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水热预处理对猪粪厌氧消化系统中磺胺嘧啶降解的影响
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摘　要：为进一步了解水热预处理对猪粪连续厌氧消化过程中磺胺嘧啶（sulfadiazine, SDZ）降解机制的影响，以及对厌

氧消化系统性能的影响效果。该研究以猪粪为对象，对比研究了水热预处理对厌氧发酵模式下 SDZ的降解变化规律与

途径及其对猪粪产气性能的影响。研究结果表明：水热预处理（150 ℃）使中温连续厌氧反应器中的 SDZ的综合去除率

显著提升（P <0.05），由 40.5%～58.5%提高到 54.4%～75.2%；并且通过中间降解产物推测 SDZ的生物降解途径主要

包括 SDZ水解、羟基化、硫脱氧、氨基氧化、嘧啶环裂解等；在厌氧消化性能方面，水热预处理使稳定运行后反应器

的日产沼气量提高了约 34.05%（P <0.05）。此外，对反应器中微生物群落分析后，发现 Syntrophomonas、Sedimentibacter
与 SDZ的降解高度相关，并且经过水热预处理后 Sedimentibacter 的相对丰度较未水热预处理显著提升。因此，水热预

处理耦合厌氧消化工艺具有同步提高 SDZ降解和厌氧消化性能的作用，有助于进一步提高沼液的生态安全性。
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0　引 言

抗生素的使用可以促进动物的生长以及预防和治疗

疾病，因此在畜牧业的集约化生产中得到了广泛应用[1]。

磺胺嘧啶（sulfadiazine, SDZ）作为一种典型的磺胺类抗

生素，因其广谱性和高抗菌性，常被用作饲料添加剂[2]。

但动物对抗生素的吸收有限，其 30%～90%会以抗生素

原形态通过尿液和粪便排出[3]，导致粪便中存在高浓度

的抗生素，WOHDE等 [4] 报道粪便中的 SDZ浓度高达

5.0～235.1 mg/kg。这些抗生素进入环境之后会改变微生

物的组成和功能，并且长期暴露在抗生素中耐药细菌会

产生抗性基因，进一步会促进“超级细菌”的产生，对

人类健康和生态系统造成影响。并且 SDZ具有强大的持

久性和抗菌作用，很难从自然环境中完全去除[5]。因此，

畜禽养殖粪污中抗生素的消除越来越受到关注。

由于高有机负荷和低运营成本，厌氧消化（anaerobic
digestion, AD）已被广泛用于畜禽粪污的处理和利用，已

有研究报道在厌氧消化过程中能够降解抗生素，其降解

效率依赖于抗生素的种类、浓度、发酵条件等[6]。例如，

靳红梅等[7] 通过中温厌氧发酵批式试验发现，猪粪中

SDZ的降解效率为 58.7%。在厌氧反硝化系统中，70 h
后起始浓度为 50 mg/L的 SDZ降解效率达 98.52%[8]。在

鸡粪中温厌氧消化作用中，高浓度的金霉素（质量浓度≥

60 mg/L）去除率为 43.4%～51.44%；由此可知，通过厌

氧消化并不能完全将抗生素消除。

水热预处理（hydrothermal pretreatment, HTP）作为

一种新型的生物质预处理技术，能够通过提高温度降低

抗生素的水解半衰期，对部分抗生素能达到很好的去除

效果。例如，猪粪经过 70 ℃的水热预处理 60 min后，

金霉素的去除率为 71%[9]。AWAD等[10] 发现抗生素发酵

残留物经过 110 ℃加热 5 min后，土霉素的去除率为

99.2%。此外还能够增加水解液中易降解有机物的含量，

一定程度的提高厌氧消化性能。LI等[11] 对抗生素菌丝体

残留物研究发现，在 120℃水热预处理 60 min后沼气和

甲烷产率达到峰值，分别约为 446 和 290 mL/g，该甲烷

产量比直接消化原始抗生素菌丝体残留物的甲烷产量高

约 3倍。KIM等 [12] 对牛粪厌氧消化性能研究发现，

经过 160 ℃水热预处理 30 min后，当水力停留时间为

21.8 d时，水热牛粪的甲烷产量比未经处理的提高了

1.4倍，且挥发性固体去除率提高了 1.9倍。水热预处理

已经应用于处理污泥、发酵残渣[10, 13]，而目前在畜禽粪

污抗生素的降解上还少有应用。并且许多文献分别研究

了厌氧消化和水热预处理对抗生素降解的变化规律，却

很少有文献将上述两种技术集成并研究其整体处理效果。

  
收稿日期：2023-06-27　　修订日期： 2023-10-15
基金项目：山东省自然科学基金青年项目（ZR2020QE240）；烟台市校地

融合项目（2019XDRHXMQT36）
作者简介：柳珊，博士，副教授，研究方向为农业废弃物沼气化利用。

Email：liu610shan@cau.edu.cn 

第 39 卷 　 第 22 期 农  业  工  程  学  报 Vol.39　No.22
188 2023 年 　　 11 月 Transactions of the Chinese Society of Agricultural Engineering Nov. 2023

https://doi.org/10.11975/j.issn.1002-6819.202306188
https://doi.org/10.11975/j.issn.1002-6819.202306188
https://doi.org/10.11975/j.issn.1002-6819.202306188
https://doi.org/10.11975/j.issn.1002-6819.202306188
https://doi.org/10.11975/j.issn.1002-6819.202306188
https://doi.org/10.11975/j.issn.1002-6819.202306188
http://www.tcsae.org
https://doi.org/10.11975/j.issn.1002-6819.202306188
https://doi.org/10.11975/j.issn.1002-6819.202306188
https://doi.org/10.11975/j.issn.1002-6819.202306188
http://www.tcsae.org
http://www.tcsae.org
mailto:liu610shan@cau.edu.cn


基于水热预处理和厌氧消化都能够在一定程度上降解抗

生素，水热预处理与厌氧消化耦合对畜禽粪污中的典型

抗生素 SDZ降解的联合作用效果、降解途径及对产甲烷

性能的影响效果尚不清楚。

目前，关于 SDZ的微生物降解途径已有部分报道，

主要集中研究了 SDZ的降解产物和降解路径。例如，

WANG等[14] 通过液相色谱-质谱分析表明 SDZ可通过生

物降解为 2-AP, 2 A4HP和苯亚磺酸。DENG等[15] 报道

Arthrobacter sp.菌属 D2和 D4能够利用 SDZ作为唯一碳

源，2-AP是生物降解的主要产物。在厌氧反硝化体系中，

能够降解 SDZ的化学反应主要包括磺胺键水解、羟基化、

硫脱氧、脱氨基、氨基氧化和硫脱氧[8]。然而，据我们

所知，SDZ在水热预处理耦合厌氧消化体系中的降解机

理，以及 SDZ降解与反应器微生物之间的相关性的研究

尚不充分。

因此，本研究以含 SDZ的猪粪为原料，对比分析

150 ℃水热预处理对猪粪中温连续厌氧过程中 SDZ降解

规律与产物，厌氧消化性能及其细菌微生物菌群分布的

影响，评估水热预处理耦合厌氧消化对 SDZ降解的强化

作用，阐明水热预处理对厌氧消化系统中 SDZ降解代谢

的影响机制，以期为畜禽粪污资源化利用过程中抗生素

的强化降解与沼液风险因子消减提供了一种可行性方法。 

1　材料与方法
 

1.1　猪粪原料

本试验采用的猪粪取自国家昌平综合农业工程技术

中心畜禽分中心（养殖期间未使用抗生素），清粪方式

为干清粪，新鲜猪粪取回时总固体（total solid, TS）质

量分数约为 35%，放置于 4 ℃冷库中。将 SDZ添加到

原猪粪中，并用蒸馏水稀释得到含有 150 mg/L抗生素的

猪粪原料，猪粪原料的 TS为 21.58%，挥发性固体

（volatile solid, VS）为 16.98%，碳氮比（C/N）为 12.27，
氨氮（NH4

+-N）浓度为 2 485.47 mg/L，使用搅拌机搅拌

使其均质，当天进行水热预处理试验。在后续厌氧消化

试验阶段，为了方便进出料，将水热预处理和未水热预

处理的猪粪原料 TS稀释为 10%作为厌氧消化反应器的

进料。厌氧发酵反应器中的接种污泥为取自北京排水集

团的市政污泥，厌氧消化试验启动前将接种污泥放置于

37 ℃下驯化一周后使用。接种污泥的 TS为 6.33%，VS
为 3.2%，C/N为 6.69，NH4

+-N浓度为 1 292.31 mg/L。 

1.2　试验装置

本研究所用的试验装置包含进行猪粪预处理的水热

预处理装置和连续厌氧消化试验的连续搅拌釜式反应器,
厌氧消化反应器配有由电机驱动的不锈钢轴和桨叶，试

验装置示意图如图 1所示。 

1.3　试验处理 

1.3.1　水热预处理

猪粪的水热预处理试验在有效容积为 1 L的反应釜

中进行，每个反应釜中加入 0.5 L调制好的含 SDZ猪粪，

通过导热油作为介质对反应釜进行加热，基于先前研究

不同水热预处理温度的厌氧消化性能，发现 150 ℃，

30 min获得最大产甲烷量[16]，因此设定温度为 150 ℃，

加热 30 min，待温度升高至 150 ℃时开始计时。待水热

反应结束时，将反应釜放入冷水中强制降温冷却，冷却

后取一部分样品保存于-20 ℃（1周）的冷库中用于抗生

素的检测分析，剩余的样品保存在 4℃用于第 2天厌氧

消化试验的原料。
 
 

4 ℃

原料罐
Raw material tank

R0反应器
R0 reactor

R0h反应器
R0h reactor

水热预处理装置
Hydrothermal pretreatment device

气袋
Airbag

气袋
Airbag

注：R0反应器为未水热猪粪的厌氧消化反应器；R0 h为水热猪粪的厌氧

消化反应器，下同
Note:R0  reactor  is  an  anaerobic  digestion  reactor  of  pig  manure  without  HTP;
R0 h is an anaerobic digestion reactor of pig manure with HTP, the same below

图 1　试验装置示意图

Fig.1    Schematic diagram of the test device
  

1.3.2　厌氧消化

厌氧发酵在两个连续搅拌釜式反应器 (CSRTs，R0
和 R0 h)中进行，其中 R0反应器中以未经水热预处理的

含 SDZ猪粪进料作为对照组，R0 h反应器以 150 ℃水

热预处理含 SDZ猪粪进料作为试验组。两组试验使用的

反应器有效容积为 5 L，连续运行时间为 80 d，固体停留

时间（solid  retention  time,  SRT）为 25 d。反应器均在

(37±1)℃恒温水浴中运行，每天以 180 r/min的速度对反

应器进行连续搅拌。初始两个反应器中分别加入 5 L新

鲜接种污泥，随后每天进行一次手动进料，进料量为

200 mL, TS为 20 g。反应器外部连接蠕动泵和气袋，以

备出料和收集气体。反应器运行过程中，每天测定沼气

日产气量、CH4、CO2 体积分数、pH值；每 2 d 测定 TS、
VS；每 4 d测定 NH4

+-N、SDZ、挥发性脂肪酸（volatile
fatty acids, VFAs）的浓度变化，每个样品检测重复 3次；

取第 80天水热和未水热预处理猪粪的厌氧消化液进行

SDZ降解产物的检测。 

1.4　测定指标及分析方法 

1.4.1　常规指标检测

TS、VS采用重量法测定；pH值采用玻璃电极法测

定；氨氮的测定采用纳氏试剂分光度法，步骤参考行业

标准 HJ 535-2009进行；采用玻璃注射器测定沼气量，

通过色谱仪（日本岛津 GC-8A）检测沼气的气体组成
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(CH4 和 CO2)。VFAs采用 GC-2010 Plus（日本岛津）测

定，具体操作方法如文献 [16]所述。 

1.4.2　SDZ 与降解产物检测

取 10 mL样品以 4 000 r/min, 4 ℃离心 15 min，液体

样品先经 0.45 µm水系滤膜过滤，加入磷酸调节 pH值

至 2～3之间，再经 0.22 µm滤膜过滤待测；离心后固体

样品，先用冻干机在-80 ℃冻干 10 h，精确称取 0.5 g冻
干猪粪到 10 mL离心管中加入 3 mL乙腈+ Na2EDTA-磷
酸盐缓冲溶液（pH值为 3；体积比=1∶1），涡旋 1 min，
超声 20 min，在 8 000 r/min、4℃的条件下离心 20 min
取上清液备用。用 5 mL甲醇和 5 mL超纯水活化 HLB
固体萃取柱，然后以 5 mL/min流速进行上样，用 10 mL
超纯水淋洗，用真空抽干柱子，再用 8 mL甲醇洗脱并

吹至近干，用 10%甲醇溶液稀释至 1 mL，涡旋均匀后

过 0.22 µm有机滤膜，上机待测。采用高效液相色谱-紫
外检测法（HPLC-UV）在 270 nm处进行紫外检测，测

定样品液体和固体中 SDZ的浓度，具体检测方法参照文

献 [6]。另外，以色谱级 0.1%甲酸（A）为水相，乙腈

（B）为有机相，采用液相色谱串联高分辨质谱（UPLC-
MS-MS）对 SDZ代谢产物进行检测, 样品预处理方式如

上所述。液相条件：ACQUITY UPLC HSS T3色谱柱

（2.1 mm×100 mm,  1.8  µm），柱温为 35℃，进样体积

为 10 µL，流动相的洗脱梯度为：0～10 min：A：B=100：
0（A与 B的体积比，下同）；10～20 min：A：B=70：
30； 20～25 min：A：B=50：50； 25～25.1 min：A：B=0：
100； 25.1～30 min：A：B=100：0。样品质谱检测采用

Q Exactive Orbitrap高分辨质谱进行质谱数据采集，检测

模式为 Full MS-ddMS2，在正离子和负离子模式下分别

扫描，质量扫描范围为 100~1 200 m/z，质谱仪的参数设

置根据文献 [17]设定。 

1.4.3　微生物群落分析

为研究不同反应器、不同阶段微生物群落的变化，

对 16S rRNA进行了测序分析。测序样品包含接种污泥

SL、原猪粪 PM、R01（原猪粪消化 1 d）、R015（原猪

粪消化 15 d）、R060（原猪粪消化 60 d）、150 ℃水热

猪粪 HPM、R0 h1 (水热预处理猪粪消化 1 d)、R0 h15
(水热预处理猪粪消化 15 d)、R0 h60 (水热预处理猪粪消

化 60 d)。样品的 DNA提取、PCR扩增、Illumina测序

均基于先前报道的方法进行[18]。 Illumina测序得到的 PE
reads进行样本拆分后，首先根据测序质量对双端 Reads
进行质控和过滤，同时根据双端 Reads之间的 overlap关
系进行拼接，获得质控拼接之后的优化数据。然后使用

序列降噪方法（DADA2）处理优化数据，获得 ASV
（amplicon sequence variant）代表序列和丰度信息。基

于 ASV代表序列及丰度信息，进行物种群落丰富度、多

样性分析，以及物种群落和环境因子相关性分析等一系

列的统计学和可视化分析。 

1.4.4　数据分析方法

实验数据采用 Microsoft Office Excel 2021进行统计

计算和绘图、利用 SPSS 26.0软件进行差异性分析。此

外，微生物数据分析在美吉生物云平台（https://cloud.
majorbio.com）上进行，具体如下：采用 mothur[19] 软件

（http://www.mothur.org/wiki/Calculators）计算 Alpha多
样性指标，如 Chao、Shannon指数等；基于 spearman相
关性系数评估微生物与环境变量之间的相关性进行相关

性分析。 

2　结果与分析
 

2.1　水热预处理对厌氧消化过程中 SDZ 降解的影响 

2.1.1　SDZ 的降解规律

连续厌氧消化系统中，每天猪粪进料中 SDZ的质量

浓度为 75.0 mg/L，从启动阶段到稳定阶段，SDZ的降解

情况如图 2所示。在反应器的启动期，SDZ的浓度缓慢

增长，经过一个 SRT后最终达到稳定状态。固液两相中

的 SDZ浓度随时间动态变化，其中 R0反应器在稳定状

态时，液相中的 SDZ质量浓度范围为 20.5～27.6 mg/L，
固相中 SDZ质量分数范围为 14.7～18.2 mg/ kg；相应的

在 R0 h反应器中，液相的 SDZ质量浓度范围为 17.4～
22.0 mg/L，固相中SDZ质量分数范围为 11.2～13.7 mg/ kg。
固相中存在的 SDZ可能是由于污泥对 SDZ起到了一定

的吸附作用。
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图 2　水热预处理和未水热预处理猪粪厌氧反应器中 SDZ变化

Fig.2    Changes of sulfadiazine (SDZ) in anaerobic digestion
reactor of pig manure with and without HTP (Hydrothermal

pretreatment)
 

经过水热预处理猪粪中的 SDZ含量有所下降，固液

两相浓度和为 45.0 mg/L，水热预处理可以极大地改变生

物质的表面结构和特性，可能有助于抗生素的解吸和溶

解浓度的增加，然而经过水热预处理后，SDZ浓度降低，
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这可能是抗生素在高温下的部分水解[20-21]。在厌氧系统

中，固相和液相的 SDZ均有所下降。对比水热预处理和

未水热预处理猪粪，R0 h反应器的综合去除率（固液两

相中的去除率）显著提升（P <0.05），其中 R0反应

器去除率为 40.5%～58.5%，R0 h反应器的去除率为

54.4%～75.2%，表明水热预处理可以提高厌氧消化过程

中抗生素的去除率，AWAD等[10] 也得出了同样的结论。

在反应器运行的第一个 SRT期间，抗生素的去除率呈下

降趋势，尤其在 R0 h反应器中 SDZ去除率由 75%降到

61%。在先前的研究中，报道去除抗生素的主要机制是

物理吸附[22]，基于这一推断，厌氧系统中对抗生素的吸

附作用可能在第一个 SRT期间达到饱和，随后进行缓慢

的生物降解。经过一个 SRT后，两组反应器中 SDZ的

去除率没有明显的变化，可能归因于厌氧系统中的微生

物对抗生素产生了耐药性[23]。当 SDZ的含量升高，其去

除率与较低起始 SDZ含量的去除率相比有所下降，例如

当 SDZ初始浓度为 2.39 mg/L时，经过 150 ℃水热预处

理后，SDZ残留仅为 20%[24]，可能是由于 SDZ达到了

生物降解的最大值，SDZ无法被进一步降解。 

2.1.2　SDZ 的生物降解路径与产物

为了了解水热和未水热预处理猪粪中 SDZ在厌氧消

化系统中的降解途径，采用 UPLC-MS-MS检测 SDZ的

中间产物。在本研究中，根据检测的质量/电荷比和分子

结构推测了 SDZ和 9个副产物（分别为 P1： 4-氨基硫

酚，P2：苯胺，P3：亚硝基苯，P4：硝基苯，P5：4-氨
基-N-脒基苯磺酰胺，P6：2,5-二羟基嘧啶，P7：4-羟基

氨基-N-（嘧啶-2-基）苯磺酰胺，P8：未知（分子式为

（C6H7NO），P9：N-甲酰基磺胺嘧啶），提出了 SDZ
的生物降解机理，包括 7种不同的反应：1. 水解；2. 羟
基化；3. 硫脱氧；4. 氨基氧化；5. 硝基化；6. 酰胺化；

7. 嘧啶环裂解[14]。 最后，根据检测到的主要中间产物，

确定了 SDZ在水热和未水热预处理猪粪厌氧消化体系中

的降解途径（图 3）。
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图 3　水热预处理与未水热预处理猪粪中 SDZ降解途径

Fig.3    Degradation mechanism of SDZ in pig manure with and
without HTP

如图 3所示，在原猪粪厌氧消化体系中，检测到

1条降解途径。SDZ的磺胺键被水解，研究发现首先生

成对氨基苯磺酸和 2-氨基嘧啶[25]。但是本研究中未发现

这两种降解产物，很大可能在后续厌氧消化过程中被降

解或完全转化为后续物质。对氨基苯磺酸可进一步水解

生成苯胺（P2: m/z+=94.06），之后苯胺上的氨基氧化反

应，生成亚硝基苯（P3: m/z+=108.04），之后再进一步

硝基化生成硝基苯（P4: m/z+=124.03）。此外，由于苯

环容易被羟基化，而嘧啶环的化学特征与苯环相似，因

此，2-氨基嘧啶的羟基化在 SDZ生物降解过程中起着至

关重要的作用[26]。本研究中 2-氨基嘧啶近一步羟基化生

成 2,5-二羟基嘧啶（P6: m/z+=113.03）（Path1）。
对于水热猪粪中的 SDZ，在该体系中检测到 4种降

解途径（图 3）。一方面，在 SDZ生物降解过程中，

SDZ的磺胺键被水解，形成苯胺（P2: m/z+=94.06），随

后经过氨基氧化、硝基化过程，分别形成生成亚硝基苯

（P3: m/z+=108.04）、硝基苯（P4: m/z+=124.03）。水解

后的 2-氨基嘧啶经过羟基化生成 2,5-二羟基嘧啶（P6:
m/z+=113.03），其水解过程与未水热猪粪相同。此外，

在水热猪粪厌氧消化过程中，通过硫脱氧反应，对氨基

苯磺酸失去 2个氧原子被还原为 4-氨基硫酚（P1: m/z+=
126.04），这很可能与系统中硫代谢的功能微生物有关[27]，

未水热条件下未检测到这种物质。有报道表明，硫还原

和羟基化都参与了 SDZ的生物降解[28]，在本研究中也出

现了相同的降解机制（Path1）。另一方面，水热猪粪中

SDZ通过打开嘧啶环和裂解 C-N键生成 4-氨基-N-脒基

苯磺酰胺（P5: m/z+=215.05）[29] （Path2）。此外，水热

猪粪中 SDZ中氨基（-NH2）可能被氧化成羟胺基（-NH-
OH）。因此 SDZ可能被氧化形成 4-羟基氨基-N-（嘧啶-
2-基）苯磺酰胺（P7: m/z+=267.05）[3]，之后水解断裂生

成 P8: m/z+=110.06的物质（Path3）。最后，水热猪粪

中 SDZ通过苯环氨基的酰胺化生成产物 N-甲酰基磺胺

嘧啶（P9:m/z+=279.05)[28] （Path4）。由此看出通过水热

预处理可以增强 SDZ的降解产物和途径，从不同降解路

径对 SDZ进行生物降解，提高 SDZ的去除率。 

2.2　水热预处理对 SDZ 猪粪厌氧消化性能的影响 

2.2.1　pH 值、VFAs、氨氮和 VS 变化

pH值在厌氧发酵体系中发挥重要作用，厌氧消化过

程中的水解产酸、产甲烷阶段都会引起 pH的变动。不

同反应器中 pH值变动如图 4a和 4b所示，由于试验一

开始采用了较高的进料负荷，反应器在前期出现了 pH
值降低的酸化现象，VFAs大量的积累。通过向反应器

中加入了适量的碳酸氢铵调节 pH值后，系统第 20天左

右趋于稳定，R0和 R0 h反应器中的 pH值均保持在 7.5
附近，该 pH值不会对产甲烷菌造成影响[30]。因此，水

热猪粪中温厌氧消化系统中 pH适宜，水热预处理并不

会造成系统失稳。从 VFAs浓度（图 4a和 b）也可以得

到相近的结论，在启动期 VFAs出现累积，其中 R0 h反
应器在第 4天时 TVFAs达到了最大值 2.05 g/L，而 R0
反应器在第 8天时 TVFAs达到最大值 1.15 g/L，明显低
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于经过水热预处理的反应器，其中乙酸含量占比 25.3%～

46.1%。随后 VFAs开始下降，经过一个 SRT以后，R0
反应器中 TVFAs能够稳定在 0.9 g/L，R0 h反应器中稳

定在 1.0 g/L，这点与王明等[30] 在猪粪中温半干法连续厌

氧发酵实验中，当 HRT为 25 d，TS为 10%时得出的

TVFAs稳定在 0.85 g/L相近。由此可知，经过水热预处

理后系统能够增强有机物降解，提高 VFAs的浓度，为

后续产甲烷阶段提供底物。此外，有研究认为丙酸是造

成系统酸化和产甲烷阶段效率低下的原因[31-32]。在本研

究中，R0和 R0 h丙酸在稳定阶段最高浓度为 319 mg/L
和 322 mg/L，该值不足以破坏厌氧过程的稳定性。

ZHAO等 [33] 发现，生成的丁酸浓度大于 10  000 mg/L
会提高厌氧过程中的氢气浓度，而本研究中 R0和 R0 h
丁酸在稳定阶段最高浓度为 137 和 136 mg/L。
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图 4　pH值、VFAs、NH4
+-N、VS在水热预处理和未水热预处

理猪粪厌氧反应器中的变化情况

Fig.4    Changes of pH value, volatile fatty acids, ammonia nitrogen
and volatile solid in anaerobic reactor of pig manure with

hydrothermal pretreatment and without hydrothermal pretreatment

连续反应器中氨氮浓度的变化情况如图 4c所示，在

厌氧发酵启动期，由于氨基酸和蛋白质会被微生物分解

转化为氨氮，氨氮的浓度逐渐上升，并且在第 8天向系

统中加入了碳酸氢铵，引起体系中氨氮的上升，R0和
R0 h反应器中最高氨氮浓度达到 3 632.6和 3 873.1 mg/L。
随后氨氮浓度下降，最终达到稳定状态 2  200和
2 450 mg/L。R0 h反应器中的氨氮浓度略高于 R0反应器，

这主要是因为溶解性蛋白质经过高温水热处理而逐渐分

解生产氨氮等小分子产物[16]，表明水热预处理能更好

的将猪粪中的蛋白质和氨基酸降解。研究发现过量氨氮

(>3.5 g/L)会对产甲烷菌产生抑制作用，导致其无法充分

利用酸化产生的 VFAs[34]。在本研究系统稳定时，氨氮

浓度均低于该抑制浓度，氨氮对系统稳定性影响不大。

厌氧消化 VS去除率可以反应厌氧消化过程中有机

质的降解情况，由图 4c可知，在稳定阶段，经过水热预

处理的 R0 h反应器在 VS去除率（48%左右）略高于未

经水热预处理猪粪 R0反应器（46%左右），这与厌氧

系统中产气量的变化趋势一致，也证实了水热预处理有

助于提高猪粪原料的水解性能[16]。 

2.2.2　产沼气情况

水热预处理猪粪和未水热预处理猪粪厌氧消化过程

中的日产沼气量和甲烷含量如图 5a所示。从图中可以看

出，R0和 R0 h反应器中产气量在第 13天达到峰值，随

后开始下降。经过 1个 SRT第 25天后，系统开始稳定，

在 R0反应器中日产气量稳定在 5.14 L/d，累积 VS产气

率为 16.64 L/g;  在 R0 h反 应 器 中 日 产 气 量 稳 定 在

6.89 L/d，累积 VS产气率为 22.31 L/g，在水热预处理去

除抗生素的同时提高了猪粪原料的产气性能，R0 h处理

组的日产沼气产量提高了约 34.05%。在 R0反应器中，

沼气中甲烷体积分数先稳定一段时间随后迅速增加，在

发酵的第 14天达到最大值 72.88%。经过 40 d后，甲烷

体积分数下降并趋于稳定。在 R0 h反应器中，沼气中甲

烷体积分数变化趋势与 R0反应器相似，先稳定一段时

间随后迅速增加，在发酵的第 12天达到最大值 69.42%，

随后甲烷体积分数下降并趋于稳定。系统经过 2个
SRT后，两组反应器中甲烷体积分数差异较小，R0和
R0 h反应器中平均甲烷体积分数分别为 61%和 59%
（图 5a）。

容积产气率是表明厌氧发酵产气性能的重要指标，

其大小是影响沼气工程生产成本的重要指标之一。容积

产气率越大，则该系统产沼气量越大，达到沼气需求量

所需要的发酵系统规模较小，工程实际运用中大大节约

投资成本[35]。在 R0与 R0 h的反应器中，稳定状态时容

积产气率分别 1.03和 1.38 L/(L·d)（图 5b）, 经过水热预

处理容积产气率提高了 34.00%, 其中未经水热预处理的

反应器 R0的容积产气率与实验室前期研究的沼气产率

1.03 L/(L·d) 结果一致[36]。从整个运行阶段的沼气产气率

和甲烷含量来看，两组反应器中厌氧消化运行过程稳定。
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图 5　在水热预处理和未水热预处理猪粪厌氧

反应器中的产气情况

Fig.5    Gas production in anaerobic reactor of pig manure with
hydrothermal pretreatment and without hydrothermal pretreatment

  

2.3　水热预处理对厌氧消化过程中细菌微生物的影响

厌氧消化系统中微生物群落的变化对整个消化系统

的效率、抗生素的去除起着重要的作用。为了进一步研

究不同反应器、不同阶段微生物群落的变化，对样品的

16S rRNA进行了门、纲、属水平的测序分析。在高通量

测序分析中，各样品中的微生物群落均表现出明显的差

异性。

使用 classfy-sklearn分类器，通过 SILVA 16s-bacteria
数据库对 AVS代表序列进行分类学注释。为了更好的完

成猪粪厌氧消化过程中微生物多样性和组成分析，按照

最小样本序列数对每个样本序列抽平。Alpha多样性分

析指数可以反应微生物群落的丰富度和多样性，其中

Sobs和 Chao指数反应群落的丰富度，且数值越大表明

群落的丰富度越高；Shannon指数反应群落的多样性，

且数值越大群落的多样性越高；Coverage指数反应群落

的覆盖度，数值越大，表明该测序结果的越可靠。

Alpha多样性结果如表 1所示，Coverage 对 9个样品的

覆盖度超过 0.97，说明本次测序结果可以准确反映每个

样品的微生物群落真实情况。R0与 R0 h反应器中的

Sobs和 Shannon指数均高于原猪粪样品，表明厌氧消化

系统提高了群落的丰富度和多样性。随着时间的推移，

在两组反应器中物种的丰富度和多样性呈上升的趋势，

但是第 60天的物种丰富度和多样性都低于第 15天，表

明随着抗生素浓度的逐渐升高，部分微生物的生长可能

受到抑制。R0 h反应器中的 Sobs值高于 R0反应器，表

明水热预处理可以提高厌氧消化系统中微生物的丰富度。

一般来说，细菌物种数和群落多样性越丰富，污染物的

去除效果好[37]。
 
 

表 1    Alpha多样性指数表

Table 1    Alpha diversity indices of the analyzed samples
样本

Sampels Sobs Chao Shannon Shannoneven Coverage

SL 230 267.56 4.02 0.74 0.98
PM 111 117.38 2.88 0.61 0.99
R01 133 133.00 3.91 0.80 1.00
R015 247 273.54 4.51 0.82 0.99
R060 241 294.04 4.41 0.80 0.98
HPM 28 28.00 0.76 0.23 1.00
R0 h1 164 165.62 3.92 0.77 1.00
R0 h15 262 343.07 4.11 0.74 0.97
R0 h60 249 275.13 4.26 0.77 0.98

注：Sobs和 Chao指数反映了微生物群落丰富度；Shannon指数反映了微生物
群落多样性； Shannoneven 指数反映了微生物群落的均匀度；Coverage 指数
反映了微生物群落的覆盖度。
Note: Sobs and Chao indices reflect microbial community richness; Shannon index
reflects microbial community diversity; Shannoneven index reflects microbial
community evenness; Coverage index reflects microbial community coverage.
 

Veen图主要来分析不同样本中共有物种和独有物种

数，本研究利用 Venn图比较两组厌氧消化系统中不同

阶段属水平的物种差异和相似性。如图 6a所示，6个样

本中共有物种数为 30个，在 R0反应器中，随着反应器

的运行，样本中的独有物种数逐渐增加，分别为 9、10、
12个；而在 R0 h反应器中，样本的独有物种数在逐渐

降低，分别为 17、13、10个，相对于 R0反应器波动较

大。以上结果表明，经过厌氧消化和水热预处理，细菌

群落会发生重大变化。

为比较猪粪各处理组样本中细菌群落的差异性，根

据各样本物种丰富度 Beta多样性距离矩阵，计算样本间

距离的方法为 Bray-Curtis，样本间距离越大，说明样本

间的细菌群落差异越大。基于距离矩阵进行 PCoA分析

（见图 6b），原猪粪与厌氧消化后各处理组的微生物群

落分布完全分离，表明经过厌氧消化，微生物群落发生

了重大变化。此外，在厌氧消化的不同阶段，微生物群

落的分布也存在明显差异，与 R0反应器相比，在 R0 h
反应器中，三个阶段的微生物群落在 PC2轴方向上存在

显著差异。第 1天和第 15天，两组反应器中的微生物群

落分布相似，而第 60天系统稳定时，两组反应器的微生

物群落分布差异明显，可见，水热预处理对微生物群落

分布产生重要影响。

此外，我们利用属水平上的相对丰度柱形图探究两

个反应器之间微生物群落的差异性。图 7a中展示了各样

本中在属水平的细菌组成，Others为相对丰度<5%的物

种，各样本间的微生物种类和数量随着处理过程逐步发

生变化。
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b. 不同样本微生物群落的PCoA分析图
b. PCoA analysis of microbial community in different groups
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图 6　厌氧消化过程中微生物群落的 Veen和 PCoA图分析

Fig.6    Veen and PCoA diagram of microbial communities during anaerobic digestion
 

在 原 猪 粪 中， 优 势 细 菌 为 Clostridium_sensu_
stricto_1（ 50.08%） 、 Lactobacillus（ 11.11%） 和

Terrisporobacter（ 9.83%）；水热猪粪中优势细菌为

Pseudomonas（ 87.18%）和 Lactobacillus（ 5.92%）；在

原 猪 粪 厌 氧 消 化 反 应 器 运 行 初 期 优 势 菌 群为

Clostridium_sensu_stricto_1（ 15.29%） 和 Tissierella
（15.92%）；在系统稳定时，优势菌群变为 Clostridium_
sensu_stricto_1（17.07%）和 Ruminiclostridium（9.01%）.
Clostridium_sensu_stricto_1 属于梭状芽孢杆菌，在水解

碳水化合物和蛋白质中起着至关重要的作用[38]。在水热

猪粪厌氧消化反应器运行初期优势菌群为 Tissierella
（18.15%）和  Candidatus_Caldatribacterium（10.52%）；

在系统稳定时，优势菌群变为 Proteiniphilum（19.34%）

和 Sedimentibacter（11.51%）。SUN等[39] 报道 Tissierella
是一种发酵酸性细菌，其丰度的增加会促进 VFAs的产

生。Tissierella 在 R060与 R0 h60样本中的相对丰度分别

为 1.15% 、7.63%，经过水热预处理后，Tissierella 的相

对丰度增加了 5.63倍，表明水热预处理会促进 VFAs的
产生。在厌氧消化第 60天时，Proteiniphilum 在R0与R0 h
反应器中的相对丰度分别为 1.02%、19.34%，对比未水

热预处理，经过水热预处理后 Proteiniphilum 相对丰度提

高了17.96倍，Proteiniphilum 属于拟杆菌门( Bacteroidetes )，
被称为氨基酸降解菌[40] 和丙酸产生菌[41]，其相对丰度的

增加表明水热预处理能够促进丙酸和乙酸的生成。

ZHANG等[42] 发现，在厌氧消化过程中，Proteiniphilum
的存在对于优化挥发性脂肪酸的组成和加速甲烷产生具

有作用，因此，经过水热预处理后，产乙酸嗜蛋白菌

（Proteiniphilum）相对丰度的提高，猪粪水解更彻底，

产甲烷性能更高。

图 7b反应了反应器稳定时（第 60天）门、纲、属

水平上的层级关系。从图中可以得知，系统中优势菌门

为 Firmicutes、 Bacteroidota 和 Proteobacteria, 其中厚壁

菌门（Firmicutes）主要包括 Tissierella、Clostridium_
sensu_stricto_1、 Caldicoprobacter、 Sedimentibacter、
Fastidiosipila 等菌属；拟杆菌门（Bacteroidota）主要包

括 Proteiniphilum、 Fermentimonas、 Rikenellaceae_RC9_
gut_group 等菌属；变形菌门（ Proteobacteria）包括

Pseudomonas 菌属。厚壁菌门（Firmicutes）和拟杆菌门

（Bacteroidota）所占比例最大。厚壁菌门是厌氧消化产

甲烷过程中参与水解和发酵的重要微生物[43]。ZHANG
等[44] 研究表明，产甲烷菌的 Firmicutes 在厌氧处理阶段

起着关键作用，YAN等 [45] 研究发现拟杆菌属物种

（Bacteroidales）是微生物组中抗生素抗性基因的储存库，

且被证明与抗生素的降解相关[46]。厚壁菌门和拟杆菌门

组成的微生物簇与抗生素去除呈正相关[47]，因此，提高

厚壁菌门和拟杆菌门的相对丰度有利于抗生素的去除。

在纲水平进一步比较分析两反应器中的微生物群落变化，

发现 Clostridia、Bacteroidia 是两个反应器中的主要微生

物。Clostridia 是一大群厌氧或微需氧的粗大芽孢杆菌的

总称，对不良环境条件具有极强的抵抗力[23]，两组反应

器中 Clostridia 的相对丰度均较高。

利用相关性 Heatmap图用来分析微生物与环境变量

之间的相关关系。如图 8所示，TVFAs与 Tissierella、
Fermentimonas 呈 正 相 关 ， 与 Syntrophomonas、
Sedimentibacter 呈负相关（ r>0.8，P<0.05）。Tissierella
是一种发酵酸性菌[39]，其聚集可以提高 VFAs的浓度。

R060与 R0 h60样 品 中 较 低 的 Tissierella 相 对 丰 度

（图 7a），可能意味着其 VFAs浓度低于 R01与 R0 h1
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样品中。  Proteiniphilum 与 NH4
+-N之间有较强的正相

关 关 系（ r>0.8， P<0.05）。 这 与 上 文 提 到 的

Proteiniphilum 是氨基酸降解菌一致，其丰度的增加可能

会 导 致 氨 氮 浓 度 的 上 升。 SDZ与 Syntrophomonas、
Sedimentibacter 之间存在正相关关系（r>0.9，P<0.01），
随着抗生素浓度的增加，其相对丰度逐渐增加，表明抗

生素的添加有利于这些细菌的生长。此外，也有一些研

究报道 Sedimentibacter 与抗生素的去除呈正相关[47]。经

过水热预处理后 Sedimentibacter 的相对丰度较未水热预

处理显著提升，在厌氧消化第 60天，R0反应器中

Sedimentibacter 的相对丰度为 5.29%，R0 h反应器中相

对丰度为 11.51%，经过水热预处理后其相对丰度提高了

117.58%，同时经过水热预处理后抗生素去除率由

42.74%提高到 60.51%，表明水热预处理可以提高抗生

素的降解。
 
 

a. 厌氧消化过程中细菌微生物群落的变化(属水平)

a. Changes in bacterial microflora during anaerobic digestion
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b. 厌氧消化系统稳定时门、纲、属水平之间的层级关系图
b. Hierarchical relationship diagram between phyla, class, and

genus levels when anaerobic digestion system is stable
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图 7　厌氧消化过程中细菌微生物群落的组成和层级关系图

Fig.7    Composition and hierarchical relationships of bacterial
microbial communities during anaerobic digestion

 

Spearman correlation heatmap

Clostridium_sensu_stricto_1

Candidatus_Caldatribacterium

Acetomicrobium

Proteiniphilum

Caldicoprobacter

Sedimentibacter

Keratinibaculum

Tissierella

Syntrophomonas

1.0

0.5

0

−0.5
−1.0

Fermentimonas

pH TVFAs NH4
+-N SDZVS

相关系数
Correlation

coefficient r

注：pH代表 pH值；TVFAs代表总挥发性脂肪酸；NH4
+-N代表氨氮；VS

代表挥发性固体；SDZ代表磺胺嘧啶；*，0.01<P≤0.05；**，0.001<P≤
0.01；***，P<0.001。
Note: pH represents pH value; TVFAs represents total volatile fatty acids; NH4

+-
N  represents  ammonia  nitrogen;  VS  represents  volatile  solids;  SDZ  represents
sulfadiazine; *, 0.01<P≤0.05; **, 0.001<P≤0.01; ***, P<0.001.

图 8　厌氧消化过程中微生物群落与环境变量之间的相关关系

Fig.8    Correlation between microbial communities and
environmental variables during anaerobic digestion

  

3　结　论

1） 水热预处理可促进猪粪中温厌氧消化，提高产

气量。经过水热预处理日产沼气量显著提升（P <0.05），
较未水热预处理反应器提高约 34.05%，且容积产气率提

高了 34.00%，但二者甲烷体积分数差异较小。水热预处

理对厌氧消化反应器的稳定性影响不大，其 pH值可以

保持在 7.5左右，TVFAs含量保持在 1.0 g/L，VS去除

率维持在 48%，略高于未经水热预处理的反应器。

2）  水热预处理厌氧消化反应器 SDZ的去除率为

54.4%～75.2%，显著高于未经水热预处理的单相反应器

的 40.5%～58.5%（P <0.05）。并且水热预处理可以增

强 SDZ的降解途径和降解产物，从不同降解路径对

SDZ进行生物降解，提高 SDZ的去除率。

3） 厚壁菌门和拟杆菌门是厌氧发酵系统中的优势

菌，提高其相对丰度有利于抗生素的降解。SDZ浓度与

Syntrophomonas、Sedimentibacter 之间存在明显的正相关

关系。经过水热预处理后 Sedimentibacter 的相对丰度较

未水热预处理显著提升，表明水热预处理可以提高抗生

素的降解。
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Effects of hydrothermal pretreatment on the sulfadiazine degradation in
anaerobic digestion system of pig manure

LIU Shan1,2, GUO Chunchun1, MA Yanfang1, LI Yu1, HOU Yahan3, DONG Renjie1

(1. College of Engineering, China Agricultural University, Beijing 100083, China;　2. Yantai Research Institute, China Agricultural
University, Yantai 264670, China;　3. College of Resources and Environmental Sciences,

China Agricultural University, Beijing 100193, China)

Abstract: Hydrothermal  pretreatment  (HTP)  can  be  used  to  decompose  the  sulfadiazine  (SDZ)  during  continuous  anaerobic
digestion (AD) of pig manure. This study aims to explore the effect of HTP on the SDZ degradation and performance of AD
system. Pig manure with SDZ was taken as the research object. A comparison was made on the degradation regular, SDZ paths
and products, as well as the gas production performance of pig manure with/without HTP during AD. The results showed that
the HTP (150 °C) significantly increased the comprehensive removal rate of SDZ in the mesophilic continuous AD reactor (P
<0.05),  particularly  from 40.5%~58.5% to 54.4%~75.2%. Moreover,  the biodegradation paths  of  SDZ were inferred through
intermediate  degradation  products,  including  SDZ  hydrolysis,  hydroxylation,  thiodeoxidation,  amino  oxidation,  nitroation,
amidation  and  pyrimidine  ring  cleavage.  HTP  enhanced  the  degradation  products  and  paths  of  SDZ,  biodegrade  SDZ  from
different degradation paths, and the removal rate of SDZ. There were four paths of degradation in pig manure with HTP, while
there was only one degradation path without HTP. In terms of AD performance, the system was stabilized after 25 days, the
daily gas production in the R0 reactor was stable at 5.14 L/d, and the cumulative VS gas production rate was 16.64 L/g; In the
R0h reactor,  the daily gas production was stable at  6.89 L/d,  and the cumulative VS gas production rate was 22.31 L/g.  The
daily biogas yield of the reactor and the volume production rate increased by about 34.05% (P<0.05), and 34.00%, respectively,
after stable operation with HTP. There was little difference in the methane content between the two reactors after two SRTs.
The average contents of methane in R0 and R0h reactors were 61% and 59%, respectively. Thus, the AD process was stable in
the two groups of reactors over the whole operation stage, according to the biogas production rate and methane content.  The
degradation of organic matter was also enhanced for the high concentration of VFAs after HTP. The substrate was provided for
the  subsequent  stage  of  methane  production,  in  which  the  acetic  acid  content  accounted  for  25.3%~46.1%.  In  addition,  the
microbial  communities  showed  that  Firmicutes  and  Bacteroidota  were  the  dominant  phylum  bacteria  in  the  reactors  during
anaerobic fermentation. Their relative abundance was beneficial to the degradation of antibiotics. A comparative analysis was
also  made  on  the  microbial  community  at  the  class  level.  It  was  found  that  Clostridia  and  Bacteroidia  were  the  main
microorganisms in the two reactors. The relative abundance of Proteiniphilum increased after HTP. The full hydrolysis of pig
manure was also realized for the better performance of methane production. Meanwhile, it was found that Syntrophomonas and
Sedimentibacter were highly correlated with the degradation of SDZ, and the relative abundance of Sedimentibacter after HTP
was  significantly  higher  than  that  without  HTP,  indicating  the  better  degradation  of  antibiotics.  Therefore,  the  HTP coupled
with the AD process can be expected to simultaneously improve the degradation of SDZ and AD performance, particularly for
the ecological safety of biogas liquor.
Keywords: manure; digestion; hydrothermal pretreatment; sulfadiazine; anaerobic digestion
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