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摘要:考察了铁离子对厌氧氨氧化反应器性能的影响.研究发现,经过 205d的连续培养,添加铁离子可提高反应器的基质转化能力, 铁离子浓

度为 0. 075 mm ol# L- 1时,反应器对 NH+
4 -N和 NO-

2 -N的最大去除速率分别为对照 (铁离子浓度 0. 03mm ol# L- 1 )的 1. 8倍和 1. 6倍;添加铁离

子可促进厌氧氨氧化菌生长,以 NO-
3 -N产生量和挥发性固体浓度 (VS )表征厌氧氨氧化菌生长,铁离子浓度为 0. 075 mm ol# L- 1时,细胞生长

量为对照 (铁离子浓度为 0. 03mm ol# L- 1 )的 1. 36倍;试验反应器的 VS是对照的 2. 15倍.添加铁离子可引起厌氧氨氧化菌细胞结构改变,细

胞内产生不明灰色区域.试验还证明,厌氧氨氧化菌对铁离子的需求量相对较大,原有厌氧氨氧化菌培养基的铁含量相对不足.
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Abs tract: Th e effect of ferrou s ion on th e perform an ce of an anaerob ic amm on ium oxidat ion ( anammox) reactor w as invest igated. The substrate rem oval

rate of the reactor w as b oosted by add it ion of ferrous ionw ith in 205 d. The m axim um NH+
4 -N andNO-

2 -N rem oval ratew ith 0. 075mm ol# L- 1 Fe2+ w as

1. 8-fold and 1. 6-fo ld of the contro l ( Fe2+ con centrat ion = 0. 03 mm ol# L- 1 ) . M icrob ial grow th, denoted by p roduction of n it rate and volati le so lids

( VS) , w as also enhanced. The b iomass increm en t at0. 075mm ol# L- 1 Fe2+ w as 1. 36-fold over the con tro,l and the VS of th e test reactorw as 2. 15-fo ld

of th e con tro.l Th e anammox bacteria varied in cellu lar structu re under iron-rep lete cond it ion s ( 0. 075 mm ol# L- 1 ) . An unknow n grey area appeared

betw een the l igh t area and the dark area, w h ich was unpreced ented in an amm ox bacteria. B ased on th is research, an amm ox bacteria have a large dem and

for iron and the form er m ed ium for th e anamm ox bacteria w as iron l im ited.

Keywords: b iological n itrogen remova;l anaerob ic amm on ium ox idation ( an amm ox) ; ferrous ion; perform ance

1 引言 ( Introduct ion)

厌氧氨氧化 ( Anammox )是指在无氧条件下,以

氨为电子供体、亚硝酸为电子受体的生物反应. 该

反应最早由 Mulder等人 ( 1995)发现于三级生物处

理系统中,现已被成功应用于废水生物脱氮. Strous

等 ( 1997; 1998)采用固定床、流化床和序批式反应

器等多种反应器研究了厌氧氨氧化性能. S liekers等

( 2003)以气升式反应器取得了总氮去除速率为 8. 9

kg#m - 3# d
- 1

(以 N计 )的厌氧氨氧化功效. 2002年,

厌氧氨氧化首次用于荷兰鹿特丹污水处理厂污泥

消化液的脱氮处理中, 总氮去除速率高达 9. 5

kg#m - 3# d
- 1

(以 N计 ) ( van der Star et al. , 2007) .近

年来,我国也对厌氧氨氧化进行了大量研究. 左剑

恶等 ( 2003)采用 UASB反应器, 以厌氧消化污泥和

清华大学校河底泥作为接种物, 成功启动了厌氧氨

氧化. Gong等 ( 2007)采用曝气生物膜反应器, 在微

好氧条件下取得的厌氧氨氧化总氮负荷为 0. 77

kg#m- 3# d
- 1

(以 N计 ).金仁村等 ( 2008)报道的固定

床反应器的厌氧氨氧化总氮去除速率为 6. 11

kg#m- 3# d
- 1

(以 N计 ),这是目前国内文献报道的最

高水平.但是, 厌氧氨氧化菌生长慢 (倍增时间 11

d), 启动过程长,导致工艺应用受到严重限制 ( Strous

et al. , 1998; van der Star et al. , 2007; K arta l et al. ,

2004).突破这个瓶颈的有效方法是改进反应器构型,

提高对污泥的持留能力;选择接种污泥,提高出发菌
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种的质量;优化营养条件和环境条件,促进厌氧氨氧

化菌的生长 ( Zhang et al. , 2008) .

铁是微生物生长的必需元素之一, 约占细胞干

重的 0. 02% ( Andrew s, 1998). 作为许多含铁蛋白

(如血红素、铁硫蛋白和铁镍蛋白等 )的成分, 它几

乎参与了所有重要的代谢反应 ( Burgess et a l. ,

1999) .铁多以氧化物形态存在, 经常成为微生物生

长和代谢的限制因子. Zhu等 ( 2007)发现,在一定范

围内增加 Fe
2+
浓度可大幅度提高 Rhodobacter

sphaeroides的产氢速率. 而厌氧氨氧化菌富含血红

素,例如,每个羟氨氧还酶含有 26个血红素,每个联

氨氧化酶含有 8个血红素, 每个细胞色素 c- 552含

有 1个血红素;厌氧氨氧化体内还存在含铁元素颗

粒 ( Schalk et al. , 2000; Sh imamura et al. , 2007;

C irpus et al. , 2005; van N iftr ik et al. , 2008). 以上

种种迹象表明, 厌氧氨氧化菌对铁的需求量较大.

本文通过在试验反应器中添加不同浓度的 Fe
2+
,并

比较试验反应器与对照反应器氮去除负荷、铁的转

化量和微生物形态等方面的不同, 旨在研究铁离子

对厌氧氨氧化反应器性能的影响.

2 材料与方法 (M ater ia ls andmethods)

2. 1 试验装置与工作条件

试验装置和流程如图 1所示. 试验装置为两个

有效容积 100mL的上流式反应器,采用有机玻璃制

作.内部各装有 80mL以竹炭为载体的颗粒污泥,污

泥粒径 ( 4. 20 ? 0. 07) mm.装置表面用黑布包裹,以

防光线对混培物的负面影响.

两个反应器置于 30e 恒温室内运行, 进水 pH

控制在 6. 7~ 6. 8, 水力停留时间 (HRT )设定为 4. 8

h.一个反应器 ( R1)用作对照, 控制 Fe
2+
浓度为

0103mmo l# L
- 1
; 另一个 ( R2)用于试验, Fe

2+
浓度由

0103 mmo l# L
- 1
逐渐增加至 0. 045、0. 06和 0. 075

mmo l# L
- 1
.通过提高基质 (氨和亚硝酸 )浓度来增加

反应器负荷,比较不同 Fe
2+
浓度对两个反应器基质

转化速率的影响.

图 1 反应系统 ( 1.进水; 2.蠕动泵; 3.卵石; 4.反应区; 5.

出水; 6.液封瓶; 7.排气; 8.取样口 )

F ig. 1 The reactor system ( 1. in let; 2. p eristalt ic pum p; 3.

scree; 4. reacting region; 5. out let; 6. liqu id sea;l 7.

ven t; 8. sam p ling port)

2. 2 接种污泥与模拟废水

接种污泥来自于一个有效容积为 9 L的实验室

厌氧氨氧化装置, 该反应器已经稳定运行 1a, 具有

较高的厌氧氨氧化活性 (张蕾等, 2008) .

试验采用模拟废水, 其组成为: KH2 PO4 10

mg# L
- 1
, C aC l2# 2H 2O 5. 6mg# L

- 1
, M gSO4# 7H 2O 300

mg# L
- 1
, KHCO 3 1250 mg# L

- 1
, 微量元素浓缩液和

Fe
2+

- EDTA储备液浓度为 0. 03 mol# L
- 1

(以 Fe
2+

计 ), 其组成见表 1. 两个反应器中微量元素浓缩液

均为 1 mL# L
- 1
. 对照 ( R1)反应器中 Fe

2+
浓度为

01030 mmo l#L- 1
, R2反应器根据试验要求, Fe

2 +
浓

度分别为 0. 045mmol# L
- 1
、0. 06 mmo l#L- 1

和 0. 075

mmo l# L
- 1
. NH

+
4 -N 和 NO

-
2 -N 用 ( NH4 ) 2 SO4和

NaNO2提供, 浓度按需配制.

表 1 模拟废水中微量元素浓缩液和 Fe2+-EDTA储备液组成 ( van de Graa,f 1996 )

Table 1 C ompos it ion of trace elem ent solu tion and Fe2+ -EDTA stock so lut ion ( van de G raa,f 1996)

Fe2+-EDTA / ( g#L- 1 )

EDTA FeSO4#9H 2O

T race e lements/ ( g#L- 1 )

EDTA H 3BO4 M nCl2#4 H 2O CuSO4#5H 2O CoCl2# 6H 2O ZnSO 4# 7H 2O N iC l2# 6H 2O NaMoO4#2H 2O N aSeO 4# 10H 2O

5 9. 14 15 0. 014 0. 99 0. 25 0. 24 0. 43 0. 19 0. 22 0. 21

2. 3 样品透射电镜观察

从反应器中取样, 置于 2. 5%戊二醛溶液中,

4e 固定过夜.经 0. 1mmo l# L
- 1
、pH 7. 0磷酸缓冲液

漂洗后,再用 1%锇酸溶液固定 1~ 2 h, 继续用磷酸

缓冲液漂洗.经过梯度浓度 (包括 50%、70%、80%、

90%、95%和 100% 6种浓度 )的乙醇溶液脱水处理

后用纯丙酮处理 20 m in. 然后分别用体积比为 1B1

和 3B1的包埋剂与丙酮的混合液处理样品 1 h和 3

1630
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h,最后用包埋剂处理样品过夜. 将渗透处理的样品

包埋起来, 70e 加热过夜, 即得到包埋好的样品.样

品在 Re ichert超薄切片机中切片, 获得 70~ 90 nm

的切片,用柠檬酸铅溶液和醋酸双氧铀 50%乙醇饱

和溶液各染色 15 m in, 再用 JEM-1230型透射电镜

(日本 JEOL公司 )观察结果.

2. 4 测定项目和方法

NH
+
4 -N采用水杨酸 -次氯酸钠光度法; NO

-
2 -N

采用 N-( 1-萘基 )-乙二胺光度法; NO
-
3 -N采用紫外

分光光度法; 总铁用邻菲啰啉比色法, 挥发性固体

浓度 (VS)用重量法. 以上所有方法参照 5水和废水
监测分析方法 6 (国家环境保护总局, 2005 ). 所有

图表绘制和数据统计学分析均使用 O rigin 7. 5进行

处理.

3 结果 (R esults)

图 2 铁离子对反应器 NH+
4 -N去除性能的影响

F ig. 2 E ffect of ferrou s ion onNH +
4 -N rem oval

3. 1 铁离子对反应器脱氮性能的影响

试验装置接种后,先适应性运行 10d, 再考察不

同铁离子浓度对反应器脱氮性能的影响 (见图 2和

图 3) .根据所投加的铁离子浓度 ( 0. 045、0. 06和

01075mmol# L
- 1

), 可将 R2反应器的运行过程分为

3个阶段. 在每个阶段, 通过逐渐提高基质浓度

(NH
+

4 -N和 NO
-

2 -N )来增加反应器负荷. 对照 ( R1)

反应器的进水 Fe
2+
浓度维持 0. 03 mmo l# L

- 1
, 与提

供接种污泥的厌氧氨氧化装置相同. 从图 2和图 3

可以看出,进水 Fe
2+
浓度为 0. 045 mmo l# L

- 1
时, R2

反应器的 NH
+
4 -N和 NO

-
2 -N去除速率与对照没有显

著差异; 进水 Fe
2+
浓度升高到 0. 06 mmo l# L

- 1
和

01075mmol# L
- 1
后, R2反应器的基质去除速率显著

高于对照 (表 2) .总体来看, NH
+
4 -N和 NO

-
2 -N去除

速率随 Fe
2+
浓度的提高而增加, 但值得注意的是,

当 Fe
2+
浓度从 0. 045 mmol# L

- 1
提升为 0. 06

mmo l#L- 1
时, R2反应器对两种基质的去除速率增

加较小; 而当 Fe
2 +
浓度从 0. 06 mmo l# L

- 1
提升为

01075 mmo l#L- 1
时, R2反应器对两种基质的去除速

率增加显著 (表 2) .

图 3 铁离子对反应器 NO -
2 -N去除性能的影响

F ig. 3 E ffect of ferrous ion on NO-
2 -N rem oval

表 2 两个反应器基质去除情况比较

Tab le 2 Com parison betw een subs trate rem oval in the tw o reactors

Fe2+浓度 /

(mmo l# L- 1 )

NH +
4 -N最大去除速率

/ ( kg# m- 3# d- 1 )

R1 R2

NO-
2 -N最大去除速率

/ ( kg#m - 3# d- 1 )

R1 R2

0. 045 0. 79 0. 82 0. 72 0. 91

0. 47a 0. 23b 0. 38a 0. 63b

0. 060 0. 94 1. 05 0. 91 1. 20

0. 02a 0c 0. 03a 0c

0. 075 0. 77 1. 37 0. 77 1. 24

0a 0a

  注: a为 R2反应器与对照反应器在同一运行阶段各基质去除速

率相比后,采用单因子 ANOVA的统计值 ( p < 0. 05 ) ; b为 Fe2+浓度

为 0. 045mm ol# L- 1和 0. 06mmo l# L- 1时, R2反应器各基质去除速率

相比后,采用单因子 ANOVA的统计值 (p < 0. 05) ; c为 Fe2+ 浓度为

0. 06mm ol# L- 1和 0. 075 mm ol# L- 1时, R2反应器各基质去除速率相

比后,采用单因子 ANOVA的统计值 (p < 0. 05) .

NH
+
4 -N和 NO

-
2 -N是厌氧氨氧化菌的基质, 但

过量时也会成为抑制剂, 其中, NO
-
2 -N的抑制作用

强于 NH
+
4 -N. 研究报道, 若亚硝酸浓度高于 98

mg# L
- 1
, 厌氧氨氧化活性可被完全抑制 ( Strous

et al. , 1999). 在本研究第一和第二阶段末期, 对照

反应器的出水 NO
-
2 -N浓度分别为 68. 61mg# L

- 1
和

77. 39 mg#L
- 1
; R2反应器出水 NO

-

2 -N浓度分别为

25. 83 mg#L- 1
和 64. 47 mg# L

- 1
.两个反应器对基质

的转化效率都显著下降. 提高 Fe
2+
浓度后, R2反应

1631
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器的效能迅速恢复, 特别是在 Fe
2+
浓度为 0. 075

mmo l# L
- 1
时, 74 d内 R2反应器的容积总氮去除负

荷达到 2. 53 kg#m
- 3
# d

- 1
, 为对照反应器的 2倍多.

图 4 铁离子对 NO -
2 -N /NH

+
4 -N的影响

F ig. 4 E f fect of ferrous ion on NO-
2 -N /NH+

4 -N

在厌氧氨氧化反应中, 消耗的 NO
-
2 -N 与

NH
+

4 -N理论计量值之比为 1. 32 ( S trous et a l. ,

1998) .如图 4所示,在 R2反应器中,当 Fe
2+
浓度为

0. 045、0. 06和 0. 075 mmo l# L
- 1
时, NO

-
2 -N /NH

+
4 -N

的平均值分别为 1. 14 ? 0. 23、1. 02 ? 0. 18和 1. 15

? 0. 25. 单边 t检验表明, R2反应器的 NO
-
2 -N /

NH
+
4 -N显著低于 1. 32 ( p < 0. 05) .添加 Fe

2+
之后,

反应消耗的氨氮多于理论计量值; 同样根据单边 t

检验, 对照反应器的 NO
-
2 -N /NH

+
4 -N之比为 1. 15 ?

0. 34, 亦偏离 1. 32. 两个反应器的 NO
-
2 -N /NH

+
4 -N

比值小于理论计量值的原因有待进一步研究.

3. 2 铁离子对厌氧氨氧化菌混培物生长的影响
在厌氧氨氧化过程中, 亚硝酸被氧化成硝酸,

所产生的能量被用于 CO 2还原, 合成细胞物质 ( van

de Graaf et al. , 1997; Strous et a l. , 2006) .因此,硝

酸产生量可以用来表示厌氧氨氧化菌的增长量

( Strous et al. , 1998) . 图 5为在 Fe
2+
浓度为 0. 075

mmo l# L
- 1
的条件下, NO

-
3 -N产生量随培养时间的变

化情况.由图 5可见, 随着培养时间的延长, NO
-
3 -N

产生量逐渐增加, R2反应器的 NO
-
3 -N产生量一直

高于对照 ( R1)反应器, 为对照的 1. 36倍,两者差异

显著 (p < 0. 05) .此外, 运行结束后测定两个反应器

中污泥的 VS. R2反应器 1g载体污泥的 VS为

( 97102 ? 31. 15) mg, 对照反应器 1g载体污泥的 VS

为 ( 45. 02 ? 17. 14) mg. 可见, Fe
2+
能够促进厌氧氨

氧化菌混培物的生长.

图 5 NO -
3 -N产生量随时间的变化 (铁离子 0. 075 mm ol# L- 1 )

F ig. 5  E ffect of ferrous ion on NO-
3 -N p roduction ( 0. 075

mm ol# L- 1 )

3. 3 厌氧氨氧化菌混培物对铁的转化

在添加 0. 075 mmo l# L
- 1

Fe
2+
的条件下 ( 131~

205 d) ,考察了 R2反应器进出水铁离子浓度的变化

(图 6). 由于 Fe
2+
容易被氧化成 Fe

3 +
, 因此,以总铁

量表征铁离子浓度.由图 6可以看出,虽然 R2反应

器出水总铁浓度高于对照, 但 R2反应器对总铁的

转化速度大于对照, 前者约为后者的 4. 5倍. 这一结

果表明,提高铁离子浓度后, 厌氧氨氧化菌混培物

对总铁的转化速度和转化率均得到提高 (见表 3) .

图 6 厌氧氨氧化菌混培物对铁离子的转化 ( 0. 075 mm ol# L- 1 )

Fig. 6 Ferrous ion transformat ion by anamm ox bacteria ( 0. 075mm ol

# L- 1 )

表 3 两个反应器中混培物的总铁转化速度和转化率比较 ( 0. 075

mmo l# L- 1 )

Tab le 3 C om parison betw een the two reactors in iron convers ion rate and

iron con vers ion eff iciency ( 0. 075 mm ol# L- 1 )

反应器
总铁转化速度 /

( mg# L- 1 ) (以 Fe计 )
总铁转化率

R 1 control 0. 49 ? 0. 15 46. 53% ? 12. 45%

R 2 Fe-rep lete 2. 19 ? 0. 21 71. 51% ? 5. 11%
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3. 4 铁离子对厌氧氨氧化菌形态的影响

经过 205d连续培养, 对照和 R2反应器中厌氧

氨氧化菌混培物的电镜照片如图 7所示. 从图 7可

以看出,对照反应器中的细菌形态与接种污泥无显

著差别,而 R2反应器中的细菌形态则与接种污泥

有较大差别 ( Zhang et al. , 2008) . 两者之间的主要

差别有: ¹ R2反应器的细菌细胞表面增厚,密度变

大; º R2反应器的细菌细胞内部颜色较浅,物质密

度变低; » R2反应器的细菌细胞内部产生灰色区

域,深色区域占整个细胞的比例变小. 据文献报道,

厌氧氨氧化菌细胞从里及外可分为 3个部分:厌氧

氨氧化体 ( anammoxsome)、核糖细胞质 ( ribop lasm )

和外室 细胞质 ( paryphoplasm ) ( L indsay et a l. ,

2001) .在对照反应器的混培物中, 内部深色区域

( D)占据细胞的大部分空间, 为厌氧氨氧化体

( Schm id et al. , 2003) . 在 R2反应器的混培物中,

细胞形态不同于对照反应器,细胞内部出现灰色区

域,迄今未见相关报道.

图 7 铁离子对厌氧氨氧化菌细胞结构的影响 ( a. 对照 R1;

b. R2; M: 细胞表面; D: 深色区域; G: 灰色区域; L:

浅色区域 )

F ig. 7 E f fect of ferrous ion on the cellu lar stractu re of an amm ox

bacteria ( a. R1 contro;l b: R2. M: cell surface; D:

dark reg ion; G: grey reg ion; L: light region )

4 讨论 (D iscussion)

铁的重要功能之一是参与血红素组成. 在

/ Brady rhizobium japonicum 0中, 亚铁螯合酶催化

Fe
2+
与卟啉结合, 并受铁应答调节蛋白 Irr控制.当

环境中铁含量较高时, Irr蛋白与亚铁螯合酶结合,

促进血红素合成; 而当环境中铁量较低时, Irr蛋白

与亚铁螯合酶解离, 血红素合成停止 ( Andrew s

et al. , 2003) . 厌氧氨氧化菌富含血红素,后者是能

量代谢和细胞合成中的重要电子载体 ( Strous

et al. , 2006) .若厌氧氨氧化菌中血红素合成的调

控机制类似于 B. japonicum, 则添加铁可促进血红

素合成,加快电子传递,刺激细胞生长和代谢.相关

研究报道, 2~ 10mg# L
- 1
的 Fe

2 +
对内循环厌氧反应

器的颗粒污泥活性有明显促进作用 (卢菊仪等,

2007) . Zhu等 ( 2007)则证明, 铁离子浓度不足时,

光合产氢菌 Rhodobacter sphaeroides的活性受到限

制,铁离子浓度为 3. 2 mg# L
- 1
时, 其产氢量升至最

大值. W ei等 ( 2006)用 Fe
3+
充足和缺乏的培养基分

别培养氨氧化细菌 N itrosomonas europaea, 结果发

现,在 Fe
3 +
充足的培养基中细菌量较大, 为 Fe

3 +
缺

乏培养基中细菌量的 1. 6~ 3. 3倍,而前者的血红素

c含量也远远高于后者.

环境中缺铁会诱导细菌产生铁蛋白. 培养基铁

离子浓度为 2. 3 mg# L
- 1
时, 只有不到一半铁 ( 1. 15

mg# L
- 1

)被利用 ( van N iftrik et al. , 2008 ). 在厌氧

氨 氧 化 菌 / Cand idatus B rocad ia fulg ida 0 和
/ Candidatus K uenenia stu ttgartiensis0的厌氧氨氧化

体中含有大量含铁颗粒, 通过基因序列的比对分析

和颗粒元素分析发现, 这些颗粒就是铁蛋白 ( van

N iftrik et al. , 2008). 在本试验中, 当铁离子浓度为

0. 075 mmo l#L- 1
(实测 3. 05 mg# L

- 1
)时, 被转化的

铁达到 2. 19 mg#L- 1
. 因此,常用的培养基并不能满

足厌氧氨氧化菌对铁的需要.

5 结论 ( Conc lusions)

铁离子能够促进反应器对基质的去除, 最大去

除速率随铁离子浓度的升高而增加.当铁离子浓度

为 0. 075 mmo l# L
- 1
时, 反应器对 NH

+
4 -N和 NO

-
2 -N

的最大去除速率分别为对照的 1. 8倍和 1. 6倍.

铁离子能够刺激厌氧氨氧化混培物的生长. 以

NO
-
3 -N产生量和两个反应器运行终点时的 VS表示

厌氧氨氧化菌的生物量, 添加的铁离子浓度为

01075 mmo l#L- 1
时, R2反应器的 NO

-
3 -N产生量是

对照的 1. 36倍,而 VS是对照的 2. 16倍.

提高铁离子浓度, 有助于厌氧氨氧化混培物对

铁的转化. 铁离子浓度为 0. 075 mmo l# L
- 1
时, 混培

物对铁的转化量可达到 2. 19 mg# L
- 1
. 常用的厌氧

氨氧化培养基的铁离子含量相对不足.

添加铁离子可引起厌氧氨氧化菌细胞结构改

变,细胞内产生不明灰色区域, 功能有待进一步

研究.
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