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厌氧氨氧化菌混培物生长及代谢动力学研究!

郑 平" 胡宝兰
（浙江大学环境工程系 杭州 %!$$#7）

摘 要 研究了厌氧氨氧化菌混培物的动力学特性。测得细胞产率系数!C6"%;D&E（;;’(*FG2）H!；细胞衰减常

数$C$6#;D&E（D·&E·?）H!。厌氧氨氧化菌混培物的最大氨氧化速率!C%#$"#C"1!;;’(（D&E·?）H!，最大亚硝酸
盐转化（反硝化）速率!2C27";;’(（D&E·?）H!。厌氧氨氧化菌混培物利用氨的3;值!C5$!"2C#!6;;’(·IH!，利

用亚硝酸盐的3;值$C215;;’(·IH!。氨自身的抑制常数%5C$!5"75C216;;’(·IH!，实际最大氨氧化速率的氨

浓度!1C161;;’(·IH!。亚硝酸盐对厌氧氨氧化的抑制常数6C2$!"!!C776;;’(·IH!。厌氧氨氧化的最适

JF"C1$6。厌氧氨氧化的最适温度%$K。45+6+、35+、3#+和3#$的活化能依次为%"C%!1、%$C#%7、%%C176和

%$C2"%LM·;’(H!。
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厌氧氨氧化（6*FG2 G%*PH% #2*#G7F#PG
#FG；*FG2 G*PH##*#G#F#P）是7$年代中期发
现的一个新的生物反应［!］，利用厌氧氨氧化可同时

取得生物硝化和反硝化的效果［#］，因此在环境工程

上具有较高的利用价值［%］。研究并掌握厌氧氨氧

化的动力学特性，将有助于该生物反应的开发。

! 材料与方法

!)! 厌氧氨氧化菌混培物及其培养方法

!"!"! 分批培养：分批培养所用的厌氧氨氧化菌接
种物取自生物脱氮流化床反应器。将厌氧氨氧化菌

混培物用于分批培养试验前，先用除氧的QFRP%
缓冲液（JF")!）冲洗%次，以去除残留基质。
在测定生物量对厌氧氨氧化的影响时，于一系

列血清瓶（!!";I）中加入不同数量的厌氧氨氧化菌
混培物，尔后加入培养液至最终体积为6$;I，氨
［（*F2）#EP2］和亚硝酸盐（*,*P#）的最终浓度分别
为6和#;;’(·IH!。在其它动力学测定时，血清瓶
中加入#;I厌氧氨氧化菌混培物和25;I培养液，
并根据要求，将氨和亚硝酸盐配制成相应的浓度。

血清瓶用丁基橡胶塞盖紧，再加铝盖加固。然后，用

真空泵抽空血清瓶上部的气体，并以76SO-和6S
RP#混合气体置换。重复该抽真空和混合气体置换
操作6次，以确保血清瓶内无氧。血清瓶静止培养
于%$K的黑暗环境中。间隔1/取样测定，所有测
试设%个重复。
培养基的组成为（D／I）：+DEP2$C$2；QF#TP2

$C#；微量元素溶液#;I。氨和亚硝酸盐的最终浓
度按要求调整。

微量元素溶液组成为（D／I）：:U3O6$；VBEP2·

"F#P#C#；R’R(#·1F#P!C1!；+BR(#·2F#P，6)$1；

R>EP2·6F#P，!)6"；（*F2）1+’"P#2·2F#P!C!$；

R,R(#·#F#P6C62；84EP2·"F#P2C77；F#P!$$$;I。

JF试验所用的缓冲液为（;;’(／I）：*,#FTP20
QF#TP2缓冲液!$；3-<W0FR(缓冲液!$；*,FRP%0
Q#RP%缓冲液!$；甘氨酸缓冲液!$。

!"!"# 连续培养：连续培养所用的厌氧氨氧化流化
床反应器如图!所示。采用玻璃管制成，总容积

#C6$I，其中液相容积#C#6I，气相容积$C#6I。
反应器外侧设有水层夹套，通过循环水维持

%$K的反应温度。整个装置用黑纸包裹，以防光对
厌氧氨氧化菌混培物的损害。为了使反应器保持缺



氧状态，气室用!"#$%和"#&’(混合气体置换，
并通过水封防止氧气进入。

图) 厌氧氨氧化流化床反应器装置
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培养基与分批培养相同。同作进样前，先用

!"#$%和"#&’(混合气体置换（(K=+>），去除其
中的溶解氧。进样期间，连续通入该混合气体，以免

氧气重新溶入。EO用)-J（=23·PQ)）RO&’B调节
至HSJ。

!-" 分析测定方法

)）AOCTMA 水杨酸M次氯酸盐光度法［C］

(）A’(QMA AM（)M萘基）M乙二胺光度法［C］

B）A’BQMA 紫外分光光度法［C］

C）EO值 EOGM!U型酸度计，玻璃电极法

"）温度 普通水银温度计

F）总固体（.G） )K"V烘至恒重

H）挥发性固体（UG） ""KV灼烧)/

" 结果与讨论

"-! 生物量与厌氧氨氧化
由图(可知，在试验范围内，厌氧氨氧化反应的

生物反应速率（单位时间内的基质转化量）对生物浓

度的关系可按一级反应表示。回归分析结果，反应

速率［!，==23（P·8）Q)］与混培物浓度（"，,UG·
PQ)）之间的关系为：!W)#B(K"QK#(KC；相关系数
（$(）达KS!JC。
"-" 基质浓度与厌氧氨氧化
许多基质在低浓度时供作基质，但在高浓度时

则成为抑制剂，抑制细菌的生长并干扰细菌的代

谢［"］。

"#"#! 氨浓度与厌氧氨氧化：厌氧氨氧化速率与基
质浓度有关。观察K!HK==23·PQ)范围内氨浓度

对反应速率的影响发现，反应速率与氨浓度之间呈

图( 厌氧氨氧化速率与厌氧氨氧化菌
混培物浓度的关系
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抑制型曲线（图B）。可采用O5385>0模型来处理［F］。
即

!%
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（)）

用G3+80@%+<0D37:D%2,%5=F-K，以O5385>0模
型对测定数据作非线性拟合，可得表观最大氨反应

速率、半速率常数和氨抑制常数分别为(SHF)==23
（,UG·8）Q)、B-C"J==23·PQ)和JKS((F==23·PQ)，
相关系数（$(）为KS!B)。厌氧氨氧化菌混培物利用
氨的() 值与报道的,#-.$/01-1() 值

［H］相当。

图B 氨浓度对厌氧氨氧化速率的影响

*+,-B N6604<265==2>+542>40><%5<+2>2>
5>50%21+45==2>+52I+85<+2>%5<0

对式)求导数，并令该方程的一阶导数为零可
得：

&2=5I%
&=5I

)’(
()
(!+

（(）

此时，得到最大反应速率的基质浓度为：

*=5I% ()(! + （B）

按式（(）和式（B）求得的实际最大氨反应速率为

)S!")==23（,UG·8）Q)，取得实际最大反应速率时
的氨浓度为)FSF"F==23·PQ)，实际最大反应速率
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仅为理论最大反应速率的!"#$$%。
从氨抑制常数看，厌氧氨氧化菌混培物对这类

废水具有较强的适应性。如果采用连续流反应器处

理，并使其在接近稳态的条件下操作，完全能够将基

质浓度保持低于产生抑制的水平。根据式&分析，
即使!"值很小，稳态运行产生的低基质浓度也能
使#／!"项大大小于!$／#项，从而使基质的抑制
作用得到缓解。此外，出水回流也是缓解基质抑制

的有效措施。

从厌氧氨氧化菌混培物的反应活性看，其氧化

速率明显低于好氧氨氧化菌。要使厌氧氨氧化反应

器高效运行，必须在反应器内持留高浓度的生物体。

!"!"! 亚硝酸浓度与厌氧氨氧化：厌氧氨氧化反应
速率也与亚硝酸盐有关。测定发现，亚硝酸盐的厌

氧转化同样呈抑制型曲线（图’）。

图’ 亚硝酸浓度对亚硝酸转化速率的影响

()*+’ ,--./01-2)03)0./12/.20340)1212
424.315)/2)03)0./126.37)12340.

与8#8#&同理，求得的表观最大亚硝酸反应速
率、半速率常数和亚硝酸盐抑制常数分别为

&’#’9!::1;（*<=·>）?&、"+’$@::1;·A?&和

B&#’$@::1;·A?&，相关系数（%8）"+9&B。实际最大
亚硝酸反应速率&8#&!B::1;（*<=·>）?&，此时的亚
硝酸盐浓度’#9"@::1;·A?&，实际最大反应速率为
理论最大速率的@C#9@%。
厌氧氨氧化菌混培物利用亚硝酸盐的!$ 值接

近报道的&’()*"+%","-.*/的!$ 值
［@］。与氨相比，

对亚硝酸盐的亲和力明显较大，因此在两者浓度接

近时，亚硝酸盐不易成为反应的限制性基质。

亚硝酸盐是很强的生物抑制剂［9］。它对厌氧

氨氧化反应也有明显的抑制作用。试验结果（图B）
表明，厌氧氨氧化速率随亚硝酸浓度的升高而下降。

对图B数据组作非线性拟合，可求得各亚硝酸
盐浓度下的最大氨反应速率（表&）。如果亚硝酸盐
对厌氧氨氧化的抑制为非竞争性抑制，则根据酶学

原理有：

01:4D2
03:4D
&45!"

或 &
01:4D2

&
03:4D4

5
03:4D!"

（’）

图B 亚硝酸盐浓度对厌氧氨氧化速率的影响

()*+B ,--./01-2)03)0./12/.20340)1212
424.315)/4::12)41D)>40)12340.

表# 各亚硝酸盐浓度下的最大氨反应速率

$%&’(# )%*+,%’%-%(./&+0%,,/-+%/*+1%2+/-.%2(%2
3%.+/45-+2.+2(0/-0(-2.%2+/-

E12/.20340)12／

（::1;·A?&）
01:4D／

::1;（*<=·>）?&
&
01:4D

"+B 8+!’$ "+C$’

& 8+!89 "+C$$

8 8+$’& "+C!9

’ 8+8BC "+’’’

$ &+@’@ "+B’&

@ &+!CC "+B!!

&" &+’B" "+$9"

根据式’作图$，求出亚硝酸盐的抑制常数为

9#B9B::1;·A?&。

图$ &
01:4D
与亚硝酸盐浓度的关系

()*+$ F.;40)127G)H5.0I..2 &
01:4D

42>2)03)0./12/.20340)12

!67 89与厌氧氨氧化

HJ对生物反应的影响，主要来自它对生物和基
质的影响。

!"7"# 厌氧氨氧化的最适HJ：试验发现，当HJ从

B9&8期 郑 平等：厌氧氨氧化菌混培物生长及代谢动力学研究



!"#升至$"%时，厌氧氨氧化速率逐渐提高；但当

&’继续升至("%时，厌氧氨氧化速率则不断下降；
由此判定，最适&’在$"%附近（图$）。

图$ &’对厌氧氨氧化速率的影响

)*+,$ -../012.&’3456/27474/829*0
4::27*42;*<41*27841/

鉴于厌氧氨氧化反应对&’的依赖性，可以认
为该反应的限速酶只有在特定的离解状态才起作

用。根据=7127*26等人推导［>#］，有：

!" !

>#
$%>
［’?］#
［’?］
$%@

（%）

［’?］&’(" $%>$%! @ （!）

将图$中的速率A&’关系转变为速率A［’?］关
系，并对式（%）作非线性拟合，可得!>"$@$::25
（+BC·<）D>；$%>E,F%G7:25·HD>；$%@>%F,G%#7:25·

HD>。按 式（!）求 得 的 最 佳 氢 离 子 浓 度 为

@G"$>@7:25·HD>，相当于最佳&’$"!#$。

!"#"! &’对基质厌氧氨氧化的影响：厌氧氨氧化
的两种基质（氨和亚硝酸盐）均受&’的影响。试验
（&’$"F和E#I）测得的厌氧氨氧化半速率常数
（E"G%F::25·HD>）、氨抑制常数（F#"@@!::25·HD>）
和取得实际最大反应速率时的氨浓度（>!"!%!::25
·HD>）所对应的游离氨浓度为：#"@EG，%"G>F和

>">@%::25·HD>。
在&’$"F和E#I时，亚硝酸盐转化的半速率常

数（#"G!F::25·HD>）、抑制常数（%>"G!F::25·

HD>）、取得实际最大反应速率时的亚硝酸盐浓度
（G"(#F::25·HD>）以及亚硝酸盐对氨转化的抑制常
数（("%(%::25·HD>）所对应的游离亚硝酸浓度为：

#"#>(，@"#G(，#">(%和#"EF@!:25／H。

!,$ 温度与厌氧氨氧化

!"$"% 厌氧氨氧化的最适温度：温度对厌氧氨氧化
有很大的影响。当温度从>%I升至E#I时，反应速
率逐渐提高；继续升至E%I时，反应速率反而下降；
因此最适温度约在E#I左右（图F）。该变化趋势与
硝化反应相一致［>#］。但不同于)*+,-&.&/0*-+/12

(314150/*的反硝化反应，后者最适温度为EFI［F］。

图F 温度对厌氧氨氧化速率的影响

)*+,F -../012.1/:&/84168/27474/829*0
4::27*42;*<41*27841/

!"$"! 厌氧氨氧化的温度系数：在温度>%"E%I、
初始氨浓度>">%::25·HD>、初始亚硝酸盐浓度

@::25·HD>的条件下，测得温度对厌氧氨氧化速率
的影响见表@。

表! 温度对厌氧氨氧化速率的影响

&’()*! +,,*-./,.*01*2’.32*/4’4’*2/(5-
’00/45’/657’.5/42’.*

=::27*4

0270/71841*27
／（::25·HD>）

=74/829*04::27*42;*<41*27841/／［::25（+BC·<）D>］

>%I @#I @%I E#I E%I

> #,GE@ #,G!F #,!E> #,%!> #,G>>

@ #,!@! #,$># #,($F #,(># #,!F$

G #,$F! #,(G# >,E@( >,E#( >,#@%

! #,FE( >,#E% >,GF! >,%>F >,@>F

F #,F%@ >,#$% >,%%( >,!E! >,EE%

># #,FG$ >,#F( >,%(> >,$#G >,G>#

>% #,F#$ >,#$@ >,%FF >,$!F >,G(F

以式（>）对表@中的各组数据作非线性拟合，可
求得各温度下的动力学参数值（表E）。再用表E数据
作=88J/7*6K图，求得各动力学参数的活化能见表G。

表# 各温度下的动力学参数值

&’()*# 854*.5--/*,,5-*4.9’.:’25/39.*01*2’.32*

L484:/1/8 >%I @#I @%I E#I E%I

6.070［::25（+BC·<）D>］ >,EG% >,$>> @,%@! @,$%! @,E!@

$.0（::25·HD>） >,F#> @,E#% @,!@G E,G%% G,@>%

$10（::25·HD>） EF,#>F %#,%G! %%,E#% F#,@@F(F,G!%

M288/541*2702/..*0*/71（8@） #,(GE #,(%$ #,(@% #,($> #,($%

表$ 各动力学参数的活化能

&’()*$ ;-.5:’.5/4*4*2<=/,>54*.5--/*,,5-*4.9

=01*341*27/7/8+N
（OP·:25D>）

6.070 $.0 $10

E$,E>! E#,@E( EE,!(%

M288/541*2702/..*0*/71（3@） #,(!$ #,($% #,(E(

!(> 生 物 工 程 学 报 >$卷



同理，用表!数据作"##$%&’()图，求得亚硝酸
盐对厌氧氨氧化的抑制常数（!"#）的活化能为

*+,-.*/0·12345。

表! 各温度下的亚硝酸盐抑制常数

"#$%&! ’()*$*+,-./,&00*/*&(+,0(*+-*+&#+1#-*,23+&45&-#+2-&

$／（6） 5! 7+ 7! *+ *!
!"#（1123·845） !9-+5 :95.* .9;*: 5+9+57 559;;!
<2##%3=>’2&?2%@@’?’%&>（%7）+9;!! +9;-. +9;!- +9;*! +9;:7

69! 厌氧氨氧化菌的生长
由于种种原因，对厌氧氨氧化的研究进展十分

缓慢［A］。虽有多篇文献报道在氨氧化菌 &"’%()
*(+(#,*的纯培养中存在厌氧氨氧化，但以氨为唯
一能源培养&"’%(*(+(#,*时，并没有测到细胞数量
的增加［A，55，57］。

在厌氧氨氧化流化床反应器中，B(3C%#等人作
了细胞产率系数的测定，报道的-值为5+1DEFF·
［8（废水）］45或+,+-D<GH（生物量）［D<GH（去
除）］45［5］。由于运试中采用废水，他们未能提供以

基质为基础的细胞产率。

本试验曾设想通过分批培养来测定混培物的生

长速率，但未能如愿。此后，又尝试了恒化器连续培

表7 厌氧氨氧化菌混培物生长动力学参数的测定

"#$%&7 8#+#0,-9-,:+);*(&+*/3,0#(#&-,$*/
#44,(*#,<*=#+*,($*,4#33

GI%#=>’2&>’1%／C *+ *+ *+ *+
JKL／C 7 59! 5 +9!
"M%#=D%’&@3(%&>NJ-OPN／（123·845） ! ! ! !
"M%#=D%%@@3(%&>NJ-OPN／（123·845）+97:5 +9*75 +9*.. +9-:!
.／［1123（DEF·C）45］ +95:* +975! +9*5A +9:7!
L2>=3Q’21=))R’>$’&#%=?>2#／（1DEF）! 7;+:* 7;55A 7;5.7 7;5;;
"M%#=D%%@@3(%&>Q’21=))／（1DEF） -9!.A .9.+; 5+9!-*7:9*;7

!／［1DEF（DEF·C）45］ +95A- +9*7A +9-7- +9;*!

!开始测试时反应器内的总生物量为7;+-+1D

养（JKL大于5+C），也没有达到预期的目的。只得
直接对厌氧氨氧化流化床反应器进行生物量平衡。

通过每天监测出水中的污泥浓度以及运行*+天后
反应器内的污泥变化，获得了表:所列的结果。
一般认为，细菌的比生长速率（!）与比基质利

用速率（.）之间存在式（.）所表示的关系。而比基
质利用速率又可通过式（A）计算。通过!对. 作
图，可得细胞产率系数和细胞衰减常数。

!/-.01 （.）

./
2+02
"-

（A）

根据（.），用表:中的数据作!). 图，发现厌氧
氨氧化菌混培物比生长速率与比基质利用速率之间

成直线关系（图;）。通过回归分析，求得生物产率
系数（-）5,!.*1DEF（1123NJO-）45；细胞衰减常
数（1）+9+!71DEF（DEF·C）45。

图; 厌氧氨氧化菌混培物比生长速率与
比基质利用速率的关系

S’D9; K%3=>’2&)$’I2@)I%?’@’?D#2R>$#=>%=&C
)I%?’@’?)(Q)>=>%(>’3’T=>’2&

从厌氧氨氧化菌混培物的生长特性来看，要进

行该生物反应的工程开发，需解决接种物的增殖问

题。如果能够获得足量接种物，又能使其适度增殖，

将厌氧氨氧化应用于产生是完全可能的。

符 号 说 明

3 基质反应速率 451=U 存在基质抑制时可取得的最大反应速率

4+,6 最大基质反应速率 2+,6 存在基质抑制时取得最大反应速率的基质浓度

!+ 半速率常数 471=U 存在抑制剂时的基质反应速率

!" 基质抑制常数 8 抑制剂浓度

2 基质浓度 !"# 抑制剂抑制常数

! 比生长速率 . 比基质利用速率

- 细胞产率系数 1 细胞衰减常数
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!! 进水氨浓度 !" 出水基质浓度

# "#浓度 ! 水力停留时间

［$%］ 氢离子浓度 " 常数

$%& 常数 $%’ 常数

& 氨 ’ 亚硝酸

［$%］()* 取得最大反应速率时的氢离子浓度 ( 回归相关系数

) 温度
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