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摘  要: 乙酸、丙酸、乳酸及丁酸是厌氧发酵产氢过程中 4 种主要的液相末端发酵产物, 其积累对

产氢过程有一定的抑制作用。实验利用多种有机酸胁迫提高污泥的酸耐受能力, 并以污泥中脱氢酶

活性为生化指标, 对不同浓度酸胁迫下厌氧污泥活性变化进行了研究。通过对胁迫后污泥产氢量及

末端产物进行对比。结果表明, 酸胁迫后污泥产氢量有一定增加, 其中乙酸和丁酸胁迫效果最好, 较

对照组提高了近一倍; 末端产物分析研究表明, 不同的有机酸胁迫后, 其产量在发酵过程中都有一

定的增加, 而乙酸含量在酸胁迫后都有不同程度的提高。 
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Abstract: The major organic acids produced in the fermentative hydrogen production by mixed cultures 

were acetic acid, propionic acid, lactate acid and butyric acid, etc. which had negative effect on hydrogen 

production. The acid tolerance of mixed cultures was improved by the metabolites stress and the sludge ac-

tivities under different stresses were investigated through the dehydrogenase activity (DHA) determination 

in the work. The results showed that certain metabolite stress could increase the hydrogen production and the 

metabolite yield, especially when acetic acid and butyric acid were used for stress. Importantly, the cumula-

tive hydrogen quantity nearly doubled compared with the control. Interestingly, the acetic acid production 

enhanced extensively regardless of the stress method of all groups. 
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随着能源危机的加剧, 氢气作为一种清洁可再 生能源越来越受到全世界的关注。在众多种制氢方
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法中, 利用微生物厌氧发酵生物质(有机废水、秸秆

类农林业废弃物、有机垃圾等)制氢, 具备治污、环

保和产能等多重优越性, 开发前景广阔, 目前已成

为各国关注的研究课题。在以厌氧微生物进行发酵

产氢的过程中, 伴随着乙酸、丙酸、乳酸以及丁酸

等液相末端产物的生成。这些代谢物的生成量受接

种量、底物、pH 等因素的控制。通常来说, 较高的

产氢量伴随着丁酸, 乙酸的积累, 而丙酸、乳酸以及

还原性产物的积累会导致较低的产氢[1]。厌氧细菌

发酵葡萄糖主要的产酸产氢反应如表 1 所示, 其最

大的理论产氢量为 4 mol H2/mol glucose。 

然而在发酵过程中, 有机物厌氧降解所产生的

这些有机酸如果积累于环境中, 会导致反应体系 pH

的迅速下降。进入细胞内的有机酸可以发生解离并

使得细胞质酸化(图 1), 从而抑制胞内多种酶和转运

系统的活性, 阻碍有机物分解, 对产氢过程产生抑

制作用[24]。在以往的研究中, 研究人员采用生物反

应与产物分离组合技术 , 如氮气吹脱降低氢分压 , 

膜技术分离有机酸等方法, 选择性地从反应体系中

分离出抑制性产物来消除代谢产物抑制, 使平衡向

有利于氢气生成的方向转移, 以提高氢气的产生速

率及产量。但是由于生物反应与产物分离耦合系统

本身的复杂性, 限制了其大规模应用。除了以上技

术, 驯化出抗代谢物抑制菌种以及进一步优化发酵

过程, 减少丙酸、乳酸以及一些还原性代谢物的产

生, 促进乙醇、乙酸以及丁酸的生成仍然是厌氧发

酵产氢必须解决的难题。 

在有机物的氧化过程中, 脱氢酶是作用在代谢

物上的第 1 个酶, 是微生物降解有机污染物获得能

量的必需酶[5]。脱氢酶是一类蛋白质, 能够激活某些

特殊的氢原子, 使这些氢原子被适当的受氢体转移

而将原来的物质氧化。污泥的脱氢酶活性(DHA)在

很大程度上反应了污泥的活性状态, 能直接表示其

对基质降解能力的强弱[6]。 

本研究拟通过一定浓度的有机酸胁迫来提高污

泥的酸耐受力, 减轻代谢产物对厌氧发酵的抑制作

用, 并以污泥中脱氢酶活性为生化指标, 对不同浓

度酸胁迫下厌氧污泥活性变化进行了研究。通过对

胁迫前后污泥产氢量及末端产物进行对比分析, 选

择出最佳的酸胁迫条件以增加厌氧污泥对基质的降

解能力及氢气产量。 

1  材料和方法 

1.1  厌氧活性污泥来源 
接种物为取自无锡市帝斯曼柠檬酸厂正在运

行的 IC 反应器中的厌氧颗粒污泥。污泥的颗粒性

良好 , 外观接近球形 , 色泽乌黑。污泥的 TS 为

13.24%, VS 为 86.46%。将颗粒污泥在 1 × 105 Pa

下灭菌 10 min, 这样可以完全杀死污泥里的产甲

烷菌 , 且操作较简单。 

1.2  实验步骤 
本实验采用分批发酵的方式在容积为 500 mL

的反应瓶中进行产氢研究。产氢营养液成分如表 2

所示。 

 

 

图 1  有机酸的跨膜运输机制 
Fig. 1  The machanism of organic acid transmembrane 
transport 

 

表 1  细菌发酵葡萄糖主要的产酸产氢反应 
Table 1  The acid and hydrogen production from glucose in anaerobes 

产酸产氢反应 
The reactions 

理论产氢量 
The oretical hydrogen yield 

24 

0 

2 

2 

C6H12O6 + 4H2O + 2NAD+           2CH3COO + 2HCO3
+ 2NADH + 2H2 + 6H+ 

C6H12O6 + 2NADH            2CH3CH2COO + 2H2O + 2NAD+ 

C6H12O6 + 2H2O         CH3CH2CH2COO + 2HCO3
 + 2H2 + 3H+ 

C6H12O6 + 2H2O + 2NADH       2CH3CH2OH + 2HCO3
 + 2NAD+ + 2H2 

C6H12O6       2CH3CHOHCOO + 2H+ 
0 
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表 2  营养液成分 
Table 2  Nutrient composition 

营养液组成 
Constituents 

含量 
Concentration (mg/L) 

NH4Cl 5000 

NaHCO3 40000 

NaH2PO4·2H2O 5000 

K2HPO4·3H2O 5000 

FeSO4·7H2O 15000 

MgCl2·6H2O 85 

MnSO4·H2O 80 

NiCl2·6H2O 4 

 
厌氧颗粒污泥灭菌之后置于营养丰富的培养基

中培养以促进产氢微生物孢子的萌发, 每天更换培

养基, 持续培养 1 个星期后 4°C 下厌氧保藏。将保

藏的颗粒污泥 120 g 培养 12 h 后洗净, 接种于含有

不同浓度的乙酸钠、丙酸钠、乳酸钠以及丁酸钠的

反应瓶中, 并在每个反应瓶中加入葡萄糖 5 g, 营养

液 30 mL, 用去离子水加至 300 mL, 调节 pH 至 5.5

以保证一定的非解离态有机酸含量, 以期达到理想

的胁迫效果。因为只有非解离态的有机酸才能进

入微生物细胞内 , 在细胞内发生解离 , 使胞内 pH

下降 , 对细胞内的代谢途径产生一定的影响。通

N2 5 min 去除反应体系中的空气, 37°C 下摇床培养

(100 r/min) 48 h, 测定有机酸胁迫过程中污泥脱氢

酶活性, 并记录产氢量。 

将胁迫后的污泥洗净, 接种 100 g 于反应瓶中

发酵 , 其它步骤同上 , 记录产氢量 , 并对发酵液中

的有机酸变化进行分析。 

1.3  分析方法 
采用上海分析仪器厂生产的 SC-II 型气相色谱

仪, 热导池检测器, 不锈钢柱, 柱长与直径 2 m × 

φ5, 载 体 TDS-01, 6080 目 ,  载 气 氮 气 ,  流 速

70 mL/min, 室温测定, 进样量 500 μL。液相末端发

酵产物的测定: 采用上海分析仪器厂生产的 GC122

型气相色谱仪, 不锈钢柱, 柱长 2 m (内径 5 mm), 

载体 GDX103, 6080 目 , 氢火焰监测器 , 汽化室

200°C, 柱温 190°C, 检测室温度 240°C, 载气氮气, 

流速 50 mL/min, 氢气流速 50 mL/min, 空气流速

500 mL/min。 

脱氢酶的测定: 见参考文献[7]。 

TS 和 VS 的测定见参考文献[8]。 

2  结果与讨论 

2.1  有机酸胁迫对厌氧颗粒污泥活性变化的影响 
在不添加任何有机酸的条件下, 将保藏在 4°C

下的颗粒污泥接种至新鲜培养基 37°C 下摇床培养

48 h, 并对整个发酵过程中脱氢酶活性以及有机酸

变化进行了测定, 结果如图 2 所示。 

 

 

图 2  污泥中脱氢酶在发酵过程中的变化 
Fig. 2  The variation of dehydrogenase activity during 
fermentation 

 
经过冷藏的厌氧污泥在接种 5 h 后活性迅速增

加, 在 12 h 左右时达到最大值, 但随着营养物质的

消耗以及代谢产物的积累, 其生长受到抑制, 微生

物活性在 14 h 左右时开始降低, 30 h 左右时下降到

最低点。因此为了保证最佳的胁迫效果, 我们选择

培养了 12 h, 活性最高时的颗粒污泥进行胁迫。不

同浓度有机酸胁迫下微生物脱氢酶变化如图 3 所

示。研究表明: 乙酸在浓度为 10 g/L 时对污泥活性

有明显的抑制效果, 而丙酸和丁酸在 15 g/L 时抑制

效果明显; 另外污泥在添加 5 g/L 乳酸时活性较空

白有所提高, 但是在 20 g/L 时能有效抑制污泥活性。

这种差异可能是由微生物细胞膜对不同有机酸通透

性的差异所造成的[9]。细胞膜对小分子物质的通透

性取决于它的极性和大小 , 乳酸分子极性比较高 , 

通透性最差; 乙酸、丙酸、丁酸按照分子大小的不

同, 通透性则是乙酸 > 丙酸 > 丁酸, 所以酸胁迫

能力则是乙酸 > 丙酸 > 丁酸 > 乳酸。此外, 添加

低浓度的乳酸可以提高污泥脱氢酶的活性, 这是因

为乳酸本身也可以作为发酵底物, 在发酵初期对微

生物的活性有一定的促进作用。
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图 3  不同浓度有机酸胁迫下污泥脱氢酶的变化 
Fig. 3  The variation of dehydrogenase activity under different degrees of organic acid stress 

 

2.2  有机酸胁迫对污泥产酸产氢的影响 

实验对有机酸胁迫后污泥的产酸产氢进行了研

究。研究发现, 一定浓度的有机酸胁迫能够促进污

泥的产酸产氢, 其中乙酸和丁酸的效果最好。如图 4

所示: 在低浓度丁酸胁迫后, 污泥产酸量和氢气产

量大幅度上升, 在 10 g/L 的丁酸胁迫后, 氢气产量

最高, 达到了 225 mL H2/g Glucose。气相分析表明, 

乙醇、丁酸、乙酸 3 种产氢液相产物在低浓度丁酸

胁迫后含量都有所增加, 特别是丁酸, 在氢气产量

最高时其产量达到了 564 mmol/mol Glucose, 同时

乙醇和乙酸的产量也增加到 286 mmol/mol Glucose

和 206 mmol/mol Glucose。然而高浓度的丁酸胁迫

后, 污泥氢气产量逐渐降低, 3 种液相产物产量也大

幅度下降。乙酸胁迫效果如图 5 所示: 在低浓度乙

酸胁迫时, 情况与丁酸胁迫相似。在 10 g/L 乙酸胁

迫后, 氢气产量最高, 达到了 270 mL H2/g Glucose, 

但随着胁迫浓度的提高, 污泥产氢量及 3 种液相产

物产量逐渐下降; 但是与丁酸胁迫不同的是, 乙酸

产量在乙酸胁迫后得到了很大程度的提高, 氢气产

量最高时乙酸产量达到 563 mmol/mol Glucose, 同

时丁酸和乙醇的产量也有一定的增加, 分别达到了

485 mmol/mol Glucose 以及 236 mmol/mol Glucose。

总而言之, 低浓度的乙酸、丁酸胁迫之后, 氢气产量

明显增高, 乙酸、丁酸、乙醇 3 种产氢液相产物都

有不同程度的增加。究其原因可能与污泥中微生物

耐酸性的增加有关。低浓度的酸可以诱导一些微生

物产生酸应激(Acid tolerance response, ATR)来提高

对酸胁迫的耐受力[1011]。而高浓度的有机酸会对微

生物产生毒害作用。当污泥中的微生物在受到低浓

度有机酸胁迫时, 可能也会产生酸应激来减少有机

酸的毒害作用, 减轻了有机酸积累对其活性的抑制, 

从而增加了有机酸及氢气产量。但是微生物酸应激

的机制有很多, 在活性污泥中哪些机制起主导作用

有待进一步研究。 
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图 4  丁酸胁迫后污泥的产酸产氢 
Fig. 4  The results of butyric acid stress 
 

 

图 5  乙酸胁迫后污泥的产酸产氢 
Fig. 5  The results of acetic acid stress 

 

3  结论 

(1) 乙酸、丙酸、乳酸及丁酸是厌氧发酵产氢

过程中 4 种主要的液相末端发酵产物, 其积累对产

氢过程有一定的抑制作用。污泥中脱氢酶活性作为

生化指标可以用来描述有机酸对微生物的抑制作

用。由于微生物细胞膜对不同有机酸的通透性不一

样, 所以不同的有机酸的抑制效果也不尽相同, 依

次是乙酸 > 丙酸 > 丁酸 > 乳酸。 

(2) 对有机酸胁迫后污泥的产酸产氢进行了研

究, 发现一定浓度的有机酸胁迫能够促进污泥的产

酸产氢, 其中乙酸和丁酸的效果最好。在 10 g/L 的

丁酸和乙酸胁迫后, 氢气产量分别增加到 225 mL 

H2/g Glucose 和 270 mL H2/g Glucose。但是丁酸胁迫

后, 丁酸的含量大幅度增加, 达到了 564 mmol/mol 

Glucose, 乙醇和乙酸的含量也增加到 286 mmol/mol 

Glucose 和 206 mmol/mol Glucose。乙酸胁迫后, 乙

酸的产量占据了主导地位 , 达到了 563 mmol/mol 

Glucose, 同时丁酸和乙醇的量也有一定的增加, 分

别达到了 485 mmol/mol Glucose 以及 236 mmol/mol 

Glucose。 

(3) 活性污泥的胁迫机制较为复杂 , 推测低浓

度的酸可以诱导一些微生物产生酸应激(Acid toler-

ance response, ATR)来提高对酸胁迫的耐受力, 从而

增加了有机酸及氢气的产量。但是具体机制有待进

一步研究。 
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