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摘  要: 【目的】为了提高 Bacillus subtilis CCTCC M 208157 发酵生产乙偶姻的效率。【方

法】在 7 L 发酵罐水平上考察不同 pH 条件对菌株生长及乙偶姻合成的影响。【结果】pH

对菌株合成乙偶姻有显著影响, pH 4.5 有利于细胞合成乙偶姻, 但是延迟期较长; pH 5.5

时菌株生长较快 , 但乙偶姻的产量偏低。因此提出了两阶段 pH 控制策略: 发酵前期

(0−16 h), 控制 pH 5.5; 发酵中后期(16−72 h), 控制 pH 4.5。【结论】通过此策略, 菌株合

成乙偶姻的能力得到进一步提高 , 乙偶姻的产量、产率和生产强度分别为 32.7 g/L、

0.41 g/g 和 0.91 g/(L·h), 分别比初始发酵条件下提高了 41%、42%和 69%。 
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Two-stage pH control strategy of acetoin production by  
Bacillus subtilis CCTCC M 208157 
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Abstract: [Objective] In order to improve the acetoin production efficiency by Bacillus sub-
tilis CCTCC M 208157. [Methods] The processes of acetoin fermentation were investigated 
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under various pH conditions in a 7 L fermentor. [Results] The effects of pH on cell growth and 
acetoin production showed that the optimum pH for acetoin production and cell growth were 
4.5 and 5.5, respectively. Based on the above results, a two-stage pH control strategy was de-
veloped: the pH was controlled at 5.5 for the first 16 h, and then decreased to 4.5 for the re-
maining time. [Conclusion] With this optimized pH control strategy, the production of acetoin 
had a significant improvement. Moreover, the production, conversion rate from glucose and 
productivity of acetoin were achieved at 32.7 g/L, 0.41 g/g and 0.91 g/(L·h), respectively, 
which were 41%, 42% and 69% higher than that from the strategy without pH control. 

Keywords: Acetoin, pH control strategy, Bacillus subtilis 

乙 偶 姻 (Acetoin, 3-hydroxy-2-butanone), 又

称 3-羟基-2-丁酮, 天然存在于干酪、葡萄、玉米、

黄油、可可、苹果等各类食品中, 具有明显的奶油

香、脂香特征, 因此成为一种被大众广泛使用的食

用香料, 国家标准 GB2760-2011 规定其为允许使

用的合成香料, FEMA 安全编号为 2008[1]。乙偶姻

在食品、医药、化工等行业均有广泛的应用[2−3], 

2004 年美国能源部将其定义为 30 种优先利用的

平台化合物之一[4], 更表明其广泛的应用前景。 

目前, 国内外乙偶姻生产方法主要有化学合

成法和生物合成法。与化学法相比, 微生物发酵

法生产乙偶姻, 因其原料廉价易得, 产品绿色天

然, 受到人们的青睐[5]。目前关于微生物发酵生

产乙偶姻的研究, 多集中于高产菌株的筛选与培

养基的优化[6−12]。用于乙偶姻发酵的微生物主要

有 Lactococcus lactis、Klebsiella pneumoniae、

Bacillus subtilis、Bacillus pumilus、Hanseniaspora 

guilliernlondii 等 , 野 生 菌 发 酵 产 量 一 般 在

20−40 g/L, 产率在 0.2−0.4 g/g。通过菌种的选育虽

得到了一些高产量的菌株, 但是仍缺少对发酵机

理的深入认识, 关于发酵过程调控的研究较少。 

本研究室自高温茅台大曲中筛选得到一株高

产乙偶姻的 B. subtilis[13], 本文着重考察了不同

pH 条件对菌株生长及乙偶姻合成的影响, 通过

对发酵过程的动力学参数分析, 提出了相应的

pH 调控策略, 以期通过代谢工程手段进一步提

高菌株合成乙偶姻的能力。 

1  材料与方法  

1.1  菌株 
Bacillus subtilis CCTCC M 208157 由江南大

学生物工程学院酿造微生物与应用酶学研究室

筛选并保藏。 

1.2  培养基 
斜面培养基(g/L): 葡萄糖 5, 蛋白胨 10, 牛

肉膏 5, 氯化钠 5, pH 7.0。 
种子培养基(g/L): 葡萄糖  80, 蛋白胨  10, 

酵母膏 10, 磷酸氢二钾 5, pH 7.0。  

发酵培养基(g/L): 葡萄糖  80, 酵母膏  20, 

磷酸氢二钾 10, 硫酸铵 5, 硫酸镁 1, 硫酸锰 

0.08, pH 7.0。 

1.3  培养条件 
1.3.1  菌种活化: 将保存于 4 °C 的菌株斜面培养

物, 接种于装有 30 mL 种子培养基的 150 mL 摇

瓶中, 在 37 °C、200 r/min 培养 24 h。 

1.3.2  种子扩培: 按 5%的接种量将菌株活化培

养物接种于装有 50 mL 种子培养基的 250 mL 摇

瓶中, 在 37 °C、200 r/min 培养 24 h。 

1.3.3  发酵罐培养: 按 5%的接种量将种子液接

种于 7 L 发酵罐(New Brunswick ScientiWc Edi-
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son, 美国)发酵培养, 装液量 4 L, 控制通气量

1 VVM, 搅拌转速 500 r/min, 温度 37 °C, 以

4 mol/L 的 NaOH 和 HCl 控制发酵体系 pH 至设

定值。 

1.4  分析方法 
细 胞 量 测 定 : 取 一 定 量 的 发 酵 液 经

8 000 r/min 离心 10 min, 得到菌体置于 90 °C 烘

箱烘干至恒重, 测定其干重。 
葡萄糖测定: 邻-甲苯胺法[14]。 
乙偶姻测定: 发酵液经离心, 取上清液稀释

适当倍数, 以 2-庚酮为内标物, 二氯甲烷为萃取

剂, 进行萃取后通过 GC 分析定量。气相色谱仪

为安捷伦公司 6890N GC, 色谱柱为 DB-Wax 
(15 m×0.25 mm×0.25 μm), 进样口与检测器温度

均为 250 °C, 载气为氮气, 流速为 2 mL/min, 升

温程序: 80 °C 恒温 2 min, 再以 10 °C 的速度升温

至 200 °C。 
比速率的测定: 菌株的比生长速率、乙偶姻

的比合成速率分别用公式
1 dpq
p dt

= 、
1 dx
x dt

μ = 表

示, 其中 x 为菌体干重(g/L), p 为乙偶姻产量(g/L), 
t 为时间(h)。对菌株生长与乙偶姻合成的数据进

行非线性拟合, 然后对拟合数据进行微分计算, 
按照上述公式求解得到不同时刻的菌株比生长

速率 μ 与乙偶姻比合成速率 q。 

2  结果与讨论 

2.1  未控制 pH 条件下 B. subtilis CCTCC M 
208157 发酵生产乙偶姻的特征 

在前期的研究中, 自高温茅台大曲中筛选得

到一株高产乙偶姻的枯草芽孢杆菌(B. subtilis 
CCTCC M 208157), 考察了自然 pH 条件下菌株

的发酵过程特征, 结果如图 1 所示。 
经过一个短暂的延迟期后菌体开始快速生

长, 发酵进行到 24 h 后菌体生长进入稳定期; 底

物葡萄糖随着菌体生长被快速消耗, 发酵至 48 h 

 
图 1  自然 pH 条件下 B. subtilis CCTCC M 208157
乙偶姻发酵过程曲线 
Fig. 1  Time course of batch fermentation of B. subtilis 
CCTCC M 208157 in 7 L fermentor without pH control 
process  
 
残糖消耗至 1.2 g/L。乙偶姻的产量随着发酵过程

的 进 行 不 断 增 加 , 在 发 酵 48 h 达 到 最 大 值

23.1 g/L, 随后开始缓慢下降, 这可能是由于乙偶

姻作为一种能源储存物质, 当环境中的葡萄糖被

消耗殆尽, 乙偶姻可以被菌体利用[15]。pH 在整个

发酵过程中呈现出先降低、后升高的现象。这可

能是因为在发酵前期, 菌体快速生长的过程中消

耗底物葡萄糖, 同时合成大量的有机酸, 导致 pH
降低; 而过酸的环境不利于菌体生长, 细胞合成

乙偶姻使得 pH 上升以抵御酸性环境对细胞的伤

害[16], 最终发酵体系中 pH 稳定在 6.5 左右。 

2.2  不同 pH 条件对 B. subtilis CCTCC M 
208157 乙偶姻发酵的影响  

考察了不同 pH 条件下 B. subtilis CCTCC M 
208157 的乙偶姻发酵过程, 结果如图 2 所示。随

着 pH 的降低, 菌株生长及产物合成均表现出明

显的延迟现象。在 pH 5.5 的条件下, 在发酵 24 h
时细胞量达到最大值, 之后细胞生长进入稳定

期; 乙偶姻的产量随着菌体生长而增加, 并在发

酵至 36 h 时达到峰值(25.5 g/L)。当 pH 低于 5.5
时, 菌体生长缓慢, 细胞量下降, 乙偶姻合成达

到峰值的时间相应向后推迟。在 pH 4.5 的条件下, 
菌体合成乙偶姻的产量最高, 可达 32.6 g/L, 但 
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图 2  不同 pH 条件下 B. subtilis CCTCC M 208157 乙偶姻发酵过程曲线 

Fig. 2  Time course of batch fermentation in 7 L fermentor under various pH controlled processes by B. subtilis 
CCTCC M 208157 

注: A: pH 6.0; B: pH 5.5; C: pH 5.0; D: pH 4.5. ■: 生物量; ●: 残糖量; ▲: 乙偶姻.  
Note: A: pH 6.0; B: pH 5.5; C: pH 5.0; D: pH 4.5. ■: Biomass; ●: Residue sugar; ▲: Acetoin. 

 
是菌体生长缓慢, 发酵 72 h 乙偶姻的产量才达到

峰值, 相比 pH 5.5 条件下推迟了 36 h。 

酸性 pH 条件有利于菌株代谢合成乙偶姻, 

但是过酸的环境条件下, 菌株生长缓慢, 延迟期

较长, 细胞量下降。为了进一步区分不同 pH 条

件对于菌株乙偶姻发酵的影响, 考察了不同 pH

条件下菌株比生长速率和乙偶姻比合成速率的

动力学过程曲线。如图 3、4 所示, pH 5.5 时菌株

的比生长速率为 0.38 h−1, 菌株生长达到对数生

长末期[17] (比生长速率小于 0.02)仅用了 16 h, 与

pH 5.0 和 pH 4.5 条件下相比缩短了 16−20 h, 以

上结果表明 pH 5.5 最适合菌株生长。随着 pH 的

降低 , 菌体合成乙偶姻的比速率逐渐增大 , 在

pH 4.5 时最大乙偶姻比合成速率达到 0.19 h−1, 但

是乙偶姻比合成速率达到峰值的时间却向后推

移。在发酵前期, 菌体生长缓慢, 并且合成乙偶

姻的比速率在发酵 45 h 时达到最大。 

2.3  两段 pH 条件控制策略应用于 B. subtilis 
CCTCC M 208157 发酵生产乙偶姻 

pH 对菌体生长和产物合成均有显著的影响, 

但是菌体生长和产物合成的最适 pH 不一致 , 
pH 5.5 适合菌体生长, pH 4.5 适合乙偶姻的合成,  
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图 3  不同 pH 条件下 B. subtilis CCTCC M 208157
乙偶姻发酵细胞比生长速率曲线  
Fig. 3  Time course of specific cell growth rate under 
various pH controlled processes by B. subtilis CCTCC M 
208157 
Note: 1: pH 6.0; 2: pH 5.5; 3: pH 5.0; 4: pH 4.5. 
 

 
图 4  不同 pH 条件下 B. subtilis CCTCC M 208157
发酵乙偶姻比合成速率曲线 
Fig. 4  Time course of specific acetoin formation rate 
under various pH controlled processes by B. subtilis 
CCTCC M 208157 
Note: 1: pH 6.0; 2: pH 5.5; 3: pH 5.0; 4: pH 4.5. 
 
并且 pH 4.5 环境下菌体生长和产物合成均表现

出延迟, 乙偶姻产量达到最高值的时间过长。为

了缩短菌株合成乙偶姻的周期, 提高乙偶姻的生

产效率, 提出了两段 pH 控制策略: 发酵 0−16 h, 

pH 5.5, 使菌体快速生长; 16−72 h, pH 4.5, 得到

大量菌体后, 调节 pH 使之适应细胞代谢合成乙 

 
图 5  两段 pH 控制策略 B. subtilis CCTCC M 208157
乙偶姻发酵过程曲线 
Fig. 5  Batch fermentation with pH shifted from 5.5 to 
4.5 after 16 h in 7 L fermentor by B. subtilis CCTCC M 
208157 
 
偶姻。两段 pH 调控发酵过程如图 5 所示, 通过该

策略, 显著提高了菌株合成乙偶姻的能力, 使其

相比初始发酵条件下的产量、产率和生产强度分

别提高了 41%、42%和 69% (表 1)。 

3  结论 

本文研究了不同 pH 条件下 7 L 发酵罐水平

上 B. subtilis CCTCC M 208157 乙偶姻发酵过程, 
实验表明 pH 对菌株生长和乙偶姻合成有着显著

的影响, 两者的最适 pH 分别为 5.5 和 4.5, 针对

这一特性提出了两段 pH 控制策略: 发酵前期

(0−16 h), 控制 pH 5.5; 发酵中后期(16−72 h), 控

制 pH 4.5。通过该策略, B. subtilis CCTCC M 
208157 发酵合成乙偶姻的产量、产率和生产强度

分别比自然 pH 条件下提高了 41%、42%和 69%。 
乙偶姻是微生物重要的生理代谢产物, 微生

物代谢乙偶姻的生理意义有: (1) 作为细胞的储

存型能源物质; (2) 抵抗酸性环境对细胞的毒害; 
(3) 调节细胞内的 NAD/NADH 平衡。基于微生

物代谢乙偶姻的生理意义可知, pH 的改变影响着

细胞代谢乙偶姻的能力, 已有文献报道酸性 pH
条件有利于微生物合成乙偶姻[18−19]。 
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表 1  两段 pH 控制策略与自然 pH 条件下 B. subtilis CCTCC M 208157 乙偶姻发酵参数比较 
Table 1  Fermentation properties of acetoin fermentation in pH control strategy and natural pH 

参数 
Parameter 

自然 pH 
Natural pH 

两段控制 pHa   

pH control 
生物量 
Biomass (g/L) 

 8.60  8.80 

乙偶姻产量 
Acetoin production (g/L) 

23.10 32.70 

乙偶姻产率 
Acetoin yields on glucose (g/g)b 

 0.32  0.41 

乙偶姻生产强度 
Acetoin productivity [g/(L·h)]c 

 0.53  0.91 

注: a: 0−16 h, pH 5.5; 16−72 h, pH 4.5; b: 乙偶姻的产率=乙偶姻产量(g/L)/消耗葡萄糖量(g/L); c: 生产强度=乙偶姻产量(g/L)/

发酵时间(h). 
Note: a: 0−16 h, pH 5.5; 16−72 h, pH 4.5; b: Acetoin yields on glucose=Acetoin production (g/L)/Glucose consumption (g/L); c: Ace-
toin productivity=Acetoin yields (g/L)/Time (h). 
 

微生物利用葡萄糖代谢合成乙偶姻的理论产

率为 0.48 g/g, 而 B. subtilis CCTCC M 208157 在

自然 pH 条件下乙偶姻的产率较低(表 1)。作者根

据 B. subtilis CCTCC M 208157 在不同 pH 条件下

自身的生长代谢规律, 提出了 pH 两段控制策略, 

通过代谢工程手段有效地提高了菌株发酵合成

乙 偶 姻 的能 力 , 乙 偶 姻 的 产 率为 理 论 产率 的

85.4%, 为后续乙偶姻产量的进一步提高和产物

的分离提取奠定了基础。 
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