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响应面法优化巴氏醋杆菌的耐酸醇营养盐培养
严子云,陈　雄,李　欣

(发酵工程教育部重点实验室,湖北省工业发酵协同创新中心,

湖北省工业微生物重点实验室,湖北工业大学生物工程与食品学院,湖北 武汉４３００６８)

[摘　要]从２６种微量元素中筛选出５种对巴氏醋杆菌有促进作用的生长因子,分别为精氨酸、赖氨酸、胞嘧啶、谷
氨酰胺和叶酸,均以０．１０g/L的添加量复配加入营养盐培养基中,最大生物量提高２６％.进行单因素实验确定初

优添加量.利用PlackettＧBurman实验、最陡爬坡实验和响应面实验进一步优化培养基成分,证实营养盐、赖氨酸

和叶酸对巴氏醋杆菌的生长影响显著.通过回归方程 (R２＝９６．４２％),预测当培养基成分配比为营养盐５．０g/L、

精氨酸０．１０g/L、赖氨酸０．４６g/L、胞嘧啶０．７０g/L、谷氨酰胺０．２０g/L、叶酸０．１６g/L时,巴氏醋杆菌在体积分数

为９％的乙醇和１％的乙酸胁迫条件下的最大生物量可达０．４５g/L.经过３次平行验证试验,最大生物量为０．４５

g/L,比未优化前的营养盐培养基提高了３２％,与模型预测结果相吻合.
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　　国内白醋生产多采用液态深层发酵法[１].该工

艺有培养基成分简单(乙醇、营养盐和水),发酵周期

短,醇酸转化率高,产酸率高等优点[２].该工艺中,
营养盐的组分非常关键.营养盐中含有醋酸菌生长

所必需的生长因子,其品质高低直接影响到醋酸菌

的发酵产酸水平和醋酸品质[３Ｇ５].但现阶段中国市

场上使用最广泛的醋酸菌培养基是进口的弗林斯醋

酸菌发酵营养盐,国产营养盐与之相比还是存在着

微弱的不足[６].
醋酸菌是一种特殊的微生物[７],在醋酸发酵开

始前就需要添加高浓度的初始乙醇,所以提高醋酸

菌的乙醇耐受性对于工业生产时提高乙酸的产量至

关重要[８Ｇ９].醋酸菌的生长速率很大程度上取决于

乙醇浓度[１０Ｇ１１],乙醇浓度过高会产生抑制作用,醋酸

菌的生长速度会减缓,生长周期也会延长[１２Ｇ１３].发

酵过程中乙酸积累过多,会对醋酸菌产生毒性作用,
严重影响发酵的结果[１４Ｇ１５].醋酸发酵过程中,培养

基中的自由氨基酸是醋酸菌很好的氮源[１６Ｇ１７].研究

发现,氨基酸对处于恶劣环境下的细胞生长和存活

起着至关重要的作用[１８Ｇ１９].目前关于氨基酸对醋酸

菌的影响的研究仅仅停留在生物量和产酸率上,而
且是进行的单一氨基酸的实验,没有进行多因素的

复配实验,对于耐受性的研究更是寥寥无几.
基于以上分析,笔者采用响应面法优化营养盐

培养基,确定最佳微量元素的最适添加量,使巴氏

醋杆菌在乙醇胁迫和乙酸胁迫条件下的生物量和产

酸量得到较大的提高.

１　材料与方法

１．１　菌株和原料

巴氏醋杆菌(Acetobacterpasteurianus)由功能

酵母与酿造微生物实验室保藏;营养盐 AC００１,由
安琪酵母公司提供.

１．２　培养基

富集培养基:葡萄糖２０g/L,蛋白胨２０g/L,酵
母浸粉１０g/L,pH 自然,１１５℃灭菌２０min;种子

培养基:葡萄糖１０g/L,酵母浸粉１０g/L,pH 自然,

１１５℃灭 菌 ２０ min;初 始 发 酵 培 养 基:营 养 盐

２．０g/L,精氨酸０．１０g/L,赖氨酸０．１０g/L,胞嘧啶

０．１０g/L,谷氨酰胺０．１０g/L,叶酸０．１０g/L,pH 自

然,１１５℃灭菌２０min.

１．３　菌种活化及培养方法

将平板保藏的巴氏醋杆菌单菌落勾一环接种到

５０mL的液体富集培养基,于３２℃、２００r/min的恒

温培养振荡器中培养２４h,活化得到一级种子.再

按１０％的接种量将一级种子液接种至５０mL液体

种子培养基,３２℃、２００r/min活化４８h,得到二级

种子.将二级种子按５％的接种量接种到液体营养



盐培养基,置于３２℃、２００r/min恒温培养振荡器进

行摇瓶发酵.

１．４　分析方法

１．４．１　生物量的测定　取发酵液２mL,２３℃、８０００
r/min离心１０min,弃去上清,加入２mL去离子水

重悬菌体.以去离子水为对照,在紫外可见光分光

光度计６００nm 处进行比色测定.

１．４．２　总酸的测定　取１mL巴氏醋杆菌发酵液于

１００mL锥形瓶中,加入１滴０．０５％酚酞作指示剂,
将标定的０．０５mol/LNaOH 溶液加入碱式滴定管

中,然后滴定样品至淡粉色,３０s内颜色不褪去,即
达到滴定终点,总酸量计算公式如下:

总酸量＝
(V－V０)×CNaOH ×６０

V样

式中:V 为发酵液样品滴定所消耗的 NaOH 溶液的

体积,mL;V０为以空白培养基为对照滴定所消耗

NaOH 溶液的体积,mL;CNaOH 为 NaOH 溶液的浓

度,mol/L;V样 为样品的体积(mL),６０为醋酸的分

子质量(g/mol).

１．４．３　乙醇的测定　乙醇标样配置:吸取５０μL无

水乙醇到１００mL容量瓶中,加入去离子水准确定

容至１００mL.
待测样品处理:取１mL发酵液加入４mL去离

子水中稀释５倍,然后取０．２５mL稀释后的样品加

入４．７５mL去离子水中稀释至２０倍.生物传感仪

定标后,便可进样品测定乙醇含量.

１．４．４　巴氏醋杆菌半抑制浓度IC５０的测定　配置

０．２％营养盐培养基２０００mL,按照０、３％、６％、９％、

１２％、１５％的乙醇浓度梯度和０、１％、２％、３％、４％、

５％的乙酸浓度梯度配置成５０mL的发酵培养基,
取二级种子液５ mL 接入５０ mL 培养基中,置于

３２℃、２００r/min恒温培养振荡器进行摇瓶发酵,取
样时间点为０、１２h、２４h、３６h、４８h、６０h、７２h,分
光光度计测出生物量.以０乙醇浓度和乙酸浓度的

培养基作为空白对照组,比较其结果得出结论,确定

乙醇IC５０和乙酸IC５０的浓度以及取样时间点.

１．４．５　PlackettＧBurman(PB)实验设计　PlackettＧ
Burman实验设计是一种多因素两水平的实验设计

方案,能以最少的实验次数筛选出响应值影响最显

著的变量.利用 DesignＧExpert把每个因素设计成

高(＋１)、低(－１)２个水平,高水平为低水平的２
倍,以巴氏醋杆菌的生物量作为响应值进行随机组

合实验,用 Expert８．０．６对实验结果进行显著性

分析.

１．４．６　最陡爬坡实验设计　根据PB实验筛选出来

的３个对巴氏醋杆菌生物量影响显著的因素及其正

负效应,在合适的范围内取值设计最陡爬坡试验,以
快速逼近最大响应区域.

１．４．７　响应面分析实验设计　根据最陡爬坡试验

确定的中心点,利用 DesignＧExpert进行中心组合

的实验设计,将最陡爬坡试验中的３个显著因素分

别标记为 X１、X２、X３ ,以发酵培养６０h后巴氏醋

杆菌的生物量作为响应值,标记为 Y.将３个显著

因素分为５个不同水平,０对应对响应面中心点,１
和－１分别对应高水平和低水平,１．６８和－１．６８对

应更高值和更低值.以这５个不同水平进行随机组

合实验,用 Expert８．０．６对实验结果进行响应面

分析.

１．４．８　数据处理　所有试验数据为至少三个平行

试验的平均值,采用 Origin９．０和 Expert８．０．６对

试验进行数据分析.

２　结果与分析

２．１　巴氏醋杆菌生长半抑制浓度IC５０的确定

半抑制浓度指微生物在胁迫条件下与非胁迫条

件下生物量之比等于５０％时所对应的浓度,IC５０值

可以反映巴氏醋杆菌对乙酸或乙醇的耐受程度.

２．１．１　乙醇IC５０的确定　乙醇含量为０的对照组

培养基中,巴氏醋杆菌在稳定期时的最大生物量为

０．４５g/L,３％乙醇浓度对巴氏醋杆菌的生长有很明

显的促进作用,在乙醇消耗完后进入稳定期,最大生

物量为０．６５g/L.６％乙醇浓度在巴氏醋杆菌生长

前期有微弱的抑制作用,在对照组进入稳定期之后,
有 缓 慢 生 长 的 趋 势,发 酵 终 点 最 大 生 物 量 为

０．４８g/L.９％乙醇浓度对巴氏醋杆菌有明显的抑制

作用,在４８h进入稳定期时的生物量为０．２５g/L,约
为对照组的一半.１２％乙醇浓度的实验组在４８h的

生物量为０．１５g/L,在６０h后有缓慢生长的趋势,
但过于延长了巴氏醋杆菌的生长周期.乙醇浓度为

１５％时,巴氏醋杆菌会停止生长甚至凋亡.因此确

定乙醇IC５０的体积分数为９％,取样时间点为４８
h,后续实验均加入９％乙醇.
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图１　巴氏醋杆菌乙醇耐受IC５０的确定

２．１．２　乙酸IC５０的确定　１％乙酸体积分数前期

会抑制巴氏醋杆菌的生长,但在２４ ~４８h之间巴

０４ 湖　北　工　业　大　学　学　报 ２０２１年第２期　



氏醋杆菌有明显的生长迹象,在６０h的生物量为

０．２３g/L,约为对照组生物量的一半,乙酸体积分数

大于１％时对巴氏醋杆菌的生长有明显抑制作用,
甚至导致凋亡.因此确定乙酸IC５０的体积分数为

１％,取样时间点为６０h,后续实验均加入体积分数

为１％的乙酸.
0 5.

0 4.

0 3.

0 2.

0 1.

0 12 24 36 48 60 72 84
t/h

#
$

%
/(

g
L

-1
) !"

1%
2%
3%
4%
5%

96

图２　巴氏醋杆菌乙酸耐受IC５０的确定

２．２　营养盐浓度优化

营养盐中含有巴氏醋杆菌生长所必需的碳源、
氮源、盐类和生长因子,因此营养盐的添加浓度会直

接影响到巴氏醋杆菌的生长水平和产酸水平.本实

验用营养盐培养基代替传统葡萄糖、酵母浸粉培养

基.浓度过低,不能满足巴氏醋杆菌的生长需求;浓
度过高,则会增加生产的成本或者造成不必要的浪

费.分别以 ０．１％、０．２％、０．３％、０．４％、０．５％、０．
６％、０．７％、０．８％营养盐配置培养基,微量元素的添

加量不变,１１５℃灭菌２０min后加入９％乙醇和１％
乙酸.３２℃、２００r/min摇床培养６０h,取样测定生

物量和总酸含量(图３).
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图３　营养盐浓度对巴氏醋杆菌在醇酸胁迫下的影响

营养盐浓度的增加对巴氏醋杆菌在醇酸胁迫下

生长的影响较小,在１．０~４．０g/L的浓度区间,随着

浓度的加大,生物量和醋酸产量随之增加,在４．０g/

L浓度营养盐培养基中生物量最大为０．３８g/L.继

续增大浓度发现,生物量和醋酸产量几乎保持不变,
说明４．０g/L浓度的营养盐已经能够满足巴氏醋杆

菌的生长需求.因此选择４．０g/L的营养盐浓度作

为最佳浓度.

２．３　微量元素浓度的优化

本实验对精氨酸、赖氨酸、胞嘧啶、谷氨酰胺、叶
酸这５个单因素进行优化,其添加量初步定为氨基

酸０．５０g/L、嘧啶０．５０g/L、维生素０．１０g/L,复配

时添加量均为０．１０g/L.３２℃、２００r/min摇床培

养６０h,取样测定生物量和总酸含量,选取促生长

作用最明显,产酸量最高的添加量,其对巴氏醋杆菌

生长和产酸的影响分别如图４所示.
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(a)精氨酸
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(b)赖氨酸
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(c)胞嘧啶
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(d)谷氨酰胺
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(e)叶酸

图４　不同浓度微量元素对巴氏醋杆菌

在醇酸胁迫下的影响

由图４a可知,精氨酸的添加对巴氏醋杆菌产酸

能力无明显影响,但对巴氏醋杆菌的生长影响较大.
添加量为０．１０g/L时,其生物量最大达到０．３３g/

L,总酸量为１６g/L.随着添加量的增加,生物量反
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而减少,在０．３０~０．６０g/L范围内,生物量基本保持

在０．２０g/L左右不变.添加量增加至０．７０g/L时,
生物量又开始增加,并在０．８０g/L浓度时生长到

０．３１g/L左右.说明精氨酸的添加量并不是越大促

生长作用就越明显,反而在０．３０~０．６０g/L范围内

时,有微弱的抑制作用,因此选择０．１０g/L的精氨

酸浓度作为最佳浓度.
由图４b可知,赖氨酸浓度对巴氏醋杆菌生长和

产酸的影响呈现出峰型分布趋势,在０．１０~０．４０g/

L时,随着赖氨酸浓度的增大其生物量和总酸量也

随之增大,但是随着添加量的继续增大生物量和总

酸却开始逐步下降.赖氨酸浓度在０．４０g/L时生

物量最大为０．３６g/L,产酸量最大为１６．３g/L.因

此选择０．４０g/L的赖氨酸浓度作为最佳浓度.
由图４c可知,胞嘧啶浓度在０．１０~０．３０g/L之

间时,巴氏醋杆菌的生物量在随着浓度的增大而减

少,产酸量有少量增加.继续增大浓度后,生物量呈

现出上升趋势,并在０．７０g/L时生物量达到最大为

０．３５g/L,总酸也达到最大的１６g/L.在胞嘧啶浓

度为０．８０g/L时,对生长有明显的抑制作用,产酸

量也随之减少.因此选择０．７０g/L的胞嘧啶浓度

作为最佳浓度.
由图４d可知,谷氨酰胺浓度为０．２０g/L时,生

物量和总酸量达到最大为０．３６g/L和１７g/L.由

图７可知,谷氨酰胺的添加对巴氏醋杆菌在胁迫条

件下的促生长效果并不佳,但其对于巴氏醋杆菌产

酸能力的影响较为显著,因此选择０．２０g/L的谷氨

酰胺浓度作为最佳浓度.
由图４e可知,叶酸浓度对巴氏醋杆菌生长的影

响呈现峰型分布趋势,随着叶酸浓度从０．０６g/L增

加到０．１４g/L,生物量也随之增加,并在０．１４g/L
时达到最大０．３７g/L,继续增大浓度后,生物量又逐

渐减少.其对巴氏醋杆菌产酸量的影响在０．０６g/L
到０．１０g/L之间随着浓度增加而减少,在０．１０g/L
到０．１４g/L又增加,在０．１４g/L时最大产酸量为

１６．４g/L,在０．１６g/L到０．２０g/L之间,产酸量维持

在１５．８g/L左右.因此选择０．１４g/L的叶酸浓度

作为最佳浓度.
综合考虑生物量水平和产酸水平,整合所有单

因素浓度的优化结果,得到巴氏醋杆菌的初优培养

基为４．０g/L营养盐、０．１０g/L精氨酸、０．４０g/L赖

氨酸、０．７０g/L胞嘧啶、０．２０g/L谷氨酰胺和０．１４
g/L叶酸.在此基础上通过后续的PB实验和响应

面实验对培养基进行进一步的优化.

２．４　PlackettＧBurman实验结果

本次PlackettＧBurman实验选择了４．０g/L营

养盐、０．１０g/L精氨酸、０．４０g/L赖氨酸、０．７０g/L
胞嘧啶、０．２０g/L谷氨酰胺和０．１４g/L叶酸作为实

验的高水平.
表１　N＝１２的PlackettＧBurman实验设计及结果

试验号
因素

A B C D E F

生物量/

(g􀅰L－１)
１ －１ １ １ １ １ －１ ０．４１
２ １ １ －１ －１ －１ １ ０．４５
３ －１ －１ －１ －１ －１ －１ ０．３８
４ －１ １ １ －１ １ １ ０．４４
５ １ １ －１ １ １ －１ ０．４５
６ １ １ １ －１ －１ －１ ０．４３
７ －１ －１ １ －１ １ １ ０．４２
８ １ －１ １ １ １ －１ ０．４３
９ －１ －１ －１ １ －１ １ ０．４０
１０ １ －１ １ １ －１ １ ０．４６
１１ １ －１ －１ －１ １ －１ ０．４３
１２ －１ １ －１ １ １ －１ ０．３９
A－营养盐,B－精氨酸,C－赖氨酸,D－胞嘧啶,E－谷

氨酰胺,F－叶酸

　　由表２可知,营养盐、精氨酸、赖氨酸、胞嘧啶表

现为正效应,谷氨酰胺、叶酸表现为负效应.贡献值

排在前三位的分别为营养盐、赖氨酸和叶酸,其中可

信度大于９５％的因素为营养盐和叶酸,且表现较为

显著,赖氨酸的可信度大于８５％,可信度较高.因

此确定选定营养盐、赖氨酸、叶酸为主要影响因素进

行下一步最陡爬坡实验.
表２　各因素水平、效应值及显著性分析

因素
水平

低 高
效应

贡献

值/％
P 值

A 营养盐/(g􀅰L－１) ２．０ ４．０ １．０１ ５３．５２ ０．０１２１
B 精氨酸/(g􀅰L－１) ０．０５ ０．１０ ０．１６ ２．７８ ０．３６０４
C 赖氨酸/(g􀅰L－１) ０．２０ ０．４０ ０．３７ ９．３５ ０．１２０９
D 胞嘧啶/(g􀅰L－１) ０．３５ ０．７０ ０．２５ １．７６ ０．４５４３

E 谷氨酰胺/(g􀅰L－１)０．１０ ０．２０－０．１４ ０．９３ ０．６３０２
F 叶酸/(g􀅰－１L) ０．０７ ０．１４－０．５９ ２０．４７ ０．０２４７

２．５　最陡爬坡实验结果

根据表２PlackettＧBurman实验确定的显著影

响因素为营养盐、赖氨酸和叶酸,其效应值分别为

４．０g/L、０．４０g/L 和０．１４g/L,试验设计及结果

见表３.
表３　最陡爬坡实验及结果 g/L　

试验号 营养盐 赖氨酸 叶酸 生物量

１ ８．００ ０．６０ ０．２２ ０．４３
２ ７．００ ０．５５ ０．２０ ０．４２
３ ６．００ ０．５０ ０．１８ ０．４３
４ ５．００ ０．４５ ０．１６ ０．４６
５ ４．００ ０．４０ ０．１４ ０．４４
６ ３．００ ０．３５ ０．１２ ０．４０
７ ２．００ ０．３０ ０．１０ ０．３８
８ １．００ ０．２５ ０．０８ ０．３３

　　由表３可知,最高生物量对应的培养基配方出
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现在第４组,因此选择第４组作为响应面的中心点,
即营养盐５．０g/L,赖氨酸０．４５g/L,叶酸０．１６g/L.

２．６　响应面分析实验结果

中心组合试验因素及水平见表４,实验设计和

结果见表５,方差分析见表６.
表４　中心组合实验因素及水平

因素
水平

－１．６８ －１ ０ １ １．６８
X１营养盐/(g􀅰L－１) １．６４ ３．００ ５．００ ７．００ ８．３６
X２赖氨酸/(g􀅰L－１) ０．２０ ０．３０ ０．４５ ０．６０ ０．７０
X３叶酸/(g􀅰L－１) ０．１１ ０．１３ ０．１６ ０．１９ ０．２１

表５　中心组合实验设计及结果

试验号 X１ X２ X３ Y 生物量/(g􀅰L－１)

１ ０ ０ ０ ０．４５
２ －１ １ －１ ０．３８
３ １ －１ １ ０．４１
４ ０ ０ ０ ０．４５
５ －１ １ １ ０．４０
６ ０ －１．６８ ０ ０．３９
７ ０ ０ ０ ０．４５
８ １．６８ ０ ０ ０．４３
９ ０ １．６８ ０ ０．４０
１０ ０ ０ ０ ０．４５
１１ －１．６８ ０ ０ ０．４１
１２ ０ ０ －１．６８ ０．４０
１３ －１ －１ －１ ０．３８
１４ ０ ０ １．６８ ０．４１
１５ １ １ １ ０．４２
１６ １ －１ －１ ０．４１
１７ ０ ０ ０ ０．４５
１８ －１ －１ １ ０．３９
１９ ０ ０ ０ ０．４４
２０ １ １ －１ ０．３９

表６　方差分析表

方差来源 方差 自由度 均方差 F 值 P 值

模型 ０．７８ ９ ０．０７ ２９．９１ ０．０００１
X１ ０．１８ １ ０．１８ １８．７９ ０．００１５
X２ ０．０１ １ ０．０５ ０．８４ ０．３７９６
X３ ０．０２ １ ０．０４ ６．３３ ０．０３０６

X１X２ ０．０２ １ ０．０３ ０．０１２ ０．９１５９
X１X３ ０．０３ １ ０．０３ ０．０１２ ０．９１５９
X２X３ ０．０４ １ ０．０３ ３．８０ ０．０７９９
X１

２ ０．１９ １ ０．１９ ３３．５１ ０．０００２
X２

２ ０．１６ １ ０．１６ １５．３８ ０．０００１
X３

２ ０．２０ １ ０．２０ ９．９７ ０．０００１
残差 ０．０５ １０ ０．０３

失拟项 ０．０１ ５ ０．０３ ４．６６ ０．０５８３
总和 ０．８３ １９

　　根据表６实验结果通过 DesignＧExpert进行响

应面分析,建立多元二次回归方程:
Y＝０．４５＋０．００７７X１＋０．００１６X２＋０．００４４X３＋

０．００２５X１X２＋０．００２５X１X３＋

０．００４５X２X３－０．００９９X１
２－

０．０２１X２
２－０．０１７X３

２

方程的方差分析结果见表６,模型P＜０．０１,失拟项

不显著,表明回归方程拟合程度良好.决定系数R２

为０．９６４２,说明因变量与考察的自变量之间的线性

关系显著.因此,使用该模型可以较好地对巴氏醋

杆菌的生物量进行分析和预测.

２．７　培养基最佳配方的确定及验证实验

根据２．６响应面分析实验得到的回归方程绘制

出响应面分析图(图９).该回归方程的抛物线图形

开口均向下,说明回归方程存在最大值,即响应面覆

盖了最大值所在的区域.由 DesignＧExpert分析得

到最适培养基中三个显著影响因素对应的实际值分

别为:营 养 盐 ５．０g/L、赖 氨 酸 ０．４６g/L、叶 酸

０．１６g/L.综上所述,最适培养基的组分为:营养盐

５．０g/L、精氨酸０．１０g/L、赖氨酸０．４６g/L、胞嘧啶

０．７０g/L、谷氨酰胺０．２０g/L、叶酸０．１６g/L.将最

适培养基成分带入上述回归模型方程,预测巴氏醋

杆菌在９％(体积分数)乙醇和１％(体积分数)乙酸

胁迫条件下最大生物量可达０．４５g/L.
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图５　各因素间相互作用响应面分析图

使用上述优化后的培养基进行摇瓶验证实验.
实验分为两组,生长组设置对照组为５．０g/L营养
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盐培养基,优化后的培养基为实验组,以此来验证对

生长的影响;耐性组在接种前加入９％的乙醇和１％
的乙酸,来验证对耐性的影响.两组实验的生物量

及醋酸产量分别如图６所示.
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(b)醇酸胁迫条件下

图６　优化培养基对巴氏醋杆菌生长和产酸的影响

由图６a可知,实验组发酵结束时的最大生物量

为０．６５g/L,比对照组未添加微量元素的５．０g/L
营养盐培养基的最大生物量提高３０％,醋酸产量提

高１８％,比未优化前的初始营养盐 培 养 基 提 高

５４％.由图６b可知,实验组在发酵终点的生物量为

０．４５g/L左右,比对照组提高了３２％,与模型预测

结果相吻合,醋酸产量比对照组提高了１４％.

３　结论

对５种有促生长作用的微量元素进行单因素优

化预试验,确定其最佳浓度分别为:营养盐４．０g/L、
精氨酸０．１０g/L、赖氨酸０．４０g/L、胞嘧啶０．７０g/

L、谷氨酰胺０．２０g/L、叶酸０．１４g/L.在此基础上

利用 PlackettＧBurman实验,最陡爬坡实验和响应

面分析实验对巴氏醋杆菌的发酵培养基进行优化,
最终得到的最适发酵培养基组分为:营养盐５．０g/

L、精氨酸０．１０g/L、赖氨酸０．４６g/L、胞嘧啶０．７０
g/L、谷氨酰胺０．２０g/L、叶酸０．１６g/L.对优化后

的培养基进行摇床发酵验证,在此最优培养基中发

酵６０h的最大生物量和最大产酸量,比５．０g/L的

纯营养盐培养基提高了３０％和１８％;在醇酸胁迫条

件下的最大生物量和最大产酸量,比５．０g/L的纯

营养盐培养基提高了３２％和１４％.
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ResponseSurfaceMethodologytoOptimizetheNutrient
MediumofAcetobacterPasteurianus

YANZiyun,CHENXiong,LIXin
(KeyLaboratoryofFermentationEngineeringoftheMinistryofEducation,
HubeiProvincialCooperativeInnovationCenterofIndustrialFermentation,

HubeiKeyLaboratoryofIndustrialMicrobiology,
HubeiUniv．ofTech．,Wuhan４３００６８China)

Abstract:From２６kindsoftraceelements,５kindsoffactorsthatcanpromotethegrowthofAcetobacter
pasteurianuswereselected,namelyarginine,lysine,cytosine,glutamineandfolicacid,allwith０．１０g/L．
Theaddedamountwascompoundedandaddedtothenutrientmedium,andthemaximumbiomassinＧ
creasedby２６％．AsinglefactorexperimentwascarriedouttodeterminetheinitialoptimaladditionaＧ
mount,andthePlackettBurmanexperiment,thesteepestclimbingexperimentandtheresponsesurface
experimentwereusedtofurtheroptimizethemediumcomposition．Itwasconfirmedthatnutrients,lysine
andfolicacidhadasignificanteffectonthegrowthofAcetobacterpasteurianus．ThroughtheregressioneＧ
quation(R２＝９６．４２％),itwaspredictedthatwhenthemediumcompositionratiois５．０g/L,arginine０．１０
g/L,lysine０．４６g/L,cytosine０．７０g/L,andglutaminewith０．２０g/Land０．１６g/Lfolicacid,themaxiＧ
mumbiomassofAcetobacterpasteuriumcanreach０．４５g/Lunderthestressof９％ (V/V)ethanoland
１％ (V/V)aceticacid．After３parallelverificationexperiments,themaximumbiomasswas０．４５g/L,
whichwas３２％higherthanthenutrientmediumbeforeoptimization,whichwasconsistentwiththemodel
predictionresults．
Keywords:acetobacterpasteurianus;traceelements;responsesurfacemethodology;nutrients
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AMultiFocusImageFusionMethodBasedon
ImprovedFocusRegionDetection

WANGChenxi,WANGShuqing,LIUYifan,QINGYihui,XIAYaowei
(SchoolofElectricalandElectronicEngineering,HubeiUniv．ofTech．,Wuhan４３００６８,China)

Abstract:AimingattheproblemthatitiseasytomisjudgethefocusareaofthesourceimagewithcomＧ
pleximageinformationinthemultifocusimagefusionalgorithm,basedonthetraditionalimprovedLaＧ
placecomponentabsoluteandSMLalgorithm,thispaperproposesanimprovedfocusareadetectionFＧ
SWNLalgorithmbycombiningtheadvantagesofNSMLalgorithmingradientdirectiondetectionandthe
advantagesofSWMLalgorithminnoisesuppressionAtthesametime,filterisusedtoremovetheisolated
pointsandsmooththeedgeofthefocusarea,andthedesignedfusionrulesareusedtofilltheemptyareas
inthefocusarea．Finally,thefusionimageisobtained．Theexperimentshowsthattheproposedalgorithm
canguaranteetheexcellentimagefusioneffect．Atthesametime,italsogreatlyreducesthetimerequired
forimagefusion．
Keywords:Focusarea;SML;FＧSWNL;Filterprocessing;holefilling
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