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摘要：厌氧消化（Ａｎａｅｒｏｂｉｃ Ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ， ＡＤ）是一种可持续的生物技术，目前已应用于有机废物的

处理。 难降解的酚类化合物是厌氧消化过程中存在的主要毒性物质之一。 本研究探究了水热炭

与共基质（葡萄糖）同时添加对苯酚厌氧降解的影响。 结果表明，水热炭和共基质的添加缩短了

苯酚厌氧消化的延滞期，使其从对照组的 ７７．５ ｄ 缩短到了 ２４．６～５９．３ ｄ。 同时添加水热炭和共基

质时，最高产甲烷速率 Ｒｍ从 ３．５３ ｍＬ ／ ｄ 提高到了 ４．８６ ～ ６．８０ ｍＬ ／ ｄ，当只添加共基质且共基质浓

度过高时，Ｒｍ下降。 最适的葡萄糖共基质添加浓度为 １～２ ｇ ／ Ｌ，高浓度葡萄糖环境可能富集了其

它竞争性微生物，使得苯甲酸降解菌和耗乙酸产甲烷菌受到一定抑制。 水热炭也有利于富集苯

甲酸降解菌，但葡萄糖共基质浓度对群落组成的影响在水热炭存在下会被减弱。 本研究利用水

热炭和共基质强化苯酚厌氧降解，为苯酚厌氧消化效能提升提供了新思路。
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０　 引　 　 言

苯酚是一种有毒、致癌的芳香族化合物，广泛

存在于煤气化、制药和农药、炼油等工业废水

中［１］，也可由腐殖酸和单宁化合物等自然芳香物

质降解产生［２］。 据统计，每年有超过 １ ０００ 万 ｔ 酚
类废水排放到环境中［３］，这些含有高浓度酚类物

质的废水如未经适当处理直接排放，将会对生态

环境和人体健康造成极大危害。
厌氧消化（Ａｎａｅｒｏｂｉｃ Ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ， ＡＤ）是一种可

持续、环保且经济的生物过程，目前已广泛应用于

有机废水处理［４］。 苯酚的厌氧降解是复杂而缓慢

的过程，其稳定性取决于微生物群落、化合物的生

物降解特性和化学特性［５］。 一方面，苯酚向苯甲酸

盐转化的过程是苯酚厌氧降解的限速步骤［６］；另一

方面，由于苯酚及其中间产物（如苯甲酸盐）的毒性

较高［７］，不利于产甲烷菌的富集，使得苯酚的乙酸

发酵型产甲烷过程较为脆弱。 因此，寻找合适的方

法提高苯酚厌氧降解效果和产甲烷效率是关键。
在强化酚类化合物厌氧消化的研究中，生物

刺激法是刺激原始微生物群落生长或生物活动以

促进生物降解过程，主要包括添加营养素和其他

化合物、优化工艺参数等方式［８］。 投加共基质之

后的厌氧消化过程也被称为共代谢，是难处理物

质或有毒物质常见的厌氧强化技术，然而其对苯

酚厌氧降解的影响尚不清楚。 此外，先前的研究

中已发现水热炭在苯酚厌氧降解中使最大产甲烷

速率（Ｒｍ）提高了 ７９．１％［９］。 如果能够同时利用

水热炭与共代谢，进一步强化苯酚的厌氧降解，对
实现苯酚的高效处理与甲烷回收具有重要意义。

本研究将水热炭与共代谢结合，探究二者耦合

能否进一步促进苯酚的厌氧消化。 实验采用葡萄糖

作为共基质，２６０ ℃水热炭作为投加的炭材料［９］，将
二者同时添加至苯酚厌氧消化过程中，探究其对苯

酚厌氧消化影响。 此外，还评估了不同葡萄糖浓度

对苯酚厌氧消化的影响，并确定最佳的添加浓度。
进一步通过 １６ｓ ｒＤＮＡ 高通量测序探究其中的微生物

种类和丰度变化，为苯酚降解提供新思路。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

本研究所用接种污泥取自处理酒精废水的

ＵＡＳＢ 反应器中的颗粒污泥，其总固体含量（Ｔｏｔａｌ
Ｓｏｌｉｄｓ，ＴＳ）为（３７． ２ ± １． ５） ｇ ／ Ｌ，挥发性固体含量

（Ｖｏｌａｔｉｌｅ Ｓｏｌｉｄｓ，ＶＳ）为（３０．１±１．１） ｇ ／ Ｌ，ｐＨ 为 ７．２±０．１。
苯酚（分析纯）和共基质葡萄糖（分析纯）分别购

自阿拉丁试剂（上海）有限公司和国药集团化学试

剂有限公司。
水热炭的制备以玉米秸秆为原料，玉米秸秆

与去离子水按质量比 １ ∶ １９ 加入 １ Ｌ 加压搅拌釜

式反应器中，在 ２６０ ℃下以 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 搅拌速率持

续运行 ０．５ ｈ。 水热结束后，用冷却水将反应器冷

却至室温，使用真空抽滤装置分离水热炭与液相

产物。 随后使用四氢呋喃多次冲洗水热炭以除去

其表面的生物油，并用去离子水洗去四氢呋喃。
最后将水热炭置于 １０５ ℃烘箱烘干 ２４ ｈ 后进行研

磨，并用孔径为 ３．０ ｍｍ 的不锈钢网筛筛分。
１􀆰 ２　 试验装置及运行策略

为探究水热炭与葡萄糖共基质同时添加对苯

酚厌氧降解的影响，并确定最适的共基质添加浓

度，设置了 １０ 组批式厌氧试验，分为不加水热炭

（Ａ）与添加水热炭（Ｂ）两批，每批按相同的葡萄糖

浓度梯度分为 ５ 组，葡萄糖浓度梯度设置为 ０、
０．５、１、２、４ ｇ ／ Ｌ。 实验设计见表 １。

表 １　 实验设计

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅａｃｔｏｒ ｓｅｔｔｉｎｇｓ

组别
苯酚 ／

（ｇ·Ｌ－１）

一水合葡萄糖 ／

（ｇ·Ｌ－１）

水热炭 ／

（ｇ·Ｌ－１）

接种污泥 ／
ｍＬ

Ａ０ １ ０ ０ ３
Ａ１ １ ０．５ ０ ３
Ａ２ １ １．０ ０ ３
Ａ３ １ ２．０ ０ ３
Ａ４ １ ４．０ ０ ３
Ｂ０ １ ０ １０ ３
Ｂ１ １ ０．５ １０ ３
Ｂ２ １ １．０ １０ ３
Ｂ３ １ ２．０ １０ ３
Ｂ４ １ ４．０ １０ ３

２



　 　 所有试验均在 １１８ ｍＬ 血清瓶中进行，向每个

反应器中加入所需量的苯酚、葡萄糖、水、水热炭

和接种污泥，最终工作体积为 ６０ ｍＬ，各条件设置

３ 个重复实验。
１􀆰 ３　 分析方法

ＴＳ、ＶＳ 和 ｐＨ 等均采用标准方法测定［１０］。 采

用配有热导检测器的气相色谱（ＧＣ）（ＧＣ－９６０，中
国海信），以 Ｎ２作为载气，测量血清瓶中的甲烷含

量［１１］。 挥发性脂肪酸（Ｖｏｌａｔｉｌｅ Ｆａｔｔｙ Ａｃｉｄｓ，ＶＦＡｓ）
和苯酚的浓度通过配备火焰离子化检测器的 ＧＣ
（ＧＣ－２０１０Ｐｌｕｓ，岛津）测量［１２］，色谱柱为 Ａｇｉｌｅｎｔ
ＨＰ－ＦＦＡＰ。

共代谢厌氧试验末期的微生物样品用于 １６Ｓ
ｒＤＮＡ 高通量测序分析。 根据 Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ． ｓｏｉｌ ＤＮＡ
ｋｉｔ （Ｏｍｅｇａ Ｂｉｏ－ｔｅｋ，Ｎｏｒｃｒｏｓｓ，ＧＡ，Ｕ．Ｓ．）说明书进

行微生物群落总 ＤＮＡ 抽提，使用 １％的琼脂糖凝

胶电泳检测 ＤＮＡ 的提取质量，使用 ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００
测定 ＤＮＡ 浓度和纯度。 使用通用引物 ５１５Ｆ（５′􀆼
ＧＴＧＣＣＡＧＣＭＧＣＣＧＣＧＧ􀆼３′） 和 ８０６Ｒ （ ５′􀆼ＧＧＡＣ⁃
ＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ􀆼３′）对 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因 Ｖ４
－Ｖ５ 区进行 ＰＣＲ 扩增。 将同一样本的 ＰＣＲ 产物

混合后使用 ２％琼脂糖凝胶回收 ＰＣＲ 产物，利用

ＡｘｙＰｒｅｐＤＮＡＧｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ （Ａｘｙｇｅｎ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，
Ｕｎｉｏｎ Ｃｉｔｙ，ＣＡ，ＵＳＡ）进行回收产物纯化，２％琼脂

糖凝胶电泳检测，并用 Ｑｕａｎｔｕｓ Ｆｌｕｏｒｏｍｅｔｅｒ （Ｐｒｏ⁃
ｍｅｇａ， ＵＳＡ） 对回收产物进行检测、定量。 使用

ＮＥＸＴＦＬＥＸ Ｒａｐｉｄ ＤＮＡ－Ｓｅｑ Ｋｉｔ 进行建库。 利用

Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司的 ＭｉｓｅｑＰＥ３００ 平台进行测序。 Ｉｌｌｕ⁃
ｍｉｎａ 测序得到的 ＰＥ ｒｅａｄｓ 进行样本拆分后，首先

根据测序质量对双端 Ｒｅａｄｓ 进行质控和过滤，同
时根据双端 Ｒｅａｄｓ 之间的 ｏｖｅｒｌａｐ 关系进行拼接，
获得质控拼接之后的优化数据。 然后使用序列降

噪方法（ＤＡＤＡ２ ／ Ｄｅｂｌｕｒ 等）处理优化数据，获得

ＡＳＶ（Ａｍｐｌｉｃｏｎ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｖａｒｉａｎｔ）代表序列和丰度

信息并进一步分析。
１􀆰 ４　 修正的 Ｇｏｍｐｅｒｔｚ 模型

使用修正的 Ｇｏｍｐｅｒｔｚ 模型 （ Ｇｏｍｐｅｒｔｚ１， 式

（１））定量分析不同反应器的产甲烷过程。

Ｍ（ ｔ） ＝ Ｐ × ｅｘｐ － ｅｘｐ
Ｒｍ × ｅ

Ｐ
× （λ － ｔ） ＋ １

é

ë
ê
ê

ù

û
ú
ú{ }
（１）

式中：Ｍ（ ｔ）———时间 ｔ 时的累积甲烷产量，ｍＬ；
Ｐ———最大产甲烷潜力，ｍＬ ＣＨ４；
Ｒｍ———最大产甲烷速率，ｍＬ ／ ｄ；

λ———延滞期时间，ｄ。
使用 Ｏｒｉｇｉｎ２０２１ 全局曲线拟合估计了三个参

数 Ｐ、Ｒｍ和 λ；ｅ 值以是 ２．７１８ ２８ 计。 实验数据和

模型曲线之间的误差平方和最小。
由于共代谢实验中添加了葡萄糖作为共基

质，葡萄糖基质产生的甲烷会干扰 Ｇｏｍｐｅｒｔｚ１ 模型

对苯酚产甲烷动力学参数的定量分析，使得葡萄

糖浓度较高时，Ｇｏｍｐｅｒｔｚ１ 模型的难以拟合出苯酚

产甲烷过程的参数。 故在 Ｇｏｍｐｅｒｔｚ１ 模型基础上

提出了 Ｇｏｍｐｅｒｔｚ２ 模型（式（２））。 该模型有助于

分离葡萄糖产甲烷过程和苯酚产甲烷过程，专用

于分析共代谢实验中葡萄糖浓度较高的实验组。
当葡萄糖浓度较低时，Ｇｏｍｐｅｒｔｚ２ 模型拟合效果不

佳，故仍使用 Ｇｏｍｐｅｒｔｚ１ 模型。

Ｍ（ ｔ） ＝ Ｐ１ × ｅｘｐ － ｅｘｐ
Ｒｍ１ × ｅ

Ｐ１

× （λ１ － ｔ） ＋ １
é

ë
ê
ê

ù

û
ú
ú{ }

＋ Ｐ２ × ｅｘｐ － ｅｘｐ
Ｒｍ２ × ｅ

Ｐ２

× （λ２ － ｔ） ＋ １
é

ë
ê
ê

ù

û
ú
ú{ }
（２）

式中，Ｍ（ ｔ）———时间 ｔ 时的累积甲烷产量，ｍＬ；
Ｐ１，Ｐ２———一阶段 （葡萄糖） 和二阶段 （苯

酚）的最大产甲烷潜力，ｍＬ ＣＨ４；
Ｒｍ１，Ｒｍ２———一阶段（葡萄糖）和二阶段（苯

酚）的最大产甲烷速率，ｍＬ ／ ｄ；
λ１，λ２———一阶段 （葡萄糖） 和二阶段 （苯

酚）的甲烷化延滞期，ｄ。
使用 Ｏｒｉｇｉｎ２０２１ 全局曲线拟合估计了所有参

数，实验数据和模型曲线之间的误差平方和最小；
ｅ 值以 ２．７１８ ２８ 计。

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 共基质与水热炭同时添加对甲烷生成的影响

添加葡萄糖共基质对苯酚厌氧消化存在促进

效果，如图 １ 所示，相比未添加葡萄糖的对照组，Ａ
组和 Ｂ 组各反应器中最高累积甲烷产量分别增加

了 ４２．５２％ ～ ２０８．８９％和 １６．１５％ ～ １５７．９３％。 尽管

最高累积甲烷产量随葡萄糖浓度增加，但 Ａ 组与

Ｂ 组分别在葡萄糖浓度为 １ ｇ ／ Ｌ（Ａ２、Ｂ２）和 ２ ｇ ／ Ｌ
（Ａ３、Ｂ３）时达到最短苯酚甲烷化延滞期和最高产

甲烷速率。 该现象的产生可能是在高葡萄糖浓度

下初始传质阻力较大和微生物耐受性较差所

致［１３］。 此外，共代谢动力学模型研究［１４］ 认为，共
基质和目标污染物对关键酶的活性位点具有竞争

效应，从而产生抑制作用。 表 ２ 为苯酚降解过程

３



中产甲烷动力学参数。
表 ２　 甲烷生产动力学参数

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｋｉｎｅｔｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｍｅｔｈａｎｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

组别 模型
序批式试验结束时

甲烷产量 ／ ｍＬ

单位 ＣＯＤ 甲烷产量 ／

（ｍＬ·ｇ－１ ＣＯＤ）
Ｐ１ ／ ｍＬ

Ｒｍ１ ／

（ｍＬ·ｄ－１）
λ１ ／ ｄ Ｐ２ ／ ｍＬ

Ｒｍ２ ／

（ｍＬ·ｄ－１）
λ２ ／ ｄ Ｒ２

Ａ０ Ｇｏｍｐｅｒｔｚ１ ２９．２６ ２０４．９ — — — ３１．８±１．３ ３．５３±０．５３ ７７．５±０．７ ０．９７８

Ａ１ Ｇｏｍｐｅｒｔｚ１ ４１．６９ ２４２．５ — — — ４３．６±０．６ ２．３８±０．０９ ４７．５±０．３ ０．９９８

Ａ２ Ｇｏｍｐｅｒｔｚ１ ４４．８１ ２２２．９ — — — ４４．９±０．９ ３．５６±０．３９ ４１．４±０．７ ０．９８９

Ａ３ Ｇｏｍｐｅｒｔｚ２ ６５．３１ ２５２．０ ２６．９±３．１ ２．１８±０．３９ ２６．６±０．９ ４０．５±３．２ ６．４０±０．７５ ４４．４±０．６ ０．９９７

Ａ４ Ｇｏｍｐｅｒｔｚ２ ９０．３７ ２４０．６ ６１．５±１．７ ３．１３±０．２６ １４．５±０．８ ３８．７±９．８ １．６５±０．２９ ５９．３±２．１ ０．９９４

Ｂ０ Ｇｏｍｐｅｒｔｚ１ ４４．５０ ３１１．６ — — — ４４．８±０．４ ４．８６±０．１８ ３４．３±０．２ ０．９９９

Ｂ１ Ｇｏｍｐｅｒｔｚ１ ５１．７０ ３００．８ — — — ５０．８±０．６ ４．６１±０．２２ ２８．４±０．３ ０．９９８

Ｂ２ Ｇｏｍｐｅｒｔｚ１ ５８．２９ ２９０．０ — — — ５７．１±１．２ ５．０８±０．５２ ２４．６±０．６ ０．９９３

Ｂ３ Ｇｏｍｐｅｒｔｚ２ ６３．５８ ２４５．３ ２５．０±３．８ ２．０６±０．５０ ８．５±１．５ ４０．０±３．６ ６．８０±１．２０ ２８．３±０．７ ０．９９３

Ｂ４ Ｇｏｍｐｅｒｔｚ２ １１４．７８ ３０５．６ ５８．４±１．１ ７．６２±０．７３ ９．６±０．４ ５５．０±１．８ ６．６０±０．７０ ３３．６±０．５ ０．９９８

图 １　 添加水热炭和未添加水热炭反应器中

累计甲烷产量变化

Ｆｉｇ． １　 Ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｍｅｔｈａｎｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ
ｒｅａｃｔｏｒｓ ｗｉｔｈ ｈｙｄｒｏｃｈａｒ ａｄｄｅｄ ａｎｄ ｗｉｔｈｏｕｔ

ｈｙｄｒｏｃｈａｒ ａｄｄｅｄ

　 　 进一步分析表明，不同浓度葡萄糖均对苯酚

甲烷化延滞期的存在缩短效果。 Ａ０ 组的延滞期

长达 ７７．５ ｄ，但 Ａ１－Ａ４ 组延滞期缩短到了 ４１．４ ～
５９．３ ｄ。 同时，水热炭对苯酚厌氧消化产生了促进

作用。 在相同的葡萄糖添加量下，与 Ａ 组相比，Ｂ
组延滞期缩短了 ３６．３％ ～５５．７％。 此外，在水热炭

存在的情况下，较 Ａ 组相比，Ｂ 组中各反应器 Ｒｍ

分别增长了 ６．３％～３００％。 因此，共基质与水热炭

同时添加能够进一步强化苯酚厌氧消化过程。
２􀆰 ２　 共基质与水热炭同时添加对苯酚浓度变化影响

如图 ２ 所示，添加水热炭能够显著促进苯酚

的降解。 水热炭的添加使苯酚被完全降解所需时

间从 ５４～９０ ｄ 减少至 ３０～４２ ｄ。 该结果与先前的

研究结果一致［９］，可能是水热炭良好的吸附作用

所致。 此外，在 Ａ 组观察到，当葡萄糖浓度为 ０～２
ｇ ／ Ｌ 时，苯酚降解速率随浓度提高而加快。 然而，
当葡萄糖浓度为 ４ ｇ ／ Ｌ 时，Ａ４ 中的降解速率较 Ａ０
未明显增加。 同时，在 Ｂ 组中添加 ２ ｇ ／ Ｌ 葡萄糖

的反应器也同样表现出了最佳的苯酚降解速率。
值得注意的是，在 Ｂ 组中添加 ４ ｇ ／ Ｌ 葡萄糖的 Ｂ４
反应器受到高浓度共基质抑制情况并不明显，这
说明水热炭能够一定程度上缓解高浓度葡萄糖的

竞争抑制，从而提高苯酚厌氧降解效率。
２􀆰 ３　 共基质与水热炭同时添加对挥发性脂肪酸

积累的影响

　 　 图 ３ 是各反应器中的 ＶＦＡｓ 变化趋势。 ＶＦＡｓ
的积累可以根据降解基质分为两个阶段，第一阶

段是由葡萄糖降解主导的 ＶＦＡｓ 积累，并在 １８ ～
２４ ｄ 时进入由苯酚降解主导的 ＶＦＡｓ 积累阶段。
在 ６ ｄ 时可以观察到，Ａ 组和 Ｂ 组中丁酸均为主

要的 ＶＦＡｓ 组分，且其累积量随葡萄糖浓度的增加

而提升。 丁酸作为葡萄糖酸化的主要代谢产

物［１５］，其大量积累可以说明底物中葡萄糖在反应

初期即被大量消耗。 在 ２４ ｄ 后，Ａ 组和 Ｂ 组中均

无丁酸，乙酸成为主要 ＶＦＡｓ 组分。 先前研究表

明，乙酸是苯酚厌氧降解的最终产物［１６］，因此可

以推测苯酚在该阶段被显著降解。 此外，对比不

４



图 ２　 添加水热炭和未添加水热炭反应器中

苯酚浓度变化

Ｆｉｇ． ２　 Ｐｈｅｎｏｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｒｅａｃｔｏｒｓ ｗｉｔｈ
ｈｙｄｒｏｃｈａｒ ａｄｄｅｄ ａｎｄ ｗｉｔｈｏｕｔ ｈｙｄｒｏｃｈａｒ ａｄｄｅｄ

同葡萄糖浓度的反应器，添加量为 ０、４ ｇ ／ Ｌ 葡萄

糖的反应器在苯酚降解阶段的乙酸积累量更多，
且最高积累量出现的时间更晚，可能是因为这些

反应器中的乙酸消耗活性较低。 这一结果再次表

明了高浓度共基质对苯酚厌氧消化的促进作用

较低。
２􀆰 ４　 微生物多样性分析

通过 α 多样性能够量化分析各反应器中微生

物群落的丰富度和多样性。 其中， Ｓｏｂｓ 指数和

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数通常分别用于反映物种丰富度和群

落水平的多样性。 如图 ４ 所示，总体而言，水热炭

的添加使 Ｂ 组中各反应器中 Ｓｏｂｓ 指数低于 Ａ 组

中相同葡萄添加量下的反应器，表明水热炭添加

对微生物多样性表现出一定的负面作用，这可能

是因为水热炭添加特异性富集了部分菌群。
为了研究样本群落组成的相似性或差异性，

对样本数据在 ＡＳＶ 水平上进行了 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ Ｃｏ－ｏｒ⁃
ｄｉｎａｔｅｓ Ａｎａｌｙｓｉｓ（ＰＣｏＡ），结果如图 ５ 所示。 未添

加水热炭的 Ａ 组与加炭的 Ｂ 组在主坐标系上差异

较大，表明水热炭对群落组成影响更为强烈。 相

图 ３　 添加水热炭和未添加水热炭反应器中 ＶＦＡｓ 浓度变化

Ｆｉｇ． ３　 ＶＦＡｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｒｅａｃｔｏｒｓ ｗｉｔｈ ｈｙｄｒｏｃｈａｒ ａｄｄｅｄ ａｎｄ ｗｉｔｈｏｕｔ ｈｙｄｒｏｃｈａｒ ａｄｄｅｄ

比之下，不同共基质浓度对群落组成影响相对较

小，但高浓度共基质添加的反应器（Ａ４、Ｂ４）仍与

其它组在群落组成上存在较大差异。 此外，添加

水热炭的 Ｂ０、Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３ 反应器显示出了非常小

的群落组成差异，水热炭可能减轻了不同共基质

浓度对群落组成的影响。
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图 ４　 各反应器的微生物的多样性指数（Ｒ２＞０．９９）
Ｆｉｇ． ４　 Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ ｉｎ ｅａｃｈ

ｒｅａｃｔｏｒ （Ｒ２＞０．９９）

图 ５　 各微生物群落在 ＡＳＶ 水平的 ＰＣｏＡ 分析

Ｆｉｇ． ５　 ＰＣｏＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ
ｏｎ ＡＳＶ ｌｅｖｅｌ

２􀆰 ５　 古菌群落分析

古菌在甲烷生成的过程中至关重要，各反应

器中古菌在属水平的群落组成如图 ６ 所示。 其中

Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ、Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ（又名 Ｍｅｔｈａｎｏｔｈｒｉｘ）
是最重要的两个属，两者相对丰度之和在 Ａ 组达

到了所有古菌的 ８３．７９％ ～ ９０．０２％；Ｂ 组中水热炭

的添加使其进一步提高至 ９１．５３％ ～ ９４．９２％。 两

种菌在 Ｂ 组中的显著富集可能是其微生物多样性

较 Ａ 组下降的原因。 进一步分析发现，在 Ａ 组中

Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ 的相对丰度先增加后减少，与苯酚厌

氧消化活性趋势一致。 然而，Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 的

相对丰度则随共基质浓度的增加先减少后增加。
Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ 是一种典型的耗乙酸产甲烷菌［１７］，
在苯酚降解过程中发挥着重要作用，是苯甲酸厌

氧代谢产物的主要消耗者。 Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 主

要利用葡萄糖和苯酚厌氧降解过程中的副产物

Ｈ２进行耗氢产甲烷［１８］， 其相对丰度从 Ａ０ 的

５７．４７％上升至 Ａ４ 中的 ６７．２１％；这可能是 Ａ４ 反应

器中累积甲烷是 Ａ 组中最高的反应器原因之一。
相反，在 Ｂ 组中 Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ 和 Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
的相对丰度随葡萄糖浓度上升分别出现先减少后

增加和先增加后减少的趋势。 从图 ３ 可知，Ａ 组

较 Ｂ 组在前期水解、酸化阶段表现出的较高的乙

酸累积量，可能是 Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ 对 Ａ 组产甲烷过

程影响更为明显的原因之一。 Ａ 组、Ｂ 组中不同

共基质添加量下优势菌门丰度变化趋势的差异也

反映出水热炭对苯酚厌氧降解过程微生物群落结

构的显著影响。 Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 能够参与直接

种间电子传递（ＤＩＥＴ）的过程［１９］，已有许多研究表

明［２０－２１］，碳材料的添加能够有效富集 Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃ⁃
ｔｅｒｉｕｍ 从而加速 ＶＦＡｓ 的消耗，提升产甲烷效率，
这也是共基质与水热炭同时添加能够进一步强化

苯酚厌氧降解的另一重要因素。

图 ６　 古菌在属水平的群落组成

Ｆｉｇ． ６　 Ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ａｒｃｈａｅａ ａｔ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ

２􀆰 ６　 细菌群落分析

图 ７ 为细菌在门水平的群落组成。 细菌群落

以 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ、 Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ、 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ 和 Ｄｅｓｕｌ⁃
ｆｏｂａｃｔｅｒｏｔａ 为主。

在 Ａ 组中，Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ 相对丰度随共基质浓度

的变化趋势与苯酚厌氧消化活性相同，并在葡萄

糖添加量为 １ ｇ ／ Ｌ 时达到最高值 １４．３２％，是未添

加葡萄糖反应器中的 ２．１ 倍。 Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ 是厌氧消

化过程中葡萄糖的主要消耗者，因此，其在 Ａ１－Ａ３
中的富集也是对应反应器苯酚厌氧消化性能提升

的 原 因 之 一。 有 研 究 指 出， Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ 和

Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ 的相对丰度之间呈显负相关［２２］，在 Ａ
组各反应器中也呈现了相同的现象。 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ
能够与产甲烷菌建立共生关系，并将葡萄糖靶向

转化为乙酸和 Ｈ２
［２３］，进而促进厌氧消化的稳定运

行。 因此，Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ 在 Ａ１－Ａ３ 中相对丰度的增

加可能是苯酚甲烷化延滞期和苯酚降解时间缩短

６



的原因之一。

图 ７　 细菌在门水平的群落组成

Ｆｉｇ． ７　 Ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｔ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ

值得注意的是，水热炭的添加显著富集了 Ａｃ⁃
ｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ，其相对丰度从 Ａ 组中的 ０． １７％ ～
１．５１％显著增加至 Ｂ 组中的 ６．２１％～１０．８０％，成为

优势菌门。 Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ 能够对包括葡萄糖在内

的多种糖类物质进行降解［２４］，其特异性富集是促

使共基质与水热炭添加提升苯酚厌氧消化性能的

重要因素。
图 ８ 进一步在属水平上分析了细菌的群落组

成。 Ｓｙｎｔｒｏｐｈｕｓ、 Ｈｙｄｒｏｇｅｎｉｓｐｏｒａ、 Ｐｅｌｏｔｏｍａｃｕｌｕｍ、
ＤＭＥＲ６４、Ｓｙｎｅｒ－０１ 和 Ａｍｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 是最主要的

几种微生物。 其中，Ｓｙｎｔｒｏｐｈｕｓ 属于 Ｓｙｎｔｒｏｐｈａｃｅａｅ 科，
是一种典型的苯甲酸厌氧代谢菌［２５］，能够通过与消

耗氢 ／甲酸盐的微生物的合养以降解苯甲酸盐和某

些脂肪酸［２６］。 其在 Ｂ 组中被显著富集，相对丰度从

Ａ 组中的 ０．１４％ ～ ０．２１％上升至 Ｂ 组中的 ６．８１％ ～
１８．９８％。 先前研究发现，Ｓｙｎｔｒｏｐｈｕｓ 能够产生 ＤＩＥＴ
所需的导电菌毛，并可以通过 ＤＩＥＴ 生长［２７］。 因此，
水热炭可能通过促进 Ｓｙｎｔｒｏｐｈｕｓ 与其合养产甲烷菌

之间的 ＤＩＥＴ 提高苯酚降解效率。 此外，Ｓｙｎｅｒ－０１ 也

同样在 Ｂ 组中被观察到富集。 在相同的葡萄糖浓度

下，水热炭的添加使 Ｓｙｎｅｒ－０１ 的相对丰度最高提高

了约 ３．０２ 倍。 Ｓｙｎｅｒ－０１ 是 Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔａｃｅａｅ 科的一员，
在厌氧消化的互营乙酸氧化和氨基酸氧化过程中发

挥着重要的作用［２８］。

图 ８　 细菌在属水平的群落组成

Ｆｉｇ． ８　 Ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｔ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ

　 　 值得注意的是，Ｈｙｄｒｏｇｅｎｉｓｐｏｒａ 在 Ａ４ 和 Ｂ４ 中

的相对丰度分别为 ６．５０％和 １１．０９％，是 Ａ、Ｂ 组其

他反应器中该属相对丰度的 ３８．４８ ～ ３５５．４０ 倍和

２．１３～７．１１ 倍。 Ｈｙｄｒｏｇｅｎｉｓｐｏｒａ 在高浓度葡萄糖组

相对丰度较高，这可能是因为 Ｈｙｄｒｏｇｅｎｉｓｐｏｒａ 能够

将葡萄糖向乙酸、乙醇和氢气等转化［２９］，因此在

高浓度葡萄糖环境下竞争力更强。
Ｐｅｌｏｔｏｍａｃｕｌｕｍ 的相对丰度则随共基质浓度的

提高呈先减后增趋势。 以 Ａ 组为例，Ｐｅｌｏｔｏｍａｃｕｌｕｍ
在 Ａ０ 和 Ａ４ 中的浓度可达 ８．８３％和 ７．０２％，而在

Ａ１－Ａ３ 中最高仅为 １．７３％。 在先前的研究中发

现，Ｐｅｌｏｔｏｍａｃｕｌｕｍ 在与耗氢甲烷菌 Ｍｅｔｈａｎｓｐｉｒｉｌｌｕｍ
ｈｕｎｇａｔｅｉ 的共培养中，可利用两种或三种邻苯二甲

酸酯异构体进行生长，并产生乙酸盐和甲烷等最

终产物， 但不能利用对羟基苯甲酸作为电子

受体［３０］。
７



同时，ＤＭＥＲ６４ 的相对丰度在 Ａ２、Ａ３ 和 Ｂ２、
Ｂ３ 中较 Ａ、Ｂ 组其他反应器显著上升。 据报道，
ＤＭＥＲ６４ 能够通过细菌属将丙酸和丁酸转化为

氢［３１］，上述反应器内较高的丙酸和丁酸含量是促

进 ＤＭＥＲ６４ 活性的可能原因。 ＤＭＥＲ６４ 被认为是

一种潜在的互营细菌，可以与产甲烷菌建立水热

炭等炭材料介导的 ＤＩＥＴ，从而提高产甲烷效

率［３２］。 这可能也是葡萄糖浓度在 １ ～ ２ ｇ ／ Ｌ 苯酚

厌氧降解效果最佳的原因之一。
综上所述，适宜浓度的葡萄糖共基质和水热

炭的添加有利于相关功能微生物的富集，从而提

升苯酚厌氧降解性能。

３　 总　 　 结

本研究表明，水热炭和共基质添加均能够促

进苯酚厌氧消化，且二者同时添加能进一步提升

促进效果。 水热炭和共基质添加使最高累积产甲

烷量较对照组提高了 １６．１５％ ～ ２０８．８９％。 同时，
二者的添加还缩短了苯酚厌氧消化的延滞期，并
且提高了甲烷生产的 Ｒｍ，且葡萄糖共基质对苯酚

厌氧消化的促进作用呈现随浓度增加先增加后减

少的趋势。
对不同反应器中的微生物群落结构进行分析

发现，适宜的共基质浓度和水热炭的添加能够有

效富集功能微生物，强化苯酚厌氧降解性能。 葡

萄糖共基质的添加能够富集耗乙酸产甲烷菌

Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ 和 Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ、 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ 等细菌。
水热炭的存在进一步提高了两种优势菌门 Ｍｅｔｈａ⁃
ｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ、Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ 的丰度和，尤其是能够参

与 ＤＩＥＴ 过程的 Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ。 同时，Ａｃｉｄｏｂａｃ⁃
ｔｅｒｉｏｔａ、Ｓｙｎｔｒｏｐｈｕｓ、Ｓｙｎｅｒ－０１ 等细菌也被观察到了

显著富集。
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