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摘要 :利用两相厌氧高浓度有机废水处理的产酸相制取氢气技术引起世界的普遍关注。介绍了厌氧发酵生物制氢系统的

产氢机理、工艺流程与设计、工程控制参数等许多技术问题。认为发酵产氢微生物有丁酸型发酵、乙醇型发酵和甲酸裂解等 3

种产氢代谢途径。工艺设计以活性污泥的混合培养为主要形式 ,也发展了细菌的纯培养或辅之细胞固定化工艺。目前已经分

离出肠杆菌属 ( Enterobacter) 、梭状芽孢杆菌属 ( Clostridium) 、柠檬酸菌属 ( Citrobacter)和新型乙醇型发酵产氢细菌等菌属的发酵产

氢细菌 ,这些菌种除了可以纯培养制氢外 ,还可以进行投入反应系统进行生物强化和细胞固定化技术应用。乙醇型发酵生物制

氢理论(双碳发酵产氢学说或理论)指导下发酵法混合培养生物制氢工艺已分别进行了小试和中试 ,并将进入生产示范工程阶段。
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Fermentative biological production of hydrogen by digesting high strength organic

waste water
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Abstract : It is a hot research field that biological hydrogen can be produced by digesting high2strength organic wastewater

in the acidogenic phase of two2phase anerobes in the world. The research for hydrogen2producing mechanism ,process scheme

and design ,engineering control in practice on fermentative biological hydrogen production is reviewed. There are three types of

fermentaive hydrogen2producing metabolic pathways which are butyric acid fermentation ,ethanol fermentation and formic acid

scission reaction in fermentative hydrogen2producing microorganism. The main process is mixed culture by activated sludge. The

processes of pure culture and immobilized cell are developed. The bacteria of genuses of Enterobacter , Clostridium , Citrobacter

and the new type of fermentative hydrogen2producing bacteria with the ethanol2fermentation are isolated in the world. The

germplasm can be used such as in pure culture ,cell immobilization and bioaugmentation. The mixed culture for fermentative

hydrogen production under the guidance of the ethanol2type fermentative biohydrogen2producing theory has been established and

will be applied in the demonstration factory.
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　　氢气作为一种无污染、可再生的理想燃料 ,已在

世界范围内得到重视。生物制氢技术可以利用高浓

度有机废水或其他生物质能制取氢气 ,反应条件温

和 ,具有开发新能源、节省能量消耗及净化环境的重

要意义[1 - 2 ] 。目前主要的制氢方法包括物理化学方

法和生物方法。物理化学方法主要有水电解法、热

化学法、光化学法、等离子化学法等 ,这些方法均需

耗费大量能量。利用高浓度有机废水进行生物制

氢 ,实质是产氢产酸发酵细菌对有机物质的发酵过

程 ,将有机物质分解为有机酸 (乙酸、丁酸等)和乙醇

等产物 ,同时释放出发酵气体 H2 和 CO2。直到 20

世纪 90 年代[3 ] ,发酵法生物制氢技术的实用性及可

行性才得到高度重视。人们开始从获取氢能的角度

进行各种生物制氢和产氢技术的研究[4 ] 。笔者着重

介绍利用富含碳水化合物的有机废水 (物)发酵制取

氢气的新技术。

1 　细菌发酵产氢机理

111 　丁酸型发酵产氢途径[5 ]

发酵中主要末端产物为丁酸、乙酸、H2、CO2 和

少量的丙酸。丁酸型发酵主要是在梭状芽孢杆菌属

( Clostridium)的作用下进行的 ,如丁酸梭状芽孢杆菌
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( C. butyricum) 和酪丁酸梭状芽孢杆菌 ( C. tyrobu2
tyricum) 。从丁酸型发酵的末端产物平衡分析 ,丁酸

与乙酸物质的量比约为 2∶1 ,其反应式如下 :

5C6H12O6 + 12H2O + 2NAD+ + 16ADP + 16Pi

4CH3CH2CH2COO- + 2CH3COO- + 10HCO-
3 + 2NADH + 8H+ +

10H2 + 16ATP

112 　乙醇型发酵产氢途径

任南琪等[5 - 6 ]对产酸反应器内生物相观察发现

发酵气体中存在大量 H2 ,这一发酵并非经典的酵母

菌属等将碳水化合物经糖酵解生成乙醇 ,他们将这

一发酵类型称作乙醇型发酵 ,主要末端发酵产物为

乙醇、乙酸、H2、CO2 及少量丁酸。这一发酵类型中 ,

通过如图 1 所示的发酵途径产生乙醇。从发酵稳定

性及总产氢量等方面综合考察 ,乙醇型发酵仍不失

为一种较佳的厌氧发酵及产氢途径。考虑到乙酸和

乙醇在体系内和细胞内的相互转换 ,我们也可以称

乙醇型发酵理论为“双碳发酵产氢学说或理论”[7 ] 。

目前 ,纯菌种分离鉴定和代谢分析为这种理论找到

了物质基础[8 ] 。

ATP —三磷酸腺苷 ;ADP —二磷酸腺苷 ;NAD —辅酶Ⅰ;

NADH—还原型辅酶Ⅰ

图 1 　细菌乙醇型发酵产氢途径

113 　甲酸裂解产氢途径

以大肠杆菌产氢为代表 ,主要通过甲酸裂解产

生氢气[9 ] 。目前已经有人工遗传操作改良甲酸裂解

途径的代谢工程研究报道 ,产氢量提高 12 %。方法

是利用基因敲除技术 ,限制了乳酸脱氢酶的活性。

114 　最适液相末端发酵产物的选择

从乙醇、乙酸和丁酸的产生途径来看 ,大多数发

酵细菌均是将丙酮酸经脱羧产生乙酰 CoA 的同时 ,

释放 H2。而丙酸和乳酸发酵均不产生 H2。由此可

见 ,作为产酸相和作为生物制氢系统的最适液相末

端发酵产物相同 ,均可选择乙酸、乙醇及丁酸。也就

是说可选择乙醇型发酵或丁酸型发酵。乙醇型发酵

的最适末端发酵产物的稳定性较好 ,工程控制条件

易获得 ,同时 ,乙醇型发酵可承受较大的有机负荷 ,

有机物处理能力较高[10 ] 。所以 ,在工程应用中选择

乙醇型发酵较适宜。

2 　发酵法生物制氢工艺与工程控制

211 　工艺设计

活性污泥法利用生物厌氧产氢- 产酸发酵过程

制取氢气 ,同时可以作为污水、废水的二相厌氧生物

处理工艺的产酸相。污泥接种后进行驯化 ,发酵废

水为废糖蜜或其他含碳水化合物的有机废水 ,辅助

加入氮磷配制而成的作用底物 ,使反应器进入乙醇

型发酵状态 ,进行连续流的氢气生产[3 ,11 - 13 ] 。采用

分批发酵与连续流固定化细胞生物制氢报道很多。

目前利用琼脂凝胶、多孔玻璃珠、椰子壳纤维等包埋

Rhodobactor sphaeroides、Enterobacter aerogenes、Enter2
obacter cloacae 等菌株的产氢试验[14 - 16 ] ,产氢率都有

所提高。王相晶系统全面地研究了产氢发酵细菌的

细胞包埋技术[17 ] ,采用间歇和连续流方式进行的菌

株B49产氢试验 ,两种方式都可以提高氢气的转化

　　(上接第 9 页)

国有资产保值增值、重大问题的决策 ,如对外投资、

对外贷款和对外担保等 ,不干预子公司的日常生产

经营决策。母公司对子公司要建立一套行之有效、

符合自身实际的考评制度 ,分配、监督、激励与约束

制度。考评制度要以业绩考核为主 ,加强监督 ,母公

司对子公司要定期进行审计 ,力图全面地掌握每一

个单位的真实情况 ,在此基础上做到分配与激励以

业绩为主 ,公平透明 ,真正奖勤罚懒 ,树立实事求是、

不断进取的良好工作作风。

(2)企业内部管理要制度化

企业内部管理的制度化、规范化 ,是建立在完善

的制度之上的。首先要建立起一套外部符合法律法

规和规则 ,内部符合自身实际的完善的管理制度 ;其

次是制度面前人人平等 ,无论谁违反制度都要按制

度处罚 ,在制度面前不存在特殊利益群体 ,更不存在

特殊利益的个人 ;然后是规范决策 ,重大问题的决策

做到真正按程序办 ,不能走过场 ,要避免个人说了

算 ,减少个人因素的作用 ,减少个人对企业的制约和

影响。

规范管理的问题是每一个企业都普遍面临的问

题 ,是一个共性问题。但是 ,在规范管理方面 ,各家

所遇到的制约因素各不相同。在法人治理结构方

面、制度建设方面以及完善和执行制度方面 ,各企业

应根据自己的实际突出重点地推进。在推进中完善 ,

在完善中推进 ,逐步形成规范管理的有效机制。
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率和产氢速率 ,缩短水力停留时间。反应器采用流

化床、膨化床、固定填充床、搅拌槽等。目前 ,也有产

氢菌纯培养制氢工艺的报道。

212 　工程控制

产酸相乙醇型发酵的出现是生物发酵产氢的最

佳运行状态的标志 ,因此 ,产酸相乙醇型发酵的最佳

控制参数 ,同时也是有机废水发酵法生物制氢的最

佳控制参数。其中温度、pH值、氧化还原电位、水力

停留时间、碱度的影响较大[11 ] 。

当调节温度在 35～38 ℃时 ,反应器中的厌氧活

性污泥和微生物菌群具有最强的发酵与繁殖速度 ,

其有机物酸化率及产气率达到最大。温度对发酵末

端产物组成几乎没有影响[11 ,13 ] 。

pH值在 410～510 时 ,发酵末端产物中以乙醇、

乙酸含量最高 ,呈现典型的乙醇型发酵。在 414 <

pH < 510 时 ,末端产物中也含有一定量的丙酸和乳

酸 ,它们潜藏着使后续处理单元产甲烷相的丙酸积

累 ,造成酸化导致运行失败的可能性。当 410 < pH

< 415 时 ,发酵产物以乙醇、乙酸、丁酸为主 ,它们都

是理想的目的副产物。若 pH < 410 ,由于有机酸的

大量积累可使反应器出现过酸状态 ,此时其酸化率、

产气率急骤下降 ,细菌的产氢生理生化代谢过程受

到严重抑制。因此 ,乙醇型发酵的最佳 pH 值应为

410～415[18 ] 。

可以采取加入还原剂如维生素 C、H2S 或含巯

基的化合物 (如半胱氨酸、谷胱甘肽等) ,以降低反应

体系中的氧化还原电位值。如果要得到高的氧化还

原电位值 ,最好的办法是通入空气 ,提高氧的分压 ,

也就提高了氧化还原电位值。

有机物在反应器中的停留时间直接制约着产氢

代谢过程。根据产氢能力和悬浮物截留能力 ,生物

制氢反应器的水力停留时间维持在 4～6 h 较为适

宜[11 ] 。

试验结果表明 ,在高有机负荷运行条件下 ,进水

碱度 (以 CaCO3 计) 应大于 300 mg/ L ,则可保证乙醇

型发酵的最适 pH值为 4～415 ;当进水碱度小于 300

mg/ L 时 ,出水 pH值有可能降至 410 以下 ,使微生物

代谢活力迅速下降 ,发酵产氢作用将受到极大限制。

调节进水碱度可采用投加 NaHCO3、NaOH、Na2CO3 或

石灰乳等方法 ,其中以投加石灰乳为佳[3 ,11 ,13 ] 。

3 　发酵生物制氢的细菌学基础

311 　发酵产氢细菌的分离选育

目前 ,人们主要通过形态特征、生理生化与

16srDNA碱基顺序测定等技术进行产氢细菌的鉴

定。分离工作的成败取决于培养基的设计和目标菌

的来源选择。李永峰等[19 ]系统地研究了产氢发酵

厌氧细菌的厌氧操作、培养基配制和培养条件 ,并提

出了培养瓶平板培养法。为了解决发酵法产氢率低

的问题 ,国内外研究者纷纷进行产氢细菌的分离和

筛选工作 ,以期获得高效的产氢菌种。表 1 总结了

国际上已分离出的产氢细菌及其产氢能力。
表 1 　国外产氢发酵细菌的产氢速率及产氢量

　细菌名称 　　细菌种属及编号 　碳源 产氢速率①/ mL·h - 1 　　产氢能力 文献

产气肠杆菌 Enterobacter aerogenes E. 82005 糖蜜废水 29112 212～315 mol/ mol (蔗糖) [20 - 21 ]

葡萄糖 850 0173 mol/ mol (葡萄糖)

Enterobacter aerogenes HO- 39 蔗糖 1189 mol/ mol (蔗糖) [22 - 23 ]

淀粉 27 mL/ L (培养基)

纤维素 6 mL/ L (培养基)

Enterobacter aerogenes HU- 101 葡萄糖 69414 0150～0165 mol/ mol (葡萄糖) [24]

拜式梭菌 Clostridium beijerinckii AM21B 葡萄糖 34410 mL/ g(COD) [25]

蔗糖 37914 mL/ g(COD)

淀粉 23013 mL/ g(COD)

丁酸梭菌 Clostridium butyricum IFO3847 葡萄糖 703 [26]

Clostridium butyricum IFO13949 葡萄糖 1150 119 mol/ mol (葡萄糖)

Clostridium butyricum LMG77- 11 葡萄糖 18916 mL/ g(COD)

巴氏梭菌 Clostridium pasteurianum DSM525 葡萄糖 221166 mL/ g(COD) [26]

梭菌属 Clostridium sp . NO. 2 葡萄糖 1145 mol/ mol (葡萄糖) [27]

热纤维梭菌 Clostridium thermocellum YS 纤维素 5617 mL/ g(COD) [26]

阴沟肠杆菌 Enterobacter cloacae ⅡT- BT08 葡萄糖 138818 [16]

　　注 : ①每升培养基的产氢速率。

　　Kumar 等[16 ]从树叶榨出物中分离到一株阴沟肠

杆菌 ( Enterobacter cloacae ⅡT- BT08) ,每克干细胞的

最大产氢速率可达 29163 mmol/ h。任南琪等[28 ]分

出产氢菌 B49 ,每克干细胞的产氢速率为 25100

mmol/ h ,李永峰等[29 ]分离到一株产氢细菌 Rennanqi2
lyf 3 ,每克干细胞的产氢能力为 31180 mmol/ h。我国
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所分离到的产氢菌种是目前国际上所发现的具有最

高产氢能力的发酵细菌类群之一[29 ] 。Oh 等[30 ]发现

了柠檬酸菌属 ( Citrobacter sp . Y 19) 的一个种 ,每克

干细胞的产氢速率达到 2711 mmol/ h。

312 　产氢细菌的工程应用

为了提高产氢细菌的生物量和产氢能力 ,人们

利用一些微生物载体或包埋剂 ,对产氢细菌的细胞

固定化技术进行了一系列的研究 [8 ,12 - 13 ,17 ,19 ] 。

Yokoi 等[20 ,25 ]对产气肠杆菌 HO- 39 菌株进行了连续

流产氢研究。在非固定化条件下 , 获得了 120

mL/ (L·h)的产氢速率 ;菌体采用琼脂凝胶作固定基

质 ,最大产氢率提高到 240 mL/ (L·h) ;采用多孔玻

璃作附载体 ,产氢速率提高到 850 mL/ (L·h) ,较非

固定化细胞产氢速率提高了 7 倍。细胞固定化技术

的使用 ,使反应系统的产氢速率和运行稳定性有了

很大提高。但是 ,固定化技术的复杂性、巨大的工作

量以及高昂的制氢成本决定了该技术的应用局

限性。

利用混合菌种 ,特别是利用厌氧活性污泥制取

氢气的研究 ,是笔者所在课题组研究的重点 ,并取得

了巨大成功[3 ] ,目前完成了实验室小试和中试 ,正在

进行国家生产示范工程的建设 ,最终将实现商业化

运营。该技术不存在纯菌种系统存在的杂菌污染问

题。若利用的混合菌种为厌氧活性污泥 ,则可以通

过它的培养形成沉降性能良好的絮体 ,避免菌体在

连续流状态下的流失 ,运行操作简单 ,便于管理 ,提

高了生物制氢工业化生产的可行性。采用生物强化

技术 ,通过向废水处理系统中直接投加从自然界中

筛选的优势菌种或通过基因重组技术产生的高效菌

种 ,以改善原处理系统的能力 ,达到对某一种或某一

类有害物质的去除或某方面性能的优化目的[12 ] 。

4 　结语

生物制氢技术通过发酵或光合微生物的作用 ,

将有机物分解获得氢气。生物制氢与传统的物理化

学方法相比 ,有清洁、节能等许多突出的优点。发酵

法生物制氢工艺主要包括以下几个步骤 :以厌氧污

泥和好氧污泥为种泥 ,可进行或不进行预热处理 ,预

热处理的目的是获得芽孢梭菌属的细菌生产氢气 ,

产氢效率较低 ;控制生产运行温度为 35～38 ℃,pH

值为 410～610 ,水力停留时间为 4～6 h ,采用富含碳

水化合物的底物或有机废水 ,投加充足的磷、氮源 ,

并吹脱溶解氧 ;通过监测发酵液中乙醇和乙酸的含

量来防止乙酸 —丁酸 —氢气代谢途径的偏离 ,并防

止制氢工艺中出现产芽孢菌的干扰。可以认为 ,在

任南琪等[6 ]乙醇型发酵生物制氢理论指导下的发酵

法生物制氢技术 ,是各种生物制氢系统中最有前途

的工艺之一。
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nA + n/ 2H2 = nAH (1)

　　这里 AH是加氢产物 (环烷烃) 。芳烃化合物的

平衡浓度可近似表示为 :

yA

yA + yAH
=

1
1 + Ka ×( pH2) n (2)

式中 , yA 和 yAH分别为芳烃和环烷烃摩尔分率 , Ka

为平衡常数 , pH2为氢分压。在这一方程的推导中 ,

假设了 A 和 AH 的液相活度因子和逸度相等 ,而且

在加氢条件下 ,氢气的活度系数及其逸度对总压之

比都为 1。

从动力学和热力学方面分析可知 ,高压有利于

降低芳烃的平衡浓度 ,获得较高的芳烃转化率。同

时 ,芳烃加氢反应是一个强放热反应 , Ka 随反应温

度的升高而减小 ,芳烃的平衡浓度则随温度的升高

而增加 ,低温有利于芳烃加氢反应进行 ,能使更多的

苯、甲苯转化成为饱和的环己烷和甲基环己烷。所

以加氢脱芳烃最好选择中低压条件 ,并选择远离热

力学平衡的较低温度条件进行[5 ] 。然而从动力学的

角度分析 ,升高温度能够同时加快正反应速度和逆

反应速度 ,因而应选择适宜的反应温度[6 ] 。表 1 为

不同反应条件下芳烃加氢的动力学参数[4 ] 。
表 1 　硫化态 Ni - W/γ- Al2O3 催化剂上芳烃加氢的

动力学参数

芳香化合

物类型

拟反应速率常数/ min - 1

340 ℃ 360 ℃ 380 ℃

活化能 A/

kJ·mol - 1

ln(A/ kJ·

mol - 1)

烷基苯 0133 ±0101 0154 ±0105 0166 ±0109 57 ±13 1011 ±215

环烷基苯 0131 ±0103 0145 ±0110 0153 ±0109 44 ±9 715 ±116

二环烷基苯 0125 ±0105 0134 ±0114 0139 ±0109 39 ±10 612 ±119

芳香碳① 0130 ±0106 0144 ±0109 0150 ±0111 44 ±11 715 ±112

　　注 : ①用13C核磁共振谱测量。

苯加氢生成环己烷伴随着若干副反应 :

+ 3H2 (1)

+ nH2 裂解产物 (2)

(3)

m + nH2 2 mC + mC4 H6+2 n/ m (4)

其中反应 (2)在高温条件和第 Ⅷ族金属催化剂或具

有酸性的双功能催化剂作用下才能发生 ;反应 (3) 为

酸催化反应 ,提高温度有利于该反应进行 ;反应 (4)

则是在气相中发生 ,催化剂为第 Ⅷ族金属 ,提高温度

和降低压力有利于反应进行。从以上分析可知 ,采

用非酸性载体、选择较低反应温度、较高反应压力对

提高芳烃加氢反应选择性有利。

2 　芳烃加氢催化剂及工艺研究

目前 ,国内外使用的芳烃加氢催化剂主要分为

两类 :一类是贵金属型催化剂 ,是以第 Ⅷ族 Pt、Pd 等

贵金属为催化剂活性组分、氧化铝为载体制备而成 ,

这种催化剂加氢活性很高 ,但易被砷、酸性硫等物质

毒化 ,导致使用周期短 ,再生频率高 ;另一类是以 Ni

为代表的非贵金属催化剂 ,其金属质量分数为 10 %

左右 ,常以氧化态或硫化态形式存在 ,其活性相对较

低 ,但价格低廉 ,对砷等杂质敏感性较弱。上述两类

催化剂中 ,单位表面金属的加氢活性比为 k ( Pt) ∶

k (Ni)∶k (Pd) = 18∶7∶1 ( k 为化学反应速率常数) ,Pt

的活性是 Ni 的 216 倍。因而 ,工业上常常综合考虑

催化加氢活性及其成本和经济效益的问题以选择适

宜的催化剂。

211 　贵金属脱芳烃催化剂及工艺的研究

国内外对于加氢脱芳烃高抗硫贵金属催化剂及

其工艺进行了大量研究。其中两段加氢工艺是研究
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