
第一章  绪论 

1、微生物工程：是利用微生物的特定性状和功能，通过现代化工程技术生产有用物质或直

接应用于工业化生产的技术体系；是将传统发酵与现代 DNA 重组、细胞

融合、分子修饰和改造等新技术结合并发展起来的现代发酵技术。 

2、生物反应过程（亦称为生化反应过程） 

微生物工程由于涉及到生物催化剂，因而与化学反应有关。由于生物技术的最终目标是

建立工业生产过程为社会服务，因而该生产过程可称为生物反应过程 

3、生物反应器：进行工业发酵的容器称为发酵罐，也可叫做生物反应器。 

4、微生物工程下游加工 

某些发酵产物具有潜在的经济和社会效益，这些产物经发酵后的处理，通称下游加工或

后处理 

5、试述发酵的基本流程。 
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6、举例说明微生物工程主要应用于哪些方面? 

1）在食品工业的应用（占微生物工程的首位） 

食品加工：单细胞蛋白（酵母、真菌等） 

含醇饮料：葡萄酒、黄酒、白酒、啤酒、白兰地、威士忌 

发酵乳制品：奶酪、酸奶 

调味品：味精、肌苷酸、酱油、醋等 

2）在医药卫生中的应用 

抗生素：12 000 余种，青霉素、金霉素、四环素、链霉素、庆大霉素、卡那霉素、

新霉素、螺旋霉素、头孢霉素等  

氨基酸：可发酵生产的有谷、赖、丙、组、异亮、亮、苯丙、脯、苏、色、酪、缬、

瓜、鸟氨酸（国内 40 亿元，占发酵业产值 12%） 



维生素：VB2 、VB12、Vc、VA、VD等 

生物制品：亚单位疫苗、重组疫苗、DNA疫苗等 

酶抑制剂：棒酸（可抑制 -内酰胺酶对青霉素的破坏）；-淀粉酶的抑制剂可治疗糖

尿病；胆固醇抑制剂可治疗高血压高血脂 

3）在轻工业中的应用 

糖酶：-淀粉酶、-淀粉酶、异淀粉酶、木聚糖酶、葡萄糖异构酶、半乳糖酶、纤

维素酶等 

蛋白酶：碱性蛋白酶（洗涤剂、皮革鞣化、啤酒去浊） 

        酸性蛋白酶（饮料、制蛋白水解物） 

        中性蛋白酶（皮革脱毛、蚕丝脱胶、蛋白胨制备） 

果胶酶：果汁果酒澄清、苎麻脱胶 

脂肪酶：分解脂肪为脂肪酸和甘油 

凝乳酶：制干酪、氨基酰化酶、甘露聚糖酶等 

4）在化工能源中的应用 

醇及溶剂：乙醇、甘油、异丙醇、丙酮、丁醇、丁二醇等 

有机酸：醋酸、丙酸、乳酸、琥珀酸、苹果酸、衣康酸、水杨酸等 

多糖：黄原胶、海藻糖等 

清洁能源：氢气、微生物燃料电池等 

5）在农业中的应用 

生物农药：杀虫剂（Bt、白僵菌、病毒、微孢子虫）  

          防治植物病害（假单孢菌、木霉、弱病毒、庆丰霉素） 

生物除草剂：利用杂草的病原微生物 

生物增产剂：根瘤菌、蓝细菌、钾细菌、磷细菌等 

6）在环境保护中的作用：污水处理（厌气法、好气法） 

7）在高技术领域中的应用：基因工程的各种工具酶等 

7、微生物工程基本上可分为哪两部分? 

微生物工程基本上可分为发酵和提取两部分 

发酵部分也称发酵工程，是微生物反应过程；提取部分也称后处理，或下游加工技术 

8、发酵与发酵工程的概念？ 

1）发酵：指的是任何大规模工业生产过程，不管微生物代谢有或没有外源最终电子受体

的情况下发生的氧化作用。 

2）发酵工程：是指采用现代工程技术手段，利用微生物的某些特定功能，为人类生产有

用的产品，或直接把微生物应用于工业生产过程的一种新技术。或发酵工

程是指在最适发酵条件下，发酵罐中大量培养细胞和生产代谢产物的技



术。 

9、核心内容是什么？（发酵）  

微生物工程主要内容：生产菌种的选育；发酵条件的优化与控制；反应器的设计及产物

的分离；提取与精制等 

第二章  微生物工程菌种 

1、富集培养：指从微生物混合群开始,对特定种的数量比例不断增高而引向纯培养的一种培养

方法。 

2、微生物工程的工业生产水平由哪些因素决定？ 

1）生产菌种的性能，生产菌种的性能是最重要的因素； 

   2）发酵及提纯的工艺条件； 

   3）以及生产设备。 

3、在发酵工业中的主要微生物类群有哪些？ 

一、细菌：1）大肠杆；2）枯草芽孢杆菌；3）乳酸杆菌；4）丙酮丁醇梭菌 

5）肠膜状明串珠菌；6）醋酸菌；7）棒状杆菌；8）短杆菌；9）黄单胞菌    

10）假单胞菌 

二、放线菌：1）链霉菌属；2）小单胞菌属；3）游动放线菌属；4）诺卡氏菌属 

5）孢囊链霉菌属 

三、酵母菌：1）啤酒酵母；2）葡萄汁酵母；3）汉逊酵母；4）球拟酵母；5）假丝酵母 

6）红酵母；7）棉病针孢酵母；8）毕赤氏酵母 

四、霉菌：1）根霉：米根霉、华根霉 

2）毛霉：鲁氏毛霉；总状毛霉 

3）曲霉：米曲霉；黑曲霉 

4）青霉：产黄青霉，娄地青霉，展开青霉。桔青霉 

5）白地霉 

五、产黄头孢霉：头孢霉素、先锋霉素 

4、工业微生物分离筛选的主要步骤? 

样品采集；增殖培养；纯种分离；生产性能测定 

5、工业微生物菌种选育的方法有哪些？ 

自然选育；诱变育种；杂交育种  (有性、准性)；原生质体融合育种；基因工程育种 

6、请写出纤维素产生菌的筛选过程？ 

用含 0.2%纤维素为唯一碳源的培养基平板，对含微生物样品进行分离，待菌落长成后，

加入 0.2%刚果红溶液染色 4h，具有分解纤维素能力的菌落周围便会出现绛红色水解圈。 

7、发酵工业对于工业用微生物菌种有哪些要求？ 

1）可以在易于控制的培养条件下迅速生长和发酵，且所需酶活力高，较短的发酵过程中



高产有价值的发酵产品。  

2）菌种的发酵培养基应价廉，来源充足，被转化为产品的效率高。 

3）菌种不是病原菌，不产生有害的生物活性物质和毒素，以保证安全。 

4）菌种发酵后，所产不需要的代谢产物少，而且产品相对容易地与不需要的物质分离，

下游技术能用于规模化生产。   

5）菌种的遗传特性稳定，菌种纯粹，不易变异退化 

6）抗噬菌体能力强，不易感染噬菌体。 

8、如何进行蛋白酶、淀粉酶与抗生素产生菌的分离筛选？ 

一、透明圈法（蛋白酶、淀粉酶） 

1）在平板培养基中加入溶解性较差的底物，使培养基混浊； 

2）能分解底物的微生物便会在菌落周围产生透明圈，圈的大小初步反应菌株利用底物的

能力。 

二、抑菌圈法（抗生素产生菌）——常用的初筛方法 

工具菌采用抗生素的敏感菌，若被检菌能分泌某些抑制菌生长的物质，如抗生素等，

便会在该菌落周围形成工具菌不能生长的抑菌圈。 

（还有----扩散法、生物自显影法等） 

9、从环境中分离目的微生物时，为何一定要进行集富集？ 

使目的微生物在最适的环境下迅速地生长繁殖，数量增加，由原来自然条件下的劣势种

变成人工环境下的优势种，以利分离到所需的菌株。 

第三章  优良菌种选育 

1、诱变育种： 

是通过诱变剂处理后，使微生物的基因发生突变，再通过筛选而获得高产(正突变)、优

良的突变菌株。这是迄今为止国内外提高菌种产量、性能的主要手段。 

2、诱变剂：能够提高生物体突变频率的物质，称为诱变剂。 

3、负突变：对生产不利的突变，表现为菌株的生活力衰退和生产质量的下降 

   正突变：对生产有利，与上面情况相反突变后菌株的生产能力提高 

4、何谓菌种退化？造成菌种退化的原因是什么？ 

菌种退化：菌种的抗生素产生菌抑菌圈减小、分解菌水解圈减小和生产菌株产量降低的

现象。 

菌种退化的原因：基因表达活性降低；多基因决定生产形状的基因突变；染色体外遗传

基因丢失。 

5、自然选育：微生物不经过人工诱变处理，而从自然生长繁殖与菌种保存的过程中选出突

变菌株的过程，称为自然选育。  

6、自然选育在工艺生产中的意义？ 



1）淘汰回复突变菌株，发现正突变菌株； 

   2）稳定、提高菌种的生产能力； 

   3）提高菌种的生产能力。 

自然选育虽然突变率很低，但却是工厂保证稳产高产的重要措施。 

自然选育操作步骤：

一般习惯上将自然选育称为菌种的分离纯化 。

单细胞 (孢子 )悬液的制备

平板分离

挑选单菌落

发酵试验

产物检测

经反复筛选以确定生产能力更高的菌株替代原来的菌株

(注意形态的观察 )

 

7、常用的物理诱变剂：射线如紫外线、X—射线、γ—射线，快中子。超声波。 

化学诱变剂：碱基类似物、5—氟尿嘧啶、烷化剂等，使用最多、最有效的是烷化剂。 

硫酸二乙酯(DES)、亚硝基胍 (NTG)、亚硝酸(NA)、氮芥(NM)、羟胺、ICR

类等 

8、诱变剂的剂量如何确定 

1）对一般微生物而言，诱变率往往随诱变剂剂量的增高而增高，但达到一定程度后，再

提高剂量，反而会使诱变率下降 

2）现常用使处理细胞死亡率 70-80%的处理剂量，甚至更低的剂量，特别是对于经过一

再诱变的高产菌株。 

3）剂量也不宜过低。因为在使用高剂量诱变时，除个别核被诱发变异外，还可以使其它

的核破坏致死，最终能形成较纯的变异菌落；另外，高剂量可能引起遗传物质的巨大

损伤，产生回复突变少，促使变异后菌株的稳定。 

凡既能增加变异幅度，又能促使变异向正变范围移动的剂量就是合适剂量。  

9、初选与复选的目的重点各是什么? 

初筛：1）要求迅速地从大量菌株中挑选出较好的一些菌，主要应着眼于尽量扩大挑选范围。 

2）在初筛过程中，一般采用观察初筛菌落在平板上的生理效应所呈现的变色圈、透

明圈、生长圈或抑菌圈的大小来进行初步测定。 

3）部分微生物菌株经过诱变处理后，变异菌株的菌落形态与生理特性、生产性能变

化有一定的相关性，可在初筛时加以利用 



复选：1）在初筛缩小了的范围中选出产量最高的 1-2 个菌株，主要着眼于在接近生产条件

的情况下精确地测定出菌株的生产性状。 

2）复筛一般是将初筛所得到的菌株接种到三角瓶中做摇瓶培养，然后对其培养液进

行定量分析测试。 

10 怎样才能从野生型菌株获得营养缺陷型突变株? 

诱变——淘汰野生型——检出缺陷型——确定生长谱 

11、菌种保藏目的是什么? 

是把微生物菌种资源在一定条件下保存，使其不死亡、不丢失、不污染杂菌、不发生或

少发生变异，保持菌株原有培养特性和生理活性。 

四章  培养基 

1、前体：指某些化合物加入到发酵培养基中，能直接被微生物在生物合成过程中结合到产

物分子中去，而其自身的结构并没有多大变化，但是产物的产量却因加入前体而

又较大的提高。 

2、促进剂：是指那些非细胞生长所必需的营养物，又非前体，但加入后却能提高产量的添

加剂。 

3、抑制剂：抑制某些代谢途径的进行，同时刺激另一代谢途径，以致可以改变微生物的代

谢途径。 

4、发酵工业上的培养基分为几种类型?各有何特点？ 

   1）按纯度： 

合成培养基：原料其化学成分明确、稳定适合于研究菌种基本代谢和过程的物质变化

规律。培养基营养单一，价格较高，不适合用于大规模工业生产。 

      天然培养基：采用天然原料原料来源丰富(多为农副产品)、价格低廉、适于工业化生

产；原料质量等方面不加控制会影响生产稳定性  

2）按状态 

      固体培养基：适合于菌种和孢子的培养和保存，也广泛应用于有子实体的真菌类，如

香菇、白木耳等的生产  

      半固体培养基：即在配好的液体培养基中加入少量的琼脂，一般用量为 0.5%～0.8% ,

主要用于微生物的鉴定。 

      液体培养基：80%～90%是水，其中配有可溶性的或不溶性的营养成分，是发酵工业大

规模使用的培养基。  

   3）按用途(从发酵生产应用考虑) 

      培养基按其用途可分为孢子(斜面)培养基、种子培养基和发酵培养基三种  

5、发酵工业上的培养基成分从何而来? 

一、能源物质 



1）光：光能自养微生物以光为能源。螺旋藻生产单细胞蛋白与β-胡萝卜素等。 

2）无机物：化能自养微生物通过无机还原态物质的生物氧化获得能量。氧化亚铁硫

杆菌以亚铁盐为能源物质。 

3）有机物：碳水化合物、碳氢化合物是化能异养微生物的能源物质，也是发酵工业

工程菌利用的主要能源物质。 

二、碳源 

1）糖类：（1）单糖、双糖、淀粉及其水解糖液 

（2）含有淀粉及其水解产物的废弃物：味精废水、粉丝生产废水等 

2）化工石油产品：醋酸、甲醇、乙醇、甲烷、油脂、有机酸及正烷烃等 

三、氮源 

1、无机氮源：(NH4)2SO4、NH4NO3、NH4CL等氨盐， NH4NO3、 KNO3等硝酸盐和氨

水等无机氮，也称速效氮。 

2、有机氮源 

（1）农产品加工废料：花生饼粉、黄豆饼粉、棉子饼粉、玉米浆、玉米蛋白粉等； 

（2）其它有机含产品：蛋白胨、酵母粉、鱼粉、蚕蛹粉、尿素、废菌丝体和酒糟、

豆粕、酵母粉、酵母浸出物、鱼粉、菌体蛋白等。 

四、无机盐的微量元素 

C源物质、N源物质多含有一同的无机盐，若不足应以盐的形式补充； 

五、生长因子、前体、促进剂和抑制剂 

1）生长因子 

氨基酸、嘌呤、嘧啶、维生素等均称生长因子。 

有机氮源是这些生长因子的重要来源，多数有机氮源含有较多的 B簇维生素、

微量元素，以及一些微生物生长不可缺少的生长因子。 

2）前体 

3）产物促进剂：是指那些非细胞生长所必须的营养物，又非前体， 

4）抑制剂 

在培养基内或发酵的过程中加入对某些代谢途径具有抑制作用、同时又对目的产

物形成相关的代谢有促进作用物质，从而提高目的产物的产量。 

六、水分 

6、怎样以淀粉制备酵母菌发酵所用的碳源? 

1）酸法：淀粉内部的葡萄糖苷键在一定的温度和酸性的条件下可以水解，使淀粉分子链断

裂，高温加速葡萄糖苷健的水解速度。 

水解条件：高温，120℃以上，H+, 0.2MPa 的压力 

a、双分子葡萄糖脱水形成复合二糖：异麦芽糖 —— 不利于产物的结晶提出 



龙胆二糖 —— 对于菌体的生长有抑制作用 

b、一分子葡萄糖脱水，形成 5-羟甲基糠醛，对于菌体的生长有抑制作用。 

c、一分子葡萄糖和—NH2反应，形成氨糖，是淀粉水解糖液有色物质的主要来源。(美

拉得反应) 

调整 pH值：淀粉酸解一般为酸性，后再加入 NaOH溶液，将 pH调至适宜的值。调整 pH

值时应先使糖液的温度降低，否则将产生有色素物质，对发酵产生不利影

响。 

2）酸酶法：先将淀粉酸水解成糊精和低聚糖，再用糖化酶将其水解为葡萄糖。 

3）双酶法：用专一性很强的淀粉酶及糖化酶将淀粉水解为葡萄糖的工艺。 

分两步：1）液化：用α-淀粉酶将淀粉转化为糊精和低聚糖 

2）糖化：用糖化酶（又称葡萄糖淀粉酶）将糊精 和低聚糖转化为葡萄糖。 

7、淀粉怎样用酶法制备葡萄糖? 

流程：淀粉调浆——液化——糖化——过滤——糖液 

1）浆液浓度 20-30Be，pH值 6.0-7.0，添加 CaCl2 ( 0.01mol/L) 

2）液化：耐高温α-淀粉酶，酶的使用量为 5—8 单位/g 淀粉；温度，105℃；时间，20—30

分钟；降温，采用喷射冷却方法 

3）糖化：使用淀粉α-1,4 ；1,6 —葡萄糖苷酶； 

用量：根据液化淀粉的浓度，30%的浓度，80-100 单位/g 淀粉；温度，65℃；终点判断，

时间，2-3 小时 

8、前体物质控制的原则是什么？ 

前体使用时普遍采用流加的方法 

前体一般都有毒性，浓度过大对菌体的生长不利。如苯乙酸，一般基础料中仅仅添加

0.07%。 

第五章  培养基灭菌 

1、微生物的热阻：微生物的热阻就是指微生物对热的抵抗能力。 

2、空罐灭菌(空消)：发酵罐未装入培养基的情况下进行的灭菌，也即是对发酵罐进行的灭

菌 

3、实罐灭菌(实消)：先将输料管路内的污水放掉、冲洗干净，然后将配的培养基用泵打入

发酵罐内，开启搅拌器、再通入蒸汽进行灭菌。 

4、连续灭菌(连消)：培养基连续流入灭菌容器内(连消塔)，经流入维持罐、一定时间保温

后，经冷却注入发酵罐内。 

5、培养基杂菌污染对发酵的不利影响？ 

1）使生物反应的基质或产物，因杂菌的消耗而损失，造成生产能力的下降。 

2）杂菌也会产生代谢产物，这就使产物的提取更加困难，造成得率降低，产品质量下降。 



3）有些杂菌会分解产物，使生产失败。 

4）杂菌大量繁殖后，会改变反应液的 pH值，使反应异常。 

5）如果发生噬菌体污染，生产菌细胞将被裂解，使生产失败。 

6、高温短时灭菌的优、缺点？ 

优：1）高温短时灭菌可以降低培养基营养成分的破坏。通常所说的高温短时灭菌可以提

高生产效益。 

      2）节省能量。 

缺：设备投资的增加，技术管理水平的提高。 

7、分批灭菌操作要点 

1）定期检查设备、管道有无渗漏，主要是冷却管道，夹套。 

2）培养基升温时，打开所有的排气阀门，排冷空气。当培养基的温度升到灭菌温度时，进

入保温操作阶段，此时要求与反应器相连的所有管道出于两个状态：进汽或出汽，目的

是对管道进行灭菌。 

3）培养基升温时开动搅拌系统，以使培养基内部传热均匀，当温度升温到 100℃（90 ℃ ）

时，停止搅拌。一方面是为了保护轴承，另一方面，当培养基的温度升温到 100℃时，

培养基的沸腾，可以起到搅拌作用。 

4）注意辅助设备的灭菌：空气过滤器、计量罐、流加管道与流加液贮罐，空气流量计等。 

5）保温期间，要求罐压：0.09—0.10MPa，温度：118—121℃，时间：30 分钟。 

6）灭菌结束后，需要立即引入无菌空气，保证罐内压力后方可冷却，目的是防止培养基的

冷却使罐内形成负压，易染菌。 

7）配制培养基时，应充分考虑培养基在灭菌时的稀释(体积的增加)，通常体积可增加 20%

左右，灭菌时间越长，体积增加的越多。 

8、工业生产的灭菌度（Ns）值是多少？ 

Ns=10-3 个/ 罐，即灭菌 1000 只罐，只残留 1 个杂菌或灭菌 1000 次，只残留一个杂菌。 

第六章  空气除菌 

1、无菌空气：通过除菌处理使空气中含菌量和菌尸总量降低在一个极低的百分数，从而能

控制发酵污染至极小机会。此种空气称为“无菌空气”。 

2、介质过滤：使空气通过能透过空气的多孔介质（如棉花、活性炭、烧结玻璃、超细纤维

丝等）将空气所携带的尘、菌截阻 

3、过滤器的过滤介质主要有哪些种类 

1）棉花    2) 活性炭     3）玻璃纤维   4）超细玻璃纤维丝    

4、过滤除菌的机理 

使用的过滤介质其孔隙小于细菌或孢子，空气通过时，微生物被阻留在介质一侧。有的

过滤介质的孔经间隙大于微生物，为了达到所需的除菌效果，介质必须有一定的厚度，



1）惯性冲击滞留作用   

当微生物等颗粒随空气以一定速度流动，在接近纤维时，气流碰到纤维而受阻，空气

就 改变运动方向绕过纤维继续前进。但微生物等颗粒由于具有一定质量，在以一定

速度运动时具有一定惯性，碰到纤维时，由于惯性作用而离开气流碰到纤维表面上，

由于摩擦、粘附作用，被滞留在纤维表面上。 

2）拦截滞留作用 

当气流速度在临界速度以下，颗粒不再由于惯性碰撞而滞留。但是，颗粒质量很小，

在气流绕过纤维时，颗粒仍然随气流运动，在气流速度低时，在纤维周边形成一层边

界滞留区，在滞流区内气流速度更慢，进入滞留区的颗粒缓慢接近纤维，并与之接触，

由于摩擦、粘附作用而被滞留。 

3）布朗运动 

直径小于 1 m的微粒在很慢的气流中能产生一种不规则的直线运动，即布朗运动。 

使较小的颗粒凝聚为较大颗粒，随即可能产生重力沉降或被过滤介质截留； 

气流速度大时，凝聚现象为惯性碰撞所取代 

4）重力沉降作用 

再小的微粒也有重力；当微粒所受的重力大于气流对它的拖带力时，微粒就会沉降。 

对于小颗粒而言，只有在气流速度很慢时才起作用。 

     一般它是与拦截作用相配合的，即在纤维的边界滞留区内，微粒的沉降作用提高了拦

截滞留的捕获效率。 

5）静电吸引作用 

许多微生物和孢子都带有电荷 

具有一定速度的气流通过介质滤层时，由于摩擦作用而产生诱导电荷 

当菌体所带电荷与介质电荷相反时，即发生静电吸附作用 

5、分离、加热的空气除菌流程图 

粗过虑器过滤—---压缩机压缩空气—---贮气罐贮罐—---冷却器冷却——旋风分离器

分离—---丝网分离器分离----加热器加热——总过滤器 

七章  发酵过程 

1、接种龄：种子罐中培养的菌体从开始接种至移入下一级种子罐或发酵罐时的培养时间。 

2、接种量：接种量是指移入的种子悬浮液体积和接种后培养液体的体积的比例。 

3、分批发酵法(间歇发酵法)：先将空罐灭菌后，培养基装入发酵罐，接种之后进行培养。

在培养过程中，培养基成分不断减少，微生物逐渐增殖，微

生物周围的环境随时间而变化，是一种非稳态操作法。 

4、溶氧：不同微生物或同一微生物的不同生长阶段对通风量的要求 
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