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第十一章

工业发酵染菌的防治
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本章讲述的内容

• 第一节 发酵染菌的危害

• 第二节 发酵过程中的染菌的判断

• 第三节 发酵染菌率和染菌原因的分析

• 第四节 发酵染菌的防止

• 第五节 噬菌体感染和处理方法
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第一节 发酵染菌的危害
• 发酵染菌能给生产带来严重危害，防止杂菌污染
是任何发酵工厂的一项重要工作内容。尤其是无
菌程度要求高的液体深层发酵，污染防止工作的
重要性更为突出。

• 所谓“杂菌”， 是指在发酵培养中侵入了有碍生

产的其他微生物。

• 几乎所有的发酵工业，都有可能遭受杂菌的污染
。染菌的结果，轻者影响产量或产品质量，重者
可能导致倒罐，甚至停产。
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一，染菌对不同品种发酵的影响

• 青霉素

• 疫苗

• 柠檬酸

• 谷氨酸

• 肌苷、肌苷酸

• 酶制剂
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二，不同种类的杂菌对发酵的影响

• 青霉素发酵：污染细短产气杆菌比
粗大杆菌的危害大

• 链霉素发酵：污染细短杆菌、假单
孢杆菌和产气杆菌比粗大杆菌的危
害大

• 四环素发酵：污染双球菌、芽孢杆
菌和夹膜杆菌的危害较大
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• 柠檬酸发酵：最怕污染青霉菌

• 肌苷、肌苷酸发酵：污染芽孢杆菌
的危害最大

• 谷氨酸发酵：最怕污染噬菌体

• 高温淀粉酶发酵：污染芽孢杆菌和
噬菌体的危害较大
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三，不同染菌时间对发酵的影响

• 种子培养期染菌：菌体浓度低、培养基营养丰
富

• 发酵前期染菌：杂菌与生产菌争夺营养成分，
干扰生产菌的繁殖和产物的形成

• 发酵中期染菌：严重干扰生产菌的繁殖和产物
的生成

• 发酵后期染菌：如杂菌量不大，可继续发酵。
如污染严重，可采取措施提前放罐
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四，不同染菌途径对发酵的影响

• 种子带菌：种子带菌可使发酵染菌具有
延续性

• 空气带菌：空气带菌也使发酵染菌具有
延续性，导致染菌范围扩大至所有发酵
罐

• 培养基或设备灭菌不彻底：一般为孤立
事件，不具有延续性

• 设备渗漏：这种途径造成染菌的危害性
较大
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五，染菌对产物提取和产品质量的影响

• 对过滤的影响：

发酵液的粘度加大

菌体大多自溶

由于发酵不彻底，基质的残留浓度增加

• 造成的后果：

过滤时间拉长，影响设备的周转使用，破坏
生产平衡

大幅度降低过滤收率
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• 对提取的影响

有机溶剂萃取工艺：染菌的发酵液含有更多
的水溶性蛋白质，易发生乳化，使水相和溶
剂相难以分开

离子交换工艺：杂菌易粘附在离子交换树脂
表面或被离子交换树脂吸附，大大降低离子
交换树脂的交换量
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• 对产品质量的影响

对内在质量的影响：染菌的发酵液含有较
多的蛋白质和其它杂质。对产品的纯度有
较大影响。

对产品外观的影响：一些染菌的发酵液经
处理过滤后得到澄清的发酵液，放置后会
出现混浊，影响产品的外观。
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六，染菌对三废处理的影响

• 使过滤后的废菌体无法利用

• 发酵染菌的废液，生物需氧量（
BOD）增高，增加三废治理费用和

时间
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七，发酵染菌的危害

• 直接经济损失

• 间接经济损失
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第二节 发酵过程中染菌的检查判断

一，杂菌的检查方法

• 目前生产上常用的杂菌检查方法有：

①显微镜检查：染色 镜检

②平板划线检查：

到平板 空培养 待测样品划线 培养观察

③酚红肉汤培养检查：

无菌肉汤培养基空培养 接入样品 培养观察
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• 判断发酵是否染菌应以无菌试验结果为根据

• 无菌试验的目的：

1，监测培养基、发酵罐及附属设备灭菌是否彻

底

2，监测发酵过程中是否有杂菌从外界侵入

3，了解整个生产过程中是否存在染菌的隐患和

死角
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二，各种检查方法的比较

• 显微镜检查方法简便、快速，能及时发现杂
菌，但由于镜检取样少，视野的观察面也小
，因此不易检出早期杂菌。

• 平板划线法和肉汤培养方法的缺点是需经较
长时间培养(一般要过夜)才能判断结果，且
操作较繁琐，但它要比显微镜能检出更少的
杂菌，而且结果也更为准确
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三，杂菌检查中的问题

• 检查结果应以平板划线和肉汤培养结果为主
要根据

• 平板划线和肉汤培养应做三个平行样

• 要定期取样

• 酚红肉汤和平板划线培养样品应保存至放罐
后12小时，确定为无菌时方可弃去

• 取样时防止外界杂菌混入的措施
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四，检查的工序和时间

• 选择那些生产工序和时间的样品检查也是十分重

要的问题。科学合理的选择检查工序和时间，对于
除去已污染杂菌的物料，避免下道工序再遭染菌，
有着直接的指导意义。有时即使由于检查时间较长
，未能及时据导本批生产，但对于找出造成染菌事
故的环节，分析染菌原因，杜绝染菌漏洞也是不可
缺少的。

• 由于生产菌种相产品的不同，检查的时间也不完全
一样：但总的原则是一致的，即每个工序或经一定
时间都应进行取样检查。
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发酵过程的杂菌检查
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除了以上的方法外，在实际生产中还可以根

据以下参数的异常变化来判断是否染菌

• 溶解氧

• pH值

• 尾气中CO2含量
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第三节发酵染菌率和染菌原因的分析

一、发酵染菌率

• 总染菌率：指一年内发酵染菌的批次与总投
料批次数之比乘以100得到的百分率

• 设备染菌率：统计发酵罐或其他设备的染菌
率，有利于查找因设备缺陷而造成的染菌原
因

• 不同品种发酵的染菌率：统计不同品种发酵
的染菌率，有助于查找不同品种发酵染菌的
原因
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• 不同发酵阶段的染菌率：将整个发酵周期分
成前期、中期和后期三个阶段，分别统计其
染菌率。有助于查找染菌的原因。

• 季节染菌率：统计不同季节的染菌率，可以
采取相应的措施制服染菌。

• 操作染菌率：统计操作工的染菌率，一方面
可以分析染菌原因，另一方面可以考核操作
工的灭菌操作技术水平。
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二、染菌原因的分析

• 避免在发酵生产中污染杂菌应以预防为主。“防重
于治”，事前防止胜于事后挽救。 如果一旦发生染

菌现象就要尽快找出原因及时纠正、堵塞漏洞才能
减少损失，并从中吸取经验教训，避免以后有类似
情况发生，保持生产的正常进行。但在发酵生产中
，往往因为生产过程的环节很多，同时各工厂的生
产设备、产品种类和管理措施不尽相同，引起染菌
的原因比较复杂，有时不能及时找出而耽误了生产
。
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1，国外一抗生素发酵染菌原因的分析

24.91原因不明12.36夹套穿孔

10.15操作问题0.48泡沫冒顶

10.13其他设备漏2.09搅拌轴密封泄漏

1.54罐盖漏19.96空气系统带菌

1.45阀门泄漏0.79培养基灭菌不透

0.39接种管穿孔0.19接种时罐压跌零

5.89蛇管穿孔9.64种子带菌

百分率，%染菌原因百分率，%染菌原因
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2，国内一制药厂发酵染菌原因的分析

1.60停电罐压跌零

35.00原因不明

0.60种子带菌

1.60操作违反规程

7.09管理问题

0.60蒸汽压力不够或蒸汽量不足

11.00接种

26.00空气系统带菌

7.60设备穿孔

8.20外界带入杂菌（取样、补料带入）

百分率，%染菌原因
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3，从染菌的规模来分析染菌原因
• 大批发酵罐染菌 ：空气系统

• 部分发酵罐(或罐组)染菌：前期可能是种子
带杂菌，或灭菌不彻底，中后期则可能是中
间补料系统或油管路系统发生问题所造成的

• 个别发酵罐连续染菌：设备问题(如阀门的渗
漏或罐体腐蚀磨损)，设备的腐蚀磨损所引起
的染菌会出现每批发酵的染菌时间向前推移
的现象

• 个别发酵罐偶然染菌：原因比较复杂，因为
各种染菌途径都可能引起。
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4，从染菌的时间来分析

• 发酵早期染菌：种子带菌、培养基和设
备灭菌不彻底、设备或管道有死角

• 中、后期染菌：中间补料、设备渗漏、
操作不合理
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5，从染菌的类型来分析

• 耐热性芽抱杆菌：死角或灭菌不彻底

• 球菌、酵母：可能是从蒸汽的冷凝水或空气
中带来的

• 浅绿色菌落(革兰氏阴性杆菌) ：发酵罐的冷

却管或夹套渗漏

• 霉菌：灭菌不彻底或无菌操作不严格
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第四节发酵染菌的防止

一、种子带菌的原因及防止

1，带菌的原因

• 无菌室的无菌条件不符合要求

• 培养基灭菌不彻底

• 操作不当
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2，种子带菌的防止

• 种子带杂菌是发酵前期染菌的原因之一。在
每次接种后应留取少量的种子悬浮液进行平
板、肉汤培养，借以说明是否是种子中带杂
菌。种子培养的设备和装置有无菌室、灭菌
锅和摇瓶机等。
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（1）无菌室

无菌室的基本要求：

• 无菌室面积不宜过大，一般约4-6米2高约2.6米。

• 为了减少外界空气的侵入，无菌室要有1-3个套间(
缓冲过道) 

• 无菌室内部的墙壁、天花板要涂白漆或采用磨光石
子，要求无裂缝，墙角最好做成圆弧形 。

• 室内布置应尽量简单，最好能安装空气调节装置，
通入无菌空气并调节室内的温湿度。

• 无菌室的每个套间一般都用紫外线灭菌。



33

33

无菌室立视图
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化学灭菌药剂

• 用作喷洒或揩擦的(以揩擦为主) ：
75%酒精

0.25%新洁而灭(季胺盐)
0.6~1%漂白粉

0.5%石炭酸

0.5%过氧乙酸

1%煤酚皂(来苏尔)
0.5%高锰酸钾

300单位／毫升土霉素

50单位／毫升制霉菌素等

• 用作熏蒸的 ：

甲醛(每立方米空间约用10毫升)或硫磺(每立方米空
间约用2-3克)。
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无菌室内无菌度的要求

• 把无菌培养皿平板打开盖子在无菌室内放置
30分钟，根据一般工厂的经验，长出的菌落
在3个以下为好。
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（2）种子培养基灭菌的注意事项

• 灭菌操作时需要注意排气管是否畅通

• 固体培养基可采用两次灭菌的方法

• 通入蒸汽后使瓶内培养基温度达到121ºC所
需的时间与瓶内培养基的体积有关
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（3）种子摇瓶培养的注意事项

• 保证摇瓶间的清洁卫生

• 摇瓶内液体装料不宜过多

• 瓶口包扎的纱布一般为八层以上
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二、发酵设备、管件的渗漏与配置

• 设备和管件的渗漏一般是指设备和管件由于
腐蚀、内应力或其他原因形成微小漏孔所发
生的渗漏现象。这些漏孔很小，特别是不锈
钢材料形成的漏孔更小，有时肉眼不能直接
觉察，需要通过一定的试漏方法才能发现。
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1，设备渗漏的原因

• 发酵液中腐蚀性物质对设备的腐蚀

• 磨蚀

发酵液中固体物料因搅拌桨的搅动与冷却管摩擦
而引起管外壁磨损

冷却介质和加热时蒸汽的冲击，引起管内壁的磨
损

• 设备加工不良

弯管时，弯头处管壁变薄

焊接不良
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2，盘管渗漏的防止

• 放罐后要认真清洗发酵罐

• 控制冷却水质量，降低其中氯离子含量

• 对盘管定期检查、试漏，及时发现漏隙

• 试漏方法
– 气压试验 ：先在发酵罐内放满清水，用压缩空气通入管

子，观察水面有无气泡产生以确定管子有否渗漏和渗漏
的部位。气压法快速方便，但管子下部弯曲处积水不易
排尽，有漏孔时不产生气泡就难以发现。

– 水压试验 ：用手动泵或试压齿轮泵将水逐渐压入冷却管

，泵到一定压力时，观察管子有否渗漏现象
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3，空气分布管渗漏的防止

4，罐体渗漏的防止

5，管件的渗漏

与发酵罐相连接的管路很多，有空气、蒸汽、水
、物料、排气、排污等管路，管路多，相应的管
件和阀门也多。管道的连接方式、按装方法以及
选用的阀门形式对防止污染有很大的关系。所以
，与发酵有关的管路不能同一般化工厂的化工管
路完全一样，而有其特殊的要求。
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(1)阀

A，截止阀
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截止阀在使用中经常发生以下两个问题：

• 阀心轧坏。物料中的硬质物或焊接施工后的焊渣以
及螺钉零件等被带到阀内，当关闭时，阀心与阀座
被上述坚硬物轧住，能将紧密面轧成凹凸不平的痕
迹，就关不严密。

• 填料的渗漏。操作时用扳手过分关紧，会使阀杆弯
曲，弯曲后的阀杆不仅启动费力，并且使填料部分
不紧密而引起渗漏，操作中需要注意。阀门在使用
一定时间后，阀杆磨损或填料损坏也会引起渗漏，
就需要将填料压盖适当拧紧或更换填料。
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截止阀安装应注意的问题

• 方向问题

一般发酵罐附近连接的的各种管道，只有在
灭菌通蒸汽时，对关闭时的阀门，严密度要
求较严格，因而在发酵罐临近的截止阀按规
定装置的反方向安装。

打料、接种、加油、加糖等管道上的截止
阀，在发酵过程中还需要灭菌，阀门应按正
向安装。



46

46

• 防漏

在发酵罐底的出料阀门和

空气管道连接的蒸汽管道
上的阀门，可安装双重
阀，其优点是：

即使阀门1有渗漏，蒸汽
也可通过阀门3排除
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B，隔膜阀

隔膜阀有以下优点：

• 严密不漏。

• 无填料。

• 阀结构为流线型，流
量大，阻力小，无死
角，无堆积物，在关
闭时不会使紧密面轧
坏。

• 检修方便。但须定期
检查隔膜有否老化及
脱落。
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膜隔阀的缺点：

• 制造不够精密；体积较大，在管道上占
用较大的面积和空间。

• 中心易引起渗漏。

• 隔膜阀开关费力，需要借助扳手。

• 橡胶隔膜是橡胶和帘布复合制成，如质
量不好，帘布与橡胶易脱落，固定隔膜
的螺栓也易脱落。
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• 隔膜阀适用于移种、打料管道。这些
管道上若装置截止阀，如渗漏或关闭
不严，易发生染菌事故。
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阀门试漏的方法
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（2）管路的连接
• 螺纹连接：螺纹连接简单，但装拆较麻烦，为了便于装
拆，要在管路上适当位置安装活接头(亦称“由宁”)，接
头平面用石棉橡胶板或橡皮等作垫圈。由于管路受冷热
和震动的影响，活接头的接口易松动，使密封面不能严
密而造成渗漏。如在接种输液时，因液体快速流动造成
局部真空，在渗漏处将外界空气吸入、空气中的菌就被
带入发酵罐中而造成危害。所以，重要的管路连接大多
采用法兰连接。

• 法兰连接：法兰连接密封可靠，压力、温度和管径的适
用范围大，但费用较高。

• 焊接。焊接的方法比其他方法简便，而且密封可靠。所
以空气灭菌系统、培养液灭菌系统和其他物料管路以焊
接连接为好。但需经常拆卸的管路则不宜用焊接连接。
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由宁 法兰
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6，管路的配置

（1）排气管与下水管

• 发酵厂中若干发酵罐的排气管路大多汇集在一条总
的管路上，以节约管材，下水管亦然。但在使用中
有相互串通，相互干扰的弊病，一只罐染菌往往会
影响其他罐。排气管路的串通连接尤其不利于污染
的防止。故对于排气和下水管路要考虑发酵的特点
进行配置，对于容易染菌的场合还是以每台发酵罐
具有独立的排气、下水管路为宜。倘若使用一根总
的排气管时，必须选择较大直径的管子，保证排气
下水通畅不致倒回到发酵罐内。
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（2）发酵罐的管路

• 由于罐体和有关管路均需
用蒸汽进行灭菌，所以要
保证蒸汽能够达到所有需
要灭菌的地区，对于某些
蒸汽可能达不到的死角(如
阀)要装设与大气相通的旁
路(图中的小阀门)。在灭菌
操作时，将旁路阀门打
开，使蒸汽自由通过。接
种、取样和加油等管路要
配置单独的灭菌系统，使
能在发酵罐灭菌后或在发
酵过程中单独进行灭菌。
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三、发酵罐与管件的死角
• 所谓死角是指灭菌时因某些原因使灭菌
温度达不到或不易达到的局部地区。发
酵罐及其管路如有死角存在，则死角内
潜伏的杂菌不易杀死，会造成连续染
菌，影响生产的正常进行。
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1，法兰连接的死角

• 发酵工厂的有关管路要保持光滑、通畅、密封性好
，以避免和减少管道染菌的机会。例如法兰与管子
焊接时受热不匀使法兰翘曲密封面发生凹凸不平现
象就会造成死角(图7-8c)。垫片的内圆比法兰内径

大或比较小以及安装时没有对准中心也会造成死角
(图7-8a、b)。
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2，渣滓在罐底与用环式空气分布管

所形成的死角
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3，不锈钢衬里的死角
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4，接种管路的死角
• 采用种子罐时是利用压力差将种子罐中培养好的种
子输入发酵罐内，种子罐与发酵罐的一段连接管路
的灭菌是与发酵罐的灭菌同时进行的。如下图所示
有一小段管路存在蒸汽不流通的死角，所以应在阀
1的半截上装设旁通，焊上一个小的放气阀，此段
管路即可得到蒸汽的充分灭菌。
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5，排气管的死角

• 罐顶排气管弯头处如有堆积物，其中窝
藏的杂菌不容易彻底消灭，而当发酵时
受搅拌的震动和排气的冲击就会一点点
地剥落下来造成污染。另外排气管的直
径太大，灭菌时蒸汽流速小也会使管中
部分耐热菌不能全部杀死。所以排气管
要与罐的尺寸有一定比例，不宜过大或
过小。
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6，不合理补料管配置造成的死角
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7，压力表安装不合理形成的死角
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四、染菌后的挽救措施

• 种子培养或种子罐中发现污染 。

• 发酵早期染菌可以适当添加营养物质，重新灭菌后
再接种发酵。

• 中后期染菌，如果杂菌的生长将影响发酵的正常进
行或影响产物的提取时，应该提早放罐。

• 有些发酵染菌后发酵液中的碳、氮源还较多，如果
提早放罐，这些物质会影响后处理提取使产品取不
出，此时应先设法使碳、氮源消耗，再放罐提取。
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• 有时发酵罐偶而染菌，原因一时又找不出，一般可
以采取以下措施：

(1)连续灭菌系统前的料液贮罐在每年4-10月份(杂菌
较旺盛生长的时间)加入0.2%甲醛，加热至80°C，
存放处理4小时，以减少带入培养液中的杂菌数。

(2)对染菌的罐，在培养液灭菌前先加甲醛进行空消
处理。甲醛用量每立方米罐的体积0.12~0.17升。

(3)对染菌的种子罐可在罐内放水后进行灭菌，灭菌
后水量占罐体的三分之二以上。这是因为细菌芽孢
较耐干热而不耐湿热的缘故。
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第五节 噬菌体感染和处理方法

• 利用细菌或放线菌进行的发酵容易感染噬菌
体。

• 噬菌体是病毒的一种，直径约0．1微米，可

以通过细菌过滤器，所以通用的空气过滤器
不易将其除去。
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一、引起噬菌体感染的原因

• 设备的渗漏

• 空气系统、培养基灭菌不彻底
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二、预防噬菌体感染的措施

• 发酵罐的排气管要用汽封或引入药液(如高锰
酸钾、漂白粉或石灰水等溶液)槽中。

• 取样、洗罐或倒罐的带菌液体要处理后才允
许排入下水道。

• 把好种子关，实现严格的无菌操作。

• 搞好生产场地的环境卫生。车间四周要经常
进行检查，如发现噬菌体即时用药液喷洒。
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三、感染噬菌体后采用的理方法
• 选育抗性菌株。

• 轮换使用专一性不同的菌株。

• 加化学药物(如谷氨酸发酵可加2~4ppm氯霉素，
0.1%三聚磷酸钠，0.6%柠檬酸钠或铵等)。

• 将培养液重新灭菌再接种(噬菌体不耐热，70~80˚C
经5分钟即可杀死)。

• 其他方法。如谷氨酸发酵在初期感染噬茵体，可以
利用噬菌体只能在生长阶段的细胞(即幼龄细胞)中
繁殖的特点，将发酵正常并已培养了16~18小时(此
时菌体己生长好并肯定不染菌)的发酵液加入感染
噬菌体的发酵液中，以等体积混合后再分开发酵。
实践证明，在谷氨酸发酵中，采用这个方法可获得
较好的效果。


