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分层接种实现厌氧氨氧化反应器快速启动
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摘　 要　 接种传统生物污泥直接启动厌氧氨氧化反应器存在耗时久,甚至启动失败等问题。 此外,与厌氧氨氧化污泥混合接

种的传统生物污泥会释放出氨氮和有机物等物质,抑制厌氧氨氧化菌的活性,减缓反应器的启动。 对此,文中创新性地提出

采用分层接种传统生物污泥和厌氧氨氧化污泥的策略,考察了分层接种剩余污泥(上层)和厌氧氨氧化颗粒污泥(下层)反应

器的启动特性及剩余污泥富集厌氧氨氧化菌的情况。 结果表明,运行第 13
 

d,打开回流产生了短期冲击,反应快速恢复稳定,
成功启动了厌氧氨氧化反应器。 运行的第 86

 

d,上层剩余污泥的比厌氧氨氧化活性( SAA)为 2. 5
 

mg
 

NH+
4 / ( g

 

VSS·d)。 经过

144
 

d 的培养,NRR 达到了 10. 8
 

kg
 

N / (m3·d),剩余污泥中含有 28. 2%的 Candidatus_Brocadia、1. 5%的 Candidatus_Jettenia 厌

氧氨氧化菌属,厌氧氨氧化菌的拷贝数达到 8. 7×1016
 

个 / g,高效、稳定的厌氧氨氧化反应器得以成功启动。
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Abstract　 The
 

Anammox
 

reactor
 

by
 

inoculating
 

traditional
 

biological
 

sludge
 

starts
 

for
 

a
 

long
 

time
 

and
 

even
 

fails
 

to
 

start.
 

Mixed
 

with
 

Anammox
 

sludge,
 

traditional
 

biological
 

sludge
 

can
 

release
 

ammonia
 

nitrogen
 

and
 

organic
 

matter
 

to
 

inhibit
 

Anammox
 

bacteria,
 

the
 

low
 

activity
 

of
 

the
 

bacteria
 

slows
 

down
 

the
 

start-up
 

of
 

the
 

reactor.
 

Therefore,
 

the
 

innovative
 

strategy
 

of
 

layered
 

inoculation
 

of
 

traditional
 

biological
 

sludge
 

and
 

Anammox
 

sludge
 

was
 

proposed.
 

The
 

start-up
 

characteristics
 

of
 

the
 

reactors
 

with
 

layered
 

inoculation
 

of
 

activated
 

sludge
 

(upper
 

layer)
 

and
 

Anammox
 

granular
 

sludge
 

(lower
 

layer)
 

and
 

the
 

enrichment
 

of
 

Anammox
 

bacteria
 

by
 

activated
 

sludge
 

were
 

investigated.
 

On
  

thirteenth
 

day
 

of
 

operation,
 

opening
 

the
 

reflux
 

generated
 

a
 

short-term
 

impact,
 

and
 

the
 

reaction
 

period
 

quickly
 

recovered
 

and
 

stabilized,
 

and
 

the
 

Anammox
 

reactor
 

was
 

successfully
 

started.
 

On
 

the
 

86th
 

day
 

of
 

operation,
 

the
 

SAA
 

of
 

activated
 

sludge
 

in
 

the
 

upper
 

layer
 

was
 

2. 5
 

mg
 

NH+
4 / (g

 

VSS·d).
 

After
 

144
 

days
 

cultivation,
 

the
 

NRR
 

reached
 

10. 8
 

kg
 

N / (m3·d),
 

the
 

excess
 

sludge
 

contained
 

28. 2%
 

Candidatus_Brocadia
 

and
 

1. 5%
 

Candidatus_Jettenia,
 

the
 

copy
 

number
 

of
 

Anammox
 

attained
 

8. 7×1016
 

g-1 .
 

Stable
 

and
 

efficient
 

Anammox
 

reactor
 

has
 

been
 

started
 

successfully.
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厌氧氨氧化作为一种利用氨氮和亚硝态氮作为

底物的自养脱氮微生物,因为其具有经济、高效的特

点得到了广泛的研究[1] 。 厌氧氨氧化菌在自然界中

广泛存在,但是自然界中的厌氧氨氧化菌难以直接工

程化运用,需要提前培养富集。 作为一种自养型细

菌,厌氧氨氧化菌的倍增速率非常缓慢,为 0. 014 ~

0. 090
 

d-1,导致了厌氧氨氧化反应器的启动需要很长

的时间[2] 。 近年来,研究通过剩余污泥与厌氧氨氧化

污泥的混合接种实现了厌氧氨氧化反应器的快速启

动[3] 。 但是,研究[4] 指出,剩余污泥在反应器消亡会

释放大量的氨氮和有机物,从而抑制厌氧氨氧化菌的

活性。 因此,如何采用正确的接种污泥方式实现厌氧

氨氧化反应器的快速启动,值得深入研究。 本文提出

了利用升流式污泥床反应器分层接种厌氧氨氧化污

泥和传统生物污泥的措施加快了整个体系的启动。
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通过分析分层接种反应器的总脱氮性能,研究分层接

种实现反应器快速启动的可行性。 通过分析剩余污

泥的厌氧氨氧化活性和微生物群落结构,探讨分层接

种促进反应器快速启动的机制。
1　 材料与方法
1. 1　 试验装置

本次试验采用厌氧膨胀颗粒污泥床( expanded
 

granular
 

sludge
 

bed,
 

EGSB) 反应器。 EGSB 为升流

式反应器,具有更好的泥水混合效果。 反应器装置

如图 1 所示。 反应器是由有机玻璃制成,有效容积

为 2
 

L,主体直径为 7
 

cm,高度为 52
 

cm,三相分离器

的体积为 0. 2
 

m3。 在反应器的主体设有多个取样口,
用于污泥和水样的取样。 此外,根据厌氧氨氧化菌的

特性,在反应器主体的外层设置水浴层,使反应器保

持在厌氧氨氧化菌适宜的温度。 反应器整体用黑色

海绵包裹,避免光线和藻类生长释放氧气等因素对厌

氧氨氧化菌造成负面影响,并且降低热量损失。

图 1　 试验装置

Fig. 1　 Test
 

Device

1. 2　 接种污泥

试验采用分层接种剩余污泥和厌氧氨氧化颗粒

污泥的方式,其中,下层接种的厌氧氨氧化颗粒污泥

来自本实验室一台长期稳定运行的 EGSB 反应器,
接种的体积为 0. 5

 

L,污泥的可挥发性悬浮固体

(VSS)质量浓度为 32. 8
 

g / L,VSS / TSS 为 0. 2( TSS
为总悬浮固体)。 反应器中上层接种的剩余污泥来

自某废水处理厂,接种的体积为 1
 

L,剩余污泥的

VSS 为 2. 6
 

g / L,VSS / TSS 为 0. 2。
1. 3　 进水水质

试验所使用的均为人工模拟废水,通过添加氯

化铵和亚硝酸钠为反应器提供基质氨氮和基质亚硝

态氮,具体添加的质量根据进水浓度决定。 添加

KHCO3 作为无机碳源,同时提供碱度,添加矿物质

培养基作为厌氧氨氧化菌代谢和生长的营养物质。
另外,在人工模拟废水中还添加了微量元素液为维

持微生物机体稳定提供适宜环境。
1. 4　 常见水质指标测试方法

反应器运行期间,每天需要对反应器的出水进

行取样,对水质各项指标进行测定分析。 各项指标

根据《水和废水监测分析方法》 (第四版)的方法进

行测定。 总氮浓度视为总无机氮浓度。 同时,定期

对反应器中的污泥固相进行取样和指标分析。 污泥

固相测定指标主要有 TSS、VSS、比厌氧氨氧化活性

(SAA),均根据国家标准规定的方法进行测定。
1. 5　 微生物群落分析

反应器运行期间,针对不同阶段的污泥进行生

物相分析,主要采用高通量测序和荧光定量聚合酶

链式反应( PCR) 的方法。 本试验选用环境样品提

取试剂盒 DNeasy
 

PowerSoil
 

Kit 提取污泥微生物

基因组的 DNA。 将提取好的 DNA 密封寄出,委托

上海美吉生物医药科技有限公司对污泥 DNA 样品

进行高通量测序,选用 Illumina
 

PE250 测序平台。
同时,通过荧光定量 PCR 来测定传统生物污泥中厌

氧氨氧化菌的数量情况。 具体的测试方法选用

SYBR
 

Green 法,选用 809F 和 1066R 作为引物标记

厌氧氨氧化菌的 16S
 

rRNA 基因片段。
2　 结果与分析
2. 1　 反应器脱氮性能

反应器进水总氮质量浓度由开始的 50
 

mg / L 逐

步提升,打开回流前,进水质量浓度保持在 100
 

mg / L
左右,避免基质抑制。 在 EGSB 反应器启动的前

13
 

d,采用不打开回流的策略,降低剩余活性污泥细

胞裂解对厌氧氨氧化污泥的影响。 反应器的进出水

情况及脱氮性能如图 2 所示。
反应器运行至第 5

 

d,出水中才检测到硝态氮,
表明反应器内发生了严重的反硝化反应。 主要原因

是剩余污泥作为好氧污泥难以适应厌氧环境,导致

菌群的大量死亡。 而未打开回流的反应器上升流速

低,仅为 0. 26
 

m / h,释放出的有机物、氨氮等物质难

以及时排放出反应器,导致下层接种的厌氧氨氧化

污泥受到抑制。 而在反应器运行前 13
 

d,氨氮的去
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图 2　 EGSB 反应器的脱氮性能

Fig. 2　 Nitrogen
 

Removal
 

Performances
 

of
 

EGSB
 

Reactor

除率呈上升趋势,达到了 37. 9%,证明了反应器中

存在厌氧氨氧化反应,并且反应器内的厌氧氨氧化

活性在逐渐增强。 因此,在反应器运行的第 13
 

d 打

开回流并逐步提高反应器进水总氮。 剩余污泥释放

的物质通过回流导致反应器进水成分变化,造成当

天的 NRR 仅有 0. 08
 

kg
 

N / (m3·d),第 14
 

d 反应器脱

氮性能得到恢复,NRR 达到 0. 8
 

kg
 

N / (m3·d),并且

逐步上升。 反应器运行至 60
 

d,出水氨氮浓度升高,
根据计算,游离氨( FA)质量浓度超过 12. 4

 

mg / L,
对厌氧氨氧化菌产生了抑制,因此,降低进水基质浓

度以恢复厌氧氨氧化活性[5] 。

在 144
 

d 的运行过程中,反应器的 NLR 逐步提

升,最高可达到 12
 

kg
 

N / ( m3·d),NRR 最高可以达

到 10. 8
 

kg
 

N / ( m3·d)。 与表 1 中其他文献所研究

的接种混合污泥富集厌氧氨氧化菌相比,该反应器

的 NLR 和 NRR 同样能够达到较高水平。
图 3 为通过进出水水质计算得到的反应计量

比。 反应器运行前 5
 

d,亚硝酸盐氮 / 氨氮(Rs )高于

1. 32,硝酸盐氮 / 氨氮(Rp )为 0,反应器中存在着严

重的反硝化反应消耗亚硝态氮和硝态氮。 未打开回

流前,Rs 值逐渐降低,接近厌氧氨氧化反应理论值

1. 32,Rp 上升至 0. 19,反应器内反硝化反应逐渐减
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　 　 　 　 表 1　 接种污泥反应器的 NLR、NRR 以及总氮去除率对比
Tab. 1　 Comparison

 

of
 

NLR,
 

NRR
 

and
 

Removal
 

Efficiency
 

in
 

Reactor
  

Mixed
 

Sludge
 

with
 

Inoculation

反应器 接种污泥 时间 / d
NLR /

(kg
 

N·m-3·d-1 )
NRR /

(kg
 

N·m-3·d-1 )
总氮去除率 参考文献

ASBR 活性污泥+厌氧氨氧化污泥 55 0. 128 0. 10 >80% [6]

UASB 反硝化污泥+厌氧氨氧化污泥 151 14 12. 38 80. 8% [7]

UASB 活性污泥+厌氧氨氧化污泥 1
 

359 7. 1 6. 6 <90% [8]

UASB 厌氧颗粒污泥+厌氧氨氧化污泥 220 0. 52 - - [9]

UASB 活性污泥+厌氧氨氧化污泥 91 7. 2 6. 2 >85% [10]

上流式反应器 活性污泥 150 11 7. 13 65% [11]

MBBR 颗粒污泥 320 5. 20 0. 39 75% [12]

EGSB 反硝化污泥 128 1. 1 1. 0 93% [13]

生物膜反应器 反硝化污泥 392 9. 4 6. 2 66% [14]

IC 厌氧颗粒污泥 72 - 1. 7 - [15]

EGSB 剩余污泥+厌氧氨氧化污泥 144 12. 0 10. 8 89% 本研究

　 注:ASBR 为序批间歇式厌氧反应器;UASB 为升流式厌氧污泥床;MBBR 为移动床生物膜反应器;IC 为厌氧反应器。

图 3　 EGSB 反应器的化学计量比

Fig. 3　 Stoichiometric
 

Variation
 

of
 

EGSB
 

Reactor

弱,厌氧氨氧化反应得到增强,与反应器中的脱氮性

能相一致。 但未打开回流时的 Rs 和 Rp 波动幅度

大,认为是剩余活性污泥死亡迅速释放出的物质影

响了厌氧氨氧化污泥的活性,导致反应器中厌氧氨

氧化反应与反硝化反应竞争激烈。 第 13
 

d 打开回

流,Rs 和 Rp 分别为 4. 8 和 0. 9,进水水质的变化冲

击了反应器,适应后,Rs 和 Rp 值均接近理论值,厌
氧氨氧化反应成为反应器内主要的脱氮反应。
2. 2　 厌氧氨氧化活性情况

通过对上层剩余污泥的 SAA 检测,以探究上层

剩余污泥富集厌氧氨氧化菌的情况。 图 4 为反应器

运行的第 66
 

d 和 86
 

d 的剩余污泥的 SAA。 在反应

器中培养了 66
 

d 的剩余污泥,SAA 为 0. 9
 

mg
 

NH+
4 /

(g
 

VSS
 

d),表明剩余污泥已经具备了厌氧氨氧化活

性。 在反应器中培养了 86
 

d 的剩余污泥 SAA 为

2. 5
 

mg
 

NH+
4 / (g

 

VSS
 

d)。 随着反应器的运行,剩余

污泥的 SAA 增强,表明剩余污泥中富集了厌氧氨氧

化菌,促进了反应器中 NLR、NRR 的提升。

图 4　 剩余活性污泥的 SAA
Fig. 4　 SAA

 

of
 

Activated
 

Sludge

剩余污泥样品取自 EGSB 反应器运行的不同时

期,其宏观性状如图 5 所示。 图 5(a)为反应器初始

接种的剩余污泥,原始的污泥颜色呈现深褐色。
图 5( b)为在反应器中培养了 66

 

d 的剩余污泥。
污泥的颜色明显变浅,呈黄褐色。 图 5 ( c) 、图 5
(d)分别为反应器中培养了 110、144

 

d 的剩余污

泥,污泥的颜色逐渐变浅,存在着明显的红色,该
阶段的污泥表现出了厌氧氨氧化污泥特有的颜

色,因此,可从宏观角度证明经过培养的剩余污泥

中存在厌氧氨氧化菌,且厌氧氨氧化活性逐渐增

强[16] 。 不仅是表观颜色的变化,通过观察剩余污

泥絮体大小,可以观察到絮状污泥随着培养的时

间增长絮体逐渐变大,说明剩余污泥有颗粒化的

趋势。 但剩余污泥作为絮状污泥,沉降性能差,对
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图 5　 剩余污泥的宏观性状变化

Fig. 5　 Macroscopic
 

Characteristics
 

Change
 

of
 

Excess
 

Sludge

厌氧氨氧化菌没有截留作用,比表面积小、吸附作

用弱,通过较弱的吸附作用和驯化作用实现了厌

氧氨氧化菌的富集。
2. 3　 微生物群落结构变化情况

为了研究富集厌氧氨氧化菌的剩余污泥中微生

物群落结构的变化规律,对原始的剩余污泥( AS1)
　 　 　 　

和培养 144
 

d 的剩余污泥(AS2)进行基于 16S
 

rRNA
的高通量测序。 表 2 为不同阶段的剩余污泥中

Alpha 多样性指数。 表 2 的 Coverage 指数和图 6 的

Shannon-Wiener 曲线均可以说明该测序结果能够全

面反映出剩余污泥中微生物群落结构的主要特征,
具有较高的可信度。

表 2　 剩余污泥样本 Alpha 多样性指数
Tab. 2　 Alpha

 

Diversity
 

Index
 

of
 

Excess
 

Sludge

样品 Sequence OTUs Shannon Simpson ACE Chao Coverage

AS1 57
 

231 1
 

456 5. 9 0. 006 1
 

460. 6 1
 

456. 7 0. 999

AS2 40
 

569 436 3. 7 0. 1 487. 3 489. 0 0. 998

　 注:OTUs 为操作分类单元。

　 　 Chao 指数和 ACE 指数均呈现下降的趋势,表
明随着反应器的运行,剩余污泥中微生物群落的丰

富度降低。 Shannon 指数呈下降趋势,Simpson 指数

呈上升趋势,Shannon 指数和 Simpson 指数的变化均

可以表明在反应器运行过程中,剩余污泥中生物多

样性的降低。 因此,根据 Alpha 多样性指数表明微

生物群落的丰富度降低和多样性都降低,微生物群

落发生了很大变化。
图 7 显示了运行初始和运行 144

 

d 的剩余污泥

微生物群落在属水平上的结构变化。 将微生物的相

对丰度大于 1%的菌属作为主要菌属。 在富集了厌

氧氨氧化菌的剩余污泥中检测到了 Candidatus _
Brocadia 和 Candidatus_Jettenia 两种厌氧氨氧化菌

属。 本研究进水总氮质量浓度最高可以达到 1
 

500
 

mg / L, 因 此 适 合 存 在 于 高 基 质 浓 度 废 水 中 的

Candidatus_Brocadia 生长[17] 。 Candidatus_Brocadia
在 144

 

d 的剩余污泥微生物总菌属中占比达到了

28. 2%。 而 Candidatus _ Jettenia 的占比较低,只有

1. 5%,可以说明通过分层接种厌氧氨氧化污泥能够

实现剩余污泥富集厌氧氨氧化菌。
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图 6　 剩余污泥 Shannon 稀释性曲线

Fig. 6　 Shannon
 

Dilution
 

Curve
 

of
 

Excess
 

Sludge

　 　 根据微生物群落在属水平上的结构变化可知,
在初始剩余污泥中,微生物菌属众多,其中很多是反

硝 化 菌 属, 如 Sulfuritalea、 Dechloromonas、 Deni-
tratisoma、unclassified_f__Comamonadaceae 等。 随着

反 应 器 的 运 行, Sulfuritalea、 Dechloromonas 和

unclassified_f__Comamonadaceae 的丰度均降低甚至

完全死亡消失。 值得关注的是,Denitratisoma 这一

菌属的占比没有降低反而上升,猜测可能是由于剩

余污泥中大量微生物细胞裂解死亡释放有机物为反

硝化 菌 提 供 了 碳 源, 而 这 种 环 境 下 可 能 适 合

Denitratisoma 的生存。
为了探究剩余污泥中厌氧氨氧化菌的时间分

布,本试验采用荧光定量 PCR 技术来定量测定厌氧

氨氧化菌的数量。 图 8 为初始剩余污泥和反应器运

　 　 　 　

图 7　 不同阶段剩余污泥样本微生物群落在属水平的构成

Fig. 7　 Composition
 

of
 

Microbial
 

Community
 

in
 

Different
 

Stages
 

of
 

Excess
 

Sludge
 

Samples
 

at
 

the
 

Genus
 

Level

行第 144
 

d 的厌氧氨氧化菌拷贝数。 通过对比可以

看到,初始剩余污泥中厌氧氨氧化菌的拷贝数为

2. 4×1015
 

个 / g。 随着反应器的运行,剩余污泥中厌

氧氨氧化菌逐渐增多,厌氧氨氧化菌的拷贝数达到

8. 7×1016
 

个 / g,说明分层接种厌氧氨氧化污泥成功

使剩余污泥中富集了大量的厌氧氨氧化菌。
通过对剩余污泥中微生物群落的分析,剩余污

泥经培养后,以 Candidatus_Brocadia 为主要菌属,厌
氧氨氧化菌丰度逐渐提高,成功富集了厌氧氨氧化

菌。 剩余污泥通过吸附和驯化富集了厌氧氨氧化

菌,提高了反应器中厌氧氨氧化菌的生物量,促进了

反应器的启动。
3　 结论

本文研究了分层接种剩余污泥和厌氧氨氧化污

泥启动厌氧氨氧化反应器。 通过对反应器的脱氮性

能、剩余污泥的厌氧氨氧化活性及微生物群落结构

性状的分析,得到以下结论。
(1)在 144

 

d 的运行过程中,分层接种剩余污泥和

厌氧氨氧化污泥的反应器 NLR 为 12
 

kg
 

N/ (m3·d),
NRR 为 10. 8

 

kg
 

N / (m3·d)。 在反应器运行第 13
 

d,
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图 8　 不同阶段剩余污泥中厌氧氨氧化菌的拷贝数

Fig. 8　 Copy
 

Number
 

of
 

Anammox
 

Bacteria
 

in
 

Excess
 

Sludge

打开回流产生了短期冲击,反应器快速恢复稳定,
Rs、Rp 逐渐接近厌氧氨氧化理论值,成功启动了厌

氧氨氧化反应器。
(2)培养了 86

 

d 的剩余活性污泥 SAA 为 2. 5
 

mg
 

NH+
4 / ( g

 

VSS·d),具有较高的厌氧氨氧化活性。
经过 144

 

d 的培养,剩余污泥中检测到了 Candidatus_
Brocadia

 

和 Candidatus_Jettenia 这两种厌氧氨氧化

菌属,占比分别为 28. 2%和 1. 5%。 剩余污泥中厌

氧氨氧化菌的拷贝数为 8. 7×1016
 

个 / g。 分层接种剩

余污泥通过吸附和驯化实现了厌氧氨氧化菌的

富集。
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