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(57)摘要

本发明公开了一种高温甲烷菌驯化培养方

法，属于微生物培养技术领域。该方法的基本工

艺流程为：基础培养基—升温至25℃—接种甲烷

菌—升温至35℃—恒温培养—升温至42℃—恒

温培养—升温至45℃—升温至55℃—恒温培养。

本发明采用四阶段升温，三阶段恒温培养的方

法，得到高温驯化培养的甲烷菌；有利于提高高

温甲烷菌的数量和活性。直接应用于高温发酵甲

烷制备过程中，减少高温发酵的步骤和发酵所用

时间，解决了目前高温发酵工程运行耗能高、产

气效率低的问题。
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1.一种高温甲烷菌驯化培养方法，其特征在于：包括以下步骤：

(1)在取自河道底层含有甲烷菌的厌氧污泥中加入蛋白胨、葡萄糖、乙酸钠，加入醋酸

调节pH为7.0-7.2，在温度为25℃-32℃条件下，厌氧恒稳培养2-4天；其按重量比为：厌氧污

泥：蛋白胨：葡萄糖：乙酸钠＝3：1：0.5：0.5；

(2)根据培养箱容积的1/5-1/4加入基础培养基，培养基pH为6.5-7.5，接着在培养箱中

通入氮气排净空气，加热培养基升温至25℃，按照培养基质量的10％接种步骤(1)培养后的

含有甲烷菌的混合物，与基础培养基搅拌混合均匀，其中，所述基础培养基组成为：黑色经

驯化的厌氧污泥、家禽粪便和土豆渣按照1-1000：1-1500：1-2000的比例混合；

(3)将接种甲烷菌的培养基分步加热升温，首先将处于25℃培养基加热按照1天1℃升

温培养10天至温度达到35℃，增加培养基同时在35℃条件下恒温厌氧培养5-7天；接着加热

按照1天1℃升温培养7天至温度到达42℃，增加培养基并在42℃条件下恒温厌氧培养3-4

天；继续加热在一天内升温至45℃，在45℃条件下，增加培养基按照1天1℃升温培养10天，

至温度达到55℃，停止升温，并保持55℃恒温条件，增加培养基培养5-8天，至进料量达到满

负荷，得到驯化培养的高温甲烷菌，直接接种于  高温发酵液，进行高温发酵甲烷的制备过

程。

2.根据权利要求1所述一种高温甲烷菌驯化培养方法，其特征在于：所述基础培养基pH

为7.2。

3.根据权利要求1所述一种高温甲烷菌驯化培养方法，其特征在于：所述每次增加培养

基的量为基础培养基和接种甲烷菌污泥总质量的4％-8％。

4.根据权利要求3所述一种高温甲烷菌驯化培养方法，其特征在于：所述每次增加培养

基的量为基础培养基和接种甲烷菌污泥总质量的6％。

5.根据权利要求1所述一种高温甲烷菌驯化培养方法，其特征在于：所述分步加热升温

培养过程中以30-50r/min转速连续搅拌。
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一种高温甲烷菌驯化培养方法

技术领域

[0001] 本发明涉及微生物培养技术领域，具体是一种高温甲烷菌驯化培养方法。

背景技术

[0002] 沼气发酵过程是一个由多种微生物联合，交替作用的复杂生化过程。在发酵过程

中，各种微生物进行一系列耦联生化反应，不产甲烷菌和产甲烷菌之间，相互依赖，又互相

制约，在发酵过程中处于平衡状态。一般来讲，微生物生长条件不能发生骤然的变化，常规

讲要有一个适应过程，驯化过程应当与原生长条件尽量一致，因此，为了维持一个良好的平

衡状态，提高沼气发酵的产气速度和产气量，必须在温度、原料、水分、酸碱度以及发酵系统

的密闭性能等方面，为沼气发酵微生物创造一个适宜的环境，提高发酵的效率。其中，温度

是影响沼气发酵的一个重要因素，研究高温甲烷菌的培养控制方法，这对于有效地控制发

酵过程，了解发酵进行的阶段，优化发酵条件，提高产气效率，具有十分重要的意义。

[0003] 根据厌氧微生物处理有机物的温度，沼气发酵一般分为三种类型:运行温度为45

℃-60℃的高温发酵、运行温度为25℃-45℃的中温发酵、运行温度小于25℃的低温发酵。目

前主要研究和应用的是中温和高温发酵，而且对于高温甲烷菌制备沼气，虽然产气高，但是

所需耗能大，过程复杂，国内尚无成熟的工艺技术。所以国内大部分沼气工程是处在中温及

常温的环境条件下运行。

[0004] 本发明根据现有技术，对甲烷菌进行高温富集培养，得到培养后的甲烷菌直接接

种于沼气发酵液中进行高温发酵，该方法降低菌种培养费用，并保持并激活微生物菌群的

活性。

发明内容

[0005] 本发明的目的在于提供一种高温甲烷菌的驯化培养方法，利用分步加热升温的培

养方法得到高温甲烷菌种；该方法可减少高温发酵制备沼气的步骤，解决高温发酵制备沼

气过程中工程运行耗能高、产气效率低的问题。

[0006] 根据上述目的提出具体的技术方案：

[0007] 一种高温甲烷菌的扩增培养方法，其基本工艺流程为：基础培养基—升温至25

℃—接种甲烷菌—升温至35℃—恒温培养—升温至42℃—恒温培养—升温至45℃—升温

至55℃—恒温培养，其具体步骤为：

[0008] (1)在取自河道底层含有甲烷菌的厌氧污泥中加入蛋白胨、葡萄糖、乙酸钠，加入

醋酸调节PH为7.0-7.2，在温度为25℃-32℃条件下，厌氧恒稳培养2-4天；其按重量比为：厌

氧污泥:蛋白胨:葡萄糖:乙酸钠＝3：1：0.5：0.5；

[0009] (2)根据培养箱容积的1/5-1/4加入基础培养基，培养基PH为6.5-7.5，接着在培养

箱中通入氮气排净空气，加热培养基升温至25℃，按照培养基质量的10％接种步骤(1)培养

后的含有甲烷菌的混合物，与基础培养基搅拌混合均匀；

[0010] (3)将接种甲烷菌的培养基分步加热升温，首先将处于25℃培养基加热按照1天1
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℃升温培养10天至温度达到35℃，增加培养基同时在35℃条件下恒温厌氧培养5-7天；接着

加热按照1天1℃升温培养7天至温度到达42℃，增加培养基并在42℃条件下恒温厌氧培养

3-4天；继续加热在一天内升温至45℃，在45℃条件下，增加培养基按照1天1℃升温培养10

天，至温度达到55℃，停止升温，并保持55℃恒温条件，增加培养基培养5-8天，至进料量达

到满负荷，得到驯化培养的高温甲烷菌，直接接种与高温发酵液，进行高温发酵甲烷的制 

备过程。

[0011] 所述基础培养基组成为：污泥、家禽粪便和土豆渣按照1-1000:1-1500:1-2000的

比例混合。

[0012] 所述的污泥为黑色经驯化的厌氧污泥。

[0013] 所述基础培养基PH优选为7.2。

[0014] 所述每次增加培养基的量为基础培养基和接种甲烷菌污泥总质量的4％-8％，优

选6％。

[0015] 所述分步加热升温培养过程中以30-50r/min转速连续搅拌。

[0016] 本发明有益效果在于：(1)本发明首先将菌种逐渐升温至35℃，并进行低温扩增培

养，得到低温甲烷菌；再将低温甲烷菌逐渐升温至42℃，进行中温扩增培养，得到中温甲烷

菌；接着将中温甲烷菌快速升温至45℃，并继续逐渐升温至55℃，驯化得到高温甲烷菌，同

时进行高温培养，得到菌种数量大的高温甲烷菌；(2)与现有技术相比，本发明利用四阶段

升温，三阶段恒温培养的方法，得到高温驯化培养的甲烷菌；采用逐渐缓慢升温，有利于提

高高温甲烷菌的数量和活性；(3)将驯化好的高温甲烷菌直接应用与高温发酵制备沼气过

程中，减少了高温发酵的步骤和发酵所用时间，解决了目前高温发酵工程运行耗能高、产气

效率低的问题；(4)本发明步骤简单，操作方便，含菌量大，可提高产气率。

附图说明

[0017] 图1驯化工艺流程图

[0018] 图2驯化过程中PH值的变化

[0019] 图3测定驯化过程中总VFA浓度的变化

具体实施方式

[0020] 实例1、根据本发明内容，下面提出详细的操作步骤

[0021] (1)在取自河道底层含有甲烷菌的厌氧污泥中加入蛋白胨、葡萄糖、乙酸钠加入醋

酸调节PH为7.2，在温度为32℃条件下，进行厌氧恒稳培养2天；其按重量比为：厌氧污泥:蛋

白胨:葡萄糖:乙酸钠＝3：1：0.5：0.5。

[0022] (2)根据培养箱体积的1/4加入基础培养基，培养基PH为7.2；接着在培养箱中通入

氮气排净空气，加热培养基升温至25℃，按照培养基体积的10％接种步骤(1)培养后的含有

甲烷菌的混合物，与基础培养基搅拌混合均匀；

[0023] 所述基础培养基组成为：污泥、家禽粪便和土豆渣按照500:1500:2000的比例混

合；

[0024] 所述的污泥为黑色经驯化的厌氧污泥；

[0025] (3)将接种甲烷菌的培养基分步加热升温，首先将处于25℃培养基加热按照1天1
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℃升温培养10天至温度达到35℃，增加培养基同时在35℃条件下恒温厌氧培养5-7天；接着

加热按照1天1℃升温培养7天至温度到达42℃，增加培养基并在42℃条件下恒温厌氧培养4

天；继续加热一天内升温至45℃，在45℃条件下，增加培养基按照1天1℃升温培养10天，至

温度达到55℃，停止升温，并保持55℃恒温条件，增加培养基培养8天，至进料量达到满负

荷，得到驯化培养的高温甲烷菌，直接接种与高温发酵液，进行高温发酵甲烷的制备过程；

[0026] 所述每次增加培养基的量为基础培养基和接种甲烷菌污泥总质量的6％；

[0027] 所述分步加热升温培养过程中以50r/min转速连续搅拌。

[0028] 实例2、

[0029] (1)在取自河道底层含有甲烷菌的厌氧污泥中加入蛋白胨、葡萄糖、乙酸  钠，加入

醋酸调节PH为7.2，在温度为32℃条件下，进行厌氧恒稳培养4天。其按重量比为：厌氧污泥:

蛋白胨:葡萄糖:乙酸钠＝3：1：0.5：0.5；

[0030] (2)根据培养箱体积的1/4加入污泥、家禽粪便和土豆渣按照1000:500:500的比例

混合基础培养基，培养基PH为7.2；接着在培养箱中通入氮气排净空气，加热培养基升温至

25℃，按照培养基体积的10％接种步骤(1)培养后的含有甲烷菌的混合物，与基础培养基搅

拌混合均匀；

[0031] (3)将接种甲烷菌的培养基分步加热升温，首先将处于25℃培养基加热按照1天1

℃升温培养10天至温度达到35℃，增加培养基同时在35℃条件下恒温厌氧培养5-7天；接着

加热按照1天1℃升温培养7天至温度到达42℃，增加培养基并在42℃条件下恒温厌氧培养4

天；继续加热一天内升温至45℃，在45℃条件下，增加培养基按照1天1℃升温培养10天，至

温度达到55℃，停止升温，并保持55℃恒温条件，增加培养基培养8天，至进料量达到满负

荷，得到驯化培养的高温甲烷菌，直接接种与高温发酵液，进行高温发酵甲烷的制备过程；

[0032] 所述每次增加培养基的量为基础培养基和接种甲烷菌污泥总质量的6％；

[0033] 所述分步加热升温培养过程中以50r/min转速连续搅拌。

[0034] 试验例

[0035] 根据实例2驯化方法，在驯化过程中测定PH值和总VFA浓度的变化

[0036] (1)测定驯化过程中PH值的变化

[0037] 如附图说明图2所示，在分步加热升温驯化过程PH值处于6.8-7.3；其PH值的变化

趋势是：开始最低为6.8左右，随着时间的推移，PH值会稳定在7.3左右摆动，不再发生变化，

PH值的变化曲线越平稳，说明运行越成功。

[0038] (2)测定驯化过程中总VFA浓度的变化

[0039] 如附图说明图3所示：在驯化过程中，VFA的变化趋势是：开始最低为  1000-2000之

间，随着时间的推移，VFA值会稳定在3500-4500之间，不再发生变化，曲线越平稳，说明运行

越成功。
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图1
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图2

图3
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