于
２９２５ｍｇ／Ｌ时，ＰＨＢ合成量随乙酸质量浓度增加
而增加．本研究的双阶段模式驯化结果表明：在碳
源质量浓度比文献报道低的情况下，活性污泥吸

收碳源用于合成ＰＨＡ的量更高，这说明双阶段模
式驯化的活性污泥合成ＰＨＡ的能力更强．若在合
成期配合采取适当的手段（如提高碳源质量浓

度、改变碳源投加方式等）促进微生物细胞中

ＰＨＡ的积累，污泥中的 ＰＨＡ质量分数可能达到
更高水平，但是其效果有待进一步研究．
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图４　不同驯化模式培养下ＰＨＡ质量分数的变化

　　以往多数研究表明，在氮、磷质量浓度较低等
生长受限环境下，微生物会将吸收的大部分底物

用于合成 ＰＨＡ，即氮、磷质量浓度较低的底物能
促进微生物合成ＰＨＡ能力的提高［１９］，因此，在利

用实际废水进行 ＰＨＡ生产过程之前需对废水进
行脱氮除磷处理．但也有研究发现，培养底物中是
否加入含氮化合物对活性污泥中 ＰＨＡ的质量分
数影响不大［１５］．本试验中，体系中氨氮质量浓度
从３０ｍｇ／Ｌ提高到４６ｍｇ／Ｌ后，ＰＨＡ占污泥干质
量的量略有提高（从７８％提高到 ８５％），且其
合成量没有受到抑制，反而有所增加（提高 ４
倍），因此，在驯化培养过程中供给相对充足的氮

源对于提高活性污泥合成 ＰＨＡ的能力具有重要
作用．说明在驯化合成 ＰＨＡ的活性污泥时，可以
利用不经脱氮除磷处理的实际废水，从而更大程
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度降低ＰＨＡ生产成本．

３　结　论
１）双阶段驯化模式下乙酸利用速率比单阶

段驯化模式下提高２１０％；ＰＨＡ含量比单阶段提
前６０ｍｉｎ达到最大值，且 ＰＨＡ合成量比单阶段
驯化模式更高．双阶段驯化模式培养的活性污泥
吸收碳源合成ＰＨＡ的能力更强．
２）双阶段模式培养下活性污泥中微生物增

殖更快，体系内污泥质量浓度比单阶段模式培养

的体系内增加１２５％．双阶驯化模式中增加的过
渡驯化期有利于活性污泥中微生物对驯化环境的

逐步适应，及合成ＰＨＡ微生物的富集．
３）驯化阶段氮源的充足供给有利于促进微

生物增殖、碳源吸收以及 ＰＨＡ合成能力的提高，
因此，含氮、磷的废水无需脱氮除磷处理可直接用

于ＰＨＡ的驯化培养，从而降低生产成本．
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