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复合菌系 CN6 生长特性及在沼气发酵中的应用*
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摘要: 为有效提高纤维素类原料厌氧发酵水解效率,根据不同菌株利用底物差异和产酶互补性,人工构建产纤维素

酶复合菌系 CN6。 通过检测滤纸酶活和纤维素降解率,确定了复合菌系 CN6 的最适培养温度为 30 ~ 37益,最佳培

养初始 pH 值为 7郾 0,菌系 CN6 遗传性能稳定。 复合菌系 CN6 应用于以牛粪为原料的室内沼气厌氧发酵,发酵 0 ~
15 d 时,挥发性脂肪酸质量浓度比对照提高 26郾 5% ~ 30郾 6% ,发酵结束时,纤维素降解率比对照提高 6郾 8% ,沼气总

产量比对照提高 18郾 4% 。
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Abstract: In order to improve the hydrolysis efficiency of cellulose materials, an artificial composite
system CN6 was constructed by using different substrates and complementary enzymes. By detecting the
filter paper enzyme activity and cellulose degradation rate, the optimum fermentation conditions of CN6
were determined as follows:culture temperature of 30 ~ 37益 and initial pH value of 7郾 0. The metabolic
process of CN6 was proved to be stable. The complex strains CN6 was applied to biogas fermentation of
cow dung as raw material in a laboratory scale reactors. The results showed that the volatile fatty acid
(VFA) was increased by 26郾 5% ~30郾 6% in 0 ~ 15 d of fermentation. At the end of fermentation, the
cellulose degradation rate and cumulative biogas production were increased by 6郾 8% and 18郾 4%
compared with that of the control.
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摇 摇 引言

随着能源危机和环境污染加剧,纤维素类物质

的开发利用成为国内外研究热点。 但其结构复杂、
难于水解酸化,阻碍着其高效利用进程。 大量研究

表明,纤维素降解是由多种酶系协同作用的结果,单

一微生物菌种很难产生全的复合酶系,复合菌系或

多菌种联合培养对纤维素的降解能力显著高于单一

菌,利用复合菌系进行纤维素降解成为解决该问题

的重要手段之一[1 ~ 3]。
目前,对复合菌系的研究主要表现在 2 个方

面[4 ~ 9]:一是直接从自然界中筛选具有高效纤维素



降解作用的天然复合微生物菌系;另一种是先筛选

纤维素降解效果好的菌株,然后再根据各菌株生长

及产酶互补特性等进行混合培养,人工构建高效复

合菌系。 利用菌株之间的互利互惠、协同作用进行

混合发酵,可以克服单菌种发酵的缺点,是微生物发

酵的总体趋势之一[10]。 研究室根据菌株利用不同

底物差异和产酶互补性等,分别将 LDD 2、CJT 3、
N14 和 ZQ 1 四株菌进行两两、三三及四种菌混合

培养筛选,构建了产纤维素酶复合菌系 CN6。 在此

基础上,本文通过检测发酵过程中滤纸酶活和纤维

素降解率,进一步探讨该菌系的适宜生长温度、pH
值及代谢稳定性,并将其应用于以牛粪为原料的沼

气厌氧发酵,验证 CN6 对纤维类原料水解效率和产

甲烷的影响,为其在厌氧发酵中的开发应用提供指

导。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 菌株

复 合 菌 系 CN6, 由 LDD 2 ( Clostridium
cellobioparum)、CJT 3 (Clostridium papyrosolvens)、
N14 ( Cellulomonas. sp. ) 和 ZQ 1 ( Clostridium
butyricum)4 种菌按一定比例混合培养构建,LDD 2
和 CJT 3 来源于农业部沼气科学研究所,N14 和

ZQ 1 来源于河北省科学院生物研究所。
1郾 2摇 培养基

PB 培养基:NaCl 5郾 0 g,牛肉膏 5郾 0 g,蛋白胨

10郾 0 g,水 1 000 mL,pH 值 7郾 2 ~ 7郾 4。 抽真空,充氮

气,保持厌氧环境。 于 121益高压灭菌 20 min。
PCS 厌氧发酵培养基:蛋白胨 1郾 5 g,CMC鄄Na

5 g,微晶纤维素粉 5 g,秸秆粉 5 g,NaCl 1郾 5 g,KH2PO4

1郾 0 g,MgSO4 0郾 5 g,水 1 000 mL,pH 值7郾 2 ~ 7郾 4。 用

250 mL 的厌氧瓶分装,每瓶装 200 mL,每瓶加入

0郾 6 g 的滤纸条作为指示底物,抽真空,充氮气,保持

厌氧环境。 于 121益高压灭菌 20 min。
1郾 3摇 复合菌系生长特性试验

1郾 3郾 1摇 生长曲线及酶活、纤维素降解率变化

将 CN6 接种于 PB 培养基,培养 36 h 至对数生

长期,作为种子液,按体积分数 10% 的接种量接入

PCS 培养基中,30益 培养,每隔 12 h 取样一次,在
600 nm 处测吸光度,分别在培养 1、3、5、7、9 d 时,
测滤纸酶活和纤维素降解率。
1郾 3郾 2摇 温度对复合菌系的影响

将 CN6 种子液以体积分数 10% 的接种量接入

PCS 培养基中,分别放到 15、25、30、37、45、50、60益
培养箱中培养,培养 3 d 时测滤纸酶活,7 d 时测纤

维素降解率。

1郾 3郾 3摇 培养初始 pH 值对复合菌系的影响

将 PCS 培养基的 pH 值分别调至 4郾 0、5郾 0、6郾 0、
7郾 0、8郾 0、9郾 0、10郾 0 和 11郾 0,将 CN6 种子液以体积分数

10%的接种量接入 PCS 培养基中,30益静置培养,培养

3 d 时测滤纸酶活,培养 7 d 时测纤维素降解率。
1郾 4摇 代谢稳定性测定

将复合菌系 CN6 连续传代 10 次,30益培养 3 d
时测其滤纸酶活,7 d 时测纤维素降解率,确定其遗

传稳定性。
1郾 5摇 沼气厌氧发酵试验

采用中温批式发酵,发酵周期 30 d,原料为新鲜

牛粪,取自石家庄市郊区奶牛养殖场(总固体质量

分数为 18郾 0% ,挥发性固体质量分数为 14郾 1% ,灰
分质量分数为 3郾 9% ),接种沼液取自正常发酵户用

沼气池(总固体质量分数为 3郾 8% ,挥发性固体质量

分数为 2郾 7% ,灰分质量分数为 1郾 1% )。 试验采用

排水集气法,设 6 个处理(见表 1,其中 C 为 CJT 3、
L 为 LDD 2、N 为 N14、Z 为 ZQ 1),发酵料液总固

体质量分数 6郾 1% ,初始 pH 值 7郾 5,恒温 (36 依
1)益。 反应器为 250 mL 厌氧瓶,每处理 5 个平行。
每天记录产气量,定期检测挥发性脂肪酸(VFA)、
甲烷含量,试验起始和结束时测定反应器内纤维素

降解率等。

表 1摇 试验设计

Tab. 1摇 Experimental design

处理

序号

牛粪

质量 / g
沼液

体积 / mL
空白 PCS 培养

基体积 / mL
菌液

体积 / mL
总体积

/ mL

CK(对照) 50 50 30 - 180
C 50 50 30 180
L 50 50 30 180
N 50 50 30 180
Z 50 50 30 180
CN6 50 50 - 30 180

1郾 6摇 各项指标的测定方法

1郾 6郾 1摇 滤纸酶活

粗酶液提取:取 10 mL 发酵液,10 000 r / min 离

心 10 min,取上清液作为粗酶液。
滤纸酶活测定:以滤纸为底物,在试管中加入尺

寸约 1 cm 伊 6 cm 的滤纸条,再加入 1郾 0 mL pH 值

7郾 0 的磷酸 磷酸钠缓冲液,使其浸没滤纸条,加入

1 mL 的酶液,50益水浴 1 h。
按照国际理论应用化学协会(IUPAC)推荐的国

际标准方法测定:每 1 min 由底物生成 1 滋mol 葡萄

糖所需要的酶量定义为一个酶活单位。
1郾 6郾 2摇 纤维素降解率

纤维素降解率采用失重法[11],以纤维素类成分
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的失重率来表示。 将发酵液于 8 000 r / min 离心

20 min,弃上清液,蒸馏水洗涤,8 000 r / min 离心

20 min,弃上清液,用盐酸 (150 mL,质量分数为

80% )和浓硝酸(15 mL)的混合液消除菌体,离心,
弃上清液,105益干燥至质量恒定,计算失重率。
1郾 6郾 3摇 其他

pH 值采用酸度计测量 ( sartorius PB I0 pH
计);挥发性脂肪酸含量:采用滴定法测定[12];甲烷

含 量: 采 用 气 相 色 谱 仪 分 析 法 测 量 ( Agilent
7890A) [13]。

2摇 结果与分析

2郾 1摇 生长曲线及酶活、纤维素降解率变化

为确定复合菌系的纤维素降解规律和最佳产酶

时间,在其生长过程中定期对纤维素降解率和滤纸

酶活进行监测。 如图 1 所示,0 ~ 0郾 5 d 为复合菌系

CN6 生长延滞期;0郾 5 ~ 2 d 为对数生长期,2 ~ 7 d 为

稳定期,之后进入微生物生长衰退期。 CN6 复合菌

系在对数生长期开始产酶,迅速增长,3 d 时滤纸酶

活性最高(1郾 21 U),即在稳定初期达最高值,之后

酶活呈下降趋势。 CN6 发酵过程中,纤维素降解率

在 0 ~ 5 d 内迅速增加,达到 57郾 8% ,此后降解速率

明显下降,发酵结束时纤维素降解率达到 60郾 6% ,
其中发酵 7 d 和 9 d 的纤维素降解率没有显著差异。

图 1摇 CN6 生长曲线及滤纸酶活和纤维素降解率变化

Fig. 1摇 Growth curves of CN6 and changes of filter
paper activity and cellulose degradation rate

(a) CN6 生长曲线摇 (b) 滤纸酶活和纤维素降解率变化

摇
2郾 2摇 温度对复合菌系的影响

温度是影响有机体生长与存活的重要因素之

一。 研究微生物在生长或积累代谢产物时的最适温

度,对提高发酵生产效率具有重要意义。 由图 2 可

知,复合菌系 CN6 在 30益时,纤维素降解率和滤纸

酶活均达最大值,滤纸酶活达 1郾 29 U,纤维素降解

率为 58郾 3% 。 37益纤维素降解率和滤纸酶活略有

下降,分别为 56郾 9% 和 1郾 15 U,与 30益时的纤维素

降解率和滤纸酶活没有显著差异。 低于 25益,高于

45益,纤维素降解率和滤纸酶活均显著下降。 说明

该菌系为嗜中温微生物,低温或高温均不利于其生

长,适用于中温厌氧发酵。

图 2摇 温度对 CN6 滤纸酶活和纤维素降解率的影响

Fig. 2摇 Effects of temperature on filter paper activity
and cellulose degradation rate

摇2郾 3摇 初始 pH 值对复合菌系的影响

由图 3 可知,复合菌系 CN6 在培养初始 pH 值

为 7郾 0 时,滤纸酶活和纤维素降解率分别为 1郾 39 U
和 56郾 2% ;高于或低于 7郾 0,纤维素降解率和滤纸酶

活均 显 著 下 降。 在 pH 值 6郾 0 时 滤 纸 酶 活 为

0郾 96 U,是 pH 值 7郾 0 的 69郾 1% ;纤维素降解率为

46郾 2% ,是 pH 值 7郾 0 的 82郾 2% 。 pH 值 8郾 0 时滤纸

酶活为 1郾 10 U,是 pH 值 7郾 0 的 79郾 1% ;纤维素降解

率为 41郾 6% ,是 pH 值 7郾 0 的 74郾 0% 。 因此,该菌系

适合在中性条件下生长、产酶,酸性或碱性环境均不

利于其产酶和纤维素降解。

图 3摇 初始 pH 值对 CN6 滤纸酶活和纤维素降解率的影响

Fig. 3摇 Effects of pH value on filter paper activity
and cellulose degradation rate

摇2郾 4摇 代谢稳定性测定

将 CN6 连续 10 次传代,显微镜定时观察菌体

形态和数量变化,以确定发酵过程是否正常进行。
每代培养 3 d 时取样检测滤纸酶活,培养 7 d 时测纤

维素降解率。 结果表明,在连续培养过程中,每代纤

维素复合菌系 CN6 的滤纸酶活和纤维素降解率间

没有显著差异,结果见表 2。 将所得结果进行方差
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分析,P 值大于 0郾 05,可见遗传性能稳定。

表 2摇 代谢稳定性

Tab. 2摇 Metabolic stability

传代次数 滤纸酶活 / U 纤维素降解率 / %
1 1郾 29 依 0郾 18 55郾 4 依 3郾 3
2 1郾 28 依 0郾 15 56郾 0 依 2郾 8
3 1郾 33 依 0郾 14 55郾 8 依 3郾 0
4 1郾 29 依 0郾 21 56郾 2 依 2郾 2
5 1郾 31 依 0郾 17 55郾 5 依 3郾 1
6 1郾 30 依 0郾 11 57郾 0 依 2郾 8
7 1郾 27 依 0郾 21 54郾 7 依 3郾 7
8 1郾 29 依 0郾 22 55郾 5 依 4郾 0
9 1郾 31 依 0郾 16 54郾 3 依 2郾 9
10 1郾 30 依 0郾 19 53郾 8 依 3郾 1

2郾 5摇 沼气厌氧发酵试验

2郾 5郾 1摇 不同处理沼气总产气量

将纤维素复合菌系 CN6 及其组成的各单一菌

株分别用于以牛粪为原料的厌氧发酵试验,结果见

图 4,添加 CN6 的处理沼气产量显著高于其他几个

处理,比对照沼气产量提高了 18郾 4%。 添加 LDD 2、
N14 和 ZQ 1 菌液的 3 个处理沼气产气量与对照相

比没有显著差异,添加 CJT 3 菌液的处理沼气产气

量显著高于对照、低于添加复合菌系 CN6 的处理,
比对照提高了 9郾 3% 。 说明在厌氧发酵过程中添加

复合菌系,对促进沼气生产效果显著优于添加其组

成的各单一菌株。

图 4摇 不同处理沼气总产气量

Fig. 4摇 Total biogas production of different treatments
摇

2郾 5郾 2摇 甲烷含量

由图 5 可知,各处理甲烷含量变化趋势相同。
起始阶段,对照组甲烷含量略高于添加菌液的处理

组,其中添加单一菌株处理甲烷含量与对照没有显

著差异,添加复合菌系 CN6 的处理前 3 d 检测的甲

烷含量显著低于对照,但是随着时间的延长,6 d 以

后两者的甲烷含量没有显著差异,甲烷体积分数在

60% ~70%之间变化。 分析原因,主要是由于在发

酵起始阶段,添加复合菌系后,甲烷菌含量相对较

少,水解菌群尤其是纤维素降解菌占优势,水解过程

产生的 CO2、H2 等含量明显增加,随着甲烷菌的富

集、增长,水解产生的大量底物被利用,甲烷含量迅

速上升,6 d 时两者间甲烷含量没有差异。

图 5摇 发酵过程中甲烷含量变化

Fig. 5摇 Changes of methane content in biogas fermentation
摇

2郾 5郾 3摇 日产气量

由图 6 可知,添加复合菌 CN6,2 ~ 3 d 时,日产

气量达高峰,而在发酵 5 d 时对照日产气量才高于

90 mL,间接说明添加复合菌 CN6,可相对缩短发酵

启动时间 2 ~ 3 d。 发酵 1 ~ 14 d,添加 CN6 的处理沼

气日产气量比对照提高了 24郾 3% ,15 d 后 2 个处理

的日均产气量没有显著差异。 18 d 后 2 个处理的日

产气量均显著下降。

图 6摇 沼气日产气量变化曲线

Fig. 6摇 Daily production curves of biogas
摇

在厌氧发酵过程中添加功能微生物,是提高有

机物分解利用率和沼气产量的一项重要措施[14]。
当前大部分微生物菌剂,尤其是施入复杂环境(如:
土壤、污泥等)系统中,菌种数量与活性容易发生变

化,需要定期连续添加强化,才能有好的应用效

果[15]。 沼气发酵是由多种微生物在厌氧条件下共

同参与的复杂生化过程,一次添加菌系,短期内应用

效果明显,说明该菌系有应用潜力,但随着发酵时间

的延长,微生物菌群间竞争加剧,致使效果逐渐不明

显,因此,需要对菌系的投加方式,如连续投加、固定

化细胞投加,以及其添加量、添加频率和添加时间等

进行深入研究。
2郾 5郾 4摇 挥发性脂肪酸含量、pH 值和纤维素含量

pH 值是反应器运行的重要工程控制参数,也是

影响不同发酵类型优势种群形成的限制因子。 发酵

过程中实时监测 pH 值,对厌氧反应的正常进行具
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有指导作用[16]。 2 组试验 pH 值变化趋势一致,先
快速下降,然后恢复到 7郾 0 ~ 7郾 5。 尽管产酸发酵菌

群可以在较低的 pH 值条件下生存并发挥作用,然
而其最适 pH 值与其他细菌一样,大都集中在中性

范围。 发酵前 10 d,加菌组的 pH 值略低于对照组,
但差异不显著,之后两者趋于一致(图 7)。 最终 pH
值稳定在 7郾 0 ~ 7郾 5 之间。

图 7摇 发酵过程中 VFA 和 pH 值变化

Fig. 7摇 Changes of VFA and pH value in biogas fermentation
摇

挥发性脂肪酸(VFA)是厌氧消化过程中的重

要中间产物,其组成和含量可间接反映厌氧反应运

行情况的稳定性,通过对 VFA 的监测可以很好了解

有机物质的降解进程[12]。 从图 7 可知,添加复合菌

系 CN6 的 VFA 质量浓度,在发酵前 15 d 均显著高

摇 摇

于对照,比对照提高了 26郾 5% ~ 30郾 6% 。 20 d 后,
两试验组 VFA 质量浓度没有显著差异。 间接说明

添加复合菌系,可有效提高原料水解效率。
另外,发酵结束时通过测定纤维素含量,添加菌

系 CN6 的处理组比对照纤维素降解率提高了

6郾 8% ,进一步说明,添加复合菌系 CN6 确实可有效

提高牛粪厌氧发酵水解效率。

3摇 结论

(1)通过检测滤纸酶活和纤维素降解率,确定

了复合菌系 CN6 的适宜培养温度为 30 ~ 37益,初始

培养 pH 值为 7郾 0,菌系 CN6 连续传代 10 次,遗传性

能稳定。
(2)将复合菌系 CN6 用于以牛粪为原料的室内

沼气厌氧发酵,结果表明,发酵前 15 d,挥发性脂肪

酸 VFA 质量浓度比对照提高了 26郾 5% ~30郾 6% ,纤
维素降解率比对照提高了 6郾 8% ,显著增强了原料

水解效率。 复合菌系在促进沼气产气方面显著优于

单一菌株,沼气总产量比对照提高了 18郾 4% ,甲烷

含量仅在发酵初期略低于对照组,之后与对照没有

显著差异。 进一步说明该复合菌系在提高纤维类物

质的厌氧发酵水解效率方面有一定的应用价值。
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