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摘　要：为了改善垃圾渗滤液生化处理系统尾水有机污染物的进一步降解效果，以垃圾渗滤液生化

处理曝气池污泥为菌种分离源，用渗滤液生化尾水和琼脂调配培养基，采用生物强化技术驯化和筛

选出３种功能菌，经１６ＳｒＤＮＡ鉴定为海杆菌属（Ｍａｒｉｎｏｂａｃｔｅｒ）、不动杆菌属（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ）和埃

希式菌属（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ）。将功能菌扩大培养，用物理循环吸附法投放于生物活性炭（ＢＡＣ）反应器

中。通过对照实验发现，自然挂膜的ＢＡＣ仅对垃圾渗滤液生化尾水中分子量 Ｍ 为１０～５ｋＤａ的

有机污染物具有较好的降解能力，而投加了功能菌的ＢＡＣ对分子量 Ｍ 为１００～３０ｋＤａ的有机污

染物去除率为７６．１％，对Ｍ＞１００ｋＤａ的有机污染物去除率为８０．９％。投加功能菌的ＢＡＣ可以提

高垃圾渗滤液的生化处理效果。
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　　由于性质的复杂性，垃圾渗滤液的处理成为了

世界上较为棘手的科学难题之一，单一的渗滤液处

理技术并不能满足人们对渗滤液的处理要求［１］。经

生化处理后的垃圾渗滤液的深度处理是实现其达标

排放的必要途径［２］，生物活性炭法就是一种较为有

效的垃圾渗滤液深度处理技术［３５］。有研究表明，向

反应器中投加具有特殊降解作用的微生物可以改善

难降解有机污染物的效果，不过这方面的研究目前

还限于摇瓶实验［６］。迄今为止，尚未见将功能菌投

放到生物活性炭（ＢＡＣ）反应器中进行垃圾渗滤液深

度处理的研究报道。课题组以垃圾渗滤液生化处理

曝气池污泥为菌种，用渗滤液生化尾水和琼脂调配

培养基，采用生物强化技术进行了功能菌的培养与

筛选，并将扩大培养的功能菌投放到ＢＡＣ中，形成

了功能菌ＢＡＣ反应器。论文对功能菌的驯化、筛

选、扩大培养以及功能菌ＢＡＣ反应器对垃圾渗滤液

生化尾水的进一步降解性能进行系统研究，以期为

功能菌ＢＡＣ技术在垃圾渗滤液深度处理方面的实

际应用提供理论依据和实验支撑。

１　试验装置和方法

１．１　水质分析方法

光密度值由ＨｉｔａｃｈｉＵ３０１０紫外可见分光光度

计测得，ＴＯＣ（ＴｏｔａｌＯｒｇａｎｉｃＣａｒｂｏｎ，总有机碳）用

ＥｌｅｍｅｎｔａｒＴＯＣ仪测试。色度采用紫外分光光度法

测试［７］，以铬钴为标准溶液；生物量的测定采用磷脂

法［８９］；生物活性采用ＴＴＣ脱氢酶活性法测定
［１０１１］，

无色的氯化三苯基四氮唑（简称ＴＴＣ）为受氢体，受

氢后生成红色三苯基甲膳（ＴＦ），采用分光光度法，

以ＴＦ的生成量表示ＴＴＣ脱氢酶活性的大小。

１．２　水样和污泥采集

菌种分离源采自三峡库区某垃圾焚烧厂渗滤液

二级生物处理系统的曝气池；试验用水为该系统的

二沉池出水，水质特征为：ＴＯＣ２４７ｍｇ／Ｌ，ＵＶ２５４

３．４４５ｃｍ－１，ＮＨ３Ｎ２０．２８ｍｇ／Ｌ。

１．３　功能菌培养与筛选

渗滤液生化尾水过滤后的清液以３０００ｒ／ｍｉｎ

离心１０ｍｉｎ，高温灭菌３０ｍｉｎ制成液体培养基；向

液体培养基中加入２％琼脂调配成水样固体培养

基。

将活性污泥打散，制成１０倍递减稀释的系列悬

浊液。取稀释度１０－４～１０
－６悬浊液各０．１ｍｌ，分别

于水样固体培养基上涂布接种，重复３次。置接种

后的固体培养基于３０℃培养２～３ｄ。

挑取菌落数在４０个左右的平皿，在室温下放置

２～３ｄ，使菌落性状能较充分的表现，挑取单菌落转

接于斜面试管上，再将具有不同性状的菌落在固体

培养基平板上划线纯化、培养，保存备用。

采用微滤膜（０．２２μｍ）将原水中的微生物滤

除，排除原水中微生物对实验的影响。将纯化培养

的菌种分别接种于水样，３０℃、１００ｒ／ｍｉｎ摇床培养

２４ｈ，然后３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，滤掉水中菌体，

取上清液测试，选择优势菌株，斜面培养基４℃保

存。

１．４　功能菌的鉴定

使用ＳＤＳ酚氯仿抽提法提取菌液的总ＤＮＡ。

菌株的鉴定采用１６ＳｒＤＮＡ序列分析方法。引物按

照文献［１２］设计，引物由华大中生科技发展有限公司

合成，序列如下：

正向 引 物 ８Ｆ：ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣ

ＡＧ（对应于Ｅ．ｃｏｌｉ１６ＳｒＲＮＡ 基因的８～２７个碱

基）。

反向引物１４９５Ｒ：ＣＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡ

ＣＧＡ（对应于Ｅ．ｃｏｌｉ１６ＳｒＲＮＡ基因的１５１４～１４９５

个碱基）。

１．５　试验装置及运行

试验采用柱式生物活性炭反应器，炭柱内径１０

ｃｍ，柱内炭层高１２０ｃｍ，见图１。活性炭为山西太原

新华活性炭厂的ＺＪ１５型颗粒活性炭，承托层高４０

ｃｍ（自上而下是粒径不同的石英砂和卵石），承托层

的底部为有机玻璃的穿孔板，模拟实际滤池的小阻

力配水系统。ＢＡＣ１不投加功能菌，采用自然挂膜，

进水流量７ｍｌ／ｍｉｎ；ＢＡＣ２初始进水量为２ｍｌ／ｍｉｎ，

１ｄ后采用间歇式循环物理吸附法投加功能菌生物

量为１００．６ｎｍｏｌ／ｍＬ的菌液６Ｌ，将菌液以１ｍｌ／

ｍｉｎ的流量挂膜２ｈ再停止２ｈ，循环挂膜２ｄ；第３ｄ

将菌液放空、开始以３ｍｌ／ｍｉｎ的流量进水并逐渐增

加进水流量，７ｄ后进水量达到７ｍｌ／ｍｉｎ。

图１　生物活性炭反应器
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１．６　分子量分布测定

选用滤膜过滤法测定水中溶解性有机物ＤＯＭ

分子量分布［１３１４］，即将已知截留分子量的超滤膜置

于ＳＣＭ系列杯式超滤器中，用纯氮气施以０．２ＭＰａ

的压力，水中分子量小于膜截留分子量的有机物透

过膜进入滤液，而分子量大于膜截留分子量的有机

物被膜截留。超滤膜和０．４５μｍ微滤膜在使用前都

用超纯水过滤，直至出水的 ＵＶ２５４与超纯水的一致。

膜过滤采用平行法，即水样用０．４５μｍ微滤膜过滤

后，分别通过 ＨＭ 系列平片超滤膜（分子量１００ｋ、

３０ｋ、１０Ｋ、５ｋ、１ｋＤａ），测定滤液的 ＵＶ２５４，各分子

量分布区间的有机物含量用差减法获得。

２　结果与讨论

２．１　功能菌的鉴定

经过分离纯化，从渗滤液生物处理系统曝气池

污泥得到１１株菌株。为了淘汰一些不适于应用的

菌株（有可能是致病菌，生长速度慢，或营养要求高

的菌株），将１１株菌株分别接种于ＴＯＣ初始浓度为

９２．８ｍｇ·Ｌ
－１、ＵＶ２５４为１．３７８ｃｍ

－１的１００ｍＬ液体

培养基中，３０℃、１００ｒ／ｍｉｎ摇床培养２４ｈ，３０００ｒ／

ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液测试，将对ＴＯＣ、ＵＶ２５４

去除率均大于４０％的菌株定义为优势菌。实验共

筛选出３株优势菌，其特性见表１。

表１　优势菌的特征

菌种 菌落性状
ＴＯＣ去

除率／％

ＵＶ２５４去

除率／％

Ｙ１ 无色透明，圆形，粘液状，生长旺盛 ６１．３ ５９．０

Ｙ２ 浅土黄色，圆形，菌落较小，表面光滑 ５２．４ ５３．６

Ｙ３ 黄色，圆形，表面光滑，边缘整齐 ４９．１ ４８．７

对分离纯化后的３种菌株提取基因组 ＤＮＡ，

ＰＣＲ扩增其１６ＳｒＤＮＡ 序列，测序。利用ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ提供的Ｂｌａｓｔ程序，将测序

结果与ＧｅｎＢａｎｋ数据中的序列数据库中微生物１６Ｓ

ｒＤＮＡ 序列进行对比分析，获得最相近菌株的

１６ＳｒＤＮＡ序列，按照参考文献［１５］的最大同源性原

则进行排序。结果表明，菌株 Ｙ１ 与海杆菌属

（Ｍａｒｉｎｏｂａｃｔｅｒ）的１６ＳｒＤＮＡ核苷酸序列同源性达

到９９．９％；菌株 Ｙ２与不动杆菌属（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ）

的１６ＳｒＤＮＡ核苷酸序列同源性达到９９．８％；菌株

Ｙ３与埃希式菌属（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ）的１６ＳｒＤＮＡ核苷

酸序列同源性达到９９．７％。

２．２　生物活性炭反应器的启动

试验将保存的纯菌种作为菌源，用混合培养基

扩大培养。培养过程中逐渐提高混合培养基中待处

理水样的比例，增强菌种的适应性，并采用间歇式循

环物理吸附法将功能菌固定于ＢＡＣ２，投加菌液生

物量为１００．６ｎｍｏｌ／Ｌ，循环挂膜结束后空菌液的生

物量为９．８ｎｍｏｌ／ｍＬ，９０．３％的功能菌成功接种。

ＢＡＣ１是采用自然挂膜，未投加功能菌。

２．２．１　生物量和生物活性的变化

生物活性炭反应器在启动过程中生物量和生物

活性的历时变化过程见图２。

图２　生物活性炭的生物量和生物活性变化

从图２可以看出ＢＡＣ１的自生长生物量在１６ｄ

的自然挂膜的培养过程中呈现出逐渐增加的趋势，

投加功能菌的ＢＡＣ２的生物量却出现了快速积累、

下降、再稳步增长的态势。说明投加到生物活性炭

池中的功能菌群依然存在一个在适应环境的淘洗和

优化过程。启动运行终止时２套反应器的生物量分

别为４１．８ｎｍｏｌ／ｇ和１２８．１ｎｍｏｌ／ｇ，生物活性分别

为ＴＦ１４．９μｇ／ｇ和ＴＦ３１．２μｇ／ｇ。

２套反应器的比生物活性很接近（ＢＡＣ１为ＴＦ

０．３５６μｇ／ｎｍｏｌ，ＢＡＣ２为ＴＦ０．３６５μｇ／ｎｍｏｌ），即生

物活性炭池上单位生物量具有相同的生物活性。这

一结果说明，按照该实验所示的功能菌培养及筛选

方法可以获得与自然挂膜自生长优势生物菌群一样

的、对目标难降解有机物具有较高降解活性的生物

菌群。显然从图２可以看出，通过投加功能菌群的

人工强化挂膜方式可以快速启动生物活性炭系统，

使生物活性炭系统具有较高的生物量。在生物活性

炭池中，生物量越丰富，附着在活性炭上的难降解有

机物越容易生物降解，进而较易实现活性炭原位再

生，使生物活性炭系统对难降解有机物的去除能力

和抗冲击负荷潜能得到加强。

２．２．２　出水犜犗犆的变化

生物活性炭反应器在启动过程中对ＴＯＣ的去

除效果历时变化过程见图３。
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图３　生物活性炭对犜犗犆的去除

从图３可以看出，在启动运行阶段，２套反应器

对ＴＯＣ的去除效果都出现了快速下降到趋于稳定

的过程。虽然投加功能菌的ＢＡＣ２初期去除效果低

于ＢＡＣ１，但是，它的下降趋势相对缓慢，运行稳定

时去除效果远优于ＢＡＣ１。究其原因是因为生物活

性炭反应器启动初期，自生长生物尚未形成或投加

的功能菌活性尚未恢复，活性炭的简单吸附就成为

了有机物ＴＯＣ的最主要去除方式。显然，投加功能

菌的ＢＡＣ２由于功能菌在活性炭表面上的附着，占

据了活性炭吸附位，从而降低了活性炭对有机物

ＴＯＣ的吸附量，宏观上表现为ＢＡＣ２初期ＴＯＣ去

除率低。然而，伴随着启动时间的延长，虽然活性炭

吸附容量减少，但自生长生物逐渐形成或投加的功

能菌活性逐渐恢复，生物降解能力趋强，形成了活性

炭吸附与生物降解的协同作用。从图３可以看出，

启动运行稳定时２套ＢＡＣ对ＴＯＣ的去除率差异较

大，分别为２０％和４０％，说明投加功能菌的ＢＡＣ２

具有较强的生物降解能力，更容易再生活性炭，获得

优异的难降解有机物去除能力。

２．２．３　出水犝犞２５４的变化

光密度值ＵＶ２５４主要反映了一类具有芳香环结

构或者双键结构的有机污染物，一般包括腐殖质和

富里酸一类物质。生物活性炭反应器在启动过程中

对ＵＶ２５４的去除见图４。活性炭刚投入使用时，主要

发挥活性炭的物理吸附作用，ＵＶ２５４的去除率较高，

随着通水倍数的增加，活性炭逐渐趋于饱和，活性炭

对ＵＶ２５４的去除率逐渐降低。ＢＡＣ接种微生物后，

具有稳定的有机污染物去除效果，ＢＡＣ１、ＢＡＣ２的

ＵＶ２５４去除率稳定在４９．０％、５４．０％以上。说明投

加功能菌的ＢＡＣ２对难降解有机物具有较强的生物

降解能力。

２．２．４　出水色度的变化

生物活性炭对废水色度的去除很明显，见图５。

在挂膜初期，活性炭的物理吸附占废水净化的主要

作用，ＢＡＣ１、ＢＡＣ２对色度的去除率均较高。挂膜

后期，活性炭的吸附空位很少，ＢＡＣ主要依赖微生

物的降解作用，色度去除率基本稳定在５５％以上，

而ＢＡＣ２的色度去除率高于ＢＡＣ１。

图４　生物活性炭对犝犞２５４的去除

图５　生物活性炭对色度的去除

挂膜后 ＢＡＣ１、ＢＡＣ２对的色度去除规律与

ＵＶ２５４的去除相似，且色度、ＵＶ２５４的去除率明显高于

ＴＯＣ去除率，说明生物活性炭具有对难生物降解有

机物的去除优越性。

２．３　犅犃犆对难生物降解有机物的去除特性分析

采用 ＨＭ系列平片超滤膜按照分子量大小对

水样有机物进行分离，不同分子量范围的有机物在

ＢＡＣ中的去除效果见表２和图６。

表２　犅犃犆反应器对水中犝犞２５４的去除

Ｍ／

ｋＤａ

进水

ＵＶ２５４

ＢＣＡ１

出水

ＵＶ２５４

Ｒｅｍｏｖａｌ

ｒａｔｅ／％

ＢＡＣ２

出水

ＵＶ２５４

Ｒｅｍｏｖａｌ

ｒａｔｅ／％

＞１００ ０．５３３ ０．３０５ ４２．８ ０．１０２ ８０．９

１００～３０ ０．４１４ ０．２１３ ４８．６ ０．０９９ ７６．１

３０～１０ ０．４０１ ０．１８７ ５３．４ ０．１５９ ６０．０

１０～５ ０．３８７ ０．０４４ ８８．６ ０．１２２ ６８．５

５～１ ０．１５１ ０．１０１ ３３．１ ０．１１６ ２３．２

＜１ ０．１４８ ０．０８０ ４５．９ ０．０９０ ３９．２
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图６　水样的分子量分布

犪．进水　犫．犅犃犆１出水　犮．犅犃犆２出水

从表２可以看出，未投加功能菌的ＢＡＣ１对水

样中分子量 Ｍ 为１０～５ｋＤａ的有机污染物去除很

明显；而ＢＡＣ２对分子量 Ｍ＞１００ｋＤａ的有机污染

物去除率最大，其次是分子量 Ｍ为１００～３０ｋＤａ的

有机污染物，分别达到８０．９％、７６．１％，说明该实验

筛选的功能菌群更易于降解大分子有机物。ＢＡＣ２

出水中，分子量Ｍ为５～１ｋＤａ和＜１ｋＤａ的有机物

的ＵＶ２５４光密度值比ＢＡＣ１略高，其原因在于ＢＡＣ２

中的功能菌使更多的高分子量有机污染物降解成了

分子量更小的有机物，使得出水中小分子量组分的

含量反而更高。测试结果表明，ＢＡＣ２的总ＵＶ２５４去

除率达到６６．２％，而 ＢＡＣ１的总 ＵＶ２５４去除率为

５４．１％。

从图６可以看出，就ＵＶ２５４分布而言，试验进水

的分子量 Ｍ 主要以＞５ｋＤａ为主，Ｍ＜５ｋＤａ的有

机污染物只占１４．９％。经自然挂膜的ＢＡＣ１降解

后，出水中分子量 Ｍ在１０～５ｋＤａ的有机物明显减

少，组合含量从１９．０％降至４．７％，说明ＢＡＣ１对于

分子量 Ｍ＜１０ｋＤａ的有机物具有更显著的降解性

能。ＢＡＣ２出水中，分子量 Ｍ＜１０ｋＤａ的有机物含

量明显增加，尤其是分子量 Ｍ＜５ｋＤａ的有机物含

量从１４．９％提高到２７％；而大分子量有机物含量明

显降低，Ｍ＞１００ｋＤａ的有机物含量从２６．７％降至

１４．８％，Ｍ为１００～３０ｋＤａ的有机物含量也从３０．

４％降至１４．％。两种ＢＡＣ处理系统出水的分子量

分布差异表明，功能菌更容易将大分子有机污染物

降解为小分子有机物，改善了ＢＡＣ处理系统的降解

性能。

３　结论

以三峡库区某渗滤液二级生物处理系统的曝气

池污泥作为菌种分离源，采用生物强化技术驯化和

筛选了深度处理渗滤液生化尾水的３种优势菌。经

１６ＳｒＤＮＡ鉴定表明，３株功能菌分别为海杆菌属

（Ｍａｒｉｎｏｂａｃｔｅｒ）、不动杆菌属（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ）和埃希

式菌属（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ）。

功能菌都对渗滤液生化尾水中的有机污染物都

具很强的降解能力。静态实验中，海杆菌属、不动杆

菌和埃希式菌属属对水样 ＴＯＣ的去除率分别为

６１．３％、５２．４％、４９．１％，ＵＶ２５４ 去 除 率 分 别 为

５９．０％、５３．６％、４８．７％。

功能菌接种于生物活性炭后，ＢＡＣ生物量和生

物活性随着通水倍数的增加而增加，并在挂膜后期

基本稳定。投加功能菌的 ＢＡＣ２比自然挂膜的

ＢＡＣ１具有更高的生物量和生物活性，具有更好的

ＴＯＣ、ＵＶ２５４和色度去除效果，这表明功能菌对渗滤

液生化出水具有良好的降解能力。

功能菌易于将大分子有机物降解为小分子有机

物，改善了ＢＡＣ处理系统的降解性能。投加功能菌

的ＢＡＣ２反应器对分子量 Ｍ 为１００～３０ｋＤａ的有

机物去除率为７６．１％，分子量 Ｍ＞１００ｋＤａ的有机

物去除率达到８０．９％。采用自然挂膜的ＢＡＣ１反

应器对水样中分子量 Ｍ 为１０～５ｋＤａ的有机物具

有良好的降解能力。ＢＡＣ２的总 ＵＶ２５４去除率达到

６６．２％，而ＢＡＣ１的总ＵＶ２５４去除率为５４．１％。
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