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Fe2+ 对太湖蓝藻厌氧发酵产甲烷过程中
关键酶的影响

马素丽, � 刘 浩, � 严群*

(江南大学 环境与土木工程学院,江苏 无锡 214122)

摘 � 要: 通过研究不同质量浓度 Fe2+ 对太湖蓝藻厌氧消化过程中相关酶活性的影响, 以进一步提

高其厌氧产甲烷的能力。结果表明,当添加Fe
2+
3 mg / L 时,反应瓶中甲烷积累产量最高,为986� 7

mL, 比空白对照组提高了 43倍。同时,当 Fe2+ 质量浓度为 0� 5 mg/ L 时, 脱氢酶活性达到 118 U,

比空白对照组提高了 76%;当 Fe2+ 质量浓度为 0� 5 mg/ L 时, BAA�蛋白水解酶活性为 3126� 9 U,

比空白对照组提高了 83� 4% ;当 Fe
2+
质量浓度为 1 mg/ L 时, ��葡萄糖苷酶活性达到 47 493 U ,比

空白对照组提高了 6� 3倍;当 Fe
2+
质量浓度为 3 mg / L 时, F 420摩尔质量为 0� 2 mmol/ g ,比空白对

照组提高了 4� 3倍。
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Effect of Fe2 + Concentration on the Enzymes during Methane

Production from Taihu Blue Algae by Anaerobic Digestion

MA Su�li, � LIU H ao , � YAN Qun
*

( Schoo l o f Env ironmental and Civil Eng ineering , Jiangnan Univer sity, Wux i 214122, China)

Abstract: The effect o f Fe
2 +

concentrat ion on the enzymes during methane generat ion fr om T aihu

blue�gr een algae w as studied in this manuscript . It w as found that the max imum methane y ield

r eached at 986. 7 ml w hen Fe2 + concentrat ion w as 3 mg/ L , and it w as about 43 times mo re than

that of the contro l g roup. When 0. 5 mg/ L Fe
2+

added to the fermentation medium, the act ivity

o f dehydrogenase, and BAA�hydr olysing pro tease w as 118 U and 3 126� 9 U , respect iv ely , and

increased 76% and 83. 4% , w hen compred w ith the cor responding value of the contro l. The

activity of ��g lucosidase enzyme r eached 47 493 U , w hen Fe
2 +

concentrat ion w as 1 mg/ L, and it

w as about 6� 3 t imes more than that of the control g roup. T he coenzyme F420 content w as 0� 2
mmol/ g w hen Fe

2 +
concentrat ion w as 3 mg / L , w hich w as about 4. 3 t imes more than that of the

control group.

Key words: blue�g reen alg ae, anaerobic digest ion, Fe2+ , methane, enzyme act ivity



� � 近年来, 中国太湖、滇池、巢湖等陆续出现蓝藻

暴发现象。尤其是 2007 年夏天太湖蓝藻大规模暴

发,给无锡市以及太湖周边其它地区造成了一定程

度的生态危机。据统计, 2007年无锡市从太湖里打

捞蓝藻共约 30万 t , 2008年约 50万 t , 2009年约 40

万 t。目前, 从太湖打捞出来的蓝藻大多堆放于池

塘,大多未得到及时处理; 并且, 大量蓝藻堆积, 易

引起周边环境的二次污染。此外, 鉴于藻类中有较

高的碳氮含量, 因而以其作为底物, 与其他工农业

废弃物相结合进行厌氧发酵生产甲烷
[ 1]
是将蓝藻

资源化利用的有效途径之一。然而, 目前采用该法

处理的蓝藻量还较低,而需要处理的打捞蓝藻却每

年都在急剧增加。为了进一步提高蓝藻厌氧发酵

产甲烷的效率,可通过分析蓝藻厌氧消化过程的酶

学过程着手, 以期找出蓝藻厌氧发酵产甲烷过程中

的重要生物化学影响因素。

有机废弃物的厌氧消化过程, 其实是各种各样

的酶主导的生物化学反应过程,而这些酶的活性通

常会受到各种环境因素,尤其是金属离子浓度的影

响。金属离子对酶活性的影响包括: 激活作用和抑

制作用。作为一种重要的金属离子, Fe
2+
是一种或

多种酶的激活剂。研究表明, Fe2+ 可以加速多种酶

反应进程[ 2]。然而,目前尚没有 Fe2+ 对蓝藻厌氧发

酵产甲烷过程中关键作用酶影响作用的报道。

作者研究了不同浓度的 Fe
2+
对蓝藻厌氧发酵

过程中的几种关键酶, 即脱氢酶、BAA�蛋白水解
酶、��葡萄糖苷酶活性及辅酶 F 420摩尔质量的影响。

1 � 材料与方法

1� 1 � 实验材料
蓝藻:取自无锡市胡埭镇邵家湾蓝藻堆放池,

蓝藻中碳的质量分数为 420~ 450 mg/ g (以干物质

计) ,以平均 440 mg/ g (干物质 T S)计算, 有机质质

量分数为碳质量分数的 1� 724 倍; 蓝藻中氮的质量

分数为 64~ 69 mg/ g (以干物质计) , 以平均 67 mg/

g (干物质 TS)计算; 蓝藻中磷的质量分数为 6� 2~
7� 4 mg/ g (以干物质计) ,平均以 6� 8 mg/ g(干物质

T S)计算;蓝藻中灰份的质量分数为 65~ 100 mg/ g

(以干物质计) ,以平均 82 mg / g (干物质 TS)计算。

活性厌氧颗粒污泥: 取自无锡市宜兴协联热电有限

公司。

1� 2 � 实验装置
采用 500 mL 的抽滤瓶作为反应容器, 用倒置

的量筒作为气体收集装置。反应温度由电热恒温

水浴锅控制。气体检测由抽滤瓶上端的气体取样

口取样,发酵液从抽滤嘴取样。

1� 3 � 实验方法
按照蓝藻与活性厌氧颗粒污泥干物质量之比

为 5: 1装料,控制反应容器中干物质总量为 15 g ,

初始 pH 值调整至 7� 4~ 7� 6。之后, 用蒸馏水将每

个反应罐定容至 700 mL, 之后向每个反应瓶内分别

加入不同量的 Fe2+ , 使每个反应瓶内的 Fe2+ 浓度

分别为 0、0� 5、1、2、3、4 mg/ L。在( 37+ 1) � 下进

行厌氧发酵。

1� 4 � 分析项目及方法
1� 4� 1 � T S和 VS 的测定 � 称重法,见文献[ 3]。

1� 4� 2 � 甲烷成分测定 � 甲烷含量测定采用气相色
谱仪: GC910,上海科创色谱仪器有限公司制造。色

谱柱为不锈钢填充柱,填料为5A分子筛。柱长为 1

m � 6 mm ,柱温 90 � , 汽化温度 100 � , 检测器温

度 100 � ,载气为氩气,进样量 100 �L。

1� 4� 3 � 酶活测定方法 � 脱氢酶活性测定方法见文
献[ 4]。37 � 下, pH 在 7� 4~ 7� 6时, 定义含 lg TS

的底物在 1 h 产生 1 �gTF 为一个酶活单位 U ;

BAA ( N���benzoy l�L�arg ininamide)�蛋白质水解酶
活性测定方法见文献[ 5]。37 � 下, pH 在 7� 4~
7� 6时, 定义含 lg T S的底物在 1 h 产生 1 �mo l,

NH 4�N 为一个酶活单位 U; ��葡萄糖苷酶活性测定
方法见文献[ 6] , 37 � 下, pH 在 7� 4~ 7� 6时, 定义

含lg T S的底物在 1 h产生1 �mol PN P 为一个酶活

单位 U; 辅酶 F 420摩尔质量测定:紫外分光光度法,

见文献[ 7] , 单位的底物以 VSS计。

2 � 结果与分析

2� 1 � 添加不同质量浓度的 Fe
2+
对太湖蓝藻厌氧发

酵甲烷产量的影响

图 1 为添加不同浓度的 Fe2+ 对蓝藻厌氧发酵

过程甲烷产量的影响。每个反应瓶中的甲烷一开

始随着反应的进行而增加,但到第 10天后, 甲烷产

量趋于稳定。同时,随着反应体系中所添加的 Fe2+

质量浓度的增加, 甲烷累计产量亦随之上升, 其中

当 Fe2+ 质量浓度为 3 mg / L 时, 累计产甲烷量达到

最大值 986� 7 mL, 比对照组提高了 43 倍。而当

Fe2+ 质量浓度继续提高时,甲烷累计产量却呈下降

趋势。

这可能是由于一定质量浓度的 Fe2+ 对厌氧发

酵过程中的相关酶系有促进作用, 其中当 Fe
2+
质量

浓度为 3 mg/ L 时, 其对厌氧发酵过程中起作用的

酶活性的促进作用达到最高, 可提高厌氧发酵效

率。由此可见, 在甲烷发酵过程中,添加 Fe2+ 不仅
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可以提高反应过程中起关键作用的酶的活性,还可

以一定程度促进蓝藻的厌氧消化, 产生更多的甲

烷。

图 1� 添加不同质量浓度 Fe2+ 对太湖蓝藻厌氧发酵产

甲烷的影响

Fig. 1� Effect of Fe2 + concentration on the methane pro�

duction from Taihu blue algae

2� 2 � 添加不同质量浓度的 Fe
2+ 对蓝藻厌氧发酵过

程中脱氢酶活性的影响

脱氢酶能酶促脱氢反应,即酶促有机物质脱氢

的作用, 它由活的生物体产生。在废水生物处理

中,由于它可以反映处理体系中活性微生物量及其

对有机物的降解活性,因而成为一项指示污泥活性

的重要指标
[ 8- 9]
。

� � 图 2为添加不同质量浓度的 Fe2+ 对蓝藻厌氧

发酵产甲烷过程中脱氢酶活性的影响。随着蓝藻

厌氧消化过程的进行, 在发酵初始阶段, 各个反应

瓶中脱氢酶活性皆呈升高趋势,当到达第 3 天时,

脱氢酶活性达到最高。此后,脱氢酶活性呈下降趋

势。同时,随着反应体系中所添加 Fe2+ 质量浓度的

增加,产甲烷过程中脱氢酶的活性均有不同程度的

提高,其中当添加 Fe2+ 质量浓度为 0� 5 mg / L 时,

该酶活性达到最高, 为 118 U , 比空白对照组提高

了 76%,而当 Fe2+ 质量浓度继续增加时, 脱氢酶活

性呈降低趋势。

这可能是由于大多数脱氢酶的天然受体是

NAD+ 或 NADP+ , 脱氢酶的底物经这类脱氢酶的

催化使 NAD( P)
+
还原生成NAD( P) H。而 Fe

2+
是

一种还原剂, 从而可以协助脱氢酶加速 NAD( P) +

的还原速度, 进而提高了脱氢酶的活性。

2� 3 � 添加不同质量浓度的 Fe
2+ 对蓝藻厌氧发酵过

程中 BAA�蛋白水解酶活性的影响
BAA�蛋白水解酶是用来催化多肽或蛋白质水

解的一种酶。在本厌氧发酵产甲烷的反应体系中,

该酶主要作用在水解阶段, 将大分子蛋白质水解成

较小的氨基酸分子。

图 2� 添加不同质量浓度的 Fe2+ 对蓝藻厌氧发酵过程

中脱氢酶活性的影响

Fig. 2 � Effect of Fe2 + concentration on the dehydrogen�

ase enzyme during anaerobic digestion from cya�

nobacteria

图 3 为添加不同质量浓度的 Fe2+ 对蓝藻厌氧

产甲烷过程中 BAA�蛋白质水解酶活性的影响。可
以看出,随着蓝藻厌氧消化过程的进行, 在发酵初

始阶段,各反应瓶中的 BAA�蛋白水解酶活性皆呈
升高趋势, 当到达第 10 天时, BAA�蛋白水解酶活
性达到最高。此后, BAA�蛋白水解酶活性呈降低
趋势。同时,随着反应体系中所添加的 Fe2+ 质量浓

度的增加, 产甲烷过程中 BAA�蛋白质水解酶的活
性均有不同程度的提高, 其中当 Fe

2+
质量浓度为

0� 5 mg/ L 时,该酶活性达到最高,为 3 126� 9 U, 比

空白对照组提高了 83� 4%, 而当 Fe2+ 质量浓度继

续增加时, BAA�蛋白水解酶活性呈降低趋势。

图 3� 添加不同质量浓度的 Fe2+ 对太湖蓝藻厌氧发酵

过程中 BAA�蛋白水解酶活性的影响

Fig. 3� Effect of Fe2 + concentration on the BAA�hydrol�

ysing protease during the anaerobic digestion

from Taihu blue algae

一些蛋白水解酶的活性中心包括金属离子和

相应氨基酸, 或者在起催化作用时, 需要金属离子

参与。而 Fe2+ 可以和某些蛋白水解酶结合,进而使
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其发生变构作用, 加强其对相应蛋白质的催化水解

作用,从而提高总体蛋白水解酶的活性。

2� 4 � 添加不同质量浓度的 Fe
2+ 对蓝藻厌氧发酵过

程中 ��葡萄糖苷酶活性的影响
��葡萄糖苷酶[ 10]

,又称 ��D�葡萄糖苷葡萄糖水
解酶,它能够水解结合于末端非还原性的 ��D�葡萄
糖苷键,同时释放出 �� D � 葡萄糖和相应的配基。
该酶主要作用在厌氧发酵过程的水解阶段,用来催

化生成 ��D�葡萄糖和相应的配基。
图 4为添加不同质量浓度的 Fe2+ 对蓝藻厌氧

产甲烷过程中��葡萄糖苷酶活性的影响。由图4可

知,厌氧发酵整个周期的大部分时段 ��葡萄糖苷酶
的活性几乎都维持在较低水平。在发酵初始阶段,

各反应瓶中的 ��葡萄糖苷酶活性皆呈升高趋势,当

蓝藻厌氧消化过程进行到第 6天时, 反应系统中 ��
葡萄糖苷酶活性达到最高,此后, ��葡萄糖苷酶活性
呈降低趋势。同时,随着反应体系中所添加的 Fe2+

浓度的增加, 产甲烷过程中 ��葡萄糖苷酶活性均有
不同程度的提高,其中当添加 Fe

2+
浓度为 1 mg / L

时, ��葡萄糖苷酶活性达到最高,为 47 493 U ,比空

白对照组提高了 6� 3倍,而当 Fe2+ 质量浓度继续增

加时, ��葡萄糖苷酶活性呈降低趋势。

图 4� 添加不同质量浓度的 Fe2 + 对太湖蓝藻厌氧发酵

过程 ��葡萄糖苷酶活性的影响

Fig. 4 � Effect of Fe2 + concentration on the ��glucosidase

during the anaerobic digestion from Taihu blue

algae

据 ��葡萄糖苷酶的催化机理[ 11] , 该催化反应过

程中, 其中一步反应是酶的亲核基团在酸碱催化

(提供一个质子)帮助下,去攻击底物的糖苷键 O原

子,形成共价的糖基酶中间体 E�S。由于 Fe2+ 很容

易与 O原子结合以发生氧化反应,从而推进了整个

催化反应进程。

2� 5 � 添加不同质量浓度的 Fe
2+ 对蓝藻厌氧发酵过

程中辅酶 F420摩尔质量的影响

作为产甲烷菌所特有的一种辅酶, F420可作为

低电位电子转移的载体,在甲烷的形成过程中起着

重要的作用。在多数情况下, 氧化态的辅酶 F 420充

当电子受体被氢化酶催化还原, 还原态的辅酶 F 420

( F420 H 2 )则可作为电子供体,把电子传递给产甲烷

过程中需要电子还原的反应。因此, 辅酶 F 420在产

甲烷的电子传递链中起着不可忽视的作用[ 12] 。此

外,在厌氧消化中,常常可利用辅酶 F 420在 420 nm

波长的紫外光激发下, 能产生自发蓝绿荧光这种荧

光特性来鉴别产甲烷菌,并可据此定性地判断污泥

产甲烷活性 [ 13]。

图 5 为添加不同质量浓度的 Fe2+ 对蓝藻厌氧

产甲烷过程中辅酶 F420摩尔质量的影响。由图 5可

看出,在发酵初始阶段,各反应瓶中的辅酶 F420摩尔

质量逐渐增高,当到达第 9天时,辅酶 F420摩尔质量

达到最高, 此后, 辅酶 F420摩尔质量以较快速度下

降。同时,随着反应体系中所添加的 Fe2+ 质量浓度

的增加,产甲烷过程中辅酶 F420摩尔质量均有不同

程度的提高, 其中当 Fe
2+
质量浓度为 3 mg / L 时,

F 420摩尔质量可达到最高值 0� 2 mmo l/ g, 比空白对

照组提高了 4� 3倍多。此后, 随 Fe2+ 质量浓度升

高,辅酶 F420摩尔质量反而呈下降趋势。同时, 在

Fe2+ 质量浓度为 3 mg/ L 时,甲烷累计产量也很高,

而且总体来看 F420的量与甲烷产量成正相关。

图 5� 添加不同质量浓度的 Fe2 + 对太湖蓝藻厌氧发酵

过程辅酶 F420摩尔质量的影响

Fig. 5 � Effect of Fe2 + concentration on coenzyme F420
during the anaerobic digestion from Taihu blue

algae

这可能是由于,当 Fe
2+
质量浓度为 3 mg / L 时,

蓝藻厌氧消化中脱氢酶、BAA�蛋白水解酶及 ��葡
萄糖苷酶等相关水解酶系的活性均已有不同程度

的提高,因而可产生出更多厌氧发酵产甲烷所需的

乙酸、氢等重要基质, 因而可相应地促进产甲烷辅

酶 F 420的活性, 并最终导致更多甲烷的生成。
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本研究表明, 作为可影响厌氧消化过程中多种

水解酶活性重要因素之一, 添加适量质量浓度的

Fe2+ , 可大幅提高蓝藻厌氧消化产沼气过程的甲烷

产量;重要的是, Fe
2+
对厌氧产沼气过程中 ��葡萄

糖苷酶和辅酶 F 420的促进作用较为明显。然而,要

找到真正可行的提高蓝藻厌氧发酵效率的方法,尚

需对蓝藻厌氧消化产沼气过程中不同反应阶段的

生物化学机制和反应装置的运行条件控制等领域

进行深入研究。
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