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光 合 细 菌 产 氢 研 究 (三 )

一用固定化光合细菌产氢

毛醒一 三宅淳 川村杉生

(无锡轻工业学院发酵系 ) ( 日本
,

通产省工技 院微工所 》

前 言

不同的固定方法
,

其相对的产氢效率和速度也不同
,

角叉菜聚糖胶具有多搪类的结构
,

是 固定微生物的优良载体 〔̀ l ,

固定化光合细菌对氧和渗透压安定
,

故能连续产氢 21[
,

R h o d 。

: p i r
ill

u m r

ub
r u m 固定在琼脂凝胶中

,

装入反应器
,

从苹果酸连续产氢 lt3
,

但是产氢速度 较

低
。

为了提高 R h o d o
sP

e u d o m o n as N A 0 8 6 0 9 的产氢能力
,

对固定化方法及产氢条件进 行

了试验
。

结果表明
,

载体特性不 同
,

产氢速度不同
。

因此选择适宜的固定化载体是十分重要

的
。

一
、

材料和方法

1
。

供试菌种

N A 0 8 6 0 9
,

N B 0 8 7 0 3

2
.

固定化材料

琼脂角叉菜聚糖胶
,

海藻酸钙

3
.

培养基
,

培养条件和产氢方法

前培养基
“ a B y "

产氢培养基
“ g B

”

试验容器 70 m l ( 2 4 c m 2
)扁平培养瓶

前培养 30 ℃
,

IK ih x
光照下二天

产氢试验方法 前培养终了弃去、 B y ”

培养基
,

换为
“

g B
”

产氢培养基
,

用排 水 法 收 集

氢
。

4
。

固定化生长细胞和固定化细胞的比较

参考酒精连续发酵中酵母的固定化方法旧
,

将光合细菌用下述两种 固定化方法制备成琼

脂凝胶
。

1) 固定化生长细胞 于 70 m l 扁平培养瓶 ( 2 4 o m “ )中加入约 Z m g 干菌体和 45 ℃ 琼脂液
,

(琼脂事先溶解在
“ a B y ”

培养基中 )混合后琼脂浓度 1
.

5 ~ 2
.

0%
,

体积为 10 m l
,

放 平 凝固后

本文 1 9 8 4年 9月 5 日收到
。
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充满
“ a B y ”

培养基进行前培养
。

2) 固定化细胞 菌体密度约 10 爪 g 千菌体/ m l凝胶
,

用生长阶段的离心洗涤菌体和
“ a B y ”

琼

脂液混合
,

放平
、

凝固待用
。

5
.

菌体密度试验

取试验菌液 0
.

2 5
,

0
.

5
, 1 ,

2
,

4 m l (相当干菌体 0
.

2 5
, 0

.

5 , 1 ,
2

,
4 m g )与琼脂液混合成不同菌

体密度
。

混合后琼脂浓度 2 %
,

体积 10 m l
,

前培养
。

6
.

琼脂浓度试验

取一定量的菌体 (约 Zm g) 与不同浓度凉脂液混合
,

混合后琼脂浓 度 为 1
.

5 %
,

2 %
,

3 %
,

5%
,

体积为 10 m l
,

进行前培养
。

7
。

培养基脱气和不脱气比较

用琼脂 固定化生长细胞以比较脱气和不脱气的
“ g B

”

培养基产氢能力
。

( 脱气 方 法是 将
` g B

”

培养基置于真空干燥器中抽真空 15 分钟
。

)

8
.

耐热性试验

先将悬浮液和琼脂固定化生长细胞在 30 ℃水浴中产氢 24 小时
,

然后将其分成三份
,

分

别在 30 ℃
、

40 ℃
、

45 ℃水浴中
,

每隔 3 小时测定一次产氢量
,

比较耐热性
。

9
。

几种载体比较

琼脂凝胶制备 同前述 ( 4
.

1)
。

角叉菜聚塘胶凝胶制备 同琼脂胶制备
,

混合后角叉菜聚糖胶浓度为 4 %
。

海藻酸钙凝胶制备 2 %海藻酸钙溶解于
“ a

B y ”

培养基中和离心菌体混合
,

每 m l 中约加

1 0 m g 干菌体
,

滴加在 1
.

5 % C
。

1C
:
中制成球形凝胶备用

。

上述三种载体进行产氢试验比较
。

口4

万3

1 2

11

1 0

,工芝日ozx,

了 0 8̀ 。 9 固定 化生长细胞
2 0 8 7 0多固定化生长细胞
; 0 5 9。` 固定化细胞
甲 0 5 7 0 7 固定化细胞

6 7

x ZOh
一 ,

二
、

结果和讨论

1
。

琼脂固定化生长细胞和固定化细 胞 比较
’

固定化生长细胞的产氢能力高于等量菌体密

度的固定化细胞
,

固定化细胞由于制备过程中受

氧
、

热等损伤和在凝胶中不易均匀分布
,

因而影响

其产氢能力
。

两者 比较见 图 1 (试 验采用两种菌

种 )
。

2
。

琼脂凝胶内菌体密度对产氢速度 和 产氢

效率的影响

菌体和 琼 脂液混合以 o
.

Z m g干菌体 / m l凝胶的

菌体密度为最好
。

该菌体密度经前 培养后为 3
.

。

m g 蛋白质 / g 凝胶 ,

产 氢 终 了 时菌体 密 度为 6
.

6

m g 蛋白质 / g 凝胶 ,

产氢速度为 l s 7 2 m l / l / d a y ( 2 2 7

卜1/
c m Z

/ h)
,

产氢效率为 6 8 %
。

各种菌体密度 比

较见表 1
。

图 l 固定化生长细胞和固定化

细胞 的产氮能力
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表 1 各种菌体密度产氢比较

起始菌体密度

( m g干菌体 /

m l凝胶 )

前培养后菌体密度

( m g 蛋 白质 /g 凝胶 )

产氢总量

( m l /m l )

最大产氢速度

( 件l /
e m Z

/h )

产氢效率

(% )

产氢终了菌体密度

( m g 蛋 白质 /g 凝胶 )

Q月口了Q甘 n氏̀口叮̀Q自001ódg自, .一,曰,土1一1土0
。

4 3
。

2 4 8
。

1 4 6 5
。

4

n
甘月了0é内匕

.

…
ǎó口ÒOdQU内O八Dl卜口沮任000口一Uù月任,̀甲谧

…
O

。

2 3
。

0 0

行了丹匕0
。

1

。
0 5

。

0 2 5 6
。

1 7

6
。

6 7

6
。

5 7

,

6
。

6 5

5
.

2 5

5
。

1 2

3
.

脱气和不脱气比较

光合细菌在嫌气条件下产氢
,

因此对
“ g B

”

培养基进行脱气以除去培养基中的溶 氧
。

但

是由于固定化结果
,

发现脱气和不脱气的差异很小
,

且在后期
,

不脱气的反而比脱气的产氢

能力略高
。

这是因为固定化细胞对氧是安定的缘故
,

因此不需对培养基进行脱气
。

两者比较

见图 2
。

4
。

琼脂浓度

以琼脂作为载体制备的固定化细胞
,

当琼脂浓度较高时则产氢速度降低及总 产 氢 量 减

少
。

毛 4 0 0

!

4 5
x ZOh ,

;洒H民。知
x
朴

图 2 产氮培养基脱 气和不脱 气

时产氮的影响

图 3 琼脂浓度衬产氮的影响

5
.

耐热性试验

有些 固定化方法能增加细菌的热安定性
,

有些则相反
。

本试验在 30 ℃时
,

悬浮液 在 24 ~

4 8 小时时产氢速度最高
,

而此时琼脂 固定化细胞的产氢速度则较低
。

但随着时间的 延 长
,

固定化细胞的产氢速度直线加快
,

到 5 0小时时超过悬浮液的产氢速度
,

总产氢量也 比悬浮液
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图 4 悬浮液和 固定化细胞

的砂热性比较

为多
。

在 40 ℃时悬浮液的产氢速度比 30 ℃ 时为 高
,

说

明 该 菌 有一定耐热 性
。

然而 40 ℃时固定化细胞的产

氢速度却始终很低
,

这可能由于温度变化使热量积集

在凝胶内
,

以致凝胶内部温度高于培养液温度
,

或者

由于固定化而降低了热安定性 41[
,

这有 待 进 一 步研

究
。

_

_ 在 45 ℃ 时悬浮液和固定化细胞都不产氢
。

上述结果见表 4 。

6
.

载体种类
、

形状的影响

井 ; 对不同种类载体的产氢效率进行比较
,

以角叉菜

聚糖凝胶为最高
,

为 7 1
.

8 %
。

以 载体形状而言
,

过

去一般认为载体制成板状受光面积大利于产氢
,

但本

试验中将胆藻酸钙制成球状凝胶其产氢速度最快
,

达

2 1 8 5 m V I/ d a y 这可能与增加载体和培养基的 接 触面

有关
。

具体结果见表 2
。

表 2 载体种类和形状对产氢的比较

最 大 产 氢 速 度 产 氢 效 率
载 体 种 类 及 形 状

( m l / l / d a y ) (协1/
e m Z

/ h ) ( % )

月性00八b

…
门了1土八U口叹叮̀八匕2 %琼脂板状 (厚 4 m m )

4 %角叉胶板状 (厚 4 m m )

2 %海藻酸钙
,

* 。
,

_ _ 、

“ / “

桨柔瞿簇 (直径 4 m m )
球形凝胶

、

且征
任 ` 1“ “ 产

1 6 0 9

2 0 0 8

2 1 8 5

2 5 3 3 .

2 0 9

2 6 1

2 8 5

3 3 0 .

用苹果酸产氢

(续完 )
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