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一光合细菌和梭状丁酸菌混合从葡萄糖产氢的研究

三宅淳 毛醒一 川村杉生

(日卞通产 省工技院微工所 ) (无锡轻工业学院发醉系 ) (日本通产 省工技院微工所 )

引 言

光合细菌从有机酸例如 乳酸盐 [’ 一 , 1苹果酸盐 〔” ` i进行产氢具有高的速度和效率
,

从 酒 精

也能产氢 5[]
。

分离获得的 R h o d o p s e u d o n l o n a s S p h a e r o i d e s
变种能从葡萄糖产 氢

,

但速 度 较 慢 `6 !
。

葡萄糖的生产可广泛利用农产品资源
,

因而以葡萄糖为原料研究高速
、

高效产氢是很有意义

的
。

光合细菌和嫌气细菌混合
,

从葡萄糖和其它碳水化合物可以形成光合产氢体系
。

W e e t al l

等曾报告 l ’ ] : 固定的 R
. r u b r u m 菌和 K l e b s i e l l a P n e u m o n i a e

(肺炎克氏杆菌 )混合
,

能 从 一M

葡萄糖产生 5
.

2 5 M氢
。

O d o m 和W
a l l ls l指出

:
R p s

.

C a p u l a t a 和 C e l l u l o m o n a s (纤维单抱 菌 )

混合
,

从纤维素以 I M葡萄糖单位计可产 4
.

6一 6
.

2 M 氢
。

为了和光合细菌混合
,

嫌气细菌自身应有高的产氢能力
,

才能增加总的产氢速度
。

嫌气

细菌中已知 C l o s t r i d i u m b u t y r i e u m 具有较高的产氢能力 [9一 ` ’ 玉
。

K
a r u b e

等 [9 ,

川 指 出
,

C
.

b ut y r ic u m 固 定 在凝胶中产氢较稳定
,

固定化细胞用废液产氢并转变为电能 110 ! ,

但和光 合

细菌混合培养尚没有被研究过
。

假如光合细菌能利用 C
.

b ut y’r ic u m所产生的物质
,

那 末
,

产

氢能力高 的 C
.

b ut y r i o u m和光合细菌混合
,

将形成一个从葡萄糖或其它碳水化合物的 有效的

产氢体系
。

丁酸是丁酸菌在嫌气条件下的主要分解产物
,

但是人们通常还没有注意到光合细

菌从丁酸光合产氢
。

近年来 S t e v e n s l`乙1等报告用九个 R p s
.

C a p u l a t a
菌株从丁酸产 氢

,

但 兵

产氢效率只有 50 %
。

本研究以 C
’

b u t y r , e川、 、 菌 和 R h o d o p s e u d o m o ,: a s
菌爹L己合

,

所用的光合细菌是新分离的

R h o d o p s e u d o n l o n a s
·

S尸
.

fZV 菌株
,

该菌从 T 酸产氢的 效 率为 75 %
。

将 i亥菌 和 C
.

b u t .\ ,
·

i
-

。 u n : 」F O 1 3 9 4 9菌株一起固定在凉脂凝胶中混合培养
,

结果 I M 葡萄糖
一

可工哆得 7 M 氢
,

而
.

11

从蔗糖 也能产氢
。

二
、

材料和方法

1
.

菌种及其生长条件

l ) l、!(不中 从 日本筑 ; z划也IK I胜 / l又个
、

l冬 ` l ,分 离私乡丘“ 1
。

J}l
’

}比以冬匹交为侧: ; f! , t进 。 f分离
,

j }以丁
`

酸为碳

下文 19川 , 月 几 日 }飞刹
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源进行产氢试验
。

该菌能在丙酸盐
、

甘露糖醇和U
_

}梨塘醇培养签上生长
,

但不能在硫代硫酸

盐上生 狡
。

颜色为褐绿 色
,

形态呈杆状或长瀚圆形
,

;又有螺旋状
。

试验中该菌命为
:

lR lo do

一 p s e u d o , l、 o n a s
.

S P
.

R V
。

C l o s t r i d i : , m b L: t j r i e u :: : 菌是从 I F O买来 ( I F O z 3 9 4 9 )
。

2) 基础培养荃 每升培养墓中含有下列物质
:

K H Z P O 、 8 6 6 nt g ,

K Z
H P O

通 丁3 3 ; ;: g ,

M 吕5 0 4 ·

7 H :
Q Z o o m 绪 ,

C a C I: 下s n 飞g ,
E D T A Z o m g

,
F e S O z ·

7 H 2 0 l z
.

s m g
,

H 3B O
3 2

.

s m g ,

M n S O : ·

4 H : 0 2
.

l m g ,
N a Z入侄0 一 2 H 2 0 了5 0件g ,

nZ S O 4 ·

7 H夕 2 4郎 g ,
C u ( N 。 ) ) : ·

3 H 2 0 4郎 g
,

以及生物素
、

维生素 B
, 、

对氨 堪苯甲酸盐
. `

尼古丁
、

烟酞胺各 0
.

15 卜 g
。

3 ) R p s
.

s p
.

P V 培养基
,’ a B y ” 基础培养基中 加 入 丁 酸 s o m M

,
( N H ; ) 25 0 ; l o m M

,

N a H C 0 3 0
.

1旦石
,

酵母膏 0
。

1 %
。

p H = 7
。

4) C
.

bu t厂 ic o m培养基
“ G m p歹” 基础培养基中加入葡萄糖 50 m M

,

牛肉 奋 0
.

2 %
,

蛋

白陈 0
.

4 %
,

醇母膏 0
.

4 %
。

p H 二 7
。

5) 混合前培养的培养基
“ g G m p丁p s ” 基础培养基中加夕

、
谷氨酸盐 10 m M

,

葡萄 糖 20

~ s o m M
,

牛 肉膏 0
.

0 1 %
,

蛋白陈 0
.

0 2 %
,

酵母膏 0
.

0 2 %
,

磷酸缓冲液 0
.

I M
。

p H
= 8

。

)G 混合培养产氢培养基 ,’g G SP
” 基础培养基中加入谷氨酸盐 2

.

s m M
,

葡萄糖 20 ~ 30
n 1 M

,

磷酸缓冲液 0
。

z M
。

p H = 8
。

7) R P S
.

S P
.

R V在 a B y培养基上
,

30 ℃用钨灯 1 1砚 w x 光照射 条件下嫌气培养
。

C
.

bu t y r 一

ic u m在嫌气箱中G m p y培养基上 32 ℃培养
。

8) R sP
.

S P
.

R V菌用悬浮液和固定化细胞两种方法在几种底物上产氢 底物 有 苹果 酸

盐
、

乳酸盐
、

醋酸盐
、

丁酸盐
、

葡萄糖
、

谷氨酸盐
。

以丁酸为例
:

① R sP
.

S P
.

R V 在悬浮液中产氢
:

在扁平培养瓶中盛
a B y 培养基 7 o m l

,

接种液体试管的

菌液约 1 m l
,

于 1 K lu x
光照下前培养二天

,

将菌体离心分离出
,

然后悬浮在产氢培养基中
,

(以 l o m M谷氨酸盐代替
a

B y 中的 N H 峨十及酵母膏 )起始菌的悬浮液光密度O D 66 ”
为 1

.

0左右
,

培

养基表面用液体石蜡进行液封
,

瓶 口塞上橡皮塞
,

塞子扎入注射针排气 口
,

产生之气体用排

水法收集 l3[
。

② 固定化细胞产氢
: 在 2 4 c l n Z

扁平培养瓶中 (瓶体积 70 m l) 加入 4 m g左右菌体细胞和 45 ℃

的琼脂液
,

琼脂先溶在
a B丁培养墓中

,

混合后琼脂浓度为 2 %
,

体积为 I Om l
,

放平
,

待冷凝

后再用
a B手培养基充满瓶子

。

于 1 1妞 。 : 光照下前培养二天
,

弃去瓶内前培养荃
,

换为产氢培

养认
,

仍 以 I O m M谷氨酸盐代 旨N H 4干 及酵母膏
。

上述两种方法所用产氢培养丛中的碳源均 与前培养时相同
,

但若以葡萄糖及谷氛酸盐为

底物作产氢试验时
,

前培养的碳 源用乳酸
。

9 ) R p s
.

s p
.

R V和 C
.

b u t 、 r i e u m i石己合固定化和产氢 在 , 6 e n l“ 。 i
、
l平培养瓶 中 (瓶体形 }Z o o m l )

加人 R p :
.

s p
.

尺 V菌液 l o n l l (干屯约 l o m g )和 C
.

b: 、 t j r i e 。 , ,:
菌液 3 n l l (干重约 Z m g 少及 d 5 C

、

2了,; 1 1

派脂 i比台椒
.

琼脂先洛 在 梦八1飞 P 3
一

p s培养攀中
,

放平
,

:乍凝后再加夕
\ g G m p l p s结 尔 资

,

于 J

K l o x 光照下 3 o C培养 4 8小时
,

然后换成 g C SP 培片忆在 10 1引 。 x 光照下产氛
。

2
.

分析方法

蛋自质分析少HL o w r y 法 L堪}
,

!
一

火牛血浦蛋自作标准
。

羊果酸
、

乳酸用浓相色 i州则泛
。

幼萄

精
、

蔗松和 结蔽 {}j酶法分祈
。 、 ’ `

已有扫t酸
、

醉 类和 { , J胶川
`

沂i-1色 i普了忆测定
。
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.

的研 完

三
、

结 果

1
.

R p s.

sp
.

R V产氢

R P s
.

P s
.

R v 能从苹果酸盐
、

乳酸盐
,

醋酸盐和
一

J
`

酸盐产氢
,

但从葡萄糖产氢很少
,

不 能

从谷氨酸盐产氢 (表 1 )
。

最近将其和丁酸菌混合培养
,

则 R p .s “ p
·

R v 可从丁酸菌的产物产复
。

用固定化细胞法从乳酸
、

醋酸
、

丁酸进 【于产氢试验的结果见表 2
。

R sP
.

s p
.

R v 用固定化细胞法从丁酸产氢比用悬浮液法具有较高的产氢速度和产氢效率
,

从丁酸可得到 7石%转化率
。

表 I R p 5
.

5 p
.

R V在几种底物上产氢

最 大 产 氢 速 度
底 物

( ; l /
e m Z

/ h ) { (林 l / 。 m Z / h 、

细 月包 浓 度

( m g / m l )

D
,

L
一

苹果酸盐

D
,

L
一

乳酸盐

1 8 8

2 5 9

4 2

L
一

谷氨酸盐

2
。

6 .

0 .

4 6

3 2

12

6
。

6

l
。

7 .

0 .

1
。

6 ( 2 l h )

2
。

8 ( 2 l h )

1
。

5 ( 2 1h )

3
。

4 ( 2 l h )

0
。

6 ( 4 5 h )

/

盐盐塘酸酸萄醋丁葡

. 注
:

为葡萄糖及谷 氮酸盆两种底物取 0 ~ 4 5小时的平均位
。

上表中
:

光强度 10 K ih x ,

细胞起始浓度 o
.

s m g干重 / m l左右
,

最大产氢速度为接种后 16

~ 2 4小时观察得到
。

表 2 用琼脂固定 Rp s
.

sP
.

R V产氮
. . 口 . . . . . . . . . 甲 . . , . . . . . . . 口口 .

底

初始浓度

( m M )

终浓度

( m M )

产

总 量
( m l / m l )

0
。

6 5

3
。

5 9

8
。

6 2

( % )

细胞密度

( m g / g 凝胶 )

4 0
。

2

4 5
。

6

7 5
。

l

7
。

3

6
。

4

9
。

4

n
甘nù

醋 酸 盐

乳 酸 盐

丁 酸 盐

1 6
。

3

5 2
。

5

4 6
。

2

上表中试验瓶用 7 Om l ( 2 4 e : : 1“ ) 或2 0 o n l l ( 7 6。 ,: 1: ) ,

细 J泡密度指鼓终细 Jl包密度
。

2
.

C
.

b u t y r i e u m 和 R P s
. : P

.

R V混合培养产氢

由表 1 知
:

R sP
. s p

.

R V从蔺萄糖产 氢很少
,

为此必须将葡均糖降解
。

一

友 31 }
,列 出 丁酸菌

降解萄萄搪的产物
,

其 f
扫丁酸是主要的产物

。

而 I之sP
.

s p
.

R V从丁酸产五
_

! U丫r 高 速度和高效

率 (表 2 )
,

为此将 R sP
.

s p
.

R V 菌和
一

于酸菌混合 J址找是适宜的
。

表 3 中数量指 I M葡萄铸的转化见
。

试验时用 2知 , M萄菊糖 7 5 o m 划加 人
·

1c0
: ! 1 二囚定化

一

J
一

酸

菌琼脂凝胶巾进行
。

C
·

b “ t , r i c u , n 和 R ,〕 S
· 、 1,

·

1泛V了! : 对夕!l!菌安定 f*u J; l` ,{污次赶ji交, }, ;}
;! 扩丫

`

1
1

; ; :
, `

{ J
几 1 1又I

` , “ ;匕照下前
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表 3 C
.

b u t y ri u em lF O 13 9 4 9

对葡萄糖嫌氧转化

表 4 混合培养从葡萄糖产氢

的最终基质

产 物 数 量 ( m M )

甲 酸 盐 痕 迹

3 8 1

5 16

痕 迹

5 9 2

荃 质
「

葡 萄 搪 {
醋 酸 盐

!

乳 酸 盐

丁 酸 盐

数 量 ( m M )

4
。

6 0

0
。

15

。

2 2

。

6 4

培养
,

不经前培养光合细菌不能产氢
,

这可能由于固定化过程 中有氧或热的影响
。

在前培养

期间由丁酸菌产生的有机酸被附着在凝胶中 (表 4 )
,

将 g G PS 培养基加入到 凝 胶 中
,

于 10

K ih
x
光照下产氢过程和葡萄糖消耗的关系见图 1

。

从 4
.

6m M葡萄糖和附着在凝胶中的有机酸

可得到 95 8 m l氢
,

减去前培养时期所消耗有机酸部份的产量
,

则 4
.

6 m M葡萄糖可产氢 8 04 m l
,

即 I M葡萄搪产 7
。

0 3 M氢
。

表 4 中醋酸盐
、

乳酸盐
、

丁酸盐是丁酸菌在前培养期间产生的
,

附着在凝胶上
,

甲酸盐
、

丙酸盐和醇类 (甲醇
、

乙醇
、

丙醇和丁醇 )痕量或未测出
,

葡萄搪由产氢培养基 g G PS 供给
。

3
。

不用光照混合培养产氢

此时仅获得 1 30 m l氢
。

从而可知 80 % 以上的氢是由光合作用产生的
。

实际上嫌气条件下

从葡萄搪产生的主要产物是丁酸 (表 3 )
,

因此上述结果理所当然
。

4
.

C
.

b u t y r i e u m 和 R s P
.

s P
.

R V先后分开产氢

先将固定化丁酸菌用 含有 4
.

6 m M葡萄搪的 g G PS 培养基 ( 1 6 0 m l) 培养产氢 (产氢 1 05 m l)
,

再将丁酸菌菌液加入固定化 R s p
.

s p
.

R V琼脂凝胶中
,

( R sP
.

s p
.

R V先用
a B y培养 基 进 行 前培

养 )
。

又可产 氢 34 2 m l
,

(如前面混合培养计算一样
,

减去附着在凝着在凝胶里的丁酸部份的

产氢量 ) 合计 从 4
.

6 m M葡萄糖产氢 4 47 m l
,

即 I M葡萄糖产氢 3
.

9 M
,

比混合培养的产氢效率

要低很多
。

5
。

从蔗糖产氢

先在 g G m p j p s 培养墓上混合培养
,

于 1 1钊 u x 光照下 4 8小时
,

再换成蔗糖培养基
,

( 2
.

5

m M谷氨酸盐
、

蔗糖 15
.

6 m M
、

o
.

I M磷酸缓冲液
、

渔左础培 养堪
。 p H 二 8 )

。

同样进 行 产 氢
,

延续 3 00 小时
,

结果 I M 葡萄糖产氢 8
.

3 M
,

平均产氢速度为 2即 1/
c m Z

/ h
,

比葡萄糖产氢速度

慢
。

作者 曾试图用改变肉于f
、

蛋白陈和酵母育的浓度或改变最 切丁酸菌的量来 调 节 R p s
.

s p

R V和 C
.

b u t手
一

r i e u m 的比例
,

实 际上由于氧的量难以控制使前培养期间 C
.

b u t 丁 r i e u m 菌生长经

常不同
,

因此两种菌的比例总不能调 整准确
,

C
.

b u t万 r ic 11[ 川 i污常过量
。

使葡萄糖消耗太快而

降低 p H
,

而 p H 的降低义对 光合细菌产氢不利
。

由图 1 户f知
:

减慢萄萄糖的消耗速度有利于产

氢
,

因此工然 调节两种菌的比例较团难一 f 酸菌常常过肚
,

下111
,

f 以用连续或间歇追加少量葡

萄糖的方法以 不泣定 p 卜{
。
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昆合从 葡琦糖 产氮的研 兄
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图 1 R p s
·

s p
·

R V 和C
·

b uty r ie t: m 混合培养产氢

四
、

讨 论

从反应能量观点看
,

不 补给能量
,

很难将葡萄糖完全转化为氢
。

C 6 H 一20 6 + 6 H ZO
.

se
弓卜 6 C 0 2 + 1 2 H 2 O

△G 二 一 7
。

6 K C
a l [5 1

光合细菌利用光能促进反应是一种途径
,

但光合细菌不能直接从葡萄糖产生氢
,

即使采

用 R p s
.

, p h a e r io d e s
变种

,

其产氢速度也相当慢
,

(8 川 / m g / h 蛋白质 141 )能期望改变细菌的遗

传特性直接从葡萄糖或其他碳水化合物产氢当然是理想的
,

但目前遗传技术在光合细菌上应

用尚未见实效
。

研究结果应考虑到兼具产氢速度和产氢效率
。

光合细菌产氢要求光照射
,

在地球上可获

取的最大光源是太 阳光
,

这在白天可行
,

但在夜间如仅用光合细菌显然不能产氢
。

如能在夜

间产氢
,

则每天的总产氢量必然增加
。

嫌气细菌和光合细菌混合即可以满足上述速度和效率

的要求
。

C
.

b ut yr i o u m 将葡萄糖转化成有机酸和氢
,

光合细菌进而利用酸产氢
。

而光合细菌

消耗有机酸又使 p H稳定
。

由此可见
,

将一个直接从葡萄搪产氢的光合细菌新种混以 lC os t r i -

d ia 或其它 嫌气细菌用 以产氢是较理想的方法
。

本研究中
,

C
.

bu t y r i o u m 用于降解葡萄糖
,

虽然 C
.

bu t yr i o u m 能从葡萄糖产生多种物质

[6 1,

但丁酸是 I F O 1 3 9 4 9菌株的主要产物
。

光合细菌 R p s
.

s p
.

R V能与C
.

b u t y r i e u m混合并利用

丁酸产氢
,

在 l o K l u x
光照下 3 2 4小时

,

其平均产氢速度为 3 8
.

9协 l /
e m Z

/ h
,

这比 R p s
.

s p li a e r -

io d e s变种直接从葡萄糖产氢的速度更高 61T
。

而其转化效率是 59 % ( I M葡萄糖 产 7
.

03 M氢 )
。

用蔗糖为底物进行混合培养时转化效率为 36 % ( I M蔗糖产 8
.

3 M氢 )
。

可见我们选择的 C
.

b u -

t y r i c u m 是和光合细菌混合适宜的嫌气细菌
,

而且对多种作用 垅质均具有较高的产氢 能力
。

为了进一步提高在夜问产氢的速度
, .

可以用 C
.

o ut ” i c u m 在嫌气条件下分解的另一主 要

产物一醋酸盐
, 1 Nl萄萄糖转化为酷酸时比转化为丁酸时能产生更多氢 厂

’ 。

(待续 )



第 3卷
价”卜小厂毛 锡 轻 工 业 学 沈

参 考 又 献

泣 1〕 H il lm er ,

P
.

,

G e s t
,

H
.

: “ J
.

B a e t e r i o l
” .

12 9 , 7 2 4 , 19 7 7
。

二2 」 Z祝r r e r ,
H

.
,

B a e h o f e n ,
R

.
: “ :

、 1: p l
.

E n v i r o n
.

卜I i e r o b i o l
. ” , 3 7

, 7 5 9
,

29 7 9
。

[ 3 」 K i m ,

J
.

S
.

,
I t o ,

K
.

,
T a k a h a s il i

,

H
.

: “ A g r i e
.

B i o l
.

C h e n l
.

" 4 6 , 9 37 ,

19 8 2
。

仁4 」 M i y a k e ,
J

,
,

T o m i z u k a ,
N 二 I交a w a m u r a ,

5
.

: ,’ T h e R e p o r t o f F e r m e n -

t a t i o n R e s e a r e h I n s t i t u t e ,, 5 8
, 2 5

, 1 9 8 2
。

〔 5 〕 F u j i i
,

T
.

,
N a k a z a w a ,

A
.

,
S u m i

,

N
.

,
T a n i

,

H
.

,
A n d o ,

A
.

,
Y a b u k i

,

M
.

: ,’ A g r i e
.

B i o l
.

C h e m
.

,, i n p r e s s , 1 9 8 3
。

〔 6 〕 M a e l e r ,

B
.

A
.

,
P e l r o y

,

R
.

A
.

,
B a s s h a m ,

J
.

A
.

: “ J
.

B a e t e r i o l
.

” 1 3 5 , 4 4 6 ,

1 9 7 9
0

仁7 〕 W e e t a l l
,

H
.

H
.

,
S h a r m a ,

B
.

P
.

,

D e t a r ,
C

.

C
.

: t’ B i o t e e h n o l
.

B i o o n g
.

,,

X X l l l
, 6 0 5 , 1 98 1

。

[ 8 〕 O d o m ,

J
.

人11
.

,

W
a l l

,

J
.

D
.

" A p p l
.

E n v i r o n
.

M i e r o b i o l
.

” , 4 5
, 1 30 0 , 1 9 8 3

。

〔 9 〕 K a r u b e ,

1
.

,

M
a t s u n a g a ,

T
.

,

T s u r u ,

5
.

,
S伙 z u k i

,

5
.

: " B i o e h i m
.

B i o p h二
·

5
.

z
气e t a , ,, 4 4 4 , 3 3 8 , 19 7 6

。

仁一0 ] S u z : ; l; i
,

5
.

,

K a r u b e ,

1
.

,
五J a t s u n a g a ,

T
.

: " B i o t e e h n o l o g y a n d b i o e n g e n e -

e r i n g s 丁m P
.

,, , 8 , 5 0 1 , 1 9 7 8
。

〔1 2〕 K a r u b e ,
1

.
,

U r a n o ,

N
.

,

M a t s li rt a g a ,

T
.

,
S u z u k i ,

5
.

: ,’ E u r
.

J
.

A p p l
.

M i e r o b i o l
.

B i o t e e h n o l
,

,, , 1 6 , 5 , 19 8 2
。

[ 2 2」 5 t e v e n s ,

P
.

,
V a n D e r S y p t

,

H
.

,
D e V o s ,

P
.

,
D e L e y

,

J
.

: a B i o t e e h n o l
.

L e t t
.

,, , 5 , 3 6 9 , 19 8 3
。

[ 1 3〕 M i }’ a k e ,
J

.

,

T o , n i z u l: a ,

N
.

,

I屯a m i b a y s ll i
,

A
.

; “ J
.

F e r m e n t
. `

r e e h n o l
.

,, , 6 0 ,

1 9 9 , 1 9 8 2
。

〔1 4〕 L o w r y
,

O
.

H
.

,
R o w e b r o u只h

,

N
.

J
.

,
F a r r ,

A
.

,
R a n d a ! I

,
R

.

J
.

: " J
.

B i o l
.

C h e m
.

" , 1 9 3 , 2 6 5 , 1 9 5 1
。

〔 15 ) S a k a t a ,

T
.

: “ K a g a k u . ” 5 1
,

74 4 , 1 9 8 1
。

〔2 6」 Z e i k t : s ,

J
.

G
.

: “ A n n
.

R e v
.

五压i e r p b i o l
.

” , 3唾 ,
4 2 3 , 2 9 8 0

。

〔1 7〕 J u n g e r m a n n ,

K
.

,
T h a u e r

.

R
.

K
. ,

L e i m e n s t o l l
,

G
.

,
D e e k e r ,

K
.

: “ B i o e h i n z
.

B i o p h 手
,

5
.

A e t a
.

”
.

3 0 5 , 2 58
,

19 7 3
。


