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暋暋毩灢酮戊二酸椲毩灢旊斿旚旓旂旍旛旚斸旘旈斻斸斻旈斾棬斔斍斄棭旓旘毩灢
旊斿旚旓旂旍旛旚斸旘斸旚斿棬斔斍棭椵棳又称毩灢胶酮酸棬棽灢氧代戊二酸

或毩灢羰基戊二酸棭棳是三羧酸循环棬斣斆斄棭中重要的

中间产物椲棻椵暎毩灢酮戊二酸在生物体内参与氨基酸暍
蛋白质暍维生素的合成以及能量代谢棳广泛应用于食

品暍医药暍有机合成暍化妆品暍饲料等行业椲棽灢棿椵暎毩灢酮

戊二酸的生产主要有化学合成法和微生物发酵法暎
化学合成法生产毩灢酮戊二酸过程复杂棳存在安全

等问题棳无法直接用于食品和化妆品中棳而微生物

发酵法安全性好棳具有重要的学术价值和广阔的市

场前景暎
微生物发酵法生产毩灢酮戊二酸的研究已有近

椃棸年的历史暎斕旓斻旊旝旓旓斾和斢旚旓斾旓旍斸最早利用细菌

生物合成毩灢酮戊二酸进行了初步的研究椲椀椵暎斄旙斸旈
等椲棻椵发现假单胞菌棬 棭暍粘质沙雷

氏菌棬 棭等具有过量合成毩灢酮戊

二酸的能力暎此后棳微生物发酵法生产毩灢酮戊二酸

的报道逐渐增加棳但大多研究从大肠杆菌暍粘质沙雷
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氏菌等椲棾椵细菌逐渐集中于解脂亚洛酵母棬
棭等酵母椲棽棳椂灢椄椵暎国内微生物发酵法合成毩灢

酮戊二酸的研究报道较少棳主要以光滑球拟酵母

棬 棭为发酵菌株暎陈坚课题组发

现光滑球拟酵母丙酮酸羧化反应增加可以提高毩灢
酮戊二酸产量棳并进行了维生素暍斆斸斆斚棾 等辅助因

子以及碳氮源浓度和 斣斆斄 循环中间产物的添加对

毩灢酮戊二酸生成的影响椲椆灢棻棽椵暎迄今棳国内外研究发

酵法生产毩灢酮戊二酸的微生物主要为细菌和酵母棳
尚未见丝状真菌发酵产毩灢酮戊二酸的报道暎

伞枝犁头霉棬 棭是一种毛霉目

梨头霉属的丝状真菌棳主要分离自曲样中棳目前国内

伞枝犁头霉的研究报道较少暎马凯等椲棻棾椵在汾酒大曲

中分离出伞枝犁头霉暎秦臻等椲棻棿椵从醋曲中分离出伞

枝犁头霉斆斞斅棿棾棳可产生淀粉分解酶暎中国农业大学

酶与发酵工程研究室选育到棻株可直接利用糖质原

料发酵生产毩灢酮戊二酸的伞枝犁头霉 斈棻棳本研究拟

对该菌利用蔗糖生产毩灢酮戊二酸的发酵条件优化进

行研究棳以期为工业应用提供依据暎
棻暋材料与方法

棻棶棻暋菌种及试剂

菌种椇伞枝犁头霉棬 棭斈棻棳
由中国农业大学酶与发酵工程研究室分离并保存暎

毩灢酮戊二酸标样椇购自斢旈旂旐斸公司棳其他主要试

剂均为国产分析纯暎
棻棶棽暋培养基组成及培养方法

斜面培养基椇马铃薯葡萄糖琼脂棬斝斈斄棭培养

基棳马铃薯棽棸棸旂棳葡萄糖棽棸旂棳琼脂棽棸旂棳水棻斕棳自
然旔斎暎

初始发酵培养基椇葡萄糖椂棸旂棷斕棳棬斘斎棿棭棽斢斚棿棻
旂棷斕棳斔斎棽斝斚棿棻棶棾椂旂棷斕棳斖旂斢斚棿暏椃斎棽斚棸棶棽旂棷斕棳
斊斿斢斚棿暏椃斎棽斚棸棶棸棻旂棷斕棳斘斸斆旍棽旂棷斕棳玉米浆棸灡椀
旂棷斕棳一次性添加 斆斸斆斚棾棿棸旂棷斕棬单独灭菌棭棳自然

旔斎暎
培养方法椇接种棽棸棸毺斕伞枝犁头霉 斈棻孢子液

棬棻暳棻棸椄个孢子棷旐斕棭于装有椀棸旐斕发酵培养基的棽椀棸
旐斕的三角瓶棳棾椃曟下棽棸棸旘棷旐旈旑振荡培养椃棽旇暎
棻棶棾暋伞枝犁头霉发酵产毩灢酮戊二酸的条件优化

采用单因素试验优化发酵条件棳即以初始培养

基为基础棳首先考察葡萄糖暍蔗糖暍麦芽糖暍糯米淀

粉暍玉米淀粉暍马铃薯淀粉等不同碳源棬质量浓度椂棸
旂棷斕棭及最优碳源添加量棬棻棸暙椄棸旂棷斕棭对伞枝犁头

霉斈棻产毩灢酮戊二酸的影响暎然后选取胰蛋白胨暍
酵母膏暍硫酸铵暍氯化铵或硝酸钠椀种常见氮源棬质
量浓度棻旂棷斕棭和最优氮源添加量棬棸棶椀暙棾棶棸旂棷斕棭
对伞枝犁头霉斈棻产毩灢酮戊二酸的影响暎在确定了

碳源和氮源的基础上棳考察氨基酸暍维生素等生长因

子及表面活性剂对该菌产毩灢酮戊二酸的影响暎最

佳培养基组成确定之后棳分别考察装液量棬棻棸棩暙
棾棸棩棭和培养温度棬棾棸暙棿椀曟棭对产毩灢酮戊二酸的影

响暎最后在最佳培养基和最佳培养条件下棳每隔棻棽
旇取样测定毩灢酮戊二酸产量和残糖量棳发酵椀斾研

究其产酸历程暎
棻棶棿暋分析方法

蔗糖的测定椇采用高效液相色谱分析棳色谱柱为

斪斸旚斿旘旙氨基糖柱棳流动相为 棬乙腈棭暶 棬水棭椊
椃椀暶棽椀的混合液棳流速为棻旐斕棷旐旈旑棳进样量棽棸毺斕棳
柱温棿棸曟暎

毩灢酮戊二酸的检测椇高效液相色谱分析棳色谱柱

为斈斏斔斖斄斆棻椄反相柱棳棽椀棸暳棿棶椂棬椀毺旐棭椈流动相为

棸棶棸棻旐旓旍棷斕的棬斘斎棿棭棽 斎斝斚棿 溶液棬旔斎棽棶椂棭棳棸棶棿椀
毺旐合成纤维素酯膜过滤后棳超声脱气棻旇椈流速棸棶椄
旐斕棷旐旈旑棳检测波长棽棻棸旑旐棳进样量棽棸毺斕棳柱温为室

温暎建立毩灢酮戊二酸工作曲线外标方程棳依此计算毩灢
酮戊二酸产量暎转化率和产酸速率计算公式如下椇
转化率棷棩椊楙椲棬毩灢酮戊二酸棭暳 棬结束发酵液棭椵棷

椲棬初始总糖棭暳 棬初始发酵液棭椵楜暳棻棸棸
产酸速率棷棩椊椲棬毩灢酮戊二酸棭棷发酵时间椵暳棻棸棸

棽暋结果与讨论

棽棶棻暋碳源对伞枝犁头霉产毩灢酮戊二酸的影响

以葡萄糖暍蔗糖暍麦芽糖暍糯米淀粉暍玉米淀粉或

马铃薯淀粉为碳源棬质量浓度椂棸旂棷斕棭棳对发酵产酮

戊二酸能力的影响见表棻暎伞枝犁头霉能利用多种

糖类和淀粉发酵合成毩灢酮戊二酸棳其中利用蔗糖产

酸能力最强棳产量为椆棶椂棾旂棷斕暎故选取蔗糖作为最

佳碳源暎进一步考察蔗糖添加量对产毩灢酮戊二酸

的影响棳结果见图棻暎随着蔗糖浓度的升高棳毩灢酮戊

二酸的产量逐步增加棳但是其转化率先增后减暎增

加糖浓度会对代谢流起到促进作用棳但是过高的糖

浓度则会形成底物抑制棳转化率下降暎伞枝犁头霉

斈棻利用蔗糖棬质量浓度棿棸旂棷斕棭时产量为椆棶椆椃旂棷
斕棳转化率最高棽棿棶椆棩暎综合考虑产量和转化率棳选
取质量浓度棿棸旂棷斕为最佳碳源用量暎

棾椂棻
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斺旟 斈棻
碳源种类

斆斸旘斺旓旑旙旓旛旘斻斿旙
产量棷棬旂棷斕棭

斮旈斿旍斾
转化率棷棩

斆旓旑旜斿旘旙旈旓旑旘斸旚斿
葡萄糖 斍旍旛斻旓旙斿 棾棶椂椂暲棸棶棸椀 椂棶棸椆
蔗糖斢旛斻旘旓旙斿 椆棶椂棾暲棸棶棽棾 棻椂棶棸椀
麦芽糖 斖斸旍旚旓旙斿 棽棶棽棾暲棸棶棸椃 棾棶椃棽
棉籽糖 斠斸旀旀旈旑旓旙斿 椂棶棾椆暲棸棶棻棿 棻棸棶椂棿
糯米淀粉 斍旍旛旚旈旑旓旛旙旘旈斻斿旙旚斸旘斻旇 棾棶椂椂暲棸棶椀棾 椂棶棻棸
玉米淀粉斆旓旘旑旙旚斸旘斻旇 棻棶椂棿暲棸棶椂椂 棽棶椃棾
可溶性淀粉斢旓旍旛斺旍斿旙旚斸旘斻旇 棻棶椃椄暲棸棶棿棾 棽棶椆椃

图棻暋不同蔗糖添加量对伞枝犁头霉斈棻
产毩灢酮戊二酸的影响

斊旈旂棶棻暋斉旀旀斿斻旚旓旀旙旛斻旘旓旙斿斻旓旑斻斿旑旚旘斸旚旈旓旑旙旓旑毩灢旊斿旚旓旂旍旛旚斸旘旈斻
斸斻旈斾旔旘旓斾旛斻旚旈旓旑斺旟 斈棻

棽棶棽暋氮源对伞枝犁头霉产毩灢酮戊二酸的影响

椀种常见氮源棬添加量棻旂棷斕棭对伞枝犁头霉 斈棻
产毩灢酮戊二酸的影响结果见表棽暎伞枝犁头霉利用

不同氮源产毩灢酮戊二酸差别较大棳其中当硝酸钠为

氮源时棳毩灢酮戊二酸产量最高达棻棸棶棾旂棷斕棳转化率为

棽椀棶椄棩暎选择硝酸钠为最佳氮源并进一步优化了其

添加量棳当硝酸钠质量浓度为棻旂棷斕时棳产毩灢酮戊二

酸量最高暎氮源浓度对微生物菌体生长和代谢物产

量都有较大影响棳当氮源不足时营养条件没有得到

满足致使菌体生长缓慢或产物产量过低椈当氮源浓

度过高棳又会造成菌体快速生长棳消耗过多的糖棳从
而使产酸量下降暎毩灢酮戊二酸位于 斣斆斄 循环氮代

谢的关键节点椲椆椵棳培养基中氮源的种类和浓度对伞

枝犁头霉合成毩灢酮戊二酸有着重要的影响暎
表棽暋不同氮源对伞枝犁头霉斈棻产毩灢酮戊二酸影响

斣斸斺旍斿棽暋斉旀旀斿斻旚旓旀旜斸旘旈旓旛旙旑旈旚旘旓旂斿旑旙旓旛旘斻斿旙旓旑毩灢旊斿旚旓旂旍旛旚斸旘旈斻斸斻旈斾旔旘旓斾旛斻旚旈旓旑
斺旟 斈棻
氮源种类

斘旈旚旘旓旂斿旑旙旓旛旘斻斿旙
产量棷棬旂棷斕棭

斮旈斿旍斾
转化率棷棩

斆旓旑旜斿旘旙旈旓旑旘斸旚斿
蛋白胨 斝斿旔旚旓旑斿 棿棶棿椃暲棸棶棿棸 棻棻棶棻椂
酵母膏 斮斿斸旙旚斿旞旚旘斸斻旚 棿棶椄椂暲棸棶棾棽 棻棽棶棻椀
硫酸铵 斄旐旐旓旑旈旛旐旙旛旍旀斸旚斿 椆棶椆椃暲棸棶棻椀 棽棿棶椄椄
氯化铵 斄旐旐旓旑旈旛旐斻旇旍旓旘旈斾斿 棻棶椂棾暲棸棶棾棿 棿棶棸椄
硝酸钠 斢旓斾旈旛旐旑旈旚旘斸旚斿 棻棸棶棾棸暲棸棶棻棾 棽椀棶椃椀

棽棶棾暋生长因子及表面活性剂对伞枝犁头霉产毩灢酮
戊二酸的影响

不同种类氨基酸暍维生素或表面活性剂棬添加量

棻旂棷斕棭对伞枝犁头霉斈棻产毩灢酮戊二酸的影响结果

见表棾暎叶酸对伞枝犁头霉 斈棻发酵蔗糖产毩灢酮戊

二酸有较大促进作用棳毩灢酮戊二酸产量由对照的

棿椂棻
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棻棸棶棾旂棷斕 提高到棻棽棶棽旂棷斕棳产量提高了约棽棸棩暎
添加半胱氨酸和精氨酸后伞枝犁头霉 斈棻几乎不产

毩灢酮戊二酸棳其他氨基酸和维生素对其产酸分别有

不同程度的促进和抑制作用暎因此棳选取叶酸作为

最佳生长因子暎氨基酸暍维生素以及表面活性剂在

微生物的代谢循环中会起到激活或抑制相关代谢酶

表棾暋维生素暍氨基酸及表面活性剂对伞枝犁头霉斈棻产毩灢酮戊二酸的影响

斣斸斺旍斿棾暋斉旀旀斿斻旚旓旀旜斸旘旈旓旛旙斸旐旈旑旓斸斻旈斾棳旜旈旚斸旐旈旑斸旑斾旙旛旘旀斸斻旚斸旑旚旙旓旑毩灢旊斿旚旓旂旍旛旚斸旘旈斻
斸斻旈斾旔旘旓斾旛斻旚旈旓旑斺旟 斈棻
生长因子种类

斍旘旓旝旚旇旀斸斻旚旓旘
产量棷棬旂棷斕棭

斮旈斿旍斾
相对产量棷棩
斠斿旍斸旚旈旜斿旟旈斿旍斾

对照 斆旓旑旚旘旓旍 棻棸棶棾棸暲棸棶棽棾 棻棸棸棶棸
吐温棽棸斣旝斿斿旑棽棸 棻棻棶椂棸暲棸棶棾椄 棻棻棾棶棽
吐温棿棸斣旝斿斿旑棿棸 棿棶棿椂暲棸棶棾棻 棿棾棶棿
吐温椂棸斣旝斿斿旑椂棸 棻棶棾椂暲棸棶棿棽 棻棾棶棽
吐温椄棸斣旝斿斿旑椄棸 椄棶椃椀暲棸棶棻椀 椄椀棶棽
曲拉通棻棸棸斣旘旈旚旓旑棻棸棸 椀棶棾椄暲棸棶棸椂 椀棽棶棿
盐酸噻胺斣旇旈旓旔旇斿旑斿斸旐旈旑斿旇旟斾旘旓斻旇旍旓旘旈斾斿 棿棶椃椂暲棸棶棾棽 棿椂棶棿
斕灢盐酸吡哆辛斕灢斝旟旘旈斾旓旞旈旑斿斎旟斾旘旓斻旇旍旓旘旈斾斿 棾棶棸椃暲棸棶棸椆 棽椆棶椆
斕灢烟酸 斕灢斘旈斻旓旚旈旑旈斻斸斻旈斾 椀棶棻椃暲棸棶棾椃 椀棸棶棾
核黄素 斠旈斺旓旀旍斸旜旈旑 棻棸棶椄棸暲棸棶椀棽 棻棸椀棶椀
叶酸斊旓旍旈斻斸斻旈斾 棻棽棶棽棸暲棸棶棻椄 棻棻椄棶棾
斕灢胱氨酸 斕灢斆旟旙旚旈旑斿 棿棶棿椃暲棸棶棽棽 棿棾棶椀
斕灢组氨酸 斕灢斎旈旙旚旈斾旈旑斿 棽棶椀棻暲棸棶棾棽 棽棿棶棿
斕灢酪氨酸 斕灢斣旟旘旓旙旈旑斿 棽棶棿棾暲棸棶棸棿 棽棾棶椃
斕灢天冬氨酸 斕灢斄旙旔斸旘旚斸旚斿 棿棶棸椆暲棸棶棽棻 棾椆棶椄
甲硫氨酸 斖斿旚旇旈旓旑旈旑斿 棸棶椄椃暲棸棶棸棻 椄棶椀
斕灢谷氨酸 斕灢斍旍旛旚斸旐斸旚斿 棸棶椄椄暲棸棶棻棻 椄棶椂
脯氨酸斝旘旓旍旈旑斿 棾棶椂椀暲棸棶棽棿 棾椀棶椀
赖氨酸斕旟旙旈旑斿 棻棶椆棿暲棸棶棻棿 棻椄棶椆
斈斕灢白氨酸 斈斕灢斕斿旛斻旈旑斿 棻棶棸棿暲棸棶棽椃 棻棸棶棻

暋暋注椇添加半胱氨酸或精氨酸伞枝犁头霉斈棻不产毩灢酮戊二酸暎
斘旓旚斿椇 斈棻斾旈斾旑旓旚旔旘旓斾旛斻斿毩灢旊斿旚旓旂旍旛旚斸旘旈斻斸斻旈斾斾旛斿旚旓斸斾斾旈旚旈旓旑旓旀

斻旟旙旚斿旈旑斿旓旘斸旘旂旈旑旈旑斿棶

活性的作用暎不同生长因子通过对代谢酶的作用来

影响微生物的生长以及产酸过程棳进而影响到其毩灢
酮戊二酸的产量暎
棽棶棿暋装液量和温度对伞枝犁头霉产毩灢酮戊二酸的

影响

当装液量椉棽椀棩棬椂棽棶椀旐斕棭时棳随着装液量增

大棳发酵液中毩灢酮戊二酸浓度明显增大暎装液量为

棽椀棩时棳毩灢酮戊二酸产量最大椈继续增大装液量棳毩灢
酮戊二酸产量反而下降棬图棽棭暎装液量主要影响发

酵过程中的溶氧暎装液量过大或过小都会影响菌体

的生长棳从而影响毩灢酮戊二酸的产量暎进一步研究

不同温度对伞枝犁头霉 斈棻产酸的影响暎随着温度

升高棳毩灢酮戊二酸产量增加棳但当温度超过棾椃曟时棳
继续升高温度产酸量反而下降暎当温度过低或过高

椀椂棻
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时棳菌体生长缓慢棳相关代谢酶等活性不高棳都会影

响到毩灢酮戊二酸产量暎伞枝犁头霉 斈棻在棾椃 曟时

菌体生长最好棳毩灢酮戊二酸产量最高棳因此棳选择

棾椃曟作为培养温度棳产酸量达到棻棾棶棿旂棷斕暎

图棽暋装液量对伞枝犁头霉斈棻产毩灢酮戊二酸的影响

斊旈旂棶棽暋斉旀旀斿斻旚旓旀旐斿斾旈旛旐旜旓旍旛旐斿旓旑毩灢旊斿旚旓旂旍旛旚斸旘旈斻斸斻旈斾
旔旘旓斾旛斻旚旈旓旑斺旟 斈棻

棽棶椀暋伞枝犁头霉发酵产毩灢酮戊二酸历程

采用以上试验确定的最佳培养基组成和发酵培

养条件棳每隔棻棽旇取样检测发酵椀斾的毩灢酮戊二酸

产量棳结果见图棾暎伞枝犁头霉斈棻产毩灢酮戊二酸自

棾椂旇开始迅速增加棳在发酵椃棽旇时已基本完成产酸

过程棳椆椂旇时基本利用完蔗糖暎之后随着发酵的继

续进行棳毩灢酮戊二酸产量反而减小暎毩灢酮戊二酸是

一个中间代谢产物棳可能是分解或者转化为其他产

物暎在椄棿旇时毩灢酮戊二酸产量达到最大值棻棿旂棷斕棳
平均产酸速率达棸棶棻椃旂棷棬斕暏旇棭棳对蔗糖的转化率

达棾棿棶椆棩暎
近年来棳国内外研究者继细菌后对酵母发酵生

产毩灢酮戊二酸进行了大量研究棳但尚未见到丝状真

菌发酵生产毩灢酮戊二酸的报道暎如斆旇斿旘旑旟斸旜旙旊斸旟斸
等椲棻椀椵选育出一株利用乙醇为唯一碳源生产毩灢酮戊

二酸的解脂亚洛酵母 斘棻棳同时研究了维生素斅棻 的

质量浓度暍氮源质量浓度暍溶氧以及旔斎 等营养与环

境条件对毩灢酮戊二酸的产量的影响棳毩灢酮戊二酸的

产量达棿椆旂棷斕暎解脂亚洛酵母合成毩灢酮戊二酸的

研究比较系统和深入棳目前毩灢酮戊二酸的产量高达

棻椃棽旂棷斕椲椂灢椄椵暎而光滑球拟酵母发酵毩灢酮戊二酸的能

力相 对 较 低棳梁 楠 等椲棻棽椵以 光 滑 球 拟 酵 母 斪斢斎灢
斏斝棾棸棾为出发菌株棳通过改变细胞内关键因子的浓

度使得碳代谢流的流向和通量发生改变棳在葡萄糖

培养基中添加棿旂棷斕的乙酸棳发酵棿椄旇得到棻椃棶椄
旂棷斕 的 毩灢酮 戊 二 酸暎 光 滑 球 拟 酵 母 斆斆斣斆斆
斖棽棸棽棸棻椆营养条件优化后可转化丙酮酸生成毩灢酮

戊二酸棻棸棶椃旂棷斕椲椆椵棳进一步调整碳代谢流毩灢酮戊二

酸可达棾椃棶椃旂棷斕椲棻棸椵暎而伞枝犁头霉可利用产量丰

富暍价格低廉的蔗糖生产应用前景广泛的毩灢酮戊二

酸棳为将来的菌种改造和发掘丝状真菌发酵产毩灢酮

戊二酸奠定基础暎

图棾暋伞枝犁头霉利用蔗糖发酵产毩灢酮戊二酸的历程

斊旈旂棶棾暋斣旈旐斿斻旓旛旘旙斿旓旀毩灢旊斿旚旓旂旍旛旚斸旘旈斻斸斻旈斾旔旘旓斾旛斻旚旈旓旑
旀旘旓旐旙旛斻旘旓旙斿斺旟 斈棻

棾暋结暋论

目前国内外微生物发酵生产毩灢酮戊二酸的研

究报 道 较 多棳且 集 中 在 粘 质 沙 雷 氏 菌暍
等细菌椲椂椵和光滑球拟酵母暍解脂亚洛

酵母菌等酵母发酵生产毩灢酮戊二酸椲椃椵棳所用原料多

为葡萄糖暍乙醇暍甘油等棳尚未见到微生物利用蔗糖

和丝状真菌发酵生产毩灢酮戊二酸的报道暎因此棳伞
枝犁头霉斈棻作为一株丝状真菌利用蔗糖发酵生产

毩灢酮戊二酸的研究具有较好的科研价值和工业应用

价值暎我国甘蔗种植面积大棳蔗糖资源丰富棳价格相

对低廉椲棻椂椵暎若能以蔗糖为碳源发酵生产毩灢酮戊二

酸棳则将扩大发酵原料来源棳降低生产原料成本棳有
助于发酵法工业化生产毩灢酮戊二酸暎继细菌和酵

母发酵产毩灢酮戊二酸之后棳研究发现丝状真菌伞枝

犁头霉斈棻能利用蔗糖生产毩灢酮戊二酸暎通过单因

素试验得到其产酸最佳培养基组成和培养条件棳发
酵毩灢酮戊二酸最高产量可达棻棿旂棷斕棳对蔗糖的转化

率达棾棿棶椆棩暎

椂椂棻
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