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工业生物技术                                                               

不同 pH 调节剂对产琥珀酸放线杆菌 NJ113 发酵产丁二

酸的影响 

杨卓娜，姜岷，李建，方晓江，叶贵子，白雪飞，郑晓宇，韦萍 
南京工业大学生物与制药工程学院 材料化学工程国家重点实验室，南京 210009 

摘   要 : 在 3 L 发酵罐中分别采用不同的碱性物质作为 pH 调节剂，考察其对产琥珀酸放线杆菌 Actinobacillus 

succinogenes NJ113 厌氧发酵制备丁二酸的影响。结果表明：Ca2+、NH4
+调节剂对菌体生长代谢有较大阻碍作用，丁二

酸产量较低；采用含 Na+调节剂，在发酵中后期菌体出现絮凝现象严重，且产丁二酸能力骤降；采用含 Mg2+调节剂，整

个发酵过程菌体代谢旺盛，发酵效果较佳。根据各碱性物质的调节能力以及对菌体生长代谢的影响，选择 NaOH、

Mg(OH)2 和 Na2CO3、Mg(OH)2 分别作为混合碱组分调节 pH，并对两组混合碱中各物质的质量比例进行优化。结果表明，

以 NaOH、Mg(OH)2 混合，两者质量比为 1∶1 时，发酵效果最好，丁二酸质量浓度高达到 69.8 g/L，质量收率 74.5％。

该种混合碱配比可有效替代碱式 MgCO3 调节 pH，既达到高产丁二酸的目的，又可降低生物制备丁二酸的成本。 

关键词 : pH 调控，产琥珀酸放线杆菌 NJ113，丁二酸，发酵，混合碱  

Effects of different neutralizing agents on succinate production  
by Actinobacillus succinogenes NJ113 
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Abstract:  Different neutralizing agents were used as pH controller to investigate their effects on the growth and succinic acid 
production of Actinobacillus succinogenes NJ113. The fermentation results showed that Ca(OH)2, CaCO3 and NH4OH were not 
suitable for succinic acid production by A. succinogenes NJ113 because of their negative effects on cell growth. When Na-base was 
used, cells would flocculate and lump, and due to the sodium ion concentration reaching to a high level, OD660 dropped sharply after 
12 h of fermentation. Mg-base was better because there was no significant inhibition by magnesium ion. Two combined neutralizing 
agents were used to maintain pH level, one with NaOH and Mg(OH)2 while the other with Na2CO3 and Mg(OH)2. The optimum 
ratios of the combined neutralizing agents were both 1:1(g:g) when using 100 g/L glucose. When NaOH and Mg(OH)2 were chosen 
with the ratio of 1:1(g:g), 69.8 g/L of the succinic acid and 74.5% of the yield was obtained. 
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丁二酸，又名琥珀酸，是一种二元羧酸，作为

重要的 C4 平台化合物，广泛应用于食品、医药、香

料、洗涤剂、精细化工产品、表面活性剂生物可降

解材料等方面。丁二酸的传统生产方法是以石油为

原料用化学法进行炼制合成。而随着石油资源日益

枯竭，微生物发酵法生产丁二酸以其环境友好性、

可利用废弃的生物质资源、能够固定温室气体 CO2

等优点，成为研究的热门课题，为已存在的丁二酸

化学制品市场提供一种新型的环保产品来源[1]。 

以生物法制备丁二酸，CO2、pH 是影响菌体生

长和丁二酸产量的关键因素[2-3]。CO2 在菌体的生长

代谢过程中作为碳源被菌体利用，合成目的产物丁

二酸。环境 pH 的改变不仅会引起菌体内外部化学环

境和酶活力的变化，对细胞代谢产生影响，而且还

可以影响 CO2 的溶解水平，以及 HCO3
−、CO3

2−的解

离平衡，进而影响丁二酸的合成。所以在发酵过程

中维持 pH 在适宜水平，对提高菌体的代谢活性和产

酸能力具有重要作用。 

产琥珀酸放线杆菌发酵最佳 pH 为 7.0[4]。在发

酵过程中，有机酸的积累会导致 pH 下降，需要添加

pH 调节剂来维持环境的中性水平。MgCO3 是较好

的中和剂 [3]，具有较好的调节能力。在发酵培养基

中添加 MgCO3 固体，能够将 pH 维持在适宜的水平，

菌体在发酵过程中表现出较高的代谢活性。但是

MgCO3 成本较高，消耗量较大，且增加了下游产品

分离提取的难度，不利于生物法制备丁二酸的工业

化。因此，需要选择合适的 pH 调节剂并制定合理的

调节策略来优化生产工艺，降低生物制备丁二酸的

生产成本。 

初糖浓度对菌体发酵产酸有重要影响。较高的

初糖浓度会延长菌体的延滞期，降低最大菌体量，

但是能够提高丁二酸的绝对产量 [2] 。本文采用

Ca(OH)2、CaCO3、NaOH、Na2CO3、NaHCO3、

Mg(OH)2、碱式 MgCO3 作为 pH 调节剂，考察不同

pH 调节方式对 A. succinogenes NJ113 厌氧发酵产丁

二酸的影响。根据以上各碱性物质的调节能力和特

性制定了采用混合碱调控 pH 的策略，并确定混合成

分及其最佳配比，为优化丁二酸发酵工艺提供有价

值的技术参数。 

1  材料与方法 

1.1  菌种 
产琥珀酸放线杆菌 Actinobacillus succinogenes 

NJ113，保存号 CGMCC 1716，本实验室筛选并保存。 

1.2  培养基 
种子培养基 (g/L)：葡萄糖 10 (分消)，酵母膏 5，

NaHCO310，NaH2PO4·2H2O 9.6，K2HPO4·3H2O 15.5；

pH 6.8，121℃灭菌 15 min。 

发酵培养基 (g/L)：葡萄糖 80~100，酵母膏 10，

KH2PO4 3，MgCl2·6H2O 0.3，CaCl2 0.3，NaCl 1，

Na2HPO4 0.31，NaH2PO4 1.6，121℃灭菌 15 min。

葡萄糖 121℃分消 15 min 后单独加入。固体

CaCO3、碱式 MgCO3 在灭菌前加入发酵培养基中，

其他碱液以流加形式加入，控制 pH 在 7.0。实验数

据均重复 3 次，取平均值。 

1.3  培养方法 
1.3.1  种子培养 

冻存于−70℃冰箱的菌种，接到种子培养基中，

120 r/min，37℃活化 10 h 后作为种子液。 

1.3.2  分批发酵培养 

在 3 L 发酵罐 (BioFlo 110 fermenter；NBS) 进

行分批发酵培养，装液量为 1.5 L，接种量 5％。搅

拌转速 200 r/min，温度 37℃，CO2 通气量 0.25 L/min。 

1.4  分析方法 
1.4.1  葡萄糖含量的测定 

生物传感分析仪 (SBA240C，山东省科学院生

物研究所)。 

1.4.2  有机酸含量测定 

采用高效液相方法 (HPLC) 测得有机酸[5] (戴

安 Ultimate3000 系列 )。色谱柱：Alltech Prevail 

Organic Acid (250 mm×φ4.6 mm，5 μm)，流动相：

25 mmol/L KH2PO4；pH 2.5；流动相流速：1 mL/min；

紫外检测波长：215 nm；进样量 20 μL；柱温为室温。

采用 Ca2+调节时，用 HCl 调节离心后沉淀的 pH 至
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2.5，使少量沉淀丁二酸钙溶解，经离心后采用高效

液相方法测得上清液中丁二酸含量。 

1.4.3  菌体浓度的测定 

取 1 mL 菌液，稀释若干倍，用紫外可见分光光

度计 (Spectrumlab 752S) 于 660 nm (OD660) 处测定

吸光值。若发酵液中含有 Mg(OH)2 或 MgCO3，稀释

前在待测样中加入适量 2 mol/L HCl，再进行吸光值

测定。 

1.4.4  菌体干重的测定 

将干燥 10 mL 离心管称重 (G1)，取 5 mL 发酵液

于离心管中，10 000 r/min 离心 10 min，倒出上清液，

5 mL 0.9％的生理盐水洗涤 2 次，将沉淀物连同离心

管置于 60℃烘箱中烘干至恒重，取出称重 (G2)： 

细胞干重 W (g/mL) = (G2−G1)/5。 

2  结果 

2.1  不同 pH 调节剂对菌体生长和丁二酸产量的

影响 
2.1.1  Ca2+调节剂 (Ca(OH)2、CaCO3) 

在 3 L 发酵罐中分别采用 Ca(OH)2、CaCO3 调节

pH 进行发酵，初始葡萄糖 80 g/L，结果见图 1。采

用 Ca(OH)2 调节，菌体几乎不生长，丁二酸质量浓

度小于 5 g/L (图 1A)。采用事先添加 CaCO3 调节 pH

发酵，菌体生长比 Ca(OH)2 调节发酵时稍好，但仍

受到明显抑制。CaCO3 的溶解能力差，不能将 pH 维

持在适合菌体生长的水平，发酵过程中 pH 不断降

低，至发酵结束，pH 降至 5.6 (图 1B)，丁二酸产量

仅为 17.5 g/L。

    

图 1  采用 2.5 mol/L Ca(OH)2 (A) 和 40 g/L CaCO3 (B) 调节 pH 的发酵过程图 
Fig. 1  Time courses of the succinic acid fermentation using 2.5 mol/L Ca(OH)2 (A) and 40 g/L CaCO3 (B) to buffer pH. 
 

已有研究表明，Ca2+对丁二酸生产菌 Mannheimia 

succiniciproducens 具有毒害作用[6]。Ca2+可以改变细

胞膜正常的流动性和通透性 [7]，致使菌体不能进行

正常的胞内外物质能量传递，从而无法生长代谢。 

2.1.2  Na+调节剂 (NaOH、Na2CO3、NaHCO3) 

在 3 L 发酵罐中分别采用 NaOH、Na2CO3、

NaHCO3 调节 pH，发酵过程见图 2。发酵前期，菌

体生长旺盛，大量合成产物丁二酸，至中后期菌体

OD660 均呈明显下降趋势，菌体絮凝现象严重，丁二

酸的生产能力也逐渐下降。对比发酵结果 (表 1) 可

知，采用 NaOH 调节，丁二酸产量最高，为 41.94 g/L，

但是糖利用率较仅有 66.67％，有较多葡萄糖残留，

发酵液中积累的 Na+达到 2.1 mol/L。Na2CO3、  

表 1  采用不同含 Na+调节剂发酵结果的对比 a 

Table 1  Results of succinic acid production using different 
Na-base for pH control  

Na-base NaOH Na2CO3 NaHCO3

Initial glucose (g/L) 78.4±0.7 80.1±0.3 78.7±0.5

Residual glucose (g/L) 26.2±0.5  8.3±0.4  1.4±0.2

Succinic acid (g/L) 41.9±0.2 39.9±0.1 37.8±0.2

Acetic acid (g/L) 11.8±0.1 12.3±0.2 12.1±0.1

Glucose utiliazation b (%) 66.7±0.2 90.1±0.5 98.7±0.8

Succinic acid yield c (%) 55.6±0.1 58.2±0.1 59.7±0.1

Na+ d (mol/L)  2.1±0.2  1.9±0.4  1.5±0.3

a: each value is an average of three parallel replicates; b: glucose 
utiliazation is defined as the percentage of the concentrations of 
glcose utiliazed by the bacteria in initial total glucose; c: succinic 
acid yield is defined as the percentage of the concentrations of 
succinic acid in initial total glucose; d: the concentrations of Na+ in 
the media at end of fermentation using different Na-base on pH 
control. 
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图 2  采用 10 mol/L NaOH (A)、2.5 mol/L Na2CO3 (B) 
和 2.4 mol/L NaHCO3 (C) 调节 pH 的发酵过程图 
Fig. 2  Time courses of the succinic acid fermentation using 
10 mol/L NaOH (A), 2.5 mol/L Na2CO3 (B) and 2.4 mol/L 
NaHCO3 (C) to buffer pH at 7.0. 
 
NaHCO3 能够提供额外的 CO3

2−、HCO3
−，有利于菌

体合成丁二酸，但是两者溶解性和碱性均较低，流

加过程对发酵液的稀释作用显著，以 NaHCO3 尤为

严重，虽然糖利用率较高 (98.7％)，但是丁二酸质

量浓度仅为 37.77 g/L。 

在细胞的代谢过程中，Na+有十分重要的作用，

它能够影响跨膜 pH 梯度、细胞渗透压以及胞内 pH

调控水平[8]。Pyung 等报道，当培养基中 NaCl 质量浓

度高于 4 g/L 时，Anaerobiospirillum succinicproducens

最高 OD660 值呈现下降趋势，丁二酸的产量也随之

下降[9]。在发酵过程中采用含 Na+调节剂，则 Na+不

断积累。至发酵中后期，发酵液中 Na+浓度均处于

较高水平，造成高渗环境。这对菌体有较大的负面

作用，使细胞不能正常代谢，最终导致衰亡。 

2.1.3  Mg2+调节剂 (Mg(OH)2、碱式 MgCO3) 

Mg2+是许多酶的激活剂，在丁二酸合成途径中

的关键酶——磷酸烯醇式丙酮酸羧化激酶需要 Mg2+

作为辅助因子[10]。图 3 是分别采用 Mg(OH)2、MgCO3

调节 pH 的发酵过程，初始葡萄糖浓度 80 g/L。Mg2+

在发酵液中的积累对菌体生长没有明显的抑制作

用，发酵中后期，OD660 缓慢下降，菌体仍有较高的

代谢活性。采用 Mg(OH)2 调节，由于碱液流加的稀

释作用，丁二酸质量浓度仅为 42.92 g/L (图 3A)。以

碱式 MgCO3 调节 pH，发酵效果最佳，至发酵结束，

丁二酸质量浓度达 57.36 g/L (图 3B)，质量收率为

71.86％。 

 

 
图 3  采用 (A) 15％ Mg(OH)2 和 (B) 70 g/L 碱式 MgCO3

调节 pH 的发酵过程图 
Fig. 3  Time courses of the succinic acid fermentation using 
2.6 mol/L Mg(OH)2 (A) and 70 g/L MgCO3 (B) to buffer pH at 7.0. 
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2.1.4  NH4
+调节剂 (氨水) 

氨水调节 pH 的发酵过程如图 4 所示。发酵液

中 NH4
+对细胞生长的抑制作用较为强烈，菌体对糖

的利用能力较低，导致大量的葡萄糖残留。至发酵

结束，丁二酸质量浓度仅为 23.5 g/L。 

细胞膜对 NH4
+有较高的通透性[11]，NH4

+的渗入

会造成胞内 pH 水平发生变化，细胞需要更多的能量

将 NH4
+泵出，可见，环境中较高 NH4

+浓度会降低

细胞对能量的利用效率。当能量供给不足时，受胞

内 NH4
+的影响，胞内的 pH 发生变化，影响细胞无

法正常的生长代谢，最终导致死亡[11-13]。 

 

图 4  采用 14 mol/L 氨水调节 pH 的发酵过程图 
Fig. 4  Time course of the succinic acid fermentation using 
14 mol/L NH4OH to buffer pH at 7.0. 
 

通过上述实验结果可得，采用含 Ca2+、NH4
+调

节剂，菌体生长受到较强的抑制作用，产酸能力较

低，所以这两类调节剂不适用于 A. succinogenes 

NJ113 产丁二酸的 pH 控制；采用含 Na+调节剂，在

发酵中后期菌体絮凝现象严重，耗糖速率、产丁二

酸酸能力迅速下降；Mg2+调节剂对菌体的生长和代

谢没有明显的抑制作用，菌体在发酵过程中保持较

高的活力。综合各类调节剂对发酵过程的影响，后

续实验采用 NaOH、Mg(OH)2 和 Na2CO3、Mg(OH)2

两种混合碱分别调节 pH，以弥补单碱调节的不足。 

2.2  混合碱调节 pH 对菌体生长以及丁二酸产量

的影响 
2.2.1  NaOH 和 Mg(OH)2 不同的混合比例调节 pH

对发酵结果的影响 

用 NaOH 和 Mg(OH)2 混合溶液作为 pH 调节剂，

初始葡萄糖 100 g/L，在 3 L 发酵罐中考察调控效果。

控制混合碱中 OH−浓度为 6 mol/L (按 1 mol Mg(OH)2

提供 2 mol OH−计)，NaOH 和 Mg(OH)2 质量比为

3∶1、2∶1、1∶1、1∶2、1∶3，结果见图 5。 

从图 5 中可看出，随着混合碱液中 NaOH 添加

比例降低，葡萄糖的残留量逐渐减少。当 NaOH 和

Mg(OH)2 的质量比为 1∶1 时，无葡萄糖剩余，丁二

酸的质量浓度最高可达 69.8 g/L，发酵液中 Na+浓度

为 0.86 mol/L，与采用 NaHCO3 调节的 Na+浓度相

比，降低了 42.6％。继续减少混合碱中 NaOH 的添

加比例，菌体仍然能够将葡萄糖全部耗完，但是混

合碱的稀释作用逐渐显著，丁二酸质量浓度呈现

下降趋势。  

 

图 5  不同比例的 NaOH 和 Mg(OH)2 混合调节 pH 对发

酵结果的影响 
Fig. 5  Comparison of different ratio of NaOH and Mg(OH)2 
on production of succinic acid in batch fermentation. 

 
2.2.2  Na2CO3 和 Mg(OH)2 不同的混合比例调节 pH

对发酵结果的影响 

采用 Na2CO3 和 Mg(OH)2 以不同比例混合 

(3∶1、2∶1、1∶1∶2、1∶3) 调节 pH，控制混合

碱中 OH−浓度为  6 mol/L (按 1 mol Na2CO3 提供

2 mol OH−计)，初始葡萄糖 100 g/L。发酵结果见图

6。随着 Mg(OH)2 添加量的不断增加，葡萄糖剩余量

逐渐减少，丁二酸质量浓度逐渐增大。当 Na2CO3

和 Mg(OH)2 质量比达到 1∶1 时，葡萄糖无剩余，丁

二酸质量浓度最高，为 55.4 g/L，发酵液中 Na+浓度

0.95 mol/L，比采用 NaHCO3 调节的 Na+浓度降低了

36.7％。继续增加混合碱中 Mg(OH)2 添加量，葡萄

糖仍然能够消耗完全，但是丁二酸的浓度有所下降。 
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图 6  不同比例的 Na2CO3 和 Mg(OH)2 混合调节 pH 对发

酵结果的影响 
Fig. 6  Comparison of different ratio of Na2CO3 and Mg(OH)2 
on production of succinic acid in batch fermentation. 
 

含 Na+调节剂与含 Mg2+调节剂混合至适当比

例，既缓解了 Na+的过量积累，提高菌体对糖的利

用率，又降低了 Mg(OH)2 对发酵液的稀释程度。与

Na2CO3 和 Mg(OH)2 混合调节 pH 发酵的最佳结果相

比，采用 NaOH 和 Mg(OH)2 以 1∶1 混合调节 pH 发

酵的效果更好。 

表 2 的对比结果可知，以 NaOH 和 Mg(OH)2 

1∶1 混合调节 pH，在高糖浓度下进行丁二酸发酵，

菌体能够有效利用碳源进行产物合成，丁二酸的产

量以及收率与碱式 MgCO3 发酵结果相近。同时，采

用混合碱发酵，能够有效降低丁二酸的生产成本，

具有工业应用的潜质。 
 
表 2  混合碱与碱式 MgCO3 调节 pH 发酵结果对比 
Table 2  Results of succinic acid production using mixed 
neutralizing agents and MgCO3 for pH control respectively  

Base Mixture of NaOH and 
Mg(OH)2 (ratio of 1:1) MgCO3 

Initial glucose (g/L) 99.3±0.7 99.5±0.3 

Residual glucose (g/L)  0.2±0.1  0.4±0.1 

Succinic acid (g/L) 69.8±0.2 75.1±0.2 

Acetic acid (g/L) 10.4±0.1 13.5±0.2 

Succinic acid yield (%) 74.5±0.3 75.5±0.2 

3  讨论 

不同的碱性物质对 A. succinogenes NJ113 厌氧

发酵产丁二酸表现出不同的调节能力。采用含 Ca2+、

NH4
+调节剂进行发酵时，菌体生长受阻，对糖的利

用能力较低，产物丁二酸的合成量较少。采用含 Na+

调节剂，发酵中后期 Na+造成的高渗环境对菌体有

毒害作用，菌体代谢能力骤降，糖利用率较低。而

含 Mg2+调节剂对菌体的生长与代谢没有明显的阻碍

作用，细胞能够保持较高的代谢活性。 

根据上述结果，本实验采用混合碱调节策略，

即以 NaOH、Mg(OH)2 和 Na2CO3、Mg(OH)2 混合分

别控制 pH，以改善在高糖浓度下菌体对糖利用率

低、丁二酸合成量少等问题。采用 NaOH、Mg(OH)2

质量比 1∶1 混合调节 pH，发酵效果最佳，丁二酸

质量浓度最高，可达 69.8 g/L，质量收率达到 74.5％。

以该种混合碱配比调节 pH 发酵效果较好，可能是由

于在该种混合配比下，Mg2+能够及时有效地与丁二

酸根形成络合结构[14]，且 Mg2+的供给速率与丁二酸

的生产速率达到一定的平衡，在保证 pH 维持在适宜

水平的前提下，降低产物对菌体活性的抑制作用。

Sergio 等报道在添加 Mg2+能够提高 PEP 羧化激酶的

活性[15]。PEP 羧化激酶是合成产物丁二酸的关键酶，

PEP 羧化激酶活力的提高，能够促进 PEP 转化为

OAA，进一步合成目标产物丁二酸。同时，Mg2+也

能够提高胞内高能化合物的储备，为胞内代谢以及

胞内外的物质运输提供更多能量支持[16]。在混合碱

中，Na+浓度得到有效控制，削弱了 Na+对环境的高

渗作用，有利于菌体的正常代谢。因此，采用混合

碱的 pH 调节策略，能够充分弥补单碱调节的不足，

改善在高糖浓度下菌体对糖利用率低、丁二酸合成

量少等问题，达到高产丁二酸的目的；同时，与碱

式碳酸镁的发酵效果相近，可有效降低生物制备丁

二酸的成本，为优化生物制备丁二酸的生产工艺奠

定良好的基础。 
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