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　　摘要：厌氧发酵是解决畜禽粪污染的重要途径。为降低猪粪对环境的污染，研究总固体（ｔｏｔａｌｓｏｌｉｄ，简称ＴＳ）浓度
对固液分离后的猪粪厌氧消化性能的影响，并对适宜ＴＳ浓度猪粪发酵液的微生物菌群结构进行分析。结果表明，固
液分离后的猪粪在ＴＳ浓度为７％、１０％、１３％、１６％的湿发酵、半干发酵和干发酵中，挥发性脂肪酸（ｖｏｌａｔｉｌｅｆａｔｔｙａｃｉｄ，
简称ＶＦＡｓ）以乙酸和丙酸为主，并有少量丁酸和微量的甲酸。ＴＳ浓度为１３％的猪粪，乙酸平均含量占 ＶＦＡｓ平均含
量的比例最高，达３５．１４％，累积ＴＳ产气量和日均产气量分别为 ３７０．９０ｍＬ／ｇ和３．０２ｍＬ／ｇ，高于其他各组。厚壁菌
门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）和变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）是ＴＳ浓度为１３％的猪粪厌氧发酵优势细菌菌群，
它们的相对丰度分别为２９．５％、２８．９％和２５．５％；甲烷球菌目（Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａｌｅｓ）、甲烷鬃菌科（Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａｃｅａｅ）和
甲烷丝菌属（Ｍｅｔｈａｎｏｔｈｒｉｘ）为它的优势古菌菌群。
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　　生猪养殖在畜牧产业中占有重要地位。在生猪养殖过程
中会产生大量猪粪，如果不及时有效地处理，会造成严重的环

境污染［１］。利用猪粪中丰富的有机物进行厌氧消化，可在实

现猪粪减量化的同时生产沼气，是一种生态环保的粪污处理

与再利用技术。猪粪中的高浓度氨氮对厌氧微生物有抑制作

用，易导致厌氧消化启动困难［２］，消除氨抑制是实现猪粪厌

氧消化顺利进行的关键。为此，本研究利用氨氮多溶于猪粪

粪尿的特点，采用固液分离的猪粪固体进行厌氧消化，液体单

独处理，以期减小猪粪初始高浓度氨氮对厌氧消化的抑制

作用。

厌氧消化中物料的流变特性对微生物的传质以及沼气的

生产起到重要作用，流变特性和总固体（ｔｏｔａｌｓｏｌｉｄ，简称 ＴＳ）
浓度相关［３］，研究人员根据 ＴＳ浓度不同，将厌氧消化分为３
种类型，即湿发酵（ＴＳ浓度≤１０％）、半干发酵（１０％ ＜ＴＳ浓
度＜１５％）和干发酵（ＴＳ浓度≥１５％）［４］。目前，关于 ＴＳ浓
度对畜禽粪便厌氧消化影响的研究主要侧重于厌氧消化产气

效果方面［５－６］，而在发酵基质浓度对挥发性脂肪酸（ｖｏｌａｔｉｌｅ
ｆａｔｔｙａｃｉｄ，ＶＦＡｓ）成分及含量、甲烷含量以及发酵系统菌群结
构方面尚缺乏充分的系统分析。为此，本研究以固液分离的

猪粪固体为研究对象进行批次发酵，研究不同ＴＳ浓度对猪粪
固体厌氧发酵过程中 ｐＨ值、ＶＦＡｓ含量、铵态氮（ＮＨ４

＋ －Ｎ）
含量及产气量的影响，并对发酵系统的微生物类群结构进行

分析，以期为规模化养猪场沼气工程顺利运行提供理论和技

术参考。

１　材料与方法

１．１　试验装置
试验装置由笔者所在实验室自行设计（图１）。发酵罐容

积为２５００ｍＬ，装液量为１２００ｍＬ，顶部设有出气口及取样
口，发酵罐温度通过外部水箱水加热后泵送到发酵罐夹层保

持，保持恒温（３５±１）℃，集气袋收集气体，排水法测定产
气量。

１．２　试验材料
试验用猪粪取自重庆市某生猪养殖场粪污，总固体浓度

为２５．７９％，挥发性固体（ｖｏｌａｔｉｌｅｓｏｌｉｄ，简称 ＶＳ）浓度为
２３４４％，总有机碳（ｔｏｔａｌｏｒｇａｎｉｃｃａｒｂｏｎ，简称 ＴＯＣ）含量为
１８４．８７ｇ／ｋｇ，总氮（ｔｏｔａｌｎｉｔｒｏｇｅｎ，简称ＴＮ）含量为３１．１８ｇ／ｋｇ。
接种沼液取自实验室发酵液，总固体浓度为９．８５％，挥发性固
体浓度为６．９９％。
１．３　试验方法

试验于２０１７年３—６月在西南大学废弃物资源化利用实
验室中进行。试验采用批次发酵，将猪粪 ＴＳ浓度调节到
７％、１０％、１３％和１６％，加入２００ｇ接种沼液，调节各组ｐＨ值
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为７．０。反应初始时，通入２ｍｉｎ氮气以保证厌氧环境。每日
定时检测ｐＨ值、ＮＨ４

＋－Ｎ含量、ＶＦＡｓ含量及产气量，直至产
气结束。

１．４　项目测定及方法
ＴＳ浓度用烘干法测定，ＶＳ浓度用马弗炉灼烧法测定；

ＴＯＣ含量的测定采用重铬酸钾 －外加热法；ＴＮ含量采用凯
氏定氮法测定［７］；ｐＨ值用 ｐＨ计（Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ－１０型）测定；
ＮＨ４

＋－Ｎ含量用纳式试剂光度法测定［８］；甲酸、乙酸、丙酸、

丁酸含量采用 ＬＣ２０１０型高效液相色谱仪测定；总产气量采
用排水法测定；甲烷含量采用 ＧＣ９７２０型气相色谱仪进行分
析测定；微生物优势细菌及古菌类群分析通过ＩＩＩｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ
高通量测序，菌群１６ＳｒＤＮＡ的双Ｖ区（Ｖ３Ｖ４）ＰＣＲ扩增引物
信息为３３８Ｆ：ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡ，８０６Ｒ：ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧ
ＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ。

２　结果与分析

２．１　ＴＳ浓度对猪粪厌氧消化过程的 ｐＨ值和 ＶＦＡｓ含量的
影响

ｐＨ值是反映厌氧消化顺利进行的重要指标。本研究中
湿发酵、半干发酵和干发酵３种类型的 ｐＨ值均整体呈现先
下降后升高的趋势（图２）。厌氧消化初期，各组 ｐＨ值迅速
下降，在１５ｄ时降至最低值，为５．２左右；而挥发性脂肪酸含
量在该时期整体增加，１５ｄ左右达到峰值，随后 ＶＦＡｓ含量逐
渐降低，４０ｄ后各组ＶＦＡｓ含量均降到７．０ｍＬ／Ｌ及以下。推
测这一时期猪粪中的有机物水解酸化产生大量ＶＦＡｓ且不能
立即被产甲烷菌充分利用，进而造成 ＶＦＡｓ积累。为避免酸
化，在发酵后１５ｄ，用ＮａＯＨ对系统ｐＨ值进行调节（ｐＨ值为
７）。发酵３０ｄ后各发酵系统的 ｐＨ值均稳定在６．５～８．１范
围内，且与ＶＦＡｓ总量的变化趋于一致。对于不同发酵类型，
ＴＳ浓度对 ＶＡＦｓ积累量的影响为 ＴＳ１６％ ＞ＴＳ１３％ ＞
ＴＳ１０％＞ＴＳ７％。
　　在３种类型发酵中，猪粪固体的厌氧消化整体以产乙酸
和丙酸为主（图３），这同Ｆａｎｇ等的研究结果［９］一致。当猪粪

ＴＳ浓度由７％增加到１３％时，乙酸平均含量在 ＶＦＡｓ平均含
量中的占比由１９．５８％增加到３５．１４％，但当 ＴＳ浓度增加到
１６％时，乙酸平均含量在 ＶＦＡｓ平均含量中的占比稍有降低
（３３．０９％）。ＴＳ浓度为７％、１０％、１３％、１６％条件下，丙酸平
均含量在ＶＦＡｓ平均含量中的占比分别为５９．４７％、６０．０７％、
４７．６７％、５０．１６％。在３种类型的猪粪厌氧消化中，丁酸含量
较低，甲酸的含量极低，丙酸、丁酸含量均呈现先升高后降低

的变化趋势，而乙酸含量在５ｄ和８０ｄ左右出现了２个高峰
期。这是由于在厌氧消化初始阶段，猪粪中易降解有机物水

解产生乙酸，所以出现第１个产乙酸的高峰；产甲烷微生物利
用丙酸的速率低于利用乙酸和丁酸的速率［１０］，在发酵２０～
６０ｄ丙酸含量一直保持较高的水平，丙酸向乙酸的转化可通
过产氢产乙酸途径和产甲酸产乙酸途径［１１］，图３中甲酸含量
一直保持在极低水平，由此推测产乙酸过程可能是沿着产氢

产乙酸途径进行的。由于丙酸的产氢产乙酸速率缓慢，所以

６０ｄ后，丙酸沿产氢产乙酸途径转化为乙酸后，丙酸含量降
低，乙酸含量增加，出现第２个产乙酸高峰。ＴＳ浓度为１３％
和１６％的猪粪，乙酸平均含量较７％和１０％的发酵组分别提
高了２８７．６９％、４４９．９４％和 １０８３８％、１９５．５９％。厌氧消化
中，大约有７２％的甲烷来自于乙酸的转化［１２］，因此ＴＳ浓度为
１３％和１６％的猪粪更有利于甲烷产量的提高。
２．２　不同ＴＳ浓度下猪粪厌氧消化的ＮＨ４

＋－Ｎ含量变化
ＮＨ４

＋－Ｎ既是微生物重要的氮源，也是影响厌氧消化过
程稳定性的重要因素，过高的 ＮＨ４

＋ －Ｎ含量会对厌氧消化
过程产生抑制作用［１３］。由图４可知，ＮＨ４

＋ －Ｎ含量随猪粪
ＴＳ浓度的增加而增加，ＴＳ浓度为１３％、１６％的猪粪，
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ＮＨ４
＋－Ｎ含量最高可达２３１９．２、３０１２．１ｍｇ／Ｌ，明显高于其

他组，由于ＮＨ４
＋－Ｎ是微生物可利用的氮源，２种ＴＳ浓度的

猪粪，ＮＨ４
＋－Ｎ含量达到最大值后均开始波动下降，７５ｄ后，

ＮＨ４
＋－Ｎ含量分别稳定在１５００、２０００ｍｇ／Ｌ左右。有研究

表明，ＮＨ４
＋－Ｎ含量超过１５００ｍｇ／Ｌ时，对厌氧消化产生抑

制作用［１４］，但４种ＴＳ浓度的猪粪在厌氧消化中均没有产生
氨抑制现象。

２．３　不同ＴＳ浓度下猪粪厌氧消化的产气特性
由图５可知，不同 ＴＳ浓度的猪粪在厌氧消化２０～３５ｄ

和６０～８０ｄ出现２次产气高峰，ＴＳ浓度为７％和１６％的猪
粪，在第１次产气高峰时，日产气量维持较高的水平，而ＴＳ浓
度为１３％的猪粪，在第２次产气高峰，日产气量明显高于其
他各组。对整个发酵周期内各组的日产气量计算平均值得

到，ＴＳ浓度为７％、１０％、１３％、１６％的发酵组日平均产气量分
别为２．４３、２．４１、３．０２、２．７８ｍＬ／ｇ。ＴＳ浓度为１３％的发酵组

日平均产气量最高，并且其日平均产气量较７％、１０％、１６％
的发酵组提高了２４．１９％、２６．２３％、９．２２％，累积 ＴＳ产气量
达到３７０．９０ｍＬ／ｇ，也远高于其他组（图６）。不同ＴＳ浓度的
猪粪日甲烷产量均整体呈现先增加后降低的变化趋势。ＴＳ
浓度为７％的猪粪日甲烷产量整体最低，ＴＳ浓度为１３％的猪
粪，厌氧消化８０ｄ时甲烷产量达到峰值（３９５．８５ｍＬ／ｄ），高于
其他各组产甲烷峰值的含量；另外，通过图６发现，ＴＳ浓度为
１６％的猪粪在发酵后期依然保持较高的甲烷产量，这主要是
因为干发酵中发酵液的黏度高，气 －固 －液传质过程受阻
碍［１５］，虽然ＴＳ浓度为１６％的猪粪在发酵后期依然保持较高
的甲烷产量，但其厌氧消化迟滞期也较长。因此，从甲烷产量

和经济性方面综合考虑，ＴＳ浓度为１３％的半干发酵更有利于
猪粪的发酵产气。为此，对发酵末期 ＴＳ浓度为１３％的猪粪
发酵液进行菌群结构分析。

２．４　发酵液优势微生物类群分析
利用高通量测序技术对ＴＳ浓度为１３％的猪粪发酵后期

的细菌和古菌菌群进行分析，结果如图 ７所示。厚壁菌门
（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、拟 杆 菌 门 （Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、变 形 菌 门
（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）和放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）类细菌为优势菌
群，相对丰度分别达到２９．５％、２８．９％、２５．５％和５．２％。其
中厚壁菌门下的梭菌纲（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａ）及梭菌目（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｌｅｓ）类
细菌在各分类单元中所占丰度分别达到２７．７％和２４．４％（图
７－ａ）。厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）类细菌是降解纤维素、长链脂
肪酸及其他有机物生成小分子物质的主要菌类［１６－１７］，也是厌

氧消化污泥、粪便、废水和餐厨垃圾等厌氧反应器中常见优势

菌群，其门下的梭菌纲类细菌是具有较强纤维素降解能力的

厌氧或兼性厌氧菌群，发酵系统中含有较多的梭菌能够促进

和提升微生物对纤维素的降解速率［１８］。拟杆菌门类细菌则

是利用大分子碳水化合物进行降解产酸的主要菌群。本研究

高通量测序结果表明，系统中的优势菌群（厚壁菌门和拟杆

菌门细菌）在猪粪厌氧发酵水解、产酸过程中发挥着了重要

的作用。这与Ａｎｔｗｉ等对废水厌氧发酵中的微生物群落结构
分析结果［１９］相一致。废水处理系统中参与丙酸型发酵的主

要细菌是丙酸杆菌属（Ｐｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ）类［２０］。本研究中，

系统发酵产生较高含量的丙酸，但高通量测序结果中的丙酸

杆菌目（Ｐｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）和丙酸杆菌属类细菌的相对丰
度仅为０．２％和０．１％。这可能是菌群分析的样品来自发酵
末期，参与丙酸型发酵的细菌已退为次要地位所致。

古菌是厌氧发酵产甲烷的重要类群。本研究对高通量测

序结果中的古菌类群进行了分析，结果如图７－ｂ所示。产甲
烷相关的古菌类，如广古菌门（Ｅｕｒｙａｒｃｈａｅｏｔａ）中的甲烷微菌
纲（Ｍｅｔｈａｎｏｍｉｃｒｏｂｉａ）、热原体纲（Ｔｈｅｒｍｏｐｌａｓｍａｔａ）及甲烷杆菌
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纲（Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）所占丰度分别为２９．６％、０．６％和０．５％。
在目、科和属的分类水平上，甲烷球菌目（Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａｌｅｓ）、
甲 烷 微 菌 目 （Ｍｅｔｈａｎｏｍｉｃｒｏｂｉａｌｅｓ）和 甲 烷 鬃 菌 科

（Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａｃｅａｅ）及甲烷丝菌属（Ｍｅｔｈａｎｏｔｈｒｉｘ）、甲烷八叠
球菌属（Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ）所占丰度分别达到 ２０．８％、８．８％、

１７．２％及１７．２％、３．６％。甲烷球菌可以Ｈ２、ＣＯ２和甲酸盐为
底物产生ＣＨ４，甲烷鬃菌和甲烷微菌可利用Ｈ２或甲酸盐还原
ＣＯ２生成 ＣＨ４

［２１］，甲烷丝菌利用乙酸为底物产生 ＣＨ４和
ＣＯ２，甲烷八叠球菌属可利用底物广泛，能以乙酸、甲醇、三甲
胺和ＣＯ２等为底物形成 ＣＨ４

［２２］。发酵系统中的甲烷球菌目
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（Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａｌｅｓ）、甲烷鬃菌科（Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａｃｅａｅ）和甲烷
丝菌属（Ｍｅｔｈａｎｏｔｈｒｉｘ）为优势古菌菌群，它们能充分利用猪粪
酸化水解产物产生 ＣＨ４，这也是 ＴＳ浓度为１３％的猪粪厌氧
发酵产生较高含量甲烷重要原因之一。

３　讨论

ＶＦＡｓ为产甲烷菌可利用的碳源，各有机酸的分布对厌氧
发酵的顺利进行和产甲烷性能影响很大。本试验中，以猪粪

固体进行厌氧消化，ＶＦＡｓ以乙酸和丙酸为主，并有少量丁酸
和微量甲酸，这不同于赵杰红等对厨余垃圾的研究，赵杰红等

在研究厨余垃圾厌氧消化水解酸化时发现，ＶＦＡｓ中以甲酸和
乙酸为主，并有少量丙酸和丁酸产生，同时乳酸浓度一直较

高［２３］；张波等对厨余废物进行厌氧消化发现，ｐＨ值为７时，
ＶＦＡｓ以丁酸和乙酸为主，丙酸很少［２４］。虽然本试验中丙酸

浓度高，但系统并没有出现酸化现象，而且发酵后期，大量的

丙酸向乙酸转化，这在 ＴＳ浓度为１６％的猪粪发酵中尤为明
显。丙酸向乙酸的转化可通过产氢产乙酸途径和产甲酸产乙

酸途径，试验中检测到极低的甲酸含量，推测丙酸向乙酸的转

化可能是通过产氢产乙酸途径。ｐＨ值在５～７范围内时为丙
酸型 发 酵，丙 酸 型 发 酵 的 主 要 细 菌 是 丙 酸 杆 菌 属

（Ｐｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ），但试验中丙酸杆菌属的相对丰度仅为
０．１％，这可能是发酵样品取自发酵末期，丙酸杆菌属菌群进
入衰退期造成的。

４　结论

猪粪固体厌氧消化的湿发酵、半干发酵和干发酵都以产

乙酸和丙酸为主，并有少量丁酸和微量的甲酸。ＴＳ浓度为
１３％的猪粪，乙酸平均含量占ＶＦＡｓ平均含量的比例最高，达
３５．１４％，累积ＴＳ产气量和日均产气量分别为３７０．９０ｍＬ／ｇ
和３．０２ｍＬ／ｇ，高于其他各组。

ＴＳ浓度为１３％的猪粪厌氧发酵液，优势细菌菌群为厚壁
菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）和变形菌门
（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ），相对丰度分别为２９．５％、２８．９％和２５．５％，甲
烷球菌目（Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａｌｅｓ）、甲烷鬃菌科（Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａｃｅａｅ）
和甲烷丝菌属（Ｍｅｔｈａｎｏｔｈｒｉｘ）为优势微生物古菌菌群。
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ｍｅｔｈａｎｏｇｅｎｓａｎｄｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＳｃｉｅｎｃｅｏｆｔｈｅＴｏｔａｌ
Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，２０１７，６０１－６０２：１６７－１７６．

［２２］ＤｅＶＪ，ＨｅｎｎｅｂｅｌＴ，ＢｏｏｎＮ，ｅｔａｌ．Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ：ｔｈｅｒｅｄｉｓｃｏｖｅｒｅｄ
ｍｅｔｈａｎｏｇｅｎｆｏｒｈｅａｖｙｄｕｔｙｂｉｏｍｅｔｈａｎａｔｉｏｎ［Ｊ］． Ｂｉｏｒｅｓｏｕｒｃｅ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１２，１１２（５）：１－９．

［２３］赵杰红，张　波，蔡伟民．温度对厨余垃圾两相厌氧消化中水解
和酸化过程的影响［Ｊ］．环境科学，２００６，２７（８）：１６８２－１６８６．

［２４］张　波，史红钻，张丽丽，等．ｐＨ对厨余废物两相厌氧消化中水
解和酸化过程的影响［Ｊ］．环境科学学报，２００５，２５（５）：６６５－
６６９．　
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