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A摘要：通过对产酸发酵细菌细胞内生物物理化学及发酵途径分折表明，控制生物产酸 
发酵类型的主要因素有NADH／NAD 平衡和发酵产aoM,l~末端数量。根据截生榜的生理生 

态学原理及试验结果分析，证实所发现的乙醇型发酵优于丁酸型发酵和丙酸型发酵。此外，还 

对氢分压与丙酸积累的相关性提 出新的见解 

关键调：鏖坐盐墨 墨壁基型 圭墨生盎茎， 墼垦皇墨一 

=相厌氧生物处理工艺中，产甲烷相的 

代谢速率及运行稳定性在一定程度上取决于 

产酸相发酵产物各组分的产率。在某一生境 

中，产酸细菌通过生理上的代谢调节作用以 

适应生境中的生态因子，并影响着发酵产物 

的组成；发酵产物又可使生态系统发生改变， 

进而对细菌的代谢过程起反馈调节作用 这 
一 代谢的反馈调节作用，导致产酸细菌对有 

机物的发酵呈现不同的发酵类型。众所周知， 

有机废水产酸发酵类型有丁酸型发酵和丙酸 

型发酵两种，但由于这两种发酵类型都将不 

同程度地存在丙酸产率较高，因而对后续产 

甲烷相带来潜在危害。所以，探讨最佳发酵 

类型 ，寻求最佳生态环境，对提高厌氧生物 

处理能力有一定指导意义 

我们采用高效产酸发酵反应器 ，以糖蜜 

为底物，发现一种可称之为乙醇型发酵的新 

型发酵类型。通过生理生态学分析，证实这 
一 发酵类型的稳定性优于丁酸型发酵和雨酸 

型发酵，并且降低了丙酸的产率 

l 试验装置与方法 

1．1 试验装置 

我们所研制的高效产酸发酵反应器属连 

续流搅拌槽式反应器 (CSTR)，内设气、液、 

本文 收稿 ：1994—07— 11 

固三相分离器。反应器总容积为 12．63L，反 

应区容积为 9．03L，试验温度 3O～35 c。反 

应器设有搅拌器，通过轴封保证反应区的密 

封条件。 

产 甲烷相 采 用 UASB反 应器 ，直 径 

100ram。总容积 22．6L，反应区容积 16．3L， 

试验温度 3O℃ 试验流程见图 1。 

产酸发酵反应器 UASB~．．应器 

图 1 稠相 厌氧生 物处 理试 验流 程 

1．2 污泥接种与培养 

产酸相污泥取 自本校实验室中好氧生物 

处理模型中的活性污泥，在有机负荷为 5～ 

lOkgCOD／(m ·d)的条件下，经约 30d，出 

水 pH值降至 5以下，培养出产酸发酵的厌 

氧活性污泥 正常运行中，厌氧活性污泥浓 

度为 20--~30g／L 
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产甲烷相污泥取 自本校实验室中已培养 

成熟的厌氧颗粒污泥。 

1．3 试 验 用威 物 

底物采用甜菜制糖厂糖蜜，水样配制中 

仅补充少量 N、P。 

1．4 分析项 目及测 定方法 

1．4．1 COD值采用重铬酸钾法。 

1．4．2 pH值采用 pHS一25型酸度计。 

1．4．3 气相 发酵产物分析 采用 sP一2305 

型气相色谱仪，热导池检测器“ 。 ’ 

1．4．4 液相发酵产物分析采用 SC一7型气 

相色谱仪，氢火焰离子检测器。采用我们开 

发的能一次幢出乙醇、乙酸、丙酸、丁酸和 

乳酸等的方法。 

2 生理生态学分析 

2．1 细胞 内电离平衡和缓冲系兢 

2．1．1 细胞内有机酸的电离平衡 产酸发酵 

中酸性末端产物主要有己酸、丙酸和丁酸，在 

30X2条件下，电离常数相差无几，所以可将 

丙酸和丁酸换算成等当量的乙酸。 

对于乙酸的电离平衡 

HAe；- I"H +Ae一 

细胞内、外有机酸的电离平衡关系为 

KA= = ㈣  

其中 K =̂1．74×10 ：10 。 

因为可测得的总有机酸 HACT包括离 

子态和分子态，即 

(HACT3 一 fl-IAc) q- (Ac一] (2) 

由式 (1)和式 (2)可得 

=  杀 (3) 话 芒 i葡 【3 J 
由于细胞膜带有负电性，所以，当细胞 

内外传质达到动态平衡时，分子态有机酸达 

到 

(HAe3̂ = (HAt3̈  (4) 

根据式 (3)和式 (4)可得 

= ㈥  萌 【5) 

设 pH =4、4，pH =6～6 5，则 由式 

(3)和式(5)可以得出 下分析结果。 

①[Ac一] ／[HACT] =30．5 }[Ac： 

／(HACT3 ；94．6 ～98．2 。可见，细胞 

内的有机酸主要以离子形态存在； 

②[HACT3 ／[HACT3”=l2．9～39．2， 

这表明，产酸细菌处于酸性生境中 细胞内总 

有机酸含量远超过细胞外。本试验中在正常 

运行条件下，pH =4．4，生境中总有机酸浓 

度为 0．044mol／L，则细胞内总有机酸浓度达 

0．57～1．73mol／L，并且 95 以上处于离子 

状态。 

2．1．2 细胞内 HCO；／CO (aq)缓冲系统。 

对于产生大量 CO，的发酵细菌来说，碳酸平 

衡将柑成细胞内的主要缓冲系统。对于 pH< 

8的体系，CO 的气、液平衡及电离平衡可表 

示为 

CO (g) c9 (aq)+H O H CO。 

錾 HCO；+Ht 

其中 k为亨利常数 ；K为 CO (8q)与 H CO 

间平衡常数，30'C时K一3．9×10 ；Ka为 

H：CO 与 HCO 一。间电离平衡常数，30C时 

Ka一 1．66× 10～ 。 

细胞内的分子态碳酸以 CO (aq)形态存 

在，所以，液相碳酸电离平衡为： 

CO2(aq)+ H2O HCO；-+ H 

黑 ㈤ 五 1丽 厂 ‘ 
其中 一 ·Ka一6．47×10- ， 

p = 6．19。 

根据 Henderson—Hasselaleh公式．细 

胞内缓冲系统的pH值为 

H一 + g ； c 
实践证 明，对于这一碳酸平衡体 系，在 

pH=6．19～7．19范围内，HCO~,／CO (Idq)缓 

冲系统对弱酸具有较强的缓冲能力。 

此外，由于细胞内Hc0 一／co (aq)为一 

个敞开系统，当发酵中所产生的质子 H 增 

多时，可通过 CO2(aq) 一一C02(aq) 一一 

CO。(g) 过 程保 证 细胞 内 ~HCO；3／~CO 
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(aq)]值较恒定。这是产酸细菌细胞内有机酸 

浓度较高时 ，仍能维持正 常生理条件下 pH 

值(一般为 6～7)的关键所在。 

2．2 碳水堰舍物发酵途径及类型 

碳水化合物发酵产物有乙酸、丙酸、丁 

酸、乳酸和乙醇等(图2)，从生化反应热力学 

来看，以上反应均可自发进行。但由于细菌种 

群和生态条件的差异，以及细菌自身代谢调 

节作用等原因，导致发酵过程遵循不同的代 

谢途径，呈现不同的产物产率。 

复杂碟水他台物 — —  C~Ht206 

葡萄糖 

图2 细菌的碳水化台物发酵途径 

废水厌氧生物处理中主要存在两种产酸 

发酵类型：丁酸型发酵，产物为乙酸、丁酸、 

H ／co 和少量丙酸 ；丙酸型发酵．产物为乙 

酸、丙酸、少量丁酸和 CO 。我们(1993) 在 

试验中发现一种细菌性乙醇型发酵 ，主要发 

酵产物为乙酸、乙醇、Hz／COz。从微观角度分 

析，细菌细胞 内 NADH／NAD~的平衡调节 

过程及发酵产物酸性末端数量是影响发酵类 

型的主要因素。 

2．3 产酸 发 酵 中 NADH／NAD 的 平 衙 调 

节 

在发酵过程中，底物的氧化是通过脱氢 

作用 (失 电 子)完 成 的，同时 产 生 大量 的 

NADH。由于发酵细菌细胞内缺乏电子传递 

体，所以．NADH不能通过电子传递 得以再 

生。但是 ，生物体内的 NAD 是有限的 只有 

+H ： 

I 

! 

— — J 

维持细胞 内 NADH／NAD 在一定范围内， 

才能保证发酵过程持续进行。 - 

2．3．1 发酵过程 对 NADH／NAD 平 衡的 

调节 

大量试验结果表明，产酸发酵申，为了维 

持细胞 内 NADH／NAD 在一定范 围内，产 

乙酸过程常需与丙酸发酵或乙醇发酵相耦联 

(见围 2)l当 与 丁酸 发酵 相耦 联 时，仍 有 

NADH积累．但无疑可降低积累程度。由此 

不难理解，在废水厌氧生物处理中为什么会 

存在丁酸型、丙酸型和乙醇型发酵。 

2．3．2 H 的产生对“多余”电子的调节 

心 的产生是解决氧化还原中产生的“多 

余 电子 ，从而维持 NADH／NAD 平衡的另 
一 种调控机制 。H 的产生可通过两种方式。 

(1)H 直接产生途径。这一过程发生于 
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丙酮酸脱羧作用中(参见图 2) 

(2)NADH／NAD 平衡调节产 H2途径。 

NADH 在氢化酶作用下．通过 H：释放得到 

再生 。 

NADH H 一 — NAD +H2 

△Go=一21．84 kJ／tool 

这一反应在“生物化学”标准状态下( 

= 298．1 5K，pH= 7，Pm = 1013 hPa)．△ (j 

= +18．12 kJ／mol。这表明，NADH释放 H z 

的过程一般不能自发进行。当pH值较低，并 

以乙酰 CoA作为激活剂 ，反应进行的可能性 

增加 。 

2．3．3 生物合或代谢对NADPH的利用 

还 原 性 的 生 物 合 成 代 谢 中 需 提 供 

NADPH。NADPH可来源于 EMP途径，也 

可在能量的参与下由 NADH转化．由此可减 

少细胞 内的 NADH。 

综上所述．NADH／NAD 的平衡调节是 

导致生物发酵呈现不同发酵类型的重要原因 

之一，同时也影响着生物发酵的进程 

2．4 发酵类型的稳定性 分析 

根据国内外产酸相试验结果(表 1)．当 5 

<pH<6时．丙酸产率太多较高。这一现象 

． ， 

可根据生物的生理调控机制加以分析， 

表 1 国内外 分产酸相反应器出水中的发酵产物组成 

(1)当 pH>6．0时，产酸细菌处于最适 

繁 殖 条 件，可 大 量 利 用 NADPH (即 

NADH)。此条件下发酵细菌常进行丁酸型 

发酵 。 

(2)当 pH=5～6时，产酸细菌繁殖速率 

降低，丁酸型发酵由于 NADH的积累，使代 

谢过程远离平衡状态。此时常需借助于丙酸 

发酵保证 NADH／NAD 处于平衡状态，因 

此常呈丙酸型发酵 。 

(3)当 pH<5时，细胞内酸性末端数量 

将成为控制发酵产物组成的限制性园索。根 

据 式(5)，随着生境中 pH值降低，细胞 内总 

有机 酸积累倍数显著增 加。此时 NADH／ 

NAD 平衡调节产 H：可能性提高，常呈现丁 

酸型发酵，但丙酸产率也较高。 

由以上分析可见．丁酸型发酵稳定性远 

不及丙酸型发酵，所以，从国内外资料来看 ． 

普遍存在丙酸产率较高的现象。 

我们以糖蜜为底物所进行的产氢一一产 

酸发酵试验结果表明(表 2)，pH>5时为丁 

酸型发酵，而 pH<5时，呈现乙醇型发酵。如 

前所述 ．当pH值很低时，酸性末端数量的减 

少将有利于发酵过程的正常进行。因而，以中 

性产物乙醇作为掖相主要发酵产物，不但可 

减小酸性末端产物的抑制作用，而且从氧化 

还原过程来看，可以获得有序的发酵过程．促 

使发酵速率加快。试验结果表明．即使当有机 

负荷高达 107kgCOD／fm~·d)，丙酸浓度仍 
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*其 它 产 物 怒'珞 

很低 由此可见．在较低 pH值条件下，乙醇 

型发酵的稳定性将优于丁酸型发酵和丙酸型 

发酵 

2．5 氢分压与 丙酸积 累相关性分析 

众所周知，丙酸无疑对产甲烷相的正常 

运行带来潜在的危害。我们在试验中发现r圉 

3)，即使产酸相出水中丙酸含量较少，但由于 

i 
l 
蠹 

晏 
士L 

： 

： 

。  

L 一 

囹]翟口团 
己 乙 丙 丁戊乳 

酸醋酸 酩酸酶 

图 a 产酶相(上)和产甲烷相(下) 

出水中有机物组成 

1．产 甲烷相 pH6．6 2 产 甲烷 相 pH6-2 

3 产 甲烷相 pH5 9 

产甲烷相中发酵细苗对丙酸的进一步代谢能 

力有限 ，以及其它有机酸f如乳酸等)的转化， 

在高负荷时产甲烷相出水中丙酸含量反而有 

增加的趋势(最高可增加 2倍多)，致使产 甲 

烷相有机负荷难以提高。 ’ 

有人认为，氧分压高是造成丙酿积累的 

原因，我们认为这一观点值得商檀。从宏观上 

看，每当氢分压较高时，常发生 丙酸积累，但 

从微观上分析(参见图 2》，分子氧的产生与 

丙酸盼产生井无直接关系。H：主要是伴随着 

丙酮酸脱羧生成乙蘸 CoA而产生；丙酸的产 

生是由于以乙酸作为终产物时，产生的过量 

NADH需要与丙酸发酵过程相耦联 是否是 

由于 H：本身引起生境改变而导致丙酸产率 

提高?对此，可引用D~nac等(1988)。 采用糖 

蜜废水所进行的一项试验结果加以分析。在 

产酸相中，人为地筒度虚器肉加入H。，提高 

氢分压，并未使丙酸产率增加；然而，反应器 

内生物代谢所造成的氢分压提高，则显著地 

增加了丙酸产率。由此可见，氢分压与丙酸产 

率之间的关系并不是简单的相关关 系，这种 

现象可根据微生物的生理生态学理论加以分 

析。 

根据 2．4中分析 ，若发酵中乙酸产率较 

高，往往导致 H。产率较高，并伴随着 NADH 

增多。在无其它途径使 NADH得以再生的条 

件下．通过与丙酸发酵相耦联以保证 机体 内 

NADH／NAD 平衡将是最适调节机制，这就 

呈现出氢分压与丙酸产率的 相关关系。然 

而，对于乙醇型发酵，即使当产酸相中氢分压 

高达 500hPa时，也未 出现丙酸积累现象(均 

低于 2．8mmo[／L)。这充分表碉，氢分压高不 
一 定使丙酸产率高，产乙酸过程与乙睡发酵 
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相耦联．可避免丙酸积累。然而．对于单相厌 

氧生物处理反应器，如 UASB反应器下部区 

域．欲保证 pH值始终大于 6较困难 ，所以， 

出现氢分压高的同时伴随着丙酸积累不难理 

解。这也进一步表明．通过控制发酵细菌处于 

最佳生态环境，避免丙酸积累，是二相庚氧生 

物处理工艺的优越性之一。 

3 结论 

(1)产酸细菌细胞内总有机酸含量 比细 

胞外高几十倍，并且主要以离子形态存在。维 

持产酸细菌细胞内pH值处于正常生理条件 

的因索是细胞 内存在 Hc0 ／CO (ag)构成 

的敞开缓冲系统． 

(2)控制生物发酵 类型的主要 因素为 

NADH／NAD~平衡和发酵产物酸性末端数 

量，这两要索的生物代谢调控作用受生境中 

生态因子(如 pH值)影响。 

(3)乙醇型发酵不但可减少酸性末端数 

量，维持细胞内正常生理条件下的 pH值．而 

且可通过产乙酸过程与乙醇发酵相耦联．维 

持细胞 内的 NADH／NAD 达到动态平衡 

这一耦联避免了丙酸积累，这是丁酸型发酵 

所不及的。 

(4)氢分压高并不是导致丙酸积累的直 

接 原 因．从 理 论 上 分析 ．丙 酸 的 产 生 与 

NADH／NAD 平衡有关。当产酸发酵类型为 

乙醇型发酵，即使氢分压很高 ．也不致发生丙 

酸积累。 
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