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摘 　要 : 根据国内外的研究现状 ,综述了木质纤维素生物转化为 H2 的技术原理及研究现状 ,包括纤维素的生物糖

化技术及微生物发酵法制取氢气技术 ,并介绍了相关的微生物和相关成果 ,对纤维素生物转化 H2 存在的问题进行

了探讨 ,对前景进行了展望。
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0 　引　言

生物制氢技术具有产生清洁能源和解决环境污

染问题的双重功效而日益受到研究者的重视 ,但是

由于技术上的制约 ,至今仍无法获得廉价的氢气。

寻求效率高、成本低的制氢技术是科技人员急待解

决的问题。木质纤维素是一个巨大的可通过微生物

发酵作用将其转化为能源的可再生糖类资源 ,降解

各类纤维素以获得各种能源已经成为世界各国高度

关注的问题[1 ] 。利用木质纤维素作为原材料最终获

取氢气是一个大胆而有创新精神的设想 ,它使获取

廉价氢气和实现产业化成为可能。

目前 ,木质纤维素转化为能源的主要的技术步

骤涉及 3 个阶段 ,第一阶段 :天然纤维素的预处理 ,

通常为非生物过程 ;第二阶段 :纤维素原料转化为可

发酵糖 ;第三阶段 :可发酵糖经微生物发酵作用转化

为清洁燃料 (乙醇和 H2 ) 和能源 (木糖醇、乳酸、甘油

等) 。

1 　纤维素的生物水解

111 　纤维素的预处理

纤维素是植物细胞壁的主要成分 ,为线性的 D2
吡喃葡萄糖基借β—1 ,4 糖苷键连接的没有分支的

缩合物[2 ]
,完全水解产物为葡萄糖。在植物纤维中 ,

纤维素分子以氢键构成平行的微晶束 ,由于氢键数

量很多 ,因此微晶束相当牢固。同时 ,天然的植物残

体中还含有植物残体中最难降解的木质素 ,因此天

然纤维素的结晶性和木质化这两大特征 ,使人们将

木质纤维素作为可再生原料直接转化为清洁燃料的

期望受挫 ,纤维素水解之前必须进行预处理。

预处理的目的就是脱除木质素和半纤维素、降

低纤维素的聚合度、提高后续酶水解速率、防止副产

物阻碍后续水解和发酵过程。经过长期的实践应

用 ,木质纤维原料的预处理效果已经得到肯定。目

前 ,木质纤维原料针对水解的预处理技术很多 ,包

括 :物理法 ,即通过机械粉碎或蒸汽爆破的方法破坏

纤维素的晶体结构 ,进而增加后续水解时和酶的接

触面积 ;物理 —化学法 ,就是将蒸汽爆破或机械粉碎

和化学药剂处理相结合 ;化学法 ,主要为稀酸处理法

和碱处理法。此外 ,还有文献报道有臭氧法、有机溶

剂法和氧化法等 ,但这些方法因自身存在缺点很少

被采用[3 ] 。物化法为目前常用的预处理法 ,经蒸汽

爆裂处理后酶法水解效率可达 90 % ,氨纤维爆裂法

效果也得到肯定 ,但二者的投资稍高。徐忠[4 ] 等用

粉碎结合氨处理大豆秸秆后 ,使大豆秸秆纤维素含

量提高 7013 % ,提高了大豆秸秆的酶解产糖能力。

112 　纤维素酶及酶法糖化

纤维素的生物糖化的实质就是利用微生物或微

生物产生的各种酶的作用下将纤维素分解为单糖和

多聚糖的过程。由于纤维素有许多同质异晶体 ,这

种结构的复杂型可能诱导了纤维素酶的多样性。根

据这些酶的水解功能 ,纤维素酶被分为 3 大类[5 ] : ①
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内切型纤维素酶 (系统名为β—1 ,4 葡聚糖酶) ,是一

组性质极为相似的一类酶的总称 ; ②外切型纤维素

酶 (系统名为β—1 ,4 葡聚糖水解酶) ,也是一类酶的

总称 ; ③纤维二糖酶 (系统名为β—葡萄糖苷酶) 。

从 20 世纪 50 年代起 ,Reese、Wood[6 ] 等就相继

提出了纤维素的酶解机制 ,其中协同降解机制目前

得到学者的普遍认同。首先内切型纤维素酶将长链

纤维素分子开裂 ,聚集结构解聚 ,为下一步水解提供

纤维素末端 ;随后外切型纤维素酶作用于纤维素的

分子末端 ,依次从纤维素分子中切下纤维二糖 ;最后

由纤维二糖酶 ,这类酶将纤维二糖水解为葡萄糖。

但是这种理论包括的许多机制还未被完全阐明 ,

Yachihiko
[7 ]、Mcqueen 等人、高培基等人和 sinnott

等[8 ] 分别从生化的、分子生物学的和化学的角度对

纤维素的酶解机制进行了卓有成效的探索。

113 　纤维素酶的生产

能够产生纤维素酶的微生物在自然界中十分广

泛 ,真菌、细菌、放线菌等在一定条件下均能产生纤

维素酶。其中细菌和放线菌的纤维素酶产量很低 ,

在工业上很少应用[9 ] 。而真菌产酶有很多优点 :产

酶效率高、结构合理 ,是胞外酶、便于分离和提取 ,甚

至可直接应用 ,如黑曲霉 (Aspergillus niger) 、米根霉

(Rhizopus oryzae) 、米曲霉 (Aspergillus oryzae) 、绿色木霉

(Trichoder2ma viride) 、里氏木霉 (Trichoderma reesei) 、斜

卧青霉等[10] 。从目前的研究进展看 ,只有木霉菌含有

完全水解天然纤维素所必须的纤维素酶的 3 种组分 ,

且产酶能力高 ,木霉属中的里氏木霉 (Trichoderma ree2
sei)受到了充分的重视 ,有较好的“抗代谢阻遏能力”,

被认为是最具有工业应用价值的菌株。

目前纤维素酶生产的成本仍较高 ,降低纤维素

酶生产的成本是目前纤维素最终转化为清洁能源并

形成产业化的最关键的一步。

114 　纤维素的酶催化水解

很多学者对纤维素酶水解条件和影响因素进行

了大量研究 ,影响纤维素酶水解的因素主要有温度、

pH值、底物种类、酶来源、水解时间等 ,而产物反馈

抑制也是较难解决的问题 ,很多研究表明 ,纤维二糖

的抑制作用最为明显[11 ] 。研究证明 ,纤维素酶水解

的适宜时间为 48～72h ,适宜温度为 40～55 ℃,适宜

pH环境为 415～515 ,在适宜的条件下一般可达到

80 %～95 %的葡萄糖终产量。在纤维素酶水解过程

中 ,糖的累积往往导致较强的产物抑制 ,可采用以下

几种方法克服[12 ]
:增加酶浓度、用外源β—葡糖苷酶

活性增补纤维素酶作用、用超过滤法移除水解液产

生的糖、同时糖化和发酵底物 ,使生成的糖直接发酵

进而降低浓度。在实验室研究和技术经济模型中 ,

常用 10～15FPUΠg 纤维素酶浓度[12 ] , 因为它在适宜

的时间、温度和 pH 环境内 ,能以较低酶成本获得高

产的葡萄糖。

纤维素酶法水解得到的混合糖浆包括葡萄糖、

少量多糖和寡糖 ,性质温和、无有毒物质 ,是微生物

易利用的物质 ,适于作为微生物的发酵基质。

115 　微生物直接将纤维素转化为单糖和多糖

这是种最近几年兴起但还不成熟的技术 ,其目

标是利用纤维素分解菌直接利用纤维素底物使之转

化为葡萄糖和多糖 ,并希冀直接利用所得糖化液进

行发酵。目前的关键问题是提高纤维素降解菌的效

能 ,已经有人试图利用基因工程来提高某些菌株的

糖化能力。微生物直接转化法省去了纤维素酶的制

备费用、缩短了反应时间、节省了投资 ,尽管其技术

离产业化尚有距离 ,但已显示出了诱人的前景。

2 　利用纤维素水解液发酵产氢技术

211 　微生物发酵产氢技术

21111 　发酵产氢微生物

能够在代谢过程中产生分子氢的发酵细菌包括

兼性厌氧菌和专性厌氧菌 ,主要有肠杆菌科 ( Enter2
obacteriaceae) 、梭菌属 (Clostridium) 、巨型球菌属 (Me2
gasphaera) 、韦荣氏球菌属 (Veillonella) 、互养球菌属

(Syntrophococcus) 、线形醋菌属 (Acetofilamentum) 、醋

微球菌属 (Acetomicrobium) 、醋弧菌属 (Acetivibrio) 、拟

杆菌属 (Bacteroides) 、闪烁杆菌属 ( Fervidobacterium) 、

瘤胃球菌属 (Ruminococcus) 、真杆菌属 ( Eubacterium) 、

粪球菌属 (Coprococcus) 等。这些细菌能够利用多种

底物在氢酶[13 ] 或固氮酶[14 ] 的作用下将底物分解制

取氢气[15 ] 。

21112 发酵产氢机理

有机底物在厌氧发酵细菌的作用下经过水解 ,

通过 EMP、HMP、ED 途径或 Stickland 反应后形成不

同的发酵类型 :乙醇发酵、丁酸发酵、丙酸发酵、乳酸

发酵、混合酸发酵[16 ,18 ] 。在活性污泥发酵过程中 ,根

据主要发酵末端产物的组成分为以下几种发酵类

型 :丁酸型发酵、丙酸型发酵和混合酸发酵合乙醇型

发酵等 ,其中丁酸型发酵和乙醇型发酵具有较强的
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产氢能力[16 ,19 ] 。

在厌氧发酵反应中 , 发酵代谢通过多余电子

(e
- ) 的平衡调节途径[16 ] 和 NADHΠNAD

+ 平衡调节

途径[17 ]
, 达到了内部平衡 , 既不产生净还原力 ,

也不需要净还原力 , 只通过基质水平磷酸化产生

ATP , 细菌在这种生长方式中接受的能量较少 , 因

此转化单位基质的生长比率就低 , 而 H2 的产生能

够产生更多的氧化产物。在厌氧菌体内没有呼吸链

传递体系 , 底物脱氢后产生的还原力 [ H] 直接交

给内源性中间代谢产物 , 此过程中产生的 NADH +

H
+ 或 NADPH + H

+ 通过厌氧脱氢酶脱去氢使其氧化

再生 , 产生 H2 。这一作用必须借助与丙酮酸或由

丙酮酸产生的其他化合物的氧化还原机制完成。而

不同种类的细菌因其生化反应体系的不同就会产生

多种特征性的末端产物 , 从而形成不同的发酵

类型。

21113 　发酵产氢途径

2111311 　多余电子 (e
- )的平衡调节产氢

厌氧产氢细菌直接产生氢气的过程发生在丙酮

酸脱羧作用中 ,丙酮酸经丙酮酸脱氢酶脱羧后 ,形成

硫胺素焦磷酸 ———酶的复合物 ,同时将电子 (e
- ) 转

移给铁氧还原蛋白 ( Fd) ,还原的铁氧还原蛋白被铁

氧还原蛋白氢化酶重新氧化 ,产生分子氢。

2111312 　NADHΠNAD+ 平衡调节产氢

厌氧细菌在产酸发酵过程中产生的 NADH + H+

与不同的发酵类型相偶联 ,存在 NADH + H+ 的再生

和消耗 ,从而保证 NADHΠNAD
+ 的平衡。当 NADH +

H
+ 的消耗过程相对于再生过程较慢时 ,必然产生

NADH + H
+ 的积累 ,因此生物体必须采取其他调控

机制 ,如 NADH + H+ 的反馈抑制或阻遏作用 ,减少乙

酸、丙酸、丙酮、丁酸、丁醇或乳酸的产率以减少

NADH + H
+ 的再生量 ,或通过增加甲酸、琥珀酸的产

率以增加 NADH + H
+ 的消耗量。在厌氧氢化酶的作

用下 , 剩余的 NADH + H
+ 可通过释放分子氢使

NADH + H+ 再生 ,产氢分子式为 :

NADH + H+ →NAD + + H2

21114 　发酵产氢研究现状

国内外对产氢发酵细菌和各种发酵基质的产氢

都进行了大量的研究 ,有葡萄糖、蔗糖、淀粉、牛奶、

短链脂肪酸、纤维素和有机废水等。研究结果表明 :

反应条件对菌体的产氢能力都有较大影响 ,表 1 列

出国内外部分产氢能力较强的产氢菌株和混合菌的

产氢能力。由表 1 可见 ,不同条件下产氢纯菌和混

合菌产氢率不同 ,而不同的菌株对同一种底物的产

氢能力也不同。通常认为 ,丁酸型发酵产氢能力较

好 ,并为国外学者普遍采用[20～22 ]
;一般纯菌产氢能

力强 ,但混合菌 (厌氧活性污泥) 的协同作用使产氢

能力更加稳定 ,比产氢率较高。
表 1 　一些产氢微生物的产氢能力

Table 1 　Microbial hydrogen production capability

微生物 基质 运行条件 产氢率 文献

纯
　
　
菌

Clostridium sp strain No12 葡萄糖 连续 1161～2136 26

Enterobactor aerogenes 葡萄糖 连续 1130～2130 26

Clostridium butyricum IFO13949 葡萄糖 连续 119～213 27

Clostridiumbei jerincki AM21B 葡萄糖 连续 1130～2100 26

Enterobactor aerogenes 糖蜜 间歇 1158 28

Enterobacter aerogenes E182005 糖蜜 连续 212～315 29

厌氧污泥分离纯菌 No15 蔗糖 间歇 417 16

混
　
　
菌

Anaerobic microflora 糖蜜 连续 119～2159molH2Πmol 己糖 30

麦米壳 间歇 1173 molH2Πmol 己糖

Anaerobic microflora 豆腐渣 2154 molH2Πmol 己糖 31

稻米壳 1129 molH2Πmol 己糖

Anaerobic microflora 葡萄糖 连续 1143 32

Anaerobic microflora 葡萄糖 连续 211 33

Mesophilic sewage sludge 葡萄糖 连续 117 34

Mesophilic sewage sludge 蔗糖 间歇 1185 30

注 :产氢率采用 molH2Πmol 基质表示
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　　任南琪等[23 ] 对碳水化合物 (含糖废水) 为底物

以自絮凝的厌氧活性污泥为氢气生产者的发酵产氢

进行了多年的研究 ,研制出了高效生物制氢反应器 ,

发现了一种新的产氢发酵类型 ———乙醇型发酵 ,并

在乙醇型发酵污泥中分离出了高效产氢新菌种

B49[24 ] ,产氢能力居世界第 2 ,并于 1999 年完成中

试。发酵气中氢气含量为 40 %～49 % ,其余为 CO2 ,

经洗脱塔吸收后可获得 9915 %的纯氢气 ,稳定产氢

能力达到 517m
3Π(m

3
反应器 ·d) [25 ]

,具备了工业化生产

的条件 ,目前已开始了生产性试验阶段。

212 　纤维素转化为氢气的生物过程及工艺

综上所述 ,在生物转化纤维素为 H2 的过程中共

涉及 3 种生物过程 : ①纤维素酶的生产 ; ②纤维素酶

对纤维素进行水解糖化 ,得到混合糖浆 ; ③对纤维素

水解产物进行发酵 ,得到目的产物 H2 。其工艺可根

据这 3 种生物过程的发生顺序及形式分为 3 类 : ①

先酶法水解后发酵工艺 (SSF) :在这个工艺中 ,纤维

素酶生产、维素酶水解和水解产物的发酵分别在各

自的反应器中顺序进行。该法的优点是纤维素产酶

菌、纤维素水解和发酵细菌菌反应分别在各自适宜

的温度、pH值等环境条件下进行 ,反应完全且副产

物少 ,但是占用反应器体积大、工艺复杂、必然增加

设备的投资 ; ②同步水解和发酵工艺 (SSCF) :在这个

工艺中 ,纤维素酶首先生产 ,纤维素的酶水解和水解

产物的发酵在一个反应器内同时进行 ,经酶水解得

到的糖可即时被发酵细菌利用产生发酵产物。该法

的优点在于糖化产物即时被发酵菌利用 ,避免了糖

化产物对纤维素酶的抑制作用、纤维素酶需要量少

而糖化效率高、节省了反应器空间、减少了设备的投

资。但是发酵产物容易对酶产生抑制作用 ,且酶的

最适反应温度高于发酵反应 ,因此解决这一矛盾尚

需更多的研究 ; ③统一的产酶水解发酵工艺 (CBP) :

在这个工艺中 ,纤维素酶生产、纤维素酶水解和水解

产物的发酵的过程在同一反应器中同时进行 ,3 种

生物过程同时发生。该法使反应设备和反应条件大

为简化 ,尽管 CBP 工艺的理论和技术还远不成熟 ,

但是 CBP 工艺理论上的可行性和经济上的合理性

日益受到众多研究者的重视[35 ] 。SSF 和 SSCF 工艺

与 CBP 工艺最根本的区别就是纤维素的产酶过程

是否独立于发酵过程之外[36 ] 。

图 1 比较了 SSF、SSCF 工艺和 CBP 工艺的代谢

和能量利用过程的特征。在 3 种工艺中最终都可由

厌氧微生物进行发酵代谢产生我们所需的目的产物

———H2 。在 SSF 和 SSCF 工艺中 ,纤维素酶的生产过

程独立出来 ,一部分纤维素原料可用于产生纤维素

酶 ( F) ,剩余部分用于水解和发酵 (1 - F) 。许多对

SSF和 SSCF 工艺的特性进行研究的结果都提出 F

值范围在 0103～0105 较适宜[37～39 ] ,在这个范围内 ,

产生的纤维素酶活符合典型值 10～15FPUΠg 底物 ,

可以满足后续的纤维素酶水解需要。确定适宜的 F

图 1 　纤维素生物转化为 H2 代谢过程

Fig11 　Metabolic process for microbial hydrogen production by cellulose
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值可以减小纤维素水解的生物反应器的耗费 ,使反

应过程更加经济。而 CBP 作为统一的生物过程同

SSF和 SSCF 相比 ,具有更大的节省费用的空间。

CBP 工艺将 3 种生物过程统一在一个反应器内进

行 ,减少了纤维素酶生产过程的投资 ,而且 CBP 工

艺在微生物能量利用方面更加完全。

213 　木质纤维素生物转化氢气技术前景

由于能源危机和生态环境的恶化 ,清洁能源

———氢气的利用已成为未来能源利用的发展趋势 ,

利用廉价的原料进行氢气生产势在必行。从可持续

发展来看 ,以木质纤维素类物质作为原材料进行产

氢将会是制氢工业一个非常具有潜力的发展方向。

虽然人们对纤维素的水解糖化技术已经研究了

不短的时间 ,但直到今天我们也没有找到一种高效

的酶或微生物来利用这巨大的天然可再生资源 ,获

取纤维素水解液的成本仍然较高。很多研究人员致

力于基因工程技术和生物信息学以期改进纤维素酶

活性和微生物水解能力 ,且从自然界中筛选出了一

些能够较好的降解纤维素的微生物 ,但是 ,在纤维素

的生物降解方面我们还需进行大量的工作。

在利用发酵法制取氢气技术方面 ,氢气的产率

仍需提高 ,虽然人们在混合菌群中分离出了很多产

氢能力高的菌株 ,但在实际应用方面有待突破。
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PROSPECT FOR INVERTING CELL ULOSE INTO HYDROGEN

BY BIOLOGICAL TECHNOLOGY

Song Jiaxiu , Ren Nanqi , Xing Defeng
( School of Municipal & Environmental Engineering , Harbin Institute of Technology , Harbin 150090 , China)

Abstract :Cellulose belongs to reproducible glucide resource that can be utilized as energy by microbiological fermenta2
tion. With the understanding of the configurations and components for cellulose and the further research of cellulose enz2
yme manufacture the cellulose could be inverted to mixed syrup cheaply. The results showed that the cellulose transfer in2
to hydrogenis is possible. From the relative research this paper was giving the relative technology and mechanism from

cellulose to hydrogen including cellulose inverting technology and biological hydrogen production technology by fermenta2
tion. The promising development for this technology is also further prospected.

Keywords :cellulose ; cellulose enzyme ; anaerobic fermentation ;biological hydrogen production
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