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随着我国奶牛养殖规模的不断扩大，大量未处

理的牛粪日益成为环境污染的重要因素，对牛粪进

行厌氧发酵处理是当前实现其无害化与资源化的主

要的手段之一[1]。传统的厌氧发酵连续搅拌式反应器

（Continuous stirred tank reactor，CSTR）工艺具有发酵

时间长、沼气产量低、微生物易随发酵产物排出而浪

费等缺点[2]，如果添加适宜的载体固定反应器中的微

生物进而增加微生物的滞留期，可提高反应器的发

酵性能[3]。孙宇等人以牛粪为发酵原料，筛选厌氧发

酵固定床最佳载体材料，以碳纤维薄膜为载体的沼

气产量和甲烷产量分别比不加载体提高 12.1%和

15.6%[4]。林长松等研究发现在固定床厌氧反应器中

添加炭纤维载体具有较高的 COD 去除率和产气效

率，能够抵抗低 pH、高负荷冲击的能力，在运行过程

中不易发生反应器堵塞的现象 [5]。但实际生产应用

中，在牛粪为原料的沼气发酵体系中采用固定床工

艺来提高沼气产量至今还没有取得实质性进展，所

以在农业废弃物资源利用化方面，探究良好的牛粪
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摘 要：以牛粪为沼气发酵原料，利用连续搅拌式反应器（Continuous stirred tank reactor，CSTR）和碳纤维载体构建搅拌式固定

床反应器，研究料液浓度（TS）、碳氮比（C/N）、温度、pH、水力停留时间（HRT）和搅拌转速对甲烷产量的影响，通过响应面设计

进行回归分析，结合满意度函数确定牛粪搅拌式固定床厌氧发酵工艺的最佳参数。研究结果表明最佳工艺条件为：TS 8%，

C/N 25∶1，温度 39 ℃，pH 7.5，HRT 10 d。验证分析表明，模型预测值与试验值相吻合（偏差 2.27%），模型拟合度较好。
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Abstract:Mixing type fixed bed reactor was built combining the Continuous Stirred Tank Reactor （CSTR）and carbon fiber carrier .
The effects of total solid（TS），carbon and nitrogen ratio（C/N），temperature，pH，hydraulic retention time（HRT）and stirring speed
on biogas production were investigated using cow manure as the feedstock. According to the analysis of response surface method logy
and desirability function，the optimum conditions for biogas yield was as follows：materials density 8%，hydraulic retention time 10 d，

temperature 39 ℃，pH 7.5，carbon and nitrogen ratio 25∶1. After model validation，experimental and predictive value was consistent
and the test result and the relative deviation was 2.27%.
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沼气固定床发酵工艺具有重要意义。
在设计实验，建立模型时，响应面法（response

surface method，RSM）能够评价多个因素作用，寻求

出最优条件，能有效减少实验处理次数[6]。在沼气发

酵工艺的研究中，可以通过实验设计的有限个工艺

参数有效评价沼气发酵过程中某些变量之间的交互

作用[7]。在已有研究基础上，采用单因素和响应面分

析结合的方法对影响沼气发酵的主要因素进行优

化，提高反应体系的产气性能，为牛粪高效生产沼气

技术提供理论基础与技术支持。

1 原料与方法

1. 1 试验原料

沼气发酵原料为新鲜牛粪 （黑龙江八一农垦大

学附近养牛场），试验前粉碎大块牛粪，过筛去除其

中的杂物。剩余牛粪保存于-20 ℃冰箱备用。经 pH
计（日本 HORIBA）测定新鲜牛粪的 pH 为 7.8，利用

灼 烧 法 测 定 牛 粪 TS 含 量 为 17.89%，VS 含 量 为

16.95%，经碳氮元素分析仪（德国 Multi N/C 2100S）
测定牛粪的 TN 含量为 1.99%，C/N 为 31.9∶1。

1.2 试验装置

试验装置采用 1 L 螺口瓶，以碳纤维为载体构建

搅拌式固定床反应器，利用橡胶塞密封。发酵罐顶部

设有排气口和取样口，排气口通过橡胶管与 1 L 的集

气袋相连，用于收集气体，通过 Geotech 公司的

GA2000 便携式沼气分析仪 （Geotech Biogas Check）
测定沼气中甲烷含量，通过恒温摇床（BS-1E，上海有

限公司）控制发酵温度和转速，利用蠕动泵（BQ80S，

北京五洲东方科技有限公司） 循环进出料液调节

HRT。

1.3 试验方案

1.3.1 单因素试验

1.3.1.1 发酵料液初始 TS 对甲烷产量的影响

发酵罐装料量为 800 mL。设定初始料液浓度分

别为 4%、6%、8%和 10%，初始 pH 为 7.5，添加尿素

和蔗糖调节初始料液的 C/N 为 25∶1，每个处理设置 4
个重复，将发酵装置置于转速为 120 r·min-1 恒温摇

床上，35 ℃下厌氧发酵 30 d。使用便携式沼气分析仪

测定产气量和甲烷含量。发酵料液装量和测定指标

下同。
1.3.1.2 培养温度对产甲烷量的影响

设定发酵初始 TS 为 8%，pH 值为 7.5，C/N 为

25∶1，每个处理设置 4 个重复，分别置于 25、30、35 和

40 ℃的恒温摇床中，调节摇床转速为 120 r·min-1，培

养 30 d。
1.3.1.3 发酵料液初始碳氮比（C/N）对产甲烷量的影响

设定发酵初始 TS 为 8%，pH 值为 7.5，每个处

理设置 4 个重复，调节初始料液的 C/N 为 20∶1、25∶1、
30∶1 和 35∶1，35 ℃下，120 r·min-1 发酵 30 d。
1.3.1.4 搅拌转速对产甲烷量的影响

设定发酵初始 TS 为 8%，pH 值为 7.5，C/N 为

25∶1，每个处理设置 4 个重复，设定搅拌速度为 80、
100、120 和 150 r·min-1，35 ℃下发酵 30 d。
1.3.1.5 初始 pH 值对产甲烷量的影响

设定发酵初始 TS 为 8%，C/N 为 25∶1，每个处理

设置 4 个重复，调节发酵料液初始 pH 值分别为 6.0、
6.5、7.0、7.5 和 8.0，35 ℃下，搅拌转速为 120 r·min-1，

培养 30 d。
1.3.1.6 HRT 对甲烷产量的影响

设定发酵初始 TS 为 8%，pH 值为 7.5，C/N 为

25∶1，每个处理设置 4 个重复，HRT 分别设定为 9、
15、21 和 27 d，利用蠕动泵循环进出料液调节 HRT，

每个处理发酵时间为两个循环，35 ℃下，搅拌转速为

120 r·min-1，培养 30 d。
1.3.2 响应面和满意度函数分析

根据单因素试验结果，选择对发酵过程中甲烷

产量具有显著影响的因素，采用 Design-Expert 7.0
软件中 4 因素 5 水平的 CCD（Central composite de－
sign）构建响应曲面模型，选择 TS、HRT、温度和 C/N
四个显著性因素作为自变量设计分析。响应变量设

定为 TS、甲烷产率（Y1）和甲烷产量（Y2），自变量设

定为 TS（X1）、HRT（X2）、C/N（X3）和温度（X4），其中

变量的取值范围参考上述的单因素试验结果，分别

设定 X1 为（2%、4%、6%、8%、10%），X2 为（4 d、10 d、
16 d、22 d、28 d），X3 为（20、25、30、35、40）和 X4（25 ℃、
30 ℃、35 ℃、40 ℃、45 ℃）。并以编码值-2、-1、0、+1、
+2 分别代表自变量不同水平。

试验采用最小二乘法拟合的二次多项式方程来

预测自变量与因变量的关系，得到多元二次回归方

程见（1）。
Y1 =b0 +b1X1 +b2X2 -b3X3 +b4X4 -b12X1X2 +b13X1X3 -

b14X1X4+b13X2X3-b24X2X4+b34X3X4-b11X1
2-b22X2

2+b33X3
2+

b44X4
2 （1）
其中，b0 是参数项，b1、b2、b3、b4 是线性系数，b12、

b13、b14、b23、b24、b34 是交互项系数，b11、b22、b33、b44 是二

次项系数。试验设计共有 30 个试验点，试验参数变
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化对试验结果的影响有 24 个析因点，有 6 个试验条

件相同的中心点，用来评估模型的纯误差。
在沼气发酵工艺设计的响应曲面模型中含有

Y1 和 Y2 两个响应变量，而且这两个变量的最优值

所对应的最佳试验条件不同，所以采用 Design-Ex－
pert 7.0 软件中的满意度函数 （Desirability） 分析方

法，对该发酵工艺进行二响应、多变量的同时优化。
此方法将每个响应转换成满意度函数，统一对各变

量与 TS 甲烷产率和日产甲烷量的影响进行评价，并

对模型的可靠性进行验证试验。

2 结果与分析

2.1 单因素试验

2.1.1 不同初始条件对甲烷产率的影响

表 1 结果显示，TS 甲烷产率随着料液浓度的增

加先上升后下降，当 TS 为 4%时，TS 甲烷产率最低

（17.73 mL·g-1）；当 TS 为 8% 时，TS 甲烷产率最高

（33.00 mL·g-1）。各个处理间有显著差异（R2＜0.000 1），

说明底物浓度与甲烷产率相关显著。起始 pH 值

（6.0~8.0）、搅拌转速对 TS 甲烷产率影响差异性均不显

著。pH 值为 7.5 时，TS 甲烷产率最高，为 36.97 mL·g-1。
而试验发现，适度的搅拌有利于发酵料液充分混合，

减少出现堵塞和喷罐的现象。随着 C/N 的增加，TS 甲

烷产率先升高后下降，除 C/N 为 20∶1 和 25∶1 的差异

不显著外，各处理间差异性显著，C/N 为 25∶1 时，TS
甲烷产率最高。TS 甲烷产率随温度的增加先升高后

略有下降，当温度达到 30 ℃~35 ℃时，TS 甲烷产率

最高，达到了 37.25 mL·g-1，说明适宜的温度有利于

甲烷的产生，温度过高和过低都会影响甲烷的生成。
TS 甲烷产率随 HRT 先升高后降低，各个处理间差异

显著，当 HRT 为 15 d 时，TS 甲烷产率最高。
根据单因素试验结果，以 TS 甲烷产率作为衡量

表 1 单因素试验结果及方差分析

Table1 Single factor test results and variance test

影响因素

料液浓度/%

pH

搅拌转速/rpm

碳氮比

温度/℃

HRT/d

水平操作

4
6
8
10
6.5
7.0
7.5
8.0
80
100
120
150
20∶1
25∶1
30∶1
35∶1
25
30
35
40
9
15
21
27

TS 甲烷产率/ mL·g-1

17.73±0.36
23.27±0.68
33.00±0.94
30.71±0.83
34.36±0.71
33.72±0.17
36.97±0.68
35.26±0.09
34.80±0.93
36.06±0.39
36.08±0.27
35.69±1.36
31.73±1.69
34.44±3.01
29.21±1.84
26.29±0.76
20.59±0.02
37.25±0.74
36.93±0.68
34.15±0.25
27.82±0.66
36.84±1.83
31.67±1.74
26.79±2.21

F 值

153.43

0.13

2.89

5.57

106.47

10.36

P 值

＜0.001

0.971

0.136

0.043

＜0.001

0.005

注：表示显著（P＜0.05），表示极显著（P＜0.001）

指标，用 SPASS 软件进行方差分析。结果显示，影响 TS 甲烷产率显著的因素为浓度、碳氮比、温度和水力
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停留时间。其中，浓度和温度达到极显著水平，C/N 和

HRT 达到显著水平。pH 值和搅拌转速影响较小，未

达到显著水平。

2.2 响应曲面优化

以产气率和甲烷产量作为评价沼气发酵效果的

指标，选择对甲烷产率影响显著的 4 个因素（TS、C/N、
HRT 和温度）进行优化，产气率和甲烷产量越高，沼

气发酵效果越理想。为了得到最优化的实验条件和

结果，建立响应变量与自变量之间的函数关系，构建

特定的响应曲面图，找出最佳响应值及其对应自变

量的取值范围。
2.2.1 实验设计及响应曲面模型的方差分析

根据 CCD 试验设计，共进行了 30 组发酵实验，

试验方案和结果见表 2。对结果进行多元回归拟合，

得出 TS （X1，%）、HRT （X2，d）、C/N （X3） 和温度

（X4，℃）与 TS 甲烷产率（Y1，mL·g-1）和日产甲烷量

（Y2，mL）的二次多项式回归方程，见公如（2）和公式

（3）。
Y1 =19.36 +2.5X1 +0.17X2 -0.86X3 +0.45X4 -

编号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

料液浓度

/%
6
10
4
6
6
2
6
8
8
8
4
4
6
6
6
6
8
8
8
6
6
4
8
4
6
6
8
4
4
4

水力停留时间

/d
16
16
22
16
16
16
4
22
10
10
10
10
16
16
16
16
22
10
10
16
16
10
22
22
16
28
22
10
22
22

碳氮比

30
30
25
30
30
30
30
25
25
25
25
25
30
40
20
30
25
35
35
30
30
35
35
35
30
30
35
35
35
25

温度

/℃
35
35
40
25
45
35
35
40
30
40
30
40
35
35
35
35
30
30
40
35
35
40
40
30
35
35
30
30
40
30

TS 甲烷产率

/mL·g-1

30.5
30.3
29.2
29.0
29.7
19.3
26.6
30.2
31.8
32.3
24.3
26.8
29.1
28.8
31.0
29.1
30.5
29.3
30.1
28.2
29.1
24.3
29.5
23.5
30.2
26.5
29.5
23.3
26.5
27.2

日产甲烷量

/mL
82.0
81.0
55.7
72.1
78.9
37.0
117.0
58.8
139.2
142.4
91.2
107.2
80.3
75.0
83.8
87.2
59.6
123.2
128.3
68.6
76.5
91.2
56.7
39.3
80.9
42.4
56.7
84.8
48.0
50.1

表 2 CCD 设计方案及试验结果

Table 2 Design matrix and results of central composite experiment design

0.72X1X2 +0.22X1X3 -0.46X1X4 +7.5E -003X2X3 - 0.011X2X4 +0.011X3X4 -1.09X1
2 -0.64X2

2 +0.18X3
2 +
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0.066X3
2 （2）

Y2 =79.25 +11.9X1 -34.65X2 -3.9X3 +2.41X4 -
7.5X1X2 +0.37X1X3 -1.83X1X4 +1.81X2X3 -1.08X2X4 -
0.23X3X4-5.5X1

2+12.17X2
2-0.4X3

2-1.37X4
2 （3）

TS 甲烷产率和日产甲烷量模 型 的 方 差 分 析

（ANOVA）结果见表 3，TS 甲烷产率和日产甲烷量的失

拟项分别为 0.531 4 和 0.131 5，失拟程度都不显著，说

明此模型可以用来预测和分析厌氧发酵 TS 甲烷产率

和日产甲烷产量。根据试验数据建立的二次多项式数

学模型具有显著性，TS 甲烷产率的 R2 为 0.953 5，日

产甲烷量的 R2 值为 0.966 80，说明预测值和试验值之

间具有很好的拟合度。TS 甲烷产率和日产甲烷量的

Adj R2（调整确定系数）分别为 0.910 1 和 0.938 1，这

两个模型方程分别能解释 91.01%的 TS 甲烷产率响应

值变化和 93.81%的日产甲烷量响应值变化。
由表 4 可知，在 Y1 模型中，一次项 X1 对 TS 甲

表 3 响应曲面模型的方差分析

Table 3 ANOVA of response surface quadratic model

响应值

TS 甲烷产率

日产甲烷量

方差来源

模型

残差

失拟

误差

总和

模型

残差

失拟

误差

总和

平方和

232.01
11.31
7.56
3.75
243.32

39 442.92
1 305.16
1 108.97
196.19

40 748.08

自由度

14
15
10
5
29
14
15
10
5
29

均方

16.57
0.75
0.76
0.75

2 817.35
87.01
110.90
39.24

F 值

21.98

1.01

32.38

2.83

Prob＞F
＜0.001

0.531 4

＜0.001

0.131 5

烷产率的线性效应极显著，X3 和 X4 对 TS 甲烷产率

响应显著，X2 对其相应不显著。二次项 X12 对 TS 甲

烷产率的曲面效应极显著，X22 对 TS 甲烷产率效应

显著。交互作用对 TS 甲烷产率的影响不大，表明各

因素对 TS 甲烷产率的影响不是简单的线性关系。结

合 TS 甲烷产率的响应曲面图（图 1），（a）中可见，在

C/N 为 30、温度为 35 ℃、编码值 0 的情况下，TS 甲烷

产率（Y1）随 TS（X1）的增加而增加，说明两者呈正相

关性。HRT（X2）在范围内呈二次方程曲线变化，而

对 TS 甲烷产率的影响不明显。TS 与 HTR 的交互性

显著。由（b）可知，在 HRT 为 16 d、温度为 35 ℃时，

C/N 对 TS 甲烷产率的影响也较大，TS 与 C/N 交互作

表 4 响应曲面模型的回归系数与显著性水平

Table 4 Regression coefficients and their significance level for response surface quadratic model

模型系数

b0

b1

b2

b3

b4

b1b2

b1b4

b2b4

b1
2

b2
2

b3
2

b4
2

Y1

19.36
2.50
0.17
-0.86
0.45
-0.72
-0.46
-0.01
-1.09
-0.65
0.18
0.066

P 值

＜0.001
＜0.001
0.343
0.002
0.022
0.004
0.049
0.959
＜0.001
0.001
0.282
0.696

Y2

79.25
11.90
-34.65
-3.90
2.41
-7.50
-1.83
-1.08
-5.50
12.17
-0.40
-1.37

P 值

＜0.001
＜0.001
＜0.001
0.058
0.224
0.005
0.444
0.649
0.007
＜0.001
0.825
0.452

TS 甲烷产率 日产甲烷量

注：表示显著（P＜0.05），表示极显著（P＜0.001）。
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用不显著。在（c）中，HRT 16 d、C/N 为 30 时，TS 甲烷

产率随温度的增加而增加，影响显著，温度与 TS 的

交互性显著。结合回归方程表 5 可知，X1 的系数为

2.5。对影响 TS 甲烷产率的因素主次顺序为：TS＞
C/N＞温度＞HTR。

在 Y2 模型中，一次项 X1 和 X2 对日产甲烷量

C/N 30∶1 和温度 35 ℃时，TS 与 HRT 对 TS 甲烷产率的影响（a）；

HRT 16 d 和温度 35 ℃时，TS 与 C/N 对 TS 甲烷产率的影响（b）；

HRT 16 d 和 C/N 30∶1 时，TS 和温度对 TS 甲烷产率的影响（c）
图 1 TS 甲烷产率的曲面响应图

Fig. 1 The RSM plots of TS methane yield

的线性效应极显著，二次项 X22 对日产甲烷量的响

应极显著，各因素的交互作用对日产甲烷量的影响

也不大。日产甲烷量的响应曲面图如图 2 所示。（a）
HRT 为 16 d、温度为 35 ℃时，日产甲烷量随 TS 的增

加而增加，随 C/N 的增加而减小，TS 和 C/N 对日产甲

烷量的影响极显著，C/N 与 TS 对日产甲烷量的交互

作用不显著。由（b）可见，在 HRT 为 16 d 、C/N 为 30

时，温度的变化对日产甲烷量的影响不显著，TS 与温

度的交互作用也不显著。由（c）可知，在 TS 为 6%、
HRT 为 16 d 时，日产甲烷量随温度的增加先增加后

减小，可见适宜的发酵温度有利于甲烷的产生。通过

结合回归方程表 5，在 Y2 模型中，影响日产甲烷量的

因素的主次顺序为：HRT＞TS＞C/N＞温度。
2.3 满意度函数优化模型

HRT 16 d 和温度 35 ℃时，TS 与 C/N 对日产甲烷量的影响（a）；

HRT 16 d 和 C/N 30∶1 时，TS 与温度对日产甲烷量的影响（b）；

TS 6%和 HRT 16 d 时，C/N 和温度对日产甲烷量的影响（c）。
图 2 日产甲烷量的曲面响应图

Fig. 2 The RSM plots of methane yield per day

利用 Design-Expert 7.0 软件 Desirability 函数对

Y1 和 Y2 两个响应变量同时进行优化，优化的试验

条件包括 X1、X2、X3 和 X4。每个自变量（Xi）和响应

量（Yi）的重要性的取值范围为 1~5，n 值一般设定为

软件默认值。实验设定的各自变量参数条件 Xi 和响

应值 Yi 的范围见表 5。由表可知，各响应值与参数值

110



第 3 期

的高低限都是设定为实验的默认值，因为 TS 甲烷产

率是最关键的评价指标，将其重要值设为最高值 5，

甲烷产量的重要值为 4，其余各项均为默认值 3。
由满意度函数优化处理后得到的各变量的 di 值

变量

料液浓度/%
水力停留时间/d

碳氮比

温度/℃
TS 甲烷产率/mL·g-1

日产甲烷量/mL

目标

全区间

全区间

全区间

全区间

最大

最大

最低限

4
10
25
30
5
20

最高限

8
22
30
40
50
500

底限权重

1
1
1
1
1
1

高限权重

1
1
1
1
1
1

重要值

3
3
3
3
5
4

表 5 满意度函数的变量范围

Table 5 The lower limit and upper limit values of the individual response of desirability

与 D 值见图 3，可知 TS 甲烷产率的 di 值为 0.367 9，

日产甲烷量的 di 值为 0.128 0，而其余各参数的 di 值

均为 1，系统的总体满意度值 D 为 0.230 1。Design-
Expert 7.0 软件给出的 Desirability 函数的优化方案

是：TS 8%，HRT 10 d，温度为 39 ℃，C/N 25∶1。

2.4 优化处理试验验证

根据满意度函数优化的回归模型所预测出的最

优条件，进行 3 次牛粪厌氧沼气发酵试验验证优化

模型的可靠度和准确度，试验结果得出：平均 TS
甲 烷 产 率 为 38.43 mL·g -1， 平 均 日 产 甲 烷 量 为

188.2 mL，预测值与试验值基本吻合，二者偏差

2.27%。由此说明响应面与满意度函数分析法相结合

可以用来优化以牛粪为原料的发酵产沼气工艺。

3 讨论与结论

研究表明，固定床载体能将大量厌氧微生物固

定，使反应器内保持有较高浓度的活性污泥，从而有

效提高反应器的运行性能[6]。TS、温度、C/N、HRT、pH
等条件能在不同程度上影响甲烷的产出[8-13]，试验研

究表明，发酵温度较低时，系统启动较慢，启动需时

较长，TS 甲烷产率低，但温度过高也会抑制甲烷产

出；TS 甲烷产率随着发酵料液浓度的增加先上升后

下降，宋籽霖等[14]的研究也表明，发酵料液浓度并不

是越高越好。单因素试验中，pH 和搅拌转速对 TS 甲

烷产率影响不显著，但 Khursheed.K 研究表明，适度的

搅拌能提高产气效率，发酵浓度增加，效果越明显[15]。
分析原因，可能是因为应用的试验材料不同所致。

在牛粪厌氧发酵条件研究结果中表明，进料 TS
和 C/N 是影响牛粪厌氧消化产气效果的重要因素，

其应用响应面法同时优化沼气产率、甲烷含量和

COD 去除率，筛选出三者共同的最佳条件为 TS
6.49%，温度 35.37 ℃，C/N 25.36∶1[16]。试验对 TS 甲烷

产率和日产甲烷量两个响应变量进行优化，得出对

TS 甲烷产率影响最大的两个因素是底物浓度，其次

是 C/N。得出最终优化方案：TS 8%，温度 39 ℃，C/N
25∶1，HRT 10 d，与上述优化条件基本一致。但研究的

图 3 各变量的 di 及总体满意度 D 的条形图

Fig.3 Bar graph representing individual desirability of all response in correspondence with combined desirability（D）
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日产甲烷量更高，产甲烷效果较好可能与采用的搅

拌式固定床反应器有关。
固定床对产甲烷微生物具有截留作用，适度的

搅拌使发酵原料与微生物混合均匀，增加了物料与

微生物的接触机会，从而提高反应效率。
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