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 摘要：秸秆沼气发酵厌氧菌群是一个复杂的菌系，针对分离纯培养周期长、菌剂制备过程比较复杂等难点，提供了
一种简便的秸秆沼气发酵厌氧菌群的培养方式——原位混合培养。①小试试验表明：接种50%培养后的厌氧菌泥，厌
氧发酵原料总固体（TS）12%，在37℃下，试验B组能快速适应厌氧发酵新环境，厌氧发酵21d时，累积产气量较试验
A组高出28.39%；②中试试验结果显示：第三阶段的发酵原料中接种物的50%替换为培养后的厌氧菌泥，37℃厌氧发
酵10d，沼气池容产气率平均达到1.1L/（L�d），累积产气量较前两个阶段的平均值高出32.46%。该方法适用于连续
性沼气发酵工程，以增加沼气发酵系统中的厌氧微生物数量，增强微生物代谢活动，改善沼气发酵系统，使其保持连
续稳定的产气。

 秸秆沼气发酵厌氧菌群是一个复杂的菌系，包括水解发酵菌、产氢产乙酸菌和产甲烷菌[1-2]，厌氧菌的分离、培
养操作需要严苛的条件，从分离到制备菌剂需要经历鉴定、生理生化试验、降解试验、扩增试验、复壮与保存等多个
步骤，制备周期长且制备过程比较复杂，普通单位和个人难以实现。所采用的分离纯培养技术手段决定了该方法仅仅
能够获得现有技术条件下可纯培养的厌氧菌，不能获得以共生、共代谢等方式存在于厌氧环境中的厌氧微生物，而这
部分微生物在环境中占绝大多数。菌剂的微生物构成比较简单，往往只有一种或几种厌氧菌，难以适应成分复杂的发
酵原料的生化处理。

 王旭辉等对玉米秸秆与牛粪联合发酵产气中微生物多样性做了大量实验工作，为新疆地区牛粪秸秆沼气发酵菌剂制
备提供了科学依据[3]，但其具有一定的局限性，在工程上的应用性能尚不可知。张云茹等从污水处理厂污泥中筛选
出3个产甲烷优势菌群，但由于产甲烷菌生境的特殊性，目前在实验室能纯培养出的产甲烷菌种类是有限的，另外沼
气池内菌群结构复杂、微生态环境的不可控性等因素都制约着沼气工程的规模化发展[4-6]。

 在长期的实验和生产实践中发现，利用微生物提高沼气产量，重要的不是产甲烷菌的继续富集，而是提高不产甲烷
菌对有机物的水解速度，尤其是对纤维素物质的分解速度。蒙杰筛选出具有厌氧特性的水解细菌混合菌和纤维素分解
菌混合菌，制备成混合菌剂，并进行了小试应用[7]。马超认为产氢产乙酸菌群在功能生态位上起到承上启下的重要
作用，进行了产氢产乙酸优势菌群的富集选育[8]。

 秸秆沼气发酵厌氧菌群是一个复杂的菌系，沼气的产生是多种菌群协作共生的产物。目前制备的沼气发酵微生物菌
剂，多数不能适应环境多变特点和规模化应用需要。本文提供了一种简便的秸秆沼气发酵厌氧菌群的培养方式——原
位混合培养。根据秸秆沼气发酵厌氧菌群的生长代谢特征和有机物降解特征，模拟和强化秸秆沼气发酵厌氧菌群的生
存环境特点，不采用分离纯培养的方法，直接通过混合培养的方式，构建一个由不同种类、不同功能的厌氧微生物种
群构成的复合微生物生态系统，使得那些不能通过分离纯培养的微生物也能够生长繁殖而获得富集培养[9]。

 1材料与方法

 1.1材料与装置

 1）稻草：试验用稻草取自花卉市场废弃物。稻草原料总固体（TS）88.7%。

 2）N素：试验用N素为市购尿素。

 3）接种物：试验用接种物取自实验室秸秆沼气发酵产物，TS14.5%，pH为7.2。

 4）秸秆降解菌剂：由中国科学院合肥物质科学研究院提供。

 5）厌氧富集培养基：处理后秸秆10g/L，乙酸钠2.0g/L，葡萄糖2.0g/L，NH 4Cl 1.0g/L，MgCl2 0.1g/L，K2HPO4

0.4g/L，KH2PO4 0.2g/L，酵母膏2.0g/L，半胱氨酸0.5g/L，生物炭4.0g/L。

 6）小试试验装置：自行设计的小型厌氧发酵装置，见图1[10]。采用1000mL广口瓶作为厌氧发酵瓶，集气瓶为1000
mL的广口瓶，集水器为1000mL的锥形瓶。
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 7）中试试验装置：自行设计的100L的厌氧发酵装置，见图2。厌氧发酵装置用于秸秆干式厌氧发酵产沼气连续性试
验。设计分三个部件，进出料口，50L罐体，100L罐体。进出料口径为200mm，方便进出料。50L罐体属预处理罐/缓
冲罐，其中有螺旋盘管，用于加热；100L罐体为厌氧发酵主罐，采用外循环水夹套加热方式；出料口设计成锥体型，
便于出料，进出料阀门采用闸板阀。
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 1.2方法

 1.2.1沼气发酵厌氧菌群的培养方法 厌氧菌群培养试验：发酵瓶中装入50%的接种物，对照组补加蒸馏水；实验组补
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加同等量的富集培养基，把各种原料配制成总重800g，在（37±1）℃下恒温发酵。每次同一时间利用蠕动泵从出料
口抽出250mL发酵上清液，再从进料口补入等量新鲜的厌氧富集培养基保持发酵罐中料液总体积不变。每个梯度循环
一次，葡萄糖和乙酸钠的梯度补入量分别为2，4，6，8g/L。培养时间约20d，产气中甲烷含量稳定，获得培养后厌氧
菌泥。

 1.2.2沼气发酵厌氧菌群的小试应用试验 稻草预处理[11-16]：按原料干基的1.5%添加N素[17]，按2%接种秸秆降解菌
剂，补水至原料含水率达70%，30℃发酵48h。

 厌氧发酵试验[18]：厌氧菌泥与处理后稻草干基比1∶1，配制成总重800g，TS12%的发酵原料。（37±1）℃下恒温
发酵。总试验时间为21d。试验过程中，每天定时测系统的产气量和甲烷含量。试验设非培养厌氧菌泥发酵组（A组
），培养厌氧菌泥发酵组（B组）。每组实验设两组平行试验。

 1.2.3沼气发酵厌氧菌群的中试应用试验[19] 反应装置改为100L中试厌氧发酵罐，厌氧菌泥与处理后稻草干基比1∶1
，发酵原料TS12%，装料量为罐体的80%，（37±1）℃下恒温发酵。试验时间为30d。每天定时测系统的产气量和甲
烷含量。该实验设两批次平行试验。

 1.2.4分析测试方法

 pH值测定：采用雷磁PHS-25数显pH计测量。

 原料总固体TS测定：对试验原料采用烘干法测定TS，取一定量原料在烘箱中（105±2）℃下干燥至恒重，干燥后原
料与干燥前原料重量比即为原料TS。

 产气量测定：利用图1所示的厌氧发酵试验装置，采用排水集气法收集气体，测量集气瓶中排出水的体积，就是产
气量。中试厌氧发酵装置产气量由湿式防腐气体流量计监测。

 沼气成分分析测定：利用天谱GC-900C气相色谱仪分析测试沼气中各成分的含量。

 2结果与分析

 2.1小试试验产气特性
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 各个试验组的日产气量随厌氧发酵时间的变化见图3。由图3可以看出，B组能迅速适应厌氧发酵环境，日产气量逐
步升高，产气高峰出现在第5天，此后日产气量逐步下降，厌氧发酵21d时日产气225mL左右；A组在厌氧发酵第3天日
产气量有所下降，但第4天很快适应新环境，第5天达到产气高峰，此后日产气量逐步下降，厌氧发酵21d时日产气低
于100mL。B组较A组快速适应厌氧发酵新环境，产气高峰后日产气量下降较慢；A组厌氧发酵21d时累积产气量达1002
4mL，B组累积产气量达12870mL，较A组高出28.39%。两组产气稳定后的甲烷含量均在62%左右。

 由实验数据推测出，培养后的厌氧菌泥能增强厌氧发酵系统的厌氧菌的代谢活动，提高了原料的利用率和利用效率
。

 2.2中试试验产气特性分析

 利用100L厌氧发酵罐进行中试试验，试验组的日产气量随厌氧发酵时间的变化见图4，可分为三个阶段。在第一阶
段厌氧发酵10d，日产气量下降到70.8L，并呈现逐步下降的趋势时，罐中出料一半，补入等量新料，第二阶段的发酵
原料与第一阶段保持一致，第三阶段的发酵原料将其中接种物的50%替换为培养后的厌氧菌泥，进行第三阶段厌氧发
酵。第二阶段补料后继续厌氧发酵10d，在厌氧发酵7d时，日产气量低于80L，沼气池容产气率平均达到0.81L/（L�d
）。第三阶段补料后继续厌氧发酵10d，日产气量维持在80L以上，沼气池容产气率平均达到1.1L/（L�d）。第一阶段
累积产气量863.8L，第二阶段累积产气量810.3L，第三阶段累积产气量1108.8L，较前两个阶段的平均值高出32.46%。
整个中试试验产气中甲烷含量较小试实验低，甲烷含量在53%左右，推测是由于批次进料带入空气造成产气中甲烷含
量较低。

 由实验数据推测出，在连续性秸秆沼气发酵过程中，适当地加入培养后的厌氧菌泥，可改善整个厌氧发酵系统的稳
定性，解决了秸秆沼气发酵工程后期产气量低、不产气等不良情况，保证了沼气发酵工程的正常运行。中试试验数据
为秸秆沼气工程提供了可参考性依据。
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 3结论与讨论

 1）本文提供一种简便的秸秆沼气发酵厌氧菌群的培养方式，不采用分离纯培养的方法，直接通过混合培养的方式
，构建一个由不同种类、不同功能的厌氧微生物种群构成的复合微生物生态系统，使得那些不能通过分离纯培养的微
生物也能够生长繁殖而得到富集培养[20]。

 2）秸秆沼气发酵原料经预处理后，能有效提高沼气产率。接种50%培养后的厌氧菌泥，厌氧发酵原料总固体（TS
）12%，在37℃下，接种培养后的秸秆沼气厌氧发酵菌泥能快速适应厌氧发酵新环境，厌氧发酵21d时，累积产气量
高出28.39%。

 3）在连续厌氧发酵中试试验[21]中，随着发酵时间的延长及新料的加入，原有发酵系统中沼气厌氧发酵菌群代谢
活动较弱，适时接种经原位混合培养后沼气厌氧发酵菌泥，能够保持系统的产气稳定性，在一定程度上提高沼气产量
。
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