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摘 要:大量阳离子型聚丙烯酰胺(CPAM)在污水污泥填埋和土地利用的过程中进入环境,对居民健康和周

边环境造成严重威胁。针对该问题,以污泥、玉米芯、玉米秸秆和麦麸为原料进行高温好氧堆肥,利用生物炭

作为载体固定CPAM降解功能菌Bacillus
 

novalis,并对其进行强化。结果表明,强化作用使得高温好氧堆肥

的温度最高达63.9
 

℃,CPAM的去除率达到76.85%,比强化前提高了16.49%。固定化功能菌的加入加快

了堆肥进程,提前10
 

d达到腐熟标准,堆肥产品的种子发芽指数为128%。高通量测序结果表明,堆肥过程中

细菌群落多样性呈先降后升的趋势。在属水平上,芽孢杆菌属(Bacillus,2.21%~62.91%)的相对丰度显著

提高。此外,unclassified_f__Streptosporangiaceae(family
 

Streptosporangiaceae,链孢囊科)和norank_f__

JG30-KF-CM45也具有较高的相对丰度。
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Abstract:
 

A
 

large
 

amount
 

of
 

cationic
 

polyacrylamide
 

(CPAM)
 

enters
 

the
 

environment
 

during
 

the
 

process
 

of
 

sewage
 

sludge
 

landfill
 

and
 

land
 

use,
 

posing
 

a
 

serious
 

threat
 

to
 

the
 

health
 

of
 

residents
 

and
 

the
 

surrounding
 

environment.
 

In
 

order
 

to
 

solve
 

this
 

problem,
 

high-tempera-
ture

 

aerobic
 

composting
 

was
 

carried
 

out
 

using
 

sludge,
 

corn
 

cobs,
 

corn
 

straw
 

and
 

wheat
 

bran
 

as
 

raw
 

materials,
 

and
 

it
 

was
 

enhanced
 

by
 

CPAM
 

degrading
 

functional
 

bacteria
 

Bacillus
 

no-
valis

 

immobilized
 

on
 

biochar.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

intensification
 

made
 

the
 

tempera-
ture

 

of
 

aerobic
 

composting
 

increase
 

to
 

63.9
 

℃
 

and
 

the
 

CPAM
 

removal
 

increase
 

to
 

76.85%,
 

16.49%
 

greater
 

than
 

that
 

before
 

intensification.
 

The
 

addition
 

of
 

immobilized
 

functional
 

bac-
teria

 

accelerated
 

the
 

composting
 

process,
 

reaching
 

the
 

maturation
 

standard
 

10
 

d
 

earlier,
 

and
 

the
 

seed
 

germination
 

index
 

of
 

the
 

composted
 

product
 

was
 

128%.
 

High-throughput
 

sequen-
cing

 

results
 

showed
 

that
 

the
 

bacterial
 

community
 

diversity
 

tended
 

to
 

decrease
 

and
 

then
 

in-
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crease
 

during
 

composting.
 

At
 

the
 

genus
 

level,
 

the
 

relative
 

abundance
 

of
 

Bacillus
 

(2.21%—
62.91%)

 

was
 

significantly
 

higher.
 

In
 

addition,
 

unclassified _f __Streptosporangiaceae
 

(family
 

Streptosporangiaceae,
 

Streptosporanaceae)
 

and
 

norank_f__JG30-KF-CM45
 

also
 

had
 

high
 

relative
 

abundance.
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城镇污水处理规模的扩大导致污水厂污泥产生量随之增加[1]。污泥脱水前需进行絮凝调理,阳离子

型聚丙烯酰胺(Cationic
 

Polyacrylamide,CPAM)因能促进吸附架桥和电中和作用而应用最为广泛。含

CPAM的污泥进入土壤会造成土壤板结、孔隙度和透水率降低,且CPAM的单体具有明显的致癌、致畸

作用[2-3],因此亟需开展污泥中CPAM的降解研究。
CPAM由于具有超高的分子量和稳定的碳长链结构而很难被降解[4-5]。鉴于CPAM与塑料均为单

体聚合而成的高分子聚合物,因此污泥中CPAM的降解可借鉴塑料降解的相关研究。SUN等[6]将0.5%
聚乙烯(PE)和0.5%聚羟基烷酸酯(PHA)微塑料分别添加到牛粪和锯末的混合物中堆肥60

 

d,发现堆肥

后二者的丰度降低、尺寸也明显减小,表面都产生了明显的侵蚀和裂纹;结合碳含量降低30%、官能团

O H、C O和C O增加的结果可以推测:反应温度高、嗜热微生物丰富的好氧生物降解可望实现对

污泥中CPAM的高效去除。
高温好氧堆肥是利用好氧微生物和兼性微生物在有氧条件下对有机污染物进行降解的过程[7]。部分

有机物由于化学性质稳定或者具有一定生物毒性而在高温好氧堆肥中降解效果欠佳,对此可以采用生物

强化技术提高污染物的降解效率。如CASTRO-AGUIRRE等[8]在堆肥过程中强化接种了聚乳酸降解功

能菌Geobacillus
 

thermoleovorans,结果表明相较于对照组,强化接种可以显著提高聚乳酸的降解效率。
此外,与游离微生物相比,施加固定化微生物能够减小高浓度污染物的毒害作用,降低原位微生物与外源

微生物的竞争优势,有利于功能微生物快速适应环境并发挥自身功能[9]。例如,张秀霞等[10]利用污泥生

物炭对石油降解菌群进行固定并用于修复石油污染土壤,发现经过90
 

d修复后,固定化菌群对石油烃的

降解率为58.80%,比游离菌群高13.66%。
本研究将CPAM降解功能菌Bacillus

 

novalis固定于生物炭上,对含CPAM污泥高温好氧堆肥系统

进行强化,对比分析了功能菌强化对CPAM降解效果、堆体理化性质变化和微生物群落演替的影响,可为

污泥的处理处置和资源化利用提供有益的借鉴。

1 材料与方法

1.1 堆肥原料

本实验所用污泥为青岛市海泊河污水处理厂的脱水污泥,含水率为70%左右,CPAM浓度为6
 

mg/g
左右。玉米芯、玉米秸秆和麦麸等购自农产品公司,粉碎后过20目筛。原料的主要理化性质见表1。

表1 堆肥原料的主要理化性质

原料 有机质OM/% 含水率/% 有机碳TOC/% 总氮TN/% 碳氮比

污泥 57.99 70.90 24.64 4.12 5.98

玉米芯 88.97 7.10 44.46 0.53 83.89

玉米秸秆 87.66 9.35 40.11 1.33 30.16

麦麸 89.23 11.06 43.45 2.87 15.14

1.2 降解功能菌固定

采用吸附法将降解功能菌固定在生物炭上,具体步骤如下:
1)

 

细胞悬液的制备。将实验室保存的CPAM降解功能菌(Bacillus
 

novalis,可在15~45
 

℃温度范

围内降解CPAM)接种到富集培养基中,在35
 

℃、140
 

r/min条件下富集培养48
 

h。再将富集活化后的菌
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液转接到营养培养基中,相同条件下培养48
 

h,得到细胞悬液。
2)

 

生物炭固定菌剂的制备。将椰壳生物炭置于LB液体培养基中(质量体积比W/V=1∶20,),制成

生物炭混合液。细胞悬液在LB液体培养基中培养,直到细胞生长到稳定状态(3.0×108~4.0×108
 

CFU/mL)。随后,将体积为生物炭混合液3倍的细胞悬液3500
 

r/min离心10
 

min,将沉淀物加入到生物

炭混合液中,并在35
 

℃、80
 

r/min条件下培养48
 

h,纯水冲洗去除游离细胞。

图1 自制堆肥反应器结构示意

1—温度记录仪;2—保温层;3—顶盖;4—通气孔;

5—堆体;6—隔板;7—液体排放口

1.3 实验设计

高温好氧堆肥实验在自行设计的堆肥反应器

(图1)中进行。反应器为聚丙烯塑料材质,高度为

38
 

cm、内径为31
 

cm,壁厚为2
 

mm。桶外侧缠有厚

度为30
 

mm的保温棉以减少热量散失。堆肥过程

中产生的气体通过顶盖上的通气孔排出,渗滤液通

过底部液体排放口排出。
将污泥、玉米芯、玉米秸秆和麦麸按照质量比

1.0∶2.5∶1.0∶0.2充分混合,添加2‰的腐熟物

料和适量水,堆肥初始碳氮比约为25,含水率约为

60%。堆肥实验共设计以下2个处理系统:①
CPAM降解功能菌强化高温好氧(EHA)堆肥系统,
堆肥原料中加入5%(质量比)固定降解功能菌的椰

壳生物炭;②高温好氧(HA)堆肥系统为对照组,加
入等量椰壳生物炭。堆肥过程中,每5

 

d翻堆1次并取样。样品分为2份:一份用于测定含水率、有机质

(OM)、灰分、pH、电导率(EC)、种子发芽指数(GI)、总有机碳(TOC)、总氮(TN)和CPAM浓度等指标;
另一份经液氮冷冻后,置于-80

 

℃超低温冰箱中,用于微生物高通量测序。
1.4 样品测定与表征

1.4.1 堆肥理化性质测定

取适量样品与去离子水1∶10(W∶V)混合,200
 

r/min震荡60
 

min,静置20
 

min后,分别用pH计和

电导率仪测定pH与EC;分别采用差重法和灼烧法测定样品的含水率和OM含量。
取适量样品与去离子水1∶10(W∶V)混合,震荡120

 

min,取8
 

mL浸提液置于铺有滤纸并放有20
颗小萝卜种子的培养皿中,用同等体积的去离子水作为对照,25

 

℃避光培养48
 

h后测定种子发芽指数,
按公式(1)进行计算[11];利用元素分析仪测定样品的TN和TOC含量。

G=
a×b1
c×b2×100%

(1)

式中:G 为种子发芽指数(GI),%;a为浸提液种子发芽数量,个;b1 为浸提液种子根长,cm;b2 为对照组

种子根长,cm;c为对照组种子发芽数量,个。
将样品分散于去离子水中,100

 

r/min振荡2
 

h,300
 

r/min搅拌10
 

min,4000
 

r/min离心15
 

min,取上

清液,采用淀粉-碘化镉法测定CPAM的浓度[12-13]。
1.4.2 微生物多样性分析

使用FastDNA
 

SPIN
 

Kit
 

for
 

Soil试剂盒对样品中微生物的DNA进行提取,选择引物338F和806R
对细菌16S

 

rRNA
 

gene进行扩增,利用Illumina
 

MiSeq平台对扩增产物进行双端测序。利用Usearch软

件,对所得序列进行聚类分析,将相似性大于97%的序列定义为一个操作分类单元(OTU),得到OTU
表,并进行生物信息统计分析。使用美吉在线平台进行细菌群落组成、α和β多样性分析。

2 结果与讨论

2.1 堆肥理化性质变化

温度是评价高温好氧堆肥的重要指标之一,可以有效反映堆肥微生物的活性。如图2所示,堆肥开始
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后温度迅速上升,EHA和 HA堆肥系统的温度

分别于第20天和第25天达到最高值63.9和

60.3
 

℃,EHA升温速率和最高温度均高于HA,
且高温期更长。研究表明,Bacillus属在高温期

能够以难分解的纤维素和果胶等有机物为营养物

质进行新陈代谢,不仅可以提高堆肥升温速率,而
且可以显著延长高温期的持续时间,促进堆体腐

熟和稳定[14]。因此,EHA系统中更高的堆肥温

度和更长的高温期可能与功能菌Bacillus
 

noval-
is的引入有关。此外,生物炭的多孔结构和巨大

表面积为微生物生长提供了空间,有利于嗜热微

生物的生长和繁殖。
如图3(a)所示,EHA和HA堆肥系统中pH

均呈先下降后上升的趋势。堆肥开始后,随着温度的上升,微生物活性迅速升高,分解有机质产生的有机

酸和无机酸迅速积累,导致pH迅速降低。相较于HA,EHA的pH最低值提前5
 

d出现,且数值更低,表
明EHA中微生物活性更高,分解有机质产生的酸更多。高温期,高温会促进有机酸的挥发,且有机氮被

微生物分解转化为氨氮,使pH上升。EHA的pH显著高于HA,这可能与EHA中更高的堆肥温度和微

生物活性有关。堆肥结束时,EHA和HA的pH值分别为7.96和7.60,符合合格堆肥产品的pH要求

(pH=7.5~8.5)[15]。
EC既可以反映堆体中可溶盐的含量,也可表征堆肥对植物的毒害作用。与pH的趋势相反,EHA和

HA堆肥系统中EC均呈先上升后下降的趋势(图3(b))。EHA的EC于第20天升至最高值2200
 

μs/
cm,比HA提前5

 

d,且数值更高,表明固定化功能菌的强化作用提高了EHA中微生物的活性,进而促进

了有机质分解为可溶性离子,如PO3-4 、NH+4、SO2-4 等。降温期,部分可溶性离子被微生物吸收利用或者

相互结合成难溶矿物质,使得EC下降[16]。

  EHA和HA堆肥系统中TOC含量持续减少(图4(a))。高温期,TOC含量下降速率最快,进入降温

期后,TOC降解速率减小。堆肥结束时,EHA和HA的TOC含量分别为31.21%和33.94%。由以上结

果可知,固定化功能菌的加入促进了有机质的分解与矿化。原因可能有两方面,一方面Bacillus
 

novalis
具备良好的有机质分解能力,另一方面生物炭的引入提高了微生物与有机质的接触面积,促进了二者的有

效接触,从而加速了有机质的分解与矿化。类似地,LI等[17]研究发现微生物菌剂通过调节堆肥微生物群
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落的结构,提高了TOC降解效率。
EHA和HA堆肥系统中OM含量呈明显下降趋势,且EHA中OM含量下降速率更快(图4(b))。

堆肥结束时,EHA和HA中OM含量分别为73.56%和77.40%,表明固定化功能菌的强化作用促进了

OM的分解与转化,有利于堆肥的稳定与腐熟。类似地,代浩等[18]发现鸡粪和污泥堆肥经过功能微生物

菌剂的强化,OM的降解率可提高7.7%。

  EHA和HA堆肥系统中TN含量均呈先下降后上升的趋势(图5(a))。升温期与高温期,由于NH3
的大量挥发损失,使TN含量较低。降温期和腐熟期,由于氮素的固定以及堆体“浓缩效应”使TN含量上

升。堆肥结束时,EHA中TN的增幅为30.05%,较HA高10.05%,表明EHA堆肥系统保氮效果显著

优于HA。PARK等[19]的研究表明,Bacillus具有良好的固氮能力,堆肥过程中加入Bacillus有利于降

低氮损失并提高堆肥产品的肥效。此外,生物炭能够减少NH3 的散失,促进氨同化细菌将NH+4-N转化

为有机氮并将其保留在堆肥中,减少堆肥过程中氮素的损失[20]。
GI不仅能反应堆肥产品的毒性,还可以衡量堆肥是否达到腐熟。EHA和HA堆肥系统中GI变化如

图5(b)所示,GI在前5
 

d小幅下降,然后逐渐上升。EHA的GI于第30天达到80%,比HA提前10
 

d。

19
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整个堆肥周期,EHA堆肥系统的GI均高于HA堆肥系统。堆肥结束时,EHA和HA的GI分别为128%
和107%。李琬等[21]向牛粪堆肥中添加纤维素降解菌,GI较未添加菌剂的对照组高8.9%。
EHA和HA堆肥系统中CPAM的变

化如图6所示。CPAM 的降解速率在高

温期最快,高温期结束时EHA中CPAM
含量下降至0.58

 

mg/g,降解率为67%,
占堆肥总CPAM降解率的87.18%,显著

高于 HA堆肥系统。降温期和腐熟期,
CPAM的降解速率显著放缓,堆肥结束

时,EHA和HA堆肥系统中CPAM的含

量分别为0.44和0.69
 

mg/g,降解率分别

为76.85%和60.36%。以上结果表明,
CPAM降解功能菌的引入显著提升了高

温好氧堆肥对CPAM的降解转化能力。
在CPAM的堆肥生物降解过程中,一

方面,CPAM分子侧链的酰胺基受到酰胺

酶的攻击,C N断裂, NH2被 OH替代, CONH2 转化为 COOH;另一方面,CPAM碳链在单

加氧酶等酶的作用下在不同位置断裂,形成多种小分子有机物和聚合物片段,被微生物作为碳源吸收利

用。CPAM降解功能菌的加入提高了堆体中酰胺酶和单加氧酶等功能酶的活性。活性炭不仅可以有效

固定功能菌,提高功能菌的浓度,而且可以促进功能酶和CPAM的有效接触,进而促进CPAM的降解。
因此,CPAM降解功能菌强化可以有效地提高高温好氧堆肥降解污泥中CPAM的效率。
2.2 细菌群落结构变化

2.2.1 细菌群落Alpha多样性分析

表2显示了在相似度为97%的情况下,EHA堆肥系统中细菌群落的Alpha多样性。较高的Cover-
age指数(99.84%~99.90%)表明高通量测序覆盖了样品中绝大多数的物种,测序结果能够准确地反映

细菌群落的多样性和丰富度。在堆肥初始时,样品的Shannon多样性指数为5.10,堆肥升温期第10天时

下降至2.75,随后高温期第25天上升至4.00,最终腐熟期第75天又下降至3.81,堆肥过程中细菌多样性

呈现先降低再升高的趋势。

表2 EHA堆肥系统中细菌群落Alpha多样性

样品 Sobs Shannon Simpson Ace Chao1 Coverage/%

EHA初始样品 885 5.10 0.02 910.60 904.73 99.84

EHA第10天(升温期) 207 2.75 0.13 243.62 241.44 99.89

EHA第15天(高温期) 237 3.04 0.10 264.01 263.00 99.90

EHA第25天(高温期) 300 4.00 0.05 324.97 319.00 99.90

EHA第35天(高温期) 295 3.99 0.04 330.09 330.04 99.89

EHA第45天(降温期) 293 4.01 0.05 318.92 321.50 99.90

EHA第65天(降温期) 311 3.90 0.05 361.97 360.50 99.86

EHA第75天(腐熟期) 310 3.81 0.07 363.74 369.11 99.85

2.2.2 细菌群落Beta多样性分析

通过对堆肥不同时期细菌群落进行PCoA分析(图7(a)),将多维的细菌变量降维成2个变量,其中

第1主坐标(PC1)的贡献率为55.45%,第2主坐标(PC2)的贡献率为33.19%。PCoA主成分分析通过

分析不同样品的群落组成,显示样品间的差异和距离,微生物群落结构组成越相似,反映在PCoA图中的
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距离越近。EHA升温期和高温期的样本距离较远,说明升温期和高温期的细菌群落结构差异较大。堆

肥降温期和腐熟期样品距离均较近,说明自降温期至腐熟期细菌群落结构变化较小,相似性较高。

图7 EHA堆肥样品PCoA图与OTU韦恩图

  EHA堆肥升温期、高温期、降温期、腐熟期样本中OTU的数量分别为1036、343、334、310(图7(b)),
OTU数量呈下降趋势,这与Alpha多样性分析的结果一致。不同堆肥时期共有的OTU仅为185个,表
明尽管堆肥过程中堆体的理化性质剧烈变化,但是部分细菌能够在整个堆肥周期存活和繁殖。这可能是

由于生物炭丰富的空隙结构为各种微生物提供了适宜的生存环境,在一定程度上避免了微生物与不利环

境的直接接触。
2.2.3 细菌群落结构属水平变化

在属水平上,EHA堆肥中优势细菌主要为芽孢杆菌属(Bacillus,2.21%~62.91%)、unclassified_f__
Streptosporangiaceae(family

 

Streptosporangiaceae,链孢囊科,6.48%~27.84%)、norank_f__JG30-
KF-CM45(family

 

JG30-KF-CM45,1.41%~8.46%)、类芽孢杆菌属(Paenibacillus,0.85%~7.75%)、
热芽孢杆菌属(Thermobacillus,0.60%~5.64%)等(图8)。在堆肥升温期,相对丰度较高的菌属分别为

Bacillus(2.21%~62.91%)和Paenibacillus(0.85%~7.75%)。其中,Bacillus较高的相对丰度可能与

固定化功能菌Bacillus
 

novalis的引入有关。Bacillus在堆肥中较为常见,能够促进有机质的分解和堆肥

腐熟。此外,研究表明部分Bacillus菌株能够降解高分子聚合物。例如,MUROI等[22]发现分离自土壤

的Bacillus
 

pumilus
 

NKCM3201能够以较快的速率(12.2
 

mg/(d·cm2))将聚己二酸丁酯薄膜分解为低

聚物和单体。SONG等[23]从污染土壤中分离的Bacillus
 

megaterium
 

strain
 

SZK-5可以断裂阴离子型聚

丙烯酰胺的碳长链,并将其酰胺基作为碳源利用。OKSINSKA等[24]从土壤中分离的Bacillus
 

megateri-
um

 

isolate
 

37SBG 能够降解交联聚丙烯酸钾聚合物。由此可以推测,较高的Bacillus相对丰度有利于污

泥中CPAM的生物降解与转化。Paenibacillus属于厚壁菌门,对温度和pH变化的适应性强,同时具有

良好的聚合物降解能力,在高温期利用难降解的纤维素等有机物为营养物质参与新陈代谢,促进堆肥腐熟

和稳定化[25]。堆肥进入高温期后,unclassified_f__Streptosporangiaceae(6.48%~27.84%)、norank_f__
JG30-KF-CM45(1.41%~8.46%)和Thermobacillus(0.60%~5.64%)的相对丰度显著升高。Strepto-
sporangiaceae与Thermobacillus在有机质、木质素和纤维素的降解转化过程中发挥了重要的作用[26]。
norank_f__JG30-KF-CM45在高温好氧堆肥中能够提高有机质的分解速率,提高堆肥产物的稳定性。
例如,JIANG等[27]发现norank_f__JG30-KF-CM45与TOC呈负相关。因此,EHA堆肥系统高温期较

高的OM和TOC降解效率可能与unclassified_f__Streptosporangiaceae、norank_f__JG30-KF-CM45
和Thermobacillus相关。综上,在堆肥过程中细菌群落结构发生了显著的变化,关键细菌属的生化特性
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和相对丰度显著影响了EHA堆肥系统的效率。

3 结论

1)
 

相较于HA堆肥系统,EHA堆肥系统的堆肥温度更高,最高为63.9
 

℃。EHA堆肥系统中pH、

EC、GI、TN值更高,而OM和TOC含量更低。EHA堆肥系统中,高温期降解的CPAM占全部堆肥降解

CPAM的87.18%,堆肥结束时,CPAM的降解率为76.85%,较HA提高了16.49%。EHA堆肥系统对

含CPAM污泥的处理效率高于HA。

2)
 

不同种类的细菌在堆肥过程中发挥着不同作用并相互配合以保证堆肥的稳定进行。在属水平上,
芽孢杆菌属(Bacillus,2.21%~62.91%)、unclassified_f__Streptosporangiace(family

 

Streptosporangi-
aceae,链孢囊科,6.48%~27.84%)和norank_f__JG30-KF-CM4(1.41%~8.46%)等为优势细菌属。
优势菌属在促进CPAM降解、有机质转化和堆肥腐熟方面发挥重要作用。
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