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摘 � 要: 为加快生物制氢工业化进程, 利用玉米秸秆这类来源广泛、储量巨大和价格低廉的可再生生物质纤

维素资源作为发酵产氢的原料,从连续流发酵产氢反应器 ( ZL92114474�1)中新分离筛选出一株高效纤维素

降解产氢细菌 C lo str id ium sp. X9( NCBI注册号: EU434651)和一株高效产乙醇发酵产氢细菌 E thano ig enens

harb inense B2( NCBI注册号: EU639425), 通过构建高效降解纤维素发酵产氢复合菌群进行同步降解玉米秸

秆发酵产氢. 结果表明,对玉米秸秆进行酸化汽爆预处理后可以显著提高复合菌群的产氢能力. 复合菌群 X9

和 B2比单一菌种具有更理想的降解玉米秸秆发酵产氢的能力, 两菌种间存在协同产氢效应. 复合菌群 X9

和 B2降解玉米秸秆发酵产氢获得的最大产氢率和玉米秸秆降解率分别为 8� 7 mmo l/g和 74% . 液相代谢末

端产物主要为乙醇、乙酸和丁酸.这说明复合菌群 X9和 B2在以木质纤维素为发酵底物的工业化生物制氢

领域中具有很好的应用发展前景.
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Synergistic pretreated corn stalk degradation and biohydrogen

production by co�culture bacteria
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Abstract: In order to use corn stalks as ideal raw materials for fermentat ive bio�hydrogen product ion, tw o new

stra ins w ere iso lated from a continuous�flow H 2 producing reactor ( ZL92114474�1). One isC lo strid ium sp.

X9 (NCB I: EU434651) , a bacterium fo r anaerob ic high�e ff icient cellulose deg radat ion and hydrogen produc�
t ion, the o ther isE thano igenens harbinense B2 ( NCB I: EU639425), a bacterium for anaerobic h igh�efficien t
ethano l ferm entation and hydrogen production. Experimenta l resu lts show that H2 production from corn sta lks

fermentation fo llow ing w ith steam exp losion pretreatm ent is h igher than that directly from corn stalks by co�cul�
ture bacteriaX9 and B2, and the co�cu lture bacteria aremore preponderant thanX9 o rB2 ind iv idua lly for fer�
mentative b iohydrogen production. Co�cu lture bacteria X9 and B2 have h ighH2 product ion rate o f 8�7 mmo l/

g and corn stalk deg radation deg ree o f 74% feed ing w ith corn stalk pretreated by steam explosion. The liqu id

end�products are mostly ethano,l buty rate and acetate. The study indicates that the biohydrogen production

from corn sta lk by co�culture bacteria X9 and B2 has good foreground.
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� � 氢气是一种理想的可替代传统化石能源的新
型能源物质, 其中发酵生物制氢技术以其反应条

件温和、能耗低和环保等特点越来越引起人们的

关注, 尤其是利用农业废弃物木质纤维素为发酵

产氢底物方面, 不但减少了焚烧对环境的污染同



时也大大降低了生物制氢工业化应用的原料成

本,这已经成为可再生能源领域的一个新兴研究

热点
[ 1~ 3]

. 目前研究主集中在活性污泥和堆肥上
[ 4~ 6]

, 本 试验 从 连 续流 发 酵 产 氢反 应 器

( ZL92114474�1)中筛选分离得到一株高效纤维
素降解产氢细菌 C lostr id ium sp. X9和一株高效

产乙醇发酵产氢细菌 E thano igenens harb inense

B2. 并对玉米秸秆采用酸化汽爆方式进行预处

理,主要研究复合菌群 X9和 B2利用预处理玉米

秸秆发酵产氢的特性.

1� 材料与方法

1�1� 菌种来源和培养基配制
试验用菌株 C lostr id ium sp. X9 ( NCB I注册

号: EU434651 )和 E thanoig enens harb inense B2

(NCB I注册号: EU 639425) .都是从本实验室连续

流发酵产氢反应器 ( ZL92114474�1)中分离、筛选
和纯化得到的新菌. X9发酵类型为丁酸型, B2发

酵类型为乙醇型.表 1为两株细菌以葡萄糖为基

质发酵产氢的主要液相末端产物分析
[ 7]
.

菌株 X9为革兰氏阳性, 无芽孢, 规则杆状

( 5�0~ 8�0 �m � 0�3~ 0�4 �m ), 无鞭毛, 严格厌

氧.通过形态特征及 16S rDNA测序, X9与丙酮丁

醇 梭 杆 菌 ( C lostr id ium acetobuty licum,

AE001437)序列相似性仅为 96%, 其有可能是一

个新种, 暂将其命名为 C lostr idium sp. X9. 菌株

B2 为 哈 尔 滨 产 乙 醇 杆 菌 ( E thanoig enens

harbinense), 革兰氏阳性,无芽孢, 规则杆状 ( 3�0
~ 8�0 �m � 0�5 ~ 0�8 �m ), 周生鞭毛, 严格

厌氧.

表 1� X9和 B2发酵产氢的主要液相末端产物

细菌
液相末端产物 /m g� L- 1

乙醇 乙酸 丙酸 丁酸

X9 - 1759�36 - 3265�45

B2 4826�23 2456�25 - -

� � 两株细菌培养基的制备和实验操作采用改进

的 Hungate厌氧滚管技术
[ 8]
,以高纯氮气为气相,

35 � 常规培养. 液体培养基成分为
[ 9]
: 葡萄糖

10�0; 蛋白胨 4�0; 酵母汁 1�0; M gC l20�15; Fe�
SO40�15; N aC l 1�0; K 2HPO 4 1�5; 牛肉膏 2�0; L�半
胱氨酸 0�5;维生素液和微量元素液各 10 m ;l刃

天青 0�25 m ;l蒸馏水 1000 m .l培养基 121 �C灭

菌 20m in.

1�2� 玉米秸秆来源和预处理方法
玉米秸秆取自哈尔滨双城市农田. 在预处理

之前, 先将玉米秸秆切成 3~ 5 cm的小段,然后利

用微型植物粉碎机将这些小段粉碎成 30~ 60目

的粉末,而后再进行预处理.

称取 15 g秸秆粉末置于 500 m l瓶中, 并以

1 g秸秆粉末 /10 m l硫酸水溶液的比例, 向瓶中加

入 1%的硫酸水溶液 ( V: V ), 混匀.将瓶口密封,

置于高压锅内 121 � , 汽爆 2 h.汽爆完成后,高压

锅温度降至 90 � 时, 降压,取出后冷却至室温,处

理后的玉米秸秆用水冲洗至 pH = 6�5~ 7�0,然后
于 80 � 烘干至恒重, 得到酸化汽爆玉米秸秆

SECS ( S team Exploded Cornsta lk Stover).

1�3� 试验装置
发酵产氢实验装置如图 1所示.

图 1� 间歇发酵产氢实验装置示意图

1�4� 氢气和液相代谢末端产物的分析方法
氢气采用 SC �型气相色谱仪测定, 柱长

2 m,担体为 TDS 01, 60~ 80目,热导池检测器,氮

气作载气,流速为 70 m l/m in,柱和检测室 150 � .
发酵液相末端产物中挥发酸和醇类采用 GC122

型气相色谱仪分析, 取 1 m l培养液, 离心转速为

4000 r/m in,取上清液进样,柱长 2m,担体 GDX103,

60~ 80目, 氢火焰检测器, 氮气作载气, 流速

60m l/m in, 氢气流速为 50 m l/m in, 空气流速为

490m l/m in,汽化室 210 � ,柱和检测室 190 � .

1�5� 产氢能力的计算和玉米秸秆降解率的测定
最大单位质量产氢量 (产氢率 ): 最大累计产

氢量 /底物质量, mmo lH2 /g.用减重法测定玉米秸

秆的降解率.准确称取发酵前后玉米秸秆的质量,

质量损失的部分即是被细菌利用降解产氢的玉米

秸秆量,通过发酵产氢前后玉米秸秆质量的差值

来表征玉米秸秆的降解率.

2� 结果与讨论

2�1� 预处理玉米秸秆产氢能力的比较
首先对秸秆原料进行预处理,这是提高纤维

素酶解效率的一个重要途径. 预处理的目的是改

变天然纤维素的结构, 破坏纤维素 -木质素 -半

纤维素之间的连接,降低纤维素的结晶度,脱除木
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质素和半纤维素,增加原料的疏松性以增加纤维

素酶系与纤维素的有效接触, 从而提高酶解效率

通过预处理技术,使木质纤维素分解成简单成分,

从而有利于随后的纤维素降解糖化过程, 生成易

于被微生物利用的小分子糖类. 进而提高复合菌

群协同降解纤维素分解产氢的能力.预处理技术

能够使秸秆应用于大规模实际氢气生产, 使秸秆

物尽其用,有效的对秸秆资源进行开发和氢能产

业化生产
[ 10, 11]

. 试验以未经预处理的玉米秸秆和

经过酸化汽爆的玉米秸秆做比较, 考察对产氢能

力的影响.复合菌群 X9和 B2以 1: 1复配, 接种

量为 6% ( 0�04 g /L ), 分别接种到以上两种玉米

秸秆基质中,基质的底物浓度均为 15 g /L,然后置

于恒温振荡器中培养.

图 2所示为玉米秸秆经过酸化汽爆预处理后

对复合菌群发酵产氢的产氢率和玉米秸秆降解率

影响的情况.可以看出酸化汽爆预处理条件下复

合菌群降解玉米秸秆产氢的能力较强,其产氢率

和玉米秸秆降解率分别达到 8�6mmo l/g和 72%,

而没有经过预处理的玉米秸秆中纤维素的结晶程

度高, 木质素与细胞多糖之间紧密的物理化学结

合,限制了复合菌群细菌纤维素降解酶与细胞壁

多糖的接触,导致玉米秸秆的降解和发酵产氢过

程比较缓慢并且产氢率和降解率都很低, 从实验

中看出不经过预处理的玉米秸秆的产氢率和降解

率分别只有 1�1 mmo l/g和 8�8% .并且发酵产氢

的启动时间也由复合菌群的 12 h延长到 20 h, 而

发酵产氢结束的时间则由复合菌群的 40 h提前

到了 36 h,这样也使得未经预处理的玉米秸秆有

效的发酵产氢时间缩短, 降低了对玉米秸秆的利

用率, 从而直接影响了发酵产氢的能力.这说明复

合菌群在利用玉米秸秆发酵产氢时为了提高玉米

秸秆的利用率和产氢能力必须对玉米秸秆进行预

处理, 而试验证明酸化汽爆预处理是一种较为适

合的预处理方法,复合菌群降解预处理玉米秸秆

图 2� 预处理玉米秸秆产氢能力的比较

的产氢率和玉米秸秆降解率分别比未经过预处理

玉米秸秆的提高 7�8倍和 8�2倍.

2�2� 复合菌群降解玉米秸秆协同产氢能力分析
复合菌群 X9和 B2以 1: 1复配, 接种量为

6% ( 0�04 g /L ), 单一菌种产氢试验的接种量分别

为 6% ( 0�04 g /L ), 接种到经过酸化汽爆预处理

的玉米秸秆基质中,底物质量浓度为 15 g /L,置于

恒温振荡器中振荡培养, X9、B2和复合菌群降解

玉米秸秆发酵产氢能力如图 3所示.

图 3� 降解玉米秸秆的产氢率和生物量

� � 从图 3和图 4中可以看到单一菌株 X9和复

合菌群都能利用纤维素发酵产氢,并且其产氢率、

玉米秸秆降解率和生物量的变化随发酵产氢时间

都有类似的趋势. 但是从这些产氢能力的指标来

看,复合菌群的发酵产氢能力明显要高于单一菌

株 X9, 复合菌群获得的最大产氢率可以达到

8�7mmo l /g. 这比单一菌株 X9 的最大值为

4�3mmo l /g提高了 4�4 mmo l/g. 复合菌群此时的

最大生物量达到 0�61 g /L是单一菌株 X9最大值

0�32 g /L的近 2倍,纤维素的降解率复合菌群的

最大值 74%也比单一菌株 X9的最大值 41%相应

的提高了近 80%.说明了在利用纤维素发酵产氢

时,复合菌群的协同产氢作用具有比单一菌株明

显的优势.菌株 B2在图 3中反应出各项指标基本

均无变化.并且复合菌群的发酵产氢时间比单一

菌株 X9的延长了近 5 h,这有利于复合菌群加大

纤维素降解程度,进而促进发酵产氢的产量.值得

注意的是,在还原糖含量变化曲线图 4中,可以看

到,在单一菌株 X9的发酵产氢体系中在发酵产

氢的加速期出现一个还原糖积累的峰值,在 28 h

时葡萄糖累积最大值的含量为 0�6 g /L.而在复合

菌群中还原糖的含量在整个发酵产氢过程都几乎

为零, 没有出现还原糖的积累, 说明复合菌群对纤

维素酶解产生的糖的利用很充分和及时. 而对于

单一菌株 X9这个峰值的出现一方面说明在发酵
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产氢加速期对纤维素的酶解糖化作用积极, 酶解

效率高,具有很理想的纤维素降解糖化能力.另一

方面从代谢产物抑制原理来说, 糖作为菌株 X9

降解纤维素的代谢产物, 当其大量出现并累积到

一定量时便会对菌体细胞产生抑制作用, 使得菌

体细胞代谢减缓,生长变慢和酶系失活.从而影响

到其对纤维素进一步的降解过程, 降低玉米秸秆

降解率,提前结束发酵产氢进程,进而很大程度的

影响产氢能力,致使产氢率下降.这些在图 3中得

到了证明,与复合菌群相比,其发酵产氢时间在进

行到 35 h基本结束,比复合菌群的提前 5 h,发酵

产氢过程结束时间提前, 降低了其对纤维素的降

解率, 其最大玉米秸秆降解率只有复合菌群的

55%.此时的生物量由于受到抑制作用的影响最

大的生物量只有复合菌群的 52%, 与之对应其最

大产氢率也只有复合菌群的 49%.

图 4� 产氢体系玉米秸秆的降解率和还原糖含量

� � 在微生物降解纤维素的过程中,糖的积累和

对微生物的抑制作用是普遍存在的,也是困扰微

生物降解纤维素发展的问题之一
[ 12, 13]

. 在现有的

技术中一般采用下列方法克服:增加酶浓度、用外

源 ��葡糖苷酶活性增补纤维素酶作用、用超过滤
法移除水解液产生的糖、同时糖化和发酵底物,使

生成的糖直接发酵进而降低浓度. 但这些无疑都

会增加处理成本,使操作工艺复杂.文中采用的复

合菌群协同降解纤维素发酵产氢工艺,是利用复

合菌群的协同代谢原理, 菌株 X9降解纤维素酶

解糖化的产物纤维二糖和葡萄糖是高效产乙醇产

氢细菌 B2容易利用的发酵产氢底营养物. 通过

这种协同代谢作用,不但可以去除产物纤维二糖

和葡萄糖对 X9的抑制作用, 降低处理成本,简化

操作和减少设备,还可以有效的提高综合利用纤

维素的程度,获得理想的产氢能力
[ 14, 15]

.

2�3� 复合菌群降解玉米秸秆协同产氢代谢能力分析
从图 5中看出, 单一菌株 X9的主要液相代

谢末端产物为丁酸和乙酸, 而复合菌群的主要液

相代谢末端产物为乙醇、丁酸和乙酸.随着发酵产

氢时间的增加, 单一菌株 X9和复合菌群的液相

代谢末端产物的含量都随之增加, 从而导致发酵

产氢反应体系的 pH迅速下降. 从图 5中看出, 对

于单一菌株 X9当发酵产氢体系的液相代谢末端

产物乙酸和丁酸的质量浓度分别为最大值

1603mg /L和 1042 mg /L时,与之对应的 pH也由

于酸化率的增大,而下降到最低值 4�7左右,此时

发酵产氢进程也基本结束. 这反过来也说明体系

的 pH也是液相单一菌株 X9促进产氢能力的一

个关键生态因子,当 pH低于菌株 X9最佳生态位

的范围时,会对菌株的随之和代谢活性带来影响,

从而影响其发酵产氢的能力. 这是由于当 pH <

5�0时,细菌内酸性末端产物的积累成为控制发

酵产物组成的限制性因素. 细菌内外有机酸达到

动态平衡时,随生境中 pH的降低, 细胞内总有机

酸积累倍数增加. 此时, [HACT]内 / [HACT]外迅

速增加,这将严重影响生物正常代谢进程.进而影

响了其发酵产氢的能力.

在复合菌群中随着液相代谢末端产物乙醇、

丁酸和乙酸的增加,乙醇的含量也在总挥发酸中

比例逐步升高, 说明了此时菌株 B2的代谢活性

提高. 而乙醇作为一种中型的溶剂对反应体系的

pH变化起到一定的缓冲作用, 在发酵产氢 0 ~

25 h阶段混合酸中的丁酸所占的比例要高于乙

醇,说明丁酸型发酵降解纤维素发酵产氢细菌 X9

的代谢比较旺盛,生长代谢有优势, 有利于于纤维

素的酶解糖化过程, 随后, 乙醇的比例逐渐增大,

这个阶段 X9酶解 纤维素产生的葡萄糖被菌株

B2充分利用发酵产氢, 表现出乙醇含量的增加,

由于菌株 X9比菌株 B2更能高效利用葡萄糖产

氢,所以菌株 B2开始逐渐占有优势,这样有利于

高效, 充分的利用葡萄糖产氢, 提高产氢率. 在

40 h时乙醇的含量为 2103 mg /L 是丁酸含量

1275mg /L的 1�6倍. 同时乙醇的含量和比例的提

高能够很好地避免酸性末端产物对微生物细菌正

常代谢过程的影响,从图 5中可以看到在复合菌

群中相代谢末端产物总量达到 5138 mg /L时, 虽

然 VFAs的总量比单一菌株 X9高出 2538 mg /L,

但此时体系中的 pH才降到最低值的 4�2, 仅比单
一菌株 X9低 0�5.这样就可以使微生物在平稳的
pH变动范围内保持在高活性状态,发酵产氢周期

得到延长. 而且 B2乙醇型发酵产氢代谢过程可

以很大程度上调节 NADH /NAD
+
平衡, 从而提供

了更多的还原力,提高了氢气的转化率.
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图 5� 产氢过程中液物末端产物和 pH的变化

3� 结 � 论

1)复合菌群降解酸化汽爆预处理玉米秸秆

发酵产氢的最大产氢率和玉米秸秆降解率分别为

8�6mmo l /g和 72%,比未经过预处理玉米秸秆最

大值 1�1 mmol /g和 8�8%分别提高了 7�8倍和
8�2倍.

2 ) 复 合 菌 种 C lostr id ium sp. X9 和

E thanoigenens harbinense B2较单一菌种 Clostridium

sp. X9在降解玉米秸秆产氢过程中表现出明显优

势,其最大产氢率和玉米秸秆降解率分别为

8�7mmol /g和 74%, 分别比单一菌株 X9的最大值

4�3mmol /g和 41%提高 4�4mmo l/g和 33%.

3)复合菌种 X9和 B2在降解玉米秸秆产氢

过程中存在协同发酵产氢共代谢作用,其主要液

相代谢末端产物乙醇、丁酸和乙酸含量的增加和

比例的变化对复合菌群发酵产氢能力起着重要的

调节和促进作用.
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