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摘 要: 氢能是对环境无害且可以替代化石燃料的可持续性能源。利用嗜热厌氧菌暗发酵木质纤维素生产氢气
是一种极具潜力的生物制氢技术，具有清洁、高效和可再生的优势。构建解糖热解纤维素菌和热解糖厌氧杆菌共
培养体系，考察两株菌株接种比例、总接种量和底物浓度对玉米秸秆发酵产氢的影响。实验结果表明，在发酵体系
初始 pH值 7． 0，培养温度 60 ℃条件下，当解糖热解纤维素菌和热解糖厌氧杆菌接种比例为 3∶ 2，菌种总接种量为
6%，秸秆浓度为 15 g·L －1时，体系产氢能力最强。此时，发酵体系产氢量累积达到 65． 6 mL·g －1-秸秆，氢气含量为
46． 9%，最大产氢速率为 1． 47 mL·g －1 h －1。
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A Study on Hydroger Production from Corn Stran by Co-culture of Thermophilic Anaerobic Bacteria / LI Xia* ，
ZOU Shuqi，XU Yanliang，HE Jing / ( Biogas Institute of Ministry of Agriculture and Ｒural Affairs，Chengdu
610041，China)
Abstract: Hydrogen energy is a sustainable energy source that is environmentally friendly and can replace fossil fuels． The
use of thermophilic anaerobic bacteria for dark fermentation of lignocellulose to produce hydrogen is a highly promising bio-
logical hydrogen production technology，with the advantages of cleanliness，efficiency，and renewability． This study con-
structed a co-culture system of Caldicellulosiruptor saccharolyticus and Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum，and
then investigated effects of inoculation ratio of the two strains，total inoculation amount，and substrate concentration on hy-
drogen production during corn straw fermentation． The experimental results showed that under the conditions of initial pH
7． 0 and cultivation temperature of 60 ℃，hydrogen production capacity of fermentation system was strongest when inocula-
tion ratio of the two strains was 3∶ 2，total inoculation amount was 6%，and straw concentration was 15 g·L －1 ． Under this
condition，the hydrogen production reached 65． 6 mL·g －1-straw，and the hydrogen content was 46． 9%，the maximum hy-
drogen production rate achieved 1． 47 mL·g －1 h －1 ．
Key words: thermophilic anaerobic bacteria; corn straw; fermentative hydrogen production; hydrogen production evaluation

石化资源的大量消耗和逐渐枯竭所引起的能源
危机问题，以及其燃烧所造成的环境污染和气候变
化等问题日渐严重，因此，开发可持续利用的替代能
源迫在眉睫［1 － 2］。氢能由于其热值高、燃烧无污染
等特征，是全球公认的对环境无害且可以替代化石
燃料的可持续性能源［3］。

木质纤维素是地球上最丰富的可再生生物质资
源，主要成分是纤维素、半纤维素和木质素，其中纤
维素和半纤维素都是可发酵性碳水化合物。利用产

氢菌通过生物发酵将秸秆的纤维素和半纤维素转化
为氢气，可有效地将废弃物处理和可再生能源生产
有机结合起来，因此以秸秆等木质纤维素材料生产
生物燃料受到越来越多的关注［4］。

利用厌氧微生物暗发酵生物质制备氢气，其发
酵过程不依赖于光照，反应温和，产氢率高，可利用
多种固体废弃物和废水产氢，兼具治污和产能等多
重优越性。降解纤维素产氢细菌是影响木质纤维素
发酵产氢效果的关键因素之一。目前，能够直接降
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解纤维素产氢的兼性厌氧菌或严格厌氧菌种类较
少，主要包括梭菌属( Clostridium) 、芽孢杆菌属( Ba-
cillus) 、热解纤维杆菌属 ( Caldicellulosiruptor) 、瘤胃
球菌属 ( Ｒuminococcus ) 和嗜热厌氧菌属 ( Thermo-
anaerobacterium) 等［5］。据目前的研究报道，为了实
现高效的氢气生产，需要开发一种协同共培养工艺，
优化纤维素分解和制氢的组合微生物菌株，以同时
提高木质纤维素的分解和氢气产生［6］。解糖热解
纤维素菌( Caldicellulosiruptor saccharolyticus) 具有丰
富的、耐高温的纤维素酶，能高效降解未预处理的木
质纤维素，并且能同时发酵 C5 和 C6 单糖，产氢得
率极高( 4 mol H2·mol

－ 1-葡萄糖) ，是一株极具生物
制氢潜力的嗜热菌［7］。热解糖厌氧杆菌 ( Thermo-
anaerobacterium thermosaccharolyticum) 是一种高效产
氢菌，能同时将木糖和葡萄糖转化为氢气，氢气产率
达到 2． 23 ～ 2． 37 mol H2·mol

－ 1-糖［8］。然而，这两
株菌共培养发酵制氢还鲜有报道，其共培养发酵秸
秆的工艺和产氢特性还不清楚。

本研究利用解糖热解纤维素菌和热解糖厌氧杆
菌共培养，开展两株菌株接种比例、总接种量和底物
浓度对玉米秸秆联合生物发酵产氢的影响研究，得
到产氢体系的最优发酵参数，并分析了最优条件下
玉米秸秆的产氢趋势及代谢产物特征，以期为玉米
秸秆暗发酵产氢技术的研究提供一定的参考。

1 材料与方法

1． 1 菌株信息及实验方法
解糖热解纤维素菌( DSM 8903 ) 购自德国微生

物菌种保藏中心，热解糖厌氧杆菌购自中国普通微
生物保藏管理中心( CGMCC 1． 5209 ) 。培养两株菌
采用的基础培养基成分如下( L －1 ) : ( NH4 ) 2Cl 0． 9
g，NaCl 0． 5 g，MgCl2·6H2O 0． 4 g，CaCl2·2H2O 0. 01
g，KH2PO4 0． 5 g，K2HPO4·3H2O 1 g，FeCl3·6H2O
( 0. 1% w /v in 0． 2 N HCl) 2 mL，酵母提取物 1 g，
蛋白胨 2 g，半胱氨酸 0． 5 g，刃天青 0． 001 g。

上述培养基各成分充分溶解于水，在持续通入
氮气 30 分钟的情况下煮沸。待培养基冷却后分装
50 mL至 120 mL血清瓶，用丁基胶塞和铝盖密封，
于 118 ℃，20 分钟高温灭菌。此外，活化菌种时在
基础培养基中添加纤维二糖( 1 g·L －1 ) 为解糖热解
纤维素菌提供碳源，添加葡萄糖( 2 g·L －1 ) 为热解糖
厌氧杆菌提供碳源，产氢试验则采用玉米秸秆作为
碳源。最终培养基的初始 pH值调整至 7． 0。

采集成熟期的玉米秸秆，自然晾干后用微型粉

碎机粉碎至长度 0． 2 ～ 0． 5 cm。秸秆主要成分包
括: 半纤维素，30． 2% ; 纤维素，39． 6% ; 木质素，
10. 5%，灰分，1． 2%，可溶性糖 3． 1%。
1． 2 试验设计方案

设定解糖热解纤维素菌和热解糖厌氧杆菌比例
分别为 1∶ 0，1∶ 1，2∶ 1，2∶ 3，3∶ 2，3∶ 1和 1∶ 2，总接种量
为 4% ( v /v) ，玉米秸秆添加量为 10 g·L －1，发酵温
度为 60 ℃，pH值为 7． 0，研究菌株不同接种比例对
秸秆产氢的影响。设定总接种量分别为 1%，2%，
4%，6%和 8% ( v /v) ，解糖热解纤维素菌和热解糖
厌氧杆菌比例为 1∶ 1，玉米秸秆添加量为 10 g·L －1，
发酵温度为 60 ℃，pH值为 7． 0，研究菌株不同接种
量对秸秆产氢的影响。设定秸秆添加浓度分别为 5
g·L －1，7． 5 g·L －1，10 g·L －1，15 g·L －1和 20 g·L －1，
解糖热解纤维素菌和热解糖厌氧杆菌比例为 1 ∶ 1，
总接种量为 4% ( v /v) ，发酵温度为 60 ℃，pH 值为
7． 0，研究不同底物浓度对秸秆产氢的影响。
1． 3 分析方法

采用安捷伦气相色谱仪 ( 7820A) 测定氢气含
量，色谱柱为 Porapak Q不锈钢填充柱，柱温 50 ℃ ;
热导检测器，检测温度 150 ℃ ; 进样量为 0． 2 mL，进
样口温度 150 ℃ ;载气为氮气，流量为 30 mL·min －1。
采用安捷伦气相色谱仪( 7890A) 测定挥发性脂肪酸
和乙醇含量，色谱柱为熔融二氧化硅毛细管柱 ( 30
m ×320 μm × 0． 25 μm) ，FID 检测器，入口温度为
210 ℃，柱流速为2． 1 mL·min －1，探测器温度为250 ℃。
还原糖含量采用 3，5-二硝基水杨酸( DNS) 试剂法测
定。乳酸含量通过高效液相色谱法( HPLC)测定［9］。
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图 1 菌株不同接种比例对玉米秸秆 H2 产量和
H2 含量的影响

2 结果与讨论

2． 1 菌株接种比例对玉米秸秆产氢的影响
设置解糖热解纤维素菌和热解糖厌氧杆菌不同
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的接种比例，比较其对玉米秸秆 H2 产量和 H2 含量
的影响。热解糖厌氧杆菌不能直接利用纤维素产生
H2，因此只设置了解糖热解纤维素菌的单菌株发酵
试验。

如图 1 所示，单菌株发酵体系氢气含量为
27. 5%，而混合菌发酵体系的氢气含量普遍较高，达
到 38． 5% ～43． 7%。其中，当解糖热解纤维素菌和
热解糖厌氧杆菌的接种比例为 3 ∶ 2时，发酵体系的
氢气含量达到最大值( 43． 7% ) 。发酵结束时，解糖
热解纤维素菌发酵体系的产氢量为 38． 5 mL·g －1-秸
秆，混合菌发酵体系的产氢量为 53． 9 ～ 61． 2 mL·
g －1-秸秆。当解糖热解纤维素菌和热解糖厌氧杆菌
的接种比例为 3 ∶ 2时，产氢量达到最大( 61． 2 mL·
g －1-秸秆) ，此时与单菌株发酵体系相比，混合菌发
酵体系产氢量提高了 59%。上述结果表明，两株菌
混合发酵能显著提高发酵体系的产氢量和氢气含
量，解糖热解纤维素菌和热解糖厌氧杆菌接种比例
为 3∶ 2是发酵体系的最优选择。
2． 2 菌株接种量对玉米秸秆产氢的影响

设置解糖热解纤维素菌和热解糖厌氧杆菌在发
酵体系中的不同接种量，比较其对玉米秸秆 H2 产
量和 H2 含量的影响。

80

60

40

20

0

80

60

40

20

0

H
2
产
量

/ （
m
L·

g-
1 -秸
秆
）

H
2
含
量

/ %

菌株接种量 / %

产量
含量

1 2 4 6 8

图 2 菌株不同接种量对玉米秸秆 H2 产量和 H2 含量的影响

图 2 实验结果表明，在菌株接种量为 1% ～ 6%
范围时，发酵体系的产氢量和氢气含量与接种量呈
正相关，其随着接种量的增加而升高。当接种量为
6%时，发酵体系产氢量达到最大，为 62． 8 mL·g －1-
秸秆。此时，发酵体系的氢气含量也达到最高值
( 44． 8% ) 。然而，当菌株接种量提高至 8%时，发酵
体系的产氢量和氢气含量略有下降，分别降低至
59． 8 mL·g －1-秸秆和 42． 7%。菌株接种量的大小会
影响微生物的生长周期，在一定范围内，接种量的增
加可以促进发酵效率的提升，缩短微生物发酵周期。
但当接种量超过了合适的范围，反而会因营养物质

消耗和生长代谢抑制等因素而导致发酵效率降
低［10］。综上，解糖热解纤维素菌和热解糖厌氧杆菌
的总接种量为 6%是最利于发酵产氢的条件。
2． 3 底物浓度对玉米秸秆产氢的影响

设置不同的秸秆底物浓度，比较其对玉米秸秆
H2 产量和 H2 含量的影响。
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图 3 不同底物浓度对玉米秸秆 H2 产量和 H2 含量的影响

如图 3 所示，在底物浓度为 5 ～ 15 g·L －1范围
时，发酵体系的氢气含量随着底物浓度的增加而逐
步升高。当底物浓度为 15 g·L －1时，发酵体系氢气
含量达到最大( 44． 6% ) 。随着底物浓度提高至 20
g·L －1时，发酵体系的氢气含量降低至 39． 8%。发
酵体系的产氢量随着底物浓度的变化也呈现出相同
的趋势。在底物浓度为 5 ～ 15 g·L －1范围时，发酵体
系的产氢量随着秸秆浓度的增加而升高。当底物浓
度达到 15 g·L －1时，发酵体系产氢量达到最大，为
62． 7 mL·g －1-秸秆，其与底物浓度为 5 g·L －1，10
g·L －1和 15 g·L －1相比，产氢量分别提高 18． 7%，
7. 9%和 4． 6%。但随着底物浓度达到 20 g·L －1时，
发酵体系的产氢量下降至 55． 7 mL·g －1-秸秆。此
时，底物浓度为 20 g·L －1发酵体系的 pH 值低于
6. 0，体系产氢量的降低可能是因为较高浓度的底物
降解引起了酸积累，从而使解糖热解纤维素菌和热
解糖厌氧杆菌的产氢代谢受到抑制［11 － 12］。因此，选
择合适的底物浓度是有利于微生物发酵产氢。综
上，15 g·L －1的秸秆浓度是发酵体系的最优选择。
2． 4 发酵体系的产氢特征及代谢产物分析

单因素实验结果表明，发酵体系最优的工艺条
件是解糖热解纤维素菌和热解糖厌氧杆菌接种比例
为 3∶ 2，总接种量为 6%，玉米秸秆浓度为 15 g·L －1。
进一步地，本研究分析了最优条件下发酵体系的产
氢趋势及代谢产物特征。

如图 4 所示，发酵 12 ～ 48 h 期间，发酵体系的
产氢量快速提升; 发酵结束时( 96 h) ，体系产氢量达
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图 5 发酵体系的代谢产物变化趋势

到 65． 6 mL·g －1-秸秆，氢气含量达到 46． 9%。发酵 36
h时，体系产氢速率达到最大值，为 1． 47 mL·g －1 h －1。
发酵 24 h时，还原糖含量累积到 1． 78 g·L －1，随后
还原糖被微生物代谢利用产氢，其含量逐步降低至
0． 16 g·L －1。如图 5 可知，发酵体系产生的液态代
谢产物主要是乙酸、丁酸、乳酸和乙醇。乙酸、丁酸
和乙醇含量的变化趋势相同，随着发酵产氢过程的
进行，乙酸、丁酸和乙醇含量逐步增加。发酵过程结
束时，乙酸、丁酸和乙醇分别累积至 687 mg·L －1，
1012 mg·L －1和 335 mg·L －1。然而，乳酸含量的变
化呈现出不同的趋势。在发酵 0 ～ 48 h 期间，乳酸
含量逐渐增加至 409 mg·L －1。随着发酵产氢过程
的进行，乳酸被微生物代谢利用，其含量逐步降低至
83 mg·L －1。

3 结论

本研究利用解糖热解纤维素菌和热解糖厌氧杆
菌共培养发酵玉米秸秆产氢，通过单因素实验确定
最佳发酵参数:解糖热解纤维素菌和热解糖厌氧杆
菌接种比例为 3∶ 2，菌种总接种量为 6%，秸秆浓度
为 15 g·L －1。在此条件下，发酵体系产氢量达到
65． 6 mL·g －1-秸秆，氢气含量为 46． 9%，最大产氢速

率为 1． 47 mL·g －1 h － 1。本研究通过构建纤维素分
解和制氢的微生物共培养体系，优化发酵体系产氢
工艺参数，将为玉米秸秆暗发酵产氢技术的研究提
供理论参考。
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