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  目前 在生物制氢技术领域 发酵细菌产氢

的效率高于光合细菌的观点已得到普遍的认

识≈  但是 在采取纯培养还是混合培养上仍

存在着很大的分歧 其根本原因是尚未明确混

合培养时菌种间的协同作用是否有利于产氢反

应的进行 

从微生物生态学上分析 混合菌种的协同

作用实质上是菌群间的一种互生和共生关系 

它在生物降解≈ !重金属耐受≈和产甲烷过

程≈中所起到的重要作用已成为不争的事实 

但大量混合菌种发酵产氢的实验研究却令人难

以轻言协同作用对提高产氢效率的利弊 截止

到目前的研究成果主要集中在以下几方面 ≠

发酵细菌与光合细菌混合培养时 协同作用能

促进产氢反应≈ ∗   发酵产氢细菌与耗氢菌

之间的协同作用往往抑制了产氢反应的进
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行≈  ≈仅有实验证明发酵菌种协同作用有

利于产氢代谢≈ ∗  …≥
≈发

现反刍月形单胞菌在纯培养时不产氢可能是

由于产氢量极低 不易被检测 而在与产甲烷

细菌混合培养时能够产生微量的氢气 

可见 产氢发酵细菌混合培养时协同作用

对产氢反应影响的研究 因实验条件和产氢细

菌的差异较大 国内外至今尚无较为明确和统

一的阐述 本研究试图通过间歇实验 利用从连

续流生物制氢反应器厌氧活性污泥中分离到的

株高效 ° ! ! ! 和 

和 株非产氢发酵细菌 !拟 2和芽孢  

分别考察以葡萄糖和复杂有机物淀粉 !牛肉

膏 !聚乙二醇乙二酸酯和胰蛋白胨为底物时 

株高效 °混合培养 高效 °与 株

非产氢细菌°分别混合培养 以及 

与活性污泥混合培养对产氢能力的影响 从而

探讨协同作用发挥的程度 

1  材料和方法

111  厌氧活性污泥和实验菌种的来源

实验用厌氧活性污泥来自本研究室的连续

流生物制氢反应器 ς  1 取泥时反应器

处于稳定运行状态  ?  ε 恒温培养 以糖蜜

为底物 进水 ≤ ⁄浓度 产气 

氢气含量 1  1 ∗ 1   ×  采

用 ∏技术 经 次分离实验 从污泥中获

得 株优势菌株 再以最大产氢速率 Θ

为

指标筛选出  株高效 ° ! ! !

和  同时得到具有典型发酵类型的 

株非产氢发酵细菌° 即  !拟 2和芽

孢  上述 株菌的发酵类型和 Θ

见表  

112  纯培养和混合培养菌种投加原则

本实验中投加的纯培养菌种 !混合培养菌

种和活性污泥均要求总菌数为  ≅  个

混合培养指 株高效 °按等比例数混合 活

性污泥指连续流生物制氢反应器中的厌氧活性

污泥 

113  菌浊和细胞干重的测定

用 紫外分光光度计 在 处测定

样品的吸光度值 作为菌浊⁄ 将样品

在 条件下离心 弃上清液 用 °≥液

洗 次  ε 干燥至恒重 用分析天平称

其重量 °≥ 液 1 ≤ 1 ≤

1 ° 1 ° 1蒸馏水



表 1  筛选出的 ΗΠΒ和 ΝΗΠΒ及其发酵类型

×  × °  ° ∏



菌种 发酵类型
液相末端产物# 

乙醇 乙酸 丙酸 丁酸

Θ

#

# 

 乙醇型发酵 1 1 1 1 1

 乙醇型发酵 1 1 1 1 1

 丁酸型发酵 1 1 1 1 1

  丁酸型发酵 1 1 1 1 1

  丁酸型发酵 1 1 1 1 1

 丙酸型发酵 1 1 1 1 ⁄

拟 2 乙醇型发酵 1 1 1 1 ⁄

芽孢  乙酸型发酵 1 1 1 1 ⁄

活性污泥 乙醇型发酵 1 1 1 1 1

培养 后的结果 ⁄为未测出 

114  发酵产物的分析

挥发酸和醇类测定 用 ≤型气相色谱

仪 柱长  担体 ⁄÷  ∗ 目 氢火焰

检测器 氮气作载气 流速 氢气流速

为 空气流速为 气化室

温度  ε 柱温和检测室温度  ε 取 

培养液 离心 取上清液进样 

 和 ≤  测定 使用 ≥≤2 型气相色谱

仪 柱长  担体为 × ⁄≥2  ∗ 目 热导池

检测器 氮气作载气 流速为 柱温和

检测室温度  ε 

115  产氢指标的计算

最大产氢速率 

Θ

单位时间最大产气摩尔质量 ≅

比例当时细胞干重≈#

单位体积产氢量 Ψ

累计产气量 ≅

比例培养基体积

116  试验装置与条件

间歇试验装置如图 所示 以氮气为气相 

菌种接入 液体培养基中 培养基成分如

下 葡萄糖  胰蛋白胨  牛肉膏  酵
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母汁  ≤  ° 1  ≤ 1 ƒ≥

#  1 2半胱氨酸 1 发酵液 维

生素液钴铵素 1 抗坏血酸 1 核黄素

1 柠檬酸 1 吡多醛 1 叶酸 1 

对氨基苯甲酸 1 肌酸 1微量元

素液  ≥# 1 ≥# 1 

 1 ≤ ≤    1 ≤≤# 

1    1  ≤≤1  1 

≥ 1刃天青 1    ∗

  ∗ 1注 当进行其它底物降解实验

时 培养基碳源葡萄糖被换为相应的底物 置

于恒温气浴振荡器中 在  ε 下以 振

荡培养 定时测其产气量 ! 值 !菌浊 !细胞干

重和氢气含量 在产气量测定的数值读取中 平

衡瓶液面与气量测定管液面相平 以保证测定

数值的准确性 

图 1  间歇试验装置示意图

ƒ  ≥

2  结果与讨论

211  葡萄糖为底物时 °纯培养和混合培养

产氢能力的比较

21111  纯培养和混合培养产氢能力的比较

以葡萄糖为底物时 °纯培养和混合培

养产氢能力的测试结果见图 和表  可见 纯

培养的 产氢能力最强 因为其 Θ


!Ψ

和

累计产气量均最大  ! ! ! 和

混合培养的 Θ


!Ψ

和累计产气量均低于

 但混合培养的 Θ

高于  !和  

≠ 和累计产气量高于  !和  因

此 混合培养的 °产氢能力介于 株高效产

氢细菌之间 而活性污泥的 Θ


! Ψ

和累计产

气量均为最低水平 说明其产氢能力最低 笔者

认为 株高效 °都具备完整降解葡萄糖的

酶系 能较充分地利用葡萄糖 当以葡萄糖为底

物进行产氢发酵时 混合菌种间是底物竞争关

系 它们争夺共同的底物产氢 所以其协同作用

难以发挥 而活性污泥中菌群较为复杂 存在大

量的非产氢发酵细菌 它们不仅与 °争夺葡

萄糖 而且其发酵产物可能对 °有拮抗作

用 导致产氢能力较低 但是图 还反映出活性

污泥反应停滞期最短 能够迅速产氢 这说明连

续培养更能保证细菌的活性 

图 2  不同培养方式 ΗΒΠ发酵葡萄糖的产气情况

ƒ  ∏

∏∏∏

表 2  产氢发酵菌株纯培养和混合培养的产氢能力1)

×  × 2∏ ° ∏

∏∏ ¬∏∏

菌株 Θ


Ψ


菌株 Θ


Ψ


 1 1 混合培养 1 1

 1 1 活性污泥 1 1

  1 1 对照 ⁄ ⁄

混合培养为  ! ! ! 和  等比例混合 ⁄

为未检

21112  葡萄糖为底物时 °与 °混合培

养产氢能力的比较

表 和图 表明 的 Θ


! Ψ

和累计

产气量均高于它与  !拟 2和芽孢 混合培

养的结果 说明葡萄糖为底物时 °与 °

混合培养使 °的产氢能力下降 分析认为 

无论乙醇型发酵还是丁酸型发酵 都是通过 

条途径产氢 ≠ 丙酮酸氧化生成乙酰 ≤直接
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产氢  通过 ⁄ 途径产氢≈ 在产氢发酵

细菌中 第 种途径产氢较为有限 ⁄ 途径

的产氢作用更为直接 但是 ⁄ 途径产氢必

须在氢分压较低的条件下进行 为了维持

⁄ ⁄ 的平衡 必须将过剩的 ⁄

氧化成还原性产物乙醇 !乙酸 !丙酸和丁酸等 

然而  !拟 2和芽孢 的发酵类型分别为

典型的丙酸型发酵 !乙醇型发酵和乙酸型发酵

见表  因此 株 °与 株 °混合培

养时 后者无法通过耦联反应促进前者产氢效

率的提高 

图 3  ΗΠΒ与 ΝΗΠΒ混合发酵萄葡糖的产气情况

ƒ  ×∏  ¬

∏∏ °  °

  另外 在从生物制氢反应器中分离的发酵

细菌尚未发现进行丁酸发酵而不产氢的细菌 

而从表 和图 中混合培养产氢的结果来看 

丁酸发酵细菌和 和 混合培

养时也没有促进产氢效率的提高 在表  ∗

中 ± 

的数值有所不同 但偏差不大 是因为

不同实验中启动菌种活性不同和正常的实验误

差 而重复对 进行产氢能力测量是为了使

同一对比实验中 与其它比较的菌种背景值

相同 使比较结果更科学 

表 3  ΗΠΒ与 ΝΗΠΒ混合培养的产氢能力

×  × 2∏

¬∏∏ °  °

菌株 Θ


Ψ


菌株 Θ


Ψ


 1 1 拟 2   1 1

   1 1 芽孢    1 1

  上述实验结果证明 以葡萄糖为底物进行

产氢发酵时 无论是 °与 °的混合培

养 还是不同 °之间的混合培养 菌种间的

协同作用不但不能发挥 反而会因菌种间对底

物的竞争 使产氢效率下降 

212  复杂底物纯培养和  与活性污泥混合

培养时产氢能力的比较

由表 和图 可见 以淀粉 !牛肉膏 !聚乙

二醇乙二酸酯和胰蛋白胨为底物时 纯培养和

混合培养的实验结果与 1节大不相同 以淀

粉为底物时  纯培养的累计产气量和 Ψ


分别为 1和 1产氢能力极低 

说明 不能较好地利用淀粉 活性污泥降解

淀粉时 Ψ

和累计产气量分别为 1

和 这说明活性污泥中存在细菌分解淀

粉 可以将淀粉转化成麦芽糖和葡萄糖 使污泥

中的 °的产氢能力高于纯培养的  而将

与活性污泥按菌数等比例混合培养时 Ψ


和累计产气量分别为 1和 即

产氢能力大大高于活性污泥和纯培养的  

这说明污泥中分解淀粉的细菌将 不能利用

的淀粉分解成 可以利用的葡萄糖 即分解

淀粉的细菌与 之间存在协同作用 从而使

混合培养的产氢能力大大提高图 和表  

另外 从表 的液相末端产物分析还可以

发现 纯培养的 时虽然代谢淀粉的能力微

弱 但其末端发酵产物仍以乙醇为主 为乙醇型

发酵 而活性污泥代谢淀粉时为丁酸型发酵 这

是因为多数丁酸型发酵的梭菌属能利用淀粉产

氢 所以在以淀粉为底物代谢时 乙醇型发酵污

泥中为数不多的丁酸型细菌得以大量生长 因

此 与活性污泥混合培养时 乙醇和丁酸在

液相末端产物中比例都很高 就不难解释了 

由表 和图 可见 当以牛肉膏进行不同

培养方式的发酵产氢实验时 得到了类似的结

果 说明混合培养时 分解牛肉膏的细菌与 

之间存在着协同作用 从而促进产氢作用的发

挥 然而 由图 ≤ 和表 可知 以聚乙二醇乙二

酸酯为底物时 无论采取那种培养方式 其产氢

能力都不理想 这说明活性污泥中分解聚乙二
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醇乙二酸酯的细菌不存在或活性难以发挥 由

表 和图 ⁄可见 当以胰蛋白胨为底物时 

种培养方式却都进行一定程度的产氢发酵 这

说明 能够分解蛋白质进行发酵产氢 而且

与活性污泥中分解蛋白质的细菌之间也存

在着协同作用 

表 4  以复杂底物产氢发酵时产氢能力的比较

×  × 2∏ ∏∏∏ ¬∏∏

底物 培养方式 Ψ
  ⁄

液相末端产物 # 

乙醇 乙酸 丙酸 丁酸

牛肉膏 纯培养的  1 1 1 1 1 1 1

 活性污泥 1 1 1 1 1 1 1

活性污泥 1 1 1 1 1 1 1

聚乙二醇 纯培养的  1 1 1 1 1 1 1

乙二酸酯  活性污泥 1 1 1 1 1 1 1

活性污泥 1  1 1 1 1 

胰蛋白胨 纯培养的  1 1 1 1 1 1 1

 活性污泥  1 1 1 1 1 1

活性污泥 1 1 1 1 1 1 1

淀粉 纯培养的  1 1 1 1 1 1 1

 活性污泥 1 1 1 1 1 1 1

活性污泥 1 1 1 1 1 1 1

图 4  不同培养方式产气能力的比较

ƒ  ×∏ ∏∏∏ ¬∏∏

  可见 只有纯培养 °自身具备降解蛋白

质和脂类等物质的能力 或者对这些物质没有

降解能力的 °与活性污泥中能降解这些物

质的细菌之间产生协同作用 才能促进复杂底

 环   境   科   学 卷
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术中的应用

上述研究表明 高效 °以单糖葡萄糖

发酵产氢效率较高 而利用复杂物质如脂类 !蛋

白质 !酯类等产氢的能力则较低 这就使发酵法

生物制氢技术的应用有所局限 以自然界中最

为普遍和廉价的纤维素进行生物制氢为例 很

多专家采用了不同的方法 但都很难达到理想

的效果 ≠ 分离和筛选能够利用纤维素产氢细

菌如热纤维梭菌 Χλοστριδιυ µ τηερµοχελλυ µ 直

接产氢 但是菌株的产氢效率并不理想≈  

通过商用纤维素酶对纤维素进行水化预处理

的两相系统制氢 由于预处理高昂的成本 大大

提高了制氢成本≈ ≈ 以纤维素驯化产氢污泥

进行发酵产氢 但是难以得到很高的产氢效率 

并且启动困难≈ 

根据本研究的结果 笔者提出如下策略以

供商榷 当以葡萄糖等简单底物进行发酵制氢

时 高效产氢细菌应以纯培养的方式培养 以保

证高效产氢细菌充分的利用底物 发挥理想的

产氢效果 当以复杂底物进行发酵制氢时 可

以利用高效 °与活性污泥混合培养 以发挥

菌种间协同作用 达到理想的产氢效果 

3  结论

产氢细菌对不同底物的产氢效果是不

同的 对  葡萄糖是产氢效率最高的底物 

以单糖葡萄糖为底物进行发酵产氢

时 无论产氢细菌和非产氢细菌的混合培养还

是产氢细菌之间的混合培养 菌种间协同作用

不但不能发挥 反而由于菌种间对底物的竞争 

抑制了高效产氢菌的产氢能力的发挥 

以复杂的底物脂类 !蛋白质 !酯类等

进行发酵产氢时 应采取不同的策略 可以利用

高效 °与活性污泥混合培养 以发挥菌种间

协同作用 促进高效 °产氢能力的发挥 
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  ∏ Χολστριδιυµ τηερµοχελλυµ . 2

∞√  54  ∗  

  ×∏ƒ  ∏⁄√ ∏

   Χλοστρδιυ µ  ≥   ∞2

  × 17  ∗  

  ×∏ƒ  ≠    ×2 ×  

 ≤∏∏  ∏  Χλοστριδιυ µ 

≥   ∏ ∏∏2

 ƒ 82  ∗  

   × ≥   ∂≤    2

√   

∏ • ≥ × 30  ∗  

期 环   境   科   学




