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引　言

过度使用化石燃料所造成的能源短缺和环境污

染问题，已经对全球经济的可持续发展带来严重的

挑战，因此研究开发可替代的清洁能源已成为科学
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界一项十分紧迫的任务。发酵法生物制氢具有清



洁、高效和可再生的特点，是有望实现规模化生产

的途径之一，因而受到人们的关注［１３］。在发酵法

生物制氢中，除了底物的预处理外［４８］，产氢菌的

活性、稳定性和寿命问题也是困扰和制约发酵法生

物制氢技术规模化生产的关键因素。在这些因素

中，除了菌源自身的特性外，菌源的处理方式也不

同程度地影响产氢菌的菌群结构和数量，进而影响

厌氧反应器的启动和产氢过程。关于菌源处理方式

对发酵产氢的影响，最近已有个例报道，例如：

ＶｅｎｋａｔａＭｏｈａｎ等
［９］以葡萄糖和添加化学废水的

葡萄糖为底物，研究了热处理的活性污泥对生物产

氢的影响，得到的最大氢产量为１．２５ｍｍｏｌ·

（ｇＣＯＤ）
－１；樊耀亭等［１０］用红外烘干的牛粪堆肥

为产氢菌源，以酸化预处理的秸秆为产氢底物，得

到的最大氢产量为１４３．５８ｍｌＨ２· （ｇ秸秆）
－１；

任南琪等［１１］采用曝气结合间歇培养的方式对活性

污泥进行处理后，以糖蜜废水为产氢底物，得到最

大产氢能力为７．６３ｍ３· （ｍ３·ｄ）－１。无论如何，

在迄今为止的发酵产氢研究中，人们对于产氢菌源

的研究还极其有限。

基于上述背景，本文在２０Ｌ连续流搅拌槽式

反应器 （ＣＳＴＲ）中考察了４种菌源处理方式对发

酵生物制氢的影响，取得了预期的试验结果。

１　试验部分

１１　试验原料

天然产氢菌源：牛粪堆肥取自郑州郊区奶牛

场。为了抑制产甲烷菌及嗜氢菌的活性并富集产氢

微生物［１２］，在发酵产氢前，按照表１方法对牛粪

堆肥分别进行红外烘干、曝气［１０］、红外烘干结合

曝气、红外烘干结合加糖曝气处理［１１］，之后参照

文献［１３］方法用蔗糖进行驯化培养。经驯化培养的

菌源作为种子液用于后续的发酵产氢试验。

产氢底物：蔗糖，食品级，云南凤庆糖业集团

有限责任公司提供。

营养液组成 （ｇ·Ｌ
－１）：ＮＨ４ＨＣＯ３，２．０；

ＫＨ２ＰＯ４，１．０；ＭｇＳＯ４ ·７Ｈ２Ｏ ，０．１；ＮａＣｌ，

０．０１；ＭｏＯ４·２Ｈ２Ｏ，０．０１；ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ，０．０１；

ＭｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，０．０１５；ＦｅＣｌ２，０．００２７８。

１２　仪器及分析方法

氢气和 ＶＦＡｓ含量用 Ａｇｉｌｅｎｔ４８９０型气相色

谱仪按照文献［４］方法测定 （美国安捷伦仪器公司）；

生物气体积用湿式气体流量计计量；ＤｃｏｄｅＴＭ基因

表１　菌源预处理方式

犜犪犫犾犲１　犜狉犲犪狋犿犲狀狋犳犪狊犺犻狅狀狅犳犫犪犮狋犲狉犻犪狊狅狌狉犮犲

ＳｅｒｉａｌＮｏ． Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｆａｓｈｉｏｎｏｆｂａｃｔｅｒｉａｓｏｕｒｃｅ

１ ｆｏｒｃｅｄａｅｒａｔｉｏｎｃｏｍｂｉｎｅｄａｄｄｉｎｇｓｕｇａｒａｆｔｅｒｉｎｆｒａｒｅｄｄｒｙｉｎｇ

２ ｉｎｆｒａｒｅｄｄｒｙｉｎｇ

３ ｉｎｆｒａｒｅｄｄｒｙｉｎｇｃｏｍｂｉｎｅｄｆｏｒｃｅｄａｅｒａｔｉｏｎ

４ ｗａｔｅｒｉｍｍｅｒｓｉｏｎ

突变检测系统 （ＢｉｏＲａｄ公司）；变形梯度凝胶电

泳 （ＤＧＧＥ），采用 ＤｃｏｄｅＴＭ基因突变检测系统对

ＰＣＲ反应产物进行分离测定。

１３　试验方法

将种子液
!

水按照１∶４的比例置于２０Ｌ生物

制氢反应器中，加入营养液，密闭，充 Ｎ２ 除氧。

产氢试验装置如图１所示。固定试验条件
［１４］如下：

发酵温度 （３６±１）℃，搅拌转速１２０ｒ·ｍｉｎ－１，

ｐＨ 为５．０±０．１，Ｃ∶Ｎ∶Ｐ＝５００∶５∶１，底物

（蔗糖）浓度为１０ｇ·Ｌ
－１，水力停留时间 （ＨＲＴ）

为１１ｈ。

图１　发酵产氢试验装置

Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

ｈｙｄｒｏｇｅｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

１—ｆｅｅｄｉｎｇｂｏｘ；２—ｍｅｔｅｒｉｎｇｐｕｍｐ；

３—ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｔａｎｋ；４—ｓｔｉｒｒｅｒ；５—ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｃｏｎｔｒｏｌｌｅｒ；

６—ｏｕｔｌｅｔ；７—ｌｉｑｕｉｄｂｌｏｃｋｉｎｇ；８—ｗｅｔｇａｓｆｌｏｗｍｅｔｅｒ；

９—ｅｓｃａｐｅｈｏｌｅ

　

２　结果与讨论

２１　菌源处理方式对产氢性能的影响

在发酵生物制氢过程中，采用适宜的菌源处理

方式可以有效抑制产甲烷菌和其他嗜氢菌的活性，

并使产氢菌得到富集。不同的菌源处理方式将导致

反应器中产氢菌结构及菌群数量的变化［１５］，进而

影响其产氢特性。菌源处理方式对产氢过程参数的

影响示于表２。由表２数据可以看出，在其他条件

恒定的情况下，以４种不同方式处理的牛粪堆肥

（表１）作为产氢菌源进行发酵制氢时，四者在延

迟时间、最大氢浓度、最大产氢速率和最大产氢能

·６４５１· 化　工　学　报　 　第６１卷　



表２　不同菌源处理方式对产氢性能的影响

犜犪犫犾犲２　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋狉犲犪狋犿犲狀狋犳犪狊犺犻狅狀狅犳犫犪犮狋犲狉犻犪狊狅狌狉犮犲狅狀狆犲狉犳狅狉犿犪狀犮犲狅犳犺狔犱狉狅犵犲狀狆狉狅犱狌犮狋犻狅狀

Ｓｅｒｉａｌ

Ｎｏ．

Ｌａｇｔｉｍｅ

／ｈ

Ｍａｘｉｍｕｍｈｙｄｒｏｇｅｎ

ｃｏｎｔｅｎｔ／％

Ｍａｘｉｍｕｍｈｙｄｒｏｇｅｎ

ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｒａｔｅ／ＬＨ２·（Ｌ·ｈ）－１
Ｈｙｄｒｏｇｅｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｐｏｔｅｎｔｉａｌ

／ｍｌＨ２·（ｇｓｕｃｒｏｓｅ）－１

１ ５ ５５．５ ０．５０８９ ３８７．６

２ １４ ４６．０ ０．２１５７ １６４．３

３ １０ ４８．６ ０．２８１４ ２１４．３

４ １２ ５２．０ ０．３３０９ ２５１．４

力诸项指标中存在显著差别。经处理２得到的牛粪

堆肥，产氢延迟时间、最大氢浓度、最大产氢速率

和产氢能力分别为１４ｈ、４６％、０．２１５７ＬＨ２·

（Ｌ·ｈ）－１和１６４．３ｍｌＨ２· （ｇｓｕｃｒｏｓｅ）
－１；牛粪

堆肥经浸泡处理 （４）后，其最大氢浓度提升至

５２％，但产氢延迟时间较长 （１２ｈ），最大产氢速

率较低 ［０．３３０９ＬＨ２· （Ｌ·ｈ）－１］，产氢能力也

较低 ［２５１．４ｍｌＨ２· （ｇｓｕｃｒｏｓｅ）
－１］；经处理３

得到的牛粪堆肥延迟时间虽有所降低 （１０ｈ），但

最大氢浓度 （４８．６％）、最大产氢速率 ［０．２８１４Ｌ

Ｈ２· （Ｌ·ｈ）－１］和产氢能力 ［２１４．３ｍｌＨ２·

（ｇｓｕｃｒｏｓｅ）
－１］依然没有得到改善；与前述三种菌

源处理方式相比，牛粪堆肥经方式１处理后，延迟

时间最短 （５ｈ），最大氢浓度 （５５．５％）、产氢速

率 ［０．５０８９Ｌ Ｈ２ · （Ｌ·ｈ）－１］和产氢能力

［３８７．６ｍｌＨ２· （ｇｓｕｃｒｏｓｅ）
－１］均达到最大值。

菌群分析试验已经表明：在厌氧发酵产氢过程

中，产氢菌种群和数量最主要的是梭菌，其次是肠

杆菌［１６］。由平板计数法测定得到的四种菌源处理

方式的菌群数量也证明了以处理１得到的菌群数量

最大，这在一定程度上也揭示了经处理方式１得到

的菌源产氢性能好的内在原因。

牛粪堆肥经方式４处理后，不但具有芽孢的梭

菌可以存活下来，其他产氢菌如肠杆菌和兼性产氢

菌也可以存活，使得产氢菌的种群和数量最大程度

上得到保留，因而其发酵产氢性能优于处理２的菌

源，因为经处理２得到的菌源，虽然可以抑制嗜氢

菌 （如产甲烷菌），但同时也抑制了一些不耐热的

产氢菌 （如肠杆菌和一部分芽孢梭菌），使得产氢

菌群种类和数量减少，导致产氢性能欠佳；经处理

３得到的牛粪堆肥，由于二者的双重作用，在有效

抑制嗜氢菌活性的同时，也部分抑制了产氢菌的活

性，导致产氢菌群种类和数量减少，因而产氢性能

较差；经处理１得到的牛粪堆肥，由于碳源的加

入，有效改善了产氢菌的生存环境，导致产氢菌群

种类和数量迅速增加，因而产氢延迟时间最短，氢

浓度、产氢速率和产氢能力均达到最大值。

２２　犘犆犚犇犌犌犈指纹图谱分析

利用变形梯度凝胶电泳 （ＤＧＧＥ）技术，采用

ＤｃｏｄｅＴＭ基因突变检测系统对ＰＣＲ反应产物进行了

分离测定，考察了产氢反应器中经不同处理方式的

牛粪堆肥中微生物种群的变化特征。首先从４种菌

源处理方式得到的产氢菌源中提取总的 ＤＮＡ 片

段，然后针对１６ＳｒＤＮＡＶ３片段进行ＰＣＲ扩增，

最后利用ＤＧＧＥ技术分离１６ＳｒＤＮＡＶ３区基因片

段ＰＣＲ产物，得到了数目不等的电泳条带。图２

为从产氢系统中得到的经不同方式处理的牛粪堆肥

ＰＣＲＤＧＧＥ的指纹图谱，图中每个独立分离的

ＤＮＡ片段代表一个微生物种属，电泳条带越多说

明生物多样性越丰富，条带信号越强表示该种属的

数量越多［１７］，由图可以看出，不同样品的ＰＣＲ产

物出现的带型存在一定差别。

图２　不同处理方式菌源的ＰＣＲＤＧＧＥ图谱

Ｆｉｇ．２　ＰＣＲＤＧＧＥｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｄｉａｇｒａｍｏｆｂａｃｔｅｒｉａ

ｓｏｕｒｃｅｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｆａｓｈｉｏｎ

１—ｔｒｅａｔｍｅｎｔｆａｓｈｉｏｎ１；２—ｔｒｅａｔｍｅｎｔｆａｓｈｉｏｎ２；

３—ｔｒｅａｔｍｅｎｔｆａｓｈｉｏｎ３；４—ｔｒｅａｔｍｅｎｔｆａｓｈｉｏｎ４
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在ＰＣＲＤＧＧＥ指纹图谱 （图２）中，经不同

方式处理的牛粪堆肥产氢发酵液中电泳条带的数目

和信号强度呈现一定程度的差异，反映了产氢菌源

（牛粪堆肥）中微生物种群的多样性。例如：由处

理２和处理３得到的菌源中条带数目远低于处理４

和处理１的菌源，表明牛粪堆肥经方式１和４处理

后微生物种群数目进一步增强。通过比较图谱的条

带亮度可以看出，在处理１、２和３的菌源中，分

别出现Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ六条不同亮度的条带，

其中处理１中条带 Ａ和Ｂ的亮度最大，表明处理

１、２和３中各有两种数量较大的微生物种群，其

中处理１中，两种优势微生物种群的数量最大。结

果暗示，由于在处理１加入了碳源，使得两个优势

微生物种群得到迅速生长和繁殖。本实验室从产氢

系统中分离出的菌株所进行的１６ＳｒＤＮＡ基因测序

分析结果已经证实：在该产氢体系中得到的优势菌

株主要为梭状芽孢杆菌［１６］。

２３　产氢特性验证试验

固定试验条件：犜 为 （３６±１）℃，ｐＨ 为

５．０±０．１，Ｃ∶Ｎ∶Ｐ＝５００∶５∶１，底物浓度为１０

ｇ·Ｌ
－１和 ＨＲＴ为１１ｈ，在２０Ｌ反应器中进一步

考察了经处理１得到的样品的产氢特性。图３为处

理１和对照试验样品的氢浓度随培养时间的变化曲

线。由图３可以看出，处理１的样品产氢延迟时间

约为５ｈ，反应器启动后，产氢立即开始，氢浓度

随着发酵时间的增加而迅速增加，大约至发酵１０

ｈ时，产氢速率和氢浓度分别达到最大值０．５０８９Ｌ

Ｈ２· （Ｌ·ｈ）－１和５５．５％。其间测得的产氢能力

为３８７．６ｍｌＨ２· （ｇｓｕｃｒｏｓｅ）
－１ （表２）。液相发

酵末端副产物主要为丁酸、乙酸和乙醇，其相应的

含量分别为５２７．４、４６０．３和１００．７ｍｇ·Ｌ
－１，其

中乙酸和丁酸含量大于 ＶＦＡｓ的７５％。根据液相

发酵末端产物的变化判断其发酵类型属丁酸型发酵

［１５］。此外，也伴随少量丙酸的形成，但没有检测

到甲烷气体的存在。在对照试验中，以传统热处理

方式 （１０５℃烘干２ｈ）处理的牛粪堆肥为菌源，

以蔗糖为产氢底物时得到的产氢能力、最大氢浓度

和产氢速率分别是２９１．５ｍｌＨ２· （ｇｓｕｃｒｏｓｅ）
－１、

５０．８％、０．４６０７ＬＨ２· （Ｌ·ｈ）－１。如果牛粪堆

肥不做任何处理，在发酵产氢条件下则不产生氢

气。结果表明：在发酵生物制氢中，对产氢菌源

（牛粪堆肥）进行红外烘干结合加糖曝气处理 （处

理１）是一种有效的菌源处理方式。

（ａ）

　

（ｂ）

图３　处理１和对照样品的产氢速率和氢浓度

随培养时间的变化曲线

Ｆｉｇ．３　Ｖａｒｉａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆｈｙｄｒｏｇｅｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｒａｔｅ

ａｎｄｈｙｄｒｏｇｅｎｃｏｎｔｅｎｔｗｉｔｈｃｕｌｔｕｒｅｔｉｍｅｆｏｒ

ｔｒｅａｔｅｄｆａｓｈｉｏｎ１ａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｔｅｓｔ

■ｔｒｅａｔｅｄｆａｓｈｉｏｎ１；▲ｃｏｎｔｒｏｌｔｅｓｔ

　

３　结　论

（１）在发酵生物制氢中，对产氢菌源 （牛粪堆

肥）进行红外烘干耦合加糖曝气处理 （处理１）是

一种有效的菌源处理方式。

（２）在最佳发酵产氢条件下，在２０Ｌ反应器

中以处理１的牛粪堆肥为产氢菌源，蔗糖的产氢能

力、最大浓度和产氢速率分别为：３８７．６ｍｌＨ２·

（ｇｓｕｃｒｏｓｅ）
－１、５５．５％和０．５０８９Ｌ Ｈ２· （Ｌ·

ｈ）－１。

（３）ＰＣＲＤＧＧＥ指纹图谱分析表明：处理１

的菌源中呈现丰富的微生物种群，其中含有两种数

量大的优势产氢微生物种群。

犚犲犳犲狉犲狀犮犲狊
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