
第25卷第9期

  2005年9月

    生 态 学 报

ACTA ECOLOGICA SINICA

Vol. 25,No. 9

  Sep.,2005

处理印染废水的厌氧折流板反应器

  中的微生物种群组成及分布规律

任随周’,2,3f郭 俊“，曾国驱“，岑英华“，孙国萍2*
(1.中国科学院华南植物园，广州 510650;2.广东省微生物研究所，广州 510070; 3中国科学院研究生院，北京 100039;)

摘要:设计出一个由12个隔室组成的厌氧折流板反应器(ABR )，并将其应用于高浓度、高色度的印染废水生物处理，取得了良

好效果。研究着重考察该反应器在处理印染废水过程中不同隔室的微生物种群构成，并分析与印染废水处理效率密切相关的具

有脱色功能和苯胺降解功能的两类细菌的分布规律。结果表明，在处理印染废水的ABR反应器中，可培养的优势菌群以芽抱杆

菌属(Bacillus )、不动杆菌属(Acinetobacter )、丛毛单胞菌属(Comamonas),假单胞菌属(Pseudomonas)和水螺菌属

(Aquaspirillum)为主，且在ABR的前段、中段及后段隔室中不同种类的优势菌群存在数量差异;好氧及兼性厌氧优势菌群的

数量随着废水在ABR隔室中的折流前进而逐渐减少;厌氧微生物的数量变化规律则是先增多，后减少;产甲烷活性在前段隔室

中相对较低，后段隔室则相对较高。脱色菌在ABR的前段隔室中分布相对较多，后段隔室中分布相对较少;苯胺降解菌则呈现

出在前段隔室中分布相对较少，后段隔室中分布相对较多的规律，这两类功能菌的分布与ABR不同隔室中色度下降、苯胺产生

和消减之间密切相关。
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The microbial population in an anaerobic baffled reactor for the treatment of

dye wastewater
REN Sui-Zhou'.2.a，GUO Jun'，ZENG Guo-Qu2，CEN Ying-Hua'，SUN Guo-Ping̀ (1. South China Institute of

Botany, Chinese Academy of Sciences, Guangzhou 510650, China; 2. Guangdong Institute of Microbiology, Guangzhou 510070, China; 3.

School of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100039, China). Acta Ecologica Sinica,2005,25(9):2297-2303.

Abstract: An anaerobic baffled reactor (ABR) proAdes spatial separation between acidogenic and methanogenic populations，

and thus allows different bacterial groups to develop under their optimal conditions. It essentially behaves as a two-phase

system. Most of the past studies on microbial populations had focused on methanogenesis. The most common observation is a

shift between the two acetoclastic methanogens Methanosarcina sp. and Methanosaeta sp. However，little has been done on the

population of acidogenesis. Besides，there are very few examples of using ABR to treat printing and dyeing wastewater

although it is known that anaerobic process is a promising alternative to decolorize the dye waste.

    In this study a 4L ABR containing 12 compartments was used to treat high strength，dark printing and dyeing wastewater.

It has internal dimensions of 1200 mm long, 100 mm wide and 400 mm deep. The objective of this study was to identify and

quantity the dominant populations in the sludge of each compartment，as well as to analyze the distribution of the

physiologically important population members:decolorizing bacteria and aniline-degrading strains. The genus of Bacillus,

Acinetobacter,Comamonas,Pseudomonas and Aquaspirillum are the dominant population. Bacillus is the most dominant，and

甚金项目:国家“863”资助项目(2003AA214040);广东省自然科学基金团队资助项目(200115017);广东省自然科学基金资助项目(032319)

收稿日期:2004-09-24;修订日期:2005-06-06

作者简介:任随周(1974-)，男，河南灵宝人，博士生，主要从事环境微生物研究.E-mail: ebiotech@gdas. ac. cn

，通过作者Author for correspondence. E-mail: ebiotechCagdas. ac. en

Foundation item:Chinese National Programs for High Research and Development (No. 2003AA214040);Provincial Natural Science Foundation

team Item of Guangdong (No. 200115017); Provincial Natural Science Foundation of Guangdong (No. 032319)

Received date:2004-09-24;Accepted date: 2005-06-06

Biography: REN Sui-Zhou,Ph. D. candidate, mainly engaged in environmental microbiology. E-mail: ebiotech@gdas. ac. en



2298 生 态 学 报 25卷

followed by Acinetobacter and Comamonas. In fact，the population of each genus is different various compartments. At the

front end, the microbial quantity is higher, but the main population decreases in number toward the end of ABR. The

populations of anaerobes in each compartment were analyzed by both plate count under anaerobic station and measurement of

methane production rate. The anaerobic populations increase firstly, and then decrease. More than 547 strains，including 174

dyes degrading and 231 aniline-degrading strains，were screened and analyzed for their decolorization and aniline-degrading

abilities. The results indicate that a higher decolorizing population existed in the front than in the rear compartments. On the

other hand，the aniline-degrading strains were less in the front and more in the rear compartments. The aniline content and its

color density in

degradation of

different compartments were also analyzed. The results show that the aniline concentration increased with the

azo dyes by the decolorizing strains in the treatment process. This allowed more aniline-degrading strains to

develop，resulting

concentration of a

in more aniline degradation under the anaerobic condition prevailing in the second half of ABR. The

ine was the highest when wastewater was being decolorized, then it gradually decreased. These results

provide a useful basis for the ABR process optimization in high strength，dark color printing and dyeing wastewater.

Key words :ABR process;microbial characterization and quantification; decolorizing bacteria;aniline-degrading strains

    厌氧序批式折流板反应器(ABR)是一种在工业废水处理系统中具有广阔应用前景的高效厌氧处理工艺。该工艺使用一系

列垂直放置的折流板使反应器分隔成多个连续的隔室，类似于几个串联的上流式厌氧污泥床反应器(UASB)，废水在反应器中

沿折流板上下运动，并借助于产气使反应器中的微生物上下运动，而整个反应器内的水流则以较慢的速度作水平推进。这样不

仅加大了水流流经的总长度，而且通过折流板的阻挡及污泥自身的沉降作用，使活性污泥颗粒被有效地截流在反应器内，从而

明显提高了反应器的处理效率〔1-61。厌氧处理是通过水解一酸化一产甲烷等一系列生物过程将污水中的有机物转化为无机物的，

在此过程中，各类微生物通过对不同底物的利用而形成类似于食物链的营养关系，不同类型的微生物对环境条件的要求是不同

的，因而需要创造适合于不同微生物种群的环境条件。ABR反应器独特的分隔方式使得各个隔室中易于形成适应流人该隔室

废水水质的优势微生物种群，例如，在位于反应器前端的隔室中，主要以水解和产酸菌为主，而在较后的隔室中则以甲烷菌为

主，就甲烷菌而言，其种类也由耐酸的甲烷八叠球菌属为主向不耐酸的甲烷丝菌属转变，从而有利于形成良好的种群分布和处

理功能的配合，使废水中污染物得到逐级转化并在各司其职的微生物种群作用下得到的降解〔卜’〕。目前对ABR反应器中微生

物种群的研究主要集中在不同种类的甲烷菌上，而对酸化过程中起关键作用的其他种类的微生物在不同格室中的分布情况则

研究较少，将ABR工艺应用于印染废水生物处理的研究在国内外也少有报道[[to.ii1。印染工业是现代工业中对环境造成严重污

染的产业之一，对印染废水进行有效治理一直是国际性环保难题。印染废水中60%以上的是偶氮类染料，绝大多数的偶氮类染

料通过厌氧处理才能得到有效的脱色和降解，同时在染料脱色后可能产生毒害性更大的芳香胺类污染物[12- 141，而现有的处理

工艺对废水处理过程中产生的苯胺类物质难以取得理想的去除效果。

    针对印染废水水量大、水质复杂多变等特点，本研究建立了由12个隔室串联组成的容量为48L的厌氧折流板反应器

(图1)，并用其对印染废水进行了成功地脱色。本研究着重考察了ABR不同隔室在处理印染废水过程中主要可培养微生物类

群及数量，并分析了具有脱色功能和苯胺降解功能的两类细菌的分布规律及其与色度下降、苯胺产生和消减之间的关系，以期

为改进ABR处理印染废水的工艺设计及优化运行工艺参数提供有益的参考。

1 材料和方法

L1 试验用水水质

    试验用的普通印染废水来自广东省某印染厂，包含来自漂洗、染色、印花车间的生产和清洗水。水质监测资料见表1,

1.2 试验装置 表1废水水质

    实验室废水处理系统为一套由12个串联的隔室组成的， Table 1  The quality of dyeing wastewater

长为120cm，宽为10cm，高为40cm，总容积为48L的ABR与

序批式活性污泥曝气反应器(SBR)串联的装置(图1)，废水在

ABR中进行厌氧处理后进人SBR进行好氧曝气处理。处理工

BOD5

(mg/L)

CODc,

(mg/L)

NH4-N

(mg/L)

  色度
Colority

6.0̂ 8.0 76.8̂ 193.0  620 3400  55.4 120.0               800̂ 700

艺流程如图1所示:印染废水从调节池通过水泵泵人ABR,废水在ABR中进行处理，在此过程中产生沼气，由ABR顶部排出

到沼气收集管，经处理的废水排人SBR，用鼓风机将空气通入SBR,澄清后出水外排。活性污泥样品取自ABR的12个隔室。

1.3

1.3.1

培养基

  Luria-Bertani (LB)培养基[41 用于培养细菌和分离计数。

1.3.2 脱色菌筛选培养基 基本成分为5倍的M9盐溶液[[is]。在l00ml染料溶液中含微量元素母液0. 06m1;酵母膏0. 1g;染
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料分别为偶氮类染料酸性大红((C-1.27290),蕙酿类染料活性艳兰((C.1. 61205 : 1)和三苯基甲烷类染料碱性绿((C. 1. 4200)，终

浓度均为50mg/L,

图1 废水处理工艺流程图

Fig. 1  Schematic diagram of dyeing wastewater treatment process

1.调节池Adjust pool; 2.水泵Pump; 3.厌氧序批式折流反应器ABR; 4. ABR污泥层Sludge layer; 5.沼气收集管Pipe for collecting

methane ; 6序批式活性污泥曝气反应器SBR ; 7.鼓风机Fan; 8.排水阀Drainage

1.3.3 苯胺降解菌筛选培养基 采用MSA培养基[[161。液体培养基中苯胺终浓度为300mg/L，固体培养基中添加2%的水洗

琼脂，苯胺终浓度为500mg/L,

1.4 方法

1.4.1 细菌计数 采得活性污泥样品后，用稀释涂平板的方法作总菌数分离计数(cfu/ml)。培养装置分别为30'C恒温培养箱

和厌氧工作站(英国Ruskinn,Bug Box).

L4.2 功能微生物判断

    (1)脱色菌的筛选 将纯化后的菌种接人5mL营养肉汤试管中，于150r/min,30 C摇床过夜活化，取活化后的菌液0. 2m1

接人装有2m1染料溶液的小试管中，以未加菌的染料溶液作为对照，静置培养24h，用紫外一可见分光光度计(美国BECKMAN,

DU-640)分别在各染料最大吸收波长处测定吸光度(酸性大红:530nm;活性艳兰:603nm;碱性绿:617nm )，计算脱色率。

    (2)苯胺降解菌的筛选 从各隔室活性污泥样品中分离出单菌落，纯化后接人5m1营养肉汤试管中150r/min, 30 C摇床过

夜活化，取活化后的菌液3m1, 8 OOOr/min离心5min，菌体用生理盐水洗涤3次后接人装有5m1 MSA培养基的试管中，于150r/

min, 30 C摇床震荡培养72h，采用N-(1-蔡基)乙二胺偶氮分光光度法[[171测定苯胺浓度，计算各菌株的苯胺降解率。

1.4.3 产甲烷活性的测定 厌氧污泥甲烷活性采用史氏发酵管法[[is〕测定，根据测定的最大比产甲烷速率值判断活性污泥的

甲烷活性。

1.4.4 微生物的鉴定 经反复纯化确认的代表性单菌落，进行包括菌落、细胞形态及生理生化等方面的鉴定，同时结合16S

rDNA扩增测序的方法确定代表性菌株的分类归属。按文献)〕的方法提取基因组DNA, 16S rDNA扩增所采用的引物为细菌

16S rDNA通用引物F27 (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3')和R1522 (5'-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3' )1231oPCR

所用试剂 为上海生工生物工程有限公司产品。PCR扩增条件为:扩增体系总体积为100讨:超纯水73.5闪,10XPCR

buffer10Ec1,10. Ommol/L的dNTPs 21d, 10. Olemol/L的引物F27及R1522均为2u1, 1U扭1的Taq酶2. 51A1 a PCR程序为94C

预变性4min后进人PCR循环:94 C变性50s, 60 C退火1min,72 C延伸3min, 35个循环后于72 C延伸10min，最后保持在4C.

PCR扩增产物由上海博亚生物技术公司直接测序。测序结果用BLAST软件与GenBank数据库中的16S rDNA序列进行同源

性比较，最后根据该菌株的16S rDNA序列在GenBank数据库中同源性比对结果判定其分类归属。所得序列提交到GenBank

数据库，登录号为AY686712, AY691652-AY691654, AY695070- AY695074,

2 结果与分析

2. 1  ABR中可培养的优势微生物种群组成及相对数量

    在测定不同隔室的总菌数过程中，挑取了相当的单菌落，纯化后检查菌落形态、细胞形态及生理生化指标，进行初步分群。

每群的代表性菌株进行16S rDNA基因扩增测序鉴定。测序结果用BLAST软件与GenBank数据库中已提交的16S rDNA序

列作相似性排比，从而将所分析菌株归人到最接近的属。根据GenBank数据库排比结果初步证明，在ABR系统中丰度最高的

可培养好氧及兼性厌氧优势菌群有芽抱杆菌属(Bacillus)，不动杆菌属(Acinetobacter) ,假单胞菌属(Pseudomonas )，丛毛单胞菌

属(Comamonas)及水螺菌属(Aquaspirillum )，在ABR的前、中、后段，不同类型的优势细菌数量分布不尽相同(表2)，以芽抱杆

菌属最多，其次为不动杆菌属和丛毛单胞菌属。
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              衰2  ABR各个隔室中的主要菌群类型及所占比例

Table 2  The categories and quantities of mainpopulation in the compartments of ABR

ABR
芽抱杆菌属(%)

    Bacillus

不动杆菌属(%)
  Acinetobacter

丛毛单胞菌属(%)
    Comamonas

假单胞菌属(%)
  Pseudomonas

水螺菌属(%)

Aquaspirillum

前段

中段

后段

(1-4隔室)①

(5一8隔室)②

(9-12隔室)③

57.4

49.2

35.8

18.5 20.9

::一:
12.3

19.1

  2.4

14.9

  6.9

  0.8

  2. 6

16.3

① The front compartments of ABR (compartment 1 to 4);② The middle compartments of ABR (compartment 5 to 8) ;③ The back

compartments of ABR(compartment 9 to 12)

2. 2  ABR不同隔室中好氧及兼性厌氧微生物的数量变化

    用稀释涂平板的方法对不同隔室中好氧及兼性厌氧微生物进行计数，结果如图2所示。在ABR不同隔室中，前几个隔室中

的好氧及兼性厌氧微生物的数量相对较多，并且随着废水在ABR中沿隔室的折流前进，数量逐渐减少。
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图3 ABR各隔室中厌氧微生物的数量变化

      图2  ABR各隔室中好氧及兼性厌氧微生物的数量变化

Fig. 2  The quantities distribution of main population in ABR

Fig. 3  The quantities distribution of Anaerobuum in compartments

of ABR

2.3       ABR不同隔室中厌氧微生物的数量变化

    在厌氧工作站中对不同隔室中厌氧微生物进行计数，结果如图3所示。厌氧微生物在从前到后各隔室中的变化呈现规律性
                                                                                                              .

的由少增多、然后减少的趋势。说明刚进入ABR的废水中含有较多的营养物质，这些营养物质被前段起始隔室中数量较多的好

氧及兼性厌氧微生物分解，其产物可供较多的厌氧微生物利用，所以数量慢慢上升;随后减少，说明随着废水推进，能被厌氧微

生物利用的水解、酸化产物越来越少，从而制约着微生物的数量，使微生物总数慢慢下降。综合分析好氧及兼性厌氧和厌氧微生

物的数量变化，可以看出最前与最后两个隔室微生物数量的差异，反映出废水中的有机营养物质有很大一部分在前段隔室中已

被微生物降解，降解后剩余的有机营养物质只能满足后段隔室中相对较少数量的微生物生长。因此通过对ABR中微生物数量

的变化规律进行分析，可以了解废水中能够被微生物利用的有机污染物的降解情况。

2.4  ABR不同隔室活性污泥的产甲烷活性

    为分析ABR不同隔室活性污泥的产甲烷活性，又进一步测定了各个隔室中活性污泥的最大比产甲烷速率，以

ml/(g(VSS) " d)计[71。从图4的测定结果可以看出，第1,2,3隔室中甲烷活性相对较低，这可能是由于前段几个隔室承受负荷

较高，使得前段隔室pH值较低，低pH抑制了产甲烷菌的活性;也可能是由于从调节池进人的废水含有较高的溶解氧，需经过

好氧及兼性厌氧呼吸菌群将溶解氧消耗到一定值时，产甲烷菌才能有合适的生长环境。因而前段几个隔室最大比产甲烷速率也

相应较低。后段隔室，pH值相对较高，对甲烷菌的活性抑制程度小，因而最大比产甲烷速率比前段几个隔室高一些。前后隔室中

产甲烷活性的这种变化，进一步证实ABR的工艺设计能够使产酸相和产甲烷相在不同隔室中得到有效分离，使ABR在整体上

相当于一个两相厌氧处理系统川，从而有利于处理系统效率的提高。

2.5 脱色和苯胺降解功能微生物在ABR各隔室中的分布

    在测定不同隔室的总菌数和分析ABR中可培养的优势微生物种群组成的同时，检查了来自不同隔室的547株菌的脱色功

能和苯胺降解功能。从中检出脱色菌174株，苯胺降解菌231株。不同隔室中分离的脱色菌和苯胺降解菌数量占总的功能微生

物的比例见图5。由图可知，脱色菌在ABR不同隔室中的数量呈现前段隔室中相对较多，后段隔室中相对较少的分布趋势。苯

胺降解菌在不同隔室中的数量分布则呈现出前少后多的规律。苯胺降解菌这一分布规律，与偶氮染料在ABR的前段隔室中逐
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渐被降解而形成中间产物苯胺，从而使得苯胺浓度在ABR中段的隔室中逐渐升高有关。

口脱色菌Decolorizing strains
.苯胶降解菌Aniline-degrading strains
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ABR各隔室pH值及污泥最大比产甲烷速率

Fig. 4
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pH and methane production rate in compartments of Fig. 5
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distribution of decolor strains

隔室中的分布
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strains in compartments of ABR

︸

扩

气

﹂二

2.6  ABR隔室中苯胺浓度变化情况

    在连续一年的时间内测定ABR各个隔室中色度和苯胺浓

度，结果如图6所示。图6的结果表明印染废水中残余染料在

ABR中的降解会引起苯胺浓度的升高，同时产生的苯胺在ABR

的后段会被部分降解。进一步证实在构成ABR的连续多个隔室

中，以脱色菌和苯胺降解菌为代表的功能性微生物呈现出与底

物浓度相关联的分布规律。

3 讨论

    目前处理印染废水的主要方法是生物法，但常规生物法处

理存在两大难题:一是对色度去除率不高，一般只有 500o-
                                                                                                                        ，

60 %;二是染料脱色后可能产生毒害性更大的芳香胺类污染物，

而现有处理工艺对废水处理过程中产生的苯胺类有毒有机物去

除效果也不够理想。因此在应用生物法处理印染废水时，不仅要
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图6  ABR处理印染废水过程随废水色度降低苯胺浓度变化

                                                                            Fig. 6
考虑印染废水脱色情况，也有必要进一步分析脱色后形成的芳

The aniline concentration changes during the decolorizing

                                                                                                            process

    香胺类的降解情况。而这一点在印染废水脱色的研究中常常被

    忽略。本研究将ABR工艺成功地应用于印染废水的脱色，同时考察脱色后形成的芳香胺类污染物在ABR中的降解情况，可对

    ABR处理印染废水的机理获得新的认识。一般认为苯胺是在好氧条件下降解的C271，但本研究中对苯胺降解菌在ABR不同隔

    室中的分布及苯胺浓度的检测发现，苯胺在厌氧环境下(ABR的第7至第9隔室)即能开始降解。

        文献中对ABR中微生物群落构成与分布的研究重点放在与颗粒污泥形成密切相关的甲烷菌上〔，一，.1s-217，本文的结果表明

    在处理印染废水的ABR系统活性污泥中除了甲烷菌外，还有大量的好氧或兼性厌氧的微生物，如芽抱杆菌属(Bacillus)、不动

    杆菌属(Acinetobacter)、丛毛单胞菌属(Comamonas),假单胞菌属(Pseudomonas)和水螺菌属(Aquaspirillum)等，这些微生物在

    印染废水有机物残留尤其毒害性的芳香烃类化合物降解过程中起着重要作用[16.24-271。这些好氧或兼性厌氧微生物菌群能在比

    较厌氧的环境下与产甲烷菌共处一室且各自发挥作用，说明全面了解印染废水处理ABR系统中微生物生态有着重要意义。

        Tiche和Yang[1e〕研究ABR处理蜜糖废水时发现甲烷总量的70%主要在第1隔室中产生。Bachman[20〕在用ABR处理蜜糖

    废水时发现第1隔室的甲烷活性最大，最后1个隔室的甲烷活性最小;Orozo-1a〕的研究发现11隔室反应器中第1隔室到第7隔

    室的甲烷活性较大，第8隔室到第11隔室的甲烷活性较小。而本研究则发现在以印染废水为处理基质时，ABR中甲烷活性在

    前段隔室中相对较低，后段隔室则相对较高。推测甲烷活性上的这种差异，可能与印染废水中可被微生物直接利用的有机质

    (BODS)浓度较低，而蜜糖废水中可被微生物直接利用的有机质的浓度及易利用性较高有关。表明在实际的废水处理中，甲烷活

    性的变化规律与所处理的基质种类、基质浓度等反应器的运行条件相关。

鬓
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    微生物数量分析结果表明，最后一隔室中的微生物数量最少，与第1隔室相差一个数量级，这可能与最后隔室中活性污泥

的数量较少，且营养相对贫乏有关。由于最后的隔室直接与ABR出水口相连接，部分活性污泥可能会随着出水流走，从而使泥

量减少，并相应地引起微生物数量的减少。最大产甲烷速率在最后一隔室中增加，可能是因为测定最大产甲烷速率时各个隔室

中是取相同量的活性污泥进行测定的，而最后一格室中污泥的产甲烷活性相对较高。

    本文从分析ABR中可培养细菌种群结构人手，同时考察了脱色菌和苯胺降解菌这两类功能性微生物的分布与存在状况。

实验结果表明，处理印染废水的ABR反应器经过长期驯化，不同隔室确实形成了与该隔室微环境相适应的微生物类群‘同时脱

色菌和苯胺降解菌等功能微生物在ABR中的分布与残余染料在ABR中的降解过程密切相关。由于尚未见文献报道有关ABR

处理系统中功能性脱色菌和芳香胺类降解菌的分布规律，无法与其他人的研究结果进行比较。认识脱色菌和芳香胺类降解菌有

规律的分布，是处理系统对印染废水中有机化合物和环境污染物进行有效降解的基础。研究功能性微生物在ABR中的这些变

化规律，对于优化设计适用于处理印染废水的ABR工艺，提高其处理效率都具有很强的现实指导意义。

4 结论

4. 1  ABR工艺在处理印染废水时，能够使产酸相和产甲烷相在不同隔室中得到有效分离。除了产甲烷菌外，还有一些可培养

的其它优势菌群，如芽泡杆菌属(Bacillus)、不动杆菌属(Acinetobacter),丛毛单胞菌属(Comamonas),假单胞菌属(Pseudo-

monas)和水螺菌属(Aguaspirillum)等。这些菌群能在ABR比较厌氧的环境下与产甲烷菌共处一室，在各隔室中有规律地分布，

并且与废水中有机物残留尤其毒性芳香烃类化合物的降解有关。

4.2 以脱色菌和苯胺降解菌为代表的功能微生物在ABR中呈现与底物浓度相关联的分布规律，即脱色菌在ABR前段隔室中

相对较多，后段隔室中相对较少;苯胺降解菌的分布规律则与之相反。苯胺的降解在ABR较为厌氧的环境下即能发生，这种厌

氧条件下的苯胺降解，与ABR后段隔室中有较多苯胺降解菌有关。
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