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接种比例和接种物驯化对榨汁橙渣厌氧发酵的影响
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摘要：以榨汁橙渣为原料，研究了不同接种比例（接种物与原料的挥发性固体质量比）对厌氧发酵规律及发酵系统

中细菌与古菌群落组成的影响，并探究了接种物驯化对厌氧发酵效率的影响。结果表明：接种比例为 ８、６和 ４时

厌氧发酵能够正常进行，甲烷累积产率分别达到 ３２００、３０４９、２４２６ｍＬ／ｇ，而接种比例为 ２时仅达到 １１１４ｍＬ／ｇ，

且在第２天厌氧发酵就进入停滞期，直到第８天才恢复产气；测序结果也显示接种比例为２的发酵系统中芽孢杆菌

纲相对丰度下降到 １８８％，Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ和 Ｍｅｔｈａｎｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ的相对丰度也下降到 ２４４５％和 １７１％，影响了甲烷的

产生；按照接种比例为 ８和 ６驯化接种物后可以有效缩短厌氧发酵周期，第 ３轮发酵前 ４ｄ的累积甲烷产量占总产

甲烷量的 ９５７５％和 ９３４０％；接种比例为 ４条件下，接种物驯化对厌氧发酵的促进效果存在不确定性，驯化效果会

受接种物原微生物群落组成的影响；而接种比例为 ２条件下通过接种物驯化也不能有效提高厌氧发酵的效率。为

保障实验结果的准确性、可重复性和提高发酵效率，进行榨汁橙渣厌氧发酵的相关研究时，推荐选择接种比例为 ６，

并进行至少一轮接种物驯化。
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ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ；ａｃｃｌｉｍａｔｉｏｎｏｆｉｎｏｃｕｌｕｍ

０　引言

２０１６年全球橙种植面积超过 ３９６×１０６ｈｍ２，
总产量超过７×１０７ｔ，而中国橙产量位于全球第二，
产量超过８×１０６ｔ，占全球橙产量的 １１５％［１］

。全

球３０％ ～５０％的柑橘被用于鲜食，剩余部分被用于
加工，主要生产果汁、果酱、果胶和其他食品

［２］
，柑

橘加工后残渣的质量达到了鲜果的 ５０％ ～６０％，主
要包含皮、种子和果肉残渣

［３］
。我国每年会产生超

过５×１０６ｔ柑橘废渣，除去一小部分被用于果胶的
提取和动物饲养，绝大多数废渣被直接丢弃或填

埋
［４］
。榨汁橙渣富含果胶等有机质，适宜采用厌氧

生物降解手段进行处理，既环保，又能回收能源，发

酵之后的沼渣还可以作为一种土壤改良剂，替代部

分化肥的使用，促进作物生长，缓解土壤板结
［５］
。

榨汁橙渣易酸化的特性和橙皮中含有对微生物

有抑制作用的精油常会导致厌氧发酵不正常或产气

率较低。ＦＡＧＢＯＨＵＮＧＢＥ等［６］
采用 ３～３２６的接

种比例 （接种物与原料的挥发性固体质量比，

Ｉｎｏｃｕｌｕｍａｎｄｓｕｂｓｔｒａｔｅｒａｔｉｏ，ＩＳＲ）开展橙皮的厌氧
发酵，尽管加入了生物炭，但得到最高甲烷累积产率

仅 １５４ｍＬ／ｇ，发酵过程中均出现了不同程度的停
滞。ＳＡＮＪＡＹＡ等［７］

研究了中温条件下，橙的种子、

果皮和果肉的甲烷累积产率，选择的 ＩＳＲ为 ４，橙皮
的甲烷累积产率只有 ４８２３ｍＬ／ｇ，研究认为是因精
油中柠檬烯等一些有芳香味的化合物对厌氧发酵产

生了抑制，可能使用的接种物对橙皮适应性较差而

同时添加量又不足，才造成厌氧发酵异常和产气率

较低。ＷＩＫＡＮＤＡＲＩ等［８］
在 ３０ｍＬ厌氧发酵体系中

添加２０ｍＬ接种物，仍只得到１３１ｍＬ／ｇ的甲烷累积
产率，说明以这类废弃物为发酵原料可能需要更高

的 ＩＳＲ。还有一些研究通过水蒸气蒸馏［３］
、溶剂萃

取
［８］
、汽爆

［９］
和生物降解

［４］
等预处理手段以促进橙

皮的厌氧发酵。ＦＯＲＧ?ＣＳ等［９］
通过汽爆预处理柑

橘榨汁渣，使甲烷累积产率提高了４２６％，但预处理
前的甲烷累积产率仅 １０２ｍＬ／ｇ，可能是因原料添加
量较高（接种物添加较少）而导致预处理前甲烷累

积产率较低。一些其他的预处理如生物预处理之后

甲烷累积产率也只有 １７６０５ｍＬ／ｇ［４］，且没有通过
优化厌氧发酵体系来充分挖掘产甲烷潜力。对于榨

汁橙渣厌氧发酵的研究，多集中于不同预处理的优

化，这些预处理均需要额外的能耗或化学试剂添加，

而不同接种比例和接种物驯化对榨汁橙渣厌氧发酵

影响的研究相对较少。

因此，本文以榨汁橙渣为厌氧发酵原料，通过监

测不同 ＩＳＲ条件下榨汁橙渣厌氧发酵产甲烷量、ｐＨ
值和挥发酸含量，比较接种物和发酵结束后厌氧发

酵体系中细菌和古菌群落组成的变化，系统分析榨

汁橙渣厌氧发酵的规律，同时，通过监测驯化后接种

物的厌氧发酵甲烷产气量，分析通过驯化接种物促

进榨汁橙渣厌氧发酵的有效性和可行性，为榨汁橙

渣厌氧发酵及其预处理优化研究提供参考。

１　材料与方法

１１　实验材料与接种物
实验用榨汁橙渣（Ｏｒａｎｇｅｐｒｅｓｓｉｎｇｗａｓｔｅ，ＯＰＲ）

取自“天使之橙”鲜榨橙汁自助贩卖机，手动分选出

橙皮渣（Ｏｒａｎｇｅｐｅｅｌｗａｓｔｅ，ＯＰＷ）和橙肉渣（Ｏｒａｎｇｅ
ｐｕｌｐｗａｓｔｅ，ＯＰＵ），ＯＰＷ 与 ＯＰＵ鲜质量比为 ２３９∶
１，经粉碎和过１０目筛后，抽真空 －２０℃分别保存备
用。接种物取自四川省德阳市正常运行的集中供气

工程，该工程以猪粪为发酵原料。接种物取回后装

入５Ｌ厌氧发酵瓶中，３５℃水浴放置一段时间直到
不再产气为止。ＯＰＷ、ＯＰＵ和接种物的总固体
（Ｔｏｔａｌｓｏｌｉｄ，ＴＳ）、挥发性固体（Ｖｏｌａｔｉｌｅｓｏｌｉｄ，ＶＳ）和
柠檬烯含量见表１。

表 １　榨汁橙皮渣、橙肉渣和接种物理化特性

Ｔａｂ．１　ＣｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆＯＰＷ，ＯＰＵａｎｄｉｎｏｃｕｌｕｍ

参数　　 橙皮渣 橙肉渣 接种物

ＴＳ质量分数／％ ２４５２±０３１ ２００３±００４ １４９５±０２１

ＶＳ质量分数／％ ２３５２±０３１ １９２９±００４ ９９１±０１６

ｐＨ值 ３７５±００８ ３９５±００２ ７８１±００２

柠檬烯质量分数／％ ３２７

　　验证实验的发酵原料为夏橙榨汁渣，该夏橙产
自湖北省宜昌市秭归县，手动剥下橙皮，橙肉渣为橙

肉经飞利浦 ＨＲ８７１／００型榨汁机榨汁后的残渣，夏
橙橙皮渣和橙肉渣 ＶＳ质量分数分别为 １９８５％和
１３９４％，ＯＰＷ与 ＯＰＵ鲜质量比为 １９７∶１，经粉碎
和１０目筛过筛后，抽真空 －２０℃分别保存备用。
１２　厌氧发酵实验

厌氧发酵装置采用全自动甲烷潜力测试系统

（ＢｉｏｐｒｏｃｅｓｓＡＭＰＴＳＩＩ），发酵瓶容积为 ４００ｍＬ，沼气
通过３ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液吸收后进入流量自动记录
装置，装置将甲烷产气量自动换算成标准状态并记
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录，厌氧发酵装置示意图见图 １。每隔 １ｄ取 ４ｍＬ
发酵液用于 ｐＨ值和挥发酸（Ｖｏｌａｔｉｌｅｆａｔｔｙａｃｉｄｓ，
ＶＦＡｓ）测量。厌氧发酵温度为 ３５℃，ＩＳＲ设置见
表２，每 个 处 理 设 置 ２个 重 复。采 用 修 正 的
Ｇｏｍｐｅｒｔｚ模型描述厌氧发酵过程［１０］

，模型公式为

ｐ＝ｐ０ ( (ｅｘｐ －ｅｘｐ
Ｒｍａｘｅ
ｐ０
（λ－ｔ） ) )＋１

式中　ｐ———ｔ时刻的单位挥发性固体累积甲烷产
量，ｍＬ／ｇ

ｐ０———单位挥发性固体最大产甲烷潜力，
ｍＬ／ｇ

Ｒｍａｘ———单位挥发性固体最大产甲烷速率，
ｍＬ／（ｇ·ｄ）

λ———停滞期，ｄ
ｔ———实验持续时间，ｄ

图 １　厌氧发酵装置示意图

Ｆｉｇ．１　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｋｅｔｃｈｏｆａｎｅｒｏｂｉｃｄｉｇｅｓｔｉｏｎｄｅｖｉｃｅ
１．液样取样口　２．厌氧发酵瓶　３．水浴锅　４．导气管　５．ＣＯ２吸

收瓶　６．流量自动记录装置
　

表 ２　厌氧发酵接种物和原料添加量

Ｔａｂ．２　Ａｍｏｕｎｔｏｆｉｎｏｃｕｌｕｍａｎｄｓｕｂｓｔｒａｔｅ

ｕｓｅｄｉｎａｎａｅｒｏｂｉｃｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｇ

ＩＳＲ 接种物质量 橙皮渣质量 橙肉渣质量 总底物质量

８ １６ １４１ ０５９ ２

６ １２ １４１ ０５９ ２

４ ８ １４１ ０５９ ２

２ ４ １４１ ０５９ ２

　　验证实验采用相同厌氧发酵装置，ＩＳＲ分别为
８、６、４和２，每个处理设置 ２个重复，固定发酵原料
总 ＶＳ质量为２ｇ。
１３　参数测量方法

ＴＳ和 ＶＳ含量采用差重法测量，取 １０ｇ样品，
ＴＳ测量在（１０５±５）℃干燥 ２４ｈ，ＶＳ含量测量在
５５０～６００℃马弗炉中灼烧 ４ｈ；ｐＨ值采用梅特勒
ＦＥ２８ｐＨ计进行测量；ＶＦＡｓ含量的测量使用岛津
ＧＣ ２０３０型气相色谱仪（日本），检测器为火焰离
子化检测器，色谱柱为 ＩｎｔｅｒｔＣａｐＷＡＸ型毛细管柱
（３０ｍ×０２５ｍｍ×０２５μｍ），载气为氦气，进样口
温度２００℃，柱箱温度 ９５℃保持 ２ｍｉｎ，以 １０℃／ｍｉｎ
升温至 １６０℃，继续以 ４００℃／ｍｉｎ升温至 ２４０℃，保
持５ｍｉｎ。柠 檬 烯 含 量 测 量 使 用 岛 津 ＧＣＭＳ

ＴＱ８０５０型三重四极杆气相色谱质谱联用仪，模式选
择 Ｑ３Ｓｃａｎ，色谱柱使用 Ｒｔｘ ５ＭＳ型毛细管柱
（３０ｍ×０２５ｍｍ×０２５μｍ），进样口温度２５０℃，柱
温箱温度 ５０℃保持 １ｍｉｎ，以 １０℃／ｍｉｎ的速率上升
到２８０℃，保持５ｍｉｎ，离子源温度２００℃。
１４　细菌和古菌多样性分析

取样品１０ｍＬ，于 －８０℃下保存。使用 Ｅ．Ｚ．Ｎ．
Ａ．ｓｏｉｌ试剂盒（美国 ＯｍｅｇａＢｉｏ ｔｅｋ公司）进行总
ＤＮＡ抽提，ＤＮＡ浓度和纯度利用 ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００型
紫外可见光分光光度计进行检测，利用 １％琼脂糖
凝胶电泳检测 ＤＮＡ提取质，检测合格后用引物
Ａｒｃｈ３４４Ｆ（５′ＡＣＧＧＧＧＹＧＣＡＧＣＡＧＧＣＧＣＧＡ３′）和
Ａｒｃｈ９１５Ｒ （５′ＧＴＧＣＴＣＣＣＣＣＧＣＣＡＡＴＴＣＣＴ３′），
３３８Ｆ（５′ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ３′）和 ８０６Ｒ
（５′ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ３′）分 别 进 行

ＰＣＲ扩增，利用Ｉｌｌｕｍｉｎａ公司的ＭｉｓｅｑＰＥ３００平台进
行测序，数据进行 ＯＵＴ抽平后进行多样性分析。

２　结果与讨论

２１　不同 ＩＳＲ对厌氧发酵产甲烷规律的影响
２１１　甲烷日产气率

ＩＳＲ为 ８、６、４的处理表现出相似的产甲烷规
律，见图２。第 １天达到第 １个产气高峰之后产气
量下降，随后上升达到第２个产气高峰，且第２个产
气高峰的日产气率高于第 １个产气高峰。但在第 １
个产气高峰之后的产气下降幅度和时长有所区别，

ＩＳＲ为８、６、４分别在第 ３、３、４天达到甲烷日产气率
相对低点，分别为 ２８１５、２１０５、４５８ｍＬ／ｇ，接种比
例高的先达到相对低点，同时甲烷日产气率也较高，

随后分别在第 ５、６、９天分别达到第 ２个产甲烷高
峰，分别为５２９、４９８、４１９ｍＬ／ｇ，接种比例高的先
达到第２个产气高峰，且甲烷日产气率也较高。ＩＳＲ
为２的处理发生了可逆的酸化，在第 １天达到第 １
个产气高峰之后，产气迅速停滞，直到第８天才恢复
产气，并在第 １０天达到第 ２个产气高峰，甲烷日产
气率达到 ２３４８ｍＬ／ｇ。这种现象反映了产酸和产
甲烷速率的失衡，产酸产生的 ＶＦＡｓ积累又导致 ｐＨ
值的下降，进一步抑制产甲烷过程

［１１］
，在这个 ＩＳＲ

下厌氧发酵不能正常进行。

２１２　甲烷累积产率
从图 ２可以看出，ＩＳＲ为 ８和 ６的甲烷累积产

率相近，分别为 ３２００ｍＬ／ｇ和 ３０４９ｍＬ／ｇ，说明不
能通过进一步增加接种物量的方式来提高原料产气

率。这个数据与 ＣＡＬＡＢＲＯ等［１２］
、ＲＵＩＺ等［５］

和

ＮＥＧＲＯ等［１３］
分别报道的 ３６１、３５７３、２８５ｍＬ／ｇ相

近，结果略低于ＫＡＰＲＡＪＵ等［１４］
报道的４９０ｍＬ／ｇ，这种
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差异可能是原料理化特性差异造成的。但实验结果

高 于 ＦＯＲＧ?ＣＳ 等［９］
报 道 的 １０２ ｍＬ／ｇ 和

ＦＡＧＢＯＨＵＮＧＢＥ等［６］
报道的１６５９ｍＬ／ｇ，这可能是

由于他们添加的接种物量不足而导致原料没有被充

分利用。

图 ２　ＩＳＲ为 ２～８的甲烷日产气率和累积产率

Ｆｉｇ．２　ＤａｉｌｙａｎｄｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｍｅｔｈａｎｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆＩＳＲ２～８
　
ＩＳＲ为４和 ＩＳＲ为 ２的甲烷累积产率低于 ＩＳＲ

为８和 ＩＳＲ为６时的数值。ＩＳＲ为 ４的甲烷累积产
率为２４２６ｍＬ／ｇ，是 ＩＳＲ为 ８和 ６的甲烷累积产率
的７５８％和７９６％。而 ＩＳＲ为 ２的甲烷累积产率
仅为１１１４ｍＬ／ｇ，是 ＩＳＲ为 ８和 ６的甲烷累积产率
的３４８％和 ３６５％。从累积产甲烷的曲线可以看
出，第１天之后厌氧发酵进入停滞阶段，尤其是 ＩＳＲ
为２时的停滞期长达７ｄ。

根据表１和表２可以计算出添加到厌氧发酵体
系中柠檬烯的质量浓度为 ４９０ｍｇ／Ｌ，这个浓度在中
温条件下并不会对厌氧发酵体系产生显著抑制

［１２］
，

ＩＳＲ为４和２的处理的累积产甲烷量低，主要是因
为接种物量较少，不能充分利用底物。

２１３　ｐＨ值和 ＶＦＡｓ含量
厌氧发酵系统 ｐＨ值的变化与 ＶＦＡｓ（乙酸、丙

酸、丁酸和异丁酸含量之和）积累呈负相关（图 ３）。
ＩＳＲ为８、６、４的处理在第 ２天挥发酸质量浓度达到
峰值，分别为１４４５８９、１８０６０５、２０６７３７ｍｇ／Ｌ，随
接种比例增加，挥发酸质量浓度峰值降低，在第 １０
天已经检测不出挥发酸。ＩＳＲ为 ２的处理是在第 ４
天挥发酸质量浓度才达到峰值 ２２０１９２ｍｇ／Ｌ，呈先
上升再下降的规律，在第１０天挥发酸质量浓度仍达

到２７９２４ｍｇ／Ｌ，直到第 １２天才检测不出挥发酸。
同时，随着 ＶＦＡｓ含量的减少，ｐＨ值在逐渐上升。
产甲烷的最适宜 ｐＨ值是 ６８～８５［１５］，ＩＳＲ为 ８和
６的处理 ｐＨ值一直高于 ７。ＩＳＲ为 ４的处理在第 ２
天 ｐＨ值低于 ６８，此后逐步恢复到 ７以上。而 ＩＳＲ
为２的处理在第 ６天之前 ｐＨ值也一直维持在 ６８
以下，直到第８天 ｐＨ值才恢复到 ６８以上，同时产
甲烷也恢复。由于榨汁橙渣 ｐＨ值在 ３～４［３］，其低
ｐＨ值和易酸化特性是影响厌氧发酵效果的一个重
要因素，通过增加接种量可以有效提高发酵系统的

缓冲能力，防止发酵过程中 ｐＨ值大幅下降。

图 ３　ＩＳＲ为 ２～８时 ｐＨ值和挥发酸含量变化图

Ｆｉｇ．３　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｐＨａｎｄＶＦＡｓｏｆＩＳＲ２～８
　
２２　不同 ＩＳＲ对微生物多样性的影响
２２１　细菌群落组成

由图 ４可 知，接 种 物 中 主 要 是 硬 壁 菌 门
（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）和变形菌门
（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ），相 对 丰 度 分 别 达 到 ８６９６％、
４３９％ 和 ４４８％，放 线 菌 门 （Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、
Ａｔｒｉｂａｃｔｅｒｉａ和绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）相对丰度较低，
分别为２２６％、０５２％和０３２％。其他的一些研究
也发现厌氧发酵系统中硬壁菌门和拟杆菌门细菌为

优势菌群
［１６］
，放线菌门和绿弯菌门也常见于产甲烷

的厌氧发酵装置和废水处理工程，但它们在产甲烷

过程中的作用并不清楚
［１５］
。

在门水平，ＩＳＲ为 ４、６和 ８的沼渣中硬壁菌门
和拟杆菌门相对丰度最高，分别为 ７９９０％ ～
８２８６％和 ３３３％ ～１１６６％，ＬＩ等［１７］

发现这两个

门的 细 菌 在 纤 维 素 的 降 解 中 发 挥 重 要 作 用；

Ａｔｒｉｂａｃｔｅｒｉａ和绿弯菌门相对丰度均高于接种物，但
相对丰度随 ＩＳＲ下降而降低；变形菌门和放线菌门
相对丰度低于接种物；Ｃｌｏａｃｉｍｏｎｅｔｅｓ门则只存在于
榨汁橙渣发酵后的沼渣中，这类细菌被认为与氨基

酸、丙酸、丁酸以及纤维素的降解有关
［１８］
，且相对丰

度随接种比例降低而下降。ＩＳＲ为 ２沼渣的细菌群
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图 ４　不同 ＩＳＲ发酵前后细菌群落组成

Ｆｉｇ．４　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｙｂｅｆｏｒｅ

ａｎｄａｆｔｅｒａｎａｅｒｏｂｉｃｄｉｇｅｓｔｉｏｎ
　
落组成与其他处理相比，则表现较大差异，硬壁菌门

相对丰度下降到 ６５１０％，变形菌门相对丰度上升
到１９０９％，绿弯菌门和 Ｃｌｏａｃｉｍｏｎｅｔｅｓ门未检测到。

在纲水平，ＩＳＲ为 ４、６、８的沼渣中细菌群落组
成相较接种物存在明显差异，表现 为 梭 菌 纲

（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａ）相对丰度下降到 ５７７４％ ～６１７％，而
同属于硬壁菌门的芽孢杆菌纲（Ｂａｃｉｌｌｉ）相对丰度增
加到６０６％ ～８２０％，拟杆菌纲（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｉａ）相对
丰度则增加到 ９６５％ ～１３００％。梭菌纲和拟杆菌
纲的细菌被认为主要参与水解和产酸过程

［１９］
。同

样地，ＩＳＲ为２沼渣中芽孢杆菌纲相对丰度低于其
他处理，仅 １８８％，这可能导致底物水解产酸过程
受影响，但 β变形菌纲（Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）丰度高
于其他处理，达到１５９１％。

在门水平和纲水平，ＩＳＲ为 ４、６和 ８与接种物
的细菌群落均有明显差异，可能因为接种物取自以

猪粪为发酵原料的沼气工程，猪粪和榨汁橙渣的理

化特性差异导致其最适宜的细菌群落组成存在差

异，而经过一轮发酵后的群落组成可能更适应榨汁

橙渣的厌氧发酵。ＩＳＲ为２的沼渣在门水平和纲水
平与其他处理的差异可能是因为起始接种物数量不

足，发酵后期菌群已经失调。

２２２　古菌群落组成
由图 ５可知，接种物中主要存在 ４个属的产甲

烷 菌， 分 别 是 Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ、 Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ、
Ｍｅｔｈａｎｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ和 Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ，其相对丰度分
别为 ７２５８％、５１５％、１６０６％和 １７３％。其中，
Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ 和 Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ 同 属 于

Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａｌｅｓ目，前者为专性乙酸营养性产甲烷
古菌，后者则可以通过 ＣＯ２还原、甲基裂解和乙酸发

酵途径产甲烷
［２０］
，而２／３甲烷的产量是来自乙酸的

裂解
［２１］
；Ｍｅｔｈａｎｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ和 Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ分属

Ｍｅｔｈａｎｏｍｉｃｒｏｂｉａｌｅｓ和 Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ目，均为氢
营养型产甲烷古菌

［２０］
。发酵后古菌群落组成与接

种 物 相 比 已 经 有 所 变 化，在 接 种 物 中

Ｍｅｔｈａｎｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ的相对丰度较高，而 Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ
相对丰度较低，可能与发酵原料以及发酵系统中 ｐＨ
值有关，因为接种物取自以猪粪为发酵原料的沼气

工程，猪粪的 ｐＨ值较橙榨汁渣高，而变化后的古菌
群落组成可能更适应榨汁橙渣的厌氧发酵。

图 ５　不同接种物量发酵前后古菌群落组成

Ｆｉｇ．５　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆａｒｃｈａｅａｃｏｍｍｕｎｉｔｙｂｅｆｏｒｅ

ａｎｄａｆｔｅｒａｎａｅｒｏｂｉｃｄｉｇｅｓｔｉｏｎ
　
总体上看，Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ和 Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ乙酸

营养性产甲烷古菌的累积相对丰度随 ＩＳＲ的降低而
提高，ＩＳＲ为２条件下，这两个属的产甲烷古菌相对
丰度达到９０１７％。这与厌氧发酵系统中挥发酸的
积 累 随 ＩＳＲ 降 低 而 提 高 的 趋 势 一 致，而

Ｍｅｔｈａｎｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ和 Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ氢营养型产甲
烷古菌的相对丰度随 ＩＳＲ降低而下降，ＩＳＲ为 ２条
件下，这两个属的产甲烷古菌相对丰度合计仅为

６９２％。这可能与底物被大量转化为挥发酸，而这
类古菌可利用底物量下降有关。

单 独 来 看，乙 酸 营 养 性 产 甲 烷 古 菌 中

Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ相 对 丰 度 随 ＩＳＲ 降 低 而 降 低，
Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ相对丰度随 ＩＳＲ降低而提高，在 ＩＳＲ
为２条件下，相对丰度分别为 ２４４５％和 ６６７２％。
这可能是因为前者最适生长的 ｐＨ值范围（７０～
７３）较后者（６５～７８）更窄［２２］

，而 ＩＳＲ为２的最低
ｐＨ值 达 到 ６５７，不 适 宜 Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ生 长，而
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Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ仍能适应。同样地，氢营养型产甲烷
古菌中 Ｍｅｔｈａｎｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ相对丰度随 ＩＳＲ降低而降
低，Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ相对丰度随 ＩＳＲ降低而提高，
在 ＩＳＲ为 ２条件下，相对丰度分别为 １７１％和
５２１％。这可能是因为前者的最适生长的 ｐＨ值范
围（７０～７８）较后者（５６～８６）更窄［２２］

。

２３　接种物驯化对厌氧发酵的影响
厌氧发酵体系中微生物群落组成经过一轮厌氧

发酵，已经得到了优化，这种改变的驱动力是发酵原

料特性及厌氧发酵的条件
［５］
。为了进一步研究接

种物驯化后对榨汁橙渣厌氧发酵效率的提升，待第

１轮厌氧发酵停止后，在发酵装置中加入与第 １轮
相同的原料量进行第 ２轮发酵，在第 ２轮厌氧发酵
停止后再加入相同原料量进行第 ３轮发酵，监测厌
氧发酵的甲烷产量。

ＩＳＲ为８和 ＩＳＲ为６的 ３轮厌氧发酵的甲烷累
积产率见图 ６ａ。接种物驯化后甲烷累积产率没有
得到进一步提高，说明驯化前的微生物数量是足够

的，原料在发酵过程中被充分降解和利用。随着微

生物对底物适应性的提高，产气效率在逐步提高，说

明经过驯化，接种物对橙榨汁渣的适应性增强。ＩＳＲ
为８时第 ３、２、１轮甲烷累积产率分别为 ３２６６、
３４７０、３２００ｍＬ／ｇ。从累积产甲烷量来看，虽然甲
烷累积产率并没有表现出显著差异，但第 ３、２、１轮
在前４ｄ产 甲 烷 量 占 整 个 发 酵 周 期 产 气 量 的
９５７５％、８３７８％和 ４４８９％，通过接种物驯化，有
效缩短了产气周期，提高了产气效率。ＩＳＲ为 ６的
第３、２、１轮甲烷累积产率分别为 ３２６０、３１１３、
３０４９ｍＬ／ｇ。虽然甲烷累积产率并没有表现出
显著差异，但同样地，第 ３、２、１轮在前 ４ｄ产甲烷
量占整个发酵周期产气量的 ９３４０％、８６７２％
和 ３８０３％，有效缩短了产气周期，提高了产气效
率。ＩＳＲ为 ８和 ６条件下，通过接种物驯化对厌
氧发酵促进的效果是一致的，这也说明 ＩＳＲ为 ６
下微生物数量相对榨汁橙渣量是充裕的，通过接

种物驯化可以进一步提高厌氧发酵的效率，而

ＩＳＲ为 ６较 ＩＳＲ为 ８时添加较少的接种物，更具
有应用价值。

图 ６　ＩＳＲ为 ８、６、４和 ２时 ３轮厌氧发酵甲烷累积产率
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　　ＩＳＲ为 ４时 ３轮厌氧发酵的甲烷累积产率见
图６ｂ。与 ＩＳＲ为８和６的情况不同，ＩＳＲ为４的两个
重复，在接种物驯化后对厌氧发酵的影响表现出了

差异。其中 ＩＳＲ为 ４的第 ２个重复，第 ３、２、１轮甲
烷累积产率分别为 ３３２８、３０４０、２４４１ｍＬ／ｇ，第 ３、
２、１轮在前４ｄ产气量占整个发酵周期产气量的
８９２１％、６４９３％和 ３１０７％，通过接种物驯化，有
效缩短了产气周期，提高了产气效率。而另一个重

复，第３、２、１轮甲烷累积产率分别为 １５７４、１２６４、
２４１０ｍＬ／ｇ，并没有表现出对厌氧发酵的促进，甚至
第３、２轮甲烷累积产率还分别下降了 ３４７％和
４７６％。该 ＩＳＲ下，厌氧发酵效果的分化说明该比
例的微生物数量相对不足，通过接种物驯化来促进

发酵存在偶然性和不确定性，接种物自身的微生物

群落组成可能会更多地影响驯化的效果。

ＩＳＲ为 ２的 ３轮厌氧发酵的甲烷累积产率见

图６ｃ。ＩＳＲ为２的处理与 ＩＳＲ为４的第 ２个重复较
为相似的是对厌氧发酵的提升也不显著，第 ３、２、１
轮甲烷累积产率分别为 １３６６、１１７２、１１１４ｍＬ／ｇ。
这说明在 ＩＳＲ为 ２条件下，第 １轮发酵结束后微生
物群落组成可能就失衡了，且为不可逆的，仅通过接

种物的驯化不能促进榨汁橙渣的厌氧发酵。

采用修正 Ｇｏｍｐｅｒｔｚ模型拟合的模型参数见
表３。通过该模型可以很好地描述 ＩＳＲ为８和 ６的 ３
轮厌氧发酵过程（Ｒ２＞０９９）。从第 １到第 ３轮，最
大产甲烷速率 Ｒｍａｘ逐步提高，反应停滞期 λ在逐步
缩小，其中第 ３轮 ＩＳＲ为 ８和 ＩＳＲ为 ６的 Ｒｍａｘ分别
达到了１４５０７ｍＬ／（ｇ·ｄ）和１３９３２ｍＬ／（ｇ·ｄ），而 λ
缩短到０２７ｄ和０２６ｄ。模型的参数也体现出 ＩＳＲ
为８和 ＩＳＲ为 ６并没有明显差异，而 ＩＳＲ为 ６更具
有实际应用价值。对于 ＩＳＲ为 ４和 ＩＳＲ为 ２时，修
正 Ｇｏｍｐｅｒｔｚ模型只能很好地描述部分厌氧发酵实
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验（Ｒ２＞０９９），见表３，其中 ＩＳＲ为４的第３轮比第
２轮的 Ｒｍａｘ进一步提高，λ进一步缩小，分别达到
１０６９１ｍＬ／（ｇ·ｄ）和 ０３２ｄ，表现出与 ＩＳＲ为 ８和
ＩＳＲ为６时一致的规律。

表 ３　修正 Ｇｏｍｐｅｒｔｚ方程预测的榨汁橙渣厌氧发酵

产甲烷动力学参数

Ｔａｂ．３　ＭｏｄｅｌｅｓｔｉｍａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＯＰＲｂｙｍｏｄｉｆｉｅｄ

Ｇｏｍｐｅｒｔｚｍｏｄｅｌｓ

处理 Ｒ２
ｐ／

（ｍＬ·ｇ－１）

Ｒｍａｘ／

（ｍＬ·ｇ－１·ｄ－１）
λ／ｄ

ＩＳＲ为８，第１轮 ０９９７ ３２７ ４４６７ ０６０

ＩＳＲ为８，第２轮 ０９９６ ３４８ ９０５６ ０４９

ＩＳＲ为８，第３轮 ０９９９ ３２６ １４５０７ ０２７

ＩＳＲ为６，第１轮 ０９９２ ３１７ ３６２１ ０４７

ＩＳＲ为６，第２轮 ０９９６ ３１２ ８５６９ ０４５

ＩＳＲ为６，第３轮 ０９９８ ３４２ １３９３２ ０２６

ＩＳＲ为４（１），第３轮 ０９９４ １５７ ６２６２ ０１３

ＩＳＲ为４（２），第２轮 ０９９１ ３０７ ５９５１ ０５０

ＩＳＲ为４（２），第３轮 ０９９７ ３３０ １０６９１ ０３２

ＩＳＲ为２，第３轮 ０９９５ １３６ ６０７３ ０１１

　　验证实验以夏橙榨汁渣为发酵原料，接种物经
过一轮驯化，厌氧发酵结果见表４。ＩＳＲ为８和 ６的
甲烷累积产率分别为２９１０ｍＬ／ｇ和２９８５ｍＬ／ｇ，高
于 ＩＳＲ为４和２的２６９７ｍＬ／ｇ和 ２０８１ｍＬ／ｇ，且

表 ４　夏橙榨汁渣厌氧发酵结果

Ｔａｂ．４　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆａｎｅｒｏｂｉｃｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆＸＣ

ＩＳＲ
接种物

质量／ｇ

总底物

质量／ｇ

甲烷累积产率／

（ｍＬ·ｇ－１）

产气周期／

ｄ

８ １８ ２ ２９１０±４５ ７

６ １２ ２ ２９８５±９２ ７

４ ８ ２ ２６９７±８０ ８

２ ４ ２ ２０８１±３６ ３０

ＩＳＲ为８和 ６的产气周期也较 ＩＳＲ为 ４和 ＩＳＲ为 ２
时短。这进一步验证了以橙榨汁废渣为原料开展厌

氧发酵实验，宜采用 ＩＳＲ为６并将接种物驯化一轮。

３　结论

（１）ＩＳＲ为８和６条件下，榨汁橙渣厌氧发酵可
以正常进行，甲烷累积产率分别达到 ３２００ｍＬ／ｇ和
３０４９ｍＬ／ｇ，产气结束后发酵系统中细菌和古菌的
群落组成也相似。同时，通过驯化优化微生物群落

组成虽然不能提高甲烷累积产率，但可以有效缩短

发酵周期，其中，ＩＳＲ为６条件下第 ３、２、１轮发酵前
４ｄ产甲烷量占 总 产 量 的 ９３４０％、８６７２％ 和
３８０３％，有效提高了发酵效率。开展榨汁橙渣中抑
制成分在厌氧发酵中的代谢规律以及厌氧发酵的预

处理优化等相关实验时，推荐选择 ＩＳＲ为 ６，并进行
至少一轮接种物的驯化以避免因接种物数量和来源

的差异对实验结果带来干扰。

（２）ＩＳＲ为４条件下，接种物中微生物数量相对
不足，不能充分利用底物，厌氧发酵效率低于 ＩＳＲ为
８和６，累积甲烷产率也只有 ＩＳＲ为８和６的７５８％
和７９６％。在该 ＩＳＲ下通过驯化接种物来促进厌
氧发酵存在偶然性和不确定性，接种物中本身的微

生物菌群落组成可能会更多地影响驯化的效果和质

量。

（３）ＩＳＲ为２条件下，接种物中微生物数量严重
不足，厌氧发酵出现停滞，累积甲烷产率只有 ＩＳＲ为
８和 ＩＳＲ为６的 ３４８％和 ３６５％，芽孢杆菌纲相对
丰 度 下 降 到 １８８％， Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ 和

Ｍｅｔｈａｎｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ的相对丰度也分别下降到 ２４４５％
和 １７１％，影响了甲烷的产生，且通过驯化接种物
也无法改变微生物群落组成失调的状况。
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