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摘 � 要: 通过分批实验研究了 60 � 条件下不同 pH 值对木薯酒精蒸馏废液厌氧水解效果及水解酶

活力的影响。考察了不同 pH 值下的纤维素酶( CMC酶)、半纤维素酶(木聚糖酶)以及游离态和胞

上结合态酶活力 、水解率、悬浮性固体( SS)降解率、挥发酸( VFA)和乙醇产量以及纤维素和半纤

维素降解率。结果表明:维持 pH 在 7� 0~ 8� 0时能够获得较高的纤维素酶活力和半纤维素酶活力
( 1 588和 822 IU / L )、SS降解率( 37� 3% )、纤维素和半纤维素的降解率( 54� 9%和 58� 4%)。在此
条件下, 游离态酶和胞上结合态酶一样, VFA和乙醇总量达到 12� 6 g/ L ,且其主要成分为乙酸。
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Abstract:T he aim of this manuscript is to determ ine the effect of pH on the cassava stillag e

hydr olyzat ion at 60 � through compar ed w ith the values o f the cellulase ( CMCase) , hem icellulase

( x ylase) activity, the free and cell�bound enzyme act ivit ies, hydro lyt ic rat io, the deg radat ion
rat io o f suspended solids ( SS) , the total concentr at ion of volat ile fat ty acids ( VFA) and ethanol,

the deg radat ion rat io of cellulo se and hemicelluloses at differ ent pH condit ions. The results

show ed that higher cellulase and hemicellulase act ivity ( 1 588 and 822 IU/ L ) , degradat ion rat io

of SS ( 37. 3% ) , hydro lyt ic r at io of cellulose and hem icellulose ( 54. 9% and 58. 4%) w er e

obtained when pH kept at 7. 0~ 8. 0. U nder this condit ion, the act ivities of the free and cell�
bound enzyme w ere the same, the to tal concentrat ion o f VFA and ethanol w as achiev ed at 12. 6



g/ L, w her e acetate w as the main component .
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� � 木薯燃料乙醇作为非粮燃料乙醇的发展方向,

目前正受到越来越多的关注[ 1]。由于木薯燃料乙

醇在生产过程中会产生大量的具有高悬浮物( 40 g/

L 以上)、高 COD( 60 000~ 100 000 g/ L )、低 pH 值

( 3� 5~ 3� 7)、高温 ( 80 � 以上)的酒精蒸馏废液, 其
处理及资源化利用无疑是制约木薯燃料乙醇发展

的瓶颈。通过厌氧生产沼气, 降低 COD并实现废

物的资源化, 为木薯燃料乙醇企业节约生产成本,

无疑是很好的技术途径[ 2]。但目前的沼气发酵技

术只停留在可溶性物质及蛋白、脂肪等易降解物质

的转化利用上, 而对存在于木薯酒精蒸馏废液中的

大量不溶性、颗粒态纤维质未能获得有效的转化及

利用[ 3] ,原因是不溶性的纤维质难以被水解成小分

子可溶性物质, 从而限制了微生物对它们的吸收转

化。显然要提高这些难溶性纤维质的生物转化, 首

先要解决的是纤维质高效生物水解这一关键问题,

但传统评价生物水解过程往往是通过间接指标如:

挥发性有机酸( VFA )的浓度及组成、COD 去除率、

沼气产量和组分等 [ 4] ,而直接评价废液厌氧生物处

理时纤维质水解酶方面的研究几乎未见报道。

针对厌氧处理过程中系统的稳定性和处理效

率,很多学者提出了两相厌氧处理的方法[ 5] , 将水

解和酸化过程作为一个整体加以考虑。但对于颗

粒态物质的厌氧处理过程,水解和酸化过程是两个

截然不同的阶段。复杂有机物特别是难溶性有机

物必须首先在胞外水解酶的作用下被转化为可溶

性物质, 然后才能够透过细胞膜被产酸细菌所利

用
[ 6]
, 水解过程是整个反应的限速步骤, 而酸化过

程则较易进行, 因此要实现木薯酒精蒸馏废液中纤

维质的有效利用需要重点关注水解过程。

由于木薯酒精蒸馏废液中还含有一定量的酵

母细胞和未利用完的糖分等易酸化物质, 在厌氧消

化过程中会产生大量 VFA,从而造成 pH 值的迅速

降低,进而影响胞外水解酶的酶活甚至还会造成产

物抑制,最终影响整个水解过程的效率。近年的研

究表明, pH 对于纤维素的降解影响较大
[ 7]
,不同的

pH 值会形成特定的微生物种群并形成不同的酸化

产物[ 8] ,从而影响后续产甲烷相的处理效率, 因此

pH 值是影响木薯酒精蒸馏废液水解过程的关键因

素之一。本文希望通过考察木薯酒精蒸馏废液中

难溶性纤维类物质的生物转化, 特别是不同的 pH

值对水解过程中的纤维素酶和半纤维素酶酶活、水

解效率及酸化产物的影响, 为后续高效利用木薯酒

精蒸馏废液提高沼气产量提供参考。

1 � 材料与方法

1� 1 � 木薯酒精蒸馏废液
木薯酒精蒸馏废液取自江苏省泰兴市金江化

学有限公司,首先经过 20 目筛子除去大块的木薯

渣, 混匀后置于 4 � 冰箱保存, 其成分分析如表1所

示。
表 1� 木薯酒精蒸馏废液的成分分析

Tab. 1 � Characteristics of cassava stillage

指标 数值

pH 3. 5~ 3. 7

总 COD( mg / L ) 60 000~ 65 000

可溶性 COD( mg / L ) 24 000~ 26 000

TS ( mg/ L) 41 500~ 42 500

SS ( mg/ L ) 25000~ 27000

VFA3 ( g / L) 0. 05~ 0. 07

每 100 g 固形物含纤维素 ( g ) 22~ 26

每 100 g固形物含半纤维素 ( g) 9~ 13

每 100 g 固形物含木质素 ( g ) 8~ 12

总 N( mg/ L) 800~ 900

总 P( mg/ L ) 200~ 400

� 注: T S 指总固体; SS 指悬浮性固体; VFA 指挥发性有机

酸。

1� 2 � 种子污泥及其驯化
本实验采用的种子污泥是由取自江苏省泰兴

市金江化学有限公司的木薯酒精蒸馏废液厌氧处

理污泥、江苏省无锡市芦庄污水处理厂的厌氧污泥

以及本实验室保存的菌泥, 三者按体积 1� 1 � 1的

比例混合而成。该种子污泥以木薯酒精蒸馏废液

作为底物,在 60 � 时, 通过逐步增加进水负荷并使
污泥分别维持在不同值 pH 范围内( pH6� 0~ 7� 0、
pH5� 0~ 6� 0、pH4� 3~ 5� 0)各驯化 30 d, 最后将驯

化好的污泥保存至 4 � 冰箱中。
1� 3 � 厌氧反应设备及运行条件

取 500 mL 三角瓶作为反应器, 采用橡胶塞密

封, 在橡胶塞上开一个进气口和一个出气口。在反
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应之前通入 N2排尽空气,同时将出气口与水封装置

相连以防止空气进入, 然后将其置于 60 � 、120 r/

min的恒温摇床中振荡培养。

1� 4 � 实验方法
于 500 mL 的三角瓶中按 1 � 2 g � mL 装入

350 mL 的接种污泥和木薯酒精废液, 分别将起始

pH 设定为 5� 0、6� 0、7� 0、8� 0和 9� 0, 在每个 pH 值

梯度分别进行两种操作,即对 pH 进行维持和不维

持。对 pH 维持的实验组用 N aHCO 3调节( pH 9� 0
组用 4 mo l/ L N aOH 调节) ,当 pH 值达到起始设定

值后就不再进行 pH 的调节;而对于 pH 值不维持

的实验组任其变化, 每天检测其 pH 值, 期间都不再

进行补料。

1� 5 � 检测方法
取少量实验样品于 5 000 r/ min,离心 10 m in,

上清液过 0� 45 �m 微孔滤膜,测定可溶性 COD 及

VFA。总 COD、可溶性 COD、SS 采用标准方法测

定[ 9]。VFA 采用科晓 GC�1690型气相色谱仪, FID
检测器,载气:氮气, 色谱柱、进样器、检测器温度分

别为: 175、200 和 250 � , 采用外标法定量。pH 值

测定采用 pH 计( PH S�3C 酸度计)进行测定。纤维
素、半纤维素以及木质素采用范式法进行测定

[ 10]
。

1� 6 � 酶活力的测定及定义
为了反映酶的分布情况, 实验分别测定了游离

态和胞上结合态的 CMC酶和木聚糖酶。取 50 mL

混匀的发酵液, 8 000 r/ min 离心 10 min,上清液 1

用于测定游离态酶活力。用 pH 值为 8� 0 的 t ris�
buffer 洗涤沉淀并定容至 50 mL。加入 1 mL 的曲

拉通,室温下 600 r/ m in 下搅拌 30 min,再在 8 000

r/ min下离心 10 min, 上清液 2用于测定胞上结合

态酶活力。CMC 酶活力和木聚糖酶活力的测定分

别参照 Ghose T K
[ 11]
和 Bailey M J

[ 12]
。

1� 7 � 颗粒状有机物水解率的计算
对于颗粒状有机物的水解, 难溶性 COD 转化

为可溶性 COD 是评价水解效果的一项重要指标,

其水解率的计算公式如下所示:

�=
难溶性 COD i- 难溶性 COD o

T COD

� 式中, �为水解率; 难溶性 CODi 为进水难溶性

COD; 难溶性 CODo 为出水难溶性 COD, T COD为

总 COD。

2 � 结果与讨论

2� 1 � 不同条件下的 pH值变化规律

木薯酒精蒸馏废液中含有大量的易利用有机

物, 很容易生成 VFA, 造成反应体系的 pH 值迅速

下降,为此我们监控了 pH 的变化(见图 1)。由图

1�a可知,进行 pH 值维持时, 在前 6 d除 pH 值为

5� 0组以外,其它组 pH 值不稳定主要是由于 VFA

的产生使得 pH 迅速降低, 然后每天通过添加

NaHCO3调节 pH 值至初始设定值, 随着易酸化物

质的不断消耗, pH 值下降幅度逐渐减小, 所用

NaHCO3的量也逐渐减少。从第 6 d 开始除 pH 值

为 9� 0组外其它组的 pH 值均达到起始设定值并维

持稳定。因 NaOH 较 N aHCO 3缓冲能力差, 导致

pH 值为 9� 0实验组在第 9 d 左右才达到设定值。

当达到起始设定值后不再进行 pH 调节, 但各组均

在设定值以上运行。

� � 由图 1( b)可知,不进行 pH 值维持时,各组的

pH 值在前 2 d均迅速下降, pH 值为 5� 0、6� 0、7� 0
组的 pH 值分别在 4� 8~ 5� 0、5� 1~ 5� 2、6� 0~ 6� 2
范围内波动。pH 值为 8� 0组前期 pH 值下降, 从第

6 d开始缓慢上升, 最终升至 7� 9左右并维持稳定,
主要原因是 pH 值为 8� 0组起始添加的大量具有较
强缓冲能力的 NaHCO3 , 使得 pH 值不会下降太多,

同时随着易酸化物质的消耗和产甲烷菌活力的增

强使得反应后期 pH 值逐渐升高。pH 值为 9� 0实
验组用 NaOH 调节使得体系缓冲能力较差, 前期

pH 值迅速下降然后一直维持在 5� 5~ 5� 7范围内,
而 pH 值为 7� 0组由于起始用 NaHCO3调节, 其体

系 pH 值反而比 pH 值为 9� 0的要高。
2� 2 � 不同 pH条件下的总 COD及水解率的变化情

况

反应器中不同 pH 值条件下的总 COD及水解

率的变化情况如图 2、3所示。

由图 2( a)可知,进行 pH 值维持时, 总 COD均

随时间的延长而降低。pH 值 7� 0时,总 COD降幅

最大, pH 值为 5� 0时总 COD下降最少。图 2( b)不

进行 pH 值维持时,其总 COD也均随时间的延长而

降低,此时当 pH 值为 8� 0时, 总 COD下降幅度最

大, 同样在 pH 值为 5� 0时, 总 COD下降最少。由

此可见,在 pH 值为 7� 0~ 8� 0时能够获得最大的总
COD去除率。

以水解率 �反映水解效果, 如图 3 所示水解率

随 pH 值呈现先增大后降低的趋势, 在 pH 值为

7� 0~ 7� 9 时达到最大。水解率在 pH7� 0维持时为
25� 2%, pH 8� 0不维持( pH 值范围为 7� 4~ 7� 9)时
为 24� 7%。在 pH 值 8� 0和 pH 值 9� 0维持时, 由
于在 pH 值调节过程中添加大量的 NaH CO 3和

NaOH 而引入大量的 Na+ 从而影响产甲烷菌的活
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性并干扰它们的代谢[ 13] , 使得其总 COD 去除率和 水解率 �均比 pH 值为 7� 0时要低。

图 1� 进行 pH维持和不维持时的 pH的变化( a: pH维持; b: pH不维持)

Fig. 1 � Changes of pH with and without pH adjustment (a: with pH adjustment; b: without pH adjustment)

图 2 � 不同 pH条件下的总 COD变化情况( a:pH维持; b: pH不维持)

Fig. 2 � Changes of total COD at different pH levels ( a: with pH adjustment; b: without pH adjustment)

2� 3 � 不同 pH值下的 SS降解情况

不同 pH 值下反应器中的 SS 的降解率如图 4

所示。由图 4可知, 不同 pH 值时, 木薯酒精蒸馏废

液 SS的降解情况差别较大。进行 pH 值维持, 当

pH 值为 7� 0时, SS 降解率最大为 37� 3% ,随着 pH

值的继续升高其 SS降解率反而降低,这与 pH 值维

持时总 COD 去除率和水解率 �的变化趋势一致,

而当 pH 值为 5� 0时, SS 降解率最小仅为 2� 1%。
此外, pH 值不进行维持, 当 pH 值为 8� 0( pH 值范
围为 7� 4~ 7� 9)时,其 SS降解率最高达到 39� 2%,
pH 值为 7� 0( 6� 0~ 6� 2)时为33� 9% ,分别与 pH 值

为 7� 0、6� 0进行 pH 值维持时的 SS 降解情况基本
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一致。

2� 4 � 进行 pH值维持时纤维素和半纤维素降解情

况

张绪跃等报导
[ 14]
,木薯酒精蒸馏废液中的木薯

渣在酒精发酵过程中经历了高温蒸煮蒸馏破坏了

部分纤维素大分子间的结合,因此有利于厌氧过程

中酶的作用。为此, 作者考察了 pH 值维持时的纤

维素、半纤维素和木质素在第 20 d的降解情况, 其

结果见表 2。

图 3� 不同 pH条件下的水解率变化情况

Fig. 3 � Changes of hydrolytic ratio at different pH levels

图 4� 不同 pH条件下的 SS降解情况( a:进行 pH维持; b:不进行 pH维持)

Fig. 4 � Degradation of SS at different pH levels ( a: with pH adjustment; b: without pH adjustment)

表 1 � pH维持时的纤维素和半纤维素在第二十天的降解情况

Tab. 2� Degradation of cellulose and hemicellulose with pH adjustment on the 20th day

pH
100 g固形物中
纤维素/ g

纤维素
降解率/ %

100 g 固形物中
半纤维素/ g

半纤维素
降解率/ %

100 g 固形物中
木质素/ g

木质素
降解率/ %

5. 0 7. 1 1. 6 9. 3 1. 7 10. 2 2. 0

6. 0 5. 9 18. 2 4. 1 56. 2 9. 9 3. 4

7. 0 3. 3 54. 9 3. 9 58. 4 9. 5 7. 8

8. 0 3. 9 46. 3 4. 0 57. 2 9. 5 7. 4

9. 0 5. 1 29. 9 4. 5 52. 1 9. 6 7. 1

� � 由表 2可知, 进行 pH 值维持时纤维素和半纤

维素的降解在 pH 值为 7� 0、8� 0 时达到最大, pH
值为 7� 0时纤维素、半纤维素的降解率分别达到
54� 9%和 58� 4%。在所有 pH 值条件下木质素的

降解率均很小, 这与木质素致密的结构有关[ 15] 。

2� 5 � 进行 pH值维持时的纤维素酶活力和半纤维

素酶活力变化情况

由于水解过程主要是在胞外水解酶的作用下

进行的, pH 值不仅影响胞外水解酶的活性,还会影

响水解酸化菌群代谢途径的选择 [ 16] , 因此它是影响
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水解过程的主要因素之一。木薯酒精蒸馏废液含

有大量的纤维素和半纤维素,因此考察纤维素酶活

力和半纤维素酶活力无疑对于木薯酒精蒸馏废液

的厌氧处理和高效产甲烷具有重要意义。为此, 我

们监控了不同 pH 值时的纤维素酶和半纤维素酶活

力情况(见表 3、4)。

由表 3 可知, pH 值为 5� 0 时基本检测不到纤
维素和半纤维素酶活力,在 pH 值为 7� 0时达到最
大,分别为 1 588和 822 IU/ L。在其它 pH 值条件

下,纤维素和半纤维素酶活力均随时间的延长先增

大后降低,在第 6 d时达到最大,这是由于木薯酒精

蒸馏废液中含有大量未被利用的还原糖及破裂酵

母细胞作为碳源,此时主要以残余还原糖作为碳源

使得菌体大量繁殖,但胞外水解酶的产生较少。中

期随着营养物质的消耗, 以纤维素和半纤维素作为

碳源,而纤维素酶和半纤维素酶作为底物诱导酶,

此时获得最大的水解酶活力,后期由于菌体减少而

导致两种酶的分泌降低, 同时随着时间的延长酶也

逐渐失活。

表 3� 进行 pH值维持时纤维素酶及半纤维素酶活力的变化情况

Tab. 3 � Cellulase and hemicellulase activity with pH adjustment

时间/

d

CMC 酶活力/ ( IU / L)

pH 5� 0 pH 6� 0 pH 7� 0 pH 8� 0 pH9� 0

木聚糖酶活力/ ( IU / L )

pH 5� 0 pH 6� 0 pH 7� 0 pH8� 0 pH 9� 0

3 ND 286 435 398 198 ND 223 277 205 201

6 ND 546 1 588 706 396 ND 542 822 409 217

9 ND 364 350 352 268 ND 201 356 287 256

13 76 297 286 245 162 56 170 325 155 124

19 ND 284 290 253 153 ND ND 233 167 108

� ND:未检测出项

表 4� 进行 pH值维持时的游离态和胞上结合态纤维素酶和

半纤维素酶在第六天的酶活力

Tab. 4 � Cellulase and hemicellulase activity of both free and

cell�bound with pH adjustment on the 6th day

pH
CMC 酶活力/ ( IU / L )

游离态 胞上结合态

木聚糖酶活力/ ( IU / L )

游离态 胞上结合态

5. 0 ND ND ND ND

6. 0 219 227 230 212

7. 0 782 806 395 427

8. 0 347 359 225 184

9. 0 194 202 105 112

� ND:未检测出项

� � 表 4为第六天时游离态和胞上结合态的两种

酶活力大小, 从表中可知游离态和胞上结合态的

CMC酶和木聚糖酶活力几乎相等, 说明在本实验

培养条件( 120 r/ min)下酶的分布比较均匀, 这与

Paraw ir a等[ 17 ]研究马铃薯固体废弃物的两阶中温

厌氧处理过程中水解酶的分布中得到的结论不同

(游离态酶活力比胞上结合态酶活力高)。

2� 6 � 进行 pH值维持和不维持时的 VFA变化情况

CohenA等
[ 18]
将有机废水产酸发酵分为丁酸

型发酵和丙酸型发酵, 通过观察, 本实验中木薯酒

精蒸馏废液的厌氧处理为丁酸型发酵。pH 值维持

时的有机酸组成见表 5。

表 5 � 进行 pH值维持时乙醇、乙酸、丙酸、丁酸在总 VFA和

乙醇中所占的质量浓度比

Tab. 5 � Percentage of ethanol, acetate, propionate, butyrate

at total VFA and ethanol with pH adjustment

质量浓度比/ %

pH 乙醇 乙酸 丙酸 丁酸

5. 0 18. 6 27. 7 11. 5 42. 2

6. 0 0. 6 24. 8 5. 9 68. 7

7. 0 0. 1 73. 3 16. 3 10. 3

8. 0 0 67. 3 13. 7 18. 9

9. 0 0 30. 5 10. 3 59. 2

� � 表 5表明在 pH 值为 5� 0、6� 0时, 丁酸质量浓
度最高,随着 pH 的升高丁酸质浓度数逐渐减少,乙

酸质量浓度逐渐增加,主要是由于较高 pH 值时(如

pH 7� 0、8� 0进行维持时)一部分丁酸在产氢产乙酸
菌群作用下将丁酸转为乙酸和氢气。此外,还发现

随着 pH 值的升高乙醇含量逐渐降低, 在 pH 值为

7� 0以上时基本检测不到, 这与任南琪 [ 19]
提出较低

pH 时容易形成乙醇型发酵结论一致。本实验中所

有 pH 值条件下丙酸含量均较低, Pipyn P 从发酵

产物转化为 CH 4时所释放的能量角度分析发现[ 20] ,
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丙酸最不易转化为乙酸, 也是造成厌氧反应器酸化

的主要原因,因此较低的丙酸有利于后续产甲烷过

程的进行。

在 pH 值维持和不维持时, VFA 及乙醇的变化

情况如图 5所示。pH 值维持时,在 pH 值为7� 0时
VFA 及乙醇总质量浓度最大可达 12� 6 g/ L , pH 值

为8� 0时达到6� 0 g/ L ,而在 pH 值为 5� 0时最低仅
为 2� 2 g / L。pH 值不维持时, pH 值为 7� 0( pH 值
范围 6� 0~ 6� 2) VFA 及乙醇质量浓度最高达 8� 6
g/ L, pH 值为 8� 0( pH 值范围为 7� 4~ 7� 9) V FA 及
乙醇质量浓度为 6� 0 g/ L。

a:进行 pH 维持; b:不进行 pH 维持

图 5 � 不同 pH值条件下的总 VFA和乙醇质量浓度变化情况

Fig. 5 � Changes of total VFA and ethanol contents at different pH levels

3 � 结 � 语

1)本文首次考察木薯酒精蒸馏废液进行厌氧

处理时,不同 pH 值条件下的纤维素酶和半纤维素

酶活力变化情况。纤维素酶和半纤维素酶主要是

由水解菌群分泌,因此监测纤维素酶和半纤维素酶

活是研究水解过程的一种直接方式。在 pH 值为

7� 0~ 8� 0第六天时获得最大的纤维素酶和半纤维
素酶活力分别为 1 588IU/ L、8 22IU / L ,且随着时间

的延长先增大后降低, 因此对于大规模工业连续培

养时, 需要确定合适的有机负荷( OLR)和水力停留

时间( HRT )来获得最高的水解酶活力。相对于纯

菌种发酵,厌氧发酵的酶活高低取决于分泌水解酶

的微生物群落动态变化, 因此使分泌水解酶的微生

物成为优势种群,无疑会提高水解酶的酶活。同时

影响酶活高低的因素除了 pH 值外还有污泥中的优

势菌群,产物,酶的稳定性等, 因此还需进一步研究

产生相关水解酶的菌群及维持酶活稳定的条件。

2)以水解率 �、SS 降解率、纤维素和半纤维素

的降解率作为考察水解效果的指标, 发现 pH 值对

于三者的影响均比较明显。培养 19d 后, pH 值为

7� 0进行维持和 pH 值为 8� 0不进行维持,即 pH 值

在 7� 0 ~ 8� 0 范围内能够获得最高的水解率:
25� 2%和 24� 7%, 此时 SS 降解率达到最大值

37� 3%和 39� 2%, 纤维素和半纤维素的降解率为
54� 9%和 58� 4% , 木质素的降解很小。对于纤维
素, 半纤维素特别是木质素的降解, 生物处理只能

起到一部分作用,还需要结合物理化学等预处理方

法[ 15]。近来又有学者通过好氧加厌氧、微好氧加厌

氧的联合处理方式来提高一些难溶性有机物的降

解效率[ 21- 22] , 对于木薯酒精蒸馏废液采用上述方法

处理以及微好氧条件下的水解酶酶活情况,这些都

有待于进一步的研究。

3)水解酸化过程产生的 VFA 和乙醇的总量及

VFA 的组成均对后续的产甲烷过程产生重要影响。

本实验中 pH7� 0维持时 VFA 和乙醇总量达到最

大值 12� 6 g/ L, 同时还表明木薯酒精蒸馏废液进行
厌氧处理时更易形成丁酸型发酵, 而丙酸的含量较

低, 有利于后续产甲烷过程的进行, 同时也避免了

后续反应器的酸化问题。
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