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摘要： 采用产琥珀酸放线杆菌 NJ113 为发酵菌种，研究了 5 种型号的玉米浆（由法国罗盖特公
司提供的 095K，048K，095E，No.120924和一种国产玉米浆）对丁二酸发酵的影响。 研究了 095K
和 No.120924玉米浆替代酵母膏作为廉价氮源的可行性。 结果表明，095K玉米浆可以完全替代
酵母膏，No.120924的最适替代比例（体积分数）为 60%~80%。 测定 095K玉米浆中氨基酸、维生
素和金属离子的含量，并通过正交试验研究了玉米浆中关键组分对丁二酸发酵的影响，得到了 6
种关键组分（谷氨酸、苏氨酸、精氨酸、甲硫氨酸、烟酸和生物素）的质量浓度优化组合，与对照组
相比，丁二酸产量提高了 41.8%。
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Abstract： The effects of five different kinds of corn steep liquor （domestic batch and solulys048K，
solulys 095K，solulys 095E，No.120924，provided by Roquette Company） on succinic acid
fermentation by Actinobacillus succinogenes NJ113 were studied. The feasibility of replacing yeast
extract with corn steep liquor 095K and No.120924 as cheap nitrogen source was also studied. The
results showed that 095K can replace yeast extract completely and the optimal replacement ratio
was 60%-80% when using No.120924. The contents of amine acids，vitamins and metallic elements
of corn steep liquor 095K were determined and the effect of the key ingredients on succinic acid
production was studied by orthogonal experiment. A optimal combination of the six kinds of
ingredients （glutamic acid，threonine，arginine，methionine，biotin and nicotinic acid） was obtained，
and the yield of succinic acid was increased by 41.8% compared with that of the control.
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丁二酸，又称琥珀酸，是一种重要的化工中间
体原料，广泛存在于人体、动植物和微生物中，应用
于医药、食品添加剂、绿色溶剂和表面活性剂等领
域 [1]。 传统工业中主要是利用石油基产品为原料通
过化学合成的方法生产丁二酸，但这种方法具有高
价格和高污染等局限性 [2]。 利用微生物发酵法生产
丁二酸因具有可再生、环境友好、价格低廉等特性，
逐渐成为国内外学者研究的热点，生物基丁二酸在
石油基大宗化学产品市场中也越来越受到关注 [3-4]。
此外，微生物发酵法生产丁二酸因具有发酵过程中
利用 CO2、能够缓解温室效应这一优点，被看做是一
种非常绿色的工业技术[5]。
酵母膏是一种营养成分丰富、产品品质稳定并

广泛应用于发酵工业的氮源原料。 相对其他氮源，
酵母膏价格较高，增加了丁二酸生产的成本。 玉米
浆是玉米淀粉生产过程中得到的副产物， 富含糖
类、可溶性蛋白质、氨基酸、多肽、脂肪酸、维生素、
肌醇、水解酶，以及其他有机化合物、重金属和无机
离子[6-7]。 玉米浆是生产抗生素、有机酸和其他发酵
产品的培养基组成成分之一，由于其富含可溶性蛋
白质和多种游离氨基酸，是微生物发酵的良好氮
源[8-9]，且价格低廉，有利于降低丁二酸生产成本，作
为廉价替代氮源，具有重要的研究意义。
作者所在研究室利用法国罗盖特公司提供的 4

种不同型号的玉米浆和一种国产玉米浆，研究在琥
珀酸放线杆菌 Actinobacillus succinogenes NJ113 发
酵产丁二酸的过程中玉米浆可否替代酵母膏作为

廉价氮源，并研究玉米浆中的关键组分（氨基酸、维
生素和金属元素）对丁二酸发酵的影响，以进一步
降低丁二酸生产的成本，并提高利用玉米浆作为氮
源时丁二酸的产量。

1.1 生产菌株
Actinobacillus succinogenes NJ113，由南京工业

大学 制药与生命科学学院 材料化学工程国家重点

实验室筛选并保存。
1.2 培养基
1.2.1 种子培养基质量浓度 （g/L） 葡萄糖 10，酵
母粉 5， NaH2PO4 9.6， K2HPO4 15.5， NaHCO3 10，玉
米浆 2.5，NaCl 1。
1.2.2 原始发酵培养基质量浓度 （g/L） 葡萄糖50，

NaH2PO4 1.6， Na2HPO4 0.31， KH2PO4 3， NaAC 1.36，
NaCl 1， CaCl2 0.2， MgCl2·6H2O 0.2， 酵母膏 5，
（MgCO3）4Mg（OH）2·5H2O 50，玉米浆 5。
1.2 培养方法
将冻存于-70 ℃冰箱的菌种接种于种子培养基

中，并在厌氧发酵瓶中通入 CO2 2 min，拧紧瓶塞。
220 r/min，37 ℃培养 12 h作为种子液。 将种子液接
种于发酵培养基中，接种量为体积分数 5%，并在厌
氧发酵瓶中通入 CO2 2 min， 拧紧瓶塞。 220 r/min，
37 ℃培养 24 h。
1.3 分析方法
采用生物传感分析仪（ SBA240C，山东省科学

院生物研究所提供）测定葡萄糖含量。 发酵液中丁
二酸含量测定采用高效液相色谱法 [10]。 采用UV
mini-1240 型紫外可见分光光度计（岛津公司制）于
660 nm处测定 OD值。
天冬氨酸、谷氨酸、丝氨酸、组氨酸、甘氨酸、苏

氨酸、精氨酸、丙氨酸、酪氨酸、缬氨酸、甲硫氨酸、
苯丙氨酸、异亮氨酸、亮氨酸、赖氨酸、脯氨酸 16 种
氨基酸含量均以高效液相色谱法测定[11]。

VB1、VB2、VC、 烟酸、VB6、VB12和生物素均以高

效液相色谱法测定[12]。
锰（Mn） 和铜（Cu）以石墨原子吸收光谱法测

定 [13-14]；锌（Zn）、 铁（Fe）、 镁（Mg），以火焰原子吸收
光谱法测定[15-16]；钾（K）和钠（Na）以火焰原子发射光
谱法测定。

2.1 玉米浆替代酵母膏的初步研究
为初步研究玉米浆替代酵母膏作为氮源的可

行性，首先在原始发酵培养基的基础上，研究不同
氮源组合对丁二酸发酵的影响，分别在发酵培养基
中采用不同型号玉米浆与酵母膏的组合作为氮源，
结果见表 1。
由表 1 可知， 在总质量浓度相同的情况下，不

同型号玉米浆和酵母膏的组合作为氮源与仅用酵

母膏作为氮源时相比， 丁二酸产量和 OD 值有所不
同： 添加国产玉米浆后丁二酸产量和 OD 值降低较
多；但添加 095E、048K 和 No.120924 玉米浆后二者
降低较少； 而添加 095K 玉米浆后丁二酸产量有所
升高。 初步判定玉米浆替代酵母膏作为氮源是可行
的。 但考虑到原始发酵培养基中玉米浆质量浓度较

材料与方法1

结果与讨论2
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低，需进一步优化玉米浆的最适质量浓度，在最适
玉米浆质量浓度的基础上研究玉米浆替代酵母膏

的可行性。
表 1 不同氮源组合对丁二酸发酵的影响

Table 1 Effect of different nitrogen source combinations
on succinic acid fermentation

2.2 玉米浆型号和质量浓度对丁二酸发酵的影响
对 5 种型号玉米浆设置 6 个质量浓度水平

（10、20、30、40、50、60 g/L）进行实验，研究不同型号
玉米浆的最适质量浓度，结果见图 1和图 2。

图 1 5 种型号玉米浆不同质量浓度水平的丁二酸产量
Fig. 1 Effect of batches and concentration of five corn

steep liquor on the succinic acid yield of

图 2 5 种型号玉米浆不同质量浓度水平的 OD 值
Fig. 2 Effect of batches and concentration of five corn

steep liquor on OD

由图 1 图 2 可知，分别单独使用 5 种型号的玉
米浆作为氮源时，丁二酸产量和 OD值如表 2所示。
表 2 不同型号玉米浆的最适质量浓度及相应丁二酸产量和

OD 值
Table 2 Optimal concentration of five batches of corn

steep liquor and the corresponding yield of
succinic acid and OD

由表 2 可知，5 种型号玉米浆的最适质量浓度
均为 40 g/L， 当采用玉米浆 095K 和 No.120924 时，
丁二酸产量较高，分别为 29.4 g/L 和 24.3 g/L，故选
择此两种型号玉米浆进行进一步替代实验。
2.3 玉米浆替代酵母膏作为氮源的最适比例
基于以上研究， 选择 095K 和 No.120924 玉米

浆进一步研究玉米浆可否替代酵母膏作为廉价氮

源以及最适替代比例，因两种型号的玉米浆的最适
质量浓度均为 40 g/L，故比较质量浓度为 40 g/L 的
玉米浆、酵母粉和不同比例的二者混合物作为氮源
时丁二酸的产量和 OD值。 其中玉米浆替代酵母膏
的比例（体积分数）分别为 0，20%，40%，60%，80%，
100%。 结果见图 3和图 4。

图 3 玉米浆 095K 替代不同比例酵母膏作为氮源时丁二酸
的产量和 OD 值

Fig. 3 Yield of succinic acid and OD of different
replacement ratios of 095K

由图 3可知，095K玉米浆代替不同比例的酵母
膏作为氮源时，丁二酸产量和 OD 值相差很小，替代
比例（体积分数）可以达到 100%，故可以用 095K 玉
米浆完全替代酵母膏作为廉价氮源。

氮源组合质量浓度/（g/L）
丁二酸产量/(g/L) OD值

不同型号的玉米浆 酵母膏

095K 5 5 21.3 9.54

095E 5 5 17.6 6.54

048K 5 5 18.3 8.23

NO.120924 5 5 18.8 8.12
国产 5 5 14.3 6.33
无 5 20.5 10.23

玉米浆 最适质量浓度/(g/L) 丁二酸产量/(g/L) OD值

095K 40 29.4 9.44

095E 40 22.7 9.54

048K 40 23.8 12.44

NO.120924 40 24.3 11.10
国产 40 18.3 7.1
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图 4 玉米浆 NO.120924 替代不同比例酵母膏作为氮源时
丁二酸的产量和 OD 值

Fig. 4 Yield of succinic acid and OD of different
replacement ratios of NO.120924

由图 4可知， 当 No.120924 玉米浆替代酵母膏
的体积分数达到 80%时， 丁二酸产量下降 7.6%，为
26.43 g/L。 当替代体积分数为 100%时，丁二酸产量
下降 15.6%，为 24.16 g/L。 可知，No.120924 玉米浆
无法完全替代酵母膏， 最高替代体积分数为 60%~
80%。
2.4 玉米浆中关键组分对丁二酸发酵的影响
玉米浆中含有丰富的营养成分并对丁二酸发

酵具有较大影响，为进一步研究玉米浆影响丁二酸
发酵的机理，充分发挥玉米浆作为廉价氮源的替代
价值，将深入研究玉米浆中关键组分对丁二酸发酵
的影响。测定 095K玉米浆中各种氨基酸、维生素和
金属离子的含量，通过单因素实验初步研究各组分
对丁二酸发酵的影响，选择对丁二酸发酵影响较大
的组分进行正交试验，得到各关键组分的优化组合
并验证，以期提高丁二酸产量。
2.4.1 玉米浆主要成分检测 玉米浆 095K 中各种
组分的含量见表 3。
2.4.2 玉米浆中各种成分对丁二酸产量的影响
基于以上研究， 利用 16 种氨基酸，4 种金属离子
（Zn、Fe、Cu、Mn），6 种维生素 （VB1，VB2，VB6，VB12，
烟酸，生物素）配制的合成氮源替代玉米浆，各组分
的初始质量分数相当于其在含有 40 g/L 095K 玉米
浆的培养基中的质量分数。 以该合成氮源作为对照
组，通过单因素缺失法初步研究各组分对丁二酸发
酵的影响，结果见表 4。
由表 4单因素实验可知， 对丁二酸产量影响最

大的为谷氨酸、苏氨酸、精氨酸、甲硫氨酸、烟酸和生
物素 6种组分，故选用这 6种组分进行正交实验。

表 3 玉米浆中氨基酸、维生素和金属离子质量分数
Table 3 Contents of ingredients of corn steep liquor 095K

表 4 氨基酸、维生素及金属离子对丁二酸发酵的影响
Table 4 Effect of the ingredients on the yield of succinic

acid

2.4.3 正交试验结果与分析 根据表 4 中单因素
实验结果，采用正交试验考察谷氨酸、苏氨酸、精氨

氨基酸
在玉米浆中

质量分数/%
维生素和

金属离子

在玉米浆中

质量分数/%
天冬氨酸 0.013 9 Zn 0.019 9
谷氨酸 0.599 9 Fe 0.013 2
丝氨酸 0.022 5 Cu 0.001 0
苏氨酸 0.251 1 Mn 0.004 1
精氨酸 0.672 3 K 5.441 2

甘氨酸 0.156 4

异亮氨酸 0.306 2 VB6 0.017 8
亮氨酸 1.057 3 VB12 0.006 0
赖氨酸 0.519 3 生物素 0.010 5
脯氨酸 1.009 6 烟酸 0.013 3
组氨酸 0.009 0 VC 0

丙氨酸 1.721 9 Na 0.048 4
酪氨酸 0.038 3 Mg 1.303 4
缬氨酸 0.626 9 P 0.152 2
甲硫氨酸 0.177 8 VB1 0.011 3
苯丙氨酸 0.403 5 VB2 0.042 2

实验组
丁二酸产量/

(g/L)
实验组

丁二酸产量/
(g/L)

对照 7.83 对照 7.83

缺天冬氨酸 6.76 (-14%) 缺 Zn 7.79 (-0.4%)

缺谷氨酸 4.91 (-37%) 缺 Fe 7.67 (-2%)

缺丝氨酸 8.78 (+12%) 缺 Cu 8.14 (+4%)

缺苏氨酸 4.78 (-39%) 缺 Mn 7.59 (-3%)

缺苯丙氨酸 8.89 (+14%) 缺烟酸 6.26 （-20%)

缺异亮氨酸 6.78 (-13%)

缺亮氨酸 7.77 (-0.7%)

缺赖氨酸 7.02 (-1%)

缺脯氨酸 6.87 (-12%)

缺精氨酸 5.05 (-35%) 缺 VB1 7.43 (-5%)

缺丙氨酸 6.45 (-17%) 缺 VB2 7.20 (-8%)

缺酪氨酸 6.77 (-13%) 缺 VB6 7.12 (-9%)

缺缬氨酸 6.98 (-10%) 缺 VB12 7.75 (-1%)

缺甲硫氨酸 4.78 (-39%) 缺生物素 6.02 (-23%)

缺组氨酸 6.42 (-18%)

缺甘氨酸 7.99 (+2%)
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酸、甲硫氨酸、烟酸和生物素 6 种组分在丁二酸发
酵中的重要作用及其相关关系。按照 L25（56） 正交试
验因素水平表（表 5） 安排正交试验，其中 6 种组分
的质量浓度范围根据不同质量浓度梯度试验来确

定，其他组分的质量浓度不变。 具体试验设计及实
验结果分析见表 6—8及图 5。

表 5 正交试验因素水平表
Table 5 Factors level table of orthogonal test

表 6 正交试验设计
Table 6 Orthogonal test design

表 7 正交试验丁二酸产量的极差分析
Table 7 Range analysis of yield of succinic acid

表 8 正交试验 OD 值的极差分析
Table 8 Range analysis of OD

因素
水平及相应质量浓度/(g/L)

1 2 3 4 5

A 谷氨酸 0.3 0.6 0.9 1.2 1.5

B 苏氨酸 0.15 0.3 0.45 0.6 0.75

C 精氨酸 0.25 0.5 0.75 1.0 1.25

D 甲硫氨酸 0.15 0.3 0.45 0.6 0.75

E 生物素 0.002 5 0.005 0.007 5 0.01 1.25

F 烟酸 0.003 0.006 0.009 0.012 1.5

水平组合
OD 值 丁二酸产量/（g/L）

A B C D E F
1 1 1 1 1 1 2.76 5.15
1 2 2 2 2 2 4.91 8.15
1 3 3 3 3 3 4.71 8.81
1 4 4 4 4 4 2.77 5.73
1 5 5 5 5 5 2.56 5.21
2 1 2 3 4 5 4.51 8.05
2 2 3 4 5 1 2.89 6.06
2 3 4 5 1 2 5.01 8.45
2 4 5 1 2 3 3.55 8.13
2 5 1 2 3 4 4.60 7.69
3 1 3 5 2 4 3.52 8.59
3 2 4 1 3 5 4.73 8.82
3 3 5 2 4 1 4.57 9.37
3 4 1 3 5 2 5.02 9.21
3 5 2 4 1 3 2.75 9.79
4 1 4 2 5 3 2.92 7.85
4 2 5 3 1 4 2.75 7.87
4 3 1 4 2 5 4.62 8.47
4 4 2 5 3 1 4.79 9.67
4 5 3 1 4 2 4.68 9.33
5 1 5 4 3 2 5.22 9.25
5 2 1 5 4 3 2.50 7.40
5 3 2 1 5 4 2.83 6.89
5 4 3 2 1 5 2.98 7.38
5 5 4 3 2 1 2.95 7.88

A B C D E F

K1 6.610 7.778 7.584 7.664 7.724 7.626

K2 7.676 7.656 8.510 8.088 8.244 7.012

K3 9.156 8.398 8.034 8.360 8.848 8.878

K4 8.634 8.024 7.746 7.860 7.976 8.396

K5 7.760 7.980 7.962 7.864 7.044 7.586
极差 R 2.546 0.742 0.926 0.696 1.804 1.866
主次顺序 A>F>E>C>B>D
优水平 A3 B3 C2 D3 E3 F3

优组合 A3B3C2D3E3F3

A B C D E F

K1 3.542 3.786 3.900 3.710 3.250 3.592

K2 4.112 3.556 3.958 3.996 3.910 3.286

K3 4.118 4.348 3.756 3.988 4.810 4.968

K4 3.952 3.822 3.676 3.650 3.806 3.294

K5 3.296 3.508 3.730 3.676 3.244 3.880
极差 R 0.822 0.840 0.282 0.346 1.566 1.682
主次顺序 F>E>B>A>D>C
优水平 A3 B3 C2 D2 E3 F3

优组合 A3B3C2D2E3F3
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图 5 正交试验结果直观分析
Fig. 5 Intuitive analysis of orthogonal test results

通过对以上正交试验结果的分析可以看出，在

所选择的质量浓度范围内：1）谷氨酸、生物素和烟
酸是影响丁二酸生产的最重要因素； 2） 生物素、烟
酸、 谷氨酸和苏氨酸是影响细胞生长的关键因素；
3）对正交试验结果进行极差分析，得到了以丁二酸
高产量为目标的 6 种组分质量浓度优化组合，如表
9所示。
表 9 由正交试验得到的各组分质量浓度优化组合

Table 9 Optimal combination of six kinds of ingredients

对表 9 所示的 6 种组分质量浓度优化组合进
行了实验验证。 得到丁二酸产量和 OD 值分别为
11.12 g/L 和 4.95，其中丁二酸产量与对照组（7.83 g/
L）相比增加了 41.8%。按照该质量浓度优化组合，向
40 g/L 095K玉米浆中补充添加 6种关键组分，以使
用 40 g/L 095K 玉米浆为氮源作为对照组进行了验
证试验。 结果表明，补充添加 6种关键组分后，丁二
酸产量和 OD 值可达到 32.56 g/L 和 11.17， 其中丁
二酸产量与对照组（28.65 g/L）相比增加了 14.7%。

研究了在丁二酸发酵中不同型号玉米浆对丁

二酸发酵的影响、玉米浆替代酵母膏作为廉价氮源
以及玉米浆中关键组分对丁二酸发酵的影响，结果
如下：

1） 采用不同型号玉米浆作为氮源，丁二酸产量
有较大差别， 其中采用 095K 玉米浆时丁二酸产量
最高，为 29.4 g/L，其次为 No.120924、048K 和 095E，
采用国产玉米浆丁二酸产量最低，为 18.3 g/L。

2） 采用 095K玉米浆和 No.120924 研究了玉米
浆替代酵母膏作为廉价氮源的可行性。 结果表明，
095K玉米浆可以完全替代酵母膏作为廉价氮源，而
No.120924 的最适替代体积分数为 60%~80%。 表明
替代酵母膏作为廉价氮源是可行的，有利于降低丁
二酸生产成本。

3） 测定 095K 玉米浆中氨基酸、维生素和金属
离子的含量，并通过正交试验研究了玉米浆中谷氨
酸、苏氨酸、精氨酸、甲硫氨酸、烟酸和生物素 6 种
组分对丁二酸发酵的影响，得到了 6 中关键组分的
最适质量浓度组合，通过实验验证，与对照组相比，

质量浓度/（g/L）

谷氨酸 苏氨酸 精氨酸 甲硫氨酸 生物素 烟酸

0.9 0.45 0.5 0.45 0.0075 0.009

结 语3
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丁二酸产量提高了 41.8%。 向 40 g/L 095K 玉米浆
中补充添加 6 种关键组分后， 与使用 40 g/L 095K
玉米浆为氮源相比，丁二酸产量增加了 14.7%。通过

研究玉米浆中关键组分对丁二酸产量的影响以及

最适质量浓度组合，对于提高玉米浆产品质量具有
一定指导意义，有利于进一步提高丁二酸产量。
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