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微氧条件下培养 AOB-Anammox颗粒污泥
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摘 要: 采用絮状硝化污泥和厌氧氨氧化颗粒污泥为接种污泥,利用膨胀颗粒污泥床反应器,在微氧曝气条件下,
培养自养脱氮(氨氧化 AOB-厌氧氨氧化 Anammox)颗粒污泥. 在无机高氨氮进水条件下,维持反应器运行 58 d,成
功培养出 AOB-Anammox颗粒污泥. 在模拟生活污水条件下,颗粒污泥脱氮效果稳定,氨氮和总氮去除率最高可达

92. 3% 、71. 2% ,平均总氮去除负荷达 1. 237 kg·N / (m3·d). SEM及 FISH结果表明:AOB-Anammox颗粒污泥微生物

组成以 2 种菌群为主,AOB细菌密集排布于颗粒污泥表面,Anammox细菌均匀分布在颗粒污泥内部.
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Cultivation Process of AOB-Anammox Granular
Sludge Under Micro-aerobic Condition
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Abstract: An expanded granular sludge bed ( EGSB) reactor seeded with the mixture of flocculent
nitrification sludge and anaerobic ammonium oxidation(Anammox) granular was started up to cultivate
the ammonium oxidizing bacteria (AOB)-Anammox granular sludge under micro-aerobic condition. The
mature AOB-Anammox granular sludge was successfully formed after performing of the EGSB reactor for
58 days in terms of the high ammonia-nitrogen concentration and inorganic influent. Under the
circumstance of synthetic domestic sewage, the performance of the sludge was testified and proven to be
stable. The maximum removal rate of NH +4 -N and total nitrogen ( TN) reached 92. 3% and 71. 2% ,
respectively, along with the average nitrogen loading removal (NLR) reaching 1. 237 kg·N / (m3·d).
Results of SEM and FISH analysis show that the AOB-Anammox granular sludge is mainly structured by
two types of microflora. More specifically, AOB are configured on the surface of the sludge intensively
while Anammox bacteria are homogeneously distributed inside the granular.
Key words: autotrophic nitrogen removal; anaerobic ammonium oxidation(Anammox); micro-aerobic

condition; expanded granular sludge bed (EGSB)
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  自 1995 年厌氧氨氧化过程被首次证实以来[1],
基于厌氧氨氧化反应的废水处理技术广泛兴起,其

在反应机理、微生物群落以及工艺应用形式等方面

的研究取得较大进展[2-4] . 以厌氧氨氧化为主体的
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工艺如二段式厌氧氨氧化(SHARON-Anammox)工
艺和一体化的全程自养脱氮(CANON)工艺,已经从

实验室规模逐步走向中试及实际工程应用[5] . 相比

于 SHARON-Anammox 工艺,CANON 工艺在布局上

更加紧凑,节省了运行空间及投资费用,方便实际工

程控制,在处理高氨氮、低 COD 废水方面具有良好

的应用前景[6] .
目前,CANON工艺在实际工程中的应用还不成

熟,运行性能不稳定,其主要症结在于当废水中

NH +4 -N质量浓度波动时,DO 质量浓度难以实现动

态匹配. 如何通过 DO 的有效控制[7-8]、反应器构型

的优化设计以及脱氮模型的合理选择,进一步增强

工艺运行稳定性,是 CANON 工艺亟待解决的问

题[9] . CANON工艺已在众多特定结构的反应器内

得以实现[10-11],其中,EGSB 反应器具有较强的污泥

持留能力,培养的微生物具有良好的理化结构及沉

降性能,且易达到高密度及高活性[4,12] . 为实现多

个微生物种群之间互利共生,CANON工艺富集的多

为絮状污泥或附着生长的生物膜[13-15],培养 AOB-
Anammox 颗 粒 污 泥 的 报 道 并 不 多 见[16] . AOB-
Anammox颗粒污泥的形式有良好的沉降条件,保障

了反应器内较高的生物量,不需反冲洗动力消耗,又
兼有生物膜的功能,它将是今后 CANON 工艺发展

的主要形式[17-19] .
本研究采用絮状硝化污泥和厌氧氨氧化颗粒污

泥为接种污泥,利用膨胀颗粒污泥床 ( expanded
granular sludge bed, EGSB)反应器,在微氧曝气条件

下,进行 AOB-Anammox颗粒污泥的培养. 通过对反

应器运行效果的考察,随时调整反应区 HRT、FA 及

pH等运行参数,不断优化培养条件,深入探讨 AOB-
Anammox颗粒污泥形成过程中的关键控制因素. 此

外,结合分子生物学方法,获得培养过程中污泥表面

形态及内部空间微生物分布变化情况,进一步鉴定

AOB-Anammox颗粒污泥的培养状态及结果.

1 材料与方法

1. 1 试验装置

试验所用 EGSB 反应器由有机玻璃制成,总容

积为 1. 3 L,其中反应区为 0. 5 L. 反应器外径为 6
cm,内径为 4 cm,高度为 40 cm. 配水由蠕动泵从反

应器底部引入,顶部三相分离并出水. 顶端设置回

流,分别以侧面射流、底部上升流的形式循环. 底部

设置微孔曝气头,空气泵供气,玻璃转子流量计控制

曝气量. 反应器外设恒温水浴加热层,以维持反应

器内温度在(32 ± 1)℃ . 整个反应装置用黑色遮光

材料包裹,避光运行,见图 1.

图 1 实验装置

Fig. 1 Reactor system
 

1. 2 接种污泥

接种污泥为絮状硝化污泥和前期富集培养的厌

氧氨氧化颗粒污泥.
1. 3 试验用水

试验用水采用人工模拟配水,组分如下:无水

CaCl2 7. 5 g;KH2PO4 1. 36 g;MgSO4 10 g;(NH4) 2SO4
49. 5 g; KHCO3 120 g;微量元素 20 mL (成分为:
ZnSO4·7H2 O 430 mg / L、 CuSO4·5H2 O 250 mg / L、
MnCl2·4H2O 990 mg / L、NiCl·6H2O 190 mg / L、CoCl2·
6H2O 240 mg / L、H3BO414 mg / L、NaSeO4·10H2O 210
mg / L、NaMoO4·2H2O 220 mg / L、EDTA 15 g).
1. 4 试验方法

反应采用间歇式曝气,曝气量为 6 mL / min,DO
质量浓度为 0. 02 mg / L. 反应器温度控制在(32 ±
1) ℃,pH维持在 7. 9 ± 0. 1. 启动初期,水力停留时

间(hydraulic retention time, HRT)为 3. 3 h. 反应器

内上升流速稳定在 20 m / h. 进水氨氮质量浓度维持

在 210 mg / L. 反应器不单独进行排泥,剩余污泥随

排水排出(因 AOB、Anammox 均为自养菌,生长率

极低,为保证对有效细菌的富集截留,故反应器不

排泥) .
1. 5 分析项目与检测方法

试验中测定的指标主要有 NH +4 -N、 NO -3 -N、
NO -2 -N、DO及 pH 等. ρ(NH +4 -N)采用纳氏试剂分

光光度法测定;ρ(NO -3 -N)采用麝香草酚分光光度

法;ρ(NO -2 -N)采用 N-(1-萘基)-乙二胺分光光度法

测定;pH和 ρ(DO)采用德国WTW(pH / Oxi 340i)手
提式多参数测试仪测定[15] .

扫描电子显微镜(scanning electron microscopy,
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SEM)技术:取适量颗粒污泥样品经戊二醛固定、乙
醇梯度脱水、冷冻干燥、离子溅射喷金处理后使用日

本 Hitachi S -4700 型扫描电镜仪对样品进行观察并

拍照.
荧 光 原 位 杂 交 ( fluorescence in situ

hybridization, FISH) 技术:研究分别采用编号为

AMX820 ( AAAACCCCTCTACTTAGTGCCC )、 NIT3
( CCTGTGCTCCATGCTCCG )、 Nso190 ( CGATCCCC
TGCTTTTCTCC)的探针进行 FISH 试验. 生物样品

(约 1. 5 mL)经戊二醛固定、冷冻切片以及乙醇梯度

脱水后,分别与 CY5、ROX 以及 FAM 荧光基团标

记的探针杂交,最后用 DAPI 进行全菌染色 . 处

理完成的载玻片分别在 633、543、488、405 nm 激

发波长下使用 LSM510 激光共聚焦显微镜进行

观察 . 其中,紫色荧光为 Anammox 菌,绿色荧光

为氨氧化细菌,红色荧光为亚硝酸盐氧化细菌,
蓝色为全菌 [20] .

2 结果与讨论

2. 1 EGSB反应器的运行效能

2. 1. 1 反应器运行效果

AOB-Anammox颗粒污泥的培养过程耗时 58 d.
反应器运行过程中,进、出水中 NH +4 -N、 NO -2 -N、
NO -3 -N的质量浓度变化如图 2 所示. 氨氮及总氮去

除率随时间的变化如图 3 所示.

图 2 反应器运行效果

Fig. 2 Treatment effect of the EGSB reactor
 

培养初期,进水 ρ(NH +4 -N)为 210 mg / L,反应器

HRT维持在 3. 3 h,出水 NO -3 显著积累,ρ(NO -3 -N)
最高达 56 mg / L,氨氮及总氮去除率逐渐下降,第 9
天时总氮去除率仅达 1. 53% . 运行第 10 天时,缩短

反应器 HRT 至 2. 6 h. 由于 AOB 的增长速率高于

NOB,从而实现了 NOB 的自然“洗出” [21] . 8 d 以

后,出水 ρ(NO -3 -N)下降至 14 mg / L左右,氨氮转化

率升高,总氮去除率提高至 15. 7% .
第 11 天—18 天,反应器运行过程中出水 ρ

(NO -2 -N)由 0. 3 mg / L 上升至 32. 8 mg / L,显然,系
统中亚硝化产生的 NO -2 在没有 NOB竞争的前提下

仍未得到 Anammox 的有效利用. 与 AOB、NOB 不

同,Anammox 菌是一种严格的厌氧菌,在 0. 5% ~
2. 0%的空气饱和度下,厌氧氨氧化菌的活性将完全

被抑制[22] . 故需降低溶解氧利用效率,优化颗粒污

泥内部 Anammox 厌氧环境. 运行至第 18 天时,撤
除反应装置内的微孔曝气头,改换为孔径适宜的穿

孔管. 相同 DO 水平下,穿孔曝气气泡较大,氧传质

阻力及污泥表层各类好氧微生物对氧气的代谢作用

使得沿颗粒污泥纵向深度 DO 相对降低,从而为

Anammox提供了一个良好的生存环境. 3 d后,出水

ρ(NO -2 -N)即明显下降. 运行至第 36 天时,出水

ρ(NO -2 -N)降至 1. 9 mg / L,氨氮去除率由 15. 3%提

高至 39. 0% ,总氮去除率由 11. 8%提高至 33. 2% .

图 3 氨氮及总氮去除率

Fig. 3 Removal rate of NH +4 -N and TN

第 24 天—35 天,出水 NO -3 有一定积累,说明

体系对 NOB的抑制作用在逐步解除. FA 是硝化菌

群活性的真正抑制剂[23-24],在维持反应温度、进水

氨氮质量浓度不变的前提下,pH值的微小变化会导

致体系 FA质量浓度产生波动[25] . 基于 FA 对 2 类

硝化细菌活性抑制差异,结合 pH 值的调控,可实现

系统中 NOB 的有效抑制[26] . 故反应器运行至第 36
天时,调整配水中 KHCO3用量,维持反应器内 pH在

7. 9 ~ 8. 0. 此后,体系运行 22 d,反应出水 ρ(NO -3 -
N)持续下降,氨氮转化率、总氮去除效率稳固上升.
至第 58 天时,体系出水 ρ(NO -3 -N)降至 7. 6 mg / L,
氨氮及总氮去除率分别达 45. 3% 、35. 0% .
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2. 1. 2 反应器自养脱氮效能

AOB-Anammox自养脱氮反应过程如下:
NH3 + 0. 85O2寅0. 11NO -3 + 0. 43N2 +

0. 14H + + 1. 43H2O
在无机高氨氮废水条件下,忽略内源反硝化而

导致的 TN损失,则进出水中 TN的变化与 Anammox
作用而产生的 N2的量相等[27] . 可见,整个自养脱氮

过程中,去除总氮与消耗氨氮的比值为 0. 86,生成

硝酸盐氮和去除氨氮的比值为 0. 11. 通过计算

ΔTN / ΔNH +4 、ΔNO -3 / ΔNH +4 的数值,可以初步判定

反应是否满足自养脱氮比例关系.
颗粒污泥培养过程中 ΔTN / ΔNH +4 、 ΔNO -3 /

ΔNH +4 的比例关系变化如图 4 所示.

图 4 培养过程 ΔTN / ΔNH +4 、ΔNO -3 / ΔNH +4 变化

Fig. 4 Variation of stoichiometric ratio of ΔTN / ΔNH +4 ,

ΔNO -3 / ΔNH +4 in the cultivation process
 

图 5 颗粒污泥不同时期的 SEM照片

Fig. 5 SEM images of AOB-Anammox granular sludge in different periods

培养初期,NOB 为体系中的优势菌群,NO -3 生

成量增加,使得 ΔNO -3 / ΔNH +4 》0. 11,而 N2生成量

会因 NOB 与 Anammox 竞争 NO -2 而减少,故 ΔTN /
ΔNH +4 《0. 86. 运行 9 d 以后,随着体系 HRT 的调

整,NOB 得到有效抑制,ΔNO -3 / ΔNH +4 逐步下降、
ΔTN / ΔNH +4 稳定上升. 18 ~ 36 d,随着曝气形式的

调整,Anammox所处的厌氧环境得以改善,作用效

果明显加强,ΔTN / ΔNH +4 、ΔNO -3 / ΔNH +4 平均值分

别为 0. 71、0. 25. 36 d以后,调整体系 pH,NOB数量

进一步得到抑制,且 AOB、Anammox 菌的生长环境

更加适宜,ΔTN / ΔNH +4 、ΔNO -3 / ΔNH +4 平均值分别

为 0. 82、0. 13,与已报道的理论值(0. 86 和 0. 11)相
近,说明 AOB-Anammox已是反应器中的主导反应,
自养脱氮体系成功构建.
2. 2 AOB-Anammox颗粒污泥的微生物相

2. 2. 1 颗粒污泥表面形态

全程自养脱氮(AOB-Anammox)颗粒污泥扫描

电镜照片(第 1、29、58 天)如图 5 所示. 经扫描电镜

放大后,可观察到,颗粒污泥由大量的球状菌、杆状

和丝状菌聚合而成,厌氧氨氧化细菌多以球状形式

存在,而氨氧化菌和硝酸化细菌多以杆状或螺旋状

存在,部分异养菌以丝状菌形式存在[28] . 第 1 天

(图 5(a))新投加的颗粒污泥中以球状菌为主,且
分布较多丝状细菌. 第 29 天[图 5(b)]颗粒污泥出

现短杆菌,球状菌分布增多,丝状菌明显减少. 培养

过程持续 58 d 后,AOB-Anammox 颗粒污泥大小在

0. 9 ~ 1. 0 mm,形状规则、表面平坦、轮廓清晰. 颗粒

内部微生物排列十分致密,主要以球状及杆状菌聚

合而成,菌群与菌群之间略有空隙,这为基质的传递

提供了通道(图 5(c)).
2. 2. 2 颗粒污泥内部微生物组成及空间分布

全程自养脱氮(AOB-Anammox)颗粒污泥荧光

原位杂交(FISH)照片(第 1、29、58 天)如图 6 所示.
第 1 天(图 6(A0))新投加的颗粒污泥内部菌群分

布以 Anammox 菌为主,颗粒表面均匀分布 NOB 细

菌及少量 AOB. 第 29 天(图 6(B0))颗粒污泥表面

AOB细菌明显增加,Anammox菌于颗粒内部分布均

匀,但此时颗粒表面的 NOB细菌较初始阶段明显增
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(0)为合成图, (1)(2)(3)(4)为分解图

图 6 颗粒污泥不同时期的 FISH照片

Fig. 6 FISH images of AOB-Anammox granular sludge in different periods
 

加. 培养至第 58 天时(图 6(C0)),颗粒污泥内部微

生物以 2 种菌群为主,表面密集排布 AOB 细菌,内
部均匀分布 Anammox细菌,NOB数量极少[29-30] . 由

微生物组成及空间分布可见,反应器稳定运行 58 d
时成功培养出了 AOB-Anammox颗粒污泥.
2. 3 成熟 AOB-Anammox颗粒污泥脱氮效能

2. 3. 1 颗粒污泥的脱氮效果

AOB-Anammox颗粒污泥形成之后,在维持原有

的 DO浓度及运行参数不变的基础上,降低进水氨

氮浓度至 54 mg / L,继续运行反应器. 污泥脱氮效果

稳定,31 d 内颗粒污泥自养脱氮过程中 NH +4 -N、TN
及相应去除率的变化如图 7 所示.

整个过程中,出水 NH +4 -N、TN 质量浓度在维持

稳定的基础上,保持下降趋势. 31 d 内,出水中平均

NH +4 -N、TN质量浓度分别为 10. 2、21. 6 mg / L,最低

分别降至 3. 3、 14. 3 mg / L. 平均氨氮去除率为

81. 1% 、总氮去除率为 62. 6% ,两者最高分别可达

92. 3% 、71. 2% ,平均总氮去除负荷 NLR 达 1. 237
kg·N / (m3·d).

图 7 颗粒污泥脱氮效果

Fig. 7 Nitrogen removal performance of AOB-Anammox
granular sludge

 

2. 3. 2 颗粒污泥自养脱氮的化学计量关系

成熟的 AOB-Anammox 颗粒污泥在自养脱氮过

程中氮素去除所产生的化学计量关系如图 8 所示.
整个阶段,ΔTN / ΔNH +4 、ΔNO -3 / ΔNH +4 平均比值分
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别为 0. 85、0. 12,较培养阶段与已报道的理论值

(0. 86 和 0. 11)更加接近,充分说明 AOB-Anammox
颗粒污泥内部自养脱氮体系稳定构建并日趋成熟.

图 8 成熟的 AOB-Anammox颗粒污泥在自养脱氮

过程中的化学计量学关系

Fig. 8 Stoichiometric ratio of AOB-Anammox granular
sludge in autotrophic nitrogen removal

 

3 结论

1) 在微氧曝气条件下,保证适宜的曝气方式及

反应区 HRT、 pH,有利于自养脱氮体系中 AOB、
Anammox共生系统的建立. 在无机高氨氮进水条件

下,维 持 反 应 器 运 行 58 d,成 功 培 养 出 AOB-
Anammox颗粒污泥. 在模拟生活污水条件下,颗粒

污泥脱氮效果稳定,其氨氮和总氮去除率最高可达

92. 3% 、71. 2% ,平均总氮去除负荷为 1. 237 kg·N /
(m3·d).
2) SEM结果表明,成熟的 AOB-Anammox 颗粒

污泥大小在 0. 9 ~ 1. 0 mm,形状规则,表面平坦,轮
廓清晰. 颗粒内部微生物排列十分致密,主要以球

状及杆状菌聚合而成. FISH 结果也证明,颗粒污泥

内部微生物以 2 种菌群为主,表面密集排布 AOB 细

菌,内部均匀分布 Anammox细菌,NOB数量极少.
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