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沼液回流比与有机负荷对秸秆厌氧发酵特性的影响
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摘要：以混合秸秆为唯一原料，混合接种瘤胃液与污泥，在半连续固态进料反应器中研究不同回流比和有机负荷组

合对甲烷产率、发酵特性的影响。结果表明，在６个阶段中，当有机负荷（ＯＬＲ）为４ｇ／（Ｌ·ｄ），回流比为１∶１时，甲烷

平均产率达到了７６８ｍＬ／（Ｌ·ｄ）；单位秸秆 ＴＳ产甲烷量为２０２ｍＬ／ｇ，具有明显成本优势。当 ＯＬＲ升高到６ｇ／（Ｌ·ｄ）

时，ＶＦＡ积累明显，丙酸质量浓度高达 ６５４ｇ／Ｌ，并且出现丁酸的积累；该阶段氨氮质量浓度明显升高，达到了

６３２５１ｍｇ／Ｌ。固渣中纤维素和半纤维素在第 ２阶段降解程度最高，降解率达到了 ８８８１％，而水解酶活和产甲烷效

率的变化相关。通过三维荧光光谱分析，发现沼液中类酪氨酸产物、辅酶 Ｆ４２０及腐殖酸类有机物的变化受回流比

和有机负荷的影响，能直接反映产甲烷和发酵特性，而且腐殖酸类物质的积累是产甲烷作用受到抑制的重要原因。

因此，合适的回流比和有机负荷对秸秆沼气工程长期稳定运行尤为关键。
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ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

　　引言

农作物秸秆一直是生物质能源中非常有潜力的

原料之一。而厌氧发酵是在缺少无机电子受体（如

氧气、硝酸盐、硫酸盐、氧化态铁锰等）的条件下，经

过水解、发酵产酸、产氢产乙酸阶段，最终产生二氧

化碳和甲烷的过程
［１］
，被认为是秸秆资源化的重要

途径
［２］
。由于秸秆本身氮源缺乏，沼气工程中常投

加牲畜粪便等原料混合发酵来平衡碳氮比
［３－５］

，产

生的沼液氨氮等有机污染物浓度高。尽管还田利用

是一种有效的沼液减量化方式，但由于沼液成分复

杂，还田利用还受土地承载能力、季节性变化等诸多

因素影响
［６］
，导致沼液不能被充分消纳，需进一步

无害化处理，从而制约了秸秆沼气工程的发展
［７－８］

。

采用沼液回流工艺不仅可以减少氨氮损失，实现单

秸秆发酵，而且可减少功能微生物损失
［９］
，实现菌

群水解和产甲烷过程的平衡。但回流比过高，易导

致氨氮积累
［１０－１１］

，粘度增加
［１２］
，悬浮性颗粒提高等

问题
［１３］
，使产甲烷效率降低，因此合适的回流比对

秸秆沼气工程的长期稳定运行尤为关键。

但对单秸秆发酵沼液回流研究的文献较少
［１１］
，

尤其是不同回流比和负荷条件下秸秆产气及发酵特

性的研究更少，从而限制了该工艺在工程上的应用。

本文以混合秸秆为单一原料，在半连续反应器中，设

置不同回流比和有机负荷，考察长期消化过程中两

者对甲烷产率和液固相发酵特性的影响；并通过液

相中可溶性有机物的变化，分析操作参数发挥作用

的机制。从而寻找最优产甲烷及发酵条件，为秸秆

沼气工程高效运行和过程控制提供参考。

１　材料和方法

１１　接种物与秸秆原料
接种物有 ２类来源：从无锡生牛屠宰厂取新鲜

牛瘤胃内含物，两层纱布过滤后获得瘤胃液；同时从

苏州某处理餐厨垃圾厌氧装置取厌氧产甲烷污泥，

接种物提供厌氧微生物的同时，还提供氮源：收集 ３
种典型农作物（玉米秸、草秸和稻秸）粉碎成秸秆

粉，过 ４０目筛备用，按挥发性固体（ＶＳ）含量相同
形成混合秸秆原料，接种物与原料特性如表 １所
示。

表 １　瘤胃液、接种泥和秸秆原料的 ＴＳ、ＶＳ、碳氮比及主要组成

Ｔａｂ．１　ＴＳ，ＶＳ，Ｃ／Ｎｒａｔｉｏａｎｄｍａｉｎｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｏｆｒｕｍｅｎｆｌｕｉｄ，ａｎａｅｒｏｂｉｃｓｌｕｄｇｅａｎｄｒｉｃｅｓｔｒａｗ

物料
ＴＳ质量分数／

％

ＶＳ质量分数／

％
碳氮比

半纤维素

质量分数／％

纤维素

质量分数／％

木质素

质量分数／％

瘤胃液 ２２８±００１ １３２±００２ １２４８±０６２

厌氧泥 １３９０±１３２ ６９０±０４３ ７３６±０３７

玉米秸 ９３２５±１７６ ８８６０±１７９ ５１３６±２５７ ３４９８±１７５ ４９３９±２４７ ６８４±０３４

草秸 ９８６０±０７１ ９３４４±０８３ ４６０９±２３０ ３１６６±１５８ ３３６１±１６８ １０６０±０５３

稻秸 ９４２７±０５３ ８４２３±０３９ ４３１５±２１６ ２４３４±１２２ ３０８８±１５４ １１５２±０５８

混合秸 ９５３０±０６９ ８８５９±０５４ ４６８２±２３４ ３０２０±１５１ ３７９１±１９０ ９６７±０４８

１２　实验装置与操作条件
瘤胃液与污泥混合后（ＶＳ相等），按体积分数

２５％接种于立式半连续固态进料反应器（组成装置
原理见图１），搅拌速度维持在８０ｒ／ｍｉｎ，料液有效体
积２５Ｌ，启动秸秆厌氧消化实验。

为了保持体系中含固率在较小范围内波动，随

着有机负荷（ＯＬＲ）的提高，可增加排出料液的体
积，从而获得相应的固渣停留时间（ＳＲＴ）。发酵过
程根据操作参数的不同分为 ６个阶段，具体如表 ２
所示。每隔２ｄ，在加入干秸秆原料前分别收集气体

和料液，气体经过４ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液吸收得到甲烷
的体积。料液用 １００目尼龙纱网挤压过滤后，沼渣
用于分析秸秆各组分的变化；沼液留样后，按照回

流比设置补足水分，返回至反应器内。

１３　分析方法
固渣样品在干燥箱中以 ６０℃干燥 １２ｈ至恒质

量，用于测定碳氮比及各组分比例。固体总有机碳

（ＴＯＣ）使用总有机碳分析仪（Ｓｈｉｍａｄｚｕ型，日本）测
定，凯氏氮通过凯氏分析仪 （ＫＴ ２６０型，中国）
测定。纤维素、半纤维素和木质素的比例根据范氏
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图 １　半连续固态进料反应器原理图

Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｓｅｍｉｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ

ｒｅａｃｔｉｏｎｄｅｖｉｃｅｏｆｓｏｌｉｄｆｅｅｄｉｎｇ
１．反应器　２．搅拌装置　３．进料装置　４．气体过 ４ｍｏｌ／Ｌ饱和

ＮａＯＨ溶液吸收后甲烷收集装置　５．温度控制装置　６．料液收集

装置

　

表 ２　６个阶段操作参数的设定

Ｔａｂ．２　Ｓｅｔｔｉｎｇｏｆｏｐｅｒａｔｉｏｎｐａｒａｍｅｔｅｒｓａｔｓｉｘｓｔａｇｅｓ

阶段

序号

运行

时间／ｄ
沼液回流比

有机负荷／

（ｇ·（Ｌ·ｄ）－１）

固渣停留

时间／ｄ

１ ０～２４ ２∶１ １５ １００

２ ２５～４８ ２∶１ ２ １００

３ ４９～７２ １５∶１ ３ １００

４ ７３～９６ １５∶１ ４ １００

５ ９７～１３０ １∶１ ４ ６６６

６ １３１～１６６ １∶１ ６ ４０

洗涤法原理测定
［１４］
。

沼液经过５０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ后，用超纯水
稀释１０倍用于各指标的测定。氨氮质量浓度使用
纳氏试剂测定。样品加入 ３ｍｏｌ／Ｌ磷酸离心后，使
用岛津 ＧＣ ２０１０Ｐｌｕｓ型（Ｓｈｉｍａｄｚｕ，美国）测定
ＶＦＡｓ，升温程序参考以前的方法［１５］

。纤维素酶和

木聚糖酶酶活在分光光度计上利用 ＤＮＳ法测
定

［１６］
；酶活力单位（Ｕ）定义为，ｐＨ值为 ６４，５０℃条

件下，每分钟每毫升酶液释放１μｇ葡萄糖（木糖）的
酶量。

溶解有机物（Ｄｉｓｓｏｌｖｅｄｏｒｇａｎｉｃｍａｔｔｅｒ，ＤＯＭ）质
　　

量浓度用总有机碳分析仪（Ｓｈｉｍａｄｚｕ，日本）测定，然
后稀释样品质量浓度到 １０ｍｇ／Ｌ以下，使用三维荧
光光谱仪（ＦｌｕｏｒＭａｘ ４型，美国）测定三维荧光，参
数设定为：激发波长范围 ２００～５００ｎｍ，发射波长
２００～６００ｎｍ，激发和发射狭缝宽度均为 ４ｎｍ，波长
扫描间隔均为１０ｎｍ，为避免出现二级瑞利散射，在
出光一侧添加２９０ｎｍ的截止滤片［１７］

。

２　结果与讨论

２１　甲烷产率的变化
甲烷产率是衡量厌氧消化效率的重要指标，各

阶段甲烷产率如图 ２所示，第 １阶段的有机负荷为
１５ｇ／（Ｌ·ｄ），甲烷产率缓慢，反应器内微生物菌群
对单秸秆原料的环境适应性及甲烷菌较长的世代周

期都会影响到产甲烷效率。从第 ２阶段开始，反应
器进入平稳运行。第５阶段 ＯＬＲ达到４ｇ／（Ｌ·ｄ），回
流比减少为１∶１，甲烷最高产率达到９７０ｍＬ／（Ｌ·ｄ），该
阶段的平均甲烷产率为 ７６８ｍＬ／（Ｌ·ｄ）。但当 ＯＬＲ
再次增加后，甲烷产率下降至５８７ｍＬ／（Ｌ·ｄ）。

图 ２　不同操作条件下甲烷产率的变化

Ｆｉｇ．２　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｍｅｔｈａｎｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｒａｔｅａｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｏｐｅｒａｔｉｏｎｐａｒａｍｅｔｅｒｓ
　
单位秸秆产甲烷量的变化受到回流比和 ＯＬＲ

的共同影响（见表３），第２阶段 ＴＳ甲烷产量达到了
１９４ｍＬ／ｇ，但随着 ＯＬＲ逐渐提高到４ｇ／（Ｌ·ｄ），产甲
烷量反而降到１５２ｍＬ／ｇ。在同样的 ＯＬＲ条件下，当

表 ３　不同阶段甲烷产量和液相中 ＶＦＡｓ、ｐＨ值和氨氮质量浓度的变化

Ｔａｂ．３　ＭｅｔｈａｎｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｙｉｅｌｄｓａｎｄＶＦＡｓ，ｐＨｖａｌｕｅｓａｎｄａｍｍｏｎｉａｎｉｔｒｏｇｅｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｌｉｑｕｉｄｐｏｒｔｉｏｎｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｇｅｓ

参数
阶段序号

１ ２ ３ ４ ５ ６

甲烷产率／（ｍＬ·（Ｌ·ｄ）－１） １８９±９４１１ ３７０±３５５７ ５３４±３０６４ ５７９±５７９３ ７６８±１２４８０ ５８７±１５２１２

单位 ＴＳ甲烷产量／（ｍＬ·ｇ－１） １３２±６６ １９４±１９ １８７±１１ １５２±１５ ２０２±３３ １０３±２７

单位 ＶＳ甲烷产量／（ｍＬ·ｇ－１） １４２±７１ ２０９±２０ ２０１±１２ １６３±１６ ２１７±３５ １１０±２９

乙酸质量浓度／（ｇ·Ｌ－１） ０２９±０３４ ０２５±００３ ０３４±００８ １０４±０５７ １８１±０７８ ２０２±０９７

丙酸质量浓度／（ｇ·Ｌ－１） ２７０±０８５ ０５７±０８６ ００８±０１２ ０８１±０４３ ３５０±１２５ ６５４±１３４

丁酸质量浓度／（ｇ·Ｌ－１） ００６±０１２ ０ ０ ０ ０３１±０１４ ０５３±０３４
ｐＨ值 ７２１±０１６ ７３５±０１３ ７３０±０１５ ７１３±００７ ６９４±０１１ ６９９±０１８

氨氮质量浓度／（ｍｇ·Ｌ－１） ２２５０６±４４６９ ２１３６０±１６３７ ２６２７９±２６５０ ３６３５９±６１９７ ３４９９２±６８０９ ６３２５１±５４０５
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减小沼液回流比为 １∶１时（第 ５阶段），产甲烷量达
到了最大的 ２０２ｍＬ／ｇ（ＶＳ产甲烷量 ２１７ｍＬ／ｇ），负
荷继续提高，单位秸秆产甲烷量开始下降。

研究表明，利用混合微生物菌群间的协同作用

是提高秸秆等纤维素类物质厌氧消化的有效途

径
［１８－１９］

。同时 ＦＵＭＡ等［２０］
研究证实，通过易降解

的纤维素原料能激活 Ｆｉｂｒｏｂａｃｔｅｒｓｕｃｃｉｎｏｇｅｎｅｓ等水解
菌群，从而提高稻秸的降解。本研究将易降解的草

秸、玉米秸同稻秸混合，利用牛瘤胃液和厌氧产甲烷

污泥共接种开展降解实验。根据一般秸秆理论产值

０３５～０３６来计算［２１］
，最高产量达到了理论产值的

５６％ ～５８％，和经过物化、生物预处理的各种秸秆厌
氧消化研究相比，甲烷产量有明显成本优势

［２２－２３］
。

另外从单位秸秆产甲烷量的研究来看，李东等
［５］
利

用１∶１的稻草与牛粪为混合原料，连续中温厌氧消
化，在 ＯＬＲ为３６ｇ／（Ｌ·ｄ）时，甲烷产量达到了最大
２２０ｍＬ／ｇ，随后下降。杜静等［２４］

在研究秸秆负荷对

沼气产率影响的实验中，同样发现负荷越高，各种有

毒物质的积累是导致厌氧发酵受到抑制的原因。本

研究单位秸秆产甲烷量有 ２个峰值，分别在第 ２和
５阶段，表明，产甲烷量随着 ＯＬＲ增加有所提高，超
过６ｇ／（Ｌ·ｄ）时，产量下降，与上述研究的变化趋势
一致。同时回流比降到 １∶１时，降低了沼液中抑制
物质的浓度，部分解除了产甲烷受到的抑制，从而在

第５阶段再次出现产甲烷峰值。
２２　ＶＦＡｓ浓度的变化

在标准状态下（温度２５℃，氢分压１０５Ｐａ，底物
和产物浓度为１ｍｏｌ／Ｌ），ＶＦＡｓ中丁酸和丙酸氧化生
成乙酸、氢和二氧化碳是吸能反应（自由能 ΔＧ°′＞
０），热力学上不能自发进行，只有与嗜氢甲烷菌形成
互营菌群，使氢分压降低，代谢才得以进行（ΔＧ°′＜
０）［２５］。因此互营氧化被认为是厌氧消化的限速步
骤，ＶＦＡｓ的质量浓度反映出体系中酸化和产甲烷之
间的平衡，而 ＯＬＲ的提高和回流都会导致 ＶＦＡｓ的
积累

［２６－２７］
。从图 ３可以看出，ＶＦＡｓ质量浓度受

ＯＬＲ的影响更大，随着 ＯＬＲ提高，ＶＦＡｓ开始出现积
累现象，尤其是丙酸和丁酸的积累，表明此时反应器

内产酸和产甲烷平衡被打破，产甲烷作用受到抑

制
［２８］
。

具体来看（见表 ３），第 １阶段反应器内丙酸平
均质量浓度达到 ２７０ｇ／Ｌ，而乙酸和丁酸的含量很
少。第２阶段丙酸含量显著降低，到第 ４阶段，
ＶＦＡｓ含量上升，乙酸和丙酸出现积累现象，质量浓
度达到了１０４ｇ／Ｌ和０８１ｇ／Ｌ，甲烷产率也受到抑
制。第５阶段保持 ＯＬＲ不变的同时，减少了沼液回
流比，乙酸被产甲烷作用短暂利用。但过高的 ＯＬＲ

（第６阶段）打破了厌氧消化之间的平衡，ＶＦＡ积累
明显，丙酸质量浓度高达６５４ｇ／Ｌ，并且出现丁酸的
积累。

图 ３　不同参数下 ＶＦＡｓ质量浓度的变化

Ｆｉｇ．３　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＶＦＡｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓａｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐａｒａｍｅｔｅｒｓ
　
过高的 ＶＦＡｓ质量浓度不仅反映产酸和产甲烷

的失衡，而且还会抑制厌氧消化过程。以前的研究

表明，乙酸质量浓度超过 １５ｇ／Ｌ就会抑制纤维素
酶的活性，从而抑制水解

［２９］
。甲烷菌对 ＶＦＡｓ质量

浓度变化比水解菌更敏感，ＳＩＥＧＥＲＴ等［３０］
研究表

明，中温条件下，总 ＶＦＡｓ质量浓度超过 ６ｇ／Ｌ将会
抑制产气并降低甲烷含量；质量浓度超过 ８ｇ／Ｌ时，
就会抑制产甲烷过程

［２１］
。另外李红丽等

［３１］
在研究

牛粪与厨余垃圾厌氧干式发酵中，发现 ＶＦＡｓ质量
浓度超过１０ｇ／Ｌ，会导致厌氧发酵酸败。单个 ＶＦＡｓ
对甲烷菌表现出不同的效应：乙酸作为产甲烷的底

物，其质量浓度会导致不同的代谢途径。ＨＡＯ
等

［３２］
研究表明，乙酸质量浓度在６ｇ／Ｌ时，乙酸互营

氧化是主要的产甲烷形式，质量浓度降到 ０３ｇ／Ｌ
时，嗜乙酸型甲烷菌有更高的亲和性，乙酸发酵产甲

烷成为主要途径
［３３］
。而高质量浓度丙酸和丁酸对

甲烷菌会产生毒性，质量浓度分别达到 １５ｇ／Ｌ和
３５ｇ／Ｌ时，５０％的产甲烷活性受抑制［３４］

。

本研究中第６阶段的 ＶＦＡｓ总质量浓度达到了
９０９ｇ／Ｌ，乙酸质量浓度也达到了 ２０２ｇ／Ｌ，从而对
水解和产甲烷菌产生了抑制，这也是该阶段产甲烷

效率降低的原因之一。并且随着回流的进行，ＶＦＡｓ
质量浓度（尤其是丙酸）有继续升高的趋势。卢艳

娟等
［２６］
对沼液回流的研究进行了综述，也认为丙酸

的质量浓度会随着沼液的回流而不断的升高。可能

的解释是不合适的负荷和回流比导致了抑制物质的

积累，从而使产甲烷作用受到抑制，ＶＦＡｓ不能及时
被利用，从而抑制厌氧消化过程。

２３　ｐＨ值和氨氮质量浓度的变化
适宜水解的 ｐＨ值在 ５３到 ８３之间，最佳 ｐＨ
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值在７附近［２９］
；产甲烷菌生长的最适 ｐＨ值在 ６８

到７５之间［３５］
，从图 ４可以看到，整个反应阶段都

在适宜的 ｐＨ值范围内，这对于整个厌氧消化系统
平稳运行是有利的。但 ＶＦＡｓ的积累，尤其是丙酸
和丁酸的积累会导致 ｐＨ值的下降［３６］

，本研究 ｐＨ
值从第 １阶段的 ７２１降到最后的 ６９９，与上述
ＶＦＡｓ的变化趋势一致。

图 ４　不同阶段下 ｐＨ值和氨氮质量浓度的变化

Ｆｉｇ．４　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｐＨｖａｌｕｅｓａｎｄａｍｍｏｎｉａｎｉｔｒｏｇｅｎ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｇｅｓ
　
氮源对微生物的细胞合成与代谢至关重要，厌

氧发酵常通过混合发酵和添加无机氮源来补

充
［３－５］

。体系中氨氮的质量浓度是衡量氮源的一个

重要指标，普遍认为氨氮质量浓度为２００ｍｇ／Ｌ对厌
氧微生物的生长至关重要

［２１］
；过高氨氮质量浓度对

沼气系统有抑制作用，抑制效应与接种物、有机负

荷、ｐＨ值及温度等因素有关，机理主要是通过游离
氨进入细胞膜破坏胞内代谢平衡发挥作用

［３７］
。一

般认为，质量浓度不超过 １５００ｍｇ／Ｌ不会对厌氧体
系表现出明显的抑制，超过３０００ｍｇ／Ｌ（中温，ｐＨ值
为 ７６）会对未驯化的接种物体系产生抑制作
用

［２１，３８］
。但经过适应性驯化，氨氮的抑制质量浓度

可以达到５０００ｍｇ／Ｌ以上［３７，３９］
。

本研究氨氮质量浓度的变化见图 ４，前 ５个阶
段变 化 不 大，平 均 氨 氮 质 量 浓 度 在 ２１３０６～
３６３５９ｍｇ／Ｌ之 间 变 动。但 第 ６阶 段 上 升 至
６３２５１ｍｇ／Ｌ。从整个发酵过程来看，氨氮质量浓度
　　

都在一个较低的范围内，没有达到抑制的程度。

ＮＯＲＤＢＥＲＧ等［１０］
在青贮苜蓿厌氧消化中沼液回

流，经过２６０ｄ后，氨氮质量浓度达到了５０００ｍｇ／Ｌ。
而 ＨＵ等［１１］

在单一玉米秸厌氧消化直接回流实验

中，同样出现氨氮积累现象，达到了 ５５０ｍｇ／Ｌ，认为
沼液通过好氧处理再回流，有利于氨氮的去除。而

本研究利用接种的瘤胃液提供氮源，底物为单一秸

秆原料，有较高的碳氮比（４６８２），几乎不带入新的
氮源，氨氮质量浓度的升高主要与厌氧代谢受抑制

有关。沼液回流导致高有机负荷产生的有害物质积

累，微生物受抑制，胞内有机氮被释放到沼液中，以

氨氮的形式存在。

２４　固渣成分及水解酶活的变化

秸秆主要由纤维素、半纤维素及木质素等成分

组成，一般认为，秸秆产甲烷作用主要通过前２种成
分的厌氧消化实现，木质素的作用很小

［２２，４０］
，所以

研究秸秆降解过程常以纤维素酶及木聚糖酶活性来

衡量水解效率。表４列出了各阶段固渣组分及干物
质降解率的变化，６个阶段降解率在 ５７２９％ ～
８８８１％范围内变动，纤维素和半纤维素含量降低，
木质素相对含量升高，本研究秸秆组分的降解与以

往研究一致。同时可以看出各成分的降解与水解酶

活并不完全一致。在第 ２阶段，纤维素和半纤维素
降解率最高，干物质的降解率达到 了 最 高 的

８８８１％；而两种水解酶活在第 ５阶段达到最大，分
别为６４５Ｕ／ｍＬ和５００６Ｕ／ｍＬ，与单位秸秆产甲烷
效率的变化相关。这一现象可以从两方面来解释，

一方面，水解过程被认为是秸秆厌氧消化的限速步

骤，与水解产物被利用产甲烷并不同步
［２１，２３］

。另一

方面，水解酶活和产甲烷活性受有机负荷和回流比

的影响，有机负荷过高，导致厌氧过程酶活受到抑

制
［２４］
，降低沼液回流比，缓解了抑制作用，相应的水

解和产甲烷作用得到强化。

２５　沼液中溶解性有机物（ＤＯＭ）的变化及对厌
氧消化的影响

微生物代谢大多发生在液相中，因此沼液中溶

表 ４　不同阶段固渣各组分、水解酶活及干物质降解率的变化

Ｔａｂ．４　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｓｏｌｉｄｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ，ｈｙｄｒｏｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｉｅｓａｎｄｄｒｙｍａｔｔｅｒｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｒａｔｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｇｅｓ

参数
阶段序号

１ ２ ３ ４ ５ ６

半纤维素质量分数／％ ２８９０±０１７ ２０３８±０５８ ２０３３±０９０ ２１６５±００１ ２４８５±１３３ ２５１８±３１４

纤维素质量分数／％ ２９８３±０７３ ２６７８±０８１ ２７４８±１１０ ２９６９±２４０ ２９７４±０７３ ３１８８±１７３

木质素质量分数／％ １３３１±０７３ １７０２±０８１ １５１３±１３８ １２２４±００３ １２６９±０９７ １０８１±１１８

木聚糖酶活／（Ｕ·ｍＬ－１） ６０２±１４８ ６１３±０７１ ５５０±０５５ ４１３±０２２ ６４５±０７２ ４５０±０７０

纤维素酶活／（Ｕ·ｍＬ－１） １８０４±００３ ３７０８±０６６ ４１７２±１１４ ３６４４±０４９ ５００６±１００９ ２１３２±１３１

干物质降解率／％ ７４７２ ８８８１ ７９８６ ８８５４ ８７２１ ５７２９
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解性有机物（ＤＯＭ）是厌氧消化的重要指标，其中
主要成分有秸秆降解过程的中间体及微生物代谢

物
［４１］
。从图５可以看到，ＤＯＭ的质量浓度由最初

的２２４ｇ／Ｌ上升到实验结束时的１５０５ｇ／Ｌ，尤其是
第５到第６阶段变化明显，平均值从 ９３２ｇ／Ｌ升高
到１３６７ｇ／Ｌ，数据对比发现，ＶＦＡｓ只占其中的一部分，
沼液中还有其他难降解物质的积累，与 ＨＵ等［１１］

在单

一玉米秸厌氧消化回流实验中的发现一致。

图 ５　不同参数下溶解性有机物质量浓度的变化

Ｆｉｇ．５　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＤＯＭｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓａｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐａｒａｍｅｔｅｒｓ
　
三维荧光光谱技术是研究液相中荧光物质的重

要手段
［４２－４３］

。由于技术上的优势，越来越多地应用

于厌氧消化的过程检测中，如李卫华等
［４４］
通过解析

厌氧产甲烷反应器出水的三维荧光光谱来分析体系

的运行状况。ＬＩ等［４５］
在脱水污泥的厌氧消化过程

中，利用三维荧光技术检测液相中类酪氨酸、类色氨

酸及类腐殖酸物质的降解顺序。刘怡心等
［１７］
通过

光谱来检测厌氧氨氧化体系中类富里酸的变化。由

此可见，厌氧过程中微生物代谢产物、辅酶 Ｆ４２０、腐
殖酸等物质都有特定的荧光光谱特征。

本研究不同阶段的三维荧光光谱先后出现了

４个荧光峰（图６），荧光峰 Ａ属于类酪氨酸物质，激
发波长（Ｅｘ）位于２７０ｎｍ，发射波长（Ｅｍ）位于３０６ｎｍ，
该峰的出现表明了微生物的衰亡或自溶

［４５］
。荧光

峰 Ｂ属于类富里酸物质（Ｅｘ位于 ３４０ｎｍ，Ｅｍ位于
４２０ｎｍ）；荧光峰 Ｃ属于类腐殖酸物质（Ｅｘ位于
３５０ｎｍ，Ｅｍ位于４３０ｎｍ）［４３］。研究表明，腐殖酸竞
争抑制产甲烷过程中关键步骤 ａｃｅｔｙｌ ＣｏＡ到 ５
ｍｅｔｈｙｌ ＴＨＭＰＴ的生成，从而抑制嗜乙酸产甲烷菌
的活性，造成 ＶＦＡｓ的积累［４６－４７］

。因此，荧光峰 Ｂ
和 Ｃ的出现表明了腐殖酸物质的积累，导致产甲烷
过程受到抑制。荧光峰 Ｄ（Ｅｘ位于４２０ｎｍ，Ｅｍ位于
４７０ｎｍ）属于辅酶 Ｆ４２０［４４］，辅酶 Ｆ４２０是嗜氢产甲
烷途径特有的电子转移载体，常用于表征产甲烷活

性的强弱
［３９］
。

如图６所示，阶段１和阶段２，出现了荧光峰 Ａ、
Ｂ和 Ｃ。表明牛瘤胃液和厌氧产甲烷污泥中很多微
生物不适应体外厌氧消化体系，发生自溶，释放出类

酪氨酸等物质；荧光峰 Ｂ和 Ｃ的出现则是回流工艺
导致腐殖酸物质的形成。阶段 ３和阶段 ４，出现了
荧光峰 Ｃ和 Ｄ，并且强度逐渐增强，表明随着有机负
荷提高到４ｇ／（Ｌ·ｄ），产甲烷活性逐渐提高；但回流
比１５∶１条件下也导致了类腐殖酸类物质的积累。
阶段 ５有机负荷仍保持 ４ｇ／（Ｌ·ｄ），回流比调整为
１∶１，荧光峰 Ｄ的强度增强，与高的水解酶活及单位
秸秆产甲烷量保持一致；但该阶段的后期逐渐出现

了荧光峰 Ａ和 Ｂ，表明厌氧消化过程开始受到抑制。
阶段６的有机负荷提高到了 ６ｇ／（Ｌ·ｄ），荧光峰 Ａ
和 Ｃ的强度增强，与李卫华等［４４］

在产甲烷受抑制后

观察到的荧光光谱一致，表明类腐殖酸积累抑制了

产甲烷活性，导致微生物的衰亡，这也是该阶段氨氮

质量浓度升高的原因。

在沼液回流和有机负荷对秸秆厌氧消化影响机

制的研究中，认为有毒物质的积累是秸秆负荷过高

抑制厌氧发酵的原因
［５，２４］

。而沼液回流对牛粪产

沼气的影响主要是沼液粘度的增加，降低了发酵效

率
［１２］
，而 ＥＳＴＥＶＥＺ等［１３］

在共发酵汽爆柳树和牛粪

实验中认为悬浮性颗粒的积累是回流的主要危害。

本研究对沼液三维荧光光谱的分析发现，荧光峰 Ｄ
是 Ｆ４２０的特征峰，表征了产甲烷活性的增强；荧光
峰 Ａ的出现表明了微生物受抑制或衰亡，并导致氨
氮质量浓度的升高，这 ２个荧光峰直接反映了体系
中产甲烷及发酵特征。腐殖酸（荧光峰 Ｂ和 Ｃ）的
积累是导致产甲烷作用受到抑制，造成 ＶＦＡｓ积累
的主要原因。因此必须选择合适的回流比及有机负

荷来降低腐殖酸类物质的积累，从而提高秸秆产甲

烷的效率。

３　结论

（１）整个发酵过程中，甲烷产率先升高再降低，
在１８９～７６８ｍＬ／（Ｌ·ｄ）之间变动，ＯＬＲ为４ｇ／（Ｌ·ｄ），
回流比为１∶１时，该阶段甲烷的平均产率达到了最
高的 ７６８ｍＬ／（Ｌ·ｄ）；单位 ＴＳ秸秆产甲烷量为
２０２ｍＬ／ｇ（单位 ＶＳ产甲烷量为 ２１７ｍＬ／ｇ），具有明
显的成本优势。

（２）从第 ４阶段开始，ＶＦＡｓ含量上升，当 ＯＬＲ
升高到６ｇ／（Ｌ·ｄ）时，ＶＦＡ积累明显，丙酸质量浓度
达到了６５４ｇ／Ｌ，并且出现丁酸的积累。前 ５个阶
段，氨氮平均质量浓度在 ２１３０６～３６３５９ｍｇ／Ｌ之
间变动，但第６阶段明显升高，达到了６３２５１ｍｇ／Ｌ。

（３）干物质的降解率在 ５７２９％ ～８８８１％范围
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图 ６　不同阶段沼液中可溶性有机物三维荧光光谱图

Ｆｉｇ．６　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅＥＥＭｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｉｅｓｏｆｄｉｓｓｏｌｖｅｄｏｒｇａｎｉｃｍａｔｔｅｒａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｇｅｓ
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内变动，纤维素和半纤维素在第 ２阶段降解程度最
高，干物质降解率达到了 ８８８１％；而纤维素酶及木
聚糖酶活在第５阶段分别达到了最大的６４５Ｕ／ｍＬ和
５００６Ｕ／ｍＬ，与高的单位秸秆产甲烷量相关。

（４）沼液中溶解有机物（ＤＯＭ）质量浓度从

２２４ｇ／Ｌ升高到 １５０５ｇ／Ｌ，通过三维荧光光谱分
析，发现类酪氨酸代谢产物（荧光峰 Ａ）、辅酶 Ｆ４２０
（荧光峰 Ｄ）及腐殖酸（荧光峰 Ｂ和 Ｃ）等有机物的
变化受回流比和有机负荷的影响，其中腐殖酸的积

累是产甲烷作用受抑制的主要原因。
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