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碳源类型对活性污泥合成PHA和微生物群落的影响
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摘 要： 为探究过硫酸氢钾复合盐（PMS）耦合剩余污泥碱性发酵获取碳源合成聚羟基脂肪

酸酯（PHA）的可行性，分别采用剩余污泥碱性（pH=10）发酵液（简称“pH10发酵液”）、PMS耦合剩余

污泥碱性（pH=10）发酵液（简称“pH10+PMS发酵液”）作为碳源，研究活性污泥混合菌群在富集和合

成阶段产 PHA 的情况以及微生物群落结构的变化。结果表明，当分别以 pH10 发酵液、pH10+PMS
发酵液作为碳源时，富集阶段PHA的最大合成量分别为10.61%和12.22%，合成阶段PHA的累积合

成量分别为42.84%和52.53%；采用不同碳源时富集产PHA的微生物群落结构存在差异性，与pH10
发酵液碳源组相比，pH10+PMS发酵液碳源组中与PHA合成相关的功能菌群即副球菌属、陶厄氏菌

属和甲基杆菌属的含量更高，更有利于PHA的合成，因此pH10+PMS发酵液为更适宜的碳源。
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Abstract： To explore the feasibility of synthesizing polyhydroxyalkanoate (PHA) using carbon 

source from alkaline fermentation of excess sludge coupled with potassium perbisulfate compound salts 
(PMS), the simulated excess sludge alkaline (pH=10) fermentation solution (pH10 fermentation solution) 
and simulated PMS coupled with excess sludge alkaline (pH=10) fermentation solution (pH10+PMS 
fermentation solution) were used as carbon sources respectively to investigate the PHA production of 
mixed bacteria in activated sludge and the change of microbial community composition in the enrichment 
and synthesis stages. When the two kinds of fermentation solutions were used as carbon sources, the 
maximum PHA yields in the enrichment stage were 10.61% and 12.22%, and the cumulative PHA yields 
in the synthesis stage were 42.84% and 52.53%, respectively. The microbial community composition in 
enrichment stage was different when different carbon sources were used for PHA production. Compared 

DOI：10. 19853/j. zgjsps. 1000-4602. 2023. 11. 001

基金项目：香港RGC项目（UGC/FDS25/E16/17）；山西省国际科技合作计划项目（201803D421098）
通信作者：宋秀兰         E-mail：songxiulan@tyut.edu.cn

􀤈􀤈􀤈􀤈􀤈􀤈􀤈􀤈􀤈􀤈􀤈􀦈􀤈􀤈􀤈􀤈 􀦈􀤈􀤈􀤈􀤈􀤈􀤈􀤈􀤈􀤈􀤈􀤈􀦈􀤈􀤈
􀤈􀤈

􀦈

论述与研究

··1



第 39 卷 第 11 期 中 国 给 水 排 水 www. cnww1985. com

with pH10 fermentation solution as carbon source, the content of functional bacterial group (such as 
Paracoccus, Thauera and Meganema) related to PHA synthesis was higher when the carbon source was 
pH10+PMS fermentation solution, which was more conducive to PHA synthesis. Therefore, the pH10+
PMS fermentation solution was a more suitable carbon source.

Key words： activated sludge;    polyhydroxyalkanoate (PHA);    short chain fatty acid;    carbon 
source;    microbial community

聚羟基脂肪酸酯（PHA）是一类具有结构多样性

的高分子生物聚酯，具有生物可降解性和生物可相

容性等诸多优点，普遍存在于微生物体内，是一种

环境友好型的“绿色材料”。但相对较高的原料成

本、消毒成本及微生物分离纯化费用限制了PHA的

商业化应用［1］。
活性污泥法合成PHA的工艺一般采用三段式：

底物准备阶段、产 PHA 混合菌群富集阶段、PHA 合

成阶段。在活性污泥法合成PHA工艺中，成本主要

来源于碳源的制备，占到PHA合成成本的 50%。如

何获得廉价的碳源是合成 PHA 的关键问题。研究

表明，污泥厌氧发酵产生的短链脂肪酸（SCFAs）在

合成 PHA方面具有巨大的潜能［2］。因此，利用剩余

污泥厌氧消化过程产酸阶段获得 SCFAs 来合成

PHA并加以回收利用，符合可持续发展战略。

污泥厌氧消化一般分为溶解、水解、产酸及产

甲烷等 4个阶段，其中颗粒有机物的溶解是主要的

限速步骤。为加速污泥的溶解和水解过程，许多预

处理方法如超声波、臭氧、碱和热处理等被采用［3］。
研究者发现，通过对污泥进行碱性预处理（pH>9），

可以将厌氧消化控制在水解酸化阶段，从而提高污

泥中溶解性有机物的浓度［4］。这是由于碱性条件可

以促进污泥溶胞现象，即促进细胞中的有机物大量

溶出，从而为产酸菌提供底物来产生 SCFAs，并且可

在一定程度上使产甲烷菌活性受到抑制［5］。过硫酸

氢钾复合盐（PMS）一般以 2KHSO5·K2SO4·KHSO4混
合盐的形式存在，其有效成分为 KHSO5，含量为

47%。PMS 是一种集安全、环保和高效于一体的新

型活性氧消毒剂，可以促进污泥颗粒破碎，提高产

酸量，利于污泥减量化［6］。毕培等［7］研究发现，PMS
耦合剩余污泥碱性发酵可以提高 SCFAs 生成量。

万芳［8］采用污泥碱性发酵水解液成功驯化出产PHA
的活性污泥混合菌群，以发酵液为进水时PHA最大

合成量可达到 420. 5 mg/g。目前以PMS耦合剩余污

泥碱性发酵液为碳源合成PHA的研究尚未见报道。

而不同的污泥预处理方式，会导致发酵液中 SCFAs
的组分发生变化，进而影响PHA合成量。

为探究 PMS 耦合剩余污泥碱性发酵水解液合

成 PHA 的可行性，笔者分别以剩余污泥碱性发酵

液、PMS 耦合剩余污泥碱性发酵液作为碳源，研究

活性污泥混合菌群在 PHA 富集和合成阶段生产

PHA的效果，以及微生物群落结构的变化情况。

1 材料与方法材料与方法

1. 1　污泥厌氧发酵液中SCFAs的组分

根据张雨青［9］的研究，在温度为 30 ℃、进料污

泥浓度为 18 g/L（以 TS 计，下同）条件下，当 PMS 投

加量为 0. 11 g/g（以 TS计，下同）、发酵 5 d时污泥产

酸量最大。故本实验中 PMS 投加量采用 0. 11 g/g，
发酵时间设为5 d。

实验用污泥为太原市杨家堡污水处理厂二沉

池污泥，污泥取回后在 4 ℃冰箱中沉淀浓缩 24 h，将
污泥浓度配制成 18 g/L。取 2个体积为 500 mL的血

清瓶，每个血清瓶中加入 450 mL一定浓度的剩余污

泥。其中一个血清瓶中加入 0. 11 g/g 的 PMS，另一

个作为空白对照，然后分别调节 pH 至 10，第 1天调

节 3次，第 2天和第 3天各调节 2次。将两个血清瓶

用氮气吹扫 5 min，然后用橡皮塞密封后放置在恒温

空气摇床中，温度设置为（30±1） ℃，转速设置为

200 r/min。发酵 5 d 后取样，经 0. 45 μm 滤膜过滤，

取上清液测定 SCFAs。在 pH=10 条件下投加 PMS
处理污泥得到的发酵液，简称“pH10+PMS发酵液”，

其组分如下：乙酸为 40. 52%、丙酸为 14. 62%、丁酸

为21. 27%、戊酸为23. 59%；在pH=10条件下处理污

泥得到的发酵液，简称“pH10发酵液”，其组分如下：

乙酸为 30. 20%、丙酸为 18. 58%、丁酸为 23. 93%、戊

酸为27. 29%。

1. 2　富集实验装置及运行方式

富集阶段采用好氧瞬时补料工艺（ADF），选用
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序批式反应器（SBR），由有机玻璃制成，有效容积为

7. 2 L，如图 1 所示。反应温度控制在（20±2） ℃，进

水 pH 用 NaOH 溶液调控在 7±0. 2，反应过程中不再

调控；曝气量经空气流量计控制在 0. 19~0. 26 m3/h
范围内，搅拌转速控制在 200 r/min。运行周期为 8 
h，包括进水 0. 5 h、反应 6 h（反应末期排泥 3 min）、

沉淀 1 h、排水 0. 5 h；水力停留时间（HRT）为 1 d，污
泥停留时间（SRT）为10 d。

SBR接种污泥为太原市杨家堡污水处理厂二沉

池污泥，初始污泥浓度为 7 600 mg/L。实验进水采

用人工配水，主要包括碳源、营养盐和微量元素。

反应器开始启动时采用葡萄糖作为碳源，进水COD
浓度为 1 000 mg/L，配水中加入 191. 07 mg/L 的

NH4Cl和43. 87 mg/L的KH2PO4，控制C∶N∶P=100∶5∶
1（质量比），同时添加 0. 04 g/L硫脲抑制硝化作用以

及 0. 5 mL/L 微量元素、0. 25 g/L 硫酸镁和 0. 051 g/L
无水氯化钙。微量元素组成为：ZnSO4·7H2O 0. 12 g/
L、CaCl2·6H2O 0. 15 g/L、Na2MoO4·2H2O 0. 06 g/L、
KI 1. 18 g/L、MnCl4·H2O 0. 12 g/L、FeCl3·6H2O 1. 5 
g/L、H3BO4 0. 15 g/L、CuSO4·5H2O 0. 03 g/L。反应器

运行稳定后，进水碳源分别采用 pH 发酵液和 pH+
PMS 发酵液，由乙酸、丙酸、丁酸和戊酸组成，它们

转化为COD的当量系数分别为 0. 780、1. 167、1. 730
和 1. 902［10］。进水碳源浓度和其他实验条件与葡萄

糖做碳源时相同。

1. 3　合成阶段实验设计

批次实验采用 0. 5 L 烧杯作为反应器，开始前

对富集反应器的排泥进行预曝气处理 1 h 及以上，

以消耗掉混合液中剩余的氮、磷等营养物质，之后

再用自来水淘洗两遍以进一步去除混合液中的氨

氮等物质。实验设 5 个批次，每批次反应 1. 5 h、静

置沉淀 0. 5 h，排出 0. 2 L上清液后，补加 0. 2 L碳源

进行下一批次实验，批次实验的碳源浓度一般为富

集碳源浓度的 2~4 倍，在本实验中选取 COD 浓度

为 3 000 mg/L，不外加营养盐。整个过程通过四联

磁力搅拌器及曝气装置实现周期运行，设溶氧仪和

pH计监测反应过程的数据变化，烧杯内的曝气量用

空气流量计控制在 1. 6 L/min。反应过程中不控制

pH，温度为（20±2） ℃。

1. 4　检测项目与方法

实验中的常规指标如 SV、SVI、pH、COD、NH3-N
等均采用国家标准方法测定；富集和合成阶段的污

泥浓度（MLSS）采用冷冻差重法测定；SCFAs 采用

SP2100型气相色谱仪测定，检测器为FID，载气为氮

气，进样器温度为 250 ℃，检测器温度为 280 ℃，柱

箱温度为 170 ℃；污泥的 PHA 含量采用 Agilent-
7890B 气相色谱仪测定，检测器为 FID，色谱柱为

HP-5弹性石英毛细管柱，进样口温度为250 ℃，分流

比为 10∶1，流量为 72 mL/min，压力为 25 psi（1 psi=
6. 89 kPa），采用程序升温，初始温度为 70 ℃，保持 2 
min 后以 25 ℃/min 程序升温至 150 ℃。当分别以

pH10发酵液和PMS+pH10发酵液为碳源时，对富集

阶段 SBR 反应器典型周期内的污泥取样进行微生

物群落结构分析，污泥样品经 DNA 提取后，进行

PCR 扩增，引物选取 MiSeq 测序平台 V3-V4 区域的

通用引物 341F和 805R，之后采用 Illumina测序平台

进行高通量测序（上海生工）。

1. 5　评价指标

实验中活性污泥的产 PHA 能力采用 PHA 合成

量、PHA比合成速率、PHA产率等指标来衡量，计算

方法如下所示：

PHA合成量 = PHA/VSS × 100% （1）
qPHA = ΔPHA/ ( X × T ) （2）
ProPHA = PHA/Xa0 （3）
ReΔX = X/Xa0 （4）

        式中：PHA为以干污泥计的PHA产量，g/L；VSS
为污泥中的可挥发性悬浮物含量，g/L；ΔPHA 为单

位时间内的 PHA 增量，g/L；X 为细胞生物量，g/L；
qPHA为PHA比合成速率，以细胞生物量计，g/（g·h）；
T 为时间，h；Xa0 为初始细胞生物量，g/L；ProPHA 为

PHA 产率，以初始细胞生物量计，g/g；ReΔX 为生物

相对增长量，g/g。

pH、DO测定仪

曝气装置 调整器 时间控制器

电源

溢流管

进水泵

排水泵氧气泵

流
量
计

加热棒

图1　富集实验装置示意

Fig.1　Schematics of the enrichment test device
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2 结果与讨论结果与讨论

2. 1　富集阶段典型周期内各参数的变化

在富集阶段，当反应器运行稳定后，典型周期

内碳源 COD 浓度、氨氮、溶解氧以及 PHA 含量等指

标的变化如图2所示。

由图 2可知，在两种碳源条件下，SBR反应周期

内的活性污泥均有明显的底物充盈-匮乏阶段分界

（以竖直虚线为分界线）。由图2（a）可知，当以pH10
发酵液为碳源时，0~25 min为充盈阶段，25~300 min
为匮乏阶段。由图 2（b）可知，当以 pH10+PMS发酵

液为碳源时，0~35 min为充盈阶段，35~300 min为匮

乏阶段。当以 pH10 发酵液为碳源时，充盈期比以

pH10+PMS 发酵液为碳源时要短。以 pH10 发酵液

和 pH10+PMS 发酵液为碳源时，PHA 合成量均在突

跃点达到最大值，分别为 10. 61%和 12. 22%。在富

集阶段，以 pH10+PMS发酵液为碳源时的 PHA产量

稍高于以 pH10发酵液为碳源时的。在两种碳源条

件下，SBR中的DO浓度均表现为充盈期快速上升，

达到突跃点后，在匮乏期基本保持稳定；COD 和氨

氮浓度均表现为先快速下降，在突跃点后下降变缓

并逐渐趋于稳定。以 pH10发酵液为碳源时，SBR中

的COD浓度从 321. 96 mg/L逐渐降低并最终稳定在

114. 99 mg/L；以 pH10+PMS 发酵液为碳源时，COD
浓度从 264. 47 mg/L 逐渐降低并最终稳定在 28. 75 
mg/L。可以看出，以 PMS+pH10 发酵液为碳源时，

SBR对碳源的消耗更多，而碳源的消耗主要用于微

生物自身的生长及合成 PHA，故以 pH10+PMS 发酵

液为碳源时PHA合成量更高。

2. 2　不同底物补料模式下PHA合成情况

在两种碳源条件下，对合成阶段每个补料周期

的首末分别取样测定 PHA 含量，结果如图 3 所示。

可以看出，两种碳源条件下的PHA含量整体都随反

应时间的增加而增加，但由于每个批次之间设有静

沉阶段，所以这之间有少量的PHA消耗。

a. 以pH10发酵液为碳源
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图3　不同碳源条件下的PHA合成效果

Fig.3　PHA synthesis effect with different carbon sources

由图 3（a）可知，以 pH10发酵液为碳源时，混合

a. 以pH10发酵液为碳源
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b. 以pH10+PMS发酵液为碳源

t/min
0 50 100 150 200 250 300

9
8
7
6
5
4
3
2
1

PH
A/%

DO
/（m

g·L
-1 ）

12
10

8
6
4
2

44
40
36
32
28
24
20

氨
氮

/（m
g·L

-1 ）

300
250
200
150
100
50
0

CO
D/（

mg
·L-1 ）

DOPHA
氨氮COD

图2　不同碳源条件下SBR典型周期内的相关参数变化

Fig.2　Change of relevant parameters in typical cycle of 
SBR with different carbon sources
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菌群在第 2 次补料之后便一直以较高的速率进行

PHA的合成，在第 5次补料结束时 PHA累积合成量

达到最大值即 42. 84%。由图 3（b）可知，以 pH10+
PMS 发酵液为碳源时，混合菌群在第 1 次补料之后

也以较高的速率进行 PHA的合成，在第 4次补料结

束后PHA累积合成量增幅明显变缓，这说明微生物

细胞消耗底物合成PHA的代谢能力已接近饱和，在

第 5 次补料结束时 PHA 累积合成量达到最大值即

52. 53%。以 pH10+PMS 发酵液为碳源时的 PHA 累

积合成量高于以 pH10 发酵液为碳源时的，并且在

两种碳源条件下合成阶段的 PHA 产量均较富集阶

段有了大幅度的提升。

不同碳源条件下的 PHB 和 PHV 合成量变化趋

势和PHA相同。以pH10发酵液为碳源时，在第5次

补料结束时PHV和PHB累积合成量均达到最高，分

别为 20. 87%和 21. 97%，分别占PHA累积合成量的

48. 72%和 51. 28%，PHB∶PHV为 1. 05∶1。以 pH10+
PMS发酵液为碳源时，在第 5次补料结束时 PHV和

PHB 累积合成量均达到最高，分别为 17. 07% 和

35. 45%，分别占 PHA 累积合成量的 32. 50% 和

67. 48%，PHB∶PHV 为 2. 08∶1。发酵液碳源中的

SCFAs组成会影响 PHA的组成，偶数型碳 SCFAs会
先转化为乙酰辅酶A，再转化成PHB单体，奇数型碳

SCFAs 会 转 化 成 丙 酰 辅 酶 A，再 转 化 成 PHV。

pH10+PMS 发酵液中偶数型碳 SCFAs 的比例为

61. 79%，高于 pH10 发酵液中偶数型碳 SCFAs 的比

例（54. 13%），故以 pH10+PMS发酵液为碳源时 PHB
的合成量高于以pH10发酵液为碳源时的。

在第 5 批次实验结束时，pH10+PMS 发酵液组

的 PHA 比合成速率为 0. 031 7 g/（g·h），大于 pH10
发酵液组的 PHA 比合成速率［0. 02 g/（g·h）］，表明

pH10+PMS发酵液组合成PHA的效率快；pH10发酵

液组和 pH10+PMS 发酵液组的 PHA 产率分别为

0. 365 0、0. 591 2 g/g，pH10+PMS发酵液组的PHA产

率更大，说明 pH10+PMS发酵液组的 PHA累积综合

能力更强。另外，pH10发酵液组和 pH10+PMS发酵

液组的生物相对增长量分别为 0. 65、0. 53 g/g。当

底物中含有氮、磷等营养物质时，微生物可利用其

进行生长代谢和自身的细胞修复，但当缺少氮、磷

等营养物质时，微生物便不能合成用于自身生长的

蛋白质，导致生物量增长值较小，说明生物质将大

部分碳源转移到PHA的积累中，而不是生物量的增

长，所以生物相对增长量越低代表PHA积累能力越

强。综合 PHA 在合成阶段的动力学参数来看，以

pH10+PMS发酵液为碳源的SBR产PHA性能更优。

2. 3　微生物群落结构解析

富集阶段 SBR 反应器内 PHA 的合成情况与微

生物的种类及丰度有必不可分的关系。两种碳源

条件下富集阶段 SBR反应器中功能菌群在门、纲和

属水平上的相对丰度见图4。
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图4　不同碳源条件下微生物在门、纲、属水平的相对丰度

Fig.4　Relative abundance of microorganisms at phylum, 
class, genus levels under different carbon sources

在门水平上，两种碳源条件下的微生物主要分
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布在 4 个门：变形菌门（Proteobacteria）、厚壁菌门

（Firmicutes）、放线菌门（Actinobacteria）、拟杆菌门

（Bacteroidetes）。其中，变形菌门均占比最多，在

pH10 发酵液组中占 72. 09%，在 pH10+PMS 发酵液

组中占82. 93%，变形菌门的增加有利于SCFAs的消

耗，促进微生物进行自身的生长代谢和 PHA 的合

成［11］，这与 pH10+PMS发酵液组的 PHA合成效果好

相吻合。与 pH10发酵液组相比，pH10+PMS发酵液

组的厚壁菌门和放线菌门占比较少。

在纲水平上，pH10 发酵液组的优势菌为 α-变
形 菌 纲（Alphaproteobacteria，46. 72%）、放 线 菌 纲

（Actinobacteria，10. 69%）、梭状芽孢杆菌纲（Clostridia，
9. 76%）、β-变形菌纲（Betaproteobacteria，8. 06%）、

γ-变形菌纲（Gammaproteobacteria，2. 16%）和黄杆菌

纲（Flavobacteriia，1. 29%）。pH10+PMS发酵液组的

优势菌为 α-变形菌纲（44. 50%）、梭状芽孢杆菌纲

（5. 93%）、β - 变形菌纲（15. 24%）、γ- 变形菌纲

（7. 30%）、δ-变形菌纲（Deltaproteobacteria，3. 35%）

和黄杆菌纲（1. 75%）。pH10+PMS发酵液组中α-变
形菌纲、β-变形菌纲、γ-变形菌纲和 δ-变形菌纲的

占比总和高于 pH10发酵液组，这与 pH10+PMS发酵

液组的变形菌门占比更高一致，因此，pH10+PMS发

酵液组具有更高的PHA合成能力。

在属水平上，pH10发酵液组的优势菌为副球菌

属（Paracoccus，19. 25%）、潜水杆菌属（Phreatobacter，
5. 33%）、微小菌属（Micropruina，5. 64%）。在 pH10+
PMS发酵液组，粪杆菌属（Faecalibacterium）、双歧杆

菌属（Bifidobacterium）、微小菌属的占比相较于

pH10发酵液组大幅减少，布劳特氏菌属（Blautia）消

失不见，说明碳源组分的改变不利于这些菌属的生

存。pH10+PMS 发酵液组的优势菌属为副球菌属

（23. 45%）、陶厄氏菌属（Thauera，7. 62%）、水单胞菌

属（Aquimonas，4. 42%）和甲基杆菌属（Meganema，
3. 98%）。副球菌属是具有脱氮功能的微生物，可合

成胞内 PHA［12］；陶厄氏菌属属于变形菌纲，被认为

是合成 PHA 的优良菌属［13］；甲基杆菌属是丝状菌，

也具有合成 PHA 的能力［14］。pH10+PMS 发酵液组

中的副球菌属、陶厄氏菌属和甲基杆菌属占比均高

于 pH10发酵液组，说明 pH10+PMS发酵液组的底物

中乙酸组分的增加有利于PHA产生菌属富集，使得

活性污泥混合菌群合成PHA的能力提高。

3 结论结论

①    以 pH10发酵液、pH10+PMS发酵液为碳源

时，富集阶段最大 PHA 合成量分别为 10. 61%、

12. 22%；两组碳源条件下DO和 PHA均表现为在充

盈期快速上升、达到突跃点后在匮乏期基本保持稳

定，COD、氨氮浓度均表现为在充盈期快速下降、达

到突跃点后下降速率变缓并逐渐稳定。

②    分别以 pH10发酵液、pH10+PMS发酵液为

碳源时，合成阶段的 PHA 累积合成量分别为

42. 84%、52. 53%，且 pH10+PMS 发酵液组的 PHB∶
PHV=2. 08∶1。pH10+PMS 发酵液组的 PHA 比合成

速率、PHA 产率均大于 pH10 发酵液组，分别为

0. 031 7 g/（g·h）和 0. 591 2 g/g。pH10+PMS 发酵液

组的 PHA 合成能力大于 pH10 发酵液组，因此

pH10+PMS发酵液为更适宜的碳源。

③    采用不同碳源时富集产 PHA 的微生物群

落结构有差异性。相比 pH10发酵液组，pH10+PMS
发酵液组中与PHA合成相关的功能菌群含量更高，

其中副球菌属、陶厄氏菌属、甲基杆菌属占比分别

为 23. 45%、7. 62%、3. 98%。在 pH10+PMS 发酵液

组中，与 PHA 合成有关的菌群得到了富集，并相应

地降低了其他菌群的比例，有利于PHA的合成。
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