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摘要:聚焦生物质发酵制氢技术中光发酵、暗发酵及暗－光耦合发酵技术的最新研究进展ꎬ重点介绍了微生物产氢的代谢

机制以及产氢过程的关键控制因素ꎬ揭示了底物浓度、温度、ｐＨ 等核心控制参数对产氢效率的调控规律及其优化区间ꎮ 针对现

有发酵制氢技术存在的关键技术瓶颈ꎬ提出了相应的建议ꎮ
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　 　 全球人口增长、城市化与工业化进程加快ꎬ能源

需求持续攀升ꎮ 人类过度开发使用化石燃料ꎬ引发

了能源枯竭和全球气候变暖等环境问题ꎬ开发新能

源替代传统化石燃料已迫在眉睫ꎮ 随着我国双碳目

标的提出ꎬ现阶段我国持续推进能源结构调整ꎬ大
力发展可再生能源ꎬ其中绿色氢能因具有零碳排

放、储量丰富、易长期储存等优点ꎬ在可再生能源

中备受关注[１] ꎮ
生物质制氢技术是绿色制氢关键技术之一ꎬ主

要包括热化学法制氢和微生物法制氢 ２ 类技术[２]ꎮ
在热化学生物质制氢反应过程中ꎬ存在显著的吸热

效应ꎬ生产富氢合成气时需要大量的热能ꎬ显著增加

了能耗ꎮ 此外ꎬ该技术也因产物氢气中含有 ＣＯ、
Ｈ２Ｓ 和焦油等杂质ꎬ导致应用场合受到限制ꎮ 相比

之下ꎬ微生物发酵法制氢技术凭借反应条件温和、工
艺简便、污染小等优势ꎬ逐渐受到关注ꎮ 可见ꎬ微生

物发酵制氢技术在氢能领域具有广阔的应用前景ꎬ
为能源转型提供了新途径[３－４]ꎮ 本文中综述了生物

质微生物发酵制氢技术(光发酵制氢、暗发酵制氢ꎬ
以及暗光耦合发酵制氢)原理及其工艺控制参数

(温度、ｐＨ 及底物浓度等)ꎬ针对发酵过程优化提出

了建议ꎬ旨在系统梳理该领域技术现状、明确优化方

向ꎬ提高氢转化效率ꎬ为推动生物质发酵技术的高

值化产氢及最终实现在工业化生产中的广泛应用

提供参考ꎮ

１　 生物质发酵制氢技术

１􀆰 １　 光发酵制氢

光发酵制氢通常是光合细菌在厌氧且有光照的

条件下ꎬ借助有机底物来生产氢气的过程ꎬ生物质光

发酵制氢过程如图 １ 所示ꎮ 在细菌产氢期间ꎬ光能

为氢气的合成提供必要的能量(ＡＴＰ)ꎬ而底物则提
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供质子和自由电子[５]ꎮ 三磷酸腺苷(ＡＴＰ)是由光

合反应中心接收光能后产生高能电子ꎬ高能电子随

后传递至光系统Ⅰ(ＰＳⅠ)进行环式磷酸化生成ꎬ然
后与质子和自由电子通过固氮酶的作用结合生成氢

气ꎮ 目前ꎬ针对光合细菌的研究多聚焦于紫色非硫细

菌(ＰＮＳＢ)ꎬ包括沼泽红假单胞菌(Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｐａｌｕｓｔｒｉｓ)、荚膜红细菌(Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒ ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ)、深红

红螺菌 ( Ｒｈｏｄｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ ｒｕｂｒｕｍ)、 嗜硫小红 卵 菌

(Ｒｈｏｄｏｖｕｌｕｍ ｓｕｌｉｄｏｐｈｉｌｕｍ)等[６]ꎮ

图 １　 生物质光发酵制氢过程

１􀆰 ２　 暗发酵制氢

暗发酵制氢技术是利用异养厌氧菌通过分解有

机物产酸发酵生产氢气ꎮ 目前ꎬ暗发酵细菌产氢途

径分为 ３ 种ꎬ分别是细菌通过糖酵解途径产生丙酮

酸后的丙酮酸脱羧途径ꎻ甲酸裂解途径ꎻ维持辅酶Ⅰ
(ＮＡＤ＋ / ＮＡＤＨ)的氧化还原平衡途径[７]ꎮ 生物质暗

发酵制氢过程如图 ２ 所示ꎮ 相较于光发酵制氢工艺ꎬ
暗发酵具备无需光照(反应器设计成本低)、底物来源

广泛、生长速度快以及产氢效率高等优势ꎬ更容易被

推向规模化生产ꎮ 该技术的产氢菌主要包括梭菌属

(Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ)、丙酸杆菌属(Ｐｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ)、埃希

氏杆菌属(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ)、乙醇杆菌属(Ｅｔｈａｎｏｌｉｇｅｎｅｎｓ)、
乳酸杆菌属(Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ)等ꎮ 这些产氢菌大致可

以分为 ２ 类:严格厌氧菌和兼性厌氧菌ꎮ 一般来讲ꎬ
严格厌氧菌的产氢能力要高于兼性厌氧菌[８]ꎮ

图 ２　 生物质暗发酵制氢过程

根据发酵后的末端产物不同ꎬ暗发酵类型分为

丁酸型发酵、丙酸型发酵和乙醇型发酵ꎬ如表 １ 所

示ꎮ 其中丙酸型发酵并无 Ｈ２ 的生成ꎬ但是ꎬ在混合

菌群发酵中ꎬ丙酸发酵细菌会与其他发酵产氢菌竞

争ꎬ影响其他发酵产氢菌的产氢能力ꎮ 因此ꎬ在混合

菌群发酵过程中ꎬ需注意调控发酵的类型ꎮ
表 １　 暗发酵制氢类型

发酵类型 底物类型 主要末端产物 代表性微生物

丁酸型

　 发酵

　 葡萄糖、蔗糖、
淀粉等

　 丁酸、乙酸、
Ｈ２、ＣＯ２

梭状芽孢杆菌属

丁酸梭状芽孢杆菌

酪丁酸梭状芽胞杆菌

丁酸弧菌属

丙酸型

　 发酵

　 含 氮 有 机 物

(酵 母 膏、 肉 膏

等)、纤维素等

　 丙酸、乙酸、
ＣＯ２

丙酸杆菌属

产酸丙酸杆菌

韦荣氏球菌属

乙醇型

　 发酵

　 葡萄糖等 　 乙醇、乙酸、
Ｈ２、ＣＯ２

乙醇杆菌属

哈尔滨乙醇杆菌

２　 生物质底物

对于暗发酵制氢工艺ꎬ糖类(葡萄糖、蔗糖等)
是最优质的底物ꎬ但成本高ꎬ不适合工业化应用ꎮ
目前研究较多的发酵底物为可再生生物质ꎬ常见的

有农业废弃物、废水、城市垃圾、动物粪便、藻类等ꎮ
木质纤维素生物质以庞大的数量、再生能力ꎬ成为发

酵制氢最有前途的底物之一ꎬ主要来源于农业废弃

物(玉米秸秆、小麦秸秆、玉米芯、稻壳等)、林业废

弃物(木材、草等)等ꎮ 木质纤维素是由纤维素、半
纤维素、木质素 ３ 种聚合物组成ꎮ 由于这 ３ 种聚合

物的复杂结构ꎬ不利于微生物利用ꎬ因此需要预处理

来打破坚固的聚合物结构ꎬ使微生物更容易降解ꎮ
目前预处理方法主要有物理预处理、化学预处理、
生物预处理ꎮ 其中物理预处理加化学预处理的使

用更加广泛ꎮ 但预处理后产物中的糠醛和 ５－羟甲

基糠醛等会对生产 Ｈ２ 产生负面影响ꎬ因此预处理

技术在未来还需更新优化或寻找抗抑制的产氢微

生物[９－１０] ꎮ
光合细菌在底物的选择上显现出强大的灵活

性ꎮ 目前ꎬ光合细菌主要利用单糖和有机小分子酸

等物质进行代谢产氢ꎬ因此ꎬ产氢原料的选择上应首

选可以被降解为单糖或有机酸等小分子有机质的物

质ꎮ Ｔａｏ 等[１１]对不同碳源类型进行光发酵实验对比

结果显示ꎬ有机酸的氢气转化率达到了 ７０％左右ꎬ
而单糖等氢气转化率为 ６􀆰 ４％ ~ ５２􀆰 ５％ꎮ 可见ꎬ有机

酸更适合作为光合细菌发酵产氢的底物ꎮ
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３　 生物质发酵制氢技术控制参数

发酵法制取生物氢与微生物的代谢密切相关ꎮ
在发酵过程中ꎬ凡是与细菌代谢生长有关的因素ꎬ都
会对发酵过程的产氢效率有影响ꎬ例如底物浓度、
ｐＨ、温度、光照、氢气分压和添加剂等[１２]ꎮ 只有将

这些影响因素控制在最佳范围ꎬ才能保证产氢效

果达到最佳ꎬ进而推动生物质发酵制氢技术进一

步发展ꎮ
３􀆰 １　 底物浓度

底物为细菌产氢代谢过程提供有机物以及还原

力ꎬ适宜的底物浓度是保障高效产氢的关键ꎮ Ｄａｓ
等[１３]利用浓度在 １ ~ ６ ｇ / Ｌ 之间的废弃马铃薯开展

暗发酵制氢研究ꎮ 研究结果显示ꎬ当马铃薯浓度被

控制在 ２ ｇ / Ｌ 时ꎬ产氢量达到最高值ꎬ为 １７５ ｍＬ / ｇꎮ
此项研究表明ꎬ在马铃薯浓度为 １ ｇ / Ｌ 时ꎬ由于碳源

有限ꎬ细菌初始生长受到限制ꎬ进而导致产氢率偏

低ꎮ 当马铃薯浓度超过 ２ ｇ / Ｌ 时ꎬ底物的消耗效率

降低ꎬｐＨ 从 ５􀆰 ２ 降至 ４􀆰 ６ꎬ氢气产率也从 １７５ ｍＬ / ｇ
降至 １２０ ｍＬ Ｈ２ / ｇꎬ这是因为高浓度的马铃薯促使

挥发性脂肪酸不断积累ꎬ从而抑制了氢化酶的活性ꎮ
总的来说ꎬ较低的底物浓度无法满足细菌正常

代谢与生长需求ꎬ细菌生长速度缓慢ꎬ产氢效率低

下ꎻ而较高的底物浓度则容易造成酸性代谢产物的

积累ꎬ引起酸碱失衡ꎬ最终致使细菌失活ꎬ进而抑制

产氢ꎮ 然而放眼于实际应用ꎬ常规浓度下的发酵会

出现诸如占地面积大、尾液排放量多等问题ꎮ 由此

可见ꎬ提高高浓度反应器产氢效率的研究ꎬ对于发酵

制氢技术的发展与推广有着至关重要的意义ꎮ
３􀆰 ２　 ｐＨ

生物代谢途径、细胞膜的带电性、酶的活性和微

生物的生长都受 ｐＨ 的影响ꎮ 如果在发酵过程进行

时ꎬｐＨ 未保持在最佳范围内ꎬ则会影响微生物的活

性ꎬ从而阻止生物生产生物氢ꎮ 不同种属的微生物

所适宜的 ｐＨ 范围有所不同ꎮ 一般情况下ꎬ光发酵

细菌的最佳 ｐＨ 范围为 ６􀆰 ５ ~ ７􀆰 ５ꎬ暗发酵细菌的最

佳 ｐＨ 范围为 ５􀆰 ５~６􀆰 ５[７ꎬ１２ꎬ１４]ꎮ
３􀆰 ３　 温度

温度能够维持细胞和固氮酶的活性ꎮ 大部分选

育出用于光发酵产氢的 ＰＮＳＢ 为嗜温菌ꎬ在 ２５ ~
３５℃表现出较好的产氢性能ꎬ极少数的嗜热菌可被

用于光发酵制氢[１５]ꎮ 在暗发酵过程中ꎬ根据细菌适

宜生长温度ꎬ大概可以分为 １５ ~ ２９℃ (环境温度)、
３０~３９℃(嗜温)、４０ ~ ６４℃ (嗜热)、６５ ~ ７９℃ (极端

嗜热)、>８０℃(超嗜热)产氢[１６]ꎮ 目前ꎬ由于中温发

酵具备技术成本低的优势而备受青睐ꎮ 高温条件虽

然成本高ꎬ但是对于选择需要水解的底物(例如纤

维素)发酵时ꎬ高温能够加速水解ꎬ提高产氢速率ꎮ
值得注意的是ꎬ利用混合菌群发酵时ꎬ必须在发酵前

对菌源进行高温处理ꎬ抑制产甲烷群和耗氢菌的活

性[１７－１８]ꎮ 总之ꎬ温度的选择不仅需要考虑产氢的效

果ꎬ也需要考虑整个工程的经济性ꎮ
３􀆰 ４　 光照

光发酵制氢作为一个光化学转化过程ꎬ始终需

要光照提供能量来完成电子的转移ꎬ从而实现产氢ꎬ
因此光照对光发酵来说至关重要ꎮ 合适的光照强度

和光照模式以及光生物反应器可以促进光发酵细菌

的生长代谢和氢气的产生[１９]ꎮ
高能电子的产生需要充足的光照ꎮ 低光照强度

会使得光合磷酸化产生的电子不足ꎬ从而导致与

ＡＴＰ 和光合色素合成相关酶的活性降低ꎬ无法满足

光发酵细菌的代谢要求ꎻ高光照强度会引发热辐射ꎬ
导致整个系统的温度升高ꎬ削弱固氮酶的活性ꎮ
Ｚｈａｎｇ 等[２０]揭示了氢气的产率随光照强度(２ ０００ ~
６ ０００ ｌｘ)变化呈现先上升后下降的趋势ꎮ 另外ꎬ光
照的周期性变化已被证实能够影响细菌的生长和氢

气的产生ꎮ Ｊｉａｎｇ 等[１９] 提出的较长时间间隔(２４、
４８ ｈ)的明暗交替光发酵制氢策略ꎬ使得产氢滞后时

间缩短了 ０􀆰 ９ ｈꎮ 从能源利用角度来看(太阳光照

除外)ꎬ间歇式照明方式能够减少能源的消耗ꎮ 此

外ꎬ选择合适波长的光照以及在发酵过程中进行搅

拌也有助于反应的进行ꎮ
３􀆰 ５　 氢气分压(ＰＰ)

在发酵过程中ꎬ生物反应器顶部氢气的压力

(ＰＰ)会逐步升高ꎬ这使得反应会生成更多酸性副产

物ꎬ限制制氢细菌的活性ꎬ从而抑制氢气的产生[２１]ꎮ
将分压控制在最佳水平可以提高氢气的产量ꎮ 目

前ꎬ常用的减小氢气分压的方法有使用外部气体喷

射来降低反应器中氢气的压力ꎬ尽管气体喷射的方

法能够提高氢气的产量ꎬ但也为工业下游气体的处

理增加了难度ꎮ Ｌｅｅ 等[２２]提出在反应器中使用真空

减压发酵的方法ꎬ解决了气体喷射的弊端ꎬ但增加了

反应器运行的成本ꎮ 总之ꎬ该方法均存在一定的局

限性ꎬ未来的研究或许需要致力于寻找一种既能有

效提高氢气产量ꎬ又能兼顾成本和后续处理便利性

的氢气分压调控方法ꎬ从而推动发酵制氢技术在工

业生产中的高效应用ꎮ
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３􀆰 ６　 添加剂

在光发酵过程中ꎬ固氮酶参与氢气的生成ꎬ因此

固氮酶的活性直接影响制氢效率ꎮ 固氮酶由钼铁蛋

白和铁蛋白组成ꎬ活性依赖于 ２ 种蛋白的协同作用ꎮ
铁离子也是电子传递链的电子载体ꎮ 因此ꎬ适量

钼离子和铁离子的存在可以促进固氮酶活性ꎬ提
高氢气产率[２３] ꎮ 另外ꎬ锌、锰、镍也能促进生物氢

的生成[２４] ꎮ
近年来ꎬ金属及其氧化物纳米颗粒在暗发酵制

氢领域的研究取得了显著进展ꎮ 研究表明ꎬ纳米颗

粒通过独特的表面效应和量子尺寸效应ꎬ为产氢菌

提供了更多的活性位点ꎬ同时改善了细胞间的电子

传递路径ꎬ从而显著提高了暗发酵体系的产氢效

率[２５]ꎮ Ｇａｄｈｅ 等[２６]在对乳制品废水生物氢生产的

过程中加入了 ０􀆰 ５ ~ １０ ｍｇ / Ｌ 的氧化镍纳米颗粒ꎮ
结果表明ꎬ氧化镍纳米颗粒对氢气的产量有着显著

的积极影响ꎬ尤其当氧化镍浓度在 １０ ｍｇ / Ｌ 时ꎬ氢气

产量达到 １５􀆰 ７ ｍｍｏｌ / ｇ ＣＯＤꎬ较对照组提高 １６％ꎮ
另外ꎬ辛红梅[２７]探究了不同粒径大小的 Ｆｅ３Ｏ４ 纳米

颗粒对厌氧污泥发酵产氢的影响ꎮ 结果表明ꎬ４０ ~
６０ ｎｍ 范围内的纳米颗粒使得氢气产量提高到

２４３ ｍＬꎬ较对照组提高 ２９􀆰 ７％ꎮ 总之ꎬ金属纳米颗

粒的粒径大小与添加量对暗发酵的产氢量有着不可

忽视的影响ꎬ确定两者的最佳数值可以有效提高产

氢效率ꎮ
３􀆰 ７　 水力停留时间(ＨＲＴ)

水利停留时间(ＨＲＴ)是衡量生物质在厌氧发

酵反应器中停留时间的重要参数ꎮ 研究表明ꎬ将
ＨＲＴ 优化控制在 ４ ~ ８ ｈ 范围内可显著提升生物制

氢效率ꎬ这主要归因于较短的 ＨＲＴ 能够有效降低挥

发性脂肪酸(ＶＦＡｓ)等代谢产物的积累ꎬ从而减轻产

物抑制作用ꎮ 然而ꎬ当 ＨＲＴ 降低至临界值以下时ꎬ
会引发微生物细胞的洗出现象ꎬ导致系统内生物量

减少ꎬ进而造成产氢效率下降[２８]ꎮ 因此ꎬ在实际操

作中需权衡 ＨＲＴ 对产氢效率的正负影响ꎬ确定最佳

停留时间范围ꎮ

４　 暗－光耦合发酵制氢技术

暗发酵制氢代谢产物包含挥发性脂肪酸(乙

酸、丁酸等)和乙醇等ꎮ 然而ꎬ代谢产生的有机小分

子酸会导致发酵环境的 ｐＨ 下降ꎬ从而抑制微生物

的活性ꎬ阻碍氢气的生产[７]ꎮ 这一问题是暗发酵制

氢技术未能实现大规模工业化应用的关键限制因

素ꎮ 相比之下ꎬ光发酵制氢能够利用这些有机小分

子酸进行产氢ꎮ 将暗发酵与光发酵工艺进行耦合ꎬ
可以显著提高氢气的产量[５]ꎮ 理论表明ꎬ当有机物

被完全氧化时ꎬ耦合工艺的氢气产量高达 １２ ｍｏｌ / ｍｏｌ
葡萄糖[式(１) ~ (３)] [２９]ꎮ 这种协同效应为生物氢

的生产提供了更为高效的途径ꎮ
暗发酵制氢工艺:
Ｃ６Ｈ１２Ｏ６ ＋ ２Ｈ２Ｏ → ４Ｈ２ ＋ ２ＣＯ２ ＋ ２ＣＨ３ＣＯＯＨ (１)

　 　 光发酵制氢工艺:
ＣＨ３ＣＯＯＨ ＋ ２Ｈ２Ｏ → ４Ｈ２ ＋ ２ＣＯ２ (２)

　 　 暗－光耦合发酵制氢工艺:
Ｃ６Ｈ１２Ｏ６ ＋ ６Ｈ２Ｏ → １２Ｈ２ ＋ ６ＣＯ２ (３)

　 　 目前ꎬ根据发酵工艺方式的不同ꎬ暗－光耦合发

酵制氢分为暗－光细菌混合培养制氢和两步法制氢

(图 ３)ꎮ

(ａ)混合培养制氢

(ｂ)两步法制氢

图 ３　 暗－光耦合发酵制氢工艺

虽然将暗发酵与光发酵耦合可以进一步提高生

物氢的产量ꎬ但也存在需要攻克的难题:在细菌混合

制氢过程中ꎬ光发酵细菌和暗发酵细菌对 ｐＨ 环境

的要求存在显著差异[１２ꎬ１４]ꎮ 光发酵细菌的最佳 ｐＨ
范围为 ６􀆰 ５~７􀆰 ５ꎬ而暗发酵细菌则更适应酸性环境ꎬ
最佳 ｐＨ 范围为 ５􀆰 ５~ ６􀆰 ５ꎮ 然而ꎬ在暗发酵过程中ꎬ
有机酸的不断产生会导致环境 ｐＨ 逐渐下降ꎬ从而

超出光发酵细菌的适宜 ｐＨ 范围ꎬ抑制其代谢活性ꎬ
最终降低氢气的产率ꎮ ｐＨ 不匹配问题是限制细菌

混合制氢效率的关键因素之一ꎮ 在两步法制氢过程

中ꎬ暗发酵阶段产生的发酵液含有多种有机酸和代

谢副产物ꎬ这些成分需要经过复杂的预处理(如过

滤、稀释、ｐＨ 调节等)才能满足光发酵细菌的生长

和代谢需求ꎮ 这种额外的处理步骤不仅增加了工艺
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的复杂性ꎬ还显著提高了运行成本ꎬ从而制约了两步

法制氢技术的规模化应用和经济效益[３０]ꎮ 针对暗－
光耦合发酵制氢技术ꎬ在未来或许能够通过研发耐

酸性的光发酵细菌ꎬ降低环境变化对光发酵制氢的

抑制ꎬ促进 ２ 种细菌的协调生长ꎮ

５　 结论

生物质发酵制氢技术作为一种绿色、可持续的

能源生产方式ꎬ在应对全球能源危机和环境问题中

展现出巨大的潜力ꎮ 光发酵、暗发酵以及暗光耦合

发酵制氢技术各具优势ꎬ但也面临诸多挑战ꎮ
(１)光发酵制氢能够高效利用有机小分子酸ꎬ

但对光照条件的高度依赖大大增加了反应器工艺成

本ꎻ暗发酵制氢工艺虽然具备底物来源广泛、反应条

件简单等优势ꎬ但代谢产物导致的 ｐＨ 下降问题制

约了规模化应用ꎮ 暗光耦合发酵制氢通过整合 ２ 种

工艺的优势ꎬ显著提高了氢气产量ꎬ但在细菌混合培

养和两步法工艺中仍存在 ｐＨ 不匹配、工艺复杂性

和成本高等问题ꎮ
(２)未来的研究方向应聚焦于开发耐酸性和高

效产氢的菌株ꎬ探索低成本、高效率的预处理技术ꎬ
以及设计新型光生物反应器ꎮ 此外ꎬ进一步研究金

属纳米颗粒等添加剂对产氢效率的促进作用ꎬ将为

生物质发酵制氢技术的工业化应用提供重要支持ꎮ
通过多学科交叉和技术创新ꎬ生物质发酵制取绿氢

技术有望在可再生能源领域发挥更大的作用ꎬ为实

现“双碳”目标和能源结构转型提供强有力的技术

支撑ꎮ
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