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摘 要 以葡萄糖为底物，以经加热预处理并活化过的厌氧污泥为种泥，研究了初始 :K值对产氢产乙酸M耗氢产乙酸两段耦
合工艺厌氧发酵定向生产乙酸的影响。实验考察了 %个初始 :K值（H、8、%、I、Z、J$、JJ）条件下的底物降解、产物产生和发酵过
程 :K值的变化。结果表明：产氢产乙酸段初始 :K值的变化不仅影响本阶段产酸，而且影响耗氢产乙酸段产酸。初始 :K [ H
时主要进行乙醇型发酵；:K [ 8和 %时主要进行丁酸型发酵；:K [ I时混合酸型发酵类型逐渐占优势，:K [ I \ JJ时均以乙酸
为主要产物，耦合系统生产乙酸最优初始 :K值为 J$。在初始 :K [ I \ JJ范围内，产氢产乙酸段初期的乙醇浓度一般较高，但
到后期因乙醇被微生物进一步代谢转化成乙酸而使其含量下降。
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乙酸是一种重要的化工原料［!］，而利用有机废

弃物进行厌氧发酵是生产乙酸的一条新途径［"，#］。

有机物厌氧消化一般可分为水解发酵、产氢产乙酸

和产甲烷三个阶段。水解发酵阶段混合菌群利用有

机物生成各种短链脂肪酸（$%&’），产氢产乙酸阶段
产氢产乙酸细菌利用 $%&’ 生成氢气和乙酸，产甲
烷阶段则是产甲烷菌利用氢气或乙酸生成甲烷。为

了得到更高的乙酸转化率，需要将产甲烷反应加以

抑制［(，)］。但产甲烷菌被抑制后，厌氧反应体系产生

的氢气对于水解发酵性细菌和产氢产乙酸细菌形成

产物抑制，不利于乙酸的累积。同时，厌氧体系中的

同型产乙酸菌又需要较高的底物浓度（*"、+,"）用

于合成乙酸。因此我们提出产氢产乙酸-耗氢产乙
酸两段耦合定向生产乙酸工艺，通过将水解发酵和

产氢产乙酸阶段产生的 *" 和 +," 导入到另外的同

型产乙酸段，一方面降低产氢产乙酸段的产物抑制，

另一方面可提高同型产乙酸段的产酸效率。研究结

果表明，该工艺具有明显的产乙酸优势［.］，是一条有

机废弃物厌氧发酵定向生产乙酸的新途径。

在两段耦合系统中，/*值是影响厌氧发酵系统
乙酸产率的最重要因素之一。/*值通过：（!）调控
厌氧发酵种泥中乙酸合成微生物的种群比例［0，1］；

（"）改变乙酸合成微生物体内的代谢途径［2］；（#）/*
值导致有机酸产物以不同形态（分子态或离子态）存

在［!3 4 !"］，从而形成不同程度的产物抑制效应［!#］等多

种机制来调控厌氧产酸体系中乙酸的比例和乙酸的

转化率。已经有一些研究在普通的中温厌氧发酵酸

化体系中发现 /* 5 .63 时液相主要发酵产物为丁
酸，而 /* 5 163时主要产物为乙酸和丙酸［!(］。
为研究初始 /*值对两段耦合工艺定向生产乙

酸的影响，以葡萄糖为底物，以经加热处理除灭产甲

烷菌并活化过的厌氧污泥作种泥，通过批式厌氧发

酵实验比较不同初始 /*值条件下产氢产乙酸段和
耗氢产乙酸段中各种有机酸的分布及随时间的演变

规律，揭示初始 /*值对耦合系统中产酸微生物的
生长繁殖和演替以及代谢途径的选择和影响。

! 材料与方法

!"! 种泥和废水
厌氧污泥取自无锡太湖水啤酒有限公司的啤酒

废水处理车间厌氧反应器。污泥经风干、磨碎、过

#3目筛后，于 !3)7烘箱中加热处理 "8，以杀灭其中
的产甲烷菌等非芽孢菌［!) 4 !0］。经加热处理过的厌

氧污泥在作种泥之前需要进行活化，活化程序如下：

将污泥（1 9 !.:，含水率 02;）加到 !333<=的反应瓶
中，其中葡萄糖为 #:-=，36!<>?-= 的磷酸盐作缓冲
剂，营养液成分见文献［!"］。采用 "<>?-= 的 @A,*
溶液调 /*.6)，加橡胶盖。充氮 !<BC以去除顶部空
间的氧。向反应瓶液体中注入 "3<=的 )3:-=的 =D
半胱氨酸。在 #)7和 !"3E-<BC摇床中培养 "(8，收
集混合液体，(133E-<BC离心 !3<BC，沉淀物即可用作
种泥。配制废水为含 #3:-=的葡萄糖营养液（含磷
酸盐 36")<>?-=），其中营养液成分见文献［!"］。
!"# 实验装置
实验采用的两段耦合系统系由两个 !333<=的

带有上下嘴的抽滤瓶通过硅胶管连接而成。两瓶分

别称为反应瓶 &（产氢产乙酸）和反应瓶 *（耗氢产
乙酸）。配制废水加入 &，经厌氧发酵产生的 *" 和

+," 进入 *后作为同型产乙酸菌的底物进行耗氢产
乙酸作用（图 !）。

图 ! 耦合系统示意图
%B:F ! GH8I<AJBH’ >K J8I H>L/?BC: ’M’JI<

!：’A</?BC: />EJ；"：BCNIHJB>C />EJ；#：H>CCIHJB>C /B/I；
(：’MCJE>/8BH AHIJ>:ICI’B’ /8A’I；*：8><>AHIJ>:ICI’B’ /8A’IF

!"$ 运行条件
称取 !.:种泥加入 &，1:种泥加入 *，活化（见

!6!）后，往 &中加入配制废水并分别调 /*至 )、.、
0、1、2、!3 和 !!，往 *中加入营养液并调 /* 5 .6)。
每个反应瓶中加 ":半胱氨酸以脱去溶解氧。每个
反应瓶中液体体积均为 .33<=。所有反应瓶密封
后，充氮气 "<BC以置换顶部空间中的空气。然后将
反应装置置于 #)7和 !"3E-<BC 摇床进行发酵。反
应瓶 *设置一个对照，用于扣除种泥本身产生的挥
发酸和醇。除了反应瓶 *的对照实验外，其余所有
实验均做两个平行，结果取二次实验的平均值。

!"% 分析方法
每隔一定时间从反应瓶中取出 )<=液体样品，

(133E-<BC离心 !3<BC，取上清液，再经 !)333E-<BC离
心 !3<BC，所得上清液经 36"!<膜过滤，储存于 (7
冰箱中等待分析。葡萄糖用二硝基水杨酸比色法测

定［!1］，/*值用 /*计测定，挥发酸和醇用气相色谱
法测定［!2］。
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! 结果与讨论

! "# 初始 $%值对葡萄糖降解的影响
初始 !"值对葡萄糖降解的影响如图 # 所示。

!"!$时，葡萄糖降解速度很快，一般只需 %&就几
乎完全降解。!" ’ ( 和 ) 时，葡萄糖完全降解需要
$&，并有一个先快后慢再快的过程。而 !" ’ * 时，
前 #&葡萄糖即降解 +,-，余下 .,-却用了 %&降解
时间。由于种泥是刚被活化的厌氧污泥，因此有较

高的活性，一开始便能迅速降解葡萄糖。至于低初

始 !"值时中间出现的平台期则可能与游离挥发酸
有关，为微生物由产酸代谢转为产醇代谢的调整

期［..］。

图 / 初始 !"值对产酸（醇）的影响
0123 / 455678 95 1:181;< !" =;<>6? 9: @0A? ;:& 68B;:9< !C9&>7819:

" 48B;:9<；# A768;86；$ DC9!19:;86；% E>8FC;863

图 # 初始 !"值对葡萄糖降解的影响
0123 # 455678 95 1:181;< !" =;<>6? 9: 2<>79?6 &62C;&;819:

! "! 发酵过程中的 $%变化
酸化过程中 !"值的变化如图 %所示。尽管初

始 !" 值不同，但随着葡萄糖酸化过程的进行，!"
值都在下降，下降的幅度因初始 !"值的不同而异。
初始 !" 值越高，则随酸化过程的 !" 下降幅度越
大。与葡萄糖降解相对应，!" 下降主要集中在前
%&，之后则只有小幅下降，基本保持稳定。

图 % 反应瓶 A中液相 !"值的变化
0123 % !" =;C1;819: 95 <1G>1& 1: H988<6 A

! "& 初始 $%值对产酸（醇）的影响
葡萄糖在反应瓶 A中进行水解发酵和产氢产

乙酸反应，生成 @0A?和乙醇等酸化产物。随反应
的进行，厌氧种泥中的混合微生物菌群进行着优势

菌群的演替以及代谢途径的选择，反映为有机酸和

乙醇等酸化产物的变化。图 /显示了耦合系统主要
发酵产品的组成变化，其中 ;与 ;I、H与 HI、7与 7I等

$$) !"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12 生物工程学报 #,,*，@9<J#%，K9J/



分别为 ! ! "、#、$%时反应瓶 &和 ’液相中主要发
酵产物的分布。

当 ! ! "%时，随着 (’值的升高，反应瓶 &中乙
醇、乙酸和丁酸的浓度均逐渐增加，当 (’ ! ))*+时
则略有下降，这与各种 (’值条件下葡萄糖降解速
度是吻合的。反应瓶 ’中所产乙酸浓度也基本上
是随着反应瓶 &中发酵液初始 (’值的升高而逐渐
增加，这可能与葡萄糖酸化产气量的增加有关。当

! ! #% 时，两反应瓶中各种产物的浓度都比 ! ! "%
时高，&中乙醇浓度呈“中低两高”分布，初始 (’ ! ,
时最低；丁酸呈“中高两低”分布，(’ ! , 时最高；乙
酸则随着初始 (’值的增加而增加。在 ’中，(’ ! #
时总产物浓度高于 (’ ! ,；各种发酵产物随 (’值的
变化规律类似于 ! ! "%时的情况。当 ! ! $%时，反
应瓶 &中丁酸和总产品浓度随着 (’的升高呈“中
高两低”分布，分别在 (’ ! , 和 (’ ! )+ 时达最高
点；而乙醇浓度则呈“中低两高”分布，(’ ! - 时最
低，(’ ! .时最高；乙酸浓度随着初始 (’值的升高
而增加，(’ ! )+时，达最高点 )+*/012。另外，(’值
不同，其主要产物也不一样，(’ ! .时为乙醇；(’ !
#，,时为丁酸；而 (’!-时则为乙酸。反应瓶 ’中
乙酸（总产品）浓度随初始 (’值的升高而升高，而
乙醇却呈“中低两高”分布，(’ ! -时未检测到乙醇，
这可能与不同 (’条件下的优势菌群有关。
发酵过程的代谢类型根据末端代谢产物可分为

丁酸发酵（产物主要为丁酸和乙酸）、丙酸发酵（产物

为主要为丙酸）、乙醇发酵（产物主要为乙醇）和混合

酸发酵（产物主要为乙酸和乙醇）等。对比图 /3、4
与 5可发现，反应瓶 &在 (’ ! . 时，乙醇自始至终
都为主要产品，这是典型的乙醇型发酵，任南琪等人

以及 67898:等人也得出低 (’时乙醇是主要的代谢
产物的结论［,，)+］。而 (’ ! #，, 时，为典型的丁酸型
发酵。在 (’!- 时，其主要产品为乙酸。因此，进
行葡萄糖的混合培养发酵时，上述代谢途径均可能

存在。这里还有一个原因，那就是 (’值不同，优势
微生物种群也不一样。乙醇型发酵顶级群落中优势

种群是拟杆菌、梭状芽孢杆菌、酵母菌等，而丁酸型

发酵却为丁酸梭壮芽孢杆菌等。当拟杆菌属

（;3578<=>%8?）的细菌成为优势种群时，发酵产物以乙
醇为主，挥发有机酸的含量较低；而当丁酸梭状芽孢

杆菌成为顶极群落中的优势种群时，丁酸和乙酸的

含量就很高［@+］。

对比图 /与图 @发现，即使葡萄糖完全耗尽，乙
酸浓度仍在增加，这是因为其中的乙醇被氧化成乙

酸的缘故［#］。对比图 /3A、4A与 5A可发现，反应瓶 ’
中产品随着发酵过程的进行而逐渐增加，增加幅度

依 (’升高而降低。这是因为反应瓶 ’的底物是 &
中产气，由于 &中 (’值不同，产气（’@ 与 BC@）的量

也不一样，快慢程度也各不相同，所以尽管 ’中的
其他条件完全一样，但也表现出不同的乙酸产量。

从 (’值变化曲线可知，初始 (’ ! )+时，"%后基本
上稳定在 (’ ! #*.左右，这非常有利于产乙酸。从
乙酸生产角度考虑，反应瓶 &中初始 (’ ! )+ 为最
好。

! "# 初始 $%值对乙酸构成比与乙酸产率的影响
对于反应瓶 &进行的产氢产乙酸阶段，初始 (’

值分别为 .、#、,、-、$、)+ 和 )) 时，主要液相产品最
高浓度分别为 )/、)#、),、),、)-、)-和 ),012，乙酸浓
度分别为 /*"、/*@、.*/、$*.、$*-、)+*/ 和 $*/012，相
应占液相产品的构成比分别为 "+D、@#D、"+D、
..D、./D、.$D和 .#D。类似地也可计算出反应瓶
’中进行的耗氢产乙酸阶段以及整个耦合系统中乙
酸占液相产品的构成比（图 .）。如图 .3所示，反应

图 . 初始 (’值对液相产品中乙酸百分含量和
乙酸产率的影响

E>0F . GHH857 =H >:>7>3I (’ 93IJ8? =: 3587378
5=K(=?>7>=:? >: I>LJ>% (<=%J57? 3:% 3587378 M>8I%?

瓶 ’中的乙酸构成比远远高于 &，这是因为 ’中主
要进行的是同型乙酸化作用；因 &中初始 (’值不
同，’中乙酸构成比也各不相同，正如前述分析，这
与 &中 (’值不同时氢气产量、氢气产生速率以及
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发酵气体中氢气所占比率不同有关。经计算得出乙

酸产率（乙酸的生成量与降解葡萄糖的质量的比值）

如图 !"所示。随着初始 #$值的升高，乙酸产率增
大；#$ % &’时达到最大，为 ’()*+,+葡萄糖，可能与
初始 #$ % &’ 时，发酵过程中种泥微生物仍有较高
酶活等有关［-&，--］，这和 ./01等人［-)］的结果一致。
! "# 初始 $%值对乙酸在耦合系统的两个反应瓶
中分配的影响

由于加入耦合系统的葡萄糖只进入反应瓶 2，
而没有进入反应瓶 $，反应瓶 $唯一的底物只能来
源于 2（已扣除种泥本身所产挥发酸和醇），即 2中
葡萄糖发酵产生的气体扩散进入 $，在同型乙酸菌
的作用下产生乙酸等发酵产物。$中乙酸含量占耦
合系统总乙酸含量的比例可以反映耦合系统中耗氢

产乙酸作用的强弱以及 2中发酵气体产量的大小
和快慢程度。图 3表示在反应瓶 $初始 #$ % 3(!，
而反应瓶 2的初始 #$值分别为 !、3、4、*、5、&’和 &&
时，$中所产乙酸（液相产品）分别占耦合系统总产
乙酸（液相产品）的比例，几乎呈“中低两高”分布。

原因可能是：当反应瓶 2初始 #$值较低时（如 #$

图 3 不同初始 #$值时反应瓶 $中乙酸含量（液相产品）
占耦合系统总乙酸（液相产品）含量的百分比

67+8 3 9:;<:1=0+: >? =@: A>/1= >? 0<:=0=:（B7C/7D
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（B7C/7D #;>D/<=E）#;>D/<:D 71 <>/#B71+ EFE=:A

% !或 3），葡萄糖缓慢降解，因而发酵气体缓慢释
放，与 $中的同型产乙酸菌相对较慢的耗氢产乙酸
作用存在相对的一致性［数据未给出］，因而 $中产
乙酸相对较高。当反应瓶 2初始 #$较高时如 #$
% &’和 && 时，此时产乙酸多，相应地产 $- 和 GH-

也多，因而 $中产乙酸也相对较高。理论上，厌氧
条件下 &A>B葡萄糖可产生 -A>B乙酸和 IA>B氢气、
-A>B二氧化碳，而后二者又可进一步地在同型乙酸
菌作用下转化为 &A>B乙酸，因此，同型乙酸化作用
所产乙酸占总乙酸的比例为 ))J。而本研究中反
应瓶 $中的乙酸所占比例偏低，这可能与气体由 2

向 $的扩散效应不够充分有关，因此本耦合工艺还
有待进一步优化。

!&’ 有机废物厌氧发酵技术生产乙酸的比较
当有机废物中有机成分单一时，可以考虑采用

纯菌发酵，如脱木素木质纤维（I(!+,K）发酵可得到
为 ’()+,+当量葡萄糖的乙酸产率［-I］。但当有机成
分复杂多样时，宜采用混菌发酵生产乙酸。L0: 等
人和 $/EEF 等人分别以葡萄糖（-&()+,K）［-!］和膨化
淀粉（&’+,K）［-3］为模式底物进行厌氧混菌发酵，分别
得到 -(!+,K 和 -(*+,K 的乙酸；$7;>E@7 等人将牛粪
（MN &)(I+,K）进行厌氧发酵，得到的乙酸浓度为
&(*+,K［-4］。采用多级逆流技术对有机废物进行混菌
发酵，可提高羧酸产量。如采用稻草和鸡粪进行混

合发酵，得到的总酸达 )’(! O I*+,K，总酸产率为
’(!3) O ’(335+,+MN［-*］；采用市政固体废物与污泥进
行混合发酵，产酸浓度达 -!+,K，其中乙酸 &’(!
+,K［-5］；采用纸与污泥进行混合发酵，得到的总酸为
&5(3+,K左右，总酸产率 ’(&- O ’(I-+,+MN，其中乙酸
含 !4J左右［)’］。国内采用混菌发酵技术将食品废
物转化为羧酸，得到的总 M62达 -*(!+,K，其中含乙
酸 I!(3J［)&］；当食品废物中 MN 为 5*+,K，最高乙酸
浓度可达 &5(!+,K［)-］。本研究利用产氢产乙酸与耗
氢产乙酸耦合系统生产乙酸，当葡萄糖浓度为 )’+,K
时，得到的最高乙酸浓度为 &’(I+,K，占液相产品浓
度的 !5J，乙酸产率可达 ’()*+,+葡萄糖，高于上述
文献中的乙酸产率。

( 结论
主要结论如下：

（&）产氢产乙酸,同型产乙酸两段耦合工艺的产
氢产乙酸段中，葡萄糖降解速度随着初始 #$值的
升高而增加，#$ % &&时略有下降。
（-）在不同初始 #$值条件下，产氢产乙酸段的
基本发酵类型为：#$ % !时进行乙醇型发酵；#$ % 3
和 4时主要进行丁酸型发酵；#$!* 时乙酸是主要
发酵产品。对于高初始 #$值（如 #$!*）的酸化，发
酵初期乙醇浓度较高，后期浓度降低，与此同时，乙

酸浓度升高，表明乙醇被氧化成乙酸。

（)）产氢产乙酸段的初始 #$值也影响耦合系
统的耗氢产乙酸作用，其乙酸产量在耦合系统总乙

酸产量中所占的百分含量随着 #$由 ! 到 && 而呈
“中低两高”分布，这可能与产氢产乙酸阶段的不同

初始 #$值时产气量、产气速度等有关。
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