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55摘5要!5为研究不同外源酶对中温"*) 7$混合厌氧消化过程的影响!以秸秆污泥混合物

"质量比为 $ 84$作为底物!在最优投加量下将蛋白酶与纤维素酶按 $ 8$%$ 84%4 8$%$ 8*%* 8$ 等

) 组投加比设置实验!分析各组产气量%甲烷含量%发酵过程氨氮含量以及多糖%蛋白质%挥发性脂

肪酸"9:;/$的含量和酶活的变化情况& 结果表明!中性蛋白酶 8纤维素酶为 $ 84 的酶配比甲烷

产量最大!为 *6*&%) <=!>?和9?去除率分别达到 $%@和 2*&)@!且无9:;/积累!可以作为秸秆

污泥混合厌氧消化最佳外源酶投加量& 通过 AB=C对多酶联合反应消化液进行测定!发现厌氧消

化产物中高分子物质主要是生物聚合物和高分子质量腐殖酸&
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55污泥具有C+T值低的特性%秸秆混合污泥的共

消化工艺则可以控制合理的进料 C+T%有利于厌氧

消化过程的实施($)

* 研究表明%外加水解酶可提升

厌氧消化效果(4)

* aO<GR 等(*)证实污泥厌氧降解

受蛋白酶活性影响较大%外加中性蛋白酶可提高消

化液中的蛋白酶活性%从而促进蛋白质的水解及厌

氧消化效能的提升* 吴丹(2)在玉米秸秆厌氧消化

时添加了纤维素酶%发现产气效果明显提高* 罗琨

等())在污泥厌氧消化时%投加了淀粉酶和蛋白酶%

发现复合酶的促进效果优于单一酶* aSJcMSR]GI\

等(3)以浓缩污泥为原料%按照 $ 8$ 8$ 8$ 的酶配比

直接添加混合酶"纤维素酶$脂肪酶$

!

E淀粉酶$蛋

白酶#%沼气产量提高了 $3@%污泥体积减少 $*@*

以上研究仅局限于单种酶对单种底物和多种酶对单

种底物的作用机理研究%而复合酶对混合底物的影

响研究较少* 笔者采用单因素批次实验的方法%研

究了不同外源酶用量和不同复合酶配比对秸秆污泥

中温厌氧消化的强化效果%并为构造高效固体废弃

物混合厌氧消化工艺提供技术参考*

!"

材料与方法

!#!"实验材料

实验使用的污泥取自哈尔滨文昌污水厂二沉

池%取后静置 * \%去除上清液后%封装于塑料桶%放

在E2 7的冰箱里冷藏保存待用* 实验使用的秸秆

取自哈尔滨郊外某农田* 取料后将其风干并用研磨

机粉碎%研磨后过 $%% 目筛子%装袋在室温下保存*

秸秆与污泥的理化性质见表 $*

表 !"玉米秸秆和市政污泥的理化性质

>G[&$5BLZ/HJOJLS<HJGI0QO0SQMHS/OYJOQR /MQG]GR\ <PRHJH0GI

/IP\.S

项目 >?+@ 9?+@ C+@ T+@ C+T 0A值

秸秆 '*&4 6$&4 2(&4' %&34 66&(' +

污泥 )&' 4&( 42&33 )&%) 2&(( 3&(%

55厌氧消化接种污泥取自实验室同底物 C?>a反

应器%其>?为 *&)@%9? 为 $&*@* 实验所用外源

酶购自索莱宝公司%中性蛋白酶酶活为 3% %%% D+.%

纤维素酶酶活为 )% %%% D+.*

!#$"实验装置

将底部放置转子的厌氧发酵玻璃瓶放置在自带

水浴筒的磁力搅拌器上%反应温度控制在 *) 7%反

应器有效体积为 %&) =* 发酵瓶用带穿孔管的橡胶

塞密封%穿孔管连接采样气袋*

!#%"实验方法

秸秆预处理!将过筛称量后的秸秆浸泡于 $) 倍

质量$质量分数为 4@的TG"A溶液中%超声处理 3%

<HR并置于 )) 7恒温水浴箱中浸泡 $ \*

实验设计底物为 3 .>?%秸秆污泥质量比为

$ 84"即秸秆 4 .%污泥 2 .#*

实验首先采用批次发酵方式确定最优酶投加

量%运行 6 组实验%每组设置 * 个锥形瓶为平行样*

每个锥形瓶的接种泥量为 *)% <=%酶投加量见表 4*

将完成预处理的秸秆溶液$市政污泥按比例混合溶

液倒入相应的厌氧发酵瓶中%为排除空气对厌氧系

统的影响并营造厌氧环境%向各厌氧瓶氮吹 )

<HR

(6 E()

* 随后在最优投加比下%分别将两种酶按

$ 8$$$ 84$4 8$$$ 8*$* 8$ 等 ) 组投加比设置实

验%复酶批次混合发酵实验设计见表 *%分析各组产

气量$甲烷含量$发酵过程氨氮含量以及多糖$蛋白

质$挥发性脂肪酸"9:;/#的变化情况*

表 $"单酶批次混合发酵实验设计

>G[&45FX0SQH<SRM\S/H.R OY[GMJL <HXS\ YSQ<SRMGMHOR ]HML

/HR.ISSR-Z<S

组号
市政污泥+

<=

秸秆+

.

酶投加量+

"<.'.

E$

>?#

酶种类
接种泥+

<=

$d 3(&%% 4&$) % + *)%

4d 3(&%% 4&$) 3% 蛋白酶 *)%

*d 3(&%% 4&$) (% 蛋白酶 *)%

2d 3(&%% 4&$) $%% 蛋白酶 *)%

)d 3(&%% 4&$) 3% 纤维素酶 *)%

3d 3(&%% 4&$) (% 纤维素酶 *)%

6d 3(&%% 4&$) $%% 纤维素酶 *)%

表 %"复酶批次混合发酵实验设计

>G[&*5FX0SQH<SRM\S/H.R OY[GMJL <HXS\ YSQ<SRMGMHOR ]HML

<PIMH0ISSR-Z<S

组号
市政污泥+

<=

秸秆+

.

酶总投加量+

"<.'.

E$

>?#

蛋白酶 8

纤维素酶

接种泥+

<=

;d 3(&%% 4&$) (% $ 8$ *)%

ed 3(&%% 4&$) (% $ 84 *)%

Cd 3(&%% 4&$) (% 4 8$ *)%

!d 3(&%% 4&$) (% $ 8* *)%

Fd 3(&%% 4&$) (% * 8$ *)%

'6'
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!#&"分析方法

样品以 ( %%% Q+<HR离心 $) <HR后%取上清液过

%&2)

"

<滤膜后测定氨氮$9:;/* 分子质量采用

AB=C测定%多糖采用苯酚 E硫酸法测定%蛋白质采

用=O]QZ法测定%9:;/和气体成分含量采用气相色

谱法";.HISRM#测定%气体体积采用抽气法测定%纤维

素酶酶活采用 *%) E二硝基水杨酸法测定%氨氮$蛋

白酶酶活采用分光光度法测定%0A值采用 0A计测

定"A;TT;#*

$"

结果与讨论

$#!"投加单一酶对厌氧消化的强化效果

0A值和累积产甲烷量随时间的变化见图 $*
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图 !"'(值和累积产甲烷量随时间的变化

:H.&$5CLGR.SOY0AGR\ JP<PIGMH_S<SMLGRS0QO\PJMHOR

]HML MH<S

可以看出%各组的 0A值在第 $ 天下降%从第 4

天开始%各组的 0A值不断升高%逐渐上升到 6&% 左

右* 图 $"[#表明外加 (% <.+.>? 的纤维素酶相比

其他 4 组外源酶添加量%呈现较高的甲烷产量%而外

加 (% <.+.>? 的蛋白酶相比其他 4 组外源酶添加

量%没有明显的甲烷产量优势* 秸秆$污泥中的高分

子有机物必须经过传质进入细菌细胞体内才能参与

代谢反应%但是只有单体物质或者低聚物才能穿过

细胞膜被大多数原核和真核微生物利用%因此用于

厌氧消化微生物群落新陈代谢过程的基质必须先经

过水解酶的催化作用降解为小分子物质才能被进一

步分解利用* 外源酶的添加能加速微生物在水解过

程中对秸秆$污泥基质的利用效率%并降低相关生化

反应的活化能%从而为产甲烷微生物群落提供一定

的物质基础%进而增大甲烷产量* 因此实验首先确

定外源酶的最佳用量为 (% <.+.>?*

$#$"不同复合酶配比条件下的厌氧消化效果

$#$#!"不同复合酶配比对 0A值和9:;/的影响

不同复合酶配比对厌氧消化 0A值和 9:;/的

影响见图 4* 图 4"G#表明%;d$ed发酵瓶中9:;/在

第 $ 天即达到最大值%依次是"$ )4$&)' f33&)4#$

"$ 2$4&$( f)'&''# <.+=* Cd$!d和 Fd发酵瓶

9:;/在第 4 天达到最大值%依次是 "$ )$2&'( f

2'&3)#$"$ 3)$&'6 f2'&)4#和"$ *)'&)4 f*'&)4#

<.+=* ;d$ed$Cd和Fd中9:;/含量在发酵末期均

远低于初始值%而 !d发酵瓶在反应后期出现 9:;/

累积现象%之前的研究也证实了中性蛋白酶投加能

抑制秸秆污泥厌氧消化(')

%这表明在该混合酶配比

下蛋白酶能高效将蛋白质加速分解产生大量氨氮%

对厌氧消化产生一定抑制* 图 4 " [#表明%在第 $

天%;d$ed$Cd厌氧发酵瓶的乙酸含量很高%而!d和

Fd第 $ 天乙酸含量低于其他 * 组%表明过量的中性

蛋白酶或纤维素酶在厌氧消化反应初期不利于乙酸

的产生* 图 4"J#$"\#表明%在水解菌的作用下%有

机物经水解酸化产生大量 9:;/%9:;/短时间大量

积累%使得 0A值下降%在第 4 天%) 组的 0A值均降

至最低值%随后%产甲烷菌对 9:;/充分利用%使得

0A值逐步升高至 6&% 附近* 丙酸呈现的变化趋势

与 0A值呈负相关关系* ;d$ed$Cd和 Fd在反应结

束后丙酸含量远低于初始值%未发生酸化* 而!d在

反应后期出现丙酸累积现象%因为在该酶配比下厌

氧水解主要由外源酶完成%导致水解酸化可利用的

营养物质较低%从而抑制产甲烷菌%导致丙酸累积*
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图 $")*+,$乙酸$丙酸和 '(值随时间的变化

:H.&45CLGR.SOY9:;/% GJSMHJGJH\% 0QO0HORHJGJH\ GR\

0A]HML MH<S

$#$#$"酶联合对单日总产气量$产甲烷量的影响

不同外源酶配比对厌氧消化单日总产气量$产

甲烷量的影响见图 ** 可见%酶配比为 * 8$ 的发酵

瓶日产气量较低%酶配比为 4 8$ 和 * 8$ 的发酵瓶

分别在第 4 天和第 * 天达到日产气量峰值* 第 $ 天

;d$ed$Cd$!d和 Fd发酵瓶产气量分别是"43% f

$%&%%#$" 4*% f(&%' #$ " 4%% f$$&$% #$ " 44( f

$(&%3#和"3* f4&'%# <=%表明纤维素酶能明显提

高厌氧消化速率* 第 4 天酶配比为 $ 8$ 的发酵瓶

产气量没有明显变化%酶配比为 $ 84$$ 8* 的发酵

瓶产气量开始下降%;d$ed$Cd$!d和Fd发酵瓶产气

量分别是"434 f$4&%4#$"4%% f$*&*$#$"*%4 f

$*&4'#$"44% f$3&%'#和"(* f*&3%# <=* Fd发酵

瓶在第 * 天产气量达到峰值%为"$62 f$$&%3# <=*

由于后期有机物不足%在反应的后 2 天%每组厌氧消

化发酵瓶的生物气日产量呈下降状态* 反应共持续

6 \%从图 *"[#可以看出%;d$ed$Cd$!d和 Fd发酵

瓶中的甲烷累积产量分别是 "422&*3 f$'&3$#$

"*6*&%) f4'&6'#$"442&(( f43&%)#$"$4$&6$ f

$3&4)#和"$$6&63 f$$&63# <=* ed发酵瓶中的累

积产甲烷量最多%即蛋白酶 8纤维素酶为 $ 84 的酶

配比是最佳酶配比* 在一定范围内%纤维素酶投加

量越多%产气量越大*
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图 %"日产气量和累积产甲烷量随时间的变化

:H.&*59OIP<SJLGR.SOY\GHIZ[HO.G/GR\ JP<PIGMH_S<SMLGRS

0QO\PJMHOR ]HML MH<S

$#$#%"酶联合对氨氮$多糖$蛋白质的影响

不同外源酶配比对厌氧消化氨氮$多糖$蛋白质

的影响见图 2* 由图 2"[#可以看出%酶配比为 $ 84

的ed发酵瓶纤维素酶酶活在第 $ 天高于其他 2 组

发酵瓶%为 33&%' D+<=* 随着消化过程进行%纤维

素酶酶活不断下降至 4% D+<=左右* 所有发酵瓶

多糖含量在第 $ 天均下降至 4%% <.+=以下%分别是

"$4$&%$ f$%&*$#$ "$$)&4$ f6&4*#$ "$%%&$* f

*&)3#$"$$'&() f)&*4#$"$%%&$* f4&3*# <.+=*

从反应的第 4 天起%由于水解菌自身分泌的纤维素

酶酶活处于一个比较稳定的水平%) 组厌氧发酵瓶

中的多糖含量一直处于较低的水平* 实验结果表

'''
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明%外源酶的添加可以分解系统中无法被细菌分解

的有机物*

厌氧消化反应系统中的氨氮是由蛋白质分解得

来的* 氨氮过高对微生物产生一定抑制%从而抑制

厌氧产气* 氨氮含量过低会影响水解菌和产甲烷菌

酶的分泌合成*

图 2"J#表明%在第 $ 天%) 组反应器中的蛋白

质含量明显下降%并且从第 $ 天起持续稳定在较低

水平* 图 2"\#表明%蛋白酶酶活也在第 $ 天明显下

降%并且从第 $ 天起持续稳定在较低水平* 由图 2

"S#可见%) 组反应器中氨氮含量在运行期间不断上

升%并且氨氮的变化趋势一致* 表明通过添加中性

蛋白酶%蛋白质水解效果并未明显提升%这主要是因

为微生物自身产生的蛋白酶活性较高造成的* 在厌

氧消化反应结束后%!d厌氧发酵瓶中氨氮浓度最

大%为"4$2&(43 f2&4(# <.+=*
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图 &"多糖含量$纤维素酶酶活$蛋白质含量$蛋白酶

酶活和氨氮含量随时间的变化
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*

ETJORMSRM

$#$#&"酶联合对厌氧消化>?$9?的影响

不同外源酶配比对>?$9?的影响见图 )*
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可见%虽然酶投加量不同%但是初始的>? 和9?

均一致%由于加入外源酶只是加快了反应速率%并未

改变底物的浓度%故在厌氧消化结束后各组实验 >?

和9?相差无几* 各组发酵瓶中的 >? 去除率分别

为 $)@$$%@$$%@$$%@和 $6&)@* 各组发酵瓶中

9?的去除率分别为 26&(@$2*&)@$2*&)@$*'&$@

和 26&(@*

;d$Fd的>?$9? 去除率均高于其他组%对复合

酶配比优选有参考价值*

$#$#-"厌氧消化中酶组合对分子质量的影响

=G/0H\OP等($%)提出了统一理论%溶解性微生物

代谢产物"?gB#与溶解性 FB? 是同一物质* 本实

验测定酶配比为 $ 8$$$ 84$4 8$$$ 8*$* 8$ 的样

品的色谱图如图 3 所示*
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图 0"+1$21$31$41和 51组色谱图

:H.&35CLQO<GMO.QG</OY;d% ed% Cd% !d GR\ Fd

在色谱图中%可溶性微生物代谢产物"?gB#的

表观分子质量随洗脱时间而降低($$)

* ?gB色谱图

的主要峰分布在 '2' /和 $ %2% /的洗脱时间%平均

表观分子质量分别为 $ )64 432 P"峰 $#和 $* 4%4 P

"峰 4#%这分别与生物聚合物和高分子质量腐殖类

物质有关($4 E$*)

* 根据色谱图%生物聚合物"峰 $#是

?gB的主要组成部分%其次是高分子质量的腐殖类

物质"峰 4#*

%"

结论

#

5单一酶批次实验得出中性蛋白酶及纤维素

酶最优投加量为 (% <.+.>?*

$

5复合酶最佳酶配比为蛋白酶 8纤维素酶^

$ 84%累积产甲烷量最大达 *6*&%) <=%其 >? 和 9?

去除率分别为 $%@和 2*&)@* 酶配比 $ 84 有明显

的提高产气量和甲烷含量的强化作用*

%

5复合酶酶配比为蛋白酶 8纤维素酶 $̂ 8*

易导致丙酸累积* 可能是因为在该酶配比下厌氧水

解主要由外源酶完成%导致水解酸化可利用的营养

物质较低%从而抑制产甲烷菌%导致丙酸累积*

&

5厌氧消化过程中%产物分子质量随时间不

断减小%厌氧消化产物中高分子物质主要是生物聚

'$$'
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合物和高分子质量腐殖酸*
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