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摘要 本文采用膜透析法对 :
邓 发酵工艺进行探讨

4

结果表明
,

经透析向发酵液提供新鲜基质
,

稳

定了按离子
、

有萄糖浓度
4

同时除去了部分产物
,

减轻了碳
、

氮代谢物调节作用及终产物反镜调节作

用
,

减少了徽生物生长及产物合成的不稳定性
4

当透析膜孔为 �
4

印;
,

开始透析时间为 <=>
,

发酵液

与透析液体积之比为 � 时
,
: 6 9 总产增加 ?= ≅

4

关键词 膜透析发醉
,

螺旋霉素
,

反饮

Α 韵吉, 口场 ‘!

:89 是一种大环 内醋抗生素
,

对 Β Χ
菌具有较好的杭性

,

尤其能抗对青霉素 只
·

耐药性的苗

株
,

使之在医疗
、

农业
、

畜牧业上都具有重要作用
4

但其发酵单位不高
,

因而在生产
、

从
一

月 上都令

到很多限制
4

为了提高发酵单位
,

故应用膜透析法补充基质及消除中间代谢物
、

终产物的影响
4

ΒΔ ΕΕ 6 及 Β Φ7 >Δ7 Γ Η 在《高密度微生物培养的透析发酵系统 》一文中指出
,

透析培养肠
, ‘

油

Ι
,

菌体活计数可达 �= 任个 ϑ耐
,

离心体积 1可溶性培养基 3超过 ?= ≅
〔”

4

。洲目Φ Κ 及 万
4

物夕夕
占扮, 在《过滤发醉器一仪器与控制装置 》一文中报导

,

间歇培养 几石劝父以绍 八浏协绷哪
名
生产

酒精
,

采用过 滤法
, �  > 可达 � ?盯∋ ,

透析法可达 �  5 ϑ ∋
,

而对照 只有 ?Λ ϑ∋ 闭
4

∃
4

Μ
4

别改、 及

Β Φ 7>Δ7 Γ Η 在《连续透析发酵生产乳酸钱》一文中报导
,

膜透析连续发酵生产乳酸钱  < 天
,

发酵

雄内平均浓度 ?�
4

<即∋ ,

透析液内平均浓度 Ν=
4

5 5 ϑΟ
, ,

并减少了培养基消毒这一 环节
〔, 〕

4

可见
,

膜透析 1或过滤 3发酵在提高微生物菌体浓度
,

及初级代谢物浓度方面取得巨大成功
4

但迄今为

止
,

尚没见到该法应用于次级代谢物发酵的研究
4

本试验将膜技术运用于 : 89 生产
,

取得一些

成果
4

� 材料与方法

�3 :89 生产菌种
Π

.Η7
Φ户己伽夕哪

口璐知扣“日”

 3 培养基

本文 �55 =Θ =5
一

�� 收到
4
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4
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斜面培养基
Π

葡萄糖  ,

黄豆粉 �
,

数皮 Ο, 硫酸镁众 磷酸钙 =4 ?
,

琼脂  ≅
尸Ν

4
八#Α#

种子培养基
Π

淀粉 Ν
,

黄豆粉  ,

抓化钠 =
4

Ν4

发酵培养基
Π

淀粉 <
4

?
,

鱼粉  
4

? ,

硝酸铁 =4

钙 =
4

?
,

玉米浆  
,

葡萄糖 � ≅
4

磷酸钙 =4

<
,

一

硫酸镁

?
,

葡萄糖 =
4

? ≅
4

=4 �
,

磷酸二氢钾 =
4

�
,

抓化钠 +
,

碳酸

以上培养墓均采用自来水配制
,

调节 8) 于 <4
Π碑矛

乐

静息细胞培养基
Π

葡萄糖 Ο
,

氯化钠 =
4

?
,

硫酸镁 。
4

=?
,

碳酸钙 =
4

= 
,

硝酸钠 =
4

? ≅
,

以蒸馏

水配制
,

8) 自然
·

Π
、

4

丫

� 3 测定方法

糖的测定方法
Π

热裴林法
4

%) , 一 % 测定方法
Π

甲醛滴定法
4

无机磷测定方法
Π

相兰比色法
4

渊
& 树定方法

Π

二苯胺法
4

总核酸1/% & 3测定方法
Π

发酵液 Ν℃离心
,

去上清液
,

角万≅生抓乙酸 1忱& 3洗涤兰次
4

加

?≅ /Σ & 溶液适量于菌体中
,

Ρ= ℃保温 � Τ; ΥΑ
,

搅拌数次
4

冷至室 温
,

离心
,

取上清
4

州 宁

∀ ς ”咖
· Θ

一
、

技离子浓度测定
Π

氨气敏电极法
4

:
附 生物效价测定

Π

管碟法
,

试验菌为腾黄八叠球菌
·

二
Ω

丙酮酸测定
Π
参考上海医化所编《临床生化检测》一书

〔‘毛

幻 仪器
Θ

4

8%) Δ一 � 型氨气敏电极 1上海光电器件厂 3 , Ρ  � 班数字式离子计 1
Ω

中山大学电子器件厂卜

(Σ 0
一

+ 型溶氧电极 1华东化工学院生物传感器研究室3 Ξ ∋∀ 4 一) 型电子蠕动泵 1上海细胞生物

学研究所监制 3 4 9ς
一

 ? = 型发酵雄1日本丸菱公司 34

?3 微生物培养流程

种子斜面 1茄子瓶 3

类发酵斜面类种子摇
4

”
‘ Ι ’

一
、 Ι ” ‘ ’

Ι
一

“ 天一
” ‘ ” ’

一 月天 ”
心 ‘

一

瓶弊发酵罐琴放罐
4

如图 �
4

“”  天 一 Ι Ι Ν 夭一一 Ι
’

一
一

Ω

静息培养
Π

从种子瓶取  如 种龄之菌丝
,

接种

于静息培养基
,

保温  Ρ 2
, � Ρ>

4

结果与讨论

发酵过程中核酸的变化

菌丝量是发酵过程的重要参数
,

本试验采用

∀∀∀∀∀ ∀∀∀∀∀∀∀ 222

ΨΨΨ
∀∀∀∀∀∀∀∀∀∀∀∀∀∀∀

图 � 透析发醉流程模式图

月一发醉罐 , 刀一透析雄川一透析器 ,

6 , 、 尸Π
一蠕动泵 , Ζ

, 、

从一取样开关

含固体培养基
,

难于测定菌丝干重
,

故以总核酸1/ % & 3代替之
4

实验发现
,

/% & 是以梯级模式

增加的
,

且在某些时候有下降趋势
·

而 :
附 生物合成与 /% & 变化有关

,

当 /% & 下降时
4

, :89

停止增长
,

而 ς%
& 与 / % & 曲线有所不同

,

与常见的菌体生长曲线相似
4

实验结果还表明
,

经过

透析可以改变 / % & 增长的梯级特性
,

有利于 .6 9 稳产
4

如图  4

 4  糖代谢
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实验结果还表明
‘

, :8! 9 生物合成受糖分解代谢物阻遏
,

如图 �
4

过  ≅时
, .
限 合成严重受阻

Ξ
当葡萄搪浓度超过 ? ≅时

,
当培养基内葡萄糖浓度超

.6 9 产量只有对照的  = ≅
4

厦
芝Δ磅可
李杯

Δ令
Ξ,日
名

!4,

Ω

不才
甘寸 自 ‘凡》 备萄霜

如叫日
犷

、。,Η‘姆

图  核酸与 :6 9 产诬的关系

Ο
、

 一透析前后之翎[ 4 刁
、

�一透析前后之 :别9 ,

图 � 荀萄搪对 :8 9 的影响

?一无透析发酵之 ς % 人

随着发酵进行
,

总糖持续减少
,

上升
,

一直增加到 �
4

? 左右
,

然后在

实验结果还表明
,

总搪

而还原搪变化则较复杂
,

开始时下降
,

到含量为 =
4

 ≅时又

�
4

。一 �
4

? 之间波动直到发醉结束
,

总糖耗尽
4

、

还原糖
、

淀粉酶活力存在一定关系
,

如图 ‘
4

由图可以看出
,

菌体在

弓
,匀3含袭沼

1欲�梁均

�奋 !

‘寸何 ∀九 #

图 ∃ 精
、

淀粉酶随时间变化及透析对葡萄搪变化的影响

%一总糖 ,  一淀粉酶 , !一无透析时葡萄搪曲线
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 如 以前利用的基本为培养基的原初有萄糖
,

淀粉酶活力亦很低
4

 叱左右
,

当葡萄糖浓度较低

时
,

淀粉酶活力上升
,

开始将淀粉转化为有萄糖
‘

在生产期
,

淀粉醉保持在一定水平
4

至淀粉含

量亦很少时
,

淀粉酶活力也下降
4

这说明该菌种分泌淀粉酶是受环境葡萄糖及底物淀粉的影响

的
,

实验结果还表明
,

当发酵雄内糖不够时
,

适当补充葡萄糖会延长生产期
,

既可以采用一次

性补糖
,

也可以采用透析法缓慢补糖
4

采用后者
,

培养基 内总糖及还原糖波动均不大
, :6 9 生

产亦很平稳
∴

总产可以提高
4

 
4

� 氮代谢

:8 9 生物合成受氮代谢物

调节
4

无论是静息培养
,

还是摇瓶

发酵试验均表明
,

低浓度 % ) Η 对

叩9 生物合成具有促进作用
,

而

过多则呈抑制作用
4

静息培养时

最适 % )’Δ 浓度为 =
4

� ≅
,

摇 瓶

发酵时% ) Τ% ∀Δ 最适浓度为=
4

< ≅
4

如图 ?4

在小罐试验 中
,

当发 酵至

Ν Ρ一 ]  > 期间声旧
Π 一 % 下降很快

4

很不利
4

膜透 析

之、幼金仁峥1Α知卜Η”

〔川、2乙, 1≅ ,

《八 3

【刃梅柑勺! 1ΤϑΝ ,
仁⊥ 3

图 ? 按离子浓度对 . 6 9 合成的影响

1人3静息细胞 , 1⊥ 3发醉雄结果

]= > 出现低谷
4

% )才亦在此时出现最低点
4

这种状况对发酵

赚
4�

唯嚼
&�∋梦足峥

发酵过程中
,

汽
(

) 析液 添

加含 ∗ 物质
,

可 以 使 卜“诬才

保持 基本 稳

定
,

这 又
,

+ , −.

生产很重要
�

由图 / 可知
,

在 ∗0 才低 件

区
,

也有一 个

1 −. 合 成 停

滞区
�

膜透析

改善了 ∗ 的

供应
,

从而也

改 替 了 ,− .

生产

 
�

∃ 无 机

磷代谢

洲
, 2

冬 + 巨

到量
,

俨夏
枷

群

3 廷折开始
,

食
招  盆

时何 ∀4#
方

图 / 1 5 . 生物合成与氮变化

) 、  一对照与透析之,− . 、!
、

峨一对照与透析之 ∗ 0 才

本 试验采用复合培养基
,

若从配方中减去无机磷盐
,

,−.可照样合成
,

但产量低
�

增加
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‘叫李

1!3Η汇勿

=
4

� ≅ Ζ)
Π

阳
4

会 提 高 产

量
4

这与其它抗 生素生产

是一致 的
4

实验结果还表

明
,

Ζ) Π

8∀
。

分次少 Η 加入

比一次加入对 .别随 生物

合成更有利
4

若向静息细

胞系统加入 ΖΟ王Π 8∀ 4

虽然

翎& 有所增 加
,

但 菌丝

: 89 生物合成能力 1比生

产率 3有 很大 提高 1一般

地
,

静息细胞系统是不加

无 机 磷 的 3
4

这 说 明

娜
_

8Τ
4

在 : 89 生物合成

中具有特殊地位
,

见表 �
、

谭讨,

犷
、 Ω Ω

瓜
甘笋叮Ι 从

均 Ο
雇叫”
叹 4 。

Ψ。

, Ω

Ω 林
时 了嘟 1九 !

图 ] 发酵中后期 6 含盆对牙9 产量的影响

�
4

么 �一三种磷含Η 条件下的 .89 产云
,

月
4

?
4

<一与 �
4

 
4

� 相对应的磷含盈

表  
4

需要进一步实验证明
4

在中后期
,

通过透析向发酵液补充无机磷亦有利于 :6 9 生物合成
,

如图 ] 所示
,

这一现象在其它抗生素生产中尚没见报导
4

表 Ο 静息条件下 Ζ ) 王, Τ ,
对 :6 9 比生产率之形响 表  无机碑对 :8 9 生物合成的影响

一口舀工勺

4Θ一<#=8一川洲8Δ一ϑϑϑ项 目 �  � Ν 时 问 对 照
44二

4 产ϑ产夕ϑ奋
==,Ρ<=] 

678

加甩时间
/9 9�:�!荀萄搪 ∀ ; #

筑月 <侧#
。

∀ ; #

生物效价 ∀刃

= 入训∀ > 盯?∋% #

比生产率
∀ 5 3 > ,

·
)刊≅ #

3

)!

:
�

 Α :

!
�

9

3

% )

:
。

 Β 9 :
�

! ∃ 9

%

:
。

)

! %

:
�

! ) )

产Χ
卜

增一 ∀ ; #

)! 9 :

3

): ! /

一  !
�

!

Δ /   

 :

3
:

�

: 9

:
。

:  9

:
�

:  9

) Β : :

翁

 
�

9 丙酮酸与 1−.

生物合成的关系

从 图 Α 可知
,

发

酵 至 ! / 4 后
,

丙酮酸

浓 度高些对 ,−. 生

物合成有利
�

静息细

胞 系统实验 结 果 表

明
,

:
�

 ;丙酮酸较合

适
,

见表 !
�

丙酮酸转

化成为 Ε <

单位
,

是所

有大环内酷抗生素重

要前休
,

亦是 , −. 生

物 合成的前体
�

实验

结果
一

与理论相符
�

江功Φ

牛

Γ !

和的却

、飞食息禅霉全

, :性万的
又Η

。 杆 钻 左

时甸‘八#

图 Α 发酵液中丙酮酸含量对 , Ι阴生物合成的影响

% 、  一丙酮酸
2 ! 、

∃一与 %、  相对应的 ,科随

一一Γ 未闷 Γ一刁� ,

宁‘
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丙砚酸纳1≅ 3

. 79 1砰3

丧 � 丙萦映对 : 6”生钧合减的形晌
’

=4 � =4  矛 奄�

Ν ? ? =
Ω ‘

肠

∀
,
‘

Ν Ρ

Ν
4

=

Ο5

α 静息条件下试脸
·

透折雄件的优化
摇瓶实验结果表明

·

培养墓中外加
,

与后来生成之卿
总和齐戮保持一定

·

产生苗所能耐受的 :89 量是有限的
4

外部加入的越多
,

姗启身合成的使减少
,

如图

这说明

5
。

<9

8

弓‘.

和加动β1书ϑ芝Κ竹势赞

正犷Φ口

�万‘心山1

护�=勺决即ΛΔ

八飞一一‘吸力

试脸前加泌?‘砌 试验碗加“队们
图 Μ 9) 林, 对 自身生物合成的形响

∀ Ν #发醉摇板 ∀Ο# 静息培养

用透 析法 解除终 产物抑 制试 验表明
,

劝扣心口
,Π
·

蓬,受扮
Θ。

, −. 的 合成具有明显的阶段性
�

如图 ) :
�

在

发肆过程中从15 . 比生产速率有两次低谷
·

经透析
�

比生产速率波动可大为减小
�

而且
,

透析批 号的 比生产速率比对照要高
�

与摇瓶

试验结果相吻 合
�

而且
,

透 析膜孔径对 ,−.

总产增量亦有影响
�

当膜孔径为 :
�

)/ 一 :
�

/ 9

帅 时
�

随孔径增大
,

总产量渐次降低
,

当膜

孔为 。
�

/9 一!
�

体> 时
,

总产增量渐次增 加
�

如图 工)
�

从图 ) 可以看出
,

透析被体积与发

酵液体积之比约为 % 时
�

总产增量最多
�

拐 伪 乓
(

( “ 移

日穿了司‘九 ,

图 ): ,− . 生产的阶段性及膜透析的影响

实验结果还表明
�

透析开始时间为 /恤
,

效果最明显
,

见图 )!
�

菌株生产能力越低
,

效果越

好
�

如图 洲
�

透出量越多
,

总产增量越多
,

如图 ) 9�

! 结论

,− . 产生菌之生长
�

用 Ρ∗ ≅ 表示时
,

表现击阶段增长的特性
�

无机磷在 ,−. 生物合成中
‘

不光起供微生物生长的作用
,

可能还有其它作用
,

有待进 一步的实验证实
�

中间体丙酮酸对

, −. 生物合成有重要用
,

发酵过程中丙酮酸浓度较高对 1 −. 合成有利
�

通过透析可以补充有
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关养分
,

除去有害代谢物
,

部分解除 .89 反馈调

节作用
,

稳库微生恤生长及 :89 生物合成环境
, ‘

特别是避免 % )才大幅度回升
,

提高 :89 产量
4

当透析膜孔径为 �
4

如;
,

< => 开始透析
, ∃ 为

工时
,

可提高产量 ?= ≅
4

透析发酵是一项新技术
,

在发酵向时分离终
产物及除去部分有毒成分

,

弃补无基质
,

延长生产

期
,

提高 产率
4

如果应用于生产实际
,

将产生巨大

经济效益
4

气梦丫。

琪孔径 1以风 3

图 �� 膜孔径对 :6 9 总产增童的影响
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Υ
Υ 与 ς 的关系 图 Δ! 透析开始时间与 Ε 的关系
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图 “ 绪内最高浓度与 ς 之关系

透 出童‘; #

图 )9 透出量与 ς 的关系
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