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厌氧发酵菌剂对黑水厌氧发酵和无害化效果的
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摘　要　为实现农村黑水的安全资源化利用，本研究通过添加厌氧发酵菌剂，分别考察了菌剂投加量、发酵温度对黑
水中有机物的转化和病原微生物灭活效果的影响，分析了发酵体系中微生物群落结构的变化。结果表明厌氧发酵菌剂
对黑水厌氧发酵有明显促进作用，适宜投加量为黑水量的 1‰。较高温度有利于黑水发酵，SCOD积累量最高达 1 497 mg·L−1，
VFA积累量为 359 mg·L−1，80.3% 的纤维素被降解，粪大肠菌群数、蛔虫卵数均达到无害化要求。低温时微生物活性
降低但仍有明显促进效果。发酵体系中，厚壁菌门、拟杆菌门和变形菌门是主要优势菌门，相对丰度分别为
35.8%~63.0%、9.9%~43.8% 和 2.6%~31.5%；优势菌属为 Acinetobacter, Tissierella, Bacteroides 菌属，相对丰度分别为
14.0%~22.5%、6.4%~14.5% 和 1.3%~7.9%。厌氧发酵菌剂的投加提高了具有水解酸化功能的厚壁菌门的丰度，降低了
变形菌门的丰度；同时提高了具有降解木质素、纤维素的 Dysgonomonas 丰度，降低了 Acinetobacter, Ruminococcus 和
Romboutsia 的丰度。本研究结果可为应用厌氧发酵菌剂促进黑水厌氧发酵、臭味控制、实现黑水的高效无害化和资源
化提供依据。
关键词　农村生活污水；黑水厌氧发酵；厌氧发酵菌剂；有机物转化；无害化效果；微生物群落结构 
 

农村生活污水的可持续治理是建设宜居宜业和美乡村的重要内容之一。传统的农村生活污水治理方式存
在建设及运维成本高、污染物收集率低、运行不稳定、运维复杂等问题，是一种消耗能源处理资源的非可持
续治理路径。农村生活污水的资源化利用已成为共识，在地形条件复杂或农房较为分散的农村地区，基于黑
灰分离的分散式污水资源化利用系统是更为有效且可持续的治理模式[1]。

生活污水根据其来源可以分为来自厕所的黑水和来自厨房、洗涤、洗澡等的灰水，其中黑水主要包括粪
便、尿液和冲厕水等[2]。人粪尿的日均排放量仅占生活污水的 1%~2%(体积比)，但生活污水中约 60% 的化
学需氧量 (Chemical  Oxygen  Demand,  COD)、97% 的总氮 (Total  Nitrogen,  TN)和 90% 的总磷 (Total
Phosphorus, TP)源自于黑水[3]。因此，源分离是一种能充分利用黑水中营养物质并大幅降低污水处理成本的
有效方案[4]。通过“黑灰分离”，对黑水进行处理，获得液态或固态肥，实现黑水资源化利用。化粪池是农村
地区常见的无动力黑水简易处理设施[5]，通过厌氧消化实现对黑水中有机物的降解，然而，化粪池的简易厌
氧消化不能有效去除黑水中所含有的大量病原微生物。王玉华等[6] 研究发现在三格式化粪池中，经 30 d以上
的厌氧消化，粪大肠菌值无法满足无害化卫生要求，增加了利用过程中的安全风险。通过提高发酵温度或与
餐厨垃圾、畜禽粪便、厌氧污泥、农业废弃物共消化等方式，可有效灭活病原微生物，同时产生清洁能源甲
烷，实现黑水的资源化，但需要额外的设施收集农户黑水和产生的甲烷，增加了建设成本，在广大农村地区
推广应用难度较大。因此，强化黑水在化粪池内厌氧发酵，促进大分子有机物的水解和病原微生物的灭活，
是进行黑水安全资源化利用的关键[7]。

本研究应用厌氧发酵菌剂，强化黑水厌氧发酵产酸过程，促进黑水中有机物的快速水解并积累有机酸，
抑制后续的产甲烷过程，保留黑水中的小分子有机物和营养物质，获得液态肥，同时有效控制黑水中的臭味
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物质和粪大肠菌群等病原微生物，保障发酵液回田利用的安全性。通过批次实验，考察了厌氧发酵菌剂投加
量、发酵温度对黑水中有机物转化、有机酸积累、臭味控制和病原微生物灭活的影响，分析了发酵体系中微
生物群落结构的变化，提出了适宜的黑水强化处理方法，为实现农村黑水资源化安全利用提供依据。 

1    材料与方法
 

1.1    厌氧发酵菌剂和黑水的获取及表征

本文使用的厌氧发酵菌剂由课题组与登高环保科技有限公司联合研发，外观为黑色液体，有少许沉
淀。厌氧发酵菌剂的性质为：pH为 7.6，总化学需氧量 (total chemical oxygen demand, TCOD)为150 000
mg·L−1，溶解性化学需氧量 (soluble  chemical  oxygen demand,  SCOD)为 270 mg·L−1，总固体浓度 (total
solids, TS)为 1 500 mg·L−1，挥发性固体浓度 (volatile solids, VS)为 1 480 mg·L−1。

高通量测序结果显示厌氧发酵菌剂含有 16种细菌门，优势菌门为厚壁菌门和变形菌门，相对丰度分别
为 88.3% 和 11.2%；含有 69种菌属，优势菌属为乳杆菌属、罗尔斯通菌属、假单胞菌属和寡养单胞菌属，
相对丰度分别为 87.4%、6.5%、2.1% 和 1.1%，表 1列出了相对丰度排名前 10的细菌门/属。
 
 

表 1  厌氧发酵菌剂微生物群落丰度

Table 1  Microbial community abundance of the anaerobic fermentation bacterial agent

门水平分类 相对丰度/% 属水平分类 相对丰度/%

厚壁菌门(Firmicutes) 88.28 乳杆菌属(Lactobacillus) 87.40

变形菌门(Proteobacteria) 11.21 罗尔斯通菌属(Ralstonia) 6.55

拟杆菌门(Bacteroidota) 0.25 假单胞菌属(Pseudomonas) 2.06

放线菌门(Actinobacteriota) 0.08 寡养单胞菌属(Stenotrophomonas) 1.07

蓝藻菌门(Cyanobacteria) 0.05 李斯特菌属(Listeria) 0.48

脱硫杆菌门(Desulfobacterota) 0.02 根瘤菌属(Allorhizobium-Rhizobium) 0.37

疣微菌门(Verrucomicrobiota) 0.02 气单胞菌属(Aeromonas) 0.19

脱铁杆菌门(Deferribacterota) 0.02 弧菌属(Vibrio) 0.13

奇异球菌门(Deinococcota) 0.02 固氮螺菌属(Azospirillum) 0.12

梭杆菌门(Fusobacteriota) 0.02 普氏菌属(Prevotella_9) 0.08
 

实验用黑水取自东南大学校园厕所，厕所冲水量为每次 5 L。取样后，将黑水混匀并分装至厌氧反应器
内进行厌氧发酵实验。黑水 pH为 9.2±0.3，TCOD为 (2  900±100)  mg·L−1，SCOD为 (300±20)  mg·L−1，
TS为 (1 950±150) mg·L−1，VS为 (1 200±100) mg·L−1，TN为 (545±25) mg·L−1， TP为 (125±15) mg·L−1，
总钾 (Total  Potassium,  TK)为 (3.5±1.7)  mg·L−1，粪大肠菌群数为 (1.6±0.8)×1010 MPN·L−1，蛔虫卵数为
(2 650±350) MPN·L−1。 

1.2    实验装置

本研究实验装置为如图 1所示的双层厌氧反应釜，有效容积为 2 L，设有转速为 30 r·min−1 的搅拌机。
使用带有循环泵的恒温水浴锅，在反应釜夹层中注入恒温水控制反应温度。 

1.3    实验方案

1)厌氧发酵菌剂适宜投加量的确定。在正式实验前，分别在 0、0.2、0.4、0.6、0.8、1 mL和 0、2、
4、6、8、10 mL两个菌剂投加量梯度下进行了黑水发酵预实验，黑水量为 2 L，发酵时间为 20 d。预实验结
果表明，1 mL以下的菌剂投加量下，厌氧发酵效果较差，而在 2~10 mL投加量下，厌氧发酵菌剂的效果差
异并不显著，因此将菌剂投加量梯度设置为 0.5、1.0、1.5、2.0和 2.5 mL。发酵 10 d后，SCOD、VFA等
指标均趋于平稳，故确定发酵时间为 10 d。

在 5个分别装有 2 L黑水的反应釜内，分别投加 0.5、1.0、1.5、2.0和 2.5 mL的厌氧发酵菌剂，编号
分别为 F1~F5，并设置不投加厌氧发酵菌剂的对照组 F0。在室温 (20±1) ℃ 下进行为期 10 d的厌氧发酵实
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验。搅拌速度 30 r·min−1，反应釜内投加聚氨酯海绵填料，填充体积比 70%。每天取上清液，测定 TCOD、
SCOD、VFA、氨氮、TN、TP等指标。经 0.45 μm膜过滤后的黑水原水和发酵后水样均在 4 ℃ 下保存，并
在 3 d内完成测定。每天取样后，反应器内通氮气 5 min以保证厌氧环境。

2)温度对厌氧发酵菌剂强化黑水厌氧发酵的影响。在 3个装有 2 L黑水的反应釜内各投加 2.0 mL厌氧
发酵菌剂 (投加量由前述实验确定)，搅拌速度 30 r·min−1，聚氨酯填料填充体积比为 70%，分别在 10、20、
30 ℃ 下进行为期 10 d的厌氧发酵实验，实验编号为 T1、T2和 T3，并设置 20 ℃ 下不添加厌氧发酵菌剂的
对照组 T0。经 0.45 μm膜过滤后的黑水原水和发酵后水样均在 4 ℃ 下保存，并在 3 d内完成测定。每天取
样后，反应器内通氮气 5 min以保证厌氧环境。

3)黑水厌氧发酵过程中微生物群落结构分析。常温下，在有效容积为 2 L的厌氧反应釜内进行厌氧发酵
实验，厌氧发酵菌剂投加量为 2.0 mL（由实验 1确定），搅拌速率为 30 r·min−1，聚氨酯填料填充率 70%，
记为 M1。设置不添加厌氧发酵菌剂的对照组为 M0，其他条件一致。取黑水原水及发酵时间为 1、5、10
d的M0、M1发酵液，经 12 000 r·min−1 离心后获得沉淀，分析其微生物群落结构。 

1.4    分析方法

1)微生物群落分析方法。经离心处理后，沉淀物的高通量测序委托广东美格基因科技有限公司进行。使
用引物 341F(CCTACGGGNGGCWGCAG)和 805R(GACTACHVGGGTATCTAATCC)对细菌 16srDNA
的 V3V4区域进行扩增，使用 Illumina Novaseq 6 000 / Miseq高通量测序平台的 PE250 / PE150 / PE300模
式进行测序。使用 QIIME2(Version  QIIME2-202 202)软件进行降噪，并获得最终的 ASV(Amplicon
Sequence Variants)以及特征表。使用 QIIME2软件的 SILVA138.1数据库对进行物种注释分析[8-9]。

2)其他指标分析方法。pH、TS、VS、TCOD、SCOD、氨氮、TN、TP按照国家标准方法测定[10]。使
用 pH100A型 pH计 (HACH,  Loveland,  Colorado,  USA)测定 pH。使用配有 HPFFAP毛细管柱 (30  m×
0.25 mm×0.25 mm)和氢火焰离子化检测器的气相色谱仪 (7890B,美国 Agilent公司)测定 VFA[11]。UV254、
E4/E6使用分光光度计 (UV8100A，中国 Labtech公司)进行测定。蛋白质质量浓度采用比色法测定[12-13]。纤
维素采用中性洗涤剂洗涤、蒽酮比色定糖法测定[14]。粪大肠菌值采用《粪便无害化卫生标准》(GB7959)中
的推荐方法测定[15]。粪大肠菌群数采用多管发酵法测定[16]。三维荧光光谱采用荧光光谱仪 (Cary Eclipse，美
国 Agilent公司)测定。粪臭素采用高效液相色谱仪 (6890A，美国 Agilent公司)测定，色谱条件如下：色谱
柱为 Hypersill BDSC18（250 mm×4.6 mm×5 μm），柱温 30 ℃，紫外检测波长 254 nm，流动相为甲醇:水
（75:25，体积比），流速为 0.6 mL·min−1，进样量为 20 μL。 

2    结果与讨论
 

2.1    厌氧发酵菌剂适宜投加量的确定

1)厌氧发酵菌剂投加量对 TCOD与 SCOD的影响。不同厌氧发酵菌剂投加量下的黑水 TCOD与
SCOD值在不同时间的变化如图 2所示。在常温且没有投加菌剂的情况下，TCOD整体呈波动降低的趋势。

 

图 1    实验装置示意图与实物图

Fig. 1    Schematic and physical diagram of experimental device
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与对照组相比，添加了厌氧发酵菌剂的反应器内，TCOD值降低较慢。其中 F5号反应器添加了最多剂量的
厌氧发酵菌剂，其 TCOD的去除率为 36%，低于 F4号反应器的 43.3%。F1、F2和 F3号反应器有着相似
的 TCOD去除率，均在 67% 左右。这种 TCOD变化的差异可能是由于菌剂的添加导致黑水中的更易通过物
理沉降作用沉淀的大颗粒物质被分解为粒度更小、更不易沉降的小颗粒物质。这点也可以从黑水的表观形态
看出，添加了菌剂的反应器内絮状物更多，而对照组内大部分固体物质均沉降在底部。
 
 

图 2    不同菌剂投加量下，TCOD 与 SCOD 的变化

Fig. 2    Variations of TCOD and SCOD at different doses of bacterial agent
 

与 TCOD不同，SCOD表现出不同的趋势。随着反应时间的增加，SCOD整体呈现出先上升后略微下

降，随后保持稳定的状态。在反应器内部同时存在 2种反应，一种是粒径较大的不溶性的颗粒在微生物的作

用下逐步转化为粒径较小的不溶性颗粒，并且进一步转化为可溶性物质，这会导致 SCOD的升高。同时，溶

解在水中的有机物会通过微生物的同化作用和异化分解，导致 SCOD的减少。出现上述趋势的原因可能是，

在反应前 3 d，反应器内的主要反应过程为非溶解性物质转化为溶解性有机物，因此 SCOD值在前 3 d迅速

积累，呈上升趋势，随后 2 d，黑水中溶解性有机物含量的增加导致微生物大量生长，同化作用和异化分解

开始占据主要地位，SCOD呈下降趋势，之后这两类反应过程逐渐达到平衡。6个反应器内，SCOD值均在

第 3天达到峰值，随后开始下降。其中 F5反应器内 SCOD峰值最高，为 1 800 mg·L−1，而不添加菌剂的对

照组峰值最低。上述结果说明添加厌氧发酵菌剂可以有效促进黑水中不溶性物质转化为溶解性有机物，进而

有利于黑水中微生物的增殖，这一点在后续进一步讨论。厌氧发酵菌剂的投加量影响了黑水 SCOD值，较多

的厌氧发酵菌剂促进了黑水中 SCOD的积累。F5反应器添加了 2.5  mL厌氧发酵菌剂，获得最高的

SCOD值，但反应 10 d后 SCOD的积累量仅比添加 2.0 mL的 F4反应器提高 3%，而 F4反应器比 F3中

的 SCOD值提高了 10%。该结果表明厌氧发酵菌剂添加的越多，越有利于黑水中不溶性有机质的水解，但

菌剂的添加量增加至一定值后，其效果不再明显提升。

2)厌氧发酵菌剂投加量对氨氮的影响。不同厌氧发酵菌剂投加量对黑水氨氮值的影响如图 3所示。由于

黑水中含有大量蛋白质，在微生物的分解作用下可形成高质量浓度的氨氮[17]。由图 3可见，氨氮由最开始的

147 mg·L−1 开始快速积累，最高达到 342 mg·L−1。有研究[18] 表明，厌氧发酵过程氨氮质量浓度应保持在

200 mg·L−1 以下，以避免高质量浓度氨氮抑制产甲烷菌的活性。但本文使用的厌氧发酵菌剂旨在促进厌氧产

酸过程，即厌氧发酵的第一阶段，通过这一阶段产生富含有机物和氮磷营养物质的发酵液，进而实现黑水的

资源化。因此，尽管在很多文献中氨氮积累被极力避免，但在本文中氨氮积累可以提高发酵液中营养盐的含

量，有利于黑水资源化效率。添加厌氧发酵菌剂的反应器中氨积累量明显高于对照组，反应 10 d后 F5反应

器的氨氮质量浓度达到了 342 mg·L−1，明显高于对照组的 198 mg·L−1。YAN等[19] 研究表明，黑水在厌氧发

酵过程中产生的高质量浓度氨氮主要来源于尿素和蛋白质的分解。因此，厌氧发酵菌剂的添加能够明显促进

蛋白质和尿素等的水解过程，对于提高黑水中的营养物质量浓度有贡献较大，该结果在后文的蛋白质的分析

中也能进一步证明。与 SCOD类似，仅添加 0.5 mL的厌氧发酵菌剂就可以使黑水中的氨氮质量浓度提升
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27%，而 F5与 F4相比氨氮质量浓度积累仅提高
2%，因此，在提高厌氧发酵菌剂量至 2.0 mL后，
再增加菌剂使用量并不能明显提高氨氮的积累
效率。

3)厌氧发酵菌剂投加量对 VFA生成的影响。
厌氧发酵菌剂投加量对黑水 VFA值的影响如图 4
所示。黑水中的大分子有机物通过厌氧发酵转化可
为微生物、植物利用的小分子有机物，本研究使用
的厌氧发酵菌剂强化了厌氧产酸的过程，促进黑水
中 VFA的积累。对照组中的 VFA积累量最低，
反应 10 d后从最开始的 62.16 mg·L−1 仅增加至
116.84 mg·L−1。而在添加了厌氧发酵菌剂的反应
器内，VFA的积累量明显高于对照组，表明厌氧
发酵菌剂对黑水厌氧发酵的产酸阶段具有积极的促

进作用，增加发酵菌剂的投加量可以提高 VFA的
产量，但投加量从 F4的 2 mL提高至 F5的 2.5 mL
时，VFA产量和积累速率相近。

4)厌氧发酵菌剂投加量对 TN与 TP的影响。
厌氧菌剂投加量对黑水中 TP与 TN值的影响如
图 5所示。6个反应器的 TN质量浓度在第 2天均
有明显积累，且积累量相当，但在随后的反应中均
有所衰减。发酵过程中各反应器 pH由 9.2下降至
8.1~8.4，始终处于碱性条件，因此部分游离氨的
挥发导致 TN下降，但由于氨氮的产生量大于氨的
挥发量，氨氮质量浓度没有下降 (图 3)。添加了厌
氧发酵菌剂的反应器内，由于发酵液中氨氮质量浓
度的增加，TN的衰减速度略慢于对照组，但菌剂
投加量对于 TN质量浓度的变化没有显著影响。
TP的积累与 TN有所差异，反应第 2天由于颗粒

态含磷有机物的水解，各组 TP质量浓度均有增加，F0~F2组在反应 2 d后，TP质量浓度开始有所降低，而
F3~F5组的 TP质量浓度缓慢增加，其中 F5组在反应 10 d后 TP质量浓度最高，达到 159 mg·L−1。这可能

 

图 3    不同菌剂投加量下，氨氮质量浓度的变化

Fig. 3    Variations of ammonia nitrogen concentration at
different doses of bacterial agent

 

图 4    不同菌剂投加量下，VFA 质量浓度的变化

Fig. 4    Variations of VFA concentration at different dosages of
bacterial agent

 

图 5    不同菌剂投加量下，TN 和 TP 的积累

Fig. 5    Accumulation of TN and TP at different dosages of bacterial agent

 

    第 9 期 孙远博等：厌氧发酵菌剂对黑水厌氧发酵和无害化效果的影响 2441    



与固磷微生物的作用有关，即添加 1.5 mL及以上的厌氧发酵菌剂的反应体系中固磷微生物菌群在厌氧发酵
菌剂的作用下得到更好生长[19]。

5)厌氧发酵菌剂投加量对粪大肠菌值的影响。在《粪便无害化卫生要求》(GB7959-2012)ak/>中，粪大

肠菌值是评价黑水无害化的一个重要指标[15]。本研
究监测了黑水原水和发酵 10 d后黑水的粪大肠菌
值，结果如表 2所示。由表可知，经过 10 d的厌
氧发酵后，黑水中粪大肠菌值均升高。粪大肠菌值
越高，表明检测出粪大肠菌存在所需要的稀释倍数
越高，也表明该体系内可能含有的粪大肠菌的个数
越少。表 2表明，添加了厌氧发酵菌剂的实验
组，其发酵液粪大肠菌值均显著高于对照组 F0，
证实了本研究使用的厌氧发酵菌剂可以高效促进黑
水的无害化。

黑水在不同厌氧发酵菌剂投加量时经 10 d厌
氧发酵后，SCOD、氨氮和 VFA的积累如图 6所
示。由图可知，各指标的最终积累的质量浓度与厌
氧发酵菌剂投加量呈正相关，表明厌氧发酵菌剂可
以促进黑水在厌氧发酵过程中固态及大分子有机物
的水解、VFA的产生和致病菌的去除，菌剂量从
0增加至 2 mL时促进作用显著，而当菌剂投加量
从 2.0 mL增加至 2.5 mL时， SCOD值、VFA值
和氨氮质量浓度变化不显著，因此厌氧发酵菌剂的
适宜投加量为 1.0 mL·L−1 黑水，即黑水量的 1‰。 

2.2    温度对厌氧发酵菌剂强化黑水厌氧发酵的

影响

1)对水质指标的影响。SCOD可以直观表现
出黑水中溶解性有机物的积累，不同温度时黑水

的 SCOD值变化如图 7所示。由于黑水中颗粒态
有机物在发酵初期的有效水解，各组 SCOD值快
速上升，随后由于微生物的同化作用及异化分解，
SCOD值逐渐下降并维持稳定。温度对水解过程有
显著影响，温度越高，发酵液 SCOD的峰值越
高，T3组的 SCOD值在反应第 1天就达到 1 800
mg·L−1 的峰值，而 T1组的峰值仅为 1 300 mg·L−1，
但均高于对照组 T0的 933 mg·L−1，各组在实验
4 d后 SCOD值趋于稳定，该结果表明在 10 ℃
至 30 ℃ 的范围内，提高温度可以促进黑水厌氧发
酵过程的水解阶段。而在 10 ℃ 时，添加厌氧发酵
菌剂的黑水与常温下不添加菌剂的黑水相比，其
SCOD值的积累也较高，说明在较低温度下，厌氧
发酵菌剂依然可以有效促进黑水中颗粒态有机物的

水解。
温度对黑水氨氮质量浓度的影响如图 8所示。各组氨氮质量浓度呈现先升高后稳定的趋势，其中 T1和

T2两组在反应 4 d后，氨氮值的增长达到相对稳定的状态，T2的氨氮积累量在反应 10 d后达到 325 mg·L−1，

 

表 2  不同菌剂投加量下，黑水的粪大肠菌群值

Table 2  Fecal coliform values of blackwater at different
dosages of bacterial agents

发酵时间/d F0 F1 F2 F3 F4 F5

0 4.0×10−6 4.0×10−6 4.0×10−6 4.0×10−6 4.0×10−6 4.0×10−6

10 4.0×10−5 0.4 0.6 3.6 4.3 4.3

 

图 6    不同厌氧发酵菌剂投加量下，SCOD、VFA 和

氨氮在黑水中的积累

Fig. 6    Accumulation of SCOD, VFA and ammonia in
blackwater at different dosages of anaerobic

fermentation bacterial agent

 

图 7    不同温度下，SCOD 的变化

Fig. 7    Variations of SCOD at different temperatures
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略高于 T1的 318 mg·L−1，而 T3中氨氮值在反应
7 d后趋于稳定，积累量为 403 mg·L−1，高于其余
实验组。该结果表明较低温度仍然可以实现氨氮的
积累，但适当升高温度可促进黑水中含氮有机物的
生物分解，使氨氮的积累更多。

图 9为各组黑水发酵中 TN变化。在经历
1~2 d的快速积累后，由于氨的挥发，总氮值均有
所下降，其中 T3组 TN积累最多，第 2天达到峰
值 422 mg·L−1，但其随后的下降量也最多， 第 10 d
时质量浓度降至 377 mg·L−1，低于 T1和 T2组，
可能原因是较高的温度促进了氨的挥发，导致
TN下降。低温下的 T1组 TN值在各反应阶段均
低于 T2常温组，其原因为低温条件下微生物活性
下降，颗粒态含氮有机物的分解较慢，达到平衡时

的 TN值也较低。不同温度时各组 TP质量浓度均高于对照组 T0，但 T1~T3组间差异不大，说明投加发酵
菌剂时温度对于总磷的积累影响不大。

UV254 是衡量水中有机物的一个重要指标，其与 COD、DOC等均具有良好的关联性[20-21]。由图 10可
知，厌氧发酵 1~2 d内 UV254 值即达到峰值，随后快速下降，在第 3~5天开始稳定，这种变化是黑水中颗粒

态有机物的水解和溶解性有机物生物降解共同作用
的结果。有研究表明，木质素、丹宁等有机污染物
在 254 nm处均有较强的吸收[22]，UV254 的下降表
明在厌氧发酵菌剂的作用下，这类物质很好地被降
解 [23]，而未投加发酵菌剂的对照组 T0中黑水
UV254 值变化量较小。温度对 UV254 有显著影响，
温度越高，其值变化速率越高，其原因为温度影响
黑水中微生物活性。T1低温组黑水的 UV254在
第 5天后才达到稳定状态，但稳定后 UV254 的值
与 T2和 T3组无显著区别，表明温度对黑水中有
机物的水解程度并无显著影响。

E4/E6值可用于表征苯环 C 骨架的聚合程度
及羰基共轭度，其值越小表示有机物的聚合程度越

 

图 8    不同温度下，氨氮质量浓度的变化

Fig. 8    Variations of ammonia nitrogen at
different temperatures

 

图 9    不同温度下，TN 和 TP 的变化

Fig. 9    Variations of TN and TP at different temperatures

 

图 10    不同温度下，UV254 的变化

Fig. 10    Variations of UV254 at different temperatures
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高[24]。温度对黑水 E4/E6值的影响如图 11所示。
在厌氧发酵的前期，E4/E6快速升高，表明在反应
起始阶段大分子物质占总溶解性有机物的比例较
高，随着反应的进行，小分子物质占总溶解性有机
物的比例快速增加，其原因为发酵菌剂在反应前期
即可将大分子有机物有效分解为小分子物质。研究
表明，分子质量小于 1kDa的有机物含量是水体是
否具有生物稳定性的关键[25]，因此在厌氧发酵菌剂
作用下发酵的黑水具有更强的生物稳定性。T1与
T2组相比没有明显差异，T3组由于温度升高，黑
水的 E4/E6值在反应后期略高于另外两个实验
组，该现象表明温度升高可以使黑水中小分子有机
物占比提高。

2)对有机物转化的影响。黑水中溶解性有机物 (dissolved organic matter, DOM)，如腐殖酸和蛋白质
等，受特定激发光线照射的影响，会产生各异的荧光信号[26]。对黑水的三维荧光光谱图进行分析，可以揭示
黑水在不同温度时发酵前后 DOM化学组分的变化，结果如图 12所示。由图 12可知，黑水的三维荧光光谱
图主要由两个明显的荧光峰组成，分别为类腐殖酸峰 (Ex/Em=260~300 nm/350~390 nm)与类蛋白质峰
(Ex/Em=215~235 nm/350~410 nm)[27-28]，这与王明月等[22] 对黑水进行三维荧光光谱强度测定，所检测到的峰
一致。图 12表明，经 10 d发酵后，黑水中类腐殖酸与类蛋白质物质含量明显升高，且与对照组相比，
T1~T3实验组黑水中类腐殖酸与类蛋白质物质的积累明显高于对照组，表明添加厌氧发酵菌剂可以极大促进
黑水在厌氧发酵的过程中类腐殖酸与类蛋白质物质的积累。T1组中，黑水经发酵后，类腐殖酸物质的积累低

 

图 11    不同温度下，E4/E6 的变化

Fig. 11    Variations of E4/E6 at different temperatures

 

图 12    不同温度下，黑水的三维荧光光谱图

Fig. 12    Three-dimensional fluorescence spectra of black water at different temperatures
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于 T2与 T3，表明低温条件不利于将有机物分解
为类腐殖酸物质。而不同温度条件下，对于类蛋白
物质的积累并无明显影响。

黑水发酵过程中的蛋白质量浓度的变化如
图 13所示，呈现先升高、后逐渐趋于稳定的趋
势。由图图 13可知，温度越高，黑水中蛋白质量
浓度升高越快，积累量也越多，T3中黑水的蛋白
质量浓度在发酵 10  d后达到 79.8  mg·L−1，而
T2与 T1组中的蛋白质量浓度分别为 61.6 mg·L−1

和 68.5 mg·L−1。与对照组 T0相比，T1中的蛋白
质量浓度积累速率与最终积累量都较高，表明低温
条件下添加厌氧发酵菌剂也可以促进黑水中蛋白质
量浓度的提高。

温度对黑水厌氧发酵过程中 VFA的积累速率

有显著明显影响，结果如图 14所示。T3组 VFA
积累最快，在反应第 5天达到 359 mg·L−1，T2与
T1组也在第 5d达到最高值，分别为 305 mg·L−1

与 268  mg·L−1，T1~T3组均在第 5天后维持稳
定，表明温度的升高可以促进黑水厌氧发酵中的产
酸过程，使 VFA积累量提高。T1组与 T0组相
比，VFA的积累速率与积累量也有明显升高，这
一现象表明在低温条件下，可以通过投加厌氧发酵
菌剂的方式来促进黑水的厌氧发酵产酸过程。

纤维素是一类分子量大且难以被微生物降解
利用的有机物，这也是导致厌氧发酵启动困难的一
个很重要的因素[29]。图 15反映了黑水厌氧发酵过
程中的纤维素含量的变化。由图可知，在常温且不
添加厌氧发酵菌剂的情况下，T0组经 10 d的厌氧
发酵后，纤维素仅被降解 10.9% 左右，而添加了
厌氧发酵菌剂的实验组，纤维素降解速率明显高
于 T0组，表明厌氧发酵菌剂对纤维素的降解具有
明显促进作用。T1组在发酵初期纤维素质量浓度
下降较慢，这可能是由于在低温条件下，纤维素降
解菌群较不活跃，导致降解速度较低，并且在发
酵 10 d后，其纤维素降解率为 64.3%，低于 T2
组的 75.5% 和 T3组的 80.3%。该结果表明较高温
度促进了纤维素的生物降解，而低温对纤维素的生
物降解有一定抑制作用，但仍显著优于空白组中的
纤维素降解。

3)对无害化指标的影响。粪臭素 (3-甲基吲
哚)是一类有难闻气味的有机物，是黑水中臭味物
质的主要来源[30]。通过液相色谱法对粪臭素含量进
行监测，结果如图 16所示。常温下，不添加发酵
菌剂的黑水厌氧发酵 10 d后，对粪臭素的降解能

力有限，粪臭素质量浓度由 553.5 mg·L−1 降低至 475.7 mg·L−1，去除率为 14%，因此，单独黑水在厌氧发酵

 

图 13    不同温度下，蛋白质量浓度的变化

Fig. 13    Variations of protein concentration at
different temperatures

 

图 14    不同温度下，VFA 质量浓度的变化

Fig. 14    Variations of VFA concentration at
different temperatures

 

图 15    不同温度下，纤维素质量浓度的变化

Fig. 15    Variations of cellulose concentration at
different temperatures
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过程中会有难闻的气味。T1~T3组粪臭素降解效
果显著，降解率在 77.3%~83.1% 之间。有文献报
道了单独培养粪臭素降解菌 Burkholderia sp. IDO3，
在 pH 4.0~9.0，30~35 °C  时降解粪臭素性能最
佳，降解率为 82%[31]，MA等[32] 的研究中，两种
粪 臭 素 降 解 菌 Rhodococcus  sp. DMU1   和
Rhodococcus  sp. DMU2  在接种量为 1%、pH为
7.0、温度 30  °C、转速 150  r·min−1 时可降解
250  mg·L−1 的 粪 臭 素 ， MENG等 [33] 培 养 了
Lactobacillus brevis 1.12菌株，在 1 mL的粪臭素
质量浓度为 1.0 μg·mL−1 系统中，粪臭素降解率为
65%。本研究通过添加厌氧发酵菌剂，可以实现最
高 83.1% 的粪臭素降解率。

粪大肠菌是一种常见的致病菌，多见于人与
动物的排泄物中。在 2.1节中检测了黑水在发酵过
程中粪大肠菌值的变化，在本小节进一步采用多管
发酵法确定具体的粪大肠菌群数，从而可以更直观
反映黑水中粪大肠菌群的数量变化。各反应组不同
时间的粪大肠菌群数的最大可能数 (most probable
number, MPN)如表 3所示。在对照组 T0中，黑
水的粪大肠菌群数在厌氧发酵过程中均处于较高的
数值，远超我国农业推荐标准中规定的 10 000
个·L−1[34]。添加厌氧发酵菌剂后，在反应初期对粪
大肠菌并没有高效灭活，T2与 T3组甚至出现了
粪大肠菌群数升高的现象，这可能是由于在反应初
期，反应器内还未处于完全厌氧状态，发酵系统的
还未稳定，导致粪大肠菌群数出现波动。从反应
第 3天开始，T1~T3组黑水中的粪大肠菌群数均
开始迅速下降，直到反应第 7天时，黑水中的粪
大肠菌开始保持在较低的水平。在发酵后期，添加
了厌氧发酵菌剂的黑水中，粪大肠菌群数远低于我
国农业推荐标准。可能的原因是厌氧发酵菌剂的添

加，显著减少了 Bacteroides 菌属的相对丰度，文献研究表明这是一类与肠道疾病有关的菌属，对粪大肠菌
群的贡献较高[35]。该结果表明，在低温、常温和较高温度条件下，厌氧发酵菌剂可以促进高效灭活黑水中的
粪大肠菌群，有效降低利用黑水发酵液作为液态肥施用于农田时的安全风险。在实际应用中，应保证黑水的
厌氧发酵时间不少于 7 d，以确保黑水的无害化效果，控制资源化利用的安全风险。

对黑水中的蛔虫卵个数在发酵前后的数量变化也进行了检测和分析，结果如表 4所示。根据我国粪便无
害化卫生标准，蛔虫卵死亡率应≥95%，由表 4可知，T1~T3均达到标准要求限值，蛔虫卵死亡率均在
97% 以上，而 T0组未添加厌氧发酵菌剂，经过
10 d的发酵，蛔虫卵指标难以满足无害化要求。
表明厌氧发酵菌剂的投加可以快速有效灭活黑水中
蛔虫卵等寄生虫卵，使其满足我国农业推荐标准和
无害化卫生要求。T0组的蛔虫卵数量最低，T3组
最高，表明温度越低，可能越有利于蛔虫卵的灭
活，这与宋伟民等[36] 的研究结果一致。 

 

图 16    不同温度下，粪臭素质量浓度的变化

Fig. 16    Variations of skatole concentration at
different temperatures

 

表 3  不同温度下，黑水的粪大肠菌群的最大可能数

Table 3  Most probable number of Fecal coliform in
black water at different temperatures

发酵时间/d T0/(MPN·L−1) T1/(MPN·L−1) T2/(MPN·L−1) T3/(MPN·L−1)

0 9.2×109 9.2×109 9.2×109 9.2×109

1 1.7×1010 9.2×109 1.1×1010 1.3×1010

2 1.9×1010 5.3×109 7.4×109 9.1×109

3 2.1×1010 3.7×106 4.3×106 8.3×108

4 2.3×109 4.7×105 2.9×105 3.5×106

5 1.9×109 7.3×104 1.3×105 7.2×105

6 2.3×1010 5 900 8.3×104 5.5×105

7 2.5×1010 3 700 9 300 1.3×104

8 2.3×1010 2 800 4 900 8 600

9 2.3×1010 3 300 3 100 7 900

10 2.5×1010 3 400 5 400 6 400

 

表 4  不同温度下，黑水的蛔虫卵的最大可能数
Table 4  Most probable number of Ascaris

lumbricoides eggs in black water at different
temperatures MPN·L−1

发酵时间/d T0 T1 T2 T3

0 2.6×103 2.6×103 2.6×103 2.6×103

10 1.2×103 4 11 60
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2.3    黑水厌氧发酵过程中微生物群落结构分析

空白组 (M0)与实验组 (M1)同时进行为期
10 d的厌氧发酵实验，取黑水原水及发酵时间为
1、5、10 d的发酵液，编号分别为 BW(黑水未发
酵时的原水)、D1M0(发酵 1 d的 M0组)、D1M1
(发酵 1 d的 M1组)、D5M0(发酵 5 d的 M0组)、
D5M1(发酵 5 d的 M1组)、D10M0(发酵 10 d的
M0组)、D10M1(发酵 10 d的 M1组)。经 12 000
r·min−1 离心后获得沉淀，对沉淀物进行微生物群
落组成分析。

1)微生物群落多样性及丰富度。由表 5可
知，各检测样本的 Coverage指数均为 1，表明该
检测的结果覆盖了样本中的全部微生物，检测结果
可以反映出样本中微生物的真实情况。Richness指
数整合了 OTUs、ACE、Chao1 3种指数，其值越高表明样本中微生物群落的丰富度越高；Simpson指数和
Shannon指数可以用来表征微生物群落的多样性，Simpson指数越小，Shannon指数越大，则表明样本微生
物群落多样性越高[37]。由表可知，在未添加菌剂的空白组 (F0)内，随着反应时间的增加，Richness指数并没
有出现显著升高或降低，表明在空白组中微生物的丰富度并没有显著变化；添加菌剂的样本 (F1)中
Richness指数较空白组有明显升高，表明添加厌氧发酵菌剂可以提高样本的微生物丰富度。随着菌剂的投
加，样本中的 Simpson指数均大于空白组，而 Shannon指数均小于空白组，表明添加菌剂可以提高样本中的
微生物多样性。

2)微生物门水平组成分析。微生物门水平群落相对丰度如图 17所示。在门水平上，M0与 M1在不同
时间下的优势菌门相似，主要的优势菌门为厚壁菌门、拟杆菌门、变形菌门，这与韦采妮等[38] 在粪污厌氧发
酵系统中检测到的优势菌门类似。在黑水厌氧发酵过程中，大分子有机物的水解、产乙酸为主要的过程。厚
壁菌门主要参与水解酸化的过程，且其广泛存在于富含纤维素的底物中，是将木质纤维素转化为有机酸的主
要细菌群[39]。与原始黑水相比，添加菌剂 1 d后的样本中厚壁菌门的丰度由 63.0% 提高至 83.3%，而空白组
的厚壁菌门丰度则下降至 53.0%，表明厌氧发酵菌剂的添加促进了黑水中厚壁菌门的富集。在反应后期
(10 d)，厚壁菌门的丰度有所降低，空白组与实验组分别降低至 35.8% 和 47.8%，这可能是由于在反应后
期，黑水中的木质纤维素大部分已被分解成有机酸，系统中有机酸含量升高，对厚壁菌门的有所抑制。拟杆
菌门在富含木质素和多糖的环境中比较丰富，其参与将有机物转化为乙酸的过程。拟杆菌门丰度在空白组与

实验组中相对稳定，菌剂的投加对于拟杆菌门并没
有显著的促进或抑制作用，且在反应前中期，拟杆
菌门丰度低于反应后期 (10 d)，表明在反应后期，
更多的微生物参与到合成乙酸的反应过程中来，底
物中有机酸的含量增加更有利于拟杆菌门的生长。
变形菌门可以促进粗蛋白的降解，使其转化为小分
子物质，为产甲烷阶段的微生物转化过程提供底
物，同时变形菌门还能够促进粪便中碳氮的转
化[40]。与空白组相比，投加厌氧发酵菌剂使样本中
变形菌门的丰都明显低于空白组，表明添加菌剂对
变现菌门有抑制作用，这可能是黑水厌氧发酵过程
中产生的高质量浓度氨导致的[18]。这一现象不利于
甲烷的产生，但可能更有利于体系中有机酸的积
累，使黑水发酵液更适合作为液态肥回用于农田。

2)微生物属水平组成分析。微生物属水平群

 

表 5  微生物多样性及丰富度指数统计

Table 5  Microbial diversity and the statistics of
abundance index

样本 Reads Richness Simpson Shannon Coverage

BW 76 843 624 0.123 4.68 1

D1M0 84 338 649 0.125 4.64 1

D1M1 79 960 1 276 0.021 7 6.91 1

D5M0 85 827 577 0.066 5 4.55 1

D5M1 76 468 1 194 0.032 2 6.7 1

D10M0 71 067 682 0.076 6 4.71 1

D10M1 83 976 1 038 0.039 6 6.59 1

 

others

Desulfobacterota

Actinobacteriota

Proteobacteria

Bacteroidota

Firmicutes

图 17    门水平微生物群落相对丰度

Fig. 17    Relative abundance of microbial community at
phylum level
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落相对丰度如图 18所示。在原始黑水及不添加厌氧发酵菌剂的空白组中，各反应时间的优势菌属有所不
同，但 Acinetobacter、Tissierella、Bacteroides 是其共有的 3种优势菌属。Acinetobacter 是一种与肺部感
染、皮肤感染、泌尿生殖系统感染相关的重要致病菌, Bacteroides 被报道与肠道疾病等有关 [35]，而
Tissierella 常见于发酵乳制品中，可产生酯、酸、酮等风味物质，对厌氧发酵过程有一定的促进作用。另
外，随着反应进行，存在于黑水原水中的一些菌属丰度逐渐降低，如 Ruminococcus 和 Romboutsia。有研究
表明，这 2种菌属均是常见致病菌，Ruminococcus 与消化道疾病有关而 Romboutsia 与尿路感染有关[41]。随
着反应进行，空白组内 Ruminococcus 的相对丰度由 34% 下降至 0.5%，Romboutsia 的相对丰度则由 16% 下
降至 0.7%，表明在不添加厌氧发酵菌剂的情况下，黑水自身微生物菌群在厌氧情况下也可以自发灭活一些致
病菌，但仍有许多可能致病的菌属没有被灭活，如 Morganella 菌属，这是一种与呼吸道疾病有关的致病
菌[42]，其相对丰度在发酵 10 d后仍在 14%。
 
 

图 18    属水平微生物群落相对丰度

Fig. 18    Relative abundance of microbial community at genus level
 

添加厌氧发酵菌剂的反应体系内的优势菌属与空白组有较大差异。添加厌氧发酵菌剂后，优势菌属主要

为 Dysgonomonas，这是一种可以有效降解木质素、纤维素等有机物的菌属[43-44]。表明厌氧发酵菌剂对该菌

属具有显著促进作用，有利于降解黑水中的有机物。Acinetobacter 的相对丰度在添加厌氧发酵菌剂后迅速降

低，相比于空白组的 18%，实验组的数值仅在 3.2%，并且经过 10 d发酵后，空白组降低至 14%，实验组降

低至 1.5%。这表明厌氧发酵菌剂的添加可以很好地抑制 Acinetobacter 这类致病菌的增长，并且该现象在

Ruminococcus 和 Romboutsia 两种菌属中同样有所体现。 

3    结论

1)增加厌氧发酵菌剂的投加量可以提高黑水厌氧发酵过程中的水解和产酸效果，但投加量增加到一定水

平后，继续增加投加量对水解产酸效果提升不显著，厌氧发酵菌剂的适宜投加量为 1‰黑水量。

2)不同温度下，厌氧发酵菌剂对黑水厌氧发酵的影响有所不同，但在 10、20、30 ℃ 下，都可以促进黑

水厌氧水解产酸的效果。温度越高，对黑水中有机物的水解及 VFA、氨氮积累的促进效果越明显。在较低的

温度下，厌氧发酵菌剂对于大分子有机物的水解和厌氧产酸过程也有明显的促进作用，并能有效灭活致病

菌、去除臭味物质。

3)添加发酵菌剂的实验组与空白组相比，在细菌门水平上，二者在不同时间下的优势菌门相似，主要的

优势菌门为厚壁菌门、拟杆菌门、变形菌门，相对丰度分别为 35.8%~63.0%、9.9%~43.8%、2.6%~31.5%。

发酵菌剂的投加使黑水中厚壁菌门的丰度增加至 47.8%~83.3%，降低变形菌门的丰度至 2.3%~8.0%，对于

拟杆菌门的丰度并没有显著影响，厚壁菌门是将木质纤维素转化为有机酸的主要细菌群，其丰度增加表明水
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解酸化过程被促进。在细菌属水平上，二者在不同的反应时间内共有的优势菌属为 Acinetobacter、
Tissierella、 Bacteroides 菌属，相对丰度分别为 14.0%~22.5%、6.4%~14.5% 和 1.3%~7.9%。添加发酵菌剂
显著提高黑水中 Dysgonomonas 丰度至 65.8%~82.9%，并使 Acinetobacter、Ruminococcus 和 Romboutsia 丰
度显著降低，Dysgonomonas 可以有效降解木质素、纤维素等有机物，其丰度增加有利于有机物的水解。
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Influence  of  anaerobic  fermentation  bacterial  agents  on  the  effectiveness  of
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Abstract    In order to safely and resourceful utilization of rural blackwater, the anaerobic fermentation bacterial
agents  were  added  in  the  blackwater,  the  effects  of  bacterial  dosage  and  fermentation  temperature  on  the
conversion  of  organic  matter  and  the  inactivation  effect  of  pathogenic  microorganisms  in  black  water  were
investigated,  and the changes in the microbial  community structure of the fermentation system were analysed,
respectively.  The  results  showed  that  anaerobic  fermentation  bacterial  agents  significantly  promoted  the
anaerobic  fermentation of  black water,  and the optimal  dosage was 1‰  of  black water.  The high temperature
was conducive to  the  fermentation process,  the  highest  SCOD and VFA accumulation were 1 497 mg·L−1 and
359  mg·L−1,  respectively;  80.3%  of  cellulose  was  degraded,  and  the  counts  of  Fecal  coliform  and  Ascaris
lumbricoides egg met the requirements of harmlessness. At lower temperatures, the microbial activity decreased,
but still  exhibited a considerable promotional effect.  In the fermentation system, Firmicutes, Bacteroidota and
Proteobacteria were  the  main  dominant  phyla,  with  relative  abundances  of  35.8%~63.0%,  9.9%~43.8%,  and
2.6%~31.5%,  respectively;  and  the  dominant  genera  were  Acinetobacter,  Tissierella,  and  Bacteroides,  with
relative  abundances  of  14.0%~22.5%,  6.4%~14.5%,  and  1.3%~7.9%,  respectively.  22.5%,  6.4%~14.5%  and
1.3%~7.9%,  respectively.  The  addition  of  anaerobic  fermentation  agents  increased  the  abundance  of  the
Firmicutes with hydrolytic acidification function and decreased the abundance of the Bacteroidota. Meanwhile,
it  increased  the  abundance  of  the  Dysgonomonas  with  the  function  of  degrading  lignin  and  cellulose,  and
decreased the abundance of the Acinetobacter, Ruminococcus, and Romboutsia. This study provides a reference
for  the  application  of  anaerobic  fermentation  bacterial  agents  to  promote  the  anaerobic  fermentation  of
blackwater,  control  odour  production  and  effectively  achieve  the  harmlessness  and  resourcefulness  of
blackwater.
Keywords     rural  domestic  wastewater;  anaerobic  fermentation  of  blackwater;  anaerobic  fermentation
bacterial agent; conversion of organic matter; harmlessness effect; microbial community structure
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