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辽宁 沈阳

摘 要 为了研究混合菌种非固定化技术生物制氢反应器的产氢效能
,

实验采用厌氧 技术和

法
,

从采用混合菌种非固定化技术的生物制氢反应器厌氧活性污泥中分离到 株优势发酵菌株
,

其 中

株为产氢细菌 实验结果表明
,

主要决定反应器产氢效能的因素是反应器内 的数量和活性 采

用混合菌种非固定化技术可以充分发挥 的产氢活性
,

但是由于反应器内 的数量和比例不高
,

大大

制约了混合菌种非固定技术生物制氢反应器效能的充分发挥 针对这一结论
,

提出采用有 自絮凝能力的高

效产氢细菌进行快速启动和投加高效产氢菌株的方法提高生物制氢反应器的产氢效能
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氢能是一种清洁能源
,

是未来能源的重要发
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展方向 与常规的制氢技术比
,

由于生物制氢技

术具有 可再生和低能耗等特点
,

极有可能成为最

有前途的制氢技术
’

为了提高反应器效能的充

分发挥即保证反应器 中拥有高浓度的产氢细 菌

和 产氢能力 的最大发挥
,

目前
,

国际

主要采取固定化技术达到这 一 目的
‘ 一 ,

口 通过海藻酸钙 固定化技术使类球红细菌
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利用 废 水 产

氢
,

从每升废水产氢气 工提高到

文献 「 」通过 多孔草球 固定 丁 酸梭菌

使产氢效率从非固定的
一 ‘ · 一 ‘

提高

到
一 ’ · 一 ’

虽然固定化细胞与非固

定化细胞相 比有着耐低
、

持续产氢时间长
、

抑

制氧气扩散速率
,

防止 细胞流失等优点
,

但

是
,

由于固定化载体在反应器中占有相 当大的空

间
,

限制了 在反应器中浓度的提高
,

从而 也

妨碍了生物制氢反应器产氢效能的发挥 另外
,

载体对 的毒性及对 产生 的氢气和二氧

化碳扩散的阻碍
,

一

也影响生物制氢反应器的产氢

效能 同时
,

由于 固定化技术中大多数采用 的是

纯菌种
,

较难实现生物制氢技术工业化

为了解决这 一矛盾
,

任南琪教授提 出 生物

制氢反应器的棍合菌种非 固定化制氢技术
,

即

通过对生物制氢优势菌群限制因子
、

氧化还

原电位
、

有机负荷等 的控制和人工驯化的

手段
,

在反应器中形成产氢稳定的乙 醇型发酵菌

群
,

使反应器中菌体细胞 的浓度质量达到较高的

水平 一 岁 由于此技术采用的是

混合菌种
,

在运行中方便操作和管理
,

大大提高了

生物制氢技术工业化的可行性
,

也成为国际上近

来生物制氢技术研究 的热点 等
‘“ 和

等 川 采用混合菌种非 固定化制氢技术分别利用

业废水和葡萄糖成功制备氢气 国内外研究结

果表明 见表 其中 汽 为单位体积的最大产氢

速率
,

混合菌种非固定技术 的产氢能力与纯菌

种固定化技术并没有大的差别

表 采用不同技术的最大产氢速率 线

技术类型 菌 种 载 体 营养底物 , ,
· ·

‘

酸梭菌
礴

丁酸梭菌 十
’ ‘

深红红螺菌

产气肠杆菌
“

产气肠杆菌 一

一 一

酸梭菌
, ‘

琼脂凝胶

多孔草球

海藻酸钙

聚氨酉旨泡沫

琼脂凝胶

聚丙烯酞胺凝胶

自制培养基

自制培养基

葡萄糖

糖蜜

自制培养基

自制培养基
“

纯菌种固定化技术

厌氧絮状污泥
‘

”

厌氧絮状污泥 ”

厌氧絮状污泥
’

糖蜜

葡萄糖

含糖废水
,

尤无无

尤无产气肠杆菌 一

产气肠杆菌 丫 一

自制培养基
’

自制培养基卜 《洲

混合菌种一纯菌种

非固定化技术

质量分数为 的葡萄糖 质量分数为 的葡萄糖

材料和方法

菌种来源和厌氧培养方法

菌种取 自本实验室连续流混合菌种非固定技

术生物制氢反应器 见图 内呈絮凝态的厌氧活

性污泥 细菌培养中无菌水
、

培养基的制备和全

部实验操作采用改进的 。 厌氧技术 ”啧 ,

以

高纯氮气为气相
,

℃常规培养

培养基

液体培养基 盯 葡萄糖 胰蛋 白陈

牛肉膏 酵母汁
、 ·

一 半胧氨酸 发酵液

图 生物制氢反应器
一 一

维生素液 钻按素 抗坏 血酸

核黄素 柠檬酸 毗多醛 叶酸
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对氨基苯甲酸 肌酸 微

量元 素液
· ·

· ·

·

刃 天 青 一

一

固体培养基 液体培养基 十 琼脂

优势菌种的计数和 的筛选

从生物制氢反应器中取出一定量产氢发酵活

性污泥
,

采用 法计数 对所有稀释梯度最高

的单菌落进行分纯操作
,

所分离到的菌种即优势

菌种 将分离到的纯菌在 ℃ 条件

下
,

振荡培养 一 ,

用 无菌注射器从其气

相中取样
,

检测其气相成分中是否有氢气存在

如果有
,

即为优势产氢细菌

发酵产物的分析

挥发酸和醇类测定 使用 型气相色谱

仪
,

柱长
,

担体 仍
,

印 一 目
,

氢火焰检测

器
,

氮气作载气
,

流速 口
,

氢气流速为
,

空气流速为 口
,

汽化室 ℃
,

柱和检测室 ℃
,

取 培养液
,

滴人

两滴
,

离心 仪旧
,

取上清液进样

氢气和二氧化碳测定 使用 一 型气相色谱

仪
,

柱长
,

担体为 一 , 一 目
,

热导池

检测器
,

氮气作载气
,

流速为
,

柱和检测

室 巧。 ℃
,

从图 气体取样口取气相样品进样

结果与讨论
生物制氢反应器运行状况

在发酵法生物制氢技术中
,

传统的观点认为

生物制氢反应器末端产物应 以丁酸为主
,

’ 一 ” ,

即丁 酸 型 发 酵 当丙 酸 大 量 出 现 在 末 端 产

物〔’
· 一 ’

中
,

会导致反应器运行状况 的恶化 任

南琪〔‘ 〕首次提出在生物制氢技术中反应器的未

端发酵产物主要为乙醇的反应类型 即乙醇型发

酵
,

得到较高的氢气产量
,

且 比传统的丁酸型发

酵更稳定
,

更有利

表 中的反应器状态均处于乙醇型发酵
,

第
、

次取泥时 反应 器 的产 氢速 率较 高
,

分别为

和 口
,

其末端产物乙醇的浓度也相应

提高为 和
,

所以第
、

次取泥

时反应器的运行状态较好 第 一 次取泥产氢

速率较低
,

分别为
、

和 巧
,

丙酸在

发酵产物中的比例大幅升高
,

反应器运行状况较

差 尤其是在第
、

次取泥时
,

丙酸在发酵产物中

的比例分别达到 和
,

近于恶化

生物制氮反应器中产氢污泥的优势菌种

从表 中可 以得出采取混合菌种非固定化技

术的生物制氢反应器可以获得较高的细胞质量浓

度 如污泥质量浓度 一 岁 和

较高的菌数 如
, 一 ” 其中

为总碱度
,

为产氢速率
, 沪 , , 为氢气体积分

数
, 。 , 为发酵产物浓度 但是

,

决定生物制氢反应

器产氢效率的因素并不是发酵菌群的细胞浓度

如在第 次取泥时种泥的菌数和 质量浓度

分别达到
, 和 岁

,

与第 次取

泥的菌数 ” 和 贷

差不多
,

而第 次取泥时产氢速率 却远

远大于第 次的 究其原 因
,

是第 次

取泥时 占优势发酵菌群的比例为
,

高于

第 次取泥时 比例为
,

第 次取泥时反应器

中 的细胞质量浓度较高 见图
,

所 以第

次取泥时的产氢速率就高 从图 和表 中
,

可

以得出当反应器中 的菌数和在发酵菌群中

的比例有所提高
,

其产氢速率就提高 所以决定

生物制氢反应器产氢效能的因素是 菌群的

细胞质量浓度
,

表 取泥时生物制氮反应器运行参数和发酵产物
一 一

取泥

顺序

一

· 一 】
二

解 有机负荷
· 一 ,

吨
· 一 · 一 ,

菌数 沙

一 一 忿 丛
·

丘认一 科
一

一

一

科

科

】

,

乙醇 乙酸 丙酸 丁酸

【

︸勺勺一︻了,气︸,、︸七、

注 其他产物忽略不计 水力停留时间均为 第一次取泥为从 号生物制氢反应器取泥 其他从 号生物制

氢反应器取泥 指没有监测
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而不是发酵菌群的细胞质量浓度 上述实验结果

表明
,

与纯固定化技术相比
,

在混合菌种生物制氢

技术 中不但要 重 视反 应 器 中的菌数
,

更要重 视

占发酵菌群菌数的比例

菌乙醇型发酵提 出 了客观证据 而 为 了分析方

便
,

暂把非产氢细菌按末端产物组 成也可以分为

两种类型 丙酸型 以丙酸为主要 发酵产物的类

型 和 和其他类型 除 乙酸外其他发酵产

物的量都非常少
,

如 山 和 这也间接证明

了当丙酸型发酵时多为非产氢细菌
,

使生物制氢

反应器恶化
,

产氢量少甚至不产氢

表 部分优势菌株的发酵产物

挽
、

· , · 一 宜

菌名 —一

——
乙醇 乙酸 丙酸 丁酸

举酬燕举通

︸、,白

⋯
八曰

,出非产氛细菌

取泥顺序

图 从产氢污泥中分离的发酵细菌和 的菌株数量

介
,

一 一。 卜 〔

·

片

在 次取泥中
,

共分离到发酵细菌 株
,

其

中 为 株
,

发酵菌群中 所 占的比例并

不高 见图 在运行状态最 好时只为
,

大多数情况 为 一 ,

这说明在生物制氢反

应器中使用混合菌种非固定化技术并没有完全使

反应器 内 达到较高的浓度
,

而相对 比较
,

在

固定化技术中大量使用纯菌种
,

使 所占比例

接近
,

大大高于混合菌种非固定化技术 所

以
,

从 的菌数上分析
,

混合菌种非固定化技

术并没有能够充分发挥生物制氢反应器的产氢效

育色

生物制氢反应器中优势菌株末端产物

表 列出分离出 株优势菌株中一部分较

具代表性 菌株的发酵产物
,

其中 气 为液相末端发

酵产物浓度 从中可以发现在几 乎所有 的菌株的

发酵产物中乙酸都 占有相 当大 的量
,

这 是因 为许

多有机发酵中都有大量的乙酸产生
,

如乳酸发酵
,

混合酸发酵和丙酸发酵等 而其他的发酵产物的

有无和量的多少往往 可以明显反映细菌的不同代

谢途径 在所分离的细菌中 的末端产物的

组成主要分为两种类型 丁酸型 即 以丁酸为主

要发酵产 物的类型
,

如 和 和 乙 醇型

即以 乙 醇 为 主要发 酵 产 物 的类 型
,

如 和

这符合国际上发酵法生物制氢技术 目前存

在的两种类型丁酸型发酵和乙醇型发酵 另外
,

和 的分离也首次为任南琪教授提出的细

广乙

氢 川

细 考

菌

孟

从
“ ”

中分析得 出在生物制氢反应器 中

在发酵细菌优势菌株中的比例不高 在分离

到的产生大量 乙 醇的 乙醇型细 菌仅为 株 其

中 株为产 乙 醇不产氢气的非产氢细菌
,

占优

势菌群的 见表 而生物制氢反应 器产

氢污泥的发酵产物 以 乙醇型为主
,

即使在反应器

出现恶化趋势时 第
、

次取泥时 乙 醇也 占有

较高的比例 见表 和 从 上面的结果 可知
,

全亏泥的代谢类型没有表现出优势菌群中占大多数

细菌比例的丙酸型代谢 其他类型除外
,

而表现

为占优势菌群极少 比例的乙 醇型代谢 因此
,

在

生物制氢反应器混合菌种培养过程中占反应器中

菌数 比例很小乙醇型细菌在代谢中发挥着最重要

的作用
,

而其他非乙醇型细菌的代谢受到了抑制

究其原因
,

是混合菌种非固定化技术是通过对限

制因子的控制
,

为乙醇型细 菌发酵提供适宜的生

态位
,

促使乙醇型细菌的代谢活性充分发挥
,

抑制

其他非产氢细菌 尤其是丙酸型细菌 的代谢活

力 这也说明混合菌种非固定化技术在发挥

的产氢能力方面起了重要作用
,

即在 产氢反

应的条件控制是非常成功的
,

而在提高反应器中

的数量和 比例方面作用有限
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表 分离到的各种类型细菌的数量

细菌

类于互

其他类

型细菌

乙醇型

细菌

丙酸型

细菌

酸型

细菌

细菌菌株

数量 株

注 丁酸型细菌均为 乙醇型细菌中有 株

和 株非

最大产氢速率的分析

由于固定化技术无法准确计
一

算出反应器内的

细胞质量浓度和单位体积内 的生物量
,

所以

无法采用国际 最为通用的单位生物量最大产氢

速率 。
、 · 一 ’ · 一 ’

来对纯菌种固定化技

术和混合菌种非固定化技术进行 比较
,

只能采用

国际上较为通用的单位体积最大产氢速率
· 一 ’ · 一 ’ 进行分析 表 列 出了国内外采用

纯菌种固定化技术和混合菌种非固定化技术生物

制氢的最大产氢速率 采用纯菌种 固定化技术发

酵细菌最大产氢速率为 一
· 一 ’ · 一 ’ ,

与

采用混合菌种非固定化技术所得到最大产氢速率
一 一 ,

· 一 ’ · 一 ‘ 差不多

改进策略

通过 仁面的分析
,

可 以得 出混合菌种非固定

化技术虽然保持 反应器内发酵细菌菌数的高浓

度
,

突出发挥
一

尤其是乙醇型细菌在产氢代

谢中的作用 但是由于连续流 自固定过程中仍有

大量 流失和非产氢细菌保留
,

导致其产氢速

率不高
,

所以混合菌种非 固定化技术并没有发挥

出生物制氢反应器理想的产氢效能

提高混合菌种非固定化技术生物制氢反应器

的产氢效能
,

关键是提高 在发酵优势菌群中

的 比例
,

保 证 反 应 器 内 的 高浓 度

南
’

筛选出两株有 自絮凝能力的产

氢菌株 一 和 一 ,

采用纯菌种非固定化

技术 即自絮凝技术
,

得到 了较高的最大产氢速

率
,

分别为 和 ,
· 一 ’ · 一 ’ ,

高于纯菌种

固定化技术和混合菌种非固定化技术 见表
,

为解决这问题提供 了新的思路 但是
,

由于纯菌

种非固定化技术应用 的是纯菌种
,

仍无法克服其

在工业化管理和操作上带来的困难 为了辩证地

协调固定化和非固定化
、

纯菌种和混合菌种之间

的矛盾
,

提出如下策略

筛选具有 自絮凝能力的高效产氢菌株
,

富集培养后
,

对生物制氢反应器进行纯 菌种的快

速启动 由于菌株的 自絮凝能力
,

在连续流反应

器中减少了 的流失
,

客观上起到了固定化的

作用
,

保证了反应器内 的高浓度

在反应器启动后
,

定期定量 向反应器投

加高效产氢细菌
,

以保证反应器 内发酵菌群中

的优势地位
,

达到生物强化的作用

采用上述策略
,

既可 以通过菌株本身的絮凝

能力 和 生物强 化技术提 高生 物制氢反 应 器 内

的优势地位
,

防止 在连续流反应器的大

量流失
,

又可以发挥混合菌种在复杂底物条件下

产氢的协同作用
,

巧妙地克服 了固定化和非固定

技术的缺点
,

有可能成为未来生物制氢技术工业

化的主要发展方向

结 论

决定生物制氢反应器产氢效能的最重 要

因素是反应器中 的数量和比例

采用混合菌种非 固定化技术的制氢反应

器中 的比例不高
,

导致其产氢效能不高

采取以高效产氢细菌纯菌种快速启动及

投加有 自絮凝能力的高效产氢细 菌株的策略
,

可

能提高效应器的产氢效能
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