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%%摘%要!%采用逐步提高抗生素浓度和有机负荷"*+,$的方法!考察改进型内循环厌氧反应

器"!"#反应器$对含万古霉素"-.$发酵废液的处理效果!并对微生物群落进行分析% 结果表明!

污泥经过驯化后!!"#反应器对-.发酵废液有较好的处理能力!当进水-.浓度为 /) 012+左右&

水力停留时间"3,4$为 5 6时!对!"#反应器运行没有抑制效应!此时#*7去除率约为 8)9!-.

去除率达到 8)9以上#当3,4为 & 6&进水*+,为 &: ;1#*72"0

(

'6$时!!"#反应器对 -.发酵

废液的#*7去除负荷最大!为 $8': ;12"0

(

'6$% 通过微生物多样性检测结果发现!细菌群落在

门水平上的优势菌为!"#$%&'()%$%*和+(&,(#-$%*%
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%%在抗生素生产过程中会产生发酵废水和废液$

其中抗生素发酵废液为抗生素产品分离提取!离子

交换'萃取'吸附'结晶'沉淀等"后产生的$具有色

度高'有机物浓度高和生物毒性物质多等特点( 厌

氧工艺是处理该类高浓度发酵废液!水"经济有效

的方法$通过厌氧处理不仅可以有效降低污染物浓

度$而且能回收生物质能源!沼气"

)$ =&*

$从而减轻

后续好氧处理的负荷(

迄今为止$关于厌氧处理抗生素发酵废水的研

究主要集中于升流式厌氧污泥床!<.aU反应器"(

李再兴等)(*采用 <.aU反应器处理阿维菌素废水$

研究了水力停留时间!3,4"对#*7去除率的影响$

发现当 3,4达到一定程度后!3,4为 $) c&) ["$

#*7去除率基本保持不变( 李宁等)5*采用 <.aU

反应器处理 > =氨基青霉素酸废水$研究了进水

a*

& =

5

浓度对#*7去除率的影响$发现当进水 a*

& =

5

浓度d$ :)) 012+'#*7与 a*

& =

5

的比值
!

> 时$反

应器运行稳定且 #*7去除率 ef)9( 刘玮):*采用

<.aU反应器处理含多种抗生素!硫氰酸红霉素'泰

乐菌素'林可霉素和阿维菌素"的废水$研究了酸碱

平衡关系对#*7去除效果的影响$结果发现反应器

的稳定运行需要维持 ^3值为弱碱性和较高的碱度

!

!

& ))) 012+"(

相对于 <.aU反应器$内循环厌氧反应器!"#

反应器"具有有机负荷高'抗冲击负荷能力强和占

地面积小等特点$而改进型内循环厌氧反应器!!"#

反应器"解决了传统"#反应器启动期因产气量少导

致的内循环不足'污泥与废水污染物间传质强度差

等缺陷$从而提高了处理效率并缩短了反应器启动

时间)>*

( 笔者使用的 !"#反应器的特点为第一反

应室与进水口混合区形成循环$采用 !"#反应器先

接种活性污泥$再以实际番茄发酵废液为基质培养

活性污泥$考察万古霉素!-."发酵废液的厌氧处理

过程$探究进水 #*7负荷'3,4和抗生素浓度对

!"#反应器处理该类抗生素发酵废液能力的影响$

分析微生物群落结构的变化(

!"

材料与方法

!#!"试验装置与流程

!"#反应器由有机玻璃加工而成$内径为 )'$:

0$高为 &': 0$反应器有效体积为 &) +$如图 $ 所

示( 废水通过进水泵从底部进入反应器$从反应器

上部溢流出水$沼气从顶部排出$在反应器中部设有

回流出口$通过回流泵循环废水$整个试验过程中循

环液的流量控制在 f +20AE$对应的上升流速为&/'&

02[$在反应器外壁设有保温夹套$通过恒温水浴装

置将温度控制在!(: g&" h(
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图 !"$%&反应器示意

bA1'$%aK[J0@IAK6A@1W@0ZO!"#WJ@KIZW

!#'"接种污泥与试验用水

接种污泥取自杭州某城镇污水处理厂二沉池$

!+-aa i8'5( 12+$!+-aa2!+aa i)'/$接种体积约

为 $) +(

试验用水取自绍兴某制药公司$共有两种废液$

分别为番茄红素废液和 -.发酵废液$两种废液的

^3值分别为 ('& c('f'>'& c>'f$ #*7分别为

() ))) c5) )))'5: ))) c>: ))) 012+$4R分别为

$ &)) c$ ())'$ :)) c$ >)) 012+$R3

(

=R分别为

$5) c$>)'$ ()) c$ >)) 012+$4j分别为 &f) c())'

$>) c$/) 012+$j*

( =

5

分别为 f) c$&)'$&) c$/)

012+$a*

& =

5

分别为 / ))) cf )))'()) c:)) 012+$

aa 分别为 ( /)) c: )))'$& ))) c$5 ))) 012+$抗生

素浓度分别为 )'$)) c$$) 012+(

!#("反应器的启动与运行

试验共进行 &$> 6$第 $ c$$8 天为阶段
!

$该阶

段以生物降解性较好的番茄红素废液)/ =f*为基质培

养活性污泥$即通过逐步提高有机负荷!*+,"来完

成污泥培养$该阶段3,4为 5 6( 第 $&) c$f& 天为

阶段
"

$该阶段以番茄红素废液和 -.发酵废液的

混合液作为进水$通过逐步提高 -.发酵废液的比

例$直到进水中不含番茄红素废液$该阶段保持

3,4为 5 6( 第 $f( c$8/ 天为阶段
#

$该阶段逐步

把3,4从 5 6 减少到 & 6( 第 $8f c&$> 天为阶段

$

$该阶段保持3,4为 & 6$观察反应器状况( 具体

&:/&
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试验方案见表 $$并且在试验过程中添加 bJ

& k

'

PE

& k

'!E

& k

'#Z

& k

'RA

& k和#H

& k等微量元素)8*

(

表 !"试验运行方案

4@Y'$%*̂JW@IAZE XK[J0JZOJ_̂JWA0JEI

项%目
运行时

间26

-.浓度2

!01&+

=$

"

进水#*7浓

度2!01&+

=$

"

*+,2!;1#*7

&0

=(

&6

=$

"

阶段
!

$ c$$8 ) ( ))) c(& ))) )'/: cf'&$%

阶段
"

$&) c$f& ) c/5 () ))) c5) ))) /': c$) %

阶段
#

$f( c$8/ >5 c// () ))) c5) ))) $) c$('(

阶段
$

$8f c&$> >> c// () ))) c:( ))) $: c&>':

!#)"分析项目及方法

#*7采用快速消解法测定%4R'R3

(

=R'4j'

j*

( =

5

采用+水和废水监测分析方法,!第 5 版"进行

测定%a*

& =

5

'!+aa'!+-aa'aa 采用重量法测定%废

水中-.浓度采用S@IJWXJ&>8: 液相色谱仪进行定

量分析)$)*

(

挥发性脂肪酸!-b."通过 .1ABJEI>f8).气相

色谱仪进行测定$采用毛细管色谱柱3j="RR*S@_

!() 0l)'(& 00l)':

%

0"( 程序升温#初始温度

为 $)) h$停留 & 0AE$以 $) h20AE 速率升至 $8)

h$保持 : 0AE%分流比为 &) m$%进样口温度为 &:)

h%b"7检测器的温度为 &() h( 气体流速#氢气流

量为 5) 0+20AE$空气流量为 5:) 0+20AE$氮气流量

为 5: 0+20AE%进样量为 $

%

+(

!#*"微生物群落结构分析

污泥样品共 ( 组$样品 $ 为接种污泥$样品 & 取

自反应器运行第 $$8 天的污泥$样品 ( 取自反应器

运行第 $f& 天的污泥$对 ( 组样品进行微生物多样

性检测( 根据?'P'R'.'

&

XZAB试剂盒!*0J1@UAZ=

IJ;$ RZWKWZXX$ T.$ <'a'"说明书进行总7R.抽提$

7R.浓度和纯度利用 R@EZ7WẐ&))) 进行检测$利

用 $9的琼脂糖凝胶电泳检测 7R.提取质量%用

((fb ! : -N.#4##4.#TTT.TT#.T#.TN( -" 和

f)>,!:-NTT.#4.#3-TTT4S4#4..4N(-"引物对

-( =-5 可变区进行 j#,扩增$扩增程序#8: h预

变性 ( 0AE$(: 个循环!8: h变性 () X$:: h退火 ()

X$/& h 延伸 () X"$最后在 /& h下延伸 $) 0AE

!j#,仪#.U"TJEJ.0̂

&

8/)) 型"( j#,反应体积

为 &)

%

+$产物用 &9琼脂糖凝胶进行电泳检测$切

胶回收 j#,产物并进行定量$制备 j?文库并用

!AXJ] j?())!"BBH0AE@"进行测序( 原始测序序列使

用4WA00Z0@IAK软件质控$使用 b+.a3软件进行拼

接$使用 <j.,a?软件进行 *4<聚类$利用 ,7j

KB@XXAOAJW进行物种分类注释(

'"

结果与讨论

'#!"!"#反应器的运行效果

装置启动后$!"#反应器中#*7去除率和*+,

随时间的变化如图 & 所示( 在第 $ c&5 天通过出水

回流使活性污泥适应番茄发酵废水$此时 *+,为

)'/: c$'& ;1#*72!0

(

&6"$#*7去除率较低%在

第 &: c$$8 天$每次提高进水负荷之后$#*7去除

率都有轻微的下降$此阶段结束时 *+,为 f'f&

;1#*72!0

(

& 6"$#*7去除率为 8$'5/9$此时

-b.d&)) 012+$高 #*7去除率和低 -b.含量表

明厌氧污泥已经适应了番茄发酵液(

!
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'
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图 '"&+,去除率与+-.的变化

bA1'&%-@WA@IAZE ZO#*7WJ0Z\@BW@IJ@E6 *+,

阶段
"

开始时$在进水中加入 -.发酵废液并

逐步提高 -.浓度$这期间保持 *+,在 /': c$)

;1#*72!0

(

&6"之间$#*7去除率先下降后上升$

该阶段结束时进水中不含番茄发酵废液$此时 #*7

去除率稳定在 8)9左右$并且 -b.d()) 012+!见

图 ("$高#*7去除率和低 -b.含量表明厌氧污泥

已经适应了-.发酵废液(

!
"
#

!
"

$

!

%
&

"

'

(
)

#

* +,,

* ,,,
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图 ("在 !'/ 0 '!1 2 $%&反应器出水345的变化

bA1'(%-@WA@IAZE ZOJOOBHJEI-b.ZO!"#WJ@KIZWOWZ0$&) 6

IZ&$> 6

在阶段
#

逐步提高*+,$#*7去除率呈缓慢下

&>/&
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降趋势$-b.呈上升趋势$该阶段结束时$#*7去除

率在 f:9左右$-b.为 /:: 012+( 在阶段
$

中逐步

把*+,从 $: ;1#*72!0

(

&6"提高到 &>': ;1#*72

!0

(

&6"$#*7去除率呈下降趋势$-b.呈上升趋

势$在*+,为 &>': ;1#*72!0

(

&6"时$#*7去除

率为 /$9$-b.在 $ ))) 012+左右$表明!"#反应

器在高负荷下运行对#*7也有较高的去除率(

'#'"进水负荷的影响

当3,4分别为 &'('5 6$并以 -.发酵废液为

进水时$分析不同进水 #*7负荷对 #*7去除负荷

和去除率的影响$结果如图 5 所示( 可知$当进水

#*7负荷为 /': c&>': ;12!0

(

&6"时$#*7去除

负荷随进水负荷的增加呈现先上升后下降的趋势$

当进水#*7负荷为 &: ;12!0

(

&6"时$#*7去除率

为 /f9$!"#反应器对该废液的最大 #*7去除负

荷达到 $8': ;12!0

(

&6"( 当 3,4为 5 6 时$进水

#*7负荷从 /': ;12!0

(

&6"提高到 8'58 ;12!0

(

&

6"$#*7去除率变化较小并维持在 8)9左右( 当

3,4为 ( 6时$进水#*7负荷从 $) ;12!0

(

&6"逐

步提高到 $('( ;12!0

(

&6"$#*7去除率从 8)'59

下降到 f5'$9( 当 3,4为 & 6 时$随着进水 #*7

负荷从 $: ;12!0

(

&6"提高到 &: ;12!0

(

&6"时$

#*7去除率一直下降$而 #*7去除负荷基本呈上

升趋势$在进水#*7负荷为 &>': ;12!0

(

&6"条件

下$#*7去除率下降到 /$9$#*7去除负荷下降到

$f'f& ;12!0

(

&6"(
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(
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图 )"进水&+,负荷对&+,去除负荷和去除率的影响

bA1'5%?OOJKIZOAEOBHJEI#*7BZ@6AE1ZE #*7WJ0Z\@B

BZ@6AE1@E6 WJ0Z\@BW@IJ

'#("停留时间的影响

控制进水 #*7浓度分别在 () ))) 和 5) )))

012+左右$以-.发酵废液为进水$考察不同 3,4

对#*7去除率和去除负荷的影响$结果如图 : 所

示( 可以看出$在进水 #*7浓度为 () ))) 012+的

条件下$当3,4从 & 6延长到 ( 6时$#*7去除率从

ff'/>9上升到 8)'(9%当 3,4

!

( 6 时$#*7去除

率基本没有变化( 在进水 #*7为 5) ))) 012+的

条件下$随着3,4的延长$#*7去除率从 f&9上升

到 f8')>9( 因此$对于不同进水 #*7浓度$通过

调整3,4值$#*7去除率可以维持基本不变$较低

进水#*7浓度更容易在较短的 3,4条件下达到高

#*7去除率$这与李再兴等)(*的研究结果一致( 此

外$当进水 #*7浓度为 () ))) c5) ))) 012+时$

#*7去除负荷随着3,4的缩短呈现上升的趋势(
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图 *"水力停留时间对&+,去除负荷和去除率的影响
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W@IJ

'#)"抗生素浓度的影响

加入-.发酵废液以后$反应器进出水 -.浓

度的变化如图 > 所示( 可以看出$从第 $&) 天到第

$(5 天$反应器进水中 -.浓度为 $)'f c$$'f/ 012

+$-.去除率d5)9$#*7去除率逐渐从 8$'5/9下

降到 /&9$说明-.对厌氧微生物的活性具有抑制

作用( 在随后几天$#*7和-.去除率开始升高$表

明厌氧微生物对抗生素逐渐适应( 之后每当提高进

水-.浓度时$会出现#*7去除率先降低然后逐渐

恢复的现象( 随着厌氧发酵过程的进行$厌氧微生

物逐渐适应了废水中的抗生素( 在第 $f& 天结束

时$进水 *+,为 $) ;1#*72!0

(

&6"$#*7去除率

为f8')>9$-.去除率e8)9$表明厌氧微生物经过

驯化后能够对具有生物毒性的物质!如抗生素"产

生抗性和去除能力( !JE1等)$$*采用膨胀颗粒污泥

床反应器处理含阿莫西林!.!Q"的抗生素废水$结

果表明厌氧污泥能够逐渐适应 .!Q$其 #*7去除

率可达 f5'/9$.!Q去除率达 /)9 cf)9$这与本

研究的结果类似(

&//&
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图 1"$%&反应器对35和&+,的去除效果
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'#*"微生物群落结构的变化

图 / 为不同时间段微生物菌群中细菌在门水平

上的群落结构组成情况(
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图 6"细菌在门水平上的群落结构组成

bA1'/%#Z0̂ZXAIAZE ZOY@KIJWA@BKZ00HEAIVXIWHKIHWJ@I
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由图 / 可知$第 $ 天污泥!接种污泥"的优势菌

群 !相对丰度 e:9" 有 =0<'&':<%F(! &/'$9"'

4&'$%'9"#$%&(" ! &&':9"' G#$(2'9"#$%&(" ! $f':9"'

!"#$%&'()%$%*! 8'(9"' E"##0"&(9"#$%&(" ! :'f9 " 和

G#()'9"#$%&("!:'(9"( 除了优势菌群以外$接种污

泥还含有+(&,(#-$%*'>32"5(9"#$%&("%等相对丰度较低

的微生物$这与城市污水厂活性污泥中微生物种类

较多的结果一致)$& =$(*

( 在厌氧条件下$接种污泥经

过 $$8 6的培养$物种多样性减少$群落中优势菌群

发生了变化( 细菌在门水平上的优势菌群有

G#$(2'9"#$%&(" ! 5/'$9"' +(&,(#-$%*! &8'$9" 和

4&'$%'9"#$%&("!$)'59"$这几种菌是主要的水解酸

化菌$参与复杂有机物的降解$如G#$(2'9"#$%&(" 的作

用主要为降解碳氢化合物和蛋白质等物质)$5*

( 处

理过番茄红素废液的厌氧污泥经过 >( 6 驯化$细菌

群落在门水平上的菌群中G#$(2'9"#$%&(" 的相对丰度

降至 $9以下$这与-.对该类菌具有良好的抑制作

用有关)$:*

$其主要菌群有 !"#$%&'()%$%*!>5'89"'

+(&,(#-$%*!&)'/9"和 E72%&3(*$%$%*!>'$9"$其中

!"#$%&'()%$%*为占主导地位的优势菌( 相关研究发

现$厌氧处理含抗生素废水时$细菌菌群中的优势菌

多为 !"#$%&'()%$%*和 +(&,(#-$%*

)$> =$f*

$这与本研究获

得的结果一致$其原因为部分敏感菌失活而抗性菌

逐步生长繁殖( !"#$%&'()%$%*细菌对-.具有较好的

抗性$能够利用蛋白胨和葡萄糖产生乙酸'琥珀酸'

甲酸等物质)$8*

$因此能在厌氧条件下大量繁殖(

("

结论

'

%厌氧污泥经过驯化后$!"#反应器对 -.

发酵废液具有较好的处理能力( 当3,4为 5 6'-.

浓度为 ) c// 012+时$对 !"#反应器的处理效果

没有抑制效应$此时#*7去除率可达 8)9左右$-.

去除率可达 8)9以上%!"#反应器对 -.发酵废液

的最大#*7去除负荷为 $8': ;12!0

(

&6"$此时

3,4为 & 6$进水有机负荷为 &: ;1#*72!0

(

&6"$

#*7去除率为 /f9( 虽然 !"#反应器能够去除

-.发酵废液中大部分的有机污染物$但出水 #*7

浓度仍然较高$需要后续处理才能达到排放要求(

(

%微生物群落结构显示$微生物群落结构会

随着基质的改变而改变$活性污泥经过培养后$细菌

物种多样性减少$细菌群落在门水平上的优势菌为

G#$(2'9"#$%&("'+(&,(#-$%*和4&'$%'9"#$%&("%当处理-.

发酵废液时$细菌群落在门水平上的优势菌为

!"#$%&'()%$%*和+(&,(#-$%*(
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