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发酵工程                                                               

发酵产丁二酸过程中废弃细胞的循环利用 

白雪飞，陈可泉，叶贵子，黄秀梅，李建，姜岷 
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: 对厌氧发酵产丁二酸后的废弃细胞进行破壁处理，考察了以细胞水解液作为有机氮源重新用于丁二酸发酵的

可行性。比较了超声破碎、盐溶、酶解 3 种方法破碎细胞获得的水解液作为氮源发酵产丁二酸的效果，结果表明酶解

制得的细胞水解液效果最佳。以总氮含量为 1.11 g/L 的酶解液 (相当于 10 g/L 酵母膏) 作为氮源发酵，丁二酸产量可达

42.0 g/L，继续增大酶解液用量对耗糖、产酸能力没有显著提高。将细胞酶解液与 5 g/L 酵母膏联用发酵 36 h 后，丁二

酸产量达 75.5 g/L，且丁二酸生产强度为 2.10 g/(L·h)，比使用 10 g/L 酵母膏时提高了 66.7％。因此，厌氧发酵产丁二

酸结束后的废弃细胞酶解液可以替代原培养基中 50％的酵母膏用于发酵。 
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Recycle of spent cells from anaerobic succinate fermentation 
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Abstract:  Spent cells recovered from anaerobic fermentation by Actinobacillus succinogenes were used as nitrogen source for 
succinic acid production. Three methods were investigated for cell wall-breaking. The results showed that enzymatic hydrolysis was 
more effective for higher succinic acid yield. When the enzymatic hydrolysate of spent cells was added to reach a total nitrogen 
concentration 1.11 g/L (equivalent to 10 g/L yeast extract), the succinic acid concentration was 42.0 g/L, but it increased slightly 
when enhancing the level of enzymatic hydrolysate. However, when 5 g/L yeast extract was supplemented with the enzymatic 
hydrolysate of spent cells, the succinic acid concentration reached 75.5 g/L after 36 hours and, the succinic acid productivity was 
2.10 g/(L·h), which increased by 66.7% compared with the fermentation using 10 g/L yeast extract. Therefore, enzymatic hydrolysate 
of spent cells could replace 50% yeast extract in the original medium for succinic acid production. 
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微生物细胞作为一个有机体，其胞内含有丰富

的氨基酸、维生素及其他微量元素[1-2]。发酵生产中，

微生物细胞在发酵结束后常常被作为废弃物而丢

弃，造成环境污染以及资源浪费。因此，将废弃细

胞作为营养源重新利用具有重要的意义。York 等[3]

以废酵母细胞自溶液为氮源，补加营养盐和维生素
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后用于乙醇的生产，其乙醇产量与以蛋白胨为氮源

时相当，达到 46 g/L；Marco 等[4]研究了酵母细胞自

溶液在乙醇生产中的应用，证明了酵母细胞自溶液

能够为乙醇的生产提供必要的氨基酸、脂肪酸等物

质，使乙醇产量达到 12％ (V/V)。Gao 等[5-6]以鼠李

糖乳杆菌 Lactobacillus rhamnosus 细胞水解液作为

氮源用于乳酸的发酵时可以使原培养基中酵母膏用

量减少 20％，乳酸产量达到 80 g/L；Amrane[7]在考

察乳酸杆菌自溶液用于乳酸发酵的效果时，乳酸产

量最高达到 38 g/L，与 2 g/L 酵母膏的发酵产乳酸能

力相当。 

微生物发酵法生产丁二酸与化学法相比，具有

利用可再生资源、固定 CO2 等优点，近年来备受瞩

目。在众多的丁二酸生产菌株中，产琥珀酸放线杆

菌 Actinobacillus succinogenes 具有高产丁二酸、耐

高底物、产物浓度、可以利用广泛碳源等优点，已成

为目前具备产业化生产丁二酸能力的菌株之一 [8]。

然而，A. succinogenes 培养过程中通常需要添加酵

母膏等营养源用于菌体生长与产酸 [9]，这些营养成

分价格昂贵，无法适应丁二酸工业化生产的需求。

本文将丁二酸发酵后的废弃细胞制得的水解液替代

培养基中部分氮源重新用于丁二酸发酵。 

1  材料与方法 

1.1  菌种 
Actinobacillus succinogenes NJ113 (CGMCC 

No. 1716) 为本实验室筛选并保藏。 

1.2  培养基 
种子培养基 (g/L)：葡萄糖 10.0，酵母膏 5.0，

NaHCO3 10.0，NaH2PO4 9.6，K2HPO4 15.5，pH 7.0。 

发酵培养基  (g/L)：富马酸二钠  1.0，KH2PO4 

3.0，MgCl2·6H2O 0.3，CaCl2 0.3，NaCl 1.0，酵母膏

10.0 g/L 或含有相应总氮质量的废弃细胞水解液，一

定浓度葡萄糖分消后加入，加入与葡萄糖等质量的

MgCO3 调节发酵 pH。 

1.3  实验方法 
1.3.1  血清瓶培养 

将 A. succinogenes 接种到装有 50 mL 种子培养

基的血清瓶 (血清瓶容积 100 mL) 中进行活化培养

10 h 后，按 5％接种量将种子液接于装有 30 mL 发

酵培养基的血清瓶 (血清瓶容积 100 mL) 中，37℃

下 200 r/min 摇床培养 48 h。 

1.3.2  3 L 发酵罐培养 

3 L 发酵罐  (BIOFLO 110，New Brunswick 

Scientific，Edison，NJ，USA) 装有 1.5 L 发酵培养

基。接种量 5％，培养温度 37℃，搅拌转速 200 r/min，

CO2 流速 0.3 L/min，发酵至葡萄糖不再消耗。 

1.3.3  细胞的破碎方法  

将丁二酸发酵结束后的细胞离心收集，用蒸馏

水洗涤 2 次之后配制成 60 g/L 的菌悬液。采用超声

波、自溶和酶水解 3 种方法对菌悬液进行处理。超

声破碎法[4]：将菌悬液在 150 W 的功率下超声处理

20 min；自溶法[3]：向菌悬液中加入 1％ (W/V) NaCl

和 6％ (W/V) 无水乙醇，50℃水浴处理 24 h；酶水

解法：将菌悬液在 pH 8.0，55℃下采用碱性蛋白酶 

(活力 2.4 AU/g) 水解 24 h，其中酶添加量为 3.45 μL/g 

干细胞。3 种方法分别处理后得到的水解液在

8 000 r/min 下离心 15 min，得到上清液即为所需的

细胞水解液，测定其中氨基氮 Amino nitrogen (AN)、

总氮 Total nitrogen (TN) 含量后用于配制培养基。当

培养基中需添加总氮含量大于 2.22 g/L 的酶解液时，

先将酶解液浓缩 1 倍后再用于配制培养基。 

1.3.4  分析方法 

葡萄糖浓度由生物传感分析仪 (山东省科学院

生物研究所) 测定，菌体生长以紫外可见分光光度

计 (上海棱光技术有限公司) 测定波长 660 nm 处吸

光值 (OD660) 表示，AN、TN 含量分别用甲醛滴定

法[10]和凯氏定氮法测定[11]，丁二酸含量采用 HPLC 

(美国戴安公司) 法测定[12]，丁二酸收率 (％) =[丁二

酸产量 (g/L)/葡萄糖消耗量 (g/L)]×100％。 

2  结果与分析 

2.1  细胞水解液的制备及用于发酵产丁二酸 
分别采用超声波、自溶和酶水解 3 种不同的方

法对丁二酸发酵结束后的细胞进行破碎，通过测定

水解液中氨基氮及总氮含量，考察 3 种方法的破壁

效果，结果见表 1。 
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表 1  3种细胞破碎法对水解液中 AN含量及水解度的影响 
Table 1  Effects of three kinds of cell disruption on the AN 
content and AN/TN ratio in the hydrolysate 

 Ultrasonication Autolysis Enzymatic hydrolysis

AN g/100 mL 0.13 0.08 0.15 

AN/TN 0.47 0.29 0.55 

 
由表 1 可知，酶水解液 Enzymatic hydrolysate 

(EH) 中 AN 含量和水解度 (AN/TN) 最高，其次是

超声破碎法制得的水解液 Ultrasonic hydrolysate 

(UH)，自溶法制得水解液 Autolysate (AS) 中 AN 的

含量仅为酶水解液的一半左右。 

在葡萄糖浓度 20 g/L 及相同总氮添加量条件

下，考察 3 种水解液分别作为氮源发酵产丁二酸的

效果。由图 1 可知，当 EH 作为氮源时，丁二酸产

量与菌体生长量较高，而 UH 和 AS 作为氮源时发酵

效果较差，且菌体几乎不能利用 AS 作为氮源发酵

产丁二酸。虽然 EH 与 UH 在氨基氮含量、水解度

方面相差不大，但其发酵产丁二酸的能力却相差甚

远，利用 EH 作为氮源时丁二酸产量是采用 UH 的 8

倍。文献报道，在利用超声波破碎细胞时，超声波

产生的化学自由基团能使某些敏感性活性物质变性

失活[13]，从而有可能影响了 UH 用于发酵产丁二酸

的效果；自溶虽然是一种比较经济的细胞破壁方法，

但存在水解收率低、水解液中残余盐浓度高等缺点[1]，

且高浓度的 Na+以及乙醇对 A. succinogenes 的生长

代谢均有抑制作用[14]。因此，本研究选择酶解法制

备细胞水解液作为氮源用于发酵产丁二酸。 

 

图 1  利用不同水解液制备丁二酸的结果对比 
Fig. 1  Succinic acid production from different hydrolysates. 
UH: ultrasonic hydrolysate; AS: autolysate; EH: enzymatic 
hydrolysate. 

2.2  酶解液作为有机氮源用于发酵制备丁二酸 
在葡萄糖浓度 100 g/L，不同总氮添加量的条件

下考察酵母膏 (YE) 和酶解液分别作为氮源对于发

酵产丁二酸的影响，结果如图 2 所示。 

 

 
图 2  酵母膏和酶解液分别作为氮源发酵制备丁二酸 
Fig. 2  Succinic acid production with yeast extract and EH 
separately as nitrogen source. (A) Fermentation with yeast 
extract. (B) Fermentation with EH. 
 

以 4 g/L、5 g/L、6 g/L、10 g/L 与 16 g/L 的酵

母膏作为氮源时，其总氮含量分别如图 2A 横坐标

所示。随总氮含量的增加，丁二酸产量增势较为明

显，当酵母膏的添加量从 TN 含量 0.55 g/L 增加到

1.11 g/L 时，葡萄糖消耗从 48 g/L 增加到 85 g/L，丁

二酸产量增加了 0.95 倍。而以酶解液作为氮源时，

图 2B所示，随着 TN含量从 0.55 g/L增加至 1.11 g/L，

葡萄糖的消耗量增加了约 30 g/L，丁二酸产量提高

了 3 倍，而继续增加酶解液用量对丁二酸产量几乎

没有影响。在 TN 含量均为 1.11 g/L 时，菌体生长量

相当，然而酶解液用于发酵的丁二酸产量达 36.5 g/L，

仅为以酵母膏为氮源时丁二酸产量的一半左右，说

明酶解液无法完全替代酵母膏用于丁二酸的制备。

文献报道，在乳酸的发酵生产中，当采用一些廉价
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的氮源替代时通常也难以完全达到酵母膏的发酵特

性，只能部分取代酵母膏，因此需要添加一定量酵

母膏作为氮源用于菌体生长与产乳酸[15]。在前期研

究中采用啤酒酵母水解液替代酵母膏时，虽然啤酒

酵母水解液在添加混合维生素的基础上能替代酵母

膏用于发酵产丁二酸，但生产强度仍然较低。因此，

本文考虑在酶解液中添加其他氮源用于丁二酸的发

酵生产。 

2.3  复合氮源对发酵制备丁二酸的影响 
在葡萄糖浓度为 100 g/L 的条件下，向 TN 含量

为 1.11 g/L (与 10 g/L 酵母膏 TN 含量相等) 酶解液

中分别添加不同量的酵母膏、玉米浆 (CSL)，考察

对发酵产丁二酸的影响。由表 2 可知，向酶解液中

添加 15 g/L CSL 后，丁二酸产量只增加了 17.2％。

而在酶解液中添加 3 g/L YE 后，丁二酸产量增加了

66.9％；添加 5 g/L YE 以后，丁二酸产量增加了 1

倍左右，且丁二酸收率达到最大为 80.7％，与 10 g/L 

YE 发酵时丁二酸产量相当 (图 2)。 

2.4  利用复合氮源在 3 L 发酵罐中分批发酵制备

丁二酸 
在 3 L 发酵罐中，分别考察不同氮源对丁二酸

发酵的影响，结果图 3 所示。单独以酶解液作为氮

源发酵时，葡萄糖消耗速率及产酸速率较慢，OD 值

仅为 8.0，发酵结束时残糖为 47 g/L，丁二酸产量达

42.0 g/L。当在酶解液中添加 5 g/L 酵母膏后，OD

值高达 14，发酵 36 h 葡萄糖耗尽，丁二酸产量达到

75.5 g/L，发酵效果与以 10 g/L 酵母膏作为氮源时的

结果相当，且丁二酸的生产强度达到 2.10 g/(L·h)，

比单独采用酵母膏、酶解液发酵的生产强度分别提

高了 66.7％和 140％。因此，细胞酶解液在补加 5 g/L 

YE 后可以完全替代 10 g/L 酵母膏用于发酵生产丁

二酸，可使原培养基中酵母膏的用量减少 50％。在

原培养基中氮源所占原料成本的比例约 47.5％，而

采用酶解液添加 5 g/L 酵母膏作为氮源时其所占原

料成本的比例降低为 31.8％。 
 
表 2  不同氮源组成对发酵制备丁二酸的影响 
Table 2  Effects of supplementation of nitrogen sources 
with EH on succinic acid production 

Supplementationa Glucose 
consumed (g/L) OD660 

Succinic acid  
(g/L) 

Succinic acid 
yield (%) 

None  45.0  6.8 36.0 80.0 

3 g/L YE  77.5  9.7 60.1 77.5 

5 g/L YE  90.5 11.2 73.0 80.7 

7 g/L YE  96.5 13.9 75.7 78.4 

10 g/L YE 100.0 14.1 75.9 75.9 

5 g/L CSL  50.5  7.7 36.4 72.1 

10 g/L CSL  57.0  9.0 38.6 67.7 

15 g/L CSL  60.5  9.6 42.2 69.8 
a Different amount of nitrogen sources were supplemented 
separately to the medium containing enzymatic hydrolysate with 
TN concentration equivalent to 10 g/L YE. 

 

图 3  不同氮源发酵制备丁二酸 
Fig. 3  Succinic acid production with different nitrogen source. (A) Fermentation with 10 g/L YE. (B) Fermentation with EH. (C) 
Fermentation with EH supplemented with 5 g/L YE. 
 

3  结论 

分别采用超声破碎、盐溶和酶水解 3 种方法制

备细胞水解液，其中酶解制备的水解液用于发酵制

备丁二酸的效果最佳。 

在葡萄糖浓度为 100 g/L 的条件下，添加 TN 含量

为 1.11 g/L 的酶解液时，丁二酸产量可达 36.5 g/L，然

而继续增加酶解液用量对丁二酸产量增加不显著；
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在 TN 含量 1.11 g/L 酶解液中添加 5 g/L 酵母膏后，丁

二酸产量提高 102.8％，丁二酸收率高达 80.7％。 

复合氮源的 3 L 发酵罐发酵产丁二酸实验结果

表明，酶解液可以替代原培养基中 50％的酵母膏用

于发酵产丁二酸，且丁二酸生产强度比采用原培养

基时提高了 66.7％，使氮源成本在原料成本中所占

的比例由原来的 47.5％降低至 31.8％。 
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