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摘要:通过改变 CSTR系统内 pH 值,启动发酵类型由乙醇型向丁酸型转化,研究了转化前后系统内产氢动态和细菌群落变迁.结果表明,在有

机负荷不变的情况下,启动发酵类型转化 15d后,系统内种群由乙醇型转化为丁酸型,消耗碱度量由 350m g# L- 1增至 1720m g# L- 1,平均比产氢

速率由 21. 2m ol# kg- 1# d- 1降低至 11. 1 m ol# kg- 1# d- 1.荧光原位杂交技术 ( F ISH )对反应系统内 3类微生物群的监测结果表明,未启动转化时,

肠杆菌、梭菌Ñ 、Ò和梭菌Û的相对丰度分别为 22%、48%和 30% ,转化结束后, 3类细菌的相对丰度为 19%、24%和 55% .
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Abs tract: The hydrogen-p roducing system and the bacterial commun ity in a con t inu ous st irred-tank reactor ( C STR ) w ere stud ied before and after

converting th e process from ethano-l type ferm entation to bu tyric acid-type by ch anging the pH. The resu lts show ed that the type of ferm en tat ion system

trans form ed after 15 d from ethanol into acid-based type w ith organ ic load ing unchanged. A lkalin ity consump tion increased from 350 mg# L- 1 to 1720

m g# L- 1 and the average hyd rogen p roduction rate changed from 21. 2 m ol# kg- 1# d- 1 to 11. 1 m ol# kg- 1# d- 1. Three types of m icroorgan ism s w ere

detected in th e reactor by f luorescence in situ hyb rid ization ( FISH ). B efore the p rocess, th e relat ive abundances of En terob acter, C lostrid ium cluster I,

II and C lostrid ium cluster XI w ere 22% , 48% and 30% com pared w ith 19% , 24% and 55% after transform at ion, respect ively.

Keywords: ferm en tat ion; hyd rogen p roduction; bacteria; f luorescent in situ hybrid izat ion ( F ISH )

1 引言 ( Introduct ion)

发酵法生物制氢是以细菌性发酵理论为基础

的制氢技术 ( X iao et al. , 2006; W ang et al. , 2008;

Das et al. , 2008), 其反应条件温和、底物廉价易获

得,兼具废物利用、节省能耗和净化环境等多重优

点,因此受到研究者的重视.

在发酵产氢系统内, 存在由不同种类细菌优势

种群决定的多种发酵类型, 当反应器的控制条件发

生变化时,将引起微生物群落大幅度变迁, 直接影

响生物制氢反应器的产氢能力 (任南琪等, 2003) .

以往对种群的研究多依靠大量的细菌分离培养的
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鉴定工作 (林明, 2002; 秦智等, 2007) , 存在局限性

(Am ann et al. , 1995 ). 而 FISH 技术具有灵敏、快

速、使用安全、特异性好等特点, 被用于分析复杂环

境的微生物群落结构 ( Zeng et al. , 2003; O ehm ena

et al. , 2005; Oehm ena et al. , 2006), 可监测和定量

化微生物群落结构动态, 为人工创建生物处理系统

的最佳工况条件提供理论依据 ( D elong et al. , 1989;

Am ann et al. , 1996) .

以往的研究结果显示,丁酸型发酵和乙醇型发

酵均可达到可观的氢气产量 ( Am ann et al. , 1996;

Sna idr et al. , 1997; V atsa la et al. , 2008), 因此, 成

为制氢研究的重点 ( R en et al. , 1997; H arik lia

et al. , 2006). 本研究将 CSTR系统内 pH由 4. 2一

次性提高至 6. 0左右, 启动发酵类型由乙醇型向丁

酸型转化, 考察转化前后系统内的产氢发酵特性,

同时应用荧光原位杂交技术 ( F ISH )检测种群数量.

本研究从微生物生态学的角度分析比较了两种发

酵类型的产氢特征, 拓展和深化了相同领域的研

究,以期为制氢反应器的选择和调控提供微生物生

态学依据.

2 材料与方法 (M ater ia ls and m ethods)

2. 1 实验装置与运行
2. 1. 1 实验装置  反应器为连续流搅拌槽式反应

器 ( CSTR ) (任南琪等, 1994), 有效容积 6L,连续搅

拌,搅拌速度 180r# m in
- 1

, 控制操作温度在 ( 35 ?

1) e ,连续恒定泵入底物.

2. 1. 2 运行  实验所用底物为葡萄糖, 添加适量

N、P营养物,使 CODBN BP= 1000B5B1(质量比 ), 补充

微量元素及维生素. 进水 COD为 5000m g# L
- 1

, 停留

时间 (HRT)为 4h. 种子污泥取自城市污水处理厂二

沉池. 反应器启动 1个月后形成乙醇型发酵,稳定运

行 3个月后,调节进水碱度, 将反应器内 pH值从乙

醇型发酵最适的 4. 0~ 4. 5提高为丁酸型发酵最适

的 5. 5~ 6. 5, 启动转化过程. 15d后,形成稳定的丁

酸型发酵. 在转化过程中每隔 2d取活性污泥进行

FISH监测.

2. 2 监测方法

2. 2. 1 常规监测  挥发酸种类和数量、产气速率、

氢气百分含量等检测方法参照文献 (许丽英,

2006) ; pH值采用 pH探头通过单片机连接计算机

在线检测;碱度、VSS等按国家标准方法测定 (国家

环保局, 1997) .

2. 2. 2 FISH监测  研究结果表明, 大多数产氢发

酵细菌属于梭菌属 ( C lostrid ium ) 和肠杆菌科

(Enterobacteriaceae). 通过查询 probeBase寡核苷酸

数据库,获得了它们的专一性探针以及与其他发酵

菌专一性杂交的探针的寡核苷酸序列, 分别为:

Ch is150,专一杂交 C lostrid ium cluster Ñ和 Ò (序列

为 5 . -TET-TTATGCGGTATTAATCTYCCTTT- 3 . ) ;

C lit135,专一杂交 C lostrid ium clusterÛ (序列为 5. -

F ITC-GTTATCCGTGTGTACAGGG- 3. ) . 另选择探针

ENT183(序列为 5. -ROX-CTCTTTGGTCTTGCGACG-

3. ), 专一杂交 Enterobacteriaceae. 探针的合成与荧

光素标记均由 Inv itrogen公司完成,置于 - 20e 下避

光保存.使用前用超纯水将探针稀释到 5ng# mL
- 1

,

分装备用.

实验操作如下: ¹ 取样:取反应器中的活性污

泥,用灭菌玻璃珠振荡打碎, 1000r#m in
- 1
离心 2m in,

将上清液 5000 ~ 8000r# m in
- 1
离心 2m in, 弃上清

液,再用 PBS将收集到的细菌冲洗 1次. º 固定:

用 4%多聚甲醛溶液固定, 4e 过夜. 杂交实验前, 用

PBS液清洗, 离心收集. » 预处理: 用蛋白酶 K,

37e 消化 30m in,减少蛋白质对杂交的影响.再用溶

菌酶处理 10m in,以增加细胞的通透性. 最后用梯度

酒精 ( 50%、80%、95%、100% )依次脱水. ¼杂交:

探针在杂交前加入杂交液中 ( 0. 9m o l# L
- 1

N aC ,l

20mm o l#L
- 1

T ris-C ,l 0. 1% ~ 1% SDS, 5% ~ 55%甲

酰胺 ) ,使其终浓度为 0. 5ng#mL
- 1

.杂交在载玻片上

进行,取经过预处理的样品 10LL涂于载片,充分干

燥后,加 20LL杂交液, 置于密闭湿盒, 46e 杂交炉

中避光杂交 2~ 4h. ½ 洗脱:杂交完成后,用 SET洗

脱液, 46e 将多余的探针除去. ¾双杂交: 洗脱后,

在新的杂交液中再加入另一种 16S rRNA探针溶

液,按上述步骤杂交.

结果分析:全部操作完成后, 加少量对苯二胺-

甘油溶液覆盖样品,防止荧光淬灭, 再封片. 结果用

Ze iss LSM共聚焦显微镜观察、照相,利用 Zeiss LSM

Im age Brow ser软件进行结果分析.通过观察照片和

计算荧光面积,可以获得目标菌群的相对数量和空

间分布情况.

3 结果 ( Results)

3. 1 发酵特征

CSTR系统发酵产物检测结果如图 1所示.启动

转化前,系统内发酵产物以乙醇、乙酸为主, 平均产
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量为 1210、821m g# L
- 1

, 平均比产氢速率为 21. 2

m o l# kg
- 1# d

- 1
.启动转化初期各种产物产量均明显

增多, 尽管在此期间发酵产物比例发生了变化, 乙

酸、丙酸和丁酸等物质增多, 但仍呈典型的乙醇型

发酵. 8d后产氢速率开始降低, 至第 11d, 乙醇型发

酵种群被以丙酸杆菌为主的丙酸型发酵菌群代替,

主要代谢产物为丙酸和乙酸, 而此时, 基本无氢气

产出. 至第 14d, 系统内又呈混合酸发酵特征, 产氢

速率则呈上升趋势. 在转化中期, 各发酵产物变化

剧烈, 系统处在极不稳定状态. 至第 15d, 反应器内

开始呈现典型的丁酸型发酵, 这是因为在 pH值为

5. 5~ 6. 5时,丁酸型发酵细菌具有较强的竞争力

图 1 转化期间 CSTR系统内发酵产物

Fig. 1 Ferm en tat ion products in the CSTR du ring the transform at ion

process

( Jaim e et al. , 2008; X iao et a l. , 2006) ,最终取代了

其他种群成为优势种群. 其主要液相产物为丁酸和

乙酸,平均产量分别为 1594和 735 m g# L
- 1

,并逐渐

趋于稳定,标志着转化结束. 此时相应的产氢速率

也开始回升并趋于稳定,平均为 11. 1m o l# kg
- 1# d

- 1
.

转化前后系统内挥发酸产量如表 1所示, 转化

前系统呈现乙醇型发酵,转化后呈现丁酸型发酵.

表 1 转化前后挥发酸产量变化

Tab le 1 Volat ile acids produ ct ion before and after trans form at ion

m g# L- 1

时间 乙醇 乙酸 丙酸 丁酸 戊酸

转化前 1115. 2 799. 5 126. 4 110. 4 55. 7

转化后 144. 1 585. 3 181. 5 1628. 1 141. 9

反应器各项参数变化如表 2所示. 未启动转化

时系统内 VSS平均为 4. 6g#L
- 1

,转化结束后 VSS平

均为 7. 5g# L
- 1

, 可见, 细菌数量与产氢量未成正比

关系.转化前, 需在进水投加少量碱 (N aOH )维持系

统内 pH值使发酵稳定, 平均消耗掉的碱度为 350

mg# L
- 1

;而转化为丁酸型发酵后, 需在进水中投入

大量碱 (N aOH )以维持发酵稳定, 平均消耗掉碱度

为 1720 m g# L
- 1

. 乙醇型发酵达到的最高比产氢速

率和平均比产氢速率为 30. 7 m o l# kg
- 1# d

- 1
和 21. 2

m ol# kg
- 1# d

- 1
, 丁酸型发酵达到的最高比产氢速率

和平均比产氢速率为 14. 9 m o l# kg
- 1

# d
- 1
和 11. 1

m ol# kg
- 1# d

- 1
, 而反应器产氢能力分别为 99. 64

m ol#m
- 3# d

- 1
和 81. 03 m ol# m

- 3# d
- 1

, 前者均高于

后者.

表 2 转化前后反应器内各项参数变化

Tab le 2 Reactor param eters before and after trans form at ion

时间
PH 2max /

(m ol# kg- 1# d- 1 )

PH 2m in /

(m ol# kg- 1# d- 1 )

YH 2
/

(m ol# m- 3# d- 1 )

H2 /

(V /V )

VSS /

( g# L- 1 )
pH

消耗碱度 /

( mg# L- 1 )

HRT /

h

E h /

mV

转化前 30. 7 21. 2 99. 64 43. 2 4. 7 4. 2~ 4. 5 350 4 - 400~ - 350

转化后 14. 9 11. 1 81. 03 40. 6 7. 3 5. 5~ 6. 2 1720 4 - 450~ - 550

  注:表中 PH 2
为单位菌体比产氢速率; YH 2

为单位体积比产氢速率 (平均值 ) .

3. 2 细菌群落结构与产氢能力

采用 3种寡核苷酸探针对不同时期的样品进行

平行杂交实验 (从第 18d开始取样 ) ,获得的两组结

果如图 2所示,使用的探针分别为 ENT183(标记红

色 )、Chis150(标记黄色 )和 C lit135 (标记绿色 ), A

( a)、B( b)和 C( c)分别代表转化前期、中期和末期.

由图 2可见,活性污泥中的肠杆菌 (红色区域 )数量

至转化中期明显增多, 末期有所减少; C lostrid ium

cluster Ñ 和 Ò (梭菌 Ñ、Ò群;黄色区域 )数量则至

中期呈逐渐减少态势; 而 C lostridium clusterÛ (梭

菌Û群;绿色区域 )数量呈逐渐增加态势.

利用 Zeiss LSM Im age B row ser软件对荧光面积

的计算,得出菌群的相对丰度, 并同反应器的比产

氢速率及生物量进行综合分析, 结果见图 3.未启动

转化时,反应器内肠杆菌、梭菌 Ñ、Ò与梭菌Û的相

对丰度分别为 22%、48%和 30% ;在转化过程中, 当

系统呈现丙酸型发酵时, 三者的相对丰度分别为

29%、33%和 38% ;当系统呈现混合酸发酵时, 三者
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的相对丰度为 29%、33%和 38%; 转化结束后, 系统

呈现丁酸型发酵, 三者的相对丰度为 19%、24%和

55%.由图 3可见,肠杆菌的相对数量从转化初期开

始逐渐增多,至末期丁酸型发酵形成 (第 15d)时又

逐渐减少.梭菌Ñ 、Ò的相对丰度变化有较大波动,

乙醇型发酵时期梭菌 Ñ 、Ò占优势, 转化启动后, 呈

逐渐减少态势.而梭菌Û (绿色 )数量呈现逐渐增多

态势,最终成为优势菌群, 同时, 3类细菌的变化趋

势与液相发酵产物的变化趋势相呼应 (参见图 1) .

产氢速率在启动转化初期 (第 3 ~ 6d)有短暂升高

图 2 CSTR内细菌群 FISH监测照片

Fig. 2 Photos for bacterial group id ent if icat ion by FISH m on itoring in th e CSTR

图 3 转化前后种群相对数量变化

F ig. 3 Popu lat ion change before and after trans form at ion

现象, 而后逐渐降低, 与梭菌 Ñ 、Ò的变化趋势相
同.此阶段平均比产氢速率为 23. 6 m o l# kg

- 1# d
- 1

;

转化中期 3类细菌数量相当,两类梭菌属均无明显

的优势,而此时产氢速率达到低谷; 转化后期,丁酸

型发酵形成, 产氢速率逐渐回升并趋于稳定, 与梭

菌Û的变化趋势相同, 尤其至转化末期, 梭菌Û的

数量大量增加, 丁酸型发酵也趋于稳定. 此时比产

氢速率也回升并趋于稳定, 但要明显低于转化初

期.这期间肠杆菌尽管在中期数量有小幅增加, 但

总体来看与产氢量变化无明显相关性.

4 讨论 ( D iscussion)

在 CSTR系统内,可通过控制 pH使系统呈现乙

醇型发酵和丁酸型发酵. 乙醇型发酵在环境 pH 急

剧变化时 (由 4. 2升至 6. 0) ,发酵特征未出现明显

变化,各项产物出现增多现象, 说明此时乙醇型发

酵进程加深, 此状况维持了约 3d. 此后尽管发酵产

物比例发生了变化, 乙酸、丙酸和丁酸等物质增多,

但反应仍呈典型的乙醇型发酵. 这种稳定是有限

的,由于原有的生存环境发生改变, 适应新环境的

细菌开始出现,并参与竞争,数量逐渐增多, 乙醇型

发酵细菌群落逐渐在竞争中失去优势地位, 发酵趋

势开始改变, 表现为代谢产物的变化. 随后系统开

始向其他发酵类型转化, 历经丙酸型发酵、混合酸
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发酵,此阶段历时短 (共 5d), 发酵特征变化剧烈,系

统处在不稳定状态. 直至第 16d, 发酵特征趋于稳

定,系统呈现丁酸型发酵. 在此 pH 范围内, 丁酸型

发酵细菌具有更强的竞争优势, 因此最终取代了其

他种群. 产氢能力和耗碱量是选择工艺的重要参

考,本实验中, 乙醇型发酵和丁酸型发酵单位菌体

比产氢速率差距较大, 日平均值分别为 23. 6

m o l# kg
- 1# d

- 1
和 11. 1 m ol# kg

- 1# d
- 1

, 前者约是后者

二倍; 单位体积产氢速率前者也明显大于后者, 日

平均值分别为 99. 64 m ol# m
- 3# d

- 1
和 81. 03

m o l#m
- 3# d

- 1
. 本系统以葡萄糖为底物, 乙醇型发酵

需维持 pH值为 4. 0~ 4. 5,丁酸型为 5. 5~ 6. 5,这使

得丁酸型发酵需添加大量碱性物质来维持较高的

pH 值条件,消耗碱度平均为 1720m g# L
- 1

;而乙醇型

发酵可以不投碱或少量投碱便可维持发酵稳定,消

耗碱度平均为 350m g#L
- 1

.

通过荧光原位杂交技术检测了各个时期细菌

种类和数量,乙醇型发酵时, 肠杆菌、梭菌 Ñ 、Ò与
梭菌 Û的相对丰度分别为 22%、48%和 30% , 以

C lostrid ium c luster Ñ和 Ò占优势, 与其产氢量变化

相对应,说明此时该类细菌是产氢的主要种群; 丙

酸型发酵时, 3类细菌数量相当, 相对丰度分别为

29%、33%和 38%, 两类梭菌属均无明显的优势,系

统产氢能力很低;丁酸型发酵时 3类细菌的相对丰

度为 19%、24%和 55% , 以 C lostridium c luster Û占
优势, 也与其产氢量变化相对应, 说明此时该类细

菌是产氢的主要种群; 在各个时期, 肠杆菌的数量

未发现大幅波动,与产氢量和发酵类型的变化未发

现有密切联系. 因此从生态学的角度分析认为, 尽

管上述 3类产氢菌在两种发酵类型中始终大量存

在,但由于其种群结构的差异, 使得二者的功能呈

现明显差别, 其中, 梭菌属的种类和数量是影响产

氢能力的关键, C lostridium c luster Ñ和 Ò的产氢能

力更佳,因此,乙醇型发酵具有更高的产氢能力.
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