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摘要#应用产甲烷菌抑制剂溴乙烷磺酸盐$U+5%阻断产甲烷过程&并添加丁酸盐以强化产氢产乙酸过程&研究不同条件下乙酸

和气体的累积&借助于热力学分析推断污泥产酸发酵过程中的乙酸累积机制B结果表明&在抑制产甲烷体系中&反应吉布斯自

由能降低至临界值$ c") IC)F7;c"%时&乙酸累积浓度达 % VP4&协同作用中产氢产乙酸菌与同型产乙酸菌产生乙酸的比例为

$y*’在]’ 分压为 *‘’ IWG& E VP4的丁酸和 % VP4的乙酸体系中&产氢产乙酸和同型产乙酸的协同作用不再发生B同型乙酸菌和

产氢产乙酸菌可利用协同作用产生乙酸&但产氢产乙酸菌与同型产乙酸菌的互营关系是有限的B
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!!污泥厌氧消化并生产甲烷作为城市污泥处理处

置的重要方法之一已经得到了广泛的应用B近年来&
由于甲烷的实际利用率以及甲烷生产过程中的二氧

化碳排放问题&污泥厌氧消化生产挥发性短链脂肪

酸受到愈来愈多的关注
," a*-B作为挥发性短链脂肪

酸中最重要的乙酸不仅具有较高的附加值&而且用

途也较为广泛B但是要进一步提高污泥中有机物的

乙酸转化效率及其累积量&则必须对污泥厌氧消化

反应器中乙酸的累积机制进行详细深入的研究B
污泥厌氧消化是一个由多种微生物相互协同(

共同完成的复杂过程B目前公认有 E 种主要的微生

物类群参与了这一过程&即水解发酵细菌(产氢产乙

酸菌(同型乙酸菌(产甲烷菌B其中产氢产乙酸菌转

化短链脂肪酸生成氢和乙酸的反应在热力学上是一

个不可进行的反应&但由于食氢产甲烷细菌能够以

]’P60’ 为底物生成甲烷&使反应体系始终保持极低

的]’ 分压&从而*拉动+了该反应的进行B而在产酸

反应器中&没有了食氢产甲烷细菌&是什么在*拉

动+产氢产乙酸反应. 根据相关反应的吉布斯自由

能分析&正常的厌氧反应器在 ]’ 利用方面&产甲烷

菌强于同型乙酸菌&因此同型乙酸菌常处于弱势B但
从理论上讲&若氢分压保持在较高水平&同型产乙酸

菌即可发挥耗氢产乙酸作用&绝大部分低碳有机物

可转化为乙酸B本课题组之前研究也表明&以葡萄糖

为底物的产氢产乙酸P同型产乙酸二相耦合系统可

以显著提高乙酸产量
,E-B
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本研究 采 用 产 甲 烷 菌 抑 制 剂 溴 乙 烷 磺 酸 盐

$U+5%阻断产甲烷过程
,)- &同时&添加丁酸盐强化厌

氧体系的产氢产乙酸反应&通过与对照实验比较&分

析反应体系中乙酸和气体的累积情况&并借助热力

学分析&阐明产氢产乙酸反应与同型产乙酸反应的

关系B这对完善有机酸的累积机制&实现乙酸的累积

方面具有重要的理论价值B

QR材料与方法

QSQ!污泥来源及种泥驯化

发酵用底物污泥取自无锡市城北污水处理厂污

泥浓缩池B为富集产酸菌&加速产酸&抑制产甲烷&对

种泥进行了驯化B取其中’ ((( V污泥$湿重%与 ’)(
V葡 萄 糖 加 入 到 "’ 4Y35U反 应 器 中& 采 用 *
F7;)4c"盐酸调节初始 O]为 $‘(&在 *)p下连续运

行&进行驯化&驯化期间定期监测反应器内 O]变化

情况B驯化 ’ 周后&反应器出水 O]最终稳定在 E‘)
左右B

采用文献,%- 提到的方法测定污泥的相关指

标&’ 种污泥的性质见表 "B
表 QR厌氧污泥与接种污泥性质

2GR;@"!6:GLGM9@LAN9AMN7SG8G@L7RAMN;>?V@G8? N@@? N;>?V@

参数 厌氧污泥 接种污泥

总固体$25%所占质量分数Pi &$‘’) q"‘)E *(‘E) q(‘$’
挥发性固体$-5%所占质量分数Pi )E‘E$ q’‘’& &)‘E$ q"‘’"
总蛋白占 -5的质量分数Pi )#‘%( q"‘E$ %)‘*’ q"‘("
总碳水化合物占 -5的质量分数Pi "’‘)’ q(‘&" ’(‘&E q"‘$E
总脂类占 -5的质量分数Pi "‘’E q(‘’’ "‘$ q(‘’&
6P, "’‘’’ q(‘$’ ,X"%

磷所占质量分数Pi (‘*" q(‘(’ ,X!

"%,X表示未测定

QSE!实验装置及运行参数

设置了 E 个容量为 " 4气密性能良好的三角瓶

进行厌氧发酵&" 号为空白对照$简称空白%&’ 号添

加丁酸钠$简称丁酸%&* 号作为 U+5 抑制对照$简

称U+5%&E 号同时添加丁酸钠和 U+5$简称协同%&
其他条件完全相同B瓶中发酵液由种泥和作为底物

的污泥混合液组成&培养条件如下#取新鲜污泥 ’)(
V&接种 ’) V种泥&加入适量微量元素液

,$-
使培养物

总体积为 $(( F4&用,G0]溶液将 O]调至 $‘(‘泵

入氮气 * FA8 以去除顶空和液相中的氧气&然后迅

速用丁基胶塞密封后置于转速为 "’( LPFA8和温度

*)p q"p摇床厌氧发酵BU+5$纯度 ##‘)i&溶液

形式%和丁酸的终浓度分别为 )( FF7;P4和 #(‘&
FF7;P4&充气完毕后由反应器进样口加入B定期采

样测气体组分(产气量&同时取 ) F4液体样品于离

心管内冷藏备测B
QSG!分析方法

挥发性 有 机 酸 $-=3N%# 气 相 色 谱 法 $ 岛 津

[6’("(%&毛细管柱型号 W+[D’(1&*( Fl(‘*’ FF
l(‘)( $FB气 化 室 温 度 ’)(p&=.X检 测 器 温 度

’)(pB采用一阶程序升温&柱箱初始温度 &(p&保

留 ’ FA8&升温速率 ") pPFA8&升至 "#(p停留 "
FA8&载气为高纯氮气&通过内标法$ED甲基戊酸%定

量各组分B
气体组分$]’(60’(6]E%# 气相色谱法$岛津

[6’("(%&不锈钢填充柱型号 WL7WGLId&(‘* MFl
’(( MF&)( a&( 目B进样口温度 E(p&26X检测器温

度 &(p&柱温 &(p&电流 )( F3&载气为高纯氮气&
通过外标法$标准混合气体%定量各组分B

O]值#实验室用 O]计$梅特勒D托利多=+’(%B
污泥含水率(-5 均采用国家标准方法测定

,&-B
QST!热力学分析

产氢产乙酸和同型乙酸过程的实时吉布斯自由

能$/P%由各自的标准吉布斯自由能$/P(%和实时

反应物和产物浓度&结合能斯特$,@L8N9%方程和范

德霍夫$-G809]7SS%方程计算而得B反应方程式及

其标准状态下的吉布斯自由能$" F7;P4& "() WG&
’#&‘"E %̂ ,#-

如下#
6E]$0

c
’ $Gg% b’ ]’0$;%

$((!! ’6’]*0’
c$Gg% b]bb’ ]’$V%

!!$/P(kmbE&‘" IC)F7;c"% $"%
E]’$V% b’60’$V%

$((!! 6]*600
c$Gg% b]b$Gg% b’]’0$;%

!!$/P(kmc))‘" IC)F7;c"% $’%

ER结果与分析

ESQ!抑制产甲烷对丁酸降解的影响

协同实验与其对照实验中丁酸的降解曲线如图

" 所示B二者初始的丁酸浓度均为 & VP4&未抑制产

甲烷实验的丁酸在运行前期保持较快的降解速率&
直至第 ’% ? 完全降解至检测限以下B而协同实验在

运行初期$前 "( ?%与对照实验趋势基本相同&但在

运行至 "$ ? 以后停止降解&浓度稳定在 E VP4左右&
降解率不到 )(iB这是由于产甲烷反应的阻断造成

氢气和乙酸累积&而氢气和乙酸恰恰又是丁酸降解

反应的终端产物&它们的累积造成的产物抑制使得

丁酸不能继续降解B李建政等
,"(-

在以丁酸钠为唯一

E$%"
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碳源的选择性培养基也观察到类似现象&丁酸在经

过快速降解后达到停滞期&在解除产物抵制后才恢

复降解能力B丁酸停止降解时&体系中乙酸浓度为 %
VP4$"(( FF7;%&不同于 3:LA8V等

,""-
得出的乙酸浓

度高于 "%‘E FF7;时抑制丁酸降解的结论B

图 QR丁酸的降解曲线

=AVB"!WL7SA;@N7SR>9<LG9@$]U>% ?@VLG?G9A78 A8 ?ASS@L@89L@GM97LN

ESE!乙酸的累积情况

各实验组乙酸累积的变化曲线如图 ’ 所示B

!!空白实验和丁酸实验在 "( ? 后&产甲烷反应占

据优势地位&体系中的乙酸均能迅速生成甲烷&乙酸

浓度低至 (‘* VP4以下&而丙酸(丁酸等-=3N未能及

时转化为乙酸或甲烷&乙酸占总酸比例有所下降B其

他时间和各培养条件下的乙酸均占 -=3N的主要成

分,$图 ’$R%-B图 ’$G%中可以看出&空白实验中乙酸

积累最为迅速&在第 $ ? 浓度达到最高的 ) VP4&与此

同时&乙酸占总酸的比例也达到最高的 $$iB丁酸实

验与空白实验的趋势相似&但有所滞后&这是因为丁

酸比污泥更容易被细菌利用&产酸菌群在没有可利用

的丁酸时才会进行污泥产酸B丁酸实验在第 "( ? 乙

酸浓度才达到最高&$ VP4也比对照实验的最高乙酸

浓度更高&乙酸占总酸比例同时达到最高的 $’iB
U+5 实验在运行初期乙酸含量迅速增加&在第 "( ?
达到最高&随后稳定在 ) VP4左右B协同实验同样比

U+5 实验略为滞后&在第 ’E ? 停止增长&稳定在 %
VP4左右&比U+5 实验的乙酸累积高 " VP4B这是因为

协同实验除污泥发酵产生乙酸外&产氢产乙酸菌利用

反应$"%降解丁酸也会产生乙酸B

图 ER不同培养条件下乙酸累积的变化情况

=AVB’!3MM>F>;G9A78 7SGM@9G9@$]3M% A8 ?ASS@L@89L@GM97LN

ESG!气体的累积

不同条件下气体产生情况如图 * 所示B
未抑制产甲烷的空白实验和丁酸实验在反应刚

开始的前 ’ ? 产生少量氢气&丁酸实验最高氢气累积

只比对照实验的高 (‘* IWG&但都在 E ? 后快速消耗

至检测限以下B抑制产甲烷的 U+5 实验和协同实验

在反应初期氢气迅速积累&U+5 实验 E ? 即达到稳定

’‘% IWG& 协同实验在 "( ? 左右稳定在 *‘’ IWG左右B
空白实验反应初期的前 E ? 没有甲烷产生&从

第 E ? 开始甲烷迅速增加&到第 "( ? 稳定在 )( IWGB
丁酸实验在 "( ? 后还继续增加&在 ’% ? 左右不再增

加&稳定在 %( IWGB应注意到&图 " 中丁酸也是在第

)$%"
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’% ? 完成降解&与甲烷产生情况相符B丁酸实验比

空白实验多产生 "( IWG的甲烷&相当于 $‘& FF7;
丁酸降解BU+5 实验和协同实验均未检测到甲烷B

未抑制产甲烷的空白实验和丁酸实验在反应刚

开始的前 * ? 60’ 迅速积累&并在随后分别达到稳

定的 ’% IWG和 ’* IWG左右B丁酸实验的60’ 累积量

比空白实验略低&这是因为丁酸降解并不产生 60’&
60’ 全部来自污泥发酵&而丁酸实验中因为丁酸的

大量存在导致污泥发酵效率低于空白实验B抑制产

甲烷的 U+5 实验和协同实验在反应前 "( ? 始终保

持 60’ 积累&随后开始下降&这可以解释为被同型

产乙酸利用BU+5 实验最高60’ 累积量为 *%‘$ IWG&
最后稳定在 *( IWG左右&下降了 %‘$ IWG&根据反应

$’%计算相当于 (‘%’ VP4乙酸’而协同实验最高60’
累积量为 *#‘E IWG&最后稳定在 ’( IWG左右&下降

了 "#‘E IWG&相当于 "‘&E VP4乙酸B

图 GR不同实验条件下发酵瓶顶空气体中 :E(-:T(-CE 累积情况

=AVB*!WL7SA;@N7S]’&6]E&60’ GMM>F>;G9A78 A8 ?ASS@L@89L@GM97LN

图 TR同型产乙酸和丁酸降解的吉布斯自由能变化

=AVBE![ARRNSL@@@8@LVA@N7S:7F7GM@97V@8AM]’ M78N>FO9A78 G8? N<89L7O:AMR>9<LG9@D7JA?AeA8VOL7M@NNMG;M>;G9@? SL7F?ASS@L@89L@GM97LN

EST!吉布斯自由能

计算了 E 组实验的同型产乙酸反应以及产氢产

乙酸反应的热力学$图 E%&为阐明同型产乙酸反应

和产氢产乙酸反应的关系提供理论证据B
从图 E$G%可以看出&产甲烷被选择性抑制后&

由于 ]’ 分压的抬升&同型产乙酸过程变得可以自

发进行&且抑制产甲烷的 U+5 实验和协同实验中

/P没有显著差异$2m(‘%*%&都低于同型乙酸菌生

长的最低吉布斯自由能B说明产物乙酸对同型产乙

酸的/P影响不大B而在正常污泥厌氧发酵过程中

%$%"
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$空白实验%&系统为同型产乙酸菌所提供的能量极

为有限$/Ptc"‘" IC)F7;c"%B由此可以判断&在

产甲烷过程占优势的生境中&同型产乙酸过程从生

化反应角度并不容易发生$/Pt( IC)F7;c"%B而在

投加 U+5 后$无论加丁酸与否%&/P已变得足够低

$/Pn c") IC)F7;c" %&此 能 量 已 足 以 合 成 "P*
32W&于是在热力学上变得可以自发进行

,"E-B图 E
$R%中&未抑制甲烷样品培养过程中&丁酸降解的吉

布斯自由能始终 nc’# IC)F7;c"&甚至在 "$ ? 达到

c)* IC)F7;c"B说明反应始终在自发进行B而 U+5
培养使污泥发酵的产氢产乙酸过程处于能否自发进

行的临界水平$/P% c") IC)F7;c" %&协同实验的

吉布斯自由比 U+5 实验略大$2n(‘()%&但没有数

量级的差异B

GR讨论

图 ’$G%中&U+5 实验在第 "( ? 乙酸浓度达 )
VP4后&停止累积&说明产氢产乙酸和同型产乙酸反

应都不再进行&而协同实验仍然有乙酸产生&直到第

’E ? 停止&乙酸浓度达 % VP4B而这显然不是底物降

解产生的&因为图 " 中可以看到&丁酸在 "$ ? 时已

经停止降解了B从生化反应原理上说&满足微生物生

长至 少 需 要 "PE a"P* F7;32W$/P n c")
IC)F7;c"% ,"’-B从图 E 中可以看出&抑制产甲烷的

U+5 实验和协同实验&无论同型产乙酸还是产氢产

乙酸&其吉布斯自由能都在接近 c") IC)F7;c"的水

平&以下讨论造成 U+5 实验和协同实验中乙酸具有

不同累积效应的原因B
从反应热力学角度分析&抑制产甲烷实验中乙

酸的累积过程可以用以下连锁效应来说明#U+5 加

入后&食氢产甲烷菌,反应$*%-和食乙酸产甲烷菌

,反应$E%-被抑制&产氢产乙酸菌利用反应$"%使

]’ 分压和乙酸浓度提升&使得反应$"%的吉布斯自

由能增加&导致了产氢产乙酸菌活性被抑制&直至反

应停止B另一方面&由于没有了产甲烷菌的竞争&]’
分压的提升使反应$’%的吉布斯自由能降低&刺激

了同型产乙酸菌的活性&这样同型产乙酸菌利用产

氢产乙酸菌生成的氢气&产生乙酸&而 ]’ 分压的下

降又反过来解除了产氢产乙酸的热力学抑制&进而

继续*拉动+产氢产乙酸作用B这就是产氢产乙酸菌

与同型产乙酸菌的协同作用B
]60c’ $Gg% b]

bbE]’$V $((%

6]E$V% b*]’0$;%

$/P(kDc"*)‘% IC)F7;c"% $*%

6’]*0
c
’ $Gg% b]’0$; $((%

6]E$V% b]60
c
’ $Gg%

$/P(kmc*"‘( IC)F7;c"% $E%
!!基于以上分析&协同实验中由于外源底物丁酸

的加入&强化了产氢产乙酸反应&氢气产物的增加刺

激了同型产乙酸反应&在产氢产乙酸反应的吉布斯

自由能在临界状态下&继续拉动该反应&强化了产氢

产乙酸P同型产乙酸反应&造成乙酸在 "( ? 后继续

累积B
根据图 *$G%&未抑制产甲烷的空白实验和丁酸

实验在反应开始的前 ’ ? 产生少量氢气&同时从图 E
$G%可知&氢气随即被产甲烷菌和同型产乙酸菌消

耗&因此后期没有氢气累积&同型产乙酸反应不能发

生&但产氢产乙酸在食氢产甲烷菌的拉动下能够持

续进行B同型产乙酸菌生成的乙酸可通过反应$’%
进行推算&协同实验中产氢产乙酸菌生成的乙酸可

通过反应$"%计算B表 ’ 为不同条件下底物的变化

及其微生物对产乙酸的贡献B结果表明&协同实验中

产氢产乙酸菌与同型产乙酸菌产生乙酸的比例大约

为 $y*B
表 ER不同条件下微生物底物的变化及其对产乙酸的贡献"%

2GR;@’!678N>FO9A78 7S7LVG8AMFG99@LG8? M789LAR>9A78

97GM@9G9@$]3M% A8 ?ASS@L@89L@GM97LN

指标 空白 丁酸 U+5 协同

乙酸浓度PV)4c" )‘( $‘" )‘" %‘"

丁酸降解率Pi /’% "(( / E’‘’

60’ 分压PIWG ’% ’* *#‘E E’‘*

]’ 分压PIWG (‘&) "‘"* ’‘% *‘’

产氢产乙酸PV)4c" 未知 "(‘# 未知 E‘%(

同型产乙酸PV)4c" 未知 未知 (‘%’ "‘&E

产氢产乙酸y同型产乙酸 / / / $y*

"%表中数据均为累积的最高值’ ’% */+表示该数据空缺

!!虽然协同实验在反应吉布斯自由能达到临界值

时&仍能利用产氢产乙酸菌与同型产乙酸菌的协同

作用继续产生乙酸&最终乙酸累积高达 % VP4&但体

系中仍有 E VP4的丁酸存在B这说明厌氧微生物在有

互营关系存在条件下其吉布斯自由能只和连接互营

关系的中间产物有关&对于产氢产乙酸和同型产乙

酸来说&这种互营关系是有限的B

TR结论

$"%抑制产甲烷体系中&在反应吉布斯自由能

达到临界值时&产氢产乙酸菌与同型产乙酸菌可利

用协同作用产生乙酸B在人为强化产氢产乙酸反应

$$%"
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的情况下&协同作用中产氢产乙酸菌与同型产乙酸

菌产生乙酸的比例为$y*B
$’%产氢产乙酸菌与同型产乙酸菌的互营关系

是有限的B在 ]’ 分压为 *‘’ IWG&E VP4的丁酸和 %
VP4的乙酸体系中&产氢产乙酸和同型产乙酸的协同

作用不再发生B
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