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　　摘要：利用新筛选的葡糖杆菌属菌株日本葡萄糖酸杆菌（Ｇｌｕｃｏｎｏｂａｃｔｅｒｊａｐｏｎｉｃｕｓ）ＣＧＭＣＣ１２４２５氧化甘油生产甘油
酸。单因素试验表明，甘油浓度、氮源浓度和金属离子浓度对发酵影响较显著；利用响应面分析法对培养基成分进行优

化，建立各因素对甘油酸产量的数学模型；在甘油１４０．８７０ｇ／Ｌ、蛋白胨９．５９０ｇ／Ｌ、ＭｎＳＯ４０．５１２ｇ／Ｌ条件下甘油酸的最大

估计值为５１．２２０ｇ／Ｌ，优化后甘油酸产量（５１．３６０ｇ／Ｌ）比优化前（３７．６２０ｇ／Ｌ）提高３６．５２％，与预测的极值基本符合。
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　　随着各方面技术的发展，生物柴油作为可替代的能源已
经开始应用于生活的各个方面，然而在生物柴油生产的过程

中会有１０％左右的副产物甘油［１］。甘油是含有多个羟基的

三碳化合物，是甘油三酯的骨架成分。甘油在很多方面具有

重要的用途，例如化妆方面甘油可以作为保湿剂，在食品和药

品方面可以作为添加剂。同时，甘油在涂料、汽车、烟草和纺

织方面也具有重要的作用［２］。然而由于生物柴油的大量生

产致使甘油的价格出现很大的波动，这也使得许多化学和生

物方面的研究者须要付出更多的努力来探索将甘油转化成具

有更高价值的化学物质［３－４］，其中氧化甘油生产甘油酸

（２，３－二羟基丙酸）就是一条重要的途径。甘油酸是一种三
碳有机酸，作为一种化学成分存在于自然界的大部分植物体

内，同时在人体内也存在甘油酸的衍生物。甘油酸在食品和

医药行业具有重要的作用［５］，例如，作为添加剂添加在食品

中可以改善食品的口感；由于甘油酸的生物可降解性优于其

他高聚物，因此可以用于药物的运输载体；并且Ｄ－甘油酸能
使人体内胃部细胞在受到乙醇刺激后增强活力，从而促进乙

醇分解代谢，因此可以作为解酒药的成分［６］。

据报道，甘油酸和甘油酸衍生物也具有重要的生物学活

性［７］。例如在狗体内的甘油酸具有增加胆固醇活性和使肝

兴奋的功能，甘油酸衍生出的酯类低聚物具有抗胰蛋白酶活

性［８］。因此，采用微生物转化甘油来生产甘油酸既可充分利

用生物柴油生产过程中的废弃物，同时又具有很大的市场潜

力。本研究采用微生物转化法转化甘油生产甘油酸，该方法

具有环境温和、产量高、方法简便、产物具有立体选择性等优

点。本研究对甘油酸发酵培养基成分进行单因素试验，然后

利用正交设计试验来确定最佳的培养基成分。

１　材料与方法

１．１　菌株与培养基
１．１．１　菌株　葡萄糖酸杆菌（Ｇｌｕｃｏｎｏｂａｃｔｅｒｊａｐｏｎｉｃｕｓ）
ＣＧＭＣＣ１２４２５，由笔者所在实验室从腐烂的水果中分离获得，
现保存于中国普通微生物菌种保藏管理中心。

１．１．２　培养基　（１）种子培养基：葡萄糖 ０．５％、蛋白胨
０５％、酵母粉０．５％、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．１％，ｐＨ值６．５～７．０。
（２）初始发酵培养基：甘油１５．００％、蛋白胨０．９０％、酵母粉
０．１０％、Ｋ２ＨＰＯ４ ０．０１％、ＫＨ２ＰＯ４ ０．０９％、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
０１０％、ＣａＣＯ３２．００％，ｐＨ值６．５～７．０。（３）优化后发酵培
养基：甘油１４．０８７０％、蛋白胨０．９５９０％、硫酸锰０．０５１２％、
ＫＨ２ＰＯ４０．０９００％、Ｋ２ＨＰＯ４０．０１００％、ＣａＣＯ３２．０００％，ｐＨ值
６．５～７．０。上述培养基中种子培养基是在 １１５℃下灭菌
３０ｍｉｎ，发酵培养基在１２１℃下灭菌３０ｍｉｎ。每个试验作 ３
个平行样，取平均值并计算误差。

１．２　方法
１．２．１　培养条件　种子培养条件：３０℃、２００ｒ／ｍｉｎ，装液量
３０ｍＬ／２５０ｍＬ，恒温摇床培养２４ｈ。发酵培养条件：３０℃、
２２０ｒ／ｍｉｎ，装液量３０ｍＬ／２５０ｍＬ，恒温摇床培养３ｄ，每个试
验作３个平行样，取平均值并计算误差。
１．２．２　检测方法　采用ＨＰＬＣ法测定发酵液中甘油酸、二羟
基丙酮、甘油的含量［９－１０］。检测条件：１５１５泵、２４８９紫外检
测器（检测波长 ２１０ｎｍ）、２４１４示差检测器、１５００柱温箱、
２７０７自动进样器。色谱柱型号 ＡｍｉｎｅｘＨＰＸ－８７Ｈ色谱柱
（３００ｍｍ×７．８ｍｍ，９μｍ）；柱温 ６０℃；流动相 ５ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｈ２ＳＯ４和２０％乙腈；流速０．３ｍＬ／ｍｉｎ；进样量２０μＬ。
１．２．３　响应面分析　使用 ＳＡＳ８．０软件进行发酵培养基的
优化。

２　结果与分析

２．１　不同ｐＨ值对发酵结果的影响
甘油酸是一种三碳有机酸，在发酵过程中产生甘油酸会

导致发酵液的ｐＨ值偏低，从而影响菌体的生长及酶活性，进
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而影响甘油酸的产生。本试验采用在发酵液中添加碳酸钙和

碱式碳酸镁来调节发酵液中的ｐＨ值，使ｐＨ值的范围控制在
５．０左右，对照组不作任何处理。碳酸钙和碱式碳酸镁的添
加量为２０ｇ／Ｌ，按照“１．２．１”节的培养方式进行培养，按照
“１．２．２”节对发酵结果进行检测，结果如图１所示。
　　从图１可以看出，与对照组相比当发酵液中添加碱式碳
酸镁时甘油酸和二羟基丙酮（ＤＨＡ）几乎不产生，然而当添加
碳酸钙来调节发酵液的ｐＨ值时，发现甘油酸产量增加，此时
甘油酸的产量可达３７．６２ｇ／Ｌ，说明在试验过程中添加碳酸钙
可以促进产物的产生。因此，在以下试验中选择碳酸钙调节

发酵液的ｐＨ值。
２．２　不同超始甘油浓度对发酵结果的影响

高的甘油浓度会抑制菌体的生长，但同时也可以抑制副

产物 ＤＨＡ的产生。本试验探索不同起始甘油浓度对发酵结
果的影响，选出最佳的甘油浓度。试验过程中选取的起始甘

油浓度梯度为５０、１００、１５０、２００、２５０ｇ／Ｌ，发酵培养基的其他
成分保持不变，按照“１．２．１”节的培养方式进行培养，按照
“１．２．２”节对发酵结果进行检测，试验结果如图２所示。
　　从图２可以看出，随着起始甘油浓度的增加，甘油酸产量

先增加后减少，在起始甘油浓度为１５０ｇ／Ｌ时甘油酸的产量
达到最大，此时甘油酸的产量为４２．３３ｇ／Ｌ。并且此时副产物
ＤＨＡ的产量也相对较小，当甘油浓度超过１５０ｇ／Ｌ后甘油酸
的产量开始下降，达到２５０ｇ／Ｌ时甘油酸几乎不再产生，可能
是由于较高的甘油浓度在抑制副产物产生时更抑制了菌体的

生长。因此，选择１５０ｇ／Ｌ起始甘油浓度为最佳的浓度。
２．３　不同氮源种类对发酵结果的影响

本研究分别选取牛肉膏、蛋白胨、酵母粉、玉米浆、酵母

膏、硫酸铵、硝酸钠和尿素为氮源，以酵母粉和蛋白胨混合氮

源为对照组，保持发酵培养基中含氮量一致，其他成分不变，

按照“１．２．１”节的培养方式进行培养，按照“１．２．２”节对发酵
结果进行检测，试验结果如图３所示。
　　从图３可以看出，与有机氮源相比添加无机氮源会更有
利于产物的产生，主要因为菌体对无机氮源的利用较差，在仅

含有无机氮源的培养基中菌体几乎不生长（数据未列出）。

然而与对照组相比在保证氮含量一致的情况下添加蛋白胨更

利于产物甘油酸的产生，同时与对照相比副产物的产量也有

所下降，此时甘油酸的产量最高，可以达到４３．５３ｇ／Ｌ。说明
蛋白胨更易于被菌体利用，更易于产物的产生。

２．４　不同金属离子对发酵结果的影响
金属离子可以影响不同酶的活性，从而影响产物的产生，

本试验分别选取硫酸锌、硫酸铁、硫酸亚铁、硫酸锰、硫酸铜、

硫酸镁为金属离子，以不添加金属离子的空白发酵液为对照

组，金属离子的添加量为 １ｇ／Ｌ，其他成分保持不变，按照
“１．２．１”节的培养方式进行培养，按照“１．２．２”节对发酵结
果进行检测，结果如图４所示。

　　从图４可以看出，当添加金属离子时某些金属离子会促
进产物的产生，其中Ｍｎ２＋可以促进产物甘油酸的产生。可能

是由于Ｍｎ２＋更易于提高醇脱氢酶和醛脱氢酶的活性。此时
甘油酸的产量最高，可以达到４５．２５ｇ／Ｌ。
２．５　响应面法优化发酵培养基

通过单因素及正交试验（数据未列出）发现，甘油、蛋白

胨、硫酸锰浓度对甘油酸的产量有明显影响，为研究这些因素

之间的相互作用，设计响应面分析试验，考察甘油、蛋白胨浆、

硫酸锰浓度对甘油酸发酵的影响，优选３个主要因素的适宜
浓度范围。以甘油、蛋白胨、硫酸锰浓度３个因素为自变量，
以甘油酸浓度为响应值，设计３个因素３个水平试验，培养基
其他因素不变，培养基浓度及编码设置见表１。

表１　响应面法优化发酵培养基试验因素和水平

编码值

因素

Ｘ１：甘油浓度
（ｇ／Ｌ）

Ｘ２：蛋白胨浓度
（ｇ／Ｌ）

Ｘ３：硫酸锰浓度
（ｇ／Ｌ）

－１　 １０ ０．５ ０．２
０ １５ １．０ ０．５
１ ２０ １．５ ０．８

　　采用Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ中心组合设计，分别进行１５组试验，
结果见表２。用 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０统计分析软件进行多元
回归分析，主要分析结果见表３。由表３可看出，Ｘ１、Ｘ１

２、Ｘ２
２、
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Ｘ２Ｘ３、Ｘ３
２影响显著（Ｐ＜０．０５），其他二次项及交互项的影响

并不显著（Ｐ＞０．０５）。经过回归拟合后，各因子对响应值的
影响可以用回归方程表示为 Ｙ＝５０．７８００－４．３３００Ｘ１ －
０．７８７５Ｘ２ ＋０．６７５０Ｘ３ －１１．５３３８Ｘ１

２ －１．０２７５Ｘ１Ｘ２ ＋
０．９０７５Ｘ１Ｘ３－３．１４３８Ｘ２

２＋２．２５７５Ｘ２Ｘ３－４．１１８８Ｘ３
２。式

中：Ｙ表示甘油酸含量（ｇ／Ｌ）。

表２　响应面法优化发酵培养基试验方案与结果

试验号 Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３
Ｙ：甘油酸含量
（ｇ／Ｌ）

１ －１ －１ ０ ４１．２１
２ －１ １ ０ ４０．２６
３ １ －１ ０ ３４．００
４ １ １ ０ ２８．９４
５ ０ －１ －１ ４５．０６
６ ０ －１ １ ４２．１２
７ ０ １ －１ ４０．４０
８ ０ １ １ ４６．４９
９ －１ ０ －１ ３９．５０
１０ １ ０ －１ ２９．６３
１１ －１ ０ １ ３８．８１
１２ １ ０ １ ３２．５７
１３ ０ ０ ０ ５０．５８
１４ ０ ０ ０ ５０．５５
１５ ０ ０ ０ ５１．２１

表３　回归方程的方差分析

变异来源 自由度 平方和 均方 Ｆ值 Ｐ值
Ｘ１ １ １４９．９９１２ １４９．９９１２１４４．１９７４ ０．０００１
Ｘ２ １ ４．９６１３ ４．９６１３ ４．７６９６ ０．０８０７
Ｘ３ １ ３．６４５０ ３．６４５０ ３．５０４２ ０．１２０１
Ｘ１２ １ ４９１．１７８１ ４９１．１７８１４７２．２０４９ ０．０００１
Ｘ１Ｘ２ １ ４．２２３０ ４．２２３０ ４．０５９９ ０．１０００
Ｘ１Ｘ３ １ ３．２９４２ ３．２９４２ ３．１６７０ ０．１３５３
Ｘ２２ １ ３６．４９１７ ３６．４９１７ ３５．０８２１ ０．００２０
Ｘ２Ｘ３ １ ２０．３８５２ ２０．３８５２ １９．５９７８ ０．００６８
Ｘ３２ １ ６２．６３６７ ６２．６３６７ ６０．２１７２ ０．０００７
模型 ９ ７３１．７８５５ ８１．３０９５ ７８．１６８７ ０．０００１
误差 ５ ５．２００９ １．０４０２
总差 １４ ７３６．９８６４

　　该拟合方程的回归系数高达０．９９２９，说明该模型适用于
甘油酸产量高低的理论预测。根据上述回归方程描绘出响应

面分析图及等高线图（图５）以确认甘油、蛋白胨、硫酸锰浓度
对甘油酸含量的影响。随着甘油、蛋白胨、硫酸锰浓度的增加，

甘油酸的产量也增加，达到一定值后甘油酸的产量不再增加，

因此可以找出３种浓度的最佳组合。３种因素对甘油酸产量
影响的顺序分别为甘油浓度＞蛋白胨浓度＞硫酸锰浓度。
　　利用ＳＡＳ软件进行脊岭分析，进一步研究３个因素的最
佳浓度。通过分析可得出，回归模型存在最大值点，此时甘油

酸的产量最高，可达５１．２２ｇ／Ｌ。３个因素的取值分别为甘油

浓度：１４０．８７０ｇ／Ｌ；蛋白胨浓度：９．５９０ｇ／Ｌ；硫酸锰浓度：
０．５１２ｇ／Ｌ。　
　　按照响应面优化后的培养基组合进行重复验证试验，试
验进行 ５个平行样，最后得到的甘油酸的平均产量为
５１．３６０ｇ／Ｌ，比优化前（３７．６２０ｇ／Ｌ）提高３６．５２％，与响应面
预测的极值基本符合。

３　结论

目前，国外甘油酸微生物法生产的报道较多的菌株普遍

是葡糖杆菌属的菌株，例如弗拉多葡萄糖酸杆菌（Ｇ．
ｆｒａｔｅｕｒｉｉ）、弱氧化葡萄糖酸杆菌（Ｇ．ｓｕｂｏｘｙｄａｎｓ）、氧化葡萄糖
酸杆菌 （Ｇ．ｏｘｙｄａｎｓ）等，然而国内尚未有微生物法生产甘油
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酸的报道，本试验利用筛选出的新菌株日本葡萄糖酸杆菌

ＣＧＭＣＣ１２４２５氧化甘油生产甘油酸。通过单因素试验和正交
设计试验确定对发酵影响相对较大的因素，然后利用响应面

分析法确定发酵培养基的最佳配方为：甘油１４０．８７０ｇ／Ｌ、蛋
白胨 ９．５９０ｇ／Ｌ、硫酸锰 ０．５１２ｇ／Ｌ、ＫＨ２ＰＯ４ ０．９００ｇ／Ｌ、
Ｋ２ＨＰＯ４０．１００ｇ／Ｌ、ＣａＣＯ３２０．０００ｇ／Ｌ、ｐＨ值６．５～７．０，优化
后比优化前甘油酸的产量增加３６．５２％。
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基于灰色关联的安徽省耕地资源利用效率

影响因素分析

余　艳１，伍国勇２

（１．贵州师范学院经济与政治学院，贵州贵阳５５００１８；２．贵州大学中国喀斯特地区乡村振兴研究院，贵州贵阳 ５５００２５）

　　摘要：在四阶段ＤＥＡ－Ｔｏｂｉｔ的基础上，以耕地资源利用效率值为参考序列，以选取的２０１５年安徽省１６市的耕地
资源利用效率影响因素为比较序列，运用灰色关联模型和主成分分析法，分析各耕地资源利用效率影响因素与耕地资

源利用效率的关联度和主要因素贡献率。结果表明，各影响因素对耕地资源利用效率的影响顺序为农业劳动人数 ＞
有效灌溉率＞年末耕地面积＞耕地复种指数＞人均耕地面积 ＞主要农作物播种面积 ＞农业化肥施用量 ＞农药使用
量＞农业机械总动力＞人均ＧＤＰ。主成分分析法中内因占权重最大，贡献率为６２．７６３％，外因贡献率为１７．７９７％，全
部因素对问题的解释程度为８０．５５９％。其中内因中的影响顺序为劳动力投入＞土地投入＞资本投入，外因中耕地的
自然环境影响大于人文经济的环境影响。
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　　耕地是农业生产的基本要素［１］。“１８亿亩耕地红线”的
目标在研究和修编《全国土地利用总体规划刚要（２００６—

２０２０）》首次被提出。这也是我国积极应对未来人口增长、三
化发展、耕地减少、粮食短缺的理性发展思路［２］。目前我国

农村耕地也面临着工业污染、肥力消失、政策不利这三大困

境，这不仅威胁着我国粮库的安全，也存在着粮食质量安全方

面的隐患。因此，用科学的方法分析耕地资源利用效率的影

响因素，分清主要因素与次要因素，不仅为耕地资源的合理分

配，也为稳定区域经济发展、保障社会稳定提供了方向。

学者在这个领域的研究主要集中在用 ＤＥＡ－Ｔｏｂｉｔ两段
法评价某地区的耕地效率和分析影响因素，文章虽多，但大多

—８５２— 江苏农业科学　２０１８年第４６卷第３期


