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摘　要　为了明确不同温度下氨胁迫对猪粪厌氧发酵性能的影响，以猪粪为底物，通过添加外源氯化铵逐步提

高氨氮质量浓度，在 3种温度下开展了半连续厌氧发酵实验。结果表明，在 3种温度下，当总氨氮质量浓度达

到 4 000 mg·L−1 时，VS甲烷产率明显降低。VS甲烷产率半抑制时，44 ℃ 发酵体系中的总氨氮质量浓度达到

6 845 mg·L−1，对应游离氨质量浓度为 1 257 mg·L−1；在 7 000 mg·L−1 左右的总氨氮质量浓度下，44 ℃ 发酵体系表

现出更好的耐受性。氨胁迫导致了 35、44 ℃ 下丙酸、丁酸和戊酸等 3种脂肪酸的积累；在 55 ℃ 下，该 3种脂

肪酸生成和分解的过程和速率与 35、44 ℃ 存在明显差异。Pearson相关性分析结果表明，35、44 ℃ 下通过氨抑

制影响甲烷产率的主要因素为游离氨 (NH3)，而 55 ℃ 下的主要因素为总氨氮。该研究结果可为养殖粪污厌氧发

酵的工艺优化提供参考。
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随着我国畜禽养殖业规模化、集约化的快速发展，养殖粪污环境污染问题日益严重，养殖废

弃物处理与资源化利用受到业界关注。为此，厌氧发酵作为养殖废弃物处理技术具有运行成本

低、管理方便、能源回收等优点，得到广泛的应用。然而，厌氧发酵的效果受多种因素影响。其

中，总氨氮 (total ammonia nitrogen, TAN)既能为微生物提供必须的氮源营养，又能提高体系的缓冲

能力，但高浓度氨氮也是微生物抑制剂 [1]，一般可使产气量降低 30%[2]。对于猪粪等富氮原料的沼

气工程，高浓度氨氮是发酵低效甚至失败的最重要因素。为此，国内外学者对厌氧发酵氨氮抑制

进行了大量研究。RAJAGOPAL等[3] 系统总结了 TAN质量浓度对厌氧发酵系统的影响；AKINDELE
等 [4] 采用连续实验研究了不同 pH和外源氨氮添加对城镇垃圾厌氧发酵的影响；乔玮等 [5] 对比了中

高温条件下，氨氮质量浓度对鸡粪厌氧发酵产甲烷性能和挥发性脂肪酸产生特点。对于猪粪厌氧

发酵，由于猪粪、猪尿中含有较高浓度的尿素、氨基酸等有机氮，发酵过程中有机氮分解，从而

提高了氨抑制的风险 [6]。HENSEN等 [7] 观察到，在不同温度条件下，约 6 000 mg·L−1 质量浓度的

TAN就会对猪粪底物的全混合式厌氧发酵反应器 (continuous stirred tank reactor, CSTR)产生抑制。孟
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晓山等 [8] 以猪粪为底物，以外源氯化铵为氮源开展序批次实验，发现氨氮添加量在 2 000 mg·L−1 以

上时会产生显著抑制，添加量大于 4 000 mg·L−1 时会加剧氨氮抑制。由于厌氧发酵氨抑制受原料、

温度、pH和接种物等诸多因素影响，抑制浓度、发生过程及机理机制差异较大。其中，发酵温度

影响游离氨 (free ammonia nitrogen, FAN)和铵氮间的转化及产甲烷的生化过程 [9]，是重要参数之一，

提高发酵温度，有利于提升产气效率，但同时会增加氨抑制的风险。以往的研究一般关注中温

(30~40 ℃)和高温 (50~60 ℃)下的厌氧发酵，但部分研究表明 [10-12]，在 40~50 ℃ 这一温度区间内，

存在发酵的最适温度。有研究者 [13-14] 指出，与中温条件相比，高氮原料在 42~45 ℃ 下具有更好的

产气性能，且伴随着微生物群落和甲烷代谢方式的转变。目前的研究多以序批次实验为实验对

象，缺乏以温度为变量的连续发酵实验。然而，厌氧发酵氨抑制研究的重点在于针对不同温度条

件，探究发酵体系在不同梯度质量浓度氨氮下的响应，以明确温度对发酵体系氨氮耐受性的影响

效应及机制。

本研究以猪粪为底物，分别在 35、44、55 ℃ 下开展氨氮胁迫下厌氧发酵半连续实验，研究

pH、甲烷产率、挥发性脂肪酸 (volatile fatty acids, VFAs)等对氨氮质量浓度和温度变化的响应，并

开展相关性分析，旨在进一步明确不同温度下氨氮胁迫对猪粪厌氧发酵产气性能的影响，为猪粪

厌氧发酵工艺优化和效率提升提供数据支持。 

1    材料与方法
 

1.1    实验原料

实验用猪粪取自天津市西青区某养猪场，鲜猪粪取回后于 (4±1) ℃ 下保存备用；接种物取自

实验室正常运行的 CSTR，猪粪和接种物的理化性质见表 1。 

1.2    实验装置

实验装置采用半连续搅拌厌氧反应器系统 (CSTR-10S，瑞典 Bioprocess Control公司)，有效容

积 10 L、双层水浴加热、机械搅拌、转速为

70 r·min−1，反应器连接 10 L铝箔集气袋 (图 1)。 

1.3    实验方法

本实验以猪粪为原料，反应物料体积为 10 L，
采用半连续进料，有机负荷率 (organic loading
rate, OLR)为 3 g·(L·d)−1，水力停留时间 (hydraulic
retention time, HRT)为 30 d。通过在进料中添加

氯化铵调整发酵体系氨氮质量浓度，发酵过程

分为 5个阶段，对应发酵时长及进料中外源氨

氮质量浓度分别为：P1(0~42 d、0 mg·L−1)，P2(43~
95 d、2 000 mg·L−1)，P3(96~132 d、3 000 mg·L−1)，
P4(133~159  d、 4  000  mg·L−1)， P5(160~181  d、

表 1    原料和接种物理化性质

Table 1    Characteristics of feedstock and inoculum

供试原料 总固体/% 挥发性固体/% 总氮 氨氮 C/N pH

猪粪 26.01 82.83 3.96%±0.32% 0.61%±0.08% 11.56±0.37 7.94

接种物 13.69 58.46 1 976 mg·L−1 1 562 mg·L−1 — 8.23

　　注：猪粪与接种物中总氮和氨氮单位不同，猪粪总氮和氨氮为干重下质量分数。

 

图 1    实验装置简图

Fig. 1    Schematic diagram of experimental device
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5 000 mg·L−1)。每个阶段进料中添加氯化铵的浓度分别为 0、7.63、11.45、15.27、19.08 g·L−1。每天

进出料 1次，进料时将猪粪与蒸馏水混合，加入氯化铵固体，用蒸馏水调至 333.33 mL，搅拌均匀

后加入反应器。在进料前出料，出料量约 333.33 mL。实验设 3个反应器 (R1、R2 和 R)，分别在

35、44和 55 ℃ 下进行发酵，通过外接铝箔气袋收集气体，每天计量产生气体体积，取样分析

CH4 和 CO2 体积分数。取发酵后鲜样品，分析 pH、氨氮质量浓度、VFA质量浓度等指标。取鲜样

时，用取样勺通过采样口快速舀取发酵罐内样品，取样完成后，关闭采样口，避免空气进入。 

1.4    分析方法

氨氮质量浓度采用纳氏试剂分光光度法 (DR 6 000, 美国 HACH公司 )测量； pH采用 pH计

(WTW 7110, 德国 WTW公司)测定；总固体 (total solid, TS)和挥发性固体 (volatile solid, VS)采用重量

法测定；沼气体积用防腐湿式气体流量计进行测量；沼气组分采用气相色谱仪 (Thermo trace 1 300,
美国 Thermo Fisher公司)测定，PP-Q色谱柱 (2 m×φ2 mm)，He为载气 (75 kPa恒压)，炉温 40 ℃，进

样口和检测器温度均为 200 ℃；VFAs采用气相色谱仪测定 (Thermo trace 1 300, 美国 Thermo Fisher公
司)，气相色谱配 M12毛细管柱 (30 m×0.53 mm×1 μm)，载气为 He(恒流：7.00 mL·min−1)，进样口温

度 200 ℃，FID温度 220 ℃。总挥发性脂肪酸 (total volatile fatty acids, TVFAs)的质量浓度为换算成乙

酸后的各种 VFA浓度之和。碱度 (alkalinity, ALK)采用电位滴定法 (WTW 7 110, 德国 WTW公司)测
定。FAN质量浓度计算方法参照式 (1)[7]。

CFAN=CTAN

1+ 10−pH

10−
(
0.090 18+

2 729.92
T

)
 (1)

式中：CFAN 为 FAN质量浓度，mg·L−1；CTAN 为 TAN质量浓度，mg·L−1；T为厌氧发酵反应温度，

K；pH为样品实测 pH值。

采用 SPSS 25.0统计软件对实验数据进行 Pearson相关性分析，采用 Origin 9.1绘图软件进行

绘图。 

2    结果与讨论
 

2.1    厌氧发酵过程中 pH 和氨氮质量浓度的变化

厌氧发酵过程中，pH反映了发酵体系中大分子有机物水解酸化成 VFAs和 VFAs被产甲烷菌

利用的动态过程，一般认为产甲烷菌的最适 pH值为 6.80~8.00。由图 2可知，无外源氨氮添加时

(P1)，3组反应器 pH为 7.60~7.90，其中 R2 最高、R1 最低。当外源氨氮质量浓度为 2 000 mg·L−1 时，

各反应器中的 pH开始下降，可能是因为加入的 NH4
+与 OH−结合生成 NH3·H2O所致。当外源氨氮质

量浓度达到 4 000 mg·L−1 后，各反应器中 pH大

小为 R1>R2>R3。该现象反映了高氨氮浓度下，

较高的温度不利于产甲烷菌对于有机酸的利

用，导致其产生积累。

图 3为发酵过程中不同反应器内 TAN和

FAN质量浓度的变化。由图 3(a)可知，TAN
质量浓度从初始的 2 500 mg·L−1 左右逐渐升高

至 7 000 mg·L−1 以上，且不同温度下无明显差

异；与 TAN相似，FAN的质量浓度随着氨氮

负荷的增加逐渐升高 (图 3(b))。整个发酵过程

中，不同反应器中的 FAN质量浓度高低依次

为 R3>R2>R1。结合式 (1)和图 2可以推断，该

 

图 2    各反应器 pH 变化

Fig. 2    Variations of pH value in reactors
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实验中 FAN质量浓度的差异应主要归因于反应温度的不同。 

2.2    厌氧发酵产甲烷性能

图 4(a)为发酵过程中各处理猪粪 VS产甲烷量 (specific methane yield, SMY)的变化情况。P1 时，

R1 的 SMY较 R2 和 R3 稳定，这可能是因为发酵接种物取自 35 ℃ 运行的 CSTR反应器，虽然经过中

温和高温的驯化，但仍未完全适应，导致其稳定性略差，随着发酵的进行趋于稳定。以 P1 阶段平

均 SMY为对照，各反应器 SMY下降 50%时对应的氨氮质量浓度为半抑制阈值。R1、R2 和 R3 的半

抑制点分别出现在 P5、P5 和 P4，对应的 TAN质量浓度分别为 6 416、6 845和 5 034 mg·L−1，这说明

高温厌氧发酵体系对 TAN更敏感，更容易被抑制 [15]。该阈值高于乔玮等 [5] 在鸡粪中温 (37 ℃、

5 500 mg·L−1)和高温 (55 ℃、2 500 mg·L−1)厌氧发酵的半抑制阈值，特别是 55 ℃ 下的半抑制阈值增

加了 1倍以上。R1(35 ℃)、R3(55 ℃)中与 TAN半抑制阈值相对应的 FAN质量浓度分别为 795和

776 mg·L−1，与高文萱等 [16]、SASAKI等 [17] 的研究结果接近。而 44 ℃ 下相关研究鲜见报道，本实验

中该温度下 (R2)FAN的半抑制阈值约为 1 257 mg·L−1。

表 2为不同外源氨氮添加量下各反应器的平均 SMY。在 P2~P4 阶段，R1 和 R2 的甲烷产量相

近，均明显高于 R3，且随着外源氨氮添加量的增加，该差距相应增大。一般认为，与铵态氮相

比，FAN对产甲烷微生物的毒性更强，是导致厌氧发酵氨氮抑制的主要原因 [18]。但是，各反应器

 

图 3    各反应器总氨氮和游离氨质量浓度的变化情况

Fig. 3    Changes of total ammonia nitrogen and free ammonia nitrogen concentrations in reactors

 

图 4    各反应器 SMY 和甲烷体积分数变化

Fig. 4    Variations of SMY and methane content in reactors
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SMY(表 2和图 4)和 FAN变化 (图 3)显示，在

P4 和 P5 阶段，虽然 R2 和 R3 的 FAN质量浓度

接近，但 R3 的 SMY远低于 R2。这可能的原因

是，在 55 ℃ 下， FAN具有更强的细胞穿透

性，从而导致产甲烷菌活性降低。另外，产甲

烷微生物的种群结构可能发挥重要的作用。中

温发酵 (20~45 ℃、通常 35 ℃)较高温发酵 (通
常 55 ℃)具有更高的生物多样性，对环境变化

具有更强的抵御能力，因此 R1 和 R2 的甲烷产量高于 R3。P5 阶段 R2 的甲烷产量高于 R1 可能与甲烷

代谢途径有关。有研究表明，与氢营养型产甲烷菌相比，乙酸营养型产甲烷菌对 FAN更敏感，耐

受阈值为 700 mg·L−1，而氢营养型菌达到 1 200 mg·L−1[19]。该结论与本实验 R1 和 R2 中 FAN的半抑制

阈值接近，故推测 44 ℃ 下的产甲烷途径可能存在由乙酸营养型向氢营养型的转变。

图 4(b)为沼气中的甲烷体积分数。随着发酵体系氨氮质量浓度的提高，R1 和 R2 中甲烷体积分

数逐渐升高，R3 中平均甲烷体积分数从 P1 的 53.31%增加到 P4 的 62.62%，但在 P5 阶段急剧下降至

47.56%，与 SMY的结果一致。在本实验中，P4、P5 阶段的 R1 和 R2 中不断升高的甲烷体积分数和

逐渐降低的 SMY表明，在猪粪等高含氮原料厌氧发酵体系中，不能单纯以甲烷体积分数作为衡量

厌氧发酵系统是否良好的参考指标。 

2.3    厌氧发酵过程中 VFAs 的变化

VFAs是有机物厌氧发酵的中间产物，其浓度可在一定程度上反映有机物水解酸化和产甲烷之

间的动态平衡。图 5为各处理实验过程中发酵液总挥发性脂肪酸 (total volatile fatty acids, TVFAs)、
乙酸、丙酸、丁酸 (包含异丁酸 )和戊酸 (包含异戊酸 )质量浓度的变化。 P1 阶段，R1、R2 的

TVFAs质量浓度接近且较稳定，这表明体系中产酸和消耗酸的速率达到动态平衡 [8]；R3 的

TVFAs质量浓度虽然达到 4 500 mg·L−1 左右，但仍低于产甲烷菌的耐受浓度 10 000 mg·L−1[20]。P1 和
P3 阶段，35和 44 ℃ 发酵体系中 TVFAs的质量浓度略微升高，但 55 ℃ 发酵体系中表现出更明显的

升高趋势，这可能是因为 55 ℃ 下加速了猪粪的水解、产酸反应所致。当 TAN质量浓度高于 5 000 mg·L−1

时 (P4 和 P5)，各反应器内 TVFAs出现积累。

图 5(b)、图 5(c)分别为乙酸、丙酸质量浓度变化情况。可见，33和 44 ℃ 下，P4 后期 (FAN约

730 mg·L−1)，乙酸出现明显积累，而 55 ℃ 下 P3 后期 (FAN约 800 mg·L−1)即发生明显积累，而且积

累更为严重。结合产甲烷情况可以推断，该 FAN质量浓度下已经发生了明显的氨氮抑制，导致

TVFAs积累。P3 之后，R2 中的乙酸质量浓度低于 R1，这说明 R2 中乙酸产甲烷过程受到的抑制小

于 R1，该现象与 SMY趋势相吻合。从发酵开始至 P2 中期，丙酸在 R1 和 R2 中质量浓度接近，均在

200 mg·L−1 以下。丙酸质量浓度在 R1 的 P4 阶段逐渐升高，在 R2 的 P2 中期后逐渐升高，而在 R3 中

基本不受氨氮质量浓度影响 (平均值 2 273 mg·L−1 上下波动)，明显高于 R1 和 R2，这与李红丽等 [21]

的研究结果相似。这可能是高温环境发酵体系微生物种群多样性低，影响了丙酸降解微生物的互

营代谢[22] 所致。

图 5(d)、图 5(e)分别为发酵体系中丁酸 (包含异丁酸)、戊酸 (包含异戊酸)质量浓度变化曲线。

可以看出，R1 与 R2 中，丁酸与戊酸质量浓度具有相同的变化过程，6 000 mg·L−1 左右的 TAN对丁

酸和戊酸的降解产生一定的抑制作用，即氨胁迫导致了 35 ℃ 和 44 ℃ 下丁酸和戊酸的积累。

R3 中，丁酸和戊酸质量浓度在 P1 阶段呈现下降趋势，添加外源氨氮后不断升高。其中，丁酸的积

累现象更加明显，至发酵末期丁酸和戊酸质量浓度分别达到 1 500和 1 100 mg·L−1 左右。

  

表 2    各反应器不同阶段的平均 VS 产甲烷量

Table 2    Average SMY of each reactor at different stages

反应器
平均VS产甲烷量/(mL·g−1)

P1 P2 P3 P4 P5

R1 326.0 281.5 229.8 214.3 95.7

R2 261.3 257.9 236.0 204.3 122.9

R3 256.3 234.7 158.1 88.3 9.2
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2.4    厌氧发酵过程碱度变化

碱度 (ALK)是衡量厌氧发酵过程稳定性的重要指标，通常以 TVFAs质量浓度和 ALK的比值

(TVFAs/ALK=α)衡量体系的缓冲能力。一般认为，α<0.35时发酵系统具有较好的稳定性 [23]。由该

实验 α变化曲线 (图 6)可知，对于 R1、R2，P1 至 P4 阶段的 α值均小于 0.4；出现明显抑制的 P5 中，

α值仅为 0.25左右。R3 的 α值明显高于 R1 和 R2，在 P1~P3 期间于 0.4上下波动，P4 和 P5 的 α值在 0.55~
0.80变化，对应的 SMY明显降低。结合图 5(a)发现，在 35、44 ℃ 发酵体系中，α值在 0.2~0.3的

范围即表现出酸积累的趋势。55 ℃ 发酵中，α<0.5时体系具有较好的稳定性。因此，在猪粪厌氧

 

图 5    各反应器总有机酸、乙酸、丙酸、丁酸和戊酸的质量浓度变化

Fig. 5    Mass concentrations of total volatile fatty acids, acetic acid, propionic acid, butyric acid and valeric acid in reactors

 

  3302 环　境　工　程　学　报 第 15 卷    
环
境
工
程
学
报
版
权
所
有



发酵中，应根据不同发酵温度对 α值进行更为

具体的划分，从而准确判断体系稳定性。 

2.5    相关性分析

表 3为 各 反 应 器 的 SMY、 TAN质 量 浓

度、FAN质量浓度、乙酸质量浓度和丙酸质量

浓度 5个指标之间 Pearson相关性分析结果。

在 35和 44 ℃ 发酵条件下，SMY与其余 4个指

标均呈极显著负相关关系 (P<0.01)，且较于 TAN，

FAN对于 SMY抑制作用更大。 TAN、 FAN、

乙酸和丙酸质量浓度 4个指标之间的相关系数

均大于 0.8，存在极显著的正相关 (P<0.01)，这

说明 TAN和 FAN质量浓度对乙酸和丙酸质量

浓度的增加具有直接的作用。

在 55 ℃ 厌氧发酵条件下，SMY与 FAN质量浓度、TAN质量浓度、乙酸质量浓度均呈极显著

负相关关系 (P<0.01)。该温度下的产生氨氮抑制主要因素为总氨氮，其次为游离氨，这与 BI等 [24]

在鸡粪厌氧发酵中的研究结果相似。此外，该温度下丙酸质量浓度与其它各个指标之间相关系数

均小于 0.5，相关性不显著，说明该温度下的丙酸代谢生成和分解的过程和速率与 35和 44 ℃ 存在

差异。 

3    结论

1) 35、44、55 ℃ 下，厌氧发酵体系中半抑制 TAN质量浓度分别为 6 416、6 845和 5 034 mg·L−1，

表 3    各指标之间 Pearson 相关性分析

Table 3    Correlation analysis among variables

反应器 检测指标 VS甲烷产量 总氨氮 游离氨 乙酸 丙酸

R1(35 ℃)

VS甲烷产量 1

总氨氮 −0.732** 1

游离氨 −0.784** 0.924** 1

乙酸 −0.820** 0.931** 0.948** 1

丙酸 −0.752** 0.871** 0.979** 0.925** 1

R2(44 ℃)

VS甲烷产量 1

总氨氮 −0.609** 1

游离氨 −0.658** 0.954** 1

乙酸 −0.653** 0.849** 0.907** 1

丙酸 −0.628** 0.941** 0.934** 0.886** 1

R3(55 ℃)

VS甲烷产量 1

总氨氮 −0.812** 1

游离氨 −0.795** 0.934** 1

乙酸 −0.870** 0.942** 0.906** 1

丙酸 −0.281* 0.334** 0.285* 0.426** 1

　　注：* 代表P<0.05，** 代表P<0.01。

 

图 6    各反应器总有机酸与碱度比值

Fig. 6    The ratio of TVFAs to alkalinity in reactors
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对应的 FAN质量浓度分别为 795、 1  257和 776  mg·L−1。 55 ℃ 发酵中氨氮抑制的影响最大。

7 000 mg·L−1 左右的高 TAN质量浓度条件下，44 ℃ 发酵体系的耐受性较好。

2) 35、44 ℃ 下，体系中丙酸、丁酸和戊酸质量浓度随氨氮负荷增加逐渐增大，氨胁迫导致了

35、44 ℃ 下 3种脂肪酸的积累。55 ℃ 下丙酸、丁酸和戊酸等脂肪酸生成和分解的过程和速率与

35和 44 ℃ 存在明显差异，55 ℃ 下发酵全过程中丙酸和戊酸质量浓度稳定且维持在较高范围内，

这 2种脂肪酸质量浓度水平基本不受氨胁迫影响，该温度下丁酸存在受氨胁迫而积累的趋势。

3) Pearson相关性分析结果表明，35、44 ℃ 下通过氨氮抑制影响甲烷产率的主要因素为 FAN，

而 55 °C下的主要因素为 TAN。因此，在不同温度条件下，应根据不同形态氨氮，制定相应的氨氮

抑制缓解策略。
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Abstract    In order to understand the effect of ammonia stress on the performance of anaerobic digestion (AD)
of  swine  manure  at  different  temperatures,  the  semi-continuous  anaerobic  digestion  experiments  with  swine
manure  as  substrate  were  carried  out  at  three  temperatures.  During  the  experiments,  the  concentration  of
ammonia nitrogen was increased by adding exogenous ammonium chloride. The results showed that the specific
methane  yield  (SMY)  decreased  significantly  when  the  total  ammonia  nitrogen  (TAN)  mass  concentration
reached 4 000 mg·L−1 under different temperatures, and half maximal inhibitory concentration (IC50) of TAN on
SMY at  44   ℃ was  6  845  mg·L−1,  corresponding  to  free  ammonia  nitrogen  (FAN)  mass  concentrations
1 257 mg·L−1. At a high TAN mass concentrations of approximately 7 000 mg·L−1, the 44 ℃ digestion system
showed better  tolerance.  Ammonia  stress  caused  the  accumulation  of  three  fatty  acids  at  35  ℃ and 44  ℃,
including  propionic  acid,  butyric  acid,  and  valeric  acid.  The  processes  and  rates  of  the  formation  and
decomposition of  the  three  fatty  acids  at  55  ℃ were significantly  different  from  those  at  35  ℃ and 44  ℃.
Pearson  correlation  analysis  results  showed  that  the  main  factor  affecting  methane  yield  through  ammonia
inhibition at 35 ℃ and 44 ℃ was FAN (NH3), and the main factor at 55 ℃ was TAN. The results of this study
can provide a reference for the optimization of the anaerobic fermentation process of aquaculture manure.
Keywords     livestock  waste;  anaerobic  digestion;  methane  production;  ammonia  nitrogen  inhibition;
digestion temperature
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