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摘要 :将发酵产氢菌 Ethanoligenens sp. B49 投加到连续流搅拌槽式反应器 (CSTR)的活性污泥中 ,以糖蜜废水为底物 ,进行强化

活性污泥产氢效能的研究. 对生物强化前和生物强化后反应系统的产氢能力、发酵产物组成和 pH 值进行了对比分析. 结果表

明 ,在 COD 容积负荷为 12 kgΠ(m3·d)条件下 ,投加产氢菌可显著提高反应系统的产氢能力并改善发酵产物组成. 反应系统的比

产氢速率从强化前的 316 mmolΠ(kg·d)提高到强化后的 517 mmolΠ(kg·d) ,是生物强化前的 115 倍. 生物强化前 ,反应系统液相发

酵产物乙醇、乙酸和丙酸的平均浓度分别为 618、513 和 418 mmolΠL ,生物强化后乙醇、乙酸和丙酸的平均浓度分别为 1015、715

和 117 mmolΠL ,其中乙醇型发酵目的产物乙醇和乙酸在总发酵产物中的比例从生物强化前的 7210 %提高为强化后的 8618 %.

生物强化作用使出水 pH值从 415～417 下降为 413. 产氢菌的生物强化作用有助于反应器在低负荷运行期迅速形成产氢能力

较高的乙醇型发酵.
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Bioaugmentation of Hydrogen Producing Bacteria on Operation of Bio2hydrogen
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Abstract :Hydrogen producing strain Ethanoligenens sp. B49 was inoculated into activated sludge of continuous stirred tank reactor (CSTR) to
bioaugment hydrogen production. Hydrogen production capacities , compositions of fermentation products and pH value before and after
bioaugmentation were investigated. When organic loading rate was 12 kgΠ(m3·d) , bioaugmentation of hydrogen producing strain enhanced
hydrogen production rate and improved the composition of fermentation products significantly. After bioaugmentation , hydrogen production rate
increased from 316 mmolΠ(kg·d) to 517 mmolΠ(kg·d) , which was 115 times as that before bioaugmentation. Before bioaugmentation , average
concentration of ethanol , acetic acid and propionic acid were 618 mmolΠL ,513 mmolΠL ,418 mmolΠL respectively , while after bioaugmentation ,
those were 1015 mmolΠL、715 mmolΠL and 117 mmolΠL respectively. Ethanol and acetic acid accounted for 8618 % in total fermentative
products after bioaugmentation , while only 72 % before bioaugmentation. pH value of effluent dropped from 415～417 to 413. Bioaugmentation
of hydrogen producing strain is helpful to promote the formation of ethanol2type fermentation in low organic loading rate.
Key words :bio2hydrogen production ; CSTR type reactor ; bioaugmentation ; specific hydrogen production rate

　　氢气被誉为“绿色能源”,由于它具有清洁、可再

生等优点而成为国内外开发新型能源的研究热点.

近年来 ,发酵法生物制氢技术越来越受到人们的关

注. 通过分离和筛选 ,国内外研究者获得了大量具有

较高产氢能力的发酵产氢细菌[1～9 ] . 从国内外生物

制氢技术的研究成果来看 ,大多数采用纯菌种培养

和细胞固定化的方式 ,多处于实验室中的基础研究

阶段. 任南琪等[10～13 ] 的研究表明 ,采用非固定化混

合菌种的连续流培养 ,利用两相厌氧处理工艺的产

酸相从有机废水中发酵制氢是可行的 ,并在研究中

发现生物制氢反应器的乙醇型发酵具有较高的产氢

能力.

发酵生物制氢反应器产氢能力的提高是发酵法

生物制氢技术降低连续培养成本、实现工业化生产

的技术关键. 生物强化技术是近年发展起来的用于

提高废水处理效果的一项新技术. McLaughlin 等[14 ]

研究发现 ,向 SBR 反应器中投加细菌 Pseudomonas

putida 强化无 42氯酚降解能力的活性污泥后 ,可实

现反应器中 42氯酚的降解. Ivanov 等[15 ] 通过细菌的

生物强化作用加速了好氧废水处理中好氧颗粒污泥

的形成. 但利用高效产氢菌进行 CSTR 型生物制氢

反应器产氢能力的生物强化研究还鲜见报道. 本研

究利用从活性污泥中筛选的高效产氢菌种 ,有针对
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性地投加到 CSTR 型生物制氢反应器中进行生物强

化 ,增加反应器内功能性产氢菌在活性污泥微生物

群落中的数量与比例 ,从而提高反应系统的产氢效

能.进行了生物制氢系统生物强化的工程控制参数

研究 ,并对高效产氢菌种连续流生物强化前后的产

氢能力进行了对比分析 ,以期为生物制氢技术产氢

效能的提高和生物强化系统的工程控制提供研究

依据.

1 　材料与方法

111 　连续流试验装置及流程

本研究采用的生物制氢反应器由有机玻璃制

成 ,属连续流搅拌槽式反应器 (CSTR) ,内设气2液2固
三相分离装置 ,为反应区与沉淀区一体化结构. 反应

区的有效容积为 916 L ,沉淀区为 514 L. 反应器设有

搅拌装置 ,通过轴封密闭以保证反应器的厌氧条件.

反应器外壁缠绕电热丝 ,通过温控系统保持反应器

内温度为 (35 ±1) ℃. 试验流程如图 1 所示.

11 配水箱　21 计量泵　31 生物制氢反应器

41 搅拌机　51 温控仪　61 水封　71 气体流量计

图 1 　试验装置及流程示意

Fig. 1 　Schematic diagram of experiment

112 　反应器的启动与生物强化的工程控制

反应器的接种污泥为生活污水排放沟的底泥 ,

经曝气培养后接种到反应器 ,反应器在特定的控制

条件下启动[16 ] . 反应系统经过 40 d 左右完成了启动

过程. 在生物强化研究前 ,生物制氢反应系统控制在

进水 COD 为3 000 mgΠL、pH值为 416 和ORP 为 - 300

mV 的稳定运行状态.

113 　菌种的扩大培养方法

生物强化的菌种为哈尔滨工业大学环境生物技

术中心在前期研究中分离筛选的高效产氢新菌种

Ethanoligenens sp . B49. 产氢菌种的扩大培养采用人

工配制的微生物培养基 ,培养基配方根据文献 [ 17 ]

配制. 产氢菌的培养方法采用改进的 Hungate 厌氧

操作技术. 产氢菌离心除去高浓度发酵液后投加到

生物制氢连续流反应器中.

114 　试验用底物

试验用底物为甜菜制糖厂的废糖蜜配制而成的

有机废水 ,配水中投加少量N 和 P ,使进水 COD∶N∶P

≈1 000∶5∶1.

115 　分析项目及测定方法

液相末端发酵产物采用 GC2122 型气相色谱仪

(氢火焰检测器) ,载气流速 50 mLΠmin , H2 流速 50

mLΠmin ,空气流速 50 mLΠmin ,柱箱温度 190 ℃,进样

量 2μL ;pH值测定采用 pHS225 酸度计 ;产气量由湿

式气体流量计计量 ,发酵气体的组分采用 SC2Ⅱ型

气相色谱仪、热导池检测器 ,担体 TDS201 ( 60Π80

目) ,载气流速 70 mLΠmin ,进样量 500μL ;MLVSS 和

悬浮物采用重量法测定.

2 　结果与分析

211 　生物强化过程的水力停留时间研究

水力停留时间 (HRT)是影响生物强化效果的一

个重要参数. 为了使反应器的产氢效能得到有效发

挥 ,运行中应尽可能减小 HRT. 但是生物强化过程中

HRT过小 ,又会增加反应器内产氢菌的流失 ,影响

高效菌在反应器内的滞留 ,降低生物强化的效果. 实

验过程中对 HRT 与反应器出水悬浮物的关系进行

了研究 ,结果如图 2 所示. 由图 2 可见 ,随水力停留

时间的减小 ,出水中的悬浮物含量逐渐增加 ,当反应

器的水力停留时间为 414 h 时 ,出水悬浮物迅速增

加达到 220 mgΠL ,同时有大量活性污泥絮体流失 ,而

水力停留时间为 615 h 时 ,出水的悬浮物仅为 92

mgΠL.因此分析认为生物制氢反应器在生物强化阶

段的水力停留时间应保持在 6h 左右.

212 　反应器的生物强化时期研究

试验中考察了容积负荷对活性污泥 MLVSS 的

影响 ,如图 3 所示. 分析图 3 可知 ,随着反应器容积

负荷的升高 ,制氢系统内的活性污泥量也随之增加 ,

在容积负荷为 919 kgΠ(m
3·d) 时 , MLVSS 仅为 810

gΠL ,而容积负荷升高至 2119 kgΠ(m3·d)时 ,MLVSS 达

到 1612 gΠL. 另外 ,为了保证产氢菌强化后在反应器

内的滞留和增殖 ,产氢菌投加到活性污泥时 ,应保证

达到一定的投配比例. 在保持相同的细菌投配比的

条件下 ,控制较低容积负荷下的生物强化 ,投加产氢

菌的绝对剂量较小 ,可降低生物强化的运行成本. 因

此 , 生 物 强 化 应 选 择 在 容 积 负 荷 为 10 ～ 15

kgΠ(m
3·d)的低负荷运行期进行.

213 　高效产氢菌种 B49 的特性及其对生物强化的

影响
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图 2 　HRT对出水悬浮物的影响

Fig. 2 　Effects of HRT on suspended solids in the effluent

高效菌种在反应器内的滞留和增殖是保证生物

强化效果的一个关键因素. CSTR 型反应器的工艺

特点要求系统内的微生物具有一定的形成细菌絮状

体的特性. 因此在生物强化时 ,向生物制氢反应器中

投加具有一定絮凝能力的细菌是避免细菌流失的一

个有效方法. Soda 等[18 ] 和 McLaughlin 等[14 ] 在生物强

化研究中都提出 ,投加细菌的絮状体形成能力的强

弱是它能否在反应器内滞留、繁殖的关键因素 ,也是

影响生物强化作用效果的一个重要因素. 本研究通

　　

图 3 　容积负荷对活性污泥 MLVSS 的影响

Fig. 3 　Effects of VLR on the MLVSS of activated sludge

过显微镜观察到高效产氢菌 B49 在培养过程中可形

成絮状体 ,如图 4 所示. 由图 4 可见 ,B49 细菌之间

分泌胞外多糖类物质 ,使细胞之间紧密联结 ,在培养

液中形成细菌絮状体 ,具有较好的絮凝能力. 产氢菌

的这一特性有助于它自身在反应器内形成絮状体 ,

或粘附在系统原有活性污泥的表面 ,从而避免生物

强化细菌的流失 ,促使产氢菌在反应器内滞留和增

殖 ,可增加反应器运行的生态稳定性.

图 4 　高效产氢菌 B49 形成的絮状体

Fig. 4 　Floc of hydrogen producing bacteria B49

　　另外 ,产氢菌 B49 发酵葡萄糖的主要发酵产物

为 H2 、CO2 、乙醇、乙酸 ,最大比产氢速率为 2510

mmolΠ(g·h) ,是 1 株具有较高产氢能力的乙醇型发

酵菌株[17 ]
,适宜于在 CSTR 型反应器内发挥生物强

化作用.

214 　生物制氢系统在生物强化前后变化的对比分析

生物强化研究在反 应 器 容 积 负 荷 为 12

kgΠ(m
3·d)的运行条件下进行. 产氢菌 B49 的生物强

化试验共进行了 3 次 ,第 1 次生物强化在反应器稳

定运行的第 15 d 进行 ,第 2 次和第 3 次投加分别在

第 25 d 和第 47 d 进行 ,产氢菌投加量 (占活性污泥

MLVSS 的质量分数)分别为 113 %、311 %和 512 %.

548212 期 秦智等 :发酵生物制氢反应器的产氢菌生物强化作用研究



21411 　生物强化前后比产气和比产氢速率的比较

生物制氢反应系统的比产气 (氢)速率是反映反

应器产氢能力的重要指标. 研究中对生物强化前后

比产气速率、比产氢速率及氢气含量的变化进行了

监测 ,结果如图 5 所示 (图 5 中的 3 个箭头分别代表

3 次强化高效菌 B49 的时间 ,下同) .

图 5 　生物强化前后比产气速率和比产氢速率的变化

Fig. 5 　Specific biogas and hydrogen production rate before and after bioaugmentation

　　在生物强化前 14 d 的稳定运行阶段 ,平均比产

气速率为 1316 mmolΠ(kg·d) ,平均比产氢速率为 316

mmolΠ(kg·d) .向反应器中投加菌种 B49 强化后 ,系

统的比产气速率和比产氢速率均发生了变化. 在第

1 次生物强化后 ,反应系统的比产气和比产氢速率

都有一个迅速上升的过程 ,但是在5 d后又下降 ,基

本维持在强化前的水平. 经第 2 次和第 3 次生物强

化后达到稳定运行状态时 ,系统的比产氢速率达到

在 517 mmolΠ(kg·d) 左右. 氢气含量在生物强化前后

的变化不大 ,基本稳定在 30 %左右.

从生物强化前后的比产气和比产氢速率的对比

分析可知 ,高效产氢菌的生物强化可显著地提高生

物制氢系统低负荷稳定运行初期的比产氢速率. 经

过 3 次生物强化作用 ,生物制氢系统的比产氢速率

从强化前的 316 mmolΠ(kg·d) 提高到强化后的 517

mmolΠ(kg·d) ,是强化前的 115 倍.

21412 　生物强化处理前后的液相发酵产物比较

图 6 反映了生物强化过程中制氢系统液相发酵

产物的变化情况. 生物强化前 CSTR 型生物制氢反

应系统的主要液相发酵产物中为乙醇、乙酸和丙酸 ,

它们的平均浓度分别为 618、513 和 418 mmolΠL ,分别

占发酵产物总量的 4015 %、3115 %和 2816 %. 高效产

氢菌 B49 的液相发酵产物则主要为乙醇和乙酸.

第 1 次生物强化后 ,发酵产物的组成发生了一

定的波动后 ,基本恢复了强化前的状态. 第 2 次强化

后 ,液相发酵产物中乙醇和乙酸的比例发生了变化.

　　

图 6 　生物强化前后液相发酵产物的变化

Fig. 6 　Fermentation products before and after bioaugmentation
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波动期结束后 ,发酵产物中的乙醇和乙酸含量增加 ,

乙醇、乙酸和丙酸分别为 815、710 和 414 mmolΠL左

右 ,并基本维持在这一状态. 第 3 次生物强化后 ,发

酵产物中的乙醇和乙酸含量经历了先上升、后下降、

再上升的过程 ,当系统达到稳定状态时 ,发酵产物中

乙醇、乙酸和丙酸含量分别为 1015、715 和 117

mmolΠL左右 ,乙醇和乙酸的含量较强化前有较大幅

度地提高.

Fujita 等[19 ]和 Kanagawa 等[20 ]在废水的生物强化

研究中 ,也出现了投加细菌的数量先下降 ,后有所回

升并达到稳定状态的现象 ,分析认为这种波动的主

要原因在于投加的产氢菌和反应器内固有活性污泥

之间的生存竞争. 制氢系统中发酵产物的变化实际

上也反映了投加的高效产氢菌和反应器内部固有活

性污泥之间此消彼长的生存竞争过程. 乙醇和乙酸

是产氢菌的主要发酵产物 ,因此乙醇和乙酸的含量

增加阶段 ,也是产氢菌在反应器内大量增殖的阶段 ,

当产氢菌逐渐适应反应器的环境后 ,产氢菌与活性

污泥之间形成一种新的动态平衡 ,此后发酵产物的

组成和含量也基本维持在稳定的状态 ,不再发生明

显的变化.

产氢菌的生物强化可显著改善反应器低负荷稳

定运行阶段的发酵产物组成 ,乙醇型发酵的目的产

物乙醇和乙酸在总发酵产物中的比例从生物强化前

的 7210 %提高为强化后的 8618 %. 另外 ,分析图 5 和

图 6 可见 ,生物强化后发酵产物中乙醇和乙酸含量

的变化规律与产氢速率的变化规律相对应 ,在生物

强化后乙醇和乙酸含量的上升阶段都相应地伴随着

产氢速率的增加 ,分析认为发酵过程中产乙醇和乙

酸代谢途径的强化可能是引起产氢速率增加的直接

原因.

21413 　生物强化前后的 pH值比较分析

生物强化前后反应器的进出水 pH 值变化情况

如图 7 所示. 生物强化前后 ,制氢系统的进水 pH 值

基本维持在 615～710 之间 ,没有明显变化. 出水 pH

值在生物强化后有一个波动变化的过程. 生物强化

前 ,出水 pH 值基本在 415～417 之间. 3 次生物强化

过程中 ,出水 pH值都有一个下降的过程. 第 1 次和

第 2 次强化处理后 ,出水 pH 值经过波动期后从 417

下降到 415 左右 ;第 3 次强化后 ,出水 pH 值逐渐下

降并稳定在 413 左右. 研究表明 ,发酵生物制氢反应

器在乙醇型发酵阶段的产氢能力较高 ,而典型乙醇

型发酵的 pH 值范围一般为 410～415[11 ] . 生物强化

后 ,制氢系统的 pH值达到典型乙醇型发酵的 pH 值

范围. 生物强化作用可促进生物制氢反应器的发酵

类型向产氢能力较高的乙醇型发酵转变.

图 7 　生物强化前后 pH值的变化

Fig. 7 　pH value before and after bioaugmentation

3 　结论

(1) 对生物强化阶段的控制参数研究表明 ,

CSTR型生物制氢反应器在生物强化阶段的水力停

留时间应保持在 6 h 左右 ,反应器的生物强化时期

应选择在反应器容积负荷为 10～15 kgΠ(m
3·d) 的低

负荷运行期.

(2)通过显微镜观察可见 ,高效产氢菌种 B49 具

有一定的形成絮状体能力 ,这一特性有助于避免生

物强化过程中细菌的流失 ,能促进产氢菌在反应器

内滞留和进一步增殖 ,因而可增加反应器运行的生

态稳定性.
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(3)生物强化前后的对比分析表明 ,在反应器容

积负荷为 12 kgΠ(m
3·d) 条件下 ,通过投加高效产氢

菌生物强化 CSTR 型生物制氢反应器 ,可显著提高反

应系统的产氢能力并改善反应系统的发酵产物组成.

制氢系统的产氢速率从强化前的 316 mmolΠ(kg·d) 提

高到强化后的 517 mmolΠ(kg·d) ,是强化前的 115 倍.

生物强化后 ,乙醇型发酵的目的产物乙醇和乙酸占总

发酵产物比例从生物强化前的 7210 %提高为强化后

的 8618 %.生物强化后的出水 pH 值从 415～417 下降

到 413 左右 ,达到典型乙醇型发酵的 pH值范围. 产氢

菌的生物强化有助于反应器在低负荷运行期迅速形

成产氢能力较高的乙醇型发酵.
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