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摘　要 :以单级自养脱氮污泥为研究对象 ,采用批式试验的方式 ,分析在不同进水水质条件下

系统内生成的中间产物的种类及其含量 ,研究了单级自养脱氮污泥的厌氧氨氧化反应的代谢特征。

实验结果表明 ,单级自养脱氮污泥具有厌氧氨氧化反应功能。部分 N H +
4 和 NO -

2 是按照 Graaf 提

出的厌氧氨氧化代谢途径去除的 : NO -
2 首先被还原为 N H2 O H ,生成的 N H2 O H 则与系统内的

N H +
4 反应生成 N2 H4 ,N2 H4 继续被转化为 N2 实现氮的去除。还有部分 N H +

4 和 NO -
2 是按照另

外一条厌氧氨氧化反应代谢途径去除的 :N H2 O H与 NO -
2 在缺氧条件下被转化为 N2 O ,N2 O 则进

一步被转化为 N2 而实现氮的去除 ,同时 N H +
4 被氧化为 N H2 O H。该途径中 N H +

4 转化为

N H2 O H的反应和 N2 O转化为 N2 的反应可能是相互耦合的过程 ,但关于这点还需进一步证实。
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Anaerobic ammonium oxidation in a one2step , completely
autotrophic nitrogen removal system
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Minist ry of Education , Chongqing U niversity , Chongqing 400030 , P. R. China)

Abstract : We explore t he characteristics of anaerobic ammonium oxidation ( ANAMMOX) using sludge

drawn f rom a one2step , completely autot rop hic nit rogen removal system. Batch experiment s are adopted.

The quality and quantity of t he intermediates formed in t he system are analyzed. The result s show that t he

sludge po ssesses t he ANAMMOX f unction. Some of t he N H +
4 and NO -

2 are removed in t he ANAMMOX

metabolic pat hway. That is to say , NO -
2 first is reduced to N H2 O H , and t hen N H2 O H react s wit h N H +

4 to

form N2 H4 , which subsequently is converted to N2 . Ot her portions of t he N H +
4 and NO -

2 are removed in a

different ANAMMOX metabolic pat hway in which t he N H2 O H and NO -
2 are converted to N2 O , t hen t he

N2 O is converted to N2 , and N H +
4 is converted to N H2 O H. The coupling between t he N H +

4 to N H2 O H

conversion process and t he process of N2 O being converted to N2 needs f urt her research.

Key words : one2step completely autot rop hic nit rogen removal ; anaerobic ammonium oxidation

(ANAMMOX) ; intermediates ; metabolic pat hway



　　单级自养脱氮工艺是指在同一构筑物内、由自

养菌完成由氨氮至 N2 全部转化过程的一类工艺 ,是

近 10 年来出现的一种新型脱氮工艺[123 ] ,在处理垃

圾渗滤液、污泥析出液和家禽粪便等高氨氮、低 C/ N

比废水方面极具潜力[425 ]。目前 ,关于单级自养脱氮

工艺机理研究的主流观点认为 ,单级自养脱氮工艺

是由亚硝化反应和厌氧氨氧化反应联合实现的[627 ]。

厌氧氨氧化反应不同于传统的脱氮 ,是一种全

新的脱氮途径[8210 ]。Graff 等[11 ]采用15 N 同位素示

踪实验证实 ,NO -
2 是厌氧氨氧化反应的关键电子受

体。随后 , Graff 等[12 ]又研究了厌氧氨氧化反应的

代谢途径 ,该反应按照图 1 所示的途径进行 ,

N H2 O H和 N2 H4 是厌氧氨氧化反应的重要中间产

物。根据 Wood[13 ]和 Thauer [14 ]所报道的氮化合物

转化的吉布斯自由能 ,N H3 与 NO -
2 反应生成 N2 的

总吉布斯自由能为ΔG0′= - 358 kJ ·mol - 1 , N H3

被氧化为 N H2 O H 的ΔG0′ = - 87 kJ ·mol - 1 ,

N H2 O H与 NO -
2 反应生成 N2 O的ΔG0′= - 270 kJ

·mol - 1 , 而 N2 O 转化为 N2 的ΔG0′= - 341. 4 kJ

·mol - 1。因此 ,根据各反应的吉布斯自由能推测 ,

如下的厌氧氨氧化反应途径也是可行的 :N H3 首先

在缺氧条件下被转化为 N H2 O H ,生成的 N H2 O H

则与 NO -
2 反应生成 N2 O ,N2 O进一步被转化为 N2

而实现氮的去除。与图 1所示的厌氧氨氧化代谢途

径不同 ,该代谢途径中 N H2 O H 和 N2 O是重要的中

间产物 , N H2 O H是由 N H3 转化而来的 ,而且 NO -
2

可与 N H2 O H发生反应生成 N2 O和 N2 从而实现氮

的去除。但该代谢途径尚未得到证实。

图 1　Graaf 等提出的厌氧氨氧化代谢途径

研究以稳定运行的单级自养脱氮系统内的污泥

为研究对象 ,采用批式试验的方式 ,考察单级自养脱

氮污泥是否具有厌氧氨氧化反应功能 ,并在此基础

上 ,针对厌氧氨氧化代谢途径中涉及的反应过程 ,配

制不同的模拟含氮废水 ,通过分析在不同水质条件

下反应器内生成的中间产物种类及其含量 ,探讨系

统内是否存在上述 2条厌氧氨氧化代谢途径。

1　试验材料与方法

1. 1　试验装置与方法

用批式试验的方式 ,反应器容积为 500 mL 的

锥形瓶 ,有效容积 300 mL。反应器置于可控恒温振

荡培养箱中 ,培养箱的温度和转速分别设置为 30 ℃

和 130 r/ min ,反应器的温度保持在 30 ℃左右 ,并使

反应器内化合物与微生物充分接触。反应器接口处

采用橡皮塞和玻璃胶密封以实现反应器的密闭 ,反

应器内产生的气体经两级干燥管干燥后收集于气体

采样袋 (大连光明化工研究所生产 ,体积为 4 L)内以

便于测定 NO、NO2、N2 O和 N2 的含量。

每批试验进水在加入反应器之前 ,先用恒温磁

力搅拌器加热至 30 ℃,同时用过量的 Ar 曝气

30 min ,使进水的温度与恒温培养箱设置的温度基本

相同并驱除进水中的 N2 和 O2 ,曝气后进水中的 DO

低于 LDO TMHQ10 溶氧仪的检测限 (0. 01 mg/ L)。

进水加入反应器后继续用 Ar 曝气 30 min ,驱除反

应器内的空气 ,以免影响后期的测定和分析。试验

过程中则用 Ar连续曝气以保持反应器内的厌氧状

态和气压平衡 ,曝气流量通过气体转子流量计控制

在 4～6 mL/ min。

批式试验运行周期为 12 h ,每批试验进行 3次

平行试验 ,同时进行空白试验 (反应器内只加废水 ,

没有污泥)作为参比。取反应器的进水和试验周期

结束时的出水 ,测定液相中 N H +
4 、NO -

2 、NO -
3 、

N H2 O H、N2 H4 和 TN 浓度 ,并测定所收集的反应

器内生成气体的种类及其质量。同时 ,进行周期试

验 ,每 2 h取 1次水样 ,分析各种氮化合物浓度在 1

个运行周期内的变化情况。

1. 2　试验废水

试验废水为人工配置的模拟含氮废水 ,每批试

验进水中所加的氮化合物种类根据每批试验证实的

反应途径而有所不同 (如表 1 所示) ,并加入适量的

Na HCO3 使进水 p H值为 8. 0 ( ±0. 2) ,同时模拟废

水中还加入少量的营养盐储备液 ( ED TA 5. 0 g/ L ,

CoCl2 ·6 H2 O 1. 6 g/ L , ZnSO4 ·7 H2 O 2. 2 g/ L ,

MnCl2 ·4 H2 O 5. 1 g/ L , CuSO4 ·5 H2 O 1. 6 g/ L ,

(N H4 ) 6 Mo7 O24 ·4 H2 O 1. 1 g/ L ,CaCl2 ·2 H2 O 5. 5

g/ L ,FeSO4 ·7 H2 O 5. 0 g/ L) 。
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表 1　试验废水

批次
人工模拟废水

氮化合物 浓度/ (mg·L - 1 )
反应过程 代谢途径

Ⅰ
N H4 HCO3 (以 N计 ,下同)

NaNO2

30

30
N H3 + NO -

2 →N2 厌氧氨氧化反应

Ⅱ NaNO2 30 NO -
2 →N H2 O H Graaf 等报道的途径

Ⅲ
N H4 HCO3

N H2 O HCl

30

30 N H3 + N H2 O H→N2 H4 Graaf 等报道的途径

Ⅳ N2 H4 ·H2 O 30 N2 H4 →N2 Graaf 等报道的途径

Ⅴ N H4 HCO3 30 N H3 →N H2 O H 基于热力学计算可行的代途径

Ⅵ
N H2 O HCl

NaNO2

30

30
N H2 O H + NO -

2 →N2 O→N2 基于热力学计算可行的途径

1. 3　污泥来源

试验所用污泥取自课题组稳定运行 2 年多的

SBBR单级自养脱氮反应器[15216 ] ,接种污泥浓度为

873. 6 mgML SS/ L。

1. 4　分析测定方法

N H +
4 :纳氏试剂分光光度法 ; NO -

2 : N - 1 - 萘

基 - 乙二胺比色法 ; NO -
3 和 TN :过硫酸钾氧化 -

紫外分光光度法 ; ML SS :标准重量法[17 ]。

N H2 O H 和 N H2 N H2 的测定方法分别参照

Frear [ 18 ]和 Yat slmlrsky[19 ]所描述的方法进行。

NO 和 NO2 的浓度用 42C NO2NO -
2 2NOx

Analyzer ( Thermo Scientific 公司 ,美国)进行测定。

N2 O采用配置有 ECD检测器的惠普 5890气相

色谱仪 (惠普公司 ,美国)进行检测。

N2 采用配置有 TCD检测器的 SC26000气相色

谱仪 (重庆川仪 ,中国)进行测定。

p H :Sension2型便携式 p H/ ISE测量仪 ( Hach

公司 ,美国) ;溶解氧 :LDO TM HQ10 便携式溶解氧

测量仪 ( Hach公司 ,美国) 。

2　结果与讨论

2. 1　不同进水水质条件下氮化合物转化情况

分别以表 1中的人工模拟废水为反应器进水 ,

向反应器中充入 Ar ,同时收集反应器内生成的气

体 ,周期结束后检测系统进出水中和反应器内生成

气体中氮化合物的种类及其含量。在不同进水水质

和运行条件下 ,系统内氮化合物的转化情况如表 2

所示。

表 2　不同进水水质条件下单级自养脱氮系统出水氮化合物质量 mg

进水 N H +
4 NO -

2 NO -
3 N H2 O H N2 H4 NO NO2 N2 O N2

N H4 HCO3 / NaNO2 5. 93 5. 56 0. 97 0. 077 0. 052 0. 001 5 0. 000 31 0. 000 56 5. 06

NaNO2 5. 57 0. 05 1. 68

N H4 HCO3 / N H2 O HCl 6. 26 0. 027 — 5. 18 2. 01

N2 H4 ·H2 O 2. 24 — — — 5. 58

N H4 HCO3 8. 65 — 0. 06 — — — 0. 000 76 —

N H2 O HCl/ NaNO2 2. 99 0. 09 0. 91 0. 013 0. 002 8 1. 23 5. 93

　　注 :表中空白处表示为检测该物质 ,“—”表示未检测出该物质的浓度 ,表中氮化合物的浓度均以 N计

2. 2　单级自养脱氮污泥的厌氧氨氧化反应功能

以同时含有 N H +
4 和 NO -

2 的废水 Ⅰ为试验用

水 ,试验过程中采用 Ar进行曝气。反应器出水中可

以检测到少量的 N H2 O H、N2 H4 和 NO -
3 的存在 ,

且收集的气体中有 5. 06 mg的 N2 (如表 2所示) ,说

明系统内发生了厌氧氨氧化反应 ,根据氮素质量平

衡的计算 ,参与反应的大部分 N H +
4 和 NO -

2 被转化

为 N2 得以去除。同时收集的气体中还检测到极少

量 NO、NO2 和 N2 O。Wyffels[20 ]和 Graaf 等[21 ]的研

究结果均表明 ,少量异养菌可以通过吞噬死细菌和

进行内源呼吸而在自养反应器内得以生存。而反硝

化菌可以把 NO -
2 转化为 NO、NO2 和 N2 O 并从中

获得能量使自身得到增殖 ,并且与厌氧氨氧化菌相

似 ,反硝化菌也需要在缺氧的环境下生长。据此推

测 ,反应器内可能存在少量的反硝化菌 ,部分 NO -
2

被反硝化菌转化为 NO、NO2 和 N2 O。
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运行周期内各氮化合物的浓度变化情况如图 2

所示。N H +
4 的降解速率与 NO -

2 相当 ,二者的比值

为 1∶1 . 12 , 与 St rous[22 ]报道的厌氧氨氧化反应中

N H +
4 与 NO -

2 的反应比值基本一致 ,说明单级自养

脱氮污泥具有厌氧氨氧化反应功能。

图 2　以模拟废水Ⅰ为进水时氮化合物转化情况

2. 3　厌氧氨氧化反应代谢途径

2. 3. 1　Graaf 等报道的厌氧氨氧化代谢途径

分别采用人工模拟废水Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ为试验用水 ,

并采用 Ar进行曝气 ,以考察系统内是否存在 Graaf

等[12 ]报道的厌氧氨氧化代谢途径。

1) NO -
2 →N H2 O H

试验结果可知 ,在以仅含 NO -
2 的废水 Ⅱ为反

应器进水的情况下 , 12 h 后系统内有 1. 68 mg

N H2 O H 生成。1 个运行周期内 NO -
2 、NO -

3 和

N H2 O H浓度的变化情况如图 3 (a)所示 ,NO -
2 的降

解速率 0. 97 mg/ L ·h ,以 N 计 ,下同是 N H2 O H生

成速率 (0. 45 mg/ (L ·h)的 2. 16倍 ,而系统内 NO -
3

的浓度一直很低 ,最高只有 0. 15 mg/ L。在厌氧条

件下 ,NO -
2 被微生物转化为 N H2 O H的反应是存在

的。但是系统内减少的 NO -
2 的量 (3. 43 mg)远远

高于 N H2 O H 的生成量 ( 1. 68 mg) ,因为生成的

N H2 O H与剩余的 NO -
2 反应生成了 N2 O 和 N2 等

物质。

2) N H3 + N H2 O H→N2 H4

在同时含有 N H +
4 和 N H2 O H的模拟废水Ⅲ为

反应器进水的情况下 ,液相中主要产物为 N2 H4 ,浓

度为 13. 34 mg/ L。N H +
4 、N H2 O H、N2 H4 和 NO -

2

的浓度在 1 个运行周期内的变化情况如图3 (b)所

示 ,N H +
4 和 N H2 O H 的浓度均快速下降 , N2 H4 的

浓度随着时间的增加而增加 ,说明存在 N H +
4 和

N H2 O H在厌氧条件下被转化为 N2 H4 的代谢途

径。同时检测到反应器内有少量 NO -
2 生成 ,但系统

内转化掉的 N H +
4 和 N H2 O H的总量 (6. 56 mg)高于

图 3　以模拟废水Ⅱ、Ⅲ和Ⅴ为实验用水时氮转化情况

系统内生成的 N2 H4 和 NO -
2 的总量 (4. 02 mg) ,有一

部分氮化合物以其他形式逸出反应器。

3) N2 H4 →N2

以仅含 N2 H4 的废水 Ⅳ为试验用水时 ,周期结
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束后出水中 N2 H42N 只有 7. 47 mg/ L。1个运行周

期内 N2 H4 的浓度变化情况如图 3 (c)所示 , N2 H4

的浓度随着时间快速降低 ,降解速率为 1. 99 mg/ (L

·h) ,同时收集到的气体中可以检测到 5. 58 mg的

N2 存在 ,但基本未检测到 NO、NO2 和 N2 O ,表明

N2 H4 在微生物的作用下主要被转化为 N2 而得以

去除 ,说明以同时含有 N H +
4 和 N H2 O H 的模拟废

水为反应器进水时 ,逸出反应器的氮化合物主要

是 N2。

由上述实验结果可知 ,系统内存在 Graaf 等[12 ]

报道的厌氧氨氧化代谢途径 ,部分 N H +
4 和 NO -

2 是

通过该代谢途径去除的。

2. 3. 2　厌氧氨氧化代谢途径研究

分别采用人工模拟废水 Ⅴ和 Ⅵ为试验用水 ,Ar

进行曝气 ,检测系统内生成的氮化合物的种类及其

质量 ,并结合模拟废水Ⅰ的研究结果 ,分析是否存在

基于热力学计算可行的厌氧氨氧化代谢途径。

1) N H3 →N H2 O H

以只含 N H +
4 的模拟废水 Ⅴ为反应器进水 ,并

用 Ar进行曝气 ,反应器内的 DO低于溶氧仪的检测

限 (0. 01 mg/ L ) ,周期结束后反应器出水氨氮为

28. 83 mg/ L ,与空白反应器出水氨氮浓度基本相

当 ,并且出水中没有检测到 N H2 O H 和 N2 H4 等中

间产物生成 ,即只有 0. 35 mg的氨氮在吹脱作用下

随 Ar一起逸出反应器。因此 ,可以认为 ,在厌氧条

件下氨氮没有在微生物的作用下发生转化。

2) N H2 O H + NO -
2 →N2 O→N2

以含有 N H2 O H和 NO -
2 的人工模拟废水Ⅵ为

试验废水 ,并采用 Ar进行曝气。每 2 h检测 1次系

统水质变化情况 (如图 4 所示) 。N H2 O H 和 NO -
2

的浓度均随时间的变化快速下降 ,而 N H2 O H 的降

解速率较 NO -
2 稍快一些 ,比值为 1 ∶1. 27 ,系统中

的 NO -
3 浓度较低 ,最高只有 0. 15 mg/ L。运行周期

结束后 ,收集的气体中可以检测到 NO、NO2、N2 O

和 N2 的存在 ,且生成的气体中主要为 N2 O 和 N2 ,

分别占氮类气体总质量的 17. 14 %和 82. 64 %。表

明 N H2 O H 与 NaNO2 在厌氧条件下发生反应 ,生

成的主要产物是 N2 O和 N2。

由以上试验结果可知 ,在厌氧条件下 ,N H +
4 与

NO -
2 以 1∶1. 12的比例发生反应 ,生成的中间产物

中可以检测到 N H2 O H 和 N2 O ,而且 N H2 O H 与

NO -
2 以 1∶1. 27的比例发生反应 ,生成的气态氮化

合物中 N2 O和 N2 分别占气体总质量的 17. 14 %和

82. 64 % ,从一定程度上证实了基于热力学计算可行

的厌氧氨氧化反应途径是存在的。

根据热力学计算的结果 ,N H +
4 转化为 N H2 O H

的反应和 N2 O转化为 N2 的反应均是产能过程 ,可

图 4　以模拟废水Ⅵ为进水时氮转化情况

以自发进行 ,但在厌氧条件下 , N H2 O H 中的氧原子

从何而来是个疑问 ,与之相反的是 ,N2 O 转化为 N2

之后 ,氧原子的去向也不清楚。根据 Zart 等[23 ]的研

究结果 ,在缺氧条件下 ,NO 和 NO2 可以为 N H3 的

氧化过程提供氧。在研究中 ,仅有 N H +
4 存在的情

况下 ,N H +
4 没有被微生物所代谢。由此推测 ,N H +

4

转化为 N H2 O H的反应和 N2 O转化为 N2 的反应是

同步进行的 ,N2 O转化为 N2 的反应为 N H +
4 转化为

N H2 O H的反应提供了氧 ,这 2 个反应在氧原子和

能量等方面是相互耦合的过程 ,厌氧氨氧化的代谢

途径如图 5 所示 ,但 N H +
4 转化为 N H2 O H 的反应

和 N2 O转化为 N2 的反应的相耦合还需进一步的深

入研究。

3　结　论

采用批式试验的方式 ,以单级自养脱氮污泥为

研究对象 ,以含有不同氮化物的人工配制废水为试

验用水 ,通过分析不同进水水质条件下系统内生成

中间产物的种类及其含量 ,研究了单级自养脱氮污

泥的厌氧氨氧化反应功能 ,并进一步从物质转化角

度证实了厌氧氨氧化反应的代谢途径 ,得出以下主

要结论 :

1)以仅含 N H +
4 和 NO -

2 的模拟含氮废水为反

应器进水 ,且采用 Ar进行曝气以保持反应器的厌氧

状态 ,在反应器的一个运行周期 (12 h)内 ,N H +
4 和

NO -
2 的浓度随时间以 1∶1. 12的比例逐渐下降 ,收

集的气体中有 5. 06 mg的 N2 ,说明单级自养脱氮污

泥具有厌氧氨氧化反应的功能。

2)证实了部分 N H +
4 和 NO -

2 是按照 Graaf 提

出的厌氧氨氧化代谢途径去除的 :即 NO -
2 首先被

还原为 N H2 O H ,生成的 N H2 O H 则与系统内的

N H +
4 反应生成 N2 H4 ,N2 H4 继续被转化为 N2 而实

现氮的去除。

3)从一定程度上证实了部分 N H +
4 和 NO -

2 是
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按照另外一条基于热力学计算可行的厌氧氨氧化反

应代谢途径去除的 :即 N H2 O H 与 NO -
2 在缺氧条

件下被转化为 N2 O ,N2 O 则进一步被转化为 N2 而

实现氮的去除 ,同时 N H +
4 被氧化为 N H2 O H。该途

径中 N H +
4 转化为 N H2 O H 的反应和 N2 O 转化为

N2 的反应可能是相互耦合的过程 ,但关于还需进一

步证实。
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