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产气肠杆菌厌氧发酵产氢工艺实验
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摘要：以产气肠杆菌（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒａｅｒｏｇｅｎｅｓ）为纯菌种，葡萄糖（Ｇ）为发酵底物，分别选取 ２５、３０、３５、３８℃的发酵温

度，初始 ｐＨ值为 ３５、４５、５５、６５的酸碱度，葡萄糖与蛋白酶消化物的质量比为 ２、３、６的碳氮比的实验条件进行

厌氧发酵产氢工艺及其代谢调控途径的实验。实验结果表明，产气肠杆菌具有一定的耐酸性，耐酸范围为 ｐＨ值

４５～７０；不同工艺条件下产气肠杆菌发酵产氢的周期在 ６８～１５６ｈ之间。产气肠杆菌发酵产氢周期最短为 ６８ｈ

的最优化发酵工艺条件为温度 ３５℃、ｐＨ值 ６５、碳氮质量比 ３，其氢气产率达 ２６１５ｍＬ／ｇ，氢气转化率为

２１ｍｏｌ／ｍｏｌ。
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　　引言

氢气，因其可再生性、燃烧清洁且能量密度高

（是烃燃料 ２７５倍以上）［１］，被认为是一种可行的
替代燃料

［２］
。然而，氢气作为燃料也面临着制氢成

本高的难题；造成生物制氢成本高的原因主要是原

料转化率低，使实现规模化制氢还有一段距离
［３］
。

近年来，生物制氢研究主要集中在厌氧发酵制

氢和光合发酵制氢方向
［４－６］

。Ｆａｖａｒｏ等研究了城市
垃圾中不同有机废物的产氢特性

［７］
，任南琪等对厌

氧发酵制氢进行了研究
［８］
，张全国等则对光合细菌

发酵制氢开展了大量的研究
［９－１１］

，这些多是基于活

性污泥富集菌群的研究，纯菌种因自身可利用底物

单一等原因被学者忽略，有关研究相对较少，Ｈｕ等
研究了巴氏梭菌等 ４种厌氧菌纯培养产氢的特
性

［１２］
。产气肠杆菌作为产氢主要菌属之一，适应温

度范围广（１５～４０℃），能够利用葡萄糖、半乳糖、果
糖、甘露醇、蔗糖、麦芽糖、淀粉、纤维素等进行厌氧

发酵制氢，主要产生乙醇，３羟基丁醇和有机酸［１３］
。

张晓蓉等仅对产气肠杆菌与光合细菌协同产氢特性

进行了初步研究
［１４］
。有关其工艺方面的研究相对

较少，本文主要研究影响产气肠杆菌厌氧发酵产氢

的工艺因素及其最优条件。

１　实验

１１　实验菌种及材料
实验 所 用 菌 种 为 产 气 肠 杆 菌 （Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ

ａｅｒｏｇｅｎｅｓＡＳ１４８９），棒状，菌体长 １２～３０μｍ、宽
０６～１０μｍ，为革兰氏阴性的兼性厌氧杆菌，不产
孢子且具有小的荚膜，有周鞭毛，可以活动，菌种源

自南京便诊生物科技有限公司。实验用葡萄糖为分

析纯，购自天津瑞金特化学品有限公司。

１２　实验装置
实验装置如图 １所示，由发酵瓶、集气瓶、贮水

瓶即体积计量瓶及恒温培养箱等组成，其最大发酵

容积为２００ｍＬ。发酵瓶、集气瓶和体积计量瓶之间
通过直径为６ｍｍ的乳胶管连接。待接入适量的处
于对数生长期的产气肠杆菌后，用橡胶塞密封，并在

瓶口处涂上适量的石蜡，为使产氢反应能在稳定的

环境中进行，将反应瓶置于恒温箱中，以保证恒温箱

内的温度和反应瓶内的温度有最小的温差。导气管

插入反应瓶上部的余留空间，并在导气管上安装一

阀门，产生的气体采用排水法收集。

１３　实验方法
实验以在３５℃下培养 ２４ｈ后处于对数期的产

气肠杆菌为接种物，接种量为 ２０％；量取 １０ｇ／Ｌ的
葡萄糖１５０ｍＬ为发酵底物，使用一定浓度的甲酸和
ＫＯＨ进行酸碱度调控，使用混合有机氮作为补充氮
源，进行碳氮比的调配，其中胰蛋白酶消化物（Ｎ质
量分数大于等于 １２５％）与大豆蛋白消化物（Ｎ质
量分数大于等于 ９％）的质量比为 ３∶１。采用如图 １
所示的装置，分别进行产气肠杆菌厌氧发酵产氢实

验，并在固定时段测定产气量和动态 ｐＨ值，以及气



图 １　产氢实验装置图

Ｆｉｇ．１　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｐｐａｒａｔｕｓｆｏｒｈｙｄｒｏｇｅｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
１．导气管　２．阀门　３．贮水瓶　４．集气瓶　５．反应瓶　６．恒温

培养箱

　

体中氢气和二氧化碳的体积分数。

实验中生成气体成分及其氢气含量采用美国安

捷伦公司生产的 Ａｌｉｇｅｎｔ６８２０ＧＣ １４Ｂ型气相色谱
仪，检测器为热导池，５Ａ分子筛填充柱，高纯氮气为
载气，柱温８０℃，检测器温度１５０℃，进样量５００μＬ；
产气肠杆菌发酵液的酸碱度采用上海立达仪器厂生

产的快速 ｐＨ值测定仪（测量精度为００１）。

２　结果和讨论

２１　碳氮比对产气肠杆菌产氢效果的影响
根据前期培养实验选定本组单因素实验的培养

温度为３５℃，设定 ３组对比实验发酵液的碳源（葡
萄糖）和氮源（混合蛋白酶消化物）的质量比分别为

２、３、６；根据产气肠杆菌最适于生长在 ｐＨ值为 ７的
环境下，实验采用配比后自然状态下的酸碱度（ｐＨ
值为６５左右）进行厌氧发酵产氢的第 １组发酵实
验，实验结果如图２和图３所示。

图 ２　不同碳氮质量比的平均产气速率

Ｆｉｇ．２　Ａｖｅｒａｇｅｇａｓｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｒａｔｅｗｉｔｈ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔＣ∶Ｎｖａｌｕｅ
　

图３　不同的碳氮质量比的产气量

Ｆｉｇ．３　ＴｏｔａｌｇａｓｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔＣ∶Ｎｖａｌｕｅ
　
由图３可以看出，碳氮质量比值为３的实验组其

总产气量和总产氢量均为最高，当碳氮比偏低时，总

产气量相对也较高，但总产氢量即氢气所占的百分

比较小，这是因为此时有机氮源偏高，产气肠杆菌生

长代谢活动旺盛，而生产氢气的代谢活动相对减弱。

由图２也可看出，碳源一定（葡萄糖均为 １５ｇ）、氮
源比例偏高时微生物生长迅速，发酵周期短，前期平

均产气速率能够很快达到较高水平，但同时又会很

快下降，直至不再产气；氮源比例偏低则不能满足产

气肠杆菌生长需要，前期微生物生长缓慢，致使产气

率提高缓慢，产气周期拉长，高峰期不明显，整体产

气速率和总产气量均较低。

为了进一步验证氮源对产气肠杆菌生长和产气

的影响，本文做了进一步的验证实验：３５℃，ｐＨ值为
６５，先以碳氮质量比为 ７５的实验条件进行产氢，
记录至不再产气２４ｈ后再加入０５ｇ的胰蛋白酶消
化物，即碳氮质量比为 ３的条件下继续进行发酵产
氢，记为验证组。实验结果如图４和图５所示。

图 ４　验证组累计产气量的变化

Ｆｉｇ．４　Ｇａｓｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ
　

图 ５　验证组与碳氮因素最优组总产气量对比

Ｆｉｇ．５　Ｔｏｔａｌｇａｓｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｂｅｔｗｅｅｎｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｇｒｏｕｐａｎｄｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ
　
由图 ４可见，氮源过低（前段，碳氮质量比为

７５）时，反应进行缓慢，产气量低，且很快中止；进
一步补充氮源（后段，碳氮质量比为３）后，反应可以
继续进行，但会增加 ２５ｈ左右的缓冲期，其发酵周
期由正常情况下的１４０ｈ延长至２５３ｈ。由图５也可
以看出，分段加入氮源与本因素中的最优组相比总

产气量和产氢量均有所减少，但差别很小。

因此，有机氮源对产气肠杆菌的生长和代谢产

氢有着至关重要的影响，且碳氮源的调节可以在反

应中间阶段根据实际情况进行调节，但会略微影响

总产气量。且当葡萄糖与混合蛋白酶消化物的质量

比为１５ｇ∶０５ｇ，既碳氮质量比为 ３时最有利于产
氢，产气量达到 ５７４ｍＬ，氢气的平均体积分数达到
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４６５％。
２２　不同反应温度对产气肠杆菌产氢效果的影响

本组单因素实验各组选定 ｐＨ值为６５，碳氮质
量比为 ３，温度选择 ２５、３０、３５、３８℃ ４个水平，这是
根据产气肠杆菌适应温度 １５～４０℃的大范围，经前
期培养实验知其最适生长温度范围为 ３０～３５℃，当
温度低于２５℃时，产气产杆菌虽仍能生长，但偏低
的温度会抑制其活性；４０℃是其温度上限，且此菌种
是人体肠道菌，故选定高出人体温度 １℃的 ３８℃水
平来研究其在偏高温度下的产气规律，结果如图 ６、
图７所示。

图 ６　不同温度环境下平均产气速率

Ｆｉｇ．６　Ａｖｅｒａｇｅｇａｓｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｒａｔｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ
　

图 ７　不同温度环境下的产气量

Ｆｉｇ．７　Ｇａｓｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ
　
由图６可以看出，３５℃时，产气肠杆菌在整个产

气过程中的平均产气速率均为最高。由图７结果可
以看到，３５℃时的累计总产气量和总产氢量也是最
高；３０℃的变化趋势跟３５℃时的大致相同但累计产
气量、产氢量以及平均产气速率均低于 ３５℃；３８℃
和 ２５℃时产气速率和累计产气量均较低。由图 ６
可以看到，３８℃组前期的平均产气速率相对较接近
于３５℃组，之后便迅速下降，周期相对较短，这是因
为温度越高，微生物的代谢活动越旺盛；但当温度过

高时，微生物种群则会加快衰亡，不利于产氢代谢的

继续；而２５℃组前期的平均产气速率则非常低，之
后开始提高，这是因为温度影响微生物的生长代谢，

前期微生物菌体浓度低，产氢效率低，而且温度偏

低，产气肠杆菌的生长、代谢活动受到抑制，发酵过

程的缓冲期长，同时周期也会相应延长。

２３　不同初始 ｐＨ值对产气肠杆菌产氢效果的影响
本组单因素实验选取碳氮质量比为 ３，培养温

度为３５℃；为了找到产气肠杆菌发酵产氢的最适初
始 ｐＨ值范围，同时确定产气肠杆菌的耐酸范围，选

取 ｐＨ值为６５、５５、４５、３５４个水平进行第 ３组
的发酵产氢，实验结果如图８～１０所示。

图 ８　不同初始 ｐＨ值时的平均产气速率

Ｆｉｇ．８　Ａｖｅｒａｇｅｇａｓｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｒａｔｅｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｉｔｉａｌｐＨｖａｌｕｅ
　

图 ９　不同初始 ｐＨ值下动态 ｐＨ值的变化

Ｆｉｇ．９　ＣｈａｎｇｅｏｆｄｙｎａｍｉｃｐＨｖａｌｕｅｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
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图 １０　不同初始 ｐＨ值下累计总产气量对化

Ｆｉｇ．１０　Ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｔｏｔａｌｇａｓｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｉｔｉａｌｐＨｖａｌｕｅ
　
由图９可知，不同初始 ｐＨ值下各组的动态 ｐＨ

值均为下降趋势，初始 ｐＨ值越高，动态 ｐＨ值下降
速度越快，但是就整体来说，其 ｐＨ值的变化并不是
太大，整个周期中的 ｐＨ值降均在 １左右，这说明产
气肠杆菌发酵产氢过程是一个不断产酸的过程，但

该产物酸并不会明显影响到发酵液的 ｐＨ值。在发
酵后期，随着有机酸的积累产气速率逐渐下降，当

ｐＨ值为３５时，发酵产氢反应几乎不再进行。由图９
和１０可以看出，虽然产气肠杆菌最适于中性环境生
长，但在 ｐＨ值为 ５５～６５的偏酸性环境中，仍能
较好地生长代谢，且有较为理想的产气量和产氢量，

这说明产气肠杆菌的耐酸范围较宽，适应性相对较

强。

２４　产气肠杆菌产氢工艺优化
依据产气肠杆菌厌氧发酵产氢工艺的单因素实

验结果，选取温度３５℃、ｐＨ值６５、碳氮质量比 ３的
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工艺参数进行产气肠杆菌厌氧发酵产氢工艺优化实

验研究，结果如图１１～１３所示。

图 １１　优化组产气速率、产氢速率和动态 ｐＨ值的变化
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图 １２　不同组别 Ｈ２体积分数对比

Ｆｉｇ．１２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＨ２
ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

　
从各组产气速率随时间的变化曲线可以发现，

不同的工艺条件，产气肠杆菌发酵产氢的周期差别

很大，在６８～１５６ｈ之间变动，缓冲时间也有差别，
在１０～２０ｈ之间变动。而由图 １１可以看到，优化
后实验组周期缩短至６８ｈ。

　　

图 １３　不同组别总产气量对比

Ｆｉｇ．１３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｏｔａｌｇａｓｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
　
　　由图１１可知，优化后，产气肠杆菌产氢过程中
的动态ｐＨ值为由初始的６５逐渐下降至４５以下，
平均产气速率和平均产氢速率的变化规律保持一

致，其原因可从图１２得到解释。由图１２可知，在各
组实验中，除了起始阶段之外，其余过程 Ｈ２体积分
数都保持稳定一致的 ５０％左右，剩余气体为 ＣＯ２。
这说明纯菌种产气肠杆菌利用葡萄糖产氢气的生理

生化过程稳定单一。而起始段 Ｈ２体积分数低于
５０％的原因则是发酵前预留空气量中氮气的存在对
其的影响。结合图１３可知，各工艺优化后的实验组
在总产气量和总产氢量上具有明显优势，最高产气

量达到 ７７０ｍＬ，产氢量为 ３９２ｍＬ，氢气的平均体积
分数达到 ５０９％，产氢能力为 ２６１５ｍＬ／ｇ，氢气转
化率达到 ２１ｍｏｌ／ｍｏｌ，这与同类研究相比也很有优
势，对比结果如表１所示。

表 １　纯培养条件不同菌种以葡萄糖为底物时的产氢情况

Ｔａｂ．１　Ｈｙｄｒｏｇｅｎｙｉｅｌｄｕｓｉｎｇｇｌｕｃｏｓｅａｓｓｕｂｓｔｒａｔｅｂｙｐｕｒｅｃｕｌｔｕｒｅｓ

微生物菌属 培养模式 产氢量／（ｍｏｌ·ｍｏｌ－１） 文献

阴沟肠杆菌（ＥｃｌｏａｃａｅＩＩＴ ＢＴ０８） 批式 ２２ ［１５］
产气肠杆菌（ＥａｅｒｏｇｅｎｅｓＨＵ １０１ｗｔ） 批式 ０６ ［１３］
拜氏梭状芽孢杆菌（ＣｂｅｉｊｅｒｉｎｃｋｉｉＲＺＦ １１０８） 批式 ２０ ［１６］
拜氏梭状芽孢杆菌（ＣｂｅｉｊｅｒｉｎｃｋｉｉＤＳＭ７９１） 批式 ０６～１６ ［１２］
丁酸梭状芽孢杆菌（ＣｂｕｔｙｒｉｃｕｍＣＷＢＩ１００９） 批式 １７ ［１７］
丁酸梭状芽孢杆菌（ＣｂｕｔｙｒｉｃｕｍＳＣ Ｅ１） 连续 １４～２３ ［１８］
巴氏梭状芽孢杆菌（ＣｐａｓｔｅｕｒｉａｎｕｍＤＳＭ５２５） 批式 １５ ［１９］
巴氏梭状芽孢杆菌（ＣｐａｓｔｅｕｒｉａｎｕｍＤＳＭ５２５） 批式 １８～３０ ［１２］
柠檬酸杆菌（ＣｉｔｒｏｂａｃｔｅｒｓｐＹ１９） 批式 ２４９ ［２０］
产气肠杆菌（ＥａｅｒｏｇｅｎｅｓＡＳ１４８９） 批式 ２１ 本文结果

３　结论

（１）产气肠杆菌发酵产氢耐酸范围为ｐＨ值４５～
７０，其中最适产氢温度为 ３５℃、最适 ｐＨ值范围为
５５～７０、最佳碳氮比值为 ３时最有利于产气肠杆
菌产氢，氢气产率最高为 ２６１５ｍＬ／ｇ，氢气转化率
达到２１ｍｏｌ／ｍｏｌ。

（２）有机氮源对产气肠杆菌的生长和代谢产氢
至关重要，碳氮源的调节可以在反应中间阶段根据

实际情况进行调节，但会使总产气量有所降低。

（３）在各组实验过程中，纯菌种产气肠杆菌所
产生的气体中 Ｈ２的体积分数都保持稳定一致的
５０％左右，产生的气体中 Ｈ２∶ＣＯ２基本为 １∶１的关
系。这说明纯菌种产气肠杆菌利用葡萄糖产氢气的

生理生化过程稳定单一；反应过程是有机酸的积累

过程，体现在反应液的 ｐＨ值均呈下降趋势。
（４）产气肠杆菌在 ｐＨ值为 ５５～６５的偏酸性

环境中，仍能较好地生长代谢，且有较为理想的产气

量和产氢量，这说明产气肠杆菌的耐酸范围相对较

宽，适应性较强。
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