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摘要!在综述国内外生物制氢技术研究进展的基础上"重点综述了生物制氢暗发酵'光发酵以及联合发酵 ! 种技术体系的

菌种选育特点以及工业应用的生物反应器研究现状"指出了目前国内外生物制氢领域各技术的发展趋势及研究方向#
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99随着人口的增多及工业与制造业的迅猛发展"

能源和环境问题逐渐扩大成为全球性的问题# 以煤

炭'石油为主的不可再生能源因其储量有限"以及燃

烧产生的二氧化碳和二氧化硫是温室效应和酸雨产

生的主要原因"逐渐显现出劣势# 氢能以其能量密

度高'放热效率高'燃烧性能好"以及清洁无污染等

优点"被称为最理想的能源# 目前世界上氢能的制

取大部分是依靠石油'煤炭和天然气等作为原料"这

样进一步加速了不可再生能源的消耗# 最理想的清

洁能源氢能开始成为研究的热点"国内外有大量学

者从事制氢技术的研究"并进一步扩大到实际的生

产中# 现有的制氢技术类的综述文献() >!)大都

是从理论上进行总结和介绍"对制氢技术进行分类"

对体系条件进行优化概括"缺少菌种选育'实际操作

和工业化生产方面的概况和介绍"为进一步指导实

验研究和扩大生产"以菌种角度进行分析和总结显

得尤其重要#

本文中首先简单介绍生物制氢技术的现状"然

后综合现有的生物制氢技术进行详细的分析和概

括"其中重点介绍了暗发酵生物制氢和光发酵生物

制氢技术"综合国内外现有的反应器类型对工业化

生产技术进行探索"并结合已有的实验研究结果及

菌种选育研究对联合制氢技术进行总结和展望"最

后对生物制氢技术的发展趋势和研究方向做出分析

和讨论#

67生物制氢技术概况

6967生物制氢概念的提出

生物制氢最先于 )<NN 年由 F,J27提出"细菌和

藻类产生分子氢的特性被人们所认识(")

# 随后的

能源危机和环境问题加速了可再生清洁能源的发

展# 氢能作为最理想的清洁能源"近些年一直是研

究的热点# 传统的制氢技术"如煤气化'电解水'化

石燃料部分氧化%ZSl&'天然气蒸汽重整%\]$&'

天然气裂解'氨裂解等(#)会消耗大量的不可再生资

源"并造成严重的环境负荷"不利于可持续发展# 而

生物制氢是通过微生物的代谢作用将有机化合物转

化为氢气"所用底物涵盖了有机废水'生物质等来源

丰富'价格低廉的原料"且整个过程对矿物资源的消

耗几乎为零"生产过程清洁环保"是制氢技术的发展

趋势#

现有的生物制氢技术有以下几种类型!

"

直接

生物光解制氢"利用藻类微生物的光合作用系统

%Z\

(

'Z\
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&将太阳能转化为化学能从而生成氢
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间接生物光解制氢"利用蓝细菌等微生物的代

谢作用将生物质中的能量转化并生成氢气$

'

生物

学水气转换制氢"在革兰氏染色阴性菌种的作用下

发生水气转换作用制氢$

*

暗发酵制氢"微生物在黑

暗的厌氧环境中发酵有机物制氢$

+

光发酵制氢"微

生物在光照条件下发酵有机物制氢(N)

# 其中暗发

酵和光发酵制氢技术以其产氢量大'易于工业化生

产等优点"被广泛而深入地研究#

6987生物制氢关键因素

微生物与酶活性是生物制氢最关键的影响因

素# 其中微生物的选择包括菌种'固定化'菌龄'接

种量等(O)

"吸氢酶'可逆氢酶和固氮酶(P)的酶活性

调控了体系的产氢状况#

国内外对于微生物的研究"根据菌种特性进行

分类"研究纯菌种'混合菌种及菌群'活性污泥等对

于发酵类型'产氢状况的影响"本文中也主要从菌种

研究出发"对国内外发酵制氢技术进行概括与总结"

对生物制氢发展方向进行深刻的剖析#

除此之外"在暗发酵过程中的体系 KI'温度'碳

源与氮源等"在光发酵过程中的光源'光照强度'保

护气等都是其关键考量因素(< >)()

# 目前关于关键

因素选择与优化的研究很多"同时也作为放大生产

的工艺条件成为研究的热点#

87暗发酵生物制氢技术的研究

暗发酵制氢过程产生的是混合气"除含有氢气

外还含有一定量的/S

'

"以及少量的甲烷'一氧化碳

以及I

'

\

()))

# 目前暗发酵制氢技术的研究可分为

如下几种!

"

纯菌种暗发酵制氢$

#

' 种或几种菌种

协同暗发酵制氢$

'

以活性污泥为代表的混合菌种

暗发酵制氢#

8967纯菌种暗发酵制氢

利用纯菌种的代谢作用将富含碳水化合物的有

机质进行发酵制氢# 目前"国内外研究所用的菌种

可分为嗜温菌种 % '# U"(g&'嗜热菌种 % "( U

N#g&'耐热菌种 %N# UP(g&以及超级嗜热菌种

% iP(g&

(P)

"目前研究最多的是在室温或稍高于室

温的条件下生长产氢的嗜温菌种"最常用的是严格

厌氧的梭状芽胞杆菌属%QH6DAB;T;/J&和兼性厌氧的

肠杆菌属 %4'A&B6O0UA&B&

()' >)N)

# Z%88-%等()') 采用

QH6DAB;T;/JDVP:' 菌种"以蔗糖为原料"在全混流反

应器%/\:]&中产氢速率高达 !V)# 11*4R%F+0&且

氢气体积分数也高达 N)V#T# l2.?等()N)用4A%0'61

H;(&'&'D%0BO;'&'D&oD=j>! 菌种"以葡萄糖为底物"

在非无菌条件的连续发酵过程中进行产氢实验"所

能够得到的产氢量达到 )V<! 1*4R1*4# 而早在 )<<#

年:%.270*等()#)用聚氨酯泡沫作为菌种附着的支撑

物"在连续发酵条件下用糖浆作发酵底物"能够得到

的最大产氢量为 !V# 1*4R1*4# 众多的研究成果显

示"嗜温菌种在暗发酵产氢过程中能够实现较高的

产氢量"同时缓解由于有机废水和生物质的排放而

产生的环境危害#

对嗜温菌种产氢特性的研究打开了暗发酵制氢

的途径"拓宽了制氢技术的发展方向"同时"耐热菌

种产氢特性的研究也为暗发酵制氢技术提供了新的

思路# '()( 年学者利用Q0HT;U&HH/H6D;B/VA6BD0UU%0B61

H@A;U/D能够实现 !V! U!VN 1*4R1*4的产氢量"产氢

量的大大提高使得以葡萄糖为代表的碳水化合物的

发酵制氢有了新的突破()O >)P)

# 而目前研究的重点

在于如何进一步提高菌种的产氢能力"选择高效产

氢菌种"并建立有效的反应器进行放大实验#

89878 种或几种菌种协同暗发酵制氢

由于纯菌种用于制氢过程受到操作条件的限

制"考虑到菌种之间的协同作用"可以将已知的 ' 种

或多种菌种共同应用于制氢过程()<)

"早在 '((' 年

j2,4等()O)就将极其嗜热的菌种 Q0HT;U&HH/H6D;B/VA6B

D0UU%0B6H@A;U/D和:%&BJ6A6(0 &H2;;混合应用于暗发酵

制氢阶段"用 ' 个完全搅拌釜式反应器%/\:]&和 )

个厌氧序批式反应器%=\X]&实现 !V' 1*4R1*4的

产氢量"且体系中容易形成小颗粒"表面嗜热菌能够

很好地用于造粒"是适合作碳水化合物制氢发酵的

菌种模式#

89:7以厌氧活性污泥为代表的混合菌种暗发酵

制氢

厌氧活性污泥是在缺氧或无氧条件下具有一定

活性"含有复杂的混合菌种的半固态或固态物质#

利用污泥进行暗发酵制氢突破了利用纯菌种的种种

局限"能够持续产氢"成本低"环境负荷小# 其发酵

类型可以分为乙酸型'丁酸型'乙醇型发酵等# 通过

控制体系的 KI'酶活性'氧化还原电位可使发酵类

型偏向有利于产氢的乙醇型发酵"从而使产氢过程

连续性提高"利于工业化生产#

国内外的研究主要集中在污泥的预处理方式和

发酵体系优化 ' 个方面# 不同的预处理方式作用于

菌种的富集和筛选"所得菌种的产氢特性也不尽相

同# /0,*.?等('()比较了 # 种预处理方法%酸'二溴

乙磺酸钠'湿热'干热和冻融处理&"研究表明"酸处

理是最利于产氢的污泥处理方式# ],. 等('))研究

+""+
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了 " 种处理方式%热'酸'碱'反复曝气&对于暗发酵

产氢类型的影响"实验结果表明"经过预处理的污泥

%碱处理除外&在用于发酵时能够几乎完全抑制产

甲烷菌种的活性$反复曝气处理后的菌种发酵类型

多为乙醇型发酵"最高产氢量为 )V<N 1*4R1*4#

综合国内外研究成果"适宜的发酵体系可描述

为!!( U!#g'初始 KI#V# UNV#'氧化还原电位

>)(( U>)'# 1['水力停留时间%I]:& # UN 0'

/Rj比 "( UN('反应器型式多为完全搅拌釜式反应

器%/\:]&和厌氧序批式反应器%=\X]&

('' >'!)

#

89;7暗发酵生物制氢技术的发展趋势

混合菌种制氢突破了纯菌种的操作局限"简化

了菌种分布和固定化的操作"产氢量大"环境负荷小

且能够利用有机废物"是未来生物制氢的重要途径#

其未来的发展趋势则趋向于!高产氢量的持续性$高

效产氢反应器的设计与控制"反应器结构通过影响

菌种固定和分布影响产氢结果"升流式厌氧污泥床

反应器'膜分离反应器'散水滤床反应器等形式各异

的高效反应器的研究"及填料等支撑物对于菌种固

定化的影响也逐渐成为研究的重点$产物混合气体

的分离提纯与保存$高效产氢混合菌群的筛选与培

育等方面"制氢技术的发展也更趋向于稳定化和高

效化产氢的研究#

:7光发酵生物制氢技术的研究

:967光发酵生物制氢的菌种

光发酵生物制氢是在厌氧光照条件下"利用菌

种的代谢作用"将小分子有机酸'醇类等作供氢体"

由光驱动产氢的过程# 所用菌种为光发酵产氢菌

%V%6A6>2&BJ&'A0A;6' VB6T/UA;'( %@TB6(&' O0UA&B;0"Z_̂

ZIX&# 早在 )<!O 年"j%L%16-%就观察到了光发酵

细菌能够释放氢气# 之后 )<"< 年"d,78和 Y%1,.

则报道了深红螺菌%3%6T6DV;B;H/J>B/OB/J&在光照

条件下的产氢现象"同时发现了它的光合固氮作用#

已经研究报道的菌株类群包括 3%6T6DV;B;HH/J'

3%6T6O0UA&B'3%6T6VD&/T6J6'0D'Q%B6J0A;/J'3%6T61

J;UB6O;/J和 4UA6A%;6B%6T6DV;B;0 属的多种菌种# 近

年来学者采用遗传工程技术对菌种进行改造"通过

多功能基因工程构建菌种"遗传诱变与选择培养技

术相结合进行菌种的筛选和培育"企图得到产氢速

率快'底物转化效率高'应用范围广的高效产氢

菌种('" >'N)

#

:987光发酵生物制氢技术的条件优化

除去菌种本身的菌龄'接种量等影响光发酵的

因素外"光源'光照强度'碳源与氮源'KI'温度'气

相保护等都是关键因素# 其中以包埋法'物理吸附

法'共价结合法'交联法等为代表的菌种固定化方法

有利于简化处理工艺'简便操作'减少菌体流失进而

提高菌种生物活性等"并能够增加菌种的耐氧性"消

除氧气对固氮酶的抑制"增强对 KI的耐受力"易于

大规模生产'稳定的运行和便捷有效的控制"成为扩

大生产的基础保障('O >'P)

# 结合国内外的研究成果"

其工艺条件可描述为!!( U!#g'初始 KINV( U

OV('光照强度 " ((( UN ((( 46 '̀保护气为氩气#

:9:7光发酵生物制氢技术的发展趋势

对于光发酵制氢技术的研究依然处于实验室研

究阶段"高效产氢菌种的限制是最重要的因素# 因

此其发展集中在以下几个方面!高效产氢菌种的筛

选与培育'底物作用范围广的菌种的筛选与培育'菌

种固定化技术的研究与发展'不同类型菌种的协同

作用研究等方面# 此外"为进一步提高菌种利用生

物质等废弃物进行发酵产氢的氢气产量"同时降低

环境负荷"暗发酵与光发酵联合制氢也成为研究的

热点"因此"光发酵制氢技术的发展也将趋向于与暗

发酵制氢技术的耦合等方面"这些还需要进行深入

的研究"为大规模工业化的生产奠定基础#

;7联合制氢技术的发展

为了最大限度地提高产氢量和产氢速率"增大

底物利用率"以及更好地发挥菌种间的协同作用"联

合制氢技术逐渐被人们关注和重视# 目前研究的联

合制氢技术包括同类群生物联合制氢'光合生物与

暗发酵生物联合制氢'暗发酵与光发酵两阶段联合

生物制氢'多阶段联合生物制氢等# 工业化生产延

展性最好的是两阶段和多阶段的联合制氢技术#

暗发酵与光发酵两阶段联合生物制氢技术是将

暗发酵与光发酵进行偶联的生物制氢技术# 暗发酵

的液相末端产物多为乙酸'乙醇'丁酸等小分子有机

酸和醇类物质"是光发酵菌种可利用的底物"二者联

合起来能够极大地提高底物的利用效率"增大产氢

量"实现有机物的高效降解# 但能够应用暗发酵液

相末端产物的光发酵菌种的选育是一个难题"同时

也是制约联合制氢产氢量的关键因素('< >!()

# 目前"

笔者所在实验室创新性地采用暗发酵的液相末端产

物作为菌种筛选培育的营养液"筛选培育出了能够

用于光发酵产氢阶段的混合菌种"菌种在合适的光

发酵产氢条件下"产氢量能够达到 P 1*4R1*4"两阶

段联合产氢量为 !VN! 1*4R1*4"拓宽了产氢菌种的

+#"+
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范围"并且进一步提高了产氢量"提高了有机废水的

利用率"是环境友好型生物制氢技术的拓展# 所筛

选出的菌种目前还在进行理化测试和高通量测序阶

段"但这在很大程度上拓展了光发酵产氢菌种的来

源"结合暗发酵技术在联合制氢过程中给出了新的

思路和解决方案#

B7结论与展望

生物制氢技术是制氢技术中起步较晚但发展迅

速的技术"无论是光解制氢还是发酵制氢"都在近年

来得到了突飞猛进的发展# 氢能是解决能源短缺和

环境问题的清洁能源"制氢技术的发展对于能源和

环境问题具有深刻的意义# 纵观制氢技术的发展研

究"其未来的发展趋势集中在以下几个方面!进一步

研究光发酵产氢菌种的来源和筛选培育方式"与暗

发酵过程进行联合"进行菌种的筛选和培育$将筛选

出的混合菌种进行分离"得到纯菌种进行专项研究"

针对发酵机理进行深入研究"为制氢技术的应用拓

展提供支持$扩大制氢技术中工艺与条件的优化范

围"进一步拓展其工业化应用范围$设计新的反应器

型式"结合新材料和支撑物的研究技术进行反应器

的创新研究$进一步放大到大规模的连续性生产阶

段"并实行有效的控制# 对制氢技术的研究有着很

高的挑战"但同时也富有理论研究和实用价值"在可

再生能源研究的道路上具有深刻的意义#
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%)&透明质酸>">聚糖水解酶%A/!V'V)V!#&!

主要来源于哺乳动物睾丸'动物毒液及溶酶体"为内

切>

"

>,>乙酰氨基葡萄糖苷酶"并伴有转糖苷酶活

性"通过作用于
"

>)"" 糖苷键可以将 I=降解为四

糖"同时也可以将软骨素和硫酸软骨素降解为四糖#

依据碳水化合物活性酶数据库%/=Bo&酶学分类标

准"哺乳动物I=%7,属于糖苷水解酶 #N 家族(N)

"它

对于内切I=的
"

>)"" 糖苷键具有随机性"同时伴

随着生成聚合度减少若干单位的全新 I=链"由于

裂解过程需要同时释放出多个四糖"哺乳动物

I=%7,尚具有转糖苷酶活性"从而可以更加及时地

转移裂解后的四糖"直到完全生成最终的四糖产物#

%'&透明质酸>!>聚糖水解酶%A/!V'V)V!N&!

主要来源于水蛭与十二指肠虫"属内切>

"

>葡萄糖

醛酸苷酶"通过作用
"

>)"! 糖苷键可以特异性降解

I=为四糖或者己糖"不能降解软骨素和硫酸软

骨素#

%!&透明质酸裂解酶%A/"V'V'V)&!微生物来

源的I=%7,分布于细菌'病原真菌以及噬菌体中"

既可降解I=也可作用于软骨素和硫酸软骨素"通

过
"

>)"" 糖苷键断裂和
"

>消去作用可以获得 ""#>

不饱和双糖# 细菌 I=%7,与哺乳动物 I=%7,由于

属于不同的 /=Bo家族"其降解 I=的过程大不相

同(O)

"它内切I=的
"

>)"" 糖苷键具有严格的顺序

性"每次内切作用仅仅释放出 ) 个单位双糖"并且伴

随着对侧链基团外切修饰作用"同时生成减少 ) 个

双糖单位的全新I=链"整个降解过程非常有序"直

到最终得到 ""#>不饱和双糖#

6987K3'/,的来源

I=%7,在自然界中的分布比较广泛"已被发现

存在于哺乳动物'无脊椎动物%甲壳类'水蛭和昆

虫&'病原真菌%念珠菌属'链霉菌属&以及细菌中#

对于哺乳动物I=%7,研究表明"不同种类哺乳动物

来源的I=%7,不同"同一哺乳动物不同组织部位来

源的I=%7,也不同# 蛇'黄蜂'蝎子'蜥蜴等动物毒

液以及水蛭中也含有 I=%7,"故在发起进攻时可以

加强其毒液在受害者局部组织间的渗透和扩散(P)

#

近年来"随着分子生物学技术的发展"已经在链球

菌'葡萄糖球菌'肠球菌'厌氧型杆菌以及链霉菌属

中发现I=%7,同源性氨基酸序列#

)V'V)9人类I=%7,

人类的基因组序列表明人的I=%7,具有 N 个成

员基因"其中Io=F>)'Io=F>' 和Io=F>! ! 段基

因紧密地定位于染色体 !K')V'"另外 ! 段基因

Io=F>"'Io=F>Z) 和 ZI>'( 紧密地定位于染色

体 OG!)V!"然而 N 个亚型基因的序列相似性高达

!!T U""T"形成的原因可能与古老的基因复制过

程有关(<)

# Io=F>) 主要分布于哺乳动物的血浆

和尿液中"肝脏'肾'脾以及心脏中也发现有表达"但

含量水平很低且分离纯化比较困难"

"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

近年发展的基
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