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烷烃对!63$酶的诱导及二元酸发酵工艺改进
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"、#0长链二元酸（J’@A0./,=@"，#0E=.,-K’7L(=.,.=E，M5I）

是一种重要的化工原料，是合成工程塑料、香料、耐寒性增塑

剂、涂料、液晶等物质的重要原料。目前主要利用热带假丝

酵母（!+$3#3+/*(4,#0+,#&）转化烷烃生产［!，#］。

在以往发酵的过程中，通常在初始培养液中加入3N$
!$N的烷烃。且有文献表明在发酵初期加入烷烃有利于产

酸的提高。但我们的研究表明，在发酵初期加入烷烃也有其

不利的一面，如高浓度的烷烃对于菌体的生长有一定的抑制

作用。而且有实验表明：适当提高细胞的培养液中糖类对烷

烃的比例对于产酸有一定的促进作用［%］。我们在分析烷烃

促进产酸的机理的基础上，研究了二元酸发酵过程中，烷烃

的加入时期对细胞生长、F63$酶的诱导和产酸的影响，并据

此建立了长链二元酸新的发酵工艺。

" 材料和方法

")" 菌种

清华大学化工系生物化工研究所保藏的热带假丝酵母

（!+$3#3+/*(4,#0+,#&）5)8)!0!#。

")# 培养基

培养基组成如下（N）：蔗糖%，（*O6）#PQ6$H$3，玉米浆

$H!，酵母膏$H!，维生素R!$H$!，*,5($)!，SO#FQ6$)6，尿

素$H!3，+APQ6·"O#Q$)!3，?O3)$；!,B<，灭菌#$<=@。

")$ 培养及发酵

菌种从平板上接入液体培养基中，根据实验要求加入不

同浓度的烷烃，%$T，#$$-／<=@，培养。

")% 分析方法

菌量分析：干重法。

含酸量的测定：滴定法。

F63$酶的分析：一氧化碳差光谱法［6］。其中在63$@<
波长处测得的56差值反映了F63$酶的活性，差值越大，说

明F63$酶活性越高。

# 实验结果和讨论

#)" 原有工艺的烷烃最优浓度

热带假丝酵母转化烷烃生成"、#0十三碳二元酸的代谢

途径为［3］：正十三烷首先被吸收进入细胞，在微粒体中被细

胞色素F63$酶系"0氧化生成"0一元醇，"0一元醇再进一步

由醇氧化酶和醛脱氢酶催化氧化成"0一元酸，其中细胞色素

F63$酶是关键酶。"0一元酸再在相同酶系的催化下生成目

的产物二元酸（#0氧化）；细胞代谢过程中的"0一元酸以及目

的产物长链二元酸都可以经过%0氧化而消耗。

上面的代谢过程中F63$酶是关键酶，研究表明在一定

的范围内，F63$酶活与细胞的产酸能力呈正相关性，提高

F63$酶的表达量对于产酸量的提高至关重要。我们考察了

烷烃加入与F63$酶的诱导之间的关系。在培养液中直接加

入同量的少量烷烃（#N，7／7），培养一定时间（!4$!2/）后

补加入烷烃，使烷烃浓度分别为#N、3N、2N、!$N。继续

诱导2/（F63$酶在加入烷烃诱导4$2/后酶活达到最大值）

后下摇床，测量F63$酶的诱导量。测量结果如下：

图! 烷烃加入量对F63$酶的诱导的影响
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图! 新旧工艺在诱导"#$%方面的对比
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在图>中，图例表示在代谢过程中批加烷烃的浓度，如“!?
@A?”表示在生长前期加入!?的烷烃，在生长的后期再加

入A?的烷烃进一步诱导，其它图例的含义与之相同。由图

可知，原工艺条件下（初始烷烃浓度为!?），在烷烃总浓度

在B?的范围内，随着烷烃总量的增加，诱导的"#$%酶活相

应增加，在烷烃的总加入量为B?（!／!）时，"#$%酶的诱导

量达到最大，为%C%!!A，是空白的ACD!倍（空白的"#$%酶

系的诱导量为%C%%E）。可见B?（!／!）烷烃浓度是最优的

"#$%酶诱导浓度，而过高的烷烃浓度（>%?）的诱导作用却

相对降低。由此可以看出高浓度的烷烃对于"#$%的诱导有

一定的消极作用。

!)! 新旧工艺对""#$酶诱导的不同影响

烷烃在发酵过程中所起的作用主要是：!在生长期和产

酸期作为代谢的底物；"诱导"#$%酶系的表达；#通过诱导

细胞产生脂F多糖和诱导细胞改变结构来促进细胞对烷烃的

吸收。所以烷烃的加入对于促进二元酸的生产是十分重要

的。以前的研究表明在菌体的生长阶段加入烷烃有利于产

酸，其机理正是基于上述原因。有观点认为在发酵初期加入

高浓度的烷烃（大于$?）有利于产酸［E］。但是实验表明在

生长期高浓度的烷烃对于细胞的增殖有一定的抑制作用。

那么，能否找到既可以使细胞快速生长，又能实现对"#$%酶

的高效诱导以及使细胞易于吸收烷烃的方法呢？

根据以往的研究可知"#$%酶可由作为底物的烷烃诱导

表达，并且有一定的诱导最优时间，烷烃对"#$%酶的诱导以

及增加细胞对烷烃吸收能力的诱导作用在E$B4内可以达

到（接近）最大，所以没有必要在产酸初期就加入足量的烷

烃，通过对烷烃的加入时间进行优化，可以找到解决上述问

题的方法。

新工艺就是在发酵初期并不加入烷烃，或加入少量的烷

烃（小于!?!／!），让菌体得到快速的生长，然后再加入烷

烃诱导E$B4。这样菌体可以在生长期快速生长，缩短生长

周期。同时，有可能获得较高的菌浓，并缩短发酵周期及提

高产酸量。

图!为总烷烃浓度分别为!?和$?时新旧工艺对比。

图例表示在代谢过程中批加烷烃的浓度，如!?@%?表示

在生长前期加入!?的烷烃，在生长的后期再加入%?的烷

烃进一步诱导，其它图例的含义与之相同。由图可知，在没

有烷烃的条件下培养>E$>B4后才加入烷烃，诱导E$B4得

到的"#$%酶系的总量，比先加入部分烷烃再补齐到相同的

烷烃浓度得到的"#$%酶系总量多。在烷烃总浓度分别为

!?和$?时，新工艺条件下诱导的"#$%酶系的总量分别高

于旧工艺GC%G?和>#C$E?。这就为我们的新工艺提供了

实验基础。

!)% 发酵新旧工艺的比较

!&%&’ 新旧工艺在菌浓上的对比：由以上的实验表明新的

工艺方案对于提高"#$%酶的表达量确有一定的作用，以此

为基础进行了摇瓶发酵产酸的比较。这次采用的实验方法

与前面的大致相同，只是在补齐烷烃浓度以后，诱导E$B4，

调节-H值为BC%左右进入产酸期，进行GE4左右的产酸，所

采用的烷烃总浓度为>%?。

图A 不同烷烃加入过程中细胞生长曲线

&’()A *5==(/+;3487/<50’16’225/513.=I.15.66’3’+1-/+850050

图# 不同的烷烃批加方案对于产酸的影响

&’()# "/+6783’+1+26’8./:+J9=’8.8’6’1
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图A为在产酸期菌浓随时间变化的曲线，在产酸前期（%
$!#4），菌体生长浓度随烷烃浓度的增高而降低。从图中可

以看出，初始培养基中没有烷烃的样品（%?@>%?），其细胞

浓度在!#4内达到最大，而初始培养基中含有烷烃的样品在

#B4后，细胞浓度才达到最大。这一结果显示在发酵初期不

加入烷烃的情况下更有利于细胞的快速生长，在摇瓶的发酵

条件下，可以提前近!#4进入稳定期，为缩短发酵周期打下

基础。

!&%&! 新旧工艺在产酸上的对比：产酸量的测量结果如图

#。D!4时，在最初的培养液中不加入烷烃的试样产酸量最

高，分别高于开始加入$?、>%?的烷烃的试样>#CDA?和

!>C#D?；在GE4时，产酸量也是在最初培养时不加入烷烃的
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试样最佳，为!"#$%&／’，分别高于开始加入()、*$)的烷烃

的试样*+#,%)和*%#*()。由此可见新工艺在对-%($酶

的诱导和产酸方面都优于旧工艺。

! 结 论

本实验主要是对发酵工艺的研究，所选用的菌种并非生

产菌种，而是实验室中的模式菌株，所以其产酸水平并不是

很高，但对于发酵工艺的研究还是有相当的意义的。此外，

我们在将该工艺应用于*(’发酵罐的实验中表明，该法发

酵比传统工艺的对照罐提高产酸*%#()，达到*%$&／’。

在这批实验中，进行了新旧工艺在-%($酶系的诱导和

产酸方面的比较。旧工艺是在发酵初期加入较多的烷烃；考

虑到烷烃所起的作用以及诱导最优时间，提出了发酵新工

艺。新工艺是在培养初期不加入烷烃，待菌浓达到一定的程

度之后再补加入足量的烷烃进行诱导产酸。由以上实验结

果可知：!在旧工艺条件下，当烷烃的总浓度为,)（!／!）

时，烷烃对-%($酶系的诱导效果最佳；"新工艺在-%($酶

系的诱导方面优于旧工艺，在烷烃总浓度分别为!)和()
时，其-%($酶系的总量分别高于旧工艺.#$.)和*%#(/)；

#新工艺的产酸量也优于旧工艺，摇瓶实验表明可提高产酸

*%#*()。

从实验结果来看，新工艺确实有利于菌体较早进入稳定

期，在相同的时间内有较高的产酸，说明通过采用新工艺的

方法可以达到缩短发酵周期的目的。但具体的达到一定的

产酸量新工艺比旧工艺能缩短多少时间还有待于以后进一

步的研究。
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