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摘要  提出了一种新型的鼓泡式光生物制氢反应器, 并将 Rhodopseudomonas palustris CQK-01

光合产氢菌在光生物制氢反应器中进行序批式培养, 以葡萄糖为碳源底物, 以 590 nm 单波长

光为光源, 研究了不同鼓泡条件下光合细菌的生长、产氢及底物降解特性. 实验结果表明, 在

光生物制氢反应器中适当鼓入氩气气泡可以有效降低反应器内液相氢浓度, 减少产物反馈抑

制作用, 促进产氢性能的提高, 并且不同鼓泡频率对光合细菌的生长和产氢有较大影响. 实验

中间隔 3 h 鼓泡时光合细菌产氢性能最佳, 反应器最大产氢量 33.25 mmol, 光能转化效率为

18.46%, 产氢得率为1.79 mol (H2)/mol (glucose), 平均底物消耗速率为0.28 mmol L1 h1和平均

产氢速率为 0.50 mmol L1 h1. 
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氢能具有清洁、可再生、能量密度高和燃烧产物

为水等优点, 被认为是化石能源的替代品[1]. 与常规

制氢方式不同 , 生物制氢过程主要是由液相中的细

菌在常温常压下催化完成[2], 并且具有反应条件温和、

能耗低、无污染、易被燃料电池转化为电能等优点[3], 

因而成为新能源开发领域中 具前途的技术之一.  

在生物制氢方法中 , 利用有机废水或生物质能

和太阳能产氢的光发酵方法引起了更多关注 [4,5]. 然

而 , 较低的产氢速率及能量转化效率是制约光合细

菌制氢技术发展的瓶颈. 一般来说, 利用有机底物的

生物制氢过程主要受到产氢酶反应的热力学限制 [6]. 

液相中的氢分压是微生物产氢过程中的一个重要因

素 , 氢分压过高会降低产氢酶的活性从而抑制产氢

过程的进行[7,8]. Angenent 等人[9]根据计算氢气、铁氧

化还原蛋白和 NADH 的氧化还原电位讨论了氢气分

压在微生物产氢过程中的影响 , 得到了不同氢分压

下的葡萄糖代谢途径 . 刘如林等人 [10]指出当分子氢

浓度超过 60%时, 固氮酶能力会受到抑制; 同时二氧

化碳的浓度也影响氢气的合成速率以及 后的产氢

得率 [11], 有效地去除反应体系中的二氧化碳 , 可以

减少与 NADH 的竞争, 从而增加氢气的合成. 

向液相喷射气体是减小液相中氢气和二氧化碳

分压力的一种有效方法[9,12], 同时还可以增强反应液

的混合以提升反应器的整体性能 [13]. 在厌氧发酵菌

纯培养过程中, 向液相中鼓入气体(Ar, H2, N2)可以

改变代谢产物的相对比例 [14,15], 同时提高产氢得率. 

但是, 研究表明, 增加的产氢量与气体鼓入量之间没有

明显的对应关系[8]. 目前鼓泡法主要应用于厌氧发酵

产氢方式[6], 而针对光合细菌产氢的研究还鲜见报道. 

本文设计了一种新型的鼓泡式光生物制氢反应

器 , 以沼泽红假单胞菌 CQK-01 为实验菌种, 葡萄

糖为碳源底物, 590 nm 单色光为光源, 采用序批式培

养方式, 研究间歇性鼓入 Ar 气泡对光合细菌生长代

谢、产氢和底物消耗特性的影响, 为提高光生物制氢

反应器的产氢性能提供依据. 

1  材料与方法 

(ⅰ) 菌种和培养基.  本实验采用菌株为前期纯
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化并经鉴定得到的具有高效产氢性能的沼泽红假单

胞菌(Rhodopseudomonas palustris CQK-01)[16]. 光合细

菌以葡萄糖为有机碳源, 培养基包括: K2HPO4·3H2O  

1.006 g L1; KH2PO4 0.544 g L1; MgSO4·7H2O 0.2 g L1;  

FeSO4·7H2O 0.0417 g L1; (NH4)6Mo7O24·4H2O 0.001  

g L1; ZnSO4·7H2O 0.001 g L1; NaC1 0.2 g L1; CaC12  

0.01 g L1; CO(NH2)2 1.677 g L1; 谷氨酸钠 0.5 g L1; 

酵母膏 1.0 g L1; 生长因子 1 mL L1. 

(ⅱ) 鼓泡式光生物制氢反应器实验系统及方法.  

鼓泡式光生物制氢反应器实验系统如图 1 所示, 其中

光生物反应器是由透明有机玻璃板加工而成(100 mm

长×50 mm宽×120 mm高), 总容积为 600 mL. 在反应

器顶部左右各开有充、排气及气体取样孔, 在反应器

下部设有一个液相取样孔 , 反应器底部布置有两个

平行的有机玻璃管作为气体分布器, 管子一端封闭, 

上面开有 9 个 = 0.3 mm 的微孔. 反应器除受光面以

外的部位均贴上锡箔以减少光散射 . 实验前对系统

进行气密性检查, 并对反应器系统进行彻底消毒. 将

培养的菌悬液与灭菌冷却后的培养基按体积比 1:10

进行混合, 通过 0.1 mol/L NaOH 或 HCl 溶液调节培

养基 pH 至 7 左右, 然后取出 600 mL 加入到反应器

中. 反应器排气孔与倒置锥形瓶相连, 采用倒置排水

法收集气体 . 将反应器底部的鼓气管与氩气瓶通过

减压阀相连, 光源为外置式 LED 单色光源(重庆源光

电子科技有限公司, 功率为 20 W)单侧照射, 光源主

波长 590 nm, 光照强度 5000 lx. 实验中初始底物浓

度为 50 mmol L1, 培养温度约为 30℃. 每次鼓泡时

间为 5 min, 气体流量为 0.2 L/min, 鼓泡间隔时间分

别为 3, 6, 12 h.  

(ⅲ) 实验仪器和分析方法.  实验中溶液 pH 采

用 Ecoscan-pH6 型酸度计(新加坡)测量; 光照度采用

ST-85 型自动量程照度计测量; 葡萄糖浓度采用 3,5-

二硝基水杨酸法[17]测量, 检测仪器为 756MC 紫外可 

 

图 1  鼓泡式光生物产氢实验系统 

见分光光度计(上海精密仪器有限公司); 细菌生物量

采用可见分光光度计(722N, 上海)测量; 液相溶解氢

浓度采用溶解氢微电极(Unisense, 丹麦)测量; 氢气

浓度采用 SC-2000 气相色谱仪(四川仪表九厂)测量, 

色谱柱填料为苯乙烯高分子多孔小球, 柱长 2 m, 载

气为氩气, 流速为 25 mL min1, 采用 TCD 检测器, 

电流 80 mA, 柱箱、气化室和检测室温度分别为 55, 

100 和 100℃. 

本实验通过平均产氢速率和产氢得率、平均底物

消耗速率、光能转化效率来评价鼓泡式光生物制氢反

应器的产氢特性、对底物的利用特性及转化氢能的能

量成本. 这些参数分别定义如下[18,19]:  

平均产氢速率 (mmol L1 h1) 

= ,
                                           

 (1) 

产氢得率 (mol(H2)/mol(glucose)) 
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2  实验结果及分析 

2.1  鼓泡对培养基液相氢气浓度及产氢性能的 

影响  

鼓泡与不鼓泡两种操作条件下光生物反应器内

液相 H2 浓度的变化如图 2 所示. 在不鼓泡条件下反

应器液相中溶解 H2 的浓度随着光生化反应的进行逐

渐升高, 并 终维持在较高浓度水平. 但当向反应器

中鼓入 Ar 气泡以后, 液相中溶解 H2 浓度急剧下降, 

当浓度值降到  30 mol L1 以后, 下降趋势逐渐变缓, 

在鼓泡结束时达到 低值 20 mol L1; 当停止鼓入

Ar 气泡后, 液相中溶解 H2 浓度又会逐渐升高. 从反

应器底部进入液相的 Ar 气泡在上升的过程中同反应

液充分混合接触 , 由于气液相界面处存在溶解气浓

度梯度 , 因此溶解的产物气体会不断地从液相中置

换进入气泡, 后被带出液相. 开始通入气体时液相

中溶解 H2 浓度较大, 气液相界面之间的传质速率较 

产氢总量(mmol) 

反应器体积(L)×时间(h) 
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图 2  两种操作方式下反应液中 H2 浓度变化趋势 

快, 使得溶解 H2 浓度下降迅速; 而液相中溶解 H2 浓

度的降低使得气液相界面处的浓差逐渐减小 , 气液

相间的传质速率减慢, 造成后期溶解 H2 浓度的变化

趋缓. 值得指出的是, 液相中溶解 H2 浓度的减小有

利于光生物反应器的产氢过程 . 这是由于光合细菌

产氢过程中产生的 H2, CO2 等代谢气体分子首先溶解

于反应液, 随着光生化反应的进行, 液相中溶解气的

浓度会逐渐升高 , 对光合细菌的产氢过程形成产物

反馈抑制作用 . 由上述分析可知 , 向反应器内鼓入

Ar 气泡, 可以有效去除反应液中溶解的 H2, CO2 等代

谢气体, 降低液相气体浓度, 减小产物反馈抑制作用, 

从而促进光合产氢的进行. 表 1 示出了鼓泡与不鼓泡

两种操作条件下的反应器 6 h 产氢量的对比, 实验中

进行了一次鼓泡操作 . 可以看到鼓泡条件下光生物

反应器的总产氢量和产氢速率均大幅提高了 185%. 

此外 , 向光生物反应器内鼓泡还可以改善菌液的混

合状况, 促进光合细菌细胞对营养的吸收, 有利于光

合细菌产氢.  

2.2  鼓泡对光合细菌生长的影响 

(1) 光合细菌菌液吸光度的变化.  菌液的吸光

度(OD600 nm)变化可以反映液相中细菌生物量的变化

情况, 间隔鼓泡操作条件(间隔 3, 6, 12 h)对反应器内 

表 1  两种操作条件下光合细菌产氢性能对比 

操作条件 产氢量(mmol) 产氢速率(mmol L1 h1) 

不鼓泡 1.59 0.44 

鼓泡 4.53 1.26 

性能提升量 185% 185% 

菌液吸光度的影响如图 3 所示. 从图中可以看出, 在

相同初始菌体浓度条件下, 4 种操作条件下光合细菌

的生长曲线基本一致, 均呈“S”型, 但生长速率和平

均菌体浓度各有差异 . 不鼓泡条件下菌液的吸光度

在初始 24 h内基本维持不变, 在 24~48 h内急剧增加, 

然后增长趋势逐渐变缓, 在 72 h 达到 大值后很快

下降. 与不鼓泡的情况相比, 间隔 3 h 鼓泡条件下光

合细菌菌体浓度在初始的 24 h 内有所下降, 在 24~ 

48 h 之间菌体浓度快速增加, 但此时菌体生长速率

仍相对较慢 , 这可能是由于气泡从反应器底部上升

的过程中所产生的剪切力对光合细菌的生长造成了

一定的不利影响; 在 48 h 之后菌体生长速率增大且

明显高于不鼓泡时 , 这主要是当溶液中的菌体浓度

值逐渐增大, 光合细菌进入指数生长期, 细胞的分裂

繁殖旺盛, 生理活性高, 抗外界环境干扰的能力增强, 

从而克服了鼓泡所带来的不利影响 . 由此也导致了

间隔 3 h 鼓泡条件下菌悬液浓度在 67 h 之前均低于不

鼓泡时, 而其在 72 h 达到的 大值却高于不鼓泡情

况(图 3). 72 h 之后菌悬液浓度逐渐出现缓慢下降, 但

实验时间终止时菌悬液的浓度在 4 种操作条件中维

持 高值. 将鼓泡间隔时间增长到 6 h 后, 气泡上升

运动所致剪切力的影响减弱, 菌液吸光度在开始 24 h

内缓慢增大 , 而后在 24~72 h 内快速增加 , 且在

48~72 h 间菌体的增长速率高于不鼓泡时, 在 72 h 达

到 大值后逐渐下降 . 当鼓泡间隔时间继续增长到

12 h 时, 鼓泡条件下菌液吸光度首先缓慢下降, 随后

急剧增加, 在 48 h 即达到 大值, 然后呈现快速下降

的趋势. 

从图 3 中看到, 不鼓泡、间隔 3, 6 和 12 h 鼓泡 

 

图 3  反应器内菌悬液 OD600 nm 值的变化  
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条件下的菌液吸光度 大值分别为 1.069, 1.161, 

1.127, 1.174, 在菌体浓度达到 大值后的菌液吸光

度平均值分别为 0.958, 1.105, 1.031, 1.032. 由此可知, 

鼓泡条件下的光合细菌生长情况较好 , 其平均菌液

吸光度明显高于不鼓泡条件 . 这主要是由于光合细

菌产氢过程中, 鼓泡不仅可以起到搅拌菌液、满足底

物和菌体混合均匀的要求 , 而且能有效提高气体代

谢产物由液相到气相的传质速率 , 降低了气体代谢

产物在液相的浓度(图  2), 削弱代谢产物的抑制 , 促

进光合细菌菌体生长. 但对比 3 种鼓泡条件下的菌体

浓度变化发现 , 频率较高的鼓泡操作会降低光合细

菌的生长速度, 延长达到 大菌体浓度的时间; 而较

低频率的鼓泡操作下, 产物反馈抑制作用较强, 使得

平均菌体浓度偏低. 

(2) 反应液 pH的变化.  溶液 pH对微生物的生理

代谢影响很大. pH 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 , 影响营养物

质的代谢和吸收 , 从而影响微生物的生长速度 [20]. 

不同鼓泡操作条件下反应器内反应液 pH 随时间变化

如图 4 所示. 从图 4 可以看到, 4 种操作条件下反应液

pH 在初始 24 h 内都维持在 6.7 左右, 而在 24~48 h

间均呈显著下降趋势, 其中间隔 3 h 鼓泡条件下的反

应液 pH 下降较慢. 这主要是由于光合细菌利用葡萄

糖作为碳源代谢产 H2 的同时还生成 CO2 和小分子有

机酸, 酸性产物随着代谢过程的进行而不断累积, 使

得反应液 pH 下降; 而间隔 3 h 鼓泡条件下光合细菌

在该时间段的生长速率 慢 , 菌体浓度 低 (图  3), 

其代谢产物量相对较少, 从而造成 pH 下降较慢. 48 h

以后, 4种操作条件下反应液 pH的变化趋势发生较大 

 

图 4  反应液 pH 变化规律 

改变, 不鼓泡条件下的反应液 pH 持续下降至 4.2 左

右, 而鼓泡条件下的反应液 pH 下降趋势逐渐变缓, 

转而逐渐上升, 后维持在 5.4~5.9 的范围内, 其中

间隔 3 h 鼓泡条件下反应液 pH 始终维持高于其他操

作条件下的 pH. 这应该是由于鼓泡影响了光合细菌

产氢过程中的代谢途径, 改变了产物的相对比例 [21], 

从而影响反应液的 pH. 从另一方面来讲, pH 和末端

产物也将影响产氢菌发酵类型的形成和转化. 因此, 

鼓泡条件下反应液 pH 在后期的上升可能是由于发酵

代谢类型的转变而造成的. 此外, 光生化反应中产生

的 CO2 会有一部分溶解于反应液中形成碳酸导致 pH

下降, 而通过鼓泡方法可以将溶解的 CO2 从液相中

置换出来, 这也使得反应液 pH 升高. 

2.3  鼓泡对光合细菌底物消耗和产氢特性的影响 

在相同的初始底物浓度和培养条件下, 4 种操作

方式下葡萄糖底物消耗变化情况如图 5 所示. 从图中

可以看到, 除间隔 3 h 鼓泡方式外, 其他 3 种操作方

式下反应液中底物浓度下降趋势基本一致. 初始 24 h

内葡萄糖浓度缓慢下降, 24~72 h 内随着菌体浓度的

快速增长, 葡萄糖浓度快速下降, 72 h 以后下降趋势

减缓. 间隔 3 h 鼓泡条件下, 72 h 内葡萄糖浓度下降

幅度较少且明显高于其他 3 种情况, 这主要是由于间

隔 3 h 鼓泡的操作在实验前期对光合细菌生长造成较

大影响, 光合细菌的生长速度明显较慢(图  3), 而菌

体浓度的大小决定了光合细菌对葡萄糖消耗速率的

快慢, 因此在前期光合细菌的葡萄糖消耗速率较慢; 

而 72 h 后, 葡萄糖浓度下降加快, 这是由于光合细菌

菌体浓度在此时达到了 大值(图  3), 细菌量的增多 

 

图 5  反应器内底物浓度的变化规律 
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表 2  不同操作条件下鼓泡式光生物反应器产氢及底物消耗特性 

操作条件 
平均底物消耗速率 

(mmol L1 h1) 

平均产氢速率  

(mmol L1 h1) 

总产氢量 

(mmol) 

产氢得率 

(mol (H2) mol (glucose)) 

光能转化效率 

(%) 

不鼓泡 0.25 0.12 8.39 0.46 4.66 

间隔 3 h 鼓泡 0.28 0.50 33.25 1.79 18.46 

间隔 6 h 鼓泡 0.27 0.34 20.73 1.25 10.98 

间隔 12 h 鼓泡 0.27 0.33 18.82 1.24 7.46 

 

导致葡萄糖的消耗速率明显加快、消耗量增加. 由于

本实验中反应器是序批次培养模式 , 因此在产氢反

应进行到 后时, 4 种操作条件下反应液 终葡萄糖

浓度基本相同, 在 9.5~12 mmol L1 之间. 

光生物制氢反应器在 4 种操作条件下的平均底

物消耗速率、平均产氢速率、总产氢量、产氢得率及

光能转化效率列于表 2. 从表中可以看出, 4 种操作条

件下的平均底物消耗速率相差不大 , 在 0.25~0.28 

mmol L1 h1 范围之间. 而不同条件下的产氢性能差

异明显 , 鼓泡条件下反应器的产氢性能均高于不鼓

泡条件下的产氢性能, 其中间隔 3 h 鼓泡条件下反应

器的产氢速率 大, 产氢能力 强, 平均产氢速率和

累计产氢量分别为 0.5 mmol L1 h1 和 33.25 mmol; 

随着鼓泡间隔时间的延长, 产氢速率有所下降, 累积

产氢量逐渐减少 . 产氢量的多少也决定了产氢得率

和光能转化效率的大小, 间隔 3 h 鼓泡时反应器的产

氢得率和光能转化效率分别为 1.79 mol (H2)/mol 

(glucose)和 18.46%, 反应器整体性能较另外 3 种操作

方式有很大提升 . 造成这种产氢能力差异的主要原

因是: 在光合细菌产氢过程中, 反应液中 H2 和 CO2

分压的大小影响着光发酵产氢过程的进行 , 产氢代

谢途径对 H2 和 CO2 分压敏感且容易受到末端产物抑

制. 通过向反应器内鼓入 Ar 气泡, 减少了反应液中

的 H2 和 CO2 以及挥发性有机酸的浓度, 从而减弱光

发酵产氢过程中的产物抑制作用 , 使得光合细菌在

消耗相同的碳源底物量的情况下产生更多的 H2. 随

着液相中挥发酸的去除, 整个反应体系的 pH 也随之

改变, 因此光合细菌产氢性能的提高是 H2 和 CO2 分

压降低以及整个反应体系 pH 改变综合作用的结果. 

而光合细菌产氢性能随着鼓泡间隔时间的延长逐渐

降低 , 则是由于较长的鼓泡间隔时间使得反应液中

累积的 H2, CO2 以及酸性代谢产物逐渐增多, 产物反

馈抑制作用越强烈, 造成产氢性能的逐渐下降. 

3  结论 

(1) 光合细菌产氢过程中, 利用鼓泡法可以有效

去除反应液中的溶解产物气体, 降低液相中的 H2 和

CO2 分压力, 有效减少产物反馈抑制作用, 提高反应

器产氢性能. 

(2) 向反应器内鼓入Ar气泡增加了光合细菌的平

均菌体浓度, 同时影响产氢过程中反应液 pH 的变化, 

使其在产氢过程中后期逐渐上升, 从而促进产氢. 

(3) 鼓泡式光生物制氢反应器产氢性能的提高

随着鼓泡间隔时间的增加而降低, 间隔 3 h 鼓泡时产

氢性能 强 , 此时平均底物消耗速率、平均产氢速

率、累积产氢量、产氢得率和光能转化效率均达到

大值, 分别为 0.28 mmol L1 h1, 0.50 mmol L1 h1, 

33.25 mmol, 1.79 mol (H2)/mol (glucose)和 18.46%.  
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Growth and hydrogen production of Rhodoseudomonas palustris 
CQK-01 in a gas sparging photobioreactor 

QU XiaoFan, LIAO Qiang, ZHU Xun, WANG YongZhong & LI Jun 
Institute of Engineering Thermophysics, Chongqing University; Key Laboratory of Low-grade Energy Utilization Technologies and Systems of the 
Ministry of Education, Chongqing 400030, China 

Batch culture hydrogen production by the purple non-sulfur phototrophic bacteria Rhodoseudomonas palustris CQK-01 was 
experimentally investigated in a novel gas sparging photobioreactor. The effects of sparging frequency on the growth and hydrogen 
production performance of Rhodoseudomonas palustris CQK-01 are discussed. The experimental results showed that sparging Ar gas 
into the reactor effectively reduced hydrogen concentration in the culture and hence weakened the product feedback inhibition, 
resulting in enhancement of hydrogen production performance. The gas sparging frequency was found to be an important factor for 
bacterial growth and hydrogen production by photosynthetic bacteria(PSB), and the optimum hydrogen production performance of the 
bioreactor was achieved under gas sparging with an interval of 3 h. The total hydrogen production, light conversion efficiency, 
hydrogen yield, average substrate consumption rate and average hydrogen production rate were 33.25 mmol, 18.46%, 1.79 mol 
(H2)/mol (glucose), 0.28 mmol L1 h1 and 0.50 mmol L1 h1, respectively.  
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