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碱法纸浆黑液沼气发酵过程中

微生物区系的研究

赵玉莲 陆炎培

(食品资源科学与工程系 ( )食品科学与工程系 )

摘要 对碱法 纸 浆黑液 用 于沼 气发酵过程中的微生物 区系进行 了研究
。

根据动态

跟踪分析
,

测 定 出厌氧 菌的 种类
、

数量及变化趋 势
。

结果表明
,

总 菌量随发酵期 的延

长而增长
,

当发酵进入主 酵期
,

产甲烷菌成为厌氧 菌中的主 菌群
。
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当
, J 口 ,J ` 二 J

近 20 年来
,

工业有机废水造成的污染 日趋严重
,

其中纸浆废液 占有相当的比例
。

石油危

机与能源的短缺
,

促进世界各地致力于有机废水厌氧处理研究
,

并取得了许多成就
。

我院食

品科学与工程系承担的
“

七五
”
攻关科技成果一

一石灰法稻草纸浆浓黑液沼气发酵
,

得到 了

学术界的好评
。

本文看重介绍在 S L 发酵罐中
,

以碱法麦草浆黑液为基质
,

在沼气发酵过程

中相关微生物的分离
、

培养及观察情况
。

1 沼气发酵机理

沼气发酵是指在厌氧的环境中
,

有机物质在微生物菌群作用下
,

最终获得以甲烷为主体

的可燃性气体的过程
。

就其主要菌群— 产甲烷细菌
,

它们能利用有机化合物供给能源
,

但

只能利用含 1个或 2 个碳原子的有机化合物如醇和 乙酸盐
。

因而对沼气发酵 (也可以延伸到

其它的厌氧发酵 )而言
,

最初
,

人们按其细菌引起 的生物化学过程
,

分为两个阶段
:

即不产 甲

烷和产甲烷阶段
,

或称产酸阶段和产气阶段
。

后来
,

布赖恩特根据细菌的营养群理论
,

把沼气

发酵分成三个阶段
:

即水解~ 产酸~ 产 甲烷
; 而 W

.

W
.

E c k e nf e l d e r
把沼气发酵分成四个 阶

段
:

即水解 ~ 产酸~ 酸性衰退一产甲烷
。

沼气发酵阶段之说虽有争议
,

但 甲烷菌不是绝对专

性自养菌是共识的
。

这是作沼气发酵过程中微生物区系研究者必须予以考虑之点
。
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厌氧菌通常定义为能够在完全没有氧的条件下生存与增殖的微生物
。

当已经证明所有

的专性厌 氧细菌都能忍耐一定的游离氧结论 时
,

Q u a s t e l 和 tS e p h e n s o n
认为厌氧生长依赖

着低的氧化
一

还原势
,

巴斯德曾认为
,

所有的发酵作用
,

亦即微生物对碳水化合物的产酸又 产

气的作用
,

属于厌氧作用 ; 另一方面
,

有关氧抑制作用机制
,

包括有分子氧存在时
,

厌氧菌生

长的抑制作用的机制
,

也曾有许多研究课题
。

大量的研究结果可以作出结论
,

即没有简单的

理论 可以解释为什么厌氧菌不能在游离氧存在下生长的全部事实
。

实验表明
,

即使培养基是

暴露在空气 中 (如试管加塞后的培养基 )
,

其深层部分的条件也仍是厌氧的
。

这些理论
,

为分

离沼气发酵过程中的厌氧微生物方案设计
,

提供 了有益的依据
。

2 材料与方法

材料

1 供试沼 气发酵液 由食品科学工程系科研室提供
。

2 培养基

l) 厌氧纤维素酶产生菌培养基
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2) 厌氧产酸菌培养基

葡萄糖 0
.
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.

s m l 嗅 甲酚蓝指示剂
,

分装前加入还原剂 L
一

半肤氨酸和指示剂 刃 天

青
,

方法 同前
。

3) 甲烷菌培养基
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,
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2
.

1
.

3 培养方法

l) 厌氧菌的培养 本研究采用还原性化合物
,

如葡萄糖
、

甲醛化次硫酸钠和琉基乙酸

钠等还原化合物加入到液体培养基 中
,

从而使厌

氧菌在不严格的厌氧条件下的生长成为可能
。

有

大量的试验结果证明
,

加大接种量将更为有效
。

具

体方法如下
:

固体 培养的厌氧装置是改进 了的 B er w e r

推

荐的一种培养皿与含有琉基乙酸钠和亚 甲基蓝的

琼脂培养 基一起
,

供厌 氧细菌表面培 养装置 ( 图

1)
.

待分离样品按稀释法灌浇双层平板
,

将平板置

厌氧 盖

图 1 B er * e r
厌氧培养装置
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于点有腊烛的干燥器内
,

把干燥器置于培养箱中培养
,

待观察
。

液体厌氧培养采用大气氧的隔除法
。

将接种后的试管棉塞用石腊封 口
,

若是橡皮塞也以

石腊封口
。

这种密封方法虽能阻止大气氧的进入
,

但不能完全消除试管内原来存在氧的影

响
,

但能建立起不太挑剔的厌氧的初期生长环境
。

一旦生长实现以后
,

由微生物所积 累的

C O
:

就可以形成增殖的最适条件
。

2) 按试验要求将固体或液体培养物放在 36 士 I C 的培养箱中培养
。

一般情况下
,

不产

生甲烷的产酸菌生长繁殖比产甲烷菌快
。

在培养 5 ~ d6 后可观察到培养基颜色变化
。

凡是

颜色变黄的说明有产酸菌生长
,

而颜色不变的则说明没有产酸菌长出
; 10 一 1 d3 后

,

装有滤

纸的试管
.

培养基内的滤纸呈不同状况
:

有的变软变曲
,

经摇动后滤纸条边缘不整齐
,

甚至有

糊状纤维沉于试管底部
,

而整条纸不见了
;
产甲烷菌培养基试管培养 1 d8 后

,

用气相色谱鉴

定
,

凡是有甲烷 产生者
,

说明有 甲烷菌生长
。

上述试样继而进行制片镜检
,

计数
,

摄像
。

固体培养在 12 一 1 d8 后
,

通过干燥器可以看到培养皿底面有菌落长出
,

取出计数
。

将所取沼气发酵原液稀释 10 倍后进行离心分离
,

镜检上清液与沉淀物
。

2
.

1
.

4 分 离与计数 分离方法为稀释法
;
计数用血球计数器及双层平板底面计 数

; 染色用

革兰氏法
。

3 结果与讨论

本研究取的试样
,

沼气发酵周期为 1 个 月 (实验室恒温发酵 )
,

每天取样
,

观察系统 p H

变化及微生物 区系的变化
。

3
.

1 沼气发酵过程中的 p H

采用精密 p H 试纸测定
,

试样 p H 值在 8
.

5一 8
.

0 之间变化
。

3
.

2 沼气发酵微生物观察

取沼气发酵液镜检
,

可以发现沼气发酵中的微生物种类很多
,

除常见的细菌外
,

还有菌

形体 (M cy o p l a s
m )

,

绿硫菌 ( c hl or ob
! a c e a

)等 ( 见图 2)
.

随着发酵的正常进行
,

杆菌
、

球菌逐

渐占绝对的优势
。

革兰 氏染色结果表明
,

原样 中 G
一

菌 比 G 菌多
。

经过离心分离后
,

上清液中以 G
一

菌为

主
,

沉淀物中则以 G
+

菌为主
。

3
.

2
.

1 上清液中微 生物情况 随着沼气发酵的正常进行
,

微生物菌群的变化 比较明显
,

前

期球菌占优势
,

后期 (发酵 1 5 d 后 ) 则转为杆菌类为优势
,

见图 3
.

3
.

2
.

2 沉淀 中微生 物情况 发酵开始
,

沉淀中的固形物形状多有规 则
,

随着发酵进程
,

沉淀

物趋于网络化
、

颗粒化
。

见图 .4

从微生物的角度来看
,

所有与复杂有机物转 化为 甲烷
、

C 0
2

有关的营养菌群
,

均存在于

颗粒污泥中
,

形成了一个独特的群体
。

颗粒结构为具有互营共生关系的各种微生物群提供 了

一个 良好的代谢环境
,

代谢物的交换更为简捷
。

颗粒内外物理化学条件的内部梯度的形成
,

给产甲烷菌提供了一个缓冲层
,

从而使污泥有较强的适应 p H 值和有机酸
、

有毒物冲击的能

力
,

提高 了系统的稳定性
。

而 U A S A 反应器主要是如何解决在短时间内使微生物全部造粒

问题
。

本试验结果表明
,

污泥颗粒 在沼气发酵 1 d8 时 已成雏型
,

26 d 时污泥颗粒直径可达

1 0 0拼m
.
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