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. 引言
对于以厌氧活性污泥为基础的有机废水发酵法生物制

氢系统!目前多用混合液中的挥发性悬浮固体",’-.8 0’12($
3(4;&’4. 5267.+8.8 5(4’86!,0355# 与 总 悬 浮 固 体 ",’-.8
0’12($ 5267.+8.8 5(4’86!,055$的比值 %,0355Y,055$&活性
污泥",0355$的比产气"氢$速率"0Y9@’8:#&BCD 去除率%]#
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目前!评价有机废水发酵法生物制氢系统产氢效能的指标!一般采用挥发性悬浮固体"01233#与总悬浮固体"0133$的比
值%0123340133$&01233 的比产气"氢$速率及 567 去除率等参数!但均存在不同程度的缺陷’ 为寻求评价发酵制氢活性污泥
系统产氢效能的合理指标!以脱氢酶检测的碘硝基四唑紫%89:#法为基础!以发酵产氢系统的絮状活性污泥为样品!确立并优化了
89:;比脱氢酶活性的检测与计算方法!并对比脱氢酶活性与发酵制氢系统的产氢效能进行了相关性分析( 结果表明!89:/比脱氢
酶活性检测的适宜条件是)在容积为 <. =1 的离心管中!先后加入一定浓度的污泥样品 .>? =1&<@>A ==,BC1 89: 溶液 < =1&DE
F 乙酸钠缓冲剂 <GF =1!HF!暗处振荡反应 ?. =IJ*反应终止剂选用 @AK的浓硫酸!萃取溶剂为无水乙醇!H?A J= 测定吸光度*
检测污泥样品"01233!挥发性悬浮固体$浓度可以在 ?>FL<M>F N C1 范围内选定( 絮状发酵产氢活性污泥的 89:;比脱氢酶活性与
比产氢速率非常高度相关!可以客观准确地反映厌氧生物制氢系统污泥的产氢活性(

生物制氢*发酵*厌氧活性污泥*脱氢酶*碘硝基四唑紫
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等参数表征发酵产氢污泥的活性 !"#$%! 由于 &’()) 中不仅包
含了活性微生物细胞"同时也包含了无活性的"甚至是死亡
的微生物残体及吸附的非挥发性有机物"以 &’())*&’)) 为
指标将会高估污泥的生物活性 !+%"而以比产气#氢$速率为标
准则会低估污泥的生物活性 !,%% 在发酵生物制氢系统中"由于
高分子有机物在发酵微生物菌群作用下转化成了低分子的

有机挥发酸&(-./$及醇类&同时释放 0$和 12$$"即便是在底
物转化率较高的情况下" 其 123去除率也是十分有限的"且
会因发酵末端产物的变化而表现出很大的波动性"有时甚至
出现负去除率的情况% 因而"以 123 去除率作为系统微生物
活性的衡量指标也不够科学 !4#5%% 脱氢酶是微生物活性细胞分
泌的一种有机大分子"其存在水平可以客观反映废水生物处
理系统中活性污泥的生物活性 !678%% 目前"脱氢酶活性&30.$
测定的常用方法有氯化三苯基四氮唑&991$法和碘硝基四氮
唑紫&:;<;=:>?;>@>?AB;C:DEFGC;?:<@"HI9$法!"J7""%%991的氧化还原
电位 &2KL$为M,8J E("而 HI9 的 2KL 为M8J E("因此 HI9
对电子的亲和力要大于 991!"$7"+%% 在厌氧生物处理系统中"底
物的降解转化是在较低的 2KL 环境中进行"此时用 HI9 作为
电子受体来检测 30."其效果可能更为显著% 尽管采用 HI9
法检测 30. 并用于表征废水处理系统中污泥活性的研究已
有报道 !",%"由于影响 HI9 法检测效果的因素较多 !"4%"欲以其作
为表征产酸发酵系统污泥活性的指标"必须进行针对性的修
正和优化%
本研究以有机废水发酵法生物制氢系统的絮状厌氧活

性污泥为对象" 对影响 30. 检测的 HI9 浓度’N0 值’ 萃取
剂’终止剂’反应时间和温度等因素进行了实验与分析"以确
定最佳检测条件" 明晰与厌氧活性污泥比产氢速率的相关
性"以期为发酵生物制氢系统微生物活性的客观及时监测提
供科学方法"指导反应器的启动和运行!

! 材料与方法
!"! 实验材料与设备
活性污泥样品取自本实验室的厌氧折流板反应器&.OK$

生物制氢系统!"5%"呈絮状"采集过程采用氮气保护!无水乙醇’
三氯甲烷’乙酸乙酯’正己烷’甲苯’乙醚’丙酮和终止剂甲
醛’乙醇’三氯乙酸’8P!浓硫酸等萃取剂"均为分析纯化学试
剂(由美国 )@A?FGQ:; 公司提供的 HI9 标准样品&质量分数为
88R$"制成质量分数为 "!&"S8P E;CT’$的储备液备用(缓冲
液邻苯二甲酸氢钾溶液&N0 ,$’乙酸钠溶液&N0 4$’磷酸二
氢钾与磷酸氢二钠混合液&N0 5’6$’9?:/#01C 缓冲液&N0 P’
PU4$和四硼酸钠溶液&N0 8$"根据文献!"6%进行配置%
萃取液吸光度使用 64$型紫外光栅分光光度计&山东高密

彩虹分析仪器有限公司$测定"选用光程 " FE’高度 4 FE的玻
璃比色皿% 其他主要设备包括)90V7P$型水浴振荡器&金坛市
亿通电子有限公司 $’-.I$JJ, 型电子天平 &0A=WN:=W$’
)LX"4JP型生化培养箱&天津市泰斯特仪器有限公司$和 9Y’7
"5Y7O台式离心机&湖南星科科学仪器有限公司$等%

!"# 分析项目及其检测方法
N0 值’&’()) 等常规分析项目"均采用国家标准方法测

定!"P%% 在探讨各种因素对 30. 检测的影响时"采用单因素多
水平实验法"即在基础操作条件下"只改变所考查因素的水
平"其他因素及其水平不变% 基础操作方法为)向 "J E’的离
心管中依次加入 JU+ E’ 的污泥样品 &每升含 $U6 W &’())$’
"U4 E’的 9?:/701C缓冲溶液&N0 PU,$和 " E’ 的 JU"R HI9 溶
液"迅速放在 +6"的水浴振荡器内"暗处振荡反应 +J E:="然
后加入 " E’ 的 +6R甲醛以终止酶反应( 将终止反应后的样
品在 4 JJJ ?TE:= 下离心 4 E:="弃上清液"加入 4 E’ 丙酮"混
合搅拌均匀"在 +6"下暗处振荡 "J E:=以萃取反应产物碘硝
基四氮唑甲簪&HI-"红色$(在 4 JJJ ?TE:= 下再离心 4 E:="并
在 ,P4 =E处测定萃取液吸光度 !"8%%比脱氢酶活性通过下式计
算)

!"# $%
&’(

&"$

式中"!" 为污泥样品的 HI97比脱氢酶活性&!E;CTZW*E:=[$")
为最适波长处的萃取液吸光度"% 为萃取剂体积 &E’$"& 为
HI97. 标准曲线的斜率 "’ 为污泥样品 &’()) 干重&EW$"(
为暗培养时间&E:=$%HI97. 标准曲线将在确定最优条件后制
作"并由其求得系数 &%

# 结果与讨论
#"! $%& 测定条件的优化
#"!"! 萃取液吸光度检测的波长
在基础操作的基础上" 在波长 ,$J#4JJ =E 范围内考查

了分光光度计发射波长对酶促反应产物萃取液吸光度的影

响!"8%% 结果表明"在波长为 ,+P =E 处"HI-萃取液&丙酮$具有
最大 ) 值"为 JS5,% 后续实验将采用这一波长检测 HI- 萃取
液的吸光度%

#"!"# 操作条件的优化
在基础操作条件下"首先对影响 HI97比脱氢酶活性测定

的 HI9 浓度’暗反应时间’反应温度和不同缓冲剂等进行了
试验&表 "$% 结果表明"" 在 HI9 溶液的浓度从 JSJ"!&"8SP
EE;C*’$ 逐渐增加到 JS"!&"8P EE;C*’$ 时" 萃取液的 )值从
JS"P大幅提高到 JS4"( 当 HI9浓度继续逐步增加到 JSPR时")
的增加值只有 JS"6" 增加趋势不再显著% # 当酶反应时间从
"J E:=增加到 +J E:=时" 反应产物萃取液 )值从 JS",提升到
了 JS$4"反应时间继续增加时")值的增加不再明显%$ 根据目
前报道的发酵生物制氢研究常采用的发酵温度范围 !$J7$"%"在进
行 30. 测定中"当温度从 $4"逐步提高到 ,4"时"所测反应
产物萃取液 )值从 JS$J 增加到了 JS+6&表 "$(温度继续升高
时")值则表现出下降趋势% % 在不改变缓冲液加入量&"S4
E’$的前提下"采用 N0 4 的乙酸钠溶液作为缓冲剂时"反应
产物萃取液的 )值最大"为 JS4P(而在其他缓冲剂条件下"测
得的 )值均偏低"处于低于 JS$P 的水平%
以上试验结果表明 "HI97比脱氢酶活性测定的 HI9 浓
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度!酶反应时间!反应温度及缓冲剂分别选择 !"# $$%&’(!)*
$+,!-.!和 /0 1的乙酸钠溶液比较适宜"
!"#"$ 酶反应终止剂的选择
为精确计算 203#应合理选择酶反应终止剂#以保证酶

反应在设定时间及时终止"在确定反应时间为 4* $+, 的条件
下#三氯乙酸!甲醛!乙醇和浓硫酸等 5 种终止剂的试验结果
$图 6%表明#这 5 种终止剂都可以有效地终止酶反应#在终止
反应后的 . $+,和 6* $+,# 萃取液的 !值均无显著变化" 但
从 789 萃取液的 ! 值大小分析#浓硫酸则显著优于其他 4 种
终止剂#其 ! 值可达 *:5; 以上#而其他 4 种终止剂的 ! 值则
在 *:;# 以下"

!%&%’ 萃取剂的选择
为提高酶促反应产物 789 萃取效果#在基础操作的基础

上#分别考查无水乙醇!三氯甲烷!乙酸乙酯!正己烷!甲苯!
乙醚和丙酮等 < 种萃取剂的萃取效果$图 ;%"结果表明#以乙
醇为萃取剂时#反应产物萃取液 ! 值最高#为 *:14#显著高于
其他几种萃取剂的 ! 值" 以乙醇作为萃取剂#有对人体无害
的优点"

!%! ()*+!标准曲线和 "#的计算
根据单因素多水平试验得到的 78=>比脱氢酶活性测定

优化操作条件#即可制作 78=>! 标准曲线&取适量 6?的 78=
储备液# 用 /0 . 的乙酸盐缓冲液将其稀释成摩尔浓度分别
为 "@#A"@#4".#B"C#6 .@6 $$%&D(的标准梯度溶液#分别加入
质量分数为 B?的抗坏血酸 *:; $(# 振荡摇匀#5.!下暗处振
荡反应 4* $+,#然后加入 6 $( 的浓硫酸终止酶反应’反应混
合液在 . *** ED$+,下离心 . $+,#弃去上清液#加入 . $(无水
乙醇#5.!下暗处振荡萃取 6* $+,#. *** ED$+, 离心 . $+,#54@
,$处测定上清液 !值#由此得到 78=>!标准曲线$图 4%#其方
程为

"FC:C666#>C:C51G $;%
式中#$为萃取液中的 789 浓度$!$%&D(%#" 为相应的 % 值" $
与 " 具有很好的相关性#判定系数 &;达 C:"". ;"
由式$;%得到斜率常数 ’FC:C666#带入式$6%即得到比脱

氢酶活性 ()计算公式&

(*F6.:6. +, !$%&DHI($+,J $4%

表 # ()* 浓度!暗反应时间!反应温度及缓冲剂对萃取液吸光度的影响
*,-./ & (01,23 45 ()* 2462/637,38469 :,7; 7/,23846 380/9 3/01/7,3<7/ ,6: -<55/7= 46 ,-=47-,62/ 45 3>/ /?37,23846 .8@<8:

78= 浓度 酶反应时间 反应温度 缓冲剂 /0 值
浓度D? % 时间D$+, % 温度D! % 加入量D$( %
*:*6
*:*.
*:6
*:;
*:5
*:@
)

*:6@
*:56
*:.6
*:..
*:K6
*:K@
)

6*
;*
4*
5*
.*
)
)

*:6;
*:6@
*:;5
*:;.
*:;B
)
)

;.
4.
5*
5.
..
K.
)

*:6"
*:;.
*:4K
*:4B
*:4K
*:;@
)

5L

1M

KN

BN

@O

@:1O

"P

C:;@
C:1@
C:64
C:6<
C:6@
C:6<
C:;C

注! L!邻苯二甲酸氢钾溶液"M!乙酸钠溶液"N!磷酸二氢钾与磷酸氢二钠混合液"O!=E+Q>0R7 溶液"P!四硼酸钠溶液#

8%SPQT LT R@0.UV-W MT R0XRVV8LW NT U0;YV- L,O 8L0;YV-W OT =E+Q>0R7W PT 8L;Z-VB:

图 # 终止剂对萃取液吸光度的影响
A8B% # C55/23= 45 3/7086,3846 ,B/63= 46 ,-=47-,62/

45 3>/ /?37,23846 .8@<8:

图 ! 萃取剂对萃取液吸光度的影响
A8B% ! C55/23= 45 /?37,23,63= 46 ,-=47-,62/ 45 3>/

/?37,23846 .8@<8:
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! 结论
!! 通过单因素多水平实验"确定了产酸发酵生物制氢系

统厌氧活性污泥 "#$%比脱氢酶活性检测的适宜条件" 即 !&
’(离心管中"先后加入 &)* ’( 的污泥样品#! ’( !+, ’’-./(
的 "#$ 溶液#!01 ’( 23 1 的乙酸钠缓冲剂"41!暗处振荡反
应 *& ’56$反应终止剂选用 +,7的浓硫酸"萃取溶剂为无水
乙醇$采用 819 型紫外光栅分光光度计检测萃取液吸光度的

适宜波长 4*, 6’%
9! 推导# 验证了絮状厌氧活性污泥的 "#$%比脱氢酶活

性计算公式"即&!":!10!1 #$ !!’-./’;(’56!"可直接检测和计

算 <(=>> 为 *01?!901 ;/( 污泥样品的比脱氢酶活性%
*!活性污泥的 "#$@比脱氢酶活性与比产氢速率非常高度

相关"可以客观准确地反映厌氧生物制氢系统污泥的产氢活性%

"#! 污泥样品的适宜浓度
从 ABC制氢反应系统不同部位"采集不同浓度的厌氧活

性污泥’絮状!样品%向 !& ’( 的离心管中依次加入 &0* ’(的
污泥样品 ’<(=>>&90DD?9D0D4 ;/(!#!01 ’( 的乙酸盐缓冲溶
液’23 1!#! ’( 的 &0!7"#$ 溶液$在 41!的水浴振荡器内暗
处振荡反应 *& ’56"然后加 ! ’( 的浓硫酸终止酶反应 $在
1 &&& E/’56 下离心 1 ’56"弃去上清液"加入 1 ’( 无水乙醇"
混合搅拌均匀" 在 41!下暗处振荡 !& ’56" 萃取反应产物
"#F$在 1 &&& E/’56 下再离心 1 ’56"并在分光光度计的 4*,
6’ 处读取 #值%以污泥样品的浓度为横坐标"相应 #值为纵
坐标作图" 即得到污泥浓度G# 值曲线 ’图 4!% 结果表明"
<(=>>在 90DD?9D0D4 ;/(的范围内" 与 A 值呈现很好的正相
关性"%9达到了 &0++* +" 说明 "#$法均能有效检测脱氢酶活
性% 为减少误差"# 值处于 &09?&08 的范围比较理想"根据图 4
给出的线性回归方程计算" 相应的 <(=>> 应在 *01?!901 ;/(

范围% 实际检测中"污泥样品的 <(=>>建议采用 + ;/(%
"#$ 发酵产氢活性污泥 %&’(比脱氢酶活性与其比产氢速率
的相关性分析

在 ABC进入 3C$ *& H# 进水 IJK , &&& ’;/(的运行阶
段"对前两个格室中活性污泥的比产氢速率和 "#$%比脱氢酶
活性进行连续检测和分析"结果如表 9 所示’第 ! 次取样计为
第 ! 天!% 采用 <5LE-M-NO PQLR.中的 I-EER.函数分别对两个格
室活性污泥的比产氢速率和 "#$G比脱氢酶活性两组数据进
行相关性分析"其相关系数分别为 &0+9 和 &0+4"均大于 &0,"
说明活性污泥的 "#$G比脱氢酶活性与比产氢速率非常高度
相关% 可见""#$G比脱氢酶活性这一参数"可以客观准确地反
映厌氧生物制氢系统污泥的产氢活性%

图 ! %&’(! 标准曲线
)*+# ! ,-./0.10 23145 67 %&’ 26/25/-1.-*6/ ./0

.89618./25 67 -:5 5;-1.2-*6/ <*=3*0 图 $ 检测样品的污泥浓度与 %&) 萃取液吸光度关系
)*+# $ >5<.-*6/9:*? 85-@55/ 9<30+5 26/25/-1.-*6/

67 05-52-50 9.A?<5 ./0 .89618./25 67
-:5 5;-1.2-*6/ <*=3*0

表 " BC> 发酵产氢系统活性污泥的比产氢速率及其 %&’(比脱氢酶活性
’.8<5 " ,?52*7*2 :D016+5/ ?16032-*6/ 1.-5 ./0 9?52*7*2 05:D016+5/.95 .2-*4*-D 67 -:5 .2-*4.-50 9<30+5 */ ./ BC>

活性参数
污泥采集时间

第 ! 天 第 * 天 第 1 天 第 8 天 第 + 天

第 ! 格室
活性污泥的比产氢速率/’-.(S;G!(TG!

"#$G比脱氢酶活性/!’-.(;G!(’56G!

比脱氢酶活性与比产氢速率的相关系数

90,4
9D0*

908D
9D09

90+*
9801
&0+!+ +88

90D,
910,

908!
9D0!

第 9 格室
活性污泥的比产氢速率/’-.(S;G!(TG!

"#$G比脱氢酶活性/!’-.(;G!(’56G!

比脱氢酶活性与比产氢速率的相关系数

90&*
9!0*!

!0+1
9&04,

90&9
9!09D
&0+4* 1*+

90!!
9!04,

90!1
9!0,8
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