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摘要:为揭示不同阴离子在生物质发酵产氢中的作用规律,以混合菌群发酵产氢为研究对象,采用正交试验设计的方法考察了 6种不同的阴离

子及添加尿素对发酵产氢过程的影响.通过对不同阴离子浓度及相互关系对发酵产氢的影响的综合比较,获得以下结论:促进混合菌群发酵产

氢的阴离子组成为: SO2-
4 1. 5 g# L- 1, C l- 0 g# L- 1, NO-

3 0 g# L- 1, M o7O
6-
24 0. 1 g# L- 1, C2O

2-
4 1 g# L- 1, C6H5O

3-
7 5 g# L- 1, ( H2N ) 2CO

0 g# L- 1 ;以 PDB(马铃薯水解液 )为基质发酵原料, H 2最高含量和平均含量分别比对照组提高了 21. 4%和 24. 1% ;平均产氢速率由对照组的

36. 79 mL# L- 1# h- 1提高到 96. 25 mL# L- 1# h- 1;氢气产率由对照组的 0. 76m ol# m ol- 1提高到 1. 17 mo l# m ol- 1.研究同时证明,尿素对 H 2的产生

具有显著的抑制作用, M o7O
6-
24 则可促进混合微生物对原料的利用和转化;阴离子 C2O

2-
4 和 C6H 5O

3-
7 的交互作用显著,说明两者同时使用可改

善发酵产氢.从理论上对上述结果进行了分析探讨.

关键词:发酵产氢;阴离子;正交试验;影响因子;脱氢酶

文章编号: 0253-2468 ( 2009) 01-124-08   中图分类号: X703   文献标识码: A

Effect of anions on hydrogen ferm entation in a m ixed anaerobic culture system

MA Huan
1, 2
, L IU We iw e i

1, 3
, L IU Shiqing

1, *

1. S chool ofEn ergy& Environm en tal S cien ce, Yunnan Norma lU n ivers ity, Kunm ing 650092

2. Key Laboratory of Ion Beam B ioengin eering, In stitu te of Plasma Phys ics, Ch inese A cadem y of S cien ces, H efei 230031

3. Techno logy School ofAnhu iAgricu lturalUn ivers ity, H efei230061

R eceived 26 Feb ruary 2008;    received in revised form 21 May 2008;    a ccepted 24 O ctober 2008

Abs tract: In the present study, an L27 ( 3
13 ) orthogona l tes tw as perform ed in order to investigate th e individual and in teract ive effects of s ix an ions and

urea on b iohydrogen production in a m ixed anaerobic cu ltu res system. Certain com ponen tsw ere found to p rom ote hydrogen p roduct ion, includ ing SO 2-
4

115 g L- 1, C l- 0 g# L- 1, NO-
3 0 g# L- 1, M o7O

6-
24 0. 1 g# L- 1, C2O

2-
4 1 g# L- 1, C6H5O

3-
7 5 g# L- 1, and (H 2N ) 2CO 0 g# L- 1. Verification

experim ents d emonstrated that the m axim al and the average hyd rogen conten t in the m ixed anaerob ic cultures increased by 21. 4% and 24. 1% in presence

of th e above com pon ents. The average hydrogen generation rate and hydrogen y ield increased from 36. 79 mL# L- 1# h- 1 to 96. 25 mL# L- 1# h- 1 and from

0. 76 m ol# m ol- 1 to 1. 17 m ol# mo l- 1, resp ectively. The results also show ed that urea s ign if ican tly inh ib ited hydrogen generat ion, w h ile M o7O
6-
24

enhanced the sugar d igestib ility of the anaerob ic m icroorgan ism s. In terest ingly, the in teractive ef fect of C2 O
2-
4 and C6H 5 O

3-
7 imp roved hyd rogen

production. F inally, the poss ib le m ech an ism s underlying th e interactive effects of these an ion s and urea are d iscu ssed.

Keywords: hyd rogen ferm entation; n egat ive ions; orth ogonal test; factors; dehyd rogenase

1 引言 ( Introduct ion )

环境与能源问题的日益突出, 使得生物制氢技

术已成为人们关注的一个热点 ( Kosourov et al. ,

2002; 朱核光等, 2002; 肖本益等, 2004; Ike et al. ,

1999; M e lis et al. , 2000 ). 对于生物质发酵产氢技



1期 马欢等:不同阴离子在生物质发酵产氢中的作用研究

术,国内外大量的研究主要集中在影响微生物发酵

产氢的因素,如氧化还原电位、酸碱 pH值、温度、底

物成分、水力停留时间等方面, 关于厌氧微生物群

体产氢过程的环境影响因子的研究已成为国际性

的前沿课题. 美国在 20世纪 60年代开始了金属离

子对厌氧微生物发酵影响的研究, 但主要针对厌氧

产甲烷菌 ( Peguin, 1995; Speece, 2001). 近年来, 也

有一些关于金属元素对发酵产氢的研究报道 ( Lee

et al. , 2001; Zhang et al. , 2005; Fascetti et a l. ,

1998) .事实上, 除了金属元素之外, 不同的阴离子

对发酵产氢的过程也有着不可忽视的影响. 因为含

有不同阴离子的无机或有机盐可为微生物提供除

碳、氮源以外的各种重要元素. 这些元素是微生物

生长不可缺少的,在产氢过程中可作为辅助因子参

与生理和生物化学反应, 或是作为酶的活性中心离

子与激活剂;然而也有的阴离子所起的作用恰恰相

反,对产氢过程的抑制甚至是致命的. 投加适宜的

无机或有机离子可以提高生物活性从而有效地提

高整个发酵系统的效率. 然而, 对于阴离子在生物

质发酵产氢中的作用研究国内外还没有相关的报

道.通过前期对不同金属离子在发酵产氢过程中的

作用研究 ( Speece, 2001;马欢等, 2005)表明, 我们认

为有必要在这一方面进行深入研究. 本研究中以混

合菌群发酵产氢为研究对象,采用正交试验设计考

察了 6种不同阴离子及添加尿素对发酵产氢过程的

影响, 综合比较了不同浓度阴离子及其交互作用对

产氢的影响,获得了促进混合菌群发酵产氢的阴离

子组合,为后继的发酵产氢研究打下了良好基础.

2 材料与方法 (M aterials and methods)

2. 1 材料

2. 1. 1 菌种  取厌氧消化后的活性污泥 (主要为

正常发酵产沼气的底泥混合菌种 ) , 经连续驯化一

段时间后以 TTC为底物测定其脱氢酶活力, 结果显

示,酶活力\ 50U#mL
- 1
; 将此驯化后的活性污泥以

约 1 cm厚度的液体石蜡封隔液面空气, 保藏备用

(刘士清等, 2007; 2008).

2. 1. 2 培养基及发酵用糖液  将市售新鲜马铃薯
适当切碎,按质量比加入 1B1的水量, 用高速组织捣

碎机打浆,加入 A-淀粉酶 (投加量为 10U# g
- 1
,以 TS

计,下同 ), 80~ 85e 下保温液化 2 h;再加入糖化酶

( 100U# g
- 1

), 60~ 65e 下保温糖化 2 h; 用一层纱布

挤滤, 滤液为马铃薯水解液,简记为 PDB,备用.

2. 2 实验装置

实验中所用的基本装置参见文献 (马欢等,

2005) .

2. 3 实验方法
以产气总量、H 2产量和发酵残留还原糖为指

标,按表 1以 3水平设计各实验所用阴离子和尿素

用量.为减少干扰均采用铵盐作氮源, 并考虑部分

交互作用, 分析离子间的综合作用及影响. 采用

L27 ( 3
13
)正交表, 研究不同阴离子对生物质发酵产

氢的影响,其中第 13列空列作为误差估计, 因子在

L27 ( 3
13
)正交表中的实验安排参见表 2设计, 具体实

验条件参见表 3. 实验用产氢生物反应器容积为 1

L,装入 400mL PDB液后按表 3中对应各实验号分

别加入所需的离子液、灭菌,接入 2. 1. 1节中备用的

菌种 100mL,在 30e 下恒温发酵.

表 1 正交试验因子及水平设计表

Tab le 1 Th e resu lt of factors and levels of orthogonal test

因子 水平 1 水平 2 水平 3

A: (H 2N ) 2CO 0 4. 29 42. 90

B: (NH 4 ) 2 SO 4 0 0. 75 1. 50

C: NH 4C l 0 0. 10 1. 00

D: NH4NO3 0 0. 10 1. 00

E: (NH 4 ) 6M o7O 24 0 0. 10 1. 00

F: ( NH4 ) 2 C2O 4 0 0. 10 1. 00

G: ( NH4 ) 3C6 H5O7 0 0. 50 5. 00

  注:各水平浓度以 g# L- 1计量,除尿素 (H 2N ) 2CO是物质浓度

外,其它均为阴离子的浓度.

表 2 正交试验 L27 ( 3
13 )表头因子安排

Tab le 2 The head tab le arrangem en t of the factors in L27 ( 3
13 )

因子 A B C D E F G

列号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

  注: 13列为空列做误差估计, 3、4、6、7和 8列是因子的交互列.

2. 4 测试项目及方法

气体分析:采用标定了校准体积刻度的浮罩在

饱和 N aC l水溶液中通过排水积气法收集并计量总

气体;用奥氏气体分析仪和 HP5890气相色谱测定

气体中 CO 2和 H2的含量.

原料和发酵结束残留的还原糖含量测定: 采用

3, 5-二硝基水杨酸 ( DNS)法 (M iller G L, 1959) , 于

490nm测定并计算还原糖百分含量.

pH值:采用 pH计测定.

3 结果 ( R esu lts)

3. 1 生物质 PDB发酵产氢结果

以 L27 ( 3
13
)正交表设计进行发酵产氢实验, 至
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所有产氢生物反应器不产气为止,实验共进行了 7

d.在发酵过程中记录产气量,并取样分析 H2和 CO2

含量, 分别计算出 H2和 CO2的产量, 并将各天 H2和

CO2的产量分别相加累计得出发酵 7 d的总产量. 发

酵产氢结束后取样测定残糖, 计算出混合菌群对糖

的利用率,结果参见表 3.

表 3 L 27 ( 3
13 )正交设计及不同阴离子 (因子 )下发酵结果

Tab le 3 The resu lts of the orthogonal tes t after ferm en tat ion w ith d ifferen t anions

实验号
因子及水平

A B C D E F G

实验结果

总产气量 /L H 2 /L CO2 /L 糖利用率

1 1 1 1 1 1 1 1 7. 98 3. 322 4. 658 54. 287%

2 1 1 2 2 2 2 2 8. 22 3. 085 5. 135 74. 130%

3 1 1 3 3 3 3 3 11. 55 3. 633 7. 917 50. 110%

4 1 2 1 2 2 3 3 11. 50 3. 140 8. 360 17. 740%

5 1 2 2 3 3 1 1 13. 01 4. 199 8. 811 51. 150%

6 1 2 3 1 1 2 2 6. 33 2. 808 3. 522 9. 910%

7 1 3 1 3 3 2 2 1. 18 0. 417 0. 763 42. 800%

8 1 3 2 1 1 3 3 10. 49 4. 128 6. 362 9. 910%

9 1 3 3 2 2 1 1 6. 51 2. 209 4. 301 45. 930%

10 2 1 1 2 3 1 2 7. 19 2. 796 4. 394 13. 040%

11 2 1 2 3 1 2 3 1. 36 0. 542 0. 818 10. 950%

12 2 1 3 1 2 3 1 5. 90 2. 402 3. 498 25. 050%

13 2 2 1 3 1 3 1 7. 47 2. 739 4. 731 8. 340%

14 2 2 2 1 2 1 2 11. 47 3. 393 8. 077 28. 180%

15 2 2 3 2 3 2 3 8. 96 2. 145 6. 81 29. 330%

16 2 3 1 1 2 2 3 10. 36 4. 480 5. 88 4. 160%

17 2 3 2 2 3 3 1 9. 46 2. 390 7. 07 29. 230%

18 2 3 3 3 1 1 2 1. 40 0. 188 1. 212 12. 520%

19 3 1 1 3 2 1 3 9. 31 2. 310 7. 000 33. 400%

20 3 1 2 1 3 2 1 5. 00 1. 435 3. 565 50. 590%

21 3 1 3 2 1 3 2 4. 62 1. 527 3. 093 44. 890%

22 3 2 1 1 3 3 2 5. 23 1. 942 3. 288 54. 290%

23 3 2 2 2 1 1 3 0. 10 0. 031 0. 069 27. 140%

24 3 2 3 3 2 2 1 0. 94 0. 561 0. 379 6. 250%

25 3 3 1 2 1 2 1 3. 32 1. 143 2. 177 22. 960%

26 3 3 2 3 2 3 2 1. 01 0. 276 0. 734 7. 300%

27 3 3 3 1 2 1 3 4. 24 1. 383 2. 857 0. 100%

  为全面考察各铵盐对主体产物指标氢气产生
的影响,将表 3中的各结果两两组合,以其中之一分

段作为对另一组结果划分亚组的指标, 采用单因子

统计分析方法, 分析各结果间的关系及影响 (施南

华等, 1998). 如: H 2与总气量、CO2和糖利用率的关

系,以 H2排列大小顺序后,分成 H 2量 0. 031~ 1. 942

L为第一亚组,第二亚组 2. 145~ 2. 808 L,第三亚组

3. 085~ 4. 480 L, 相对应实验号的总气量、CO2和糖

利用率的结果数值分别归入不同亚组,对亚组间的

数值进行统计分析. 经表 4分析得出: ¹ H2量的变

化与 CO2和总气量的变化有显著差异; º CO2与总

气量也有显著差异; » H2、CO2和总气量与糖的利用

率之间关系不显著.

表 4 氢气量与二氧化碳、总气量和糖利用率之间的方差分析

Tab le 4 Resu lts of an alysis of varian ce

主要指标
氢气

F值 显著性

二氧化碳

F值 显著性

总气量

F值 显著性

二氧化碳 43. 678253 显著

总气量 48. 8091 显著 52. 2184 显著

糖利用率 0. 47431 不显著 0. 77713 不显著 0. 4574 不显著

  注: F0. 10 ( 2, 24 ) = 2. 54, F0. 05 ( 2, 24 ) = 3. 40, F 0. 01 ( 2, 24) = 5. 61.
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3. 2 不同的阴离子对发酵产物的影响

3. 2. 1 因子及其交互作用对 H 2产生量的影响  对

表 3中的 H2量进行统计分析结果见表 5, 由极差可

得出对发酵产氢影响的因子从大到小顺序依次为:

(H 2N ) 2CO> NO
-
3 > M o7O

6-
24 > C2O

2 -
4 > C6H5O

3-
7 >

C l
-
> SO

2-
4 . 经 F方差检验分析: ( H2N ) 2CO的 F值

为 101. 4大于 F0. 01 ( 2, 2) = 99. 00,说明 (H2N ) 2CO

对发酵过程中 H 2的产生具有显著的影响;其余因子

对 H 2的产量也同样有显著影响. 交互作用分析显

示:在本实验设计的范围内, SO
2-
4 和 C6H5O

3-
7 ( B @

G )、NO
-
3和 M o7O

6 -
24 ( D @E )、C2O

2-
4 和 C6H 5O

3-
7 ( F @

G )的交互作用显著地影响 H2的产生; NO
-
3和 C2O

2-
4

( D @F)、Mo7O
6-
24和 C6H5O

3-
7 ( E @G )的交互作用也

分别对产氢有一定的影响. 相关的交互作用分析见

表 6~ 8.

表 5 不同因子及水平下对 H2量影响的统计结果

Tab le 5 S tatistical resu lts of th e in fluence of d ifferen t amm on ium sa lts onH 2 yield

来源 离差 自由度 均方离差 F值 K 1 K 2 K 3 极差 R 显著性

A: (H 2N) 2CO 15. 21 2 7. 610 101. 400 26. 94 21. 08 10. 61 16. 33 显著

B: ( NH4 ) 2 SO4 1. 43 2 0. 720 9. 533 21. 05 20. 96 16. 61 4. 44 显著

C: NH 4C l 1. 64 2 0. 820 10. 933 22. 29 19. 48 16. 86 5. 43 显著

B @ G 13. 75 4 3. 440 45. 833 显著

D @ E 16. 61 4 4. 150 55. 367 显著

D @ F 4. 94 4 1. 240 16. 467 显著

E @ G 5. 14 4 1. 290 17. 133 显著

F @ G 15. 21 4 3. 800 50. 700 显著

D: NH 4NO 3 6. 23 2 3. 120 41. 533 25. 29 18. 47 14. 87 10. 43 显著

E: ( NH4 ) 6M o7O 24 1. 74 2 0. 870 11. 600 16. 43 21. 86 20. 34 5. 43 显著

F: (NH4 ) 2 C2O4 1. 73 2 0. 865 11. 533 19. 83 16. 62 22. 18 5. 56 显著

G: (NH 4 ) 3C6H5O 7 1. 72 2 0. 860 11. 467 20. 40 16. 43 21. 79 5. 36 显著

Q e 0. 15 2 0. 075

  注: F 0. 10 ( 2, 2 ) = 9. 00, F0. 05 ( 2, 2) = 19. 00, F 0. 01 ( 2, 2) = 99. 00; F 0. 10 ( 4, 2) = 9. 24, F 0. 05 ( 4, 2) = 19. 25, F 0. 01 ( 4, 2 ) = 99. 25; Q e为

误差项.

表 6 因子 SO 2-
4 和 C6H 5O

3-
7 的交互作用对氢气产量影响的分析

结果

T able 6 The interact ive ef fect of SO2-
4 and C6H5O

3-
7 on hyd rogen y ield

in orth ogonal tests L

C6H 5O
3-
7 ( G1) C6H 5

3- O 7 ( G2 ) C6H5O
3-
7 (G3 )

SO2-
4 ( B1 ) 21. 478 22. 225 19. 455

SO2-
4 ( B2 ) 22. 497 24. 429 15. 948

SO2-
4 ( B3 ) 17. 227 2. 644 29. 974

表 7 因子 M o7O
6-
24 和 C6H 5O

3-
7 的交互作用对氢气产量影响的分

析结果

T able 7 The in teract ive effect of Mo7O
6-
24 and C6H5O

3-
7 on hydrogen

yield in orthogonal tests L

水平 C6H 5O
3-
7 ( G 1) C6H 5O

3-
7 ( G2) C6H 5O

3-
7 ( G3)

M o7O
6-
24 ( E1) 21. 613 13. 572 14. 104

M o7O
6-
24 ( E2) 15. 517 20. 261 29. 791

M o7O
6-
24 ( E3) 24. 073 15. 465 18. 960

表 8 因子 C2O
2-
4 和 C6H5O

3-
7 交互作用对氢气产量影响的分析

结果  

Tab le 8 The in teractive effect of C2 O
2-
4 and C6H5 O

3-
7 on hyd rogen

yield in orthogon al tests L

水平 C6H 5O 7
3- ( G 1) C6H 5O7

3- ( G2) C6H 5O7
3- ( G 3)

C2O 4
2- ( F1 ) 29. 192 19. 131 11. 171

C2O 4
2- ( F2 ) 9. 418 18. 930 21. 502

C2O 4
2- ( F3 ) 22. 593 11. 237 32. 704

比较分析表 5中的因子水平产氢值 K 1、K 2、K 3:

(H 2N) 2CO 3个水平下 H 2的产生量与 (H 2N) 2 CO浓

度水平增加成反比, 即无 ( H2N ) 2 CO加入时产氢量

最多,在发酵体系中不能添加 (H2N ) 2 CO.由此也说

明,以厌氧消化后的活性污泥的混合菌群为接种物

发酵产氢, ( H2N ) 2 CO会对发酵产氢过程产生高度

显著的抑制;同样 NO3
-
、C l

-
都选择 1水平 0 g# L

- 1

时,产氢效果最佳; 虽然因子 SO
2-
4 单独使用时对产

氢有一定的抑制作用, 但依据表 6的 SO
2 -
4 和

C6H5O
3 -
7 的交互作用选择 B3、G3组合为好. 由表 7
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交互作用结果对应表 5结果可以看出: M o7O
6-
24 和

C6H 5O
3-
7 的交互作用在 E2、G3组合时对产氢的叠加

效应比 Mo7O
6-
24、C6H5O

3-
7 单独使用的效果好. 因此,

应该考虑将 M o7O
6-
24和 C6H5O

3-
7 同时添加进入混合

菌群发酵产氢体系中, 这是以往文献中都没有报道

过的. 通过表 8的交互作用分析, 选择 F3、G3组合

所对应的产氢值 ( 32. 704 L)均大于 C2O
2-
4 因子 F3

( 22. 18 L)和 C6H 5O
3-
7 因子 G3 ( 21. 79 L )最高产氢

值.同样对 NO3
-
和Mo7O

6-
24 (D @E)、NO3

-
和 C2O

2-
4 ( D

@ F)的交互作用进行分析后得出最好的组合分别

为 D1、E2和 D1、F3,更进一步说明 NO3
-
对 H 2的产

生有抑制作用,不宜加入混合菌群发酵产氢体系中.

3. 2. 2 因子及其交互作用对 CO2产生量的影响  

总产气量中气体的主要组成是氢气和 CO2, 由 3. 1

节中对各指标之间显著性的分析已知总产气量、

CO2量与 H 2都是呈现显著差异. 因此,为了在试验设

计范围内较全面深入地了解阴离子及其水平对整

个发酵体系的影响,对产氢过程中产生的 CO2量进

行统计分析.结果显示: (H2N ) 2 CO 3个水平下 CO2

的产生量与 ( H2N ) 2 CO浓度水平增加成反比, 即无

(H 2N ) 2 CO加入时 CO 2产量最多, 这与 3. 2. 1节中

其对 H2的影响相同, 说明 (H 2N ) 2CO既对 H 2产生抑

制,同时也减少 CO2的产生. 由此揭示,以厌氧消化

后的活性污泥混合菌群为接种物发酵产氢,

(H 2N ) 2CO的加入会对整个发酵体系的气体产生形

成显著的负面影响. 与 3. 2. 1节相比, C l
-
、SO

2-
4 和

NO 3
-
对 CO2的产生无显著影响; 而 Mo7 O

6 -
24 和

C6H 5O
3-
7 的因子及交互作用对 CO2与对 H2的影响结

果一致, M o7O
6 -
24 和 C6H5O

3 -
7 离子浓度分别为 0. 1

g#L
- 1
和 5 g#L

- 1
在该混合菌群发酵过程中对气体的

代谢产生都有显著促进作用.

虽然 SO
2 -
4 单独作用时对 CO 2无直接影响, 但其

与 C6H 5O
3-
7 存在交互作用,当 SO

2 -
4 为 B3、C6H 5O

3-
7

为 G2时 CO2产量最小; 但本着总气量一定时, H2

多、CO 2少的标准,结合 3. 2. 1节各因子对氢气产量

的影响结果, 最佳组合应选择 SO
2 -
4 为 B3 ( 1. 5

g#L
- 1

)、C6H5O
3-

7 为 G3 ( 5 g# L
- 1

) , 此时 H 2产量最

大,而 CO2的产量又小于 B2、G3组合时 CO 2的最大

产量.

3. 2. 3 因子及其交互作用对糖利用率的影响  在

3. 1节分析中,发酵体系对糖的利用率没有直接的

影响,因此,有必要对其独立分析.以表 3中的糖利

用率结果进行统计分析, 结果见表 9. 由极差可得

出,因子对糖利用率的影响从大到小顺序依次为:

(H 2N ) 2CO > SO
2-
4 > C6H 5O

3-
7 > M o7O

6 -
24 > NO3

-
>

C l
-
> C2O

2-
4 . 经 F方差检验分析, ( H 2N ) 2 CO和

SO
2 -
4 的 F值分别为 6. 45、5. 80都大于 F0. 05 ( 2, 6 )

= 5. 14,说明 (H 2N ) 2CO和 SO
2-
4 对发酵过程中糖利

用率具有显著影响; C6H5O
3-
7 、Mo7O

6-
24、NO3

-
、C l

-
、

和 C2O
2-
4 离子的 F值均小于 F0. 05 ( 2, 6) = 5. 14, 说

明它们单独作用时对糖利用率无显著影响. 对表 10

~ 12交互作用分析显示: 在本实验设计范围内, 因

子 C l
-
和 C2O

2-
4 、M o7O

6 -
24和 NO 3

-
、C6H5O

3 -
7 和 C2O

2-
4

的交互作用分别对糖的利用率有显著影响.

比较分析表 9中的因子水平对糖利用率的值

K 1、K 2、K 3: (H2N ) 2CO 3个水平下糖利用率 K 1 > K 3

> K 2,即 (H 2N) 2 CO在水平 1时发酵体系对糖的利

用率最大,在水平 3时糖的利用率虽比水平 2时的

高,但仍然比不加入 (H 2N) 2 CO时糖利用率要低; 由

此也说明,以厌氧消化后的活性污泥的混合菌群为

接种物进行发酵产氢时, ( H2N ) 2 CO对体系中糖的

利用有一定的抑制作用; SO
2 -

4 对糖利用率也呈现出

抑制作用,即 K 1 > K 2 > K 3.尽管 M o7O
6-
24因子对糖利

用率无显著影响, 但在试验设计的范围内, 存在随

Mo7O
6-
24浓度的增加糖的利用率呈上升的趋势, 且

NO3
-
和 Mo7O

6-
24的交互作用 ( D @ E )对糖的利用率

有一定的影响 (见表 11) , 当 NO3
-
因子在 D2水平、

Mo7O
6-
24因子在 E2水平组合时, 糖利用率最高. C l

-

浓度水平在 C2时糖的利用率大于 C1; 随着 C2O
2-

4

浓度水平的增加, 糖的利用率呈下降趋势, 由表 10

的 C l
-
和 C2O

2 -
4 交互作用可知, 两者叠加效应有一

定的促进糖利用的作用, 比在表 9中 C2O
2 -
4 、C l

-
单

独的效果好,即选择 C2、F2组合, C l
-
离子浓度 0. 1

g#L- 1
, C2O

2-
4 离子浓度 0. 1 g# L

- 1
所对应的糖利用

率最高.由表 12结合表 9可以看出: 因子 C6H 5O
3-
7

和 C2O
2-

4 的交互作用与它们单独作用对糖利用率的

影响有相似之处, 即 C6H5O
3-
7 和 C2O

2-
4 都选择水平

1,不加入时糖利用率最高.
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表 9 不同因子及水平对糖利用率影响的统计结果

T ab le 9 Statist ical resu lts of differen t ion s. in fluen ces on glu cose u til ization

来源 离差 自由度 均方离差 F值 K 1 K 2 K 3 极差 R 显著性

A: (H 2N) 2CO 2125. 90 2 1062. 95 6. 45 355. 97 160. 80 246. 92 195. 17 显著

B: ( NH4 ) 2 SO4 1913. 30 2 956. 65 5. 80 356. 45 232. 33 174. 91 181. 54 显著

C: NH 4C l 233. 10 2 116. 55 0. 71 251. 02 288. 58 224. 09 64. 49

C @ D 1567. 14 4 391. 79 2. 38

C @ F 2578. 49 4 644. 62 3. 91 显著

D @ F 2791. 09 4 697. 77 4. 23 显著

F @ G 2125. 86 4 531. 47 3. 22 显著

D: NH 4NO 3 424. 20 2 212. 10 1. 29 236. 48 304. 93 222. 82 81. 57

E: ( NH4 ) 6M o7O 24 822. 20 2 411. 10 2. 49 200. 91 242. 14 320. 64 119. 73

F: (NH4 ) 2 C2O4 21. 80 2 10. 90 0. 07 265. 75 251. 08 246. 86 18. 89

G: (NH 4 ) 3C6H 5O 7 859. 90 2 429. 95 2. 61 293. 79 287. 06 182. 84 110. 95

Q e 989. 00 6 164. 83

  注: F
0. 10

( 2, 6) = 3. 46, F
0. 05

( 2, 6) = 5. 14, F
0. 01

( 2, 6) = 10. 92; F
0. 10

( 4, 6 ) = 3. 18, F
0. 05

( 4, 6) = 4. 53, F
0. 01

( 4, 6 ) = 9. 15; Q
e
为误差

项.

表 10 因子 C l-和 C2O
2-
4 的交互作用对糖利用率影响的分析结果

T able 10 The in teract ive effect of C l- and C2O
2-
4 on sugar digestib il ity

in the orthogonal test

水平 C l- ( C 1) C l- ( C2 ) C l- ( C 3)

C2O 4
2- ( F1) 33. 58% 35. 49% 35. 84%

C
2
O

4
2- ( F2) 23. 31% 45. 22% 15. 16%

C2O 4
2- ( F3) 26. 79% 15. 48% 40. 02%

表 11 因子 M o7O
6-
24 和 NO 3

-的交互作用对糖利用率影响的分析

结果

T able 11  The in teractive ef fect of M o7 O
6-
24 and NO 3

- on sugar

digestibi lity in orthogonal test

水平 M o7O
6-
24 ( E1) M o7O

6-
24 ( E2) M o7O

6-
24 ( E3)

NO-
3 ( D1) 24. 70% 19. 13% 34. 99%

NO-
3 ( D2) 31. 66% 48. 02% 23. 87%

NO-
3 ( D3) 10. 60% 15. 65% 45. 93%

表 12 因子 C2O
2-
4 和 C6H 5O

3-
7 交互作用对糖利用率影响的分析

结果  

Tab le 12  The in teractive effect of C2 O
2-
4 and C6 H5 O

3-
7 on sugar

d igestib ility in orthogonal test

水平 C6H 5O
3-
7 ( G1) C6H 5O

3-
7 ( G 2) C6H 5O

3-
7 ( G3)

C2O 4
2- ( F1 ) 50. 46% 17. 91% 20. 21%

C2O 4
2- ( F2 ) 26. 60% 42. 28% 14. 81%

C2O 4
2- ( F3 ) 20. 87% 35. 49% 25. 92%

3. 3 验证实验

基于对以上结果的综合分析,得到能够促进产

氢的阴离子组成: SO
2-
4 1. 5 g# L

- 1
, C l

-
0 g# L

- 1
,

NO3
-
0 g# L

- 1
, M o7O

6 -
24 0. 1 g# L

- 1
, C2O

2-
4 1 g# L

- 1
,

C6H5O
3 -
7 5 g#L- 1

, ( H2N ) 2 CO 0 g# L
- 1
. 在 2. 3. 2节

中所述的实验材料和方法下, 在原料预处理和发酵

操作工艺路线及条件不变的前提下,进行混合菌群

发酵马铃薯水解液产氢的验证试验.各组产氢情况

见表 13.

表 13 验证实验的结果

Tab le 13 Th e resu lts of verification exp erim en ts

组别
H2 产量

/ L

产 H 2得率

/ (m ol# mo l- 1 )

最大产 H2 速率

/ ( mL# L- 1# h- 1 )

平均产 H 2速率

/ (mL# L- 1# h- 1 )
最大 H 2含量 平均 H2 含量

对照组 4. 27 ? 0. 31 0. 76 ? 0. 09 331 ? 20 36. 79 ? 3. 1 ( 50. 0 ? 1. 8)% ( 40. 5 ? 1. 5 )%

验证组 6. 65 ? 0. 45 1. 17 ? 0. 12 450 ? 36 96. 25 ? 4. 0 ( 60. 7 ? 1. 5)% ( 50. 2 ? 1. 3 )%

  注:对照组:不加入阴离子混合液,验证组:加入上述阴离子混合液.每组 3个平行样.

  实验结果表明: 发酵气体产生比对照组提前了

7 h, 而且 H2最高含量达 6017%, 平均含量 50. 2% ,

分别比对照组提高了 21. 4%和 24. 1% ;平均产氢速

率由对照组的 36. 79 mL# L
- 1# h

- 1
提高到 96. 25

mL# L
- 1# h

- 1
;氢气产率由对照组的 0. 76 mo l#mo l

- 1

(马铃薯水解液按葡萄糖的量来计 )提高到 1. 17

mol#mo l
- 1
.
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4 讨论 ( D iscussion )

本研究结果表明, 尿素 ( NH2 ) 2 CO在一定浓度

范围内对生物质发酵产氢过程中的糖利用率、CO2

和 H2的产量都有不同程度的抑制作用. 有文献报道

(李连华等, 2007) , 脲酶是对尿素水解起决定性作

用的酶.对于混合菌群而言, 在发酵过程中, 特别是

沼气发酵过程中, 脲酶普遍存在 (另文专述 ), 随着

尿素的加入脲酶的活性也相对增加; 脲酶的活性增

强导致尿素水解过快, 会造成体系内局部 NH
+
4 -N

浓度过高.这会引起微生物菌种中毒或促使微生物

合成蛋白的加强,使目的产物的 C、H元素固定在发

酵液中,最终影响了整个生物质发酵产氢的代谢过

程,抑制了 H2和 CO 2的产量.另外, 如同光合产氢中

固氮酶在缺少 N2和 NH 4+时能产生 H2一样 (高培基

等, 2004) ,那么加入脲素减少了研究中 H2的产量是

可理解的,因为在以混合菌群生物发酵产氢体系中

也存在具有固氮功能的克雷伯氏菌属微生物 (刘士

清等, 2004).

此外,在一定浓度范围内 Mo7O24
6-
与 C6H 5O

3-
7

存在的叠加交互作用对发酵产氢起良好促进作用;

同时单一的 Mo7O
6-

24阴离子能够促进混合微生物对

原料利用的增加和转化. 这是因为 Mo在硝酸还原

酶活性体现的构像变化方面有重要组成作用,它直

接影响 N代谢, 对氨基酸、生物碱和碳水化合物等

物质的合成代谢与运输具有调控作用 (李建政,

2003; M artino ia et al. , 1981;门中华等, 2005) .因此,

在混合菌群的生物质发酵产氢体系中加入 Mo7O
6-

24 ,

可促进菌体的生长活性, 提高原料的利用率, 同时

可加强有机物质的代谢和运输, 从而在整体上促进

生物质发酵产氢的产生效率.

同时, C2O
2 -
4 和 C6H5O

3-
7 的交互作用也对生物

质发酵产氢过程中氢气的产生具有一定的促进作

用.根据实验研究结果,结合物质能量代谢理论,三

羧酸循环是微生物物质代谢的重要途径, 它在物质

分解代谢矿化和合成中都占有枢纽的地位 (周群

英, 2000) ,柠檬酸和草酰乙酸是三羧酸循环过程中

的重要中间物. 研究表明, 在以混合菌群发酵产氢

中人为地加入铵盐态的 C2O
2 -

4 和 C6H 5O
3-

7 阴离子,

它们的交互作用显著促进了 H 2的产生. 因此, 结合

产氢方面的现代理论报道 (左宜等, 2004)推测, 从

生物质 (葡萄糖为代表 )到 H 2的途径存在葡萄糖经

过 EMP代谢途径后生成的丙酮酸, 由于受 C2O
2 -
4 和

C6H5O
3-
7 阴离子对交互作用的调节, 丙酮酸进入或

不进入 TCA循环的途径方式被改变, 引起了电子供

给变化;而起吸氢作用的氢化酶逆向催化充当了部

分脱氢酶的角色, 弱化了氢化酶对 H2的氧化作用,

也保障了产氢脱氢酶的作用活性, 最后使游离 H 2得

以大量稳定产生.

综上所述,脱氢酶和氢化酶应是作用相反的偶

联酶催化对, 在一定条件下它们的功能会发生逆

转,即氢化酶的吸氢作用弱化, 为放氢过程创造了

良好的环境, 从而提高了产氢速率和氢气的产量.

另外,本研究同时揭示 C /N比对发酵产氢过程的影

响不容忽视, 因为 NH
+
4 -N等 N含量过高亦会对微

生物菌群产生致命的危害.

5 结论 ( Conclusions)

1) 实验设计的范围内, 以混合菌群微生物的生

物质进行发酵产氢,获得了对产氢有促进剂作用的

阴离子组成为: SO
2-
4 1. 5 g# L

- 1
, C l

-
0 g# L

- 1
, NO3

-

0 g#L- 1
, M o7O

6-
24 0. 1 g#L- 1

, C2O
2-
4 1 g#L- 1

, C6H5O
3-
7

5 g#L- 1
, (H 2N ) 2CO 0 g# L

- 1
.

2) 在实验获得的阴离子组成下, 以 PDB液为

基质发酵原料进行验证试验, 结果表明: 发酵气体

产生比对照组提前了 7 h, 而且 H2最高含量达

6017% ,平均含量 50. 2% , 分别比对照组提高了

2114%和 24. 1%; 平均产氢速率由对照组的 36. 79

mL#L
- 1
#h

- 1
提高到 96. 25 mL# L

- 1
# h

- 1
; 氢气产率由

对照组的 0176mo l#mo l
- 1

(马铃薯水解液按葡萄糖

的量来计 )提高到 1. 17 mo l#mo l
- 1
.

3) 尿素 ( NH2 ) 2 CO在一定浓度范围内对生物

质发酵产氢过程中的糖利用率、CO2和 H 2的产量都

有不同程度的抑制作用.

4) 在一定浓度范围内 Mo7O
6-
24与 C6H5O

3-
7 的存在

对发酵产氢起良好促进作用的叠加交互作用; 同时

单一的 Mo7O
6-
24阴离子促进了混合微生物对原料利

用的增加和转化.

5) 一定浓度范围内 SO
2-
4 与 C6H5O

3 -
7 的交互作

用对生物质发酵产氢过程产生良好的影响, 显著促

进氢气产生的同时对 CO2却有一定的抑制作用.

6) C2O
2-
4 和 C6H5O

3-
7 的交互作用也对生物质

发酵产氢过程中氢气的产生具有一定的促进作用.
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