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摘要：利用王草、象草、柳枝稷、紫花苜蓿这 ４种常见能源草的纤维素酶酶解液作为产氢底物，对其光合生物制氢性

能进行了实验研究，以累积产氢量和产氢速率为考察指标，对比了不同类型能源草的产氢能力，并利用修正的

Ｇｏｍｐｅｒｔｚ方程对产氢过程进行回归分析，验证了能源草作为光合制氢原料的技术可行性。结果表明，当产氢工艺

条件为光合细菌接种量 ３０％、温度 ３０℃、光照度 ２０００ｌｘ、发酵时间 １２０ｈ时，紫花苜蓿产氢性能最好，王草次之，而

象草和柳枝稷的产氢性能较差。王草、象草、柳枝稷和紫花苜蓿的累积产氢量分别为 ７５３、２７２、２６１和 ８１６ｍＬ，

最大产氢速率分别为 ７８３、３５、４３３、１４７５ｍＬ／（ｈ·Ｌ）。
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　　引言

以能源草作为生物能源的原材料成本低、效率

高，不占用耕地，可利用山坡地，兼具水土保持的功

效，燃烧后产生的污染物也很少，可有效减轻温室效

应、降低环境污染
［１－２］

。相比木本植物，更便于管

理，而且在大面积种植情况下，更易于实现机械化作

业
［３－４］

。我国有大量的干旱半干旱以及低洼易涝和

盐碱地等土地，在这些不适宜耕作的边际土地上种

植能源草，不仅能够起到防沙固沙保护环境的作用，

还能用于生产生物质能源，具有显著的经济效益。

目前国内外对能源草的转化利用方面多集中于直接

燃烧发电
［５－６］

或经发酵生产燃料乙醇
［７－９］

和甲烷

等
［１０－１１］

，而对于利用能源草发酵进行产氢的研究较

少。

氢气因其清洁无污染、能量密度高、可再生和应

用形式多等特点，被认为是一种最具吸引力的替代

能源
［１２－１３］

。传统的化学制氢方法基本上都伴随着

化石能源的消耗和环境污染。光合生物制氢因其节

能环保、转化效率高、可利用多种工农业废弃物等优

点，是一种非常有发展前景的制氢技术
［１４－１６］

。并且

光合细菌能利用的原料来源非常广泛，可以利用包

括有机废水、畜禽粪便和农作物秸秆等各种工农业

废弃物。

由于光合细菌对纤维素、半纤维素、淀粉等结构

复杂的大分子有机物利用效率较差，对于乙酸、丁

酸、丙酮酸、葡萄糖、果糖等挥发性小分子酸及单糖

类利用较好
［１７］
，所以能源草原料必须经过预处理，

将原料中的纤维素和半纤维素经水解糖化之后才能

为光合细菌所利用。本文利用纤维素酶对柳枝稷、

王草、象草、紫花苜蓿等 ４种能源草进行酶解预处
理，以累积产氢量以及最大产氢速率为指标通过实

验考察这４种能源草的产氢性能，分析评价利用能
源草作为光合生物制氢原料的潜在可行性，旨在优

化能源草光合生物制氢工艺技术，为实现生物质高

效低成本能源转化提供科学参考。

１　材料与方法

１１　实验材料
实验所用能源草分别为王草和象草（产地均为

江西新余，收割时间为１０月中旬）、柳枝稷（产自北
京市农林科学院试验田，收获时间为 １１月初）、紫
花苜蓿（产自河南农业大学试验田，收获时间为 １０
月底），能源草原料均在粉碎机中粉碎２ｍｉｎ后过８０
目筛（孔径约 ０１７８ｍｍ），然后放入 ６０℃干燥箱中
干燥１２ｈ后保存备用。
１２　实验菌种

实验所用 ＨＡＵ Ｍ１光合产氢混合细菌由农业
部可再生能源新材料与装备重点实验室提供，各菌

种 质 量 分 数 分 别 为 深 红 红 螺 菌



（Ｒｈｏｄｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍｒｕｂｒｕｍ）２７％、荚膜红假单胞菌（Ｒ．
ｃａｐｓｕｌａｔａ）２５％、沼泽红假单胞菌（Ｒ．ｐｕｌａｓｔｒｉｓ）２８％、
类球红细菌（Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒｓｐｈａｅｒｏｉｄｅｓ）９％、荚膜红细
菌（Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒｃａｐｓｕｌａｔｕｓ）１１％等［１８］

。

生长培养基：ＮＨ４Ｃｌ０１ｇ／Ｌ；ＮａＨＣＯ３０２ｇ／Ｌ；
Ｋ２ＨＰＯ４００２ｇ／Ｌ；ＣＨ３ＣＯＯＮａ０３ｇ／Ｌ；ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
００２ｇ／Ｌ；ＮａＣｌ０２ｇ／Ｌ；酵母膏 ０１ｇ／Ｌ。

产氢培养基：ＮＨ４Ｃｌ０４ｇ／Ｌ；ＭｇＣｌ２０２ｇ／Ｌ；酵
母膏０１ｇ／Ｌ；Ｋ２ＨＰＯ４０５ｇ／Ｌ；ＮａＣｌ２ｇ／Ｌ；谷氨酸
钠３５ｇ／Ｌ。

实验所用纤维素酶购自上海源叶科技有限公

司，酶活在３５ｕ／ｍｇ以上。
１３　实验装置与实验方法
１３１　实验装置

能源草光合生物制氢实验装置如图 １所示，制
氢反应器置于恒温箱中，光合细菌在厌氧光照条件

下进行产氢，所产气体经气体净化器后进入集气瓶

中保存，每隔一定时间取出气体测量其成分。

图 １　光合制氢实验装置

Ｆｉｇ．１　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｆａｃｉｌｉｔｙｏｆｐｈｏｔｏｈｙｄｒｏｇｅｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
１．恒温箱　２．制氢反应器　３．白炽灯　４．料液测试口　５．导气

管　６．气体净化器　７．集气瓶　８．气相色谱仪　９．水封瓶　１０．氩气
　

１３２　原料成分测定
原料的总固形物和挥发性固形物采用 １０１℃加

热干燥和５５０℃煅烧法测定，纤维素、半纤维素以及
木质素含量采用改良王万玉法测定

［１９］
。

１３３　还原糖产量的测定
取酶解处理后的反应液上清液离心分离，按一

定倍数稀释后，利用 ＤＮＳ法（即 ３，５二硝基水杨酸
比色法）分光光度计在 ５４０ｎｍ波长下测定其 ＯＤ
值，从标准曲线读出相应还原糖质量浓度，计算其还

原糖含量，每组实验均做２组平行对照实验，取平均
值。

１３４　氢气含量的测定
采用 ＧＣ １４Ｂ型气相色谱仪进行氢气含量的

测定，色谱柱填料为 ５Ａ分子筛，氮气作载气，流量
４５ｍＬ／ｍｉｎ，采用 ９９９９９％的高纯氢气作标准气。
色谱条件：进样口温度１００％，柱温８００℃，ＴＣＤ检测

器１５０℃，进样量５００μＬ，保留时间２ｍｉｎ。
１３５　纤维素酶水解

分别取４种能源草原料２５ｇ放入２５０ｍＬ锥形
瓶中，再加入 ｐＨ值 ４８柠檬酸 柠檬酸钠缓冲液

１００ｍＬ，然后加入 ２５０ｍｇ纤维素酶，酶负荷为
１００ｍｇ／ｇ能源草；封口后放入 ５０℃水浴锅中，反应
时间为４８ｈ，每组实验均做２组平行对照实验，取平
均值。

１３６　光合细菌制氢
将酶解后的料液用质量分数 ５０％的 ＫＯＨ溶液

滴定至中性，按比例加入 １００ｍＬ产氢培养基，取处
于对数生长期的光合细菌接种，接种量为 ３０％。将
锥形瓶密闭然后通入氩气吹扫 ２ｍｉｎ，营造厌氧环
境，将装置置于 ３０℃、平均光照强度为 ２０００ｌｘ（光
源为白炽灯）的恒温培养箱中进行产氢反应。用排

饱和食盐水集气法测量产气量，并利用气相色谱仪

测量其成分。每组实验均做 ２组平行对照实验，取
平均值。

２　结果与分析

２１　能源草的组分分析
利用１３２节所示方法对这４种能源草的主要

成分进行了测定，其结果如表１所示。

表 １　能源草试样成分构成

Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｅｎｅｒｇｙｇｒａｓｓｅｓｓａｍｐｌｅｓ ％

能源草

种类

总固形

物质量

分数

挥发性固

形物质量

分数

杂质

质量

分数

纤维素

质量分

数

半纤维

素质量

分数

木质素

质量分

数

王草 ９７６９ ９３７４ ２４２７ ３６１１ ２００８ １９５４

象草 ９８０４ ９０６６ ２７３１ ３５４９ １８６５ １８５５

柳枝稷 ９７８６ ９２２６ １６６９ ４１１５ １９９６ ２２２０

紫花苜蓿 ９７６７ ９０２４ ３０５０ ３３２１ ２３９２ １２３６

　　由于前期经过了干燥处理，这 ４种能源草的总
固形物达到了 ９７６７％ ～９８０４％，而其挥发性固形
物占总固形物的 ９０２４％ ～９３７４％，表明这 ４种能
源草的可发酵组分非常高，有利于光合细菌产氢。

王草、象草、柳枝稷和紫花苜蓿的纤维素 ＋半纤维素
含量分别为 ５６１９％、５４１４％、６１１１％和 ５７１３％，
说明这４种能源草均具有较好能源转化的物质基
础。紫花苜蓿与其他 ３种能源草相比，其木质素含
量明显较低（１２３６％），而其他 ３种能源草的木质
素质量分数均为２０％左右，其中柳枝稷的木质素质
量分数稍高（２２２０％），说明紫花苜蓿的酶解处理
效果可能稍好一点，柳枝稷的效果可能稍差，王草与

象草介于两者之间。与常用作光合产氢原料的农作

物秸秆相比
［２０－２２］

，这４种能源草的主要成分与之相
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差不大，常见的小麦、玉米、水稻等农作物秸秆的纤

维素质量分数大约为３４％ ～３６％，半纤维素质量分
数约为 ２４％ ～２９％，木质素质量分数为 １２％ ～
１７％。
２２　能源草经过酶解处理后的还原糖质量浓度

４种能源草（王草、象草、柳枝稷和紫花苜蓿）经
过 ４８ｈ的酶解后，王草的还原糖质量浓度达到了
５１４ｍｇ／ｍＬ，象 草 为 ４０４ｍｇ／ｍＬ，柳 枝 稷 为
２２７ｍｇ／ｍＬ，紫花苜蓿为５３４ｍｇ／ｍＬ。可见王草和
紫花苜蓿这２种能源草经过纤维素酶处理过后的还
原糖产量比其他２种要高一些，其中紫花苜蓿略高，
但是与王草相差不大，而象草还原糖产量比这 ２种
稍低，柳枝稷还原糖产量最低，可能原因如２１节组
分分析中所示，柳枝稷木质素质量分数比其他 ３种
大，由于木质素的包裹，阻碍了纤维素酶对纤维素的

水解作用，增加了酶解难度，相对其他３种能源草来
说柳枝稷的还原糖产量就低了，而紫花苜蓿的木质

素含量最少，所以其酶解的效果也最好。

２３　累积产气量与累积产氢量
经过 １２０ｈ的产氢周期后，王草、象草、柳枝稷

和紫花苜蓿的累积产气量和累积产氢量随时间的变

化如图 ２和图 ３所示。可以看出，所选择的 ４种能
源草都能实现氢气的有效生产，产氢延迟期结束后，

产氢量迅速上升，并逐渐趋于稳定。累积产气量分

别为王草２５２ｍＬ、紫花苜蓿２３２ｍＬ、象草１４０ｍＬ、柳
枝稷１２１ｍＬ。王草、紫花苜蓿、象草和柳枝稷的累
积产氢量分别为 ７５３、８１６、２７２、２６１ｍＬ。王草
的总氢气体积分数为 ２９８％，紫花苜蓿的总氢气体
积分数为３５２％，象草和柳枝稷的总氢气体积分数
分别为 １９４％和 ２１６％。造成它们氢气含量不同
的原因可能是经过酶解处理的不同草种营养物质不

同，光合细菌对其利用的方式也不同。王草和紫花

苜蓿的酶解产物可能更利于制氢，而象草和柳枝稷

的酶解产物更适于光合菌群的产氢过程。

图 ２　累积产气量的变化

Ｆｉｇ．２　Ｖａｒｉａｔｉｏｎｏｆｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｇａｓｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
　
紫花苜蓿累积产氢量最大，王草次之，且其产氢

图 ３　累积产氢量的变化

Ｆｉｇ．３　Ｖａｒｉａｔｉｏｎｏｆｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｈｙｄｒｏｇｅｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
　
延迟时间短，较快地进入了产氢高峰期，说明这２种
能源草较柳枝稷和象草，更适宜用于光合生物制氢。

其累积产氢量大小与各能源草酶解预处理后的还原

糖产量大小规律基本一致，说明能源草酶解后的还

原糖产量为产氢过程的限制性因素，产糖量越高，累

积产氢量越高。不同种类能源草的酶解还原糖产量

不同的原因可能是因为其纤维素、半纤维素含量的

不同，以及木质素对其纤维素、半纤维素等物质的包

裹，阻碍了酶解反应的进行。

同时，对于光合细菌的产氢过程，一定程度上其

累积产氢量是微生物生长的一个函数，可以使用修

正的 Ｇｏｍｐｅｒｔｚ方程来拟合产氢曲线（图３），即

Ｐ（ｔ）＝Ｐｍ ( (ｅｘｐ －ｅｘｐ
ｅＲｍ
Ｐｍ
（λ－ｔ） ) )＋１ （１）

式中　Ｐ———ｔ时刻的累积产氢量，ｍＬ
Ｐｍ———最大累积产氢量，ｍＬ
Ｒｍ———最大产氢速率，ｍＬ／ｈ
λ———产氢延迟期，ｈ
ｔ———产氢反应进行的时间，ｈ

利用非线性回归方程直接进入非线性最小二乘

拟合，采用使用试样法使得参数平方和最小而进行

循环迭代估计参数 Ｐｍ、Ｒｍ和 λ，收敛标准为１０
－６
。

如图４所示，利用修正的 Ｇｏｍｐｅｒｔｚ方程对产氢
过程进行拟合，Ｒ２（决定系数）均在 ０９９以上，表明
拟合结果很好（表 ２）。根据表 ２的拟合参数，王草
与紫花苜蓿的最大累积产氢量分别为 ７６０５ｍＬ和
７９５４ｍＬ，象草和柳枝稷的最大累积产氢量分别为
２６３５ｍＬ和２４７３ｍＬ。从累积产氢量来看，王草和
紫花苜蓿的产氢能力相较于其他２种能源草明显较
好。最大产氢速率从大到小依次为：紫花苜蓿

１０６５ｍＬ／（ｈ·Ｌ）、王草 ８３５ｍＬ／（ｈ·Ｌ）、柳枝稷
５１ｍＬ／（ｈ·Ｌ）、象草 ３３５ｍＬ／（ｈ·Ｌ）。而且紫花苜
蓿的产氢延迟期只有１０５２ｈ，比其他３种能源草分
别提前了１２６８、７９３、１３２８ｈ。所以从最大累积产
氢量、最大产氢速率和产氢延迟期来看，光合细菌利
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图 ４　修正的 Ｇｏｍｐｅｒｔｚ模型拟合曲线

Ｆｉｇ．４　ＭｏｄｉｆｉｅｄＧｏｍｐｅｒｔｚｅｑｕａｔｉｏｎｆｉｔｔｉｎｇｃｕｒｖｅｓ
　
用紫花苜蓿的酶解液产氢的效果最好，王草次之，象

草和柳枝稷的产氢性能不理想。

表 ２　修正的 Ｇｏｍｐｅｒｔｚ模型拟合参数

Ｔａｂ．２　ＭｏｄｉｆｉｅｄＧｏｍｐｅｒｔｚｅｑｕａｔｉｏｎｆｉｔｔｉｎｇｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

能源草种类 Ｐｍ／ｍＬ Ｒｍ／（ｍＬ·ｈ
－１） λ／ｈ Ｒ２

王草 ７６０５ １６５ ２３２０ ０９９８

象草 ２６３５ ０６７ １８４５ ０９９９

柳枝稷 ２４７３ １０２ ２３８０ ０９９７

紫花苜蓿 ７９５４ ２１３ １０５２ ０９９４

２４　产氢速率的变化
４种能源草光合生物制氢实验时的产氢速率如

图５所示。可以看出，紫花苜蓿的产氢延迟期较短，
接种光合细菌后１２ｈ即开始产氢，并且其在２４ｈ时
出现了最大产氢速率，为１４７５ｍＬ／（ｈ·Ｌ）。其产氢
启动较快的原因可能是其酶解后得到的产物组分更

有利于光合细菌生长，光合菌群迅速达到稳定期，随

后即开始产氢过程。而王草、象草、柳枝稷的产氢启

动较慢，基本上都是 ２４ｈ左右后才开始产氢，象草
在产氢进行到 ３６ｈ时才出现了最大产氢速率
（３５ｍＬ／（ｈ·Ｌ）），王草和柳枝稷在 ４８ｈ出现最大
产氢速率，分别为７８３ｍＬ／（ｈ·Ｌ）和４３３ｍＬ／（ｈ·Ｌ）。
产氢过程进行到６０ｈ后象草、柳枝稷和紫花苜蓿组
的产氢基本上停止，王草组在 ８４ｈ后才逐渐停止，
其产氢期相较于其他３种较长。可能原因是由于王
草经过酶解后的还原糖产量比象草和柳枝稷 ２组
高，在这２组的还原糖组分被光合细菌消耗殆尽时
王草组的还原糖质量浓度还能达到光合细菌可利用

产氢的范围，所以其产氢期相较于这 ２组长。而由
于紫花苜蓿组的启动较快，其还原糖被消耗得也快，

从而导致其产氢期较王草组短。

图 ５　产氢速率的变化

Ｆｉｇ．５　Ｖａｒｉａｔｉｏｎｏｆｈｙｄｒｏｇｅｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｒａｔｅ
　

３　结论

（１）利用王草、象草、柳枝稷和紫花苜蓿的酶解
液光合制氢，其累积产气量分别为 ２５２、１４０、１２１和
２３２ｍＬ。累积产氢量分别为 ７５３、２７２、２６１和
８１６ｍＬ。最大产氢速率分别为 ７８３、３５、４３３、
１４７５ｍＬ／（ｈ·Ｌ）。

（２）利用修正的 Ｇｏｍｐｅｒｔｚ方程对产氢曲线拟合
的结果显示，利用紫花苜蓿进行产氢的最大累积产

氢量和最大产氢速率均比其他 ３种能源草的高，而
且其产氢延迟期也较短，所以光合细菌利用紫花苜

蓿的产氢性能比其他３种要好，王草次之，而象草和
柳枝稷的产氢性能较差。

（３）利用王草、紫花苜蓿等能源草为原料来进
行光合制氢是可行的，将能源草这种绿色生物质资

源同光合生物制氢技术结合起来，既能改善生态环

境，又能产生清洁的氢能源，具有显著的社会、环境

和经济效益。
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