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以猪粪为发酵底物厌氧发酵产氢工艺的优化

王媛媛，张衍林※

（华中农业大学工程技术学院，武汉 430070）

摘 要：为了建立发酵工艺参数与氢气产量之间的数学模型, 以期获得较优的工艺参数，从而提高氢气产量，该文在单

因素试验的基础上，采用三因素三水平的二次回归正交旋转组合设计及响应曲面分析法，建立了厌氧发酵产氢工艺中氢

气产量的二次多项式数学模型，并以氢气产量为响应值作响应面和等高线，考察了以新鲜猪粪为发酵底物发酵产氢时初

始 pH 值、水力停留时间和发酵底物中猪粪浓度 3 个因素及其交互作用对氢气产量的影响。分析结果表明，猪粪厌氧发

酵产氢的较优工艺条件为：初始 pH 5.98，水力停留时间 4.123 d，猪粪干物质浓度 51.98 g/L；在此工艺条件下，氢气产

率为 32.4 mL/g。

关键词：厌氧发酵，优化，工艺，生物制氢，猪粪

doi：10.3969/j.issn.1002-6819.2009.09.042

中国分类号：X705 文献标识码：A 文章编号：1002-6819(2009)-9-0237-06

王媛媛，张衍林. 以猪粪为发酵底物厌氧发酵产氢工艺的优化[J]. 农业工程学报，2009，25(9)：237－242.

Wang Yuanyuan, Zhang Yanlin. Optimization of technology for hydrogen production by anaerobic fermentation of swine

manures[J]. Transactions of the CSAE, 2009,25(9)：237－242.(in Chinese with English abstract)

0 引 言

氢气的燃烧热值很高（142.35 kJ/g），且燃烧后只产

生水, 不排放任何污染物质，因此作为一种清洁无污染

的绿色能源倍受大家的关注[1]。制氢的方法有很多，目前

研究较为广泛的是厌氧发酵生物产氢法。

生物制氢是一个复杂的过程，氢气产量受很多因素

影响，如底物类型及浓度[2-4]、水力停留时间、碳氮比[5]、

有机负荷、pH 值、温度[6-8]、氢气的积累、营养物质[9]、

硫酸盐及硫代硫酸盐[10-11]等因素影响。其中，底物类型及

浓度、水力停留时间（HRT）、温度、pH 值、有机负荷等

被认为是最便于控制且对产氢量影响较大的几个因素。

pH 值能影响微生物的新陈代谢，包括对碳及能量源

的利用、底物降解效率、蛋白质的合成、生成的多样性

及减少新陈代谢产物[9]。合适的初始 pH 值可大大提高反

应器产氢效率，避免在发酵过程中重新调节 pH 值，简化

工艺过程。因此针对 pH 值对氢气产量的影响，很多研究

已经开展[12-18]。

底物类型及浓度也会影响发酵产物及底物利用率。

例如，在低浓度时酸化阶段主要产物是挥发性脂肪酸，

但一旦浓度超过某一极限后产物就变成丙醇和丁醇[19]。

而且，高浓度的底物会抑制产氢微生物的生长和产物的

生成[20]。另外绝大多数生物制氢所用底物为葡萄糖，少
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部分利用厌氧污泥、生活垃圾等，利用猪粪产氢的报道

极少，且没有深入研究工艺参数对产氢效果的影响。

HRT（水力停留时间）是另外一个主要影响因素。有

人认为 HRT 能影响产酸阶段形成的发酵类型，从而影响

氢气及随后的甲烷产量[21-22]。一些研究认为在 19 h 内葡

萄糖就会完全转化为挥发性脂肪酸和氢气[23]，但是反应

底物不同所需要的最佳 HRT 也是不同的。

基于此，本试验研究了初始 pH 值、HRT 和底物浓度

对生物制氢的单因素影响及交互式影响。为了描述各因

素的变化及其交互作用对氢气产量的影响，本研究将响

应曲面法应用于厌氧发酵产氢工艺的优化中, 通过试验

建立发酵工艺参数与氢气产量之间的数学模型, 以期获

得较优的工艺参数, 从而提高氢气产量。

1 材料与方法

1.1 接种污泥

接种污泥取自以猪粪为发酵底物、正常运行 2 a 的厌

氧发酵沼气池，过 0.119 cm 筛后将筛下物置于生化培养

箱中培养 2 个月，保持 COD 浓度 5 000 mg/L，水力停留

时间 48 h，温度（35±1）℃。再经沉淀、浓缩后，置于

水浴锅中，于 80℃加热处理 30 min，以抑制产甲烷菌的

活性同时富集产氢菌。该预处理方法为经前期试验验证

过的最优方法。

1.2 试验设计

试验共 23 组，每组试验的反应瓶体积均为 1 L，以

热处理的污泥为接种物，接种率为 25%。以新鲜猪粪为

反应底物，加入无机盐溶液以满足微生物生长需要，稀

释发酵液至 500 mL后以 1 mol/L HCl调节 pH值至所需酸

度，再向发酵瓶中冲入高纯氮气 30 s 以去除瓶中氧气，

密封后放入（35±1）℃的水浴锅中进行厌氧发酵产氢气。



238 农业工程学报 2009 年

接种污泥的总固体（TS）质量百分比为 8.18%，悬浮

性固体（VS）质量百分比为 4.37%。猪粪的理化性质如下：

TS 28.44%，CODcr（生化需氧量）52 mg/g，TP（总磷）

3.4 mg/g，TN（总氮）5.9 mg/g，pH 6.96。

无机盐溶液组成成分（L）：1.5 g KH2PO4，2 g

(NH4)2SO4，0.1 g FeCl2，0.1 g MnCl2·6H2O, 0.05 g ZnCl2，

0.1 g CaCl2·2H2O，0.01 g Na2MoO4，0.2 g CoCl2·6H2O，

0.01 g AlK(SO4)2，0.01 g NiCl2·6H2O。

试验装置示意图见图 1。当打开夹子 b、c、e，关闭

夹子 a、d、f、g 时，开始产气后，发酵瓶 6 所产生的气

体持续被集气瓶 2 收集，同时 2 中的水被挤压，流入量

筒 4，因此所产氢气量可由排出水的体积来衡量。当进行

气体取样时，夹子 a、c、d 被打开，b、e、f、g 被关闭，

这时放水瓶 1 中的水流入 2，随后集气瓶 2 上方的气体被

压入集气囊 3，气相样品被取出。液相样品由取样口 7 取

出，发酵后的液体由 8 流出。

图 1 装置示意图

Fig.1 Experimental set-up

试验采用二次回归正交旋转组合设计。3 个变量初始

pH 值、HRT 及底物浓度的变化范围及水平如表 1，表 2。

三因素的中心水平点为初始 pH=5.5，HRT=6 d，反应底

物干物质浓度 42.66 g /L。为了建立回归方程，各变量用

方程（1）编码。
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式中：xi — — 第 i 个试验变量的编码值；Xi — — 该变量的

原始值；Xi
*— — Xi 位于中心点的原始值；ΔXi — — 步长。

响应变量（累积 H2 产量）为因变量，采用最小二乘

法拟合的二次多项式方程来预测因变量与自变量的关

系。方程的一般形式如方程（2）。
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式中：Y ——预测响应值，即氢气产量；xi 和 xj ——输入

变量对应的编码值；A0——常数；Ai ——第 i 个线性相关

系数；Aii ——平方项相关系数；Aij ——第 ij 项交互项相

关系数。若令方程（2）等于零，对其中 3 个变量分别求

偏导，则得出取得最佳响应值时的 3 个自变量值。以产

氢量为自变量，初始 pH 值，HRT 和猪粪浓度为自变量，

用 SPSS 进行回归分析和方差分析，用 Design Expert7.1

画出 3 个变量对产氢量的三维响应曲面及等高线图并进

行分析。

为了减小试验误差，每组试验做 3 个平行，取平均

值作为分析数据。

表 1 试验因素水平及编码

Table 1 Code and level for the trial variables

编码
x1

初始 pH 值
x2

HRT/d
x3

反应底物浓度/(g·L-1)

+r(1.682) 6.54 7.68 66.58

+1 6.2 7 56.88

0 5.7 6 42.66

-1 5.2 5 28.44

-r(-1.682) 4.86 3.32 18.74

Δj 0.5 1 14.22

1.3 测量方法

发酵气体中各组分采用 GC-900C 型气相色谱仪、

TCD 检测器测量，柱箱、进样口、热导池温度分别为 60，

60，100℃。以氩气作为载气，载气流速为 30 mL/min。

氢气、甲烷产量每 6 h 测量 1 次，采用排水法测量，发酵

液 pH 值采用 phs-25 酸度计测量，TS、VS 按国家标准检

测方法进行[24]。

氢气产率由氢气产量除以底物干物质 TS 浓度得出。

2 结果与分析

2.1 试验设计及结果

试验采用二次回归正交旋转组合设计，试验设计及

结果如表 2。

表 2 二次回归正交旋转设计表

Table 2 Quadratic orthogonal regressive rotational

combination design

试验

序号

x1

初始 pH 值
x2

HRT/d

x3

反应底物浓度
/(g·L-1)

总产氢量
/mL

1 1(6.2) -1(5) 1(56.88) 660.5

2 -1(5.2) 1(7) 1 391.7

3 1 1 -1(28.44) 423.8

4 -1 1 -1 166.8

5 -1 -1 1 372.1

6 -1 -1 -1 142.1

7 1 -1 -1 312.8

8 1 1 1 754.4

9 1.68(6.54) 0(6) 0(42.66) 407.7

10 -1.68(4.86) 0 0 152.9

11 0(5.7) 1.68(7.68) 0 542.3

12 0 -1.68(3.32) 0 556.7

13 0 0 1.68(66.58) 460

14 0 0 -1.68(14.22) 154.5

15 0 0 0 761.4

16 0 0 0 754.4

17 0 0 0 771.8

18 0 0 0 781

19 0 0 0 769.6

20 0 0 0 759.6

21 0 0 0 765.4

22 0 0 0 770.8

23 0 0 0 761.1
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2.2 回归模型分析

利 用 Design-Expert （ version 7.0, Stat-Ease Inc,

Minneaposil, MN.USA）软件对表 2 的试验数据进行多元

回归拟合，得到产氢量对 x1（初始 pH 值）、x2（HRT）、

x3（猪粪干物质浓度）的二次多项回归模型编码为

Y=765.76+112.37x1+14.31x2+125.26x3-8.67x1x2+56.68x1x3

+18.84x2x3-132.95x1
2-37.82x2

2-119.88x3
2 （1）

对该模型进行显著性检验，结果见表 3，回归模型

系数显著性检验结果见表 4。

表 3 氢气产量回归模型的方差分析结果

Table 3 Analysis of variance for regression model of

hydrogen yield

变异来源 平方和 自由度 均方 F值 P值

模型 1.037E+006 6 1.729E+005 54.16 <0.0001

残差 41503.95 16 3192.61

失拟项 10036.210 8 1254.5 4.98 0.1982

R=0.9704 R2=0.9437 充分精度=16.086

表 4 氢气产量回归模型系数的显著性检验结果

Table 4 Test results of significance for regression coefficient of

hydrogen yield

因素 系数 自由度 标准差
95%置信

区间下限

95%置信

区间上限
F值 Prob>F

常数项 765.76 1 20.82 719.59 811.93 36.28

x1 112.37 1 13.75 81.94 143.20 67.05 <0.0001

x2 14.31 1 13.75 -16.32 44.95 1.08 0.3223

x3 125.26 1 13.75 94.63 155.89 83.01 <0.0001

x1x2 -8.67 1 17.96 -48.70 31.35 0.23 0.6395

x1x3 56.68 1 17.96 -16.65 96.70 9.96 0.0102

x2x3 18.84 1 17.96 -21.55 58.50 1.06 0.3279

x1
2 -132.95 1 13.38 -162.77 -103.13 98.69 <0.0001

x2
2 -37.82 1 13.38 -67.64 -8.00 7.99 0.0180

x3
2 -119.88 1 13.38 -149.70 -90.06 80.24 <0.0001

由表 3 可知，模型的 F=54.16＞F0.01，P＜0.0001，表

明回归模型极显著，失拟项 F=4.98＜F0.05，P=0.1982＞

0.05，不显著；复相关系数 R 为 0.9704，说明该模型拟合

程度良好，试验误差小，可以此模型来分析 3 个自变量

与氢气产量的关系。充分精度（信噪比）为 16.086，远

大于 4，说明模型完全可以用来对试验结果进行拟合。

由表 4 回归模型系数显著性检验结果可知，模型的

一次项中 x1、x3 极显著，交互项 x1x3 显著，二次项 x1
2、

x3
2 极显著，x2

2 显著，其他项不显著。这表明各因素对氢

气产量的影响不是简单的线性关系。

2.3 产氢工艺的响应曲面分析与优化

模型的响应曲面及其等高线见图 2～4，三组图直观

地反应了各因素对响应值的影响。

当猪粪浓度固定在零水平，即 42.66 g/L 时，初始 pH

值和 HRT 对氢气产量的影响见图 2。由图 2 可知，在初

始 pH 值为 5.2～5.9 和 HRT 为 3～4.2 d 的范围内，氢气

产量不断增加，之后随着 HRT 与 pH 值的增大，氢气产

量有下降趋势。

当 HRT 固定在零水平，即 4 d 时，初始 pH 值与猪粪

浓度对氢气产量的影响见图 3。由图 3 可知，pH 值与猪

粪浓度对氢气产量的影响显著，表现为曲线较陡，曲面

形状变化较大。当初始 pH 值处在 6、猪粪浓度处在 51 g/L

左右时，氢气产量出现极值。

当反应物初始 pH 值在零水平时，HRT 与猪粪浓度对

氢气产量的影响见图 4。可看出当 HRT 处于 4.3 d 左右，

猪粪浓度处于 50 g/L 左右时，氢气产量出现极大值。

等高线的形状可反应交互效应的强弱，一般来讲椭

圆形表示两因素交互作用显著，而圆形则相反。由图 2

及图 4 等高线图可以看出，HRT 与初始 pH 值、猪粪浓度

的交互作用不太显著。由图 3 可看出等高线接近圆形，

而方差分析表却显示这两个条件的交互作用显著。这是

由于从单因素来看，这两个因素的变化对响应量的影响

几乎相等（见表 4），故在等高线图中反应不出来，但通

过响应曲面图的曲面坡度可看出该交互作用显著。

注：猪粪浓度为 42.66 g/L

图 2 发酵产氢过程中 pH 值、HRT 及其交互作用对氢气产量影响的响应曲面和等高线

Fig.2 Response surface and contour plot of the effect of pH value and hydraulic retention time (HRT)

and their mutual interactions on the hydrogen yield
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注：HRT 为 6 d

图 3 发酵产氢过程中 pH 值、猪粪浓度及其交互作用对氢气产量影响的响应曲面和等高线

Fig.3 Response surface and contour plot of the effect of pH value and substrate concentration

and their mutual interactions on the hydrogen yield

注：pH 值为 5.7

图 4 发酵产氢过程中 HRT、猪粪浓度及其交互作用对氢气产量影响的响应曲面和等高线

Fig.4 Response surface and contour plot of the effect of HRT and substrate concentration

and their mutual interactions on the hydrogen yield

比较 3 组图可知，猪粪浓度和初始 pH 值对氢气产量

的影响最为显著，表现为曲线较陡，其最佳值分别在 5.9

和 50 g/L 左右；而 HRT 对氢气产量的影响不太显著，表

现为曲线较平滑，且随其数值的变化，响应值变化较小。

为了进一步确定较佳点，将模型（1）分别对 x1、x2、

x3 取一阶偏导等于零，解得 x1=0.5626， x2=0.123，

x3=0.6556。换算为真实值得：当初始 pH 值为 5.98，HRT

为 4.123 d，反应底物浓度为 51.98 g/L 时，氢气有最大产

量 841.2 mL，产率为 32.4 mL/g。但是此时测量得 COD

降解率仅为 16.2%，远未达到排放指标，考虑到此时发酵

液中含有大量挥发性脂肪酸，可作为产甲烷发酵底物加

以利用，在第二相中进行厌氧发酵产甲烷。

为了检验响应曲面法所得结果的可靠性，采用上述

优化参数条件进行厌氧发酵产氢的试验。考虑到实际操

作的便利，将发酵工艺参数修正为：初始 pH 值为 6.0，

HRT 为 4.125 d，反应底物浓度为 52 g/L，在此条件下做

3 个平行试验，实际测得氢气产量的平均值为 824.5 mL，

产率达到 31.7mL/g。与理论预测值相比，其相对误差约

为 1.98%。因此，基于响应曲面法所得的猪粪厌氧发酵产

氢工艺参数准确可靠，具有适用价值。

3 结 论

1）通过二次旋转正交设计得到以猪粪为反应底物厌

氧发酵产氢工艺中氢气产量与初始 pH 值、水力停留时

间、猪粪浓度关系的回归模型。经检验证明该模型是合

理可靠的，能较好地预测氢气产量。

2）利用模型的响应面及其等高线，对影响氢气产量

的关键因素及其相互作用进行探讨，得到的较佳工艺参

数为：初始 pH 值为 5.98，水力停留时间为 4.123 d，猪

粪浓度为 51.98 g/L。验证试验中考虑到实际操作的方便，
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对参数稍作修正后，得到氢气平均产量为 824.5 mL，产

率达到 31.7 mL/g。因此，利用响应面分析方法对猪粪厌

氧发酵产氢工艺进行优化，可以获得较优的工艺参数，

能有效减少工艺操作的盲目性，从而为进一步的试验研

究奠定基础。
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Optimization of technology for hydrogen production by anaerobic

fermentation of swine mauures

Wang Yuanyuan, Zhang Yanlin※

(College of Engineering and Technology, Huazhong Agricultural University, Wuhan 430070, China)

Abstract: In order to set up the mathematical model between fermentation process parameters and hydrogen production,

obtain optimized parameters and higher hydrogen production, a hydrogen-producing technique using anaerobic

fermentation method was researched on the basis of one-factor tests and the quadratic orthogonal regressive rotational

combination design principle, and the method of response surface analysis with three factors and three levels was

adopted. A quadratic equation for hydrogen yield was built. Response surface and contour were graphed with the

hydrogen yield as the response value. Based on the analysis of the response surface plots and their corresponding contour

plots, effects of pH value, hydraulic retention time and substrate concentration and their alternant effects were explored.

By using the new method, the optimum hydrogen-producing conditions were obtained as follows: initial pH value of

5.98, hydraulic retention time of 4.123 d, substrate concentration of 51.98 g/L. Under the optimized conditions, the

hydrogen production rate in the latter validatory experiment was 32.4 mL/g.

Key words: anaerobic digestion, optimization, technology, bio-hydrogen, swine manures


