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""摘"要!"为研究厌氧微生物在降解有毒难降解类物质时!胞外多聚物"*+,$的成分变化情

况!选取苯酚作为培养基质!按苯酚浓度由低到高"!((%$(( 和 '(( -./0$分三阶段驯化颗粒污泥&

试验过程中!提取对照组"苯酚浓度为零$和三个阶段驯化的颗粒污泥的 *+,!测定胞外蛋白质

"+1$和胞外多糖"+,$的含量!并对 +1和颗粒污泥分别进行三维荧光光谱和电镜扫描",*2$分

析& 结果表明'*+,中+1含量变化明显!是抵御苯酚毒性的主要物质#+,含量变化不明显!基本维

持在 #&3 4$&# -./.5,,之间!通过其中的负性官能团相互连接构成网状结构!起到维持颗粒污泥

形态的作用& 通过三维荧光光谱"**2$分析!细胞分泌的酪氨酸类蛋白质和其他芳香族类蛋白质

是厌氧微生物能够有效抵御苯酚毒性的主要原因!且其含量与苯酚浓度呈正相关& ,*2照片显

示!*+,对污泥结构有影响!+1/+,值增加促进污泥粒径变大!+1减少使污泥颗粒逐渐裂解&

""关键词!"厌氧微生物#"颗粒污泥#"苯酚#"胞外多聚物#"胞外蛋白质#"胞外多糖

中图分类号! 6788#""文献标识码! 9""文章编号! !((( :%3(#!#(!)"!$ :((#( :(3

""基金项目! 国家自然科学基金资助项目!'!3()!%8"#"哈尔滨市应用技术研究与开发项目!#(!;<9=>?(;#"

""通信作者! 张军""*:-@AB$!$8(%3'';8'C!3$&DE-

!"#$%&'()*+,-#.&//0/#-1-(,&2$'#$31(/4'#.."#-23&'2$1"&$(/5&%-#3#,2($

64 7$#&-(62.82.-((-%#$2'9

?F9>GHIJAK

!

%"L*F?AKIBA@K.

!%#

%"MN91O?GK

!%$

%"MN91OPGEIQAK.

!%$

%

RN*1O6A@KISAK.

%

%"69T<@K

!

!!!"#$%%&%'()*)&+,-),../),-% 0.)&%,-1)2,- 3,)*./4)56% 02/7), !'(()(% ($),2# #!"#$%%&

%'068/29&)#2,8 +&.#5/)#:%;./% 0.)&%,-1)2,- 3,)*./4)56% 02/7), !'(()(% ($),2# $!<.#$,)#2&

=.4.2/#$ (.,5./%'>/),?),- @25./"2'.56+,-),../),- ), A)&&2-.42,8 <%;,4%'0.)&%,-1)2,-

:/%*),#.% 02/7), !'(()(% ($),2# %!092)&2, @25./(%,4./*2,#6B9/.29% 092)&2, ##$(('%

($),2"

""76',-#.,$"FK EUVHUWEXWGVQWYHDY@K.HEZH[WU@DHBBGB@U\EBQ-HUADXGJXW@KDHX!*+," AK WYHVH.U@I

V@WAEK EZWE[ADUHZU@DWEUQXGJXW@KDHXJQ@K@HUEJAD-ADUEEU.@KAX-X% \YHKEB]@XDYEXHK @XWYHDGBWGUH-HVAI

G-@KV WYH.U@KGB@UXBGV.H]@XVE-HXWAD@WHV AK WYUHHXW@.HX@DDEUVAK.WE\YHKEBDEKDHKWU@WAEK ZUE-BE]WE

YA.Y !!(( -./0% $(( -./0@KV '(( -./0"&6YH*+, EZDEKWUEB.UEG\ !\YHKEBDEKDHKWU@WAEK ]@X̂HUE"

@KV WYUHHXW@.HXEZVE-HXWAD@WHV .U@KGB@UXBGV.H]@XH[WU@DWHV% @KV WYHDEKWHKWEZH[WU@DHBBGB@U\UEWHAK

!+1" @KV \EBQX@DDY@UAVH!+," ]HUHVHWHU-AKHV&6YUHHVA-HKXAEK@B-EBHDGB@UZBGEUHXDHKDHWHDYKA_GH

'(#'

第 $% 卷"第 !$ 期

#(!) 年 ; 月
""""""""""""

中 国 给 水 排 水
RNF19L96*<`L9,6*L96*<

"""""""""""""

5EB&$% 1E&!$

?GB&#(!)



@KV XD@KKAK.HBHDWUEK -ADUEXDE\Q!,*2" ]HUHGXHV WE@K@BQ̂H+1@KV WYHAKWHUK@BXWUGDWGUHEZ.U@KGB@U

XBGV.HUHX\HDWAaHBQ&6YHUHXGBWXXYE]HV WY@WWYHDEKWHKWEZ+1AK *+, DY@K.HV EJaAEGXBQ% ]YADY ]@XWYH

-@AK XGJXW@KDHWEUHXAXWWYHWE[ADAWQEZ\YHKEB&+, DEKWHKW]@XJ@XAD@BBQXW@JBH% -@AKW@AKAK.JHW]HHK #&3

:$&# -./.5,,&6YHKH.@WAaHZGKDWAEK@B.UEG\XEZ+, ]HUHDEKKHDWHV WEH@DY EWYHUWEZEU-@KHW]EUb

XWUGDWGUH% ]YADY DEGBV -@AKW@AK WYHXY@\HEZ.U@KGB@UXBGV.H&6YUEG.Y H[DAW@WAEK :H-AXXAEK :-@WUA[

!**2" X\HDWU@@K@BQXAX% WYH\UEWHAK EZWQUEXAKH@KV EWYHU@UE-@WADX\HDAHXXHDUHWHV JQDHBBXDEGBV HZZHDI

WAaHBQUHXAXWWYHWE[ADAWQEZ\YHKEB% @KV WYHDEKWHKW]@X\EXAWAaHBQDEUUHB@WHV ]AWY WYHDEKDHKWU@WAEK EZ\YHI

KEB&,*2\ADWGUHXXYE]HV WY@W*+, @ZZHDWHV WYHXBGV.HXWUGDWGUH&6YHAKDUH@XHEZ+1/+, a@BGH\UE-EWHV
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""有毒难降解有机废水的处理已经成为世界公认

性的难题%因其具有的毒性%使微生物受到很大程度

的抑制( 苯酚是一种原生质毒物%很难被降解%一旦

苯酚废水流入自然水体中%不但对土壤和水体造成

生态破坏%而且会严重危害人类的健康( 有学者研

究表明)!*

%采用厌氧生物法处理苯酚废水较好氧生

物处理工艺具有一定的优势%如能耗低+剩余污泥量

少+容积负荷高等( 国内外许多学者对厌氧生物法

处理苯酚废水进行了研究)#*

%如 +GQEB等)$*在中温

条件下利用*O,c反应器处理酚类废水%容积负荷

高达 '&' b.RTP/!-

$

'V"#郁丹等)%*利用驯化后的

厌氧颗粒污泥处理浓度为 %(( -./0的苯酚废水%当

N<6为 $ V时去除率达到了 8!d(

胞外多聚物!*+,"作为微生物细胞在特定环境

下分泌的高分子聚合物%对其适应不同环境起着重

要作用%同时它也是维持污泥形态及性状的重要因

素之一)'%3*

( *+,的主要成分是胞外蛋白质!+1"和

胞外多糖!+,"%占据 *+, 总量的 8(d以上%其余为

少量核酸和脂类等物质);*

( 笔者采用厌氧颗粒污

泥降解不同浓度的苯酚%分析了 *+, 分泌量及其成

分的变化%以及污泥内部结构的改变%以期为研究厌

氧微生物在毒性环境中如何保证生物活性%提高降

解有毒物质的能力提供理论支持( 同时%也为通过

分析胞外蛋白及多糖分子质量分布变化来研究苯酚

对颗粒污泥的影响机理打下基础(

!"

试验条件及方法

!#!"试验装置及厌氧微生物

试验所用厌氧污泥取自北方某食品有限责任公

司厌氧罐%呈颗粒态%饱满%粒径在 !&# 4#&( --之

间%沉降性能良好%沉降速度在 %) 4!(( -/Y 之间%

5,,/6,,为 (&)##%接触苯酚前由葡萄糖营养废水

培养( 采用间歇培养方式%培养装置采用 '(( -0锥

形瓶%放置于大型恒温摇床中振荡培养( 模拟废水

采用工业葡萄糖+尿素和磷酸二氢钾以RTPe1e+

f#(( e' e! 比例配制%并适当添加微量元素( 苯

酚!分析纯"废水按需求浓度配制%采用 1@NRT

$

调

节溶液 \N值为 ; 左右(

!#$"运行方法和控制条件

试验控制温度为 $' g左右%\N值在 3&) 4;&#

之间( 将苯酚废水加入到污泥浓度为 3 .5,,/0的

培养瓶中%放置于摇床内开始振荡培养( 按苯酚浓

度为 !((+$(( 和 '(( -./0分三个阶段进行试验%第

一阶段%配制浓度为 !(( -./0左右的苯酚溶液进行

微生物驯化培养%当连续几日内的去除率开始在一

定范围内波动时%认为此阶段驯化结束%开始增加苯

酚浓度进行第二和第三阶段的驯化培养( 每 #% Y

取样测定苯酚浓度%并取对照组!葡萄糖营养液培

养%苯酚浓度为零"和苯酚浓度为 !((+$(( 及 '((

-./0时的污泥进行 *+,!+1和 +,"测定和电镜扫

描(

!#%"分析项目及方法

*+,有多种提取方法))*

%为了尽可能不破坏细

胞%最大限度地提取出胞外*+,%本试验采用超声:

水浴加热法( 取 #( -0泥水混合液于 '( -0离心管

中%$ ((( U/-AK离心 ' -AK%倒去上清液%添加 (&8d

的生理盐水重新悬浮到 #( -0%超声 ' -AK%然后 )(

g水浴加热 $( -AK%于 ' '(( U/-AK 下离心 $( -AK%

取上清液测定蛋白质和多糖含量%剩余污泥采用重

量法测定 5,,#+1含量采用 hEBAK :酚试剂盒法测

定#+,含量采用苯酚:硫酸法测定)8*

(

'!#'
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其他项目分析$苯酚浓度采用 % :氨基安替比

林分光光度法测定#污泥粒径采用湿式筛分法测

定)!(*

%利用不同孔径的不锈钢筛对颗粒污泥进行筛

分%测定粒径大小#有机物鉴定采用h:;((( 荧光光

谱仪#颗粒污泥结构采用扫描电镜观察(

$"

结果与讨论

$#!"不同浓度下对苯酚的去除效果

微生物对第一阶段的苯酚适应时间较长%经过

3# V的驯化培养后%对浓度为 '(( -./0的苯酚废水

可以稳定去除!见图 !"( 在稳定期内%$ 个不同浓

度的日均去除率分别为 8#&;d+'3&;d和 $(&%d%

此时微生物对苯酚的降解能力分别约为 !'&%'+

#)&$'和 #'&$$ -./!.5,,'V"%具有了较好的苯酚

去除能力(

!""

#$%

&!%

'%

(%

%

!
"

#
$

%
&

)

!

*
+

"

!

"
#

#

$% $, -% -# -! -- -(

!).

&""

'"

$"

("

!"

"

'
(

)
*

)
&

!"%&

()*

/0 #%% *+)!

!""

#$%

&'"

()%

(!%

(%%

!
"

#
$

%
&

!

!

"
#

"

*

+
,

#

$% $& $' $( $) %* %+

!,-

+**

(*

&*

$*

.*

*

'
(

)
*

,
-

!"%&

()*

/0 1** "2,*

!""

#!"

$%"

&'(

&&(

&((

!
"

#
$

%
&

)

!

*
+

"

!

"
#

#

$, $' $- !( !. !% !/

!)0

.((

'(

!(

&(

%(

(

'
(

)
*

)
$

!"%&

()*

12 $(( *+)!

图 !"对不同浓度苯酚的日去除效果

hA.&!"P@ABQUH-Ea@BU@WHEZVAZZHUHKWDEKDHKWU@WAEKXEZ\YHKEB

$#$"*+,中蛋白质和多糖含量的变化

$#$#!"+1含量的变化

取出对照组及不同苯酚浓度时的污泥%提取污

泥中的 *+,%对 +,++1++1/+, 等进行了测定和分

析%结果如图 # 所示(
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图 $"不同苯酚浓度下 &'(中')和'(含量的变化

hA.&#"RY@K.HXEZ+1@KV +, DEKWHKWXAK *+, @WVAZZHUHKW

DEKDHKWU@WAEKXEZ\YHKEB

总体来看%蛋白质含量随苯酚浓度的变化比较

显著%呈现先增高后逐渐降低趋势( 苯酚浓度由零

增长到 !(( -./0时%细胞分泌的*+, 中+1含量由

!!&;# -./.5,,猛然增长到 $;&!$ -./.5,,%增加了

# 倍多%这与有关文献)!!*中苯酚浓度小于 !(( -./0

时%*+,的+1含量几乎没有变化有所不同( 蛋白

质猛增的原因是$苯酚刺激厌氧污泥中微生物分泌

更多的蛋白质来抵御外界的毒性刺激( 当微生物生

存的环境体系由葡萄糖突然变为苯酚时%微生物为

保证生存%开始分泌大量蛋白质并包裹在细胞周围%

+1具有疏水性)!#*

%含量越多则污泥内部疏水性越

强%阻止了大量苯酚侵入到细胞周围%从而抵御了苯

酚的毒性刺激%保护细胞正常生长%并且经过一段时

间的培养后%微生物已经适应并且能够有效降解浓

度为 !(( -./0的苯酚废水( 而当苯酚浓度为 $((

和 '(( -./0时%+1含量逐渐降低为 #'&!% 和 #!&%#

-./.5,,%是因为随着苯酚浓度的增大%有不少微生

物因无法适应而逐渐死亡%培养过程中也发现了有

部分污泥解体%微生物的死亡使分泌的 +1含量逐

步降低%剩下的微生物则能够适应苯酚环境%可以达

到降解苯酚的效果( 另一方面%苯酚浓度升高%毒性

变大%可能使得部分蛋白质变质)!$*

%导致测得的 +1

含量偏低(

$#$#$"+,含量及+1/+,值变化

研究发现%+,含量变化并不明显%基本在 #&3 4

$&# -./.5,,之间( 因为+,作为细胞分泌物%在污

'##'
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泥内部主要起到,骨架-的作用)!%*

%+, 中的羧基或

羟基等官能基团相互作用%构成交叉网状结构%从而

维持污泥的颗粒状态%+,含量基本不变就说明了其

受苯酚毒性影响不大%起抵御苯酚毒性的物质主要

是+1( 就+1/+, 值而言%先由对照组的 %&$' 升高

到 !!&'3%再依次降为 8&$3 和 )&!)( 研究表明)!'*

%

+1/+,值可以作为污泥颗粒化程度的指标%其越大

则颗粒化程度越好%污泥的疏水性越强( 对比无苯

酚时期的颗粒污泥来说%采用苯酚培养时的 +1/+,

值明显提高%同时污泥的粒径明显变大%这缓和了苯

酚对微生物的冲击%有效抵御了苯酚的毒性%从而达

到降解苯酚的效果( 所以%微生物受到苯酚毒性作

用后%起抵御苯酚毒性作用的是+1%+, 受到的影响

不明显%+1/+,值提升可以增大污泥粒径%缓和苯酚

对微生物的毒性作用(

$#%"*+,中蛋白质的三维荧光分析

为了进一步研究在苯酚毒性作用下细胞分泌有

机物的情况%判断 *+, 中有哪些具体物质%利用

**2技术对+1进行三维荧光分析( 当苯酚浓度分

别为 !((+$(( 和 '(( -./0时%*+,中有机物的三维

荧光光谱中都含有两个明显的区域%即荧光峰 9和

c%并且它们所在区域大致相同( 其中%峰 9的吸

收/发射波长!*[/*-"为 #;(/$(( K-%峰c的为 #!(

4#!'/#8# 4$!( K-( 通过分析%认为这两个波峰均

代表芳香族类蛋白质%其中峰 9确定为酪氨酸类蛋

白质%峰c为其他芳香族类蛋白质)!3*

( 进一步的分

析显示%峰9+c的强度均随着苯酚浓度的升高而增

大%同时%两者的比值也稍有增加!见表 !"(

表 !"不同苯酚浓度下 &'(中有机物三维荧光数据

6@J&!"hBGEUHXDHKDHX\HDWU@B\@U@-HWHUXEZEU.@KADXEZ*+,

@WVAZZHUHKWDEKDHKWU@WAEKXEZ\YHKEB

浓度/

!-.'0

:!

"

峰9 峰c

区域/K- 强度 区域/K- 强度
c/9

!(( #;(/$(( $(8&) #!(/$!( $#;&$ !&(3

$(( #;(/$(( )!(&3 #!'/$(( ))3&' !&(8

'(( #;(/$(( !%3)&' #!'/#8# ! 3)%&8 !&!'

""相关分析显示峰9+峰 c的强度值及峰 c与峰

9强度的比值几乎都随苯酚浓度呈线性增长%相关

系数=

# 分别达到 (&88%+(&88( 和 (&88!( 线性拟合

度较高说明芳香族类蛋白质分泌物含量与苯酚废水

浓度有直接关系%苯酚浓度越大%含酪氨酸等的芳香

族类蛋白质分泌越多( 尽管 *+, 中蛋白质总量随

苯酚浓度增大呈现下降趋势%但芳香族类蛋白质含

量却是上升的%这进一步说明%微生物分泌的酪氨酸

类蛋白质和其他芳香族类蛋白质能够抵抗苯酚毒

性%保护自身生长繁殖%从而保证了厌氧微生物能够

在毒性环境中有效去除苯酚(

$#*"颗粒污泥结构变化

取对照组和苯酚浓度为 !((+$(( 及 '(( -./0

时的颗粒污泥进行电镜扫描%结果见图 $(

!" # $%&' () *## $%&'

+) ,## $%&' -) .// $%0'

图 %"不同苯酚浓度下颗粒污泥的电镜扫描照片

hA.&$",*2\ADWGUHXEZ.U@KGB@UXBGV.H@WVAZZHUHKW

DEKDHKWU@WAEKXEZ\YHKEB

从 ,*2照片可以明显观察到颗粒污泥内部结

构的变化情况( 由葡萄糖培养的颗粒污泥内部结构

紧密细致%表面光滑平整%其平均粒径在 !&3 --左

右#随着苯酚浓度的增加%颗粒污泥内部孔隙变大%

结构不再紧密%因为在苯酚毒性作用下%部分微生物

死亡后脱离了污泥组织#当苯酚浓度达到 '(( -./0

时%颗粒污泥已有裂解的现象%同时测得平均粒径达

到了 #&' --%比对照组增加了 (&8 --( 结合 #&#&#

节的分析结果%也说明了微生物分泌的 *+, 对污泥

颗粒化具有促进作用)!;*

%+1/+, 值增加%污泥颗粒

化程度提高%粒径也就越大( 本试验中%+, 作为颗

粒污泥的,骨架-%含量基本不变%+1含量的增多%

导致污泥体积的变大( 苯酚浓度越高%苯酚的毒性

越大%这使得部分多肽类物质变性失活%失去活性的

蛋白质和死亡的微生物随着摇床的不断振荡而被冲

刷走%导致+1含量在后期逐渐减少%同时这也解释

了为什么会在苯酚浓度为 '(( -./0的培养瓶中观

察到较多裂解的污泥碎片和白色分泌物( 同时%+1

具有一定的凝胶特性)!)*和疏水性%后期 +1含量的

减少%使得由 *+, 组成的网状结构遭到破坏%颗粒

污泥逐渐裂解(

'$#'
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综上所述%*+, 的变化对污泥颗粒化程度有影

响%+1/+,值越大%颗粒化程度越高%颗粒越坚固#苯

酚的毒性越大%造成微生物和 +1含量减少%颗粒则

越松散(

%"

结论

!

"厌氧颗粒污泥受苯酚毒性刺激%主要分泌

大量+1来抵抗苯酚毒性( 苯酚浓度为 !(( -./0

时%+1值增加 # 倍多#随苯酚浓度由 !(( -./0增加

至 '(( -./0时%毒性作用变大%部分微生物死亡以

及+1失活变性%导致 *+, 中的 +1含量由 $;&!$

-./.5,,减少到 #!&%# -./.5,,( +, 则主要起维

持颗粒污泥形态的作用%基本不受苯酚浓度变化的

影响%其含量维持在 #&3 4$&# -./.5,,之间(

"

"在苯酚毒性作用下%厌氧微生物主要通过

分泌酪氨酸类蛋白质和其他芳香族类蛋白质来抵御

苯酚毒性%保证微生物有效降解苯酚%其含量与苯酚

浓度呈正相关%苯酚浓度越高%则细胞分泌的芳香族

类蛋白质越多(

#

"*+, 对污泥结构起到重要作用%+1/+, 值

可以作为污泥颗粒化程度的指标%其值由 %&$' 上升

到 !!&'3 再到最后的 )&!)%提高了 # 4$ 倍%使得粒

径变大%缓和了苯酚对微生物的毒性刺激#随苯酚浓

度增加%+1含量逐渐减少%颗粒污泥网状结构遭到

破坏%颗粒逐渐裂解(
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"企业动态"

苏伊士新创建赢得常熟 % 座污水处理厂特许经营权

""苏伊士新创建在继为常熟的 % 座污水处理厂以 T̀ 2模式提供运营和管理后!又赢得其特许经营权!

不断拓展在常熟的业务& 凭借其在 T̀ 2服务期间出色的运营绩效和社会效益!苏伊士新创建通过旗下

合作公司常熟中法水务!与常熟市水利局签订了为期 $( 年的特许经营协议!拥有该 % 座污水处理厂及其

运营权!进一步推动政府实现常熟市供排水一体化的目标&

根据协议!常熟中法水务将负责管理这 % 座污水处理厂!并将其处理能力由目前的 ) k!(

%

-

$

/V 扩至

!) k!(

%

-

$

/V!为常熟市 !( 个镇区约 8( 万居民和工商客户提供服务& 在接管这 % 座污水处理厂的资产和

设施后!常熟中法水务将对其收集的市政及工业污水进行严格处理以确保符合现行标准!未来也将根据需

要对污水处理厂进行提标改造和扩建以符合更高的标准&

常熟市政府常务副市长沈晓东表示'(常熟与苏伊士新创建 !# 年的合作实现了常熟供排水事业的跨

越式发展!也开创了中外合作双赢的成功典范!奠定了我们在合作领域%规模上不断寻求突破与创新的信

心& 我们希望这次合作能进一步推动常熟实现供排水一体化的进程&)

苏伊士亚洲区首席执行官郭仕达表示'(我们与常熟市政府的合作能让当地市民生活质量得到提升!

更好地应对环境领域的挑战!让我们倍受鼓舞& 更重要的是!凭借我们稳固的合作基础和推动可持续发展

的一致理念!我深信双方不仅能实现常熟供排水一体化的目标!同时也期待不久的将来我们在固废处理和

资源回收领域开启更广阔的合作&)

!苏伊士新创建"供稿"

''#'

]]]&]@WHU.@XYH@W&DE- 贾学斌!等'厌氧微生物降解苯酚过程中胞外蛋白及多糖变化分析 第 $% 卷"第 !$ 期


