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固定化细胞生物制氢研究进展
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摘要 : 　综述现有的生物制氢技术研究中 ,利用光合生物制氢和利用厌氧菌发酵制氢的研究进展.其中 ,固定

化细胞生物制氢菌类包括光合细菌、发酵细菌和混合菌培养等1 阐述固定化细胞生物制氢中包埋法和吸附法
载体及发酵制氢所用的原料 ,最后展望固定化细胞生物制氢的发展方向.
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随着经济的发展 , 人类对能源的需求量日益增加 , 而作为主要能源的石油、煤等却日渐枯竭 ,且其

产生的 CO2 等废气是导致全球气候变化的主要原因.因此 ,寻找一种可再生的绿色能源成为当务之急1
生物能以其独特的可再生优势 ,逐步成为世界能源发展的新方向.氢气是生物能中一种最清洁的能源 ,

其燃烧完只产生水 ,实现真正的“零排放”. 目前所有的氢能制备工艺中 ,生物制氢技术能最大限度保护

环境、节约不可再生能源.其中 ,固定化细胞生物制氢成为生物制氢技术研究的热点.

1　固定化细胞生物制氢菌类

1 . 1　固定光合生物制氢

现有的生物制氢技术研究中 ,主要集中在利用光合生物制氢和利用厌氧菌发酵制氢两大类.产氢的

光合生物包括光合细菌和藻类.较早发现光合产氢的是美国生物学家 Gest [1 ] 1 他发现 ,深红红螺菌

( R hodos pt ri l l um rubrum)在厌氧光照下 ,能以谷氨酸或天冬氨酸为氮源 ,以有机酸如丙酮酸、乳酸、苹

果酸为底物进行光照产氢.

Seon等[2 ]通过固定 R hodos pt ri l l um rubrum KSΟ301细胞 ,以葡萄糖为底物连续制备氢气 ,在 0. 4

h - 1时的产氢速率可达 91 mL ·(L ·h) - 1 ; Younesi等[ 3 ]固定 R hodos pt ri l l um rubrum KSΟ301细胞 ,采

用连续发酵方式 ,发酵液流速保持在 0. 65 mL ·min - 1 ,转化 CO与 H2 的混合气体 ,产氢速率可达 358

mL ·(L ·h) - 1 . Francou等[4 ]固定 R hodopseu domonas ca psul at a 细胞 ,以乳酸为底物 ,最大产氢速率

为 54 mL ·(g·h) - 11 Eroglu等[5 ]固定 R hodobacter s p haeroi des细胞 ,利用橄榄厂的废水生产氢气 ,从

原先每升废水的氢产量 16 L 提高至 31. 5 L1 Filer等[6 ]固定 R hodopseu domonas p al ust ris细胞 ,利用芳

香酸生产氢气 ,氢产量比游离细胞的高一倍.

许多光合细胞中普遍存在着产氢系统 ,除了前面提到的光合细菌还有一些藻类. Laurinavichene

等[7 ]固定莱茵衣藻 ( Chl am y domonas rei nhardti i)达到与游离细胞产氢能力相当的情况下 ,产氢的持续

时间延长至 4周. Hahn等[8 ]同样固定此种衣藻并证明固定培养更有利于氢气的累积.蓝藻是产氢藻类

中研究最多的一种 ,固定化蓝藻往往比其游离状态的产氢能力强 ,持续时间也更长[9 ] . Sergei等[10 ]固定

蓝藻 A nabaena v ari abi l is在中空纤维反应器中可持续产氢达 1 a ,产氢速率为 20 mL ·(g·h) - 1 .藻类

是利用水作为氢供体 ,在光照下直接将水分解为氢气和氧气.反应只需要有水和阳光 ,就能够释放氧气.

从环保的角度看 ,此反应非常具有发展前景.但是 ,由于复杂的反应系统需要克服较大的自由能 (237
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kJ ·mol - 1 ) ,所以该方式产氢速率并不高[11 ] .另外 ,如何将氢氧分离仍是一个尚未解决的问题.

光合细菌产氢不是利用水而是利用一些有机酸或碳水化合物作为产氢的底物 ,与藻类相比 ,反应需

要较少的自由能 (8. 5 kJ ·mol - 1 ,对于乳酸) ,并可使有机质全部降解.但是 ,该过程需要较高能量来驱

动氢化酶 ,所以转化效率也不比藻类细菌高[11 ] .因此 ,氢产率低、所需能量高及产氢代谢过程的稳定性

差等问题 ,始终是制约光合生物产氢技术发展的主要障碍.

1 . 2　固定发酵细菌制氢

在生物制氢被提出后很长一段时间内 ,生物制氢技术的研究主要集中在光合细菌上 1Benemann[12 ]

认为 ,利用厌氧发酵细菌产氢比光合细菌更具前景.厌氧菌利用碳水化合物作为能量来源 ,并将其转化

为氢气 ,过程不需要太阳能.能够进行发酵产氢的微生物有许多 ,如 Clost ri di um , Enterobacter , Esche2
richi a , Ci t robacter , B aci l l us , Desul f ovibro和 Met hanogen 等[13214 ] ,但目前的研究主要集中在前两个

属. Yokoi等[15216 ]固定 Enterobacter s p . B YΟ29细胞 ,经过培养基优化 ,其连续产氢能力优于游离产氢 ,

用多孔玻璃珠固定细胞产氢速率可达 850 mL ·(L ·h) - 11 Kumar等[17218 ]分别利用椰子壳、稻米秸杆和

甘蔗渣固定 Enterobacter cloacae细胞 ,其中 ,用椰子壳的产氢速率最高 ,达到 62 mmol·(L ·h) - 1 .

不同种类的微生物对同一有机底物的产氢能力是不同的 ,通常严格厌氧的 Clost ri di um s p .高于兼

性厌氧的 Enterobacter s p . [ 19 ] . Yokoi等[20 ]利用多孔玻璃珠固定 Clost ri di um but y ricum 细胞连续发酵 ,

产氢速率最高可达 1. 15 L ·(L ·h) - 1 . Karube等[21 ]固定 Clost ri di um but y ricum 细胞 ,利用葡萄糖生

产氢气的转化率为 45 % ,用聚丙烯酰胺固定细胞在 5 ℃下保存一个月而不影响细胞产氢能力. J i等[22 ]

固定 Clost ri di um but y ricum 细胞 ,其产氢速率可达 300 mL ·(L ·h) - 1 ,当葡萄糖质量浓度为 5 g·L - 1

时 ,氢气产量可达 223 mL ·g - 1 .此外 , Ishikawa等[23 ]固定 Escherichi a col i 细胞 ,以葡萄糖为底物 ,其产

氢速率最高可达 6. 7 L ·(L ·h) - 1 ,每摩尔葡萄糖的氢气转化量达 1. 2 mol .

1 . 3　固定混合菌制氢

在采取纯培养还是混合培养产氢问题上存在过很大的分歧 ,其根本原因是尚未明确混合培养时菌

种间的协同作用机理 ,但目前有较成功的混合菌培养制氢例子. Thomp son等[24 ]将 Enterobacter cloacae

和 Cit robacter f reundi i 细胞固定混合 ,其产氢速率达 180 mmol·(L ·h) - 1 .厌氧菌与兼性厌氧菌的混

合固定也被用于产氢 ,兼性厌氧可以移除反应环境中残留的氧气 ,为厌氧菌创造无氧条件. Yokoi等[25 ]

固定厌氧菌 Clost ri di um but y ricum 和兼性厌氧菌 Enterobacter aerogenes ,其连续发酵的产氢速率可达

到 1. 3 L ·(L ·h) - 1 ,每摩尔葡萄糖的氢气转化量可达 2. 6 mol .

目前 ,较理想的菌体混合培养是由非光合细菌和光合细菌混合 1 前者可利用各种形式的大分子有
机物来发酵产氢 ,并且不需要光照 ;发酵生成的有机酸可被后者作为电子供体利用来产氢[26 ]1 这两类细
菌的组合不但减少光合细菌的光能需求 ,也提高了氢气的产量. Madamwar 等[ 27228 ]固定 H alobacteri um

halobi um , Phormi di um v al deri anum 和 Escherichi a col i ,其产氢速率稳定在 18 mmol·(g·h) - 1 ,并可

持续 60 d1 Yasuo 等[29 ]固定 L actobaci l l us和 R hodobacter s p haeroi des 混合菌 ,每摩尔葡萄糖的氢气最

大转化量为 7. 1 mol .该方法是最理想的微生物产氢模式 ,但有关混合菌在系统中的平衡及合适的培养

条件尚需进一步的研究.

1 . 4　活性污泥发酵制氢

活性污泥发酵制氢也是混合菌制氢的一种 ,且能实现产能与排污双重目的.任南琪等[30Ο32 ]以厌氧活

性污泥为菌种来源 ,以糖厂废糖蜜废水为原料 ,采用两相厌氧反应器制得氢气1 在小试研究成果的基础
上 ,利用驯化的厌氧活性污泥进行中试规模的生物制氢 ,获得 1. 25 mmol·(g·h) - 1的持续产氢能力 ,

有望实现工业化生产[30Ο32 ] . Lin等[33 ]用硅树脂固定活性污泥在循环管流化床中连续产氢 ,最高产氢速率

达到 2. 27 L ·(L ·h) - 1 ,每摩尔蔗糖的最高产氢量为 4. 98 mol1 Wu等[34 ]利用连续搅拌反应器产氢 ,其

污泥产氢速率达 0. 97 L ·(L ·h) - 11J aime等[35 ]对下水道污泥进行热处理与酶激活处理 ,其产氢速率

达 225 mL ·(L ·h) - 11 Hu等[36 ]利用活性污泥产氢 ,得出用氯仿处理过的污泥产氢能力最强 ,其最大产

氢速率为 483 mL ·(L ·h) - 11 Xie等[37 ]利用热休克污泥产氢 ,产氢速率可达 39. 4 mL ·(g·h) - 1 .

活性污泥制氢技术最有可能首先实现工业化生产 1 但这项技术涉及活性污泥 ,其所含微生物群落

及各自功能作用、优势菌群种类和生态关系 ,以及产氢的持续性、稳定性仍值得进一步探究.
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2　固定化细胞生物制氢载体

2 . 1　包埋法固定

包埋法是细胞固定化最常用的方法1 该方法操作简单 ,对细胞活性影响较小 ,制作的固定化细胞球

的强度较高.生物制氢包埋固定细胞使用的载体通常有琼脂、海藻酸钙、聚丙烯酰胺、聚乙烯醇、醋酸纤

维素和角叉胶等.其中 ,20世纪 80年代至 90年代 ,琼脂的应用最为广泛[ 324 ,21 ] .

Francou等[4 ]利用琼脂与角叉胶混合固定细胞 ,其产氢速率可达 54 mL ·(g·h) - 11 Ishikawa等[23 ]

用琼脂固定 Escherichi a col i ,每毫升琼脂固定 8 mg干重细胞 ,产氢速率可达 6. 7 mL ·(L ·h) - 1 ,每摩

尔葡萄糖的氢气转化量为 1. 2 mol . Seon等[2 ]用海藻酸钙固定细胞 ,产氢速率可达 91 mL ·(g·h) - 1 .

Madamwar等[27 ]的研究表明 ,海藻酸钙固定细胞产氢优于琼脂固定细胞产氢. Bagai 等[ 28 ]用聚乙烯醇

固定细胞 ,产氢速率稳定在 18 mmol·(g·h) - 1 ,并可持续 60 d.

2 . 2　吸附法固定

在固定化生物制氢中 ,部分吸附载体产氢效果比包埋载体高[9 ,16 ,20 ] . Hahn等[8 ]利用硅土颗料固定

衣藻 ,认为固定浓缩培养更有利于氢气的累积. Markov等[9 ]利用聚乙烯塑料、中空纤维、玻璃珠和绵织

物固定化蓝藻 ,结果表明 ,几种载体固定化产氢能力都比游离强 ,持续产氢时间也更长. J i 等[22 ]利用聚

亚安酯泡沫塑料固定 Clost ri di um but y ricum 细胞 ,其产氢速率可达 300 mL ·(L ·h) - 1 . Yokoi

等[16 ,20 ,25 ]利用多孔玻璃珠固定 Enterobacter细胞 ,其氢气产率可达 850 mL ·(L ·h) - 1 ;固定 Clost ri di2
um but y ricum 细胞连续发酵产氢速率最高达 1. 150 L ·( g ·h) - 1 ,而固定 Clost ri di um but y ricum 和

Enterobacter aerogenes混合菌 ,其连续发酵产氢速率可达 1. 3 L ·(g·h) - 1 . Kumar等[17 ,18 ]分别利用椰

子壳 ,稻米秸杆和甘蔗渣固定 Enterobacter细胞 ,椰子壳产氢速率最高达 62 mmol·(g·h) - 1 .

3　展望

到目前为止 ,从事生物制氢的大多数研究者都是利用成本较高的纯底物如葡萄糖、蔗糖

等[15Ο22 , 25 ,34 ,36 ,38 ] ,利用成本较低的底物不多.真正要达到可持续的工艺 ,就必须满足可持续利用的底物

来进行可再生能源生产 ,糖作物如甜菜、甘蔗、甜高粱、玉米和小麦等一般作为首选 1 但是 ,随着世界粮

食供应紧张 ,以木质素和纤维素为基础的植物利用更是提上研究的日程.若能同时解决工业生产产生的

废水、废弃物 ,那就能达到产能与排污的双重获益.

综上所述 ,固定化细胞生物制氢的研究正在不断推进.细胞固定化技术的使用 ,提高了反应器内的

生物量 ,以及单位反应器的比产氢率和运行稳定性1 固定化细胞与非固定化细胞相比有着耐低 p H值、

持续产氢时间长、减轻氧气扩散、防止细胞流失等优点 ,但目前固定化细胞生物制氢基本上处在实验室

研究阶段1 从近年生物制氢研究报道中可以发现 ,大多的研究集中在活性污泥发酵制氢及其与工业废

水、废弃食物等结合利用产氢.

因此 ,要实现工业化产氢除了提高菌种的产氢能力外 ,还应该考虑以下 4点问题 1 (1) 降低底物成

本 ,尽量选“非粮”原料 ,同时能利用工业生产排放的废水、废弃物 ,实现产能与治污双赢. (2) 提高固定

化细胞载体重复利用能力 ,并稳定在一个较高的产氢水平. (3) 发酵产氢细菌多为厌氧菌 ,这对发酵过

程中厌氧条件的满足要求较高 ,对固定反应器等发酵设备的设计是一个挑战.除此之外 ,兼性厌氧菌与

严格厌氧菌的混合产氢 ,发酵细菌与光合细菌混合产氢 ,以及包埋固定化细胞产氢 ,都是对厌氧条件要

求较高等实际操作难题的一种解决思路1 (4) 产氢的同时与其他化学品联产将能大大提高效益 ,如利用

产氢菌代谢甘油产氢的同时生产 1 ,3Ο丙二醇等化工原料[38 ] .
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Progress of Biological Hydrogen Production by

Immobil ized Cell Technology

CA I JianΟwei , FAN G BaiΟshan

( Key Laboratory of Indust rial Biotechnology of Fujian Province , Huaqiao University , Quanzhou 362021 , China)

Abstract :　Advances of the studies on biological hydrogen production with photosynthetic and fermentation bacteria are

reviewed. Among them , the st rains of hydrogen production by immobilized cell include photosynthetic bacteria , fermenta2
tion bacteria and mixed bacteria. The immobilized carriers and the subst rates used in hydrogen production are summa2
rized. Finally , the prospect of future development in this field is presented.

Keywords :　immobilization ; biological hydrogen production ; photosynthetic bacteria ; anaerobic bacteria ; mixed bacteria ;

ent rapping ; adsorption
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