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摘 要 通过单因素优化实验、Plackett-Burman实验和Box-Benhnken响应面实验对影响丙酮丁醇梭状芽孢杆

菌产丁醇能力的主要因素进行优化，得到了回归方程：y2=8．583 367一o．002 125×x7一o．416 5×x3+o．297

567×X9+0．070 692×XIo—O．550 233×X72一O．037 9×x7×X8一O．001 775×X7×x9一O．053 75×X7×X10

+O．037 529×X82一O．182 675×X8×X9+O．032 475×X8×X10+O．126 754×X9 2一O．069×X口×X10一

0．588 208×X-o 2。对回归方程进行岭嵴分析，得到了丙酮丁醇梭状芽孢杆菌的优化培养条件，即装液量为310

mL，种龄为18 h，静态培养，接种量为6％，温度为37℃，初始pH值5．5，在此基础上进行7 L发酵罐扩大培养，

优化前和优化后的分批发酵结果相比，优化后7 L罐最佳浓度的产量为10．55 g／L，比原产量8．02 g／L提高了

31．25％，比有关文献报道的产量高出11．64％[”。
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丙酮丁醇发酵是丙酮丁醇梭状芽孢杆菌(CZDs—

f—di“m口cP￡06乱砂Zic乱仇)在嫌氧条件下将葡萄糖代谢

为丙酮、丁醇等溶剂的生物化学过程[‘]。从20世纪

20年代起，世界各国就投入了大量精力进行研究。

其后，由于石油化工的发展，丙酮以及丁醇可以廉价

地供给，该发酵法就此暂时消失。但是，丁醇作为一

种大宗化工原料，市场很大，国内年需求量约50万t

以上。随着石油资源日益紧缺，以生物法为原料，发

酵法生产丙酮、丁醇的技术重新显示出其优势。因为

生物柴油是一种可再生的清洁能源，而向生物柴油中

添加丁醇，可以有效地改善其自身存在的燃烧性能上

的缺点‘5。。

有关采用固定化技术[6]，用糖蜜作为发酵培养

基[7]等提高丁醇产量的研究已均有报道，但丁醇产量

都不到109／L。文中通过利用SAS软件n]对丙酮丁

醇梭状芽孢杆菌产丁醇能力的培养条件进行了优化，

产量有了显著的提高。

1 材料与方法

1．1菌 种

丙酮丁醇梭状芽孢杆菌‘83(CZos￡r磁i越m口c口￡D6“一

缈zif“m)CICC 8012，购自中国工业微生物菌种保藏

中心。

1．2培养基

1．2．1种子培养基、摇瓶培养基、发酵培养基

均为50 g过40目筛的玉米粉加1 Ooo mL自来
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水，混合均匀，微沸后煮1h成糊状，分装于500 mL

三角瓶中。自然pH，121℃灭菌30 min。

1．2．2培养方法

(1)菌种先在沸水浴下热处理‘93 1～2 min，再于

35～39℃下厌氧培养。

(2)初始pH为6，装液量270 mL，采用静态培

养，接种量10％，温度37℃、种龄22 h，转接至发酵培

养基，发酵周期为78 h。

1．3主要仪器设备

HYGFJ生物反应摇瓶柜，上海欣蕊自动化设备

有限公司。7L发酵罐，上海高机生物工程有限公司。

高效气相色谱分析仪，美国安捷伦科技公司。pH

计，梅特勒一托利多仪器(上海)公司。

1．4分析方法

1．4．1 生物量的测定

采用核酸量方法[103测定。

1．4．2酸度

取5 mL发酵液加热除去样液中的CO。，以酚酞

为指示剂，用0．02 moL／L Na0H滴定。

1．4．3 pH值

采用pH计测定。

1．4．4 丁醇测定方法

摇瓶发酵72 h，此时丁醇产量最高，测丁醇产

量，每组3个平行，取平均值。

培养基中含有大量的水，在进行色相色谱分析前

需对发酵液进行预处理。预处理方法：在培养过程

中，每隔8h取样测定丁醇含量，将发酵液在12 OdO

r／min下离心15 min，取400 pL上清液，再准确地
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裹l实验设计和响应值表

实验点 Xl X2 X3 X‘ X5 X6 yl／g·L一1

表2各因素参数估计值

表3因素水平取值

2．3 实验优化

根据Box—Benhnken的中心组合实验设计原理，

4因素3水平的响应面分析实验点为27个，响应值

y。为丁醇产量。4因素3水平实验设计与结果见表

4。通过中心组合实验分析得知，一次项的P—O．000

1<o．1、二次项的P=o．000 1<0．1对y2有显著影

响；失拟项的P=O．107 79>0．1，没有显著性意义，

数据中没有异常点，不需要引入更高次数的项，模型

恰当。

2．4建立二次响应面回归模型

回归方程为：

y2=8．583 367一O．002 125×X7一O．416 5×墨

+0．297 567×X9+O．070 692×Xlo—O．550 233×

X7 2一O．037 9×X7×X8一O．001 775×X7×X9一

O．053 75×X7×X10+O．037 529×X82—0．182 675

×X8×X9+O．032 475×X8×Xlo+0．126 754×X92

一o．069×X9×Xlo—o．588 208×X10 2。可信度分

析见表5，其中R2—95．82％，说明模型的拟合程度很

好。
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表4实验设计及响应值结果

表5可信度分析

R-8quare(复相关系数的平方)

Adj R—square

(调整后的决定系数)

RMSE(模型误差平方根)

CV(变异系数)

95．82％

90．95％

O．16445

2．017689

2．5典型分析

由响应面回归方程可知，存在稳定点，但其特征

值有正有负，响应曲面是鞍面(图略)，说明该稳定点

是鞍点，没有惟一最佳值，因此还需做岭嵴分析，进一

步确定最佳响应值。通过岭嵴分析，极大值Y=

9．261 92，所对应的各主要因素(X，，X8，X。，Xt。)的

编码值分别为(O．011 93，一o．703 14，O．710 95，一

O．ooO 91)，即接种时间约为18h、接种量约为6％、温

度约为37℃、初始pH值约为5．5，此时发酵液中丁

醇产量最高。在以上优化条件下进行验证试验，共进

行3次，丁醇产量平均值为9．377 4 g／L，接近预测

值。证实了模型预测值与实验值之间有良好拟合性，

也证实了模型的有效性。所以培养条件定为装液量

   



310mL、静态发酵、接种时间为18h、接种量为6％、温

度为37℃、初始pH值5．5。

2．6基于响应面优化条件的分批发酵

依据响应面优化条件进行7L罐扩大培养，添加

4．7L5％玉米粉液体培养基，用种龄为18 h、体积比

6％的量加入O．3L的种子培养液，采用静态培养，温

度为37℃，初始pH值5．5的条件下发酵。分批发酵

过程如图7所示，在7 L罐最佳浓度的产量10．55 g／

L比原产量8．02 g／L提高了31．25％，比有关文献报

道高出11．64％，证明了在此优化条件下，丙酮丁醇

梭状芽孢杆菌生产丁醇能力与响应面分析结果相符，

而且产量得到了有效的提高。
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图7 7 L罐分批发酵实验结果

发酵过程按照酸度升降变化分为3个时期：升酸

期、减酸期和平衡期。升酸期，氧化作用多于还原作

用，酸度迅速上升，约在12～15 h酸度最高；10 h左

右，开始生成丁醇。酸度上升的同时，pH值迅速下

降，由于蛋白质及水解产物的缓冲作用，pH值直到

发酵结束不再发生太大的变化，基本上保持在一个恒

定范围；随着酸度上升到最大，菌体数量也达到最大，

酸被还原，由此进入减酸期，维持约15 h，酸度一直

降到最大值的50％左右，其速率与上升时相近。实

验表明，如果没有正常的减酸期，丁醇产量会明显偏

低；平衡期约15 h，到发酵后期，酸度曲线略有回升。

从减酸期开始，丁醇含量迅速提高，在52 h丁醇含量

达到最大值(10．55 g／L)。
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Conditions Optimization for Butanol of Czosfr谢Z比m

口cPf06“f yZZciHm by SAS Software

Liu Xingwang，Zhao Hongkun，Du Lianxiang，Lu Fuping，Qiu Qiang
(Tianjin Key Lab of Industrial Microbiology，college of Biotechnology，Tianjin University of Science

＆Technology，Tianjin 300222，China)

ABSTRACT The main characters of Clostridium acetobutylicium influencing the production capacity of Buta—

nol were optimized by using single factor optimization experiment and SAS[1】software combined with the

Plackett—Burman design and Box-Benhnken designL 2。． A regression equation was obtained：

K=8．583 367一O．002 125×X，一O．416 5×X8+O．297 567XX9+0．070 692×Xlo～O．550 233×X7×X7一

O．037 9×X7×X8—0．001 775×X7×X9—0．053 75×X7×X10+0．037 529×X8×X8一O．182 675×X8×X9

+O．032 475×X8×Xlo+O．126 754X X9×X9一O．069×X9×X10—O．588 208×X10 X Xlo．The ridge analysis

was then used to determine the optimal levels of the main factors． The results showed that the optimum fer—

mentation conditions were as f01lows：310 mL liquid medium in a flask of 500 mL，inoculums time 18 h，stat—

ic culture，inoculums size 6％，culture temperature 37℃and the initial pH 5．5．Under the optimized condi—

tions，the concentration of Bll切n01in 7 L fe咖entor increased from 8．01 g／L to 10．55 g／L，which was 31．25％Kgh—
er th蛳the production of ButaJlol before oprtiIllization arld 11．64少6 hi曲er thaIl orther related report[31．

K￡y words acetone，butaJl01，gas chromato量fra【phy，plackett．bullTlan deSign，boX-benh矗ken design，ddge analysis
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