
摘 要：采用半连续试验研究了鸡粪中温干式沼气发酵启动阶段，温度从 35 ℃骤降至 15、20、25 ℃和 30 ℃并再次恢复至 35 ℃过程

中，温度变化对产气性能的影响，以期为干式沼气发酵的启动提供科学依据。结果表明：温度变化影响启动阶段沼气产量和甲烷

含量，变温期间，15、20、25、30 ℃和35 ℃最大容积沼气产率分别为0.017、0.126、0.357、0.442 L·L-1·d-1和0.493 L·L-1·d-1；最大原料甲

烷产率分别为 0.011、0.074、0.211、0.261 L CH4·g-1VS和 0.294 L CH4·g-1VS。对比 35 ℃恒温发酵产气性能，温度骤降至 15 ℃和 20 ℃
条件下运行的产气能力明显小于温度骤降至 25 ℃和 30 ℃条件运行的产气能力。温度变化幅度越大，产气性能受影响越大，沼气

发酵微生物对一定温度变化范围具有一定的适应性，足够的时间范围内可以顺利恢复。在变温发酵启动过程中，相比脱氢酶，辅

酶F420浓度变化和甲烷产率之间具有更好的线性相关性。研究表明：鸡粪 35 ℃中温干式沼气发酵可以顺利启动，但温度变化导致

厌氧干发酵启动时间延长。辅酶F420可以作为反映干式沼气发酵启动阶段污泥活性变化的指标。
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Effect of temperature changes on the performance of gas production at the start-up stage of chicken manure
mesophilic temperature dry biogas fermentation
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（1.Biogas Institute of Ministry of Agriculture, Chengdu 610041, China; 2.College of Water Resource and Hydropower, Sichuan Agricultural
University, Ya′an 625014, China）
Abstract：Semi-continuous experiments were carried out to study the effects of temperature changes on the gas production performance of
mesophilic temperature dry biogas fermentation of chicken manure during the start-up phase. The temperature was decreased from 35 ℃ to
15, 20, 25 ℃ and 30 ℃, and then returned to 35 ℃ to conduct the start-up test of semi-continuous dry biogas fermentation of chicken ma⁃
nure to provide a scientific basis for the start of dry biogas fermentation. The results showed that the fermentation temperature affected the
biogas production yield and methane content at the start-up stage. During the temperature change stage, the maximum biogas production
rates at 15, 20, 25, 30 ℃, and 35 ℃ were 0.017, 0.126, 0.357, 0.442 L·L-1·d-1, and 0.493 L·L-1·d-1, respectively. The maximum methane
production rates of raw material were 0.011, 0.074, 0.211, 0.261 L CH4·g-1VS, and 0.294 L CH4·g-1VS, respectively. Gas production perfor⁃
mance of the 25 ℃ and 30 ℃ temperature conditions were more effective than that of the 15 ℃ and 20 ℃ temperature conditions. At start-
up, gas production yield decreased significantly with temperature changes; the greater the decrease, the greater the impact. The microorgan⁃
isms used for biogas fermentation had some flexibility regarding temperature changing within a certain range; performance could be success⁃
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fully restored within enough time, but the time of start-up stage was delayed. Changes in the concentration of dehydrogenase and coenzyme
F420 reflected the changes in sludge activity during the temperature changes. There was a better linear correlation between coenzyme F420 and
methane yield. Our results indicated that the dry biogas fermentation of chicken manure at 35 ℃ could be started smoothly, and coenzyme
F420 could be used as an indicator of sludge activity at the start-up stage of dry biogas fermentation.
Keywords：chicken manure; dry fermentation; biogas; temperature; coenzyme F420

沼气发酵技术是处理畜禽粪污的重要手段，在消

纳有机废弃物、保护环境的同时，能生产可再生能源

甲烷和有机肥，因此受到越来越广泛的关注[1-2]。

温度是影响厌氧微生物及沼气发酵过程的关键

因素。通常温度越高，微生物活性越高，相应地，沼气

发酵分为常温（15～25 ℃）、中温（35～37 ℃）、高温

（50～60 ℃）三个温度范围。迄今为止，大多数沼气

发酵系统在中温范围运行。在厌氧微生物生长范围

内，一般温度每升高 10 ℃，沼气发酵反应速度增加约

一倍。当温度低于最优温度，每下降 1 ℃，沼气发酵

速率下降 11%[3]，如果发酵液温度突然变化超过 3 ℃，

污泥的活性会显著降低[6]。具体到每种发酵原料，受

温度影响也不相同。例如，在 10、15、20、25、30 ℃和

35 ℃温度下猪场废水沼气发酵最大容积产气率分别

是 0.071、0.271、1.173、1.948、2.196 L·L-1·d-1和 2.871
L·L-1·d-1[4]。可用温度活性系数（θ值）定量反映温度

对沼气发酵的影响，在 15～20 ℃范围 θ值最高为

1.332，20～25、25～30 ℃和 30～35 ℃分别为 1.043、
1.041和 1.028[5]。

脱氢酶和辅酶F420是产甲烷菌代谢途径两种重要

辅酶，其在微生物体内或者污泥样品内含量可以用来

衡量活性微生物量的大小以及该污泥样品对某种有

机物的降解活性。在乙酸、丙酸、乳酸和丁酸对沼气

发酵过程的胁迫作用中，脱氢酶的活性可反应活性污

泥的活性变化[7]。从不同的膜载体对牛粪厌氧发酵的

影响可看出，辅酶 F420在某种程度上可以作为产甲烷

菌数量变化的参考[8]，辅酶 F420的相对浓度与甲烷产

生速率呈线性相关，这进一步表明辅酶 F420可以表示

特定生物反应器的产甲烷活性[9]。

相对于湿式沼气发酵，干式发酵具有沼渣沼液浓

度高、数量少、容易利用等优点[10-11]。但是，干发酵过

程传质困难，随总固体（TS）浓度增加，传质能力急剧

降低，TS 浓度为 8% 和 25% 发酵液的有效扩散系数

数值分别仅为水的参考值的 1/50和 1/185[12]。各种中

间代谢产物和微生物的交流受到严重限制，加剧氨

抑制和脂肪酸积累，从而进一步使微生物活性受到

抑制。猪粪湿式和干式沼气发酵都可以顺利启动并

良好运行[13-14]，但鸡粪比牛粪、餐厨废弃物、猪粪和活

性污泥都有更高的氮含量[15]，一般采用湿式沼气发

酵，进料 TS 为 8.93%，早期总氨氮（TAN）浓度低于

5000 mg · L-1，原 料 沼 气 产 气 率 为 0.35～0.4 L ·
g-1VSadded，但随发酵进行，TAN浓度增加，沼气产量降

低[16]，因为随温度增加，游离氨浓度增加，导致氨氮抑

制加重，使得沼气产量减少。鸡粪干式沼气发酵很多

尝试都最终失败[17]。鉴于此，本文研究了鸡粪中温沼

气干发酵的启动，并考察了启动阶段温度变化对产气

性能的影响，通过分析发酵过程中产气率、总氨氮、挥

发性脂肪酸、脱氢酶活性和辅酶 F420浓度变化反映污

泥活性，以期为鸡粪沼气发酵工程的启动提供科学参

考。

1 材料与方法

1.1 试验材料

鸡粪取自四川省雅安市某规模蛋鸡场，取回当日

新鲜鸡粪置于 4 ℃冰箱冷藏备用。接种污泥取自四

川省某规模猪场正常运行的废水处理沼气工程，取回

后 35 ℃水浴培养至无残余产气备用。底物和接种污

泥理化指标见表1。
1.2 试验装置

干式沼气发酵试验装置为具有三通出口的玻璃

瓶，总容积 2500 mL（有效容积 1600 mL），用带有进料

管、出料管和排气管的橡皮塞密封（图 1）。集气瓶为

总容积为 2500 mL玻璃瓶，用带有进气管和排水管的

橡皮塞密封，沼气发酵瓶和集气瓶通过橡皮管连接。

测量集气瓶排出水的容积，即为沼气产量。

1.3 试验设计

试验采用污泥全接种，即将 1600 mL厌氧污泥装

入沼气发酵瓶。反应器设计容积负荷为 1.1 g TS·
L-1·d-1，进料 TS浓度为 22.09%，水力停留时间为 160
d。即每日进料 10 mL，进料之前先排出发酵残余物

10 mL。共5组反应器，每组2个重复。

初始 5组反应器均设置在 35 ℃水浴连续培养，待

出料 pH、出料 COD、日产气量稳定后，将其中 4组反

应器分别转移至 15、20、25 ℃和 30 ℃条件下进行水浴
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表 1 底物和污泥的基本性质

Table 1 Characteristics of substrates and inoculum sludge

注：数值表示平均值（n=3）±标准偏差（SD）。

Notes：Data are mean values（n=3）±standard deviation（SD）.

A：发酵瓶（A-1进料斗，A-2出料阀，A-3沼气导管，A-4水浴锅）；

B：集气瓶（B-1排水管）；C：量筒

A：Fermentation bottle（A-1：Feed hopper，A-2：Discharge valve，A-3：
Biogas outlet tube，A-4：Water bath）；

B：Gas collection bottle（B-1：Water outlet tube）; C：Measuring cylinder
图 1 沼气发酵装置示意图

Figure 1 Diagrammatic sketch of anaerobic reactor

培养，待降温处理一段时间后，再次将 4个降温处理

组反应器升温恢复至 35 ℃培养条件。35 ℃温度处理

组反应器为对照，始终保持发酵温度不变。整个试验

过程中每日测沼气产量和甲烷含量，每隔 2 d测TAN、

VFAs、脱氢酶活性和辅酶F420浓度。试验开始前测定

接种污泥化学成分为 C11.91H5.02O1.69NS0.18，鸡粪化学成

分为C16.05H29.35O3.06NS0.06。

1.4 分析方法

TS、VS 测定采用重量法；pH 值测定采用 pHS-
3C+酸度计；TAN测定采用纳氏试剂分光光度法（HJ
535—2009）；TKN 测定采用硫酸-过氧化氢消解-凯
氏定氮法；VFAs 成分测定采用气相色谱仪 Aglient
7820A GC火焰监测器（Agilent Technologies，USA）；沼

气成分测定采用沼气成分分析仪（BIOGAS 5000，
Geotech，UK）；元素分析测定采用元素分析仪（CE In⁃
struments，Milano，Italy）；脱氢酶活性测定以 2-3-5-
triphenyltetrazolium chloride（TTC）为底物，经脱氢酶

催化还原反应后生成红色产物 TTCH2-trifenylforma⁃
zane（TF），颜色的深浅反映脱氢酶活性的高低[18]；辅

酶 F420测定采用紫外分光光度法[19]。FA由公式（1）计

算[20]：

[ NH3]
[ TAN ] = é

ë

ê
ê

ù

û

ú
ú1 + 10-pH

10-( 0.090 18 + 2 729.92
T

)

-1

（1）
式中：[NH3]为游离氨含量，mg·L-1；[TAN]为总氨态氮

含量，mg·L-1；T为发酵料液的温度，K。

2 结果与讨论

2.1 温度变化对发酵运行的影响

在厌氧生态系统中，产甲烷菌对温度波动比较敏

感，发酵液温度改变会导致污泥活性发生改变，产气

也随之变化。如图 2所示，5组厌氧反应器首先同时

于 35 ℃温度下启动运行，使用水浴锅维持发酵温度，

每日进出料，进料 TS浓度为 22.09%，进料负荷为 1.1
g TS·L-1·d-1，容积产气率逐渐稳定在 0.459~0.510 L·
L-1·d-1之间。运行至第 6 d 后，温度突然下降至 30、
25、20 ℃和 15 ℃时，相比 35 ℃温度处理组，30、25 ℃
和 20 ℃温度处理组的容积产气率分别降低 27.2%、

73.4%和 95.3%，随后产气量逐渐小幅上升。15 ℃温

度处理组发生产气停滞现象，超过 10 d才恢复产气。

各温度处理组在各自温度条件下运行 12 d，第 18 d温

度骤升恢复至 35 ℃，15 ℃温度处理组产气量发生短

暂停滞，20、25 ℃和 30 ℃温度处理组产气量发生小幅

降低，之后皆出现产气上升的现象，25 ℃和 30 ℃最早

恢复到与 35 ℃对照组产气相当的状态，15 ℃和 20 ℃
产气量逐渐提升，最终在近 10 d时也基本恢复到与

35 ℃对照组相当的产气量。15 ℃和 20 ℃产气恢复较

慢原因主要是由于低温运行时快速积累了较高的

VFAs（图 3）。整个发酵过程中，对总VFAs构成中乙

酸、丙酸和丁酸含量分析发现，乙酸始终占总VFAs中
绝对比例，对总酸大量积累有最大贡献。脂肪酸大于

4000 mg·L-1时发酵过程发生抑制[21]，在恢复到 35 ℃
时，15 ℃和 20 ℃温度处理组 VFAs 浓度分别达到

5829 mg·L-1和 7465 mg·L-1，远超过了抑制阈值，因此

需经历更长时间降解积累中间产物，故导致产气率降

低，随VFAs浓度降低，产气逐渐得以恢复。变温处理

指标Parameters
总固体TS/%（湿基）

挥发性固体VS/%（湿基）

挥发性固体占总固体质量分数
（VS/TS）/%

pH值

挥发性脂肪酸VFAs/g HAc·L-1

总凯氏氮TKN/g·L-1

总氨氮TAN/g·L-1

游离氨FA/g·L-1

化学需氧量CODs/g·L-1

接种物
Inoculum

10.14±0.03
5.78±0.02
59.03±0.32

7.21±0.01
0.27±0.02
1.33±0.05
0.42±0.05
0.33±0.01
22.11±0.74

鸡粪
Chicken manure

22.09±0.17
16.83±0.14
76.49±0.85

7.95±0.02
1.44±0.08
10.23±0.54
7.89±0.37
7.21+0.14
93.21±0.69

A-2

A-3A-1 B-1

A-4

A B C
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期间，各温度处理组 TAN 浓度在 2700～3200 mg·L-1

之间（图 4），35 ℃温度处理组FA浓度最高为 170 mg·
L-1。 FA 的抑制阈值为 1100 mg ·L-1（对应 TAN 为

3400 mg·L-1），低于此浓度，比增长速率基本保持不

变[21]。此过程 TAN浓度在抑制阈值之下，FA浓度远

低于抑制阈值。

试验结果说明在鸡粪干发酵启动阶段，因为运行

时间不长，TAN尚未达到抑制产气浓度，产气效果主

要受温度影响。甲烷微生物对温度变化非常敏感，尤

其突然降低温度使沼气发酵微生物活性受限，微生物

的生长和代谢随之降低，继而导致中间代谢产物如

VFAs积累，产气能力降低。因此，为了保持厌氧反应

器高效稳定的产气性能，保持适宜、稳定的温度尤为

重要。试验中较大幅度的温度变化，并没有对反应器

造成持续恶劣的影响，重新恢复到 35 ℃时，经历一定

时间，各温度变化组最终产气量均恢复到与 35 ℃产

气量相当水平。这说明沼气发酵微生物对一定温度

变化范围波动具有一定的适应性，足够的时间范围内

可以顺利恢复。

2.2 温度变化对沼气产量和甲烷含量的影响

沼气产量和甲烷含量是评价沼气工程发酵效果

的重要指标，而原料的化学成分决定了潜在沼气产量

和气体成分。已知原料的化学成分可以评估理论甲

烷产量。

CnHaObNcSd+[A]H2O→[B]CO2+[C]CH4+cNH3+dH2S
（2）

其中: [ A ] = ( )n - a
2 - b

2 + 3c
4 + d

2
[ B ] = ( )n

2 - a
8 + b

4 + 3c
8 + d

4
[C ] = ( )n

2 + a
8 - b

4 - 3c
8 - d

4
CH4（STP，mL·g-1VS）=CH4（T ℃，mL·gVS-1）×

27
273 + T ×760 - P

760 （3）
式 中 ：T 为 温 度 ，℃ ；P 为 气 压 ，mmHg（1 mmHg=
0.133 3 kPa）。

本研究底物鸡粪的化学成分为C16.05H29.35O3.06NS0.06，

在标准温度和气压下（STP，0 ℃、760 mmHg），由公式

（2），可计算得到理论原料沼气产率和原料甲烷产率，

分别为 1.42 L Biogas·g-1VS和 0.85 L CH4·g-1VS，理论

甲烷含量 60.0%。如图 2所示第（Ⅱ）阶段，温度骤降，

不同温度处理组产气性能受到不同程度影响。15、
20、25、30 ℃和 35 ℃温度处理组最大原料甲烷产率分

别为 0.011、0.074、0.211、0.261 L CH4·g-1VS和 0.294 L
CH4·g-1VS。35 ℃温度处理组产气率最高，但也仅为

理论值的 35%。实际值较理论值偏低，主要原因是底

图 3 总挥发酸浓度变化

Figure 3 Variations of total volatile acid
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图2 容积产气率和甲烷产率的变化

Figure 2 Variations of methane yield and volumetric biogas production rate
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图4 氨氮和游离氨浓度变化

Figure 4 Variations of TAN and FA

物降解不完全。一方面底物中含有一部分难降解有

机物，这部分有机物未降解。另一方面，底物可利用

有机物转化不完全，未转化或未转化为沼气底物排出

反应器。

容积产气率是沼气工程设计和投资核算的基础

参数。变温处理期间，15、20、25、30 ℃和 35 ℃温度处

理组最大容积沼气产气率分别为 0.017、0.126、0.357、
0.442 L·L-1·d-1和0.493 L·L-1·d-1。35 ℃温度处理组最

大容积沼气产气率最高。容积产气率不随温度而线性

增加可能是由微生物对底物的饱和程度决定的[5]。

由公式（3）计算可得，忽略水蒸汽气压的影响，不

同温度下不同干燥气体理论产率和实际产率差异不

大。变温处理过程中，沼气成分发生变化，随温度增

加，甲烷含量增加。35、30、25、20 ℃和 15 ℃温度处理

组的平均甲烷含量分别为 60%、59%、57%、53% 和

50%。 15 ℃和 20 ℃的甲烷含量要明显低于 25～
35 ℃，说明低温条件VFAs积累，造成酸化，酸化细菌

活性相对较高，产甲烷细菌活性降低，产甲烷阶段比

产酸阶段受到更大影响，产甲烷菌对低温更敏感。

变温过程中，不同温度条件下产气性能的差异可

能是由于微生物群落结构和活性随温度梯度的变化

而急剧变化，相应的导致了消化性能的变化，即甲烷

产量、VFAs浓度等发生变化。对于温度变化造成的

影响并未见较多报道，有学者研究了猪粪湿发酵反应

器从 35 ℃降低至 30 ℃，并再次恢复到 32 ℃两个温度

脉冲过程，原料甲烷产率均有所降低，但较快恢复到

和 35 ℃相当的产气率，结果并未造成较大的影响[22]。

Lin等[23]研究了在不同温度下微生物基因表达和沼气

生产的关系，每日甲烷产量和总产气量随温度（25、
35、45 ℃和 50 ℃）升高而增加。微生物调节的温度影

响厌氧消化系统性能，其运行机制还不甚清楚。一种

可能是由于通过增加微生物群落的α多样性和提供

更多功能途径的潜在相关活动和代谢网络的活动，并

增加微生物群落整个活动，尤其是产甲烷活动，从而

提高厌氧消化过程的力量和效率[23]。另一种可能通

过减少功能性途径的多样性（α多样性相反），但提高

中心功能的途径，使大部分细胞的活动和资源投资

于甲烷及相关途径，提高转换效率[24]。本试验变温处

理时间短，主要考察由于温度变化造成的影响，各温

度处理组也可能尚未达到各自温度条件下的稳定运

行状态，对于不同温度条件对厌氧干发酵产气性能的

长期影响需要更多试验研究。

2.3 酶活对产气特性的反应

脱氢酶作为一种胞内酶与细胞内的氧化磷酸化

过程紧密相关，是反映沼气发酵体系中微生物活性的

一个重要指标[25-26]。由图 5a可以看出，与 35 ℃时相

比，温度骤降为 15、20、25 ℃和 30 ℃的酶活分别降低

了 65.52%、50.63%、42.53% 和 36.78%。各温度处理

组在稳定运行时，随温度降低，脱氢酶也呈现较低的

活性，第 12 d，15、20、25、30 ℃和 35 ℃的酶活性分别

为 45.36、79.2、158.4、365.2 TF μg·mL-1 ·h-1 和 383.2
TF μg·mL-1·h-1。运行至第 18 d，温度再次升高，酶活

力逐渐上升，试验运行至第 30 d到第 40 d，各温度处

理组间酶活性差异不显著（P>0.05）（图6）。

在厌氧消化产甲烷的代谢途径中有两类重要的

辅酶，一是作为甲基载体的辅酶，二是作为电子载体

的辅酶。辅酶F420属于后者，是产甲烷菌特有的辅酶，

其浓度可以反映厌氧颗粒污泥产甲烷的活性[9]。由图

5b 可以看出，与 35 ℃时相比，温度骤降为 15、20、
25 ℃和 30 ℃时 F420酶活分别降低了 89.10%、79.15%、

71.56%和 29.86%。随温度降低，各温度处理组辅酶

F420 也呈现较低的活性，第 12 d，15、20、25、30 ℃和

35 ℃的酶活性分别为 0.16、0.34、1.11、1.77 μmol·L-1

和 1.89 μmol·L-1。运行至第 18 d，温度再次升高，酶
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图5 脱氢酶活性和辅酶F420浓度变化

Figure 5 Variations of dehydrogenase activity and F420 concentrations
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Figure 6 The linear correlation of dehydrogenase activity and F420 concentrations with methane yield
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活力逐渐上升，试验运行至第 30 d到第 40 d，对各温

度处理组间酶活性差异不显著（P>0.05）（图6）。

也有研究表明辅酶F420作为厌氧活性污泥指标可

能是不可行的[19]，即在同种污泥的不同时期，辅酶F420
的含量与最大甲烷产率之间存在着一定的正相关，但

不为线性相关。在本试验中辅酶F420相对浓度与甲烷

产率呈现一定的线性相关性的原因一种可能是由于

同种污泥的不同运行时期，产甲烷菌的种类及其各自

所占的比例不同，而导致不同的甲烷菌中辅酶 F420的

含量不同；另一种可能是辅酶 F420作为产甲烷菌所特

有的辅酶[27]，其活性变化与蛋白质含量呈线性相

关[19]，且一般认为辅酶 F420 是由嗜氢产甲烷菌分泌

的[28]。鸡粪中未降解蛋白质含量较高，其沼气发酵过

程中以耐受氨氮的嗜氢甲烷菌为主导[16]，故而呈现更

为敏感的变化。

3 结论

（1）采用污泥全接种方式，35 ℃鸡粪中温干式沼

气发酵可以顺利启动，挥发酸没有达到抑制浓度，氨

氮也尚未达到抑制水平，温度是影响产气性能的主要

因素。

（2）沼气发酵微生物对温度变化敏感。鸡粪中温

干式沼气发酵启动过程中，温度变化会导致产气量降

低，较低温度条件下VFAs快速大量积累，对产气影响

较大。沼气发酵微生物对一定范围的温度变化具有

一定的适应性，足够的时间内可以顺利恢复，但温度

变化导致厌氧干发酵启动时间延长。

（3）相比脱氢酶，辅酶F420的活性变化与甲烷产率

变化趋势更相似，有更好的线性拟合关系，能反映鸡

粪中温干式沼气发酵启动过程中产气性能的变化，可

作为厌氧干发酵启动阶段或进行变温管理中监测污

泥活性的指标。
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