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研究报告                                                              

环境因素对琥珀酸放线杆菌 Actinobacillus succinogenes 
CGMCC 1593 发酵生产丁二酸的影响 

郑璞 1, 周威 1, 倪晔 1, 姜岷 2, 韦萍 2, 孙志浩 1 
1 江南大学生物工程学院 教育部工业生物技术重点实验室, 无锡 214122 
2 南京工业大学制药与生命科学学院, 南京 210009 

摘  要: 琥珀酸放线杆菌是发酵生产有应用前景的生物基原料-丁二酸的微生物。本研究室从牛瘤胃中筛选获得一株琥珀

酸放线杆菌 Actinobacillus succinogenes CGMCC 1593, 分析了环境气体、pH、氧化还原电位(ORP)环境因素对琥珀酸放线

杆菌 A. succinogenes CGMCC 1593 发酵生产丁二酸的影响。结果表明: CO2 不仅提供了 A. succinogenes CGMCC 1593 发酵

生产丁二酸的最佳气体环境, 也是发酵生产丁二酸的底物之一; MgCO3 是 A. succinogenes CGMCC 1593 发酵过程较好的

pH 调节剂, 发酵过程维持 pH7.1~6.2, 可满足菌体生长与产酸的要求; 发酵液初始 ORP 过低, 不利于菌体生长, ORP 在

−270 mV 时对丁二酸产生有利。在菌体对数生长期结束时, 通过 Na2S·9H2O 降低发酵液 ORP 到−270 mV, 发酵 48 h 时可

产丁二酸 37 g/L, 摩尔产率达到 129%。这对深入研究 A. succinogenes CGMCC 1593 发酵生产丁二酸具有参考价值。 

关键词 : 丁二酸 , 厌氧发酵 , 琥珀酸放线杆菌 , 氧化还原电位  

Environmental Factors Affecting the Succinic Acid 
Production by Actinobacillus succinogenes CGMCC 1593 
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Abstract: Actinobacillus succinogenes is a promising candidate for the production of bio-based succinic acid. Previously, we 
isolated a succinic acid-producing strain Actinobacillus succinogenes CGMCC 1593 from bovine rumen. In this paper, the influence 
of the environmental factors such as gas phase, pH, ORP, on succinic acid production by A. succinogenes CGMCC 1593 was studied. 
The results showed that CO2 was the optimum gas phase for anaerobic fermentation of A. succinogenes CGMCC 1593 as well as one 
of the substrate for the succinic acid synthesis. Using MgCO3 as a pH regulator, the pH was maintained within 7.1–6.2 during the 
anaerobic fermentation for the cell growth and acid production of A. succinogenes CGMCC 1593. Our results showed that low initial 
ORP was disadvantageous for the growth of A. succinogenes CGMCC 1593 and an ORP of −270 mV was demonstrated to be 
beneficial to the succinic acid production. By adding Na2S•9H2O to decrease ORP to −270 mV at the end of exponential growth 
phase in batch culture of A. succinogenes CGMCC 1593, the succinic acid concentration reached 37 g/L and the yield of succinic 
acid was 129% at 48 h. This work might provide valuable information for further optimization of succinic acid fermentation by A. 
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succinogenes CGMCC 1593. 
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丁二酸(Succinic acid)是一种重要的 C4 平台化

合物, 是 1, 4-丁二醇、四氢呋喃、γ-丁内酯、N-甲基

吡咯烷酮、己二酸等重要大宗化学品和专用化学品

的基本原料 , 是重要的食品添加剂和饲料添加剂 , 

也是合成聚丁二酸丁二醇酯(PBS)、聚乙二醇丁二酸

酯(PES)、聚丙二醇丁二酸酯(PPS)等可生物降解高分

子材料的原料。目前, 以生物基原料发酵生产丁二

酸 , 因为石油资源的减少与石化原料价格的上涨 , 

正受到人们的关注。丁二酸也被认为是继柠檬酸后

最具市场潜力的发酵有机酸产品。发酵法生产丁二

酸的另一显著优点, 是发酵过程利用气体 CO2, 有

利于缓解温室效应, 因此也被看成一种非常绿色的

工业技术[1,2]。 

丁二酸是许多厌氧和兼性厌氧微生物的代谢中

间产物。自上世纪 90 年代后美国首先申请了微生物

发酵法生产丁二酸技术的专利 , 其中厌氧螺菌

Anaerobiospirillum succiniciproducens ATCC 29305
和 琥 珀 酸 放 线 杆 菌 Actinobacillus succinogenes 

ATCC 55618 产丁二酸分别达到 43 g/L 和 70 g/L[3,4]。

但现在还未见其工业化规模生产的报道。2002 年, 

韩国报道了新分离菌株Mannheimia succiniciproducens 

MBEL55E, 发 酵 产 丁 二 酸 13.5 g/L, 生 产 强 度   

1.87 g/(L·h)[5]。国内生物质原料发酵法生产丁二酸

的研究目前则处于起步阶段。 

本研究室从牛瘤胃中筛选获得了一株产丁二酸

琥珀酸放线杆菌 A. succinogenes CGMCC 1593[6]。由

于 A. succinogenes CGMCC 1593 是源于瘤胃厌氧环

境的革兰氏阴性兼性厌氧菌, 除丁二酸外, 乙酸、甲

酸等都是其发酵葡萄糖等碳水化合物的产物, 而发

酵环境的变化直接影响到这些产物的分布。本文着

重考察了发酵环境中气体、pH、氧化还原电位

(Oxidation-reduction potentialcultue, ORP)因素对 A. 

succinogenes CGMCC 1593 生长与产酸的影响。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株 

琥珀酸放线杆菌 A. succinogenes CGMCC 1593, 

由本实验室从牛的瘤胃中分离获得[6]。 

1.1.2  培养基 

种子培养基: 葡萄糖 10 g, 酵母膏 5 g, 玉米浆

(Corn-steep liquor, CSL) 5 g, NaH2PO4·2H2O 9.6 g, 

K2HPO4·3H2O 20.3 g, NaHCO3 10 g, 定容至 1 L, pH 

自然, 115oC 灭菌 15 min。 

发酵培养基: 葡萄糖 20~50 g, 酵母膏 0~10 g, 

CSL 6~20 g, Na2HPO4·12H2O 1.5 g, NaH2PO4·2H2O 

1.5 g, NaCl 1 g, MgCl2 0.2 g, CaCl2 0.2 g; 另加混合

维生素溶液 3 mL, 其组分为(mg/L): 叶酸 20 mg, 

硫胺素 20 mg, 烟酸 20 mg, 硫辛酸 20 mg, 核黄素

20 mg, VB12 20 mg, VB6 20 mg, 泛酸 50 mg。将培养

基定容至 1 L, pH 调至 6.5, 115oC 灭菌 20 min。 

1.2  方法 
1.2.1  培养条件 

将菌种接种到液体种子培养基进行活化培养 

16 h 后, 按 5%接种量接种于装有 50 mL 发酵培养基

的厌氧瓶(培养瓶容积 150 mL)中进行发酵 , 置于

100% CO2 环境中 37oC 厌氧培养 48~60 h。 

在 5 L 搅 拌 发 酵 罐 (BIOFLO 110, New 

Brunswick Scientific, Edison, NJ, USA) 中进行厌氧

发酵 , 装液量 3.5 L, 培养基成份和厌氧瓶发酵培

养基相同。接种量 5%, 发酵温度 37oC, 使用两组

圆盘六平直叶涡轮搅拌桨, 搅拌转速 200 r/min, 通

气为 100% CO2。 

1.2.2  发酵产物分析 

采用离子排斥 HPLC 法分析葡萄糖、丁二酸、

乙酸、乳酸、甲酸等发酵产物[7]。Waters1512 二元

泵, Waters 2414 RI 检测器,  Breeze 色谱工作站; 

BioRad 公司 Aminex HPX-87H 离子色谱柱(300 mm 

× 7.8 mm, 9 μm); 流动相 10 mmol/L 硫酸; 柱温   

55oC; 流速 0.5 mL/min; 进样量 10 μL。 

生物量以 660 nm 处的吸光度来表示(OD660)。 

氧化还原电位 (ORP), 用标准氧化还原电极

(Mettler toledo)测定 mV。 

丁二酸产率(%)定义为每消耗 1 mol 葡萄糖所产

生丁二酸的 mol 数[8]。 
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2  结果与讨论 

2.1  环境气体对A. succinogenes CGMCC 1593生
长与产酸的影响 

以 20 g/L 葡萄糖为底物, 比较 A.succinogenes 

CGMCC 1593 在空气、N2 和 CO2 条件下的生长与产

酸情况(表 1): 好氧条件(通空气)下 A. succinogenes 

CGMCC 1593 主要生成丙酮酸、乙酸、甲酸和乳酸,

丁二酸仅为 0.4 g/L; 当气体环境为 100% N2 时, 菌

体生长不佳, 发酵残糖高；在充满 CO2 的条件下, 则

菌体生长良好, 代谢终产物主要为丁二酸(14.1 g/L), 

丁二酸的摩尔产率为 109.2%, 杂酸为乙酸和少量的

甲酸, 并且未检测到乳酸和丙酮酸的生成。表明 A. 

succinogenes CGMCC 1593 产生丁二酸的途径是 : 

磷酸烯醇式丙酮酸经 PEP 羧化激酶途径固定 CO2 产

生草酰乙酸、富马酸、丁二酸的代谢过程。 

比较不同二氧化碳供应水平对发酵的影响(表

2), 得出随着 CO2 供应比例的增加, 丁二酸的产量

呈现明显的增加趋势, 说明足够多的 CO2 供应在丁

二酸发酵过程中具有重要的作用 , CO2 也是 A. 

succinogenes CGMCC 1593 丁二酸合成代谢的底物, 

因此 , 充足的 CO2 能够使更多的碳源流向丁二酸 , 

从而提高了丁二酸的产率。 

表 1  气体环境对琥珀酸发酵的影响 
Table 1 Fermentation of A. succinogenes CGMCC 1593 under different gas phase conditions 

Gas phase Biomass 
(OD660) 

Residual glucose 
(g/L) 

Succinic 
Acid(g/L)

Acetic 
Acid(g/L) 

Pyruvic 
Acid(g/L) 

Lactic 
acid(g/L) 

Formic 
Acid(g/L) 

Succinic acid
Yield(%) 

Air 3.3 0.9 0.4 4.8 5.4 2.2 4.3   3.2 

N2 2.6 6.5 0.9 2.9 2.7 2.1 2.8   6.7 

CO2 4.4 0.3 14.1 3.6 ND ND 1.7 109.2 

Cells were grown anaerobically with an initial glucose concentration of 20 g/L, yeast extract concentration of 6 g/L, and CSL concectration of 6 g/L 

表 2  不同 CO2 水平对 A. succinogenes CGMCC 1593 发酵的影响 
Table 2  Effects of CO2 concentration on glucose fermentation by A. succinogenes CGMCC 1593 

CO2 concentration 
(%) 

Biomass 
(OD660) 

Residual 
Glucose (g/L) 

Succinic
acid (g/L)

Acetic 
acid (g/L)

Pyruvic 
acid (g/L)

Lactic 
acid/(g/L)

Formic 
acid (g/L) 

Succinic acid 
yield (%) 

0 2.5 7.1 0.4 3.1 3.3 1.4 3.1 4.7 

10 2.8 4.5 4.9 3.0 2.9 1.2 2.9 49.6 

25 3.3 1.8 8.3 3.8 1.9 0.8 2.6 69.6 

50 3.9 0.8 11.5 4.0 0.7 0.3 2.4 91.4 

100 4.3 0.1 13.8 3.9 ND ND 1.9 106.1 

Cells were grown anaerobically with an initial glucose concentration of 20 g/L, yeast extract concentration of 6 g/L, and CSL concentration of 6 g/L 
 

2.2  不同 pH 对 A. succinogenes CGMCC 1593 生

长与产酸的影响 
有报道表明[3,9,10]培养液 pH 是影响丁二酸产生

菌的发酵产酸的另一个关键因素。以 35 g/L 的葡萄

糖为底物, 发酵过程中流加 3 mol/L 的 Na2CO3 溶液

将发酵 pH 分别控制在 5.7、6.0、6.2、6.7、7.2, 结

果 (图 1)在 pH 为 6.0~7.2 范围内时 , 丁二酸 /乙     
酸(W/W)比率变化不大, pH 6.7 时产丁二酸量达到

27.3 g/L, 摩尔产率 120.7%。 

比较 Na2CO3 (3 mol/L)、NaOH (3 mol/L)、
NH3·H2O (4 mol/L)、MgCO3 (40 g /L)和 CaCO3      

(40 g/L)等五种缓冲剂调节发酵过程 pH 的情况(控制

pH 范围在 6.0~7.2), 结果: 氨水对菌株生长有一定

的毒性; Na2CO3 或 NaOH 控制发酵 pH 时, 菌体在发 

 

图 1  pH 对 A. succinogenes CGMCC 1593 发酵的影响 
Fig. 1  Effects of pH on glucose fermentation by A. 

succinogenes CGMCC 1593 
 OD660;  succinic acid;  acetic acid 
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酵中后期出现菌体絮凝结块现象, 这可能与该菌在

一定的生理时期, 细胞表面易产生黏联有关。而以

MgCO3 控制 pH 时, 整个发酵过程度 pH 从初始的

7.1 逐渐下降到发酵终了时的 6.2 左右, 菌体生长情

况良好, 不易发生絮凝结块现象。 

2.3  不 同 氧 化 还 原 电 位 对 A. succinogenes 
CGMCC 1593 生长与产酸的影响 

在厌氧发酵葡萄糖过程中, 氧化还原的平衡往

往通过代谢产物的分泌而达到平衡, 发酵液中的氧

化还原电位(ORP)值 , 直接与代谢产物的分布相关
[11]。在初始发酵液中分别添加 0 g/L、0.026 g/L、0.048 
g/L、0.26 g/L、0.48 g/L 的 Na2S·9H2O, 测得相应的

ORP 分别为 0 mV、−100 mV、−160 mV、−220 mV、

−270 mV。接入 A. succinogenes CGMCC 1593 种子

在 100% CO2 条件下开始发酵后, 测得发酵液 ORP
分别−220 mV、−245 mV、−270 mV、−290 mV、−310 

mV, 此时菌体浓度(OD660)如图 2 所示。发酵 48 h, 产

酸情况如表 3。 

 

图 2  氧化还原电位对 A. succinogenes CGMCC 1593 菌

体浓度的影响 
Fig. 2  Effects of ORP on A. succinogenes CGMCC 1593 

cell growth under anaerobic conditions 
 

随着起始 ORP 的降低, A.succinogenes 菌体生长

受到抑制, 并且低电位值对菌体生长抑制作用不断

增强。当 ORP 从−220 mV 降至−310 mV 时, 菌体量

下降了 43%。而 ORP 的降低, 副产物甲酸和乙酸的

积累也减少。但丁二酸的产量与 ORP 值成正态分布, 

丁二酸的产量最高到 34 g/L, 摩尔产率为 127%。丁

二酸产量先升后降, 可能是由于低还原电位值下菌

体量的减少所至。 

若在 A.succinogenes 菌体浓度达到最大时, 降

低发酵 ORP 值, 则有可能提高丁二酸的产量。因 

此, 在 5L 发酵罐中进行试验, 结果如图 3。当测  

定 OD660 不再增加时, 用 Na2S·9H2O 调节 ORP 到

−270 mV, 发酵 48 h 丁二酸浓度为 37 g/L, 摩尔产

率达到 129%。 

 

图 3  5 L 发酵罐中厌氧发酵结果 
Fig. 3  Batch fermentation of A. succinogenes CGMCC1593 

Cells were grown anaerobically with 50 g/L glucose and 15 g/L 
CSL (initial concentrations). Symbols are OD660 (■), ORP(▼), 
glucose (○), succinic acid (▲), acetic acid (●), formic acid (∆) 

 

3 结论 

通过考察环境气体、pH、ORP 环境因素对 

表 3  不同 ORP 对 A. succinogenes CGMCC 1593 发酵的影响 
Table 3  Effects of ORP on glucose fermentation by A. succinogenes CGMCC 1593 

ORP (mV) Residual glucose (g/L) Succinic acid (g/L) Acetic acid (g/L) Formic acid (g/L) Succinic acid yield (%) 

−220 8.3 28.8 1.1 2.8 105.4 

−245 7.0 30.7 1.0 1.7 109.0 

−270 8.9 34.2 0.8 0.0 127.0 

−290 8.3 32.7 0.7 0.0 119.4 

−310 9.9 29.9 0.7 0.0 113.9 

Cells were grown anaerobically with an initial glucose concentration of 50 g/L and CSL concentration of 20 g/L (without containing yeast extract)  
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Asuccinogenes CGMCC 1593 发酵的影响, 得到较佳

的发酵策略为 : 发酵过程维持 CO2 的气体环境 , 
MgCO3 控制 pH7.1~6.2, 当菌体对数生长期结束时, 
用 Na2S·9H2O 调节 ORP 至−270 mV。此时, 发酵

48 h 产生丁二酸 37 g/L, 摩尔产率达到 129%。这对

于深入研究优化 A. succinogenes CGMCC 1593 发酵

产酸策略具有一定的应用价值。 
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