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光 合 细 菌 产 氢 研 究 (二 )

一用苹果酸和丁酸筛选产氢光合细菌

毛醒一 三宅淳 川村杉生

( 无锡轻工业 学院发酵系 ) ( 日木
,

通产省
,

工技院
,

微工所 )

前 吉̀二 J

为使光合细菌产氢能在工业上应用
,

必须提高产氢速度
,

为此需要分离出产氢速度高的

光合细菌
。

有关单位已进行这方面工作 [” 2〕,

但分离方法尚没有系统研究
。

本试验主要研究

筛选过程中氮源对分离细菌产氢速度的影响
。

结论是
:

在 N :
中光照下增殖培养 ; 在含 N H 4 +

的琼脂平板上好气
、

黑暗条件下分离培养
。

分离出的百余株菌种其产氢速度如图 1
。

将光合细菌和嫌气性细菌混合以增加产氢速度和扩大作用基质
。

而为了和 C los t r i d iu m

b ut yr ic u m 混合
,

光合细菌必须有利用丁酸产氢的能力 l3[
,

经筛选找到了利用丁酸的光合细

菌
,

并比较了用丁酸和苹果酸分离出的细菌从丁酸产氢的能力
。

己一
。

一
_

二
、

材 料 和 方 法

1
’ . `

试
一

样 来
、

源

采集日本筑波地区沟池泥水样 品 13 个
。

2
.

培 养 基

1) 基础培养基 见 《 无锡轻工业学院学报 》 “ 光合细菌和梭状菌混合从葡萄糖产 氢 的

研究照 ( 1 9 8 4 年第四期 )
。

2) 增殖培养基和分离培养基 含氮培养基 1) 苹果酸为碳源
“ a M

” 。

基础培养基加 50

m M 苹果酸
,

_

i o m M ( N H ` ) 2 5 0 。 , p H = 7
。

2 ) T 酸为碳源
“ a B y " 。

基础培养基加 sp m M 丁酸
,

1 0二M ( N H ` ) 2 5 0 ` , 0
.

1% 酵母膏
, 0

.

1% N a H C O 3 , p H 二 7
。

不含氮培养基 1 ) 苹果酸为

碳源
“
M

” 。

基础培养基加 50 拼 M 苹果酸
, p H = 7

。

2) 丁酸为碳源
“
B

” 。

基础培养基加 50 州M

丁酸
, 0

.

1% N a H C 0 3 ,

p H = 7
。

前培养基 1 ) 苹果酸为碳源
“ a M

” 。
2 ) 丁酸为碳源

“ a B y " 。

产氢培养基
。

1) 苹果酸为碳源
“ g M

” 。

基础培养基加 50 二M 苹果酸
, 1 0 mM 谷氨酸盐

, p H

= 7
。

2) 丁酸为碳源
“ g B

” 。

基础培养基加 50 m M 丁酸
, 1 0 m M 谷氨酸盐

, 0
.

1% N a H C O 3 ,

p H 二 7
。

增殖培养 在 N :
中增殖培养 扁平培养瓶中加入 30 ml 不含氮源的 峡M

”

培养纂 和

1 Om l 试样
,

放入聚丙烯酸脂的透明干燥器中
,

干燥器中的空气用真空泵抽出
,

换成 1 at m 混

合气体 ( 9 0% N Z , 2 0% C 0 2 )
,

于 1一 3 K l u x
光照下 s o oc 培养 1 0天

。

在含 N H ; +

培养基中
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增殖培养 有盖的试管中加入 1 0ml 含
“ a M

”

或
“ a B y” 培养勤口2一 5 二 l试样

,

培养基表面加

入 10 耐 液体石蜡
,

于 1一 3 K l u x
光照下 30 ℃培养 10 天

。

平板培养 将上述两种增殖培养液

稀释 1沪一 1 05 倍
,

取稀释液 3 0时分另!1涂布于两组琼脂平板上
,

一组为不含氮源的
“

M
”

或
“
B

” ,

另一组为含 ( N H 。
)
2 5 0 4 的

“ “ M
”

或
“ a

尹y ” 。

不含氮源的平板放在上述聚丙稀酸脂的干燥器中

于 1 K lu
x
光照下脚℃培养 14 天

。

含 N H ; 的平板则在好气
、

黑暗条件下 30 ℃ 培养 14 天
。

分别挑取上述两种平板上的菌落至
“ a

M
”

或
“ a B尸 试管培养基中

, I K ! u x ,

30 ℃培养后待

用
。

3
.

产 氢 试 验

1) 前培养 取分离菌株的试管培养液 3耐 接入含 2 5耐 “ a M
”

或
“ a B y ”

培养基的透明聚

脂离心管中
,

用液体石蜡封液面
, 1 K lu x, 30 ℃培养 3天

。

2) 产氢 将前培养所得 的菌液离心分离 ( 5 00 0 R P m
,

s8 )所得菌体悬浮于
“ g M

”

或
“ g B

”

培养基中 (在 70 0 1扁平瓶内 )
,

悬浊液的光密度 O D 660 为 1
.

。 左右
,

用液体石 蜡 封 液 面
,

10 lK
u x ,

30 ℃培养 2 ~ 4 天
,

产生的氢气用排水法收集
。

4
.

分 析 方 法
.

’
.

见 《 无锡轻工业学院学报 》 “
光合细菌和梭状菌混合从葡萄糖产氢的研究

” ,
·

(
’
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三
、

结 果 与 讨 论

1
.

氮源对分离细菌数量及产氢速度的影响

以苹果酸为碳源时
,

不 同氮源的分离方法其产氢速度的分配梯度不同
,

但随产氢速度增

加而菌株数减少 (见图 1 )
。

增殖培养用 N Z分离得到的菌株其产氢速度比用 N H ; +

分离的菌

株为高
,

光合细菌生长要快
,

非光合细菌的污染也少
。

但当用琼脂平板分离培养时
,

在 N :
中

光照下反而比用 N H
`

: 十

好气
,

黑暗条件下产氢速度低
,

细菌生长也弱
,

还需真空泵进行气体

交换操作易污染 (见表 1 )
。

表 1 不同氮源对分离光合细菌生长情况的影响

分
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.

分离光合细菌所用碳源 (丁酸和苹果酸 )的比较

采用增殖培养用 N Z ,

平板分离用 N H扩的方法
,

分别用丁酸和苹果酸分离得到的菌株
,

将其中产氢能力大于 4 州 /乃加
:
1/ 0 且的菌株再次纯化分离

,

然后用
,

丁酸进行产氢试验比较
。

结果 两种碳源分离的菌株产氢速度没有明显差另11
。

( 图 2 ( 2 ) ( 3 )) 但经过第二次分离筛选获得

的纯化菌株
,

产氢速度的梯度有提高
。

(图 2 ( 1 ) ( 2 ))
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不 同氮源对分 离
.

光合细 菌产氮能力的影响 ( 产氛时间为 2 天 )

N A 表示用 呱增殖培 养
,

·

用
、

含 N H ` +

平时
离全角N舀

培养基进行平板分离
; 闪 N 表示增泣培养与平

.

板分

A A 表示增 位培养与平板分 离全用 N H犷; A N 表示 用
.

N H 心+

增 殖培养
,

用 N Z

板分离 , n 表示菌株数 , 州 /人/
,二
l/ O D 为 当培养终 了 o D 折算为 1 时

,

每 m l 培养液每 小

产氮的 协l 数
。

6 0

N B t

初 分离菌株
,

` · `

N B Z

之经二次纯化分离菌排
润A :

经二次纯化分离 i百徐

( 1 )

图 2

号 8 12

( 3 )

1 6 2 0 2 4

拟 1/ I、 /扭 }/ QQ

马ón“八Uō乙6论2)
八己名 、 2 、后 2勺

不 同碳源对分 离细 菌产氢能 力的影响 (产氛时间为 4 天 )
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NB: 表示 以 丁 酸为碳源
,

增殖培养用 N Z ,

平板初分离用 N H 4 + ; N B :
表示 以 丁酸为碳 源

,

增 拉培养用 N Z ,

平板 第二次分离用 N H 魂+ ; N A :
表示 以 苹果酸为砍源

,

增位培 养用 N Z ,

平

板 第二次分离用 N H 广
。

H i l l m e r 和 G e s t 〔4 1用 R p s
.

e a p s u l a t a
菌从 T 酸产氢的收率和速度甚低

,

但其结果对采用

苹果酸或其它碳源分离细菌
,

再用丁酸产氢
,

可能找到好菌种得到了启发山
。

S t e v e sn e
等的

报告中表明了用 9 株 R sP
.

o a p s u l a at 菌株用丁酸
、

乳酸和乙酸的产氢能力
,

从丁 酸 转 化 为

H :
的效率为 50 %

,

最大产氢速度为 79 0 二 l / l/ d卿侧
。

产氢能力主要与有机物 电子 供 体
、

能

量供给和氮化酶活力有关
,

但对产氢速度而言
,

起决定作用的因素尚待摸索
。

与本 试验有关的因素是碳源电子供体
,

对苹果酸和丁酸两者来说
,

均有较高的产氢速度
,

产氢效率也接近
。

用丁酸分离的菌株 ( N乒08 7 03 ) 产氢效率为 68 ; 7%
,

平均产氢速度为 1 1 30
, n l / l / d

a y ,

最高产氢速度 1 6 0 0 二 l / l / d
a 夕

。

用苹果酸分离 的 菌 株 ( N A 0 5 6 0 9 ) 产 氢 效 率 为

6 8
.

3%
,

平均产氢速度为 1 2 9 7 m l / l / d
a y ,

最高产氢速度 19 0 0 二 l / l / d
a ,

。

用丁酸为碳源平板分离容易 引起严重污染
,

而用苹果酸为碳源则无此弊端
。

3
.

选出光合细菌的鉴定

按 .’{ 白杰氏鉴定细菌学手册 ”
鉴定

。

N B 0 8 7 0 3 ,
N A 0 8 6 0 9 菌体呈杆状或长椭圆形

,

没有螺旋状
,

不弯曲
。

能同化丙酸盐
、

甘露糖醇和山梨糖醇
,

但不能在硫代硫酸盐上生长
,

系 R h o d o p s e u d o m o
lla

s
属

。

4
.

光合细菌的天然产氢能力

除了那些污染的平板外
,

挑取了所有菌落进行试验
,

仅从菌落的外观形态不能判断细菌

的产氢能力
。

这与 K i m 等 [ ’ l的研究结果一致
。

K i m 等人用在 N :
中生长的方法选出多 种 类

型的菌落
,

通过统计处理
,

发现要确定细菌菌落形态和氮化酶 (催化氢生成的主要酶 )活性之

间关系是很困难 的
。

(待续 )
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