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厌氧消化过程中镍及其螯合物的生物可利用性研究
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摘要!通过厌氧消化静态实验$研究了不同螯合剂存在条件下$产甲烷富集培养物对微量元素镍及其螯合物的生物吸收B结果

表明$螯合剂的种类对厌氧消化有着一定影响B在乙酸钠浓度为 &) FF7;P4$ 硫化物浓度为 " FF7;P4$ 消化温度为 *)r$镍离

子浓度为 ’(( *F7;P4时$氨三乙酸",23#的添加体系中甲烷产量最高$分别比柠檬酸"63#( 乙二胺四乙酸"+W23#添加体系

高出 ")h和 #hB而当镍离子浓度为 "(( *F7;P4时$氨三乙酸的添加体系中甲烷产量分别比 63( +W23添加体系高出 E*h和

)$hB产甲烷富集培养物对镍的生物吸收与镍的螯合物形态有着密切关系B,23最易促进生物吸收$+W23次之$而 63对镍

的生物吸收促进作用最小B
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!!微量元素在甲烷发酵过程中具有重要作用B研
究表明 +" j%, $向厌氧生物反应器中添加适量的微量
元素对甲烷发酵起着促进作用B产甲烷菌的细胞合
成需要微量元素$另外$产甲烷菌的生物代谢过程
中$需要一系列的酶参与 +$, $如镍是辅酶 =E*(的重要
成分$而辅酶 =E*(是催化甲烷最终形成的甲基辅酶

还原酶的重要组分 +&,B因此$厌氧消化反应过程中$
产甲烷菌若不能摄入适量的微量元素$将会导致代
谢活力降低$进而影响整个消化反应过程的进行B但
长期以来$研究多集中在微量元素的添加种类( 添
加方法与添加量等方面 +# j"), $很少涉及微量元素的
形态与产甲烷菌的生物摄取的关系B作者前期研究
表明 +"%, $通过添加合适的螯合剂$可以改变微量元
素的形态$避免微量元素沉淀物在反应器中的形成$
从而促进甲烷发酵B本实验以微量元素镍为研究对

象$通过添加不同种类的螯合剂$探索厌氧消化过程
中微量元素镍的形态与其生物可利用性之间的
关系B

JK材料与方法

JLJ!模拟废水
实验用水为人工配制的模拟废水$其组成如表

" 所示$微量元素配方如表 ’ 所示 +*,B每 4模拟废
水中加入 " F4微量元素溶液B

镍离子的添加设置 * 个浓度!"((( ’((( *((
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!!!! 表 JK人工模拟废水的组成
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组成成分 6\*600,G ,\E6; \̂’V0E ,G’\V0E 1U6;’ 6G6;’.’\’0 ,G’ 5

浓度PFF7;.4a" &) *‘$ (‘) (‘) (‘) (‘&# "‘(

表 NK微量元素溶液的组成
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酸性微量元素溶液 碱性微量元素溶液
成分 浓度PFF7;.4a" 成分 浓度PFF7;.4a"
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*F7;P4B同时分成 * 组进行实验$第 " 组$加入柠檬
酸’第 ’ 组$加入氨三乙酸’第 * 组$加入 +W23$根
据镍离子的浓度$分别调整螯合剂的浓度 "由软件
-AN>G;1.,2+e计算得到#$使得溶液体系中自由态
的镍离子浓度均为" *F7;P4B
JLN!产甲烷富集培养物

种泥取自无锡太湖水啤酒厂的废水处理厌氧
段$O\为 $‘’$-55P255 为 (‘$’$获得的污泥继续在
不含镍的合成培养基中富集培养$培养基成分同人
工模拟废水B转移培养 * 次$获得产甲烷富集培养
物B用去离子水洗涤 ) 次B取样采用 597S@L等 +"$,的
六步抽提法测其内部的镍含量作为背景值B
JLM!实验方法

厌氧消化实验!实验采用厌氧批式消化$以 "’)
F4血清瓶作厌氧消化反应器B量取一定量 -55 为
’) UP4驯化好的厌氧污泥及 "(( F4模拟废水置于
!!!

上述血清瓶中$反应瓶中污泥浓度保持为 ) UP4左
右$调节 O\至 $‘($持续充 ,’ " j’ FA8$以排除瓶
中空气$迅速用带有出气孔的橡皮塞密封$保持血清
瓶厌氧状态$摇动血清瓶使消化液混合均匀$然后置
于"*) g" #r的恒温室中进行厌氧消化B实验装置
见图 "‘

图 JK反应装置
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镍的生物吸收测定!实验进行前$所有的仪器均
用 " F7;P4硝酸溶液浸泡过夜$去离子水洗涤后再装
样$进行厌氧消化B待产气完成后$按 597S@L等 +"$,的
六步抽提法测定富集培养物的生物内部镍含量$扣
除背景值$得到产甲烷富集培养物的镍的生物吸收
量B六步抽提测定方法见表 *‘

表 MK用于厌氧污泥抽提金属元素不同形态的化学试剂及步骤
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组分 抽提试剂
抽提条件

振荡时间 温度Pr
可交换态 *( F4 ,̂0* $ "" F7;P4$ O\$# "% : ’(
吸附态 E& F4 =̂"(‘) F7;P4$ O\ n%‘)# "% : ’(
有机结合态 E& F4,GEV’0E "(‘" F7;P4# "% : ’(
碳酸盐态 E& F4+W23"(‘" F7;P4$ O\ n%‘)# ’ s& : ’(
硫化物态 *( F4\,0* "" F7;P4# "% : ’(
剩余的 "( F4去离子水和 "( F4王水"\6;w\,0* n*w"# ’% FA8 微波消解

JLR!分析测定方法
产甲烷量的测定!实验过程中产生的甲烷用装

有 ’ F7;P4,G0\溶液的液体置换装置测定$定时

记录甲烷的累积产量$直至甲烷累积产量停止增加
时$结束实验B在此期间$为使污泥和基质充分接
触$每 "’ : 摇动血清瓶 " 次 +"&,B

%")
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金属离子浓度的测定!原子吸收分光光度法测
定 +"#, ’O\测定!精密酸度计法’255( -55 的测定参
照标准方法 +"#,B

NK结果与讨论

NLJ!螯合物存在时添加不同镍离子浓度下的甲烷
累积产量

螯合物存在时$添加不同镍离子浓度下的甲
烷产量累积曲线如图 ’ 所示B可以看出$对于 * 种
螯合物而言$当镍离子添加浓度为 ’(( *F7;P4时

甲烷产量和速率均最高$以 ,23为例$当镍离子
添加浓度为 ’(( *F7;P4时$其甲烷最终产量为
"#& F4$ 分别比镍离子浓度为 "(( ( *(( *F7;P4
时高出 ")h和 E"hB这表明添加适量的微量元
素对于促进厌氧消化十分必要B微量元素浓度过
低则不能满足微生物生长与代谢需要$镍离子在
其浓度过高时$是大分子物质如 /,3和蛋白合
成的潜在抑制剂 + ’( ,B所以过高的镍离子浓度同
样会干扰产甲烷菌的生长代谢$使得甲烷产率
降低B

图 NK螯合物存在时不同总镍离子浓度下的甲烷产量累积曲线
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!!另外一方面$由图 ’ 可以看出$螯合剂的性能对
厌氧产甲烷有着明显影响B镍离子浓度为 ’((

*F7;P4时$氨三乙酸的添加体系中甲烷产量最高$
分别比柠檬酸( 乙二胺四乙酸添加体系高出 ")h和
#hB而当镍离子浓度为 "(( *F7;P4时$氨三乙酸的
添加体系中甲烷产量分别比 63( +W23添加体系高
出 E*h和 )$hB* 种螯合剂中$+W23不易为微生
物降解$而 ,23和 63本身是有机物$在厌氧消化
过程中可能被微生物降解并产生甲烷B有机物完全
降解产生的甲烷体积可以由下式算出 +’", !

6+\$0L,,A + ? $
E
?L
’
A *
’[ ],\’ ’((0

+
’
?$
&
AL[ ]E 60’ A

+
’
A$
&
?L[ ]E 6\E A,,\*

!!因此$理论上$" *F7;P4的 ,23完全降解可以
产生 ’‘% *F7;P4的甲烷$" *F7;P4的 63完全降解
可以产生 ’‘* *F7;P4的甲烷$" *F7;P4的 +W23完
全降解可以产生 )‘( *F7;P4的甲烷’换算成标准状
态下$在 "(( F4反应体系中$当 ,23( 63和 +W23
浓度为 ’(( *F7;P4时$其完全降解产生的甲烷量分别
为 "‘"%( "‘(E 和 ’‘’E F4B因此$可以认为 ,23( 63

和 +W23降解产生的甲烷量对体系产气量的增加贡
献甚微B尽管 * 种体系中镍离子的自由浓度均为 "
*F7;P4$但最终甲烷产量的不同揭示了产甲烷菌对
镍的生物吸收与镍的螯合物形态有着密切关系B
NLN!不同总镍离子浓度下产甲烷污泥对镍的生物
吸收

图 ’ 表明$即使自由态镍离子浓度一样$甲烷产
率及最终产量并不相同B根据自由离子活度模型理
论$如果微生物对金属离子的吸收只和自由离子态
相关$那么在实验中得出的镍的生物吸收量应该相
同B但从图 * 可以看出$镍的生物吸收曲线明显偏
离了自由离子活度模型B随着总镍离子浓度的增
加$镍的生物吸收量也逐渐增加B在添加 ,23的厌
氧体系中$当镍离子浓度从 "(( *F7;P4增加到 ’((
*F7;P4时$虽然自由态镍离子浓度均为 " *F7;P4$
但镍的生物吸收量则从 )( *UPU增加到 "*$ *UPUB
自由离子活度模型并不适用B微生物对金属元素的
汲取和生物亲和力系数以及生物转化系数有关 +’’,B
在具有高的生物转化系数$高的生物亲和力常数体
系中$微生物会汲取它能利用的自由或者螯合态的
金属$因此$微生物对微量金属元素的吸收并不完全

$")
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由自由态的金属浓度决定$而是和金属种类( 溶液
性质( 微生物种类等等性质有关B\>?N78 等 +’*,认
为必须的微量营养元素"其生物转化率较高#的生
物吸收是由物质输运和吸收动力学所控制$而非必
须的营养金属元素吸收则由热力学控制$在金属吸
收的动力学受到限制的情况下$金属元素的螯合物
不是降低了其生物可利用性$而是增加了金属离子
吸收到生物表面的速率$因此增加了其生物可利
用性B

图 MK不同总镍离子浓度下产甲烷污泥对镍的生物吸收
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NLM!镍螯合物的生物吸收机制
图 * 的结果还表明$即使在总镍离子浓度相同

的情况下$螯合剂的性能明显影响着产甲烷菌对镍
的生物吸收B* 种螯合剂中$,23最易促进生物吸
收$+W23次之$而 63与它们相比而言$其对镍的生
物吸收促进作用最小B分析其原因$这是由于三者
与镍的螯合物在溶液中分散率不同的缘故B在溶液
体系中$存在以下平衡!

14i6G’i
E?

E
1233

G
6G4i1’i ""#

式中$1!微量金属元素’4!螯合剂’E?!分散速率常
数’EG!形成速率常数B

而 E? 可由式"’#求得!

E? :
E6G4
E14
EG "’#

式中$E6G4( E14分别为 6G( 1与 4的稳定常数B
6G4的形成与分散速率相比微量元素 ,A( 67

的螯合物而言是较快的$因此有 +’E, !
EG :E1D\’0E05 "*#

式中$E1D\’0是金属的内层脱水速率常数"Na" #’ E05
为常数+"8F7;P4# a",B

结合式"’#与式"*#$可以计算出溶液中 14的
最大分散速率 2?ANN!

2?ANN :
414
4#
:E?N14N6G’A

:
E6G4
E14
E1D\’0E05N14N6G’A "E#

!!以总镍离子浓度 *(( *F7;P4为例$E,AD\’0取

值 +’E, !* s"(E Na"$ E05则取值
+’), !’ "8F7;P4# a"$根

据镍离子( 钙离子与不同螯合剂的稳定常数$可求
得 2?ANN$ 见表 E‘

表 RK镍与不同螯合剂形成的螯合物的最大分散速率
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螯合剂
镍螯合物的
稳定常数 E,A4

钙螯合物的
稳定常数 E6G4

2?ANN
P8F7;."4.:# a"

63 %‘# *‘% ’‘* s"(#

,23 ""‘) %‘E *‘% s"($

+W23 "&‘% "(‘$ )‘% s"(E

!!由表 E 看出$镍与 63( ,23( +W23形成的螯
合物具有不同的分散速率B63由于与镍形成的螯
合物不够稳定$因此$其分散速率最大$而在厌氧反
应器中$螯合剂的浓度与强度都影响着生物摄取过
程B螯合强度不足$则不能充分螯合金属离子$因此
与 ,23( +W23相比$为了维持相同的螯合作用$则
需要较高的螯合剂浓度’而高的螯合剂浓度会对产
甲烷产生不利影响$所以 63与镍形成的螯合物$其
生物吸收量并非最大B另外螯合强度过强时$螯合物
的分散速率则相对较小"如 +W23#$此时$微生物主
要以摄取 ,AD+W23螯合物为主$而微生物对自由离
子的吸收要优于螯合态离子 +’’, $所以对于螯合性能
适中的 ,23而言$一方面能充分螯合微量元素$另
一方面镍和 ,23的螯合物又有适宜的分散速率$能
够及时向微生物表面输送金属离子$此时$微生物既
可吸收自由态离子$又可直接吸收镍和 ,23的螯合
物$所以添加 ,23的系统中镍的生物吸收量最大B

MK结论

""#螯合剂的性能对厌氧产甲烷有着明显影
响B63( ,23( +W23* 种螯合剂中$添加 ,23的反
应器中甲烷产量最高B

"’#产甲烷污泥对微量元素镍的生物吸收过程
不符合自由离子活度模型$微生物对微量金属元素
的吸收并不完全由自由态的金属浓度决定$微量元
素镍螯合物的螯合性能与分散速率对产甲烷污泥的
生物吸收有着重要影响B

&")
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