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摘  要: 【目的】利用海水养殖场有机废弃物厌氧发酵产氢, 可在减少有机污染物的同时

获取氢气。【方法】以海水养殖场有机废弃物为底物, 比较嗜热酶(S-TE)、酸、碱、灭菌、

微波不同预处理方法对厌氧发酵产氢效果的影响, 并对发酵过程中底物性质变化[SCOD、

可溶性蛋白质、可溶性糖、pH、VFAs (挥发性脂肪酸)和乙醇]进行探讨。【结果】灭菌预

处理产氢效果最好, 产氢率为 22.0 mL/g VSS, 酸处理的效果最差, 产氢率为 7.6 mL/g 

VSS。可溶性糖大量消耗之后, 氢气不再产生。接种 S-TE 预处理污泥的底物能更多地释

放营养物质, 并在整个发酵过程中保持较为稳定的 pH 值。发酵过程中产生的 VFAs 主要

成分是乙酸, 在发酵后期出现乙醇。【结论】灭菌预处理是海水养殖场有机废弃物厌氧发

酵产氢的最佳预处理方法, 可溶性糖为这一过程主要的营养来源。 
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Abstract: [Objective] The utilization of using mariculture organic waste for anaerobic hy-
drogen fermentation could reduce organic pollutant and obtaining clean energy hydrogen si-
multaneously. [Methods] We used mariculture organic waste for hydrogen production, and 
investigated the effect of different pretreated methods of, solubilization by thermophilic en-
zyme (S-TE), acid, alkaline, sterilized, and microwave on mariculture organic waste hydrogen 
production. The efficiency of these pretreatments and profiles of SCOD, soluble protein and 
carbohydrate, pH value, VFAs and ethanol during the fermentation were also monitored. [Re-
sults] The maximum hydrogen yield was 22.0 mL/g VSS, which was obtained from sterilized 
pretreatment, whereas the minimum hydrogen yield of 7.6 mL/g VSS was obtained from acid 
pretreatment. The fermentation stopped after soluble carbohydrate was largely consumed. 
More nutrients could be released from mariculture organic waste after S-TE pretreatment than 
other pretreatments, and the pH value was remained stable during the fermentation. The main 
composition of VFAs was acetic acid, and ethanol was produced at the end of fermentation. 
[Conclusion] Sterilized pretreatment was the optimum pretreatment method of anaerobic hy-
drogen fermentation from mariculture organic waste, and soluble carbohydrate was the main 
nutrient resource during the fermentation. 

Keywords: Mariculture organic wastes, Pretreatments, Hydrogen fermentation, Solubilization by 
thermophilic enzyme (S-TE)  

人类对于海产品的需求增长导致海水养殖业

的迅速发展, 随之而来的海洋污染问题也日益突

出。海水养殖带来的残余饵料、代谢及排泄物进

入或悬浮于水中是导致浅海水质退化的主要原

因之一[1]。因此, 对海水养殖水体沉积物进行处

理是减轻海水养殖污染的当务之急, 而若能对废

弃物进行合理利用, 则能变废为宝。 
氢气是一种高热值、无污染的理想燃料, 同

时具有来源广泛的优点, 可通过经济而环境友好

的生物法制取。目前已有许多研究采用各种有机

废水和有机废弃物进行厌氧发酵产氢, 在降解有

机物污染的同时又获取氢气[2−4]。氢气是厌氧发酵

过程中的一种重要中间产物, 通常在产生后很快

便被产甲烷菌等耗氢菌消耗[5]。此外, 污泥中多

数有机物都存在于微生物细胞中, 微生物的细胞

壁限制了污泥有机物的溢出, 使有机物不能被产

氢菌利用。因此发酵产氢中的接种污泥需要经过

一定的预处理, 以杀死消耗氢气的产甲烷菌并破

解细胞壁、释放出更多的有机物质, 从而获得更

好的产氢效果[6]。常用的预处理方法可分为物理

处理、化学处理、生物处理三大类。嗜热酶法

(Solubilization by thermophilic enzyme, S-TE)是一

种新型生物法预处理技术。Miah 等将经过嗜热菌

Bacillus stearothermophilus AT1 驯化后的污泥接

种到产甲烷污泥中, 发现产气量得到较大程度的

提高[7]。对 Bacillus thermophilicbacteria AT07-1

预处理的污泥厌氧产氢效果进行研究, 试验结果

显示, 接种处理后污泥发酵产氢效果良好, 高出

未接种处理(65 °C 热处理)污泥 26.4%, 发酵气体

中只含有 H2 和 CO2
[8]。 

本研究利用嗜热酶、酸、碱、灭菌、微波 5

种方法处理污水处理厂污泥, 再将预处理后的污

泥用于海水养殖场有机废弃物进行发酵产氢, 比

较此 5 种预处理污泥产氢效果的差异, 并对发酵
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过程中底物性质变化[SCOD、可溶性蛋白质、可

溶性糖、pH、挥发性脂肪酸(VFAs)和乙醇]进行

测定分析, 探讨海水养殖场废弃物产氢的可能

性, 及寻求最佳的污泥预处理方式。海水养殖废

弃物产氢的研究刚刚起步, 对其预处理方法的探

索具有创新性和现实意义。 

1  材料与方法 

1.1  原料和主要仪器 
污泥取自青岛李村河污水处理厂的二沉池污

泥, 海水有机废弃物取自胶州湾某海参养殖厂, 

其理化性质如表 1 所示。使用前将污泥过 2.0 mm

网筛筛去大颗粒物质, 保存于 4 °C 冰箱。 

主要仪器: SG46-280S 立式压力蒸汽灭菌锅, 

上海博迅实业有限公司; D7023TP-K7 微波炉, 格

兰仕微波炉电器有限公司; SHY-2 旋转水浴振荡

器, 金坛市悦诚仪器厂; PHB-5 型 pH 计, 杭州奥

立龙仪器有限公司; 722N 可见光分光光度计, 上

海精科实业有限公司; SP-6890 气相色谱仪, 山东

鲁南瑞虹化工仪器有限公司; GC-2010 气相色谱

仪, 岛津(香港)有限公司。  

1.2  原料预处理方法 
(1) 酸预处理: 用 6 mol/L 的盐酸将污泥的

pH 值调至 2.0±0.1, 并在搅拌状态下保持 5 min, 

在室温下(15 °C−24 °C)贮存 12 h 强化预处理, 之

后直接加入底物中进行发酵。    

(2) 碱预处理: 用 6 mol/L 的氢氧化钠将污泥

的 pH 值调至 12.0±0.1, 并在搅拌状态下保持

5 min, 在室温下(15 °C−24 °C)贮存 12 h 强化预

处理, 之后直接加入底物中进行发酵。   
(3) 灭菌预处理 : 将污泥置于灭菌锅中于

1×105 Pa 灭菌处理 30 min, 在室温下(15 °C−24 °C)

放置 3 h 进行冷却。   

(4) 微波预处理: 取 1 L 污泥置于玻璃烧杯

中, 用微波炉以 720 W 功率持续辐射 5 min。 

(5) 嗜热酶(S-TE)预处理：取 100 mL 污泥置

于 250 mL 锥形瓶中, 接种嗜热菌(Bacillus ther-

mophilicbacteria AT07-1), 调节 pH 为 7.0, 在

65 °C, 搅拌速率 140 r/min, 处理 12 h。 

为了体现出酸、碱处理的直接影响, 本次试

验中经酸、碱处理后的污泥未经调节 pH, 直接接

种到底物中。 
 

表 1  原材料性质 
Table 1  Characters of raw materials 

 pH TCOD 
(mg/L) 

SCOD 
(mg/L) 

SS  
(g/L) 

VSS 
(mg/L)

污泥
Sludge

7.2±0.1 9 242±242 79±5 5.02±0.32 3.92±0.21

有机废

弃物
Organic 
waste

6.9±0.1 10 493±236 92±6 1.74±0.13 1.22±0.09

 
1.3  厌氧发酵产氢 

将预处理污泥与海水养殖场有机废弃物以

1:9 比例、总量 100 mL 加入 250 mL 锥形瓶中。

用氮气吹脱瓶中的氧气 , 胶塞密封 , 在设置为

35 °C、转速 120−140 r/min 的往复水浴恒温振荡

器上连续运行。实验中, 各组实验均设置 5 个相

同条件的反应瓶, 同时开始运行, 产气后一定时

间间隔按编号依次取出一个瓶, 记录产气量, 测

定气体成分和反应瓶中污泥底物的各项指标

(SCOD、可溶性蛋白质、可溶性糖、VFAs 和乙

醇)。为保证数据可靠, 实验设计 3 组平行组, 取

平均值进行分析。 

1.4  分析方法 
发酵过程中产生的气体体积采用排饱和食盐

水法测定。用 1 mL 气密性注射器抽取排出的气

体, 采用气相色谱法分析(SP-6890, 山东鲁南瑞

虹), TCD 检测器, 2 m 不锈钢填充柱, 载体为

Porapak-Q, 氮气做载气, 流量为 1.0 mL/min, 进

样口、色谱柱和热导检测器(TCD)的温度分别为
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100 °C、50 °C、100 °C。pH 值用 pH 计测定。

TCOD、SCOD 采用微波消解法测定, 可溶性蛋白

质采用福林酚试剂法测定, 可溶性糖采用硫酸-

苯酚法测定[9], VFAs 和乙醇使用气相色谱法分析

(GC-2010, 岛津), 配备 30 m×25 mm×25 μm 毛细

管柱(DB-FFAP, 安捷伦), FID 检测器, 以氮气为

载气, 流量为 2.6 mL/min, 进样口、检测器、炉

温温度分别为 250 °C、300 °C、70 °C。采用标准

方法测定污泥的总固体量(TSS)和挥发性固体量

(VSS)[10]。 

1.5  数据处理 
产氢率根据以下公式计算： 

产氢率(mL/g VSS)=H2(mL)/VSS(g)      (1) 

2  结果与分析 

2.1  预处理对发酵产氢率的影响 
表 2 表示接种不同预处理污泥所产生的发酵

气体中, 含氢量最高的是灭菌批次, 含氢量达到

83.5%, 其 余 4 种 发 酵 气 体 的 含 氢 量 为

50.8%−72.3%, 所有气体中均未检测出甲烷。这

一结果表明各种预处理均有效抑制了厌氧消化

过程中耗氢菌的活性, 使底物的厌氧消化过程停

止在产氢产乙酸阶段, 产甲烷菌在恢复正常条件

26.0 h 后仍未恢复活性。发酵累积产氢率随时间

的变化关系如图 1 所示, 产氢效果最好的是灭菌

批次, 最大产氢率为 22.04 mL/g VSS, 其余的嗜

热酶、酸、碱、微波预处理批次最大产氢率分别

为 14.6、7.6、9.2、15.9 mL/g VSS。不同预处理

污泥发酵气体含氢量和产氢率的差异, 表明污泥

预处理方式对产氢具有显著影响, 灭菌预处理在

此次研究中的效果最好。Wang 等比较了灭菌、

酸等 5 种预处理污泥发酵产氢, Guo 等比较了灭

菌、微波等 3 种预处理污泥发酵产氢, 在二者的

研究中灭菌污泥也都具有最高的产氢率[11−12]。各

组污泥产氢延迟时间都比较短, 在 3.0 h 之内就

有较明显的氢气积累, 说明经预处理的污泥较适

合产氢菌的生长繁殖。此次研究中嗜热酶预处理

的产氢率为 14.6 mL/g VSS, 略低于朱小峰等利用

嗜热酶预处理剩余污泥产氢的结果 16.3 mL/g 
VSS, 产生气体的平均含氢量为 63.7%, 明显高

于朱小峰等 49.8%的含氢量, 可能因为两次研究

使用了不同的底物[13]。 

2.2  底物变化与产氢率的关系 
厌氧发酵产氢时, 有机物释放和消耗过程同

步进行。一方面蛋白质、糖等营养物质被产氢菌

利用合成自身物质或进行生长代谢 ,  从而使

SCOD 减少; 另一方面底物中仍存在一定的固体

物质, 产氢菌可以分泌水解酶水解固体有机物,  
 

表 2  不同预处理方法生物气的成分和产气量比较 
Table 2  Comparison of biogas content and hydrogen production of among different pretreatments 

预处理方法 
Pretreated method 

产气量 
Biogas yield (mL) 

含氢量 
Hydrogen content (%) 

CO2 含量 
CO2 content (%) 

嗜热酶 
S-TE 

9.4 63.7 36.3 

酸 
Acid 

5.2 60.4 39.6 

碱 
Alkaline 

7.5 50.8 49.2 

灭菌 
Sterilized 

11.1 83.5 16.5 

微波 
Microwave 

9.0 72.3 27.7 
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图 1  不同预处理污泥发酵氢气产量变化 
Fig. 1  Variations of different pretreatments on hydro-
gen yield during anaerobic fermentations  
 
发酵过程中还有 VFAs 的生成, 从而使 SCOD 增

加。在这两方面因素的共同作用下, SCOD 在发酵

过程中呈现出波动性变化 [13]。各组底物中的

SCOD 在产氢开始前均有所升高, 表明此时水解

过程占主导, 底物中可溶性有机物含量提高, 为

稍后的产氢菌代谢产氢提供丰富的营养物质准

备。接种了经嗜热酶、酸、碱、灭菌、微波预处

理污泥后的底物初始 SCOD 分别为 1 990、1 654、

1 570、1 290、1 458 mg/L, 产气前 SCOD 增幅分

别为 8.5%、12.8%、13.8%、18.1%和 12.8%。图 2
与图 1 比较可知, 产氢率较高的预处理污泥, 如

经灭菌和微波预处理污泥, 在产氢初始阶段对

SCOD 的释放也较明显, 说明这些污泥中的产氢

菌活性较高, 因此能分泌更多的水解酶和产生更

多的氢气。值得注意的是, 接种了经过嗜热酶预

处理后的污泥释放 SCOD 的量较其他方法有显著

提高, 比灭菌处理后污泥的 SCOD 高 54.3%。这

与 Yang 等的发现类似, 他们认为嗜热酶预处理

对于水解有促进作用, 因为嗜热酶预处理后高效

产氢菌可以更为有效地水解大分子, 所以 SCOD
在发酵过程中上升幅度更大[14]。产氢菌对营养物

质的利用使 SCOD 在产氢过程中减小, 但是产氢

结束后底物 SCOD 含量仍然很高, 具有较高的可

生化性, 可进行后续利用。 

可溶性蛋白质浓度变化如图 3 所示, 在产氢

延迟阶段, 底物在水解酶的作用下不断释放出可

溶性蛋白质, 蛋白质浓度提高, 之后产氢菌利用

蛋白质进行代谢并产氢, 蛋白质浓度下降。碱、

微波、灭菌预处理批次的底物中蛋白质浓度的变

化曲线较为相近, 而与嗜热酶和酸处理批次中蛋

白质浓度变化有较明显不同。将图 1 与图 3 比较, 

可知接种嗜热酶预处理污泥的底物可溶性蛋白

质浓度在第 2.5 h 即达到最大值 790.2 mg/L, 远高

于同时间的碱、灭菌、微波处理污泥, 且在产氢

开始后立即下降, 而其他批次的蛋白质变化落后

于氢气的积累。酸预处理批次释放产生的蛋白质

浓度最高, 达到 1 713.3 mg/L, 但是其产氢率却是

最低的, 且在不产氢的 10.0−23.0 h 时段蛋白质浓

度有显著下降。这可能因为经过酸预处理后的污 

 
图 2  发酵过程中 SCOD 浓度变化 
Fig. 2  Variations of SCOD during fermentation 
 

 
图 3  发酵过程中可溶性蛋白质浓度变化 
Fig. 3  Variations of soluble protein during fermentation 
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泥中还存在其他非产氢菌, 它们的活动抑制氢气产

生, 并在产氢停止的阶段继续活动, 消耗蛋白质。 
可溶性糖浓度变化如图 4 所示, 发酵后所有

组中的可溶性糖均在产氢前增大到最高值。研究

表明, 糖类是污泥厌氧发酵中产氢菌主要利用的

营养物质[15−16]。在本研究中, 使用海水养殖场有

机废弃物为底物, S-TE 批次中糖的浓度在 2.5 h

为 610.0 mg/L, 与微波、灭菌预处理批次同一时

间的糖浓度相近(分别为 621.6、611.1 mg/L), 酸

预处理的糖浓度也高达 520.0 mg/L。只有碱预处

理释放的可溶性糖明显较低, 为 228.9 mg/L。此

后可溶性糖在产氢发酵过程中被消耗, 最终各组

底物中可溶性糖浓度为 19.9−54.4 mg/L。微波、

灭 菌 、 碱 预 处 理 中 , 糖 的 消 耗 主 要 出 现 在

2.5−6.5h。在嗜热酶和酸预处理批次中, 糖的消耗

稍晚, 主要发生在 6.5−9.0 h。除了碱预处理组, 其

余预处理的可溶性糖浓度在产氢发酵过程中均

下降 90%以上, 说明产氢菌对总糖的利用率很

高。由于可溶性糖消耗殆尽的同时产氢也停止, 

说明底物中缺少营养物质是产氢菌停止发酵产氢

的原因。不同预处理方法会筛选出不同的优势菌

群, 导致底物中糖和蛋白质被利用的情况不同[17]。 

2.3  产氢代谢产物变化和产氢率的关系 
在可溶性糖和可溶性蛋白质降解过程中会产

生小分子物质, 例如 H+、CO2、VFAs、氨基酸、

NH4
+−N 等[18]。VFAs、氨基酸和 NH4

+−N 的产生 

造成 pH 发生变化[19]。发酵过程中各组的 pH 变

化情况如表 3 所示。其他组底物中 pH 值在发酵

后 2.5 h 即达到峰值约为 8, 酸处理的污泥在 6.5 h
后才增长至峰值 6.8, 这也许是酸处理批次比其

他预处理批次产生氢气少的原因。一般情况下, 
发酵产氢的最适 pH 值范围是 5.0−6.5, 当环境中

pH 值偏离最适 pH 值达到 0.5 个单位时, 产氢率

就会减少 20%[20−22]。在此次研究中, 当 pH 范围

在 5.0−6.0 时产氢效率最高, pH 低于 5.0 时(约
9.0 h 时)产氢停止。嗜热酶批次的 pH 值在发酵过

程中明显比其他组高, 其最低值也达到 5.7, 这可

能是因为虽然嗜热酶批次释放出的蛋白质量少

于酸处理批次, 但是嗜热酶预处理后, 能分泌水

解酶的细菌活性仍然很高, 体系的缓冲能力较

强, 使 pH 保持在较高的水平。酸处理却抑制了

水解酶分泌细菌的活性, 使 pH 不能恢复。 

 
图 4  发酵过程中可溶性糖浓度变化 
Fig. 4  Variations of soluble carbohydrate during the 
fermentation 

 
表 3  发酵过程中 pH 变化 

Table 3  Variations of pH during fermentation 
时间 

Time (h) 
嗜热酶 
S-TE 

酸 
Acid 

碱 
Alkaline 

灭菌 
Sterilized 

微波 
Microwave 

0 7.9 5.5 8.7 7.0 7.1 

2.5 8.0 6.5 8.2 7.6 7.8 

6.5 7.0 6.8 5.0 5.0 4.6 

9.0 6.1 4.7 4.6 5.0 4.6 

23.0 5.7 3.9 5.2 5.3 4.5 
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图 5 表示在厌氧发酵过程中 VFAs 和乙醇的

变化。VFAs 和乙醇的总量在发酵过程中主要呈现

增加的趋势, 发酵开始时嗜热酶、酸、碱、灭菌、

微波预处理的液相产物总量分别为 653.8、1 225.3、

385.7、785.2、544.5 mg/L, 当反应结束时升为

2 723.7、2 271.2、2 054.6、1 479.4、1 732.7 mg/L。

所有批次发酵的主要产物都为乙酸, 其次是乙

醇, 呈现乙醇型发酵的特征, 且乙醇主要产生于

发酵阶段的后期。在微波预处理批次的整个发酵

过程中都能观察到乙醇的存在, 其他批次则在

9.0 h 后出现乙酸浓度下降、乙醇浓度上升的情况, 
表示在发酵产氢过程中出现溶剂化现象。Ginkel
和 Logan 报道了发酵 10.0 h 后出现溶剂化的情

况[23]。Mohan 等也观察到相似的现象[24]。由于可

溶性糖是此次研究中主要的发酵产物, 根据方程

(2)−(5), 可知当糖发酵生成乙醇的时候, 对产氢

量没有影响。而当发酵产物是乙酸和丁酸时, 会 

同时生成氢气, 若发酵产物为丙酸则会使产氢量

减少。各批次均在预处理过程中生成少量丙酸, 

在发酵过程中丙酸逐渐转化为其他产物。此次研

究中产氢情况较好的灭菌处理批次和嗜热酶处

理批次产生乙醇量较小, 而产氢效果较差的酸、

碱处理批次在反应中后期的乙醇含量较大, 乙醇

的大量产生可能减少了这两个批次的氢气产量。

相比较而言, 嗜热酶批次产生乙醇的时间较晚, 

比例也较小, 说明该种预处理方法相对不易发生

溶剂化。丁酸在嗜热酶预处理批次的发酵过程后期

产生, 表明此时底物中可能发生了优势菌群的转化

和代谢途径的改变, 有向丁酸型发酵转变的趋势。 
C6H12O6 →2CH3CH2OH + 2CO2         (2) 

C6H12O6+2H2O→2CH3COOH + 4H2 + 2CO2 

(3) 

C6H12O6 + 2H2→2CH3CH2COOH + 2H2O   (4) 

 
C6H12O6→CH3(CH2) 2COOH + 2H2+ 2CO2 (5) 

 
图 5  VFAs 和乙醇浓度和百分比 

Fig. 5  The concentration and percentage of VFAs and ethanol 
 

3  结论 

(1) 利用海水养殖场废弃物作为底物, 以不

同方法预处理过的污水处理厂污泥为接种的厌

氧发酵产氢结果显示, 产氢效果最好的是灭菌预

处理, 其产氢率为 22.0 mL/g VSS, 氢气含量高达

83.4%。产氢率从高到低依次为微波处理、嗜热

酶处理、碱处理、酸处理批次。各发酵气体均只
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含 H2 和 CO2, 不含 CH4。 

(2) 发酵产氢过程中, 底物 SCOD 变化不大, 
可溶性蛋白质、可溶性糖、pH 都呈现先增后减

的趋势, 但变化情况不尽相同, 可知不同预处理

方法对微生物的选择性不同, 并影响产氢菌在发

酵过程中对营养物质的利用。可溶性糖为主要的

营养来源, 比蛋白质更易被产氢菌利用。可溶性

糖大量消耗后产氢停止。 

(3) 发酵过程产生的 VFAs 浓度最高的是乙

酸, 乙醇含量也很高, 发酵类型为乙醇型发酵。乙

醇在发酵后期出现, 表示发酵出现溶剂化趋势。 

(4) 接种嗜热酶处理污泥的废弃物产氢率为

14.6 mL/g VSS, 氢气含量为 63.7%。经嗜热酶预

处理的污泥能更多地释放营养物质, 并在发酵全

过程中保持较为稳定的 pH 值。 
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