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摘　要 :采用厌氧 Hungate技术 ,从生物制氢反应器厌氧活性污泥中分离到 18株发酵产氢细菌 ,并从中优选出 1株高效

产氢细菌 B49。通过间歇试验 ,B49获得最大比产氢速率 QH2为 25. 0mmol/ g·h ,单位体积产氢量 YH2为 1813. 8mL/ L ,氢

气含量为 64. 15 %。B49菌株为乙醇型发酵产氢细菌 ,具有良好的耐酸性 ,在 p H3. 3仍能生长。发酵产氢和细菌生长的

最适 p H值约为 3. 9～4. 2。
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0　前　言

生物制氢技术作为可再生的清洁能源生产 ,在

世界上已引起高度重视。微生物产氢机制分为两种

类型 :光合法生物制氢和发酵法生物制氢。提供充

分的光能是光合微生物产氢的必要条件 ,由于光的

穿透能力有限 ,若要提供足够的光源需要消耗大量

的能源 ,更重要的是光源的维护与管理十分复杂 ,并

且所占空间较大 ,使得实现产业化氢气生产难度很

大。发酵微生物产氢有着无需光照 ,产氢稳定等优

点[1～2 ] ,具有更为广阔的前景。

目前 ,发酵法生物制氢技术在国际上仍处于实

验室研究阶段 ,究其原因 ,是因为人们将主要精力投

入到光合产氢微生物的研究中。部分发酵产氢细菌

产氢能力的研究[1 ,4～8 ]如表 1 所示。尽管大多数发

酵产氢菌株的产氢率比光合微生物[8～13 ]要高 ,如阴

沟肠杆菌 IIT2B T08最大产氢速率为 29. 63mmol/ g·

h[8 ] ,但仍需进一步提高产氢能力。产氢细菌的丁

酸型发酵的应用最为普遍 ,即在 p H > 6 条件下 ,发

生以乙酸、丁酸、H2 和 CO2 为主要产物的产氢发

酵 ,而任南琪[14 ]则利用了产氢细菌的乙醇型发酵。

由于发酵产氢细菌产氢过程中主要副产物是有机

酸 ,使得反应器内 p H下降 ,抑制微生物产氢 ,因此

常需采取一定方法调节 p H ,这即不经济 ,又容易因

失误而导致反应器生态系统受到破坏。所以 ,开展

嗜酸或具有较强耐酸能力的产氢细菌研究是十分必

要的。Yokoi [15 ]曾分离到 1 株较耐酸的产氢细菌

(产气肠杆菌 HO239) ,能在 p H4 条件下厌氧生长 ,

而嗜酸产氢细菌的分离至今未见报道。
表 1　发酵产氢细菌的产氢能力比较

Table 1　Comparison of the hydrogen production

ability of ferment hydrogen production bacteria

细菌的种属 细菌的代号 Qa
H2 作者

待鉴定 No. 5 2. 28b 李白昆[4 ]

产气肠杆菌 E. 82005 17 Tanisho S. [1 ]

丁酸梭菌 ND 7 Tanisho S. [1 ]

梭菌属 No. 2 20. 3b Taguchi F. [5 ]

拜氏梭菌 AM21B 21. 25b Taguchi F. [6 ]

巴氏梭菌 ND 1. 2c James D. [7 ]

弗氏柠檬酸杆菌 ND 2. 5c James D. [7 ]

阴沟肠杆菌 IIT2B T08 29. 63 Kumar N. [8 ]

a　单位为 mmol/ g·h

b　经文献中其他数据计算而来

c　单位为 mmol/ g·h ,biomass在文献中没有查到其分析方法可能与

drycell相同

针对上述问题 ,进行了高效产氢细菌的筛选工

作 ,分离到一株有高效产氢能力的乙醇型发酵细菌 ,

并进行了耐酸性的研究。

1　材料和方法

1 . 1　菌种来源和厌氧培养方法

菌种取自本实验室连续流生物制氢反应器内厌

氧活性污泥。细菌培养中无菌水和培养基的制备和
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全部实验操作采用改进的 Hungate 厌氧技术[3 ] ,以

高纯氮气为气相 ,用厌氧螺旋管装液体和固体培养

基 ,35℃常规培养。

1 . 2　培养基

液体培养基 (g/ L ) :葡萄糖 20 ;胰蛋白胨 4 ;牛

肉膏 2 ;酵母汁 1 ;NaCl 4 ; K2 HPO4 1. 5 ; MgCl2 0. 1 ;

FeSO4 . 7H2O 0. 1 ;L —半胱氨酸 0. 5 ;发酵液 10ml ;

维生素液 (钴铵素 0. 01 ;抗坏血酸 0. 025 ;核黄素

0. 025 ;柠檬酸 0. 02 ;吡多醛 0. 05 ;叶酸 0. 01 ;对氨

基苯甲酸 0. 01 ;肌酸 0. 025) 10ml ;微量元素液 (Mn2
SO4 . 7H2O 0. 01 ;ZnSO4 . 7H2O 0. 05 ; H3BO3 0. 01 ;N

( CH2COOH) 3 4. 5 ; CaCl2 . 2H2O 0. 01 ; Na2MoO4

0. 01 ;CoCl2 . 6H2O 0. 2 ; Al K( SO4) 2 (0. 01 %) 10ml ;

刃天青 (0. 2 %) 1～2ml ;p H 6～6. 4

固体培养基 :液体培养基 +琼脂 (2 %)

1 . 3　菌株的分离、纯化和筛选

从生物制氢反应器中取出一定量产氢发酵活性

污泥 ,放入充满氮气的三角瓶中 ,加入数颗玻璃珠 ,

在振荡器上振荡 2h ,将污泥中菌胶团打碎 ,用无菌

水进行倍比稀释 ,再接种于固体培养基中 ,制成滚

管 ,培养 10～14d ,用无菌毛细管挑取单菌落 ,转接

入固体培养基中。重复以上操作若干次 ,直至管内

菌落和显微镜下的细胞形态一致认为是纯菌株 ,进

一步用电镜确认。

将分离纯化的发酵细菌转接于液体培养基中 ,

35℃120r/ min振荡培养 5～8d ,用 1mL 无菌注射器

从其气相中取样 ,检测其气相成分中是否有氢气存

在。如果有 ,即为产氢菌。

1 . 4　高效产氢菌株优选

将筛选出的产氢菌株 ,重复分离、纯化操作 ,待

其产气稳定后 ,测其产氢能力 ,并将产氢能力高的菌

株 ,重复分离操作 ,用无菌毛细管挑取在固体培养基

中产生气泡较大的细菌菌落进行纯化 ,反复上述步

骤 ,直至滚管中细菌稳定产生大而多的气泡为止。

富集后 ,再测其产氢能力。反复多次 ,直至优选出产

氢能力最高的菌株为止。

1 . 5　产气量和产氢能力测定

产氢能力试验采用间歇试验装置 ,如图 1所示。

将产氢细菌按 6×108个菌量接入盛有 145mL 液体

培养基 (初次优选为 100mL)的锥形瓶中 ,置于恒温

气浴振荡器中 ,在 35℃下以 120r/ min振荡培养 ,定

时测其产气量、p H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　产气间歇试验装置示意图

Fig. 1　Sketch of gas production device of batch test

1 . 6　菌浊和细胞干重的测定

用 752紫外分光光度计 ,在 600nm处测定样品

的吸光度值 ,作为菌浊 (A600nm) 。将样品在 4000rpm

条件下离心 ,弃出上清夜 ,用 PSB液洗 2次 ,80℃干

燥 12h至恒重 ,用分析天平称其重量。

1 . 7　发酵产物的分析

挥发酸和醇类测定 :使用 GC122 型气相色谱

仪 ,取 1mL 培养液 ,离心 5000rpm ,取上清液进样 ,

柱长 2m ,担体 GDX103 ,60～80 目 ,氢火焰检测器 ,

氮气作载气 ,流速 60mL/ min ,氢气流速为 50mL/

min ,空气流速为 490mL/ min ,汽化室 210℃,柱和检

测室 190℃。

氢气和二氧化碳测定 :使用 SC2Ⅱ型气相色谱
仪 ,从图 1气体取样口取气相样品进样 ,柱长 2m ,担

体为 TDS201 ,60～80 目 ,热导池检测器 ,氮气作载

气 ,流速为 70mL/ min ,柱和检测室 150℃。

2　结果与讨论

2 . 1　产氢菌株的筛选和优选

从本实验室连续流生物制氢反应器中 6 次取

泥 ,分离出 210 株发酵细菌 ,从中筛选出 18 株产氢

细菌。从 18株产氢菌株中选出产氢稳定的 11株细

菌 ,通过间歇试验测其产氢能力 (表 2) ,分别用最大

比产氢速率 (QH2)和单位体积培养基产氢量 ( YH2)来

表示。
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表 2　分离出的产氢菌株的产氢能力

Table 2　The hydrogen production ability of the

isolated hydrogen production bacteria

菌名 QH2 YH2

B49 21. 60 887. 20

LB13 5. 48 116. 10

LD7 3. 79 284. 60

LB20 2. 45 216. 00

B50 4. 41 325. 50

H1 5. 44 404. 40

W 2. 33 94. 70

LB19 1. 75 73. 20

LM11 2. 94 391. 20

LM12 16. 06 407. 60

B51 12. 01 348. 80

注 :QH2为最大比产氢速率 (mmol/ g·h) ; YH2为单位体积培养基产氢

量 (mL/ L)。

由表 2可知 ,B49、H1、LM12、B51、LM11的 YH2

较大 ,B49、LM12 和 B51 的 QH2较高 ,其中 B49 的

YH2和 QH2最大 ,分别达到887. 2mL/ L 和21. 6mmol/

g·h。将 B49、H1、LM12、B51、LM11 等 5 株菌株作

为进一步选择的产氢菌株进行了多次优选试验 ,最

终从上述 5株菌中优选出 B49、H1、LM12等 3株菌

作为优选出的菌株 ,通过间歇试验进一步测定它们

的产氢能力 (见图 2 和表 3) 。从图 2 和表 3 中可

见 ,B49 和 LM12 的 QH2较大 ,分别为 25 和 27. 9

mmol/ g·h。但 B49的 YH2最大 ,为 1813. 8mL/ L ,远

远高于 LM12 的 YH2 (975. 9mL/ L) ,所以我们选择

B49为最优产氢菌株。表 3中 B49的 QH2是在发酵

18h ,p H4. 1 ,菌浊 A600nm1. 115 ,细胞干重 3. 8425g/ L

时获得 ,其氢气含量为 64. 15 %。

图 2　B49、H1和 LM12的产气情况

Fig. 2　Gas production of B49. H1 and LM12

表 3　筛选后产氢菌株的产氢能力

Table 3　The hydrogen production ability of

hydrogen production bacteria after screening

菌名 QH2 YH2

B49 25. 0 1813. 8

H1 10. 3 1275. 2

LM12 27. 9 975. 9

　　从表 2和表 3可以看到 ,经过优选 ,B49 的 QH2

由 21. 6mmol/ g·h提高到 25. 0mmol/ g·h ,而 YH2由

887. 2mL/ L 提高到 1813. 8mL/ L。H1 和 LM12 的

QH2和 YH2也都有很大的提高。从表 1 和表 3 中我

们还可以看到 ,B49 菌株的 QH2远大于以前我们分

离的产氢细菌 No. 5 (QH2 = 2. 28mmol/ g·h) ,而且其

QH2仅低于阴沟肠杆菌 ( Enterobacter cloacae)的 29.

63 mmol/ g·h [8 ] ,高于我们目前所掌握的其他发酵

产氢细菌的产氢能力。

2. 2　高效产氢菌株 B49的生长和发酵最适 pH值

从图 3可知 ,静止培养中在 p H4. 75 时 ,B49 的

菌浊增长速率最快 ,为 0. 03/ h ,即 B49 菌株静止培

养的最适生长 p H值为 4. 75。振荡培养中在 p H4

左右时 B49 的菌浊增长速率最快 ,为 0. 07/ h ,即

B49菌株振荡培养的最适生长 p H值在 4 左右。在

静止培养过程中 ,由于产生的氢气无法象振荡培养

装置中迅速释放 ,从而对细菌生长产生抑制 ,导致静

止培养获得的最大菌浊增长速率小于振荡培养的。

振荡培养在 p H3. 9左右可获得最高的产氢速率 ,由

此可见 ,B49菌株在振荡培养条件下 ,发酵产氢和细

菌生长的最适 p H值基本相同 ,约为 3. 9～4. 2 ,这与

我们生物制氢中试研究结果 p H4. 0～4. 5相近[16 ]。

图 3　B49产氢和 p H变化情况

Fig. 3　Variations of B49’s hydrogen production and p H

2 . 3　产氢菌株耐酸性的研究

我们在起始 p H值为 3. 3 条件下 ,对 B49、H1、
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B51、LM11、LM12 等 5 株菌静止培养 ,对其菌浊进

行观察 (见图 4) 。可以看到 B49在 96h获得比其它

细菌都高的菌浊 (A600nm = 0. 2) ,说明 B49 虽然受

p H抑制 ,但仍能微弱地生长 ,且比其他细菌更耐酸。

通过对 5 株菌间歇试验中液相产物的分析 (见表

4) ,可以发现 5株细菌除了共同的主要液相末端产

物乙酸外 ,B49 和 H1 的主要液相产物为中性末端

的乙醇 ,其他细菌为酸性末端丁酸 ,这可能是 B49

和 H1 菌株耐酸的机理之一。如果采用 B49 和 H1

这种以乙醇为主要液相末端产物的菌种作为生物制

氢的主要菌种 ,可以在一定程度上缓解发酵产酸对

微生物产氢过程的抑制 ,使生物制氢反应器运行更

稳定 ,从而可得到更大的氢气产率。

图 4　部分产氢细菌在 p H3. 3值静止培养的菌浊变化

Fig. 4　Variations of some hydrogen production

bacteria turbidity at p H 3. 3 in batch culture

表 4　部分产氢细菌的液相末端产物

Table 4　Main liquid fermentive products of

some hydrogen production bacteria

(单位 :mg/ L)

菌名 乙醇 乙酸 丙酸 丁酸

B49 3149. 7 3425. 7 16. 7 18. 4

H1 3044. 0 3244. 4 9. 0 13. 3

B51 58. 4 754. 1 96. 1 1016. 7

LM 11 19. 6 1327. 3 24. 0 1205. 2

LM12 76. 1 987. 5 132. 9 1094. 7

　　Yokoi [15 ]分离到 1 株高效耐酸产氢细菌 (产气

肠杆菌 HO239) ,可在厌氧条件 p H4下生长 ,最适发

酵产氢 p H值为 6～7。B49的最适生长 p H值、发酵

p H值都比产气肠杆菌 HO239低 ,大约在 4左右 ;同

时 ,在 p H3. 3时仍能缓慢生长。这说明 B49本身具

有较强的耐酸性 ,并且最适产氢 p H值也很低 ,这对

该菌的工程应用将具备优越的条件。

由表 3 和表 4 可知 ,本试验中所优选出的 5 株

菌中 ,最大比产氢速率 (QH2)和单位体积培养基产氢

量 ( YH2)均较高的株菌为乙醇型发酵的 B49 产氢细

菌 ,而丁酸型发酵产氢细菌的 LM12 菌株尽管 QH2

值较高 ,但培养基中底物利用率较低 ,即 YH2值较

低 ,且耐酸性能也低于 B49 菌株。因此 ,从综合角

度来看 ,B49菌株具有更为显著的优越性。

3　结　论

1) 通过我们对产氢活性污泥的分离、筛选和优

选 ,从 210株发酵细菌中得到了一株高效产氢菌株

B49 ,其最大比产氢速率 QH2为 25mmol/ g·h ,反映出

底物利用率的单位体积培养基产氢量 YH2高达

1813. 8mL/ L。

2) B49是 1株乙醇型发酵的产氢细菌 ,以中性

产物乙醇为主要的液相末端产物 ,耐酸性明显高于

其他细菌 ,具有良好的耐酸性 ,有利于工程应用。

3) B49 菌株的耐酸性很强 ,在振荡培养条件

下 ,发酵产氢和细菌生长的最适 p H值基本相同 ,约

为 p H3. 9～4. 2。
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A STRAIN OF ANAEROBIC BACTERIA SCREENED FOR HIGH

EFFICIENT HYD ROGEN PROD UCTION AND ITS ACID URIC CHARACTER

Ren Nanqi1 ,Lin Ming1 ,Ma Xiping2 ,Wang Aijie1 ,Li J ianzhen1

(1 . School of M unicipal & Envi ronmental Engineering , Harbin Instit ute of Technology , Harbin 150090 , China ;

2 . Depart ment of Envi ronmental Science , L iaoning U niversity , S henyang 110036 , China)

Abstract :By anaerobic Hungate technique , 18 strains of hydrogen2producing bacteria were isolated from the bio2
hydrogen production reactor. A strain of high efficient hydrogen2producing bacteria , B49 , was specially

screened. Its capability of hydrogen production was measured in the batch culture experiment . The maximum

specific H2 producing rate was 25. 0 mmol/ g·h , the hydrogen producing yield was 1813. 8mL/ L , and the con2
tent of hydrogen in the gas was 64. 15 %. The strain of B49 was ethanol2type fermentation bacteria of good

aciduric ability. B49 growth can be at p H3. 3. The optimal operating p H for both B49 growth and H2 production

could select 4. 0～4. 2.

Keywords :hydrogen production ; fermentation bacterium ; ethanol2type fermentation ; aciduric bacteria
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