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氢气作为一种清洁能源，由于具有热值高、可再生等优

点，成为国内外新能源的研究热点 [1~3]. 目前，发酵法生物制

氢技术日益受到人们的关注，许多研究学者利用不同微生物

及发酵底物对制氢效果进行研究，得出了一些有价值的研究

结果 [4]. 但在微生物厌氧发酵制氢领域仍然存在很多限制因

素，例如，菌种繁殖条件苛刻、反应速率慢、产氢效率低等

问题，制约了该技术的推广和应用 [5~7]. 对厌氧发酵制氢过程

中微生物特性及影响因素等进行深入研究是十分必要的. 

高温嗜热菌Carboxydothermus hydrogenoformans属于一

氧化碳自养菌，能在厌氧环境中以一氧化碳（CO）作为生长

碳源和代谢能源，代谢产物为氢气. 在其代谢过程中，能够

以CO作为电子供体，把水中的H+还原为H2，同时氧化CO为

CO2. 利用C. hydrogenoformans催化CO生物制氢，氢气得率

（Yield）最高能达到95%以上，共代谢底物只有微量的挥发

性脂肪酸和酒精等物质[8~11]. 

我们对CO厌氧发酵制氢过程进行批次实验，研究嗜热

菌C. hydrogenoformans的生长规律及菌株在形成固态生物膜

过程中的絮凝能力. 由于发酵底物CO在液相中的溶解度很

低，气液传质能力受到一定的限制，据此，我们还研究了进料
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量与微生物量之比（F/M）以及不同操作压力条件下CO在液

相中的溶解度变化等因素对氢气比生产速率（SHPR）和CO

转化速率（R）的影响规律，找出CO厌氧发酵生物反应抑制

动力学的特性. 

  1  材料与方法

1.1  菌种培养及驯化
用于 CO厌 氧 发 酵 的嗜 热菌C. hydrogenoformans来

自德 国 微 生物 菌 种 保 藏 中心（Deutsche Sam mlu ng von 

Mikroorganismen und Zellkulturen，DSMZ）. 首先把配制好的

营养液置入密闭实验瓶中，再接入C. hydrogenoformans菌种，

放在70 ℃的恒温摇床上进行培养，转速为100 r min-1. 实验瓶

的顶部空间不断充入新鲜的CO气体，通过实验寻求得到最

优的生长条件后，嗜热菌逐渐适应以溶解于营养液中的CO为

底物，利用CO作为生长碳源和代谢底物不断繁殖分裂，达到

菌株的驯化. 

营养 液 的 组 成（g L -1）：NH4Cl（1.0）、MgCl 2·6H 2O

（0.102）、CaCl 2·2H 2O（0.015）、KH 2PO4·H 2O（0.078）、

Na2HPO4（0.074）、NaHCO3（0.36）、Na2S·9H2O（0.70）、

NiCl2·6H2O（0.01）、酵母提取液（0.05）、刃天青（0.000 5）；

微量元素和维生素培养液各10 mL. 其中营养液、微量元素以

及微生物培养液都采用去离子水配置. 

1.2  研究内容和方法
1.2.1  菌株生长规律    菌株的生长规律通过牺牲样品进行实

验测定，分别在0 h、8 h、24 h、32 h、48 h、70 h和84 h对悬浮

液中的菌株浓度及顶部空间的气体进行采样分析，并绘制发

酵反应曲线和微生物的生长曲线. 

1.2.2  食微比对SHPR的影响    由于CO在液相中的溶解度

很低，菌株在嗜热条件下通过液相对微溶的CO进行发酵，

产氢速率往往受到气相CO和液相H2O之间的传质阻力影响. 

在CO进料量与微生物量之比F/M不同的条件下分别对SPHR

进行实验测试. 设定了5组条件，分别标记为X1、X2、X3、X4和

X5，详见表1，其中，VL为密闭实验瓶中加入的液相体积；Vg为

密闭实验瓶中液面上部的气相空间体积；Xo为生物菌的初始

浓度；F为气相CO底物进料量；M为液相中的微生物量. 
1.2.3  CO溶解度对CO转化速率的影响    由亨利定律可知，CO

在液相中的溶解度随着CO气相分压PCO的增大而增大. 设定

PCO的变化范围为0~200 kPa，相应的CO在液相中的溶解度

SCO在0~1.0 mmol L-1范围内变化（表2）. 实验中，对应各组不

同实验参数分别测试CO的转化速率R. 

1.2.4  微生物的絮凝能力    微生物在载体上的滞留、增殖的快

慢和菌群絮状体形成能力的高低，是关系到微 生物能否在

反应器内被有效截流和繁殖的关键因素，也是影响生物强化

作用的一个重要因素[12]. 本研究通过扫描电镜（SEM）观察

C. hydrogenoformans菌群生长的表面形貌及细胞间的结合状

况，分析菌体在培养过程中的絮凝能力. 

1.3  分析与测试
定 时取 样 分析 气 相 组 分 和发 酵 液 成 分 的 变 化 .  气 相

组分用HP-GC6890型气相色谱 仪（Hewlett Packard，Palo 
Alto，California）进行分析，采用Supelco填充柱（Bellafonte，

Pennsylvania），毛细管柱11 m × 3.2 m，硅藻土粒径60~80目；

采用热导检测器进行分析，进样点、色谱柱、检测器的温度

分别为125 ℃、50 ℃和150 ℃；载气为氩气，流速为20 mL 
min-1. 发酵液中微生物浓度由COD检测仪测定，测得的COD

数据转化为细胞干密度，标准转化曲线根据微生物的化学组

成式（CH1.86O0.6N0.16）制定 [13]. SEM分析采用加拿大Mcgill大学

的扫描电子显微镜，型号为S-2600 N（日立公司）. 

  2  结果与分析

2.1  菌株生长以及反应曲线
图1-A为菌株生长曲线，其悬浮液底物中细胞干密度随

表1  F/M对SHPR影响的实验条件参数
Table 1  Testing conditions of F/M effect on SHPR

参数 Parameter
微生物浓度 Biomass concentration (X/mg L-1)

X1 X2 X3 X4 X5

液相体积 Liquid volume (VL/mL-1) 30.50 32.90 32.80 31.50 33.20
气相体积 Gas volume (Vg/mL-1) 28.90 28.50 27.80 29.50 28.30
微生物初始浓度 Original biomass concentration [Xo/mg-1(VSS) L-1] 4.60 7.00 10.50 16.50 23.00
进料量 Feed (F/mmol-1) 1.30 1.30 1.20 1.50 1.20
微生物量 Biomass [M/mg-1(VSS)] 0.13 0.20 0.29 0.49 0.65
食微比 Food to microorganism ratio [((F/M)/mol g-1(VSS)] 9.50 6.30 4.20 3.00 1.90

表2  SCO对CO转化速率影响的实验条件参数
Table 2  Testing conditions of SCO effect on CO conversion rate

参数 Parameter
试验次数 Times

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

CO分压 Partial pressure of CO (PCO/kPa) 14 34 52 68 84 100 120 134 151 200
CO底物浓度 Substrate concentration of CO (CCO/mmol L-1) 0.07 0.17 0.26 0.34 0.42 0.50 0.59 0.67 0.76 1.00
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反应时间的变化由COD数据换算得到. 

从图1中可以看出：菌株接种后，经历了适应期（0~24 h，

I），迟缓期（24~32 h，II），指数生长期（32~70 h，III），最后

进入稳定期和衰亡期 （70~84 h，IV）. 菌株刚被接种至新鲜

的培养基时，菌种不但没有进行细胞的繁殖增长，反而出现

微生物数量的衰减现象，根据微生物的比生长速率与底物消

耗速率的关系式 [14]以及图1中微生物生长适应期的衰减数据

计算，得出C. hydrogenoformans菌的衰减系数b为0.022 h-1.    

μ = Yk-b                                                                                (1)
式中：μ——微生物比生长速率，h-1；k——底物比消耗速率，

g(CO) g-1(VSS) h-1；b——微生物的衰减系数，h-1；Y——微生

物的生长得率，g(VSS) g-1(CO). 
微生物植入后经过适应期和迟缓期后，迅速到达指数

生长期. 在这一阶段中，由于培养基中的营养底物比较充足，

微生物活性比较高，有害代谢物很少，微生物的生长不受限

制，微生物的浓度随着培养时间呈指数增长趋势. 比生长速

率通过指数生长期微生物细胞数量的变化曲线，由公式(2)进
行计算：

                                                                      (2)

积分整理得              Xt=X0e
μt                                                       (3)

式中：Xo——初始微生物浓度，mg(VSS) L-1；Xt——t h后微生

物浓度，mg(VSS) L-1.
由图1微 生物对数 生长期内的浓度变化，计 算得出μ = 

0.017 h-1. 比较微生物适应期的衰减系数和对数生长期的比生

长速率可知，在C. hydrogenoformans菌接种的初始阶段，其衰

减速速度很快，由于内源呼吸而消耗的微生物量接近微生物

初始浓度的一半. 因此，在菌株生长的适应期，筛选出能够更

好地适应CO底物的活性菌，并经过指数生长期加速生长繁

殖，对反应器内实现连续发酵工艺的微生物培养和驯化是非

常重要的. 

牺牲样品实验中，气体组分随着时间的变化曲线见图

1-B. 从图中可以看出：在微生物接种的最初24 h内，气体组分

保持不变，没有发生底物转化，微生物未表现出生物活性，

生物催化反应处于停滞期（I）. 微生物在接种初期，由于溶

液的稀释以及微量氧气的渗入等影响，致使厌氧微生物生长

的适应期延长. CO发酵反应在24 h之后开始进行，并很快被

微生物催化转化，同时检测到H2和CO2发酵产物的产生（II和
III）. 经过70 h后，发酵反应完成，CO被完全转化为同摩尔的

H2和CO2（IV）. 由图1的发酵反应曲线计算得出，SHPR为4.0 

mol g-1（VSS） d-1，氢气得率为92.3%. 

2.2  F/M对SHPR的影响
由于70 ℃时CO在水中的溶解度很低，气液传质过程成

为氢气生产速率的限制性因素，尤其是当微生物生长达到较

高细胞密度时，气液传质速率低于微生物反应速率，微生物

得不到充足的营养底物供应，从而使微 生物的活性受到抑

制. 图2为F/M对氢气比生产速率SPHR的影响变化曲线. F/M

从0变化到6.3 mol g-1(VSS)时，SHPR随F/M的增大而增大，表

明相对于单位微生物量的CO进料量越大，供给液相中微生

物的营养底物量就越大，单位微生物量的产氢速率就越高. 

当F/M= 6.3 mol g-1(VSS)时，得到最大的SHPR= (4.6 ± 0.8) mol 

g-1(VSS) d-1. 当F/M大于6.3 mol g-1(VSS)时，F/M的增加对SHPR

不再产生影响. 表明当CO进料充足时，CO在液相中的传质速

率大于微生物的反应速率，SHPR主要取决于微生物反应速

率. 由此可知，最佳的F/M值应维持在6.3 mol g-1(VSS)以上，以

图1  菌株生长以及CO发酵反应曲线

Fig. 1   Bacterium growth and CO fermentation curve

图2  F/M对SHPR的影响

Fig. 2  Effect of F/M on SHPR
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防止CO底物进料量不足而引起对SHPR的限制. 

2.3  CO浓度对转化速率的影响
增强气液传质速率的途径有两条，其一是增大摇床的搅

动速度，通过增大气液接触面积从而提高气液传质效率 [15]；

其二是增大CO的气相分压，通过增大CO在液相中的溶解度

而提高气液传质效率 . 但在生物反应中，需要考虑的一个重

要因素是底物浓度对反应速率的抑制作用[16~17]. 

本文实验中，控制CO气相分压 PCO从0~200 kPa范围内

改变时，相应的CO在液相中的浓度CCO在0~1.0 mmol L-1范围

内变化，分别测试不同CCO下CO的转化速率R，绘制出的CO

生物转化反应动力学曲线，见图3. 由图3可以看出，当CCO在

0~0.5 mmol L-1范围内变化时，R随SCO的增加而增加；当CCO 

= 0.5 mmol L-1时达到峰值(4.6 ±0.5) mol g-1(VSS) d-1. 当CCO大

于0.5 mmol L-1后，R随着CCO的增加而减小，当CCO增大到1.0 

mmol L-1，R下降至(1.5 ± 0.3) mol g-1(VSS) d-1. 这表明当PCO大于

100 kPa时，即CCO大于0.5 mmol L-1时，CO在液相中的浓度对

微生物的活性产生了抑制，进而降低了CO的转化速率. 

2.4  微生物在载体上生长的扫描电镜图片
厌氧发酵菌C. hydrogenogens在反应器内的有效富集

和增殖是 强化生物反应过程的关键因素. 为了观察菌株生

物膜的自然团聚和在载体上的附着效 果，取一定量的絮状

微 生物进行微 观 结 构表征，用电子显微镜 进行观 察，发现

C. hydrogenogens菌在培养过程中可形成致密的絮状体结

构，有 利于菌体 在 反 应器中的 滞留和 快 速密 集 .  图 4为C. 

hydrogenoformans菌在接种至膜反应器4个月后的SEM分析，

其中膜材料为聚偏二氟乙烯，微生物在膜材料的外壁生长 . 

由图4结果可知，载体表面附着的菌株形态明显，不但形成了

均匀的生物膜，而且生物膜呈现高度组织化的多细胞群体结

构. C. hydrogenogens菌分泌很多大分子胞外多聚物，并吸附

了营养物质、代谢产物以及裂解产物，从而使菌群细胞之间

紧密联结且具 有较 好的絮凝性，形成结构均匀的菌群絮状

体，牢固地附着在载体的表面. C.hydrogenogens菌的这一特

性不但增加了微生物在反应器内的密度，而且可以避免菌体

的流失，从而实现菌体在反应器内有效滞留和增殖，强化了

反应器内厌氧发酵制氢过程的稳定性. 

  3  结 论

本文研究CO厌氧发酵制氢过程中C. hydrogenformance

菌的生长规律，得出了菌株的衰减系数和最大比生长速率分

别为0.022 h-1和0.017 h-1. 实验证明，在菌株生长的适应期，能

够迅速筛选出适应CO底物的活性菌，并经过指数生长期加

速其繁殖聚集. C. hydrogenformance菌在发酵制氢反应过程

中，絮凝效果好. 

本文分析了CO厌氧发酵过程中CO进料量与微生物量之

比F/M对氢气比生产速率和CO转化速率的影响，得出最佳的

过程参数F/M为6.3 mol g-1(VSS). 通过实验发现，液相中CO对

厌氧发酵制氢反应的抑制浓度为0.5 mmol L-1，相应的操作

压力为100 kPa. 
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