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摘 要：以一株热带假丝酵母菌（!"#$%$"&’()%*"+%,）-.*(为出发菌株，经紫外线反复诱变获

取一株难以同化烷烃的突变株-.*/0*1"，摇瓶培养12平均产酸量达+)3／4，较出发菌株提

高了(5)1倍，并利用突变株-.*/0*1"在(&5+4自控罐上扩试，补加醋酸盐发酵，(’’6产酸

量达(1&3／4，比不加醋酸盐发酵提高了)!5+7。采用提高搅拌混合效果和低溶解氧发酵过

程控制方法，可有效地提高菌体的产酸能力，在)%8&发酵罐中发酵生产十三碳二元羧酸，总

培养时间(’’6，产酸量可达(+)3／4，放罐体积(15%8&，产量为)5)19。
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十三碳二元羧酸（<$=(&）是一种精细化工原料，主要用于合成麝香*>、聚酰胺类服装

用热熔胶、高级润滑油、增塑剂和特种工程塑料等。目前利用微生物发酵生产<$=(&已

在国外工业化［(］，在该项技术转向产业化的过程中，基础研究工作开展得较为深入，如菌

种的筛选、发酵条件的优化、有关酶系和小分子效应物作用以及小试、中试等研究［)!,］，

这些研究在提高发酵水平方面起到了重要作用。本文从实际生产角度出发，研究并确立

了提高<$=(&发酵水平的几种关键技术，并应用这些技术在工业生产中取得良好的发酵

结果。

! 材料和方法

!"! 菌种

热带假丝酵母菌（!"#$%$"&’()%*"+%,）-.*(。

!"# 原料

进口正十三烷（?*$(&），含量!,517。

!"$ 培养基

斜面培养基：(%;@AB麦芽汁，(517!)5%7琼脂；种子和发酵培养基同［)］，其中种子

培养基含?*$(&17。

!"% 培养方法

经&%C!&)C培养)2的两支麦芽汁斜面菌种分别接入含1"%84种子培养基的两只

&%%%84摇瓶内，于&%C、(,%@／8A?摇床上培养)2，将(4种子液接入灭菌后的含+4发酵
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培养基的!"#$%自控发酵罐内，其中含&’(!"!)*%，于$++,／-.&、通气量!//-和自然01
条件下培养!23，然后调节并控制01至$#$转入产酸期，在453、663和7+3各补加&’(!"
*++-%。

!"# 分析方法

!"#"! 菌体浓度测量用浊度法测定。

!"#"$ 二元羧酸含量测定：取一定量发酵清液，用15894酸化至01"!4，加热处理后冷

却过滤，蒸馏水洗涤沉淀酸至中性，以消除无机酸和发酵液中水溶性有机酸对分析结果的

干扰，将沉淀酸及滤纸放入一定量的无水乙醇中，温热溶解，酚酞作指示剂，标准氢氧化钠

溶液滴定。

$ 结果和讨论

$"! 高产%&’!(菌株的筛选

单体长链正烷烃价格较高，考虑生产经济性，在筛选优良生产菌株时，对菌株遗传性

能要求如下：!#难以利用或同化烷烃生长；5#对产物长链二元羧酸降解能力差；"#在碳

水化合物中生长良好、产酸高。以菌株8:’!做出发株，经紫外线反复诱变筛选分别得到

突变株8:’;<’!6和8:’;<’*6，其中后者难以同化烷烃和不能同化长链二元羧酸，是一

株优良的长链二元羧酸生产菌株，不同菌株利用不同碳源在摇瓶中的生长结果见表!，其

产酸结果见图!。通过紫外线诱变获得的突变株8:’;<’*6摇瓶平均产酸量达$5=／%，较

出发菌株提高了!#5*倍，而且遗传性能稳定，是一株高产长链二元羧酸的生产菌株。

图! 突变株的产酸变化

>.=)! ?(@!"A.BCDEFG,
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表! 不同菌株利用不同碳源生长结果

KJLCB! M,GNH3G&H3BD.FFB,B&HOJ,LG&EGI,OBEFG,-IHJ&HE

8H,J.&
(J,LG&EGI,OBE 8:’! 8:’;<’!6 8:’;<’*6
&’(!" PP PP P
?(@!" P Q Q
-JCHNG,H PPPP PPPP PPPP

$)$ 碳源对*+,-.,#/生长和产%&’!(的影响

突变株8:’;<’*6难以同化烷烃，但在葡萄糖和

蔗糖碳源中生长良好，用后者发酵可以得到更高的产

酸量，而且油酸转化率也相对较高。图5为在通气条

件下烷烃、蔗糖—烷烃和蔗糖分别作生物碳源时细胞

生长情况以及后两者产酸结果。对蔗糖—烷烃培养，培养!23菌体浓度为!5#*=／%，达到

了转入产酸期所需的菌体浓度（!5=／%），但未积累二元羧酸；而对蔗糖培养，则培养543
才能达到所需的菌体浓度，说明烷烃的存在促进了细胞对蔗糖的快速利用；对烷烃作单一

生长碳源培养，细胞生长状况极差，说明该突变株在供氧充足条件下也难以同化烷烃进行

生长。另外，培养基中加入烷烃的发酵，进入产酸期后能迅速积累二元羧酸，培养至423
时达"7=／%，而初始未加入烷烃的发酵，产酸初期积累二元羧酸缓慢，培养至423时仅为

!$=／%，说明加入烷烃对细胞进入产酸期开始迅速积累二元羧酸有利。
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图! 突变株"#$%&$’(生长和产酸情况
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图: 醋酸盐对6789:产酸量的影响
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!"# 添加醋酸盐发酵

在9:KLM发酵罐中发酵，培养9’2时补加醋酸盐，加入量为:E+，其结果见图:。未补

加醋酸盐发酵9GG2，产酸量达99N+／M，产酸期间菌体浓度增至9(KG+／M，而补加醋酸盐发

酵则为9’:+／M，菌体浓度增至9NKG+／M，产酸量和菌体浓度较前者分别提高了!OKL?和

9!K!?；比代谢产物生成速率（单位菌体产酸量）分析结果见表!，补加醋酸盐发酵，产酸

:5，单位菌体产酸量有较明显提高，平均提高了!9KO?，产酸’5平均提高了9:K!?，说明

醋酸盐促进了菌体浓度的增加和二元羧酸的合成。另外，单位菌体产酸量随培养时间延

长而下降，O(2后更为明显。

表! 两种发酵方法的比代谢产物生成速率的比较

P3Q=<! 7/JR3.*A/4/>AR<C*>*CJ<13Q/=*1<>/.J31*/4.31<Q<10<<4><.J<4131*/4R./C<AA<A

S1<J
7B=1*@31*/41*J<／2

!G!GN GN!L! L!!O( O(!9!E 9!E!9GG
& 9(,L’ 9L,NE 9N,!’ 9N,G’ 9N,G’

8@<.3+<5.;Q*/J3AA／（+／M） && 9:,O’ 9’,NE 9(,:E 9(,GE 9(,G’
& GE,’ :G,N :G,! !9,’ 9!,E

6789:*4C.<3A<／（+／M） && !N,E !(,( !:,’ 9L,L 9’,9
& E,9E9 E,EN9’ E,ELN9 E,EGN( E,E!L9

8@<.3+<TR／（+6789:·+F95.;C<==·2F9） && E,EN:( E,ELE9 E,E(E9 E,EG’E E,E:N!

&855<53C<131<；&&U*12/B13C<131<

!"$ 高混合效果和低溶解氧发酵过程控制

对水—气—油—菌体四相体系发酵而言，烷烃的分散程度是影响产酸水平的重要因

素，增强发酵液整体混合效果是提高二元羧酸发酵水平的关键。提高搅拌转速和改进搅

拌器结构参数是增强混合效果的有效措施。图G和图’分别是搅拌转速和搅拌器结构参

数"／6对产酸的影响（"和6分别为搅拌桨间距和直径）。产酸O(2，搅拌转速由(EE.／

J*4分别提高至LEE.／J*4和9EEE.／J*4，产酸量由ON+／M分别提高到99!+／M和99N+／M，

但后者产酸速率明显下降，考虑到高速搅拌对细胞剪切作用造成后期产酸乏力的不良影
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响，!""#／$%&较为适宜；’／(对产酸有明显影响，’／()*+,-较为适宜，产酸较高，达到

*.,/01／2。

图0 搅拌转速对产酸的影响

3%1+0 4556789:58;6<1%8<8%:&:&(=>*.?%6@A
———! ,""#／$%&；———" !""#／$%&；———# *"""#／$%&+

图B 搅拌桨结构参数’／(对产酸的影响

3%1+B 455678:5’／(:&?%6@A

图, 在C"$.发酵罐中生产(=>*.
3%1+, 36#$6&8<8%:&5:#(=>*.%&C"$.

98%##6A8<&D
———" (=>*.；———# (E；———! F%:$<99+

在’／(为*/,-、通 气 量"/-GG$、搅 拌 转 速

!""#／$%&和罐压"/"*HI<条件下，产酸期溶解氧

（(E）值低于BJ连续发酵B批次，总培养时间*.-;
产酸量稳定在*0*1／2!*0-1／2，证明采用提高搅拌

混合效果和低溶解氧发酵过程控制是稳定和提高二

元羧酸产量的有效方法。

应用上述发酵技术，在C"$.发酵罐中发酵生

产十三碳二元羧酸，总培养时间*00;，产 酸 量 达

*!C1／2，放罐体积*B/"$.，产量为C/CB8，发酵过程

曲线见图,。

当产酸达到*B"1／2时溶解氧开始明显下降，

产酸速率也随之下降，说明发酵液粘度明显增加，此

时取样发现底部有许多固体颗粒出现，室温放置.;
后完全固化，证明此时罐内发酵液中十三碳二元羧

酸钠盐已达到饱和状态。培养*0";后继续延长发酵时间追求提高放罐时产酸量是不经

济的，在正常生产中培养时间应控制在*C";以内较为经济。
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! ! ! ! 会 讯 ! ! ! !
由中国微生物学会主办的“迎接F!世纪微生物学研讨会”定于F000年K月下旬在

山东省烟台市召开。会议期间将邀请数名专家进行微生物多样性、现代战争中反细菌

战的问题、微生物分子生物学研究进展、细菌基因组学、工业微生物学新能源、微生物与

环境保护等方面的专题报告，并进行学术交流。

会议具体事项请与中国微生物学会办公室薛春华同志联系（电话：0!0T;F::J;KK）
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