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沼气微氧发酵过程硫转化及微生物群落

林春绵，程玉娥，邓小宁，章祎玛，周新凯
（浙江工业大学环境学院，杭州 310014）

摘 要：以水稻秸秆与猪粪为原料，探究微氧发酵过程中 S元素的转化与微生物群落特征以及通氧量的影响。结

果表明，厌氧发酵过程中原料的S元素约有65.7%转化为H2S进入沼气，19.0%进入发酵后的沼液，15.3%残留在沼渣

中。微氧条件下，沼液中 S2-的浓度（100 mg/L）远低于厌氧条件的 250 mg/L，约 71.8%的 S元素转化为H2S然后被氧

化成为 S单质和少量 SO2-
4 。H2S去除效率随通氧量的增大而增大，当通氧量为 11.85 L/m3沼气时，约 96%的H2S被氧

化脱除。根据高通量测序结果，与厌氧发酵相比，在微氧条件下，沼液中微生物多样性仅有轻微变化，比较稳定；硫

氧化菌明显增多，而产甲烷菌无明显变化。较高浓度硫氧化菌的存在，有利于沼气中H2S的及时转化，可减轻H2S
对产甲烷菌活性的抑制，从而促进厌氧发酵的进行。
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0 引 言

沼气发酵是在厌氧环境下，农作物秸秆等废弃生物

质（或添加一定量的禽畜粪便）在微生物作用下转化为

沼气的过程［1］，有研究认为发酵条件不同，沼气发酵系

统微生物群落结构也不同［2］。沼气中一般含有 50%~
70% CH4，30%~50% CO2 和 1~12 g/m3 的 H2S 等［3］。H2S
的存在不仅易腐蚀设备，而且会危害人体健康，甚至会

污染环境。因此，沼气利用之前需进行脱硫处理。

目前，我国沼气脱硫多采用异位干法脱硫，但该法

存在脱硫剂需频繁更换或需要再生的问题［4］。近年来，

微氧法（即向发酵系统通入少量氧气）原位脱硫日益受

到国内外学者的关注［4-5］。Díaz 等［6-7］研究发现，向生物

反应器通入微量 O2 或空气，沼气中 H2S 去除效率可达

99%以上。Ramos 等［8-9］在进行微氧脱硫小试实验时发

现约 60%的 H2S 被氧化为 S 单质沉积在发酵瓶底部；

对微生物群落分析发现发酵液中至少存在 3 种硫氧化

菌。本课题组建立了一套微氧原位脱除 H2S 净化沼气

的小试装置，并取得初步研究成果［10］。

然而，关于微氧条件下发酵系统内 S 元素转化及微

生物群落变化在国内鲜有文献报道［11-12］。本文以水稻

秸秆与猪粪的混合物为发酵底物，探索微氧发酵过程中

S 元素转化、微生物群落以及通氧量的影响，以期为微

氧发酵原位脱硫的应用提供理论指导。

1 实验材料和方法

1.1 实验材料

本实验使用的原料主要为水稻秸秆（使用前粉碎）、

猪粪及沼液，总固体（TS）分别为 90.30%、23.30%、

1.87%。水稻秸秆取自杭州萧山靖江街道，猪粪取自萧

山某养猪场，沼液取自杭州正兴牧业有限公司。

1.2 实验方法

厌氧发酵装置主要由沼气发酵瓶（1 L）、沼气收集

瓶（2 L）等构成，实验装置如图 1a 所示。将 14 g 水稻秸

秆、160 g 湿猪粪混匀后与 200 mL 沼液一同加入沼气发

酵瓶，加水稀释至 700 mL，调节 pH 值至中性。向发酵

瓶内通入氩气排空发酵装置内的空气，使之完全处于厌

氧环境。

将发酵瓶置于恒温水浴锅中，温度控制为（35±1）℃，

以每天 3 次的通氧频率，发酵周期为 35 d。根据前期预

实验测得的沼气产量及 H2S 含量，控制 O2 的通入量分

别为 3.95 L/m3 沼气（相当于按式（1）计算量的 1 倍）、

7.90 L/m3 沼气（2 倍量）、11.85 L/m3 沼气（3 倍量），并设
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置不通 O2 的对照实验，每组各设 3 个平行实验。沼气

日产量通过每天直接读取顶空收集瓶的刻度而获得。

H2S +1/2O2→H2O+S （1）
为了解沼气发酵系统S元素的转化，在集气瓶与发

酵瓶之间增设一个吸收瓶，其中加入 40 g/L 的 NaOH
溶液 400 mL，用来吸收沼气中的 H2S，并在反应结束后

测其含量，如图 1b 所示。
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b. 有吸收瓶的发酵装置

图1 沼气发酵实验装置示意图

Fig. 1 Schematics of experimental installation for
biogas fermentation

1.3 检测方法

采用美国公共卫生协会（APHA）水和废水检验的

标准方法［13］测定秸秆、猪粪和沼液的 TS；采用 Vario EL
Ⅲ元素分析仪测定秸秆、猪粪和沼液（烘干）中硫含

量；采用气相色谱法（TCD，热导检测器）测定沼气中

CH4、CO2 的含量；采用《天然气含硫化合物的测定》

（GB/T 11060.2—2008）测定发酵后沼液和吸收瓶水中

的 S2-（用 NaOH 固定）；采用气相色谱法（FPD，硫磷检

测器）测定沼气中 H2S；采用离子色谱法测定水中 SO2-
4 ；

采用高通量技术鉴别微生物群落。

2 结果与分析

2.1 S元素的测定与分析

发酵原料及沼液中 S 元素的质量分数如表 1 所

示。水稻秸秆、猪粪、接种沼液、厌氧发酵沼液和微氧发

酵沼液中的总硫质量分数分别为 0.123%、0.530%、

0.029%、0.025%和 0.010%。秸秆中的 S 元素主要以有

机硫形式存在［14］，猪粪中 S 元素部分以有机硫形式存

在，部分以无机硫（SO2-
4 和 S2-）形式存在［15］，而沼液中 S

元素主要以无机硫形式存在［16］。

一次实验原料中硫质量分别为 0.017、0.848、0.058 g，
总硫量为 0.923 g，即 0.132 g 硫/100 g 发酵液。猪粪是

发酵系统中 S 元素的主要来源，占发酵原料中 S 元素质

量的 91.9%。厌氧发酵和微氧发酵后沼液中 S 元素质

量分别为 0.175 和 0.070 g，说明厌氧和微氧发酵后原料

中 S 元素分别有 19.0%和 7.6%残留在沼液中。

表1 发酵原料中硫含量

Table 1 Sulfur content in fermentation raw materials
序

号

1
2
3
4
5

原料

水稻秸秆

猪粪

接种沼液

厌氧发酵后沼液

微氧发酵后沼液

质量/
g
14

160
200
700
700

硫质量

分数/%
0.123
0.530
0.029
0.025
0.010

硫质量/
g

0.017
0.848
0.058
0.175
0.070

2.2 厌氧条件下S元素的转化

厌氧条件下产生的沼气经 NaOH 溶液吸收，气相分

析结果显示吸收后沼气中 CH4含量高达 95%，而 CO2未

检测到。对集气瓶中的水进行测定，也未检测到 SO2-
4 ，

说明沼气经 NaOH 溶液吸收瓶后，CO2、H2S 等物质均被

完全吸收。实验测得吸收瓶中 S2-浓度为 1.52 g/L，含硫

量为 0.606 g，相当于 0.087 g/100 g 沼液，意味着在厌氧

发酵过程中约 65.7%的 S 元素转化成 S2-。

如前所述，原料中总硫质量约 0.923 g，而吸收瓶中

S2-量为 0.606 g，可见在发酵过程中约有 65.7%的 S 元

素转化为 H2S 进入沼气。发酵后沼液中 S2-浓度为

250 mg/L，折合含硫量 0.175 g，约占 19.0%。因此，还有

约 0.142 g（约占 15.4%）S 元素残留在沼渣中未参与生

物转化。

2.3 微氧条件下H2S的转化

以每天 3 次的通氧频率，在不同通氧量下，通过对

比发酵瓶及集气瓶中 H2S 浓度变化规律来探究 H2S 的

转化。微氧发酵过程中，发酵瓶与集气瓶沼气中 H2S 浓

度变化如表 2 所示，发酵初期，发酵瓶中 H2S 浓度较大，

尤其是在发酵进行到第 7 天时，发酵瓶中 H2S 浓度达到
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最大，然后逐步降低；微氧发酵条件下，沼气中 H2S 浓度

也呈先高后低的趋势。分析原因，一方面可能是发酵初

期，产氢产酸过程中蛋白质水解，有较多 H2S 气体产生，

随着发酵的进行，蛋白质水解减弱，产甲烷能力加强，从

而导致 H2S 浓度下降；另一方面，可能是随着沼气产量的

增加，对沼气中稀释作用加强，从而导致 H2S 浓度降低。

微氧发酵过程中，发酵瓶沼气中的 H2S 浓度明显高

于集气瓶，这说明沼气中 H2S 的氧化脱除反应主要发生

在发酵瓶。通氧量为 3.95 L/m3 沼气时，集气瓶沼气中

H2S 浓度仍较高，可见理论 1 倍的通氧量略显不足；而

通气量为 7.90 L/m3 沼气时，沼气中 H2S 大部分被生物

氧化转化，此时集气瓶沼气中 H2S 相对较低；当通气量

为 11.85 L/m3沼气时，集气瓶沼气中 H2S 的平均浓度约

维持在 200 mg/m3，去除率约为 96%。

表2 发酵瓶及集气瓶沼气中H2S浓度

Table 2 Concentration of H2S in biogas from fermentation or collecting bottle
mg/m3

位置

发酵瓶

集气瓶

通氧量/L·m3沼气

对照组

3.95
7.90

11.85
3.95
7.90

11.85

第2天
5668
6294
6237
6464
1242
227
211

第7天
14088
13803
17961
15531
5018
720
572

第12天
6622
6029
3934
3911
1547
211
218

第17天
3508
3003
1962
1566
1130
299
202

第22天
2688
1750
1097
986
866
173
157

第27天
2577
1591
1003
887
684
168
127

如前所述，沼气中 H2S 可被深度氧化为 SO2-
4 ，由于

集气装置中装有一定量的水，SO2-
4 易溶解在水中。通

过定时测定水中 SO2-
4 浓度，可为探究 H2S 转化提供支

持。集气瓶水中的 SO2-
4 浓度变化见图 2，随着发酵的

进行，集气瓶中 SO2-
4 浓度增大。通氧量越大，SO2-

4 的

浓度越大，且实验组集气瓶中 SO2-
4 浓度均高于对照

组。由于沼气发酵体系并非绝对无氧，对照实验组沼气

中也有少量的 H2S 被氧化成 SO2-
4 。实验组中通氧量越

大，沼气中 H2S 转化为 SO2-
4 的量越多。当通氧量为

11.85 L/m3沼气时，集气瓶水中SO2-
4 浓度最大可达 45mg/L，

总含硫量小于 30 mg，仅占系统中硫总量 0.923 g 的

3.3%。
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图2 集气瓶水中的 SO2-
4 浓度

Fig. 2 SO2-
4 contentration in collecting bottle

在通氧量相同（11.85 L/m3 沼气），集气瓶中水不同

初始 pH 值条件下，SO2-
4 浓度变化如图 3 所示。随着发

酵的进行，集气瓶中 SO2-
4 浓度酸性条件的高于弱酸性，

高于中性。当 pH 值=7.0、6.0、3.0 时，发酵结束后测得

SO2-
4 浓度分别为 40、45、70 mg/L，说明酸性条件对 SO2-

4
的生成有促进作用，酸性越强，越有利于 SO2-

4 的生成。

通常情况下，O 将 H2S 氧化成 S，当氧过量时 S 才会进

一步转化成 SO2-
4 。考虑工程应用的简单化和 S 单质的

回收利用，后续试验中收集装置中水控制在中性条件，

即不作 pH 值调节。
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图3 不同pH值下集气瓶中 SO2-
4 浓度

Fig. 3 SO2-
4 contentration in collecting bottle with different pH

通氧量为 11.85 L/m3 沼气时，沼液中的 S2-浓度较

低，约 100 mg/L，远低于对照组（厌氧条件）的 250 mg/L，
表明在微氧条件下产生的 H2S 大部分被氧化，溶解在沼

液中的 S2-相对较少，含硫量 0.070 g。脱硫后沼气中
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H2S 平均浓度为 203 mg/L，沼气累计产量 11000 mL，含
硫量 0.021 g；集气瓶（2 L）中为 45 mg/L，约有 0.027 g 的

S 单质被转化成 SO2-
4 保留在集气瓶中。如果视沼渣中

S 元素残留与厌氧条件下一致，则约有 0.663 g 的 S 元

素从 H2S 被氧化成为 S 单质和少量 SO2-
4 。

2.4 微氧条件下沼气发酵系统微生物群落分析

待发酵结束后测取发酵液中微生物群落，微生物群

落采用 Bray-Curtis 算法分析并以树状图显示，其中 1
号为不通氧的对照组，2 号~4 号为实验组，通氧量分别

为 3.95、7.90、11.85 L/m3沼气。对微生物多样性指数分

析，如表 3 所示。样品的测序深度（Coverage）指数具有

较高的值，均大于 90%，趋势较为平缓，说明测序数据

量足够大，足以反映绝大多数的微生物信息。对比样本

的丰度（Chao）指数，结果显示，通氧量为 3.95、7.90 L/m3

沼气时，丰度高于对照组及通氧量为 11.85 L/m3沼气的

实验组，说明适度通氧可促进物种丰度，但过度通氧会

减少物种丰度，有可能对发酵产生不利影响。从多样性

（Shannon）指数可知，4 个样品的总单元（OTU）在 5 附

近上、下波动，说明发酵过程中细菌的多样性变化不大，

较稳定。

表3 多样性指数分析

Table 3 Analysis on richness
样品

编号

1
2
3
4

OTU

2526
2884
2723
2429

Chao

9071
10493
10234
8857

Shannon

4.6786
5.1376
5.0204
4.9363

Goods
Coverage/%

93.73
92.80
93.31
94.05

图 4 为属水平上物种组成的聚类，2 号、3 号通氧量

分别为 3.95、7.90 L/m3沼气，在属水平上相似度为 0.884，
与对照组相关值为 0.819，而 3 号通氧量为 11.85 L/m3沼

气与对照组的相关值约为 0.775。相关值越高，微生物

群落的相似性越高。由 2 号和 3 号的相关性可得，通氧

量在一定范围时其内部微生物群落之间的相关性较高，

随着 O2通入量的增加，微生物群落的相关性减弱，微生

物受影响的程度增大。此外，沼气中 H2S 含量随 O2 通

入的增加而减少，也会导致微生物群落内部的相关性减

弱。Unifrac.weighted 是综合考虑不同分类单元的物种

进化速率和所占比重的一种计算不同样本之间微生物

群落结构相似度的指标，Score 代表样品之间的差异程

度。由表 4 可知，实验组 2 号~4 号与对照组 1 号差异

性分别为 0.224、0.228、0.215，而实验组之间（2-3、2-4、

3-4）差异性分别为 0.167、0.169、0.195。实验组与对照

组的差异性具有一致性，而实验组之间差异性较小，说

明 O2的通入对微生物群落产生的影响不大。

0.775

0.819

0.884

4

3

2

1

图4 属水平上物种组成的聚类

Fig. 4 Clustering of species composition at genus level
表4 微生物群落的Unifrac.weighted

Table 4 Unifrac.weighted in community
分组

1-2
1-3
1-4
2-3
2-4
3-4

Score

0.224
0.228
0.215
0.167
0.169
0.195

Sig

<0.0010
<0.0010
<0.0010
<0.0010
<0.0010
<0.0010

注：Sig<0.001 表示 Score 值是可信的。

产甲烷菌是厌氧发酵系统中微生物群落的重要组

成部分，O2的通入，体系中利用 H2S 和 O2的微生物群落

也会增加。不同通氧量下微生物种类如表 5 所示。

表5 发酵液中产甲烷菌与硫氧化菌的含量（%）

Table 5 Content of methane producing bacteria and
sulphide-oxidising bacteria（%）

菌种

产甲烷菌

硫氧化菌

样品编号

1
0.140
0.017

2
0.140
0.052

3
0.140
0.128

4
0.130
0.171

由表 5 可知，实验组与对照组的发酵液中产甲烷菌

含量差异不大。前期实验测得，对照组 CH4产量低于实

验组，而对照组的产甲烷率也略低于实验组，推测可能存

在限制产甲烷菌活性的物质。比较硫氧化菌可知，对照

组中含量约为 0.017%，而实验组明显高于对照组，分别



为 0.052%、0.128%、0.171%，即在一定范围内 O2通入量

越大，硫氧化菌含量越高，H2S 去除率越高，与 Ramos 等［9］

研究结果相似。

由前期实验知，通氧量越大，沼气中 H2S 浓度越

低。通氧量为 11.85 L/m3 沼气时，沼气中 H2S 浓度为

203 mg/m3，沼液中 S2-浓度为 100 mg/L，而对照组沼气中

H2S 浓度达 9000 mg/m3，沼液中 S2-浓度为 250 mg/L。实

验组硫氧化菌含量为 0.171%，远高于对照组的含量

（0.017%）。表明发酵系统中，硫氧化菌利用 O2 将沼气

中的 H2S 氧化成其他物质，发酵系统中丰富的 C、N 等

元素为硫氧化菌的生长提供足够的营养。H2S 是产甲

烷菌活动的重要因素，而硫氧化菌的存在降低了 H2S 浓

度，促进产甲烷菌的活性。通氧量为 11.85 L/m3沼气时

产 CH4量较对照组高 9%，表明 O2的存在有利于硫氧化

菌对 H2S 的转化，从而提高脱硫效率。

3 结 论

1）沼气发酵实验原料中 S 元素主要来源于猪粪，占

91.9%。厌氧发酵过程中有约 65.7%的 S 元素转化为

H2S 进入沼气，19.0%进入发酵后的沼液，15.3%残留在

沼渣中未参与生物转化。在微氧发酵过程中，沼液中

S2-的浓度（100 mg/L）远低于厌氧条件的 250 mg/L，约
71.8%的 S 元素转化为 H2S 然后被氧化成为 S 单质和

少量 SO2-
4 。

2）厌氧发酵初期沼气中 H2S 浓度较高，特别是在

第 7 天达到最大值，随后逐步降低，平均浓度约

5000 mg/m3。微氧发酵沼气中 H2S 浓度也呈先高后低

的趋势。1 倍的通氧量得不到理想的脱硫效率，随着通氧

量的增大，脱硫效率不断提高；当通氧量为 11.85 L/m3沼

气时，沼气中 H2S 与对照组相比去除效率可达 96%。

3）不同通氧量条件下，通过定时测定水中的 SO2-
4

浓度，发现通氧量越大，SO2-
4 浓度越高，当通氧量为 3 倍

时，集气瓶水中 SO2-
4 浓度最大可达 45 mg/L，含硫量仅

占系统中硫总量 3.3%。通氧量为 3 倍，集气瓶中水初

始 pH 值分别设定为酸性、弱酸性、中性（pH 值=3.0、
6.0、7.0）时，通过发酵结束后测 SO2-

4 浓度，结果表明酸

性越强，越有利于 SO2-
4 的生成。

4）高通量测序表明，随着通氧量的增大，微生物群

落的多样性仅有轻微变化，比较稳定；从属水平上的聚

类分析，微生物群落与对照组的相关性减弱；从 Unifrac.

weighted 分析，对照组与实验组及实验组之间无明显差

异；沼液中硫氧化菌随通氧量的增加而增加，而产甲烷

菌含量无明显变化。较高浓度的硫氧化菌使体系中

H2S 及时转化，从而减轻了 H2S 对产甲烷菌活性抑制，

进而提高甲烷产量。
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SULFUR TRANSFORMATION AND MICROBIAL COMMUNITY IN
MICROAEROBIC FERMENTATION OF BIOGAS

Lin Chunmian，Cheng Yu’e，Deng Xiaoning，Zhang Yima，Zhou Xinkai
（College of Environment，Zhejiang University of Technology，Hangzhou 310014，China）

Abstract：The introduction of trace oxygen into the anaerobic fermentation system can effectively reduce the concentration
of H2S in biogas and realize in situ desulfurization of biogas. The effects of sulfur element transformation，microbial
community characteristics and oxygen input quantity on microbial fermentation were studied by using rice straw and pig
manure as substrate. The results showed that about 65.7% of the sulfur in the raw material was converted into H2S in the
biogas in the process of anaerobic fermentation，19.0% entering biogas slurry after fermentation，and 15.3% remained in
biogas residue. Under the condition of micro-oxygen，the concentration of S2- in biogas slurry（100 mg/L）is much lower
than 250 mg/L at anaerobic conditions. About 71.8% of sulfur is converted to H2S and then oxidized into S element and a
small amount of SO2-

4 . H2S removal efficiency increases with the increase of oxygen，and when the oxygen input quantity
11.85 L/m3 biogas，about 96% of H2S is oxidized. According to the results of high- throughput sequencing，under micro
aerobaces condition the microbial diversity in slurry only changed slightly and the sulfur- oxidizing bacteria increased
significantly compared with that of anogenic fermentation，but methanogens does not change significantly. The presence of
higher concentrations of sulfur-oxidizing bacteria can enhance the conversion of H2S timely and reduces the inhibition of
H2S to methanogenic bacteria.

Keywords：biogas；micro-aerobic fermentation；hydrogen sulfide；sulfur conversion；microbial community


