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石油烷烃发酵生产长链二竣酸
‘

刘 幸 李夏兰 陈惠端

(华侨大学化工与生化工程系
,

泉州 3 6 2 0 11)

摘要 热带假丝酵母 L H I 。
和 L H , : ,

在以正十四烷
、

正十六烷为唯一碳源的培养基中生长
,

可产生

相应的长链二梭酸
.

L H , :

经 H N O :

诱变选育
,

得到 1 株利用正十四烷的突变株 L H
.

在正交设计法

试验获得的适宜培基配方 中
,

发酵产生的 oc
l;

产量为 28
.

70 9
·

L 一 ’
.

关键词 发酵
,

二元校酸
,

热带假丝酵母
,

石油烷烃

分类号 T Q 9 21

热带假丝酵母 (Ca
n dl’d a t r pPica li : ) 可利用石油正构烷烃

,

经双端氧化而产生长链二梭

酸
〔1一 ’〕

.

C
I。

以上的长链二梭酸是染料
、

橡胶
、

药物
、

塑料
、

香料等工业的重要原料
.

用化学

方法生产二梭酸
,

存在技术
、

设备要求高
,

能耗大等缺点
,

且 C
, ,

以上的长链二梭酸也难以用

化学方法合理制造
.

然而
,

利用资源 丰富的石油正构烷烃发酵生产长链二梭酸有许多独特的

优点
〔2

,
”, ,

可建立优于化学方法的新工艺
,

为我国增添新的精细化工产品
.

国内对从混合正烷

烃生产长链二梭酸
〔‘

,
”〕 ,

从正十二烷和正十三烷分别生产 D C
1 2

和 D C
: 3‘6

,
’〕
等均有报道

.

本文利

用热带假丝酵母 L H
: 。

和 L H
1 2 ,

进行正十四烷
、

正十六烷直接发酵生产 D C
I‘

和 D C
1 6

的试验
,

并

用 L H
1 2

作为亲本株进行诱变选育得到突变株 L H
,

从而提高二梭酸的产量
.

1 材料与方法

1
.

1 主要原材料

(l) 菌种
:

热带假丝酵母 L H 10 和 L H
1 2 ,

清华大学刘祖同赠
; (2 ) 麦汁

:

泉州啤酒厂和惠

安啤酒厂提供
; (3 ) 正十六烷

:
CP 级

,

上海试剂一厂出产
; (4 ) 正十四烷

:

瑞典进 口 分装
;

(5) 其它试剂均为 CP 级以上商品
.

1
.

2 培养基

(1) 斜面与分离平板培养基
: 2

.

5 % 琼脂麦汁
, p H 一 6

.

7 ; (2) 种子培养基 10 B x (锤

度 )麦汁
; (3 ) 发酵培养基 (% )

:
K H

Z
PO

; 0
.

5
,

N a e l o
.

z
,

M g sO
‘ ·

7H
:
0 0

.

0 5
,

酵母膏 0
.

0 5
,

尿素 0
.

1 5 (分消 )
,

正烷烃 1 5
.

0 (分消)
,

蒸馏水至 1 0 0
,

于 9 8
.

1 k Pa
灭菌 2 0 m in ; (3 )诱变

指示平板培养基 (% )
:
K H

Z
PO

; 0
.

2
,

N a H PO
‘ ·

1 2H
:
0 0

.

0 7
,

M g S O
‘ ·

7H
Z
O 0

.

0 5
,

(N H
‘
)
2
5 0

‘

0
.

2
,

酵母膏 0
.

0 5
,

D C
I‘
(或 D C

I。
) 1

.

0
,

琼指 5
.

0
,

蒸馏水至 1 0 0
,

常规灭菌
,

每 10 m L 分装于

紊

本文 1 9 9 3
一
0 4

一
1 5 收到
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石油烷烃发酵生产长链二淡酸

一个培养皿中
.

1. 3 种子培养及发酵

接保存菌种于斜面上
,

培养 48 h
,

得活化固体种子
.

并刮入种子培养液
,
180 ~ Zoo

r ·

m in 一 ‘

振动培养 24 h
,

得液体种子
.

取 3
.

0 m L 液体种子接入 20
.

0 m L 发酵培养基并加入

3 m L 碳源
,

1 8 0 ~ Z o o r ·

m in 一
‘

摇床培养 9 6 h
.

每 2 4 h 测定一次 pH 值
,

并加 6 m o l
·

L 一 ‘

N a O H 调 p H 至 7
.

0
,

继续培养
.

培养温度 2 8一 3 0 ℃
.

1. 4 产物的分离和分析

(l) 产酸测定
:

发酵产物经 乙醚萃取
,

分离出晶体用重量法称量和容量法滴定
,

计算出二元

酸产率
.

(2) 纸色谱鉴定
:

新华 1 号 中速滤纸
,

展层剂为 乙醇 (90 % )
:

氨水 ~ (6 0 ~ 9。)
:
(10 ~

40 )
,

显色剂为甲基红溶液
.

其饱和时间 20 一30 h
,

展开温度 25 一30 ℃
,

用上行法展开 1
.

5一

5
.

0 h
.

(3) 熔点测定
:

以甘油为介质
,

用齐列熔点管和显微熔点仪测定
.

1. 5 菌种的诱变与突变株分离

将亲本株细胞用 N a N O
Z

进行诱变处理
,

由菌落存活数求得不同浓度的致死率
.

选择致死

率 90 %左右的小菌落分别点植于指示平板和琼脂平板上培养 Z d
,

挑出在指示平板生长弱而

相应在琼脂平板上正常生长的菌落进行产酸筛选
.

1
.

6 产酸培养基配方的筛选

用正交试验设计法
,

对发酵培养基中的尿素
,

N a CI
,

M g SO
‘ ·

7H ZO
,

酵母膏等 4 个 因素的

配比进行考察
,

各因素分别取 3 个水平
,

采用 石
。
(34 )表组合

.

其余因素如碳源
,

温度
、

转速等保

持不变
,

找出最高产酸率的配方和影响培养结果的主要因素
.

结果和讨论

菌株 LH
I。

和 L H
, 2

产酸性能的比较

2
.

1
.

1

2
.

1
.

2

不同碳源发酵的 pH 变化 以正十四烷和正十六烷为碳源发酵的 p H 变化见图 1 ,

2

丫
。

芝 5. ”

口
“ 5

.

0

盛 L H 一2

0 L H , 。

。 J
,

H 一:

0 L H : 。

t
/d

图 1 正十四烷发酵的 p H 变化

3
.

O L
, 浮

二
厄 ‘

0 1 2 3 4

t / d

图 2 正十六烷发酵的 pH 变化

二欺酸 D C
I‘

和 D C
1 6

产率 L H
I。 ,

L H
1 2

产生 D C
I‘

和 D C
I。

的产率列于表 1 (表中括号内

数据为重量法分析所得结果 )
.

由图 1
, 2 和表 1 可见

,

L H拓
,

L H
12

以正十四烷或正十六烷为单

一碳源
,

均可产生相应的 二几
‘

和 D C
I。

.

发酵过程 p H 降低规律相似
,

这两种菌株对正十四烷产

生 D C
: ‘

比对正十六烷产生 D C
I。

的产率高
.

分析结果
,

重量法 比容量法偏高
.
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2
.

1
.

3 产物鉴定 (1) 纸色谱法
:

结果见图 3
,

4
.

由图可见
,

D C 14 和 D CI
。

产物均为较纯物质
.

其中
,

图 4 斑点狭长
,

虽经反复实验
,

改变展层条件
,

结果仍然不变
.

(2 )熔点测定
:

因无标准样

品可供色谱对比
,

用熔点管和显微熔点仪测定 D C
I ;

和 D C
I。

的熔点 (夕)范围
,

两种方法结果完全

一致
,

如表 2 所示
.

由表 2 可 见
,

D C
, ‘

和 D C
1 6

的熔点与文献值符合性相当好
.

若纯度稍差
,

熔点则明显偏低
.

,

⋯
。

·

:
。

·

‘
0

·

茗
O

六
1

叫 l 、J 、. 1

0
.

3 8 1 0
.

3 7 2 0
.

3 3 9 0
.

3 5 3

N o
.

1 2 3 4

图 3 十四烷二梭的纸色谱图

表 1 二竣酸产率 (% )

N o
.

图 4

O口O口
曰‘- - ~

-
J ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~‘一~ ~ ~ - ~ J ~ -

1 2 3 4

十六烷二梭的纸色谱图

表 2 产品熔点值

次 数
LH 10 L H 1 2

6 / ℃

I兀 : 1
‘

I兀
飞‘

上少、
尹
1 4 上 少、‘ 16 L 夕、

尹
1落 几产、

沪
飞‘

一
一

一
一一

~ 一
目

~
. 叫

一
.. ~ ~ ~ ~ ~ ~ , ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ‘~ ~ ~~ ~ ‘~ 目~ ~ ~ ~ . ‘~ ~ ~ ~ 目‘~ ‘. . .

.

一
IX二1 ‘ I兀

l。 样 品

1
.

2 9 (1
.

8 0 )

1
.

4 2

1 5 1

0
.

8 5 (0
.

9 2)

0
.

6 6

0
.

7 2

1
.

7 1 (1
.

9 0 ) 0
.

8 1 (1
.

2 5)

O
。

5 9

0
.

6 3

实 验 值 文献值

6 6

8 0

I兀
一; 1 2 4

.

0 ~ 1 2 5
.

5 1 2 5
.

0 ~ 1 2 6
.

0

I兀
一。 1 2 5

.

5 ~ 1 2 6
.

0 1 2 6
.

0

2.. 2 L H
I :

的诱变育种

2
.

2. 1 H N O
Z

的诱 变作 用 与突变株 的产酸 筛选 不 同 H N O
:

浓度与 不 同作 用时 月兰 理的

L H
1 2

致死率浓度为 。
.

。卜
一 0

.

2 m ol
·

L 一 ’ ,

处理时间在 10 一30 m in 顺次递增
.

当浓度增加至

0
.

1 m ol
·

L 一‘
(处理时间为 30 m in)

,

以及浓度增加至 0
.

2 m ol
·

L 一 ‘ ,

(任何处理时间 )
,

菌体

全部死亡
.

从琼脂平板上挑 出致死率 大于 90 % 的 30 个小菌落进行突变株分离
,

得到 n 株在

指示平板上生长弱而在琼脂平板上生长 良好 的菌株
,

取 8 株进行产酸初筛
,

得 4 株产酸率较

高
·

经过 复筛
,

其 中产 D C
1 4

的 两株
,

即 0
.

0 5 m o l
·

L 一‘ H N O
:
(3 o m in ) 和 0

.

0 5 m o l
·

L 一 ‘

H N O
:

(2 0 m in )
,

其产酸量分别是亲本株的 2
.

1 和 1
.

3 倍
.

另外
,

产 D C
1 6

的两株
,

产量均不高
.

2. 2. 2 突变株 的形态 经 H N O
:

作用的突变株
,

在琼脂平板上 生长的菌落比亲本株的菌落

小
,

外观无明显区别
.

在显微镜下观察
,

突变株的单细胞形态为细长形
,

亲本株细胞为卵园形
.

2
.

3 发酵培养配方的试验

用初试时 D CI
‘

产率最高的突变株 L H 进行产酸配方试验
,

由 L
。
(3

峨
) 表示结果 D C 14 最高

收得量是 28
.

70 9
·

L 一‘
.

从极差 R 值的分析
,

各因素影响大小的排列顺序为尿素> 酵母膏 >

M g S O
‘ ·

7H
:
O > N aCI

,

即尿素浓度为主要影响因素
.

在水平的选择上
,

尿素和酵母膏还可适

当增加浓度
,

重新组合
,

以求得更高产率
.

3 结论

(1) 实验结果表 明热带假丝酵母 L H
I。 ,

L H
, : ,

可利用正十四烷
、

正十六烷发酵产生相应的
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长链二梭酸 D C
I‘ ,

D CI
。

·

其产量
, LH

I。

为 12
.

9 和 8
.

5 9
·

L 一 ‘,

L H
12

为 17
.

1 和 8
.

1 9
·

L 一‘
.

两株菌种的 D C
1 4

产量
,

都比 D C
、。

高
.

(2) 用生长较 旺盛
、

产 D CI
;

较高的 L H
1 2

作亲本株 进行 H N O
:

诱变选育
,

得到突变株 L H

(其产 D C
I‘

为亲本株的 1
.

68 倍 )
,

产量达 28
.

70 9
·

L 一 ‘
.

产率的提高
,

说明经诱变剂作用后的

突变株
,

对脂肪酸的 户氧化途径大为削弱
〔7,

(3) 正交试验得到适用于 L H 突变株产 D C
I ;

的发酵培养基 (% )配方
:
K H

:
PO

‘ 0
,

8 ,

N a CI

0
.

1 0
,

M g S O
‘ ·

7H
:
0 0

.

0 1
,

酵母膏 0
.

2 0 ,

尿素 0
.

2 5
,

正 十四烷 1 5 %
;
培养条件

: pH 为

7
.

0
,

温度 2 8一 3 0 ℃
,

转速 1 8 0一Zo o r ·

m in 一 ‘
,

培养时间 4 d
.

D C
, ‘

产量 2 8
.

7 0 9
·

L 一‘
.

适

当增加尿素和酵母膏浓度
,

可望进一步提高产量
.

(4) 产物 D C
I‘ ,

D C
, 。

经纸色谱和熔点测定结果
,

确认质量较纯
.
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