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不同微生物预处理对煤转化生物气的促进效果对比
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摘　 要：为了查明不同种类微生物预处理对煤转化生物气的促进效果，选用绿孢链霉菌、白腐菌、假单

胞菌 ３ 类菌种分别对褐煤进行预处理和厌氧发酵试验。 通过生物产气效果检测、Ｇｏｍｐｅｒｔｚ 方程模拟

和扫描电子显微镜（ＳＥＭ）方法探讨不同种类微生物预处理对产气的影响及内在原因。 结果表明：在
ＣＨ４ 的总产气量方面，与褐煤原煤相比绿袍链霉菌、白腐菌和假单胞菌预处理后的褐煤都有大幅的增

加，增幅各达到了 ３３．８６％、１６５．２８％、６９．１８％；拟合可知绿孢链霉菌、白腐菌、假单胞菌相比褐煤的最

大比产甲烷量都有增加，分别为 １４．６１％、１５４．４９％和 ９６．１０％，微生物预处理对煤转化生物气的促进效

果依次为白腐菌、绿孢链霉菌和假单胞菌。 不同微生物的体积及其附着特征对预处理效果有重要影

响，体积较小的菌种预处理效果较好，且预处理促使煤的孔－裂隙和表面粗糙度都显著增加，为后期

厌氧发酵菌作用煤提供了便利条件。
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０　 引　 　 言

据报道，美国粉河盆地已采出的煤层气资源总

量远高于勘探阶段查明的资源总量，证明次生生物

气是煤层气的一个重要补充来源［１］，这引起人们对

生物甲烷资源贡献的重视。 生物成因气源于微生物

对煤的降解，煤中复杂大分子有机质经微生物转化

为可溶性有机物（长链脂肪酸、烷烃、低分子量芳烃

等），继续降解成乙酸、Ｈ２和 ＣＯ２等小分子才能被产

甲烷菌利用［２－３］。 煤微生物降解体系中，温度、盐
度、ｐＨ、氧化还原电位和微量元素含量等因素对菌

群活性的影响已被多方面证实［４－７］。 且煤经不同预

处理，可实现煤制生物气试验模拟过程中产氢与产

甲烷的转换［８］。 近年来，美国多家公司已从室内模

拟走向了现场试验，即通过向煤层气井中注入营养

液从而提高煤转化生物气的效果［９－１１］。 目前，众多

学者主要通过化学和物理式对煤进行预处理来提高

煤的生物产气效率［１２－１３］。 其中，化学预处理是通过

打断煤大分子间的化学键，减小相互之间的作用力

和螯合作用来增产生物气［１４］。 物理预处理主要是

提高菌群与煤的接触面和亲和性，加快煤的溶解和

降解过程。
相关煤炭的微生物转化研究始于 ２０ 世纪 ８０ 年

代，ＦＡＫＯＵＳＳＡ［１５］发现一些细菌能利用煤的有机提

取液作为唯一的碳源，溶解部分天然煤。 ＣＯＨＥＮ
等［１６］发现白腐菌和真菌能使风化褐煤降解为液态

物质。 研究表明，微生物对褐煤、次烟煤和风化煤的

降解效果较好，且不同种类的微生物（如细菌、真菌

和放线菌等）对煤的降解机理并不相同［１７－２０］。 相对

于物理化学措施，微生物预处理具有工艺简单、反应

条件温和、能耗低、环境污染小等诸多优点［２１－２２］，但
不同种类微生物预处理对煤转化生物气的对比研究

相对较少。
笔者以内蒙古白音华煤矿褐煤为研究对象，选

用绿孢链霉菌（放线菌）、白腐菌（真菌）、假单胞菌

（细菌）３ 种微生物对煤进行预处理，之后以煤层本

源菌群为菌源进行厌氧发酵产气试验，来探讨不同

微生物预处理对煤转化生物气的促进效果。

１　 材料和方法

１．１　 样品制备

１）样品处理。 新鲜褐煤来自内蒙古白音华矿，
根据 ＧＢ ／ Ｔ ３０７３２—２０１４《煤的工业分析方法 仪器

法》和 ＧＢ ／ Ｔ ３１３９１—２０１５《煤的元素分析》进行工

业与元素分析（表 １）。 将褐煤进行灭菌处理，在真

空干燥箱内 ５０ ℃干燥 ２４ ｈ，然后放入干燥器内密

封保存备用。 在采煤工作面采集新鲜矿井水，并在

４ ℃条件下密封保存以确保煤层产甲烷菌群活性。
２）不同种类的微生物选用。 绿孢链霉菌（Ｓｔｒｅｐ⁃

ｔｏｍｙｃｅｓ ｖｉｒｉｄｏｓｐｏｒｕｓ，Ｓｔ）、白腐菌（Ｐｈａｎｅｒｏｃｈａｅｔｅ ｃｈｒｙ⁃
ｓｏｓｐｏｒｉｕｍ，Ｐｈ）、假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ，Ｐｓ），菌种信

息见表 ２。
表 １　 煤样的基本信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｂａｓｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏａｌ ｓａｍｐｌｅｓ

煤样 Ｒｏ，ｒａｎ％ Ｍａｄ ／ ％ Ｖａｄ ／ ％ Ａａｄ ／ ％ ＦＣａｄ ／ ％ ｗ（Ｃ） ／ ％ ｗ（Ｈ） ／ ％ ｗ（Ｏ） ／ ％ ｗ（Ｎ） ／ ％

褐煤 ０．４３ ７．４６ １０．７１ ４４．５８ ３７．２５ ４０．４３ ４．４０ ２１．４７ ０．４０

　 　 注：Ｒｏ，ｒａｎ为镜质组随机反射率。

表 ２　 选用菌种的基本信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｂａｓｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ

菌种 编号 门 纲 目 科 属 菌种来源 培养基

绿孢链霉菌 Ｓｔ 放线菌 放线菌 放线菌 链霉菌 链霉菌 ＣＧＭＣＣ ４．１７７０ ００３８ ＩＳＰ－２ 培养基

白腐菌 Ｐｈ 担子菌 伞菌 多孔菌 平革菌 白腐 ＢＮＣＣ３３６２５７ 综合马铃薯培养基

假单胞菌 Ｐｓ 变形菌 γ－变形菌 假单胞菌 假单胞菌 假单胞菌 ＧＳＩＣＣ ３１６０３ ＣＭ０８４１ 培养基

　 　 ３）菌种培养基的配制。 ００３８ ＩＳＰ－２ 培养基：酵
母提取物 ４ ｇ、麦芽提取物 １０ ｇ、葡萄糖 ４ ｇ、琼脂

１５ ｇ、蒸馏水 １ Ｌ、调节 ｐＨ ＝ ７．３。 综合马铃薯培养

基：２０％马铃薯汁 １ Ｌ、葡萄糖 ２０ ｇ、ＫＨ２ＰＯ４为 ３ ｇ、
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ 为 １．５ ｇ、硫胺素微量、琼脂 １５ ｇ、调节

ｐＨ＝ ６。 ＣＭ０８４１ 培养基：蛋白胨 ５．０ ｇ、牛肉膏 １０ ｇ、
酵母膏 ５．０ ｇ、葡萄糖 ５．０ ｇ、ＮａＣｌ ５．０ ｇ、琼脂 １５．０ ｇ、

蒸馏水 １ Ｌ、调节 ｐＨ＝ ７．２。
４）采用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 方法鉴定出矿井水中主要产

甲烷菌属为甲烷八叠球菌属（Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ）、甲烷

杆菌属（Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、甲烷螺菌属（Ｍｅｔｈａｎｏ⁃
ｓｐｉｒｌｌｕｍ）。 为提高富集期间产甲烷菌群繁殖速度，
需提供微生物生长所需的 Ｃ、Ｎ、Ｐ、Ｓ 元素以及中性

盐等物质，微量元素和复合维生素也是维持厌氧微

２３２
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生物生长代谢和厌氧发酵酶系统活性的重要组成成

分，按文献［２３］进行产甲烷菌群的富集培养。
１．２　 试验方法

１．２．１　 预处理煤样与生物产气试验

１）不同微生物预处理煤样试验。 采用 ２５０ ｍＬ
玻璃瓶，装入 １０ ｇ 直径 ０．２～０．３ ｍｍ 的煤颗粒，加入

２０ ｍＬ 含有选用的不同微生物培养液进行预处理，
绿袍链霉菌、白腐菌和假单胞菌预处理后的褐煤分

别编号为 Ｓｔ－Ｈ、Ｐｈ－Ｈ 和 Ｐｓ－Ｈ，同时用镍丝连着一

煤块浸泡在微生物处理液，以方便取出。 玻璃瓶用

透气棉塞封堵，以防杂菌干扰（图 １）。

图 １　 不同微生物预处理煤样装置示意

Ｆｉｇ．１　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｃｏａｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｄｅｖｉｃｅ

２）厌氧发酵产气试验。 分别选用含有 ２ ～ ３ ｄ
生长期的菌种对煤进行预处理 １４ ｄ，然后把煤样和

相应的处理液一同进行厌氧发酵产气试验，厌氧发

酵与气体收集的装置与文献［２４］完全相同。 具体

步骤是：将配制好的 ２００ ｍＬ 产甲烷菌富集培养基放

入 １２１ ℃的灭菌锅中灭菌 ３ ｈ，利用 ０．３ ｍｏｌ ／ Ｌ 的

ＨＣｌ 和 ＮａＯＨ 调节 ｐＨ 至 ７，然后加入含有煤层本源

菌群的矿井水，密封放置在 ３５ ℃培养箱中培养 ４ ｄ；
取出加入预处理结束的玻璃瓶内，利用 Ｎ２驱替至少

３～４ ｍｉｎ，保证厌氧环境，之后进行产气试验。 采用

排水集气法收集气体，每 ３ ｄ 记录一次产气量，以集

水瓶中无水排出时产气结束。
１．２．２　 试验测试方法

１）菌液浓度的检测。 采用 ＵＶ－５２００ 型紫外可

见分光光度计、透射比标准进行测定。 将分装好放

置有样品的试管放置于 ３５ ℃的恒温培养箱中分别

培养 １７ ｄ， 测上清液波长为 ６００ ｎｍ 的吸光值

（ＯＤ６００）。
２）气体组分测定。 采用安捷伦 ７８９０ ＧＣ 型气

相色谱仪测定气体组分，其含热导池和氢火焰 ２ 个

检测器，采用进样针手动进样，每次进样体积 ０． ５
ｍＬ，５Ａ 分子筛不锈钢填充色谱柱，检测器温度 １００
℃，载气为 Ｈｅ，流速为 ３０ ｍＬ ／ ｍｉｎ。

３）扫描电镜（ＳＥＭ）试验：ＦＥＩ Ｑｕａｎｔａ ２５０ 环境

扫描电子显微镜，电压 ３０ ｋＶ，放大倍数 ３０～３００ ０００
倍，分辨率 ３ ｎｍ，成像模式为二次电子图像和背散

射电子图像。 将制备的原煤和经过不同菌种预处理

后的煤块从菌液中取出，采用 ２． ５％ 戊二醛浸泡

２～４ ｈ进行固定；之后用 ０．１ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸缓冲液清洗

表面 ３ 次；样品脱水干燥剂用表面张力小的乙醇，防
止样品收缩，进行乙醇梯度脱水：３０％、５０％、７０％、
８５％、９５％各 １ 次，１００％乙醇 ２ 次，每次浸泡 １５ ～ ２０
ｍｉｎ，然后让其在空气中逐渐挥发干燥。

２　 试验结果

２．１　 菌种的生长特征

分别把 ３ 种微生物菌种在固体培养基上完成活

化，然后进行梯度稀释，接种等量的菌到液体培养基

中，采用紫外可见分光光度计在 ６００ ｎｍ 波长条件下

对上清液进行光度测试，做出菌种的相应生长曲线

（图 ２）。

图 ２　 选用 ３ 种菌种的生长特征

Ｆｉｇ．２　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ

微生物生长曲线一般包括迟缓期、对数期、稳定

期和衰亡期。 从图 ２ 看出绿孢链霉菌、白腐菌与假

单胞菌 ３ 种微生物在 １ ～ ２ ｄ 在迟缓期，２ ～ ３ ｄ 为对

数期生长速率最快，４～ ５ ｄ 曲线呈现下降趋势，第 ６
ｄ 开始进入相对稳定期，１５ ｄ 后死亡率增加进入衰

退期。 为了提高不同微生物对煤的预处理效果，笔
者选用 ３ ｄ 处于对数生长期的菌种。
２．２　 煤样预处理后的厌氧发酵试验结果

３ 种菌种对煤进行预处理 １４ ｄ 后，以煤层本源

菌群为菌源进行为期 ２１ ｄ 的产气试验如图 ３ 所示。
由图 ３ 可知，累计产气体积和阶段产气体积：

Ｓｔ－Ｈ、Ｐｈ－Ｈ 与 Ｐｓ－Ｈ 相比原煤（Ｙ）的产气效果都有

不同程度增加，其中 Ｐｈ －Ｈ 的产气体积最大达到

２８８．００ ｍＬ，相比 Ｙ 产气体积１５１．５０ ｍＬ，增幅达到

９０．１０％；产气体积分数：最大为 Ｐｓ－Ｈ 的 ５１．７７％相

比 Ｙ 的 ３４．５４％有明显增加，增幅达到 ４９．８８％；甲烷

的总体积，与 Ｙ 相比 Ｓｔ－Ｈ、Ｐｈ－Ｈ 与Ｐｓ－Ｈ都有大幅

３３２
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增加，增幅各达到了 ３６．８６％、１６５．２８％、６９．１８％。 总

体来说 Ｓｔ－Ｈ、Ｐｈ－Ｈ 与 Ｐｓ－Ｈ 组的产气体积变化趋

势具有一致性，即预处理后煤的产气体积增加，且经

预处理后 ３ 种微生物预处理对增加 ＣＨ４体积的促进

能力为 Ｐｈ＞Ｐｓ＞Ｓｔ。

图 ３　 不同煤样的厌氧发酵产气结果

Ｆｉｇ．３　 Ｇａｓ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｎａｅｒｏｂｉｃ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏａｌ ｓａｍｐｌｅｓ

２．３　 Ｇｏｍｐｅｒｔｚ 模型与数据拟合

利用实验室测得的生物产气数据探讨不同微生

物预处理煤样的产甲烷潜力，通常利用 Ｇｏｍｐｅｒｔｚ 模

型。 采用改进的 Ｇｏｍｐｅｒｔｚ 方程对甲烷产量进行模

拟（式（１）） ［２５］，模拟结果如图 ４ 和表 ３ 所示。

ｙ ＝ Ａｅｘｐ － ｅｘｐ
ｅ μｍ

Ａ
λ － ｔ( )

é

ë
ê
ê

ù

û
ú
ú{ } （１）

式中：ｙ 为累积甲烷产量，ｍＬ ／ ｇ；Ａ 为累积潜力甲烷

产量，ｍＬ ／ ｇ；μｍ为最大比甲烷产量，ｍＬ ／ （ ｇ·ｄ）；λ
为滞后阶段时间，ｄ；ｔ 为试验时间，ｄ。

图 ４　 煤样产甲烷潜力的 Ｇｏｍｐｅｒｔｚ 模拟结果

Ｆｉｇ．４　 Ｇｏｍｐｅｒｔｚ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏａｌ
ｓａｍｐｌｅ ｍｅｔｈａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ

表 ３　 Ｇｏｍｐｅｒｔｚ 方程的拟合参数

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｆｉｔｔｉｎｇ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｆｏｒ Ｇｏｍｐｅｒｔｚ ｅｑｕａｔｉｏｎ

样品

编号

最大比甲

烷产量 ／

（ｍＬ·ｇ－１·ｄ－１）

累积潜力

甲烷产量 ／

（ｍＬ·ｇ－１）

滞后阶

段时间 ／ ｄ
拟合度

Ｙ ０．９８３ ５．２３２ ６．６６２ ０．９９３

Ｓｔ－Ｈ １．１２６ ７．２３８ ８．３２７ ０．９７４

Ｐｈ－Ｈ ２．５００ １４．３７７　 １１．３２８ ０．９８８

Ｐｓ－Ｈ １．９２７ ９．０４１ ７．８９３ ０．９９３

　 　 由图 ４ 和表 ４ 可知，试验数据的拟合度 Ｒ２接近

１，可信度较高，Ｓｔ－Ｈ、Ｐｈ－Ｈ 与 Ｐｓ－Ｈ 相比 Ｙ 的最大

比甲烷产量都有增加，分别为 １４．６１％、１５４．４９％和

９６．１０％；累计产气潜力也有明显提高，分别增加

３８．３３％、１７４．７８％和 ７２．７９％。 可知，不同菌种促进

煤产气效果：Ｐｈ＞Ｐｓ＞Ｓｔ。 且与原煤 Ｙ 相比，微生物

预处理煤样在厌氧发酵过程中有更大累计产气潜力

和最大产甲烷率。

３　 煤的表面结构和菌种的附着特征分析

分别将 ３ 种菌种 Ｓｔ、Ｐｈ 与 Ｐｓ 预处理 １４ ｄ 后的

煤块用镍丝取出，与原煤 Ｙ 一同按照第 ２．２ 节进行

样品制备，然后进行镀膜处理，采用环境扫描电子显

微镜分别在 ３ ０００ 倍和 ２０ ０００ 倍观测煤的表面结构

及菌种的附着状态（图 ５）。
原煤 Ｙ 的表面光滑且平整、孔－裂隙较少。 经

过 ３ 种微生物预处理的煤表面粗糙度明显增加，呈
凹凸不平状、孔－裂隙也显著增加。 Ｓｔ 以链状菌形

态存在，其中菌长约为 ５．５２ μｍ、直径约为 ０．３８ μｍ。
Ｐｈ 以椭圆形态为主，其中椭圆菌长轴约为 １．３２ μｍ、
短轴约为 ０．８４ μｍ。 Ｐｓ 以杆状菌为主，杆菌长约为

２．５５ μｍ、直径约为 ０．６５ μｍ。
从菌种的附着状态分析，Ｓｔ 聚集成菌落并基本

覆盖了煤的全部表面；而 Ｐｈ 主要分布在煤的孔－裂
隙之内。 经 Ｐｓ 菌处理后的煤表面和孔－裂隙均有

分布。 从 ３ 种菌种的体积来看，Ｐｈ 菌的体积最小，
更容易进入煤的孔裂隙；Ｓｔ 菌的体积最大，主要分

布在煤的表面，Ｐｓ 菌的体积处在 Ｓｔ 菌和 Ｐｈ 菌之

间，附着状态也是二者兼具。
从煤表面结构特征分析，微生物对煤表面结构

具有蚕食作用，增加了煤的粗糙度，这为后期厌氧发

酵过程中产甲烷菌群与煤相互作用创造了条件。 菌

种的体积和形态对其附着状态有重要影响，体积越

４３２
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图 ５　 煤表面结构和菌种的附着特征

Ｆｉｇ．５　 Ｃｏａｌ ｓｕｒｆａｃｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ

小的菌种更容易通过孔－裂隙进入煤的内部，与仅

在煤表面附着的较大菌种相比，前者的预处理效果

更有优势，据此推断 ３ 种菌种对煤的预处理效果顺

序为 Ｐｈ＞Ｐｓ＞Ｓｔ，这与前述的厌氧发酵数据具有一

致性。

４　 结　 　 论

１）通过 ３ 种菌种的生长曲线确定预处理时间

为 １４ ｄ。 与原煤 Ｙ 相比，３ 种微生物 Ｓｔ、Ｐｈ 与 Ｐｓ 预

处理后的煤样生物产气量增加，且 ＣＨ４的体积分数

与体积也相应增加。 ３ 种微生物预处理对产气的促

进能力为 Ｐｈ＞Ｐｓ＞Ｓｔ。 通过改进的 Ｇｏｍｐｅｒｔｚ 方程模

拟也表明经微生物预处理后煤的产甲烷潜力和最大

速率均增加。
２）微生物预处理明显增加了煤表面的粗糙度，

这有助于产甲烷菌群和煤的相互作用，对提高煤转

化生物气的效果有积极作用。 菌的附着状态和大小

是影响煤预处理后产气效果的因素之一，且体积越

小的菌种易于进入煤的孔－裂隙，而体积越大的菌

种更倾向于附着在煤的表面，前者对提高预处理效

果更为有利。
３）在 ＣＨ４ 总产量上，Ｓｔ－Ｈ、Ｐｈ－Ｈ 与 Ｐｓ－Ｈ 相比

Ｙ 都有大幅增加，增幅各达到了 ３６．８６％、１６５．２８％、
６９．１８％；通过 Ｇｏｍｐｅｒｔｚ 模型与数据拟合可论证 Ｓｔ－
Ｈ、Ｐｈ－Ｈ 与 Ｐｓ－Ｈ 相比 Ｙ 的最大比产甲烷量都有增

加，分别为 １４．６１％、１５４．４９％和 ９６．１０％，各微生物预

处理促进煤转化生物气的效果不同。
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