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摘要:【目的】 分离筛选低温沼气产酸细菌并研究其发酵特性ꎮ 【方法】 利用筛选培养基分离产酸细菌ꎻ通过

形态学观察、１６Ｓ ｒＲＮＡ 进行鉴定ꎻ利用糖发酵、淀粉水解、明胶液化、过氧化氢酶等实验考察发酵特性ꎻ采用

气相色谱法测定挥发性脂肪酸(Ｖｏｌａｔｉｌｅ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄꎬＶＦＡ)ꎬ对菌株的产酸特性进行研究ꎮ 【结果】 从霍林河市

户用沼液中分离出两株在 ４ ℃ 产酸较高的菌株 ＦＪ￣８ 和 ＦＪ￣１５ꎬ经 １６Ｓ ｒＲＮＡ 系统发育树分析分别属于

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ. 和 Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ ｓｐ. ꎮ 两株菌均能够水解淀粉、液化明胶ꎬ且过氧化氢酶反应均呈阳性ꎮ 它们最

适的产酸温度分别是 １５ ℃和 ２０ ℃ꎬ在 ４ ℃液体发酵 １０ ｄ 后所产总 ＶＦＡｓ 分别为 ２５９３ ｍｇ / Ｌ 和 ２６８７ ｍｇ / Ｌꎮ 其

中乙酸含量分别为 ７９２ ｍｇ / Ｌ 和 ９６６ ｍｇ / Ｌꎮ 另外ꎬ相同条件下 ５ Ｌ 模拟发酵结果显示处理组(添加所筛两株

菌混合发酵液)的周产气量比对照组高出 ５９％ ꎮ 【结论】 分离出的两株产酸细菌 ＦＪ￣８ 和 ＦＪ￣１５ 在低温条件

下具有较好的产酸性能ꎬ在提高低温条件下沼气产气量方面具有很强的应用前景ꎮ
关键词:产酸ꎬ鉴定ꎬ挥发性脂肪酸ꎬ低温ꎬ沼气发酵
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　 　 沼气是一种生物质清洁能源ꎬ具有绿色环保、可
分散生产、就地使用、成本低廉、污染少、能够提高农

村废弃物利用和提供清洁能源及优质肥料等诸多优

势ꎮ 然而低温成为沼气广泛应用的一个主要问

题[１]ꎬ制约着沼气应用的发展速度ꎮ 地球上有 ７５％
的生物圈处于永久的低温环境中[２]ꎬ在这些环境

中ꎬ生活着大量的微生物菌群ꎬ成为低温生境中的主

角ꎮ 近年来低温微生物已成为世界极端环境微生物

学领域的研究热点ꎬ其中就包括低温的沼气发酵ꎮ
目前ꎬ沼气发酵四个阶段理论早已被研究者广泛接

受[３ － ４]ꎮ 在发酵的前三个阶段产酸细菌发挥着重要

的功能ꎮ 沼气发酵中的产酸细菌主要有水解发酵产

酸细菌、产氢产乙酸菌和同型产乙酸菌[５]ꎬＶｉｅｉｔｅｚ[６]

等和 Ｒｅｆａｉ[３]等研究均表明ꎬ厌氧发酵中固体有机物

的水解产酸速率低于产甲烷速率ꎬ是固体有机物厌

氧发酵的限速反应ꎮ 这说明产酸细菌在沼气发酵过

程中的地位至关重要ꎮ 同时有研究显示ꎬ乙酸型产

甲烷途径是甲烷的主要来源ꎬ约占全部甲烷产量的

６７％ [７]ꎮ 我国北方地区为大陆性气候ꎬ冬季漫长寒

冷ꎬ户用沼气池产气率低限制了户用沼气广泛应用

的速度[８ － ９]ꎮ 针对以上问题ꎬ本研究从低温沼气发

酵液中分离筛选细菌ꎬ从产酸细菌入手ꎬ研究其产酸
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特性ꎬ对进一步提高低温条件下沼气的产气量具有

十分重要的意义ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 样品:低温沼气发酵液取自内蒙古自治区东

北部霍林河市某户用沼气池ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂和仪器:细菌基因组 ＤＮＡ 抽提试

剂盒[生工生物工程(上海) 股份有限公司]ꎬＴａｑ
ＤＮＡ 聚合酶(ＴａＫａＲａ)ꎬ甲酸、乙酸、丙酸、丁酸、异
戊 酸、 戊 酸 等 标 样ꎻ Ｔｈｅｒｍａｌ ＰＣＲ 仪 ( Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ)ꎬＤＹＹ￣５ 型电泳仪(北京六一仪器厂)ꎬ
４５０ 型气相色谱仪(Ｖａｒｉａｎ)ꎬＤＭ５００ 型普通光学显

微镜(Ｌｅｉｃａ)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ３　 主要培养基:(１)富集培养基(发酵型产酸

细菌培养基ꎬｇ / Ｌ) [１０]:葡萄糖 ８􀆰 ００ꎬ蛋白胨 １􀆰 ５０ꎬ磷
酸二氢钾 ０􀆰 ４０ꎬ硫酸铵 ０􀆰 ５０ꎬ七水硫酸镁 ０􀆰 ０５ꎬ氯化

铁 ０􀆰 ０１ꎬ氯化镁 ０􀆰 １０ꎬ氯化钙 ０􀆰 １０ꎬ酵母膏 １􀆰 ５０ꎬ氯
化钠 ３􀆰 ００ꎬＬ￣半胱氨酸 ０􀆰 ５０ꎬ加蒸馏水至 １ Ｌꎮ (２)
筛选固体培养基: 在富集培养基中添加 ０􀆰 １％
(Ｗ / Ｖ)的甲基红指示剂及 １􀆰 ７％ (Ｗ / Ｖ) 的琼脂ꎮ
(３)筛选液体培养基:在富集培养基中添加 ０􀆰 １％
(Ｗ / Ｖ)的甲基红指示剂ꎮ (４)固体发酵培养基:在
富集培养基中加入 １􀆰 ７％ (Ｗ / Ｖ)的琼脂ꎮ (５)淀粉

水解培养基(ｇ / Ｌ) [１１]:蛋白胨 １０􀆰 ０ꎬ牛肉膏 ５􀆰 ０ꎬ氯
化钠 ５􀆰 ０ꎬ可溶性淀粉 ２􀆰 ０ꎬ蒸馏水 １ Ｌꎬ琼脂 １７􀆰 ０ꎬ
调 ｐＨ 值 ７􀆰 ４ － ７􀆰 ６ꎮ ( ６ ) 明 胶 水 解 培 养 基

(ｇ / Ｌ) [１２]:蛋白胨 ５􀆰 ０ꎬ明胶 １２０􀆰 ０ꎬ蒸馏水 １ Ｌꎬ调
ｐＨ７􀆰 ２ － ７􀆰 ４ꎮ (７)糖发酵培养基(ｇ / Ｌ) [１１ － １２]:磷酸

氢二铵 ４􀆰 ０ꎬ七水硫酸镁 ０􀆰 ２ꎬ氯化钾 ０􀆰 ２ꎬ酵母膏

０􀆰 ２ꎬ糖 １０􀆰 ０ꎬ琼脂 １８􀆰 ０ꎬ０􀆰 ０４％ 溴甲酚紫酒精溶液

２０ ｍＬꎬ调ｐＨ７􀆰 ０ － ７􀆰 ２ꎮ (糖包括葡萄糖、Ｄ￣木糖、Ｄ￣
半乳糖、乳糖、麦芽糖、蔗糖、甘露醇等)
１􀆰 ２　 低温发酵产酸细菌的分离筛选

取低温样品 １ ｍＬꎬ接种于富集培养基中ꎬ４ ℃下

富集培养 １８ ｄ 左右ꎬ用无菌生理盐水以 １０ 倍梯度

稀释至 １０ － ７ꎬ吸取 １００ μＬ 在筛选固体培养基上均

匀涂布ꎬ封口后放入 ４ ℃的低温培养箱培养ꎮ 培养

７ ｄ 后ꎬ挑取周围是红色的菌落ꎬ划线分离纯化后ꎬ
于筛选液体培养基中 ４ ℃培养 ７ ｄ 进行验证ꎮ 进行

菌落特征及显微镜细胞形态观察ꎮ

１􀆰 ３　 分离菌株 ＤＮＡ 的提取及 １６Ｓ ｒＲＮＡ 鉴定

分离菌株培养至 ＯＤ６００为 ０􀆰 ８ 左右ꎬ用细菌基因

组 ＤＮＡ 抽提试剂盒提取总 ＤＮＡꎬ以细菌鉴定通用

引物(７Ｆ:５′￣ＣＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴ￣３′和 １５４０Ｒ:
５′￣ＡＧＧＡＧＧＴＧＡＴＣＣＡＧＣＣＧＣＡ￣３′)进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ
ＰＣＲ 反应体系为 ２５ μＬ:５ × ｂｕｆｆｅｒ(ｗｉｔｈ Ｍｇ２ ＋ )２􀆰 ５
μＬꎬｄＮＴＰｓ(各 ２􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ)１ μＬꎬＴａｑ 酶 ０􀆰 ２ μＬꎬ引
物(１０ μｍｏｌ / Ｌ)各 ０􀆰 ５ μＬꎬ加双蒸水至 ２５ μＬꎮ ＰＣＲ
反应条件:９４ ℃ ４ ｍｉｎꎻ９４ ℃ ４５ ｓꎬ５５ ℃ ４５ ｓꎬ７２ ℃
１ ｍｉｎꎬ３０ 个循环ꎻ７２ ℃ １ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物由生工生

物工程 (上海) 股份有限公司测序ꎮ 测序结果在

ＧｅｎＢａｎｋ 核酸数据库中 ＢＬＡＳＴ 比对ꎬ选取相似性高

的序列ꎬ利用 ＭＥＧＡ ５􀆰 １ 软件ꎬ由 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 进行

ａｌｉｇｎｍｅｎｔꎬ然后用 Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ 分析方法进行分

子系统学分析ꎬ并进行 １０００ 次 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 统计学检

验ꎬ构建系统发育树ꎬ进行系统发育分析ꎮ
１􀆰 ４　 分离菌株发酵特性试验

１􀆰 ４􀆰 １　 糖发酵试验:将分离菌株接入糖发酵培养

基ꎬ于 ４ ℃的低温培养箱培养 １０ ｄ 后观察ꎬ若培养

基颜色仍为紫色ꎬ说明糖发酵没有发生ꎬ为阴性ꎻ若
颜色变黄ꎬ说明糖发酵产酸ꎬ为阳性ꎮ
１􀆰 ４􀆰 ２　 过氧化氢酶试验:将分离菌株接入筛选固体

培养基中ꎬ于 ４ ℃的低温培养箱培养 １０ ｄꎮ 在菌落

周围的培养基上直接滴加 ４％ 的双氧水ꎬ观察产气

泡情况ꎮ 有气泡产生为接触酶阳性ꎬ反之为阴性ꎮ
１􀆰 ４􀆰 ３　 淀粉水解试验:将分离菌株接到淀粉水解培

养基上ꎬ于 ４ ℃的低温培养箱培养 １０ ｄꎮ 然后将碘

液滴加在培养基上ꎬ观察表面颜色变化情况ꎮ 若菌

落周围出现非蓝色透明圈ꎬ则为阳性ꎻ若菌落周围仍

然是蓝色ꎬ则为阴性ꎮ
１􀆰 ４􀆰 ４　 明胶液化试验:将分离菌株采用穿刺接种法

接入明胶水解培养基中ꎬ在４ ℃培养 １４ ｄ 后观察明

胶液化情况ꎮ 有液化现象为阳性ꎬ否则为阴性ꎮ
１􀆰 ５　 初始 ｐＨ 值对分离菌株生长的影响

配制固体发酵培养基后ꎬ用 １ ｍｏｌ / Ｌ 盐酸及氢

氧化钠溶液调节 ｐＨ 值为 ５􀆰 ０、５􀆰 ５、６􀆰 ０、６􀆰 ５、７􀆰 ０、
７􀆰 ５、８􀆰 ０、９􀆰 ０ꎬ灭菌后待用ꎮ 将待测菌液稀释至

１０ － ６ꎬ均匀涂布于不同 ｐＨ 值的固体发酵培养基上ꎬ
在４ ℃培养ꎬ观察其菌落生长情况ꎮ 所有处理均重

复 ３ 次ꎬ取平均值ꎮ
１􀆰 ６　 分离菌株最适产酸温度的测定

将分离菌株接种于配制好的发酵型产酸细菌培

８３４１
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养基上ꎬ分别放于 ０、４、１０、１５、２０、２５、３０、３５ ℃条件

下培养 ２ ｄ 后ꎬ用气相色谱仪测定其菌液中挥发性

脂肪酸(ＶＦＡ)的含量ꎬ确定最适产酸温度ꎮ 所有处

理均重复 ３ 次ꎬ取平均值ꎮ
１􀆰 ７　 气相色谱法测定发酵样品中的 ＶＦＡ 含量

１􀆰 ７􀆰 １　 液体发酵样品的处理:分离菌株在 ４ ℃条件

下进行液体发酵(发酵型产酸培养基)１０ ｄꎮ 用移液

器取液体发酵液 １ ｍＬ 放于表面皿上ꎬ加 ０􀆰 ５ ｍＬ 的

丙酮ꎬ用四甲基氢氧化铵滴定至碱性(ｐＨ８ － ９)ꎬ记
录滴定体积ꎻ将表面皿置于 ８０ ℃水浴上蒸干ꎬ用 Ｎꎬ
Ｎ －二甲基乙酰胺将表面皿上的残渣洗入试管中并

至 ２ ｍＬꎻ根据四甲基氢氧化铵滴定体积加入所需量

的碘甲烷进行 ＶＦＡ 的甲酯化ꎬ静置 ３０ ｍｉｎ 后用气相

色谱仪测定 ＶＦＡ 的含量ꎮ

图 １. 基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列和 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ 构建的系统发育树
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Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ａｔ ｅａｃｈ ｂｒａｎｃｈ ｐｏｉｎｔｓ ｉｓ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ. Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ＝ １０００. Ｂａｒꎬ １％
ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄｉｖｅｒｇｅｎｃｅ.

１􀆰 ７􀆰 ２　 固体发酵样品的处理:分离菌株在 ４ ℃条件

下进行固体发酵(发酵型产酸固体培养基)１０ ｄꎬ将
菌体连同培养基一起刮下来ꎬ放入 ５０ ｍＬ 的离心管

中ꎬ加蒸馏水到 ４０ ｍＬꎬ浸泡 ２４ ｈꎬ离心ꎬ取 １ ｍＬ 上

清液同 １􀆰 ７􀆰 １ 方法处理后用气相色谱仪测定ꎮ
１􀆰 ７􀆰 ３ 　 色谱条件: Ｖａｒｉａｎ ４５０￣ＧＣ 气相色谱仪ꎬ
３０ ｍ ×０􀆰 ３２ ｍｍ ５２ＣＢ 极性色谱柱ꎬＦＩＤ 检测器ꎮ 色

谱柱温度程序:起始温度为 ５０ ℃ꎬ保持 ２ ｍｉｎꎬ以
２４ ℃ / ｍｉｎ的升温速率升至 ２３０ ℃ꎬ保持 ９ ｍｉｎꎮ 气

化室温度 ２４０ ℃ꎬ检测器温度 ２６０ ℃ꎮ 载气为氮气ꎬ
流速为 １ ｍＬ / ｍｉｎꎻ进样量 １ μＬꎮ
１􀆰 ８　 低温沼气模拟发酵产气量变化

采用 ５ Ｌ 下口瓶作为模拟发酵瓶ꎬ按照排水法

设计沼气模拟发酵装置ꎮ 以牛粪和甜高粱秸秆(质
量比 ２: １ ) 为 底 物 原 料ꎬ 发 酵 液 ( ＴＳ ) 浓 度 为

１０％ [１３]ꎬ低温沼液为菌种ꎮ 试验设计分为 ２ 组(试
验组 Ａ 和对照组 Ｂ)ꎬ每组 ３ 个模拟装置ꎮ 试验组 Ａ

为加入 １５％ 的低温沼液作为菌种ꎬ另加 １％ 分离筛

选的低温发酵产酸细菌等量混合菌液ꎻ对照组 Ｂ 为

加入 １６％ 的低温沼液ꎬ作为对照ꎮ 其他条件均相

同ꎮ 将模拟发酵装置同时放入 ４ ℃低温培养箱内ꎬ
每周记录一次产气量ꎬ分批发酵 ９８ ｄ(共 １４ 周)ꎬ分
析周产气量随时间的变化ꎮ

２　 结果和分析

２􀆰 １　 低温发酵产酸细菌的分离与筛选

将低温样品富集培养后ꎬ用筛选固体培养基进

行快速筛选ꎬ根据菌落周围呈红色变色圈的大小初

步判断菌株的产酸能力ꎮ 挑选 ３ 株变色圈直径较大

的菌株于筛选液体培养基中验证ꎬ最终获得两株产

酸细菌(菌株 ＦＪ￣８、ＦＪ￣１５)ꎮ 菌株 ＦＪ￣８ 菌落呈乳黄

色ꎬ圆形ꎬ饱满ꎬ边缘整齐ꎻ细胞形态为短杆菌ꎻ革兰

氏染色为阴性ꎮ 菌株 ＦＪ￣１５ 菌落呈白色ꎬ透明ꎬ圆
形ꎬ边缘整齐ꎻ细胞形态为球菌ꎬ单个或两个对生ꎻ革
兰氏染色为阳性ꎮ
２􀆰 ２　 分离菌株 １６Ｓ ｒＲＮＡ 鉴定

经测序后ꎬ结果上传至 ＧｅｎＢａｎｋ (登录号为

ＫＲ０６５４１６ 和 ＫＲ０６５４１７)ꎬ序列大小分别为 １４１１ ｂｐ
和 １４２３ ｂｐꎮ 序列在 ＮＣＢＩ 上进行 ＢＬＡＳＴ 比对ꎬ选取

相近的菌株ꎬ再利用 ＭＥＧＡ ５􀆰 １ 软件ꎬ构建系统发育

树(图 １)ꎮ 从比对结果来看ꎬ菌株 ＦＪ￣８ 与模式种

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｅｘｔｒｅｍｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ(ＡＦ４０５３２８)的相似性达

９８􀆰 ９％ ꎬ菌株 ＦＪ￣１５ 与 Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ ｓｐ. (ＧＱ８６９６４９)的
相似性达 ９８％ ꎮ 另外ꎬ从系统进化树上看ꎬＦＪ￣８ 与

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｅｘｔｒｅｍｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ(ＡＦ４０５３２８)在同一分支

上且 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｖａｌｕｅ 等于 ９９ꎬ说明其与 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｅｘｔｒｅｍｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ(ＡＦ４０５３２８)有很高的相似性ꎮ ＦＪ￣１５
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与 Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ ｓｐ. ( ＧＱ８６９６４９) 在同一分支上ꎬ且

Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｖａｌｕｅ 等于 １００ꎮ 因此ꎬ在细菌系统发育分

类 学 上ꎬ 将 菌 株 ＦＪ￣８ 鉴 定 为 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｅｘｔｒｅｍｏｒｉｅｎｔａｌｉｓꎬ命名为 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｅｘｔｒｅｍｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ
ＦＪ￣８ꎻ将菌株 ＦＪ￣１５ 鉴定为 Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ ｓｐ. ꎬ命名为

Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ ｓｐ. ＦＪ￣１５ꎮ
２􀆰 ３　 分离菌株的发酵特性

菌株 ＦＪ￣８ 和 ＦＪ￣１５ 对 ７ 种糖(葡萄糖、Ｄ￣木糖、
Ｄ￣半乳糖、乳糖、麦芽糖、蔗糖和甘露醇)均为阳性ꎬ
同时可以水解淀粉和液化明胶ꎬ在过氧化氢酶试验

结果中也显示阳性ꎮ 说明菌株 ＦＪ￣８ 和 ＦＪ￣１５ 对大分

子淀粉和蛋白质具有降解作用ꎬ同时在 ７ 种糖分别

作为唯一碳源的培养基上生长良好ꎮ
２􀆰 ４　 初始 ｐＨ 值对分离菌株生长的影响

４ ℃下培养 １０ ｄ 后ꎬ记录不同初始 ｐＨ 值平板

上的菌落个数ꎬ分析菌落个数与初始 ｐＨ 值的关系ꎬ
如图所示(图 ２)培养基初始 ｐＨ 值过高或过低都会

影响菌株的生长ꎮ 菌株 ＦＪ￣８ 和 ＦＪ￣１５ 最适 ｐＨ 在

７􀆰 ０ 左右ꎮ 沼气发酵过程适宜的 ｐＨ 值范围是６􀆰 ５ －
７􀆰 ５[１４]ꎮ 这样的 ｐＨ 环境正好适合筛选出的低温沼

气发酵产酸细菌的生长ꎮ 从图 ２ 还可以看出ꎬ在
ｐＨ５ － ９ 范围内ꎬ菌株都能生长ꎬ说明产酸细菌耐受

ｐＨ 范围很宽ꎮ

图 ２. 初始 ｐＨ 值对分离菌株生长的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｒｉｇｉｎａｌ ｐＨ ｏｎ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｓｔｒａｉｎｓ.

２􀆰 ５　 分离菌株最适产酸温度的测定

菌株 ＦＪ￣８ 和 ＦＪ￣１５ 在不同温度下培养 ２ ｄ 后ꎬ
发酵型产酸细菌培养基中 ＶＦＡ 的含量变化如图 ３
所示ꎮ 说明不同温度影响菌株的产酸量ꎬ随着温度

的升高产酸量呈先逐步增加后又逐步下降的态势ꎮ
菌株 ＦＪ￣８ 在 １５ ℃时产酸量最多ꎬ达 ２􀆰 ５２ ｇ / Ｌꎬ而 ＦＪ￣
１５ 在 ２０ ℃时产酸量最多ꎬ达到 ２􀆰 ５８ ｇ / Ｌꎮ 在４ ℃时ꎬ
菌株 ＦＪ￣８ 和 ＦＪ￣１５ 的产酸量分别为 １􀆰 ４４ ｇ / Ｌ 和

１􀆰 ０８ ｇ / Ｌꎮ 在 ０ －１５ ℃区间内ꎬ菌株 ＦＪ￣８ 产酸量随着

温度呈线性增加ꎻ而菌株 ＦＪ￣１５ 在 ４ －２０ ℃区间内呈

线性增加ꎬ增加幅度与菌株 ＦＪ￣８ 类似ꎬ但在０ －４ ℃产

酸量随温度变化不明显ꎮ

图 ３. 分离菌株产酸能力与温度的关系

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ａｃｉｄ￣ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ
ｓｔｒａｉｎｓ.

２􀆰 ６　 分离菌株发酵产酸特性的初步分析

菌株 ＦＪ￣８ 和 ＦＪ￣１５ 在液态发酵和固体发酵过程

中 ＶＦＡ 的气相色谱测定结果如图 ４ 所示ꎮ 从图中

可以看出ꎬ两株菌发酵液中 ＶＦＡ 的种类大体相同ꎬ
相对含量稍有不同ꎮ 菌株 ＦＪ￣８ 产生的 ＶＦＡ 种类主

要有甲酸、乙酸和乳酸ꎬ丁酸和丙酸含量较少ꎮ 而菌

株 ＦＪ￣１５ 产生的 ＶＦＡ 种类主要有乙酸、乳酸和丁酸ꎬ
没有检测到丙酸ꎬ而甲酸在固态和液态发酵中产生

ＶＦＡ 的差别较大ꎬ在固态发酵中含量达到 ２０％ ꎬ而
在液态中没有检出ꎮ 两株菌均没有戊酸和异戊酸产

生ꎬ这与赵学强[１５] 等研究的水解产酸特性有点不

同ꎬ可能是由于低温沼气发酵过程中产甲烷菌主要

利用乙酸和丁酸的缘故ꎮ 菌株 ＦＪ￣８ 产生的乙酸和

丁酸之和占到总 ＶＦＡｓ 的 ３７％以上ꎻ菌株 ＦＪ￣１５ 产生

的乙酸和丁酸之和占总 ＶＦＡ 的比例高达 ６５％ꎮ 在

４ ℃发酵 １０ ｄꎬ菌株 ＦＪ￣８ 液态发酵液中含总 ＶＦＡｓ 量

达到 ２５９３ ｍｇ / Ｌꎬ而菌株 ＦＪ￣１５ 则达到了 ２６８７ ｍｇ / Ｌꎻ
而固态发酵与液体发酵相比ꎬ菌株 ＦＪ￣８ 液体发酵产

酸性能高出了 ４４％ꎬ菌株 ＦＪ￣１５ 液体发酵产酸性能高

出了 ２３􀆰 ８％ꎮ 整体来看ꎬ乙酸和乳酸的比例相对较

高ꎬ通常表现出乙酸比乳酸高ꎮ 从绝对含量来看ꎬ虽
然菌株 ＦＪ￣８ 在液体发酵中乙酸的组成含量比固体发

酵稍低(３３％→４０％)ꎬ但绝对含量仍然提升了 ２０％
(７９２ ｍｇ / Ｌ→６６０ ｍｇ / Ｌ)ꎮ 两株菌液体发酵互补合并

后ꎬ主要是乙酸和乳酸ꎬ其次是甲酸和丁酸ꎬ含有少量

的丙酸ꎬ但没有检测到戊酸和异戊酸ꎮ
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图 ４. 不同条件下两株菌产 ＶＦＡ 的变化

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｔｈｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ ＶＦＡ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｓｔｒａｉｎｓ. Ａ: Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ
ＶＦＡ ｉｎ ｌｉｑｕｉｄ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ＦＪ￣８ꎻ Ｂ: Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ ＶＦＡ ｉｎ ｌｉｑｕｉｄ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ＦＪ￣１５ꎻ Ｃ:
Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ ＶＦＡ ｉｎ ｓｏｌｉｄ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ＦＪ￣８ꎻ Ｄ: Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ ＶＦＡ ｉｎ ｓｏｌｉｄ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ＦＪ￣１５.

２􀆰 ７　 低温沼气模拟发酵总产气量变化

试验组 Ａ 和对照组 Ｂ 同时放入 ４ ℃低温培养

箱内ꎬ记录周产气量ꎬ分别取 ３ 个重复的平均值ꎬ
结果如图 ５ 所示ꎮ 在整个模拟发酵过程中可以看

出ꎬ周产气量都是先增加后减少ꎮ 试验组 Ａ 平均

在３５ ｄ达到最大周产气量ꎬ产气量为 ４３ ｍＬꎻ而对

照组 Ｂ 达到最大产气时间大约需要 ４９ ｄꎬ峰值较

试验组推后了 ２ 周时间ꎬ最大产气量也比试验组

少ꎬ只有３９ ｍＬꎮ 这说明试验组 Ａ 加入的 １％ 低温

产酸细菌起到了一定的作用ꎬ可能是加速了小分

子有机酸的形成ꎬ为后期细菌代谢提供了充足的

营养物质及适宜的 ｐＨ 环境ꎬ缩短了沼气发酵的启

动期ꎮ 特别是分离筛选出的两株产酸细菌所产的

ＶＦＡｓ 中ꎬ乙酸的含量相对较高(见结果 ２􀆰 ６)ꎬ有利

于在低温条件下沼气的产生ꎮ 在发酵到第 ５ 周

时ꎬ试验组 Ａ 比对照组 Ｂ 高出 １６ ｍＬꎬ提高了

５９％ ꎬ而最大周产气量也比对照组 Ｂ 高出 ４ ｍＬꎬ提
高了 １０􀆰 ３％ ꎮ 据此可以认为添加这两株产酸细菌

能够提高低温条件下沼气的产量ꎬ同时能够提高

图 ５　 周产气量随时间的变化

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｔｅｍｐｏｒａｌ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｇａｓ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ
(Ａ) ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (Ｂ) .

底物的转化率ꎮ 在进行模拟发酵试验中ꎬ本研究

还对总产气量进行了统计(见表 １)ꎮ 从结果可以

看出ꎬ试验组 Ａ 的启动时间比对照组要早ꎬ同时产

气量明显高于对照组 Ｂꎮ 发酵 ４２ ｄ 时ꎬ试验组 Ａ
比对照组 Ｂ 的产气量多 １２６ ｍＬꎬ随后两者的差距

几乎保持不变ꎮ 这可能是由于在整个发酵过程中

没有进行补料ꎬ营养物质不足所致ꎬ或者由于低温
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沼气发酵过程中某些限制因子起了作用ꎮ 但从整

体来看ꎬ可以说明加入的低温产酸混合菌确实起

了一定的作用ꎬ缩短了整个发酵过程的启动期ꎬ并
提前达到最大产气量ꎮ

表 １. 模拟发酵总产气量实验结果

Ｔａｂｌｅ １. Ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｂｉｏｇａｓ ｉｎ ｓｉｍｕｌａｔｅｄ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

Ｇｒｏｕｐ
Ｔｈｅ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ｂｉｏｇａｓ / ｍＬ∗

０ ｄ ７ ｄ １４ ｄ ２１ ｄ ２８ ｄ ３５ ｄ ４２ ｄ ４９ ｄ ５６ ｄ ６３ ｄ ７０ ｄ ８４ ｄ ９１ ｄ ９８ ｄ
Ａ ０ １５ ４８ １０５ １９８ ３２７ ４３５ ５４９ ６４２ ７１７ ７７７ ８１０ ８３１ ８４３
Ｂ ０ ６ ２７ ６６ １２９ ２１０ ３０９ ４２６ ５２２ ５９４ ６４５ ６７５ ６９９ ７１７

∗:Ｔｈｅ ｓｕｍ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｐａｒａｌｌｅｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓꎻ Ａ: ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐꎻ Ｂ: ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ.

３　 讨论

沼气发酵是个复杂的微生物发酵过程ꎬ不产甲烷

菌和产甲烷菌之间既相互依赖ꎬ又相互制约ꎮ 二者相

互为对方提供适宜的环境和生长条件ꎬ使沼气发酵这

个复杂的系统处于平衡状态ꎮ 本研究通过对从低温

户用沼液中分离出的两株产酸细菌发酵产酸性能的

研究发现ꎬ菌株 ＦＪ￣８ 在 ４ ℃进行液体发酵１０ ｄ可产生

总 ＶＦＡｓ ２５９３ ｍｇ / Ｌꎬ 其 中 乙 酸 ７９２ ｍｇ / Ｌꎬ 乳 酸

８８９ ｍｇ / Ｌꎬ甲酸 ５７５ ｍｇ / Ｌꎬ还含有少量的丙酸和丁

酸ꎻ菌株 ＦＪ￣１５ 在 ４ ℃进行液体发酵 １０ ｄ 可产生总

ＶＦＡｓ ２６８７ ｍｇ / Ｌꎬ 其 中 乙 酸 ９６６ ｍｇ / Ｌꎬ 乳 酸

１１１６ ｍｇ / Ｌꎬ丁酸 ６０５ ｍｇ / Ｌꎬ 没有检测出甲酸和

丙酸ꎮ
目前发现有 ３ 种甲烷的生物合成途径ꎬ分别为

以乙酸为原料ꎬ以氢、二氧化碳为原料和以甲基化合

物为原料的甲烷生物合成ꎮ 其中以乙酸为原料是甲

烷生物合成的主要合成途径[１６]ꎮ 因此产酸细菌形

成的高乙酸环境将有利于甲烷的形成ꎮ 习彦花

等[１７]在废水污泥中分离的产氢产乙酸菌株 ＺＲ￣１ꎬ
在 １６ ℃发酵 １０ ｄꎬ乙酸的含量达到 １１２５􀆰 ６ ｍｇ / Ｌꎬ
其最适温度是 ３７ ℃ꎮ 而本研究中分离的菌株 ＦＪ￣８
产酸的最适温度是 １５ ℃ꎬ菌株 ＦＪ￣１５ 产酸的最适温

度是 ２０ ℃ꎮ 它们在 ４ ℃条件下发酵 １０ ｄ 的乙酸含

量比习彦花等[１７] 的产氢产乙酸菌株 ＺＲ￣１ 在 １６ ℃
发酵 １０ ｄ 稍低ꎬ产生的乙酸分别为 ７９２ ｍｇ / Ｌ 和 ９６６
ｍｇ / Ｌꎮ 赵学强等[１５] 在研究牛粪的沼气发酵中发

现ꎬ在 ３７ ℃下发酵 ７ ｄꎬ乙酸、丙酸和异丁酸浓度均

达到最大ꎬ分别为 ３􀆰 ４１、１􀆰 １１ 和 ０􀆰 ９１ ｇ / Ｌꎬ这个结果

比本研究中的两株菌的产酸量高出很多ꎮ 但是ꎬ本
研究的主要目的是解决北方用户用沼气池过冬问

题ꎬ只探讨了低温条件下ꎬ尤其是 ４ ℃下菌株的产酸

特性ꎮ 其在中温条件下的产酸特性还有待进一步深

入研究ꎮ 从模拟发酵试验结果看ꎬ与对照组相比ꎬ处
理组产气量提高了 ５９％ ꎬ同时原料转化率提高了

１０􀆰 ３％ ꎮ 这可能与两菌株(ＦＪ￣８ 和 ＦＪ￣１５)能够在低

温(４ ℃)条件下产生较高的乙酸有关外ꎬ其具有的

水解淀粉、液化明胶的能力以及过氧化氢酶反应上

呈阳性ꎬ为严格厌氧的产甲烷菌提供了良好的厌氧

环境等有关ꎮ 可以得出在以乙酸作为底物的产甲烷

途径中ꎬ菌株 ＦＪ￣８ 和 ＦＪ￣１５ 是较好的低温沼气产酸

细菌ꎮ
然而ꎬ从模拟发酵的产气量来看ꎬ单周的最大产

气量只有 ４３ ｍＬꎬ容积产气率为 １􀆰 ５４ ｍＬ / ( Ｌ􀅰ｄ)ꎮ
王渝昆[１８] 等采用产甲烷菌混合菌剂ꎬ发酵温度

２０ ℃ꎬ接种量为 １０％ 组的容积产气率为 ０􀆰 １３６
ｍＬ / (ｍＬ􀅰ｄ)ꎻ孙维涛等[１９] 进行 １６ － ５ ℃ 的降温模

拟沼气发酵ꎬ 在 １６ ℃ 的容积产气率为 ０􀆰 ０５０９
ｍＬ / (ｍＬ􀅰ｄ)ꎬ而在 ５ ℃ 时容积产气率约为 ０􀆰 ００１
ｍＬ / (ｍＬ􀅰ｄ)ꎮ 正如丁维新等[２０] 综述的温度对产甲

烷菌的产甲烷能力有很大影响ꎬ提高温度可以显著

地提高甲烷的产量ꎮ 在本研究中ꎬ４ ℃条件下的产

气量也非常低ꎬ可能是在模拟发酵体系中产甲烷菌

的产甲烷速度低导致ꎮ 下一步工作将进一步完善

４ ℃条件下产酸细菌与产甲烷菌在工艺过程中的优

化ꎬ以期提高在 ４ ℃条件下沼气的产量ꎮ

４　 结论

本试验从内蒙古东北部霍林河的农户家的沼气

池中分离得到了两株低温产酸细菌 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｅｘｔｒｅｍｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ ＦＪ￣８ 和 Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ ｓｐ. ＦＪ￣１５ꎬ这两株

菌不仅能够水解淀粉、液化明胶ꎬ而且过氧化氢酶呈

阳性ꎮ 它们的最适温度分别是 １５ ℃和 ２０ ℃ꎬ但在

４ ℃液体发酵 １０ ｄꎬ可分别产生总 ＶＦＡｓ ２５９３ ｍｇ / Ｌ

２４４１



万永青等: 两株低温沼气产酸细菌的分离鉴定及产酸特性. /微生物学报(２０１５)５５(１１)

和 ２６８７ ｍｇ / Ｌꎬ其中分别含乙酸 ７９２ ｍｇ / Ｌ 和 ９６６
ｍｇ / Ｌꎮ 在 ５ Ｌ 的模拟发酵过程中ꎬ试验组启动快ꎬ
产气量大ꎮ 与对照组相比ꎬ试验组的周产气量在相

同时间内可高出 ５９％ ꎮ 该菌株的发现为将来在低

温条件下应用于厌氧发酵ꎬ提高原料转化率和沼气

产气量提供了可能ꎬ有极高的潜在应用价值ꎮ
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２００６ꎬ ２７(１): ７７￣８１.

[１２] 东秀珠ꎬ 蔡妙英. 常见细菌系统鉴定手册. 北京: 科学

出版社ꎬ ２００１.
[１３] Ｋａｎｗａｒ ＳＳꎬ Ｋａｌｉａ ＡＫ. Ａｎａｅｒｏｂｉｃ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｈｅｅｐ

ｄｒｏｐｐｉｎｇｓ ｆｏｒ ｂｉｏｇａｓ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ. Ｗｏｒｌｄ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ １９９３ꎬ ９(２): １７４￣１７５.

[１４] Ｑｉａｎ ＺＳꎬ Ｗｕ ＪＰ. Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｂｉｏｇａｓ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｎ
ｒｕｒａｌ ｂｉｏｇａｓ ｄｉｇｅｓｔｅｒ ｉｎ Ｃｈｉｎａ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｚｈｅｊｉａｎｇ
Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ １９７９ꎬ ５ ( １ ): ５３￣６２. ( ｉｎ
Ｃｈｉｎｅｓｅ)
钱泽澍ꎬ 吴金鹏. 中国农村沼气池沼气发酵的研究.
浙江农业大学学报ꎬ １９７９ꎬ ５(１): ５３￣６２.

[１５] Ｚｈａｏ ＸＱꎬ Ｃｈｅｎ ＧＹꎬ Ｃｈａｎｇ ＺＺꎬ Ｄｕ Ｊꎬ Ｙｅ ＸＭ.
Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ａｎｄ ａｃｉｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｏｒｇａｎｉｃ ｓｏｌｉｄ ｗａｓｔｅｓ. Ｃｈｉｎａ Ｂｉｏｇａｓꎬ ２０１３ꎬ ３１(３): １２￣
１７. (ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ)
赵学强ꎬ 陈广银ꎬ 常志州ꎬ 杜静ꎬ 叶小梅. 不同有机固

体废弃物水解产酸特性研究. 中国沼气ꎬ ２０１３ꎬ ３１
(３): １２￣１７.

[１６] Ｚｅｉｋｕｓ ＪＧ. Ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｙ ｏｆ ｍｅｔｈａｎｏｇｅｎｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ.
Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙ Ｒｅｖｉｅｗｓꎬ １９７７ꎬ ４１(２): ５１４￣５４１.

[１７] Ｘｉ ＹＨꎬ Ｃｈｅｎｇ ＨＣꎬ Ｚｈａｎｇ ＬＰꎬ Ｃｕｉ ＧＨꎬ Ｍａ ＪＬ.
Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｈｙｄｒｏｇｅｎ￣ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ
ａｃｅｔｏｇｅｎｓ ｓｔｒａｉｎ ＺＲ￣１ ａｎｄ ｉｔｓ ａｃｅｔｉｃ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｓ.
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ Ｃｈｉｎａꎬ ２０１１ꎬ ３８ ( ２ ): １８１￣１８６. ( ｉｎ
Ｃｈｉｎｅｓｅ)
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Ｙｏｎｇｑｉｎｇ Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１５)５５(１１)

习彦花ꎬ 程辉彩ꎬ 张丽萍ꎬ 崔冠慧ꎬ 马金亮. 产氢产乙

酸菌 ＺＲ￣１ 的分离鉴定及产酸特性. 微生物学通报ꎬ
２０１１ꎬ ３８(２): １８１￣１８６.

[１８] Ｗａｎｇ ＹＫꎬ Ｙｕａｎ ＹＸꎬ Ｌｉ Ｄꎬ Ｈｕ ＹＤꎬ Ｈｕａｎｇ ＸＢꎬ Ｗｅｎ
ＨＳꎬ Ｌｉｕ ＸＦꎬ Ｐｅｎｇ ＸＹꎬ Ｙａｎ ＺＹ. Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｆ
ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｔｈａｎｏｇｅｎｉｃ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｉｎｏｃｕｌａｎｔ ａｎｄ ｉｔｓ
ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂｉｏｇａｓ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｐｉｌｏｔ ｓｃａｌｅ ｔｅｓｔ. Ｔｒａｎｓａｃｔｉｏｎｓ
ｏｆ ｔｈｅ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｓｏｃｉｅｔｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬ ２０１４ꎬ
３０(１６): ２４７￣２５５. (ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ)
王渝昆ꎬ 袁月祥ꎬ 李东ꎬ 胡亚东ꎬ 黄显波ꎬ 文昊深ꎬ 刘

晓风ꎬ 彭绪亚ꎬ 闫志英. 产甲烷复合菌剂的性能评价

及中试试验产气效果. 农业工程学报ꎬ ２０１４ꎬ ３０(１６):
２４７￣２５５.

[１９] Ｋｏｎｇ ＷＴꎬ Ｈｕ Ｄꎬ Ｍａ ＦＭꎬ Ｊｉａ Ｎꎬ Ｚｈａｎｇ ＣＭꎬ Ｑｉ ＹＭꎬ
Ｗａｎｇ ＺＷ. Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｎ ｂｉｏｇａｓ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｌｏｗ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ. Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ Ｃｈｉｎａꎬ ２０１３ꎬ ４０ (９): １５９０￣
１５９８. (ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ)
孔维涛ꎬ 胡栋ꎬ 马福民ꎬ 贾楠ꎬ 张翠棉ꎬ 齐永敏ꎬ 王占

武. 低温沼气发酵优良菌系筛选及优势菌群分析. 微

生物学通报ꎬ ２０１３ꎬ ４０(９): １５９０￣１５９８.
[２０] Ｄｉｎｇ ＷＸꎬ Ｃａｉ ＺＣ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｍｅｔｈａｎｅ

ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｉｎ ｓｏｉｌｓ. Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ａｐｐｌｉｅｄ Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ ２００３ꎬ １４(４): ６０４￣６０８. (ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ)
丁维新ꎬ 蔡祖聪. 温度对甲烷产生和氧化的影响. 应

用生态学报ꎬ ２００３ꎬ １４(４): ６０４￣６０８.

Ｉｓｏｌａｔｉｏｎꎬ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａｃｉｄ￣
ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｓｔｒａｉｎｓ ｆｒｏｍ ｐｓｙｃｈｒｏｔｏｌｅｒａｎｔ ｂｉｏｇａｓ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

Ｙｏｎｇｑｉｎｇ Ｗａｎ１ꎬ Ｗｅｉ Ｚｈａｎｇ１ꎬ２ꎬ Ｍａｎｄｌａａ１ꎬ Ｒｕｉｈｕａ Ｔｉａｎ１ꎬ Ｒｕｉｇａｎｇ Ｗａｎｇ１ꎬ
Ｋａｉｈｏｎｇ Ｄｕａｎ１∗

１Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ Ｉｎｎｅｒ Ｍｏｎｇｏｌｉａ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｈｕｈｈｏｔ ０１００１８ꎬ Ｉｎｎｅｒ Ｍｏｎｇｏｌｉａ Ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ Ｒｅｇｉｏｎꎬ
Ｃｈｉｎａ
２Ｔｈｅ Ｓｐｉｒｉｔ Ｊｉｎｙｕ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｃｏ. ꎬ Ｌｔｄ. ꎬ Ｈｕｈｈｏｔ ０１００３０ꎬ Ｉｎｎｅｒ Ｍｏｎｇｏｌｉａ Ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ Ｒｅｇｉｏｎꎬ Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ] Ｔｈｅ ａｉｍ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗａｓ ｔｏ ｓｃｒｅｅｎ ａｃｉｄ￣ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｓｔｒａｉｎｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｂｒｏｔｈ ｏｆ ｐｓｙｃｈｒｏｔｏｌｅｒａｎｔ ｂｉｏｇａｓ
ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ａｃｉｄ￣ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｃｈａｒａｃｔｅｒ ｏｆ ｔｈｅｍ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ] Ａｃｉｄ￣ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｂｙ ａ
ｍｅｄｉｕｍ ｗｉｔｈ ｍｅｔｈｙｌ ｒｅｄ ａｔ ４ ℃ ｉｎ Ｐｅｔｒｉ ｄｉｓｈｅｓ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ａｎｄ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ.
Ｍｏｒｅｏｖｅｒꎬ ｔｈｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｔａｒｃｈꎬ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｓꎬ ｌｉｑｕｅｆａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｌａｔｉｎ ａｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｃａｔａｌａｓｅ ｗｅｒｅ ｓｔｕｄｉｅｄ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ] Ｔｗｏ ａｃｉｄ￣ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｓｔｒａｉｎｓ (ＦＪ￣８ ａｎｄ ＦＪ￣１５) ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｈｅ １６Ｓ ｒＲＮＡ
ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ ＦＪ￣８ ａｎｄ ＦＪ￣１５ ｂｅｌｏｎｇ ｔｏ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ. ａｎｄ Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ ｓｐ. ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｂｏｔｈ ＦＪ￣８ ａｎｄ
ＦＪ￣１５ ｃｏｕｌｄ ｈｙｄｒｏｌｙｚｅ ｓｔａｒｃｈꎬ ｌｉｑｕｉｄｉｚｅ ｇｅｌａｔｉｎ ａｎｄ ｐｒｏｄｕｃｅ ｃａｔａｌａｓｅ. Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｕｍ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｆｏｒ ａｃｉｄ￣ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｏｆ ＦＪ￣８
ａｎｄ ＦＪ￣１５ ｉｓ １５ ℃ ａｎｄ ２０ ℃ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ａｆｔｅｒ １０ ｄａｙｓ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ａｔ ４ ℃ꎬ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ｗａｓ ７９２
ｍｇ / Ｌ ａｎｄ ９６６ ｍｇ / Ｌ ｏｆ ＦＪ￣８ ａｎｄ ＦＪ￣１５ ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ] Ｔｈｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓꎬ ＦＪ￣８ ａｎｄ ＦＪ￣１５ꎬ ｈａｖｅ ｔｈｅ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔｏ ｐｒｏｄｕｃｅ ａｃｉｄｓ ａｔ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: ａｃｉｄ￣ｐｒｏｄｕｃｉｎｇꎬ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄꎬ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅꎬ ｂｉｏｇａｓ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
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