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摘要　试验模拟 L-苹果酸发酵上罐的温度、 p H值以及通气等条件 ,利用振荡培养法测定庆大

霉素、链霉素、硫酸核糖霉素、硫酸小诺霉素等 4种抗生素对污染杂菌的最低抑制浓度 ( M IC) ,并

进行两次加菌试验 ,结合平板检菌加以验证。结果表明庆大霉素的抑菌作用最强 ,其次是硫酸小

诺霉素。庆大霉素的 M IC为 0. 4 mg /L,经两次加菌后 ,有效浓度为 0. 8 mg /L。通过在 240和 1?

700 L发酵罐上的实际应用 ,有效地防止了杂菌污染 ,证明此法是准确可行的。
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工业发酵过程常遇到的麻烦是污染杂菌 ,发酵染菌将导致产品的产量和质量大为下降 ,

严重时甚至发生“倒罐” ,得不到产品。长期以来 ,如何防止发酵染菌是一个既复杂又困难的

课题 (鲍竞雄等 , 1983)。在一定条件下 ,特别是在其它方法难于奏效的情况下 ,合理使用适量

的微生物抑制剂 ,是有效防止发酵染菌的手段之一。因而 ,迅速准确地找出微生物抑制剂对

杂菌的最低抑制浓度 ( M IC) ,以便指导发酵罐上使用最合适的剂量 ,即使用既对杂菌起抑制

作用又对发酵产品安全的浓度 ,无疑是十分必要的。在 L-苹果酸发酵过程中 ,常常会受到

一些革兰氏阴性或阳性杆菌、芽孢菌的污染 ,针对污染菌的情况选择了庆大霉素、链霉素、硫

酸核糖霉素和硫酸小诺霉素等 4种抗生素进行抑菌试验 ,应用振荡培养法 ,模拟 L-苹果酸

发酵上罐的温度、 pH值以及通气等培养条件 ,测定若干种抗生素对污染杂菌的最低抑制浓

度 ,并通过两次加菌试验 ,明确抗生素的抑菌时间 ,为指导上罐合理用药提供准确的和必要

的依据。经大罐发酵生产防杂菌的实际应用证明 ,能有效地防止杂菌污染。同时 ,此方法亦可

为其它类型产品的发酵试验 ,或为筛选其它微生物抑制剂和化学药剂防止染菌的试验提供

良好的借鉴。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　供试抗生素　庆大霉素: 1 mg= 1 000μg(效价 ) ,福建省三明制药厂生产 ;链霉素: 1

m g= 1 000μg (效价 ) ,华北制药股份有限公司生产 ;硫酸核糖霉素: 1 mg= 699μg (效价 ) ;

汕头佴滨制药厂生产 ;硫酸小诺霉素: 1 mg= 602μg (效价 ) ;无锡第一制药厂生产。
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　　抗生素配制: 将每种抗生素先配成母液 ,然后在测定时按系列稀释法用 pH 7. 8, 0. 1

m ol磷酸盐缓冲液配成所需的各种剂量。

1. 1. 2　试验菌　从淀粉糖化液发酵生产 L-苹果酸的中试罐上的发酵液中取样分离 ,得到

污染菌为两种细菌 ,经初步鉴定两者均属于革兰氏阴性杆菌 ,其中一种是肺炎克雷伯氏菌

(K lebsiella pneumoniae ) ,另一种是芽孢杆菌 (尚未能确定到种 )。将其制备成 10
11
个 / L的混

合菌液 ,作最低抑制浓度试验和加菌试验用。

1. 1. 3　培养基　细菌液体培养基:蛋白胨体积分数为 0. 5% ,牛肉浸膏体积分数为 0. 3% ,磷

酸氢二钾体积分数为 0. 3% , p H7. 8～ 8(与发酵罐的 p H值一致 ) ,作为振荡培养的培养基。

固体培养基: 在细菌液体培养基中加入体积分数为 2%的琼脂 ,作为平板检菌培养基。

1. 1. 4　仪器设备　 HZQ- C型空气浴振荡器 (哈尔滨市东联电子技术开发有限公司生产 )。

1. 2　方法

1. 2. 1　振荡培养法 (马振瀛 , 1981)　 ( 1)在各试管中注入 9 m L液体细菌培养基 ,塞上棉塞 ,

高压消毒后备用。( 2)在无菌条件下 ,吸取 1 m L各种浓度抗菌素于各试管培养基中。设空白

对照。( 3)吸取 0. 2 m L菌液于各试管培养基中。( 4)在 37℃下 ,置摇床振荡培养。( 5) 24 h后

观察菌的生长情况。肉眼检查各试管培养液混浊度。培养液透明 ,说明该浓度对菌有抑制作

用 ;培养液混浊 ,该浓度对菌无抑制作用。

1. 2. 2　加菌试验法　于振荡培养试管中定期添加 0. 2 m L混合菌液 ( 1011个 /L ) ,连续数天

观察试管混浊度 ,明确抗生素在增加菌量的情况下的抑菌效果和抑菌时间。

1. 2. 3　平板培养检菌　从振荡培养的试管中吸取 0. 5 m L菌液于培养皿中 ,再注入 20 m L

细菌固体培养基 ,混匀 ,于 37℃培养 , 24 h后检查菌落数。

1. 2. 4　发酵罐生产验证　在严重染菌的 240和 1? 700 L L- 苹果酸发酵罐上 ,使用振荡培

养法筛选出抑菌效果最好的抗生素 ,并在其有效抑制浓度的基础上适当增大使用倍数 ,验证

在该浓度下对大罐发酵染菌的防止效果。

2　试验结果

2. 1　抗生素对试验菌的最低抑制浓度 ( M IC)

2. 1. 1　最低抑制浓度　用振荡培养法测定了庆大霉素、链霉素、硫酸核糖霉素、硫酸小诺霉

素对肺炎克雷伯氏菌、芽孢杆菌混合液的最低抑制浓度 ,结果见表 1。

2. 1. 2　平板菌落检查　为了验证肉眼观察振荡培养试管混浊度的准确性 ,对判断模糊的个

别浓度试管进行平板检查菌落。结果见表 2。

上述振荡培养法和平板检测结果表明:在试验浓度下 ,庆大霉素、链霉素、硫酸小诺霉素

对试验菌有不同程度的抑制作用。其中庆大霉素的抑菌效果最好 ,其 M IC为 0. 4 mg /L,其

次是硫酸小诺霉素和链霉素 ,硫酸核糖霉素对试验菌无抑制作用。

2. 2　加菌试验

2. 2. 1　振荡培养加菌抑制效果　发酵罐上每天都有可能污染产生更多的杂菌 ,为了模拟这

一情况 ,在 M IC试验的基础上 ,选用抑菌效果较好的庆大霉素和硫酸小诺霉素做增加菌量

试验。在振荡培养 48和 96 h,于各试管中加入 10
11
个 /L的混合菌 0. 2 m L,继续振荡培养并进

行检测 (见表 3)。
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表 1　　抗生素对试验菌的最低抑制浓度 (MIC) 1)

抗生素名称
抗生素浓度 /mg L- 1

0. 2 0. 4 0. 6 0. 8 1. 0 1. 2

庆大霉素 + - - - - -

硫酸小诺霉素 + + + + - -

链霉素 + + + + + -

硫酸核糖霉素 + + + + + +

　 　 1)表中“ - ”表示不长菌 ,说明抗生素在该浓度下对菌生长有抑制作用 ;“+ ”表示长菌 ,说明抗生素在

该浓度下对菌生长无抑制作用

表 2　平板检测抗生素对混合菌液的抑制效果

抗生素名称 浓度 /mg L- 1 菌落数目

庆大霉素 0. 2 3

0. 4 0

硫酸小诺霉素 0. 8 1

1. 0 0

表 3　两次加菌试验结果

抗菌素

名称

浓　　度

/mg L- 1

抑菌时间 /h

24 481) 72 961) 120 148

0. 2 + + + + + +

庆 0. 4 - - + + + +

大 0. 6 - - - - + +

霉 0. 8 - - - - - -

素 1. 0 - - - - - -

1. 2 - - - - - -

硫 0. 2 + + + + + +

酸 0. 4 + + + + + +

小 0. 6 + + + + + +

诺 0. 8 + + + + + +

霉 1. 0 - - + + + +

素 1. 2 - - - - + +

　　 1)　在振荡培养后 48、 96 h分别增加浓度为 1011个 /L的混合菌 0. 2 m L

2. 2. 2　平板检菌结果　平板检查菌落结果与振荡培养法抑菌试验的结果一致。

加菌试验结果表明:菌量的增加使抑制浓度增大。庆大霉素在第一次加菌后 ,有效抑制

浓度由原来的 0. 4 mg /L增至 0. 6 m g /L,第二次加菌后 ,有效抑制浓度为 0. 8 mg /L;硫酸小

诺霉素在两次加菌后其有效浓度由原来 1. 0 mg /L提高至 1. 2 mg /L以上。这就提示我们 ,在

大罐发酵防杂菌时 ,应考虑到发酵期长短以及每天可能增加污染菌量的实际情况 ,在原来有

效抑菌浓度的基础上 ,适当提高剂量 ,才能保证在实际发酵过程中避免杂菌的污染。
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2. 3　发酵罐生产验证

在利用微生物菌株 ( N 1— 14 ')发酵生产 L- 苹果酸过程中 ,在 240 L发酵罐上出现了严

重的染菌情况 ,至使第一和第二批产品中途“倒罐”报废。经暂停生产进行全面的设备检修

后 ,染菌问题仍未得到解决。在这种情况下 ,我们根据振荡培养法的试验结果 ,确定选用抑菌

效果最好的庆大霉素作为杂菌抑制剂 ,充分地考虑到大罐生产上的复杂性 ,根据通常的经

验 ,其用量在原有效抑菌浓度的基础上扩大 10倍 ,作为 240 L和 1 700 L发酵罐上使用的剂

量。结果见表 4和表 5。

表 4　N1— 14 '菌株在 240 L发酵罐上发酵产酸情况

发酵批次 发酵时间 /h 还原残糖 /(% ) L-苹果酸含量 /(% ) 庆大霉素剂量 /g

1 132 0. 800 7. 010 1. 92

2 129 1. 180 7. 294 1. 92

3 128 1. 010 7. 344 1. 92

4 129 0. 870 7. 550 1. 92

平均 130 0. 965 7. 300 1. 92

表 5　 N1— 14’菌株在 1 700 L发酵罐上发酵产酸情况

发酵批次 发酵时间 /h 还原残糖 /(% ) L-苹果酸含量 /(% ) 庆大霉素剂量 /g

1 128 0. 850 7. 500 13. 6

2 132 0. 532 7. 806 13. 6

平均 130 0. 691 7. 653 13. 6

　　试验结果表明:在此剂量下庆大霉素能有效地控制杂菌的污染 ,发酵生产的各项指标均

达到要求 ,保证了 L- 苹果酸发酵生产的正常进行。

3　结论与讨论

利用振荡培养法来测定抗生素对发酵罐上污染杂菌的最低抑制浓度 ( M IC) ,比常规的

抗生素效价测定方法—— “管碟法”更为接近发酵罐上的实际情况。其原因是不停的振荡培

养能使杂菌与抗生素充分接触 ,并能很好地模拟发酵过程的温度、 pH值和通气等条件 ,同

时也很方便地进行加菌试验 ,这些方面均比“管碟法”更为优越。

试验结果表明: 庆大霉素、硫酸小诺霉素和链霉素 ,在试验条件下均能对肺炎克雷伯氏

菌和某些芽孢杆菌的混合菌液起抑制作用 ,其中庆大霉素的效果最好。其 M IC为

0. 4 mg /L ,在两次加菌后 ,其有效抑制浓度为 0. 8 mg /L。因此 ,在发酵生产上防杂菌时 ,要

充分考虑到发酵期长短和每天可能增加污染菌量的因素 ,在原 M IC的基础上 ,应适当提高

浓度 ,才能保证避免杂菌污染。

在庆大霉素对污染菌有效抑菌浓度的基础上 ,充分考虑到发酵生产的复杂性 ,将其浓度

扩大 10倍后实际应用到 240和 1 700 L发酵罐上 ,有效地防止了杂菌的污染 。实践证明 ,此方

法是准确可行的。同时可以推论:此方法不仅可应用于抗生素对微生物发酵生产 L-苹果酸

过程中防止杂菌 ,对于筛选其它微生物抑制剂防止酶制剂、抗生素类、或其它类型产品的发
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酵染菌的试验 ,同样也是适用的。
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Abstract

A study on the effects o f minimal inhibi to ry concentration of sev eral antibiotics, including

Gentamicin, St reptomycin, Ribo stamycin Sulfa te, and Sagamicin Sulfate, on pollution mi-

crobes of L- malic acid w as conducted in this paper. The experiment of the sim ula tion fer-

m ent process wi th the sam e tem perature, p H value and venti lation condi tions in v ibration

culture w ith twice pollution microbes was ca rried out added and the results w ere valida ted

by aga r plate culture. It was show ed that Gentamicin had the st rongest inhibi to ry ef fec-

tiv eness and Sagamicin Sulfa te the second. The minima l inhibitory concentra tion o f Gen-

tamicin w as 0. 4 mg /L, and af ter twice po llution microbes added, the ef fectiv e concentra-

tion was 0. 8 mg /L. The result was used for the ferment processing practically wi th the

fermentation tanks of 240 and 1700 L, and proved to be valid fo r L- malic acid fermenta-

tion.

Key words　 fermentation; antibiotics; inhibi tion; po llution microbe
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