
!" 卷 #期
"$$"年 %"月

微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
&’()!"
*+,+-.+/

0’)#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
"$$"

作者简介：刘树臣（%1#" 2），男，吉林省白城市人，研究室副主任，高级工程师，现为清华大学博士研究生，主要从

事石油发酵研究，+3-45(：(56786,8+9$$:-45(7) ;759<864) +=6) ,9
收稿日期："$$%3%"3"$，修回日期："$$"3$>3""

十二碳二元酸发酵研究

刘树臣 李淑兰 金 平 方向晨
（抚顺石油化工研究院 抚顺 %%>$$%）

关键词：!"#$%$" &’()%*"+%,，十二碳二元酸，发酵

中图分类号：?@%A 文献标识码：B 文章编号：$$$%3#"$1（"$$"）$#3$C!@3$>

长链二元酸（(’9<3,8459 =5,4/.’DE(5, 4,5=，*FB）是指 F%$以上的脂肪族二元羧酸。它们是一类重要的精

细化工原料，广泛用于大环麝香、工程塑料、耐寒增塑剂、尼龙纤维、热熔胶以及液晶的合成，也是医药和

农药合成的原料。其中十二碳二元酸（*FB%"）市场需求量较大，主要用于合成高级工程塑料尼龙 %"%"、
服装用尼龙热熔胶和高级涂料等，目前由化学法和发酵法生产。由于发酵法其原料来源容易、生产条件

温和、产品纯度高等特点，深受重视。国内外对发酵法制取 *FB%"的研究较为深入［% G #］，%11@年我国已
实现了工业化生产［C］。热带假丝酵母（!"#$%$" &’()%*"+%,）突变株 HI3J&3A# 是一株高产十三碳二元酸
（*FB%>）生产菌［@］，已用于工业发酵生产 *FB%>。现报道该突变株在 %$K罐发酵生产 *FB%"的结果。

! 材料和方法

!"! 菌种
热带假丝酵母（!"#$%$" &’()%*"+%,）突变株 HI3J&3A#为抚顺石油化工研究院保藏。

!"# 原料

正十二烷（9 2 F%"），纯度 1@LAM。

!"$ 培养基

斜面培养基、种子培养基和发酵培养基同文献［@］。

!"% 培养方法
将 >$N培养 "=的斜面菌种分别接入含 A#$-K种子培养基的 > $$$-K摇瓶内，于 %@$/O-59、>$N摇床

培养 "=，再将种子液接入含发酵培养基的 %$K P/469 PQRHSBT U发酵罐内，于 C$$/O-59搅拌，通气量 %VV-
条件下培养。整个发酵过程分为生长期和产酸期，生长期 WXAL$ G #LA，以菌体增殖为主。菌体浓度达到

%"<OK后，用 %$-’(OK 04RX溶液调节 WX值高于 CL$，转入产酸期，并补加 9 2 F%" %A $$$-K，以后每隔 "!8

补加 9 2 F%" A$$-K，共 >次。

!"& 分析方法

!"&"! 菌体浓度测定：取 %-K发酵液，用溶媒（乙醇：正丁醇：氯仿：水 Y %$：%$：%：%$）稀释 %$ G A$倍，用

分光光度计测定 #"$9-处的光密度（-.#"$），由标准曲线计算干细胞浓度。

!"&"# *BF%"浓度的测定：见文献［@］。

!"&"$ 溶解氧的测量：用溶解氧电极检测，于接种前设定为 %$$M。



! 结果和讨论

!"# 菌体浓度对产酸的影响
从微生物发酵产物生成动力学角度分析，产物生成速度与菌体浓度变化速率以及菌体浓度呈正比

例变化，然而，当菌体浓度过高时可能由于供氧不足等因素导致菌体产酸能力下降。为此，本文考察了

菌体浓度对产酸的影响，六批发酵结果表明：菌体浓度（!"）在 #$%&’()* + ,’%-.()*之间的平均产酸量为

#/.%’()*，而 !" 在 #0%-0()* + #.%#.()*时的平均产酸量为 #00%’()*，较前者平均产酸量增长了 .%’1，这

说明低菌浓发酵时单位质量菌体的产酸能力或比产酸速率（23）有所提高，可能与保持一定的供氧水平

有关。为此，本文分析了在发酵过程中的 !" 与溶解氧（45）、!3 和 23 的关系，结果见表 #。当培养基中

含有诱导烃 6!#,时菌体生长较为缓慢，培养 7.8达到最大值，而以 6!#-为诱导烃时培养 /&8达到最大

值［&］，说明本实验菌株对长链二元酵发酵呈现基质特异性。菌体停止生长后，由于流动 9:5;溶液及烷
烃导致了发酵后期的 !" 的下降。当 !" 在 #&()* + ,’()*时，45水平在 #%-1 + ,0%/1，培养 #//8的 !3 为

#/,%’()*，而 !" 在 #0()* + #$()*时，45水平则在 $%$1 + -’%&1，!3 则为 #0/%&()*，这表明发酵液的低 45
水平与 !" 增加有关，还与发酵液粘度的增大有关，因为在发酵后期发酵液呈粘稠状液体或膏状液体。

另外，与同期发酵相比，低菌浓发酵的 23 高于高菌浓发酵的 23，平均提高了 #$%&1，说明低菌浓发酵时

对提高单位质量菌体的产酸能力有利。可见，合理控制 !" 及保证供氧可以有效地提高菌体产酸能力，

在本实验的通气量和搅拌转速条件下，产酸的适宜 !" 为 #0()* + #$()*。
表 # 菌体浓度与溶解氧、产酸量及比产酸速率的关系

批次
培养时间)8

’ ,/ /& $, 7. #,’ #//

, 45)1 #’’ -$<0 ,7 <# ,0 </ #’ <’ # <0 # <-
!")（()*） #<,. #’ <#’ #- <$’ #& <,. ,’ <,0 #& <.& #& <07
!3)（()*） /<& ,. <- 0. <# 7$ <. #,’ <. #/, <’

23 )（(4!=#,·(> #
?@AA·8> #） ’ <’$0 ’ <’$& ’ <’7’ ’ <’/7 ’ <’/&

. 45)1 #’’ /-<’ -- <- -’ <& ,0 <. $ <7 $ <$
!")（()*） ’<70 7 <0 #- <0’ #. <7# #$ <’7 #0 <$’ #0 <-0
!3)（()*） 0<- -# <# .’ <& #’, <& #-# <’ #0/ <&

23 )（(4!=#,·(> #
?@AA·8> #） ’ <’7- ’ <’&# ’ <#’- ’ <’$, ’ <’.,

!"! $%控制方式对产酸的影响
在长链二元酸发酵中，3;对细胞分泌二元酸以及产物溶解性影响较突出，3;过低或过高都不利于

产酸［.］。为此，提出了在产酸期间采用逐步上调 3;的控制策略，以加碱速率变化作为上调 3;的判断依
据，考察了产酸期 3;控制方式对产酸的影响，发酵两批次，#//8，!3 分别为 #.0%’()*和 #..%’ ()*，!" 分

别为 #0%.&()*和 #/%$.()*，发酵过程见图 #。生长期菌体几乎不分泌 4!=#,，!3 仅为 /%0()*；转入产酸期

后采用逐步上调 3;控制方式，发酵液中迅速积累 4!=#,，3;控制范围为 $%/ + &%/，发酵 #//8时 !3 达到

#..%’()*，此时发酵液为粘稠的膏状液体，证明热带假丝酵母突变株 BCDEFD0.也是一株高产 4!=#,的生
产菌。由于在发酵后期发酵液粘度较大，培养 #-,8后 45值下降至 ,’1以下，发酵结束时仅为 #01。从
图 #中还可以看出，培养 $,8时 !" 和 23 同时达到最大值，分别为 #$%7()*和 ’%#’$()（(?@AA·8）> #，/&8 + 7.8
为产酸高峰期，23 在 ’%’$.()（(?@AA·8）> #以上。另外，23 随着菌体的增殖而增加，而在菌体停止生长后则

下降，说明繁殖中的菌体的产酸能力很强。因此，如果在产酸期始终保持较低的菌体比生长速率，能更

有效地提高产酸水平。
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!"# 溶解氧与产酸量的关系
发酵液中的 !"水平与 #$ 的关系见图 %。在产酸期，批次 &的 !"水平在 %’( ) *’(，培养 +,,-时

#$ 达到 +.*/0123，批次 4的 !"水平在 %’( ) 5’(，#$ 为 +5’/’123，而批次 6在发酵 7.-以后 !"水平呈

下降趋势，#$ 为 +5,/0123。统计数据表明：!"水平在 +5(以上的平均产酸量为 +.+/%123。而 !"水平在

+’(以下的平均产酸量则为 +,0/%123。对于本实验菌株发酵 !#8+%适宜的 !"水平在 %’( ) *’(，控制
过高的 !"水平对提高产酸水平作用不明显。

图 $ %&控制方式对产酸的影响

!#$；—!"值； $9；"#:； ; <$ =
图 ! 溶解氧与产酸量的关系

批次 &：#!"值；$#$；批次 6：%!"值；"#$；

批次 4：&!"值；’#$ =
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