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Введение. Современное общество стал-
кивается с растущей потребностью в поиске 
альтернативных, более экологически безопас-
ных источников энергии. Особое место в этом 
контексте занимает биоводород [1, 2]. Одно-
временно значительным источником биомас-
сы, которая может быть потенциальным сырь-
ем для производства биоводорода могут быть 
растительные остатки, в частности, солома. 
Они образуются в огромных объемах, а их 
накопление становится существенной пробле-
мой. Высокое содержание целлюлозы и геми-
целлюлозы делает солому хорошим источни-
ком углеводов для ферментации и производ-
ства биогаза, включая биоводород [3, 4, 5]. 
Однако для максимальной эффективности 
использования соломы необходимо проводить 
предварительную обработку, чтобы разрушить 
клеточные структуры и сделать её более до-
ступной для ферментации и производства био-
газа, включая биоводород.  

Один из способов предварительной                     
обработки сельскохозяйственных отходов 
предусматривает использование кислот 
(серная, соляная и др.) для делигнификации и 
гидролиза биомассы. Это позволяет освобо-
дить целлюлозу для последующей фермента-
ции, однако может потребовать обработку 
отходов для нейтрализации остаточных кис-
лот и повлиять на экономическую эффектив-
ность процесса [5]. Кроме того, известен ме-
тод, при использовании которого применяют 

NaOH или гидроксид кальция Ca(OH)2, что 
позволяет облегчить делигнификацию и вы-
свобождение целлюлозы [6]. 

Некоторые исследователи разрабатывают 
бескислотные методы предварительной обра-
ботки, например, паровзрывную обработку 
(steam explosion) и автогидролиз 
(autohydrolysis) [6, 7]. Оба метода основаны на 
использовании водяного пара, высоких темпе-
ратур (160…260°C) и давления (2…5 МПа), 
чтобы изменить структуру и химический со-
став сырья [8, 9].  

В работе ряда авторов изучали производ-
ство биоэтанола, биоводорода и биогаза из 
пшеничной соломы в контексте биопереработ-
ки. Методы исследования включали гидротер-
мическую обработку пшеничной соломы 
(автогидролиз) для разделения ее на целлю-
лозную (волокно) и жидкую, богатую геми-
целлюлозой (гидролизат), фракции; фермента-
тивный гидролиз целлюлозной фракции, кото-
рый обеспечивал получение 0,41 г этанола на 
1 г глюкозы; темная ферментация пентозного 
гидролизата, которая приводила к получению 
178 мл водорода на 1 г сахара. Исследователи 
оценили шесть различных вариантов и при-
шли к выводу, что использование пшеничной 
соломы для производства биогаза или не-
скольких видов топлива энергетически более 
эффективно, чем такого монотоплива, как 
биоэтанол, путем ферментации только сахара 
C6. Это открывает возможности для более   
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Реферат. Исследования проводили с целью определения возможности использования 
сельскохозяйственных отходов, в частности, соломы для производства биоводорода. В работе 
использовали два типа гидролизатов соломы (после кислотного и ферментативного гидролиза), 
предварительно активированной паровзрывной обработкой при температурах водяного пара 100, 
165, 2100С. Гидролизаты разбавляли дистиллированной водой до концентраций редуцирующих 
веществ (РВ) в них 1,0 1,5 и 2,0% от их массы с целью определения рациональной концентрации. 
На 18 образцах гидролизатов испытывали две культуры анаэробных микроорганизмов – штамм 
бактерий рода Clostridium butyricum E.VI.3.2.1 (№ ВКПМ B-9619), штамм бактерий рода                     
Enterobacter cloacae (№ ВКПМ B-1980). Температуру ферментации для всех проб устанавливали 
равной 37±0,5oС, pH – 5,5±0,1. Выделившийся газ накапливали в газгольдере, через каждые 12 ч 
его пробы отбирали и анализировали на объемное содержание водорода. После установления 
рациональной начальной концентрации субстрата, температуры паровзрывной активации соло-
мы, вида гидролизата и наибольшего выхода биоводорода, дополнительно изменяли температуру 
культивации и pH для каждой культуры с целью выявления рациональных параметров: для Clos-
tridium butyricum температуру культивации устанавливали на уровне 32±0,5, 37±0,5 и 42±0,5oС, 
для Enterobacter cloacae – 36±0,5, 37±0,5, 38±0,5oС; pH для всех проб устанавливали в диапазоне 
5…6 с шагом 0,5±0,1). На кислотных гидролизатах соломы лучшую продуктивность демонстри-
ровали Clostridium butyricum (температура паровзрывной обработки 165oС) – выход водорода 
составил 73 мл/г, на гидролизатах, ферментированных Enterobacter cloacae (температура паро-
взрывной обработки 210oС), выход водорода был равен 50 мл/г. Обе культуры способны проду-
цировать максимальное количество водорода при концентрации редуцирующих веществ 2%. 
Рациональная температура ферментации для Clostridium butyricum – 37±0,5oС, для Enterobacter 
cloacae – 36±0,5oС, для обеих культур – рН=6.  
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эффективного использования растительной 
биомассы соломы и энергии, делая процесс 
более экономически выгодным [10]. 

 [11] Изучение возможностей оптимизации 
предварительной обработки рисовой соломы с 
использованием органосольвентных веществ с 
целью увеличения производства биоводорода 
при участии Enterobacter aerogenes показало, 
что изменение параметров предварительной 
обработки рисовой соломы (концентрация 
этанола, температура, продолжительность) не 
оказывало существенного влияния на выход 
водорода. Наибольший выход водорода соста-
вил 19,73 мл/г соломы и был достигнут при 
обработке в течение 30 минут этанолом с кон-
центрацией 45% по объему и температуре            
180°C.  

Выбор метода зависит от таких условий и 
параметров процесса, как тип биомассы, до-
ступность оборудования и энергетические 
затраты [12]. Эффективная предварительная 
обработка позволяет максимально использо-
вать потенциал растительных отходов для 
производства биоводорода и снизить негатив-
ное воздействие на окружающую среду. 

На сегодняшний день не существует опти-
мальной технологии предварительной обра-
ботки субстрата (гидролизата). Ее целью слу-
жит создание таких условий (состава среды), 
при которых происходит подавление                   
штаммов-потребителей водорода и стимули-
рование штаммов его продуцентов [13]. Одна-
ко некоторые водород-потребители могут вы-
живать в субстратах после предварительной 
обработки, а некоторые водород-продуценты 
могут быть ингибированы. Это в большей ме-
ре зависит от состава питательной среды суб-
страта, нахождения в ней антипитательных 
веществ и метаболических процессов, проис-
ходящих при ферментации. 

Так, некоторые методы предварительной 
обработки субстратов приводят к образова-
нию ингибирующих соединений, которые     
могут негативно сказаться на выходе биоводо-
рода. Поэтому необходимо провести                       
дополнительные исследования для поиска 
оптимальных технологий, учитывая энергети-
ческую, экономическую и техническую                
осуществимость их применения в промышлен-
ных масштабах. 

Ферментация служит ключевым этапом 
производства биоводорода из растительных 
отходов и включает в себя выбор микроорга-
низмов и условий ферментации. Для               
успешной ферментации используют разнооб-
разные анаэробные микроорганизмы – Clos-
tridium spp. [14], в том числе Clostridium aceto-
butylicum или Clostridium butyricum [15, 16], 
Escherichia coli [17], Thermoanaerobacter                
spp. [16], Enterobacter spp. [18], Rhodobacter 
sphaeroides [19, 20]. Такие виды, как Entero-
bacter aerogenes и Enterobacter cloacae, хорошо 
известны своей способностью ферментировать 
органические субстраты и производить биово-
дород  в анаэробных условиях. В некоторых             

случаях на его выход влияет конкуренция с 
другими микроорганизмами, например, Clos-
tridium spp. [21, 22]. Это может быть связано              
с различными путями ферментации и                   
предпочтительными условиями для роста                 
микроорганизмов.  

К важным параметрам ферментации отно-
сят температуру, давление, рН среды, а также 
минимальное наличие или полное отсутствие 
кислорода (в зависимости от выбранных мик-
роорганизмов), состав сельскохозяйственных 
отходов. Их контроль играет ключевую роль в 
эффективной конверсии биомассы в водород. 

Оптимальная температура для многих 
анаэробных бактерий, используемых                              
в процессе ферментации для производства 
биоводорода, находится в диапазоне от 35 до 
55°C [23, 24, 25]. Например, для Clostridium 
acetobutylicum она составляет около 37°C. Ре-
зультаты изучения воздействие температуры и 
общего содержания твердых веществ на про-
изводство биоводорода при темной фермента-
ции рисовой соломы показали, что при термо-
фильном темном брожения (ТДФ) при 55±1°С 
оно было выше, чем при мезофильном темном 
брожении (МДФ) при 37±1°С.  

Время ферментации может составлять от 
нескольких дней до нескольких недель в зави-
симости от многих факторов, включая вид 
микроорганизмов, состав субстрата и условия 
ферментации, наличие света [26, 27]. Установ-
лено, что Rhodobacter Sphaeroides плохо рас-
тет в темноте, но при освещении рост и про-
дукция H2 восстанавливаются [28]. 

Давление может влиять на равновесие 
между биогазами, включая биоводород. Опти-
мальная величина этого показателя может ва-
рьировать, но она часто находится в диапазоне 
от 1 до 3 бар [29, 30]. Например, увеличение 
общего давления на 0,18 бар снижало выходы 
биоводорода на 19,5%, а уменьшение на 0,11 
бар позволило повысить выход на 7% [31]. 

Оптимальный расход субстрата может 
быть определен в ходе экспериментов и зави-
сит от его состава и качества [32]. Например, 
добавление растительного ферментного пре-
парата, экстрагированного из семян спящей 
клещевины (Ricinus communis L.) в односта-
дийный процесс (одновременный гидролиз и 
ферментацию) привело к значительному              
сокращению адаптивной фазы примерно на  
50%. При этом выход водорода увеличился на 
14%, а производительность по водороду –                
на 48% [33]. 

Снижение негативного влияния побочных 
реакций на ход метаболического процесса и 
увеличение выхода биоводорода и других про-
дуктов изучали многие авторы [34, 35, 36]. 
Основной их идеей можно считать введение в 
ходе ферментации дополнительных химиче-
ских веществ, способствующих снижению 
негативного влияния побочных соединений.  

Таким образом, предварительная                      
обработка таких сельскохозяйственных отхо-
дов, как солома, служит ключевым способом 
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повышения выхода биоводорода при фермен-
тативной обработке. Это позволяет эффектив-
нее использовать сельскохозяйственные ре-
сурсы и снижать негативное воздействие по-
бочных продуктов на процесс ферментации. К 
наиболее распространенным методам предва-
рительной обработки перед ферментативной 
обработкой (ферментолизом) или кислотной 
обработкой (гидролизом) можно отнести паро-
взрывную обработку, обработку щелочами, а к 
наименее распространенным – озонирование и 
применение органосольвентных веществ.  

Цель исследования – определение рацио-
нальных параметров ферментации биоводоро-
да с использованием Сlostridium butyricum и 
Enterobacter cloacae на гидролизатах соломы, 
активированной паровзрывной обработкой. 

Условия, материалы и методы. В работе 
использовали гидролизаты соломы, предвари-
тельно активированные паровзрывной обра-
боткой при температурах водяного пара 100, 
165, 210⁰С – 3 кислотных и 3 ферментативных. 
Активированную паровзрывной обработкой 
солому подвергали кислотному (H2SO4 – 0,5% 
и 1,5%, гидромодуль 1:15, температура –           
187⁰С, давление – 1,1…1,15 МПа, продолжи-
тельность – 5 ч) и ферментативному 
(ферментный препарат – Целлюлокс-А 
(порошок, 2000 ед. на 1 г препарата, ООО ПО 
«Сиббиофарм», Россия) – 6 и 12 г/кг сырья, 
температура – 45⁰С, pH субстрата 4,7 
(ацетатный буфер), концентрация сырья в суб-
страте 33 г/л, продолжительность 72 ч, гидро-
модуль 1:5, скорость перемешивания – 150 об/
мин) гидролизу [34]. Начальные концентрации 
редуцирующих веществ (РВ) в гидролизатах 
доводили путем разбавления дистиллирован-
ной водой до 1, 1,5 и 2% от массы гидролизата 
с целью выявления рациональной концентра-
ции. Таким образом, было получено 18 образ-
цов гидролизатов.  

Штамм бактерий рода Clostridium butyri-
cum E.VI.3.2.1 (№ ВКПМ B-9619) выращивали 
на среде для анаэробной ферментации следу-
ющего состава, г/л: дрожжевой экстракт – 1, 
триптона – 1, K2HPO4 – 0,7, KH2PO4 – 0,7, 
MgSO4 ·7H2O – 0,1, MnSO4 ·H2O – 0,02, 
FeSO4·7H2O – 0,015, NaCl – 0,01, CH3COONH4 
– 3,0, цистеин – 0,5, резазурин – 0,001. 

Для штамма бактерий рода Enterobacter 
cloacae (№ ВКПМ B-1980) использовали                 
среду для анаэробной ферментации, г/л:             
говяжий экстракт (полученный путем экстрак-
ции при 37…39 ⁰С в течение 2 ч 500 г говяжь-
его обезжиренного фарша в 1 л дистиллиро-
ванной воды, с последующей фильтрацией и 
кипячением экстракта в течение 30 минут) – 5, 
пептон – 10, NaCl – 5, KH2PO4 – 0,5, 
MgSO4·7H2O – 0,5.  

Обе культуры высевали на агаре с кукуруз-
ной мукой при температуре 4…8°C. Для куль-
тивирования посевных образцов Clostridium 
butyricum и Enterobacter cloacae инокулирова-
ли в колбу 250 мл, содержащую 50 мл соот-
ветствующей среды, а затем инкубировали             

в шейкере Kuhner Shaker ISF1-X при 37 °С и 
130 об/мин в течение 12 ч. 

Восемнадцать проб гидролизатов фермен-
тировали готовыми инокулятами (всего 36 
проб). Температуру ферментации во всех про-
бах устанавливали 37±0,5⁰С, pH 5,5±0,1. В 
подготовленные колбы 500 мл добавляли 200 
мл гидролизата (с концентрацией РВ 1,0, 1,5 
или 2,0%), питательные компоненты среды 
для анаэробной ферментации и подготовлен-
ные инокуляты в объеме 30 мл. Для поддержа-
ния анаэробной ферментации колбы с суб-
стратом, установленные в инкубационном 
шейкере, без включения света, продували азо-
том и герметизировали резино-алюминиевой 
крышкой с отбором проб газа. Ферментацию 
проводили при 100 об/мин в течение 72 ч. Вы-
делившийся газ накапливали в газгольдере и 
через каждые 12 ч определяли объемное со-
держание водорода на газоанализаторе. Затем 
его пересчитывали в объем (мл) выделившего-
ся водорода с 1 г субстрата (сухих веществ РВ 
в гидролизате) и рассчитывали совокупное 
производство водорода в соответствующий 
период ферментации. 

На первом этапе исследований для обоих 
видов бактерий определяли рациональную 
начальную концентрацию субстрата, темпера-
туру паровзрывной активации соломы, влияю-
щей на состав субстрата, и сравнивали эффек-
тивность продуцирования биоводорода обеи-
ми культурами на кислотных и ферментатив-
ных гидролизатах. Температура ферментации 
37±0,5⁰С и поддерживаемый уровень pH 
5,5±0,1 были фиксированными для всех проб.  

На втором этапе исследований дополни-
тельно определяли рациональную температу-
ру культивации. Для Clostridium butyricum ее 
варьировали на уровне 32±0,5⁰С, 37±0,5⁰С и 
42±0,5⁰С, для Enterobacter cloacae – 36±0,5⁰С, 
37±0,5⁰С, 38±0,5⁰С. Всего было проведено по 
3 параллельных опыта. Выбор температур              
для выявления рациональных значений                
основывался на результатах предыдущих ис-
следований [21, 22, 23]. pH среды для обеих 
культур на этом этапе фиксировали на уровне 
5,5±0,1. После определения рациональной 
температуры культивации для каждого штам-
ма дополнительно уточняли рациональный 
уровень pH для обоих штаммов в диапазоне 
5…6 с шагом 0,5±0,1. Для его определения 
использовали pH-метр ИПЛ-113 Мультитест. 
Сравнение по максимальному выходу                      
водорода проводили при трех параллельных 
измерениях. 

Результаты и обсуждение. Паровзрыв-
ная активация и состав получаемых гидроли-
затов существенно повлияли на работу срав-
ниваемых бактерий (рис. 1). Clostridium butyri-
cum проявили большую активность на гидро-
лизатах соломы, активированной при 165⁰С 
(максимальный выход водорода составил от 
52 до 71 мл/г в зависимости от концентрации 
субстрата), меньше всего произведенного во-
дорода было зафиксировано на гидролизатах 
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соломы, активированной при 100⁰С – от 40           
до 49 мл/г. Повышение температуры паро-
взрывной обработки до 210⁰С привело к сни-
жению активности Clostridium butyricum.              
Такая ситуация может быть обусловлена тем, 
что при повышении температуры паровзрыв-
ной обработки в кислотных гидролизатах со-
ломы увеличивается содержание фурфурола и 

гидроксиметилфурфурола [37], что снижает 
деятельность бактерий и их способность             
продуцировать водород.  

Увеличение концентрации субстрата с                  
1 до 2% для Clostridium butyricum позволило 
повысить выход водорода на 22…37%. Про-
должительность ферментации во всех экспе-
риментах составила 72 ч. 

Рис. 1 – Кинетика выхода биоводорода, продуцируемого Clostridium butyricum и Enterobacter 
cloacae при различных концентрациях субстрата, на кислотных гидролизатах соломы, активиро-
ванной при температурах паровзрывной обработки: а) 100 ⁰С; б) 165 ⁰С; в) 210 ⁰С (температура 

ферментации 37±0,5 ⁰С, pH 5,5±0,1) (С - Clostridium butyricum, E - Enterobacter cloacae)  

Максимальный выход биоводорода при 
использовании Enterobacter cloacae отмечали 
в вариантах с концентрацией субстрата 2%: 
при температуре предварительной паровзрыв-
ной активации перед кислотным гидролизом 
100oС – 40 мл/г, 165oС – 36 мл/г, 210oС –                   
44 мл/г, что в целом на 38% меньше, по срав-
нению с Clostridium butyricum. Увеличение 
выхода водорода при повышение температуры 
паровзрывной активации до 210⁰С может быть 
связано с тем, что продукция водорода штам-
мом Enterobacter cloacae идет по так называе-
мому «муравьиному пути» [37], когда в мета-
болизме могут использоваться органические 
кислоты, присутствующие в субстрате. Харак-
тер влияния концентрации субстрата на выход 
водорода для Enterobacter cloacae в целом 
аналогичен Clostridium butyricum, что свиде-
тельствует о общности основного источника 
продукции водорода – D-глюкозы, содержа-
ние которой в кислотных гидролизатах акти-
вированной соломы составляет, по нашим 
данным [34], 2…3%. Увеличение концентра-
ции субстрата для Enterobacter cloacae с 1 до 
2% позволило увеличить выход водорода                 
на 12…38%. 

Как показали результаты изучения фермен-
тации кислотных гидролизатов, наибольший 
выход водорода обеспечивает Clostridium bu-
tyricum (71 мл/г) при концентрации редуциру-
ющих веществ 2% в гидролизате соломы, ак-
тивированной паровзрывной обработкой при 
температуре 165oС. 

Конверсия ферментативных гидролизатов 
соломы, активированной паровзрывной обра-
боткой, с использованием Clostridium butyri-
cum и Enterobacter cloacae, показала (рис. 2), 
что бактерии Enterobacter cloacae ведут себя 
более активно, чем Clostridium butyricum, в 
особенности на гидролизатах, полученных 
ферментолизом соломы, активированной па-
ровзрывной обработкой при 210⁰С, что позво-
лило достичь максимального выхода водорода 
35,5 мл/г при концентрации субстрата 2%.                     
В целом наибольший выход водорода для этой 
культуры составил 31…35,5 мл/г в зависимо-
сти от концентрации субстрата. Изменение 
температуры паровзрывной активации соломы 
со 100 до 210oС и переход продуктов автогид-
ролиза в гидролизаты способствовало повы-
шению выхода водорода в 1,5…2 раза с 16                       
до 22 мл/г.  

                        a)                                               б)              в) 

Рис. 2 – Кинетика выхода биоводорода, продуцируемого Clostridium butyricum и  
Enterobacter cloacae при различных концентрациях субстрата, на ферментативных гидролизатах 
соломы, активированной при температурах паровзрывной обработки: а) 100 ⁰С; б) 165 ⁰С; в) 210 
⁰С (температура ферментации 37±0,5 ⁰С, pH 5,5±0,1) (С - Clostridium butyricum, E - Enterobacter 

cloacae)  

                        a)                                               б)              в) 
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Хотя общий уровень выхода водорода при 
использовании ферментативных гидролизатов 
в присутствии Enterobacter cloacae в среднем 
был в 1,42 раза ниже, по сравнению с кислот-
ными гидролизатами, повышение температу-
ры паровзрывной обработки (а, следовательно, 
изменение состава гидролизата) существенно 
увеличивает выход водорода. То есть Entero-
bacter cloacae охотнее метаболизируют более 
кислые гидролизаты в присутствии большего 
количества глюкозы, хотя этот путь до конца 
не ясен. В ферментативных гидролизатах             
соломы, активированных при 210oС, содержа-
ние глюкозы на 20…25% больше, по сравне-
нию с активированными при 165oС. Как и в 
случае с кислотными гидролизатами, повыше-
ние концентрации субстрата способствовало 
увеличению выхода водорода, продуцируемо-
го бактериями Enterobacter cloacae, в среднем 
на 24,9 %.  

Clostridium butyricum на ферментативных 
гидролизатах активированной соломы вели 
себя менее активно, особенно в варианте                     
с активацией при 100⁰С (минимальный выход 
водорода отмечен при концентрации субстра-
та 1% – 11,5 мл/г). Наибольший выход наблю-
дали на гидролизатах соломы, активированной 
при 210⁰С (33 мл/г при концентрации                      

субстрата 2%). Он был сопоставим с величи-
ной этого показателя при использовании En-
terobacter cloacae в тех же условиях. Увеличе-
ние температуры паровзрывной обработки 
перед ферментативным гидролизом также 
способствовало повышению выхода водорода. 
По-видимому, это связано с увеличением кон-
центрации D-глюкозы. 

Наибольшее продуцирование водорода на 
ферментативных гидролизатах соломы обес-
печил Enterobacter cloacae (35,5 мл/г) при кон-
центрации редуцирующих веществ 2% в гид-
ролизате и температуре паровзрывной актива-
ции соломы перед гидролизом 210⁰С. 

Выход водорода при использовании                
Clostridium butyricum был выше при темпера-
турах более 37oС (рис. 3а). При температуре 
42oС он был сопоставим с результатами при 
37oС, особенно после 48 ч ферментации, но 
явно отличались в первые 36 ч ферментации. 
Очевидно повышенные температуры в начале 
снизили активность Clostridium butyricum, од-
нако, выравнивание значений по завершении 
концентрации свидетельствует о термоста-
бильности бактерий. При температуре 32oС 
выход водорода в среднем был на 35…40% 
ниже с максимально возможной величиной 
этого показателя 61 мл/г.  

                                         a)                                                                              б)    

Рис. 3 – Выход водорода на кислотном гидролизате соломы, активированной паровзрывной обра-
боткой при 165oС (а) и ферментативном гидролизате соломы, активированной паровзрывной об-

работкой при 210⁰С (б), при различных температурах ферментации  

Для Enterobacter cloacae изменение темпе-
ратуры ферментации можно считать суще-
ственным фактором. Ее повышение с 36 до 
38oС снижало выход водорода в среднем в 
1,2…2,7 раза, особенно в первые 36 ч фермен-
тации. Последующие значения для температур 
37 и 38oС сопоставимы. Однако они ниже ре-
зультатов, полученных при 36oС, на 18…20%. 
Стабильно высокий выход (42…44 мл/г) водо-
рода наблюдали при температуре 36±0,5oС, 
которая для этой культуры определена как 
рациональная (рис. 3б).  

На рис. 4 а, б представлены результаты 
выхода водорода для Clostridium butyricum 
(кислотный гидролизат) и Enterobacter cloacae 
(ферментативный гидролизат) соответственно 
при выявлении рациональных значений pH 
среды.  

Для обеих культур повышение pH с 5 до 6 
вело к увеличению выхода водорода, однако 

для Enterobacter cloacae такое изменение было 
заметнее (рис. 4, б). Например, при 72 ч фер-
ментации выход водорода при pH 6 повышал-
ся в 1,56 раз. Такое влияние изменения pH 
может быть связано со снижением ингибиро-
вания летучих жирных кислот, присутствую-
щих в гидролизате, при продолжительной 
ферментации. Максимальный в опыте выход 
при pH 6 для Clostridium butyricum составил 
73 мл/г, для Enterobacter cloacae – 50 мл/г.  

По результатам исследований для достиже-
ния максимального выхода биоводорода из 
соломы, предварительно активированной па-
ровзрывной обработкой, можно рекомендо-
вать следующие рациональные режимные па-
раметры:  

при использовании в качестве продуцента 
водорода бактерий рода Clostridium butyricum 
температура паровзрывной активации соломы 
165⁰С, кислотный гидролиз активированной  
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                                         a)                                                                              б)    

Рис. 4 – Выход водорода на гидролизатах соломы, активированной паровзрывной обработкой, 
при различных pH: а) Clostridium butyricum (кислотный гидролизат); б) Enterobacter cloacae 

(ферментативный гидролизат)  

Выводы. Сравнение эффективности 
ферментации гидролизатов соломы, активиро-
ванной паровзрывной обработкой, бактериями 
Clostridium butyricum и Enterobacter cloacae 
показало, что на кислотных гидролизатах со-
ломы, лучшую продуктивность демонстрирует 
Clostridium butyricum (температура паровзрыв-
ной обработки 165oС), использование которой 
позволяет достичь выхода водорода 73 мл/г, 
на гидролизатах, ферментированных Entero-
bacter cloacae (температура паровзрывной 
обработки 210oС), выход водорода составил 50 
мл/г. Обе культуры продуцируют максималь-
ное количество водорода при концентрации 
редуцирующих веществ 2%. Рациональная 
температура ферментации для Clostridium bu-
tyricum – 37±0,5oС. Для Enterobacter cloacae 
повышение температуры ферментации с 36 до 
38oС снижает выход водорода в среднем                  

в 1,2…2,7 раза, особенно в первые 36 ч фер-
ментации. Стабильно наиболее высокий вы-
ход водорода наблюдали при температуре                   
36±0,5oС, которая для этой культуры опреде-
лена как рациональная. Для обеих культур 
повышение pH с 5 до 6 ведет к увеличению 
выхода водорода, однако для Enterobacter clo-
acae такое повышение более значительно. По-
лученные рациональные параметры фермента-
ции позволяют достичь эффективной конвер-
сии биомассы соломы в водород. Дальнейшие 
исследования в области биоэнергетики могут 
способствовать разработке более эффектив-
ных и экологически безопасных методов               
производства водорода. 

Сведения об источнике финансирова-
ния. Работа выполнена при поддержке Сти-
пендии Президента Российской Федерации 
СП-332.2021.1. 

соломы, концентрация редуцирующих ве-
ществ в субстрате 2%, температура фермента-
ции 37⁰С, pH 6, продолжительность фермента-
ции до 72 ч;  

при использовании в качестве продуцента 
водорода бактерий рода Enterobacter cloacae – 

температура паровзрывной активации соломы 
210⁰С, ферментативный гидролиз активиро-
ванной соломы, концентрация редуцирующих 
веществ в субстрате 2%, температура фермен-
тации 36⁰С, pH 6, продолжительность фермен-
тации до 72 ч.  
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DETERMINATION OF RATIONAL REGIME PARAMETERS FOR BIOHYDROGEN FERMENTATION  
USING CLOSTRIDIUM BUTYRICUM AND ENTEROBACTER CLOCAE ON HYDROLYZATES  

OF STRAW ACTIVATED BY STEAM EXPLOSIVE TREATMENT 
D. B. Prosvirnikov, D. V. Tuntsev,  L. I. Gizatullina, I. Kh.  Gayfullin  

 
Abstract. Research was car r ied out to determine the possibility of using agr icultur al waste, in par ticular  str aw, for  the 

production of biohydrogen. In the work, we used two types of straw hydrolysates (after acid and enzymatic hydrolysis), pre -
activated by steam explosion treatment at steam temperatures of 100, 165, 210оС. Hydrolysates were diluted with distilled water to 
concentrations of reducing substances (RS) in them of 1.0, 1.5 and 2.0% of their mass in order to determine the rational concentra-
tion. Two cultures of anaerobic microorganisms were tested on 18 samples of hydrolysates: a strain of bacteria of the genus Clos-
tridium butyricum E.VI.3.2.1 (No. VKPM B-9619), a strain of bacteria of the genus Enterobacter cloacae (No. VKPM B-1980). 
The fermentation temperature for all samples was set to 37±0.5оС, pH – 5.5±0.1. The released gas was accumulated in a gas tank; 
every 12 hours, its samples were taken and analyzed for volumetric hydrogen content. After establishing the rational initial con-
centration of the substrate, the temperature of steam explosion activation of the straw, the type of hydrolyzate and the highest yield 
of biohydrogen, the cultivation temperature and pH for each crop were additionally changed in order to identify rational parame-
ters: for Clostridium butyricum the cultivation temperature was set at 32±0.5, 37±0.5 and 42±0.5оС, for Enterobacter cloacae – 
36±0.5, 37±0.5, 38±0.5оС; The pH for all samples was set in the range 5...6 with steps of 0.5±0.1). On acid hydrolysates of straw, 
the best productivity was demonstrated by Clostridium butyricum (steam explosion temperature 165оС) - the hydrogen yield was 
73 ml/g, on hydrolysates fermented by Enterobacter cloacae (steam explosion temperature 210оС), the hydrogen yield was                      
50 ml/g. Both crops are capable of producing the maximum amount of hydrogen at a concentration of reducing substances of 2%. 
The rational fermentation temperature for Clostridium butyricum is 37±0.5оС, for Enterobacter cloacae – 36±0.5оС, for both cul-
tures – pH=6. 

Key words: str aw, steam explosion tr eatment, hydrolysis, fermentation, biohydrogen. 
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