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摘 要:强化生物除磷工艺被广泛应用于城镇污水磷的去除,但是针对低碳磷比废水的处理仍面临瓶颈问题。
以海产养殖沉积物为菌种源筛选了1株高效聚磷菌,探讨聚磷菌在低碳磷比条件下的除磷特性。基于16S

 

rRNA基因序列分析可知,聚磷菌SWC-2为假单胞菌属(Pseudomonas
 

sp.)。利用响应面法对聚磷菌SWC-2
在低碳磷比条件下除磷效果进行优化。结果表明,在碳磷比为10∶1(COD浓度为150

 

mg/L,总磷浓度为15
 

mg/L)的条件下,聚磷菌SWC-2的最佳除磷条件为接种量为7%、pH值为8.43、初始氨氮浓度为44.45
 

mg/

L,菌种SWC-2总磷去除率可达52.40%。菌种SWC-2在低碳磷比条件下表现出较好的聚磷能力,为低碳磷

比废水的高效除磷提供技术支撑。
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Abstract:
 

The
 

enhanced
 

biological
 

phosphorus
 

removal
 

process
 

is
 

widely
 

used
 

in
 

the
 

removal
 

of
 

phosphorus
 

from
 

urban
 

sewage,
 

but
 

it
 

still
 

has
 

bottlenecks
 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

low
 

carbon-
phosphorus

 

ratio
 

wastewater.
 

An
 

efficient
 

phosphorus-accumulating
 

organism
 

was
 

screened
 

from
 

cultured
 

marine
 

sediments,
 

and
 

the
 

phosphorus
 

removal
 

efficiency
 

of
 

phosphorus-accu-
mulating

 

organism
 

under
 

low
 

carbon-phosphorus
 

ratio
 

was
 

explored.
 

Strain
 

SWC-2
 

was
 

i-
dentified

 

as
 

Pseudomonas
 

sp.
 

based
 

on
 

16S
 

rRNA
 

gene
 

sequence
 

analysis.
 

The
 

phosphorus
 

removal
 

efficiency
 

of
 

strain
 

SWC-2
 

at
 

low
 

carbon-phosphorus
 

ratio
 

was
 

optimized
 

by
 

re-
sponse

 

surface
 

method.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

when
 

the
 

carbon-phosphorus
 

ratio
 

was
 

10∶1
 

(COD
 

concentration
 

of
 

150
 

mg/L,
 

total
 

phosphorus
 

concentration
 

of
 

15
 

mg/L),
 

the
 

optimal
 

phosphorus
 

removal
 

conditions
 

of
 

strain
 

SWC-2
 

were
 

the
 

inoculation
 

amount
 

of
 

7%,
 

pH
 

of
 

8.43
 

and
 

initial
 

ammonia
 

nitrogen
 

concentration
 

of
 

44.45
 

mg/L.
 

Under
 

these
 

condi-
tions,

 

the
 

total
 

phosphorus
 

removal
 

efficiency
 

of
 

strain
 

SWC-2
 

was
 

52.40
 

%.
 

Strain
 

SWC-2
 

exhibited
 

good
 

phosphorus
 

accumulation
 

ability
 

under
 

the
 

condition
 

of
 

low
 

carbon-phosphor-
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us
 

ratio,
 

and
 

could
 

provide
 

technical
 

support
 

for
 

efficient
 

phosphorus
 

removal
 

in
 

wastewater
 

with
 

low
 

carbon-phosphorus
 

ratio.
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强化生物除磷(EBPR)工艺通过厌氧、好氧环境交替运行,富磷通过剩余污泥排放,实现磷的去除与

回收[1-2]。EBPR工艺依赖活性污泥中聚磷菌(PAO)的富集,通过厌氧释磷,好氧吸磷的原理,实现磷的高

效去除[3]。EBPR工艺性能取决于厌氧、好氧条件交替以及各种工艺运行条件,包括碳源、pH值和温度

等。PAO以水中有机物为碳源,将其转化为聚羟基烷酸酯(PHA),PHA会随着初始碳源浓度的增加而

增加,使得聚磷菌能够更好聚磷[4]。只有当废水COD/TP(化学需氧量/总磷)大于15时,传统的EBPR
工艺才能去除磷[5]。然而EBPR工艺在处理城镇污水过程中普遍存在碳源不足的情况,通常需要额外添

加以乙酸、丙酸等挥发性脂肪酸(VFAs)为主要形式的碳源,从而保证良好的除磷效能[6]。但是,外加碳

源不仅会提高污水处理成本,而且对实现双碳目标产生负担。因此探寻一株能够在低碳磷比条件下高效

除磷的聚磷菌株至关重要。目前,主要的聚磷菌包括Candidatus
 

accumulibacter、Dechloromonas和Tet-
rasphaera[7],但在低碳磷比条件下的除磷效果鲜有报道。

与工业、生活污水不同,水产养殖废水具有低COD、高氮磷的水质特点[8],其驯化培养的聚磷菌具有

良好的除磷能力,且在低碳磷比条件下表现出更好的除磷效果。本研究以海产养殖表层沉积物为菌种来

源分离筛选高效聚磷菌,探讨高效聚磷菌在低碳磷比废水中的聚磷效果,并提出在低碳磷比条件下提高聚

磷菌除磷能力的优化调控条件,从而为EBPR工艺的推广应用提供理论参考。

1 材料与方法

1.1 菌种与废水来源

海产养殖表层沉积物取自于青岛市城阳区胶州湾畔海水养殖区域。试验用水为实验室模拟废水,水
质参数如表1所示。

表1 试验用水水质

阶段 COD/(mg·L-1) TP/(mg·L-1) NH+4-N/(mg·L-1) pH值

菌种筛选 450 5~25 25 7.2±0.2

除磷试验 150~450 15 15~45 8.5±1.0

1.2 聚磷菌分离筛选方法

将采集的海产养殖表层沉积物加入R2A液体培养基中培养3
 

d,取微生物培养液加入富集培养基(总
磷TP浓度为5、15、25

 

mg/L)先后进行富集驯化,30
 

℃、150
 

r/min摇床厌氧/好氧交替培养,连续培养至

培养液适度浑浊。然后按10-1~10-6浓度梯度稀释涂布到酵母浸粉葡萄糖(YG)固体培养基上[9],于生

化培养箱30
 

℃下培养3
 

d。待菌落长成后,挑选单个菌落继续分离纯化。
1.3 聚磷菌鉴定方法

蓝白斑初筛[10]:利用3-吗啉丙磺酸(MOPS)低磷琼脂培养基、MOPS高磷琼脂培养基[11]进行检测。
通过观察菌种在2种培养基上的颜色变化,判断菌种是否含有多聚磷酸激酶(PPK),从而筛选出具有聚磷

能力的菌株。如果菌落在低磷和高磷培养基上均呈现蓝色,则表明该菌种可能含有PPK基因,具有聚磷

能力,即本研究的初筛菌种。
微孔板复筛[12]:聚磷微生物-甲苯胺蓝(PAM-TBO)培养液颜色随培养时间而褪色变浅的为有聚磷能

力的聚磷菌菌种,其中颜色更浅的菌种,聚磷能力更强,可进一步确定为本研究的复筛菌种。
1.4 除磷条件优化方法

1.4.1 低碳磷比条件的除磷效果分析

以聚磷效果最好的3株聚磷菌为研究对象进行低碳磷比(10∶1、20∶1、30∶1)条件下的除磷效果分
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析,其中进水TP浓度为15
 

mg/L。试验在250
 

mL的厌氧瓶中进行,采用厌氧、好氧交替培养,厌氧阶段

通过充入N2的方式保持厌氧条件。聚磷菌的接种量为5%(体积比),装液量为100
 

mL,试验过程中不再

额外补加废水和菌种。在30
 

℃摇床中150
 

r/min厌氧培养8
 

h、好氧培养16
 

h。分别在8、24、32、48、56
与72

 

h测定上清液磷浓度。

表2 Box-Behnken
 

Design设计因素、编码与水平

水平 编码
水平

-1 0 1

接种量/% X1 5 7.5 10

pH值 X2 7.5 8.5 9.5

氨氮浓度/(mg·L-1) X3 15 30 45

1.4.2 响应面分析

通过响应面分析各因素的最佳水平和这些变量的相互作用对除磷效果的影响[13],采用Design-
Expert

 

13.0软件进行响应面优化试验,并
选取最优方案。以碳磷比为10∶1的模拟废

水为研究对象(TP浓度为15
 

mg/L),以
接种量、pH 值、氨氮浓度3个因素为自变

量,以试验中72
 

h除磷率为响应值,按Box-
Behnken

 

Design原理设计响应面试验,如表

2所示。
以接种量、pH值、氨氮浓度为自变量,聚磷菌除磷率为响应值建立模型,设模型为

Y=β0+∑
f

i=1
αiXi+∑

f

i=1
αiiX2

i+∑
f

i≤1
∑
f

j=1
αijXiXj+e

式中:Y 为模型对聚磷菌除磷率的预测值;β0为常数项;αi 为线性系数;αii 为2次项系数;αij 为交互项系

数;Xi 和Xj 为自变量;e为随机误差;f为变量数量。
1.5 水质参数的测定

TP的测定采用钼酸铵分光光度法,COD的测定采用快速消解分光光度法,氨氮的测定采用纳氏试剂

分光光度法,pH值的测定采用雷磁实验室pH计[14]。

2 结果与讨论

2.1 聚磷菌的筛选与鉴定

通过蓝白斑初筛、微孔板复筛,共获得3株具有聚磷能力的聚磷菌,分别命名为SWC-1、SWC-2、
SWC-3。研究首先分析了3株菌的菌落形态,如表3、图1所示。3株菌在YG固体培养基上菌落生长良

好,SWC-1菌落为乳黄色,光滑,圆形,直径为1~2
 

mm;SWC-2菌落为白色,不光滑,圆形,直径为2~4
 

mm;SWC-3菌落为白色,光滑,圆形,直径为1
 

mm左右。

表3 聚磷菌菌落特征

菌种 外观状态 含水状态 颜色 形状 表面 边缘 透明度 与培养基结合程度

SWC-1 小而凸起 较湿,黏稠 乳黄 圆形 光滑 整齐 不透明 不结合,易挑起

SWC-2 大而凸起 较湿,黏稠 白色 圆形 不光滑 不整齐 不透明 结合,不易挑起

SWC-3 小而凸起 较湿,黏稠 白色 圆形 光滑 整齐 不透明 不结合,易挑起

图1 聚磷菌菌落特征
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  通过16S
 

rDNA基因测序对3株聚磷菌进行菌种鉴定。如图2所示,通过基因序列上传至美国国家

生物信息中心数据库(NCBI)进行BLAST(Basic
 

Local
 

Alignment
 

Search
 

Tool)对比,并从中挑选部分相

似性高的基因序列进行分析,结果表明聚磷菌SWC-1为柄杆菌属(Caulobacter
 

sp.),同源性达到

99.70%;SWC-2为假单胞菌属(Pseudomonas
 

sp.),同源性达到99.49%;SWC-3为德沃斯氏菌属(Devo-
sia

 

sp.),同源性达到99.80%。相关研究表明,柄杆菌属、假单胞菌属、德沃斯氏菌普遍存在于生物除磷

系统内,但是关于其单一菌种的除磷特性研究较少[15-16]。

图2 3株聚磷菌的无根系统发育树

2.2 低碳磷比条件的除磷效果分析

低碳磷比条件试验共进行3个周期,1个周期为24
 

h,共运行72
 

h。每个周期内,厌氧阶段运行8
 

h,
好氧阶段运行16

 

h。不同碳磷比条件下菌种SWC-1、SWC-2、SWC-3的TP与COD浓度变化及去除率如

图3所示。
如图3(a)(b)所示,菌种SWC-1在碳磷比为30∶1、20∶1和10∶1条件下72

 

h时TP去除率分别为

54.33%、47.50%和31.33%,COD去除率分别达到77.74%、82.65%和84.91%。可见,在碳磷比为

10∶1条件下菌种SWC-1的除磷效率较低。由COD浓度变化可初步推断菌种SWC-1在初期需要时间

适应环境,碳源消耗量较低,导致聚磷菌的聚磷效率较低。如图3(e)(f)所示,在不同的碳磷比条件下,菌
种SWC-3的TP和COD去除率与菌种SWC-1具有相似的趋势。在第Ⅲ周期后,菌种SWC-3在碳磷比

为30∶1、20∶1和10∶1条件下的除磷率分别为50.83%、39.17%和25.83%。显然,菌种SWC-1和

SWC-3在碳氮比为10∶1条件下的除磷能力较低。基于聚磷菌除磷机理可知,在厌氧条件下聚磷菌通过

对碳源的摄取,产生聚羟基丁酸酯(PHB)储存在体内。多聚磷酸盐(Poly-P)分解导致细胞内磷酸盐过剩,
磷酸盐被大量排到细胞外。好氧阶段聚磷菌消耗PHB产生质子移动力(PMF)。PMF的主要作用是合

成腺苷三磷酸(ATP)和运输基质到细胞内,且细菌具有维持PMF在某一恒定最佳值的趋势[17]。为了维

持PMF的恒定,聚磷菌通过消耗PMF把细胞外的磷酸盐运输到细胞内合成ATP,同时合成Poly-P。初
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始乙酸盐浓度过低,产生的PMF不足,导致除磷效果下降。

由图3(c)(d)可知,菌种SWC-2在第Ⅰ周期内的厌氧释磷、好氧聚磷效果高于第Ⅱ、Ⅲ周期,COD在

第Ⅰ周期被大量消耗。在第Ⅲ周期内,菌种SWC-2厌氧释磷、好氧聚磷效果略高于第Ⅱ周期,COD浓度

在32~48
 

h升高,可能是菌种处于内源呼吸过程,菌体细胞发生解体,从而导致COD浓度升高。由于细

菌内源呼吸为聚磷菌提供了碳源,故菌种SWC-2在第Ⅲ周期的除磷能力有所提高。本研究过程中未额外
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补充碳源,水力停留时间为72
 

h,远高于实际工艺中水力停留时间,后续需在正常水力停留时间下探究菌

种SWC-2是否还会进行内源呼吸。本研究结果与已有相关研究具有一致性,即在没有VFA的情况下,
EBPR系统通过活性污泥的腐烂、水解和发酵来促进挥发酸的产生,从而提高系统的处理效能及运行稳定

性[18]。72
 

h时,菌种SWC-2在碳磷比为30∶1、20∶1和10∶1条件下的除磷率分别为61.07%、
57.47%、40.13%,COD去除率分别为94.94%、93.14%、88.64%。与菌种SWC-1和菌种SWC-3相比,
低碳磷比条件下SWC-2的除磷效率相对较高。因此,本研究以菌种SWC-2为典型聚磷菌,开展后续低碳

磷比条件下的除磷效率条件优化试验。
表4 聚磷菌SWC-2除磷效果试验结果

序号 接种量/% pH值 氨氮浓度/(mg·L-1) 除磷率/%

1 5 7.5 30 40.53

2 5 8.5 15 38.00

3 5 8.5 45 52.13

4 5 9.5 30 40.53

5 7.5 7.5 15 32.27

6 7.5 7.5 45 47.20

7 7.5 8.5 30 45.20

8 7.5 8.5 30 46.27

9 7.5 8.5 30 44.93

10 7.5 8.5 30 45.87

11 7.5 8.5 30 47.33

12 7.5 9.5 15 38.93

13 7.5 9.5 45 47.07

14 10 7.5 30 36.53

15 10 8.5 15 36.27

16 10 8.5 45 50.00

17 10 9.5 30 38.53

表5 回归方程的方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值

模型 478.54 9 53.17 38.70 <0.0001**

X1 12.15 1 12.15 8.85 0.0207*

X2 9.10 1 9.10 6.62 0.0368*

X3 324.23 1 324.23 236.00 <0.0001**

X1X2 1.00 1 1.00 0.73 0.4218

X1X3 0.04 1 0.04 0.029 0.8693

X2X3 11.53 1 11.53 8.39 0.0231*

X21 18.19 1 18.19 13.24 0.0083*

X22 97.47 1 97.47 70.94 <0.0001**

X23 0.28 1 0.28 0.21 0.6643

残差 9.62 7 1.37

失拟项 6.01 3 2.00 2.22 0.2286

纯误差 3.61 4 0.90

总离差 488.16 16

    注:**差异显著,P<0.0001;*差异较显著,P<0.05。R2=

0.9803,校正R2=0.9550,预测R2=0.7916。

2.3 响应面分析

试验采用响应面分析法研究了接种量、pH
值和氨氮浓度对磷去除率的影响,采用三因素

三水平Box-Behnken
 

Design对试验结果进行

分析,结果见表4。
用Design-Expert

 

13.0软件对表4数据进

行多元回归拟合,得到除磷率(Y)对接种量

(X1)、pH值(X2)、氨氮浓度(X3)的二次多元

回归模型:
Y=45.92-1.23X1+1.07X2+6.37X3+
0.50X1X2-0.10X1X3-1.70X2X3-
2.08X2

1-4.81X2
2+0.26X2

3

由表5的方差分析可知,回归模型显著

(P<0.0001),且失拟项不显著(P=0.2286)。
模型系数R2=0.9803,表明该模型拟合程度

好,具有统计学意义,可以用此模型来对除磷率

进行预测和分析。从表5可以看出,3个因素

对除磷率的显著性影响依次为氨氮浓度>接种

量>pH 值,氨氮浓度对除磷率的影响显著

(P<0.0001),接种量、pH值对除磷率的影响

较显著(P<0.05)。根据交互作用系数可知,
X2X3在P<0.05水平上,差异较显著,说明

氨氮浓度与pH值的交互作用对低碳磷比废水

总磷去除率具有显著影响。
为了进一步分析各因素交互作用对低碳磷

比废水除磷效果的影响,进行了响应面分析,结
果如图4所示。响应曲面和等高线能直观反映

交互作用对响应值的影响程度,曲面越陡,等高

线越密集,影响越显著;等高线越接近椭圆形,
两个因素的交互作用越强。

模型首先分析了接种量和pH值交互作用

对除磷效果的影响,结果如图4(a)所示,随着

接种量从5%提高到10%、pH值从7.5提高到

9.5,除磷率呈现先升高后降低的趋势,等高线

呈椭圆形,接种量和pH值呈现显著交互作用。
从图4(b)可知,接种量从5%提高到10%、氨
氮浓度从15

 

mg/L提高到45
 

mg/L,除磷率呈
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现先升高后降低的趋势。从图4(c)可知,pH值从7.5提高到9.5、氨氮浓度从15
 

mg/L提高到45
 

mg/
L,除磷率呈现先升高后降低的趋势。由响应曲面可知,氨氮浓度与pH值的交互项最陡峭,表明氨氮浓度

与pH值的交互作用对除磷率的影响最显著,其结果与回归方程方差分析结果一致。有研究表明,高pH
值下高浓度的氨氮会抑制聚磷菌好氧聚磷效果[19]。本研究虽然在pH值为8.5下交互作用最好,但氨氮

浓度较低,未出现抑制作用。由此认为,氨氮浓度以及氨氮浓度与pH值的合理配比是保证聚磷菌SWC-
2在低碳磷比条件下高效聚磷的关键因素。

图4 各因素两两交互作用对除磷率的响应曲面

  在试验因素取值范围内,通过模型分析可以得到聚磷菌SWC-2在低碳磷比(10∶1)条件下最佳反应

条件为:菌种接种量为7%、pH值为8.43、氨氮浓度为44.45
 

mg/L,此条件下预测除磷率为52.50%。对

响应面分析法得到的最佳除磷条件进行验证,所得聚磷菌SWC-2对总磷的去除量为7.86
 

mg/L,对应的

除磷率可达52.40%。已有研究报道,假单胞菌属在碳磷比为60∶1(初始COD为300
 

mg/L)条件下的除

磷效率为34.63%[20]。相比而言,本研究通过聚磷条件优化调控后,聚磷菌SWC-2在低碳磷比条件下具

有更高的除磷效率。

3 结论

本研究从海产养殖表层沉积物中筛选出1株高效聚磷菌SWC-2,经16S
 

rDNA
 

鉴定与系统发育树分

析,确定聚磷菌SWC-2为假单胞菌属(Pseudomonas
 

sp.)。聚磷菌SWC-2对碳源有较高的需求,碳磷比
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越高除磷率越高。当碳源不足时,菌种会通过解体等方式产生VFA,保证菌种的聚磷特性。通过响应面

分析优化可知,氨氮浓度与pH值的交互作用对聚磷菌SWC-2除磷效果具有显著影响,在碳磷比为10∶1
条件下,聚磷菌SWC-2最佳除磷条件为:菌种接种量为7%、pH值为8.43、氨氮浓度为44.45

 

mg/L,在此

条件下聚磷菌SWC-2的除磷效率可达到52.40%。
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