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摘要:以玉米芯为产氢底物、自制环保酵素为预处理剂ꎬ综合运用 ＳＥＭ、ＦＴ－ＩＲ 及 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ Ｄｅｓｉｇｎ(ＢＢＤ)响应面法等手

段ꎬ深入探究初始 ｐＨ、环保酵素添加量与温度对产氢的影响及交互作用ꎮ 结果表明ꎬ环保酵素可有效酶解玉米芯提升产氢量ꎬ
构建的模型优化出最佳工艺条件为初始 ｐＨ ７􀆰 １８、环保酵素 １５８􀆰 ３０ ｍＬ、温度 ３０􀆰 ７２℃ꎬ预测与实际产氢量相对误差仅 ３􀆰 ９２％ꎬ为
果蔬类废弃物制备环保酵素预处理废弃生物质产氢提供了新的见解ꎮ

关键词:环保酵素ꎻ光发酵制氢ꎻ光合细菌ꎻ响应面法ꎻ工艺优化

中图分类号:Ｘ７１　 文献标志码:Ａ　 文章编号:０２５３－４３２０(２０２５)１２－０１４０－０７
ＤＯＩ:１０.１６６０６ / ｊ.ｃｎｋｉ.ｉｓｓｎ０２５３－４３２０.２０２５.１２.０２４　

Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｏｒｎｃｏｂｓ ｂｙ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｌｙ ｆｒｉｅｎｄｌｙ
ｅｎｚｙｍｅ ａｎｄ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ

ＬＩ Ｘｉｎ￣ｌｅｉꎬ ＬＩＵ Ｙｕ￣ｘｉａｎｇ∗

(Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ａｎｄ Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ Ｔａｉｙｕａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｔａｉｙｕａｎ ０３０００６ꎬ Ｃｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ｃｏｒｎｃｏｂｓ ａｒｅ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｈｙｄｒｏｇｅｎ￣ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｓｕｂｓｔｒａｔｅꎬａｎｄ ｓｅｌｆ￣ｍａｄｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｌｙ ｆｒｉｅｎｄｌｙ ｅｎｚｙｍｅｓ
ａｒｅ ｔａｋｅｎ ａｓ ｔｈｅ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｇｅｎｔ.Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄｓ ｓｕｃｈ ａｓ ＳＥＭꎬＦＴ￣ＩＲꎬａｎｄ Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ Ｄｅｓｉｇｎ (ＢＢＤ) ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ
ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ ａｒｅ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｄｅｅｐｌｙ ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｉｔｉａｌ ｐＨꎬｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ
ｅｎｚｙｍｅｓꎬａｎｄ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ. Ｉｔ ｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅｓｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｌｙ ｆｒｉｅｎｄｌｙ ｅｎｚｙｍｅｓ ｃａｎ
ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｈｙｄｒｏｌｙｚｅ ｃｏｒｎｃｏｂｓ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｏｕｔｐｕｔ ｏｆ ｈｙｄｒｏｇｅｎ. Ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｐｒｏｃｅｓｓ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ａｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ
ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｂｙ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄꎬ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ａｎ ｉｎｉｔｉａｌ ｐＨ ｏｆ ７􀆰 １８ꎬ ａｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ １５８􀆰 ３０ ｍＬ ｆｏｒ
ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｌｙ ｆｒｉｅｎｄｌｙ ｅｎｚｙｍｅｓꎬａｎｄ ａ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ ３０􀆰 ７２℃ . Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｒｒｏｒ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ａｎｄ ａｃｔｕａｌ
ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｏｕｔｐｕｔ ｉｓ ３􀆰 ９２％ ｏｎｌｙ.Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｎｅｗ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｆｒｏｍ ｗａｓｔｅ ｂｉｏｍａｓｓ ｐｒｅ￣
ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｌｙ ｆｒｉｅｎｄｌｙ ｅｎｚｙｍｅｓ ｔｈａｔ ａｒｅ ｍａｄｅ ｆｒｏｍ ｆｒｕｉｔ ａｎｄ ｖｅｇｅｔａｂｌｅ ｗａｓｔｅ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｌｙ ｆｒｉｅｎｄｌｙ ｅｎｚｙｍｅꎻ ｐｈｏｔｏ￣ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｖｅ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎꎻ ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａꎻ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙꎻ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ

　 收稿日期:２０２５－０３－０３ꎻ修回日期:２０２５－０９－２７
　 基金项目:山西省研究生实践创新项目(２０２３ＳＪ０８６)
　 作者简介:黎昕蕾(２０００－)ꎬ女ꎬ硕士生ꎻ刘玉香(１９６９－)ꎬ女ꎬ博士ꎬ教授ꎬ研究方向为废弃物资源化利用及微生物技术研究ꎬ通讯联系人ꎬｙｕｘｉａｎｇ￣

ｌｉｕ２００２＠ １２６.ｃｏｍꎮ

　 　 “碳达峰”与“碳中和”目标有力地助推了零碳

可再生能源技术的进步[１]ꎮ 从化学结构层面来看ꎬ
氢分子由单纯的氢原子组成ꎬ分子构成中不存在碳

原子ꎬ所以氢能从制取、存储、运输直至终端应用的

全流程环节中ꎬ均不会产生额外的碳排放[２－４]ꎮ 传

统制氢的方式有电解水制氢、煤气化和天然气等ꎬ成
本昂贵且会对环境造成危害ꎮ 相较之下ꎬ生物制氢

工艺更契合可持续发展的战略目标[５－６]ꎬ生物制氢

利用多种可再生生物质资源(农林业废弃物、生活

污水等)作为底物进行制氢反应ꎬ这一过程不仅实

现了生物质资源的高附加值产品转变ꎬ还改善了能

源短缺等问题[７－９]ꎮ 其中生物制氢又可分为光发酵

制氢、暗发酵制氢和光暗联合发酵产氢等[１０]ꎮ 光发

酵生物制氢将光合细菌作为产氢菌种ꎬ可以在光照

厌氧条件下利用光能进行光合作用ꎬ具有较高的产

氢量和产氢速率[１１]ꎮ 光合细菌用来产氢的基质主

要包括各种小分子有机酸ꎬ发酵之前要对生物质产

氢底物进行预处理来提高产氢效果ꎬ常用的预处理

方法有酸、碱、高温等ꎬ这些方法都存在能耗高和二

次污染的问题[１２－１４]ꎬ也有研究直接利用一些商品酶

来进行预处理ꎬ但成本高限制了其广泛应用[１５]ꎮ 面

对生物质预处理这一限制因素ꎬ可以将果蔬有机废

弃物通过厌氧发酵制作具有高附加值的环保酵素ꎬ
环保酵素富含各种酶和活性成分ꎬ其中的生物酶会
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促进生物质的降解转化ꎬ而且环保酵素呈酸性(ｐＨ<
４)ꎬ可以将环保酵素作为预处理生物质的酸性有机

物ꎬ一方面可以减少酸碱等预处理的成本消耗ꎬ同时

也可以减少二次污染[１６－１８]ꎮ 所以ꎬ将其应用于生物

质的酶解过程具有广泛的应用前景ꎬ同时其自身又

是一种产氢底物[１９]ꎬ不仅可以达到高值转化的目的

还能实现以废治废ꎮ
本实验通过简单、绿色和经济的方式将废弃果

蔬制备成环保酵素并将其应用于玉米芯的预处理进

行光发酵产氢ꎮ 利用 ＳＥＭ 和 ＦＴ－ＩＲ 研究了环保酵

素预处理玉米芯前后的形貌和性质的变化ꎬ通过

ＢＢＤ 响应面法进行了产氢主要影响因素之间的交

互作用分析和产氢工艺的优化ꎬ建立产氢预测模型

并通过实验验证ꎬ为果蔬类废弃物制备环保酵素预

处理废弃生物质产氢提供了新的见解ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 产氢底物及菌群

实验所用玉米芯从太原理工大学西区食堂获

得ꎬ待其自然风干ꎬ再经过破壁机磨碎ꎬ经 ６０ 目

(０􀆰 ３３ ｍｍ)分样筛过筛后即为试样ꎬ室温下密封塑

料袋保存ꎮ 本研究使用的细菌菌株沼泽红假单胞菌

Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｐａｌｕｓｔｒｉｓ ＰＢ－Ｚꎬ由太原市污水厂

二沉池的活性污泥中分离纯化得到ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 环保酵素的制备

将废弃蔬果切碎后ꎬ分别与红糖、水按 ３ ∶１ ∶ １０
的质量比混匀ꎬ放入 ２ Ｌ 密闭塑料容器中ꎬ室温避光

厌氧发酵(２０ ~ ２５℃)ꎬ该实验过程中使用的环保酵

素均取自发酵第 ４０±２ ｄꎮ
１􀆰 ２　 实验方法

在产氢实验开始前调节 ｐＨ 为 ７􀆰 ００ꎮ 在超净台

中接入 ３０％对数期后期 ＰＢ－Ｚ(０􀆰 ８ ｇ / Ｌ)光合产氢细

菌ꎮ 将上述反应器均放在 ３０℃、光照强度 ３ ０００ Ｌｕｘ
的光照培养箱中进行产氢实验ꎮ 所有批次试验均进

行 ３ 次ꎬ反应器均保持厌氧环境ꎮ 采用气相色谱仪

(ＧＣꎬ日本ꎬＮｅｘｉｓ ＧＣ－２０３０)分析氢含量和挥发性脂

肪酸含量ꎮ
１􀆰 ３　 产氢工艺优化实验设计

通过对初始 ｐＨ、环保酵素添加量和玉米芯添加

量 ３ 个因素对环保酵素酶解玉米芯光发酵制氢的影

响进行探究ꎬ以累积产氢量为指标ꎬ单因素实验设计

见表 １ꎮ 在单因素实验的基础上ꎬ通过 ＢＢＤ 实验设

计建立回归方程探究最佳产氢工艺条件ꎮ

表 １　 单因素实验

１(１５０ ｍＬ 环保

酵素ꎬ３０℃)
２(ｐＨ＝ ７ꎬ３０℃)

３(ｐＨ＝ ７ꎬ１５０ ｍＬ
环保酵素)

初始 ｐＨ 环保酵素添加量 / ｍＬ 温度 / ℃

５􀆰 ５　 ６􀆰 ０　 ６􀆰 ５
７􀆰 ０　 ７􀆰 ５　 ８􀆰 ０

７５　 １００　 １２５
１５０　 １７５　 ２００

２０　 ２５　 ３０
３５　 ４０　 ４５

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 环保酵素添加对光发酵产氢的影响

２􀆰 １􀆰 １　 玉米芯的酶解

为了验证环保酵素能够有效酶解玉米芯ꎬ利用

ＳＥＭ 对酶解前后玉米芯的微观结构进行了探究ꎬ如
图 １ 所示ꎮ 从图中可以明显看出ꎬ在环保酵素酶解

前ꎬ玉米芯表面相对光滑、结构致密和形态规整ꎬ酶
解后的玉米芯结构被破坏ꎬ表面变得粗糙且展现出

许多破碎和镂空的区域ꎬ这表明环保酵素中的纤维

素酶和其他功能酶对玉米芯的成分进行了分解ꎬ破
坏了原有结构[２０]ꎮ 环保酵素酶解玉米芯的过程中

打破了玉米芯原有的复杂大分子结构ꎬ使其被分解

成更容易反应的小分子物质ꎬ提高了产氢底物的利

用率[２１]ꎮ

(ａ)玉米芯 (ｂ)玉米芯

(ｃ)玉米芯 (ｄ)酶解玉米芯

(ｅ)酶解玉米芯 (ｆ)酶解玉米芯
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(ｇ)酶解玉米芯 (ｈ)酶解玉米芯

(ｉ)酶解玉米芯

图 １　 环保酵素预处理前后玉米芯的 ＳＥＭ 图

如图 ２ 所示ꎬ从 ＦＴ－ＩＲ 中可以发现酶解后的玉

米芯在 ８９８ ｃｍ－１的特征峰消失ꎬ消失的特征峰可归

属于纤维素和半纤维素中 Ｃ—Ｏ—Ｃ 的振动ꎮ 在酶

解过程中ꎬ环保酵素中所含有的酶选择性断裂 β－
(１→４)糖苷键ꎬ导致多糖主链降解ꎬ同时木质素－碳
水化合物复合体的破坏进一步削弱了该区域的振动

信号ꎮ 同时可以发现在酶解后的玉米芯 １ ０３０ ｃｍ－１

处有新的特征峰形成ꎬ原因可能是酶解暴露的多糖

降解产物(如木糖、低聚糖)中 Ｃ—Ｏ—Ｈ 伸缩振动

增强ꎮ 在 １ １７０ ｃｍ－１处的特征峰发现红移现象ꎬ该
处特征峰与纤维素结晶区的 Ｃ—Ｏ 振动及氢键网络

相关ꎬ红移的原因可能是酶解破坏了纤维素的微纤

丝结构ꎬ降低结晶度并削弱分子间氢键ꎬ导致振动频

率降低[２２－２３]ꎮ ＦＴ－ＩＲ 结果和 ＳＥＭ 一致ꎬ进一步证

明环保酵素能够有效酶解玉米芯ꎮ

１—预处理前ꎻ２—预处理后

图 ２　 环保酵素预处理前后玉米芯的 ＦＴ－ＩＲ 图

２􀆰 １􀆰 ２　 产氢性能的影响

图 ３ 为不同组分光发酵产氢量ꎬ从图中可以看

出玉米芯 ２４０ ｈ 累计产氢量仅为 １０４􀆰 ９３ ｍＬꎬ环保酵

素因其自身也是一种优质的产氢底物ꎬ所以在 ２４０ ｈ
累计产氢量达到了 ３８６􀆰 ６１ ｍＬꎬ而玉米芯加环保酵

素实验组 ２４０ ｈ 的累计产氢量高达 １ ４２２􀆰 ４５ ｍＬꎬ远
大于玉米芯单组分和环保酵素单组分之和的

４９１􀆰 ５４ ｍＬꎬ说明环保酵素耦合玉米芯能够起到促进

产氢的作用ꎬ提高光发酵产氢量ꎮ

图 ３　 不同组分的产氢性能

２􀆰 ２　 发酵系统的成分变化

光发酵产氢系统中的液相代谢产物浓度变化如

图 ４ 所示ꎬ从图中可以看出乙醇和丙酸在产氢过程

中一直处于积累状态ꎬ表明乙醇和丙酸并不是 ＰＢＺ
产氢所消耗的物质ꎮ 反之ꎬ乙酸和丁酸在产氢过程

中含量处于先减小然后处于稳定状态ꎬ丁酸和乙酸

的浓度从产氢开始到 ２４０ ｈ 产氢结束分别减少了

１５􀆰 ３、７􀆰 ４ ｇ / Ｌꎬ原因可能是光合细菌消耗用于代谢

产氢的丁酸和乙酸的量大于发酵液中由还原糖转化

而来的丁酸和乙酸的量[２４]ꎬ与产氢实验结果相符

合ꎮ 图 ５( ａ)为产氢系统原溶液的 ３Ｄ－ＥＥＭꎬ图 ５
(ｂ) ~ (ｄ)分别为产氢 ４８、９６、２２０ ｈ 时的产氢发酵液

的 ３Ｄ－ＥＥＭꎮ 从图中可以看出初始原液主要是环保

酵素预处理酶解玉米芯后的混合物ꎬ含未完全分解

的大分子ꎬ荧光强度低且分布均匀ꎮ 在产氢 ４８ ｈ
时ꎬＰＢＺ 会分解产氢系统中的大分子ꎬ产生低聚糖、
短链脂肪酸和辅酶等ꎬ部分区域荧光会发生增强ꎮ
在产氢 ９６ ｈ 时达产氢率峰值ꎬ光合色素、铁－硫蛋白

等关键产氢物质会发生大量积累ꎬ在 ３Ｄ－ＥＥＭ 出现

峰强度上升ꎮ 在产氢 ２２０ ｈꎬ产氢所需要的物质已经

被消耗转化ꎬ转化而来的副产物和次级代谢物会在

产氢系统中生成ꎬ使得荧光强度分布改变ꎮ

１—丁酸ꎻ２—丙酸ꎻ３—乙酸ꎻ４—乙醇

图 ４　 产氢过程中的液相代谢产物
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(ａ)

(ｂ)

(ｃ)

(ｄ)

图 ５　 产氢过程中的 ３Ｄ－ＥＥＭ

２􀆰 ３　 微生物群落分析

为了揭示群落组成的进化ꎬ在门和属水平进行

了分类学分析ꎬ如表 ２ 所示ꎮ 优势微生物属于

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄｏｔａ、Ｂａｃｉｌｌｏｔａ 和 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ 的前 ３ 个

门ꎬ其中 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄｏｔａ 门占比最高为 ４５􀆰 ７３％ꎮ
根据之前的研究[２５]ꎬＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｄｏｔａ 代谢多样ꎬ可
分解复杂有机物为可用物质ꎻＢａｃｉｌｌｏｔａ 利用碳水化

合物等产氢ꎻＢａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ 降解纤维素、蛋白质等为

小分子底物ꎬ共同扩大底物利用范围ꎬ三者相互协

同ꎬ还与其他产氢微生物配合ꎬ提高产氢效率和产

量ꎮ 属水平中 Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ 占比 ４７􀆰 ８４％ꎬ通
过多种代谢方式利用光能将有机底物转化为氢气[２６]ꎮ

表 ２　 门和属分类学分析

门水平 占比 / ％ 属水平 占比 / ％

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄｏｔａ ４５􀆰 ７３ Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ４７􀆰 ８４

Ｂａｃｉｌｌｏｔａ ５２􀆰 １９ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ３５􀆰 ４９

Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ ０􀆰 ９３ Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ ４􀆰 ６５

其他 １􀆰 １５ 其他 １２􀆰 ０２

２􀆰 ４　 光发酵产氢工艺的优化

２􀆰 ４􀆰 １　 单因素实验

在图 ６(ａ)中ꎬ随着初始 ｐＨ 从 ５􀆰 ５ 上升到 ８􀆰 ０ꎬ
累计产氢量呈现先上升后下降的趋势ꎮ 在初始 ｐＨ
为 ５􀆰 ５ 时累计产氢量最低ꎬ随着初始 ｐＨ 上升ꎬ累计

产氢量在初始 ｐＨ 为 ７􀆰 ０ 时达到最高ꎬ相比于 ｐＨ 为

５􀆰 ５ 时ꎬ累计产氢量从 ６５７􀆰 ２４ ｍＬ 上升到 １ ４２２􀆰 ６８ ｍＬꎬ
表明光和细菌 ＰＢＺ 更适合在中性和偏碱性的条件

下产氢ꎬ且在偏酸性条件下仍能表现出一定的产氢

能力ꎬ说明其具有一定的耐酸性ꎮ
如图 ６(ｂ)所示ꎬ随着环保酵素添加量从 ７５ ｍＬ

增加到 ２００ ｍＬꎬ累计产氢量呈现先上升后下降的趋

势ꎬ说明环保酵素过少和过多的添加都不利于光合

产氢ꎮ 随着环保酵素添加量增加ꎬ累计产氢量在环

保酵素添加量为 １５０ ｍＬ 时达到最高ꎬ原因可能是随

着环保酵素添加量的增多ꎬ光发酵系统中产氢物质

和纤维素酶的含量升高促进了产氢ꎮ 但当环保酵素

添加量从 １５０ ｍＬ 增加到 ２００ ｍＬ 时ꎬ累计产氢量出

现下降趋势ꎬ原因可能是环保酵素作为产氢底物的

一部分ꎬ进一步增加导致光法发酵体系中挥发性脂

肪酸的积累ꎬ抑制了光合细菌 ＰＢＺ 的活性ꎬ对底物

利用不充分ꎬ导致产氢能力下降ꎮ
如图 ６(ｃ)所示ꎬ随着温度从 ２０℃增加到 ４５℃ꎬ

累计产氢量呈现先上升后下降的趋势ꎬ说明光发酵

系统的温度过低和过高都不利于光合产氢ꎮ 在光发

酵系统的温度从 ２０℃上升到 ３０℃时累计产氢量逐

渐上升ꎬ原因可能是温度过低时会影响细胞活性进

而降低其代谢能力导致产氢能力下降ꎮ 当光发酵系

统的温度从 ３０℃上升到 ４５℃时累计产氢量先缓慢

(ａ)ｐＨ
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(ｂ)环保酵素添加量

(ｃ)温度对产氢的影响

图 ６　 单因素对产氢性能的影响

下降后急剧下降ꎬ在 ４５℃时累计产氢量仅为 ５０􀆰 ２４ ｍＬꎬ
原因可能是温度过高会导致光合细菌的快速死亡ꎬ
导致光发酵产氢性能急剧下降ꎮ
２􀆰 ４􀆰 ２　 响应面模型设计

单因素实验结果可以发现 ｐＨ、环保酵素添加量

和温度是影响光发酵产氢的重要因素ꎬ因此根据单

因素实验结果利用 ＢＢＤ 模型对这 ３ 个产氢影响因

素进行研究并分析各因素之间的交互作用ꎬ以累计

产氢量为实验响应值进而优化产氢工艺ꎬ实验设计

及结果如表 ３ 所示ꎮ
表 ３　 ＢＢＤ 实验设计及结果

实验号
初始 ｐＨ
(Ｘ１)

环保酵素添加量

(Ｘ２) / ｍＬ
温度

(Ｘ３) / ℃
产气量

(Ｙ) / ｍＬ

１ ７ １５０ ３０ １４２２􀆰 ６８

２ ８ ２００ ３０ １００２􀆰 １４

３ ８ １５０ ３５ １１２０􀆰 ２１

４ ８ １００ ３０ ７５２􀆰 ５６

５ ８ １５０ ２５ ８８４􀆰 ３５

６ ７ １５０ ３０ １４０２􀆰 ３２

７ ６ １５０ ２５ ７９０􀆰 ５６

８ ７ ２００ ２５ ９０４􀆰 ３４

９ ６ １００ ３０ ７２０􀆰 ６４

１０ ７ ２００ ３５ １０５７􀆰 ３２

１１ ６ ２００ ３０ ７５０􀆰 ２９

１２ ７ １００ ３５ ７５８􀆰 ５４

１３ ６ １５０ ３５ ７９０􀆰 ６４

１４ ７ １００ ２５ ７３９􀆰 ２７

１５ ７ １５０ ３０ １４４２􀆰 ３６

２􀆰 ４􀆰 ３　 响应面实验结果和方差分析

根据 ＢＢＤ 实验设计的结果ꎬ将初始 ｐＨ、环保酵

素添加量和温度 ３ 个影响因素回归拟合后得到的二

次编码方程为:
Ｙ ＝ ８８􀆰 ３９Ｘ１ ＋ ９２􀆰 ８８Ｘ２ ＋ ５１􀆰 ０２Ｘ３ ＋ ５４􀆰 ９８Ｘ１Ｘ２ ＋

５８􀆰 ９４Ｘ１Ｘ３ ＋ ３３􀆰 ４３Ｘ２Ｘ３ － ２９２􀆰 ２４Ｘ２
１ － ３２３􀆰 ８１Ｘ２

２ －
２３３􀆰 ７８Ｘ２

３ ＋ １ ４２２􀆰 ４５

　 　 该二次回归编码方程的 Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９１ ８ꎬ表明该模

型在实验范围内实验结果和预测值拟合较好ꎻ修正

决定系数为 ０􀆰 ９７７ １ꎬ表明该方程的拟合程度较高ꎻ
变异系数为 ４􀆰 １３％ꎬ表明实验数据的重复性优异ꎮ
ＢＢＤ 实验设计及结果模型如表 ４ 所示ꎬ根据模型参

数表明该模型可代替实际值对光发酵产氢进行工艺

优化和预测ꎮ
表 ４　 ＢＢＤ 模型

来源 平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

模型 ９􀆰 ６９９×１０５ ９ １􀆰 ０７８×１０５ ６７􀆰 ３１ 　 ０􀆰 ０００１

Ｘ１ ６２５０４􀆰 １０ １ ６２５０４􀆰 １０ ３９􀆰 ０４ ０􀆰 ００１５

Ｘ２ ６９０２０􀆰 ９９ １ ６９０２０􀆰 ９９ ４３􀆰 １１ ０􀆰 ００１２

Ｘ３ ２０８２７􀆰 ３８ １ ２０８２７􀆰 ３８ １３􀆰 ０１ ０􀆰 ０１５４

Ｘ１Ｘ２ １２０９２􀆰 ３０ １ １２０９２􀆰 ３０ ７􀆰 ５５ ０􀆰 ０４０４

Ｘ１Ｘ３ １３８９８􀆰 ０５ １ １３８９８􀆰 ０５ ８􀆰 ６８ ０􀆰 ０３２０

Ｘ２Ｘ３ ４４６９􀆰 ５９ １ ４４６９􀆰 ５９ ２􀆰 ７９ ０􀆰 １５５６

Ｘ２
１ ３􀆰 １５３×１０５ １ ３􀆰 １５３×１０５ １９６􀆰 ９６ <０􀆰 ０００１

Ｘ２
２ ３􀆰 ８７１×１０５ １ ３􀆰 ８７１×１０５ ２４１􀆰 ８２ <０􀆰 ０００１

Ｘ２
３ ２􀆰 ０１８×１０５ １ ２􀆰 ０１８×１０５ １２６􀆰 ０４ <０􀆰 ０００１

残差 ８００４􀆰 ９７ ５ １６００􀆰 ９９ 　 　

失拟项 ７２０３􀆰 ２９ ３ ２４０１􀆰 １０ ５􀆰 ９９ ０􀆰 １４６４

净误差 ８０１􀆰 ６８ ２ ４００􀆰 ８４ 　 　

合计 ９􀆰 ７７９×１０５ １４ 　 　 　

２􀆰 ４􀆰 ４　 各影响因素之间的交互作用分析及最佳产

氢工艺条件

图 ７(ａ)显示初始 ｐＨ 与环保酵素添加量的交互

作用对其酶解玉米芯光发酵产氢的影响ꎮ 曲面呈典

型抛物面且顶部有峰值区域ꎬ说明特定初始 ｐＨ 与

酵素添加量组合下ꎬ产氢量达最大ꎮ 从等高线及曲

面趋势看ꎬ随 ｐＨ 或酵素添加量变化ꎬ产氢量均先升

后降ꎬ过高或过低 ｐＨ 不利产氢ꎬ需在适宜范围ꎬ环
保酵素添加量也呈现相同规律ꎮ 因 Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ二者

交互作用显著ꎬ对产氢量的联合影响非单独影响

简单相加ꎬ两者相互作用会对光发酵产氢产生独

特的效应ꎮ
图 ７(ｂ)为初始 ｐＨ 和温度的交互作用对环保
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酵素酶解玉米芯光发酵产氢的影响ꎮ 从图中可以看

到在固定环保酵素添加量为 １５０ ｍＬ 时ꎬ产氢量随

ｐＨ 和温度变化呈现先上升后下降趋势ꎬ存在一个峰

值区域ꎬ即有特定的 ｐＨ 和温度组合能使产氢量达

到最优ꎮ 因 Ｐ 值小于 ０􀆰 ０５ꎬ说明 ｐＨ 和温度间交互

作用显著ꎮ
图 ７(ｃ)显示环保酵素添加量与温度的交互作

用对其酶解玉米芯光发酵产氢的影响ꎮ 三维曲面呈

穹顶状ꎬ产氢量随二者变化先升后降ꎬ存在最佳组

合ꎮ 酵素因量、温度因对微生物及酶促反应影响产

氢ꎮ 二者交互作用 Ｐ ＝ ０􀆰 １５５ ６>０􀆰 １ꎬ作用不显著ꎬ
联合影响为单独作用叠加ꎬ一方变化时另一方对产

(ａ)

(ｂ)

(ｃ)

(ｄ)

图 ７　 响应面交互作用分析及最佳产氢工艺条件

氢的影响趋势稳定ꎮ
通过 ＢＢＤ 响应面模型优化得到的最佳产氢工

艺条件为:初始 ｐＨ 为 ７􀆰 １８、环保酵素添加量为

１５８􀆰 ３０ ｍＬ、温度为 ３０􀆰 ７２℃ꎬ预测最大产氢量为

１ ４４１􀆰 ８６ ｍＬꎬ如图 ７(ｄ)为预测三维响应面图ꎮ 为

了验证该模型的准确性ꎬ在最佳工艺条件下进行了

光发酵产氢实验ꎬ累计产氢量为 １ ３８５􀆰 ３２ ｍＬꎬ与该

模型的预测值相比较其相对误差仅为 ３􀆰 ９２％ꎬ表明

该模型拟合程度具有较高的可靠性ꎬ具有很好的参

考价值ꎮ

３　 结论

(１)本研究通过 ＳＥＭ、ＦＴ－ＩＲ 表征手段结合产

氢实验成功揭示了利用果蔬废弃物制备环保酵素能

够有效酶解玉米芯提高光发酵产氢量ꎬ为果蔬废弃

物的资源化利用和产氢底物的预处理提供了新的

见解ꎮ
(２)探究了初始 ｐＨ、环保酵素添加量和温度这

３ 个主要影响因素及其之间的交互作用对光发酵产

氢的影响ꎬ结果表明初始 ｐＨ 和温度、初始 ｐＨ 和环

保酵素添加量之间的交互作用对产氢量影响较为显

著ꎬ环保酵素添加量和温度之间的交互作用对产氢

的影响较小ꎮ
(３)构建了 ＢＢＤ 响应面预测模型并优化了光发

酵产氢工艺ꎬ在最佳产氢工艺条件下实际值与预测

值相对误差仅为 ３􀆰 ９２％ꎬ表明该模型拟合程度具有

较高的可靠性ꎬ具有很好的参考价值ꎮ
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