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摘 � 要: 木薯酒精废水中固形物(干基)的主要成分为纤维素和半纤维素,分别为 30%和 18%。由

于内切���1, 4�葡聚糖苷酶( CMC 酶)和木聚糖酶在高温厌氧消化过程中对纤维素和半纤维素的水
解起关键作用,作者比较了从厌氧污泥中提取 CMC 酶和木聚糖酶的 6种方法,并分析了其在厌氧

污泥中的分布情况。结果表明,用质量分数 1% T riton X�100来提取 CMC 酶和木聚糖素酶是一

种高效且温和的酶提取方法,且至少有占总酶质量 90%的 CMC 酶和 70%的木聚糖酶分布在污泥

絮凝体(细胞表面或胞外聚合物)中。
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Abstract: The main components o f the so lid content in the cassava�ethano l w astew ater w er e
cellulose and hemicellulose, w hich account for about 30% and 18%, respect ively. Because the

endo���1, 4�g lucanase ( CMCase) and xy lanase played a key r ole in hydroly zing cellulose and
hem icellulose during the thermophilic anaerobic dig estion process, six methods for ext racting

CMCase and xy lanase fr om the anaerobic sludge w er e compared and the distr ibution of these

enzymes in the sludge w as also invest igated in this study . The results demonst rated the

ext ract ion o f CMCase and xy lanase using 1% Triton X�100 w as an eff icient and gent le method,



meanwhile, at least 90% of CMCase and 70% o f xy lanase w ere immobilized on the f locs ( the

surface of cells or the ex tr acellular po lymeric substances) .

Key words: cassava�ethanol w astew ater, thermophilic anaerobic digest ion, endo���1, 4�g lucanase
( CMCase) , x ylanase, ex tr acel lular po lymeric substances

� � 燃料酒精作为一种可以代替石油等化石燃料

的可再生的绿色能源, 一直受到广泛的关注。在生

产燃料酒精的众多原料中, 木薯作为一种非粮原

料,由于其具有不占耕地、产量高、分布广等优点,

已被公认为是一种很有潜力的燃料酒精生产原料。

然而,木薯酒精生产过程会产生大量的废水。一般

而言,每生产 1 t燃料酒精约排放 12 t 左右的高浓

度、高悬浮物(主要为纤维类物质)、酸性较强的废

水。酒精废水的治理问题已成为制约整个燃料酒

精行业大规模发展的瓶颈。作者在多年实践基础

上,提出了木薯燃料酒精�零能耗, 零污染�发展趋

势的观点
[ 1]
,为木薯燃料酒精废水的处理提供了一

条崭新的思路。

实现木薯燃料酒精� 零能耗、零污染�的关键
是,在木薯酒精废水的厌氧消化过程中提高废水中

纤维类物质向甲烷转化的效率,并将废水中的 COD

浓度降低至某一水平以利于其循环使用[ 2] 。在厌

氧消化过程中, 只有小分子物质( 1 � 106 )才能穿过

细胞膜进入细胞参与新陈代谢。大分子有机物质

(如纤维素、蛋白质、脂肪等)必须经过一系列的酶

解反应水解为小分子物质,才能被污泥中的微生物

吸收利用[ 3�5]。由于纤维类物质较难被生物水解,

因此,纤维类物质的水解即成为整个厌氧消化过程

的限速步骤。催化这些水解反应的纤维素酶、半纤

维素酶等水解酶在厌氧消化过程中发挥着重要的

作用,它们的活性能够直接反映微生物水解纤维类

物质的能力。因此, 研究酒精废水厌氧消化系统中

这些水解酶的活性及分布特性, 对监控厌氧消化过

程, 优化厌氧消化操作, 提高纤维类物质向甲烷转

化的转化率,都有着积极的作用。

近年来,从酶学角度对废水生物处理系统进行

研究已引起国内外越来越多学者的重视 [ 3- 4, 6- 8]。

这些研究主要是针对废水处理系统中酶的活性及

分布展开,研究发现, 厌氧反应区没有厌氧污泥的

水相中酶含量很少,酶主要分布在厌氧污泥的絮凝

体中(或吸附于细胞表面, 或包埋在胞外聚合物

中) [ 3- 4] 。因此,为了研究酶的活性, 首先需要从絮

凝体中将酶提取出来。然而到目前为止, 还没有从

絮凝体中提取酶的标准方法。目前, 国内外在这方

面的研究主要是针对市政垃圾等的生物处理系统

中的水解酶进行的,而关于木薯酒精废水厌氧消化

系统中水解酶的研究却没人涉及。

作者通过对木薯酒精废水的成分分析,找出废

水固形物中的主要成分, 以此为依据, 研究木薯酒

精废水高温厌氧消化系统中相应水解酶的提取方

法及分布情况。

1 � 材料与方法

1� 1 � 材料
1� 1� 1 � 原料 � 木薯酒精废水: 取自作者所在实验
室 10 L 酒精发酵罐木薯酒精发酵所得废水;厌氧污

泥样品: 取自作者所在实验室运行的 UA SB ( up�
flow anaerobic sludge bed)反应器, 反应器有效容

积为 12 L,其中反应区为 10 L,沉降区为 2 L,以恒

温循环水浴控制反应区温度在( 60 � 1) � ,水力停
留时间 6 d。

1� 1� 2 � 主要试剂 � D�木糖: 分析纯, 中国惠兴生化
试剂有限公司产品;无水葡萄糖: 分析纯,国药集团

化学试剂有限公司产品; 木聚糖: 分析纯,北京拜尔

迪生物技术公司产品;羧甲基纤维素钠:化学纯, 国

药集团化学试剂有限公司产品; T riton X�100:分析
纯, 广东省汕头市西陇化工厂产品; 其他试剂均为

分析纯。

1� 1� 3 � 主要仪器 � UV�2100分光光度计: 尤尼可
(上海)仪器有限公司产品; T G328A 型分析天平:

上海天平仪器厂产品; 3K15 台式冷冻离心机: 德国

SIGMA公司产品; GZX- 9246MBE 电热鼓风干燥

箱: 上海博迅有限公司医疗设备厂产品; 箱式电阻

炉: 上海光地仪器设备有限公司产品;低温恒温槽:

宁波天恒仪器厂产品; GZ 型悬臂式恒速强力电动

搅拌机:保利科研器械有限公司产品; SHZ�3 型水
循环真空泵:河南省巩义市杜甫仪器厂产品。

1� 2 � 方法
1� 2� 1 � 木薯酒精废水水质分析方法 � 木薯酒精废
水水质分析方法如表 1所示。

1� 2� 2 � 酶的提取方法 � 取厌氧污泥 300 mL, 10
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000 g 下离心 20 m in, 收集上清液, 用 0� 45 �m 的
滤膜过滤, 取滤液, 使用前保藏于 4 � 冰箱。离心

所得的沉淀物用pH 8� 0的 Tr is缓冲液重新悬浮至

300 mL。将该悬浮液平均分为 6份(每份 50 mL) ,

其中 1份用超声波破碎提取,另外 5份分别加入一

定量的提取剂(如图 1所示) , 以 600 r / min 的转速

搅拌提取 1 h。将提取过的悬浮液于 10 000 g 下离

心 20 min, 取上清液,用 0� 45 �m 的滤膜过滤,取滤
液,使用前保藏于 4 � 冰箱。

表 1 � 木薯酒精废水水质分析方法

Tab. 1 � Methods for water quality characters analysis of cas�

sava alcohol stillage

项目 分析方法 项目 分析方法

比重 APHA [8] 粗脂肪 索氏提取法

固形物量 APHA [8] 纤维素 范氏法

COD 重铬酸钾法 半纤维素 范氏法

pH pH 测定仪 木质素 范氏法

粗蛋白 凯氏定氮法 灰分 APHA [8]

图 1� 厌氧污泥中酶的提取过程

Fig. 1� Extraction processes of enzymes in the anaerobic sludge

1� 2� 3 � 酶活力定义及测定方法 � 酶活力单位定
义: 在最适反应条件下, 每克挥发性悬浮物每分钟

产生 1 �mo l产物所需的酶量定义为一个酶活力单

位(�mol/ ( m in� g) )。

CMC酶和木聚糖酶活性测定所用底物分别为

羧甲基纤维素钠和木聚糖,具体方法分别见参考文

献[ 10]和[ 11]。

2 � 结果与讨论

2� 1 � 木薯酒精废水水质分析
在木薯酒精废水中纤维素、半纤维素和灰分是

木薯酒精废水固形物中含量最多的 3种物质, 分别

约占固形物干质量的 30%、18%和 13%。其中纤维

素和半纤维素是固形物中的主要成分,其被微生物

降解利用的程度很大部分决定了厌氧处理系统

COD的去除率和甲烷产量。然而纤维素和半纤维

素是多糖类大分子物质, 不能被微生物直接吸收利

用, 只能先经过水解酶的水解作用生成单糖或低聚

糖, 才能被微生物吸收用于新陈代谢。因此选择

CMC 酶和木聚糖酶作为研究对象, 研究其分布情

况和提取方法。

2� 2 � 不同酶提取方法的比较
图 2显示,酶的活性大小很大程度上依赖所采

用的提取方法。对于 CMC 酶, 酶活性由高到低依

次为: T riton X�100提取液> 超声波提取液> ED�
TA 提取液> 柠檬酸提取液> 三聚磷酸钠提取液=

高温出水上清液> 甲醛提取液; 对于木聚糖酶, 酶

活性由高到低依次为: T riton X�100提取液> 超声
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波提取液> 高温出水上清液> 甲醛提取液> 三聚

磷酸钠提取液> 柠檬酸提取液> EDT A 提取液。

Triton X�100提取液中两种酶活性都是最高的, 得
到CMC酶和木聚糖酶活性分别为0� 57 �mol/ ( m in
� g )和 0� 94 �mo l/ ( min � g ) [ 12]提到酶通过疏水结

构结合在污泥絮凝体(胞外聚合物或细胞表面) , 而

Triton X�100是一种非离子洗涤剂, 它通过疏水作
用与酶结合, 从而将其从污泥絮凝基质中释放出

来。超声波的提取所得酶液中两种酶活性仅次于

Triton X�100提取液, 超声波能显著破坏污泥的絮
凝结构, 从而释放包埋在污泥絮凝基质上的大量

酶[ 13]。EDTA、柠檬酸、三聚磷酸钠都属于阳离子

结合剂, 它们通过与酶上的多价金属离子结合, 释

放吸附在污泥絮凝基质中的酶
[ 14]
。

图 2 � 不同处理条件下所得酶液酶活性

Fig. 2 � Enzyme activity of enzyme extracts under dif fer�

ent treatment conditions

� � 考虑到好的提取方法不仅要有高的提取效率,
还要使细胞的破碎程度较小, 因此, 比较了所采用

的提取方法对细胞的破碎情况。由于细胞破碎会

释放其中的核酸物质, 因此可以用提取液中核酸的

量来表征细胞的破碎程度。利用核酸及蛋白定量

测定仪对 7种酶液中的核酸含量进行了测定, 结果

如图 3所示。可以看出, T r iton X�100 提取液中核
酸含量非常低, 柠檬酸和三聚磷酸钠提取液中核酸

含量是大约是其 2倍, EDTA 提取液中的核酸含量

最高,是 T riton X�100 提取液的 8 倍, 这个结果和

参考文献[ 15]所得结论一致。这可能是因为 ED�
T A 与污泥中微生物细胞膜上的某些阳离子螯合,

并将其从膜上除去, 从而导致细胞的破裂, 进而使

胞内的核酸物质释放出来 [ 16]。

� � 从高提取效率和低细胞破裂程度考虑, 对于厌

氧污泥中 CMC 酶和木聚糖酶, 使用 T riton X�100
提取是一个高效且温和的方法。

图 3� 不同处理条件下酶液中的核酸质量浓度

Fig. 3 � Nucleic acid content of enzyme extracts under

diff erent treatment condition

2� 3 � 酶的分布情况
掌握酶在厌氧污泥中酶的分布情况非常重要,

因为在废水处理降解有机物的过程中酶活性能够

反映微生物活性[ 17]。对酶在厌氧污泥反应区不同

部位中分布情况的了解可以帮助我们更全面的认

识和理解废水的生物处理过程,也可以指导厌氧反

应器的设计和运行控制, 对提高废水 COD去除率,

提高纤维类物质向甲烷转化的转化率, 以及更好地

控制生物处理过程有所帮助。将 Triton X�100 提
取液中 CMC 酶、木聚糖酶活性与厌氧污泥离心上

清液中的这两种酶活性比较,可以发现占总酶质量

至少 90%的纤维素酶和至少 70%的半纤维素酶分

布在污泥中胞外聚合物上或细胞表面。这与参考文

献[ 3]和[ 4]研究所得的结论一致。然而,对于酶与絮

凝体中的何种物质结合以及酶吸附在絮凝体基质上

的机理并不十分清楚,需要进一步深入研究。

3 � 结 � 语

对木薯酒精废水固形物(干基)中主要有机成

分为纤维素和半纤维素,分别约占质量分数 30%和

18%。高温厌氧处理过程中, 纤维素酶和半纤维素

酶在这两种物质水解的过程中发挥着关键的作用,

因此选择这两种酶作为研究对象。考虑到好的提

取方法要有相对较高的提取效率和低的细胞破裂

程度, 对于厌氧污泥中的 CMC 酶和木聚糖酶,

T r iton X�100提取是一个高效且温和的酶提取方
法。在高温厌氧处理系统中,纤维素酶和半纤维素

酶主要存在于污泥絮凝体基质(胞外聚合物或细胞

表面)中,分别为占系统中总酶质量的 90%和70%,

而清水相中的纤维素酶和半纤维素酶的酶质量分

别占系统中总酶质量的 10%和 30%。
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