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温度对CSTR-EGSB两段式厌氧反应器的影响
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摘 要： 针对沼气工程（尤其是北方低温地区）产气效能和运行稳定性对温度条件的耐受十

分脆弱的问题，采用连续搅拌釜-厌氧膨胀床（CSTR-EGSB）两段式厌氧反应器，以牛粪和水稻秸秆

为底物，分别对不同温度条件下的产酸和产甲烷效能进行了评估。结果表明，CSTR产酸反应器中

SCOD浓度、pH、总氨氮（TAN）浓度等指标在25~35 ℃范围内随温度变化的差异较大；当温度由35 ℃
降至25 ℃时，乙酸占总挥发性脂肪酸（VFAs）的比例由62.9%~70.5%降至46.3%~59.4%。EGSB产甲

烷反应器在温度降至 15 ℃时，仍有 127.33 mL/（L·d）的沼气容积产率、33.3%的甲烷占比和 32.3%的

TCOD去除率。高通量测序结果表明，Methanomicrobiaceae（甲烷微菌科）可能在低温产甲烷过程中

发挥了重要作用。低温下乙酸生成受限、丙酸积累加剧可能是导致沼气工程产甲烷效率较低的原

因之一，可深度开发基于Methanomicrobiaceae和Euryarchaeota_unclassified的抗低温型产甲烷菌剂。
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Abstract： Biogas production efficiency and operational stability of biogas project (especially in the

low temperature areas in the north) are very sensitive to the temperature conditions. This paper used a
two⁃stage anaerobic reactor consisting of a continuous stirred tank and an expanded granular sludge bed
(CSTR⁃EGSB) to evaluate the acidogenesis and methanogenesis efficiency at different temperatures with
cow manure and rice straw as substrates. The SCOD, pH, total ammonia nitrogen (TAN) in the CSTR
(acidogenic reactor) varied greatly when the temperature was in the range of 25-35 ℃ . When the
temperature decreased from 35 ℃ to 25 ℃, the proportion of acetic acid in total volatile fatty acids (VFAs)
decreased from 62.9%-70.5% to 46.3%-59.4%. When the temperature of EGSB (methanogenic reactor)
was decreased to 15 ℃, the biogas volumetric yield, proportion of methane and TCOD removal rate were
still 127.33 mL/(L·d), 33.3% and 32.3%. The high⁃throughput sequencing results showed that
Methanomicrobiaceae might play an important role in the methanogenesis process at low temperature. The
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limited acetic acid generation and intensified propionic acid accumulation at low temperature might be
one of the reasons for the low methanogenesis efficiency of the biogas project. Therefore, psychrophilic
methanogenic agents based on families of Methanomicrobiaceae and Euryarchaeota_unclassified can be
further developed.
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随着我国农业和畜禽养殖业的高速发展，每年

约有超过 7×108 t的作物秸秆和 40×108 t的畜禽粪便

产生［1］。以厌氧消化技术为手段、沼气生产为核心

的能源结构调整和生态农业建设，是当前我国农业

废弃物减排、餐厨垃圾处置、清洁能源生产、资源循

环利用的重要途径［2］。截至 2020年，国内农村沼气

设施的规模高达 3 007. 7万户，各类沼气工程超过

9. 3万处［3］。
温度是影响厌氧消化效能和沼气产量最重要

的因素之一，因为温度是厌氧消化过程中微生物及

功能酶活性的决定性因素［2，4］。多数情况中温或适

温条件下的厌氧降解和产气速率更高，而较低温度

下厌氧消化的效果却不够理想［5-6］。虽然较高温度

下厌氧发酵底物的降解效率良好，但也常因富氮底

物（如畜禽粪便等）的存在引发系统氨抑制，继而导

致厌氧消化工艺的失效［7］。Chen等［8］发现，在猪粪

废水的厌氧消化过程中，当体系中氨的浓度高

于 3 000 mg/L时，甲烷产量受到了严重抑制。当沼

气工程在室温或低温下运行时，能源的消耗虽大幅

降低，但系统效率较低，过量挥发性脂肪酸（VFAs）
的积累常导致系统出现酸中毒现象［9-10］。我国北方

地区寒冷的气候条件限制了户用沼气工程的推广，

沼气工程无法实现规模化稳定运行，严重制约了北

方地区的能源结构调整和废弃物低碳减排［11］。因

此，如何在不同的温度条件下实现厌氧消化过程的

稳定运行，尤其是北方低温地区如何提升底物降解

效率和甲烷产率，是农业废物处理领域的重要研究

方向。

许多学者将目光聚焦于开发一种高效、理想的

厌氧消化系统，不仅要求系统具有较好的厌氧消化

效率，更希望系统能够在低温环境下最大限度地减

少动力和热量的能源消耗（如尽量减少辅助增温、

降低搅拌频率等）［12］，即具有良好的低温兼容能力。

两段式厌氧工艺将产酸段和产甲烷段分隔开来，在

厌氧消化反应过程中能够使不同功能的微生物最

大限度地发挥各自的作用，极大地提升了产气效

率，近年来在复杂有机废弃物的厌氧降解领域得到

了广泛应用［13］。
连续搅拌釜式反应器（CSTR）是厌氧消化工艺

中经常采用的最为传统的产酸反应器之一，具有物

料混合均匀、传质效能高、进出料方便等优点［14］。
赵光［15］利用连续搅拌釜-内循环（CSTR-IC）复合厌

氧发酵系统处理牛粪，该系统集合了两种反应器的

特点，并充分利用内循环厌氧反应器（IC）自身的动

力学优势，增强传质作用，提高产气率；对 IC产甲烷

反应器进行梯度降温，发现当温度低于 20 ℃时沼气

产率波动幅度较大，在 15 ℃时产气量降至 50~90
mL/（L·d），最终停止产气。笔者所在团队研究证

明，厌氧膨胀床式反应器（EGSB）因其特殊的构造和

良好的设计，在难降解有机物厌氧消化的产甲烷阶

段，尤其在低温条件运行时表现出一定的优越

性［16］。因此，笔者在结合北方低温地区沼气工程产

气率低、运行不稳定等现状问题的基础上，利用团

队设计开发的改进型连续搅拌釜-厌氧膨胀床

（CSTR-EGSB）两段式厌氧反应器，对牛粪和水稻秸

秆复合体系进行厌氧消化处理，研究了不同温度条

件下，系统内底物降解、VFAs生成、氨水平、沼气产

率、甲烷占比等指标，并解析了EGSB反应器中产甲

烷微生物群落结构随温度的变化规律，以期得到不

同温度条件下CSTR-EGSB两段式厌氧反应器的运

行工艺，为高纬度地区厌氧消化工程的高效稳定运

行提供技术支撑。

1 材料与方法材料与方法

1. 1 实验材料

作为产酸反应器厌氧消化底物的牛粪、水稻秸

秆取自黑龙江省牡丹江市某农场。牛粪取样后迅

速置于 4 ℃保存；秸秆自然晾干后破碎成 1~2 cm小

段，发酵前于 1%的NaOH溶液中进行 7 d的浸泡预

处理。产酸反应器接种物采用农场沼气池沼液（取

样季节为夏季，底物为牛粪），取样后同样迅速置于
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4 ℃保存，保存期限不超过 7 d。实验用底物及接种

物性质见表1。

1. 2 实验装置

图 1为实验室自行设计并开发的改进型CSTR-
EGSB两段式厌氧反应器（中间带有过滤分离装

置）。采用CSTR反应器作为产酸反应器，有效容积

为 5. 5 L，高径比为 2∶1，总高为 34 cm，内部载有自

动化螺旋搅拌装置；采用 EGSB反应器作为产甲烷

反应器，高径比为 9. 3∶1，总高为 90 cm，三相分离器

直径为 8 cm；过滤装置中过滤材料采用尼龙滤网，

孔径为 1 mm。产酸反应器、过滤装置、产甲烷反应

器均由有机玻璃制成，三者的有效容积比为 2. 5∶1∶
1。产酸相出料经过滤装置分离并经适宜浓度稀释

后，以连续进料的方式进入EGSB产甲烷相。

1. 3 实验方法

CSTR产酸反应器以间歇方式运行。发酵开始

前，一次性向反应器投加牛粪和水稻秸秆，底物总

投加量为反应器有效容积的 2/3。调节初始 TS为
4%，C/N为 27∶1，牛粪与水稻秸秆的比例约 1∶1. 6
（以VS计），接种物（沼液）的质量分数为 30%，控制

底物初始pH为6. 8±0. 2。向反应器通入氮气30 min
以保证厌氧环境，于不同温度条件（35、30、28、25 ℃）

下分别发酵 60 d。测定发酵过程中 SCOD、pH、总氨

氮（TAN）的变化，以及VFAs的组成和浓度变化。

EGSB反应器以连续、升流模式运行。将 35 ℃
条件下CSTR产酸反应器发酵 60 d后的酸化液经装

置过滤后，调节进料 pH为 7. 2±0. 2，以有机负荷为

3. 0 kgVS/（m3 ·d）运行反应器，进水量为 2. 5 L/h，上
升液速为 2. 79 m/h，水力停留时间为 10 d，初始启动

温度为 30 ℃，每当沼气产量基本稳定时将反应器梯

度降温，温度的选择为 30、25、20、18和 15 ℃。测定

反应器在不同温度条件的沼气容积产量、平均产甲

烷菌活性及平均 TCOD去除率，取样进行产甲烷微

生物群落结构的测定。

1. 4 分析方法

pH采用 pH计测定；TC和 TN采用总碳分析仪

测定；TS、VS、SCOD、TCOD、TAN采用标准方法测

定［17］；沼气中甲烷所占比例、VFAs组成及浓度采用

气相色谱仪测定；秸秆的微观形态采用扫描电镜测

定；产甲烷菌活性通过测定辅酶 F420活性估算，辅

酶F420浓度采用荧光分光光度计测定［18］；沼气产量

采用湿式气体流量计测定；产甲烷微生物群落结构

采用MiSeq高通量测序进行分析，PCR扩增时产甲

烷古菌 16S rRNA基因组以通用引物MLf（5′-GGTG⁃
GTGTMGGATTCACACARTAYGCWACAGC-3′ ）和

MLr（5′-TTCATTGCRTAGTTWGGRTAGTT-3′）分别

作为正向和反向引物。

2 结果与讨论结果与讨论

2. 1 温度对CSTR产酸反应器的影响

2. 1. 1 SCOD的变化

不同温度条件下 CSTR产酸相中 SCOD的变化

情况见图 2。可知，当温度高于 28 ℃时，反应器中

SCOD均出现先升高后降低的变化趋势，原因可能

是底物中易降解有机物首先被水解发酵细菌分解

为可溶性大分子，随后进一步被降解利用变为短链

挥发性脂肪酸及其他小分子物质［19］。35 ℃条件下

底物的降解程度最高，反应器中 SCOD最高可达

表1 实验用底物及接种物性质

Tab.1 Properties of substrates and inoculum used
for test

项 目

牛粪

水稻秸秆

（预处理）

沼液

总固体

TS/%
17.84±
0.85
12.86±
0.24
6.81±
0.13

挥发性固

体VS/%
70.60±1.81

93.28±2.07

74.33±3.58

总碳

TC/%
36.76±
1.33
25.33±
1.21
31.46±
2.08

总氮

TN/%
2.75±
0.08
0.48±
0.01
1.55±
0.02

碳氮比

C/N
13.39±
0.35
52.52±
0.81
20.33±
0.65

1.蠕动泵 2.集气罐 3.搅拌器 4.pH计 5.预处理池 6.进料泵 7~9.取
样口 10.过滤池 11.尼龙滤网 12.三相分离器 13~18.取样口 19.出

水管 20.出气口
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图1 改进型CSTR-EGSB两段式厌氧反应装置示意

Fig.1 Schematics of the improved CSTR‑EGSB two‑stage
anaerobic reactor
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24. 6 g/L。室温（25 ℃）条件下 SCOD在 60 d内呈现

缓慢上升趋势。对比之下，25 ℃条件下 SCOD的浓

度水平较其他 3组显著降低，说明室温下底物的降

解利用速率较慢，水解、酸化细菌的代谢活性

较低。

2. 1. 2 pH和氨氮的变化

图 3（a）为不同温度条件下CSTR产酸反应器中

pH的变化情况。可知，各温度条件下产酸系统的

pH在 6. 46~7. 25范围内波动。35 ℃时，pH由发酵

开始的 7. 25逐渐下降至第 45 天的 6. 46后缓慢升

高；30 ℃时，pH在逐渐下降至第 50 天的 6. 47后缓

慢上升；28 ℃时，pH随发酵时间缓慢下降至 6. 68；
25 ℃时，pH缓慢下降且幅度最小。pH的下降与水解

酸化菌分解营养物质产生VFAs存在直接关系。温

度越高，水解酸化菌的代谢活性越强，底物被分解

的程度亦越高；当温度较高时（35和 30 ℃），由于微

生物的代谢活动较旺盛，推测一部分VFAs开始被

产甲烷微生物利用，因此造成发酵后期 pH的小幅

上升。

t/d
0 10 20 30 40 50 60

7.6
7.4
7.2
7.0
6.8
6.6
6.4
6.2

pH

35 ℃30 ℃28 ℃25 ℃

a. pH

t/d
0 10 20 30 40 50 60

1 900

1 700

1 500

1 300

1 100

900

TA
N/（
mg
·L-

1 ）

35 ℃30 ℃28 ℃25 ℃

b. TAN
图3 不同温度条件下CSTR产酸反应器中pH和TAN变化

Fig.3 Change of pH and TAN in CSTR acidogenic
reactor at different temperatures

如图 3（b）所示，随着底物中的有机含氮物质被

降解为无机氨，各温度条件下的 TAN在发酵开始

10~20 d左右均出现了不同程度的快速上涨，且温度

越高，TAN上涨的幅度越大。35 ℃时TAN在 15 d内
从 1 050 mg/L迅速上涨到 1 758 mg/L后基本保持稳

定，30 d后开始出现下降。下降的主要原因可能是

高浓度的NH3在温度较高的条件下更容易出现挥发

性损失，以及温度适宜时更强的氨氧化作用［7］。
25 ℃时，TAN在 60 d内持续缓慢增加，说明含氮有

机底物处于缓慢分解状态。研究表明，当 pH在 7. 4
以上时，TAN高于 1 500 mg/L的系统较易出现氨抑

制风险［20］。虽然温度较高时出现氨抑制的风险更

大［21］，但由于本实验采用两段式厌氧反应装置，

CSTR产酸反应器中 pH始终处于较低水平，因此在

35 ℃的条件下有效控制了氨抑制风险的发生。

2. 1. 3 VFAs的组成及浓度

不同温度条件下 CSTR产酸反应器中 VFAs的
组成及浓度如图4所示。

t/d
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72

68

64

60

56

乙
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占
比
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t/d
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8

SCO
D/（
g·L

-1 ）

35 ℃30 ℃28 ℃25 ℃

图2 不同温度条件下CSTR产酸反应器中SCOD变化

Fig.2 Change of SCOD in CSTR acidogenic reactor at
different temperatures
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图4 不同温度条件下CSTR产酸反应器中VFAs变化

Fig.4 Change of VFAs in CSTR acidogenic reactor at
different temperatures

由图 4可知，CSTR产酸反应器中的VFAs由乙

酸、丙酸、丁酸和戊酸组成，其中乙酸和丙酸是主要

的挥发酸，丁酸和戊酸浓度相对较低。随着温度的

下降，底物消化所产生的VFAs总量不断降低，温度

为 35和 25 ℃时，反应器中VFAs的最大浓度分别为

6 220和 2 345 mg/L，可见温度的变化对 VFAs的浓

度具有重要影响。值得注意的是，各样本中乙酸占

总VFAs的比例随温度的下降而逐渐降低，35 ℃时

乙 酸 占 比 为 62. 9%~70. 5%，30 ℃时 该 比 例 为

58. 6%~66. 1%，28 ℃时该比例为 50. 1%~60. 7%，而

25 ℃时乙酸仅占 46. 3%~59. 4%，推测低温时产乙

酸菌的代谢速率相比于其他类型的产酸菌更易被

抑制。相对而言，丙酸所占VFAs的比例随温度的

下降而逐渐增加。资料显示，在产甲烷过程中，乙

酸因吉布斯自由能相对较低更易被产甲烷菌利用，

而丙酸则较难被利用或转化，因而较高的丙酸浓度

不利于产甲烷过程的进行，甚至会对其产生抑制作

用［22］。因此，推测受微生物代谢活性的影响，低温

条件下乙酸生成受限、丙酸积累加剧［23］是低温影响

厌氧消化效能的原因之一。

2. 2 温度对EGSB产甲烷反应器的影响

2. 2. 1 沼气容积产率

图 5显示了梯度降温条件下EGSB反应器中沼

气容积产率的变化。
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图5 梯度降温条件下EGSB产甲烷反应器沼气容积产率的

变化

Fig.5 Change of biogas volumetic yield in EGSB
methanogenic reacor at gradient decline of temperatures

由图 5可知，随着温度的降低，沼气容积产率呈

不断下降的趋势，温度为 30 ℃时，沼气容积产率平

均值约为 623. 14 mL/（L·d）；温度降为 25 ℃时，仍能

达到 513. 86 mL/（L·d）；20 ℃时为 338. 5 mL/（L·d）；

温度继续下降至 18 ℃，沼气容积产率小幅降低，为

291. 69 mL/（L·d），但波动明显加剧；当温度降低至

15 ℃时，波动较为剧烈，但反应器中沼气产率仍能

保持在 127. 33 mL/（L·d）的水平。此前，赵光［15］报
道在HRT为 30 d、有机负荷（OLR）为 1. 5 kgVS/（m3·
d）的条件下进行厌氧发酵，当 IC产甲烷反应器梯度

降温至 15 ℃时，最高可获得 90 mL/（L·d）的沼气容

积产率。相比之下，本研究在低温（15 ℃）条件下的

沼气容积产率提高了约 41. 5%，这说明 EGSB产甲

烷反应器具有一定抵抗低温（<25 ℃）的能力，能够
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在 15 ℃条件下稳定运行并保持一定的沼气产率，对

寒冷地区的沼气工程而言具有良好的应用潜力。

2. 2. 2 产甲烷菌活性及TCOD去除率

为了解温度对EGSB反应器中产甲烷菌活性的

影响，测定了梯度降温条件下沼气容积产率相对稳

定时的辅酶F420浓度（以辅酶F420荧光值计）及沼

气中甲烷所占比例，结果见图 6。可知，当温度由

30 ℃梯度下降至 15 ℃时，虽然辅酶 F420浓度随温

度的下降不断降低（341. 7至 153. 3），但甲烷占比除

25 ℃与 20 ℃差异较显著（p<0. 05）外，其余每个相邻

温度梯度间甲烷占比的差异并不显著（p>0. 05），说

明温度虽在一定程度上影响产甲烷菌的活性，但产

甲烷菌对梯度降温条件的响应并非特别敏感。在

15 ℃时，EGSB反应器仍能维持 33. 3%的甲烷占比

以及32. 3%的TCOD去除率。

2. 2. 3 产甲烷微生物群落结构演替

产甲烷微生物在自然碳素循环中具有重要的

作用，是一类能够通过不同途径产生甲烷的古细

菌。产甲烷菌具有独特的代谢特性，通常来讲根据

其利用底物的类型可以分为乙酸营养型（分解乙

酸）、氢营养型（利用H2/CO2或分解甲酸）及甲基型

（分解甲基化C1化合物）产甲烷菌。其中，乙酸营养

型产甲烷菌能够直接利用乙酸转化为甲烷，而氢营

养型产甲烷作用也是较常见的甲烷代谢途径［24-25］。
梯度降温条件下EGSB反应器在科水平的产甲

烷微生物群落结构如图 7所示。各温度条件下，产

甲烷微生物种群虽然具有不同的丰度分布，但类别

基本同属于 9个科。其中，Methanosarcinaceae（甲烷

八叠球菌科）在不同温度条件下均占主要地位。据

报道，Methanosarcinaceae能够通过多种途径产甲

烷，其底物包括氢、乙酸、甲基等［26］，说明在梯度降

温条件下，甲烷可能是通过不同的途径产生的。

Methanosaetaceae（甲烷鬃毛菌科）是严格乙酸发酵

型产甲烷菌，其丰度随温度的降低而逐渐减小，说

明Methanosaetaceae对温度较为敏感，同时也揭示本

实验中乙酸营养型产甲烷作用随温度的降低而逐

渐削弱，这与2. 1. 3节中乙酸所占VFAs比例随温度

的降低而下降达成一致。相反，Methanomicrobiaceae
（甲烷微菌科）的丰度随温度的下降而不断增加，显

示 Methanomicrobiaceae在低温条件下具有较高活

性，可能在低温产甲烷过程中发挥重要作用，但该

结论尚需实验进一步证明。在不同温度条件下，氢

营养型产甲烷菌：Methanocorpusculaceae（甲烷粒菌

科）、Methanospirillaceae（甲烷螺菌科）的丰度高度相

似，表明二者在产甲烷过程中具有一定的协同关

系，且均在 20 ℃时具有最佳活性。此外，在 15 ℃时

Euryarchaeota_unclassified的丰度显著升高，表明其

对较低温度下的产甲烷作用具有一定的贡献。上

述结论可为开发抗低温型厌氧产甲烷菌剂提供一

些理论支撑。

3 结论结论

① 在 25~35 ℃范围内，CSTR产酸反应器中

SCOD浓度随温度的升高而升高；由于酸化作用，温

度越高，反应器中 pH越低（最低为 6. 46）；随着温度

的升高，TAN浓度增加（最高为 1 758 mg/L），采用两

段式工艺可有效降低氨抑制风险。

② 温度不仅能影响总 VFAs的浓度，亦能影

响VFAs的配比和组成。随温度的下降（35 ℃降至
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图6 梯度降温条件下EGSB反应器中产甲烷菌活性、甲烷占

比及TCOD去除率的变化

Fig.6 Change of activity of methanogens, methane ratio
and TCOD removal rate in EGSB methanogenic reactor at

gradient decline of temperatures
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25 ℃），乙酸占总VFAs的比例不断下降（由 62. 9%~
70. 5%降至 46. 3%~59. 4%），丙酸占比不断增加，推

测低温下乙酸生成受限、丙酸积累加剧是产甲烷效

率较低的原因之一。

③ EGSB产甲烷反应器具有一定的抵抗低温

（<25 ℃）的能力，在梯度降温至 15 ℃时，仍有

127. 33 mL/（L·d）的沼气容积产率、33. 3%的甲烷占

比和 32. 3%的 TCOD去除率；辅酶 F420荧光结果结

合甲烷占比说明，产甲烷菌对梯度降温条件的响应

并非特别敏感。

④ Methanosarcinaceae在不同温度下均占主

要地位；乙酸发酵型产甲烷菌——Methanosaetaceae
对温度变化十分敏感；Methanomicrobiaceae可能在

低温产甲烷过程中发挥重要作用；Euryarchaeota_
unclassified在低温（15 ℃）条件下的产甲烷活性及

作用在未来的研究中具有深度开发价值。
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