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Abstract: Hydrogen is a clean, effective and renewable energy, and is a satisfactory alternative for fossil fu-
els in the future. Bio-hydrogen by dark fermentation from organic wastes is attractive due to energy recovery 
and environmental cleanup at the same time, making hydrogen a real green energy. This paper focused on the 
effects of ecological factors such as temperature, pH, substrat, metal ions and end products on bio-hydrogen 
generation, and discussed the condition of dark fermentation processes of hydrogen production. 
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摘  要: 氢气是清洁、高效、可再生能源，是化石燃料的理想替代品之一。暗发酵生物制氢利用有机

废物生产氢气，具有回收能源和净化环境的双重功效，使氢能成为真正的清洁能源。本文针对温度、

pH、底物种类、金属离子及末端产物等生态因子对微生物产氢发酵的影响进行了深入论述，探讨了暗

发酵生物制氢技术的制氢条件。 
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1 引言 

随着世界技术经济的发展、人口的激增、人类生

活水平的提高和物质欲望的无限上升，世界气候面临

越来越严重的问题，二氧化碳排放量逐年增大，全球

灾难性气候变化屡屡出现，已经严重危害到人类的生

存环境和健康安全。人类亟待寻找和开发清洁、高效、

可持续利用的新能源和可再生能源。氢气燃烧时与空

气中的氧结合生成水，不会造成污染，而且放出的热

量是燃烧汽油放出热量的 2.8 倍，因而被视为 21 世纪

最具发展潜力的清洁能源[1]。发酵法生物制氢技术利

用有机废水制取氢气，具有净化环境和回收清洁能源

的双重功效，成为国内外研究的热点。本文将对暗发

酵生物制氢的各影响因子进行重点论述。 

2 暗发酵生物制氢的影响因子 

2.1 温度 

温度是影响产氢微生物的活性及其产氢发酵代谢

过程的重要因素之一。温度对微生物的生长和繁殖等

生理代谢过程有重要影响。由于微生物的生长和繁殖

是通过一系列的生物化学反应来完成的，根据生物化

学中酶促反应特性，这些反应需要在一定的温度范围

内才能正常进行，并且在这一范围内，温度越高反应

的速率越快。有研究表明，在适宜的温度范围内，提

高温度能够提高产氢菌的产氢能力，但温度升高超过

此范围，反而会降低产氢菌的产氢能力。Jung 等[2]对

Citrobacter sp. Y19 的研究表明，其最适的细胞生长和

产氢温度为 30~40℃。Kumar 等[3]证明 Enterobacter 

cloacae IIT-BT 08 在 36℃时具有最大产氢速率。从节基金项目：国家自然科学基金项目（30870037）：哈尔滨产乙醇
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能的角度考虑，有研究者进行了常温发酵产氢的研究，

如 Lin 等[4]采用厌氧恒化器，在温度 15~34℃范围内进

行了活性污泥的产氢研究，与 35±1℃条件下的产氢过

程相比，常温条件下（15~25℃）反应器的氢气产量和

氢气百分含量均远低于后者，因此常温发酵制氢并不

具备优势。有少数研究[5]将产氢温度控制在高温范围

（55℃），获得了较好的产氢效能。 

2.2 pH 

pH 值是影响微生物生长和繁殖的另一个重要因

素。由于微生物生长过程中生物体内发生的生物化学

反应是酶促反应，而酶促反应都有一个最合适的 pH

值范围。溶液 pH 值的改变直接影响着酶的活性中心

的存在形式，改变底物分子和酶分子的带电状态，从

而影响酶与底物的结合，过高或过低的 pH 值都将影

响酶的稳定性，进而使酶遭到不可逆的破坏导致细菌

失活。此外，pH 值还同时影响细胞质膜的渗透性、膜

结构的稳定性和营养物质的溶解性或电离性，影响营

养的代谢和吸收，从而影响微生物的生长速度。因此

对发酵细菌最佳产氢 pH 值的研究也很多。Tanisho 等 

[6]通过对 Enterobacter aerogenes E.82005 的研究表明

其最佳产氢 pH 值为 6.0；Fabiano 等 [7]在研究中发现，

产气肠杆菌 NCIMB10102 的最适 pH 值也为 6.0；

Heyndrickx 等 [8]的研究认为，Clostridium butyricum 

IFO3847 最适 pH 值为 5.5~6.6。Monot 等 [9]研究了细

胞内 pH 值对发酵产物的影响，结果表明，高 pH 值条

件下的发酵产物以酸类物质为主，而低 pH 值条件下

的发酵产物往往是丙酮和丁醇等物质。严格厌氧的丁

酸梭菌产氢最佳 pH 值范围在 6.0~6.5 左右；而产气肠

杆菌的产氢最佳 pH 范围在 5.5~6.0 之间[10]，产乙醇杆

菌的产氢最佳 pH 范围是 4.0~4.5 之间。 

对利用混合细菌发酵产氢的最佳 pH 范围的报道

差别较大。大部分研究表明[11~12]，厌氧发酵细菌生长

的最佳 pH 值范围在 5.0~6.0 之间，最佳产氢 pH 范围

在 5.5 左右。任南琪等[13]报道的乙醇型发酵最佳产氢

pH 范围在 4.2~4.5 之间。Lin 等[14]报道的丁酸型发酵

的最佳产氢 pH 在 6.7 左右。任南琪等[15~16]经过系统地

研究提出，pH 和氧化还原电位对产氢发酵微生物的发

酵产物组成有重要影响，是影响产酸发酵类型的限制

性生态因子。 

2.3 底物种类及浓度 

产氢发酵细菌利用不同种类的底物获得的产氢能

力差别很大。每种微生物对底物的利用都是有选择性

的，并且对某些种类的底物具有优先选择性。底物的

种类和浓度影响了产氢发酵细菌的产氢能力。在一定

范围内，增加底物浓度能够使产氢量增加，但如果底

物浓度超出一定范围，底物浓度的增加反而会使产氢

量下降。由于菌种和运行条件的不同，同一种底物的

最适浓度也不尽相同[17]。厌氧发酵产氢细菌能够利用

的最适底物为碳水化合物，蛋白质和脂肪由于其结构

复杂难以在短时间内被细菌利用，因而不适合作为发

酵产氢的底物。在碳水化合物中，葡萄糖和蔗糖是最

好的产氢底物，糖蜜、果糖、乳糖、木糖、阿拉伯糖、

纤维糖和淀粉也能被很好的利用。Kumar 等[3]以阴沟

肠杆菌 IIT-BT08 为模式菌株，对其利用纤维二糖、

纤维素、阿拉伯糖、果糖、D-葡萄糖、蔗糖、麦芽糖

和木糖等产氢情况进行了研究，发现蔗糖的最大产氢

速率和比产氢速率均为最高。Yokoi 等[18]研究了不同

底物对产气肠杆菌 HO-39 产氢的影响，葡萄糖、半乳

糖、果糖、甘露糖醇、甘露糖、蔗糖、麦芽糖、乳糖、

淀粉、纤维素和糊精等基质均可被利用，但以葡萄糖

和麦芽糖为底物时产氢能力最强，利用麦芽糖时的比

产氢速率最大，得到的比产氢率为 2.16mol/mol-麦芽

糖。Taguchi 等[19]对巴氏梭菌 AM21B 利用多种基质

的产氢能力进行了研究，在阿拉伯糖、纤维二糖、果

糖、半乳糖、葡萄糖、淀粉、蔗糖、木糖等基质中，

以蔗糖为底物时的产氢能力最高，为 379.4mLH2/g 

COD，而利用淀粉时的产氢能力最低。Ethanoligenens 

harbinese B49[20]能够利用葡萄糖、纤维二糖、半乳糖、

乳糖、果糖、麦芽糖、甘露醇、甘露糖、蔗糖、菊糖、

棉籽糖、海藻糖和蜜二糖进行发酵产氢，而葡萄糖是

其生长和产氢的最适底物，比产氢率达到 1.69mol 

H2/mol 葡萄糖，E. harbinese B49 还可以利用小麦、

大豆、玉米、土豆及糖蜜废水和啤酒废水产氢，其中

糖蜜废水的氢转化能力为 137.9mL H2/g COD。 

目前的研究主要集中在对碳水化合物的利用上，

其中葡萄糖是大多数发酵细菌最易利用的底物。近年

来，有研究开始以有机废弃物[21]如豆腐渣、生活垃圾

等为底物进行发酵产氢，以及以结晶纤维和麦秆作为

发酵产氢底物[22]。但这些底物在应用前往往需要进行

预处理，才能取得较好的产氢效果[23~24]。 

2.4 金属离子 

金属离子能够对氢酶的结构和功能产生影响，从

而影响产氢发酵细菌的产氢能力。适宜的金属离子浓

度能够大大提高产氢菌的产氢能力和氢酶活性。Fe2+

存在于氢酶之中[25]，因而成为研究者关注的焦点。 
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王勇 [26]的研究表明，Fe 参与了产氢—产酸代谢

中相关酶系的作用过程，可直接影响细菌的生物氧化

及脱氢过程，并可诱导系统的发酵过程向平衡程度较

高的乙醇型发酵类型转变，并且单质 Fe 对产氢的促进

作用要优于 Fe2+。林明 [27]对多种金属离子的研究表

明，适宜浓度的 Fe2+、Ni2+、Mg2+对产氢菌株 B49 的

生长和产氢发酵有促进作用，在 0.001g/L 浓度下，促

进顺序为 Fe2+﹥Ni2+﹥Mg2+。王相晶[28]的研究表明不

同浓度的 Fe2+、Mg2+对产氢细菌 B49 生长代谢和产氢

能力都有较大影响，铁离子能够影响 NADH-Fd 还原

酶的活性，从而影响末端发酵产物和产氢量。丁杰[29]

研究了金属离子的生物有效性，对 Na+、Fe2+、Mg2+、

Zn2+、Ni2+、Mn2+等金属离子对生物产氢的影响进行了

系统地研究，优化了产氢产乙醇发酵细菌的培养基配

方，并确定了混合菌群产氢发酵的最佳铁离子浓度阈

值。Li 等[30]研究了重金属对产氢发酵的影响，发现毒

性作用为 Cu > Ni–Zn > Cr > Cd > Pb。Lin 等[31]研究了

三种重金属对产氢发酵的影响，认为其毒性为 Zn > Cu 

> Cr。 

2.5 末端产物 

2.5.1 气相产物的影响 

发酵法生物制氢系统的气相产物为 H2和 CO2，由

于发酵产氢是在厌氧条件下进行的，所以不同气体对

产氢有着不同的影响。Tanisho 等[32]采用氩气对发酵气

相进行吹脱，分析了 CO2对产氢机制的影响，结果检

测到了还原性辅酶ⅠNADH 数量的增加，表明 CO2对

产氢的抑制大于 H2对产氢的抑制；利用氢气和氩气吹

脱，去除系统中的 CO2 后，Enterobacter  aerogenes 

strain E.82005 的产氢能力提高到 1.58 mol H2/mol 

glucose。Mizuno 等[33]利用 N2 吹脱排出气相产物 H2

和 CO2，使 CSTR 中混合菌种的产氢速率从 2.08ml 

H2/min/L 提高到了 3.31ml H2/min/L，产氢能力从

0.85mol H2/mol glucose 增加到 1.43mol H2/mol glu-

cose，提高了 68%。目前的研究成果认为，产酸发酵

反应器中 H2积累，氢分压过高是抑制产氢的最主要因

素之一。 

2.5.2 液相产物的影响 

产氢发酵微生物自身代谢产物和其他微生物的代

谢产物均能对微生物的代谢产生重要影响。Niel 等[34]

分 别 针 对 底 物 和 产 物 对 高 温 产 氢 菌

Caldicellulosiruptor saccharolyticus 产氢能力的影响进

行了研究，发现当排除系统中氢气的抑制作用时，最

大的抑制因素是乙酸，当乙酸浓度达到 365 mmol/L

时，产氢菌停止生长同时停止产氢。Kyazze 等[35]利用

CSTR 厌氧消化污泥产氢的研究中发现，外加 2g/L 丁

酸，对产氢没有影响，而当外加 4g/L 丁酸时，产氢停

止并开始产丙酸。Zheng 等[36]针对丁酸对产氢发酵菌

群的影响进行了间歇实验，当外加丁酸为 4.18g/L 时，

仅产生轻微的抑制作用，当外加丁酸达到 8.36g/L 时，

产生了明显的抑制作用，当外加丁酸达到 25.08g/L 时，

产氢过程被完全抑制。林明[27]对产氢发酵高效菌种

B49的产物抑制进行了研究，通过外加代谢产物对B49

累积产气量的变化进行了比较，发现当外加 VFAs 浓

度在 41.5~100 mmol/L 时，VFAs 为丙酸、丁酸、乳酸

时，B49 几乎停止了产氢；而当 VFA 为乙酸时，B49

尚具有微弱的产氢能力；但当 VFA 为乙醇时，B49 的

产氢能力仅下降了一半。因此认为，乙醇对 B49 的产

氢能力抑制作用相对最弱，乙酸次之，而丙酸、丁酸、

乳酸有较强的抑制作用。宋佳秀[37]通过添加外源产物

——乙醇、乙酸和丁酸，对乙醇型发酵菌群和丁酸型

发酵菌群的液相末端产物对其产氢能力的抑制进行了

静态实验研究，结果表明，对于乙醇型产氢发酵菌群，

乙醇对发酵产氢的抑制作用不明显，而乙酸对菌群的

发 酵 产 氢 有 较 强 的 抑 制 ， 外 加 乙 酸 浓 度 为

15~20mmol/L 时即对产氢过程产生抑制，外加 20~25 

mmol/L 时代谢进程受到抑制，产物总量大幅减少。对

于丁酸型产氢发酵菌群，丁酸和乙酸对菌群的发酵产

氢均有明显抑制，当外加丁酸和乙酸浓度分别为

10~15mmol/L 和 15~20mmol/L 时，对产氢过程产生明

显抑制，当外加丁酸和乙酸浓度分别达到 20mmol/L

和 25mmol/L 时，产氢受到严重抑制。 
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