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摘要：通过考查产甲烷过程中辅酶 6 和辅酶 L"!#浓度的变化，研究了钴及其配合物的添加对产甲烷的影响。

研究表明，添加钴和配合钴对产甲烷关键酶的浓度均有一定影响，同时，在相同添加摩尔浓度下，相对于钴，

配合钴对关键酶的影响更为显著。当丝氨酸 钴配合物的添加剂浓度为 !!<34 M N 时，污泥中（2++）辅酶 L"!#
的浓度由空白样的 #O%PQ!<34 M R 提高到 #OB!$!<34 M R，辅酶 6 的浓度由空白样的 Q9O#9!<34 M R 提高到 99#OB#

!<34 M R。
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在厌氧消化产甲烷的过程中，以充足量和生物

学有效形式存在的微量金属元素钴不仅有利于产甲

烷过程和微生物细胞的合成［9"!］，还可促进酶合成或

激活在生化反应中起催化作用的酶［%］。产甲烷代谢

途径中包含 ! 类重要的辅酶［"］：作为甲基载体的辅

酶和作为电子载体的辅酶。辅酶 L"!#在产甲烷的电

子传递链中起着不可忽视的作用［Q］，是产甲烷菌特

有的物质，可以用来反映同种厌氧污泥产甲烷菌的

数量或是污泥的产甲烷活性［B］。辅酶 6 存在于所

有的产甲烷菌中，在甲基传递链中作为甲基传递的

辅酶，也可用来反应产甲烷菌的数量及活性［P］。到

目前为止，有关微量元素钴对产甲烷的促进作用研

究主要以产甲烷量为评价指标。本文拟通过产甲烷

过程中关键酶浓度的变化来评价钴及其配合物对厌

氧消化产甲烷过程的影响。

H 材料与方法

H 5H 实验用水［!，Q］

本实验采用合成配水。其配方如下：葡萄糖质

量浓 度 Q R M N，氮、磷 分 别 以 1Z".4 和 [Z!/," 及

17!Z/," 的形式提供，满足 <（.,\）] <（1）] <（/）̂

!##]Q ]9。为保证体系有足够的 UZ 缓冲能力，配水
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中加入质量浓度为 ! " # $ 的 %&’()*。

常量 元 素：!（%&(+）, ! --.+ # $；!（/"(+0）,
12!--.+ # $；!（(&(+0）, 12!--.+ # $，!（%&03）, 4--.+ # $。

微 量 元 素 溶 液：%&035)*，%&06)7，%&0/.)7，

’*8)7，9:(+0，(;(+0，/:(+0 的 浓 度 为 4 --.+ # $；

!（%<(+0）, 4--.+ # $；!（=5(+0）, 41--.+ # $。

! >" 实验污泥

实验所用的颗粒污泥取自启动成功的 ?@38 反

应器，!（()A）, ! " # $，’BC , 4D。在实验室用 4$ 的

?@38 反应器驯化 41 D 后，()A 去除率稳定在 E!F
左右，即认为污泥驯化成熟。污泥 C3 是指试样在一

定温度下蒸发至恒重时所余固体的总量，G33 是指

试样经过滤或离心后得到的悬浮物蒸发后所余固体

量中有机物的含量，常以 G33 表示厌氧污泥的生物

量。本实验所用污泥 C3 为 412HIF（湿污泥中总固

体质量分数），G33 为 E12J*F（总固体 C3 中有机物

的质量分数）。

! ># 分析方法

!$#$! 厌 氧 污 泥 产 甲 烷 体 积 的 确 定（ 史 式 发

酵法［E］）

取驯化好的湿污泥 I "，置入 40! -$ 血清瓶中，

然后加入 411-$ 实验用水，并按要求添加 (.0 K 或钴

的配合物，L’ 值调至 H M 120，充氮气 41 -<:，迅速密

封，置于 *!N 恒温室中，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。期间，为

使污泥和基质充分接触，每 40 O 摇动血清瓶 4 次。

!$#$" 厌氧污泥中辅酶 =701浓度的测定（紫外分光

光度法［!］）

%& 步骤，见图 4。

图 ! 颗粒污泥样品（’(")）预处理步骤

*& 计算方法。用紫外 可见光光度计在波长

701 :- 下测定。计算公式如下：

! "
（#4 $ #1）%

"&
式中：! 为污泥中的辅酶 =701浓度，--.+ # $；#4 为试

样在 701:- 下的吸光度值；#1 为参比样在 701:- 下

的吸光度值；% 为稀释倍数；& 为比色皿厚度，P-；"
为辅酶 =701的消光系数，$ #（P-·--.+）；在 L’ , 4*2!
时，", !72* $ #（P-·--.+）。

在求出污泥混合液的辅酶 =701浓度 ! 后，可以

根据污泥液的 G33 浓度求出污泥内的辅酶 =701浓

度，计算公式为

!’ " !
(

式中：!’ 为单位质量污泥中辅酶 =701的含量，--.+ # "；
( 为单位体积污泥中的污泥质量，" # $>
! ># ># 厌氧污泥中辅酶 / 浓度的测定［H］

取 ! " 湿污泥与 0-$ 质量分数为 4F的三正丁基

膦混合，室温反应 4 O 后，离心（转速为 40 111 Q # -<:）

0-<: 分离。取 4-$ 上清液和 01!$ 邻苯二甲醛溶液

（甲醇质量浓度为 01 -" # -$）、01!$ 乙醇胺溶液（硼

酸缓冲液（L’ , J21）质量浓度为 01!$ # -$）衍生。

衍生条件为好氧、室温反应 ! -<:。然后取样进行

’R$( 分析测定辅酶 / 的浓度。

’R$( 检测条件：85PS-&: 4!H 荧光检测器，发射

波长为 **E :-，激发波长为 7!1 :-；’R$( 分析采用

TP.:.ULO5Q5 (4E 柱，流动相配比为 H V* 的乙酸纳缓冲

液（!1--.+ # $，L’ , !2H）和乙腈，流速为 4 -$ # -<:，进

样量为 0!$。实验所用辅酶 / 标样购于 U<"-& 公司。

!$#$( G33 的测定（重量法［J］）

取定量污泥，离心机（转速为 7 !11 Q # -<:）离心

41-<: 后，将离心后固体部分完全转移至坩埚内，放

入烘箱内于 41!N下烘至恒重后，放入马弗炉内，在

I1N下灼烧至恒重后，取出测定其 G33 值。

" 结果与讨论

" >! 钴的添加对辅酶浓度的影响

(.0 K 的添加对辅酶 / 和辅酶 =701浓度的影响情

况如图 0 所示。随着体系中 (.0 K 浓度的增大，辅酶

/ 和辅酶 =701的浓度均呈先增加后降低的趋势。当

(.0 K 的添加浓度为 4!-.+ # $ 时，辅酶 / 和辅酶 =701
浓度的提高幅度分别为 *2J0F和 J2I*F。当钴的

添加浓度升高到 7!-.+ # $ 时，产甲烷过程中的辅酶

/和辅酶 =701 的 浓 度 最 高，分 别 比 空 白 样 增 加 了

4H2J0F和 0J2EHF。之后随着 (.0 K 添加浓度的进

一步增加，辅酶 / 和辅酶 =701的浓度开始降低，当添
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加浓度为 !!"#$ % & 时，辅酶浓度略低于空白样，’#( )

添加表现出一定的抑制作用。此后，钴的添加浓度

越高，抑制作用越明显，到 *+!"#$ % & 时，辅酶 , 和

辅酶 -.(+ 的浓度分 别 比 空 白 样 减 少 了 *+/+01 和

2/3(1。’#( ) 的添加对厌氧污泥产甲烷的影响如图

3 所示。由图 ( 可知，’#( ) 的添加对厌氧污泥产甲

烷的影响与对辅酶 , 和辅酶 -.(+浓度关系存在一定

的相关性。当 ’#( ) 的添加浓度为 *!"#$ % & 时，产甲

烷量提高了 !/*01，’#( ) 的添加浓度为 .!"#$ % & 时，

产甲烷体积达到最高，比空白样增加了 33/221。

图 ! "#! $ 浓度对辅酶 %和辅酶 &’!(的影响

图 ) "#! $ 浓度对甲烷发酵的影响

4—空白；5—丝氨酸 钴配合物；6—赖氨酸 钴配合物；7—半胱氨酸 钴配合物；8—甘氨酸 钴配合物；9—甲硫氨酸 钴配合物

图 ’ 配合钴对甲烷发酵和辅酶的影响

可见，钴的添加对产甲烷过程中的辅酶以及厌

氧污泥产甲烷活性均存在“低促高抑”效应。厌氧污

泥的产甲烷活性反映了产甲烷菌的活性，适量钴的

添加能促进产甲烷菌的活性或是促进产甲烷菌的生

长，也可体现在辅酶浓度变化上："足量的元素钴可

以促进微生物细胞的合成［(#3］。本试验采用的是缺

钴驯化方法，因此接种污泥中所含钴的量很少，微量

钴的添加可以促进产甲烷菌的生长，相应的辅酶浓

度增加，厌氧污泥产甲烷体积增加。$足量的钴可

以促进酶的合成［.］。与产甲烷过程密切相关的辅酶

:*(含有钴，钴的添加可促进辅酶 :*(的合成，进而有

利于辅酶 , 和辅酶 -.(+的合成。%钴还能抑制细胞

呼吸链中重要的呼吸酶，具有脱氧作用，可为厌氧菌

提供良好的生长环境，促进厌氧菌的生长，辅酶浓度

随之升高。因此，在添加低浓度钴时，钴可以提高辅

酶的浓度。当 ’#( ) 的添加浓度超过 0!"#$ % & 时，即

钴浓 度 过 高 时，过 量 的 ’#( ) 可 能 会 与 体 系 中 的

’;( <
3 、=( < 、=;( <

. 发生反应，生成难溶沉淀，而这些

难溶物的凝聚作用可使部分酶发生沉淀，从而降低

酶的浓度。另一方面，过量的 ’#( ) 容易与细菌蛋白

质结合而使蛋白质变性或沉淀［2］，因此，过量钴的添

加不利于甲烷发酵过程及辅酶浓度的提高。

! >! 不同配合钴对辅酶浓度的影响

微量金属的生物有效度是指微生物能够真正利

用的微量金属元素的量。化学配合作用可以保持微

量金属元素的溶解状态，从而提高添加钴的生物有

效性。本文选择 2 种配体与钴进行配合，考察配合

钴对辅酶 -.(+和辅酶 , 的影响，不同钴配合物的添

加浓度均为 *!"#$ % &。2 种氨基酸选择的理由是：甘

氨酸（氨基乙酸）是最简单的氨基酸也是最简单的配

合物；赖氨酸能与钴形成比较稳定的 * ?. 的配合物；

半胱氨酸和甲硫氨酸里面含有硫，并且可以被微生

物利用［3］，具有双重营养作用；丝氨酸的结构和辅酶

, 类似［*+］，或许能对微生物的生长起到促进作用，

也具有双重营养作用。

图 . 分别给出了不同氨基酸 钴配合物的添加

对厌氧污泥产甲烷影响以及辅酶 , 和辅酶 -.(+浓度

的影响。从图 .（4）可以看出，2 种配体氨基酸均能

促进厌氧污泥产甲烷。从图 .（5）和图 .（6）结果可

以看出，2 种配体氨基酸（除甲硫氨酸 钴的配合物

外）也相应地促进辅酶 , 和辅酶 -.(+的产生，其中以

丝氨酸 钴配合物的效果最佳。由此可以推断，配合

形式钴的添加促进产甲烷菌的生长以及辅酶的产
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生，从而促进了厌氧污泥的产甲烷量。对比图 ! 和

图 "（#）、图 "（$）中的实验结果可知，添加 %!&’( ) *
丝氨酸 钴配合物时的辅酶 + 和辅酶 ,"!-浓度比直

接添 加 %!&’( ) * .’! / 分 别 增 加 了 0%12!3 和

!01003。配合形式钴的添加可以提高钴的生物有

效性，避免与体系中的 .4! 5
6 、7! 5 、74! 5

" 发生反应生

成难溶沉淀。

! 8" 配合钴的添加量对辅酶浓度的影响

以丝氨酸为配体，考察了配合钴的添加量对厌

氧污泥产甲烷量影响以及对辅酶 + 和辅酶 ,"!-的影

响，结果如图 0、9 所示。由图 0 可见，产气量先增加

后降低。添加 %!&’( ) * 丝氨酸 钴的配合物产气量

达到 %!:10&*，相比空白样增加 6619"3。当丝氨酸

钴配合物浓度为 !!&’( ) * 时，产气量达到最大，为

%0"1;9&*，比空白样增加了 9-3。辅酶 + 和辅酶

,"!-浓度的变化也呈相同的趋势，在添加配合物浓度

较高时，污泥中对辅酶浓度的影响更为明显。当丝

氨酸 钴配合物浓度为 !!&’( ) * 时，辅酶 + 和辅酶

,"!-浓度分别为 %%-19-!&’( ) < 和 -19!2!&’( ) <，比空

白样分别增加了 %%912!3和 9;1";3。当添加浓度

继续增加时，辅酶浓度反而减少。当添加 %-!&’( ) *
丝氨酸 钴配合物时，污泥中辅酶 + 和辅酶 ,"!-浓度

分 别 从 %%-19-!&’( ) < 和 -19!2!&’( ) < 降 低 到

;!!&’( ) < 和 -16:2!&’( ) <。

图 # 丝氨酸 钴的添加量对甲烷发酵的影响

图 $ 丝氨酸 钴浓度对辅酶 % 和辅酶 &’!(的影响

对比分析图 6 与图 9 中的结果可知，配合钴的

添加量对辅酶浓度的影响趋势与直接添加 .’! / 对

辅酶浓度的影响趋势基本相似，但影响程度不同。

无论是添加配合钴还是直接添加 .’! / 均能刺激产

甲烷菌的生长，提高辅酶的浓度，但在相同钴元素浓

度的条件下，配合形式的钴对辅酶的促进作用明显

大于直接添加 .’! / 的情形。在各自的最佳添加量

下（前者为 !!&’( ) *，后者为 "!&’( )），辅酶 + 和辅酶

,"!-的浓度分别比空白样增加了 %%912!3、9;1";3
和 %;1:!3、!:12;3。配合态的钴对产甲烷菌的促

进作用大于 .’! / ，并且随着添加浓度的增加，配合

态钴对产甲烷菌的抑制作用要小于直接添加 .’! / ，

即使在添加浓度为 %-!&’( ) * 时，相对空白样仍具有

一定的促进作用。这可能是因为配合形式的钴不易

与体系中的 .4! 5
6 、7! 5 、74! 5

" 发生反应生成难溶沉

淀，避免了对产甲烷菌的不利影响。

" 结 论

)* 直接投加 .’! / 对产甲烷菌的生长和关键酶

的影响存在“低促高抑”效应。最高的辅酶浓度出现

在 .’! / 的添加量为 "!&’( ) * 时，污泥中辅酶 ,"!-浓

度由空白样的 -16;0!&’( ) < 提高到 -1"2;!&’( ) <，辅

酶 + 的 浓 度 则 由 空 白 样 的 0%1-%!&’( ) < 提 高 到

9-1%0!&’( ) <。
+* 投加配合形式的钴对产甲烷菌的生长和关

键酶的产生具有更大的影响，同样也存在“低促高

抑”现象，其中以丝氨酸 钴配合物的添加对关键酶

浓度的影响最为明显。最高的辅酶浓度出现在丝氨

酸 钴配合物的添加剂量为 !!&’( ) * 时，污泥中辅酶

,"!- 的 浓 度 由 空 白 样 的 -16;0 !&’( ) < 提 高 到

-19!2!&’( ) <，辅酶 + 的浓度由空白样的 0%1-%!&’( ) <
提高到 %%-19-!&’( ) <。
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图 ! 推流式水解池结构示意图

（!"#），投加量 $%% & ’%% () * +。气浮采用部分回流

加压系统，回流量为 ,%-，气浮池前增加 .%(/0 反应

室容积，气水比 $-，溶气压力 ’ & , 个大气压，溶气时

间 ’(/0，溶气罐内充填瓷环填料，以增加溶气效率［’］。

废水经混凝气浮后，!（#12）降至 .3%() * + 以下。

"# 活性炭吸附能力强，脱色和去除 #12 都十分

有效。尽管价格较贵，再生比较困难，但由于其吸附

容量大，运行周期长，作为废水深度处理或废水终端

处理的把关装置具有突出的优越性。目前在较小规

模的污水治理工程中，活性炭吸附装置仍广泛采用。

实验和工程运行结果表明，吸附后的废水!（#12）低

于 .%%() * +，达到一级排放标准。

! 4$ 主要构筑物的设计参数与运行效果

主要构筑物的设计参数见表 $。

表 !

!
!!!

主要构筑物的有效容积与水力停留时间

处理单元
有效容

积 * (’
水力停留

时间 * 5
处理单元

有效容

积 * (’
水力停留

时间!! * 5
废水池 .$%6% $,6% 水解池!!! ,3%6% ,36%
中和池 3%6% .%6% 好氧池!!! .3%6% .36%
沉淀池 $%6% ,6% 气浮池!! ’%6% .63

水解池" .3%6% ’%6% 吸附塔!! .367 .6%
好氧池" 8%6% .$6%

废水处理工程建成后的处理效果分别见表 ’，,。

表 $ 各处理单元对 #12

!
!!!

处理效果

处理单元 !（#12）*
（()·+9 .）

处理单元 !（#12）*
（()·+9 .

!
!
!
!
!
!
!

）

沉淀池 3%%% & 8%%%
水解池" ’:%% & ,%%%
好氧池" ..%% & .$%%
水解池! 8%% & 7%%

好氧池! $3% & ’3%
气浮池 .$% & .3%
吸附塔 :3 & .%%

总去除率 * - ; <<

注：水解池"、好氧池"、水解池!、好氧池!的数据是出水经沉

淀测得。

表 % 工程实际运行效果

=> !（#12#?）*
（()·+9 .）

!（@123）*
（()·+9 .）

!（AA）*
（()·+9 .）

色度 *倍

:6$ << $< ’% ,$
:63 <, $7 ’3 ’’
76< <. $, ,’ ’7
:6. :: $$ ,% $<

注：表中数据为平均值；采样地点为总排放口。

从表 ’ 和表 , 可以看出，山梨酸生产废水经石

灰中和沉淀、两级水解酸化 好氧处理、混凝气浮、吸

附处理后，#12 总去除率达 <<-以上，出水!（#12）

在 .%%() * + 以下，主要污染指标达到 B@:<7:—.<<8
《污水综合排放标准》一级排放标准。

$ 结 语

&# 山梨酸生产废水经石灰中和沉淀、两级水解

酸化 好氧处理、混凝气浮、吸附处理后，!（#12）从

.3%%%() * + 降至 .%%() * + 以下，总去除率达 <<-以

上，主要污染指标达到 B@ :<7:—.<<8 的一级排放

标准。

’# 采用石灰中和，辅以空气搅拌，可使一部分

污染物转为沉淀物得以去除，一部分可挥发性污染

物被吹脱去除，并将废水的 => 值提高到 7 & :，减弱

生化处理阶段山梨酸对微生物抑制作用。

(# 采用两级水解酸化 好氧工艺，利用厌气菌

和乳酸菌分解废水中残留的山梨酸，同时兼性细菌

（水解菌和产酸菌）可将废水中的大分子有机物分解

为易生化的小分子有机物，@123 与 #12 之比值从

%6.< 提高到 %6’% 以上，改善废水的可生化性，为后

续好氧处理创造条件，提高了生化处理的整体效果。
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