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摘　 要： 挥发性脂肪酸（ＶＦＡｓ）是厌氧发酵过程中的一类具有监测作用的重要中间代谢产物，对其进行有效的测定

可以很好地监控厌氧发酵体系中的酸化情况。 主要总结了目前应用较为广泛的 ６ 种 ＶＦＡｓ 检测方法，包括解释检

测技术的运行机制、仪器的性能、测定过程可能会出现的问题以及解决的办法，也总结了 ６ 种方法的优缺点。
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　 　 厌氧发酵（ＡＤ）是处理粪便、秸秆、餐厨垃圾等

有机废弃物的主要利用方式之一，沼气是 ＡＤ 体系

中微生物代谢的产物，它是由有机底物的分解形成

的［１ － ３］。 分解过程可分为 ３ 个阶段：水解阶段、酸化

阶段和产甲烷阶段，在每个阶段都有不同的微生物

组参与分解过程［４］。
在厌氧发酵第 １ 阶段，需氧细菌利用酶将大分

子有机底物（蛋白质、碳水化合物、脂肪、纤维素）转
化为分子量较低的化合物（如糖、氨基酸、有机酸和

水），水解细菌分离的酶附着在细菌的外壁上，将底

物中的有机成分分解成小的可溶性成分，聚合物被

转化为低聚物和单体，这一过程即水解。 水解过程

依赖于细胞外酶（如纤维素酶、淀粉酶、蛋白酶和脂

肪酶），该过程受到 ４． ５ ～ ６． ０ 的 ｐＨ 值水平以及罐

内时间的影响。 在厌氧发酵的第 ２ 阶段，产酸菌进

行裂解，第 １ 阶段产生的单个分子进入产酸菌的细

胞，在那里继续分解，同时，部分厌氧细菌利用氧残

基和形成厌氧微生物所需的厌氧条件也参与了该发

酵过程。 在 ｐＨ 值为 ６． ０ ～ ７． ５ 时，该体系主要产生

一些挥发性脂肪酸和低分子量醇等物质，如乙酸、乙
醇、二氧化碳、硫化氢和氨等，这一过程被称为酸化

（或氧化）。 同时，该过程会导致 ｐＨ 值的水平降低。
在第 ３ 阶段，产甲烷菌将乙酸、甲醇等物质转化为甲

烷为主的物质，一种方式是利用乙酸产生甲烷，另一

种方式是在二氧化碳存在时利用氢气生成甲烷，这
个阶段的菌群对温度非常敏感［５］。 有机废弃物在

厌氧微生物的作用下，经过 ３ 个阶段的分解转化后

产生甲烷、氢气等气体可被用作清洁能源，挥发性脂

肪酸、甲醇、可溶性糖等中间代谢产物可被用作工厂

原料，以及最后剩余的沼渣经处理后可以被用作有

机肥［６］。 ＡＤ 不仅解决了环境污染的问题还为社会

带来了经济效益。
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１　 ＶＦＡｓ 在 ＡＤ 体系中的作用

在整个 ＡＤ 过程中，ＶＦＡｓ 是厌氧发酵过程中一

类重要的中间代谢产物，正常的 ＡＤ 体系中 ＶＦＡｓ 主
要包括乙酸、丙酸、丁酸、戊酸，其浓度范围比较低且

较稳定，约有 ７０％ 的产甲烷菌都是利用 ＶＦＡｓ 来进

行产甲烷过程。 但是一般厌氧发酵体系中有机质的

含量较高，在发酵过程中会容易有酸积累的现象发

生，即当 ＶＦＡｓ 浓度在 ６． ７ ～ ９． ０ ｍｏｌ·ｍ － ３时会造成

微生物细胞内酸碱平衡失调，进而抑制产甲烷产生，
严重影响产甲烷过程的正常进行，当体系中的酸积

累现象过于严重时甚至会使细胞失活，直接导致厌

氧发酵的失败［７ － ８］。 ＶＦＡｓ 的含量变化不仅能够判

断 ＡＤ 过程是否顺利进行，而且可以间接观察到 ＡＤ
过程中微生物的活性变化，因此，对其进行实时监测

非常必要。
目前，较为传统的 ＶＦＡｓ 测定方法有比色法和

滴定法［９］。 这些传统方法存在耗时耗力的缺点，在
科技飞速发展的社会，比色法已逐渐淡出研究者们

的视野。 取而代之的是操作更简便、精度更高的电

子仪器设备，例如气相色谱 （ＧＣ）法、高效液相色谱

法（ＨＰＬＣ）、中红外光谱法（ＭＩＲＳ）、近红外光谱法

（ＮＩＲＳ）和生物传感器［１０ － １３］法。

２　 ＡＤ 体系中 ＶＦＡｓ 检测方法的研究进展

２． １　 滴定法

传统滴定法的原理是在碱性条件下通过蒸馏分

离出溶液中存在的氨氮，再在酸性环境中收集纯度

较高的 ＶＦＡｓ，利用碱性溶液进行标定，通过消耗的

体积计算 ＶＦＡｓ 的含量［１４］。 滴定法成本低、操作简

单，但是需要前处理、耗时长、不能在现场使用，在取

样和蒸馏过程中可能会损失掉部分 ＶＦＡｓ，降低了结

果的准确性。 此外，有研究发现滴定结果会受厌氧

发酵环境中存在各种弱酸根离子以及溶液固体含量

等因素的影响，使滴定结果出现误差［１５］。 为此，许
多研究学者通过简化处理步骤、改变溶液环境、选择

适当的滴定终点等方法优化改进建立新型滴定

法［１６］。 例如，在分析 ＶＦＡｓ 与样品离子干扰体系以

及总固体之间的关系时，结合 ＧＣ 法和简化滴定步

骤后的 Ｎｏｒｄｍａｎｎ 滴定法测得 ＶＦＡｓ 化学值。 滴定

过程得到简化，结果差异性也有明显的降低，但是依

然需要专门的仪器设备，不利于实际发酵工程中的

分析比较［１７］。 Ｎａｔｉｖ［１８］等人利用模拟溶液开发了一

种改进的两点滴定法，ＶＦＡｓ 在较高的浓度范围内受

到磷酸盐等弱酸离子的影响可以忽略不计。 同时，
还使用外部分析法，即利用 ＰＨＲＲＥＱＣ 程序通过总

无机碳的浓度预测 ＶＦＡｓ 的变化趋势。 此法减少了

滴定步骤、提高了结果的精确度，但是操作环境较为

严格、对探头灵敏度以及标准样品精度的要求较高。
２． ２　 ＧＣ 法

气相色谱仪的原理是样品在进样器中经过高温

处理后以气体的形式被载气携带进入毛细色谱柱，
各组分在载气的冲洗下由于沸点、吸附系数等不同

依次被分离出来，进入检测器后根据给出的信号被

记录成不同的色谱峰，通过峰面积和峰高来进行定

量和定性分析［１９］。 ＧＣ 法所需样品量小、灵敏度较

高、适用范围大，ＶＦＡｓ 有较强的吸附性且极性较高，
加上 ＡＤ 体系较为复杂，含有很多干扰因素，产生的

色谱峰容易出现拖尾现象，可以对样品进行预处理

（如萃取、酯化）、选择合适的极性柱以及改变 ＧＣ 升

温程序等方法来改善此类问题［２０ － ２１］。 此外，ＶＦＡｓ
属于弱酸，具有易挥发的特点，需要对溶液环境进行

酸化以确保测定时是分子的状态，同时，在 ＶＦＡｓ 测

定完之后及时清理进样针和色谱柱以避免造成污染

和堵塞［２２］。 Ｗａｒｄ［２３］ 等对 ＶＦＡｓ 的 ４ 种监测方法

（微气相色谱、薄膜进样质谱、近红外光谱以及 ｐＨ
值）进行中试研究，结果发现薄膜进样质谱需要频

繁清洗以及背景测量，不适用于长期测量，除此之外

的其他 ３ 种方法都具有较高的准确性和低频率维护

的优点。 Ｕｌｌａｈ［２４］等比较了直接注射和热解吸两种

样品运载方式对 ＧＣ 测定性能的影响，发现热解吸

方式更好地抑制一些基质反应的发生。
２． ３　 ＨＰＬＣ 法

高效液相色谱技术是一种高效液相色谱仪的分

离技术，原理主要是溶液中各组分在两相运动中具

有不同的分配系数，导致在反复分配过程中各组分

的移动速度具有明显差距，进而被依次分离流

出［２５］。 受固定相的影响可分为固⁃液吸附色谱、液⁃
液分配色谱、离子交换色谱以及凝胶色谱［２６ － ２７］。
Ｍｅｓｑｕｉｔａ［２８］等使用带有二极管阵列的紫外检测器和

离子排斥柱的液相色谱系统对厌氧消化系统中的

ＶＦＡｓ 进行测定，比较纯溶液和实际发酵溶液的

ＨＰＬＣ 色谱图发现 ＶＦＡｓ 的色谱峰的分辨率受溶液

环境的干扰程度可以忽略不计，分析检测限、线性、
重复性、基质效应等结果表现出 ７ 种 ＶＦＡｓ 都具有

良好的独立性以及较高的精确性。 Ｐｅｕ［２９］ 等利用配
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有紫外检测器、自动进样器以及阳离子交换柱的

ＨＰＬＣ，在流动相的作用下分离标准溶液和样品中的

ＶＦＡｓ，通过分析峰面积之间的关系建立了猪粪中 ６
种 ＶＦＡｓ 的 ＨＰＬＣ 测定方法。
２． ４　 ＭＩＲＳ 法

ＭＩＲＳ 法是物质的分子结构在中红外光谱区

（４０００ ～ ４００ ｃｍ － １或者 ２５００ ～ ２５０００ ｎｍ）发生基频

或倍频吸收产生特征性的吸收峰，从而进行物质的

定性或定量分析［３０］。 经过预处理以及特征光谱提

取后的 ＭＩＲＳ 模型可以有效的监测 ＡＤ 过程，但是复

杂的 ＡＤ 体系会使过滤器极易发生堵塞，导致相应

的装置不能及时进行监测分析［３１］。 研究学者通过

改进 ＭＩＲＳ 装置如使用光纤探测器的方法解决类似

的问题。 Ｆａｌｋ［３２］ 等开发了一种基于偏最小二乘法

ＡＴＲ⁃ＭＩＲ⁃ＦＴＩＲ 设备，可以实现样品提取、光谱记录

以及光谱分析的自动化， 达到了 ＡＤ 体系中 ６ 种单

组分 ＶＦＡｓ 的快速定量分析的目标，设备带有的传

感系统几乎不需要维修。 同时，污泥造成的淤积问

题也通过增加转速器搅拌时间得到有效解决。
Ｌｉ［３３］等改进采样方式、增加冲洗频率以降低堵塞问

题的发生概率，用液相色谱法得到的化学值与中红

外光谱建立了基于偏最小二乘法模型，该模型能够

测定乙酸、丙酸等单组分的含量，且成功的应用于中

试体系中。
２． ５　 ＮＩＲＳ 法

近红外光谱（ＮＩＲＳ）技术是指利用近红外光谱

区（１２５００ ～ ４０００ ｃｍ － １或 ８００ ～ ２５００ ｎｍ）所包含的

物质信息进行有机物质的定性或定量的检测技

术［３４］。 ＮＩＲＳ 主要有透射式、漫透式和漫反射式 ３
种采集方式，需根据不同待测物或者环境的变化选

择合适的采集技术。 ＮＩＲＳ 模型的效果一般通过相

关系数（Ｒ２）、均方根误差（ＲＭＳＥ）和残差预测偏差

（ＲＰＤ）３ 个指标进行评估［３５］。 越来越多的学者研

究 ＮＩＲＳ 对 ＡＤ 中 ＶＦＡｓ 等多种参数的监测能力，例
如，有研究利用傅里叶变换近红外光谱法结合偏最

小二乘法（ＰＬＳ）建立了污水污泥系统中的挥发性脂

肪酸、碳酸氢盐碱度和挥发性固体的回归模型，该模

型可用于消化池的原料类型改变和水力保留时间减

少的识别和预警，以此来提高污水污泥厌氧消化器

的性能［３６］。 Ａｗｈａｎｇｂｏ［３７］ 等通过利用 ＮＩＲＳ 结合多

块 ＰＬＳ 方法预测不同来源厌氧消化物的 ＶＦＡｓ 和长

链脂肪酸，证实了可以通过多个来源的协同作用来

优化监测过程，同时解决了远程探针在厌氧消化中

出现的饱和和结垢问题。 Ｓｔｏｃｋｌ［３８］ 等用玉米和青贮

牧草进行实验室发酵池的投料，检测 ＡＤ 体系中

ＶＦＡｓ、总无机碳（ＴＩＣ）以及 ＶＦＡｓ ／ ＴＩＣ 等参数的化

学指标，建立并分析了基于 ＰＬＳ 的 ＮＩＲＳ 模型，结果

发现经过预处理后的 ＮＩＲＳ 模型 Ｒ２ 分别 ０． ９４、０． ９７
和 ０． ８５ ～ ０． ９７，ＲＰＤ 值均在 ３ 以上，ＲＭＳＥ 与所测参

数的浓度范围有关，３ 个指标均说明模型具有较高

的精度，但是不适用于浓度高于校准模型浓度的样

品。
２． ６　 生物传感法

生物传感器法结合了生物技术和物理化学技

术，将生物活性物质作为传感器的识别元件，其分子

识别部分所表达的信号通过转换器转化为电信号，
通过这些信号分析待测物质的含量［３９］。 生物传感

器主要包括识别元件、换能器和信号输出装备构成，
固定化识别元件是决定传感器性能（例如灵敏性、
稳定性、使用寿命等）的核心因素，根据材料的特性

一般分为酶传感器、微生物传感器和免疫传感

器［４０］。 研究者们多在识别元件和换能器材料上对

其进行机理和功能的深度研究，例如传统的微生物

燃料电池（ＭＦＣ）无法很好地区分 ＡＤ 体系中的有机

物质和 ＶＦＡｓ，Ｓｕｎ［４１］ 等改进了此类传感器，开发了

一种由阳极和阴极组成的两腔室 ＭＦＣ 微生物传感

器，两腔室之间通过阴离子交换膜（ＡＥＭ）进行物理

分离。 通过观察传感器对合成废水中醋酸盐的电流

响应，发现电流密度和不同反应时间内乙酸盐浓度

呈一种非线性关系，并且在醋酸盐浓度低于 ４０ ｍＭ
时，电流密度在设计的批次实验结束时间（５ ｈ）达到

最大值，对于监测乙酸盐浓度具有一定的可行性。
此外，研究结果还发现葡萄糖等非离子物质不能穿

过 ＡＥＭ，所以基本不影响传感器的性能，但是 ＡＥＭ
会对丙酸盐、丁酸盐和异丁酸盐有一定的选择透过

性，对乙酸盐浓度的测定结果造成一定的偏差，同
时，较高的初始温度对微生物的活性有很大的影响，
而且在长期运行后阴极表面的微生物生长也会影响

传感器的性能。 此后，该研究团队开发了一种由阳

极、阴极和样品室组成的三腔室 ＭＦＣ 传感器［４２］，此
传感器中底物输到阳极室的机理是浓度扩散，醋酸

盐通过 ＡＥＭ 时受其它离子的干扰导致传质系数和

扩散率降低，使得在 １ ｈ 反应时间得到的结果偏差

较大。 与之前的研究相比较，监测的浓度范围增大，
样品室的添加极大地提高了传感器的稳定性，但是

其非线性拟合度较低，制作成本也相对增加。

９６中国沼气 Ｃｈｉｎａ Ｂｉｏｇａｓ ２０２２，４０（２）



３　 结论与展望

本文总结了 ６ 种常用的 ＶＦＡｓ 测定方法，滴定

法成本低、易操作，一般用于总 ＶＦＡｓ 的测定，对于

单个组分的测定来说是很难实现的。 ＧＣ 法是目前

相对而言应用最广泛的方法，缺点在于样品测定前

需要对其进行消除颗粒、酸化等预处理，使操作步骤

变得较为繁琐。 ＨＰＬＣ 法具有灵敏度高、分离效果

好、应用范围广、前处理较为简单等优点，但是其分

析成本较为昂贵、分析时间较长。 光谱技术由于具

有无需预处理、分析速度快、无创、方便、成本低等优

点已被广泛应用于农业、石化、医药、食品、聚合物、
林业、环境等领域，但是光谱技术受环境的影响（如
温度、湿度、样品颗粒大小等）较大，需要结合化学

计量学来降低外界因素的干扰。 生物传感法兼具生

物技术的特异性选择和物理化学技术分析速度快、
高灵敏的优点。 酶传感器选择性好、灵敏度高，但是

其敏感元件提炼工序复杂、造价高、性能不太稳定，
微生物传感器相对而言性能更稳定、造价低，且不受

ＡＤ 体系中干扰物质的影响，但是存在响应时间较

长、选择性较差的缺点，免疫传感器制作简便、使用

寿命长，缺点在于其选择性差、所用的敏感元件材料

也不易保存。 现在 ＶＦＡｓ 检测方法的研究趋势正朝

着快速、无损、低成本、自动化的方向发展，但是许多

方法仍存在仪器性能、检测时间、造价成本等问题，
希望未来能够克服这些困难，真正满足实际发酵工

程的 ＶＦＡｓ 自动化在线检测。
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