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Ｖｏｌ． ３８， Ｎｏ． １ Ｊａｎｕａｒｙ ２０１９

　 ２０１８ 年 ２ 月 ７ 日收稿（Ｒｅｃｅｉｖｅｄ： Ｆｅｂｒｕａｒｙ ７， ２０１８） ．

　 ∗国家水体污染控制与治理科技重大专项子课题（２０１５ＺＸ０７３０６００１⁃５），国家重点研发计划课题（２０１６ＹＦＣ０４００７０７）和江苏省“六大人

才高峰”项目（２０１１⁃ＪＮＨＢ⁃００４）资助．

Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｗａｔｅｒ Ｐｏｌｌｕｔｉｏｎ Ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ Ｃｏｎｔｒｏｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ （ ２０１５ＺＸ０７３０６００１⁃５）， Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｋｅｙ Ｒ ＆ Ｄ Ｐｒｏｇｒａｍ Ｐｒｏｊｅｃｔ

（２０１６ＹＦＣ０４００７０７）ａｎｄ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ ＂ Ｓｉｘ Ｔａｌｅｎｔｓ Ｐｅａｋ＂ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ（２０１１⁃ＪＮＨＢ⁃００４） ．

　 ∗∗通讯联系人，Ｔｅｌ：０５１０⁃８５３２６５１６，Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｘｆｌｉ＠ ｊｉａｎｇｎａｎ．ｅｄｕ．ｃｎ

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ， Ｔｅｌ：０５１０⁃８５３２６５１６，Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｘｆｌｉ＠ ｊｉａｎｇｎａｎ．ｅｄｕ．ｃｎ

ＤＯＩ：１０．７５２４ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．０２５４⁃６１０８．２０１８０２０７０２
苏建聪， 何青山， 李秀芬，等．含硫酸根的高碳氮比废水产甲烷强化技术及酶学机制［Ｊ］ ．环境化学，２０１９，３８（１）：２１７⁃２２３．
ＳＵ Ｊｉａｎｃｏｎｇ， ＨＥ Ｑｉｎｇｓｈａｎ， ＬＩ Ｘｉｕｆｅｎ， ｅｔ ａｌ． Ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ ｏｆ ｍｅｔｈａｎｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｈｉｇｈ Ｃ ／ Ｎ ｒａｔｉｏ ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｕｌｆａｔｅ ａｎｄ ｉｔｓ
ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ［Ｊ］ ．Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１９，３８（１）：２１７⁃２２３．

含硫酸根的高碳氮比废水产甲烷强化技术及酶学机制∗

苏建聪１，２　 何青山１，２　 李秀芬１，２∗∗　 王新华１，２　 任月萍１，２

（１． 江南大学环境科学与工程学院， 无锡， ２１４１２２； 　 ２． 江苏省厌氧生物技术重点实验室， 无锡， ２１４１２２）

摘　 要　 污泥蛋白质回收已成为剩余污泥资源化的有效途径之一，研究其提取残液的产甲烷强化技术不仅可

助力剩余污泥蛋白质提取技术的应用进程，也可为化工、食品行业高硫酸根和高碳氮比废水的厌氧生物处理

提供有益参考．结果表明，铁及其螯合物添加不仅可有效促进水解酸化与产甲烷过程关键酶的活性，还可显著

抑制亚硫酸盐还原酶的活性，产气效果得到明显提高．当添加 １０ μｍｏｌ·Ｌ－１氨三乙酸与 ４０ ｍｇ·Ｌ－１零价铁时，累
积产气率达 １９６．２ ｍＬ·ｇ－１ＣＯＤ，与对照实验相比，提高了 １２３．９７％．多糖是含硫酸根的高碳氮比废水产甲烷的

主要底物．结合关键酶活性的变化发现，与酸化过程相比，多糖与蛋白质水解是提高产甲烷效果的限速步骤．
关键词　 碳氮比， ＳＯ２－

４ ， 甲烷， 铁， 酶， 污泥．
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｓｌｕｄｇｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｈａｓ ｂｅｃｏｍｅ ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｒｏｕｔｅｓ ｆｏｒ ｕｔｉｌｉｚｉｎｇ ｗａｓｔｅ
ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｓｌｕｄｇｅ （ＷＡＳ）． Ｉｔ ｉｓ ｈｅｌｐｆｕｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＷＡＳ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ａｎｄ ｗｉｌｌ ｐｒｏｖｉｄｅ
ｕｓｅｆｕｌ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｈｉｇｈ Ｃ ／ Ｎ ｒａｔｉｏ ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｕｌｆａｔｅ ｆｒｏｍ ｃｈｅｍｉｃａｌ ａｎｄ ｆｏｏｄ ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ
ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ ｏｆ ｍｅｔｈａｎｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｃｏｖｅｒｙ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｉｒｏｎ ａｎｄ ｉｔｓ ｃｈｅｌａｔｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔｌｙ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｍｅｔｈａｎｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｖｉａ
ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｋｅｙ ｅｎｚｙｍｅｓ ｏｆ ｈｙｄｒｏｌｙｔｉｃ ａｃｉｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｓｕｌｆａｔｅ
ｒｅｄｕｃｔａｓｅ． Ｗｈｅｎ １０ μｍｏｌ·Ｌ－１ ｎｉｔｒｉｌｏｔｒｉａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ （ ＮＴＡ） ａｎｄ ４０ ｍｇ·Ｌ－１ Ｆｅ０ ｗｅｒｅ ａｄｄｅｄ， ｔｈｅ
ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｂｉｏｇａｓ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｒｅａｃｈｅｄ １９６．２ ｍＬ·ｇ－１ＣＯＤ． Ｉｔ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ １２３．９７％， ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ． Ｔｈｅ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｆｏｒ ｍｅｔｈａｎｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｈｉｇｈ Ｃ ／ Ｎ
ｒａｔｉｏ ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｕｌｆａｔｅ． Ｔｈｅ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗａｓ ｔｈｅ ｌｉｍｉｔｉｎｇ
ｓｔｅｐ ｔｏ ｉｍｐｒｏｖｅ ｍｅｔｈａｎｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｃｉｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ， ｂｙ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｎｇ ｔｈｅ
ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｋｅｙ ｅｎｚｙｍｅｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｃ ／ Ｎ ｒａｔｉｏ， ＳＯ２－

４ ， ｍｅｔｈａｎｅ， ｉｒｏｎ， ｅｎｚｙｍｅ， ｓｌｕｄｇｅ．
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２１８　　 环　 　 境　 　 化　 　 学 ３８ 卷

　 　 据报道，我国每年产生约 ３０００—４０００ 万吨的污水处理厂剩余污泥，大多简单堆放后，定期运送到垃

圾填埋场填埋，或自然风干脱水后焚烧供热，这些处理处置方式成本较高，且易导致土壤及大气环境的

二次污染［１］ ．剩余污泥含有丰富的可利用有机物，以蛋白质为例，我国污水处理厂剩余污泥中粗蛋白含

量约为 ２８．７％—４０．９％，如能回收利用则可变废为宝．污泥蛋白质主要来自微生物胞内［２］，需先采用物理

法、化学法或生物法等方法破胞［３］，然后，再采用浓缩法或沉淀法进行分离纯化，进而获得污泥蛋白质粗

品［４］ ．采用酶解技术水解剩余污泥后，可有效回收污泥蛋白质，所得蛋白质粗品含有 ７ 种必需氨基酸，其
重金属含量也满足我国饲料相关标准［３］ ．剩余污泥热碱水解后，采用等电点沉淀法回收污泥蛋白质，所
得蛋白质产品的粗蛋白及必需氨基酸含量均较高，分别为 ４９．５％和 １２．３７％，与原剩余污泥相比，重金属

削减率在 ９０％以上，所得蛋白质粗品不存在重金属污染风险［４］ ．可见，回收污泥蛋白质已成为实现剩余

污泥资源化的有效途径之一．
然而，等电点沉淀提取蛋白质的过程中，需采用硫酸调节 ｐＨ 值至 ３．５—５．５，以使蛋白质沉淀分离，

这就导致提取残液的硫酸根含量较高［５］，对厌氧产甲烷过程不利； 另一方面，蛋白质的分离提取导致残

液氮素缺失，碳氮比升高到 ８０—１００［５］，而厌氧产甲烷的最佳碳氮比为 ２０—２５［６］ ．因此，尽管蛋白质提取

残液的 ＣＯＤ 浓度较高，但较难直接进行高效的厌氧生物处理，更不能随意排放．寻找含硫酸根的高碳氮

比废水的高效厌氧生物处理技术可为剩余污泥资源化提供有力保障．
本研究以含硫酸根、高碳氮比的剩余污泥蛋白质提取残液为研究对象，研究铁及螯合剂添加强化其

厌氧产甲烷的效果，并通过产甲烷过程中关键酶活性的变化研究，分析强化机理，不仅可助力剩余污泥

蛋白质提取技术的应用进程，也可为化工、食品行业高硫酸根和高碳氮比废水的厌氧生物处理提供有益

参考．

１　 材料与方法（Ｍａｔｅｒｉａｌ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ）

１．１　 实验材料

实验用剩余污泥蛋白提取残液取自本课题组污泥蛋白质提取小组，其组成如表 １ 所示．由表 １ 可

见，提取残液的碳氮比为 １１８．９５，硫酸根浓度为 １２４２．１０ ｍｇ·Ｌ－１，ｐＨ 值为 ３．５．

表 １　 蛋白提取残液的组成

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔ ｏｆ ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ ｆｒｏｍ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｃｏｖｅｒｙ

组成成分
Ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔ

浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ／ （ｍｇ·Ｌ－１）
组成成分
Ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔ

浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ／ （ｍｇ·Ｌ－１）

ＣＯＤ ６３４６．１５±６１１．２３ 氨氮 ５３．３５±２．７４

硫酸根 １２４２．１０±１７４．４３ 总磷 １４３．４１±９．９９

多糖 １７６５．３０±１３．２１ 蛋白质 １１７２．４８±１７．３０

ＶＦＡｓ ６５３．７４±３２．４８ Ｆｅ ９．７１±１．１２

Ａｓ ０．３０±０．０３ Ｈｇ ０．２５±０．０３

Ｐｂ ≤ ０．０１ Ｃｄ ≤ ０．０１

Ｃｒ ０．３７±０．０５ Ｃｕ ０．７２±０．０６

ｐＨ ３．５ Ｃ ／ Ｎ １１８．９５

厌氧产甲烷用接种污泥取自无锡市太湖新城污水处理厂厌氧池，污泥 ｐＨ ７．２，ＶＳＳ ／ ＴＳＳ 为 ０．７０．接
种前，采用模拟有机废水恒温（３５±１ ℃）驯化培养，模拟废水组成如表 ２ 所示．模拟废水 ｐＨ 值为 ７．０，厌
氧产甲烷过程的水力停留时间为 ５ ｄ，驯化时间约 １ 个月．当废水 ＣＯＤ 去除率和产气量稳定时，驯化

结束．
１．２　 实验方法

在 ４ 个 ２５０ ｍＬ 的反应瓶中，分别加入适量蛋白质提取残液，同时接种驯化好的厌氧污泥，接种污泥

浓度为 ３０ ｇ·Ｌ－１，混合均匀后，调节体系初始 ｐＨ 值至 ７．０．参照已有研究报道［７⁃１０］，铁以零价铁（Ｆｅ０）的形

式添加，螯合剂选用氨三乙酸 （ ｎｉｔｒｉｌｏｔｒｉａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ， ＮＴＡ），分别设置对照实验、 １０ μｍｏｌ·Ｌ－１ ＮＴＡ、
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　 １ 期 苏建聪等：含硫酸根的高碳氮比废水产甲烷强化技术及酶学机制 ２１９　　

４０ ｍｇ·Ｌ－１ Ｆｅ０和 １０ μｍｏｌ·Ｌ－１ ＮＴＡ＋４０ ｍｇ·Ｌ－１ Ｆｅ０，研究铁及其螯合剂添加强化含硫酸根的高碳氮比废

水厌氧产甲烷的效果．混匀后，用橡胶塞密封反应瓶，置于 ３５±１ ℃恒温室中厌氧产甲烷．期间，每天振荡

反应瓶 １ 次．当累积产气量不再增加时（１６ ｄ），结束实验．每个实验设置 ３ 平行．

表 ２　 模拟有机废水的组成

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔ ｏｆ ｓｉｍｕｌａｔｅｄ ｏｒｇａｎｉｃ ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ
组成成分
Ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔ

浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ／ （ｍｇ·Ｌ－１）
组成成分
Ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔ

浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ／ （ｍｇ·Ｌ－１）

葡萄糖 ６０００ 氯化铵 ０．２

碳酸氢钠 ０．４ 七水合硫酸镁 ０．２

六水合氯化钴 ０．０４ 磷酸二氢钾 ０．０４

六水合氯化镍 ０．０９ 无水氯化钙 ０．０２

硫酸锌 ０．０２ 酵母膏 ０．６

七水合硫酸亚铁 ０．０２ 五水合硫酸铜 ０．００２

１．３　 分析测试项目与方法

产气量采用碱液吸收法测定［１１］ ．多糖浓度采用苯酚－硫酸法测定［１１］，蛋白质浓度采用考马斯亮蓝法

测定［１１］，硫酸根浓度采用铬酸钡分光光度法测定［１１］ ．
β⁃葡萄糖苷酶活性采用 β⁃葡萄糖苷底物法测定［１２］ ．ＢＡＡ⁃蛋白水解酶活性采用 ＢＡＡ（Ｎ⁃α⁃ｂｅｎｚｏｙｌ⁃Ｌ⁃

ａｒｇｉｎｉｎａｍｉｄｅ）底物法测定［１３］ ．乙酸激酶（ ａｃｅｔａｔｅ ｋｉｎａｓｅ， ＡＫ） 与磷酸转乙酰酶 （ ｐｈｏｓｐｈｏｔｒａｎｓａｃｅｔｙｌａｓｅ，
ＰＴＡ）活性的测定分别采用 Ｒｏｓｅ 和 Ａｎｄｅｒｓｃｈ 法［１４］ ．辅酶 Ｆ４２０活性的测定采用 Ｅｉｒｉｃｈ 法［１５］ ．氢化酶活性的

测定采用甲基紫晶分光光度法［１６］ ．亚硫酸盐还原酶与磷酸腺苷硫酸（ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈｏｓｕｌｆａｔｅ，ＡＰＳ）还原

酶的活性分别采用 Ｏｓｔｒｏｗｓｋｉ 法和高铁氰化钾还原法测定［１７］ ．
其他分析项目均采用国家标准方法测定［１１］ ．

２　 结果与讨论 （Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）

２．１　 铁及其螯合剂对体系累积产气率的影响

本研究的处理对象为等电点沉淀蛋白质后的污泥水解残液，含有较高的硫酸根．含硫酸根废水厌氧

产甲烷过程中，硫酸盐还原菌（ｓｕｌｆａｔｅ ｒｅｄｕｃｔｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ，ＳＲＢ）易占主导地位，产生较多的 Ｓ２－，不仅抑制

产甲烷菌（ｍｅｔｈａｎｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｂａｃｔｅｒｉａ，ＭＰＢ）的活性，也会导致产甲烷菌必须的微量金属元素沉淀，降低

产甲烷效率［１８］ ．同时，因蛋白质的提取导致废液碳氮比失调，高达 １１８．９５，较高的碳氮比影响有机物的

发酵类型，不利于产甲烷过程的进行［１４］ ．此外，由于蛋白质提取前，采用热碱法水解剩余污泥，大部分金

属离子通过氢氧化物沉淀随水解残渣废弃，提取残液中金属元素缺失，同样不利于体系产甲烷．鉴于此，
本研究重点考察铁及其螯合剂添加对蛋白质提取残液产甲烷的强化效果．

结果表明，铁及其螯合剂的添加可显著促进高碳氮比的蛋白质提取残液的产甲烷过程，这说明蛋白

质提取残液中微量金属元素十分缺乏，适量补充有利于产甲烷活性的提高．与对照试验相比，添加

１０ μｍｏｌ·Ｌ－１ ＮＴＡ、４０ ｍｇ·Ｌ－１ Ｆｅ０和 １０ μｍｏｌ·Ｌ－１ ＮＴＡ＋４０ ｍｇ·Ｌ－１ Ｆｅ０的累积产气率分别提高了 ６９．１８％、
１０２．８５％和 １２３．９７％，其中，铁及其螯合剂联合添加的促进效果最为明显，当添加 １０ μｍｏｌ·Ｌ－１ ＮＴＡ＋
４０ ｍｇ·Ｌ－１ Ｆｅ０时，累积产气率最高，达 １９６．２ ｍＬ·ｇ－１ＣＯＤ（表 ３）．铁的添加可有效补充体系中的微量金属

元素，而 ＮＴＡ 是金属离子的螯合剂，其添加可有效提高铁对体系中微量金属元素的补充效果，在一定程

度上缓解氮源相对缺乏给产甲烷（ＣＨ４）带来的不利影响，同时，抑制硫酸根还原过程，强化产甲烷效果．
２．２　 铁及其螯合剂对多糖与蛋白质降解率的影响

铁及其螯合剂的添加在促进产甲烷的同时，提高了底物的降解率，且其促进效果与产气率的变化趋

势一致．对照体系的多糖与蛋白质降解率分别为 ４３． １０％和 ３９． ４９％（图 １），添加 １０ μｍｏｌ·Ｌ－１ ＮＴＡ、
４０ ｍｇ·Ｌ－１ Ｆｅ０和 １０ μｍｏｌ·Ｌ－１ ＮＴＡ＋４０ ｍｇ·Ｌ－１ Ｆｅ０后，体系多糖与蛋白质降解率分别提高到 ６６．３７％和

５３．７４％、６６．７７％和 ５８．６２％、７７．２９％和 ６９．３４％，多糖的降解率始终高于蛋白质．本研究中，由于处理对象
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为提取蛋白质后的残液，氮素较为缺乏，多糖是产甲烷的重要底物．当添加 １０ μｍｏｌ·Ｌ－１ ＮＴＡ＋４０ ｍｇ·Ｌ－１

Ｆｅ０时，多糖与蛋白质降解率高于 ＮＴＡ 和零价铁单独添加的情况，联合添加具有协同促进效果．这是否与

铁及其螯合剂促进多糖与蛋白质降解关键酶的活性有关，有待进一步研究．

表 ３　 铁及其螯合剂对体系累积产气率的影响

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｆｅ ａｎｄ ｃｈｅｌａｎｔ ｏｎ ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｇａｓ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ
对照实验
Ｃｏｎｔｒｏｌ １０ μｍｏｌ·Ｌ－１ ＮＴＡ ４０ ｍｇ·Ｌ－１ Ｆｅ０

１０ μｍｏｌ·Ｌ－１ ＮＴＡ＋
４０ ｍｇ·Ｌ－１ Ｆｅ０

累积产气率

Ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｇａｓ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ／ （ｍＬ·ｇ－１ＣＯＤ）
８７．６±５．４ １４８．２±３．５ １７７．７±３．１ １９６．２±３．７

２．３　 铁及其螯合剂对体系水解酸化关键酶活性的影响

高效的水解酸化过程是产甲烷的必要前提，该过程可将大分子有机物及颗粒转化为小分子有机物，
进而转化为产甲烷菌易利用的挥发性脂肪酸，提高产甲烷效果，而上述过程均是在酶的催化作用下完成

的．因此，研究铁及其螯合剂对体系水解酸化关键酶活性的影响，有利于深入理解其促进机理．
（１）多糖与蛋白质水解酶活性的变化

β⁃葡萄糖苷酶，又名 β⁃Ｄ⁃葡萄糖苷葡萄糖水解酶，能够水解末端的 β⁃葡萄糖苷键，释放 β⁃Ｄ⁃葡萄糖

和与之对应的配基，其活性的提高有利于多糖降解［１９］ ．ＢＡＡ⁃蛋白水解酶可催化多肽或蛋白质水解，并将

大分子的蛋白质水解为小分子氨基酸［１９］ ．
与体系产气率及底物降解率的变化趋势一致，铁及其螯合剂的添加使得 β⁃葡萄糖苷酶及 ＢＡＡ⁃蛋白

水解酶活性显著提高（图 ２）．当添加 １０ μｍｏｌ·Ｌ－１ ＮＴＡ＋４０ ｍｇ·Ｌ－１ Ｆｅ０时，β⁃葡萄糖苷酶活性最高，为
３．１１×１０４ Ｕ·ｇ－１ＶＳＳ，比空白对照实验提高了 ２．５３ 倍，而 ＢＡＡ⁃蛋白水解酶活性提高了 ０．４６ 倍，铁及其螯

合剂的添加对后者的促进效果不如 β⁃葡萄糖苷酶显著，这与多糖和蛋白质降解率的变化相符（图 １）．根
据 β⁃葡萄糖苷酶的催化机理，催化多糖水解反应是通过酶的亲核基团与底物中糖苷键 Ｏ 原子结合完成

的，同时，该过程需 Ｈ＋参与，而零价铁可腐蚀提供 Ｈ＋，因此，其添加可提高多糖的水解及降解效果［２０］ ．
ＢＡＡ⁃蛋白水解酶与 β⁃葡萄糖苷酶的结构不同，其活性中心由一种或者几种金属元素以及氨基酸构成，
催化蛋白质水解反应时，仅提高微量金属元素溶解度及其可生物利用性存在一定局限，蛋白质降解的促

进效果不明显．ＮＴＡ 可通过螯合作用提高体系中微量金属元素的溶解度，进而在一定程度上提高相关酶

活性．

图 １　 铁及其螯合剂对多糖与蛋白质降解率的影响

Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｆｅ ａｎｄ ｃｈｅｌａｎｔ ｏｎ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ
ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

图 ２　 铁及其螯合剂对 β⁃葡萄糖苷酶与

ＢＡＡ⁃蛋白水解酶活性的影响

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｆｅ ａｎｄ ｃｈｅｌａｎｔ ｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ
β⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ ａｎｄ ＢＡＡ⁃ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｎｇ ｐｒｏｔｅａｓｅ

（２）产乙酸关键酶活性的变化

乙酸是产甲烷的优良底物，乙酸形成过程中，ＡＫ 和 ＰＴＡ 起着重要作用．已有研究表明，高碳氮比条

件下，底物的发酵类型发生改变，不利于体系产乙酸［１４］，进而影响产甲烷效率．适量的零价铁可促进污
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泥的水解酸化，提高蛋白质和纤维素转化为有机酸特别是乙酸的效率，同时，提高蛋白酶、纤维素酶、ＡＫ
和 ＰＴＡ 的活性［２０⁃２１］ ．废铁屑能够促进厌氧发酵反应器水解酸化过程中丙酸的转化，进而提高产气效率，
ＡＫ 和 ＰＴＡ 等关键酶活性也得以显著提高［２２］ ．然而，以上研究均是在传统厌氧体系中完成的，其对高硫

酸根、高碳氮比废水的促进作用有待进一步探究．
结果表明，铁及其螯合剂添加有利于体系产乙酸关键酶活性的提高，进而为产甲烷菌提供更多的可

利用底物（图 ３）．与对照实验相比，添加 １０ μｍｏｌ·Ｌ－１ ＮＴＡ、４０ ｍｇ·Ｌ－１ Ｆｅ０和 １０ μｍｏｌ·Ｌ－１ ＮＴＡ＋４０ ｍｇ·Ｌ－１

Ｆｅ０，ＡＫ 和 ＰＴＡ 活性分别提高了 ７４．２３％和 ２００．００％、４２６．８０％和 ４３３．３３％、４１６．４９％和 ４００．００％，铁及其

螯合剂对乙酸形成的促进效果明显高于其对多糖及蛋白质降解的促进效果，说明多糖和蛋白质降解是

产甲烷过程的限速步骤．此外，单独添加零价铁时，ＡＫ 与 ＰＴＡ 活性最高，分别为 ５．１１、０．１６ Ｕ·ｇ－１ＶＳＳ，其
促进效果远高于 ＮＴＡ，说明污泥蛋白质提取残液中微量金属元素较为缺乏，适量补充金属元素对水解酸

化过程十分必要．
２．４　 铁及其螯合剂对体系产甲烷关键酶活性的影响

本质上，有机物厌氧产甲烷过程是产甲烷菌利用一系列生化反应将 ＣＯ２或甲基化合物中的甲基还

原为甲烷的过程，而这一系列生化反应是在不同酶的催化作用下完成的［２３］ ．而这些酶大多以某种微量

金属元素作为活性中心，因此，微量金属元素浓度及其生物可用性在产甲烷过程中十分关键．辅酶 Ｆ４２０广

泛存在于 ＭＰＢ 中，作为一种低电位的电子载体，在产甲烷过程中起着重要作用［１９］ ．通常，氧化态辅酶

Ｆ４２０作为电子受体被氢化酶催化还原，而还原态的辅酶 Ｆ４２０则以 Ｈ２作为电子供体，把电子传递给产甲烷

过程中需要电子还原的反应，因此，氢化酶与辅酶 Ｆ４２０在产甲烷过程中起着不可忽视的作用［１６］ ．这里，采
用氢化酶与辅酶 Ｆ４２０活性的变化表征铁及其螯合剂对产氢过程的影响．

可见，当零价铁与 ＮＴＡ 联合添加时，体系氢化酶活性最高，为 ８４．７ Ｕ·ｇ－１ＶＳＳ，与对照实验相比，提
高了 ６．１２ 倍（图 ４），辅酶 Ｆ４２０活性则由对照实验的 ０．２０ Ｕ·ｇ－１ＶＳＳ 提高至 １．１１ Ｕ·ｇ－１ＶＳＳ，提高了４．５５ 倍．
一方面，零价铁作为电子供体，具有较强的还原性，利于腐蚀产氢，有利于产甲烷．另一方面，氢化酶的活

性中心由 Ｆｅ－Ｓ 簇构成［２４］，铁的添加有利于提高氢化酶的活性，促进产甲烷．

图 ３　 铁及其螯合剂对乙酸激酶和

磷酸转乙酰酶活性的影响

Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｆｅ ａｎｄ ｃｈｅｌａｎｔ ｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＡＫ ａｎｄ
ＰＴＡ ＢＡＡ⁃ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｎｇ ｐｒｏｔｅａｓｅ

图 ４　 铁及其螯合剂对产甲烷菌

关键酶活性的影响

Ｆｉｇ．４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｆｅ ａｎｄ ｃｈｅｌａｎｔ ｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｋｅｙ
ｅｎｚｙｍｅｓ ｏｆ ＭＰＢ ＢＡＡ⁃ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｎｇ ｐｒｏｔｅａｓｅ

２．５　 铁及其螯合剂对体系硫酸盐还原关键酶活性的影响

ＡＰＳ 还原酶是硫同化途径中的一种关键酶，其对硫酸盐的还原及硫化物的氧化具有重要的调节作

用，亚硫酸盐还原酶则可催化亚硫酸盐还原为硫化物，因此，二者活性的变化可反映铁及其螯合剂对体

系硫酸盐还原及产甲烷过程的影响．由图 ５ 可知，铁及其螯合剂的添加对 ＡＰＳ 还原酶的活性没有显著影

响，但对亚硫酸盐还原酶的活性抑制作用则十分显著．当添加 １０ μｍｏｌ·Ｌ－１ ＮＴＡ＋４０ ｍｇ·Ｌ－１ Ｆｅ０时，亚硫

酸盐还原酶的活性最低，为 ８７．７ Ｕ·ｇ－１ＶＳＳ，与对照实验相比下降了 ２１０．３３％．已有研究也发现，添加铁可

抑制亚硫酸盐还原酶的活性，但具体机理尚不明确［２５］ ．结合表 ２ 和图 ４ 结果可知，在高碳氮比条件下，铁
及其螯合剂可显著提高产甲烷活性，硫酸盐还原过程失去竞争底物方面的优势，导致亚硫酸盐还原酶活
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性降低，硫酸盐还原过程受到抑制．

图 ５　 铁及其螯合剂对硫酸盐还原关键酶活性的影响

Ｆｉｇ．５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｆｅ ａｎｄ ｃｈｅｌａｎｔ ｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｋｅｙ ｅｎｚｙｍｅｓ ｏｆ ＳＲＢ ＢＡＡ⁃ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｎｇ ｐｒｏｔｅａｓｅ

３　 结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ）

铁及其螯合物可显著提高含硫酸根的高碳氮比废水的厌氧产气效果，当联合添加 １０ μｍｏｌ·Ｌ－１ ＮＴＡ
与 ４０ ｍｇ·Ｌ－１ Ｆｅ０时，累积产气率达 １９６．２ ｍＬ·ｇ－１ＣＯＤ，与对照实验相比，提高了 １２３．９７％．相应地，体系水

解酸化过程的关键酶与产甲烷过程关键酶活性明显提高，而亚硫酸盐还原酶的活性却受到显著抑制．铁
的添加可有效补充体系中的微量金属元素，而 ＮＴＡ 是金属离子的螯合剂，其添加可有效提高铁对体系

微量金属元素的补充效果，在一定程度上缓解氮源相对缺乏给产甲烷带来的不利影响，同时，抑制硫酸

根还原过程，强化产甲烷效果．
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