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一、实验目的要求：
1. [bookmark: bookmark51]掌握机械搅拌通风发酵罐的基本结构
(1) [bookmark: bookmark52]发酵罐主体
(2) [bookmark: bookmark53]蒸汽灭菌系统：正确把握各阀门的操作
(3) [bookmark: bookmark54]通气系统
(4) [bookmark: bookmark55]加热冷却循环系统：各管道联络关系
(5) [bookmark: bookmark56]搅拌动力系统
(6) [bookmark: bookmark57]智能控制系统
2. [bookmark: bookmark58]掌握发酵罐小试的基本操作，包括：培养基配制，灭菌，接种， 参数设定
3. [bookmark: bookmark59]掌握发酵过程中的参数测定和在线控制，包括：pH，DO,温度， 搅拌速度，生物量，残糖含量，产物生成量，消泡，CO2。
4. [bookmark: bookmark60]运用所学发酵工程基本理论分析发酵过程中的实验数据，讨论某 一特定菌株的发酵规律。
[bookmark: bookmark61]二、实验试剂和仪器
[bookmark: bookmark62][bookmark: bookmark63][bookmark: bookmark64][bookmark: bookmark65]1、种子培养基：57#培养基
试剂及药品：麸皮	50g
豆饼粉(牛肉浸膏/粉)	30g
NaCl	2	g
蒸馏水、斜面培养的枯草芽孢杆菌
器材：1000ml烧杯、玻璃棒、100ml锥形瓶(20个)、天平、粉碎
机、电热炉、高压灭菌锅、灭菌枪头、1000移液枪、酒精灯、75%
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酒精、棉球、无菌操作台、封口膜、橡皮筋、恒温摇床、1000ml锥 形瓶、标签纸
[bookmark: bookmark69][bookmark: bookmark70][bookmark: bookmark71][bookmark: bookmark72]2、发酵培养基：
试剂及药品：麸皮	（3%）	320g
[bookmark: bookmark73][bookmark: bookmark74][bookmark: bookmark75]12水磷酸氢二钠（0.2%）	70.55g
硝酸钾	（0.2%）	28g
消泡剂（植物油）（0.3%）	42g
蒸馏水
器材：1000ml烧杯、玻璃棒、75%酒精、棉花、一次性口罩、打火 机、厚手套、天平
[bookmark: bookmark76][bookmark: bookmark77][bookmark: bookmark78][bookmark: bookmark79]3、发酵过程中相关参数的测定的药品、仪器: 试剂及药品：无水葡萄糖0.1g
[bookmark: bookmark80][bookmark: bookmark81][bookmark: bookmark82]NaOH 4g
[bookmark: bookmark83][bookmark: bookmark84][bookmark: bookmark85]3水乙酸钠 0.6804g
淀粉	1g
乙酸、蒸馏水、DNS、PH标准缓冲液、亚硫酸钠
器材：10mL具塞刻度试管（30个）、100ml容量瓶（2个）、200ml 容量瓶（2个）、100ml烧杯、100ml试剂瓶（4个）、100ml锥形瓶 （2个）、玻璃棒、1000ml烧杯、标签纸、电热炉、木夹、试管架、
PH标准试纸、PH计、枪头、1000移液枪、恒温水浴锅、分光光度
 计、电子天平、烘箱、冰箱、上海高机SY-3000发酵系统
[bookmark: bookmark86]三、实验步骤与方法
[bookmark: bookmark87][bookmark: bookmark88][bookmark: bookmark89][bookmark: bookmark90]1、	了解发酵罐系统的结构
(1) [bookmark: bookmark91].罐体
(2) [bookmark: bookmark92].发酵罐的搅拌系统
(3) [bookmark: bookmark93].空气供给系统
(4) [bookmark: bookmark94].温度控制系统
(5) [bookmark: bookmark95]. pH控制系统
(6) [bookmark: bookmark96].过程变量的测量
(7) [bookmark: bookmark97].灭菌系统
(8) [bookmark: bookmark98]测量及控制系统：下位机、上位机、网络通讯
[bookmark: bookmark100][bookmark: bookmark101][bookmark: bookmark102][bookmark: bookmark99]2、	种子培养
(1) [bookmark: bookmark103]称取麸皮50g、豆饼粉(牛肉浸膏/粉)30g (用粉碎机搅碎为 粉末)，
上述成分混合于1000ml烧杯中，力口 NaCl 2 g、蒸馏水1.0L置于电 热炉上煮沸1小时，将pH自然，待温度下降后分装入20个100ml 锥形瓶中，每瓶30ml。将装有培养基的锥形瓶与备好的枪头、玻璃 棒一起放入高温灭菌锅灭菌2小时后取出待用。
(2) [bookmark: bookmark104]将灭菌后的培养基、枪头、移液枪、玻璃棒、无菌水、酒精棉 球、酒精灯放入无菌操作台紫外照射20min后，可将斜面培养的枯 草芽孢杆菌接种到新配置的锥形瓶培养基中，贴好标签，放到30°C 恒温摇床中培养2天。
空罐灭菌注意事项和准备：
i. [bookmark: bookmark105]在灭菌之前一定要先将夹套的水排掉。
ii. [bookmark: bookmark106]所有罐体上的部件都必须保证是安装可靠的，以防罐压升 高时造成危害。
iii. [bookmark: bookmark107]空罐灭菌时，pH、DO电极应取下，这样可以延长使用寿 命。
iv. [bookmark: bookmark108]将罐体及管路上的所用阀门都关闭。
v. [bookmark: bookmark109]调整好液位和消泡电极的位置并旋紧。如果不用，则可拆 下并用堵头封住；检查蒸汽是否满足要求。
步骤：
[bookmark: bookmark110]（1）	发酵罐、空压机电源打开；
[bookmark: bookmark111]（2）	打开蒸汽发生装置，发酵罐与蒸汽发生装置的通水阀门打开， 并检查蒸汽发生装置水箱是否满，注意蒸汽发生装置的压力表读数。
打开蒸汽发生装置的旁通阀使冷空气排出，排完即关。
[bookmark: bookmark112]（3）	打开发酵罐水阀，使水淹没温度电极，排空夹套水。
[bookmark: bookmark113]（4）	当蒸汽发生装置的压力表读数达到0.4〜0.7MPa，可开启空消， 下位机参数设置如下：
	灭菌温度：
	121.0°C
	灭菌时间：
	20min

	停转温度：
	90.0°C
	灭菌转速：
	0rpm

	结束温度：
	37.0C
	结束转速：
	150rpm

	结束压力：
	0.05MPa
	结束流量：
	30L/min

	尾气开度：
	5%
	过程流量：
	5.00 L/min
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[bookmark: bookmark114]（5）当罐温达到100°C以上，分别对取样口、轴封、底阀进行消毒， 每项10min。取样口消毒：打开取样蒸汽进气阀一取下取样口螺盖 取样口出蒸汽一打开取样蒸汽出气阀一拧上取样口螺盖一计时 10min（正常灭菌状态下取样相通管道会发烫），轴封与底阀的灭菌 过程与取样口灭菌操作类似。
（6）空消完成后关闭蒸汽发生装置，降温冷却。
4. [bookmark: bookmark115][bookmark: bookmark116][bookmark: bookmark117][bookmark: bookmark118][bookmark: bookmark119][bookmark: bookmark120]PH电极与DO电极的首次校正 （1）配置PH为4.00与6.86的标准缓冲液 （2）配置饱和亚硫酸钠溶液
[bookmark: bookmark121]（3）	PH电极的校正：
1 [bookmark: bookmark122].将PH电极放入6.86的标准缓冲液中，在“测量值1”处输
入6.86，“当前电压”稳定后，点击“第一点确认”，系统会 自动将“当前电压”处的数值记录到“测量电压1”处。
2 [bookmark: bookmark123].将PH电极放入4.00的标准缓冲液中，在“测量值2”处输
入4.00，“当前电压”稳定后，点击“第二点确认”，系统会 自动将“当前电压”处的数值记录到“测量电压2”处。
3 [bookmark: bookmark124].电击“自动校正”，系统会自动计算出零位和斜率。
[bookmark: bookmark125]（4）	DO电极的校正：
1 [bookmark: bookmark126].将DO电极放入饱和亚硫酸钠溶液中，在“当前电压”稳定
后，点击“第一点确认”，系统会自动将“当前电压”处的数 值记录到“测量电压1”处。
2 [bookmark: bookmark127].将DO电极放入饱和湿度的空气中（用湿润滤纸包裹电极亦 可），在“测量值2”处输入标准值98, “当前电压”稳定后， 点击“第二点确认”，系统会自动将“当前电压”处的数值记 录到“测量电压2”处。
3 [bookmark: bookmark128].电击“自动校正”，系统会自动计算出零位和斜率。
[bookmark: bookmark129][bookmark: bookmark130][bookmark: bookmark131][bookmark: bookmark132]5、发酵培养基的配置：
用天平称取麸皮320g、12水磷酸氢二钠70.55g、硝酸钾28g、 植物油42g，将12水磷酸氢二钠、硝酸钾和植物油用蒸馏水溶于 1000ml烧杯中制成营养盐。
[bookmark: bookmark133][bookmark: bookmark134][bookmark: bookmark135]5.1培养基摇瓶试验
[bookmark: bookmark136][bookmark: bookmark137][bookmark: bookmark138]5.1.1材料
[bookmark: bookmark139][bookmark: bookmark140][bookmark: bookmark141]4% 麸皮：	100ml X4%=4g
[bookmark: bookmark142][bookmark: bookmark143][bookmark: bookmark144]磷酸氢二钠：100ml X0.2%=0.2g
[bookmark: bookmark145][bookmark: bookmark146][bookmark: bookmark147]硝酸钾：	100ml X 0.2%=0.2g
[bookmark: bookmark148][bookmark: bookmark149][bookmark: bookmark150]5.1.2方法
将上述药品装入250mL的三角瓶中，35oC旋转式摇 床上（150rpm）培养26小时。判断培养基的粘稠度，如 果过于粘稠降低麸皮的含量。
5.2种子的摇瓶
按上述方案配好培养基3份（或2份），进行高温灭菌 30min。再将枯草芽孢杆菌种接入摇瓶培养基中，35oC旋转式 摇床上（150rpm）培养26小时。
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6. [bookmark: bookmark151][bookmark: bookmark152][bookmark: bookmark153][bookmark: bookmark154]装料：
将配好的营养盐与称好的麸皮从进料口倒入发酵罐，加水（约5 升）至淹没温度电极。
[bookmark: bookmark155][bookmark: bookmark156][bookmark: bookmark157][bookmark: bookmark158]7、实消：
操作步骤与空消类似。区别在于:
[bookmark: bookmark159]（1）下位机参数设置如下：
	灭菌温度：
	121.0C
	灭菌时间:
	30min

	停转温度：
	90.0C
	灭菌转速：
	100rpm

	结束温度：
	37.0C
	结束转速:
	150rpm

	结束压力：
	0.05MPa
	结束流量:
	30L/min

	尾气开度：
	5%
	过程流量:
	5.00 L/min



[bookmark: bookmark160]（2）实消完由于要取样故蒸汽发生装置不可关闭。
8. [bookmark: bookmark161][bookmark: bookmark162][bookmark: bookmark163][bookmark: bookmark164]PH电极与DO电极的再次校正
[bookmark: bookmark165]（1）	DO电极校正：搅拌速度与发酵过程正常转速一致，通气量与发 酵过程正常通气量一致，标定溶氧为“100”本实验设定118.3%时为 100%溶氧。
[bookmark: bookmark166]（2）	取样（参比液）：打开取样蒸汽进气阀一取下取样口螺盖一取 样口排出蒸汽
一关闭夹套蒸汽阀一取样口蒸汽排完一关闭取样蒸汽进气阀一拧松 取样阀（开启方向与正常螺旋相反）一取样口流出发酵液一取样 100ml于灭菌锥形瓶（作为参比液存于4°C冰箱）一打开取样蒸汽进
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气阀一取样口排出蒸汽（待冲净取样口）一拧上取样口螺盖一蒸汽 从取样阀排出一打开取样蒸汽出气阀一拧紧取样阀一灭菌10min一 关闭蒸汽发生装置。
[bookmark: bookmark167]（3）测出参比液PH值，以此数值对PH电极校正，本实验测得参比 液PH值为7.14，故将下位机此时PH值调为该值。
[bookmark: bookmark168][bookmark: bookmark169][bookmark: bookmark170][bookmark: bookmark171]9、接种:
当罐温降低至40°C以下时，采用火圈法接种摇瓶种子。
（1）接种前需将20瓶100ml种子液在无菌操作台上混合成两大瓶， 以便于接种。
（2）用75%酒精擦拭进料口的罐面，用醮酒精的棉花填满进料口凹 槽，接种人员佩戴好口罩，点燃进料口棉花（在接种过程中保持或 不灭），将菌液倒入罐中。
[bookmark: bookmark172]（3）接种完成后加入蒸馏水时发酵液体积达到规定液面。
[bookmark: bookmark173][bookmark: bookmark174][bookmark: bookmark175][bookmark: bookmark176]10、设定发酵参数，运行发酵指令 （1）设置参数:
温度： 37 C 通气量: 10L/min
维持正压：0.05MPa
搅拌速度250rpm
pH自然
运行指令
（2）发酵起始参数：
罐温 37.4C 转速 150rpm PH7.36 DO231.3% 流量 14.12L/m 罐压


以上内容仅为本文档的试下载部分，为可阅读页数的一半内容。如要下载或阅读全文，请访问：https://d.book118.com/246030043101010033
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