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Abstract：The objective of the study was to create appropriate conditions for waste recycling anaerobic fermentation. Therefore, the optimi⁃
zation of acidification conditions during the mixed anaerobic fermentation of food waste and cow manure was conducted using response sur⁃
face methodology. Single factor experiments showed the optimal stirring frequency, stirring rate, acidification concentration, acidification
time, and acidification temperature were 3 times·d-1（2 min·time-1）, 50 r·min-1, 12%, 8 h, and 35 ℃, respectively. Based on this, the fer⁃
mentation process in acidification conditions was optimized. The effect of the three factors, acidification temperature, acid concentration,
and acidification time on the fermentation process was studied using methane production rate as the response value. The results of the Box-
Behnken design and response surface methodology showed the optimum fermentation was at 7.6 h, acidification time; 10.4%, acidification
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摘 要：为提高废弃物厌氧发酵的利用率，开展了牛粪和餐厨垃圾混合两相厌氧发酵过程中酸化条件优化的研究，探究在酸化相

中搅拌频率、搅拌速率、酸化浓度、酸化时间和酸化温度对甲烷产率的影响。单因素试验结果表明，最佳的搅拌频率、搅拌速率、

酸化浓度、酸化时间和酸化温度分别为：3次·d-1（2 min·次-1）、50 r·min-1、12%、8 h和 35 ℃。在单因素试验基础上，采用响应面法

对发酵过程中酸化条件进行优化，以甲烷产率为响应值，选取酸化温度、酸化浓度和酸化时间 3个因素研究其对发酵过程中产气

率的影响。结果表明，对甲烷产率影响的大小顺序为酸化时间>酸化温度>酸化浓度。最佳的酸化条件为：酸化时间 7.6 h、酸化温

度 35.8 ℃和酸化浓度 10.4％；搅拌频率和搅拌速率分别为 3次·d-1（2 min·次-1）和 50 r·min-1。采用最佳酸化条件处理后，混合原料

的甲烷产率可达 290.5 mL·g-1 VS，比未经酸化处理提高了 17.9%。研究表明，对牛粪和餐厨垃圾两相厌氧发酵中酸化相的酸化条

件进行优化，可提高甲烷产率、甲烷含量及VS去除率。
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牛粪是常用的厌氧发酵原料，虽然其在厌氧发酵

过程中产气稳定、对外界的环境缓冲能力强，但在单

独的牛粪厌氧发酵体系中，微量元素和营养物质是有

限的，难以为微生物生长活动提供均衡的营养[1]，并

且牛粪单独厌氧发酵周期长，这也限制了它的实际应

用。餐厨垃圾的油脂、有机质和易降解的碳水化合物

含量高，营养元素不均衡，其在厌氧发酵过程中易酸

化。因此对牛粪和餐厨垃圾进行混合发酵以使其能

够稳定高效地产气。

混合厌氧发酵技术是将两种及以上的有机原料

进行同步消化，可以克服单一原料厌氧发酵的不足，

增加甲烷产量，均衡体系中的营养成分，调节含水

率[2]。一般认为，适宜厌氧微生物生长的C/N在 20左

右[3]，牛粪C/N高于此值，并且缓冲 pH能力强，而餐厨

垃圾的C/N较低。已有研究将餐厨垃圾与牛粪进行

混合厌氧发酵，发酵系统的缓冲能力得到增强，稳定

性得到提高，取得了良好的产气效果[4-5]。厌氧发酵

主要分为 4个阶段：水解阶段、酸化阶段、产氢产乙酸

阶段和产甲烷阶段。在牛粪和餐厨垃圾混合厌氧发

酵过程中水解酸化是厌氧发酵产沼气的限速步

骤[6-8]。酸化处理过程中温度的改变，将影响系统中

微生物的生长和代谢，改变酸化产物组成和含量，导

致甲烷产量的差异[9-10]；时间的长短，影响着料液中

VFAs的积累量和组成[11]。在单相厌氧消化系统中上

述 4个阶段反应同在一个反应器进行，而相对于传统

单相厌氧消化，两相厌氧消化反应系统能为产酸相中

产酸菌和产甲烷相中产甲烷菌提供其各自所需要的

最佳生长条件。

响应面法可以在特定区间内寻求最优工艺参数

和响应值，已广泛应用于培养条件和工艺条件的优

化[12-13]。本试验以餐厨垃圾和牛粪为混合原料，研究

酸化处理条件对两相厌氧发酵产甲烷的影响，在单因

素试验的基础上，选取酸化时间、酸化浓度和酸化温

度 3个因素，利用中心组合设计试验，运用响应面分

析法优化酸化处理条件，以期提高餐厨垃圾和牛粪混

合物的甲烷产量，为其工程应用提供技术支持。

1 材料与方法

1.1 试验材料

试验原料为牛粪和餐厨垃圾的混合物，牛粪和餐

厨垃圾的比值为 2∶1，其比值为挥发性固体干质量

比。供试餐厨垃圾取自黑龙江八一农垦大学单位食

堂，主要包括米饭、面食、蔬菜、肉类等学校食堂就餐

后的剩余物，取回后用 JJ-2B粉碎机（金坛市盛威试

验仪器厂）机械打浆 2 min。牛粪取自黑龙江省肇东

市宋站镇奶牛养殖场新鲜牛粪。原料收集后均在-
20 ℃条件下保存，使用前在 4 ℃条件下解冻 24 h。本

实验室采用半连续发酵的方式通过添加餐厨垃圾驯

化牛粪料液，将产气与 pH稳定的料液经自然沉降，所

得的上清液作为接种物[14]。餐厨垃圾和牛粪的主要

特性见表1。

1.2 试验装置

试验采用的酸化装置为 1 L的螺口瓶，搅拌前安

装搅拌器进行搅拌（图 1）。发酵装置（图 2）为拆除搅

拌装置后的酸化装置，用硅胶塞密封，料液的装量为

0.8 L。瓶塞上设有取样口和集气口，用 1 L的铝箔集

气袋收集产生的沼气。

1.3 单因素试验设计

试验采用批式厌氧消化方法，每个处理 4 次重

复。将混合料液添加到酸化装置中，经酸化预处理

后，添加接种物 240 mL，稀释料液的浓度至 6%，后通

concentration; and 35.8 ℃, acidification temperature. The optimal stirring frequency and speed were 3 times·d-1（2 min·time-1）and 50
r·min-1, respectively. After the optimal acidification treatment, the methane production rate of the mixed raw material can reach 290.5 mL·
g-1 VS, which is 17.9% higher than that of the raw material without the acidification treatment. Optimization of acidification conditions of
the acidification phase in anaerobic fermentation of cow manure and kitchen waste can improve methane production rate, methane content,
and volatile solid removal rate.
Keywords：food waste; cow manure; anaerobic fermentation; response surface; acidification condition

注：数据为平均值±标准差，碳氮含量测定时为烘干样品，其他为
鲜样测量。

Note：Data is average ± standard deviation. The carbon and nitrogen
content was measured by drying samples，and the other samples were
measured by fresh samples.

表1 餐厨垃圾和牛粪的特性

Table 1 The characteristics of food waste and dairy manure
项目 Items
餐厨垃圾

牛粪

混合料液

TS/%
24.2±0.4
22.3±0.2
22.9±0.6

VS/%
91.3±0.1
70.4±0.4
81.2±0.3

C/%
34.8±0.3
49.6±0.1
45.7±0.3

N/%
2.4±0.1
1.5±0.1
1.6±0.3

C/N
14.5±0.7
33.1±1.1
28.2±0.3
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入氮气 5 min，使其形成厌氧环境。在 35 ℃条件下厌

氧发酵 30 d。通过测定产气量和甲烷含量，计算甲烷

产率，确定最佳的酸化条件。

在料液浓度为 12%、搅拌转速为 100 r·min-1（2
min·次-1）条件下，分别设定搅拌频率为 0、1、2、3、4
次·d-1，35 ℃条件下酸化处理 12 h后，稀释料液浓度

至 6%，厌氧发酵 30 d，测定甲烷产率，确定最佳的酸

化搅拌频率。

在料液浓度为 12%、搅拌频率为 4次·d-1（2 min·
次-1）条件下，分别设定搅拌速率为 0、50、100、150、
200 r·min-1，35 ℃条件下酸化处理 12 h，稀释料液浓

度至 6%，厌氧发酵 30 d，测定甲烷产率，确定最佳的

酸化搅拌速率。

在料液浓度为 12%、搅拌频率为 4次·d-1（2 min·
次-1、100 r·min-1）条件下，分别设定酸化温度为 15、
25、35、45、55 ℃，酸化处理 12 h后，稀释料液浓度至

6%，厌氧发酵 30 d，测定甲烷产率，确定最佳的酸化

温度。

设定料液浓度为 8%、10%、12%、14%和 16%，在

搅拌频率为 4次·d-1（2 min·次-1、100 r·min-1），35 ℃条

件下酸化处理 12 h后，稀释料液浓度至 6%，厌氧发酵

30 d，测定甲烷产率，确定最佳的酸化浓度。

在料液浓度为 12%、搅拌转速为 4 次·d-1（2 min·
次-1、100 r·min-1）条件下，分别设定酸化时间为 0、4、
8、12、16、20、24 h，35 ℃条件下进行酸化处理后，稀释

料液浓度至 6%，厌氧发酵 30 d，测定甲烷产率，确定

最佳的酸化时间。

1.4 响应面最优试验设计

根据 Box-Behnken的中心组合试验设计原理，综

合单因素试验结果，选取酸化温度、酸化浓度、酸化时

间 3个因素，采用 3因素 3水平的响应面分析方法设

计试验。试验因素与水平设计见表2。

1.5 酸化处理对厌氧发酵的影响

采用响应面分析法优化出最佳酸化处理条件，将

混合原料装入图 1的酸化装置中进行最佳酸化条件

预处理，然后在 35 ℃条件下，置于图 2发酵装置中厌

氧发酵 30 d，测定产气率、甲烷总产量、甲烷含量和

VS去除率。未酸化组直接置于图 2中的厌氧发酵瓶

中进行单相厌氧发酵。以未酸化处理直接厌氧发酵

的处理作对照，进行产气率、甲烷总产量、甲烷含量和

VS去除率数据的比较。

1.6 测定方法

TS和VS采用文献[15]中的标准方法测定。餐厨

垃圾和牛粪的总氮和总碳采用multi N/C 3100总有机

碳/总氮分析仪（Analytik Jena 公司）测定（以干质量

计），通过计算总碳与总氮的值求得 C/N。将集气袋

中的气体采用排水法测定产气量，采用GA2000便携

式沼气分析仪（Geotech公司）测定甲烷含量。

1.7 统计分析

采用 Design Expert 7.1.3 软件的中心组合试验

设计和响应面分析模块对重要因素的水平进行优

化，通过响应面回归过程（RSREG）进行数据分析，

建立酸化条件对甲烷总产量的二次回归模型。采

用 DPS 7.05 软件进行数据分析。采用 Origin 8.0 软

件作图。

因素 Factor
x1酸化温度 Acidification temperature/℃
x2酸化浓度 Acidification concentration/%

x3酸化时间 Acidification time/h

试验因素水平 Level
-1
25
8
4

0
35
12
8

1
45
14
12

表2 响应面试验因素水平及编码

Table 2 Code and level for testing factors of response
surface experiments

电动马达

搅拌轴

酸化瓶

图1 酸化装置

Figure 1 Acidification apparatus

硅胶塞

发酵瓶

取样口

排气口

集气袋

图2 发酵装置

Figure 2 Fermentation apparatus
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2 结果与分析

2.1 单因素试验结果

通过单因素方差分析（One way ANOVA，Turkey
法）发现，搅拌频率显著影响了混合原料厌氧发酵的

产甲烷率，但搅拌频率超过 2 次·d-1的各处理之间无

显著差异（P>0.05，图 3A）。搅拌频率为 3 次·d-1时，

产甲烷率达到最高值 276.5 mL·g-1 VS。图 3B显示，

搅拌速率对混合原料的产甲烷率有显著影响，但搅拌

速率超过 50 r ·min-1 的处理之间无显著差异（P>

0.05），产甲烷率稳定在 263.5~275.6 mL·g-1 VS。综合

减少能耗和获得最高甲烷产量的考虑，最佳的搅拌条

件为3次·d-1（2 min·次-1，50 r·min-1）。

图 3C显示，酸化温度显著影响了混合原料的产

甲烷率，最佳的酸化温度为 35 ℃，产甲烷率达到最高

值273.8 mL·g-1 VS。
从图 3D可以发现，酸化浓度为 10%和 12%时的

产甲烷率显著高于其他浓度处理（P<0.05），分别为

274.4 mL·g-1 VS 和 275.9 mL·g-1 VS。较高的酸化浓

度可以提高原料的处理效率，因此，最佳的酸化浓度

图3 搅拌频率（A）、搅拌速率（B）、酸化温度（C）、酸化浓度（D）和酸化时间（E）对甲烷产率的影响

Figure 3 Effect of（A）stirring frequency，（B）stirring rate，（C）acidification temperature,（D）acidification concentration and（E）
acidification time on methane yield of mixed materials of food waste and manure
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不同小写字母表示处理间差异显著（P<0.05）
The different lowercase letters indicate a significant difference（P<0.05）among different treatments
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为12%。

随着酸化时间的延长，pH先降低再升高，当酸化

时间超过一定范围，挥发性脂肪酸（VFAs）被嗜酸菌

大量消耗，不利于后续产甲烷过程的进行。图 3E显

示，酸化时间显著影响了混合原料的产甲烷率，酸化

时间为8 h时，获得最高的产甲烷率271.3 mL·g-1 VS。
2.2 响应面分析试验

在单因素试验的基础上，选取酸化温度（x1）、酸

化浓度（x2）和酸化时间（x3）3个因素，试验设计与结

果见表3。
方差分析和酸化处理各因素的显著性比较结果

见表 4。利用 Design-Expert软件对所得试验数据进

行多元回归拟合，得到以甲烷产率为目标函数的二次

多项回归模型：

Y=85.4+2.25x1-9.25x2-5.75x3-x1x2-x1x3-4x2x3-
15.95x21-49.45x22-26.95x23

通过方差分析（表 4）可知，模型的 F=792.428 3>
F0.001，P<0.001，R2=0.999 6，表明回归模型极显著；失

拟项 P=0.130 8>0.05，差异不显著，说明该模型能够

反映响应值变化，试验误差小，可以用此模型对产甲

烷率进行分析和预测。模型的一次项和二次项及 x2
和 x3交互项的影响均为极显著。

图 4、图 5、图 6是酸化温度、酸化浓度和酸化时间

分别为 35 ℃、12%和 8 h的条件下，所得交互项的响
应面图。可以看出，酸化温度（x1）、酸化浓度（x2）和酸

化时间（x3）3个因素与产甲烷率（Y）呈抛物线关系。3
表4 酸化处理后餐厨垃圾和牛粪混合厌氧发酵产甲烷率的回归方差分析结果

Table 4 Variance analysis results of regression model of methane production of methane production rate of anaerobic co-digestion of food
waste and manure under acidification conditions

方差来源
Variance source

Model
x1

x2

x3

x1x2

x1x3

x2x3

x12

x22

x32

残差Residual
失拟项 Lack of fit
纯误差 Pure error
总离差 Summation

调整平方和
Square sum
19 052.24

40.5
2 964.5
264.5

4
4
64

1 071.168
10 296.01
3 058.116

18.7
13.5
5.2

19 070.94

自由度
Degree of freedom

9
1
1
1
1
1
1
1
1
1
7
3
4
16

调整均方
Average of variance

2 116.916
40.5

2 964.5
264.5

4
4
64

1 071.168
10 296.01
3 058.116
2.671 429

4.5
1.3

F值
F value

792.428 3
15.160 43
1 109.706
99.010 7
1.497 326
1.497 326
23.957 22
400.972 1
3 854.122
1 144.749

3.461 538

P值
P value
<0.001
0.005 9
<0.001
<0.001
0.260 7
0.260 7
0.001 8
<0.001
<0.001
<0.001

0.130 8

显著性
Significant level

**
*
**
**

*
**
**
**

注：*显著（P<0.05）；**极显著（P<0.001）。
Note：*significant（P<0.05）；**highly significant（P<0.001）.

表3 酸化条件下混合发酵甲烷产率的中心组合试验设计与结果

Table 3 Central composite design and results of experimental of
methane production rate of anaerobic co-digestion of food waste

and manure under acidification conditions
编码
No.
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17

温度
Temperature/℃

35
35
25
45
25
35
35
35
45
25
45
35
35
45
25
35
35

浓度
Concentration/%

14
8
14
8
12
12
12
8
12
8
12
12
12
14
12
14
12

时间
Time/h

12
4
8
8
12
8
8
12
4
8
12
8
8
8
4
4
8

甲烷产率
Methane production

rate/mL·g-1 VS
179
231
201
241
235
284
285
228
252
235
238
285
286
203
245
198
287
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个响应曲面均为开口向下的凸形曲面，且在所选范围

内存在响应值的极高值，即响应面的最高点。

图4和图6表明，随着酸化浓度的增加，产甲烷率

先升高，在酸化浓度为 11%左右达到最高值，随着酸

化浓度的继续提升，产甲烷率迅速下降至 200 mL·g-1

VS；图 4和图 5表明，随着酸化时间的延长，产甲烷率

也呈先升高再降低的趋势，酸化处理 8 h，厌氧发酵产

甲烷率最高；图 5和图 6表明，随着酸化温度的增加，

产甲烷率先升高再降低，在酸化温度为 35 ℃左右时

达到最高值。综上所述，酸化温度、酸化浓度和酸化

时间对厌氧发酵产甲烷率均呈显著性影响。

2.3 验证试验

由Design-Expert 8.0软件进行系统分析，预测出

影响混合厌氧发酵甲烷产率的最佳酸化处理条件为：

酸化温度 35.80 ℃、酸化浓度 10.42%和酸化时间 7.62
h，预测值为 287.60 mL·g-1 VS。结合实际操作过程中

的局限性，最终确定修正后的最佳酸化处理条件为：

酸化温度 35.8 ℃、酸化浓度 10.4%和酸化时间 7.6 h，
此时预测值为287.31 mL·g-1 VS。

为了验证模型的可靠性和准确性，在最佳酸化处

理条件下进行验证试验，混合原料的产甲烷率为

287.6 mL· g-1 VS，预测值与试验值的相对偏差为

1.14%，小于 5%，响应面分析法可以较好地预测实际

的甲烷产率。因此，利用响应面分析法进行餐厨垃圾

和牛粪混合厌氧发酵酸化处理条件优化是可靠的。

2.4 酸化处理对厌氧发酵的影响

为验证酸化处理厌氧发酵的影响，将混合原料用

自来水稀释到指定浓度后直接进行酸化，酸化过程中

不添加接种物。酸化处理后，添加接种物 240 mL，并
用自来水调节发酵浓度至 6% 进行厌氧发酵。通过

比较经最佳酸化条件处理的两相厌氧发酵及未酸化

直接发酵的发酵效果，发现两相厌氧发酵的产气率、

甲烷产率、甲烷含量和VS去除率比单相厌氧均有提

高，分别提高了9.4%、17.9%、7.1%和23.6%（表5）。

图5 Y=f（x1，12，x3）响应曲面图

Figure 5 Y=f（x1，12，x3）Response of factor interaction

图6 Y=f（x1，x2，8）响应曲面图

Figure 6 Y=f（x1，x2，8）Response of factor interaction

表5 两相厌氧发酵与单相厌氧发酵主要参数比较

Table 5 Comparison of main parameters of anaerobic
co-digestion of food waste and manure between

with acidification and CK

发酵工艺
Treatments

两相厌氧发酵
Acidification

单相厌氧发酵CK

产气率
Gas rate/

mL·g-1 VS

384.6
351.6

甲烷产率
Methane

production/
mL·g-1 VS

290.5
246.3

甲烷含量
Methane
content/%

75
70

VS去除率
VS removal

rate/%

68
55

图4 Y=f（35，x2，x3）响应曲面图

Figure 4 Y=f（35，x2，x3）Response of factor interaction

甲
烷

产
率

Me
tha

ne
pro

duc
tion

rate
/mL

·g-1
VS 300

酸化时间
Acidification time/h

酸化浓度

Acidificat
ion concent

ration/%

280
260
240
220
200
18012.00

8.0010.00
6.00

4.00 8.009.0010.0011.0012.0013.0014.00

甲
烷

产
率

Me
tha

ne
pro

duc
tion

rate
/mL

·g-1
VS 290

酸化时间
Acidification time/h

酸化温度

Acidificat
ion temperature

/℃

280
270
260
250
240
23012.00

8.0010.00
6.00

4.00 25.00
30.0035.00 40.00 45.00

甲
烷

产
率

Me
tha

ne
pro

duc
tion

rate
/mL

·g-1
VS 300

酸化浓度
Acidification concentration/%

280
260
240
220
200
180

8.009.0010.0011.0012.0013.0014.00

酸化温度

Acidificat
ion temperature

/℃
25.00

30.00 35.00 40.00 45.00
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3 讨论

混合原料两相厌氧发酵研究需要建立最佳的酸

化条件和产甲烷条件[16-17]，水解和酸化过程是两相厌

氧工艺中的限速步骤，水解条件的优化对提高两相厌

氧发酵效率至关重要[18]，本研究对酸化条件进行了优

化并得到了最佳的酸化条件，对产甲烷条件的优化还

需进一步试验研究。

依据模型的系数估计值 x1=792.4、x2=15.1 和 x3=
1 109.7，得到影响因子的主效应主次顺序为酸化时间

（x3）>酸化温度（x1）>酸化浓度（x2）。

搅拌可使料液均匀分布，促进热传递，利于微生

物和原料的接触，促进原料水解酸化，为产甲烷相提

供充足的底物[19]。合适的搅拌能够提升厌氧消化的

潜力，在生产中搅拌频率和搅拌速度的具体数值选择

上，还需考虑经济成本等多方面原因[20-22]，本试验得

出的数值可作为一个参考指标。此外，在酸化处理混合

原料时，酸化装置没有密封，间断性的搅拌提高了物

料中的溶氧量，可能使体系中的兼性厌氧菌得到快速

增长，进而加快了水解酸化的进程，对其具体影响还

需进一步分析。目前主流的评价标准是以VFAs为评价

指标，但在两相厌氧发酵中的效果存在一定缺陷[23]。

一般认为酸化过程中产生的VFAs越多，产甲烷量越

高[13]，但是不同的VFAs组成对产甲烷的贡献不同，如

丙酸的累积甚至会抑制产甲烷过程的进行[24]。因此，

仅将VFAs作为考察有机物质水解酸化效果的指标存

在一定的缺陷。本试验主要目的是为在实际生产中

获得更高的沼气产气量，因此，以产甲烷量为指标，考

察了不同酸化条件对混合原料厌氧发酵的影响，确定

了最佳的酸化工艺。采用本研究优化的酸化处理条

件，混合原料两相发酵工艺的产气率、产甲烷率、甲烷

含量和VS去除率均高于未经酸化处理的单相厌氧发

酵工艺，这与刘爽[25]的研究结果基本一致。

将厌氧发酵过程中产酸相和产甲烷相分离，是优

化了两者的各自功能，还是阻碍了两者的协同关系，

尚不明确。但目前越来越多的研究表明，与传统的单

相厌氧发酵技术相比，两相厌氧发酵工艺在处理高浓

度有机废弃物时更具优势[26-27]。水解酸化过程是厌

氧工艺中的限速步骤，优化水解酸化条件对提高两相

厌氧发酵效率具有重要意义[28]。

4 结论

（1）酸化时间、酸化温度和酸化浓度 3个因素均

能显著影响甲烷产率，其对甲烷产率影响的大小为酸

化时间>酸化温度>酸化浓度。最佳的产气条件为：

浓度10.4%、温度35.8 ℃、处理时间7.6 h。
（2）最佳酸化条件处理的两相厌氧发酵与未处理

单相厌氧发酵相比其产气率、甲烷产率、甲烷含量和

VS去除率分别提高了9.4%、17.9%、7.1%和23.6%。

（3）通过差异显著性和产气量分析得到最适搅拌

频率和搅拌速率分别为 3次·d-1（2 min·次-1）和 50 r·
min-1。
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