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摘 要： 通过投加颗粒活性炭（GAC）强化直接种间电子传递（DIET），进而提升餐厨垃圾中常

见食用油的厌氧消化产甲烷效能，并分析投加GAC对微生物群落结构的影响。研究发现，与未投加

GAC的对照组相比较，投加GAC的实验组可以高效稳定地进行厌氧消化产甲烷。在菜籽油厌氧消

化过程中，对照组的乙酸浓度在第 7天达到最大值（7 mmol/L），之后基本保持不变。而在投加GAC
的实验组中，乙酸浓度在第 7天达到最大值（3.9 mmol/L），之后逐渐降低，到第 13天基本为 0。与此

同时，实验组的最大甲烷产量约为对照组的 3.5倍。因而，投加GAC促进了乙酸的降解和甲烷的转

化。对微生物群落结构进行分析发现，投加GAC的实验组中富集了大量可能具有胞外电子传递功

能的细菌（Syntrophomonas和Geobacter），以及可以参与DIET的产甲烷菌（Methanosarcina），表明投加

GAC可以有效富集以上三种微生物，并通过GAC作为电子载体促进菜籽油厌氧反应体系中DIET的

形成，进而促进菜籽油的降解，提高甲烷产量。
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Abstract： Direct interspecies electron transfer (DIET) was enhanced by adding granular activated

carbon (GAC), so as to improve the anaerobic methanogenic efficiency of common edible oil from kitchen
waste. In addition, the effect of GAC on microbial community composition was analyzed. Compared with
the control group without GAC, the experimental group with GAC efficiently and stably produced methane
through anaerobic digestion.During the anaerobic digestion of rapeseed oil, the acetic acid concentration
in the control group reached the maximum value (7 mmol/L) on day 7 and remained basically unchanged
thereafter. However, in the experimental group, the acetic acid concentration reached the maximum value
(3.9 mmol/L) on day 7, and then gradually decreased to zero on day 13. Meanwhile, the maximum methane
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production in the experimental group was approximately 3.5 times that in the control group. Therefore, the
addition of GAC promoted the degradation of acetic acid and the conversion of methane. Analysis of
microbial community composition showed that a large number of bacteria (Syntrophomonas and Geobacter)
that might have extracellular electron transfer function and a methanogen (Methanosarcina) that
participated in DIET were enriched in the experimental group. The results suggested that the addition of
GAC could enrich these three groups of microbes, and promote the formation of DIET in the rapeseed oil
anaerobic digestion system through GAC as an electron carrier, thus promoting the degradation of
rapeseed oil and improving the methane production.

Key words： anaerobic digestion; direct interspecies electron transfer; kitchen waste; edible
oil; microbial community composition

目前，全世界餐厨垃圾产量达到 14×108 t/a［1-3］，
仅在中国每年就有将近 60×104 t的餐厨垃圾产生，

并且其产量随着经济的发展和人口的增长仍将持

续升高［4］。餐厨垃圾以淀粉、食物纤维类、蛋白质、

油脂等为主要成分，这些物质极易腐败、霉变，但同

时也是厌氧消化产甲烷的理想基质。在我国饮食

文化中，多以煎、炒、炸、煮、炖等方式烹饪食物，烹

饪过程中会用到食用油。因此，在餐厨垃圾中就不

可避免地存在一定量的食用油。有研究报道，在标

准温度和压力下，理论上 1 L油脂的产甲烷潜力为

0. 99 L，而糖类和蛋白质的产甲烷潜力分别为 0. 42
L和 0. 63 L，可见油脂有很大的产甲烷潜力［5］。然

而，在厌氧消化过程中，油脂的水解速率较低，易产

生累积，从而形成“油粒”和“油泥”，阻断油脂与微

生物的接触途径，减少有效微生物的量，抑制厌氧

发酵产甲烷［6］。因此，合理高效地降解餐厨垃圾中

的油脂（尤其是常用食用油）至关重要。

近几年来，研究发现厌氧消化产甲烷过程中存

在一种新的电子传递途径，即直接种间电子传递

（DIET）［7-8］。DIET可以通过导电菌毛或导电材料，

直接从产生胞外电子的微生物处得到电子［9-10］。与

传统的H2/甲酸种间电子传递相比，DIET的电子传

递途径短、能量消耗低、能量储存高、菌种的种类

少、稳定性高。因此，DIET的发现为厌氧消化产甲

烷开辟了新途径。

食用油作为餐厨垃圾油脂的重要组成部分，它

的特性决定了其厌氧消化的敏感性。笔者基于厌

氧消化过程中DIET，通过向单相完全混合反应器中

投加一定量的颗粒活性炭（GAC）来强化 4种常见食

用油（花生油、玉米油、菜籽油和大豆油）的厌氧消

化产甲烷效能，重点考察GAC对菜籽油厌氧消化产

甲烷和挥发性脂肪酸（VFAs）的影响，并对投加GAC
实验组的微生物群落进行了分析，从微生物学角度

揭示投加GAC强化菜籽油厌氧消化产甲烷的原因。

1 材料与方法材料与方法

1. 1 接种污泥与食用油

接种污泥来自于美国某污水处理厂的厌氧池。

使用前储存在 4 ℃环境中。实验中用到的 4种常见

食用油（菜籽油、玉米油、大豆油和花生油）购自美

国某公司。

1. 2 实验方法

实验所用反应器为血清瓶，瓶口用聚四氟乙烯

塞子封住，然后再用铝盖将其密封。设置 4组实验，

每组实验设置 6 个反应器，向 3 个反应器中投加

GAC（实验组，颗粒活性炭，黑色，粒径为 8~20目，体

积为 120 cm3，比表面积约为 900 cm2/g，电导率约为

26 μS/cm），剩余 3个反应器不投加任何材料（对

照组）。

向血清瓶中加入 15 mL的 FWNN培养基，并在

实验组中投加2 g GAC。其中，FWNN培养基的成分

为：KH2PO4·H2O（0. 6 g/L）、NH4Cl（0. 25 g/L）、KCl
（0. 1 g/L）、微量元素溶液（10 mL/L）、维生素溶液

（10 mL/L）。微量元素溶液的组成：NTA-3Na（1. 5 g/L）、
MgSO4（3 g/L）、MnSO4·H2O（0. 5 g/L）、NaCl（1 g/L）、

FeSO4·7H2O（0. 1 g/L）、CaCl2·2H2O（0. 1 g/L）、NiCl2·
6H2O（0. 024 g/L）、CoCl2·6H2O（0. 01 g/L）、ZnCl2
（0. 13 g/L）、CuSO4·5H2O（0. 01 g/L）、KAl（SO4）2·
12H2O（0. 01 g/L）、H3BO3（0. 01 g/L）、Na2MoO4·2H2O
（0. 025 g/L）、Na2WO4·2H2O（0. 025 g/L）。维生素溶

液的组成：维生素H（0. 002 g/L）、维生素 B5（0. 005
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g/L）、维生素 B12（0. 000 1 g/L）、对氨基苯甲酸

（0. 005 g/L）、硫辛酸（0. 005 g/L）、烟酸（0. 005 g/L）、

维生素B1（0. 005 g/L）、维生素 B2（0. 005 g/L）、盐酸

维生素B6（0. 01 g/L）、叶酸（0. 002 g/L）。然后，每个

瓶子充 0. 5 h的 N2（80%）/CO2（20%）混合气体来保

证瓶内为厌氧环境，放到 120 ℃的灭菌锅内灭菌 30
min后，降至室温备用。之后，每个瓶子接种 2 mL混
合均匀的厌氧污泥，4组反应器中分别加入 1 mL的
菜籽油、玉米油、大豆油和花生油。最后，将反应器

放置在 37 ℃的恒温室中，黑暗条件下厌氧发酵，每

7 d测一次甲烷，当甲烷浓度超过 3 000 nmol/L时转

接一次。对于投加GAC的实验组，转接操作方法：

在无菌厌氧操作台中，取出 15 mL经过充分振荡的

发酵液并保留所有活性炭，之后再加入 15 mL灭菌

后的 FWNN培养基和 1 mL食用油。对照组的转接

操作方法：在无菌厌氧操作台中，取出 15 mL发酵液

后，再加入 15 mL灭菌后的 FWNN培养基和 1 mL食
用油。厌氧培养一段时间，当甲烷产量稳定后，通

过高通量测序技术分析菜籽油厌氧发酵过程中微

生物的群落结构。

1. 3 分析项目与方法

VFAs采用高效液相色谱仪测定。从反应器中

取 0. 5 mL沼气，用配有氢火焰离子检测器的气相色

谱仪分析沼气成分。

DNA的提取与高通量测序：首先，在实验组取

1/4的GAC（0. 5 g）和 1/4的反应液（4. 25 mL），然后

剧烈涡流 5 min，在 14 000 r/min转速下离心 5 min，
收集混合污泥样品。从对照组直接取 2 mL的混合

反应液作为污泥样品。对照组和实验组污泥样品

的编号分别为 A1和 A2。根据 DNA快速提取试剂

盒说明书提取DNA，提取后的DNA经微量紫外分光

光度计测定纯度，然后委托上海美吉生物医药科技

有限公司进行测序。

2 结果与讨论结果与讨论

2. 1 GAC对厌氧消化产甲烷的强化效果

GAC对不同食用油厌氧消化产甲烷的影响如

图 1所示。可以看出，实验组的甲烷产量显著大于

对照组，尤其是在转接之后。在未转接之前，实验

组的甲烷产量与对照组在最初 10 d内差别并不明

显。但是，转接之后，对照组的甲烷产量明显降低，

甚至经过很长一段时间厌氧消化后，甲烷产量仍比

较低。相反，实验组的甲烷产量在转接之后仍然很

稳定，且甲烷产量也很高。可见，投加GAC可以有

效提高4种食用油的厌氧消化产甲烷效能。
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图1 GAC对不同食用油厌氧消化产甲烷的影响

Fig.1 Effects of GAC on methane production of different
edible oil during anaerobic digestion process

在投加GAC的实验组中，菜籽油和玉米油需要

经过两次转接，甲烷产量才可以在一周内超过

3 000 nmol/L，而大豆油和花生油在两次转接后，一
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周内的甲烷产量明显低于 3 000 nmol/L。因此，投加

GAC对菜籽油和玉米油厌氧消化产甲烷的促进作

用要大于对大豆油和花生油。GAC具有一定的吸

附作用，当投加GAC时，微生物会附着在其表面，经

过第一次转接后，实验组中厌氧微生物量比对照组

多一些，因此，实验组甲烷产量在第一次转接后显

著高于对照组。但是经过多次转接后，实验组中的

厌氧微生物量同样也会减少很多。然而，此时实验

组的甲烷产量仍然显著高于对照组，这说明投加

GAC影响了厌氧微生物的群落结构，从而使得该组

的甲烷产量显著高于对照组。

2. 2 GAC对厌氧消化产甲烷和VFAs的影响

图 2为GAC对菜籽油厌氧消化产甲烷和VFAs
的影响。在菜籽油厌氧消化过程中，乙酸是唯一一

种被检测到的VFAs，且实验组与对照组乙酸浓度的

变化显著不同。从图 2（a）可知，对照组中，乙酸浓

度在第一周内迅速升高，然后，保持在 7 mmol/L左

右。而在投加GAC的实验组中，乙酸浓度先升高，

并在第 7天达到 3. 9 mmol/L，然后逐渐降低，到第 13
天基本为0。

从图 2（b）可知，实验组的最大甲烷产量约为

3 500 nmol/L，而对照组的最大甲烷产量约为 1 000
nmol/L。此外，对照组产甲烷速率明显滞后于实验

组。VFAs是影响厌氧消化产甲烷的重要中间代谢

产物，其浓度过高会产生酸累积，从而降低甲烷产

量［11-12］。对照组和实验组甲烷产量的变化可以归因

于乙酸浓度的差异。对于实验组，在开始的 7 d内
乙酸的浓度不断增加，对产甲烷菌的抑制越来越

强，甲烷产量的增加速度越来越慢，之后乙酸浓度

开始降低，对产甲烷菌的抑制作用降低，因而甲烷

产量增加速率明显加快，尤其是在 13 d之后，乙酸

浓度几乎为 0，甲烷产量的增加速度更快。相比之

下，对照组在初始一周内乙酸浓度不断升高，对产

甲烷菌的抑制作用越来越强，甲烷产量的增加速度

不断降低，直至乙酸浓度达到最大值并基本保持稳

定后，对产甲烷菌产生抑制作用，所以此后甲烷产

量也基本保持稳定。可见，投加GAC不仅可以降低

乙酸浓度，还可以增大甲烷产量。

2. 3 微生物群落结构的变化

通过高通量测序技术对经过 70 d厌氧消化的

对照组和实验组内混合沼液进行了微生物群落结

构分析。对照组与实验组中细菌在属水平上的组

成如图3所示。可知，在对照组中，相对丰度大于1%
的厌氧菌有Anaerosinus、Syntrophomonas、Desulfovibrio、
Salinispira 和 Aminicenantes，相 对 丰 度 分 别 为

17. 41%、6. 24%、6. 22%、1. 74% 和 1. 04%。 其 中

Syntrophomonas是厌氧反应器中非常重要的一种微

生物，它可以将有机酸降解为乙酸并产生H2［13］。而

Anaerosinus、Desulfovibrio、Salinispira和 Aminicenantes
可以将复杂有机物降解为有机酸。因此，在对照组中，

菜籽油首先被 Anaerosinus、Desulfovibrio、Salinispira、
Aminicenantes降解为有机酸，再被 Syntrophomonas进
一步降解为乙酸。对照组中，相对丰度大于1%的厌

氧细菌均不具备胞外电子传递功能，因而没有发现可

以作为电子供体进行DIET的细菌。而在实验组中，相

对丰度大于1%的厌氧菌有Syntrophomonas、Ralstonia、
Candidatus Cloacamonas、Leplolinea、Syntrophobacter、
Carboxylicivirga、Salinispira、Desulfovibrio和Geobacter，相
对 丰 度 分 别 为 23. 2%、13. 62%、3. 09%、2. 23%、

1. 8%、1. 47%、1. 41%、1. 31%和 1. 17%。实验组中

Syntrophomonas为主导菌群，且其相对丰度约为对

照组的4倍。可见，投加GAC促进了 Syntrophomonas
的富集。已有研究表明［14-15］，Syntrophomonas不仅

可以与某些产甲烷菌形成共生关系来产甲烷，而且

还可以降解长链脂肪酸。由于在油脂厌氧消化过
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图2 GAC对菜籽油厌氧消化产甲烷和VFAs的影响

Fig.2 Effects of GAC on methane production and VFAs
of rapeseed oil during anaerobic digestion process
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程中会产生大量长链脂肪酸，因而 Syntrophomonas
的富集有助于促进菜籽油的降解和产甲烷。虽然

目前还没有研究能够直接证明 Syntrophomonas可
以进行胞外电子转移，但是很多研究已经报道了

Syntrophomonas在产甲烷和电化学生物系统中的一

些导电材料或电流采集电极上极易产生富集，这可

能是因为 Syntrophomonas可以作为电子供体将电子

传递给产甲烷菌，以利用CO2产生甲烷［16-17］。因此，

Syntrophomonas可以与一些甲烷古菌形成共生关系

进行DIET促进产甲烷。此外，在实验组相对丰度大

于 1%的细菌中发现了 Geobacter。Geobacter可以进

行胞外电子转移，如G. sulfurreducens可以利用细胞

外金属（铁和锰氧化物）作为能量代谢的终端电子

受体，并且在以醋酸盐为唯一底物的生物电化学体

系的阳极上经常被检测到。因此，根据Geobacter在
实验组中的富集，可以推测投加 GAC促进了 DIET
在该厌氧发酵过程中的形成。

GAC对厌氧体系中古菌群落结构的影响如图 4
所示。可知，对照组中相对丰度大于 1%的古菌主

要有 Methanolinea、Methanospirillum、Methanoregula
和Methanothrix，相对丰度分别为 56. 22%、27. 27%、

12. 61%和 1. 83%。而实验组中相对丰度大于 1%
的 古 菌 主 要 有 Methanoregula、Methanosarcina、
Methanospirillum、Methanolinea和Methanothrix，相对

丰 度 分 别 为 73. 3%、21. 36%、1. 57%、1. 43% 和

1. 21%。两组古菌的组成有非常显著的区别。目前

已经发现的可以参与 DIET产甲烷的古菌只有

Methanosarcina和Methanosaeta，这两种细菌可以直

接接受胞外电子将二氧化碳转化成甲烷［7，18］。在对

照组相对丰度大于1%的古菌中未发现Methanosarcina
和Methanosaeta。然而，在实验组中Methanosarcina
的相对丰度为 21. 36%。可见，投加 GAC促进了

Methanosarcina的富集。Methanosarcina是一种可以

利用乙酸产甲烷的古菌。因此，在菜籽油厌氧消化

过程中，实验组中的乙酸浓度显著低于对照组可以

归因于Methanosarcina的富集。

基于实验组中具有胞外电子传递功能的

Syntrophomonas和Geobacter，以及能够直接接受供电

细菌胞外电子的Methanosarcina的富集，可以假设

GAC促进了菜籽油厌氧反应体系中 DIET的形成，

进而强化了菜籽油的降解，提高了甲烷产量。但

是，没有直接证据可以证明 Syntrophomonas具有胞

外电子传递功能，因此投加GAC促进菜籽油厌氧消

化体系中微生物群落进行DIET的猜想仍需进一步

研究。

3 结论结论

投加GAC可以显著提升餐厨垃圾中常见食用

油（菜籽油、玉米油、大豆油和花生油）厌氧消化产

甲烷的效能，尤其是在转接之后，实验组的甲烷产

量显著高于对照组。其中在菜籽油厌氧消化过程

中，乙酸作为唯一的VFAs，其在对照组中的浓度高

于实验组，且实验组的甲烷产量高于对照组，这表

明投加GAC促进了乙酸的降解和甲烷的转化。高

通量测序结果表明，投加GAC可能促进了具有胞外

电子传递功能细菌Syntrophomonas和Geobacter，以及

可作为电子受体参与DIET的产甲烷菌Methanosarcina
的富集。因此，推测投加GAC作为电子传递载体可

以将 Syntrophomonas和Geobacter降解菜籽油产生的

电子传递给产甲烷菌Methanosarcina来产甲烷，形

成DIET，强化菜籽油的厌氧消化产甲烷效能。
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