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摘要：从连续流产氢的目标出发，采用在高导光性载体表面刻制微槽的方法，构造了具有高比表面积的微槽透光板

式光生物制氢反应器，完成了光合细菌的快速成膜并实现细胞固定化。用 Ｂｏｘ Ｂｅｈｎｋｅｎ的响应曲面分析方法，对

影响微槽透光板式光生物制氢反应器连续流产氢性能的相关底物操作参数进行了 ３因素 ３水平的实验。结果表

明，对反应器产氢速率的单因素影响显著顺序依次为水力停留时间、初始 ｐＨ值和初始底物浓度。对反应器产氢速

率具有显著交互作用的影响因素是初始底物浓度和初始 ｐＨ值。当初始底物浓度、水力停留时间和初始 ｐＨ值分别

为 ５４３ｍｍｏｌ／Ｌ、２１５ｈ和 ７１时，微槽透光板式光生物制氢反应器的产氢速率达到最大值 ２２４２ｍｍｏｌ／（Ｌ·ｈ）。
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　　引言

与传统制氢工艺相比，生物制氢技术因具有制

备条件温和，仅需常温、常压的生产条件，能利用廉

价的工农业有机废弃原料等众多优点，被认为是最

具规模化制氢前景的技术之一
［１－２］

。尤以采用光合

细菌的光生物制氢过程，具备理论底物转化效率高、

有机物降解更彻底、可以利用较宽频谱的太阳光和

制氢过程不伴随氧抑制等诸多优点，成为独具优势

的生物制氢方式
［３－４］

。光生物制氢反应器是用于光

合细菌大规模培养并产氢的装置。保持光合细菌在

光生物制氢反应器中具有高的生理活性和代谢稳定

性，实现稳定、高效和连续化产氢，是光生物制氢反

应器研究的目标。目前关于光合细菌制氢反应器的

研究多以细胞悬浮培养方式为主。原因是光合细菌

自身具有菌体小、增殖慢和沉降性差等特点，既难以

实现细胞的自固定化也难以实现固液分离。然而，

采用悬浮培养方式运行的光生物制氢反应器，由于

存在着菌种流失的问题，难以实现连续流产氢。按

照序批次培养产氢方式运行，不仅操作复杂而且使

得反应器中的产氢过程处于非稳态，难以维持光生

物制氢反应器的稳定高效运行状态。因此，只有实

现光合细菌的细胞固定化，才能实现光生物制氢反

应器的连续流产氢，进而获得稳定和高效的产氢性能。

包埋法和生物膜方法是较成熟的两类细胞固定

化技术。对于光合细菌而言，常规包埋方法存在传

质阻力增大，包埋材料透光性和机械强度不足等缺

点
［５－６］

。最近，采用生物膜方法使光合细菌吸附成

膜的细胞固定化方法引起了人们的重视。廖强

等
［７］
研究了沼泽红假单胞菌的吸附成膜特性，发现

光合细菌在平板反应器中具有较强的吸附成膜特

性，能在短期内获得较大的生物膜覆盖率和膜密度，

并取得较高的产氢性能。Ｚｈａｎｇ等［８］
通过实验研究

对比了光合细菌菌株在微槽表面和在普通平板表面

的快速成膜和产氢性能。结果发现，光合细菌在微

槽表面的产氢速率较普通平板表面提高 ７５％。载
体表面特性是影响生物膜形成的重要因素。何延青

等
［９］
研究表明，载体表面的粗糙度将直接影响微生

物附着的动力学过程。因为与光滑表面相比，粗糙

的载体表面不但增加了细菌与载体间的有效接触面

积，而且载体表面的粗糙部分，如孔洞、裂缝等对已

附着的细菌起到保护作用。因此，作为微生物附着

成膜的载体，不但应利于微生物的固定化和生长繁

殖，提高生物持有量，还应利于微生物代谢所需营养

物质及代谢产物的传质。

本文通过在高透光材料表面加工规则微槽的方

法构造新型的微槽透光板式光生物制氢反应器。采

用 ＢｏｘＢｅｎｈｎｅｋｅｎ方法设计微槽透光板式光生物制
氢反应器的连续流动产氢实验，通过底物操作参数

的合理配合求取使反应器产氢速率最大的相关运行

操作条件。

１　实验系统及方法

１１　反应器和实验装置

微槽透光板式光生物制氢反应器
［１０］
（Ｇｒｏｏｖｅ

ｔｙｐｅｆｌａｔｐａｎｅｌｐｈｏｔｏｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ，ＧＦＢＲ）的结构和实验
装置如图１所示。反应器材料选择具有导光性能良
好、质轻、容易加工成型、机械强度高等优点的聚甲

基丙烯酸酯。用机械加工的方法，开取规则的微槽，

尺寸为１０ｍｍ（槽深）×１０ｍｍ（槽宽）×１０ｍｍ（间
距）。反应器尺寸 ３５０ｍｍ（长）×２５０ｍｍ（宽），容
积约１６００ｍＬ，比表面积 １３６６ｍ－１

（单位体积的表

面积）。

图 １　微槽透光板式光生物制氢反应器结构简图

Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｇｒｏｏｖｅｔｙｐｅｆｌａｔｐａｎｅｌｐｈｏｔｏｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ
　
实验装置由微槽透光板式光生物制氢反应器、

光源（外置式金卤灯）、恒流泵、气液分离瓶、氢气收

集瓶、储液瓶等构成，如图２所示。

图 ２　微槽透光板式光生物制氢反应器实验装置

Ｆｉｇ．２　Ｓｃｈｅｍｅｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｐｐａｒａｔｕｓ
１、７．储液瓶　２．恒流泵　３．光源　４．微槽透光板式光生物制氢

反应器　５．氢气收集瓶　６．气液分离瓶
　

１２　光合细菌和培养基
采用自行分离驯化的光合细菌菌株 ＨＡＵ
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Ｍ１［１１］。以葡萄糖为碳源的培养基，除葡萄糖外营
养成分还有：Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ１００６ｇ／Ｌ；ＫＨ２ＰＯ４
０５４４ｇ／Ｌ；ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０２ｇ／Ｌ；ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
００４１７ｇ／Ｌ；（ＮＨ４）６Ｍｏ７Ｏ２４·４Ｈ２Ｏ０００１ｇ／Ｌ；
ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０００１ｇ／Ｌ；ＮａＣｌ０２ｇ／Ｌ；ＣａＣｌ２
００１ｇ／Ｌ； Ｃ５ Ｈ８ ＮＮａＯ４ ０５ ｇ／Ｌ； Ｈ２ ＮＣＯＮＨ２
１６７７ｇ／Ｌ；酵母膏１０ｇ／Ｌ。
１３　检测方法

气体成分分析用 ＳＣ ２０００型气相色谱仪（重
庆）。色谱柱填料为苯乙烯高分子多孔小球，柱长

２ｍ，载气为氩气，流速 ２５ｍＬ／ｍｉｎ。ＴＣＤ检测器，电
流７０ｍＡ，柱箱温度５５℃，气化室和检测室温度均为
１００℃。底物（葡萄糖）浓度测量用 ３，５二硝基水杨
酸试剂法。检测仪器采用 ７５６ＭＣ型紫外可见光分
光光度计（上海）。ｐＨ值测量采用 ＥｃｏｓｃａｎｐＨ６型
ｐＨ酸度计（新加坡）。培养基成分测量采用 ＢＰ１１４
型电子分析天平（德国）。氢气含量检测最大相对

误差为 ±３６％；葡萄糖浓度测量最大相对误差为
±５２％。
１４　反应器挂膜启动

反应器启动采用循环挂膜法。将菌种和培养基

按１∶１０（体积比）配比，接种到反应器中，通入氩气
进行厌氧密闭循环运行。由于光合细菌与微槽表面

反复接触，逐步被吸附到微槽表面并增殖形成光合

细菌生物膜。在启动初期，定期检查悬浮液细胞浓

度（ＯＤ６００），以控制液相的细胞浓度。细胞浓度过
高时，部分更换培养基，以保证已附着的光合细菌快

速生长。反应器启动后期，在实验预设的范围内逐

渐增大循环流速，使生物膜在高流速下生长，确保该

生物膜具备实验所需的抗水力冲击能力。反应器挂

膜启动期间，定期检测产氢速率和底物消耗速率。

根据产氢速率和底物降解速率是否趋于稳定，并结

合形态观察来判断生物膜是否达到稳定。

经过３０多天的循环挂膜，反应器的产氢速率和
底物消耗速率基本维持在稳定的水平，反应器内的

微槽表面得到了清晰可见的生物膜。表明反应器挂

膜启动成功，获得了稳定的光合细菌生物膜，实现了

细胞固定化。

１５　反应器连续流产氢
反应器挂膜成功实现了光合细菌的细胞固定

化，为连续流光合产氢运行奠定了基础。光合细菌

产氢过程机理的研究表明：产氢过程主要受底物降

解过程产生的还原力（Ｈ＋
）、光合磷酸化过程提供

的能量（ＡＴＰ）和与产氢相关酶（固氮酶、氢酶）的活
性影响

［１２］
。由于微槽透光板式光生物制氢反应器

实现了光合细菌的细胞固定化，因此反应器的空间

相应分成生物膜区域和主流区域。在连续流的运行

方式下，整个反应器的产氢过程必然伴随着底物从

主流区向生物膜区域的传输过程和底物在生物膜中

的催化产氢过程。因此与上述２个过程相关的底物
操作：包括底物的水力停留时间、初始底物浓度和初

始底物 ｐＨ值，是影响微槽透光板式光生物制氢反
应器连续流动产氢的重要因素。为此，本文用 Ｂｏｘ
Ｂｅｈｎｋｅｎ方法，对上述参数进行 ３因素 ３水平响应
曲面实验研究。既考虑各操作参数对反应器产氢性

能的单因素影响，也考查各操作参数之间的协同作

用。微槽透光板式光生物制氢反应器连续流动产氢

阶段的光照强度按照 ＨＡＵＭ１菌株产氢动力学研
究所确定的最佳光工况，选定为２０８０ｌｘ［１１］。

底物操作响应面分析实验采用自变量 Ａ、Ｂ、Ｃ
分别表示水力停留时间、初始底物浓度和初始 ｐＨ
值。响应值为微槽透光板式光生物制氢反应器产氢

速率 ｒＨＰＲ（Ｈｙｄｒｏｇｅｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｒａｔｅ，ｍｍｏｌ／（Ｌ·ｈ））。
每个自变量的３个水平值编码分别为 －１、０、１，自变
量各编码水平具体数值依据以往的单因素实验结果

来确定（见表１）。

表 １　响应曲面分析的因素与水平

Ｔａｂ．１　Ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｄｅｓｉｇｎ

水平
水力停留

时间 Ａ／ｈ

初始底物浓度 Ｂ

／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

初始

ｐＨ值 Ｃ

－１ １０ ４５ ５５

０ ２０ ５５ ７０

１ ３０ ６５ ８５

２　结果与讨论

２１　实验结果及其回归拟合分析
依据 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应曲面的设计要求进行了

１７组实验。实验方案及结果如表 ２所示。实验点
可分成２类：①析因点，自变量取值在 Ａ、Ｂ、Ｃ所构
成的三维顶点，共１２个。②零点，为区域的中心点，
零点实验重复５次，用以估计实验误差。

利用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８０软件对表 ２的实验数据
进行回归分析，得到关于微槽透光板式光生物制氢

反应器产氢速率的二次回归方程

ｒＨＰＲ＝２２８－０２Ａ－００７１Ｂ＋００７４Ｃ－００４４ＡＢ－

００６４ＡＣ＋０１３ＢＣ－０６４Ａ２－０３５Ｂ２－０４３Ｃ２

对该模型进行方差分析，结果如表３所示。
从表３可知，模型 Ｐ值小于 ０００１，表明该模型

极显著，Ａ、Ｂ、Ｃ的 Ｐ值均小于 ００５，表示这 ３个因
素对反应器产氢速率的影响均为显著影响，且影响

的显著顺序为：Ａ、Ｃ、Ｂ，即依次为水力停留时间、初
始 ｐＨ值和初始底物浓度。该模型的失拟项 Ｐ值大
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表 ２　响应面实验方案及结果

Ｔａｂ．２　Ｄｅｓｉｇｎｓｃｈｅｍｅａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆ

ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄ

实验序号 Ａ Ｂ Ｃ ｒＨＰＲ／（ｍｍｏｌ·（Ｌ·ｈ）
－１）

１ １ ０ －１ ０９２４

２ －１ －１ ０ １５１１

３ １ －１ ０ １２５１

４ ０ １ －１ １２９７

５ ０ １ １ １５９４

６ ０ ０ ０ ２３１８

７ －１ １ ０ １４２５

８ ０ ０ ０ ２３２２

９ １ １ ０ ０９９１

１０ ０ －１ －１ １６７３

１１ －１ ０ １ １６３４

１２ ０ ０ ０ ２２５３

１３ ０ －１ １ １４４１

１４ －１ ０ －１ １２４２

１５ ０ ０ ０ ２２９７

１６ １ ０ １ １０６１

１７ ０ ０ ０ ２２２３

表 ３　回归模型方差分析

Ｔａｂ．３　Ｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值

Ａ ０３１ １ ０３１ ５３４５ ００００２

Ｂ ００４ １ ００４ ６８６ ００３４５

Ｃ ００４４ １ ００４４ ７４５ ００２９４

ＡＢ ７４４×１０－３ １ ７４４×１０－３ １３２ ０２８８９

ＡＣ ００１６ １ ００１６ ２７９ ０１３９１

ＢＣ ００７ １ ００７ １１９４ ００１０６

Ａ２ １７１ １ １７１ ２９０７２ ＜００００１

Ｂ２ ０５２ １ ０５２ ８８３４ ＜００００１

Ｃ２ ０７８ １ ０７８ １３２５４ ＜００００１

模型 ３８３ ９ ０４３ ７２２６ ＜００００１

残差 ００４１ ７ ５８８２×１０－３

失拟项 ００３４ ３ ００１１ ６０４ ００５７４

纯误差 ０００７４４１ ４ ０００１８６

总变异 ３８７ １６

图 ４　两因素交互作用对产氢速率的影响三维曲面图

Ｆｉｇ．４　３Ｄｓｕｒｆａｃｅｐｌｏｔｓｏｆｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｗｏｆａｃｔｏｒｓ’ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｎｈｙｄｒｏｇｅｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｒａｔｅ
（ａ）初始底物浓度和 ｐＨ值　（ｂ）初始底物浓度和水力停留时间　（ｃ）ｐＨ值和水力停留时间

于００５，表示模型失拟度较小，说明偏离程度较小，
符合选用原则。从模型的方差分析还可看到，交互

作用项中 ＡＢ和 ＡＣ的 Ｐ值均大于００５，说明交互作
用不显著。剔除不显著项，得到的修正的二次多项

回归方程

ｒＨＰＲ＝２２８－０２Ａ－００７１Ｂ＋００７４Ｃ＋

０１３ＢＣ－０６４Ａ２－０３５Ｂ２－０４３Ｃ２

实验值响应面二次回归曲线如图３所示。

图 ３　微槽透光板式光生物制氢反应器产氢速率的

实验值与回归模型预测值

Ｆｉｇ．３　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｐｒｅｄｉｃｔｅｄａｎｄｏｂｓｅｒｖｅｄｖａｌｕｅｓｏｆ

ｈｙｄｒｏｇｅｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｒａｔｅｗｉｔｈｉｎｇｒｏｏｖｅｔｙｐｅ

ｆｌａｔｐａｎｅｌｐｈｏｔｏｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ
　
２２　响应面实验交互作用分析

根据响应曲面分析方法绘制的初始底物浓度和

初始 ｐＨ值的交互作用三维响应面曲线图和二维等
高线图如图 ４、５所示。从图 ４可知，三维响应曲面
线中有个明显的顶点，说明获得微槽透光板式光生

物制氢反应器产氢速率最大的操作条件在选定的实

验范围内。反应器的产氢速率随着初始底物浓度和

初始 ｐＨ值的增大，呈现先增大后减小的趋势。这
是因为在连续流的运行条件下，提高初始底物浓度

可以增大反应器中主流区与生物膜区域的浓度梯

度，起到强化底物向光合细菌生物膜传输的作用，

因而有利于提高反应器的产氢速率。然而过大的

初始底物浓度会造成过高的传质速率，这样导致

生物膜区域底物浓度的水平过高，从而对光合细

菌产生生理抑制效应使得产氢速率减小。底物的

ｐＨ值对光合细菌生物膜区域的产氢酶的代谢活
性影响显著。因此，在初始底物浓度和初始 ｐＨ值
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的交互作用下，微槽透光板式光生物制氢反应器

的产氢速率达到最大的结果，连续流运行条件下

的产氢过程是底物传输过程和相关酶的产氢活性

耦合作用的体现。

从表达初始底物浓度与初始 ｐＨ值的交互作用
的二维等高线图 ５ａ可见，等高线呈明显的椭圆形，
证明两者的交互作用显著。因此当初始底物浓度和

初始 ｐＨ值都达到最优条件时，对产氢速率增长的
贡献大于仅当一个条件达到最佳时。而描述初始底

物浓度与水力停留时间的交互作用云图（图 ５ｂ）与
描述水力停留时间与初始 ｐＨ值的交互作用云图
（图５ｃ）都接近圆形，说明它们之间的交互作用对反
应器产氢速率的影响不显著。这与回归模型方差分

析的结论一致。

图 ５　两因素交互作用对产氢速率的影响二维云图

Ｆｉｇ．５　２Ｄｓｕｒｆａｃｅｐｌｏｔｓｏｆｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｗｏｆａｃｔｏｒｓ’ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｎｈｙｄｒｏｇｅｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｒａｔｅ
（ａ）初始底物浓度和 ｐＨ值　（ｂ）初始底物浓度和水力停留时间　（ｃ）ｐＨ值和水力停留时间

　
２３　底物操作条件的优化

利用上述响应曲面方法得到的反应器产氢速率

回归预测模型，对底物操作条件进行分析，得到当水

力停留时间为２１５ｈ，初始底物浓度为５４３ｍｍｏｌ／Ｌ
和初始 ｐＨ值为７１，微槽透光板式光生物制氢反应
器产氢速率预测值达到最大（２２４２ｍｍｏｌ／（Ｌ·ｈ））。
在上述参数下进行验证实验，实际得到的微槽透光

板式光生物制氢反应器产氢速率为２２５１ｍｍｏｌ／（Ｌ·ｈ），
两者基本一致。说明通过响应面分析得到的底物操

作参数具有实用性。

２４　底物操作条件的优化
将本研究所得到的反应器产氢最大速率与现有

文献进行对照，结果如表４所示。文献对比表明：通
过底物操作优化微槽透光板式光生物制氢反应器达

到了较高的产氢速率。

３　结论

（１）从连续流稳态制氢的目标出发，采用将生
物膜的细胞固定化载体和高导光介质相结合的方

法，构造了利于光合细菌成膜的微槽透光板式光生

物制氢反应器。

（２）通过响应曲面分析方法求取了微槽透光板
　　

表 ４　与其他类型的光生物制氢反应器的产氢性能对比

Ｔａｂ．４　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｏｆｐｈｏｔｏＨ２
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｈｏｔｏｂｉｏｒｅａｃｔｏｒｓ

菌种 实验方法
运行

模式

产氢速率

／（ｍｍｏｌ·（Ｌ·ｈ）－１）

文献

序号

Ｒ．ｃａｐｓｕｌａｔａ

ＷＰ３５
中心组合 连续流 １１１０ ［１３］

Ｒ．ｃａｐｓｕｌａｔａ

ＤＳＭ１７１０
全面实验 序批式 ０５６６ ［１４］

Ｒ．ｓｐｈａｅｒｏｉｄｅｓ

ＫＤ１３１
响应面 序批式 １９６０ ［１５］

Ｒ．ｒｕｂｒｕｍ 响应面 序批式 ０８９３ ［１６］

Ｒｓ．ｒｕｂｒｕｍ 响应面 序批式 ４７９０ ［１７］

ＨＡＵＭ１ 响应面 连续流 ２２５１

式光生物制氢反应器在连续流动底物转化制氢过程

中的产氢性能与底物操作参数之间的二次回归数学

模型。

（３）在本文的研究条件下，当微槽透光板式光
生物制氢反应器的初始底物浓度为 ５４３ｍｍｏｌ／Ｌ、
水力停留时间为 ２１５ｈ和 ｐＨ值为 ７１时，反应器
的产氢速率达到最大值 ２２４２ｍｍｏｌ／（Ｌ·ｈ）。通过
文献对比，发现微槽透光板式光生物制氢反应器能

够显著提高光合制氢反应器的连续流产氢速率。
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