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摘 要 试验从连续流发醉产氢反应器 刀‘。 中分离筛选出一株高效纤维素降解产氢细菌 。厉酬山翻 甲
。

利用微晶纤维素 作为发醉产氢底物
,

得到最大单位体积产氢童 气
、

比产氢率 伙 和纤维素降

解率分别为彻 氏 恤
、 怕 玩 概 和 。

。

采用酸
、

碱
、

氮水和酸化汽爆方式预处理玉米桔

秆
,

结果表明
,

酸化汽爆方式可以获得最佳的预处理效果
。

利用酸化汽爆玉米枯秆桃 发醉产氢的 伙
、

伙

和纤维素降解率分别达到 瑞 花
、

氏 ’以』 溉 和“
。

这说明新菌种 在利用玉米桔秆类

生物质纤维素发醉产氢方面具有很好的应用潜力
。
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引 言

目前利用秸秆类木质纤维素等生物质发酵产氢

研究主要集中在活性污泥发酵和堆肥上
,

且存在现

有的微生物发酵秸秆类木质纤维素产氢的纤维素降

解率低
、

产氢速率慢和产氢量低的缺陷
,

这严重制约

了降低生物制氢工艺成本
,

实现生物制氢产业化的

进程 , · 。

目前能够有效利用玉米秸秆类纤维素发酵产氢

的高效纤维素降解产氢细菌的分离和如何提高发酵

产氢能力这方面的研究报道还非常少
。

因此
,

分离能

够在常温条件下高效降解玉米秸秆类纤维素产氢细

菌的研究就显得十分迫切
一 ’〕。 我们筛选分离得到一

株高效纤维素降解产氢细菌
。

能以微晶纤维素
、

放甲基纤维素钠 和玉米秸秆类纤维素作

为发酵产氢底物并表现出很高的产氢能力
。

试验材料与方法

菌种来源及分离筛选方法

分离筛选产氢菌的厌氧活性污泥取自本实验室

连续流发酵产氢反应器 中灯
。

采用改进

的 , 厌氧滚管技术 和培养瓶平板法 分离

筛选细菌
。

玉米秸秆来派和预处理方法

玉米秸秆取自哈尔滨双城市农田
。

试验对玉米

秸秆分别采用酸 玩
、

碱
、

氨水 ,

残 和酸化汽爆 种预处理方法
。

分析及计算方法

发酵液相末端产物中挥发酸和醇类采用

型气相色谱仪分析
。

葡萄糖采用葡萄糖氧化法试

剂盒 测定
。

细胞生长量采用分光光度计

测定
,

在 以刃 处测定吸光度值
,

一个单位的光密

度相对于 砂 干物质 细胞干重
。

用碳平衡来

度量纤维素的降解程度

纤维素降解率

仇 乙醇 丁酸 还原糖
二 纤维素

结果与讨论

纤维素降解菌株 的获得和鉴定

以微晶纤维素 为发酵产氢底物
,

进行纤维

素降解产氢细菌的筛选
。

得到一株能够利用纤维素
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降解产氢的细菌
,

其液相代谢末端产物挥发酸主要

是乙酸和丁酸
,

是典型的丁酸型发酵产氢细菌
。

为革兰氏阳性
,

不形成芽抱
,

规则杆状
,

大小

为 一

脚 、
一

脚
,

无鞭毛
,

形成的菌落

呈现乳白色
,

菌落边缘整齐
,

圆形
,

光滑
,

不透明
,

严格

厌氧
。

通过形态特征 见图 及 仍 迁洲 测序
。

与丙酮丁醇梭杆菌 口璐苗山帅 毗日比钾
,

习刀 序列相似性仅为肠
,

与其他菌种相比其

相似性更低
。

根据细菌分类学规定 的 “ 由

序列同源性低于 盯
,

其很有可能被确定是一个新

种
,

将其命名为 。肠戚翻妞 ,
。

图 菌 的原子力显徽镜照片

吨 劝叫 , 加哟币

菌株舒 利用徽晶纤维素《 和狡甲墓纤维紊
钠《 的产氮能力

从菌株 的筛选和准备试验中了解到 具有

降解纤维素发酵产氢的能力
,

为了进一步了解菌株

利用微晶纤维素 和梭甲基纤维素钠

作为发酵底物
,

进行发酵产氢特性和纤维素降解的

能力
,

进行了第一组试验的研究
。

试验结果见图
一 图

。

由图 可看出
,

以微晶纤维素 作为

发酵底物发酵产氢时最大的体积产氢量 气
、

比

产氢率 气 和纤维素降解率分别可达到 傲沁

氏瓜 呱
、

氏 既 和 印
。

以狡甲基纤维素钠 为底物发酵产氢时最大的

体积产氢量 气
、

比产氢率 气 和纤维素降解

率分别为 氏 缺
、

氏 姗
和

,

前者比后者分别提高 氏 呱
、

·

玩 概 和
。

这说明微晶纤维素

更容易被 利用发酵产氢
,

且具有较高的纤

维素降解和发酵产氢的能力
。

这一点也可以从图

图 利用 和 底物发醉

产氮的还原搪含量和细胞浓度

凡 凡汕即 坛的 阳 佣

曲顽朋 此 时 丘 田
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长
,

进行产能代谢的营养底物 如还原糖 已消耗殆

尽
,

进而影响了菌株 降解纤维素产氢的能力
。

因

此可以说
,

发酵 后 的发酵产氢过程基本停止
。

菌株 利用玉米秸秆的产氮能力

预处理方法的确定

由于秸秆类原料的组成成分复杂
,

一般要借助

化学或者物理的方法对秸秆进行预处理
,

目前秸秆

类纤维素的预处理方法主要有物理法
、

化学法和综

合法
一
川 。 本试验选择采用 种预处理方法 ①酸

残阳‘ 预处理
、 、

②碱

预处理
、 、

③氨水 氏 预

处理
、 、 ,

以上 种方法条件均

为固液比为
,

室温常压浸泡 解
,

处理后的玉米

秸秆用水冲洗至 二 一 ,

然后于 ℃烘干至

恒重 ④酸化汽爆预处理 将玉米秸秆经植物粉碎机

粉碎成粉末状
。

称取 秸秆粉末置于 的 工瓶

中
,

并以 秸秆粉末 硫酸水溶液的比例
,

向瓶

中加人 的硫酸水溶液
,

混匀
。

将瓶 口密

封
,

置于 ℃高压锅内汽爆 后
,

高压锅温度降至

卯 ℃时
,

降压
,

取出后冷却至室温
,

处理后的玉米秸

秆用水冲洗 至 一 ,

然后于 ℃烘干至恒

重
。

然后 分别以 种预处理产物为发酵产氢底

物进行产氢特性研究
。

试验结果 表 表明 利

用经采用酸化汽爆预处理方法的玉米秸秆最有利于

衰 玉米精秆 种预处理方法对

产红能力和纤雄众降解能力影晌的比较

毛山 残 卿触石。叫汕山 词 司概 必 , 山

示加 吐目如 初 俪叮 山氏花 吧切 犯 。川二目山

玩 二氏
预处理方法 浓 度

比

纤维素降

解率

即刀

中得到验证
。

一般来说
,

随着纤维素降解率的提高
,

其发酵液体系中的液相末端产物的酸化率也就会越

高
。

图 表明
,

在以微晶纤维素 底物发酵产氢

的体系中末端液相产物乙酸和丁酸的含量分别为
、

州
,

这远高于以梭甲基纤维素钠

底物发酵产氢的体系中末端液相产物乙酸和丁酸的

含量 姗
、

皿 以
,

还可以看到此时的纤维素降

解率也相应的从 提高到印
。

结合图 一 图
,

在两种发酵底物体系发酵产

氢的过程中
,

从降解发酵时间和产氢能力的变化过程

看基本都存在 个阶段 发酵产氢启动期
、

发酵

产氢加速期和 发酵产氢停滞期
。

发酵产氢启

动期是指在发酵产氢 一 阶段
,

这时 菌株处于

适应发酵液生态环境的过程
,

菌体生长也处于相应的

延滞期
。

同时
,

体系中用来维持细菌正常生长的营养

物质浓度水平也较低
,

这些因素都直接阻碍了菌株

降解纤维素产氢生物活性的发挥
,

从而导致这个阶段

的产氢量和纤维素降解率都增长缓慢 发酵产氢

加速期是指在发酵产氢 一 阶段
,

在这个阶段

降解纤维素产氢的能力得到了迅速提高
,

达到了最佳

发酵产氢状态
。

其产氢量 气
、

纤维素降解率
、

末

端液相产物乙酸和丁酸分别从 川 玫 花
、

、

州 和盯 州 提高到接近各自的最大值
,血正 叹

、

醉
、

刀叨呵 和 灿州
这个阶段 的细胞浓度也从 巧砂 增长到 ,飞尹

,

这表明 已经逐步适应发酵生态环境
,

并进人了

菌株的生物对数生长期
,

生长旺盛必然导致其产

能代谢加快
,

降解纤维素和产氢活性的提高
。

此时体

系中也检测到还原糖出现阶段性的累积
,

这从另一方

面说明 产能代谢活性的提高
,

发酵体系产生了大

量 或者说是
“

过剩
”

还原糖的积累
,

这都有利于

利用其提高产氢能力
,

增加产氢量 发酵产氢停

滞期是指在发醉产氢 一 解 阶段
,

在这个阶段

降解纤维素产氢能力不再明显提高
,

基本保持相对稳

定的水平
。

菌株 也开始进入生物生长的稳定期和

衰亡期
,

细胞浓度不再有明显提高
。

同时体系中液相

末端产物 主要是乙酸和丁酸 的含量也随发酵时间

逐渐增高
,

声值也从 迅速下降到
。

‘

这对菌株

的生物生长和产氢活性都产生了抑制作用
,

从而

导致这个阶段的 产氢量和纤维素降解率不再提高

而是保持平稳
。

另外
,

体系中的可供菌株 正常生

酸残呱

碱

氨水 , 践

酸化汽爆预处理

践 儿



太 阳 能 学 报 加卷

进行发醉产氢作用
,

酸化汽爆预处理方法是玉米秸

秆发醉产氢的最佳预处理方法
,

在此条件下 最大

的产氢量 权 和纤维素降解率分别可达到

氏 恤 和
。

产氮的还原糖含量和细胞浓度

凡 曰优 卜币山想 仪刃

翻“姗血侧叨 以 坛” 记 巧

利用酸化汽爆预处理玉米秸秆的产氢能力

为了进一步了解菌株 利用预处理玉米秸秆

的产氢能力
,

进行了第二组试验 单独利用酸化汽爆

预处理后纤维素固体 和利用纤维素固体 巧 与

洗脱液 的混合液作为发酵底物产氢和纤维素降

解的能力
,

试验结果见图 一 图
。

由图 可知
,

以纤维素固体 巧 与洗脱液

的混合液为底物发酵产氢时最大的体积产氢量 气
、

比产氢率 气 和纤维素降解率分别可达到关众成

玩瓜耐加比
、

心 践 现 和 麟
。

单独

利用纤维素固体 巧 为底物发酵产氢时最大的体积产

氢量 气
、

睽氢率 气 和纤维素降解率分别为
众 残 祀

、

而阎 玫 仪刃 现 和朽
。

前者比后者分别提高 功 城 恤
、

而 残 ’

仪刃吐耽和
。

这说明 更容易利用玉米秸秆酸

化汽爆预处理后的纤维素固体 和洗脱液 的混

合液进行发酵产氢
。

作者认为
,

在酸化汽爆预处理的洗

脱液 中
,

含有菌株 可以利用发酵产氢的营养物

质 水解的还原糖
,

有利于 的细胞生长对纤维素的

降解产氢
,

所以在图 中反映出 利用 巧 璐 底物

发酵比 巧 底物发醉的产氢能力有很大提高
。

同时结合图 一 图 可以看出
,

与前面第一组试

验具有类似的发酵产氢规律
,

在这组试验利用预

处理玉米秸秆为发酵底物的发酵产氢过程中
,

也相

应存在 个阶段 发酵产氢启动期
、

发醉产氢加速期

和发酵产氢停滞期
。

发酵产氢启动期是在发酵产氢
一 阶段

,

但与第一组试验不同的是
,

这时的启动

期明显缩短了
,

这可以从图 中找到原因
,

即在第二

组两种不同底物发酵产氢体系中的初始还原糖的含

量分别为 砂 比 和 砂 比
。

这部分

还原糖是在玉米桔秆酸化汽爆预处理过程中产生

的
,

并残留在处理后的洗脱液 和纤维素固体

巧 中
,

这部分还原糖有利于 的菌体生长和产能

代谢
,

使其尽快适应发酵产氢体系
,

从而较第一组试

验缩短了发酵产氢的启动时间 发酵产氢加速期是

在发酵产氢 一 阶段
,

相对第一组试验这一阶段

时间也有所减少
,

最大产氢量和纤维素降解率分别

较第一组少了 匆 玩 恤 和
。

这是因

为一方面酸化汽爆预处理可以提高反应速率
,

显著

提高纤维素水解和半纤维素的溶解
,

使之分解成单

糖等可溶性糖类
,

半纤维素的去除也使得纤维素水

解生成葡萄糖的产率大大提高
,

这都有利于 发醉

产氢能力的提高
。

另一方面处理后分解的一部分搪
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转化成有毒的脱氢化合物—糖醛
、

经甲基糖醛和

大量香豆酸
、

香草醛
、

香草酸等物质
,

这些物质又进

一步转化成丁酸
、

乙酞丙酸
、

甲酸和己酸
,

这些物质

对微生物都具有不同程度的毒性和抑制作用
。

当这

些抑制物的浓度高于一定水平时
,

又会促使微生物

朝着消耗溶剂以产酸的方向发展
,

从而降低了产氢

的能力
。

结果表明
,

在纤维素固体 巧 发酵产氢体

系中初始挥发酸丁酸和乙醇的浓度比第一组试验的

初始水平分别高出印 和卯川以 在纤维素固体

与洗脱液 的混合液体系中初始挥发酸丁酸和乙

醇的浓度比第一组试验的初始水平分别高出

和 喇
。

这部分挥发酸在对 发酵产氢产生抑

制的同时也使得 比 反应体系的 值从

迅速下降到
,

这较 巧 反应体系和第一组试验

的声值变化都要剧烈和明显
。

而纤维素降解酶的

活性适应的最佳声 值一般在
,

所以较低的

值水平和变化幅度都将给纤维素降解酶的活性发挥

带来影响
,

阻碍了纤维素的进一步降解糖化
,

进而影

响了 降解玉米秸秆和发酵产氢的能力
。

时

比 和 巧 十 反应体系的细胞浓度分别只有

和 以
,

这较第一组的试验细胞浓度 砂

明显少了很多
,

这也正说明了反应体系中存在的

毒性物质对 的生长产生显著的抑制作用
,

阻碍了

反应体系中生物量的有效增长
,

也就在很大程度上

影响了 降解玉米秸秆和发酵产氢的能力
。

再有

体系中伴随预处理对纤维素
、

半纤维素和木质素降

解过程中产生了一定量的重金属离子
,

其中的一些

重金属离子对纤维素降解酶
、

半纤维素降解酶和氢

酶都产生一定毒性和抑制作用
,

这也导致这个时期

较第一组试验 降解玉米秸秆和发酵产氢的能力

有所下降
。

以上原因都加大了 降解玉米秸秆和

发酵产氢抑制性因素的累积效应
,

从而对 的纤维

素降解能力和产氢能力都产生了一定影响
,

并较早

结束了发酵产氢的进程
,

减少了氢气的产量 发酵产

氢停滞期是在发酵产氢 一 阶段
,

和第一组试

验相比也表现出提前结束发酵产氢进程
。

其原因

是 一方面
,

预处理后的玉米秸秆成分复杂
,

可直

接用来进行发酵产氢的营养组分有限 另一方面
,

预

处理后的玉米秸秆残留的抑制 发酵产氢的影响

因素逐渐增多累积
。

可以推测
,

如果可以采取连续流生物纤维素降

解发醉产氢的反应器
,

随着代谢终产物的流出
,

降低

对 的抑制作用
,

很有可能得到持续较高的发

酵产氢能力和纤维素的降解能力
。

结 论

从活性污泥中分离出了一株高效纤维素降解

产氢细菌
。

通过形态特征分析
、

测序和菌

株系统发育分析
,

很可能被确定是一株新种
,

将

其命名为 日玩忿赵山爪 ,

菌株 利用微晶纤维素 和梭甲基纤维

素钠 进行降解发酵产氢
。

获得最大的单

位体积产氢量 气
、

比产氢率 气 和纤维素降

解率分别为 玩 恤
、

氏

慨 和

菌株 利用纤维素固体与洗脱液的混合液

比 为底物发酵产氢时比单独利用 巧 底物的

产氢量和纤维素降解率都有明显提高
。

气
、

气
和纤维素降解率分别达到 氏 花

、

玩 溉 和研
。

同时酸化汽爆预处理方

式是 利用玉米秸秆发酵产氢的最佳预处理方式
。
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