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摘要：针对当前能源紧缺以及有机废水治理和回收再利用的需求，采用驯化的河底污泥发酵模拟有机废水，研究了不同有机废水制取氢气和去除有机物的效果。结果表明：在相同条件下，糖源质量浓度均为1.67 g·L-1、废水体积为300 mL、pH=5.5、θ=40 ℃时，糖源为葡萄糖、蔗糖和淀粉的三种有机废水总产氢气量分别是309.36 mL，318.18 mL，8.20 mL，含蔗糖的废水总产氢气量最高。含蔗糖和葡萄糖的废水COD去除率分别是78.00%和76.92%，而含淀粉的废水COD去除率仅为55%。此外，废水产氢规律与从污泥里筛选出的产氢菌生长曲线有密切的关系。厌氧发酵产氢是一个复杂的过程,它受底物种类、底物浓度、pH值和温度等因素的影响。用驯化的污泥来发酵含糖浓度较高的有机废水，不仅可以收集到大量的生物质能氢气，而且一定程度上缓解了有机废水污染环境的问题。
关键词：有机废水；生物产氢；产氢菌；COD 
中图分类号：X703        文献标识码：A        文章编号：1672-2175（2008）04-1390-04

对于那些易于生物降解的有机废水，如来自食品工业废水、城市生活污水、畜禽粪便废水等，它们含有大量未被利用的碳水化合物、蛋白质和脂类。因此，可利用厌氧微生物在糖酵解生物化学过程中，通过新陈代谢获释放出的氢气的原理，发酵这些含有大量有机质的废水来制取氢气，从而达到变废为宝、获取生物质能的效果[1,2,3]。氢气燃烧后的产物是水，无二次污染，是一种可持续再生能源。另一方面，废水中的有机物经过微生物作用之后得以降解[4]。利用高浓度有机废水处理工艺制取氢气，是把污水处理和开发新能源结合起来的一项新技术，正越来越引起人们的广泛关注[5,6]。一些学者通过菌种包埋和在试管内纯菌种培养的方法制得了氢气[7]。虽然产生氢气的纯菌株能够制取大量的氢气，但是这种方法操作繁琐、成本高。本课题采用河底污泥厌氧菌发酵有机废水制氢，探索出简单易行的制氢方法，同时使废水得到净化处理。因而，本研究对于废水产氢具有指引作用，具有重要的现实意义。 
1  材料和方法

1.1  实验材料

取自北京小清河底部的污泥，经过初步筛选除去树叶和泥砂等杂质，立即放入具塞塑料桶内，在室温（20～30 ℃）驯化3～5 d。

    驯化后的污泥性质：全氮含量4.08 g·kg-1，有机碳含量1.03％，pH=7.6±0.1，黑色，有臭味。

1.2  实验设计和方法

1.2.1  实验设计  试验中污泥质量浓度是0.67 g·L-1；模拟有机废水所用的基质分别是葡萄糖、蔗糖、淀粉，三者质量浓度均是1.67 g·L-1；模拟有机废水的营养成分(g·L-1)：NaCl，1.0；MgSO4·7H2O，0.2；K2HPO4·3H2O，0.652；KH2PO4，0.5；FeSO4·7H2O，0.01；CaCl2·2H2O，0.04。
先称取100 g污泥于500 mL的发酵瓶，将体积均为300 mL、含三种不同糖源的模拟有机废水分装于发酵瓶中，每个处理4个重复。

1.2.2  实验方法  采用排水法收集气体[8]；凯氏定氮法测定氮[9]；重铬酸钾法测定COD（GB11914-89）[9]；722型分光光度计测细菌OD值[10]。

（1）H2标准曲线的制作（图1）：气体成分采用HP-4890气相色谱仪(北京北分惠利仪器公司)；H2、CO2和CH4甲烷含量用气相色谱法测定，使用热导检测器(TCD)，Porapak Q 1.83 m不锈钢柱(80/100目)。柱温80 ℃，气化室和检测室温度均为100 ℃，N2为载气，流量20 mL·min-1。用面积外标法定量。

（2）产氢菌落的筛选：将筛选出来的4株产气细菌，分别接种到装有RCM液体培养基的锥形瓶，在摇床里于37 ℃，180 r/min的转速下培养，不接种的培养基做空白对照。前8 h每1h取3 mL菌液，测菌液吸光度值，后来由于菌落达到指数生长期，吸光度值超过1.000时，需要稀释菌液。然后绘制菌落生长曲线。
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图1  H2标准曲线

Fig.1  Standard curve of hydrogen

2  结果与分析

2.1  不同种类的废水产气速率变化和产气量
由图2可以看出，产气速率随反应时间的变化而变化，呈现缓慢上升－急剧上升－急剧下降－持续产气的峰式趋势。含葡萄糖的废水在发酵8 h之后就已经产气，最高产气速率是348.67 mL·h-1；含蔗糖的废水在9 h后开始产气，最高速率为603.67 mL·h-1；而含淀粉的废水在19 h后产气。在厌氧发酵产气的启动阶段，产氢菌处于繁殖初期，数量少，所以产气速率慢，随着产氢菌数量的增加产气速率随之增加，并达到产气高峰期。其后，随着有机物耗尽，产气速率逐渐下降。经观测，含淀粉的有机废水，产气时间超过96 h，产气速率很慢，一直低于50 mL·h-1。这是由于淀粉需要经过发酵细菌的水解和发酵,分解成小分子单糖或双糖，再通过糖降解进一步发酵成乙醇、脂肪酸等[10]，然后在产氢细菌的作用下，将乙醇和脂肪酸等水溶性小分子转化为乙酸、H2和CO2。试验结果也符合此规律。
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图2  三种模拟的不同有机废水在温度T=40℃时的24小时产气规律

Fig.2  The status of gas- producing from three 
types of artificial organic water at T=40 ℃

表1  含不同有机物的模拟废水产H2体积

Table 1  Volume of hydrogen-producing from 
various artificial organic water

	Ρ=1.7 g·L-1
的糖
	H2峰面积

/(mV·min)
	H2含量

/%
	总产气体积

/mL
	H2体积

/mL

	葡萄糖
	2726896.68
	17.91
	1727.33
	309.36b

	蔗糖
	2394702.00
	16.29
	1953.33
	318.18a

	淀粉
	2067361.00
	14.69
	55.83
	8.20c


注：表中列的字母代表差异显著性。
经测定，三种分别含有葡萄糖、蔗糖和淀粉的模拟废水（质量浓度均为1.67 g·L-1），发酵之后，所产气体中H2含量分别是17.91%，16.29%，14.69%；总产气量分别是1727.33 mL，1953.93 mL，55.83 mL，H2总量分别是309.36 mL，318.18 mL，8.20 mL，含蔗糖的废水总产气量和产氢量都是最高（如表1）；在相同的时间内，转化氢气能力由大到小的顺序为：蔗糖，葡萄糖，淀粉。经换算，含葡萄糖的废水产氢率为0.5 mol·mol-1，而Rachman等人（1997）分离得到的产气肠杆菌变异菌株Enterobactor aerogenesAY-2的产氢率是1.17 mol·mol-1，表明污泥混合微生物与纯菌落产氢率相比还有差距[11]。但是，筛选纯种产氢菌成本高，费时又耗力，用它来产氢也有很多缺点，相比较而言，污泥混合微生物发酵则是简单快捷。
2.2  不同产氢菌落的生长趋势
从图3可以看出，从河底污泥里筛选出来的4株菌落（A菌落经16SrDNA鉴定为乳杆菌属，在中国农业大学生物学院实验室测定）在前9～11 h里处于迟缓期；在10～24 h里细菌进入对数生长期；在24～33 h里进入稳定生长期；此后菌落到达衰亡期。这与图2的污泥里的混合微生物产气规律正好一致，细菌接种到新的基质里，在前几个小时里并不马上分裂细菌的数量而是保持恒定，或增加很少；之后开始裂殖，数量剧增；在产氢菌到达稳定期的后期之后，由于其生理活性的降低，加上其生长环境中营养物的大量消耗，所以产气也随之减少[10]。在工业发酵和科研中迟缓期会增加生产周期而产生不利的影响，但是迟缓期是微生物适应新环境必需的一个过程，因为细胞分裂之前，细胞各成分的复制与装配也需要时间。因此要用对数生长期的细菌作为种源，从而减少发酵时间，提高生产效率。
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图3  四株产氢菌落θ=40 ℃，pH=5.5的生长曲线

Fig.3  The growth curve of four stains of hydrogen-producing 
bacteria at θ=40 ℃，pH=5.5

2.3  废水经发酵产氢之后COD的去除
三种分别含相同质量浓度的葡萄糖、蔗糖和淀粉的废水，发酵之后COD的去除率分别是：76.92%，78.00%，55.00%（见图4）。含蔗糖和葡萄糖的废水COD去除率与采用改性膨润土处理污水80%的COD去除率接近，而利用Fenton氧化-SBR工艺处理化工废水的COD去除率也在75%-80%范围，这表明含蔗糖和葡萄糖的废水COD去除效果好[12,13]。
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图4  含不同有机物废水发酵后COD去除率
Fig.4  The removal rate of COD in various organic water

3  结论与讨论

(1)含葡萄糖、蔗糖和淀粉的废水都能产生氢气，并且含葡萄糖和蔗糖的废水产氢气量较高，分别达到309.36 mL，318.18 mL。但是，含淀粉的有机废水，产气速率低于50 mL·h-1，产气时间长达96 h。这是由于淀粉需要经过发酵细菌的作用下进行水解和发酵为单糖，再通过糖降解进一步发酵成乙醇、脂肪酸等。
(2)含蔗糖和葡萄糖的废水COD去除率分别是78.00%和76.92%，而含淀粉的废水COD去除率低。这与两种废水产气量有直接关系，因为这两种废水产气量高，微生物需要一定比例的C和N，当其消耗大量的含C有机物时，同时也会耗掉相应比例的含N物。

(3)厌氧发酵产氢是一个复杂的生物学过程,它受底物种类、底物浓度、pH值、温度、离子强度、产物浓度以及毒物等因素的影响[14,15]。其中，底物种类是影响厌氧发酵产氢的重要因素。底物的种类和浓度是微生物进行生长和繁殖的主要来源，不同微生物对底物的利用有一定选择性。

以上试验表明，当用含大量微生物的污泥来处理含葡萄糖或分解物为葡萄糖的模拟有机废水时，通过糖酵解过程的生物化学反应，可以释放出氢气及其它气体，同时还能降低废水中氮、碳类物质含量，达到初步处理废水以及资源再利用的效果[16,17]。从本试验的探索结果可以看出，该试验具有很大的应用价值，用驯化的污泥来处理那些淀粉厂、甘蔗厂以及甜菜加工厂等排出的含有单糖或降解后是简单糖类的有机废水，不仅可以收集到那些作为能源的气体，也能够解决有机废水污染物污染环境的问题，将具有很重要的现实意义。但由于是室内模拟的试验，所以对于生产和生活中排出的有机废水的应用还有待于进一步深入研究。
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Hydrogen production and the removal of COD from organic wastewater
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Abstract: In view of the current serious shortage of energy and the demand of remediation and reuse of organic wastewater, disposed sludge from the bottom of a river was used to ferment artificial organic water for hydrogen. In this way, biological hydrogen production and waste remediation have been studied. The results showed that the total hydrogen production from three types of artificial organic water respectively contained glucose, sucrose and starch were 309.36 mL，318.18 mL，8.20 mL，at the same conditions that the concentrations of sugar substratum were 1.67 g·L-1 ,V（volume of organic water）=300 mL, pH=5.5, θ=40 ℃. The total hydrogen production of artificial water contained sucrose was the highest. The removal rates of the COD from artificial water contained sucrose and glucose were respectively 78.00% and 76.92%. But the removal rate of COD from artificial water contained starch was only 55%.Moreover, it was found out that the status of gas-producing was related with the growth curve of four bacteria strains selected from the sludge. The process of anaerobic fermentation for hydrogen was complicated. It was affected by various factors such as the type and concentration of substrate, pH as well as temperature etc. By adopting disposed sludge to ferment organic water contained high concentration of sugar, not only did it product a large proportion of biological hydrogen energy, but also remediate waste to some extent.
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