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摘  要 : 丁二酸是一种重要的 C4 化合物平台，可以合成一系列重要化合物。文中对产琥珀酸放线杆菌

Actinobacillus succinogenes GXAS137 发酵生产丁二酸培养基成分进行优化。通过单因素和 Plackett-Burman 试验

设计筛选出影响丁二酸发酵的重要参数，采用最陡爬坡实验逼近最大丁二酸生产区域后，利用 Box-Behnken 设

计确定重要参数的最佳水平。筛选结果表明，影响丁二酸产量的重要参数是葡萄糖、酵母提取物和碱式碳酸镁浓

度。最佳条件为(g/L)：葡萄糖 70.00，酵母提取物 9.20，碱式碳酸镁 58.10。优化后丁二酸产量达到 47.64 g/L。

与初始条件 (36.89 g/L) 相比，丁二酸浓度提高了 29.14 %。在最佳工艺条件下得到的试验结果与模型预测值很

吻合，说明建立的模型是有效的。 

关键词 : 产琥珀酸放线杆菌 GXAS137，Plackett-Burman 试验，响应面分析，丁二酸  
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Optimization of succinic acid fermentation with  
Actinobacillus succinogenes by response surface methodology 
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Abstract:  Succinic acid is an important C4 platform chemical in the synthesis of many commodity and special chemicals. 

In the present work, different compounds were evaluated for succinic acid production by Actinobacillus succinogenes 

GXAS137. Important parameters were screened by the single factor experiment and Plackeet-Burman design. Subsequently, 

the highest production of succinic acid was approached by the path of steepest ascent. Then, the optimum values of the 

parameters were obtained by Box-Behnken design. The results show that the important parameters were glucose, yeast 

extract and MgCO3 concentrations. The optimum condition was as follows (g/L): glucose 70.00, yeast extract 9.20 and 

MgCO3 58.10. Succinic acid yield reached 47.64 g/L at the optimal condition. Succinic acid increased by 29.14% than that 

before the optimization (36.89 g/L). Response surface methodology was proven to be a powerful tool to optimize succinic 

acid production. 

Keywords:  Actinobacillus succinogenes GXAS137, Plackett-Burman design, response surface methodology, succinic acid 

丁二酸 (又名琥珀酸) 是一种重要的 C4 平台

化合物，广泛应用于食品、医药、香料等工业，

可以取代苯合成 250 种以上的化工产品[1]。传统生

产丁二酸的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以及生产过程

污染严重等问题出现，化学法合成受到限制。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，成为近年来国内外的研究热点[2]。 

在众多的产琥珀酸微生物中，瘤胃微生物产琥

珀酸放线杆菌以其高产量 (最高可达 110 g/L[3])、

高耐受性等优势，成为最具发展前景的丁二酸产生

菌之一。影响产琥珀酸放线杆菌发酵的因素众多，

培养基中的碳源、氮源、无机盐及 pH 调节剂等对

丁二酸产生有重大影响。Vieille 等[4]为了考察琥珀

酸放线杆菌代谢途径而设计了合成培养基 AM3，

对所含的氮源、无机盐、维生素及生物素等进行

了优化。Tang 等[5]对 CO2 浓度对丁二酸发酵的影

响进行研究，结果表明：MgCO3 不仅可以对发酵

pH 值进行调节，而且可以提供发酵所需 Mg2+，丁

二酸浓度最高可达 56.1 g/L，仅比人为通入 CO2

丁二酸浓度 (61.92 g/L) 低 7.03%。姜岷等[6]在分

批条件下考察了葡萄糖对丁二酸发酵的底物抑制

问题，以 Na2CO3 作为 pH 调节剂，采用分批补料

方式进行发酵，消耗 60 g/L 葡萄糖，能积累 45.27 g/L

丁二酸。丁二酸发酵过程中缺少还原力，Zeikus

等[7-8]通过向培养基中添加中性红作为电子供体可

以提高丁二酸产量。 

由以上分析可知：影响丁二酸发酵的因素众

多，很难用常规方法对影响丁二酸发酵的主要因

素进行优化，Plackeet-Burman (P-B) 试验和响应

面优化试验是比较常见的发酵条件优化的实验设
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计，在生化、微生物工程等方面的应用也越来越

多 [9-12]。文中对前期筛选到的丁二酸高产菌株

Actinobacillus succinogenes GXAS137[13]发酵培养

基进行了优化，利用 P-B 试验和响应面分析对影

响丁二酸发酵的主要因子进行了优化和筛选，再

对实验结果进行统计学设计和数据分析，筛选出

对目标值影响较大的关键因素；进一步通过响应

面试验设计对丁二酸发酵条件进行优化研究。优

化后丁二酸浓度可达 47.64 g/L，居国内先进水平。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株 

琥珀酸放线杆菌 Actinobacillus succinogenes 

GXAS137[13]，由本实验室分离获得，保藏号为：

CCTCC M 2011399。 

1.1.2  培养基 

种子培养基 (g/L)：葡萄糖 30，酵母提取物 5，

蛋白胨 5，NaCl2，NaH2PO4 8.5，K2HPO4 15.5，

NaHCO3 2，半胱氨酸盐酸盐 1，pH 自然，115 ℃

灭菌 15 min。 

原发酵培养基 (g/L)：碳源 60, 酵母提取物

10， 蛋白胨 10， NaCl 5，(NH4)2SO4 1，MgCl2·6H2O 

0.5，CaCl2 0.5，MgCO3 50。 

碳源试验培养基: 除不同碳源外其余与原发

酵培养基相同。 

氮源试验培养基: 对氮源进行优化时，只添加

要考察的氮源，原培养基中的氮源 (酵母提取物或

蛋白胨) 不再添加，其余与原发酵培养基相同。 

pH 缓冲剂试验培养基：除 pH 缓冲剂外其余

与原发酵培养基相同，需要对 pH 值进行调节，在

1.3 L 发酵罐中进行。 

糖类等其他碳源 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。 

1.1.3  主要仪器及试剂 

所用试剂均为国产分析纯或生化试剂；高效

液相色谱 (HPLC) 采用美国戴安公司 U-3000 色

谱 ； DG250 小 型 厌 氧 工 作 站  (Don Whitley 

Scientific) ； 1.3 L 发 酵 罐  (Eppendorf BioFlo/ 

CelliGen 115) 。 

1.2  方法 

1.2.1  培养与发酵条件 

将甘油保藏的菌种接种到液体种子培养基进

行活化，37 ℃培养 15 h 后，按 8% (V/V) 接种量

接种于装有 100 mL 发酵培养基的三角摇瓶 (容积

为 250 mL) 中进行发酵，置 37 ℃、CO2 培养箱发

酵 48~60 h，进行产物分析。 

1.3 L发酵罐 (Eppendorf BioFlo/CelliGen 115) 

中进行厌氧发酵，装液量 0.8 L，培养基成分和三

角摇瓶发酵相同。接种量 8% (V/V)，发酵温度   

37 ℃，搅拌转速 150 r/min，通气为 100% CO2，

通气量为 0.2 mL/min。 

1.2.2  分析测定方法 

有机酸测定[14]：HPLC 法，戴安 Utimat3000，

自动进样器，色谱柱：AminexHPX-87H 300 mm×    

7.8 mm，流动相 5 mmol/L H2SO4，pH 2.5，柱温

45 ℃，进样量 10 μL，流速 0.6 mL/min，紫外检测

器波长 210 nm。 

残糖测定：HPLC 法，采用紫外与示差检测器

联用的检测方法，示差检测器温度 50℃。 

样品处理：发酵液在室温下 12 000 r/min 离心

10 min，取上清，然后用孔径为 0.22 μm 的无菌滤

膜过滤，用高效液相色谱 (HPLC) 检测发酵液丁

二酸及残糖浓度。 

生物量测定：将发酵液用去离子水稀释适当

倍数，使 A660 值在 0.2~0.8 之间，用紫外可见分光
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光度计测定。生物量= A660×稀释倍数。 

丁二酸产率 (%) 定义为每消耗 1 g 葡萄糖所

产生丁二酸的克数[15]。 

2  结果与分析 

2.1  不同碳源对丁二酸产量的影响 

碳源的主要作用是构成细胞物质和提供微生

物生长发育所需的能量，以及提供合成代谢所需

的碳源。因此碳源对丁二酸发酵有重要的影响，

不同菌株利用碳源能力不同，分别在发酵培养基

中添加 40 g/L 的不同碳源，考察碳源对丁二酸产

量的影响，发酵 48 h 后，分析测定样品，每组设

3 个平行，结果取平均值 (以下同)。 

从图 1 可以看出以甘露醇为碳源时丁二酸产

量最高 (31.36 g/L)，丁二酸与主要副产物的比例也

最高 (丁二酸/乙酸=6.2)；其次为葡萄糖 (28.68 g/L，

丁二酸/乙酸=5.45)、麦芽糖 (24.34 g/L，丁二酸/

乙酸=3.72)、果糖 (22.69 g/L，丁二酸/乙酸=3.54)、

蔗糖  (21.72 g/L ，丁二酸 / 乙酸 =2.85) 、木糖   

(18.43 g/L，丁二酸/乙酸=3.43)；而以葡萄糖为碳

源时生物量最高  (OD660=9.8)，其次为甘露醇 

(7.6)、麦芽糖 (6.0)、果糖 (5.6)、蔗糖 (5.1)、木

糖 (4.7)；这可能与碳源还原性大小有关，琥珀酸

放线杆菌发酵生产丁二酸过程中，还原力严重不

足，1 mol 葡萄糖可以生成 2 mol 磷酸烯醇式丙酮

酸 (PEP)，同时可以生成 2 mol NADH，而 2 mol 

PEP 生成 4 mol 的丁二酸则需要 4 mol 的 NADH，

因此，通常情况下，产琥珀酸放线杆菌在厌氧发

酵产丁二酸的过程中常含有乙酸、甲酸等不需要

消耗 NADH 合成的代谢产物，由此来维持胞内的

氧化还原电位平衡[16-17]。而甘露醇和葡萄糖还原

性较其他碳源强[18]，所以，丁二酸产量较高，副

产物较少。综合考虑丁二酸产量及成本等因素，

选择葡萄糖作为丁二酸发酵的碳源。 

 
 

图 1  不同碳源对丁二酸发酵的影响 

Fig. 1  Effect of different carbon sources on the 
production of succinic acid. 

 

2.2  不同氮源对丁二酸产量的影响 

氮源是构成菌体物质和一些代谢产物的必需

营养元素，氮源可分为无机氮源和有机氮源两类，

无机氮源特点是成分简单，利用速度快，主要包

括氨水、铵盐或硝酸盐、尿素等。氮源除可以提

供微生物所需的氮源外，还可以稳定和调节发酵

的 pH 值；有机氮源成分复杂，利用速度较慢，主

要包括酵母提取物、蛋白胨、玉米浆、豆饼粉、

花生饼粉等，除提供氮源外，还提供大量的无机

盐及生长因子。以 40 g/L 的葡萄糖为碳源，氮源

浓度为 5 g/L，有机氮源选取酵母提取物、蛋白胨、

玉米浆，无机氮源选取硫酸铵、尿素，进行发酵，

发酵 48 h 后，分析测定样品。 

从图 2 中可以看出最适氮源为酵母提取物，

其次为玉米浆，无机氮源生长和发酵很差，这可

能是因为琥珀酸放线杆菌本身不能合成生物素、

烟酸、甲硫氨酸等生长因子[19]，需要在培养基中

添加，而酵母提取物中可以满足琥珀酸放线杆菌

需求，菌体生长和丁二酸产量最高，选择酵母提

取物作为丁二酸发酵的氮源。 
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图 2  不同氮源对丁二酸发酵的影响 

Fig. 2  Effect of different nitrogen sources on the 
production of succinic acid. 
 

2.3  不同 pH 缓冲剂对丁二酸产量的影响 

产琥珀酸放线杆菌发酵最佳 pH 为 7.0。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，有关研究表

明[20-21]，pH 值是丁二酸发酵的关键因素之一，因

此，需要选择合适的 pH 调节剂用于丁二酸生产。

由于 NaOH (10 mol/L)、氨水 (14 mol/L)、Na2CO3 

(2.5 mol/L) 需要进行流加，发酵在 1.3 L 发酵罐

进行分批发酵培养，装液量为 0.8 L，接种量 5％。

搅拌转速 150 r/min，pH 控制在 6.5~7.2，温度    

37 ℃，CO2 通气量 0.25 L/min。 

从图 3 可以看出，氨水对菌株生长有一定的

毒性，菌体生长和发酵受到明显抑制，主要是因

为细胞膜对 NH4
+有较高的通透性，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，当能量供给不足时，影响细胞无法

正常的生长代谢，最终导致死亡[22]。CaCO3 (40 g/L) 

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 5.7，影响菌体生长；Na2CO3 或 NaOH 控制

发酵 pH 时, 随着产酸的进行，Na+浓度逐渐升高，

细胞代谢过程中 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，但当 Na+浓度高于 4 g/L 时，产琥珀酸厌氧螺

菌 Anaerobiospirillum succinicproducens 最 高

OD660 值呈现下降趋势，丁二酸的产量也随之下 

降[23]，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。

而以 MgCO3 控制 pH 时，整个发酵过程中 pH 从

初始的 7.1 逐渐下降到发酵终了时的 6.5 左右，菌

体生长情况良好，丁二酸产量较高，不易发生絮

凝结块现象。这是因为 Mg2+是许多酶的激活剂，

在丁二酸合成途径中的关键酶——PEP 羧化激酶

需要 Mg2+作为辅助因子[24-25]，而 PEP 羧化激酶是

合成产物丁二酸的关键酶，能够促进 PEP 转化为

草酰乙酸 (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。因此，选择 MgCO3 作为丁二酸发酵的 pH

缓冲剂。 

 

 
 
图 3  pH 缓冲剂对丁二酸发酵的影响 

Fig. 3  Effect of different pH neutralizing agents on 
the production of succinic acid. 
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2.4  影响丁二酸发酵重要因素的筛选 

根 据 单 因 素 试 验 结 果 和 有 关 文 献 ，

Plackett-Burman 试验选用试验次数 N-12 的设计，

对 9 个因素进行考察，并余留 2 个空项以估计实

验误差。每个因素取 2 个水平，以丁二酸浓度 (g/L)

的平均值 Y 为响应值，每组试验设置 3 个平行。

Plackett-Burman 实验设计因素及水平见表 1，实验

设计矩阵见表 2，对表 2 进行统计分析，结果见  

表 3。 

“Prob>F”小于 0.05，表明因素显著。“Model 

Prob>F”等于 0.0093，表明模型是重要的。因此，

葡萄糖、酵母提取物和碳酸镁浓度对丁二酸浓度

有重要的影响。通过表 4 的分析，我们选择了

“Prob>F”小于 0.05 的 3 个因素 X2、X3、X4 (即葡萄

糖、酵母提取物和碱式碳酸镁浓度) 是影响丁二酸

发酵的重要因素。 

2.5  最陡爬坡试验 

最陡爬坡实验设计及结果如表 5 所示。结果

显示，丁二酸最高产量在第 3 次附近，故以实验 3

的条件为响应面实验因素水平的中心点。 
 

表 1  Plackett-Burman 设计实验参数和水平 

Table 1  Factors levels of PIackett-Burman design 

Code Variables 
Level 
(–1) 

Level 
(+1) 

X1 NaCl (g/L) 1.00 1.20 

X2 Glucose (g/L) 40.00 50.00 

X3 Yeast extract (g/L) 4.00 6.00 

X4 MgCO3 (g/L) 40.00 50.00 

X5 KH2PO4 (g/L) 3.00 4.00 

X6 MnCl2 (g/L) 0.60 0.80 

X7 CH3COONa (g/L) 1.00 1.20 

X8 CaCl2 (g/L) 2.00 2.50 

X9 MgCl2 (g/L) 2.00 2.50 

 
 
表 2  Plackett-Burman 试验设计表和结果 a 

Table 2  Experimental design of Plackett-Burman and corresponding results 

Run X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 Y 

1 1 –1 1 –1 1 –1 1 –1 1 29.37±0.41 

2 –1 1 1 1 –1 –1 1 –1 1 30.18±0.33 

3 1 1 –1 1 1 1 –1 –1 1 31.54±0.52 

4 1 1 –1 –1 –1 –1 –1 1 1 30.13±0.27 

5 –1 –1 –1 –1 1 1 1 1 1 32.39±0.31 

6 1 –1 1 1 1 –1 –1 1 –1 30.86±0.40 

7 1 –1 –1 1 –1 1 1 –1 –1 32.09±0.18 

8 –1 1 1 –1 1 1 –1 –1 –1 31.14±0.44 

9 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 29.24±0.25 

10 –1 –1 1 1 –1 1 –1 1 1 28.73±0.32 

11 –1 1 –1 1 1 –1 1 1 –1 30.39±0.27 

12 1 1 1 –1 –1 1 1 1 –1 28.99±0.36 

a: each value is an average of three parallel replicates. 
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表 3  单变量方差分析 

Table 3  Univariate analysis of variance 

Source 
Degree of freedom 

(DF) 
Sum of squares 

(SS) 
Mean 

square (MS) 
F 

value 
Prob>Fb 

Model 9 12.68 4.23 9.67 0.0049 

Error 2 3.50 0.44   

Total error 11 16.17    

b: values of “Prob > F” less than 0.05 indicate model terms are significant. The model F-value of 9.67 implies the model is 
significant. There is only a 0.49% chance that a "Model F-Value" this large could occur due to noise[26-28]. 
 

表 4  参数估计和各因素影响 c 

Table 4  Parameter estimation and effects of different factors 

Variables Degree of freedom Coefficient estimate Standard error Prob>F Order 

Intercept 1 12.68 0.19 0.0049 0 

X1 1 –0.10 0.19 0.3645 9 

X2 1 8.09 0.19 0.0026 1 

X3 1 2.26 0.19 0.0498 3 

X4 1 2.33 0.19 0.0487 2 

X5 1 0.28 0.19 0.1379 4 

X6 1 –0.24 0.19 0.1568 6 

X7 1 0.21 0.19 0.2100 7 

X8 1 –0.26 0.19 0.2263 5 

X9 1 –0.18 0.19 0.1419 8 

c: values of “Prob > F” less than 0.0500 indicate model terms are significant. In this case X2, X4, X3 are significant model 
terms. 

 
 

表 5 最陡爬坡试验设计及结果 

Table 5  Experimental design of steepest ascent and 
corresponding results  

Run 
Glucose 

(g/L) 
Y E 

(g/L) 
MgCO3 

(g/L) 
Y 

1 50.00 6.00 50.00 30.44±0.31 

2 55.00 8.00 55.00 33.60±0.24 

3 60.00 10.00 60.00 36.89±0.40 

4 65.00 12.00 65.00 34.81±0.37 

5 70.00 14.00 70.00 32.87±0.19 

6 75.00 16.00 75.00 25.78±0.28 

Y E: yeast extract. 

2.6  应用响应面分析法确定重要因素的最佳水平 

2.6.1  试验因素水平设计 

运用 Box-Behnken 的中心组合设计原理，以

最陡爬坡实验得到的中心点对 Plackett-Burman 实

验确定的 3 个显著性影响因子各取 3 水平。本项

实验安排响应面试验各个因素水平如表 6 所示。 

2.6.2  实验设计及结果  

根据响应面分析试验软件设计了 3 因素 3 水

平共 15 个实验点进行响应面分析，试验安排及结

果见表 7。15 个试验点分为两类，一类是析因点，

共 12 个；一类是零点(试验点 13，14，15)为区域 
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表 6  响应面分析实验参数水平 

Table 6  Factors and levels of response surface 
central composite design 

Variables Level 

Code Factors 
Low 
(–1) 

Center 
(0) 

High 
(+1) 

X1 Glucose (g/L) 55.00 60.00 65.00

X2 Y E (g/L) 8.00 10.00 12.00

X3 MgCO3 (g/L) 55.00 60.00 65.00

Y E: yeast extract. 
 

的中心点。零点重复 3 次，用于估计试验的误差。 

根据表 7 的试验结果，以丁二酸浓度 Y 值为

响应值，对数据进行回归分析，试验因子对响应

值 的 影 响 可 得 到 如 下 方 程 ： Y=45.92+5.25X1– 

1.02X2–1.93X3–2.35X1
2–2.88X2

2–3.50X3
2+0.06X1X2–

0.36X1X3+0.09X2X3。 

决定系数 R2=0.9884，说明方程的拟合度很

好，可以用该回归方程代替真实试验点结果进行

分析。回归方程的方差分析还表明，一次项和二

次项对响应值的影响是十分显著的，交互项的影

响不明显，试验因子与响应值之间不是线性关系。

对响应面实验进行方差分析，结果见表 8。 

表 8 的方差分析结果表明，“Model Prob>F”

等于 0.0003 远小于 0.05，说明模型是显著的。一

般认为。决定系数 R2 大于 0.9，表明预测值能与试

验值具有高度相关度[15]。在本试验中，R2=0.9884，

表明仅有不到 2％的丁二酸产量变异不能由该模

型解释。 

图形能够提供一种形象的观测响应值和试验

参数水平关系的方法[29]。通过上面多元回归方程

做响应曲面曲线图，结果见图 4~6。由响应面的规

范分析可知，回归模型存在最大稳定点。Y 的最大

估计值为 47.59，最佳点为 X1=2.00、X2=-0.16、

X3=-0.38 即葡萄糖浓度为 70g/L, 酵母提取物浓

度为 9.2 g/L，碱式碳酸镁浓度为 58.1 g/L，此点丁

二酸浓度为 47.59 g/L。 

表 7  Box-Bohnkon 试验设计表和结果 

Table 7  Experimental design of Box-Bohnkon and 
corresponding results 

Run X1 X2 X3 Y 

1 –1 –1 0 36.78±0.27 

2 –1 1 0 34.98±0.36 

3 1 –1 0 46.28±0.41 

4 1 1 0 44.70±0.25 

5 0 –1 –1 43.26±0.34 

6 0 –1 1 38.22±0.47 

7 0 1 –1 40.68±0.26 

8 0 1 1 36.00±0.23 

9 –1 0 –1 35.45±0.34 

10 1 0 –1 47.56±0.40 

11 –1 0 1 33.30±0.33 

12 1 0 1 43.97±0.19 

13 0 0 0 45.96±0.27 

14 0 0 0 46.23±0.35 

15 0 0 0 45.56±0.31 

 
 
表 8  Box-Bohnkon 试验方差分析结果 

Table 8  Univariate analysis of variance of 
Box-Bohnkon experimental 

Term DF SS MS F Pr>F

Model 9 343.180 38.130 47.15 0.0003

X1 1 220.500 220.500 272.66 0.0001

X2 1 8.360 8.360 10.34 0.0236

X3 1 29.880 29.880 36.94 0.0017

X1*X1 1 20.410 20.410 25.23 0.0040

X1*X2 1 0.012 0.012 0.015 0.9074

X1*X3 1 0.520 0.520 0.64 0.4597

X2*X2 1 30.640 30.640 37.89 0.0016

X2*X3 1 0.032 0.032 0.04 0.8492

X3*X3 1 45.120 45.120 55.80 0.0007

Lack 
of fit 

3 4.040 0.810 11.19 0.0831
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图 4  葡萄糖和酵母提取物浓度对丁二酸产量影响

的响应面图 

Fig.4  Surface layer of the mutual-affection of glucose 
and yeast extract concentraction on succinic acid yield. 

 

 
 
图 5  葡萄糖和碳酸镁浓度对丁二酸产量影响的响

应面图 

Fig.5  Surface layer of the mutual-affection of glucose 
and magnesium carbonate concentraction on succinic 
acid yield. 

 

2.7  发酵罐验证试验 

对最佳点进行 3 次 1.3 L 发酵罐验证试验，发

酵过程残糖、生物量、丁二酸及其主要副产物乙

酸的浓度变化见图 7。丁二酸发酵结果平均值

47.64 g/L，丁二酸得率为 68.06%，表明预测值与

验证试验很接近，说明回归方程能够比较真实地

反映各筛选因素对丁二酸发酵的影响。 

 

 
 

图 6  酵母提取物和碳酸镁浓度对丁二酸产量影响

的响应面图 

Fig.6  Surface layer of the mutual-affection of yeast 
extract and magnesium carbonate concentraction on 
succinic acid yield. 

 

 

 
 

图 7  1.3 L 发酵罐验证试验发酵结果 

Fig.7  Demonstration test results of 1.3 L fermentor. 
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3  结论 

通过单因素试验确定适合琥珀酸放线杆菌产

丁二酸的碳源、氮源、pH 调节剂分别为葡萄糖、

酵母提取物和碱式碳酸镁，再利用 Plackett-Burman

试验设计筛选影响丁二酸发酵的重要参数，采用最

陡爬坡实验逼近最大丁二酸生产区域后，利用

Box-Behnken 设计确定重要参数的最佳水平。筛选

结果表明，影响丁二酸产量的重要参数及其最佳浓

度分别为：葡萄糖 70.00 g/L，酵母提取物 9.20 g/L，

碱式碳酸镁 58.10 g/L。优化后丁二酸产量达到

47.64 g/L。与初始条件 (36.89 g/L) 相比，丁二酸

浓度提高了 29.14%。在最佳工艺条件下得到的试

验结果与模型预测值很吻合，说明建立的模型是

有效的。表明采用响应面法优化发酵工艺是提高

丁二酸发酵浓度的有效途径之一。该菌株是一株

很有应用开发潜力的丁二酸生产菌株。 
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