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摘#要! 营养生态位位于产酸发酵菌和产甲烷菌之间的产氢产乙酸菌!其分离培养困难!种子资源匮乏!限

制了基于强化产氢产乙酸功能作用的高效厌氧生物处理技术的开发>在前期获得对丙酸具有较强降解能力

的产氢产乙酸菌互营共培养体 D GFG&H的基础上!探讨了丙酸质量浓度"氮源"5H

& I

".J

& I

"KL

& I和泛酸等

对其生长代谢的影响>结果表明!培养基中适宜的丙酸钠和 .J

& I

"KL

& I

"泛酸质量浓度分别为 $% LM-和 NN"

"N""% FLM-!最佳氮源是由质量浓度为 %;"" LM-的酵母膏"胰蛋白胨和+/

!

5:组成的复合氮源>在优化条件

下 "N O培养 "% P!D GFG&H对丙酸的降解速率和乙酸产量分别可达 @@N FLM#-$P%和 " @!D FLM->
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L[HPRSL̀ [9̀R9SR<H<RP bĤRS=[9PW<JP RS =UR̂`H̀J[>399̀=RFRBJ=UJ<W:=W[JFJPRWF" =UJRS\:WJS<Ĵ9S D GF
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##传统理论认为"产甲烷阶段是厌氧消化的限

制步骤)$*

>然而"有研究表明"产氢产乙酸菌群的

产氢产乙酸代谢对厌氧消化过程的限制作用要大

于产甲烷菌群的产甲烷代谢)& G"*

"产氢产乙酸菌

代谢活性的增强"有望使厌氧生物处理系统的效

能得到显著提高)! G?*

>向厌氧生物处理系统中投

加产氢产乙酸菌或产氢产乙酸互营共培养体则是

达到这一目的的有效手段之一>产氢产乙酸菌对

生长条件有较严格的要求"其纯培养物很难得

到)C GD*

>比较而言"产氢产乙酸菌互营共培养体的

筛选和培养则相对容易>然而"目前关于产氢产乙

酸菌互营共培养体的研究报道还十分匮乏)N G$$*

"



如何有效地筛选和培养产氢产乙酸菌互营共培养

体是需要解决的首要问题>在前期研究中)$&*

"以

处理高质量浓度有机废水的厌氧折流板反应器

!,0*$中的活性污泥为样品"分离得到一种产氢

产乙酸共培养体 D GFG&H>本文从产氢产乙酸菌

的生理生态习性入手"研究了 D GFG&H在不同

碳源+氮源及不同质量浓度泛酸+钙+铁+镁离子条

件下的生长代谢状况"优化了培养基"为其扩大培

养并从中分纯产氢产乙酸菌株奠定基础>

$#实#验

9:9;菌种及其来源

研究采用的产乙酸互营共培养体 D GFG&H"

是以丙酸为底物的选择性培养基"从本实验室运

行的,0*厌氧活性污泥中分离得到"对丙酸具有

较强的降解和转化能力>该共培养体含有氧化丙

酸的专性互营质子还原菌 !"#$%&'(')*+$%$)^̀>

1̂9G]&"其伴生菌是能利用甲酸盐和 /
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5:$ L"酵母膏 $ L"胰蛋白胨
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素 %;%$ L"抗坏血酸 %;%&? L"核黄素 %;%&? L"柠

檬酸 %;%& L"吡多醛 %;%? L"叶酸 %;%$ L"对氨基

苯甲酸 %;%$ L"肌酸 %;%&? L"刃天青 !%;&f$

%;& F-"半胱氨酸 $ L"`/D;%>

丙酸质量浓度梯度培养基%基础培养基中的

丙酸钠质量浓度为 &;?+?+$%+$?+&%+&? LM-"其他

成分不变>

酵母膏培养基%将基础培养基中的胰蛋白胨

和+/

!

5:去除"其他成分不变>胰蛋白胨培养基%

将基础培养基中的酵母膏和 +/

!

5:去除"其他成

分不变>胰蛋白胨G酵母膏培养基%将基础培养基

中的酵母膏和胰蛋白胨质量浓度都调节为

%;? LM-"同时去除 +/

!

5:"其他成分不变>氯化铵

培养基%去除基础培养基中的酵母膏和胰蛋白胨"

其他成分不变>复合氮源培养基%将基础培养基中

的胰蛋白胨+酵母膏和 +/

!

5:用量均调节为

%;"" LM-"其他成分不变>

铁离子培养基%向基础培养基中投加一定量

的.J5$

&

配制而成>培养基中的 .J

& I质量浓度"

根据研究需要分别调节为 !!+ CC+ NN+ $$% 和

$"& FLM->无钙培养基%将基础培养基中的 5H5:

&

去除"其他成分不变>镁离子培养基%向基础培养

基中投加一定量的 KL5:

&

配制而成"培养基中的

KL

& I质量浓度"根据研究需要分别调节为 $"+&?+

"N+?% 和 C" FLM->泛酸培养基%向基础培养基中

投加一定量的泛酸"根据研究需要"将其质量浓度

分别调节为 $%+&%+"%+!% 和 ?% FLM->

9:=;静态实验方法

取容积为 &? F-的厌氧管"注入 $% F-的液

体培养基"充氮脱氧"封盖"灭菌#在超净工作台

!2]G5'G$6"苏州净化设备有限公司$上"用无

菌注射器取 D GFG&H菌悬液!(d

C%%SF

为 %;N 左

右$" F-接种#置于恒温培养箱!e7QGd/2"上

海博讯实业有限公司医疗设备厂$中 "N O培养

"% P>每个培养条件均采用 " 只厌氧管进行平行

试验>

9:>;分析项目与方法

`/采用e/2 G&? 型酸度计测定>发酵气产

量采用注射器释放并剂量"液相末端产物和发酵

气成分采用气相色谱仪检测)!*

>菌悬液细胞密度

采用)8&"%% 型分光光度计!上海天美科学仪器

有限公司$"以未接种的培养液作为空白对照"于

波长 C%% SF处测定吸光度!(d$>反应混合液的

(d值用于反映菌体的增殖情况>

9:?;数据处理方法

生长代谢指标乙酸产量+氢气产量+丙酸降解速

率以及(d

C%%SF

均取 "个平行测试的平均值"其标准

偏差采用Jc<J:软件中的 23d48函数计算>其中"乙

酸产量+氢气产量和(d

C%%SF

均为培养 "% P后的检测

值减去初始时刻的检测值"而丙酸降解速率则以丙

酸累积消耗量除以培养时间 "% P而获得>

&#结果与讨论

<:9;丙酸质量浓度对 @ A#A<* 菌群生长代谢

的影响

调节基础培养基中的丙酸钠质量浓度为

&;?+?+$%+$?+&%+&? LM-"分别对产氢产乙酸菌互

营共培养体 D GFG&H进行 "% P的培养>结果!表

$$显示"培养基中丙酸的质量浓度对 D GFG&H

的生长代谢有比较明显的影响>在丙酸钠质量浓

度小于 $% LM-时"D GFG&H菌群的生长代谢水

平随着丙酸钠质量浓度的升高而呈现上升趋势"

并在丙酸钠质量浓度为 $% LM-时达到最高"其丙

'$!'
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酸降解率和(d值分别为 DNC FLM!-'P$和 $;C"

乙酸和氢气产量分别为 & D!@ FLM-和 &!@ F-M->

当丙酸钠质量浓度增加到 $% LM-以上的水平时"

D GFG&H菌群的生长代谢则呈现下降趋势>因

此"对于菌群 D GFG&H的培养"采用 $% LM-的丙

酸钠质量浓度是比较适宜的>

表 9;丙酸质量浓度对 @ A#A<*生长代谢的影响

指标
丙酸钠的质量浓度M!L'-

G$

$

&;? ? $% $? &% &?

乙酸生成量M!FL'-

G$

$

& &$% g$%@ & "?@ g$!@ & D!@ g$D" & C"@ g$?! & !N@ g$"! & $D@ g@@

产氢量M!F-'-

G$

$

&$@ g$$ &"$ g@ &!@ g@ &"@ gN &&D g@ &%D gN

丙酸降解速率M!FL'-

G$

'P

G$

$

C?! g"C C@@ g&? DNC g"$ CNN g!% CC! g"D C!C g&@

(d

C%%SF

$;&? g%;%C $;"N g%;%D $;C% g%;%@ $;!@ g%;%D $;"$ g%;%D $;$N g%;%?

<:<;氮源对 @ A#A<*菌群生长代谢的影响

氮是细菌生长代谢所必须的大量元素>对于

特定的微生物"其对不同氮源的利用效率存在显

著差异>为寻求培养 D GFG&H菌群的最佳氮源"

在基础培养基的基础上"分别探讨了氯化铵+酵母

膏+胰蛋白胨+胰蛋白胨 G酵母膏+胰蛋白胨 G氯

化铵+胰蛋白胨G酵母膏 G氯化铵等单一氮源和

复合氮源对 D GFG&H菌群生长代谢的影响"结

果如表 & 所示>研究表明"以胰蛋白胨+酵母膏和

氯化铵调配成的混合氮源对 D GFG&H菌群的生

长代谢最为有利"经过 "% P 的培养"丙酸降解速

率+菌群增殖量!(d

C%%SF

$+乙酸和氢气产量分别

达到 ND% FLM!-' P $+ $;&$+ " N%& FLM-和

&!? F-M->而以酵母膏为唯一氮源时"D GFG&H

的生长代谢最不理想"培养结束时"其丙酸降解

率+ (d

C%%SF

+ 乙 酸 和 氢 气 产 量 分 别 为

NC& FLM!-'P$+%;N"+" ?%! FLM-和 &"% F-M->

表 <;氮源对 @ A#A<*菌群生长代谢的影响

指标
培养基

3

H

I7

Z

IV

<

QI7 QIV Q 7 V

乙酸生成量M!FL'-

G$

$

" N%& g$&@ " D&@ g$%" " D@% g$!$ " C&@ g$%? " ?%! g&$$ " C@N g$CC

产氢量M!F-'-

G$

$

&!? g$& &!% g$? &!% g$N &"D g&$ &"% g$$ &"@ g$N

丙酸降解速率M!FL'-

G$

'P

G$

$

ND% g!& NCD g!@ NC@ g?D NC! gC& NC& g!N NCC gC"

(d

C%%SF

$;&$ g%;%? $;%C g%;%! $;&% g%;%N %;@$ g%;%D %;N" g%;%D %;@C g%;%?

##注%H>胰蛋白胨# Z>酵母膏# <>氯化铵>

<:=;B,

< C对 @ A#A<*菌群生长代谢的影响

许多氧化还原酶中都有铁离子"它们作为酶

的辅因子起着电子传递的功能>采用向基础培养

基中加入不同质量浓度 .J5:

&

的方式"探讨了

.J

& I对 D GFG&H菌群生长代谢的影响>

结果!表 "$表明".J

& I对 D GFG&H菌群的生

长代谢具有显著影响>培养基中 .J

& I质量浓度在

!! hNN FLM-时"菌群 D GFG&H的生长状况和产

氢产乙酸能力随着.J

& I质量浓度的增加而呈现上

升趋势"并在 .J

& I质量浓度为 NN FLM-时表现出

最佳的生长代谢能力"在此条件下经 "% P的培养"

其丙酸降解速率+(d

C%%SF

+乙酸和氢气产量分别达

$ %$@ FLM!-'P$+&;&+" @%@ FLM-和 &CC F-M->

而当培养基中的.J

& I质量浓度继续增加时"D GF

G&H的生长代谢则表现出了下降趋势"说明过量

的.J

& I会对菌群的生长产生抑制作用>分析认为"

.J

& I促进 D GFG&H菌群生长代谢的主要原因可

能在于其参与了铁氧还原蛋白的合成"而铁氧还

原蛋白是微生物产氢代谢的重要辅酶>.J

& I可以

形成 .JG2 原子簇为产氢反应提供电子"并激活

氢酶".J

& I的缺少可导致细菌甲酸裂解酶合成不

足"进而抑制了产氢产乙酸代谢)$"*

>

表 =;B,

< C对 @ A#A<*菌群生长代谢的影响

指标
.J

& I的质量浓度M!FL'-

G$

$

!! CC NN $$% $"&

乙酸生成量M!FL'-

G$

$

" ?$% g$?$ " N%@ g$"! " @%@ g$C" " D?% g$&? " ?D% g$"C

产氢量M!F-'-

G$

$

&"@ g&? &?@ g&$ &CC g$N &!@ g&N &"N g$@

丙酸降解速率M!FL'-

G$

'P

G$

$

N@@ g?C @?N gDN $ %$@ g@$ $ %%% g@C @@@ g?&

(d

C%%SF

$;!@ g%;$$ $;D? g%;%N &;&% g%;$C $;?D g%;%! $;?C g%;%@
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<:>;!*

< C对 @ A#A<*菌群生长代谢的影响

如表 ! 所示"培养基中5H

& I的有无对 D GFG

&H菌群的增殖影响并不显著"但在添加 $ LM-

5H5:

&

的培养基中"D GFG&H菌群的产氢产乙酸

代谢能力明显高于不含5H

& I的培养基>在含 5H

& I

培养基中经 "% P 的培养"其乙酸生成量和产氢量

分别为 " "@$ FLM-和 &?@ F-M-"丙酸的平均降解

速率为 NN@ FLM!-'P$#而在无5H

& I的培养基中"

其乙酸生成量和产氢量分别为 " $$% FLM-和

&!" F-M-"丙酸的平均降解速率为 N?N FLM!-'

P$>显微镜观察发现"5H5:

&

在液体培养基中大多

以结晶颗粒的形式存在"绝大多数菌体则聚集在

这些颗粒表面"以游离状态存在的菌体数量很少>

表 >;!*

< C对 @ A#A<*菌群生长代谢的影响

指标
5H

& I培养基 无5H

& I培养基

乙酸生成量M!FL'-

G$

$

" "@$ g&&$ " $$% g$C%

产氢量M!F-'-

G$

$

&?@ g@ &!" g$D

丙酸降解速率M!FL'-

G$

'P

G$

$

NN@ g?D N?N gN$

(d

C%%SF

%;ND g%;%C %;@ g%;%@

对于这一现象需要给予辩证分析%培养基中添加

适量的5H

& I

"对于产氢产乙酸菌互营共培养体的

培养是有利的"而要从中分离和纯化产氢产乙酸

菌"5H

& I的添加则是一个不利因素>

<:?;D3

< C对 @ A#A<*菌群生长代谢的影响

KL

& I是微生物生长的必要物质"是许多酶的

激活剂"因而添加适量的 KL

& I可能会对产氢产乙

酸菌活性的提高具有重要作用)$!*

>通过向基础培

养基中添加不同剂量的 KL5$

&

"考察了 KL

& I质量

浓度对 D GFG&H菌群生长代谢的影响>

结果!表 ?$表明"较低的 KL

& I质量浓度对

D GFG&H菌群的生长和产氢产乙酸代谢具有

刺激作用"而 KL

& I质量浓度较高时则表现为一

定程度的限制作用>在 $" hC" FLM-的质量浓

度范围内"D GFG&H菌群在 KL

& I质量浓度为

"N FLM-时表现出了较高的生长和代谢活性"

在培养 "% P 后"其丙酸降解速率+(d

C%%SF

+乙酸

和氢气产量分别为 @%N FLM!-' P$ + $;?N+

& @"@ FLM-和 &@$ F-M->

表 ?;D3

< C对 @ A#A<*菌群生长代谢的影响

指标
KL

& I质量浓度M!FL'-

G$

$

$% &% "% !% ?%

乙酸生成量M!FL'-

G$

$

& ND% g$CD & N@% g$DN & @"@ g$"& & NN@ g$NC & N$% g$?N

产氢量M!F-'-

G$

$

&D@ g&" &N$ g$! &@$ g$? &N" g&% &C% g$$

丙酸降解速率M!FL'-

G$

'P

G$

$

NN% g?N N@@ gN? @%N g&N N@@ g?@ N@% gC!

(d

C%%SF

$;%@ g%;%N $;&@ g%;$ $;?N g%;%C $;"? g%;%D $;& g%;%C

<:E;泛酸对 @ A#A<*菌群生长代谢的影响

泛酸在微生物体内主要以辅酶!59,$的形式

参与糖+脂类+蛋白质的代谢"59,有转移酰基的

重要作用"泛酸缺乏时"过氧化物酶系的脂肪酸
!

G氧化就会受到抑制"从而进一步影响到产氢产

乙酸菌的生长代谢>因而"在培养基中适量添加泛

酸"将有助于提高产氢产乙酸菌的代谢活性>实验

结果!表 C$表明"低剂量的泛酸对 D GFG&H菌群

的生长代谢具有刺激作用>在质量浓度为 $% h

?% FLM-的范围内"D GFG&H菌群在泛酸质量浓

度为 "% FLM-时所表现出的生长代谢活性最高"

经过 "% P的培养"其丙酸降解速率+(d+乙酸和氢

气产量分别为 @$% FLM!-'P$+$;@@+" DD@ FLM-

和 &?% F-M->而当泛酸质量浓度大于或小于

"% FLM-时"D GFG&H菌群生长代谢水平均有不

同程度的降低>

表 E;泛酸对 @ A#A<*菌群生长代谢的影响

指标
泛酸质量浓度M!FL'-

G$

$

$% &% "% !% ?%

乙酸生成量M!FL'-

G$

$

" ?@? g"%" " C@N g&$& " DD@ g$?N " C@% g$@D " C"? g$NN

产氢量M!F-'-

G$

$

&%@ g$@ &"@ g&% &?% g$" &!% g&% &&N g$D

丙酸降解速率M!FL'-

G$

'P

G$

$

ND% g!! NN@ g?& @$$ gN? N@C gC? NND gD&

(d

C%%SF

%;@! g%;%D $;&N g%;%@ $;@@ g%;$$ $;D$ g%;%C $;?& g%;$%

<:@;各项最优指标对 @ A#A<*菌群的综合影响

根据 &;$ 至 &;C 的实验结果"对产氢产乙酸

菌互营共培养体 D GFG&H的基础培养基进行优

化"即将其中的丙酸钠+.J

& I和 KL

& I的质量浓度

分别调整为 $%+NN 和 "N FLM-"以胰蛋白胨+酵母

膏和氯化铵为混合氮源!分别为 %;"" LM-$"同时

'"!'
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添加 "% FLM-的泛酸"调节培养基 `/为 D>采用

优化后的培养基"在 "N O下培养 "% P"D GFG&H

菌群对丙酸的降解速率为 @@N FLM!-'P$"乙酸

生成量达 " @!D FLM-"产氢量为 &@? F-M-"反应

混合液的(d

C%%SF

达 &;@C>与各单因子的实验结果

!表 $ hC$比较可见"在优化条件下"D GFG&H菌

群对丙酸的降解速率+乙酸生成量+产氢量以及菌

体增殖量!(d

C%%SF

$要优于丙酸质量浓度+氮源+

KL

& I和泛酸等单因子条件下的培养结果>以.J

& I

为单影响因素的培养实验中 !表 " $"获得了

$ %$@ FLM!-'P$的丙酸降解速率"这一结果高

于优化条件下的 @@N FLM!-'P$"但诸如乙酸生

成量+氢气生成量以及菌体增殖情况等均不如在

优化条件下的培养效果好>总体而言"经优化后的

培养基比较适宜 D GFG&H菌群的生长代谢>

"#结#论

$$对于产氢产乙酸菌互营共培养体 D GFG

&H的培养"培养基中适量添加 .J

& I

+KL

& I

+5H

& I

和泛酸可有效提高菌群的代谢活性>优化后培养

基成分为%5/

"

5/

&

5((+H$% L" +H5:" L"KL5:

&

%;$? L"5H5:

&

$ L".J5:

&

%;& L"X

&

/e(

!

%;D? L"

X/

&

e(

!

%;D? L"+/

!

5:%;"" L"酵母膏 %;"" L"胰

蛋白胨 %;"" L"微量元素液 $% F-"维生素液

$% F-!添加泛酸 "% FLM-$"$ %%% F-"`/D;%"培

养温度采用 "N O>

&$在优化培养基中 "N O培养 "% P"产氢产

乙酸菌互营共培养体 D GFG&H对丙酸的降解速

率可 达 @@N FLM! -' P $" 乙 酸 生 成 量 为

" @!D FLM-"产氢量为 &@? F-M-"反应混合液的

(d

C%%SF

达 &;@C>

参考文献'

)$* 3,0,3,0,41K"*,/1K*,",0d)--,/+>1F̀9[T

=HS<J9\=UJFJ=UHS9LJSR<H[<UHJH̀ 9̀W:H=R9S R̂S HSHJ[9T
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