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摘要：为探究外源复合酶对厌氧共消化系统产甲烷效能的强化策略,采用玉米秸秆和餐厨垃圾为混合基质,通过批次试验和响应面法优化了外源复合酶

的组合及浓度;木质素单因子试验筛选了复合酶组分和浓度范围;通过响应曲面法设计了 20组以漆酶、内切-β-1,4-葡聚糖酶和木聚糖酶浓度为变量的

试验,并以产甲烷促进率作为优化目标,根据试验数据成功建立了模型并进行了方差分析,结果表明响应面分析确定漆酶(1.5~4.0U/mL)、木聚糖酶

(12~20U/mL)和内切-β-1,4-葡聚糖酶(50~85U/mL)的范围内可到达高产甲烷促进率的酶组合作为合适的复合酶组分.连续流试验验证复合酶的效能表

明:投加复合酶促进了水解酶和乙酸型产甲烷菌的增殖,释放更高活性的木质素、纤维素酶和厌氧消化酶,进而促使厌氧共消化系统的甲烷产率提高

19.5%. 
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Abstract：To explore the enhancement strategies for the methane production efficiency of anaerobic co-digestion systems by 

exogenous compound enzymes, corn stover and food waste were adopted as the mixed substrates. Subsequently, the combination and 

concentration of exogenous compound enzymes were optimized through batch experiments and the response surface methodology. In 

the single-factor experiment on lignin, the component and concentration range of the compound enzymes were screened. Moreover, 

20groups of experiments with the concentrations of laccase, endo-β-1,4-glucanase and xylanase as variables were designed by means 

of the response surface methodology, and with the methane production promotion rate as the optimization objective. Based on the 

experimental data, a model was successfully established and variance analysis was carried out. The results showed that response 

surface analysis identified enzyme combinations within the ranges of laccase (1.5~4.0U/mL), xylanase (12~20U/mL) and 

endo-β-1,4-glucanase (50~85U/mL), which could achieve a high methane production promotion rate, was finally determined as the 

appropriate component of the compound enzyme. The continuous flow test validated the efficacy of the composite enzyme, 

indicating that the addition of the compound enzyme promoted the proliferation of hydrolases and aceticlastic methanogens, released 

lignin, cellulase and anaerobic digestion enzymes with higher activities, and thus increased the methane production rate of the 

anaerobic co-digestion system by 19.5%. 

Key words：corn straw；food waste；compound enzyme；methane production；anaerobic co-digestion 

 

在有机废物管理领域,木质纤维素类生物质是

最丰富的可再生资源,但由于其结构复杂,水解成为

其资源化过程中主要的限速步骤
[1-2]

.木质纤维素类

生物质通过厌氧共消化产甲烷的过程一般与反刍

动物对饲料的降解利用过程相似
[3]

.由于餐厨垃圾

的易酸化特性,将玉米秸秆和餐厨垃圾混合共消化

效能优于单独消化,二者混合共消化产甲烷亦受到

国内外学者的关注
[4-5]

. 

通常,市场上可用的酶制剂常被用作促进动物

饲料消化和提高木质纤维素生物质水解潜力的添

加剂
[6]

.酶强化降解纤维素生物质的研究主要集中

在物理、化学或复合预处理后的酶解过程,且多关注 
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于发酵生产生物燃料.将纤维素酶应用于以秸秆为

原料的厌氧消化系统中可以提升甲烷产率
[7]

.在厌

氧共消化系统中直接添加酶可减少后续的成本投

入,使其成为经济可行的设计.然而,有研究结果却发

现漆酶(2U/g 底物)和过氧化物酶(1.5U/g 底物)预处

理小麦秸秆 6h后,厌氧共消化过程仍受阻,甚至出现

产甲烷潜力降低 10%的负作用
[8]

.为了探究最适合

玉米秸秆和餐厨垃圾厌氧共消化的复合酶组合,在

使用酶制剂时需要针对不同的种类组合及用量,并

进行系统的组合优化以得到最合适的外源复合酶.

然而,目前有关外源复合酶对厌氧共消化系统产甲

烷效能强化的最适组合优化及其强化效能验证仍

鲜见报道. 

因此,本文首先拟通过批次试验探究不同商用

酶制剂单一投加不同剂量时对厌氧共消化系统甲

烷产率的促进效果,筛选具有显著促进效果的酶试

剂种类;然后,通过响应面法优化分析得到最适促进

消化系统甲烷产率的外源复合酶组合,建立参数模

型的同时进行模型验证.在此基础上,选择最优外源

复合酶投至玉米秸秆和餐厨垃圾连续流中温厌氧

动态膜共消化系统中,进一步验证响应面优化所得

外源复合酶组合对共消化系统的强化效能,为其工

程化应用提供参考. 

1  材料与方法 

1.1  基质和接种污泥 

基质由玉米秸秆和餐厨垃圾以 3g VS/g VS 的

比例混合而成(预试验优化值),基质总固体浓度(TS)

控制在 9%左右.餐厨垃圾在试验室现配现用,采用

已有研究的配方模拟实际餐厨垃圾的组分
[9]

.玉米

秸秆来自河南农村,自然风干后经高速粉碎机研磨

待用.厌氧消化系统的接种污泥取自西安市某污水

处理厂中温厌氧反应器
[10]

.本研究中使用的基质和

接种污泥的理化特性见表 1.其中,玉米秸秆的 TS和

VS分别为(92.70±0.17)和(86.20±0.11g/L). 

1.2  试验设计 

1.2.1  单因子批次试验  利用收集的玉米秸秆和

餐厨垃圾共消化污泥进行木质纤维素酶单因子批

次试验,试验设置如表 2 所示.根据仿瘤胃厌氧发酵

过程中瘤胃高效降解纤维素类生物质过程中起关

键作用的酶种类
[11]

,本研究主要选用以下 4 种酶试

剂:纤维素酶(纤维素酶菌株深层发酵酶制剂),相应

的纤维素酶活为 20000U/g;漆酶(白腐菌),白色粉末,

漆酶酶活为 2000U/g;内切-β-1,4-葡聚糖酶(绿色木

霉),白色粉末,相应的酶活为 50000U/g;木聚糖酶(木

霉),白色粉末,酶活为 50000U/g.根据酶制剂的酶活

性,将漆酶、内切-β-1,4-葡聚糖酶、木聚糖酶和纤

维素酶配置为不同剂量的浓缩液,相应的酶剂量依

次为 80,800,800,2000U/mL. 

表 1  接种污泥、餐厨垃圾、玉米秸秆及其混合基质的理化

特性 

Table 1  Physicochemical properties of inoculum, food waste 

and mixed substrate 

参数 接种污泥 餐厨垃圾 混合基质

TS (g/L) 35.40±0.65 83.20±0.05 83.30±6.00

VS (g/L) 28.60±0.59 81.20±0.68 77.70±5.60

总化学需氧量(TCOD,g/L) 45.20±3.90 204.60±4.50 113.20±1.20

溶解性化学需氧量 

(SCOD, g/L) 
1.97±0.23 84.70±1.30 14.70±3.40

pH值 7.75±0.02 4.36±0.01 4.06±0.25

蛋白质(g/L) 1.95±0.44 2.98±0.02 2.72±0.88

多糖(g/L) 0.27±0.02 81.50±1.20 12.20±0.41

氨氮(mg/L) 63.20±0.05 305.60±1.41 537.00±3.00

碱度(g CaCO3/L) 3.50±0.78 n.d. n.d. 

乙酸(mg/L) 6.40±2.90 1875.60±74.18 884.70 

丙酸(mg/L) 135.10±7.64 n.d. 13.00 

丁酸(mg/L) n.d. n.d. 83.30±6.00

戊酸(mg/L) n.d. n.d. n.d. 

C (%)  47.80±0.53 44.70 

H (%)  4.72±0.13 5.10 

O (%)  27.30±1.18 35.60 

N (%)  5.71±0.05 1.97 

S (%)  0.87±0.04 0.62 

注:n.d.表示低于检出限;“/”表示未测定. 

为了探究在混合基质中投加酶对共消化污泥

甲烷产率的促进作用,每种酶设置 5 种浓度梯度(表

2).其中,漆酶、内切-β-1,4-葡聚糖酶、木聚糖酶和

纤维素酶浓度范围依次设置为 0.5~5、5~50、5~50

和 10~125U/mL.同时,为去除外源酶在厌氧消化过

程自身降解转换产甲烷的背景值,采用仅有接种污

泥存在时加入上述相同酶浓度,探究不同酶剂量对

甲烷产率的影响.此外,平行设置两组空白,一组为仅

有接种污泥,另一组添加接种污泥和基质,分别作为

两种探究条件下的背景值.批次试验在血清瓶中进

行,置于 39℃摇床内晃动 2~3min 后,用针管插入橡

胶塞放气以排除受热膨胀的气体,然后定时测定生
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物气组分和生物气产量. 

表 2  批次试验的运行设置 

Table 2  Operating characteristics of the batch experiments 

试验设置 
酶浓度

(U/mL) 

接种物

(mL)

基质

(mL) 

酶浓缩液

(mL) 
水(mL)

/ / / 9.70 
空白组 

/ 7.20 / 2.50 

0.50 0.25 2.30 

1.00 0.50 2.00 

1.50 0.75 1.75 

2.00 1.00 1.50 

酶+

基质 

5.00 

7.20 

2.50 / 

0.50 0.25 9.45 

1.00 0.50 9.20 

1.50 0.75 8.95 

2.00 1.00 8.70 

漆酶 

酶 

5.00 

/ 

2.50 7.20 

5.00 0.25 2.25 

10.0 0.50 2.00 

20.0 0.75 1.75 

25.0 1.00 1.50 

酶+

基质 

50.0 

7.20 

2.50 / 

5.00 0.25 9.45 

10.0 0.50 9.20 

20.0 0.75 8.95 

25.0 1.00 8.70 

内切-β-1,4-

葡聚糖酶 

或木聚糖酶 

酶 

50.0 

/ 

2.50 7.20 

10.0 0.20 2.30 

20.0 0.40 2.10 

25.0 0.50 2.00 

75.0 1.50 1.00 

酶+

基质 

125 

7.20 

2.50 / 

10.0 0.25 9.45 

20.0 0.50 9.20 

25.0 0.75 8.95 

75.0 1.00 8.70 

纤维素酶 

酶 

125 

30.0 

/ 

2.50 7.20 

 

1.2.2  响应面批次优化试验  在单因子批次试验

基础上,选择显著影响目标响应值的 3 个影响因素

设计响应面试验,即以漆酶活性(A)、内切-β-1,4-葡

聚糖酶活性(B)和木聚糖酶活性(C)为影响因素,以产

甲烷促进率为优化目标值,建立二次多项式回归模

型.采用中心复合设计(CCD)对三因素和五水平进

行响应面批次优化试验,利用 Design Export 依次进

行响应面批次优化外源复合酶组成(表 3). 

1.3  外源复合酶强化连续流厌氧共消化系统产甲

烷的效能验证 

表 3  响应面优化试验条件及其响应值 

Table 3  Experimental conditions and response values for 

response surface optimization 

序号
漆酶 

(A,U/mL)

内切-β-1,4-葡聚

糖酶(B,U/mL) 

木聚糖酶

(C,U/mL) 

产甲烷促 

进率(%) 

1 4.13 41.3 41.3 16.3 

2 4.13 80.0 41.3 13.3 

3 4.13 41.3 41.3 26.3 

4 1.82 64.3 18.2 17.6 

5 4.13 2.50 41.3 21.7 

6 4.13 41.3 2.50 20.4 

7 0.250 41.3 41.3 12.7 

8 6.43 64.3 64.3 -135 

9 6.43 18.2 18.2 20.5 

10 1.82 64.3 64.3 20.9 

11 4.13 41.3 80.0 2.69 

12 4.13 41.3 41.3 7.09 

13 4.13 41.3 41.3 14.4 

14 4.13 41.3 41.3 10.7 

15 6.43 18.2 64.3 11.0 

16 4.13 41.3 41.3 5.41 

17 6.43 64.3 18.2 10.8 

18 1.82 18.2 18.2 14.9 

19 8.00 41.3 41.3 -125 

20 1.82 18.2 64.3 6.56 

 

 

图 1  共消化系统的试验装置 

Fig.1  Configuration co-digestion system used in this study 

以相同混合基质连续运行的厌氧动态膜生物

反应器(DMBR)装置如图 1所示,操作过程分为无外

源复合酶添加和外源复合酶添加阶段.为了使用稳

定的厌氧消化作为背景对照,从第 1~100d,DMBR的

水力停留时间为 8.33d,系统有机负荷 (OLR)为
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10.86±0.49g VS/L/d.为了研究外源复合酶对共消化

系统的促进效能,第 101d 投加最佳组合的外源复合

酶运行 53d,同时保持其余条件不变.从连接到反应

器顶部的沼气袋中收集气体样本,而滤液和污泥分

别从 DM 出口和污泥出口收集.然后,在添加和不添

加外源复合酶阶段连续监测系统沼气产量、pH值、

挥发性脂肪酸(VFA)、碱度、总化学需氧量(TCOD)

和氨氮以比较 DMBR 共消化系统外源复合酶投加

前后产甲烷的效能变化.为了比较外源复合酶对纤

维素类生物质的降解效果及其对共消化污泥特性

的影响,在外源复合酶添加前后准确定量木质纤维

素、木质纤维素酶活性、厌氧消化酶活性和比产甲

烷活性(SMA).同时,对外源复合酶投加前后系统中

厌氧消化酶活性和微生物群落进行对比解析,进一

步解析系统效能变化的微生物学原因. 

1.4  测试方法 

TS、VS、碱度、COD 和氨氮采用标准方法进

行测定
[12]

.pH值采用便携式pH计(Horiba)进行测定.

产气量、生物气组分(甲烷和二氧化碳)和 VFA参照

文献
[13]
进行测定.其中,乙酸、丙酸、丁酸和戊酸对

应等量 COD 的转化系数分别为 1.07、1.51、1.82

和 2.04
[14]

.批次试验过程中,采用一级动力学模型对

试验数据进行模拟
[15]

,去除背景值的试验数据采用

修正的 Gompertz模型对甲烷产量进行拟合
[16]

,确定

最大产甲烷速率和迟滞期.DMBR 中厌氧消化酶和

木质纤维素酶活性数据均采用对应种类的上海酶

联酶活试剂盒及分光光度法测定. 

2  结果与讨论 

2.1  木质纤维素酶单因子批次试验 

   

   

图 2  玉米秸秆和餐厨垃圾厌氧共消化系统投加不同剂量木质纤维素分解酶和基质(S/I=0.30g VS/g VS)相应的产甲烷潜力(P0)

和最大产甲烷速率(Rmax)变化 

Fig.2  Changes of methane production potential (P0) and maximum methane production rate (Rmax) with added of different 

lignocellulose degrading enzyme doses and mixed substrate with S/I of 0.30g VS/g VS in the anaerobic co-digestion  

system of corn straw and food waste 

通过 Gompertz 模型拟合累积甲烷产量得到不

同浓度的漆酶、内切-β-1,4-葡聚糖酶、木聚糖酶和

纤维素酶对产甲烷潜力(P0)和最大产甲烷速率(Rmax)

的影响,结果如图 2 所示.其中,漆酶是一种木质素降

解酶,可以分解木质素聚合物结构
[17]

.如图 2(a)所示,

随着漆酶浓度从 0.5U/mL增至 5U/mL,P0逐渐升高.
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然而,漆酶浓度为0.5~1.5U/mL时Rmax高于漆酶浓度

为 5U/mL 的相应值,表明漆酶浓度高于 5U/mL 时,

底物利用过程可能受阻.内切-β-1,4-葡聚糖酶是一

种能分解葡萄糖聚合物的 β-糖苷键生成葡萄糖和

麦芽糖的生物发酵酶
[18]

.木聚糖酶主要针对玉米秸

秆中半纤维素成分进行分解转化
[19]

.与漆酶对共消

化污泥产甲烷产效能的影响类似,当内切-β-1,4-葡

聚糖酶和木聚糖酶浓度均为 5~50U/mL 时 ,内切

-β-1,4-葡聚糖酶和木聚糖酶的 P0和 Rmax变化趋势

相同,均呈现先升高后降低的趋势(图 2b-c).其中,当

内切-β-1,4-葡聚糖酶和木聚糖酶浓度均为 10U/mL

时,内切-β-1,4-葡聚糖酶和木聚糖酶的 P0和 Rmax均

取得最高值.如图 2(d)所示,与以上 3 种木质纤维酶

不同的是,能够直接水解纤维素转化成葡萄糖的纤

维素酶并未发挥明显的促进作用
[20]

.当纤维素酶浓

度为10U/mL时,纤维素酶在玉米秸秆和餐厨垃圾共

消化系统中并未促进甲烷产量.相反,随着纤维素酶

浓度逐渐增至 75~125U/mL,P0和 Rmax均大幅下降,

其原因可能是由于酶抑制或纤维素酶降解纤维素

的速率缓慢所致
[21]

. 

为消除酶作为厌氧消化底物的影响,不添加混

合基质,使用相同的接种物和木质纤维素酶剂量进

行同步批次试验.结果表明,4种酶的浓度均与 P0和

Rmax值呈线性正相关(图 3).未添加底物的纤维素酶

组的 P0和Rmax值甚至高于添加底物的纤维素酶组.

由图 2(d)和图 3对比可知:纤维素酶对 P0和 Rmax的

影响差异较大,可能是由于接种物中纤维素残留物

仅含有少量木质素和半纤维素,使得纤维素酶能够

直接降解暴露的纤维素.分析可知:木质素和半纤

维素阻碍了纤维素酶与木质纤维素类生物质中纤

维素的直接接触,进而降低了纤维素酶对共消化系

统中甲烷产量的促进效率.此外,批次试验中 pH 和

操作温度 (39±1°C)并不在纤维素酶的适宜范围

(45~65 )℃
[22]

,在一定程度上也限制了纤维素酶的

降解效能.因此,纤维素酶不适合直接添加以玉米秸

秆和餐厨垃圾为基质的中温厌氧共消化系统中进

行酶强化,但可增强该系统沼渣厌氧后消化的产甲

烷效能.因此,最终选择确定漆酶、内切-β-1,4-葡聚

糖酶和木聚糖酶三种木质纤维素水解酶作为外源

复合酶的主要组成来源,以促进玉米秸秆和餐厨垃

圾中温厌氧共消化系统中纤维素类生物质的降解

转化. 

2.2  响应面法优化外源复合酶组成 

根据木质纤维素酶单因素试验结果,选取漆酶

(1.82~6.43U/mL)、内切-β-1,4-葡聚糖酶 (18.21~ 

64.92U/mL)和木聚糖酶(18.21~64.92U/mL)作为外

源复合酶的组成优化因素和范围.建模过程中试验

条件设置及其响应值见表 3.采用方差分析(ANOVA)

对产甲烷促进率的简化二次模型进行统计检验,结

果如表 4所示.在 95%置信水平下,P<0.05时,模型具

有显著性,较高的回归系数(0.9891)表明回归模型对

试验数据的准确模拟
[23]

.F 和 P 的检验结果表明
[24]

, 

A 因素是显著的模型项(P<0.05),三因素对产甲烷促

进率的影响大小顺序依次为 :A(漆酶)>C(木聚糖

酶)>B(内切-β-1,4-葡聚糖酶).同时,三因素的交互

作用对产甲烷促进率的影响均显著(P<0.01).如图 4

所示,产甲烷促进率的试验值与模拟值收敛性良好.

此外,95%置信度下的回归系数为 0.9891,表明回归

模型能够准确反映试验数据 ;同时 ,失拟项 P 为

0.2002(表 4),表明失拟项不显著,所建模型拟合度

好  

[24]
.将模型中编码值的模型方程与产甲烷促进率

的试验结果拟合,结果如方程式 1所示. 

 Y = 13.16-28.05A-11.17B-13.89C-21.56AB-18.76AC-15.55BC-23.19A
2
+2.79B

2
+ 0.6710C

2
 (1) 
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图 3  投加不同剂量木质纤维素分解酶至厌氧共消化污泥中无基质时对应的 P0和 Rmax变化 

Fig.3  Changes of P0 and Rmax of added different lignocellulose degrading enzyme doses to anaerobic co-digestion without feeding 

substrate 

 

图 4  产甲烷促进率的实际值与预测值 

Fig.4  Actual vs. predicted values of the methane yield 

如图 5所示,AB与 AC响应曲面最陡,表明漆酶

与内切-β-1,4-葡聚糖酶、木聚糖酶的交互作用对产

甲烷促进率的影响最大
[25]

.等高线的形状则反映因

素间交互作用的显著程度,漆酶和内切-β-1,4-葡聚

糖酶的等高线二维图近似椭圆,说明二者交互作用

显著
[26]

.如图 5(b),当内切-β-1,4-葡聚糖酶浓度设定

在中间值 41.25U/mL 时,产甲烷促进率随漆酶浓度

的降低而增加,与漆酶单因素试验中 Rmax 变化一致

(图 2(a)).同样,当木聚糖酶浓度设定为中间值时,甲

烷产量仍随漆酶浓度降低而增加(图 5(c), (d)).分析

结果可知:0.5~4.0U/mL的漆酶是提高玉米秸秆和餐

厨垃圾中温共消化甲烷产率的最适剂量范围.如图

5(e, f)所示,当漆酶浓度为 41.25U/mL,木聚糖酶低于

25U/mL、内切-β-1,4-葡聚糖酶大于 53U/mL 时,相

应的产甲烷促进率超过 20%.为进一步缩小优化范

围,通过叠加各种响应曲面的等值线而生成的叠加

图如图 6 所示.其中,叠加图的黄色阴影部分定义了

图形优化,提供了因变量的允许值;根据以下关键响

应确定相应的最佳区域,即产甲烷促进率超过 25%,

一次为目标筛选得到漆酶(1.5-4.0U/mL)、木聚糖酶

(12-20U/mL)和内切-β-1,4-葡聚糖酶(50-85U/mL)

的酶组合范围可达到高产甲烷促进率.相应的,选取

漆酶 (1.84U/mL)、木聚糖酶 (18.67U/mL)和内切

-β-1,4-葡聚糖酶(64U/mL)投至玉米秸秆和餐厨垃

圾的中温厌氧共消化系统(详见 2.3 部分),可取得最

大产甲烷理论促进率(26.13%). 

表 4  响应面回归模型方差分析结果 

Table 4  ANOVA for response surface quadratic polynomial 

models 

来源 平方和 自由度 均方 F P  

回归模型 4.131×105 13 31773.98 41.95 < 0.0001 显著 

A-A 1.038×105 1 1.038E+05 137.06 < 0.0001  

B-B 388.37 1 388.37 0.5127 0.5009  

C-C 1716.98 1 1716.98 2.27 0.1829  

AB 40939.48 1 40939.48 54.05 0.0003  

AC 30984.32 1 30984.32 40.91 0.0007  

BC 21289.13 1 21289.13 28.11 0.0018  

A² 85304.71 1 85304.71 112.62 < 0.0001  

B² 1236.50 1 1236.50 1.63 0.2486  

C² 71.37 1 71.37 0.0942 0.7692  

ABC 29957.40 1 29957.40 39.55 0.0008  

A²B 7999.45 1 7999.45 10.56 0.0175  

A²C 7938.16 1 7938.16 10.48 0.0177  

AB² 17345.80 1 17345.80 22.90 0.0030  

残差 4544.76 6 757.46    

失拟 1377.94 1 1377.94 2.18 0.2002 不显著

纯误差 3166.82 5 633.36    

总离差 4.176E+05 19     

注: P<0.05,差异显著; P>0.05,差异不显著. (R2 = 0.9891, Radj
2 = 0.9655, 

信噪比= 23.4095, 标准差=27.52, C.V.% = 8.32). 
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图 5  三维响应面图(a、c 和 e)和二维等值线图(b、d 和 f)相对于不同试验因子的响应变量(甲烷产量) 

Fig.5  Three-dimensional (a, c, and e) and contour plots (b, d, and f) for the response variable (methane yield) with respect to 

different experimental factors 

 

图 6  最佳区域的叠加图 

Fig.6  Overlay plot for the optimal region 

a.内切-β-1,4-葡聚糖酶和漆酶的变化,木聚糖酶为 41.25U/mL; b.木聚糖酶和漆酶的变化,内切-β-1,4-葡聚糖酶为 41.25U/mL; c.内切-β-1,4-葡聚糖酶和

木聚糖酶的变化,漆酶为 4.13U/mL 
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图 7  外源复合酶添加前后连续流 DMBR 共消化系统产甲烷的效能 

Fig.7  The efficiency of continuous flow DMBR co digestion system for methane production before and after the addition of 

exogenous complex enzymes 

2.3  外源复合酶强化连续流厌氧共消化系统产甲

烷的效能 

2.3.1  生物气产量、VFA 和氨氮  如图 7a 所示,

在没有添加外源复合酶的初始阶段(第 1~100d),系

统的甲烷产量和甲烷产率分别为(1.69±0.12L/L/d)

和(166.49±11.79mL/g VS).第 101d投加外源复合酶

后,系统的甲烷产量和甲烷产率逐渐增加,分别达到

(2.02±0.17L/L/d)和(186.80±19.87mL/g VS),相比没

有投加酶的初始阶段(第 1~100d)分别提高 16.8%和

19.5%.由于实际连续流工况波动,使得外源复合酶

的促进效能略低于响应面优化的理论最佳结果

(26.13%),表明外源复合酶的添加可以显著强化提

升玉米秸秆和餐厨垃圾连续中温 DMBR 共消化系

统的产甲烷效能 .同时 ,外源复合酶的添加使得

DMBR 拥有更稳定的 pH值(7.5~8.0),TVFA 也基本

稳定在 5.86-37.2mg COD/L,氨氮和游离氨浓度分别

低于 1000mg/L和 250mg NH3/L(图 7b-d).这些结果

表明:外源复合酶的添加不仅强化了共消化系统的

产甲烷效能,同时使产甲烷系统的运行更稳定. 

2.3.2  厌氧消化酶和木质纤维素酶活性、木质素去

除率和产甲烷活性  连续流 DMBR 共消化系统中

外源复合酶投加前后,如表 5 所示,在玉米秸秆和餐

厨垃圾连续进料的 DMBR 中添加复合酶后,包括漆

酶和木质素过氧化物酶的典型木质素酶活性分别

提高 42%和 50%,羟甲基纤维素酶活性由 2.13× 

10
5
U/L 增至 5.46×10

5
U/L.然而,内切葡聚糖酶和木

聚糖酶活性略有降低.整体而言,外源复合酶添加强

化后 DMBR 系统中木质素降解酶活性和纤维素降

解酶活性均增强,使得木质素的解聚和纤维素的水

解效率增加 (表 6),取得了更高的木质素降解率

(28.16%)和纤维素的降解率(69.66%).其中,本研究

运行的 DMBR 所得木质素去除率(28.16%)高于已

有研究中使用单一外源酶强化后取得的木质素去

除率(4.9%~8.7%)
[27]

. 

外源复合酶的投加强化了纤维素类生物质水

解效率的提高,进而促进了厌氧消化酶活性总体呈

上升趋势,与 DMBR的产甲烷效能提升一致(图 7和

表 5).水解酶活性的增加可将大分子化合物水解成

易降解物质,从而提高难降解纤维素类生物质的水

解速率.辅酶 F420 是产甲烷过程的关键酶,其活性增

加 2.19倍(表 5),与酶添加操作期间较高的甲烷产量

和 SMA 显著相关(表 6).其中,添加酶后共消化污泥

的辅酶 F420为 1673.5U/L(0.35 μmol/g VS),在厌氧消

化系统中辅酶 F420 研究范围内(0.006~0.49 μmol/g 

VS)处于较高水平
[28]

.此外 ,乙酸、丙酸、戊酸和

H2/CO2的SMA分别是投加复合酶前的1.24倍、1.82

倍、1.61倍和 1.05倍(表 6).外源复合酶的投加并未

促进丁酸降解产甲烷活性 ,但共消化污泥对其他
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VFA 的利用率显著提高,尤其是乙酸和丙酸,与乙

酸、丙酸在复合酶投加阶段较少积累一致(图 7a).

因此,添加外源复合酶提高共消化污泥对木质纤维

素水解效能的同时促进共消化污泥的产甲烷活性. 

表 5  外源复合酶投加前后 DMBR中厌氧消化酶和木质纤

维素酶活性 

Table 5  Anaerobic digestive enzyme and lignocellulolytic 

enzymes’ activities in the DMBR system before and after  

the exogenous compound enzyme addition 

污泥样品 加酶前(Day 35) 加酶后(Day 123)

α-葡萄糖苷酶 39.7±3.0 36.4±3.1 
水解 

蛋白酶 741.4±26.0 905.4±33.0 

乙酸激酶 64.7±10.1 187.8±5.6 

丁酸激酶 156.1±4.6 260.0±3.5 产酸 

乙酰辅酶 A 91.5±2.4 127.0±2.1 

厌氧消

化酶 

(U/L) 

产甲烷 辅酶 F420 791.5±75.1 1673.5±97.1 

木质素过氧化

物酶 
42.7±1.3 86.4±1.0 

木质素 

漆酶 174.0±13.7 291.8±11.1 

内切葡聚糖酶 (1.91±0.16)×105 (1.69±0.17)×105

纤维素 羧甲基纤维素

酶 
(2.13±0.03)×105 (5.46±0.03)×105

木质纤

维素酶 

(U/L) 

半纤维素 木聚糖酶 109.4±3.7 100.2±3.8 

 

2.3.3  微生物菌群结构变化  如图 8(a),添加外源

复合酶前后连续流 DMBR 共消化系统中微生物群

落的变化主要体现在 Proteobacteria 门相对丰度提

高,与木质素去除率提高一致,表明复合酶的投加增

强了共消化系统对纤维素类生物质的降解能力.在

细菌属水平上,Bacteroidalesnoname 属作为主要优

势属的相对丰度明显上升(图 8(b)),表明投加复合酶

可以增强微生物的水解能力.此外,Smithella 菌属的

相对丰度增加,有助于 DMBR 系统避免丙酸累积实

现稳定运行 .此外 ,添加外源复合酶后 ,氢营养型

Methanomassiliicoccales_noname 和 Methanoculleus

的 相 对 丰 度 趋 于 增 加 , 但 可 利 用 乙 酸 的

Methanosarcina 仍然是最主要的产甲烷菌,与 SMA

试验中较高的乙酸产甲烷活性一致.如图 8(c),通过

进一步分析功能基因可以发现与 TCA 代谢、丙酮

酸代谢相关的 M00009、M00307等基因的丰度在酶

强化阶段得到提高.另一方面,通过 KEGG 数据库分

析酶强化前后代谢途径中的 ko 基因丰度变化,发现

以丙酮酸为中心的糖水解、酸化代谢及氢营养型代

谢均得到强化(图 8(d)),与 Bacteroidalesnoname、

Smithella、Methanoculleus 等菌属的变化趋势一

致.Proteobacteria 是加酶后主要富集的微生物门类,

而属水平上富集的菌属主要有 Smithella、

Deltaproteobacterianoname、 Desulfomicrobium 和

Geobacter,分别与葡萄糖、丙酸和丁酸的利用转化

有关
[29]

,这些功能菌属的富集强化了共消化系统的

水解酸化能力.综上可知,添加外源复合酶可使具有

VFA 利用转化的功能微生物菌群更具优势,并促进

乙酸产甲烷菌更具优势,进而获得更高的共消化系

统产甲烷效能和系统稳定性. 

表 6  连续流运行模式下基质和污泥纤维素、半纤维素、木

质素去除率、TS浓度和比产甲烷活性(SMA) 

Table 6  Removal rate of cellulose, hemicellulose, lignin, and 

TS of substrate and sludge in the continuous operation mode. 

污泥样品 加酶前(Day 35) 加酶后(Day 123)

纤维素 19.46 20.20 

半纤维素 12.39 13.30 基质浓度(g/L)

木质素 16.27 18.20 

基质 84.61 94.36 
TS(g/L) 

污泥 70.97 67.24 

纤维素 53.32 69.66 

半纤维素 41.87 57.09 去除率(%) 

木质素 15.82 28.16 

乙酸 0.188±0.016 0.233±0.022 

丙酸 0.033±0.001 0.060±0.002 

丁酸 0.109±0.005 0.081±0.005 

戊酸 0.035±0.001 0.056±0.011 

SMA (g 

CH4-COD/g VS/d)

H2/CO2 0.050±0.004 0.053±0.004 
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图 8  微生物群落和代谢基因在投加复合酶前后(Day 100,Day 153)的变化 

Fig.8  Changes in microbial community and metabolic genes before and after the addition of complex enzymes (Day 100, Day 153) 

3  结论 

3.1  通过单因子试验筛选单一酶种类并筛选优化

范围,采用 Gompertz 模型拟合累积甲烷产量得到不

同浓度的漆酶、内切-β-1,4-葡聚糖酶、木聚糖酶和

纤维素酶对 P0和 Rmax的影响,最终选择确定漆酶、

内切-β-1,4-葡聚糖酶和木聚糖酶能够显著促进木

质纤维素水解产甲烷效能,并将其作为外源复合酶

的主要组成. 

3.2  通过响应曲面法,以漆酶、内切-β-1,4-葡聚糖

酶和木聚糖酶为优化关键因素,以产甲烷促进率作

为优化目标,根据试验数据成功建立了模型并进行

了方差分析,根据曲面图分析最终确定了漆酶(1.5~ 

4.0U/mL)、木聚糖酶(12-20U/mL)和内切-β-1,4-葡

聚糖酶(50-85U/mL)作为合适的复合酶组合范围. 

3.3  通过连续流 DMBR共消化系统验证外源复合

酶的强化效能,得到以玉米秸秆和餐厨垃圾共消化

系统的甲烷产率提升 19.5%;外源复合酶的投加促

进了水解酶活性,同时通过 Smithella 等功能菌的富

集强化了水解及酸化代谢,进而提升木质纤维素类

生物质的降解效能 ,以乙酸型为主的产甲烷菌

(Methanosarcina)进一步提高了共消化系统的产甲

烷性能及其稳定性. 
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