
Contents

1 Introduction . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1
1.1 Global Energy Development . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1
1.2 Hydrogen Energy . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 3
1.3 Hydrogen Production . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4

1.3.1 Steam Reforming . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5
1.3.2 Electrolysis . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5
1.3.3 Thermal Chemical. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 6
1.3.4 Biological . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 6

1.4 Overview of This Book . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15
References . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 16

2 Microbiology and Enzymology . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19
2.1 Microorganisms in Hydrogen-Producing System . . . . . . . . . . . . . 19

2.1.1 Overview . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19
2.1.2 Microbial Diversity in Hydrogen-Producing System . . . . 20

2.2 Inocula for Dark Fermentation . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 20
2.2.1 Mixed Culture. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21
2.2.2 Pure Culture . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 22

2.3 Pure Culture for Hydrogen Production. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25
2.3.1 Clostridium butyricum INET1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25
2.3.2 Enterococcus faecium INET2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 34

2.4 Biochemistry of Hydrogen Production . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46
2.4.1 Metabolic Pathways . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46
2.4.2 Fermentation Types . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 48

2.5 Enzymology of Hydrogen Production . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 49
2.5.1 Classification of Hydrogenase. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 50
2.5.2 Genetic Modification of Hydrogenase. . . . . . . . . . . . . . . 54
2.5.3 Environmental Applications of Hydrogenase . . . . . . . . . 55

2.6 Microbial Modification. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 56
2.6.1 Co-cultivation . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 56

vii



2.6.2 Microbial Immobilization . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 58
2.6.3 Metabolic Engineering . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 59

References . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 61

3 Enrichment of Hydrogen-Producing Microorganisms . . . . . . . . . . . . 69
3.1 Overview . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 69
3.2 Heat Treatment . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 70
3.3 Acid/Alkaline Treatment . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 74
3.4 Chemical Inhibitors . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 76
3.5 Aeration . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 76
3.6 Other Treatments . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 78

3.6.1 Ultrasonication . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 78
3.6.2 Freezing and Thawing . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 80
3.6.3 Electric Treatment. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 81
3.6.4 Microwave Treatment . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 83
3.6.5 Ionizing Radiation Treatment . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 85
3.6.6 Ultraviolet (UV) Radiation . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 86
3.6.7 Load-Shock Treatment . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 86
3.6.8 Operational Condition Control . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 86

3.7 Combined Treatments . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 87
3.8 Effect of Pretreatment Methods on Microbial Community . . . . . . 89
3.9 Comparison of Different Pretreatment Methods . . . . . . . . . . . . . . 91
3.10 Gamma Irradiation for Enriching Hydrogen-Producer . . . . . . . . . 93

3.10.1 Overview . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 93
3.10.2 Effect of Dose on Hydrogen Production . . . . . . . . . . . . . 94
3.10.3 Effect of Dose on Substrate Degradation and Hydrogen

Yield. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 96
3.10.4 Effect of Dose OnVolatile Fatty Acids . . . . . . . . . . . . . . 97
3.10.5 Conclusions . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 99

3.11 Hydrogen Production Performance by Different Pretreated
Sludge . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 100
3.11.1 Effect on Hydrogen Production. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 100
3.11.2 Effect on Substrate Degradation and Hydrogen Yield . . . 102
3.11.3 Effect on Volatile Fatty Acids and Final pH. . . . . . . . . . 104

3.12 Changes in Microbial Community During Biohydrogen
Production . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 107
3.12.1 Seed Sludge and Fermentation Conditions . . . . . . . . . . . 107
3.12.2 DNA Extraction and PCR Amplification . . . . . . . . . . . . 107
3.12.3 MiSeq Sequencing and Data Analysis . . . . . . . . . . . . . . 107
3.12.4 Hydrogen Production Progress . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 108
3.12.5 Microbial Diversity Characteristics . . . . . . . . . . . . . . . . . 109
3.12.6 Microbial Diversity at Different Stages . . . . . . . . . . . . . . 111

References . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 113

viii Contents



4 Pretreatment of Organic Wastes for Hydrogen Production. . . . . . . . 123
4.1 Overview . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 123
4.2 Main Structural Components of Organic Wastes . . . . . . . . . . . . . 124
4.3 Types and Compositions of Organic Wastes . . . . . . . . . . . . . . . . 124

4.3.1 Waste Activated Sludge . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 127
4.3.2 Algal Biomass . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 128
4.3.3 Cellulose-Based Biomass . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 131
4.3.4 Starch-Based Biomass. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 134
4.3.5 Food Waste. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 134
4.3.6 Wastewater . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 136

4.4 Pretreatment of Organic Wastes . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 138
4.4.1 Physical Treatment . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 138
4.4.2 Chemical Treatment . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 145
4.4.3 Biological Treatment. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 147
4.4.4 Combined Treatment. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 148
4.4.5 Comparison of Different Treatment Methods . . . . . . . . . 149

4.5 Hydrogen Production from Organic Wastes . . . . . . . . . . . . . . . . . 152
4.5.1 Hydrogen Production from Waste Activated Sludge . . . . 152
4.5.2 Hydrogen Production from Algal Biomass . . . . . . . . . . . 152
4.5.3 Hydrogen Production from Cellulose-Based Biomass . . . 165
4.5.4 Hydrogen Production from Starch-Based Biomass . . . . . 175
4.5.5 Hydrogen Production from Food Wastes . . . . . . . . . . . . 175
4.5.6 Hydrogen Production from Wastewater . . . . . . . . . . . . . 177

4.6 Concluding Remarks and Perspectives . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 181
References . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 183

5 Influencing Factors for Biohydrogen Production . . . . . . . . . . . . . . . . 197
5.1 Introduction . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 197
5.2 Effect of Inoculum . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 198

5.2.1 Pure Cultures . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 198
5.2.2 Mixed Cultures . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 198

5.3 Effect of Substrate . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 203
5.3.1 Overview . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 203
5.3.2 Effect on Substrate Degradation Efficiency . . . . . . . . . . . 208
5.3.3 Effect on Hydrogen Production. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 209
5.3.4 Effect on Hydrogen Production Rate. . . . . . . . . . . . . . . . 210
5.3.5 Effect on Soluble Metabolites Distribution . . . . . . . . . . . 211
5.3.6 Effect on Final pH . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 212

5.4 Effect of Reactor Type . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 213
5.5 Effect of Nitrogen and Phosphate. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 216

5.5.1 Overview . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 216
5.5.2 Effect of Ammonia Concentration. . . . . . . . . . . . . . . . . . 219
5.5.3 Effect of Nitrate Concentration . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 224

Contents ix



5.6 Effect of Trace Heavy Metal Ion . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 229
5.6.1 Importance of Heavy Metal Ions . . . . . . . . . . . . . . . . . . 229
5.6.2 Effect of Fe2+ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 232
5.6.3 Effect of Mg2+ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 236
5.6.4 Influence of Ni2+. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 242

5.7 Effect of Temperature . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 246
5.7.1 Overview . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 246
5.7.2 Effect on Substrate Degradation Efficiency . . . . . . . . . . . 246
5.7.3 Effect on Hydrogen Production. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 246
5.7.4 Effect on Soluble Metabolites Concentration . . . . . . . . . 252
5.7.5 Effect on Biomass Concentration . . . . . . . . . . . . . . . . . . 252
5.7.6 Effect on Final pH . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 252

5.8 Effect of pH . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 253
5.8.1 Overview . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 253
5.8.2 Effect on Substrate Degradation Efficiency . . . . . . . . . . . 255
5.8.3 Effect on Hydrogen Production. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 257
5.8.4 Effect on Hydrogen Production Rate. . . . . . . . . . . . . . . . 258
5.8.5 Effect on Soluble Metabolites Distribution . . . . . . . . . . . 259
5.8.6 Effect on Final pH . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 260
5.8.7 Comparison of the Optimal Initial pH . . . . . . . . . . . . . . 260

References . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 261

6 Kinetic Models for Hydrogen Production . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 269
6.1 Introduction . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 270
6.2 The Progress of Hydrogen Production Process. . . . . . . . . . . . . . . 271
6.3 The Effect of Substrate Concentration on Hydrogen

Production . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 275
6.4 The Effect of Inhibitor Concentration on Hydrogen

Production . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 279
6.5 The Effect of Temperature on Hydrogen Production . . . . . . . . . . 280
6.6 The Effects of pH on Hydrogen Production . . . . . . . . . . . . . . . . . 283
6.7 The Effect of Dilution Rate on Hydrogen Production . . . . . . . . . 283
6.8 The Relationship Among Substrate Degradation Rate, HPB

Growth and Product Formation . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 285
6.9 Conclusions . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 287
References . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 287

7 Optimization of Hydrogen Production Process . . . . . . . . . . . . . . . . . . 291
7.1 Overview . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 291
7.2 One-Factor-at-a-Time Design . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 292
7.3 Factorial Design . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 295

7.3.1 Full Factorial Design . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 295
7.3.2 Fractional Factorial Design . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 296

7.4 Recommended Experimental Design Strategy . . . . . . . . . . . . . . . 305

x Contents



7.5 Software Packages for Factorial Design and Analysis . . . . . . . . . 306
7.6 Optimization of Hydrogen Production by RSM . . . . . . . . . . . . . . 306

7.6.1 Three-Factor Box–Behnken Design and Response
Surface Analysis . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 307

7.6.2 Optimization Using Box–Behnken Design (BBD) . . . . . 307
7.6.3 Analysis of Variance (ANOVA) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 308
7.6.4 Response Surface Analysis . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 310
7.6.5 Hydrogen Production at Optimal Conditions . . . . . . . . . 312

7.7 Genetic Algorithm for H2 Production Optimization . . . . . . . . . . . 315
7.7.1 Experimental Design and Procedures . . . . . . . . . . . . . . . 315
7.7.2 Response Surface Methodology . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 317
7.7.3 Neural Network . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 317
7.7.4 Genetic Algorithm . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 318
7.7.5 Comparison of the Modeling Abilities of RSM

Model and NN Model . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 318
7.7.6 Comparison of the Optimizing Abilities of RSM

and GA Based on a NN Model . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 322
7.8 Optimization by Desirability Function Based on NN . . . . . . . . . . 323

7.8.1 Experimental Design and Procedures . . . . . . . . . . . . . . . 324
7.8.2 Neural Network . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 325
7.8.3 Method of Desirability Function . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 326
7.8.4 Genetic Algorithm . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 327
7.8.5 Effects of Temperature, Initial pH, and Substrate

Concentration . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 327
7.8.6 Optimized Parameters by Desirability Function . . . . . . . 330

References . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 332

8 Sewage Sludge for Hydrogen Production . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 339
8.1 Introduction . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 339
8.2 Potential Substrates, Microorganisms, and Enzymes . . . . . . . . . . 341
8.3 Pathways of Hydrogen Production from Sludge. . . . . . . . . . . . . . 341
8.4 Fermentation Types . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 343
8.5 Hydrogen Consumption Pathways and Metabolic

Competitors . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 344
8.6 Hydrogen Production Potential of Raw Sludge . . . . . . . . . . . . . . 345
8.7 Pretreatment of Sludge . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 351

8.7.1 Overview . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 351
8.7.2 Physical Pretreatment Methods . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 352
8.7.3 Chemical Pretreatment Methods . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 358
8.7.4 Biological Pretreatment Methods . . . . . . . . . . . . . . . . . . 362
8.7.5 Combined Pretreatment Methods . . . . . . . . . . . . . . . . . . 364
8.7.6 Comparison of Different Pretreatment Methods . . . . . . . 367

8.8 Co-fermentation with Other Substrates. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 368
8.8.1 Overview . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 368

Contents xi



8.8.2 Municipal Waste Fractions . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 369
8.8.3 Crop Residues. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 369
8.8.4 Carbohydrate-Rich Wastewaters . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 374
8.8.5 Pure Carbohydrates. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 375
8.8.6 Other Organic Wastes . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 375

8.9 Influence Factors . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 376
8.9.1 Temperature . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 376
8.9.2 pH . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 379
8.9.3 Retention Time and OLR . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 379
8.9.4 Agitation Intensity . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 380
8.9.5 Nutrients and Inhibitors . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 380
8.9.6 Inoculum. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 381

8.10 Kinetic Models. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 383
8.10.1 The Modified Gompertz Model . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 383
8.10.2 Response Surface Methodology . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 390

8.11 End Products in the Liquid Phase . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 392
8.12 Two-Stage Process . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 399

8.12.1 Second Stage-Anaerobic Digestion . . . . . . . . . . . . . . . . . 399
8.12.2 Second Stage-Photo-Fermentation. . . . . . . . . . . . . . . . . . 403

8.13 Sludge Solubilization by Low-Pressure Wet Oxidation
for Hydrogen Production . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 404
8.13.1 Overview . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 404
8.13.2 Sludge Characteristics . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 405
8.13.3 Sludge Solubilization Procedure . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 405
8.13.4 Bio-hydrogen Production and Analytical Methods . . . . . 406
8.13.5 Sludge Dissolution by Low Pressure Wet Oxidation . . . 406
8.13.6 Kinetic Analysis of Hydrogen Production. . . . . . . . . . . . 408
8.13.7 Substrate Consumption . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 410
8.13.8 Volatile Fatty Acids Formation. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 412
8.13.9 Hydrogen Yield . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 413

8.14 Sludge Disintegration by Radiation for Hydrogen Production . . . 415
8.14.1 Overview . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 415
8.14.2 Sludge Disintegration Procedure . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 415
8.14.3 Sludge Disintegration by Radiation. . . . . . . . . . . . . . . . . 416
8.14.4 Hydrogen Production . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 417
8.14.5 Consumption and Release of Organic Matters . . . . . . . . 419

8.15 Concluding Remarks and Perspectives . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 421
8.16 Conclusions . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 424
References . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 425

xii Contents



http://www.springer.com/978-981-10-4674-2


	Contents



