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摘要:采用连续流搅拌槽式反应器(CSTR)为实验装置 ,探讨了利用新型发酵产氢菌 R3的生物制氢反应器的启动与运行情况.实验表明 ,维持

反应器内 pH在 4.5左右 、COD启动值为 6000 mg·L-1、水力停留时间为 8 h等条件,可在 30 d内完成反应器内菌种对环境的适应并进入稳定

运行阶段 ,此时系统氧化还原电位(HRT)稳定在 -400 mV左右.系统内的液相末端发酵产物中乙醇含量最大 ,占发酵产物总含量的 65%,乙

醇和乙酸所占比例为 95%,系统呈现明显的乙醇型发酵特性.启动和运行阶段的积累产氢量为 399.33 L,最大产氢量达 15768.8mL·d-1 ,最大

氢气产率为 49.94%.有机氮源可被微生物利用而无机氮源对产氢并无太大影响.使用有机氮源和磷源时积累产气量 、积累产氢量和发酵液相

末端产物与空白对照相比有所增大.
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Abstract:Continuousstirred-tankreactors(CSTR)forbio-hydrogenproductionwerestudiedusingEthanoligenensharbinenseR3, anewanaerobic

hydrogen-producingbacterium.Thestudyaimedtoassessthestart-upandcontinuousoperationcharacteristicsforbio-hydrogenproductionoftheCSTR.

AtapHofabout4.5, CODconcentrationof6000 mg·L-1 , andahydraulicretentiontime(HRT)of8 h, ahydrogen-producingmicrobialcommunity

couldadapttotheenvironmentandoperatestably.Atthesametime, thereductionpotentialofthebio-hydrogenreactorsystemremainedsteadyatabout

-400 mV.Theconcentrationofethanolcouldreach65% oftheaqueousterminalproductioninthesystem.Thetotalhydrogenproductionwas399.33 L,

andthehighesthydrogenproductionwas15768.8 mL·d-1 duringthestageofthestart-upandoperation.Organiccompoundscontainingnitrogencouldbe

digestedwellbythemicrobes, whileinorganicnitrogenhadnoobviouseffectsonhydrogenproductionandbacteriumgrowth.Whenorganiccompounds

containingnitrogenandphosphoruswereaddedtotheculturemedium, thetotalbiogasproduction, theaccumulatedhydrogenproductionandtotalethanol

concentrationoftheendliquidproductswerehigherthaninthecontrolgroup.

Keywords:biohydrogenproduction;CSTRreactor;continuousfermentation
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1　引言(Introduction)

随着社会的发展 ,人类在生产活动和生活中排

放的大量废弃物对人类赖以生存的环境造成的污

染日益严重.同时 ,人类对能源的需求量也日益增

大 ,环境污染和能源危机正阻滞着人类前进的步

伐.在所有可替代能源中 ,氢气以其洁净燃烧 、能量

密度高 、可再生等优点而被能源界公认为最理想的

矿石燃料的替代能源.生物制氢耗能低和成本相对

较低的特点弥补了传统物理和化学制取氢气的缺

点.从人类可持续发展角度出发 ,以非石化燃料制

取氢气是制氢的正确途径.生物制氢技术为制氢工

业开辟了一个新的领域 ,生物制氢主要分为 3种类

型:光解水产氢 、光合细菌制氢和厌氧发酵制氢.

光解水产氢也称为光分解水产氢途径 ,因为蓝

细菌和绿藻的产氢属于光解水产氢类型 ,它们在厌

氧的条件下 ,通过光解水合作用分解水产生氢气和

氧气(Dasetal., 2008).自从 Gest等(1949)首次证

明光合细菌可利用有机物光合产氢以来 ,大量的生

理生化研究主要用于揭示这种光合产氢机制.光合

细菌所固有的只有一个光合作用中心的特殊键但

结构 ,决定了它所固有的相对较高的光转化效率 ,

具有提高光转化效率的巨大潜力 (张全国等 ,

2005).厌氧发酵制氢的研究开始于 20世纪 60年

代 , Kumar等 (2002)以椰子壳纤维固定阴沟肠杆菌

(Enterobacteraerogens)Ⅱ -BT08,以葡萄糖作为底物

在连续运行下获得最大产氢率 62 mmol·L
-1
·h

-1
.

发酵产氢是利用产氢微生物 ,在厌氧条件和酸

性介质中代谢有机物产生氢气的过程(Kissalalita

etal., 1987).厌氧发酵主要分为两个阶段:水解和

产氢产酸阶段.在水解阶段 ,淀粉 、纤维素和蛋白质

在水解性细菌作用下 ,水解成葡萄糖 、二糖 、氨基酸

和脂肪酸;在产氢产酸阶段 ,产酸细菌发酵可溶性

低分子碳水化合物 、有机酸等 ,产生醋酸 、丙酸 、丁

酸等有机小分子化合物以及 H2和 CO2.发酵法生物

制氢分为混合培养发酵法生物制氢和纯培养发酵

法生物制氢(李永峰 , 2005).

混合培养发酵法生物制氢工艺的基本操作是

接种活性污泥 ,利用生物厌氧产氢 -产酸发酵过程制

取氢气 ,产氢单元就是作为污水的二项厌氧生物处

理工艺的产酸项(李永峰 , 2005).任南琪(1995)首

先提出了利用厌氧活性污泥对有机废水的发酵作

用制取氢气 ,并应用研制的连续流生物制氢反应器

(任南琪 , 1993)进行试验 ,并发现碳水化合物的产

氢-产酸过程是通过乙醇型发酵.这种发酵类型的稳

定性优于丙酸型发酵和丁酸型发酵 ,被认为是产酸

相的最佳发酵类型(Renetal., 2008).此后 ,国内

多为利用颗粒污泥进行混合培养发酵生物制氢的

研究.直至林明(2002)分离了一株乙醇发酵产氢新

菌 ,被命名为 B49,其主要末端产物为乙醇 、乙酸 、氢

气 、二氧化碳和极少量的乳酸 , 研究人员逐渐开始

了纯培养发酵法生物制氢的研究.李永峰(2005)发

现并分离了纯菌种 EthanoligenensharbinenseR3,利

用间歇培养实验研究了其产氢能力和调控方法 , 其

他作者也做了类似的工作(Dankoetal., 2008).基

于目前大多数发酵生物制氢的研究是关于纯菌种

间歇试验和混合培养的 ,因此 , 本文尝试采用纯菌

种 R3发酵的方法 ,探讨连续流生物制氢反应器的

启动与运行过程中 , pH值 、液相末端产物 、产氢量 、

产氢率变化情况及营养物质对产氢的影响 ,同时探

索新型发酵菌 R3的发酵类型及在连续试验中的产

氢能力 ,旨在探究新型产氢菌 R3在连续发酵过程

中的产氢能力和产氢行为的调控;根据相关研究控

制参数 ,提出连续培养工艺的生物制氢控制对策.

2　材料与方法(Materialsandmethods)

2.1　菌种来源

本试验采用的菌种取自连续流搅拌槽式厌氧

发酵产氢活性污泥中 ,采用 Hungater滚管技术将菌

种分离培养.从生物制氢反应器中取 10 mL产氢发

酵活性污泥 ,放入事先充满氮气的无氧灭菌的培养

瓶中 ,加入 10粒玻璃珠 ,在振荡器中振荡 1h,将污

泥中菌胶团打碎 ,用去氧无菌水或去氧无菌生理盐

水进行 10倍系列稀释 ,接种于固体培养基之中 ,进

行平板培养或滚管培养 ,培养时间为 20d.通过 MPN

法估计菌体数量.15 ℃下灭菌 30 min后 ,在 37 ℃条

件下 ,转速 120 r·min
-1
的空气浴摇床中培养.

2.2　连续流装置

本试验采用的装置连续搅拌槽式生物制氢反

应器如图 1所示.系统主体设备生物制氢反应器是

任南琪(1993)研制的国家发明专利(ZL921144741.1),

属于连续搅拌槽式反应器(CSTR).反应器由有机玻

璃制成 ,设有三相分离装置 ,反应区和沉淀区一体

化设计 ,设有搅拌装置.反应器总容积 18.8 L,其中

反应区的有效容积 9.6 L,沉淀区 5.4 L,反应器外

壁装有电加热系统 ,由温控器控制反应器温度为
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(35±1)℃.

图 1　连续流混合培养生物制氢系统(1.废水箱;2.恒流泵;

3.反应器;4.搅拌棒;5.气体流量计;6.过滤器)

Fig.1　 ContinuousH2-producingfermentationreactorsystem

(1.feedtank;2.pump;3.reactor;4.blender;5.

biogasmeter;6.waterlock)

2.3　分析方法

氢气的测定:发酵气体组分采用 SC-Ⅱ型气相

色谱仪(上海分析仪器厂 ,上海)进行分析测定 ,柱

长 2 m, 担体 PorapakQ, 50 /80目 , 热导池检测器

(TCD), 氮气 (99.99%)作为载气 , 流速为 20

mL·min
-1
.用 1 mL注射器抽气进样.

挥发酸和醇类测定:采用 GC122型气相色谱仪

(上海分析仪器厂 ,上海)对液相末端产物进行测

定.气相色谱仪的不锈钢色谱填充柱长 2 m,担体

GDX103, 60 ～ 80目 ,氢火焰检测器 ,氮气作为载气 ,

流速为 30 mL·min
-1
,氢气流速为 30 mL·min

-1
,空

气流速为 490 mL·min
-1
,汽化室温度 220 ℃,柱室

和检测室温度 190 ℃.反应结束后 ,取反应液 4000

r·min
-1
离心 5 min,取上清液进样.

采用国家标准方法测定 COD;采用 pH-25型酸

度计测量 pH和 ORP;用 LML-1型湿式气体流量计

计量发酵气体产量.

3　结果(Results)

3.1　反应器的启动与运行

生物制氢反应器采用连续流的方式运行.在整

个的启动与运行过程中 ,调节进水的 pH值以维持

反应器内部的 pH值在 4.5左右.HRT为 8 h,温度

为(35 ±1)℃.CSTR反应器的启动主要分 3个阶

段:第 1个阶段 (1 ～ 10d)采用 COD浓度为 2000

mg·L
-1
进水;第 2个阶段(11 ～ 20 d)采用 COD值为

4000 mg·L
-1
进水;第 3个阶段(21 ～ 30d)采用 COD

值为 6000 mg·L
-1
进水.每次提升负荷时都要稳定

24个 HRT再进入到下一个阶段中.在启动进入到

第 35d时 ,反应器在目标负荷 6000 mg·L
-1
(以 COD

计)下稳定运行.在启动初期的氧化还原电位较高

在 -500 mV左右 ,随着发酵的进行 ,氧化还原电位

逐渐降低.这主要是因为产氢菌对有机物的氧化及

代谢过程中所产生的氢 、硫化氢等还原性物质会消

耗反应期内的溶解氧 ,从而降低氧化还原电位.在

随后的启动与运行过程中 , ORP都较稳定的维持在

-450 mV左右.

3.2　液相末端发酵产物

液相末端发酵产物对微生物发酵过程具有重

要的影响 ,在厌氧发酵产氢过程中 ,主要发酵产物

是乙酸和乙醇 ,并有微量的丙酸和戊酸产生.通过

检测挥发性脂肪酸(VFA)的组成和含量 ,可以初步

判断从生物制氢反应器中分离出的纯菌的发酵类

型 ,并可适时地反映系统运行特征及其稳定性.在

产氢发酵过程中 ,液相末端产物作为影响因子直接

影响着产氢发酵进程.图 2中所示为启动与运行过

程中液相末端产物中各个成分的含量.从图 2中可

看出 ,乙醇 、乙酸分别占发酵液相末端产物的 65%

和 30%左右.乙醇在液相末端产物中占据一定的优

势 ,由此可以证明 ,新型发酵产氢菌 R3的主要代谢

类型就是乙醇型发酵.

图 2　菌种 R3的各液相末端产物的含量

Fig.2　ThecontentsofendliquidproductsofR3

3.3　反应器的产氢能力

生物制氢的主要气相产物为 H2和 CO2.图 3和

图 4所示是在实验过程中反应器利用纯菌种 R3发

酵的产氢量和氢气产率.从图 3和图 4可以看出 ,在

启动初期 ,由于菌种没有完全适应反应器内的环境

和有机负荷的冲击 , 只有微弱的氢气产生.随着发

酵过程的进行 ,细菌生长的速度逐渐加快 ,其产氢

量 、产氢速率和氢气含量也随之增大.在反应器运

行到 35 d左右时 ,产氢量保持在 15.6 L·d
-1
左右 ,

氢气产率为 45%左右 ,反应器进入稳定运行阶段.

启动和运行阶段的积累产氢量为 399.3 L,最大产

氢量达 15.8 L·d
-1
,最大氢气产率为 49.94%.
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图 3　连续流反应器的产氢量

Fig.3　Hydrogenproductionofthecontinuous-flowreactor

3.4　pH值

pH值是废水厌氧处理过程中最重要的影响因

素之一.因为废水进入反应器后 ,水解和发酵产酸

反应会迅速改变溶液的 pH值.启动过程中反应系

统的 pH值是反应器运行的重要工程控制参数.从

图 4中可看出 ,出水 pH值始终保持在 4.0 ～ 4.5之

间 ,废水的乙醇型发酵也没有受到影响.这说明乙

醇型发酵一旦实现 ,发酵制氢反应器中的微生物生

态体系即具备了较强的稳定性和抗荷冲击能力.实

现乙醇型发酵的生物制氢反应系统的 pH均在 5.0

以下 ,此时反应系统中的酸性末端成为限制产酸相

菌群发酵能力的主要因素.而乙醇型发酵的目的产

物乙醇则不会加速反应系统 pH值的继续降低 ,这

也是产酸发酵菌群为了自我生存而进行的生理调

节机制.

图 4　反应器的启动与运行阶段出水 pH值的变化情况

Fig.4　pHvalueofoutflowduringstart-upandoperation

3.5　氮源

有机氮源和无机氮源对产氢的影响如图 5所

示.本试验在发酵阶段分别投加了有机氮源和无机

氮源各 7d,并设置空白试验与它进行对比.有机氮

源选择的是牛肉膏 、蛋白胨和酵母粉的组合 ,每一

种氮源物质各为 0.5 g·L
-1
;无机氮源选择的是氯化

铵 ,浓度为 1.5 g·L
-1
.由图 5可知 ,使用有机氮源时

累计产气量和累计产氢量与空白时相比有所增大 ,

分别为 28 6.47L和 1 36.47L;使用无机氮源对发

酵产氢并无太大影响.有机氮和无机氮对液相末端

产物的影响如图 6所示.由图 6可看出 ,有机氮对发

酵液相末端产物的影响较大 ,乙醇和乙酸的产量都

较空白时高 , 分别达到 2563.8 mg·L
-1
和 1275.4

mg·L
-1
,而且液相末端产物的产量也有所增大 ,为

4373 mg·L
-1
.

无机氮源对液相末端产物的影响不大.因为无

机氮源难于被产氢微生物同化 ,应该加入有机氮

源 ,提高生物制氢系统的产氢菌的活性;严格厌氧

产氢细菌缺乏无机氮源同化代谢的酶类 ,或者这样

的生化代谢只有在极端缺乏氮源时才能够激活.

3.6　磷源

本试验采用磷酸氢二钾(K2HPO4)作为磷酸的

来源 ,浓度为 1.5 g·L
-1
,并置空白试验.由图 7可以

看出 , K2HPO4促进了发酵产氢的产气量和产氢量 ,

最大值分别达到 237.47 L和 151.99 L;K2HPO4对

菌株 R3液相末端产物的影响的结果见图 9.从图 9

可以看出 ,液相末端产物主要是乙醇和乙酸 , 浓度

分别是 2352.9 mg·L
-1
和 1027.7 mg·L

-1
.液相末端

产物中乙醇含量高于乙酸 , K2HPO4浓度的变化没

有改变菌株 R3发酵产氢的代谢类型 ,代谢类型仍

属乙醇型发酵.
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4　结论 (Conclusions)

1)保持反应器内 pH为 4.5左右 、COD启动值

为 6000 mg·L
-1
、水力停留时间为 8 h等条件 ,可在

30 d内完成反应器内菌种对环境的适应并进入稳

定运行阶段 ,此时系统氧化还原电位稳定在 -450

mV左右.

2)系统内的液相末端发酵产物中乙醇含量最

大 ,乙醇和乙酸分别占发酵产物总含量的 65%和

30%左右 ,系统呈现明显的乙醇型发酵特性.

3)启动和运行阶段的积累产氢量为 399328.9

mL,最大产氢量达 15768.8 mL·d
-1
,最大氢气产率

为 49.94%.

4)有机氮源可被微生物利用而无机氮源对产

氢并无太大影响.使用有机氮源和磷源时累计产气

量 、累计产氢量和发酵液相末端产物较空白对照有

所增大.
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