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驯化的活性污泥强化降解土壤中氯酚的研究
杨利芝，徐宏勇，刘勇弟*
华东理工大学资源与环境工程学院，上海 200237
摘要：以接种驯化的活性污泥为生物强化手段，在小型生物泥浆反应器中，研究了受氯酚污染土壤的修复情况。考查了添加驯化活性污泥对土壤中氯酚降解的强化效果，并对土壤中邻氯苯酚（2-CP）、对氯苯酚（4-CP）和2,4-二氯酚（2,4-DCP）在单一污染体系中的降解情况进行了研究。结果表明，在生物泥浆反应器中添加用邻氯苯酚（2-CP）驯化的活性污泥可以明显地促进土壤泥浆中2-CP的降解，是一种有效的强化手段。该方法对土壤中的4-CP和2,4-DCP也有较好的降解效果，对三种氯酚的降解速率由大到小的顺序为2-CP，4-CP，2,4-DCP。反应结束时，泥浆体系中剩余的氯酚基本都残留在土壤中，固液分离后的水相可以直接排放或者在土壤修复过程中循环利用。
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生物泥浆反应器法修复污染土壤由于微生物降解的条件较易控制和满足，处理速度与效果优于其它处理方式。有研究表明，生物泥浆反应器的污染物降解速率是其它修复技术的10倍以上[1]，但该技术在国内尚处于实验室研究阶段，未广泛应用于现场处理。
目前，土壤修复的生物强化手段大都为接种纯菌种，但由于土壤体系的复杂性，纯菌种所起的强化作用往往不够理想。南开大学的陈勇生等[2]将分离出的降解菌D-1菌株接种到灌有受污土壤的柱子中，五天内该菌株对对氯苯酚的降解率仅为50%。同济大学安淼等[3]将从驯化的活性污泥中分离出的一组具有协同作用的优势复合菌，用于生物泥浆反应器法修复受对氯苯酚污染的土壤（污染程度300 mg·kg-1干土），58 h才完全降解。国外有添加活性污泥[4-5]强化原油污染土壤修复的研究，研究表明接种活性污泥可以显著强化土壤中原油的降解。
由于活性污泥工艺发展较为成熟，将含高效降解菌的活性污泥用于土壤修复的启动，操作简单，行之有效，而且可以避免接种纯菌种的局限性，因此本文以接种活性污泥为生物强化手段，采用生物泥浆反应器法，研究了受氯酚污染土壤的修复情况，以推广生物泥浆反应器法在土壤修复中的应用。
1  试验材料与方法
1.1  试验材料与装置
1.1.1  活性污泥
自某焦化厂取污水处理系统的活性污泥，在SBR中利用葡萄糖和2-CP培养驯化。驯化完毕，SBR在进水2-CP质量浓度为140 mg·L-1下稳定运行。

实验中取曝气30 min后的活性污泥混合液，在4000 r·min-1转速下离心洗涤3次后，作为接种污泥投加至泥浆体系中。

1.1.2  土壤

实验所用土壤采自华东理工大学的校园土，采样深度为10～20 cm。土壤在自然条件下风干，去除大颗粒后过孔径为1 mm的筛。将一定浓度的目标污染物的丙酮溶液加入以上土壤中，混合均匀后置于通风橱内过夜，以使丙酮挥发。
1.1.3  试验装置
试验用反应器为小型圆柱形反应器，口径11.7 cm，高21 cm，距反应器底部4 cm处开一取样口。反应器为敞口式，采用六联搅拌器搅拌，搅拌桨为不锈钢新月形。采用气泵鼓入空气，曝气头为砂芯曝气头，通过转子流量计调节控制曝气量。反应器运行方式为土壤泥浆序批式反应器。
1.2  试验方法

1.2.1  试验步骤

称取300 g含一定污染程度的土壤至反应器中，按水土比2∶1加入水调成泥浆，添加1%干质量比）驯化后的活性污泥进行强化，在通气量为12 L·(h·L)-1、搅拌转速为240 r·min-1的条件下反应。每隔一定时间自取样口取样，测定泥浆的剩余污染物质量分数、pH值，及水相的剩余污染物质量浓度和氯离子质量浓度。

1.2.2  分析方法
（1）泥浆相指标

氯酚（CPs）提取方法：用硫酸将泥浆样品pH调节至小于2，以二氯甲烷作为萃取溶剂，在往复振荡器中振荡12 h。振荡后样品在5000 r·min-1转速下离心5 min，然后将水层和有机层倒入分液漏斗中，取下层二氯甲烷溶液，用无水硫酸钠干燥后作气相色谱分析。
气相色谱分析方法：天美GC7900气相色谱仪，配备SE-54毛细管柱（15 m×0.25 mm×0.33 µm）、氢火焰离子化检测器（FID）；进样口温度200 ℃，柱温60 ℃（2 min），10 ℃·min-1，100 ℃，5 ℃·min-1，125 ℃（2 min），检测器温度280 ℃；载气N2，流量24 mL·min-1，柱前压58 kPa；不分流/分流进样方式，0.1 min（低质量浓度时0.2 min）开始分流；进样量1 µL。
（2）水相指标

取一定量泥浆至离心管中，在4500 r·min-1转速下离心5 min，上清液再经过滤后取得水相溶液。

水相中CPs的质量浓度采用4-氨基安替比林直接分光光度法分析。

水相中氯离子的质量浓度采用戴安ICS-1000离子色谱仪测定。
2  试验结果与讨论
2.1  不同生物条件下2-CP的去除
试验所采用的三种氯酚中2-CP沸点最低，因此以它为目标污染物，初始质量分数为200 mg·kg-1干土。设计三组试验：（1）灭菌和不接种组：土壤和水经高压蒸汽灭菌（121 ℃，30 min）、不接种活性污泥，以考查体系中2-CP的非生物损失量；（2）不灭菌和不接种组：土壤和水不灭菌、不接种活性污泥，以考查土壤中土著微生物对2-CP的降解情况；（3）不灭菌和接种组：土壤和水不灭菌、接种1%活性污泥，以考查接种活性污泥后2-CP的降解情况。
由错误！未找到引用源。可以看出，灭菌和不接种组中，在非生物因素作用下反应12 h后2-CP去除率很小，仅为3.52%。因此，在反应的考查时间内，我们认为体系中污染物的非生物损失量可以忽略不计，反应器可以采用敞口式。
另外，比较不灭菌和不接种组与不灭菌和接种组情况，不灭菌和不接种组中土著微生物对2-CP降解较慢，而接种组反应不到5 h 2-CP已基本降解完全。因此，在生物泥浆反应器中添加驯化后的活性污泥可以明显地促进2-CP的降解，是一种有效的强化手段。
2.2  氯酚降解
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图1  不同生物条件下2-CP去除情况比较

Fig. 1  Comparison of the removal of 2-CP under 
different biological conditions
试验考查了活性污泥强化的生物泥浆反应器法对土壤中单种氯酚的降解，氯酚种类及初始质量分数分别为2-CP 200 mg·kg-1干土、4-CP 200 mg·kg-1干土、2,4-DCP 100 mg·kg-1干土。

2.2.1  降解曲线

图是三种氯酚在单一污染体系中的降解情况，2-CP在反应6 h时降解率达到88.6%，4-CP污染土壤反应10 h后其降解率达90.8%，而2,4-DCP在反应12 h后仍只降解了81.0%。由此我们可以得出，在添加以2-CP为基质培养的活性污泥作为生物强化手段的泥浆体系中，2-CP、4-CP和2,4-DCP都能被有效地降解，而且2-CP的降解速度明显高于4-CP和2,4-DCP，而一氯酚的降解速度又高于二氯酚。
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图2  泥浆体系中CPs降解曲线

Fig. 2  The biodegradation of CPs in slurry phase
研究表明[6-7]，土壤中污染物的微生物降解可以表观一级动力学方程描述。将各氯酚的质量分数变化情况用一级动力学方程进行拟合，结果见表1。由表中相关系数可以看出，三种氯酚的拟合性均较好。比较降解速率常数k可以看出，2-CP降解速率比4-CP高69.7%，4-CP降解速率比2,4-DCP快58.2%。比较半衰期t1/2可以看出，2-CP降解一半所需时间比4-CP短41.1%，4-CP比2,4-DCP短36.8%。
2.2.2  体系pH变化

有关氯苯、氯酚、多氯联苯等氯代芳香族有机物污染微生物降解的降解菌、降解途径、生化机制、结构基因及其表达、调控等已有较多研究报道，在降解途径方面基本已达成一致观点。众多研究[8]表明氯的脱除是氯代芳香族有机物生物降解的关键过程，好氧微生物可通过双加氧酶/单加氧酶作用使苯环羟基化，形成氯代儿茶酚，进行邻位、间位开环、脱氯；也可在水解酶作用下先脱氯后开环，最终矿化。
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图5  CPs降解过程中氯的脱除情况
Fig. 5  The release of chlorine during the biodegradation of CPs
试验对反应过程中泥浆的pH进行了监测，从图3可以看出，在CPs的降解过程中，体系的pH都有一定的下降，这是氯酚经苯环羟基化生成氯代儿茶酚的重要特征。此外，在反应过程中，从提取CPs的二氯甲烷溶液中都能看到有深褐色的物质生成，据报道[9]这种物质是氯代儿茶酚开环后的中间产物，此中间产物可经一系列反应最终完全降解。根据这些基本特征，我们初步认为CPs是经由苯环羟基化生成氯代儿茶酚、氯代儿茶酚开环，再进一步矿化的，这有待后续试验验证。
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图3  pH随反应时间变化曲线

Fig. 3  The pH during the biodegradation of CPs
2.2.3  水相CPs的质量浓度变化
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图4  水相CPs质量浓度变化曲线

Fig. 4  The biodegradation of CPs in aqueous phase
将泥浆离心、上清液过滤后，测定水相中CPs的质量浓度。从图可以看出，随着反应的进行，CPs在水相中的质量浓度逐渐降低，最终都低于0.5 mg·L-1，因此水相可以直接排放或者在土壤修复过程中循环利用。结合图，说明反应结束时体系中剩余的CPs基本都残留在土壤中。
2.2.4  脱氯情况

试验监测了反应过程水相的氯离子质量浓度，并计算出氯脱除率（以氯离子形式存在的氯元素占初始污染物中总氯的比例），以表征反应中氯的脱除情况。
表1  CPs降解的一级动力学方程
Table 1  Kinetic equations of CPs degradation in slurry phase
	物质
	一级动力学方程
	R
	k/h-1
	t1/2/h

	2-CP
	C＝178.1exp（-0.3819t）
	0.9723
	0.3819
	1.81

	4-CP
	C＝219.6exp（-0.2251t）
	0.9896
	0.2251
	3.08

	2,4-DCP
	C＝108.1exp（-0.1423t）
	0.9909
	0.1423
	4.87


至反应结束时，2-CP、4-CP、2,4-DCP的氯脱除率分别为55.3%、51.8%和36.0%，而由前述分析可知，反应结束时三种CPs的降解率分别为88.6%、90.8%和81.0%。推测原因之一可能是至反应结束时，部分CPs已开始降解但尚未到达脱氯步骤，氯原子仍保留在中间产物上，导致氯脱除率偏小。
3  结论

（1）在生物泥浆反应器中添加用2-CP驯化的活性污泥可以明显地促进土壤泥浆中2-CP的降解，是一种有效的强化手段。
（2）该体系对土壤中4-CP和2,4-DCP也有较好的降解效果，并且对三种氯酚的降解速率由大到小的顺序为2-CP，4-CP，2,4-DCP。
（3）反应结束时体系中剩余的CPs基本都残留在土壤中，水相可以直接排放或者在土壤修复过程中循环利用。
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Biodegradation of chlorophenols in soil by the acclimated activated sludge
Yang Lizhi, Xu Hongyong, Liu Yongdi
School of Resources and Environmental Engineering, East China University of Science and Technology, Shanghai 200237, China
Abstract: Studies were carried out on the bioremediation of soil polluted by chlorophenols in bench-scale bioslurry reactors, adding the acclimated activated sludge for bioaugmentation. This paper examined the contribution of bioaugmentation by acclimate activated sludge to chloropheol degradation, and then studied the degradation of 2-chlorophenol(2-CP), 4-chlorophenol(4-CP) and 2,4-Dichlorophenol(2,4-DCP) in single-polluted soil. Results showed that addition of activated sludge acclimated with 2-CP could greatly improve the degradation of 2-CP in slurry. This method could also be used to degrade 4-CP and 2,4-DCP in single-polluted soil, and the order of degradation speed was 2-CP>4-CP>2,4-DCP. At the end of reaction, almost all of the chlorophenols remained in the soil, and the water separated from the slurry could be directly discharged or be reused in the soil remediation.

Key words: activated sludge; bioaugmentation; slurry; chlorophenol
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