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玉米秸秆酶解上清液厌氧发酵产氢工艺优化
 

张全国，孙堂磊，荆艳艳，王  毅，张  洋，胡建军 
（1.河南农业大学农业部农村可再生能源新材料与装备重点实验室，郑州 450002； 

2.生物质能源河南省协同创新中心，郑州 450002） 
 

摘  要：该文主要以粒度小于 0.088 mm 秸秆粉的酶解上清液为底物与热预处理后的活性污泥进行厌氧发酵产氢试验，以

累积产氢量为考察指标，基于响应面 Box-Behnken 模型研究不同影响因素对玉米秸秆酶解上清液厌氧发酵产氢的影响，

对玉米秸秆酶解上清液厌氧发酵产氢工艺进行优化。结果表明：温度、初始 pH 值和还原糖浓度三因素中，温度和还原糖

浓度对玉米秸秆酶解上清液厌氧发酵产氢的影响最大。采用 Box-Behnken 模型获得的最佳产氢条件为：温度 38.32℃，初

始 pH 值 4.93，还原糖浓度 20.70 mg/mL，最大产氢量 685.59 mL，此时最大产氢率为 57.13 mL/g（玉米秸秆）。通过试验

验证，实际最大产氢量为 659.24 mL，产氢率为 54.94 mL/g（玉米秸秆），与模型预测值相比，相对误差为 3.84%，说明

该模型具有较好的拟合性。该优化工艺可为后期连续流状态下的生物制氢系统提供参考。 
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0  引  言   

近年来，厌氧发酵生物制氢技术已成为可再生能源

领域的一个研究热点[1]。秸秆类生物质是中国主要的农业

废弃物，一般采取直接燃烧或制取成型燃料等能源化方

式进行综合利用[2-4]。玉米秸秆中纤维素含量比小麦、大

豆、高粱等秸秆高（约占 36%）[5-6]，研究开发玉米秸秆

的纤维素能源高效转化与提质技术具有重要科学意义，

并且以秸秆类生物质为原料的生物制氢技术研究已成为

当前国内外关注的研究热点之一。包红旭等[7]研究了不同

预处理方法对玉米秸秆制氢的影响；孙学习等[8]对玉米秸

秆生物制氢的影响因素及变化规律进行了研究；胡庆丽

等[9]进行了 5 和 30 L 规模的玉米秸秆生物制氢放大试验。

随着秸秆类生物制氢技术的发展，研究工作开始逐渐转

向低成本、规模化的连续流生物制氢系统的开发。在实

验室前期的工作基础上发现，利用渣液不分离的玉米秸

秆酶解液进行生物制氢，制氢过程中会存在流场分布不

均，制氢体系的黏度和浊度均较大，如用于连续式生物

制氢过程，会存在死区过大，反应不完全等问题[10]，因

此，连续式生物制氢过程要求产氢基质必须具有良好的
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流动性。对玉米秸秆酶解过程进行分析得出，若采用秸

秆类生物质酶解液的渣液分离双重利用手段，不仅能通

过新鲜底物重吸附手段实现纤维素酶的回收利用，有效

降低酶的使用量[11]，同时还使得过滤后的酶解上清液流

动性及可控性加强，有利于连续流生物制氢过程[12]。将

秸秆类生物质酶解液渣液分离后，用于连续流生物制氢

过程，是实现秸秆类生物质高效低成本制氢的有效手段，

但目前利用秸秆类生物质酶解上清液进行生物制氢的研

究鲜有报道，因此，对该手段下的生物制氢工艺参数进

行优化，是完善连续式生物制氢技术的必然要求。 
为优化酶解上清液的厌氧生物制氢工艺条件，本文

采用序批式试验手段，以产氢量为响应值，利用响应面

法 Box-Behnken 模型，考察了初始 pH 值、还原糖浓度和

发酵温度等因素对玉米秸秆酶解上清液产氢过程的影

响，并对各因素间的交互作用进行了分析探讨，优化了

玉米秸秆酶解上清液的活性污泥厌氧发酵制氢工艺，最

大限度的提高了原料利用率，降低了制氢成本，为后期

连续流状态下的生物制氢系统提供了参考。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

1.1.1  菌种 

取自郑州市五龙口污水处理厂的剩余污泥（取样时

环境温度为 35℃），在黑暗条件下静置 12 h，倒去上面

清水，用筛子除去石头、沙子等杂质后，接种到固定容

积的培养瓶中，接种量为 30 g/L，并添加 5 g/L 的牛粪搅
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拌均匀，再加入污泥富集培养基，放于 40℃的保温箱中，

一周更换一次培养基，驯化 2 个月后，对其进行 100℃水

浴加热 15 min 的预处理，并开始试验。污泥富集培养基

的配比为 [13]：NaCl 4.0 g/L，K2HPO4 1.5 g/L，MgCl2 

0.1 g/L，CH3COONa 2.0 g/L，胰蛋白胨 4.0 g/L，酵母汁

1.0 g/L 。 活 性 污 泥 主 要 的 细 菌 类 群 为 变 形 菌 门

（Proteobacteria）（91.9%）、厚壁菌门（Firmicures）（4.6%）、

拟杆菌门（Bacteroidetes）（2%）、绿弯菌门（Chloroflexi）
（0.5%）、硝化螺菌门（Nitrospirae）（1%）。其中，明

显的优势菌群为 Alcaligenes feacalis（55%）、Pseudomonas 
aeruginosa（12.8%）和 Stenotrophomonas（12.8%）[14]。

活性污泥的特性见表 1。 

表 1  活性污泥和玉米秸秆的特性 
Table 1  Characteristics of inoculated sludge and corn straw 

 

总固

体 
Total 
solids 
TS/% 

挥发性

固体 
Volatile 
solids 
VS/% 

化学

需氧

量 
COD/ 
(g·L-1) 

混合液

悬浮固
MLSS/
(g·L-1)

挥发分

比
VSS/V

S/% 

半纤维

素 
Hemic-
ellulose/

% 

纤维

素 
Cellu-
lose/%

木质素
Lignin/

% 

活性 
污泥 

Inoculated 
sludge 

6.77 47.90 36.67 51.40 78.09 - - - 

玉米 
秸秆 
Corn 
straw 

95.28 89.34 - - - 17.56 32.08 15.37

 
1.1.2  反应底物 

试验所用秸秆取自郑州市中牟县三官庙镇教场袁

村，切碎后放入 55℃恒温鼓风干燥箱烘干 72 h，采用

LG-02 型粉碎机微细粉碎，筛网孔径为 180 目，玉米秸秆

的粉碎粒径小于 88 μm。试验所用纤维素酶购自上海源叶

生物科技有限公司，酶活≥35 U/mg。玉米秸秆的特性见

表 1。 
1.2  试验方法 

1.2.1  玉米秸秆的酶解 

取玉米秸秆试样 10、12、14 g，置于 250 mL 洗净烘

干的锥形瓶中，向瓶中加入 200 mL pH 值为 4.8 的柠檬酸

-柠檬酸钠缓冲液[15]，在 50℃水浴锅中水浴保温 30 min，
取出。准确称取秸秆试样质量 5%的纤维素酶酶粉，加入

锥形瓶，振荡使充分溶解，用封口纸密封，放入 50℃，

150 r/min 的恒温振荡器中酶解 48 h[16]。取玉米秸秆酶解

糖化后的上清液作为底物进行试验，酶解液的还原糖质

量浓度采用 DNS 比色法测定的值为 18、22、26 mg/mL。 
1.2.2  玉米秸秆酶解上清液厌氧发酵产氢试验装置及方法 

玉米秸秆酶解上清液厌氧发酵产氢试验装置如图 1
所示（气体净化器中装入质量分数 50% NaOH 溶液，用

于脱除气体中的 CO2）。试验方法为先取 250 mL 的锥形

瓶，按体积比向其中接种 25%的经过 100℃水浴加热

15 min 的活性污泥，再加入玉米秸秆的酶解液（用

1.0 mol/L 的 HCl 或 NaOH 溶液调节初始 pH 值），并迅

速通氩气 10 min 使反应瓶保持厌氧状态，振荡均匀后密

封瓶口，放入恒温培养箱中，用排水法收集气体，定期

振荡反应瓶，厌氧发酵 120 h。同时做 3 组试验作为对照

组，每组数据取样 3 次，取平均值。玉米秸秆的酶解上

清液发酵后产生的气体成分采用 RD-2059G 型氢气分析

器和上海安捷伦科技有限公司生产的 6820GC-14B 气象

色谱仪分析，控温范围：8～420℃，控温精度：在 200℃
以内为±0.1℃，在 200℃以上为±0.2℃，升温速率：1～
30℃/min。氮气做载气，5A分子筛。COD采用KHCN-200A
型 COD 氨氮测定仪测定，pH 值采用 HI9024 酸度计测量，

TS、VS、SS、VSS 采用标准方法测定[17]，纤维素、半纤

维素以及木质素含量采用王玉万法测定[18]。 

 
1.气体净化器  2.恒温箱  3.制氢反应器  4.料液测试口  5.氩气   6.导气

管  7.氢分析器  8.集气瓶  9.贮水瓶 
1.Gas purifier  2. Incubator  3.Hydrogen production reactor  4.Testing of 
material liquid mouth  5.Argon gas  6.Gas-guide tube  7.Hydrogen analyzer  
8.Gas bottle  9.Water storage 

图 1  玉米秸秆酶解上清液厌氧发酵产氢试验装置 
Fig.1  Experimental facility anaerobic fermentation to produce 
hydrogen for maize straw’s enzymatic hydrolysate supernatants 

 
1.2.3  玉米秸秆酶解上清液厌氧发酵产氢单因素试验 

考察初始 pH 值、还原糖浓度、发酵温度 3 个因素对

玉米秸秆酶解上清液厌氧发酵产氢的影响，以累积产氢

量为考察目标，选择最佳单因素试验条件。分别设定初

始 pH 值（4.0、5.0、6.0、7.0、8.0），还原糖质量浓度

（14、18、22、26、30 mg/mL），发酵温度（30、35、40、
45、50℃）3 个因素进行试验。单因素试验的最佳工艺条

件为：初始 pH 值 5.0，还原糖质量浓度 22 mg/mL，发酵

温度 40℃。 
1.2.4  玉米秸秆酶解上清液厌氧发酵产氢响应面试验设计 

根据 Box-Behnken 试验设计原理[19-21]，在单因素试验

基础上，确定响应面设计中每个因素的适宜范围，即初始

pH 值（4.0、5.0、6.0），还原糖质量浓度（18、22、26 mg/mL），
发酵温度（35、40、45℃）。根据 Design Expert 8.05 软件

设计试验。 

2  结果与分析 

2.1  单因素试验 

初始 pH 值为 5.0 时，累积产氢量最大，过高或过低

的 pH 值均不利于混合菌系产氢，当 pH 值在一定范围内

变化时，会造成微生物生长繁殖速率及代谢途径发生一

些改变，使其代谢产物发生相应的变化；还原糖质量浓

度为 22 mg/mL 时产氢量最大，超过 22 mg/mL，产氢量

下降，这是由于虽然底物浓度增加，但絮凝体颗粒内物

质的传质速率并没发生明显变化，造成底物的转化不完

全[22]。此外，高浓度的还原糖的快速降解导致溶液迅速

酸化而使产气率下降，过低的 pH 值对产氢发酵细菌产生

不利的影响，使产氢活性丧失；产氢量随着温度的增加
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呈现先增大后减小，温度为 40℃时产氢量最大，这是因

为温度是影响微生物生长和繁殖的一个重要因素，温度

过高时，微生物种群则会加快衰亡，不利于产氢代谢的

继续；温度偏低时，微生物的细胞活性降低，生长、代

谢活动不旺盛，发酵过程的延迟期长，同时产氢周期也

会延长。 
2.2  响应面 Box-Behnken 模型的选取及建立 

Box-Behnken 试验设计是通过对回归方程的分析来

寻求最优工艺参数的方法[23-26]。试验结果如表 2 所示。

分析数据表明：温度和酶解液质量浓度的 P 值均小于

0.0001，为极显著影响因素，初始 pH 值的 P 值为 0.0609，
为不显著影响因素。 

表 2  Box-Behnken 试验设计表和结果 
Table 2  Experimental design and results of Box-Behnken 

温度 
Temperature 

pH 值 
pH value 

还原糖质量浓度 
Reducing sugar 
concentration 编号 

No. 
实际值

A/℃ 
编码 
Code 

实际值
B 

编码 
Code 

实际值
C/ 

(g·L-1) 

编码 
Code 

总产氢量 
Total amount 

of 
hydrogen/mL

1 35 −1 5 0 26 +1 400.08 

2 40 0 5 0 22 0 658.12 

3 45 +1 6 +1 22 0 263.63 

4 45 +1 5 0 26 +1 180.72 

5 35 −1 4 −1 22 0 542.34 

6 35 −1 5 0 18 −1 552.82 

7 40 0 6 +1 18 −1 518.27 

8 40 0 5 0 22 0 647.63 

9 40 0 4 −1 18 −1 523.98 

10 40 0 6 +1 26 +1 358.92 

11 35 −1 6 +1 22 0 463.21 

12 40 0 5 0 22 0 650.16 

13 45 +1 4 −1 22 0 284.72 

14 40 0 4 −1 26 +1 351.28 

15 40 0 5 0 22 0 660.28 

16 45 +1 5 0 18 −1 312.69 

17 40 0 5 0 22 0 652.46 

 
根据响应面法 Box-Behnken 模型，将各因素经回归

拟合后，得到的回归模型如下： 
X=−14007.79+503.73A+796.88B+299.63C+2.90AB+ 
0.26AC+0.83BC−6.84A2−94.36B2−7.58C2 
该回归方程的 R2=0.9958，数值接近 1，说明在试验

范围内预测值与实测值拟合得很好；模型中的 P＜

0.0001，表明该回归模型高度显著（P＜0.01）；修正决

定系数为 0.9904，此回归方程拟合度较高（表 3）。变异

系数 CV 是表明不同水平处理组之间的变异程度，该模型

CV 为 3.30%，说明试验的重复性较好。 
回归方程显著并不意味着每个自变量对响应值的影

响都显著，从表 3 可以看出，A、C、A2、B2、C2这 5 个

因素是影响玉米秸秆酶解上清液厌氧发酵产氢的显著因

素（P＜0.05），AB、AC、BC 这 3 个因素为不显著因素

（P＞0.1），为了建立一个更为简单有效的回归方程，需

要从回归方程中剔除掉不显著的自变量。以产氢量为响

应值的模型等式可写为 

X=−14908.45+523.95A+931.31B+314.18C− 
6.84A2−94.36B2−7.58C2 

经简化后的回归方程的显著性检验 P＜0.0001，故该

模型回归显著。模型的决定系数 R2=0.9933，表明模型与

实际情况拟合较好，因此可用回归方程代替真实试验点

对玉米秸秆酶解上清液厌氧发酵产氢的条件进行分析和

预测。 

表 3  Box-Behnken 试验方差分析结果 
Table 3  Significant analysis of Box-Behnken experiment 

来源 
Source 

平方和 
Sum of 
squares 

自由度 
df 

均方 
Mean square 

F 值 
F value 

P 值 
P-value 

模型 
Model 4.012E+005 9 44576.84 183.67 ＜0.0001

A 1.050E+005 1 1.050E+005 432.81 ＜0.0001

B 1207.62 1 1207.62 4.98 0.0609 

C 47549.11 1 47549.11 195.92 ＜0.0001

AB 842.16 1 842.16 3.47 0.1048 

AC 107.85 1 107.85 0.44 0.5264 

BC 44.56 1 44.56 0.18 0.6812 

A2 1.230E+005 1 1.230E+005 506.68 ＜0.0001

B2 37489.72 1 37489.72 154.47 ＜0.0001

C2 61908.97 1 61908.97 255.09 ＜0.0001
残留 

Residual 1698.86 7 242.69   

失真 
Lack of fit 1585.12 3 528.37 18.58 0.082 

纯误差 
Pure error 113.74 4 28.44   

所有项 
Cor total 4.029E+005 16    

注：R2=0.9958；Radj
2=0.9904；CV=3.30%。 

 
2.3  不同影响因素交互作用分析 

根据响应面回归方程可以利用 Design-Expert8.05
软件绘制响应曲面图，见图 2。每个响应面代表了当一

个变量处于最佳水平时，另外 2 个独立变量之间的相互

作用。图 2a 所示为温度和 pH 值交互作用对玉米秸秆

酶解上清液厌氧发酵制氢的影响。可以看出，图中显示

二维等高曲线呈椭圆形，这说明温度和 pH 值两因素存

在一定的交互。产氢量随温度变化的曲面变化明显，而

随 pH 值变化的曲面坡度相对平缓。表明当 pH 值为定

值时，产氢量会先随着温度的升高而增大，达到最大值

后开始下降，存在最优值；当温度为定值时，产氢量也

会随着 pH 值的增大而增大，达到最高值后开始下降，

存在最优值。 
从图 2b 可以看出，产氢量随温度和还原糖浓度变化

的曲面均变化明显，说明结果目标对于这 2 个反应条件比

较敏感。表明当还原糖浓度为定值时，产氢量会先随着温

度的升高而增大，达到最大值后开始下降，存在最优值；

当温度为定值时，产氢量也会随着还原糖浓度的增加而增

大，达到最高值后开始下降，存在最优值。 
从图 2c 可以看出，产氢量随还原糖浓度变化的曲面

变化明显，而随 pH 值变化的曲面坡度则相对平缓。表明

当 pH 值为定值时，产氢量会先随着还原糖浓度的增加而

增大，达到最大值后开始下降，存在最优值；当还原糖
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浓度为定值时，产氢量也会随着 pH 值的增大而增大，达

到最高值后开始下降，存在最优值。 

 
a. 温度和 pH 值 

a. Temperature and pH value 

 
b. 温度和还原糖浓度 

b. Temperature and reducing sugar concentration 

 
c. pH 值和还原糖浓度 

c. pH value and reducing sugar concentration 
图 2  不同影响因素交互作用对产氢量的响应面 

Fig.2  Response surface plot of hydrogen production between 
different influential factors 

 
2.4  玉米秸秆酶解上清液厌氧发酵产氢的最佳条件及其检验 

当温度为 38.32℃，初始 pH 值为 4.93，还原糖质量

浓度为 20.70 mg/mL 时，最大产氢量为 685.59 mL，此时

最大产氢率为 57.13 mL/g（玉米秸秆）。为了检验模型预

测值与实际试验值之间的相关性，即检验响应面优化模

型的可靠性，采用上述反应条件进行验证试验，得到产

氢量为 659.24 mL，产氢率为 54.94 mL/g（玉米秸秆），

与模型预测值相比，相对误差仅为 3.84%，这说明预测值

与试验值接近，模型拟合度较高，具有较好的参考价值。 

3  讨  论 

利用产氢菌进行生物制氢过程，其稳定生长与代谢

是维持高效产氢的必要条件，有研究表明[27]：剧烈的机

械搅拌及磁力搅拌不利于菌体的生长代谢，严重影响其

产氢能力。因此，连续化、规模化的生物制氢系统多采

用折流板式生化反应器[28-29]。流动性是影响连续流生物制

氢效率的关键，黏度过大、流动性差、产氢底物无效堆积

是利用秸秆类生物质发酵制氢过程的常见问题[30-31]。因

此，利用流动性好的酶解上清液进行厌氧发酵产氢是评

价其用于连续流生物制氢过程的探索性试验，旨在考查

其产氢可行性及优化其产氢工艺。经验证，酶解上清液

可有效用于生物制氢过程，后期将开展其在连续流制氢

系统内的运行试验。 
为实现玉米秸秆的高效利用，采用新鲜底物重吸附

法[11]对游离于酶解上清液中的纤维素酶进行回收利用，

将玉米秸秆酶解液渣液分离后的残渣再次进行厌氧发酵

制氢，得到产氢量为 837.04 mL，酶解上清液与残渣的总

产氢量为 1 496.28 mL，总产氢率为 124.69 mL/g 玉米秸

秆，这高于文献[32]利用渣液不分离玉米秸秆水解液所得

的研究结果（112.87 mL/g 玉米秸秆），说明玉米秸秆得

到有效酶解。酶解上清液满足了连续流生物制氢过程对

产氢基质流动性的要求，纤维素酶的回收再利用有效的

提高了酶解效率，该技术为秸秆类生物质发酵制氢工艺

理论的进一步完善提供了参考。 

4  结  论 

采用响应面法对玉米秸秆酶解上清液厌氧发酵产氢

进行单因素影响分析，并考察了温度、初始 pH 值和还原

糖浓度 3 个因素对玉米秸秆酶解上清液厌氧发酵产氢的

影响。结果表明：温度和还原糖浓度的 P值均小于 0.0001，
为极显著影响因素，初始 pH 值的 P 值为 0.0609，为不显

著影响因素。 
建立活性污泥利用玉米秸秆酶解上清液厌氧发酵产

氢的响应面 Box-Behnken 模型，根据该模型，玉米秸秆

酶解上清液厌氧发酵产氢的最佳条件：温度为 38.32℃，

初始 pH 值为 4.93，还原糖浓度为 20.70 mg/mL，最大产

氢量为 685.59 mL，此时最大产氢率为 57.13 mL/g。通过

试验验证，实际最大产氢量为 659.24 mL，产氢率为

54.94 mL/g，与模型预测值相比，相对误差为 3.84%，说

明回归方程拟合度较高，模型较为合理。 
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Process optimization of bio-hydrogen production by anaerobic 
fermentation of enzymatic hydrolysate supernatants of corn stalk 

 
Zhang Quanguo, Sun Tanglei, Jing Yanyan, Wang Yi, Zhang Yang, Hu Jianjun 

(1. Key Laboratory of New Materials and Facilities for Rural Renewable Energy of China's Ministry of Agriculture, Henan Agricultural University, 
Zhengzhou 450002, China;   2. Collaborative Innovation Center of Biomass Energy, Henan Province, Zhengzhou 450002, China) 

 
Abstract: In recent years, hydrogen as eco-friendly clean energy has received the widespread attention. In numerous hydrogen 
production methods, anaerobic fermentation bio-hydrogen production has become a research hotspot in the field of renewable 
energy because it can utilize biomass raw materials effectively, reduce the agricultural waste pollution to the environment. The 
straw biomass is the main agricultural waste of crop production in China, which can be used to take direct or prepare molding 
fuel combustion and convert into biogas for comprehensive utilization generally. Cellulose content in maize straw (about 36%) 
is higher than that in wheat、soybean and sorghum straws, the research of cellulose energy efficient transformation in maize 
straw has important scientific significance and practical value. In this study, anaerobic fermentation experiments were 
performed for bio-hydrogen production from enzymatic hydrolyzate of corn stalk powder (<0.088 mm) using heat pretreated 
activated sludge as fermentation microorganism, choosing cumulative amount of  hydrogen production as main experiment 
parameter，the influences of different factors on anaerobic fermentation bio-hydrogen production of corn stalk’s enzymolysis 
were studied based on Box-Behnken model of response surface method. The significance of interactions between different 
factors during the anaerobic bio-hydrogen production process was examined and the anaerobic fermentation bio-hydrogen 
production process of corn stalk’s enzymolysis was optimized. The results showed that temperature and enzymatic hydrolysate 
concentration were the factors that mostly impacted on the corn stalk anaerobic fermentation bio-hydrogen production process 
comparing with initial pH value. The interaction of two factors on the effect of hydrogen yield were all significant (P＜0.05). 
Box-Behnken model was used to obtain the optimal conditions of hydrogen production. The optimal conditions were 
temperature of 38.32℃, the initial pH value of 4.93, and the enzymatic hydrolysate concentration of 20.70 mg/mL. Under such 
condition, the maximum hydrogen yield was 685.59 mL and the maximum hydrogen production rate was 57.13 mL/g straw. 
The model was validated through experiment, the actual maximum hydrogen yield can reach 659.24 mL and the hydrogen 
production rate was 54.94 mL/g straw, with the prediction error of 3.84%, which proved that this model had a good fitness. 
Keywords: straw; fermentation; hydrogen; enzymatic hydrolysate; supernatants of corn stalk; activated sludge; response 
surface method 
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