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本发明涉及一种新型克雷伯氏菌属IR21

(Klebsiella  sp .IR21)或念珠菌属(Candida 

sp.IR11)菌株、包含所述菌株的用于废水处理或

废水净化的组合物、利用所述组合物进行废水处

理或净化的方法、包含所述菌株的微生物燃料电

池、利用所述微生物燃料电池产电的方法、具备

所述微生物燃料电池的废水处理装置、及利用所

述废水处理装置进行废水处理或净化的方法。利

用本发明的新型克雷伯氏菌属IR21菌株或念珠

菌属IR11，不仅可同时实现对高化学需氧量

(COD，Chemical  Oxygen  Demand)值的废水的净

化及产电，而且还可研制出一种无需外部电源即

可运行废水处理装置的具备微生物燃料电池的

废水处理装置，因此可广泛应用于更高效的废水

处理领域。
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1.一种念珠菌属(Candida  sp.)IR11菌株，其保藏登录号为KCTC  12570BP，其能够同时

进行废水处理和产电。

2.一种用于废水处理或净化的组合物，其包含根据权利要求1所述的念珠菌属IR11菌

株。

3.根据权利要求2所述的组合物，还包含选自酵母属(Saccharomyces  sp.)菌株、芽孢

杆菌属(Bacillus  sp.)菌株、肠球菌属(Enterococcus  sp.)菌株、及其组合。

4.一种废水处理或净化方法，包括将权利要求3所述的用于废水处理或净化的组合物

在废水中进行处理，然后使所得物在厌氧条件下进行反应。

5.一种微生物燃料电池，其包含：

(a)阳极电极，其接种有根据权利要求1所述的念珠菌属IR11菌株；

(b)阴极电极；

(c)培养基，其包含被所述念珠菌属IR11菌株分解的基质并且提供所述念珠菌属IR11

菌株的培养环境；

(d)电线，其连接所述两个电极；

(e)反应池，其中提供所述两个电极、所述培养基的流入口及所述培养基的流出口；及

(f)阳离子交换膜，其设置在所述反应池中并且位于所述两个电极之间。

6.根据权利要求5所述的微生物燃料电池，其中所述阳极电极用选自铂、不锈钢网、碳

毡、碳纸、及其组合的材质制造。

7.根据权利要求5所述的微生物燃料电池，其中所述阴极电极用选自碳毡、碳纸、碳布、

及其组合的材质制造。

8.根据权利要求5所述的微生物燃料电池，其中所述基质是被念珠菌属IR11菌株分解

而产生氢离子和电子的物质。

9.根据权利要求5所述的微生物燃料电池，其中所述培养基是包含碳源及电子受体并

能保持中性pH的缓冲溶液。

10.一种产电方法，包括：

(a)通过根据权利要求5所述的微生物燃料电池的反应池所具备的流入口及流出口，向

接种有念珠菌属IR11菌株的阳极电极连续地供给包含基质的培养基；及

(b)通过接种到阳极电极中的念珠菌属IR11菌株对所述供给的基质进行分解而产生氢

离子和电子，然后由所述氢离子和电子产生电流。

11.一种废水处理装置，其包含根据权利要求5所述的微生物燃料电池、沉淀池、及好氧

池。

12.根据权利要求11所述的废水处理装置，其能够同时进行废水处理及产电。

13.根据权利要求11所述的废水处理装置，其还包含选自下列的一种：废水流入口、废

水流出口、蓄电装置、及其组合。
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克雷伯氏菌属或念珠菌属菌株及包含其的微生物燃料电池

[0001] 本申 请是分案申 请 ，原申 请的申 请日 为 2 0 1 5 年 4 月2 3日 ，申 请号为

201580000154.3，发明名称为“新型克雷伯氏菌属或念珠菌属菌株及包含其的微生物燃料

电池”。

技术领域

[0002] 本发明涉及一种新型克雷伯氏菌属或念珠菌属菌株及包含其的微生物燃料电池，

更具体而言，本发明涉及一种新型克雷伯氏菌属IR21(Klebsiella  sp.IR21)或念珠菌属

IR11(Candida  sp.IR11)菌株、包含所述菌株的用于废水处理或废水净化的组合物、利用所

述组合物进行废水处理或净化的方法、包含所述菌株的微生物燃料电池、利用所述微生物

燃料电池产电的方法、具备所述微生物燃料电池的废水处理装置、及利用所述废水处理装

置进行废水处理或净化的方法。

背景技术

[0003] 微生物燃料电池(microbial  fuel  cell：MFC)是一种将微生物用作催化剂而将作

为电子供体的基质具有的化学能转换为电能的装置。具体是指如下装置：包含将基质因微

生物的代谢而分解的过程中产生的化学能转换为电能的设备、及回收所述转换出的电能的

设备，最终利用微生物从基质产电。通常，微生物燃料电池由接种有微生物的阳极(Anode)

电极、阴极(cathode)电极、反应池、及阳离子交换膜构成，在所述反应池中，以阳离子交换

膜为中心而阳极电极和阴极电极彼此设置在相反侧。如果在所述反应池填充包含基质的培

养液，那么接种在阳极电极的微生物对所述基质进行分解，作为分解产物生成氢离子和电

子，所述生成的氢离子穿透阳离子交换膜传递到阴极电极，所述生成的电子从阳极电极向

阴极电极移动，最终产生电流。因为只要基质在微生物的作用下生成氢离子和电子，所述微

生物燃料电池即可产生电流，所以只要持续地向所述反应池供给基质，即可持续地产生电

流。这种微生物燃料电池的核心在于接种在阳极电极的微生物，所述微生物对基质进行分

解而产生氢离子和电子的效率越高，微生物燃料电池的产电量越多。

[0004] 另一方面，污水或废水处理装置大致包括：沉淀池，其用以静置所流入的污水或废

水，使悬浮的固形物成分沉淀后将其去除；好氧池，其与所述沉淀池连接，具备纯氧曝气装

置；及厌氧池，其与所述好氧池连接，在厌氧状态下，通过微生物分解有机物。在使用所述污

水或废水处理装置对污染水进行处理的费用中，纯氧曝气和剩余污泥处理所占费用最高。

纯氧曝气装置的耗电量随处理对象的大小而增加，而且，如果通过所述纯氧曝气处理污染

水，那么将会产生大量的好氧性微生物即剩余污泥，因此导致剩余污泥处理费用增加。因

此，可认为所述装置的污水或废水处理效率随着向污水或废水处理装置供给的电量而提

高。

[0005] 因此，正在积极进行如下研究：通过将所述污水或废水处理装置所具备的厌氧池

与微生物燃料电池结合，减少所述装置用电量。例如，在韩国专利第2013‑0029530号中公开

了一种融合微生物燃料电池和微生物电解池的能源自给型废水深度处理装置、及利用所述
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装置的废水处理方法。但是，即便是这种结合污水或废水处理装置和微生物燃料电池的装

置，其性能仍由所使用的微生物效率所左右，所以迫切需要开发出一种将有机物转换为氢

离子的效率优秀的微生物，但截止目前，尚无报告公开此种微生物。

发明内容

[0006] [发明要解决的问题]

[0007] 在这种背景下，本发明人不遗余力地研究一种将有机物转换为氢离子的效率优秀

而对微生物燃料电池的适用性优秀的菌株，最终确认到新型克雷伯氏菌属或念珠菌属菌株

对微生物燃料电池具有优秀的适用性，进而完成本发明。

[0008] [解决问题的手段]

[0009] 本发明的目的之一在于提供一种新型克雷伯氏菌属IR21(Klebsiella  sp.IR21)

或念珠菌属IR11(Candida  sp.IR11)菌株。

[0010] 本发明的另一目的在于提供一种用于废水处理或废水净化的组合物，其包含所述

克雷伯氏菌属IR21或念珠菌属IR11菌株。

[0011] 本发明的又一目的在于提供一种利用所述用于废水处理或废水净化的组合物，进

行废水处理或净化的方法。

[0012] 本发明的又一目的在于提供一种微生物燃料电池，其包含所述克雷伯氏菌属IR21

或念珠菌属IR11菌株。

[0013] 本发明的又一目的在于提供一种利用所述微生物燃料电池产电的方法。

[0014] 本发明的又一目的在于提供一种废水处理装置，其具备所述微生物燃料电池。

[0015] 本发明的又一目的在于提供一种利用所述废水处理装置进行废水处理或净化的

方法。

[0016] [发明的效果]

[0017] 利用本发明的新型克雷伯氏菌属IR21菌株或念珠菌属IR11，不仅可同时实现对高

COD值的废水的净化及产电，而且还可研制出一种无需外部电源即可运行废水处理装置的

具备微生物燃料电池的废水处理装置，因此可广泛应用于更高效的废水处理领域。

附图说明

[0018] 图1a是表示COD及pH值随包含使用厌氧污泥的克雷伯氏菌属IR21菌株的微生物燃

料电池的运行时间变化的图表。

[0019] 图1b是表示电压随包含使用厌氧污泥的克雷伯氏菌属IR21菌株的微生物燃料电

池的运行时间变化的图表。

[0020] 图2a是表示COD及pH值随包含使用厌氧污泥的念珠菌属IR11菌株的微生物燃料电

池的运行时间变化的图表。

[0021] 图2b是表示电压随包含使用厌氧污泥的念珠菌属IR11菌株的微生物燃料电池的

运行时间变化的图表。

[0022] 图3a是表示COD及pH值随包含克雷伯氏菌属IR21菌株和人工基质的微生物燃料电

池的运行时间变化的图表。

[0023] 图3b是表示电压随包含克雷伯氏菌属IR21菌株和人工基质的微生物燃料电池的
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运行时间变化的图表。

[0024] 图4a是表示COD及pH值随包含克雷伯氏菌属IR21菌株和制氢过程中的废水的微生

物燃料电池的运行时间变化的图表。

[0025] 图4b是表示电压随包含克雷伯氏菌属IR21菌株和制氢过程中的废水的微生物燃

料电池的运行时间变化的图表。

[0026] 图5a是表示COD及pH值随包含念珠菌属IR11菌株和人工基质的微生物燃料电池的

运行时间变化的图表。

[0027] 图5b是表示电压随包含念珠菌属IR11菌株和人工基质的微生物燃料电池的运行

时间变化的图表。

[0028] 图6a是表示COD及pH值随包含念珠菌属IR11菌株和沼气生产过程中的废水的微生

物燃料电池的运行时间变化的图表。

[0029] 图6b是表示电压随包含念珠菌属IR11菌株和沼气生产过程中的废水的微生物燃

料电池的运行时间变化的图表。

[0030] 图7是对接种有克雷伯氏菌属菌株的MFC反应池和未接种克雷伯氏菌属菌株的MFC

反应池的生物膜中的克雷伯氏菌属菌株量进行比较的图表。

[0031] 图8是对接种有念珠菌属菌株的MFC反应池和未接种念珠菌属菌株的MFC反应池的

生物膜中的念珠菌属菌株量进行比较的图表。

具体实施方式

[0032] 为了发现适于微生物燃料电池的菌株，本发明人制作运行接种有厌氧污泥的微生

物燃料电池，之后从形成在阳极电极的生物膜分离并鉴定新型克雷伯氏菌属(Klebsiella 

sp.)菌株即克雷伯氏菌属IR21菌株、或念珠菌属(Candida  sp.)菌株即念珠菌属IR11。另

外，对包含所述克雷伯氏菌属IR21的微生物燃料电池的性能进行评估，结果确认到在将具

有高等级的COD值的制氢过程中的废水用作基质的情况下，也可产生电流，对包含所述念珠

菌属IR11的微生物燃料电池的性能进行评估，结果确认到至微生物燃料电池的电压生成趋

于稳定为止所需的时间缩短，可产生相对较高等级的电压，因此所述克雷伯氏菌属IR21或

念珠菌属IR11菌株不仅可用作微生物燃料电池的核心组成要素，而且还可在结合废水处理

装置和微生物燃料电池的方面起到核心作用。

[0033] 作为用以达成所述目的的一实施方式，本发明提供一种新型克雷伯氏菌属

(Klebsiella  sp.)菌株即克雷伯氏菌属IR21(Klebsiella  sp.IR21)菌株(KCTC  12571BP)、

或新型念珠菌属(Candida  sp .)菌株即念珠菌属IR11(Candida  sp .IR11)菌株(KCTC 

12570BP)。

[0034] 本发明中的术语“克雷伯氏菌属IR21(Klebsiella  sp.IR21)菌株”是指源自厌氧

污泥，以往从未报告公开过的克雷伯氏菌属(Klebsiella  sp.)菌株，且是指于2014年4月3

日保存进作为布达佩斯条约中的国际保存机构之一的韩国生命工学研究院生物资源中心

(韩国典型菌种保藏中心，Korean  Collection  for  Type  Culture)并被赋予保存编号KCTC 

12571BP的菌株。

[0035] 本发明中的术语“念珠菌属IR11(Candida  sp.IR11)菌株”是指源自厌氧污泥，以

往从未报告公开过的念珠菌属(Candida  sp.)菌株，且是指于2014年4月3日保存进作为布
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达佩斯条约中的国际保存机构之一的韩国生命工学研究院生物资源中心(韩国典型菌种保

藏中心，Korean  Collection  for  Type  Culture)并被赋予保存编号KCTC  12570BP的菌株。

[0036] 在本发明中，在微生物燃料电池包含所述克雷伯氏菌属IR21菌株的情况下，即便

使用高等级的COD值的废水作为微生物燃料电池所使用的基质，也可达到产生电流的效果，

在微生物燃料电池包含所述念珠菌属IR11菌株的情况下，可缩短微生物燃料电池产生的电

压趋于稳定所需的时间，并可增大电压等级，因此可将其用作在本发明中提供的微生物燃

料电池的组成部分。

[0037] 根据本发明的一个实施例，为了筛选存在于厌氧污泥的用于微生物燃料电池的菌

株，使用所述厌氧污泥运行微生物燃料电池，从形成在所述微生物燃料电池的阳极电极的

生物膜筛选用于微生物燃料电池的菌株并进行鉴定，其结果，分离出新型克雷伯氏菌属

(Klebsiella  sp.)菌株或念珠菌属(Candida  sp.)菌株，将所述菌株分别命名为“克雷伯氏

菌属IR21(Klebsiella  sp.IR21)”或“念珠菌属IR11(Candida  sp.IR11)”，并于2014年4月3

日将所述菌株保存进作为布达佩斯条约中的国际保存机构之一的韩国生命工学研究院生

物资源中心(韩国典型菌种保藏中心，Korean  Collection  for  Type  Culture)并分别被赋

予保存编号KCTC  12571BP及KCTC  12570BP。另一方面，对所述经鉴定的克雷伯氏菌属IR21

或念珠菌属IR11对微生物燃料电池所发挥的效果进行确认，结果确认到所述菌株对人工基

质中所包含的葡萄糖、制氢过程中的废水或沼气生产过程中的废水中所包含的有机物进行

分解，产生氢离子和电子并移送所述产生的氢离子和电子，由此可驱动微生物燃料电池。除

此之外，还确认到包含所述克雷伯氏菌属IR21的微生物燃料电池与不包含所述菌株的微生

物燃料电池相比，在使用人工基质或高等级的COD值的制氢过程中的废水作为基质的情况

下，仍能产生电流(图3a、3b、4a及4b)，包含所述念珠菌属IR11的微生物燃料电池与不包含

所述菌株的微生物燃料电池相比，在使用人工基质或沼气生产过程中的废水作为基质的情

况下，也能缩短至电压生成趋于稳定为止所需的时间，产生相对较高等级的电压(图5a、5b、

6a及6b)。

[0038] 因此，可知本发明中提供的克雷伯氏菌属IR21菌株或念珠菌属IR11菌株不仅可用

作微生物燃料电池的核心组成要素，而且还可在结合用以废水处理的装置和微生物燃料电

池的方面起到核心作用。

[0039] 作为用以达成所述目的的另一实施方式，本发明提供一种包含所述克雷伯氏菌属

IR21菌株或念珠菌属IR11菌株的用于废水处理或废水净化的组合物、及利用所述组合物进

行废水处理或净化的方法。

[0040] 所述克雷伯氏菌属IR21菌株源自厌氧污泥，对制氢过程中的废水中所包含的有机

物进行分解，产生氢离子和电子并移送所述产生的氢离子和电子，由此可驱动微生物燃料

电池，因此所述菌株可用于厌氧分解废水中所包含的有机物。

[0041] 所述念珠菌属IR11菌株源自厌氧污泥，对沼气生产过程中的废水中所包含的有机

物进行分解而产生氢离子和电子，由此可驱动微生物燃料电池，因此所述菌株可用于厌氧

分解废水中所包含的有机物。

[0042] 除了所述克雷伯氏菌属IR21或念珠菌属IR11菌株以外，本发明中提供的用于废水

处理或废水净化的组合物还可包含可促进废水处理或净化的其他菌株。所述还可包含的其

他菌株并无特别限制，但优选为可分解废水中所包含的有机物的菌株、营造抑制腐败菌生
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长条件的菌株等；更优选为可分解废水中所包含的有机物的酵母属(Saccharomyces  sp.)

菌株、芽孢杆菌属(Bacillus  sp.)菌株、或使pH值降低而营造抑制腐败菌生长条件的肠球

菌属(Enterococcus  sp.)菌株等；最优选为可单独或组合包含酿酒酵母(Saccharomyces 

cerevisiae)、枯草杆菌(Bacillus  subtilis)、屎肠球菌(Enterococcus  faecium)、粪肠球

菌(Enterococcus  faecalis)等。

[0043] 另外，利用本发明的所述组合物进行废水处理或净化的方法包含将所述组合物对

废水进行处理，使其在厌氧条件下进行反应的步骤。

[0044] 此时，因所述反应而本发明的组合物可对废水中所包含的碳水化合物成分进行分

解，本发明中提供的组合物相对于所述废水的处理量并无特别限制，只要可达到废水处理

或净化的效果即可，但优选为按照1,000吨废水使用所述组合物50至200kg/day的量进行处

理；更优选为按照1,000吨废水使用所述组合物100至150kg/day的量进行处理；最优选为按

照1,000吨废水使用所述组合物120kg/day的量进行处理。

[0045] 作为用以达成所述目的的又一实施方式，本发明提供一种包含所述克雷伯氏菌属

IR21或念珠菌属IR11菌株的微生物燃料电池及利用所述微生物燃料电池产电的方法。

[0046] 本发明中的术语“微生物燃料电池”是指如下装置：包含将基质因微生物的代谢而

分解的过程中产生的化学能转换为电能的设备、及回收所述转换出的电能的设备，最终利

用微生物从基质产电。通常，微生物燃料电池包含：阳极电极，其接种有微生物；阴极电极；

培养液，其包含可被所述微生物分解的基质，提供微生物的培养环境；电线，其连接所述电

极；反应池，其具备所述两个电极、所述培养液的流入口和流出口；及阳离子交换膜，其设置

在所述反应池，位于两个电极之间；在所述反应池中，以阳离子交换膜为中心而阳极电极和

阴极电极彼此设置在相反侧，所述反应池所具备的培养液流入口和流出口位于设置有阳极

电极的位置。当通过所述反应池的流入口将包含基质的培养液填充至反应池时，接种在阳

极电极的微生物对所述培养液中所包含的基质进行分解，作为分解产物，生成氢离子和电

子，所述生成的氢离子穿透阳离子交换膜传递到阴极电极，同时电子从阳极电极向阴极电

极移动，最终产生电流。因为只要基质在微生物的作用下生成氢离子和电子，所述微生物燃

料电池即可产生电流，所以只要通过所述反应池所具备的流入口及流出口持续地供给基

质，即可持续地产生电流。

[0047] 在本发明中，所述微生物燃料电池包含：(a)阳极电极，其接种有本发明中提供的

克雷伯氏菌属IR21或念珠菌属IR11菌株；(b)阴极电极；(c)培养液，其包含可被所述微生物

分解的基质，提供微生物的培养环境；(d)电线，其连接所述电极；(e)反应池，其具备所述两

个电极、所述培养液的流入口和流出口；及(f)阳离子交换膜，其设置在所述反应池，位于两

个电极之间。此时，所述阳极电极并无特别限制，只要可接种克雷伯氏菌属IR21或念珠菌属

IR11菌株即可，但优选为可使用由铂、不锈钢网、碳毡、碳纸等材质制造的阳极电极；所述阴

极电极并无特别限制，但优选为可使用由碳毡、碳纸、碳布等材质制造的阴极电极或使用空

气阴极(air‑cathode)；所述基质并无特别限制，只要可被克雷伯氏菌属IR21或念珠菌属

IR11菌株分解而产生氢离子和电子即可，但优选为可使用葡萄糖和乙酸盐的混合物、经预

处理的废水等，更优选为可使用葡萄糖和乙酸盐的混合物(1∶1，w/w)、或制氢过程中的废水

或沼气生产过程中的废水；所述培养液并无特别限制，只要可提供克雷伯氏菌属IR21或念

珠菌属IR11菌株的培养环境并传递生成的氢离子和电子即可，但优选为可使用包含碳源及
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电子受体，并可保持中性pH值的缓冲溶液，更优选为可使用包含作为碳源的葡萄糖及作为

电子受体的Fe4O21P6或C6H5FeO7，并且pH值为7.0的磷酸盐缓冲液，最优选为可使用包含作为

碳源的20mM的葡萄糖及作为电子受体的50mM的Fe4O21P6或C6H5FeO7，并且pH值为7.0的100mM

磷酸盐缓冲液。

[0048] 另外，利用所述微生物燃料电池产电的方法包含如下步骤：(a)通过微生物燃料电

池的反应池所具备的流入口及流出口，向接种有克雷伯氏菌属IR21或念珠菌属IR11菌株的

阳极电极连续地供给包含基质的培养液的步骤；及(b)接种在所述阳极电极的克雷伯氏菌

属IR21或念珠菌属IR11菌株对所述基质进行分解，产生氢离子和电子，通过所述氢离子和

电子产生电流。此时，所使用的基质、培养液等条件与如上所述的条件相同。

[0049] 作为用以达成所述目的的又一实施方式，本发明提供一种具备包含所述克雷伯氏

菌属IR21或念珠菌属IR11菌株的微生物燃料电池的废水处理装置、及利用所述废水处理装

置同时进行废水净化及产电的方法。

[0050] 如上所述，本发明中提供的克雷伯氏菌属IR21或念珠菌属IR11菌株可通过微生物

燃料电池对经废水处理装置预处理的废水中所包含的有机物进行分解而产电，因此如果在

废水处理装置上设置所述微生物燃料电池，以此供给废水处理装置所需的电，那么所述废

水处理装置即便无外部电源，也可自主进行废水处理或净化。

[0051] 在具备所述微生物燃料电池的废水处理装置中，应最大限度地去除供给到微生物

燃料电池的经预处理的废水中的会抑制微生物燃料电池活性的成分，因此可使用通过普通

的废水处理装置所具备的沉淀池、好氧池等以包含有机物但去除有机物以外的大部分成分

的方式进行预处理所得的废水。在所述微生物燃料电池的阳极电极上接种有可对有机物进

行厌氧分解的克雷伯氏菌属IR21或念珠菌属IR11菌株，因此可将所述微生物燃料电池活用

作厌氧池，当为了提高所述微生物燃料电池的产电效率而设置多个小型微生物燃料电池

时，这些小型微生物燃料电池的总合与厌氧池的容量相近，无需格外设置厌氧池，因此还具

有可简化所述废水处理装置结构的优点。

[0052] 在本发明中，具备所述微生物燃料电池的废水处理装置并无特别限制，但优选为

可包含沉淀池、好氧池、及微生物燃料电池，在此基础上，还可包含废水流入口、废水排出

口、蓄电装置等。

[0053] 另一方面，本发明中的同时进行废水净化及产电的方法包含如下步骤：(a)使废水

流入到具备所述微生物燃料电池的废水处理装置后进行净化，获得含有有机物的预处理废

水的步骤；及(b)向微生物燃料电池供给通过上述步骤获得的预处理废水进行产电的步骤。

[0054] 实施形态

[0055] 以下，通过实施例，更详细地对本发明进行说明。但是，这些实施例仅用以示意性

地说明本发明，本发明的范围并不限定于此。

[0056] 实施例1：用于微生物燃料电池的菌株的筛选及鉴定

[0057] 为了筛选存在于厌氧污泥中的用于微生物燃料电池的菌株，使用所述厌氧污泥运

行微生物燃料电池后，从形成在阳极(Anode)上的生物膜筛选用于微生物燃料电池的菌株

并进行鉴定。

[0058] 具体而言，所述微生物燃料电池利用Single  chamber  systems(Anode：作为在450

℃下进行30分钟预处理所得的阳极电极的carbon  felt(9×14cm)；作为阴极电极的空气阴

说　明　书 6/12 页

8

CN 109897789 B

9



极(air‑cathode，ODE75，MEET，Korea)；Proton  exchange  membrane：Nafion  117(Dupont，

USA)；Reactor：7×15×10cm(L×H×W)per  single  chamber(1‑L  volume)；Voltage 

monitoring  system：digital  multimeter(GL220，Japan)；Line：titanium  wire(Sigma，

USA))，其中，所述微生物燃料电池所包含的阳极电极和阴极电极连接铂电极和100Ω外部

电阻。另外，作为用于微生物燃料电池的培养液，使用包含100mM磷酸盐缓冲液(NH4Cl0.31 

g/l；KCl0.13  g/l；Na2HPO4‑12H2O21.838  g/l；及NaH2PO4‑2H2O6.084  g/l)、与作为基质的

COD约为1,500mg/L的葡萄糖和乙酸盐混合物(1∶1,w∶w)的培养液。

[0059] 向所述微生物燃料电池填充1l所述培养液，并作为初始接种体接种厌氧污泥后，

利用multi  meter(GL220_820‑APS，GRAPHTEC，Japan)每隔10分钟观察一次电压，运行约80

天(图1a、1b、2a及2b)。

[0060] 图1a是表示COD及pH值随包含使用厌氧污泥的克雷伯氏菌属IR21菌株的微生物燃

料电池的运行时间变化的图表，图2a是表示COD及pH值随包含使用厌氧污泥的念珠菌属

IR11菌株的微生物燃料电池的运行时间变化的图表。图1b是表示电压随包含使用厌氧污泥

的克雷伯氏菌属IR21菌株的微生物燃料电池的运行时间变化的图表，图2b是表示电压随包

含使用厌氧污泥的念珠菌属IR11菌株的微生物燃料电池的运行时间变化的图表。

[0061] 如所述图1a及图1b所示，确认到在包含克雷伯氏菌属IR21菌株或念珠菌属IR11菌

株的微生物燃料电池中，电压生成不稳定，产生200mV以下电压。

[0062] 如所述图2a及图2b所示，确认到在包含克雷伯氏菌属IR21菌株或念珠菌属IR11菌

株的微生物燃料电池中，至电压生成趋于稳定为止所需的时间约为40天以上，在稳定后产

生200mV以下的电压。

[0063] 结束所述微生物燃料电池的运行以后，回收形成有生物膜(biofilm)的阳极

(Anode)，从中分离及鉴定目标菌株。

[0064] 具体而言，在100mM磷酸盐缓冲液(NH4Cl0 .31  g/l；KCl0 .13  g/l；Na2HPO4‑

12H2O21 .838  g/l；及NaH2PO4‑2H2O6 .084  g/l，pH值为7.0)中包含20mM葡萄糖及50mM的

Fe4O21P6或C6H5FeO7的20ml接种培养液中，对形成有所述生物膜的阳极(Anode)进行接种，在

由氮气饱和的状态下，以35℃搅拌培养。如果接种培养液的颜色变成深黄色且浊度增加，那

么执行4次向此添加10倍体积的新接种培养液进行稀释的步骤而稀释成104倍的体积，将所

述稀释的培养物涂抹到在所述接种培养液中包含琼脂糖的固体培养基上，在35℃的厌氧反

应条件(氮气饱和条件)下进行培养，从而形成菌落。从所述形成的菌落获取各个菌体，并将

所述获取的菌体应用到NucleoSpin  Soil  Kit(Macherey‑Nagel，Germany)而获得各个菌体

的脱氧核糖核酸(DNA，Deoxyribonucleic  Acid)，以所述获得的DNA为模板，进行使用下列

引物的PCR，从而获得扩增产物。此时，使用2720Thermal  cycler(Applied  Biosystems，

USA)作为PCR仪，PCR条件如下：95℃，4分钟；30cycle(95℃，30秒；55℃，30秒；及72℃，30

秒)；及72℃，5分钟。

[0065] 正向引物：341f  5'‑CCT  ACG  GGA  GGC  AGC  AG‑3'(序列号1)

[0066] 反向引物：907r  5'‑CCC  CGT  CAA  TTC  ATT  TGA  GTT  T‑3'(序列号2)

[0067] 正向引物ITS1：5'‑TCC  GTA  GGT  GAA  CCT  GCG  G‑3'(序列号3)

[0068] 反向引物ITS4：5'‑TCC  TCC  GCT  TAT  TGA  TAT  GC‑3'(序列号4)

[0069] 确定所述获得的扩增产物的碱基序列(MACROGEN，Korea)，对确定的碱基序列进行
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分析(NCBI  Blast，www.ncbi.nim.nih.gov/)，并对生成所述扩增产物的各个菌落的菌体进

行鉴定，从中筛选新型菌株。其结果，确认到所述经鉴定的菌体中的一个为属于真菌

(Fungi)(界)、子囊菌(Ascomycota)(门)、酵母菌(Saccharomycotina)(亚门)、酵母菌

(Saccharomycetales)(目)、酵母菌(Saccharomycetaceae)(科)的新型克雷伯氏菌属

(Klebsiella  sp.)或念珠菌属(Candida  sp.)菌株，并将所述菌株命名为“克雷伯氏菌属

IR21(Klebsiella  sp.IR21)”或“念珠菌属IR11(Candida  sp.IR11)”，于2014年4月3日将所

述菌株保存进作为布达佩斯条约中的国际保存机构之一的韩国生命工学研究院生物资源

中心(韩国典型菌种保藏中心，Korean  Collection  for  Type  Culture)并被赋予保存编号

KCTC  12571BP及KCTC  12570BP。

[0070] 可知在厌氧状态下，所述克雷伯氏菌属IR21或念珠菌属IR11菌株也可将葡萄糖用

作碳源。

[0071] 实施例2：利用克雷伯氏菌属IR21菌株或念珠菌属IR11的微生物燃料电池的评估

[0072] 运行包含在所述实施例1中经鉴定的克雷伯氏菌属IR21或念珠菌属IR11菌株的微

生物燃料电池，对其结果进行评估。

[0073] 实施例2‑1：微生物培养环境及电压变化

[0074] 具体而言，在通过所述实施例1获得的菌落中，从相当于克雷伯氏菌属IR21或念珠

菌属IR11菌株的菌落获取菌体，将其接种到接种培养液后，进行培养而获得培养物。

[0075] 混合所述培养物和厌氧污泥后，将所述混合物用作初始接种源，作为基质使用作

为人工基质的COD约为1 ,500mg/L的葡萄糖和乙酸盐混合物(1∶1，w/w)、或COD约为15 ,

000mg/L的制氢过程中的废水，除此之外，通过与所述实施例1相同的方法，运行微生物燃料

电池(图3a、3b、4a及4b)。

[0076] 另外，混合所述培养物和厌氧污泥，将所述混合物用作初始接种源，作为基质使用

作为人工基质的COD约为500mg/L的葡萄糖和乙酸盐混合物(1∶1，w/w)、或COD约为500mg/L

的沼气生产过程中的废水，除此之外，通过与所述实施例1相同方法，运行微生物燃料电池

(图5a、5b、6a及6b)。

[0077] 首先，图3a及图5a是表示COD及pH值随包含克雷伯氏菌属IR21菌株或念珠菌属

IR11菌株及人工基质的微生物燃料电池的运行时间变化的图表，图3b及图5b是表示电压随

包含克雷伯氏菌属IR21菌株或念珠菌属IR11菌株及人工基质的微生物燃料电池的运行时

间变化的图表。

[0078] 如所述图3a、3b、5a及5b所示，确认到所述微生物燃料电池中生成的电压从一开始

就稳定，并且产生200mV以上电压。

[0079] 其次，图4a是表示COD及pH值随包含克雷伯氏菌属IR21菌株和制氢过程中的废水

的微生物燃料电池的运行时间变化的图表，图4b是表示电压随包含克雷伯氏菌属IR21菌株

和制氢过程中的废水的微生物燃料电池的运行时间变化的图表。

[0080] 如所述图4a及4b所示，确认到虽然微生物燃料电池的电压生成不稳定，但在使用

具有高等级的COD的制氢过程中的废水作为基质的情况下，仍能产生电流。

[0081] 再次，图6a是表示COD及pH值随包含念珠菌属IR11菌株和沼气生产过程中的废水

的微生物燃料电池的运行时间变化的图表，图6b是表示电压随包含念珠菌属IR11菌株和沼

气生产过程中的废水的微生物燃料电池的运行时间变化的图表。
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[0082] 如所述图6a及6b所示，确认到至微生物燃料电池的电压生成趋于稳定为止所需的

时间约为20天，在稳定以后产生200mV以上电压。

[0083] 另外，通过比较所述图3a及3b和图4a及图4b，确认到与使用人工基质相比，将制氢

过程中的废水用作基质时，电压生成很难稳定。但是，确认到具有可将具有远远高于人工基

质的COD值的制氢过程中的废水用作基质而产生电流的能力，认为其原因在于所述供给的

克雷伯氏菌属IR21菌株。

[0084] 同样地，通过比较所述图5a及图5b和图6a及图6b，确认到与使用人工基质相比，将

沼气生产过程中的废水用作基质时，至电压生成趋于稳定为止需要一定时间，生成的电压

的等级低。但是，通过比较所述图6a及图6b的结果和图2a及图2b的结果，确认到与使用人工

基质(图2a及图2b)相比，使用沼气生产过程中的废水(图2a及图2b)时，不仅电压生成趋于

稳定的时间缩短，而且所生成的电压的等级相对较高，认为其原因在于所提供的所述念珠

菌属IR11菌株。

[0085] 实施例2‑2：库仑效率(coulombic  efficiency)评估

[0086] 库仑效率是指将微生物燃料电池中的微生物对有机物进行氧化而生成的电子转

换为电能的效率，对库仑效率是否随着接种本发明的念珠菌属菌株而变化进行评估。

[0087] 即，除了接种或不接种本发明的念珠菌属菌株以外，按照与所述实施例2‑1相同的

条件运行微生物燃料电池，算出库仑效率，对其进行比较(表1)。

[0088] [表1]

[0089]

[0090] 如所述表1所示，确认到如果不接种本发明的念珠菌属菌株，那么所流入的基质中

约14％转换为电能，而如果接种本发明的念珠菌属菌株，那么所流入的基质中约22％转换

为电能。即，即便在相同的微生物燃料电池中使用相同的基质，库仑效率也因接种微生物而

明显增加。

[0091] 因此，确认到本发明中提供的克雷伯氏菌属IR21菌株或念珠菌属IR11菌株可源自

用以进行废水处理的厌氧池并应用在废水处理制程中，还可用作提高微生物燃料电池产电

效率的菌株，所述菌株不仅可用作微生物燃料电池的核心组成要素，而且还可在结合废水

处理装置和微生物燃料电池的方面起到核心作用。

[0092] 实施例3：在MFC反应池中对克雷伯氏菌属或念珠菌属菌株进行定量分析

[0093] 在两种MFC反应池(接种或未接种克雷伯氏菌属或念珠菌属菌株的MFC)中，对克雷

伯氏菌属或念珠菌属菌株浓度进行定量分析，由此证实接种的克雷伯氏菌属或念珠菌属菌

株存活在MFC反应池中，并参与废水处理和产电。

[0094] 实施例3‑1：生物膜取样

[0095] 从接种克雷伯氏菌属或念珠菌属菌株的MFC反应池和未接种的MFC反应池中采集

形成在阳极(anode)上的生物膜。除菌株接种以外，与接种的反应池相同地制作及运行未接

种克雷伯氏菌属菌株的MFC反应池。

[0096] 实施例3‑2：定量PCR(quantitative  real  time  PCR)

[0097] 从采集的生物膜提取RNA以后，通过Omniscript  RT  Kit(Qiagen  Inc.，USA)合成

说　明　书 9/12 页

11

CN 109897789 B

12



cDNA。以所合成的cDNA为模板，以分离鉴定的克雷白氏杆菌的碱基序列信息为基础，设计两

种特定引物组，进行定量PCR。特定引物使用Kleb_F1(5'‑GGCAGGCTGGAGTCTTGTAG‑3')(序列

号5)和Kle b_R1 (5 '‑GCCACTCCTCAAGGGAACAA‑3 ') (序列号6)、Kle b_F2 (5 '‑

GGCAGGCTGGAGTCTTGTAG‑3')(序列号7)和Kleb_R2(5'‑AAGCCACTCCTCAAGGGAAC‑3')(序列号

8)。PCR进行如下步骤：在95℃下进行4分钟初始变性；在95℃下进行30秒变性；在57℃下进

行30秒退火(annealing)；在72℃下进行30秒延伸；在82℃下进行30秒最终延伸；最后在82

℃下进行30秒最终延伸，利用7300Real‑time  PCR  system(Applied  Biosystems，USA)共进

行35次循环。

[0098] 同样地，从采集的生物膜提取RNA以后，通过Omniscript  RT  Kit(Qiagen  Inc.，

USA)合成cDNA。以所合成的cDNA为模板，使用以念珠菌属的基因(SAPT及ERG基因)为目标的

两种特定引物组，进行定量PCR。特定引物使用SAPT3‑F(5'‑ACTTGGATTTCCAGCGAAGA‑3')(序

列号9)和SAPT3‑R (5 '‑AGCCCTTCCAATGCCTAAAT‑3 ') (序列号10)，ERG11‑F (5 '‑

ATGGCTATTGTTGTACTGC‑3')(序列号11)和ERG11‑R(5'‑GCATTGTAAATGAATTCGTG‑3')(序列号

12)。PCR进行如下步骤：在95℃下进行3分钟初始变性；在95℃下进行45秒变性；在55℃下进

行15秒退火(annealing)；在72℃下进行30秒延伸；最后在82℃下进行30秒最终延伸，利用

7300Real‑time  PCR  system(Applied  Biosystems，USA)共进行35次循环。

[0099] 如图7所示，在利用Kleb_F1和Kleb_F2两种引物进行定量时，从接种克雷伯氏菌属

菌株的MFC反应池采集的生物膜中的克雷伯氏菌属的菌株量比从未接种的反应池中采集的

生物膜多出2倍以上(图7)。这表明克雷伯氏菌属菌株在MFC反应池中稳定存活，有助于废水

处理(去除COD)，同时有助于提高产电效率。

[0100] 另外，如图8所示，在利用SAPT3和ERG11两种引物进行定量时，从接种念珠菌属菌

株的MFC反应池采集的生物膜中的念珠菌属的菌株量比从未接种的反应池中采集的生物膜

高出3倍以上(图8)。这表明念珠菌属菌株在MFC反应池中稳定存活，有助于提高产电效率。

[0101] 在说明书中，省略了对于在本发明所属技术领域内具有常识的人员能够充分理解

推断的内容的详细记载，除了本说明书中所记载的具体例以外，可在不脱离本发明的技术

思想或变更必要构成的范围内实现各种变形。因此，本发明可通过与说明书中具体说明例

示的方式不同的方式实施，在本发明所属技术领域内具有常识的人员应可充分理解该事

项。
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[0102]
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[0103]

说　明　书 12/12 页

14

CN 109897789 B

15



[0001] 序列表

[0002] <110>  梨花女子大学校产学协力团

[0003] <120> 新型克雷伯氏菌属或念珠菌属菌株及包含其的微生物燃料电池

[0004] <130>  OPA15048‑CN

[0005] <150>  KR  0‑2014‑0049397

[0006] <151>  2014‑04‑24

[0007] <150>  KR  0‑2014‑0049399

[0008] <151>  2014‑04‑24

[0009] <160>  12

[0010] <170>  KopatentIn  2.0

[0011] <210>  1

[0012] <211>  17

[0013] <212>  DNA

[0014] <213> 人工序列

[0015] <220>

[0016] <223>  引物341f

[0017] <400>  1

[0018] cctacgggag  gcagcag  17

[0019] <210>  2

[0020] <211>  22

[0021] <212>  DNA

[0022] <213> 人工序列

[0023] <220>

[0024] <223>  引物907r

[0025] <400>  2

[0026] ccccgtcaat  tcatttgagt  tt  22

[0027] <210>  3

[0028] <211>  19

[0029] <212>  DNA

[0030] <213> 人工序列

[0031] <220>

[0032] <223>  引物ITS1

[0033] <400>  3

[0034] tccgtaggtg  aacctgcgg  19

[0035] <210>  4

[0036] <211>  20

[0037] <212>  DNA

[0038] <213> 人工序列
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[0039] <220>

[0040] <223>  引物ITS4

[0041] <400>  4

[0042] tcctccgctt  attgatatgc  20

[0043] <210>  5

[0044] <211>  20

[0045] <212>  DNA

[0046] <213> 人工序列

[0047] <220>

[0048] <223>  引物kleb_F1

[0049] <400>  5

[0050] ggcaggctgg  agtcttgtag  20

[0051] <210>  6

[0052] <211>  20

[0053] <212>  DNA

[0054] <213> 人工序列

[0055] <220>

[0056] <223>  引物Kleb_R1

[0057] <400>  6

[0058] gccactcctc  aagggaacaa  20

[0059] <210>  7

[0060] <211>  20

[0061] <212>  DNA

[0062] <213> 人工序列

[0063] <220>

[0064] <223>  引物Kleb_F2

[0065] <400>  7

[0066] ggcaggctgg  agtcttgtag  20

[0067] <210>  8

[0068] <211>  20

[0069] <212>  DNA

[0070] <213> 人工序列

[0071] <220>

[0072] <223>  引物Kleb_R2

[0073] <400>  8

[0074] aagccactcc  tcaagggaac  20

[0075] <210>  9

[0076] <211>  20

[0077] <212>  DNA
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[0078] <213> 人工序列

[0079] <220>

[0080] <223>  引物SAPT3‑F

[0081] <400>  9

[0082] acttggattt  ccagcgaaga  20

[0083] <210>  10

[0084] <211>  20

[0085] <212>  DNA

[0086] <213> 人工序列

[0087] <220>

[0088] <223>  引物  SAPT3‑R

[0089] <400>  10

[0090] agcccttcca  atgcctaaat  20

[0091] <210>  11

[0092] <211>  19

[0093] <212>  DNA

[0094] <213> 人工序列

[0095] <220>

[0096] <223>  引物  SERG11‑F

[0097] <400>  11

[0098] atggctattg  ttgtactgc  19

[0099] <210>  12

[0100] <211>  20

[0101] <212>  DNA

[0102] <213> 人工序列

[0103] <220>

[0104] <223>  引物ERG11‑R

[0105] <400>  12

[0106] gcattgtaaa  tgaattcgtg  20
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图1b
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图2a
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图2b
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图3a

说　明　书　附　图 5/13 页

22

CN 109897789 B

23



图3b
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图4a
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图4b
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图5a
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图5b
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图6a
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图6b

图7
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图8
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