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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 . 结果

表明，螯合剂的种类对厌氧消化有着一定影响 . 在乙酸钠浓度为 85 mmol /L，硫化物浓度为 1 mmol /L，消化温度为 35℃ ，镍离

子浓度为 200 μmol /L时，氨三乙酸(NTA) 的添加体系中甲烷产量最高，分别比柠檬酸(CA)、乙二胺四乙酸(EDTA) 添加体系

高出 15% 和 9% . 而当镍离子浓度为 100 μmol /L时，氨三乙酸的添加体系中甲烷产量分别比 CA、EDTA 添加体系高出 43% 和

57% . 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 . NTA 最易促进生物吸收，EDTA 次之，而 CA 对镍

的生物吸收促进作用最小 .
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Abstract: The biouptake of nickel and its complexes for methanogenic enrichment in the presence of different chelators during batch
methane fermentation were investigated in this paper. The results showed that the chelators had obvious effects on anaerobic digestion.
At sodium acetate concentration of 85 mmol /L， sulfides concentration of 1 mmol /L，nickel concentration of 200 μmol /L and
temperature was 35℃ ，methane production in the NTA added system were 15% and 9% which was higher than that in CA and EDTA
amended ones. While nickel concentration was 100 μmol /L，methane production in NTA added system were 43% and 57% which was
higher than that in CA and EDTA amended ones. The biouptake of nickel for methanogenic enrichment related to the species of nickel
complexes. NTA was the best chelator for stimulating nickel biouptake in the anaerobic reactors，and EDTA was the better one. The
biouptake of Ni-CA complexes was the minimum for the methanogenic enrichment.
Key words:anaerobic digestion; methane; metal ion chelators; nickel; biouptake

微量元素在甲烷发酵过程中具有重要作用 . 研

究表明
［1 ～ 6］，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 . 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
［7］，如镍是辅酶 F430 的重要

成分，而辅酶 F430 是 催 化 甲 烷 最 终 形 成 的 甲 基 辅 酶

还原酶的重要组分
［8］. 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 . 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
［9 ～ 15］，很少涉及微量元素的

形态与产甲烷菌的生物摄取的关系 . 作者前期研究

表明
［16］，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 . 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 .

1 材料与方法

1. 1 模拟废水

实验用水为人工配制的模拟废水，其组成如表

1 所示，微量元 素 配 方 如 表 2 所 示
［3］. 每 L 模 拟 废

水中加入 1 mL 微量元素溶液 .
镍 离 子 的 添 加 设 置 3 个 浓 度:100、200、300
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表 1 人工模拟废水的组成

Table 1 Components of synthetic wastewater

组成成分 CH3 COONa NH4 Cl KH2 PO4 Na2 HPO4 MgCl2 CaCl2·2H2 O Na2 S

浓度 /mmol·L － 1 85 3. 7 0. 5 0. 5 0. 5 0. 89 1. 0

表 2 微量元素溶液的组成

Table 2 Components of the trace element solution

酸性微量元素溶液 碱性微量元素溶液

成分 浓度 /mmol·L － 1 成分 浓度 /mmol·L － 1

FeCl2·4H2 O 7. 5 Na2 SeO3 0. 1

ZnCl2 0. 5 Na2WO4 0. 1

MnCl2·4H2 O 0. 5 Na2 MoO4·2H2 O 0. 1

CuCl2·2H2 O 0. 1 NaOH 10

CoCl2·6H2 O 8. 5

H3 BO3 1. 0

HCl 50

μmol /L. 同时分成 3 组进行实验，第 1 组，加入柠檬

酸;第 2 组，加 入 氨 三 乙 酸;第 3 组，加 入 EDTA，根

据镍离子的 浓 度，分 别 调 整 螯 合 剂 的 浓 度 ( 由 软 件

Visual MINTEQ 计算得到) ，使得溶液体系中自由态

的镍离子浓度均为1 μmol /L.
1. 2 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，pH 为 7. 2，VSS /TSS 为 0. 72，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 . 转 移 培 养 3 次，获 得 产 甲 烷 富 集 培 养

物 . 用去离子水洗涤 5 次 . 取样采用 Stover 等
［17］

的

六步抽提法测其内部的镍含量作为背景值 .
1. 3 实验方法

厌氧消化实验:实验采用厌氧批式消化，以 125
mL 血清瓶作厌氧消化反应器 . 量取一定量 VSS 为

25 g /L驯化好的厌氧污泥及 100 mL 模拟废水置于

上述血 清 瓶 中，反 应 瓶 中 污 泥 浓 度 保 持 为 5 g /L左

右，调节 pH 至 7. 0，持 续 充 N2 1 ～ 2 min，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(35 ± 1 )℃ 的恒温室中进行厌氧消化 . 实验装置

见图 1.

图 1 反应装置

Fig. 1 Schematic of batch experiment set-up

镍的生物吸收测定:实验进行前，所有的仪器均

用 1 mol /L硝酸溶液浸泡过夜，去离子水洗涤后再装

样，进行厌氧消化 . 待产气完成后，按 Stover 等
［17］

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 . 六步抽提测定方法见表 3.

表 3 用于厌氧污泥抽提金属元素不同形态的化学试剂及步骤

Table 3 Sequential chemical procedure used to fractionate metals in anaerobic samples

组分 抽提试剂
抽提条件

振荡时间 温度 /℃

可交换态 30 mL KNO3 ，(1 mol / L，pH 7) 16 h 20

吸附态 48 mL KF (0. 5 mol / L，pH = 6. 5) 16 h 20

有机结合态 48 mL Na4 P2 O4 (0. 1 mol / L) 16 h 20

碳酸盐态 48 mL EDTA (0. 1 mol / L，pH = 6. 5) 2 × 8 h 20

硫化物态 30 mL HNO3 (1 mol / L) 16 h 20

剩余的 10 mL 去离子水和 10 mL 王水(HCl∶ HNO3 = 3∶ 1) 26 min 微波消解

1. 4 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 2 mol /L NaOH 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 . 在 此 期 间，为 使 污 泥 和 基 质 充 分 接

触，每 12 h 摇动血清瓶 1 次
［18］.
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金属离子浓度的测定:原子吸收分光光度法测

定
［19］;pH 测定:精密酸度计法;TSS、VSS 的测定参

照标准方法
［19］.

2 结果与讨论

2. 1 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 2 所示 . 可以看出，对 于 3 种

螯合物而言，当 镍 离 子 添 加 浓 度 为 200 μmol /L时

甲 烷 产 量 和 速 率 均 最 高 ，以 NTA 为 例 ，当 镍 离 子

添 加 浓 度 为 200 μmol /L时 ，其 甲 烷 最 终 产 量 为

198 mL，分 别 比 镍 离 子 浓 度 为 100、300 μmol /L
时 高 出 15% 和 41% . 这 表 明 添 加 适 量 的 微 量 元

素 对 于 促 进 厌 氧 消 化 十 分 必 要 . 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 RNA 和 蛋 白 合

成 的 潜 在 抑 制 剂
［20］. 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 .

图 2 螯合物存在时不同总镍离子浓度下的甲烷产量累积曲线

Fig. 2 Methane production during the anaerobic conversion of acetate in the presence of Ni complexes

另外一方面，由图 2 可以看出，螯合剂的性能对

厌 氧 产 甲 烷 有 着 明 显 影 响 . 镍 离 子 浓 度 为 200

μmol /L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 15% 和

9% . 而当镍离子浓度为 100 μmol /L时，氨三乙酸的

添加体系中甲烷产量分别比 CA、EDTA 添加体系高

出 43% 和 57% . 3 种 螯 合 剂 中，EDTA 不 易 为 微 生

物降解，而 NTA 和 CA 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 . 有机物完全

降解产生的甲烷体积可以由下式算出
［21］:

C nH aO bN c + n － a
4

－ b
2

+ 3
2[ ]c H2 →O

n
2

－ a
8

+ b[ ]4
CO2 + n

2
+ a

8
－ b[ ]4

CH4 + cNH3

因此，理论上，1 μmol /L的 NTA 完 全 降 解 可 以

产生 2. 6 μmol /L 的甲烷，1 μmol /L的 CA 完全降解

可以产生 2. 3 μmol /L 的甲烷，1 μmol /L的 EDTA 完

全降解可以产生 5. 0 μmol /L 的甲烷;换算成标准状

态下，在 100 mL 反 应 体 系 中，当 NTA、CA 和 EDTA

浓度为 200 μmol /L时，其完全降解产生的甲烷量分别

为 1. 16、1. 04 和 2. 24 mL. 因此，可以认为 NTA、CA

和 EDTA 降解产生的甲烷量对体系产气量的增加贡

献甚微. 尽管 3 种体系中镍离子的自由浓度均为 1
μmol /L，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.
2. 2 不同总镍离子浓度下产甲烷污泥对镍的生物

吸收

图 2 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 . 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 . 但从图 3 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 . 随 着 总 镍 离 子 浓 度 的 增

加，镍的生物吸收量也逐渐增加 . 在添加 NTA 的厌

氧体系中，当镍 离 子 浓 度 从 100 μmol /L增 加 到 200
μmol /L时，虽然自 由 态 镍 离 子 浓 度 均 为 1 μmol /L，

但镍的生物 吸 收 量 则 从 50 μg / g增 加 到 137 μg / g.
自由离子活度模型并不适用 . 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
［22］.

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 . Hudson 等
［23］

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 .

图 3 不同总镍离子浓度下产甲烷污泥对镍的生物吸收

Fig. 3 Uptake of nickel by methanogenic biomass as a function

of total Ni concentration in the presence of Ni complexes

2. 3 镍螯合物的生物吸收机制

图 3 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 . 3 种 螯 合 剂 中，NTA 最 易 促 进 生 物 吸

收，EDTA 次之，而 CA 与它们相比而言，其对镍的生

物吸收促进作 用 最 小 . 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 . 在溶液

体系中，存在以下平衡:

ML + Ca2 +
K d

K
幑幐帯帯

a
CaL + M2 + (1)

式中，M:微量金 属 元 素;L:螯 合 剂;K d:分 散 速 率 常

数;K a:形成速率常数 .
而 K d 可由式(2) 求得:

K d =
KCaL

KML

K a (2)

式中，KCaL、KML分别为 Ca、M 与 L 的稳定常数 .
CaL 的 形 成 与 分 散 速 率 相 比 微 量 元 素 Ni、Co

的螯合物而言是较快的，因此有
［24］:

K a = KM-H2O
KOS (3)

式中，KM-H2O 是金属的内层脱水速率常数 ( s － 1 ) ; KOS

为常数［(nmol /L) － 1 ］.

结合式(2) 与式(3) ，可以计算出溶液中 ML 的

最大分散速率 R diss:

R diss =
dML

dt
= K dCMLCCa2 +

=
KCaL

KML

KM-H2O
KOSCMLCCa2 + (4)

以 总 镍 离 子 浓 度 300 μmol /L 为 例，KNi-H2O 取

值
［24］:3 × 104 s － 1 ，KOS 则取值

［25］:2 (nmol /L) － 1 ，根

据镍离子、钙离 子 与 不 同 螯 合 剂 的 稳 定 常 数，可 求

得 R diss，见表 4.
表 4 镍与不同螯合剂形成的螯合物的最大分散速率

Table 4 Maximum dissociation rates for nickel complexes

螯合剂
镍螯合物的

稳定常数 KNiL

钙螯合物的

稳定常数 KCaL

R diss

/ nmol·(L·h) － 1

CA 6. 9 3. 6 2. 3 × 109

NTA 11. 5 6. 4 3. 6 × 107

EDTA 18. 6 10. 7 5. 6 × 104

由 表 4 看 出，镍 与 CA、NTA、EDTA 形 成 的 螯

合物具有不同的分 散 速 率 . CA 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 . 螯合强度不足，则不能充分螯合金属离子，因此

与 NTA、EDTA 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 CA 与镍形成的螯合物，其

生物吸收量并非最大 . 另外螯合强度过强时，螯合物

的分散速率则相对较小( 如 EDTA) ，此时，微生物主

要以摄取 Ni-EDTA 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
［22］，所以对于螯合性能

适中的 NTA 而言，一 方 面 能 充 分 螯 合 微 量 元 素，另

一方面镍和 NTA 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 NTA 的螯合

物，所以添加 NTA 的系统中镍的生物吸收量最大 .

3 结论

(1) 螯 合 剂 的 性 能 对 厌 氧 产 甲 烷 有 着 明 显 影

响 . CA、NTA、EDTA 3 种螯合剂中，添加 NTA 的反

应器中甲烷产量最高 .
(2) 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 .
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