
 

 

碱预处理联合丙三醇发酵促进城市污泥
厌氧产甲烷

张建鹏1，李　媛2，李　杨1，*

（1. 大连理工大学 化工海洋与生命学院，辽宁 盘锦 124221；
2. 大连理工大学 环境学院，辽宁 大连 116024）

摘要： 厌氧消化是目前实现城市污泥减量化和资源化的重要途径之一。然而传统厌氧消化受氢

气/甲酸扩散的限制，容易代谢受阻，最终导致厌氧消化体系酸化崩溃。直接种间电子传递（Direct
Interspecies Electron Transfer, DIET）被证实能够有效地避免上述问题并提高厌氧消化的效能。研

究表明，添加少量丙三醇可富集电活性微生物，促进 DIET。外源添加丙三醇增加运行成本，因此，

本实验结合碱预处理与酵母发酵，实现城市污泥自产丙三醇促进 DIET，为城市污泥高效厌氧产甲

烷提供技术支持。研究结果显示：（1）碱预处理的最佳周期为 10 h，城市污泥中溶解性糖的含量提

高了 43.4%；酵母的最佳接种量为 10%，最佳发酵周期为 9 h，丙三醇浓度占城市污泥总化学需氧

量（COD）的 2.43%；（2）相比于对照组，酵母发酵组和碱预处理联合酵母发酵组的甲烷产量分别提

高了 11.8% 和 15.4%，挥发性固体（VS）去除率几乎相同（约 45%），有机质转化效率分别提高了

5.80% 和 9.30%；（3）相比于对照组，酵母发酵组和碱预处理联合酵母发酵组污泥的放电电子转移

系数（Electron  Transfer  Coefficient，ETC）提高了 11.1% 和 16.8%，充电 ETC 提高了 11.1% 和

17.3%；（4）微生物群落分析发现，碱预处理联合酵母发酵组相比于对照组富集了可能参与

DIET 的 Methanothrix soehngenii GP6 和 Fastidiosipila sanguinis。
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Combining Alkaline Pretreatment with Glycerol Fermentation to
Promote Anaerobic Methanogenesis of Waste Activated Sludge
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Abstract： Anaerobic  digestion  is  an  important  approach  for  reducing  the  volume  and  realizing
resource  recovery  from  urban  sludge.  However,  traditional  anaerobic  digestion  is  limited  by  the
diffusion  of  hydrogen/formic  acid,  easily  leading  to  metabolic  blockage  and  ultimately  acidification,
and causing system collapse. Direct interspecies electron transfer (DIET) has been proven to effectively
mitigate these problems and improve the efficiency of anaerobic digestion. Research shows that adding
a  small  amount  of  glycerol  can  enrich  electroactive  microorganisms,  promoting  DIET.  However,
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exogenous  glycerol  addition  increases  operating  costs.  Therefore,  this  experiment  combined  alkali
pretreatment and yeast fermentation to produce glycerol in situ from urban sludge, promoting DIET and
providing  technical  support  for  efficient  methane  production  from  urban  sludge.  The  research  results
showed that:  (1)  The optimal  parameter  for  alkaline  pretreatment  of  urban sludge was  10 hours.  This
increased the soluble sugar content in the urban sludge by 43.4% compared to untreated sludge. (2) The
optimal inoculation yeast amount was 10%, and the optimal fermentation period was 9 hours. Glycerol
concentration  accounts  for  2.43%  of  the  total  chemical  oxygen  demand  (COD)  of  urban  sludge.
(3)  Anaerobic  digestion  performance  of  urban  sludge  was  evaluated  based  on  indicators  such  as
methane  yield,  volatile  solid  (VS)  removal  rate,  and  organic  matter  conversion  efficiency.  Compared
with the control group, the yeast fermentation group and the alkaline pretreatment combined with yeast
fermentation  group  showed  increases  in  methane  production  of  11.8%  and  15.4%,  respectively.  The
removal  rate  of  volatile  solids  was  similar  in  all  group  (approximately  45%),  while  organic  matter
conversion efficiency increased by 5.80% and 9.30%,  respectively. (4) By testing the electron transfer
coefficient  (ETC) of  the control  group,  yeast  fermentation group,  and alkaline pretreatment  combined
with  yeast  fermentation  group,  the  intrinsic  promotion  mechanism  of  the  system  was  revealed.
Compared with the control group, the ETC of discharge in the yeast fermentation group and the alkaline
pretreatment  combined  yeast  fermentation  group  increased  by  11.1%  and  16.8%,  and  the  ETC  of
charging increased by 11.1% and 17.3%, respectively. (5) Changes in microbial community caused by
alkaline pretreatment combined with yeast fermentation treatment of urban sludge was revealed through
microbial  community  analysis.  The  analysis  showed  that  Methanothrix  soehnenii  GP6  and
Fastidiosipila  sanguinis  was  enriched  in  the  alkaline  pretreatment  combined  with  yeast  fermentation
group, which may be involved in DIET, compared to the control group.
Keywords： Urban  sludge； Anaerobic  digestion； Direct  interspecies  electron  transfer； Glycerol
fermentation；Alkali pretreatment

 

0    引　　言

随着我国城镇化进程的推进，城市污水处理

厂剩余污泥产量急剧增加。预计 2025年剩余污

泥产量将超过 9 000万 t[1]。2022年，国家发展和

改革委员会在《污泥无害化处理与资源化利用实

施方案》中提出，2025年实现城市污泥无害化处

置率达到 90% 以上，大力推进污泥能源资源回收

利用[2]。

剩余污泥成分复杂[3]，含有大量有机物、重金

属、致病菌等，有害介质多，不恰当处置的污泥易

与周围环境形成多相复合型交叉污染。多样化的

组分使剩余污泥具有污染和资源的双重属性。厌

氧消化是实现剩余污泥稳定化、减量化和资源化

最有效的手段之一[4]。传统的厌氧消化技术是以

氢气为电子载体进行种间能量交换，即种间氢气

传递（IHT）[5]，但 H+作为电子受体氧化，有机物在

热力学上不能自发进行厌氧消化过程，需要耗氢

产甲烷菌持续消耗氢气以维持系统内较低的氢气

分压才能保证反应顺利进行。然而耗氢产甲烷菌

在厌氧消化反应器中丰度较低且对环境敏感[6]，面

对成分复杂的剩余污泥，其代谢容易受阻，导致

H2 分压上升，丙酸/丁酸积累，厌氧消化系统酸化

崩溃。据统计，我国每年产生的剩余污泥超过

8 000万 t，而规模化的污泥厌氧消化工程不超过

100个，稳定运行的不足 10个[7]。因此急需一种提

高剩余污泥厌氧消化产甲烷效率、降低运行成本、

操作简便的方法来推动厌氧消化技术的应用[8]。

2010年，SUMMERS等 [9] 发现了直接种间电

子传递（DIET）产甲烷途径。某些电活性菌可以氧

化有机物，并将产生的电子通过导电菌丝（e-pili）
或外膜细胞色素直接传递至产甲烷菌，产甲烷菌

接受电子并还原 CO2 为 CH4。相比于传统的

IHT，DIET产甲烷过程中复杂的有机物无需水解

酸化便可直接被电活性菌利用，产甲烷菌直接接

受电子还原 CO2 为 CH4，提高了厌氧消化速率；电

子传递不需要借助 H2 扩散，克服了高氢分压下的

热力学限制[4]，极大地提高了有机质转化效率和系
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统稳定性。然而在实际应用中，DIET产甲烷仍存

在功能微生物匮乏、电子传递效率低以及电子转

移动能不足等问题[10]。

ZHAO等 [11] 发现乙醇可以促进产生 e-pili/细
胞色素进而建立 DIET产甲烷路径。通过乙醇驯

化城市污泥在厌氧消化中建立 DIET被广泛报道

为一种经济有效的策略，然而在面对高负荷难降

解底物时，DIET易崩溃而被 IHT取代[12]。LI等[12]

发现含有羟基的醇类均可以刺激在厌氧消化过程

中 DIET产甲烷路径的建立，并且羟基数目越多的

醇类刺激效果越好。

研究表明，添加丙三醇能提高厌氧消化中电

活性菌的活性，促进其形成 e-pili，从而增强

DIET的效果 [13]。例如 ，Geobacter  sulfurreducens
在 DIET过程中具有重要作用，丙三醇可以提高其

电子传递能力[14]。WANG等 [15] 发现在厌氧消化

过程中添加 8% 丙三醇，实验组的甲烷产量比对

照组高 31%，并且富集了更多的电活性微生物。

持续外源投加丙三醇会提高运行成本，为此本研

究提出丙三醇型发酵预处理，将剩余污泥部分底

物转化为丙三醇，加快厌氧消化系统中 DIET产甲

烷路径建立的同时降低运行成本。

剩余污泥中的部分有机物（如细胞壁、蛋白

质、脂肪等）在未经处理时难以被微生物直接降

解[16]。碱预处理可以破坏细胞壁，释放出细胞内

的有机物，使其更易被厌氧微生物利用[17]，并且还

能促进大分子物质（如蛋白质、多糖等）水解成较

小的有机分子（如氨基酸、糖类等），这些小分子有

机物更易被厌氧消化微生物分解[18]。碱预处理可

以显著提高厌氧消化的效率和经济性，是提高甲

烷产量的重要手段之一[19]。

本实验以城市剩余污泥为底物，采用碱预处

理联合酵母发酵产丙三醇的方法，加快厌氧消化

过程中 DIET路径的建立，提高厌氧消化产甲烷效

率[20]。首先确定丙三醇发酵的时间、酵母菌的添

加量和碱预处理的时间；其次探究碱预处理联合

酵母发酵产丙三醇对厌氧消化性能的影响；最后

通过高通量测序分析微生物群落[21]。通过电子转

移系数（Electron Transfer Coefficient，ETC）评估污

泥的电子转移效率[22]。本研究可为城市剩余污泥

高效厌氧产甲烷提供参考。 

1    材料与方法
 

1.1    材料与药品 

1.1.1    药品

本实验所用药品：葡萄糖、尿素、酵母膏、过

氧化氢、丙三醇、蒽酮、氯化钾、氢氧化钠。所有

药品均来自于上海麦克林生化科技有限公司。 

1.1.2    菌株

菌株为经过活化后的酿酒酵母菌菌种（简称

酵母菌），由上海保藏生物技术中心提供，编号为

SHBCC D21001。 

1.1.3    酵母菌培养基

每升高纯水中添加 20 g葡萄糖、0.2 g尿素、

0.4 g酵母膏，将 pH调整为 4.5，在 121 ℃ 下灭菌

20 min。 

1.1.4    剩余污泥与引种污泥

剩余污泥取自大连市夏家河污泥处理厂，物

料通过 20目筛网去除杂质，放入冰箱 4 ℃ 冷藏保

存。引种污泥取自大连市夏家河的污泥处理厂厌

氧消化罐，使用 20目筛网进行筛分。本实验采用

全引种污泥（200 mL）启动方案。 

1.2    实验与方法 

1.2.1    酵母菌培养

将灭菌后的液体培养基自然冷却，在超净台

中按照一定比例加入活化的酵母菌种，保持培养

基中水与酵母菌液的体积比不变。最后，将培养

基放入摇床（上海智城 ZWY-2102C），30 ℃ 下以

1.5 r/s的转速进行培养[23]。 

1.2.2    丙三醇型发酵预处理酵母菌菌液添加量的

探究

以剩余污泥为底物，在 30 ℃ 下预处理 12 h，
选择 5%、10%、15%（即 50、100、150 mL/L）酵母

菌接种比。最后通过丙三醇的产量确定最佳发酵

条件。 

1.2.3    碱预处理的最佳时间

以剩余污泥为底物，在 pH为 10的条件下预

处理 12 h，通过溶解性糖的含量确定最佳碱预处

理时间。 

1.2.4    半连续流厌氧消化实验

实验使用 250 mL蓝盖瓶，瓶口采用双通出

口，一出口接气袋，另一出口为取样口，取样口导

管延伸到液面以下，用于每天进出物料。实验以

全引种污泥启动（200 mL），采用半连续式进料。

将反应器置于 37 ℃ 恒温房中进行厌氧消化实

验。实验共分为 2个周期，每个周期 20 d，每天进

料 10 mL。 

1.3    分析方法 
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1.3.1    丙三醇浓度的测定

利用酶促反应测定丙三醇的含量，该方法具

有高灵敏度和特异性。丙三醇被丙三醇激酶

（GK）催化生成丙三醇-1-磷酸（G-1-P）。G-1-P被

丙三醇磷酸氧化酶（GPO）氧化生成过氧化氢

（H2O2），H2O2 与 4-氨基氨替吡啉等反应生成红色

醌类化合物，其在 510 nm处有特征吸收峰，通过

检测 510 nm处吸光值即可得出丙三醇含量[24]。 

1.3.2    溶解性糖的测定

采用蒽酮比色法测定溶解性糖的含量。在酸

性条件下蒽酮与溶解性糖发生反应，生成蓝绿色

化合物，通过分光光度计测量溶液的吸光度，从而

定量分析样品中的溶解性糖含量[25]。 

1.3.3    半连续流厌氧消化实验

实验中水质和污泥的常规分析指标、方法及

仪器见表 1。
 

表 1    常规分析指标、方法及仪器

Table 1    Conventional analysis indicators, methods, and

instruments
 

分析指标 分析方法 仪器（型号）

TS 105 ℃烘干重量法 鼓风干燥箱（DHC-9145A）

VS 600 ℃灼烧减量法 马弗炉（DCG-9050B型）

COD 哈希法 COD快速消解仪（DR/890）

pH pH计测定法 实验室pH计（ST3100）

VFAS 气相色谱法 气相色谱仪（Clarus600氢火焰检测器）

气体组分 气相色谱法 气相色谱仪（GC-8A/热导检测器）
  

1.3.4    电子转移效率分析

采用电化学工作站（振华，CHI1030C）循环伏

安法对污泥 ETC进行评价 [26]。以玻璃碳（GC）、
Pt片和 Ag/AgCl分别作为工作电极、对电极和参

比电极。以浓度为 0.1 mol/L的氯化钾溶液作为

电解质。记录不同扫描速率（10、20、50、100、
140、180、200 mV/s）下的循环伏安（CV）曲线，并

使用软件进行分析[27]。对 CV曲线的扫描速率进

行线性拟合后，根据 Randles-Ševčík方程计算污泥

的 ETC。Randles-Ševčík方程是一种用于描述电

化学系统中可逆电极反应的经典方程。 

1.3.5    微生物群落分析

采用 16S rRNA对污泥进行微生物高通量测

序[28]。首先使用 E.Z.N.A.土壤 DNA试剂盒从污

泥样品中提取微生物的 DNA。提取出的 DNA使

用 NanoDrop 2000 UV-vis分光光度计进行浓度和

纯度的测定。使用琼脂糖凝胶电泳进一步确认提

取的 DNA是否完整且没有降解。使用 Illumina
MiSeq平台进行配对端测序（2×300）。通过特定

的分析软件将测得的序列聚类到不同的操作分类

单元（Operational  Taxonomic  Units,  OTUs）中 ，这

些 OTUs代表具有相似序列的微生物群体。细菌

16S  rRNA基因 V3-V4区域引物为 341F。古菌

16S  rRNA基因 V3-V4区域巢式 PCR第一轮引

物为 340F。第二轮引物为 349F。接着 ，使用

BLASTN工 具 将 序 列 与 Silva数 据 库 （ 版 本

SSU123）进行比对，这个数据库专门用于微生物

16S rRNA基因的分类，从而确定污泥中微生物的

分类和丰度。
 

2    结果与讨论
 

2.1    预处理实验条件的确定
 

2.1.1    酵母菌接种比和丙三醇发酵时间

由图 1（a）可知，酵母菌菌液添加量为 5%、

10%、15% 的实验组在反应 12 h时，丙三醇浓度均
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图 1    丙三醇发酵和碱预处理最佳条件的探究

Fig. 1    Exploration of the optimal conditions for glycerol
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达到最大值，分别为 2.43%、2.50%、2.52%，浓度

相近。各组丙三醇浓度达到 2.43% 所用的时间不

同，分别为 12、9、8 h，在实际应用中应尽量降低

成本，提高丙三醇含量。综合考虑，确定酵母菌添

加量为 10%，预处理时间为 9 h是酵母菌丙三醇发

酵实验条件。 

2.1.2    碱预处理时间

由图 1（b）可知，在 12 h实验结束时溶解性糖

含量达到最大值 434.55 mg/L，反应时间为 10 h的

溶解性糖提升量（94%）首次超过 12 h总提升量

（90%），故选择碱预处理时间为 10 h。 

2.2    碱预处理联合酵母发酵产丙三醇强化剩余

污泥产甲烷 

2.2.1    厌氧消化实验的参数

表 2是各组物料的初始数据，图 2是各组物

料的初始 VFAs和 VFAs含量变化。
 
 

表 2    物料的初始指标

Table 2    Initial indicators of materials
 

pH COD/（mg·L−1） TS/% VS/%

对照组 6.58 ± 0.10 93 368 ± 1 027 8.36 ± 0.16 5.75 ± 0.08

酵母发酵组 6.51 ± 0.10 85 096 ± 1 021 7.63 ± 0.11 5.28 ± 0.10

碱预处理联合酵母发酵组 6.55 ± 0.10 80 784 ± 969 7.27 ± 0.10 4.78 ± 0.07
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图 2   初始 VFAs 和 VFAs 含量的变化

Fig. 2    Changes in initial VFA and VFA content
 
 

2.2.2    碱预处理联合酵母发酵产丙三醇预处理对

剩余污泥厌氧消化的影响

产甲烷速率是评价实际应用中厌氧消化性能

的重要指标之一。由图 3可知，在启动阶段各实

验组产甲烷速率均逐渐升高，稳定后各组之间差

距逐渐拉大，酵母发酵组的产甲烷速率相比于对

照组提高了 11.8%，碱预处理联合酵母发酵组的

提升量更高（15.4%）。图 4描述了各实验组的
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VS去除率以及有机质转化为甲烷的效率。由

图 4（a）可知，各实验组的 VS去除效率几乎相同

（约 45%），剩余的 VS很可能是不可生物降解的，

因为所有实验组反应器中 VFAs的积累仅为 100~
200 mg/L（图 2）。上述结果表明，实验组产甲烷速

率的提高并不是因为去除了更多的 VS，而是因

为生物可降解有机物更有效地转化为甲烷。由

图 4（b）可知，对照组、酵母发酵组和碱预处理联

合酵母发酵组的有机质转化效率分别是 348.27、
368.44、380.64 mL/g VS去除。相比于对照组酵母发

酵组的有机质转化效率提高了 5.8%，碱预处理联

合酵母发酵组的有机质转化效率的提升量更高为

9.3%。这说明在剩余污泥厌氧消化中通过碱预处

理联合酵母发酵产丙三醇预处理可以提高可生物

降解有机质转化为甲烷的效率。 

2.2.3    碱预处理联合酵母发酵产丙三醇预处理对

剩余污泥电子转移效率的影响

与对照组相比，酵母发酵组和碱预处理联合

酵母发酵组的产甲烷速率均有所提高，可能是预

发酵产出的丙三醇提高了厌氧消化体系中的电子

传递效率。碱预处理联合酵母发酵组更高的产甲

烷速率可能是因为相比于丙三醇发酵，碱预处理

增加了可生物降解有机物的量，发酵后丙三醇的

产量更高，更好地促进了电子传递。为了证明该

结论，本研究使用 CV测试研究了污泥的电子传

递效率（图 5）。
之前的研究[29] 表明，可通过 CV测试中的伏

安响应评估污泥的电容，先进行不同扫描速率的

CV实验（图 5（a）~（c）），根据 Randles-Ševčík方程

确定污泥的 ETC。观察到峰值电流值与扫描速率

的平方根呈良好的线性关系（R2>0.98）（图 5（d））。
由图 5（e）可知，充电时酵母发酵组的 ETC（1.79×
10−8 mol·cm−2·s−1/2）高于对照组（1.61×10−8 mol·cm−2·
s−1/2） 11.1%，碱预处理联合酵母发酵组的 ETC
（1.89×10−8 mol·cm−2·s−1/2）高于对照组 17.3%。放

电时酵母发酵组（1.86×10−8 mol·cm−2·s−1/2）相比于

对照组（1.67×10−8 mol·cm−2·s−1/2）提高了 11.1%，碱

预处理联合酵母发酵组（1.95×10−8mol·cm−2·s−1/2）
的提升量更高（16.8%）。这些结果表明，丙三醇可

以促进剩余污泥群落中的电子转移，丙三醇含量

越高，促进效果越好。该结果与之前的研究相吻

合[12]，丙三醇可以加快厌氧消化系统中 DIET路径

的建立，提高微生物间的电子转移效率。 

2.2.4    微生物群落分析

污泥中的微生物群落组成如图 6所示。古菌

中的优势种是 Methanothrix soehngenii GP6，其在

酵母发酵组（ 69.27%）的含量明显高于对照组

（66.96%），在碱预处理联合酵母发酵组（71.44%）

的含量更高。Methanothrix soehngenii GP6属于甲

烷丝菌，是专性乙酸营养型产甲烷古菌，ZHOU
等[30] 研究发现甲烷丝菌可通过 DIET吸收来源于

细菌的胞外电子，将 CO2 还原为甲烷。具有导电

性能的产甲烷螺旋菌 Methanospirillum  hungatei
JF-1 在酵母发酵组（15.70%）和碱预处理联合酵母
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发酵组（15.14%）的含量也高于对照组（14.78%）。

这意味着它可能在某些情况下通过导电蛋白丝或

其他导电性结构来促进电子交换。这一现象与地

杆菌属铁还原菌的电子转移机制有一定相似性，

尤其是在通过 e-pili进行的 DIET过程。e-pili对
DIET的重要性先前已在 2种地杆菌（Geobacter）
的共培养中得到证实[31]。微生物群落分析还发现

利用甲酸或H2/CO2 的甲烷菌种 Methanobrevibacter
smithii 在酵母发酵组（4.91%）和碱预处理联合酵

母发酵组（4.98%）的含量相近，但均低于对照组

（5.93%）。细菌中的优势种是瘤胃球菌科的

Fastidiosipila sanguinis，其在酵母发酵组（33.08%）

的含量明显高于对照组（30.66%），在碱预处理联

合酵母发酵组（35.08%）的含量更高。瘤胃球菌科

的部分属能将细胞外电子转移到 Fe（Ⅲ）[32]，它的

Fe（Ⅲ）还原活性和可能的电子转移能力有利于其

他微生物（如产甲烷菌）通过 DIET进行电子交

换。并且酵母发酵组和碱预处理联合酵母发酵组

相比于对照组富集了更多能够发酵有机物质并产

生短链脂肪酸等发酵产物的 Brevefilum fermentans
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和能够利用氨基酸并产生乙酸的 Cetobacterium
somerae。上述结果表明碱预处理联合酵母发酵

产丙三醇处理剩余污泥可以改善体系群落组成促

进 DIET。 

3    结　　论

为了探究碱预处理联合酵母发酵产丙三醇对

厌氧消化体系的影响，本实验设计了以剩余污泥

为底物的厌氧消化实验。通过比较不同酵母菌添

加量和发酵时间对丙三醇浓度的影响，确定了最

佳预发酵条件为酵母菌接种比 10%，发酵时间

9 h。通过测定溶解性糖含量，确定了碱预处理的

最佳时间为 10 h。实验结果表明，与对照组相比，

酵母发酵组的产甲烷速率提高了 11.8%，碱预处

理联合酵母发酵组提高了 15.4%。其主要原因是

发酵产生的丙三醇在剩余污泥厌氧消化体系中能

更好地刺激 DIET，提高电子转移效率和可生物降

解有机物转化为甲烷的效率。
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