
[image: image1.png]


四川轻化工大学课程实施大纲
	课程名称：发酵制药学

	授课班级：生物制药2019级

	任课教师：刘忠渊，胡楠

	工作部门：化学工程学院

	联系方式：18281368117（67208）
 18883243756


四川轻化工大学 制

2022年3月

《发酵制药学》课程实施大纲
基本信息

	课程代码：16551002
课程名称：发酵制药学

学    分：2

总 学 时：32

学    期：2021-2022第2学期

上课时间：1-8周

上课地点：N1-113、N1-114
答疑时间和方式：当面答疑、电子邮件、QQ、电话

答疑地点：N1-113、N1-114
授课班级：生物制药2019级

任课教师：刘忠渊 胡楠
学    院：化学工程学院

邮    箱：lzy1168@163.com

联系电话：18281368117(67208)

        18883243756


目  录
1．教学理念((((((((((((((((((((((((((1
2．课程介绍((((((((((((((((((((((((((3

2.1课程的性质

2.2课程在学科专业结构中的地位、作用

2.3课程的历史与文化传统

2.4课程的前沿及发展趋势

2.5课程与经济社会发展的关系

2.6学习本课程的必要性

3．教师简介((((((((((((((((((((((((((6

3.1教师的职称、学历

3.2教育背景

3.3研究兴趣（方向）

4．先修课程((((((((((((((((((((((((((6

5．课程目标((((((((((((((((((((((((((7

6．课程内容((((((((((((((((((((((((((7

6.1课程的内容概要

6.2教学重点、难点

6.3学时安排

7.课程实施((((((((((((((((((((((((((9

7.1教学单元一

7.1.1教学日期

7.1.2教学目标

7.1.3教学内容（含重点、难点）

7.1.4教学过程

7.1.5教学方法

7.1.6作业安排及课后反思

7.1.7课前准备情况及其他相关特殊要求

7.1.8参考资料（具体到哪一章节或页码）

7.2教学单元二

7.2.1教学日期

7.2.2教学目标

7.2.3教学内容（含重点、难点）

7.2.4教学过程

7.2.5教学方法

7.2.6作业安排及课后反思

7.2.7课前准备情况及其他相关特殊要求

7.2.8参考资料（具体到哪一章节或页码）

((
8．课程要求(((((((((((((((((((((((((113
8.1学生自学要求

8.2课外阅读要求

8.3课堂讨论要求

8.4课程实践要求

9．课程考核(((((((((((((((((((((((((114
9.1出勤（迟到、早退等）、作业、报告等的要求

9.2成绩的构成与评分规则说明

9.3考试形式及说明

10．学术诚信((((((((((((((((((((((((..115

10.1考试违规与作弊处理

10.2杜撰数据、信息处理等

10.3学术剽窃处理等

11．课堂规范(((((((((((((((((((((((((115

11.1课堂纪律

11.2课堂礼仪

12．课程资源(((((((((((((((((((((((((116

12.1教材与参考书

12.2专业学术著作

12.3网络课程资源

13．教学合约(((((((((((((((((((((((((117

13.1教师作出师德师风承诺

13.2阅读课程实施大纲，理解其内容

13.3同意遵守课程实施大纲中阐述的标准和期望

14．其他说明(((((((((((((((((((((((((117

1．教学理念

1.1以学生为本

学生始终是教学过程的主体。在课堂教学的过程中，教师需关注学生的全面发展，将学生的个人职业发展作为教学的重中之重。作为生物制药专业的本科毕业生，经过4年的大学本科教育后，大多数将会进入制药相关的行业，成为我国医药事业建设中的一员，因此学生的全面发展不仅与其自身的职业发展密切相关，而且会影响整个医药行业的发展。作为大学教师，需要给予学生的不仅仅是专业知识和技能，培养其综合分析能力，使其在毕业后能够在相关领域有所建树，成就个人的同时，更好地为社会服务。

1.2注重教学效果

《发酵制药学》是生物制药专业的一门专业核心课程，是在学习了微生物学、生物化学、化工原理和分析化学等基础知识后开设的一门专业必修课程。由于发酵工程是整个生物技术的核心，是工业微生物实现实验室与工厂化生产的具体操作，是生物技术在生产实践中应用的原理及方法的一部分，是基因工程及酶工程等生物制药技术工业化的过程与方法。通过对发酵制药学的学习，不仅掌握发酵制药工程原理及发酵优化控制过程，而且对系统了解生物技术及其工业化应用都具有深远的意义。通过本课程的教学，使学生全面掌握发酵制药的原理与应用，熟悉现代发酵制药的发展方向，为学生今后从事与发酵制药工业相关的生产、研究和开发打下良好的理论与技术基础。

在课堂上，教师除了传授专业知识外，还有更重要的一环，那就是要培养学生的综合学习能力、分析问题能力、解决问题能力等。从长远来看，大学本科毕业的学生在专业道路上明显要比专科毕业的学生走得更远，这必然与大学本科教育注重综合能力的培养密切相关。针对这一问题，作为专业课的教师，除了在授课过程中向学生传授理论知识，对学生的综合能力产生潜移默化的影响外；还应有针对性地设计一些相应的教学环节，例如：增加当今研究热点或发酵制药实践中具体案例的分析；引导学生针对具体应用中遇到的问题，查阅资料，分析问题产生的原因并提出解决方案；鼓励学生针对授课过程中感兴趣的点进行资料查阅并制作PPT进行汇报，扩充知识面；增加相配套的实验课程的比重，尤其是其中的综合设计类型的比重等，使大学教育真正给予学生一种能力，扩充知识面，促进学生综合能力的培养和提升。

1.3教学方法的多样性

采用合理的教学方法对于教学的有效性起着至关重要的作用。在《发酵制药学》课程的讲授中，课堂教学仍然以教师的讲授为主，应把一些重点知识、难点知识，尤其是与现代研究热点或实际生产相关的知识点讲透。结合本人科研实际，对于具体的应用可以多列举一些案例来加深学生的印象；也可采用启发式的教学，组织学生查阅相关的资料后进行分组讨论，从而提高学生的课堂参与性，激发学生的学习热情和兴趣，增长学生的见识。另外，除了课程理论教学外，本门课程还需配套实验教学环节，让学生通过相关的实验设计和操作，能够对课堂讲授的内容有更直观、深刻的认识，从而提高学生的实践动手能力。

2．课程介绍

2.1课程的性质

“二十一世纪是生命科学世纪”，而发酵制药学作为生命科学最前沿的应用学科之一，是生物制药专业通向生物高新技术的必修课程之一。具体来讲，发酵工程是整个生物技术的核心，是工业微生物实现实验室与工厂化生产的具体操作，是生物技术在生产实践中应用的原理及方法的一部分，是基因工程及酶工程等生物制药技术工业化的过程与方法。本课程以微生物学、生物化学、化工原理和分析化学为基础，重点论述发酵制药工程的基础理论和技术，以发酵工程为主线，紧密联系生产实践。通过本课程的教学，使学生全面掌握发酵制药的原理与应用，熟悉现代发酵制药的发展方向，为学生今后从事与发酵制药工业相关的生产、研究和开发打下良好的理论与技术基础。它既是现代生物科学、生物制药、生物技术等相关学科的重要基础技术，又是处于生命科学前沿的极具潜力的独立学科，是生物科学、生物制药、生物技术等相关专业的专业必修课。
2.2课程在学科专业结构中的地位、作用

四川轻化工大学开设的生物制药专业旨在培养具有扎实的生物技术和药学基础理论、基本知识，熟练掌握现代生物制药生产的原理、技术和方法，了解生物制药企业设备、生产、储存、销售和管理等环节的基本知识和技能，具有良好的开拓精神、创新意识和实践能力，能够胜任现代生物制药企业及其相关的科研院所岗位基本要求的德、智、体、美全面发展的应用型高级专业人才。而《发酵制药学》作为生物技术和制药领域技术性很强的一门学科，在生物制药专业学生的整个发展中起到了至关重要的作用。一方面，《发酵制药学》与人类健康生活息息相关，作为应用技术性很强学科能够充分地调动学生的学习积极性，起到较好的承上启下作用；另一方面，《发酵制药学》是《细胞工程》、《酶工程》、《蛋白质工程》课程的下游技术与延申，与其紧密相连，并与其一起构成了生物制药专业完整的专业课程体系。

2.3课程的历史与文化传统

微生物发酵制药的历史悠久。免疫学方面，我国宋朝真宗年间（公元998-1022年）就开始利用接种人痘的免疫技术预防天花病。1796年英国医生E.Jenner利用接种牛痘苗预防天花并获得成功。到19世纪末，陆续发明了预防或治疗各种细菌性传染病的疫苗和类毒素。1928年，英国细菌学家Fleming B发现抗菌物质青霉素。10年后，通过动物实验，把青霉素从细菌学家好奇的物质转变为医学上具有活力的物质。1941年Florry利用发酵技术大规模制备青霉素获得成功。

在20世纪40年代，一共发现了14种抗生素，50年代发现了20余种，60年代开始了化学结构改造的合成和半合成抗生素阶段。目前发现并分离到约9000种抗生素，半合成抗生素约1000种。此后，利用微生物生产疫苗的研究获得了蓬勃的发展。

随着细胞融合技术和基因工程的问世，为微生物制药来源菌的获得提供了一种有效的手段。工程菌和融合子经发酵后能生产原微生物所不能产生的药物或提高其生产效率。同时近年来发酵工艺及其控制研究也得到了发展，利用计算机在线控制以及固定化细胞技术为微生物发酵制药工艺带来了新的发展空间。

2.4课程的前沿及发展趋势

《发酵制药学》是二十一世纪生物制药相关领域技术性很强的一门学科。随着微生物应用技术、分子生物学、基因工程等新技术的不断出现，对微生物学的研究迅速向纵深发展，已经从细胞水平、酶学水平逐渐进入到基因水平、分子水平和后基因组水平。例如，DNA重组技术的出现即为构建具有特殊功能的基因工程菌提供了令人兴奋的成果和良好的前景，已实现了利用基因工程微生物大量生产人工胰岛素、干扰素和生长素等贵重药品，并形成了一个崭新的生物制药产业。

2.5课程与经济社会发展的关系

发酵制药的主要产品是为社会提供大量优质生物药物产品，为人类提供临床诊断、治疗和保健等社会服务。一些困扰人类健康的主要疾病，例如心脑血管疾病、糖尿病、肝病、癌症等都与基因有关。依据已经破译的基因序列和功能，找出这些基因并针对相应的病变区位进行药物筛选，发酵生产基因工程药物，甚至基于已有的基因知识来设计新药，就能“有的放矢”地修补或替换这些病变的基因，从而根治顽症。

发酵制药将成为21世纪医药中的耀眼明星。目前世界各国可用发酵法生产的抗生素约400种，其中广泛应用的大约120种。2017年世界总产量约为28000吨。仅青、四、红和头孢四类抗生素的产值就达126亿美元，最大的发酵罐为400立方米。

全球范围内使用最为普遍的是VA、VC 和VE，三者每年市场销售额近20亿美元，其中VE超过10亿美元，其余为VB族，每个品种都有0.5-1.5亿美元的市值。在各种用途中，维生素作为动物饲料的市场正以每年2-3％速度增长，在药用和食品领域都以4-5％的速度增长。目前国际上正在研究中的除干扰素以外、还有口蹄疫疫苗，狂犬病疫苗等十余种。今后几年内，随着重组DNA的工作逐步深入并应用，定会对人类健康引起实质性的改善。

2.6学习本课程的必要性

发酵制药是从20世纪40年代初发展起来的是一门理论性与实践性较强的学科，经过多年来的进步与发展，其方法与技术已经渗透到现代生物制药的各个分支领域，成为生物制药的一门核心技术。许多科学家预言生物学将成为21世纪最重要的学科，发酵制药工程及相关领域的产业将成为21世纪的主导产业之一。发酵制药包含许多独特的实验方法和技术，不仅内容丰富，涉及面广，实用性也强。因此，《发酵制药学》作为生物制药专业的专业必修课程之一，使学生通过本门课程的学习，能够熟悉发酵制药工程操作原理，掌握发酵制药工程实验方法和技术，并进一步运用这些知识和技能去进行药物研发和生产，从而造福人类和推动社会的进步。

3．教师简介

3.1教师的职称、学历

刘忠渊 教授 博士； 胡楠，讲师，博士
3.2教育背景
	刘忠渊

时        间
	学习或工作单位
	职位

	1992.09-1996.07
	新疆大学
	学士

	2000.09-2004.07
	    新疆大学
	硕士

	2005.09-2008.07
	    新疆大学
	博士

	2008.09-2010.07
	清华大学
	博士后


	胡楠
时        间
	学习或工作单位
	职位

	2010.09-2014.07
	西南大学
	学士

	2014.09-2016.07
	西南大学
	硕士

	2016.09-2020.012
	西南大学
	博士


3.3研究兴趣（方向）

生物制药、蛋白质的结构与功能研究、功能基因的资源挖掘

4．先修课程

微生物学、生物化学、细胞生物学、基因工程等课程是本门课程的基础。要学习并掌握好本门课程，需要提前复习这些相关知识。
5．课程目标

发酵制药学是生物制药专业的一门专业核心课程，是在学习了微生物学、生物化学、化工原理和分析化学等基础知识后开设的一门专业必修课程。由于发酵工程是整个生物技术的核心，是工业微生物实现实验室与工厂化生产的具体操作，是生物技术在生产实践中应用的原理及方法的一部分，是基因工程及酶工程等生物制药技术工业化的过程与方法。因此，通过对发酵制药学的学习，不仅掌握发酵制药工程原理及发酵优化控制过程，而且对系统了解生物技术及其工业化应用都具有深远的意义。

本课程系统的介绍发酵制药工程的基础理论和技术，它以发酵工程为主线，紧密联系生产实践。通过本课程的教学，使学生全面掌握发酵制药的原理与应用，熟悉现代发酵制药的发展方向，为学生今后从事与发酵制药工业相关的生产、研究和开发打下良好的理论与技术基础。

6．课程内容

6.1课程的内容概要

掌握发酵制药反应过程基本原理，熟悉产物分离和纯化的一般过程与常规方法，了解发酵制药工程基本设备，掌握抗生素、氨基酸等几种典型发酵产品的生产过程，使学生初步具备选育新菌种、探求新工艺、新设备和从事微生物发酵制药生产研究的能力。

6.2教学重点、难点

教学重点：制药微生物菌种选育常用方法及过程、发酵过程中优化控制的理论和方法、发酵工艺的控制过程、青霉素及氨基酸的发酵生产等。

教学难点：确定发酵制药工艺的参数，优化发酵生产工艺条件。

6.3学时安排 
	周次及日期
	讲课（教学大纲分章和题目的名称）
	讲课学时

	第1周

(1/10)
	第1章  绪论（概述、主要内容和发展趋势）
	2

	第1周

(1/12)
	第2章  发酵制药微生物菌种（菌种筛选）

	2

	第2周

(1/17)
	第2章  发酵制药微生物菌种（筛选及保藏）
	2

	第2周

(1/19)
	第3章  发酵工艺条件的优化

（发酵培养基设计与优化）
	2

	第3周

(3/7)
	第3章  发酵工艺条件的优化
（种子扩大原理与技术）
	2

	第3周

(3/9)
	第4章 发酵动力学

（分批发酵动力学）
	2

	第4周

(3/14)
	第4章 发酵动力学

（连续发酵动力学）
	2

	第4周

(3/16)
	第5章  发酵制药的灭菌工艺

（培养基灭菌）
	2

	第5周

(3/21)
	第5章  发酵制药的灭菌工艺

（空气除菌）
	2

	第5周

(3/23)
	第6章 发酵制药工艺控制


	2

	第6周

(3/28)
	第6章 发酵制药工艺控制

（发酵过程放大）
	2

	第6周

(3/30)
	第7章 发酵生产的设备及产物分离纯化
（发酵生产的设备）
	2
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7.课程实施

7.1教学单元一  第1章 绪论（2学时）

7.1.1教学日期

第一周 第一讲
7.1.2教学目标

掌握发酵制药工程的基本知识；了解微生物发酵制药的发展简史、发酵制药工程的一般工艺过程和工艺发展趋势。

7.1.3教学内容（含重点、难点）

重点：发酵制药的概念、研究内容和任务

    难点：发酵制药的研究内容；发酵制药的理论基础

主要知识点：发酵制药的概念与基本步骤、发酵工程制药的特点、发酵制药种类、发酵制药中的微生物。
7.1.4教学过程
生物制药产业链
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发酵制药的技术路线简介
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发酵的概念

概念：通过微生物培养而获得产物的过程。

种类：用产品说明，冠以产物名而成，如青霉素发酵，维生素发酵；发酵工程按需氧分为好氧发酵和厌氧发酵。 

初级代谢产物：在初级代谢过程中形成的产物，包括各种小分子前体、单体和多糖、蛋白质、脂肪、核酸等。生长所必须的。几乎所有生物初级代谢基本相同。氨基酸，核苷酸，有机酸。

次级代谢产物：比较复杂的化合物，不是细胞生长必需的，对生命活动有意义。抗生素，毒素，色素。

发酵工程发展可以根据发酵工业的技术进步划分为六阶段
Δ发酵本质的认识
Δ纯培养技术的建立
Δ通气搅拌纯培养发酵技术的建立
Δ诱变技术与代谢调控发酵技术的建立
Δ石油作为原料的发酵技术体系的建立
Δ基因工程菌的应用
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发酵制药概念
利用制药微生物的生长繁殖，通过发酵，代谢合成药物，然后从中分离提取、精制纯化，获得药品的过程。

抗生素的发现 
1928年，英国细菌学家Fleming B发现抗菌物质青霉素。在20世纪40年代，一共发现了14种抗生素，50年代发现了20余种，60年代开始了化学结构改造的合成和半合成抗生素阶段。目前发现并分离到约9000种抗生素，半合成抗生素约1000种，共万种以上。但实际生产和应用的只有100余种。

微生物发酵制药的发展简史

微生物发酵制药的历史悠久。免疫学方面，我国宋朝真宗年间（公元998-1022年）就开始利用接种人痘的免疫技术预防天花病。1796年英国医生E.Jenner利用接种牛痘苗预防天花并获得成功。

到19世纪末，陆续发明了预防或治疗各种细菌性传染病的疫苗和类毒素。此后，利用微生物生产疫苗的研究获得了蓬勃的发展。 
第二次世界大战初期，随着人们对抗生素，尤其是对青霉素重要事件的认识，才大大推动了微生物发酵制药的发展。1929年Fleming在研究金黄色葡萄糖球菌时偶然发现了青霉素，但是当时人们认为动物实验的结果不能指导人的医学实践。10年后，通过动物实验，把青霉素从细菌学家好奇的物质转变为医学上具有活力的物质。1941年Florry利用发酵技术制备大规模青霉素获得成功。
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   随着细胞融合技术和基因工程的问世，为微生物制药来源菌的获得提供了一种有效的手段。工程菌和融合子经发酵后生产原料微生物所不能产生的药物或提高生产效率。同时近年来发酵工艺及其控制研究也得到了发展，利用计算机在线控制以及固定化细胞技术为微生物发酵制药工艺带来了新的发展空间。 
发酵制药种类
1 微生物菌体发酵
微生物菌体发酵是以获得微生物菌体为目的，如：面包的酵母发酵、单细胞蛋白发酵（利用各种碳源）、真菌类（各种蘑菇、冬虫夏草）、生物防治剂（苏云金杆菌，伴孢晶体可以毒杀鳞翅目、双翅目害虫）。

2 微生物酶发酵
微生物酶发酵是以获得酶为目的的发酵，如青霉素酰化酶，用于半合成青霉素时，制备中间体6－氨基青霉烷酸。

3 微生物代谢产物发酵
初级代谢产物：氨基酸，核苷酸，维生素，有机酸。

次级代谢产物：最主要的是抗生素。

4 微生物转化发酵
利用微生物的一种或多种酶把一种化合物转变为结构相关的更有价值的产物的生化反应为转化发酵。 

发酵制药的基本过程
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发酵工程制药的特点
· 微生物菌种选育获得高产
· 发酵的理论产量存在约10%的变量
· 发酵过程常温常压，操作条件温和
· 纯种培养、无菌条件
· 生产过程是以生物体的自动调节方式进行的
· 分子水平生产，定向发酵、突变、杂交等手段
· 投资少、见效快
发展趋势
· 利用DNA重组技术和细胞工程技术的发展、新的工程菌和新型微生物的开发
· 新型的生理活性多肽和蛋白质类药物：干扰素、白介素促红细胞生成素等；
· 新型菌体制剂和疫苗。
制药微生物的种类
细菌、放线菌和丝状真菌
细菌主要生产环状或链状多肽类抗生素，如芽孢杆菌(Bacillus)产生杆菌肽（bacitracin）。细菌还可以产生氨基酸和维生素，如黄色短杆菌（Brevibacterium flarum）产生谷氨酸，大小菌生产维生素C。

放线菌主要产生各类抗生素，以链霉菌属最多，诺卡菌属较少，还有小单孢菌属。生产的抗生素主要有氨基糖苷类（链霉素、新霉素、卡那霉素等）、四环类（四环素、金霉素、土霉素等）、放线菌素类（放线菌素D）大环内酯类（红霉素、螺旋霉素、柱晶白霉素）和多烯大环内酯类（制霉菌素、抗滴虫霉素等）。

真菌的曲菌属产生桔霉素，青霉素菌属产生青霉素和灰黄霉素等，头孢菌属产生头孢霉素等。

我国微生物发酵制药工业起步较晚。 
    1949年  上海建立了青霉素实验所；

    1953年  5月1日上海第三制药厂正式投产青霉素；

    1957年  我国开始氨基酸发酵的研究，

    1958年  建成华北制药厂，投产了青霉素、链霉素、土霉素和红霉素等品种；

    1964年谷氨酸发酵成功；

    50年代  开始核酸发酵生产；

    70年代  成功研究出“二步发酵法”生产维生素C技术。

    目前  基因工程药物已经成为研究热点。

7.1.5教学方法

一单元的教学方法主要采用课堂讲授的形式展开，为了提高同学们对发酵制药学课程的兴趣。主要从与同学们生活息息相关的方面入手；讲解生物制药领域的重大事件；并进一步讲解当今发酵制药在各个领域的研究热点和难点，以充分调动同学们的学习热情。

7.1.6作业安排及课后反思

（1） 思考身边与发酵制药相关的事情，如抗生素、胰岛素等；

（2） 了解发酵制药的应用情况。

7.1.7课前准备情况及其他相关特殊要求

教师认真备课；学生上课前对参考教材进行预习。对生物化学、基因工程和微生物学的基础有一定要求。

7.1.8参考资料（具体到哪一章节或页码）
《发酵过程原理与技术》，余龙江主编，绪论（p1-p10）
7.2教学单元二  第2章 发酵制药微生物菌种 （2学时）

7.2.1教学日期

第一周 第二讲
7.2.2教学目标

掌握微生物分离筛选的基本概念、原理与技术应用；掌握菌种选育的基本原理、技术方法及其应用；掌握菌种保藏的基本原理、技术方法及其应用。
7.2.3教学内容（含重点、难点）

重点：菌种高效筛选方法
难点：优良菌种选育的原理、技术方法及其应用
7.2.4教学过程

工业化菌种的要求
· 1.遗传稳定性：能长期繁殖，不易变异和退化。纯种，无杂菌及噬菌体。
· 2.易生长性：生长旺盛、迅速；
· 4.容易培养性：条件易控，利用价廉易得的原料。
· 3.抗污染性：自身保护机制，抵抗杂菌污染能力强。
· 4.经济性：发酵周期短，产量高，良好经济能力。
· 5.突变敏感性：对各种诱变较敏感，提高的潜力大。
· 6.生产特性要符合工艺要求，对放大设备的适应性强。
· 7.菌种不是病原菌，不产生任何有害的生物活性物质和毒素。
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采样的注意事项
1. 采样时应尽可能保持相对无菌；
2. 所采集的样本必须具有某种代表性；
3. 采好的样必须标上样本的种类及采集日期、地点以及采集地点的地理、生态参数等；
4. 应充分考虑采样的季节性和时间因素；
5. 采好的样应及时处理，暂不能处理的应贮存于4℃，贮存时间不宜过。 因为试样中的微生物群体脱离了原来的生态环境，其内部生态环境会发生变化。
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2.4 菌种的选育
通过各种手段突破固有的反馈调节机制或引入新的代谢途径来获得高产菌株，促使目标产物的过量积累。
菌种选育改良的目标
提高目标产物的产量
缩短发酵周期
适应较广的原料
提高目标产物的含量或浓度
改良菌种性状，改善发酵过程
改变生物合成途径，以获得高产的新产品
常见的菌种改良方法
自然选育 
诱变育种 
细胞工程育种 
基因工程育种
7.2.5教学方法

本单元的教学方法主要采用课堂讲授的形式，形象举例，介绍菌种筛选的方法。
7.2.6作业安排及课后反思

    思考发酵制药菌种筛选思路。
7.2.7课前准备情况及其他相关特殊要求

教师认真备课；学生上课前对参考教材进行预习。

7.2.8参考资料（具体到哪一章节或页码）

《发酵过程原理与技术》，余龙江主编，发酵工业菌种（p12-p18）
7.3教学单元三  第2章  发酵制药微生物菌种（菌种筛选及保藏）（2学时）
7.3.1教学日期

第二周 第三讲
7.3.2教学目标

常用工业菌种育种的方法；诱变、基因转移、基因重组的原理及操作方法；不同微生物菌种保藏原理、方法及各自的应用优缺点。本章重点掌握菌种的保藏方式。

7.3.3教学内容（含重点、难点）

重点：菌种的保藏方式。

难点：常用工业菌种育种的方法。
主要知识点：诱变、基因转移、基因重组的原理及操作方法、菌种保藏原理、方法及各自的应用优缺点。
7.3.4教学过程

自然选育
· 不经过人工诱变处理，根据菌种的自然突变而进行的菌种筛选过程。
诱变育种

人为创造条件（诱变剂处理），使菌种发生变异，筛选优良个体，淘汰劣质个体。
· 物理诱变   化学诱变    生物诱变
特点：速度快、收效大、方法简便，但缺乏定向性
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原生质体融合育种

· 通过生物学、化学或物理学的方法，使两个不同种类的体细胞融合在一起，从而产生具有两个亲本遗传性状的新细胞.

· 用去壁酶处理将微生物细胞壁除去，制成原生质体，在高渗条件下，用聚乙二醇（PEG）促进原生质体发生融合，再生细胞壁，从而获得异核体或重组子，这一技术叫原生质体融合。 

基因工程育种 
第一代基因工程育种
蛋白质工程育种
代谢工程育种
基因组工程育种
全局转录机器工程育种
合成生物学育种
菌种保藏
· 原因：菌种经过多次传代，会发生遗传变异，导致退化，从而丧失生产能力甚至菌株死亡。
· 目的：保持菌种原有优良特性，延长生命时限，长期存活、不退化，不污染，随时为生产供菌。
· 原理：使菌种代谢处于不活跃状态，即生长繁殖受抑制的休眠状态。
· 措施：物理和化学方法（温度：低温；水分：干燥；氧气：缺氧；营养；缺乏）
理想的菌种保藏方法应具备的条件
(1)经长期保藏后菌种存活健在；

(2)保证高产突变株不改变表型和基因型，特别是不改变初级代谢产物和次级代谢产物生产的高产能力。

(3)菌种保藏的基本措施是低温、干燥、真空。
冷冻保藏

· 冷冻保藏为保藏微生物菌种的最简单而有效的方法。

· 通过冷冻，使微生物代谢活动停止。一般而言，冷冻温度愈低，效果愈好。为了获得满意的冷冻结果，通常应在培养物中加入一定的冷冻保护剂。冷冻保藏时温度要求在-20℃以下，同时应认真掌握好冷冻速度和解冻速变。

· 冷冻深藏的缺点之一是培养物运输较困难。

普通冷冻保藏技术(-20℃)
· 将液体培养物或从琼脂斜面培养物收获的细胞分接到试管或指管肉，然后贮藏于一冰箱的冷藏室中，或于温度范围在-5～-20℃的普通冰箱(-20℃)中。或者，将菌种培养在小的试管或培养瓶斜面上，待生长适度后，将试管或瓶口用橡胶塞严格封好，同上置于冰箱中保存。

· 用此方法可以维持若干微生物的活力1—2年。

超低温冷冻保藏技术(-60一-80℃)

· 要求长期保藏的微生物菌种，一般都要求在-60℃以下进行保藏。

· 在超低温冷藏柜中保藏菌种的一般方法是：

·     1．离心收获对数生长中期至后期的微生物细胞；

·     2．用新鲜培养基重新悬浮所收获的细胞；

·     3．加入等体积的20％甘油或10％二甲亚砜；

·     4．混匀后分装入冷冻指管或安瓿中，于-70℃超低温冰箱中保藏。

液氮冷冻保藏技术
冷冻保护剂

在液氮冷冻保藏中，最常用的冷冻保护剂是二甲亚砜和甘油，最终使用浓度一般为甘油10％、二甲亚砜5％。所使用的甘油—般用高压蒸汽灭菌，而二甲亚砜最好为过滤灭菌。

冻干保藏
· 冷冻干燥的基本方法：是通过在减压条件下使冻结的细胞悬液中的水分升华，使培养物干燥。此法是微生物菌种长期保藏的最为有效的方法之一。

· 冷冻干燥过程中必须使用冷冻保护剂，目前国内常用脱脂乳和蔗糖，国外尚有运用动物血清等的。

· 大部分微生物菌种可以在冻干状态下保藏10年之久而不丧失活力。而且经冻干后的菌株无需进行冷冻保藏，便于运输。

菌种保藏三要素
· 典型菌种的优良纯种的休眠体；

· 创造有利于种子休眠的环境（低温、干燥、缺氧、避光、缺少营养）；

· 尽可能采用多种不同的手段保藏同一菌株。
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保藏机构－中国
· 中国典型培养物保藏中心:China Center for Type Culture Collection (CCTCC)。
· 中国科学院典型培养物保藏委员会,下设9个库
· 中国普通微生物菌种保藏管理中心：China General Microbiological Culture Collection Center (CGMCC)，微生物所（真菌和细菌）；武汉所（病毒）
· 抗生素菌种保藏管理中心（CACC）：中国医学科学院抗生素所，四川抗生素所，华北制药集团抗生素所
保藏机构－国外

· WFCC：World federation for culture collections, http://www.wdcm.riken.go.jp/wfcc.thml
·  美国的典型菌种保藏中心ATCC: American Type Culture Collection, http://www.atcc.org/
· 日本发酵研究所IFO: Institute for Fermentation, Osaka, Japan
· 英国国家典型菌种保藏所NCTC: National Collection of Type Culture, London, UK 
7.3.5教学方法

本单元的教学方法主要采用课堂讲授和举例分析的形式进行。
7.3.6作业安排及课后反思

    菌种保存的方法。
7.3.7课前准备情况及其他相关特殊要求

 教师认真备课；学生上课前对参考教材进行预习。

7.3.8参考资料（具体到哪一章节或页码）

《发酵过程原理与技术》，余龙江主编，发酵工业菌种（p18-p30）
7.4教学单元四    第3章   发酵工艺条件的优化（2学时）               
7.4.1教学日期

第二周 第四讲
7.4.2教学目标

掌握常用培养基的基本要求，培养基的组成成分及其来源、培养基的种类。本章重点学习发酵培养基的选择。

7.4.3教学内容（含重点、难点）

重点：培养基的选择和确定。

难点：发酵培养基的选择。
主要知识点：碳源、氮源、无机盐、水、生长因子、前体与促进剂和消泡剂、培养基的种类、固体培养基、种子培养基、发酵培养基。
7.4.4教学过程

培养基的选择和确定
· 培养基概念（medium）

供微生物生长繁殖和合成各种代谢产物所需要的按一定比例配制的多种营养物质的混合物。培养基的组成和比例是否恰当，直接影响微生物的生长、生产和工艺选择、产品质量和产量
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种子培养基
· 概念：（Seed medium）供孢子发芽和菌体生长繁殖，摇瓶和种子罐培养基，为液体。
· 作用：使种子扩大培养，增加细胞数目，生长形成强壮、健康和高活性的种子。
种子培养基特点
· （1）必须有较完全和丰富的营养物质，特别需要充足的氮源和生长因子。
· （2）种子培养基中各种营养物质的浓度不必太高。供孢子发芽生长用的种子培养基，可添加一些易被吸收利用的碳源和氮源。
· （3）种子培养基成分还应考虑与发酵培养基的主要成分相近。
发酵培养基
是发酵生产中最主要的培养基，它不仅耗用大量的原材料，而且也是决定发酵生产成功与否的重要因素。
判断是否满足发酵培养基的要求
1.原料要合适
原料本身不能抑制菌体生长或产物合成
原料应来源广泛、价格低廉
原料应便于采购、运输和大规模储藏
保证每批次原料质量的稳定性
2. 应有利于产物合成能力的提高
用于维持能耗的营养物质越多，底物利用率越低
用于产物合成的营养物质越多，底物转化率越高，产物合成能力越高
在保证菌体产物合成的同时，保证菌体生物量的积累
有利于提高产物的合成速率，缩短发酵周期，提高发酵效率
3. 应有利于发酵过程的进行
好氧发酵设计的培养基要有利于提高发酵液中氧的溶解度
有利于产品的分离纯化，减少副产物的生成
尽可能规避“三废”物质的产生
培养基的成分
· 碳源

· 氮源

· 无机盐

· 水

· 生长因子

前体与促进剂和消泡剂
碳源(carbon sources)

· 概念：

构成微生物细胞和代谢产物中碳素的营养物质。

· 作用：为正常生理活动和过程提供能量来源，为细胞物质和代谢产物的合成提供碳骨架。

· 种类：

糖类：葡萄糖、淀粉、糊精和糖蜜

脂肪：豆油、棉籽油和猪油

醇类：甘油、乙醇、甘露醇、山梨醇、肌醇

蛋白类：蛋白胨、酵母膏

速效碳源：糖类、有机酸

迟效碳源：酪蛋白水解产生的脂肪酸
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氮源（nitrogen sources）

· 概念：

· 构成微生物细胞和代谢产物中氮素的营养物质。

· 作用：

· 为生长和代谢主要提供氮素来源。

· 种类：无机氮源、有机氮源
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无机盐和微量元素
概念：组成生理活性物质或具有生理调节作用矿物质

· 作用方式：

· 低浓度起促进作用，高浓度起抑制作用。

· 种类：盐离子

· 磷、硫、钾、钠、镁、钙，常常添加

铁、锌、铜、钼、钴、锰、氯，一般不加。
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水

· 菌体细胞的主要成分。

· 营养传递的介质。

· 良好导体，调节细胞生长环境温度。

· 培养基的主要成分之一。

生长因子（growth factor）
· 概念：

     广义说，凡是微生物生长不可缺少的微量有机物质都称为生长因子(又称生长素)，包括氨基酸、嘌呤、嘧啶、维生素等；狭义说，生长素仅指维生素。

    与微生物有关维生素主要是B族维生素，这些维生素是各种酶的活性基的组成部分，没有它们，酶就不能活动。

· 天然成分中含有：一般无需添加。

· 营养缺陷型菌株：必需添加。

   凡是缺少合成生长素类物质的微生物(即缺少了合成生长素过程中的某种酶)，统称为营养缺陷型。 
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产物促进剂
   所谓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，但加入后却能提高产量的添加剂。 
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促进剂提高产量的机制还不完全清楚，原因是多方面的
·  有些促进剂本身是酶的诱导物；
·  有些促进剂是表面活性剂，可改善细胞的透性，改善
    细胞与氧的接触从而促进酶的分泌与生产，
·  也有人认为表面活性剂对酶的表面失活有保护作用；
·  有些促进剂的作用是沉淀或螯合有害的重金属离子。
消泡剂（defoaming agent）
· 概念：

· 降低泡沫的液膜强度和表面黏度，使泡沫破裂的化合物。

· 种类：表面活性剂，低表面张力。

· 天然动植物油脂类、高分子化合物（高碳醇脂肪酸和酯类、聚醚类、硅酮类）。

· 作用：消除泡沫，防止逃液和染菌。

7.4.5教学方法

本单元的教学方法主要采用课堂讲授、结合实验室常用培养基介绍分析。
7.4.6作业安排及课后反思

思考如何选择发酵培养基。
7.4.7课前准备情况及其他相关特殊要求

教师认真备课；学生上课前对参考教材进行预习。

7.4.8参考资料（具体到哪一章节或页码）

《发酵过程原理与技术》，余龙江主编，发酵培养基设计与优化（p33-p38）
7.5教学单元五   第3章   发酵工艺条件的优化（种子扩大培养）（2学时）

7.5.1教学日期

第三周 第五讲
7.5.2教学目标

通过对本单元的学习，掌握生产用培养基设计一般原则，学习培养条件的确定，掌握发酵培养技术，掌握种子扩大培养的原理及方法。

7.5.3教学内容（含重点、难点）

重点：培养条件的确定。
难点：影响种子质量的因素及其控制措施，微生物种子扩大培养的特点。
主要知识点： 培养基设计一般原则、培养基设计基本思路、培养条件的确定、温度、pH值、氧气、发酵培养技术、种子制备，发酵培养基的选择、发酵培养基的设计和注意事项、发酵类型的定义、培养技术、发酵培养的操作方式。
7.5.4教学过程

生产用培养基的配制
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培养基设计原则
1.选择合适的底物
  （1）考虑菌种的同化能力
  （2）考虑菌种的底物转化率：菌种将底物转化为自身生长繁殖所需的能力
  （3）判断微生物利用底物能力的高低：亲和常数Ks

  （4）代谢中的固有反馈作用：速效碳氮源和迟效碳氮源的配合使用，在积累生
物量的同时消除反馈作用。
2.确定培养基的碳氮比
氮源丰富，有利于菌体的生长；碳源丰富，有利于产物的合成；碳源不足，会引起菌体的衰老和自溶
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培养基的优化方法（多因素）
正交实验
响应面分析法
均匀设计法
遗传算法
神经算法
发酵培养技术
· 选择合适的培养基；提供适宜的环境条件

· 微生物发酵工艺过程的三个工段：

种子制备    接种    发酵培养
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获得高质量种子的关键因素：接种龄，接种量
接种龄：在种子罐中培养的菌种自接入该种子罐培养到转入下一级种子罐或发酵罐时所经历的时间。
种龄：微生物接种培养后所经历的培养时间
接种量：移入到发酵罐中的种子液体积与接种后培养液总体积的比例
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大量地接入培养成熟的菌种的优点：
· 1.可以缩短生长过程的延缓期，因而缩短了发酵周期，提高了设备利用率，
· 2.节约了发酵培养的动力消耗，
· 3.并有利于减少染菌机会，
· 一般都将菌种扩大培养，进行两级发酵或三级发酵。
· 接种量和培养物的生长过程的延缓期长短呈反比。
· 接种量过多也无必要。因培养种子费时，而且过多地移人代谢废物，反而会影响正常发酵。 
孢子制备
· 种子活化：将保存菌种接种在固体培养基上，在适宜条件下培养，恢复其固有生物特性。

· 放线菌孢子：采用琼脂斜面培养基。

· 霉菌孢子：大米、小米、玉米、麸皮、麦粒等天然农产品为培养基。

· 细菌：采用碳源有限而氮源丰富的配方。

生产种子制备

· 摇瓶种子制备：母瓶、子瓶。

·  种子罐种子制备：一级、二级、三级种子。

· 种子罐级数：制备种子需逐级扩大培养的次数

· 确定种子级数的因素:

· 菌种生长特性及菌体繁殖速度：生长快，少

· 发酵罐的容积：越大，多

· 产物的品种及生产规模：越大，多

· 所选用工艺条件：有利于生长的工艺，少
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发酵类型的定义:

· 一级发酵：将孢子或菌丝接入直接发酵罐

· 二级发酵：经过一级种子罐，再到发酵罐；谷氨酸生产

· 三级发酵：二级种子扩大培养，经过二次种子罐，再接入发酵罐。青霉素生产

· 四级发酵：三级种子扩大培养，经过三级种子罐，再到发酵罐。链霉素生产菌

接种方式

· 单种法：一个种子罐的种子接种一只发酵罐。

· 双种法：两个种子罐的种子接种一只发酵罐。

· 倒种法：从发酵罐中取出一定量发酵液，接种到另一个发酵罐。
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2 培养技术

A  固体表面培养技术：Solid surface culture

原始，最早采用。

B  液体深层培养：Liquid submerged culture

主要的发酵培养技术

C   高密度培养（high cell density culture）

概念：菌体浓度（干重）至少达到50g/L以上的一种理想培养，发酵工艺目标和方向。

优点: 

· 缩小发酵体积

· 增加表达量

· 成本低，生产率高。

3 发酵培养的操作方式
A  分批式操作；间歇式操作；不连续操作

B  流加式操作，补料－分批式操作

C  半连续式操作，反复分批式或换液培养

D  连续式操作，衡态操作

E  灌流式操作

A  分批式操作
· 概念：培养液一次性装入发酵罐，一次性接种，经过一段时间培养，一次性卸出全部培养物。

· 特点：非衡态过程－发酵体系的组成（基质、产物及细胞浓度）都随发酵时间而变化。

· 缺点：开始时基质浓度很高，到中后期，营养物浓度很低，产物浓度很高，对发酵不利。

· 辅助时间：清洗罐，装料、灭菌，时间长。

B  流加式操作
· 概念：装入大部分培养液，一次性接种，在培养过程中连续不断补充新培养基，但不取出培养液。

· 特点：

· 流加能源和碳源物质及氨水等。

· 克服了批式的缺点，使生长和生产保持适宜水平。

· 缺点：整个发酵体积不断增加。

C  半连续式操作

· 概念：培养液一起装入发酵罐，一次性接种。间歇取出部分发酵培养物（带放），同时补充同等数量的新培养基；然后继续培养，直至发酵结束。

· 特点：

· 发酵罐内的培养液总体积保持不变

· 使生长和生产保持适宜水平。

· 缺点：丧失部分前体，丧失部分菌体，利于非生产菌突变株的生长

D  连续式操作

· 概念：培养液一起装入发酵罐，接种后培养过程中，不断补充新培养基,同时取出包括培养液和菌体在内的发酵液，直至发酵结束。

· 特点：恒定状态的发酵，发酵罐内体积及其物系的组成将不随时间而变。培养基连续稳定流加；产物连续稳定收获；提高菌体密度；自动化。

· 缺点：时间长，杂菌污染、突变机会增多。

E 灌流（注）式操作
· 概念：培养液与菌体一起装入发酵罐，菌体培养过程中，不断补充新培养基，取出部分条件培养基，菌体仍然滞留罐内。

· 特点：除去有毒害的代谢物，补充营养物质。

7.5.5教学方法

本单元的教学方法主要采用课堂讲授、举例和讨论的形式进行。
7.5.6作业安排及课后反思

    查阅资料，了解培养条件的确定、发酵培养基的选择。
7.5.7课前准备情况及其他相关特殊要求（教师、学生）

教师认真备课；学生上课前对参考教材进行预习。

7.5.8参考资料（具体到哪一章节或页码）

《发酵过程原理与技术》，余龙江主编，发酵培养基设计与优化（p39-p43）
种子扩大原理与技术（p75-p84）
7.6教学单元六   第4章 发酵动力学 （分批发酵动力学）（2学时）             

7.6.1教学日期

第三周 第六讲
7.6.2教学目标

掌握发酵动力学主要研究内容及相关参数概念，掌握细胞生长、基质消耗、产物形成的质量衡算方法，掌握Monod方程的生物学意义及参数求解，掌握分批发酵的动力学特征。
7.6.3教学内容（含重点、难点）

重点：微生物细胞生长、基质消耗以及产物合成的质量衡算，Monod方程应用及发酵动力学参数求解。 
难点：分批发酵动力学方程的生物学意义及其应用。
7.6.4教学过程
发酵动力学
是研究发酵过程中菌体生长、基质消耗、产物生成的动态平衡及其内在规律，定量描述微生物生长和产物形成过程。包括细胞生长动力学，基质消耗动力学，产物合成动力学。
发酵动力学的内容：
1.发酵动力学参数特征：微生物生长速率、发酵产物合成速率、底物消耗速率及其转化率、效率等；
2.影响发酵动力学参数的各种理化因子；
3.发酵动力学的数学模型。
发酵动力学的意义：
确定最佳发酵工艺条件，建立工艺参数控制方案。模拟使生产控制达到最优化。 
如何研究发酵动力学？
①了解发酵动力学参数
本征动力学参数
反映某种微生物在特定培养条件下所特有的生长、产物合成、基质消耗等代谢过程变化的特征参数，如微生物对底物的亲和常数Ks、最大比生长速率μm等；
表观动力学特征参数
反映的是微生物细胞群体代谢的宏观特征，如微生物比生长速率μ、底物消耗速率-dS／dt等；
②构建发酵动力学的数学模型
   表征微生物生长、底物消耗与产物合成之间定量关系。
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4.2 分批发酵动力学
分批发酵：一次性投料、接种直到发酵结束的过程。
微生物发酵阶段
发酵前期(fermentation prophase)：菌体生长期

发酵中期(fermentation metaphase)：产物合成（分泌）期

发酵后期(fermentation anaphase)：菌体自溶期

[image: image41.png]R B HT R AE

o MR A B AR B — 5 I TR BE AN 6, L3 S ) 3

AR ) o

o AREHRRAE: BRI, BRI AN FE, kb

o AERRHIE: BRABIR A RS, R,

+ WA BT, EAERTEN, REZRIC.

+ pHEEA: JETHE B — e m R R, RGN, 5
WAL SEFEETE — S FIREAE A BRIR, R NI S5
PR, FXW% .





[image: image42.png]P YRR AE

+ DARGARIT =B B AR =i A2 A i i — B 1

< WA E BN A O B

o WP RS O, ANHE N g R H

<« SERYAE BWHEIM, LR, BRERKEE, WMiEE
JlRE S IR

o X IRBA G 75 5 AR RE, DT SN S
o





[image: image43.png]E@F,ﬂﬂﬁ{ﬂi

EIREE, AIRITIA B K —BON ]

é%&#%wﬁﬁk,éﬁﬁ$ﬁﬁo
« FARSAERM, pH LT
o RIBNEE R, M =8 iR

o TR IS T DA R BN A A SR R Ak
ES EE’ fE

| Cautolysis) HIFERZAIMN B RECK, HIFEHA

R R B AR . FEERELT, BRI
TOAREN, ARXTAME SIERE. RN ) 5
17, ERGEBEIRBIR, A AR MLt 2 AV B AR B O A T B
fift, BOFELEELT NN AR LR R AT

puR

m]

s

B TR R A B AR





[image: image44.png]2 A £ K Bl T2
BRI 2 ik S T K R ST 4%

EHH
ERHES
ERHE
EFE
B

XIS

FEFRIN It




(1)延迟期
     延滞期（lag phase）或适应期是指接种后，菌体的生物量没有明显增加的一段时间。延迟期是菌体适应环境的过程。延迟期时间长短不一，与遗传和环境因素有关，由菌体与环境相互作用的程度决定的。因不同接种量、不同菌种和菌龄等而表现不同。工业上希望延迟期越短越好，常采用如种子罐与发酵罐培养基尽量接近，对数期的菌体作为种子、加大接种量等方法进行放大培养和发酵生产。

(2)对数生长期
  对数生长期（log phase）是菌体快速繁殖，生物量的增加呈现对数速度增长的过程。特点是生长速率达到最大值，并保持不变。细胞的化学组成与生理学性质稳定。菌体生长不受限制，细胞分裂繁殖和代谢极其旺盛。可以认为细胞组分恒定，菌体细胞的生长速率与生物量是一级动力学关系。

（3） 减速期
     减速期(decline phase)是指菌体生长速率下降的一段时间。由培养基中基质浓度下降，有害物质积累等不利因素引起。在减速期内，生长速率与菌体浓度仍符合一级动力学关系，但受基质浓度限制。一般生物的减速期较短。

4） 静止期
     静止期(decline phase)是指菌体净生长速率为零的一段时间。分裂与死亡同步进行，生长和死亡速率相等。

（5） 衰亡期
     衰亡期(decline phase)是指菌体死亡速率大于生长速率的一段时间，这时，细胞自溶，死亡加速，细胞浓度迅速下降。菌体死亡速率也符合一级动力学：
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产物合成动力学
根据发酵时间过程分析，微生物生长与产物合成存在以下三种关系：
· 与生长相关→生长偶联型
· 与生长部分相关→生长部分偶联型
· 与生长不相关→无关联
I型：菌体生长与产物生成偶联型(coupling model) 
菌体的生长与产物生成直接关联，生长期与生产期是一致的。细胞生长、基质消耗、能源利用和产物生成动力学曲线几乎平行，变化趋势同步，都有最大值，出现的时间接近。
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· II型：菌体生长与产物生成半偶联型（semi-coupling model）
该模型介于偶联和非偶联模型之间，产物生成与基质消耗、能量利用之间存在间接关系。产物来自能量代谢所用的基质，但是在次级代谢与初级代谢分开的。
在细胞生长期内，基本无产物生成，在生长的中后期生成大量的产物而进入产物形成期。分批发酵出现两个高峰，先是基质消耗和菌体生长的高峰，然后是产物形成的高峰。       
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· III型：菌体生长与产物生成非偶联型（non-coupling model）
菌体生长期与产物生成期为独立的两个阶段，先形成物质消耗和菌体生长高峰，几乎没有或很少有产物生成，然后进入菌体生长静止期，产物大量生成，并出现产物高峰。 

产物可能来自于中间代谢途径，而不是分解代谢过程，物质消耗和菌体生长之后，菌体利用中间代谢途径，初级代谢与产物形成是完全分开的。
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分批发酵的优缺点
优点：
· 操作简单、投资少
· 运行周期短
· 染菌机会减少
· 生产过程、产品质量较易控制
缺点：
· 不利于测定过程动力学，存在底物限制或抑制问题，会出现底物分解阻遏效应及二次生长现象。
· 对底物类型及初始高浓度敏感的次级代谢物如一些抗生素等就不适合用分批发酵（生长与合成条件差别大）
· 养分会耗竭快，无法维持微生物继续生长和生产
· 非生产时间长，生产率较低 
7.6.5教学方法

本单元的教学方法采用课堂讲授发酵动力学基本参数及求解。
7.6.6作业安排及课后反思

查阅资料，了解微生物的发酵动力学及其应用。

7.6.7课前准备情况及其他相关特殊要求（教师、学生）

教师认真备课；学生上课前对参考教材进行预习。

7.6.8参考资料（具体到哪一章节或页码）

《发酵过程原理与技术》，余龙江主编，发酵动力学（p86-p96）
7.7教学单元七   第4章 发酵动力学 （连续发酵动力学等）（2学时）
7.7.1教学日期

第四周 第七讲
7.7.2教学目标

掌握连续发酵动力学及补料分批发酵的动力学特征。
7.7.3教学内容（含重点、难点）

重点： 连续发酵动力学及补料分批发酵的动力学特征。
难点： 连续发酵动力学方程的生物学意义及其应用。
7.7.4教学过程
连续发酵
    概念：在发酵过程中，连续向发酵罐流加培养基，同时以相同流量从发酵罐中取出培养液。
连续发酵特点：
添加培养基的同时，放出等体积发酵液，形成连续生产过程，获得相对稳定的连续发酵状态。
连续发酵类型：单级 和 多级连续发酵
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多级恒化器连续发酵
假设两级发酵罐内培养体积相同，即V1=V2；且第二级不加入新鲜培养基，则对于第一级动力学模型（方程）与单级相同。
稳态时
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连续发酵动力学的优缺点
· 添加新鲜培养基，克服养分不足所导致的发酵过程过早结束，延长对数生长期，增加生物量等；
· 在长时间发酵中，菌种易于发生变异，并容易染上杂菌；
· 如果操作不当，新加入的培养基与原有培养基不易完全混合。
7.7.5教学方法

教学方法主要采用课堂讲授、案例分析和课堂讨论的形式进行。
7.7.6作业安排及课后反思

    查阅资料，了解连续发酵动力学。
7.7.7课前准备情况及其他相关特殊要求

教师认真备课；学生上课前对参考教材进行预习。

7.7.8参考资料（具体到哪一章节或页码）

《发酵过程原理与技术》，余龙江主编，发酵动力学（p96-p108）
7.8教学单元八   第5章  发酵制药的灭菌工艺（培养基灭菌）（2学时）

7.8.1教学日期

第四周 第八讲
7.8.2教学目标

掌握灭菌方法与原理、培养基灭菌工艺。
7.8.3教学内容（含重点、难点） 
重点：掌握灭菌方法与原理及培养基灭菌的注意事项。
难点：理解培养基灭菌的操作方式。
主要知识点：灭菌方法与原理、化学灭菌、物理灭菌、干热灭菌、蒸汽灭菌、培养基灭菌、培养基灭菌的操作方式。

7.8.4教学过程
· 灭菌：指用化学或物理的方法杀灭或去除物料及设备、空间中所有生物的技术或工艺过程。
· 发酵和细胞车间：无菌培养，培养基和空气无菌
· 制剂车间：无菌洁净空间，设备无菌，原料无菌；
· 制药用水：无菌纯净水
· 相关工艺：需要验证
概念：
· 杂菌：除生产菌以外的任何微生物。
· 污染：感染杂菌的培养或发酵体系。
· 消毒：杀灭或清除病原微生物，达到无害化程度，杀灭率99.9%以上。
· 杀菌：杀灭或清除一切微生物，达到无活微生物存在的过程，杀灭率99.9999%以上。
· 灭菌：微生物杀灭率99.999999%以上。
灭菌方法与原理
化学灭菌
· 用化学物质杀灭微生物的灭菌操作。
· 化学灭菌剂：氧化剂类等，卤化物类，有机化合物等。
· 机理：蛋白质变性，酶失活，破坏细胞膜透性，细胞死亡。
· 应用：皮肤表面、器具、实验室和工厂的无菌区域的台面、地面、墙壁及空间的灭菌。
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物理灭菌
各种物理条件如高温、辐射、超声波及过滤等进行灭菌
紫外线等射线：局部空间
干热灭菌：实验室器皿
蒸汽灭菌：培养基
效果好，操作方便，广泛使用

干热灭菌
· 在高温120℃以上，蛋白质、酶、核酸、生物膜等生物大分子变性、凝聚破坏，甚至是降解，生物细胞破裂，内容物释放，生物体死亡。对于干热灭菌，足够长的时间和足够高的温度，都可以杀灭生物体。干热灭菌效果没有湿热灭菌好，是实验室常用的器皿的方法。工业采用160℃、2h，或170℃、1h干热空气，用于需保持干燥的器械、容器的灭菌。温度越高，时间相应缩短。
蒸汽灭菌
· 湿热灭菌效果优于干热灭菌;
· 原因在于湿热状态下，穿透力强，蒸汽冷凝时释放出大量能量，使蛋白质、核酸等内部的化学键破坏、降解，导致生物体死亡。
· 一般在115℃～140℃，保持一段时间，可以杀死各种生物体。
· 湿热灭菌常用于培养基和设备容器的灭菌。
· 常用条件为115℃～121℃，压力1×105Pa，维持15～30分钟。
芽孢是一种休眠体，外面有厚膜包裹，耐热性很强，不易杀灭。因此在设计灭菌操作时，经常以杀死芽孢的温度和时间为指标。为了确保彻底灭菌，实际操作中往往增加50％的保险系数。
2 培养基灭菌
影响培养基灭菌的因素
· 微生物种类：不同的微生物k值（比死亡速率）不同。
· 初始菌浓度：灭菌时间与初始菌浓度的对数成正比。
· 灭菌时间和温度：温度越高，时间越短
· 培养基成份：油脂、蛋白质增加微生物的耐热性；固体颗粒影响热穿透。 
· 传热与混合状况：泡沫影响受热均匀度。 
· 蒸汽中空气：降低蒸汽分压和灭菌温度。 
· pH：酸性pH下可加快微生物热死速率。 
灭菌高温对培养基质量的影响
· 破坏营养：成分降解，褐变，有毒害物质
· 形成沉淀物：多肽类沉淀，磷酸盐和碳酸盐
· 改变pH：一般降低，酸化
减少高温有害的措施
· 采用连续灭菌方法
· 分别灭菌：含Ca或Fe的培养基与磷酸盐先作分别灭菌，然后再混合，不易形成磷酸盐沉淀
· 高温破坏的糖培养基：低压灭菌。
· 高温破坏维生素等：过滤灭菌
培养基灭菌的操作方式
分批灭菌的操作过程
· 通入蒸汽：空气管、夹套通入蒸汽。
· 加热升温：70℃，取样管、放料管通入蒸汽。
· 维持保温：120℃，罐压0.1MPa，排气。调节进汽和排气量，维持30min。
· 冷却降温：依次关闭排气、进汽阀。罐压低于空气压力后，通入无菌空气，夹套通入冷却水降温。
连续灭菌操作
· 高温短时灭菌操作，连续。
· 培养基在发酵罐外经过一套灭菌设备连续的加热灭菌，冷却后送入已灭菌的发酵罐内的工艺过程。
· 加热升温、维持灭菌温度和冷却降温三个阶段由不同的设备执行：加热器，保温设备，冷却器。
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连续灭菌－操作过程
· 配料：配料罐，配制培养基。􀂙
· 预热罐：定容和预加热。70－90℃。􀂙
· 加热器：培养基与蒸汽混合，快速升到130－140℃。􀂙
· 维持罐：维持灭菌时间,5－7分钟。􀂙
· 冷却管：培养基经过冷却水管冷却。40－50℃。
· 输入灭菌的发酵罐中。
连续灭菌的特点
1）高温快速灭菌工艺，营养成分破坏的少
2）热能利用合理，易于自动化控制；
3）不适合粘度大或固形物含量高的培养基灭菌；
4）增加了连续灭菌设备及操作环节，增加染菌几率。
5）对压力要求高，一般为0.45-0.8 MPa
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7.8.5教学方法

教学方法采用课堂讲授、案例分析的形式进行
7.8.6作业安排及课后反思

查阅培养基灭菌相关文献，了解灭菌的方法。
7.8.7课前准备情况及其他相关特殊要求

教师认真备课；学生上课前对参考教材进行预习。

7.8.8参考资料（具体到哪一章节或页码）

《微生物发酵工艺学原理》第1版，韩德权、王梓主编，发酵工程中的灭菌操作（p101-p112）
7.9教学单元九    第5章  发酵制药的灭菌工艺（空气除菌）（2学时）              

7.9.1教学日期

第六周 第九讲
7.9.2教学目标

掌握无菌空气的要求、学习空气除菌的方法、理解空气除菌原理、掌握空气除菌操作工艺。

7.9.3教学内容（含重点、难点）

重点：了解菌空气的要求、掌握空气除菌原理。

难点：空气除菌操作工艺。

主要知识点：无菌空气的要求、空气除菌方法、空气除菌原理、空气除菌操作工艺。
7.9.4教学过程

第二节 空气除菌
一、无菌空气的要求 
1.空气中的微生物
细菌和细菌芽孢较多，也有酵母，霉菌孢子和病毒。
微生物大小不一，一般附着在空气中的灰尘上或雾滴上，空气中微生物的含量一般为103~104个／米3。
灰尘粒子的平均大小约0.6μm左右，所以空气除菌主要是去除空气中的微粒(0.6-1μm ）
· 2.无菌空气的标准 
百分数：99.99％
美国联邦宇航局等级标准：
100级（直径小于0.5微米粒子数少于3.5个/L）
温度：25 ℃—40℃   湿度：30%—45%
二、空气除菌的方法
1.加热灭菌
· 利用空气被压缩时所产生的热量进行保温杀菌，主要设备为空压机和空气贮罐
2.辐射杀菌
· 利用240-300nm的射线，可结合甲醛熏蒸
3.静电除菌
· 采用静电除去微生物、尘埃、水雾和油雾等
4.过滤除菌
· 利用过滤器中的过滤介质进行除菌
三、过滤介质
· 原理：过滤介质填充到过滤器中，空气流过时借助惯性碰撞、阻截、扩散、静电吸附、沉降等作用将尘埃微生物截留在介质中，达到除菌的目的。
主要设备：填充床过滤器
1.棉花
· 传统的过滤介质，棉花纤维直径为16-21um，装填密度达150-200kg/m3
2.玻璃纤维
· 直径为8-19um，填充系数为6-10%
3.活性炭
· 采用直径3mm，长5-10mm圆柱状活性炭，工厂一般夹在两层棉花中间
4.超细玻璃纤维纸
· 用造纸的方法将超细玻璃纤维（直径1-1.5um）做成0.25-1mm厚的纤维纸，纤维纸的密度为380kg/m3。
5.烧结材料
· 包括：烧结金属、烧结陶瓷、烧结塑料等
6.石棉滤板
· 采用20%的石棉和80%的纸浆制成。 
7.膜过滤
· 如Milipore公司的0.22um的膜式过滤器，采用聚四氟乙烯、偏聚二氟乙烯、聚丙烯、纤维素脂膜等。
空气除菌操作工艺
发酵对空气的要求
· 好氧微生物需要氧气供应，通入空气。
· 连续一定流量的压缩无菌空气。
· 压强：0.2-0.4 MPa。
· 空气质量：相对湿度小于70％；比培养温度高10－30℃；洁净度100级。
空气除菌原理
空气中附着在尘埃上的微生物大小为0.5-5um。
  是依靠气流通过滤层时，基于滤层纤维的层层阻碍，迫使空气在流动过程中出现无数次改变气速大小和方向的绕流运动，从而导致微生物微粒与滤层纤维间产生撞击、拦截、布朗扩散、重力及静电引力等作用，从而把微生物微粒截留、捕集在纤维表面上，实现了过滤。 
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（I）空气预处理
· 目的：提高空气的洁净度
· 措施：
(1)高空取气，提高空气吸入口位置，采风塔高，设计流速8m/s。每升16m，空气杂菌降一个数量级。 
(2)加强过滤，空压机吸入口前安装粗过滤器。流速0.1-0.5 m/s。
（II）除油除水－气液分离设备
· 除去空气中油和水：冷却空气湿度160％，形成油滴和水滴。
· 旋风分离器：空气速度15－25m/s。完全除去20um以上离子，对16um离子的分离效率为60－70％。
· 丝网除沫器：1um以上雾滴除去率98％
（III）无菌空气—空气过滤器
· 实验室：一级过滤器；生产规模设置二、三级过滤器，第一级为总过滤器，二、三级为分过滤器。
· 绝对过滤器：微孔滤膜过滤器。
· 深层过滤器：棉花过滤器、超细玻璃纤维纸、石棉过滤、金属烧结管等。
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7.9.5教学方法

教学方法采用课堂讲授、案例分析的形式进行。
7.9.6作业安排及课后反思

    了解空气灭菌的原理；

7.9.7课前准备情况及其他相关特殊要求

教师认真备课；学生上课前对参考教材进行预习。

7.9.8参考资料（具体到哪一章节或页码）

《微生物发酵工艺学原理》第1版，韩德权、王梓主编，发酵工程中的灭菌操作（p112-p124）
7.10教学单元十       第6章 发酵制药工艺控制（2学时）

7.10.1教学日期

第六周 第十讲
7.10.2教学目标

掌握常用的发酵培养工艺控制基本原理及应用，理解发酵热的基本原理；了解化学参数的检测与控制。

7.10.3教学内容（含重点、难点）

重点：了解发酵培养工艺控制。
难点：化学参数的检测与控制。
主要知识点：发酵培养工艺控制、生物学检测主要的参数与控制、发酵热、温度的选择原则、温度的控制方式、压力的检测与控制、搅拌的检测与控制、化学参数的检测与控制、供氧原理、临界溶氧测定、影响供氧因素
7.10.4教学过程

发酵培养工艺控制
· 微生物发酵生产水平取决于:
· 生产菌种性能与合适的环境条件
· 发酵过程各种参数处于不断变化状态
· 关键在于过程检测与控制
检测仪器与主要参数
· 原位传感器：pH，溶氧，温度，压力
· 在线仪器：尾气分析仪
· 离线仪器：基质、产物浓度
· 生物学参数：菌体浓度，形态，杂菌
· 物理参数：温度，压力，搅拌，粘度
· 化学参数：基质浓度，pH，溶解氧，尾气，补料，消泡
生物学检测主要的参数与控制
· 1.细胞形态
· 镜检：
· 显微镜检测，染色，光学、荧光，电镜
· 应用：
· 是否污染，发酵过程状态，菌种的真实性。
2. 菌体浓度
· 概念：
· 菌浓：单位体积发酵培养液内菌体细胞的含量。
· 应用：
· 决定适宜补料量、供氧量等，以得到最佳生产水平。
临界菌体浓度控制
· 概念：
· 摄氧速率与氧传递速率平衡时的菌体浓度
    菌体浓度超过此浓度，抗生素的生产速率会迅速下降。
· 菌体遗传特性与发酵罐氧传质特性的综合反映。
发酵污染杂菌的检测与控制
· 种子污染
· 培养基灭菌不彻底
· 空气带菌
· 设备及其附件渗漏
物理参数的检测与控制
· 1.温度的检测与控制
· 发酵温度概念:发酵中的所维持温度
· 在生长和生产的最适温度范围内
· 测定：
· 热电阻等热敏原件测定，温度计上读出。
（1）发酵热的构成与计算
· 发酵热（fermentation heat）
· 􀂙产生热与散失热之差
· 􀂙产生热：生物热和搅拌热
· 􀂙散失热：蒸发热、显热和辐射热。
· 􀂙Q发酵＝Q生物＋Q搅伴－Q蒸发－Q显－Q辐射
生物热(biological heat)
· 概念：
· 菌体生长过程中直接释放到体外的热能。
· 􀂙影响因素：
· 􀂾培养基成分：越丰富，生物热越多。
· 􀂾菌体浓度、呼吸强度：越大，生物热越多。
· 􀂾不同生长阶段：生物热也不同。
· 􀂙发酵热平衡的主要依据：对数期的生物热
搅拌热(agitation heat)
· 概念：搅拌器引起的液体做机械运动时因为摩擦所产生的热量。
· 􀂙影响因素：
· 􀂾发酵罐：搅拌设备、搅拌方式
· 􀂾培养基：发酵液黏度。
· 􀂙计算：单位体积发酵液的消耗功率与热功量（3600kJ/kWh）的乘积。
散失热
· 蒸发热：空气进入发酵罐后，引起水分蒸所需的热能。
· 显热：废气排出时带走的热能。
· 辐射热：发酵液中部分热能以辐射热的形通过罐体辐射到大气中。
· 影响因素：
· 温度差异而造成的热能损失。
· 发酵温度、通气温度和流量等
发酵热计算
· 发酵热＝搅拌热＋生物热--冷却热
· （1）根据冷却水流量、温度变化。
· （2）根据罐温与时间的变化
· （3）根据化合物的燃烧热
· 1 M葡萄糖产生281 J 

（2）温度的选择原则
· 选择最适温度并严格控制。
· 不同菌种：不同温度。
· 两段变温发酵培养：生长阶段，选择适宜的菌体生长温度，生产阶段选择最适宜的产物生产温度。
· 后期降温控制：避免产物降解。
（3）温度的控制方式
· 一般不需要加热，往往经常需要降温冷却
· 夹套层、蛇形管，热交换；
· 冷却水降温：滞后，需要一定的经验和技巧
· 冷冻盐水循环式降温：迅速
· 建立冷冻站：提高冷却能力
· 发酵温度与冷却偶联
2.压力的检测与控制
· 概念：罐体内的压力，由压力表读出。
· 罐压的影响：维持正压，防止污染;CO2和O2的溶解度
· 不同生物对压力耐受不同
· 控制：进或出口阀门，进入或排出气体或空气流量
维持工艺所需压力：0.02－0.05 MPa
3.搅拌的检测与控制
· 搅拌的影响：
· 气体的传递速度和发酵液的混合均匀程度
· 搅拌指标：
· 搅拌转速和搅拌功率。
· 搅拌控制策略：
· 发酵中不同阶段对氧需求进行调节。
化学参数的检测与控制
· 基质浓度
· pH
· 溶解氧
· 尾气
1.基质浓度的检测与控制
· 基质浓度：发酵液中糖、氮、磷等发酵液中营养物质的浓度
· 检测：在线或离线。
2. pH检测与控制
· 发酵中pH的变化是酸和碱综合表现。
· 酸的来源：
· 糖类原料中的酸性杂质；
· 糖在高温灭菌中氧化或反应生成酸；
· 糖被代谢生成有机酸，分泌到培养液。
· 碱的来源：
· 水解酪蛋白和酵母粉等作为碳源利用。
3.溶解氧的检测与控制
· 概念：溶于培养液中的氧含量
· 表示：绝对含量，饱和氧浓度的百分数。
· 检测：在线溶氧电极。
· 控制策略：供应量和需要量二个方面考虑使之需氧不超过设备的供氧能力。
供氧oxygen supply原理
· 氧溶解过程：氧从空气气泡扩散到培养液氧溶解速率：dissolved oxygen rate氧传递速率：oxygen transfer rate, OTR 

[image: image95.wmf]
耗氧oxygen consumption
· 菌体吸收溶解氧的过程
· 􀂙摄氧速率(Oxygen uptake rate，OUR) 
· 􀂙耗氧速率
临界氧浓度
· 不影响呼吸或产物合成的最低溶解氧浓度。􀂙
· 供氧必需大于或等于耗氧􀂙
· 溶解氧速率大于或等于菌体摄氧速率，才能使发酵正常进行。
临界溶氧测定
· 测定：尾气O2变化和通气量；溶氧电极
· 细菌和酵母：3－10％
· 放线菌：5－30％
· 霉菌：10－15％。
· 呼吸临界氧浓度和合成临界氧浓度可能不一致。
影响供氧因素－氧推动力
· 增加氧分压：通入纯富氧空气，增加溶氧浓度，不经济。
· 提高罐压：增加CO2浓度，对设备要求高
· 改变通气速率：两倍，有时达5－10倍。
· 降低发酵温度
影响供氧因素－体积传递系数KLa
· 搅拌器设计，类型、叶片、直径、挡板、位置
· 空气分布器的类型与位置
· 增加搅拌强度
· 增加挡板
其他工艺条件
· 改变培养基粘度
· 液化培养基
· 中间补水
· 添加表面活性剂等
· 间接策略:控制菌体浓度
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7.10.5教学方法

教学方法主要采用课堂讲授、举例和课堂讨论的形式进行。
7.10.6作业安排及课后反思

    思考化学参数的检测与控制。
7.10.7课前准备情况及其他相关特殊要求

教师认真备课；学生上课前对参考教材进行预习。
7.10.8参考资料（具体到哪一章节或页码）

《微生物发酵工艺学原理》第1版，韩德权、王梓主编，发酵工程中的灭菌操作（p139-p151）
7.11教学单元十一       第6章 发酵制药工艺控制（2学时）

7.11.1教学日期

第七周 第十一讲
7.11.2教学目标

理解与掌握泡沫的检测与控制、发酵终点的判断
7.11.3教学内容（含重点、难点）

重点：掌握泡沫的检测与控制
难点：发酵终点的判断
主要知识点：废气检测与控制、泡沫的检测与控制、机械消沫、化学消沫、罐压、空气流量、搅拌转速、发酵终点的判断
7.11.4教学过程

4.废气检测与控制
· 废气中的氧含量和细胞的摄氧速率有关
· 二氧化碳为细胞呼吸产生并释放出
· 应用于计算：
· 细胞的摄氧速率、呼吸速率和发酵罐的供氧能力。
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泡沫foam的检测与控制
· 概念：
· 气体分散在少量液体中，气体与液体之间被一层液膜隔开就形成了泡沫。
· 液面上的泡沫，气相所占比例大，与液体有明显界限。
· 流态泡沫，分散于发酵液内部，比较稳定，与液体之间无明显界限。
1、泡沫形成的原因及其影响
· 发泡物质：蛋白质类、糖类，黄豆饼粉，代谢产物。
· 快速搅拌、灭菌体积太大或不彻底。
· 发泡影响：减少装料量，降低氧传递。
· 逃液，增加了污染，甚至无法搅拌。
· 菌体呼吸受阻，代谢异常或自溶
2、泡沫控制
· 培养基调整与工艺控制：
· 少加或缓加起沫基质；
· 改变发酵条件，如pH、升高温度、减少通气、降低搅拌速率;
改变发酵工艺，如分批投料。
机械消沫mechanical defoaming
· 机械强烈震动或压力变化使泡沫破裂。
· 罐内消沫桨转动打破泡沫
· 泡沫引出罐外，通过喷嘴加速力或离心力消除泡沫。
· 消沫转子上添加消沫剂，能增强消沫效果。
· 优点：节省原料，污染机会低，但效果不理想。
化学消沫
· 用消沫剂(defoamingagent)消沫
· 机理：加入消沫剂，降低了泡沫的液膜强度和表面黏度，使泡沫破裂。
· 种类：
· 天然油脂类：动植物油脂
· 高碳醇脂肪酸和酯类：十八醇，聚乙二醇。
· 聚醚类：聚氧乙烯氧丙烯甘油，泡敌
· 硅酮类：不容于水，10％乳液。
消沫剂的使用
· 取决于在发酵液中扩散能力。
· 与惰性载体、乳化剂或分散剂并用
· 消沫剂之间联合使用，也能互补增效。
· 消沫剂的添加会影响发酵过程，微生物的生长和产物的合成，要注意其不良影响。
罐压
· 发酵容器都装有压力测量装置，最通用的是弹簧压力表。因为培养过程和高压蒸汽灭菌时都需要观察压力的变化情况。
·     发酵过程中，空气压力对微生物生长繁殖和产物合成的影响主要表现为压力提高氧的溶解度，改善发酵过程中溶氧的供应。但是罐压增加，也相应地提高CO2分压，而后者的增加对有些微生物的正常生长可能产生不利的影响。    
· 单圈弹簧管压力计是最常用的压力表，一般安装在发酵罐和过滤器的顶部，它所指示的数字是表示高于大气压的压力数。
· 控制压力的方法，一般为调节进口或出口阀门，改变进入或排出的空气(或气体)量，以维持工艺规程所需的压力。
· 在自动控制的发酵罐中，可选用霍尔效应压力计或各种远传式压力计，它们可以将压力转变成各种电信号然后与仪表联接，后者根据压力大小，反馈控制阀门的开关，达到调节的目的。
空气流量
· 发酵生产中，一般以通风比来表示空气流量，通常以一分钟内通过单位体积培养液的空气体积比来表示(V／V·m)。
·      例如，装有2.5m3培养液的发酵罐，若每分钟通入无菌空气1.25m3，则称为通气比为1:0.5，或简称通风量为0.5(V／V·m)。 
通气对氧的溶解速率的影响
· 主要表现为气体的表面线速度(V)与溶氧系数(KLa)成正比，由于通气量增大，有利于提高溶氧速率，但如果加大通气量而不维持原有搅拌功率，则由于增加通气量，使发酵液密度下降，从而导致搅拌功耗下降，而搅拌功耗对提高溶氧的影响将更为显著。因此，如果加大通气量而不维持原有搅拌功率时，对提高溶氧并不十分有效。
测定和调节空气流量的方法
· 测定空气流量最简便的方法是转子流量计。
· 它是—种结构简单、直观、压力损失小、维修方便的仪器；通常直接安装在发酵罐的排气管道上。
· 转子流量计基本上由两个部件组成，一件是从下向上逐渐扩大的锥形管；另—件是置于锥形管中可以上下自由移动的转子，当流量足够大时，气流产生的作用力能将转子托起并使之升高，流量的大小决定了转子平衡时所在位置的高低。因此，可以从已知刻度上测出空气流量。
空气流量调节是通过开启阀门实现的。
6．搅拌转速
· 发酵罐搅拌转速与发酵的溶氧系数关系十分密切。因为溶氧系数KLa正比于单位发酵液的搅拌功率消耗，而功耗与搅拌转速的三次方成正比。所以在一定几何结构条件下(如罐的径高比、搅拌叶片直径、挡板等)发酵罐的溶氧系数(或称体积传质系数)KLa主要受搅拌转速的影响。
搅拌影响溶氧系数主要有3个方面
· ①搅拌把通入的无菌空气打成细小气泡，增加气液接触面积(即增大内表面积a)，而且小气泡从罐底上升到液面要比大气泡慢，也增加气液接触时间；
· ②搅拌造成的涡流运动使气泡不直接从罐底上升至顶部，而变成螺旋运动上升，这也增加了气液表面的上升时间，利于氧的溶解；
· ③搅拌所形成的湍流断面减少液膜的厚度，从而减少液膜阻力，增大了KLa。
· 目前试验用小型发酵罐都采用变速马达，因此可以根据发酵工艺需要(主要是取决于溶氧速率的需要)调节搅拌转速。
          国内工业规模发酵罐所用马达多数为固定转速，通过变速箱或皮带盘进行减速。因此在发酵过程中，一般是无法调整搅拌速度的。
           如果在大型发酵罐上采用变速马达，虽然一次投资费用较大些，但是可以在发酵过程中根据不同时期微生物对氧需要进行调节搅拌转速，这样将使生产过程更科学、合理和经济。

发酵终点的判断
· 最低成本获得最大生产能力的时间。
· 原料和发酵成本的影响因素：
· 产率：单位体积、单位时间内的产量
· 得率：转化率，单位原料生产的产物量
· 发酵系数：单位发酵周期内发酵体积生成产物
· 体积产率：发酵单位除以总发酵时间
1、经济原则
· 在最大生产率时，终止发酵。􀂙
· 发酵总生产周期：最短
2、产品质量原则
· 对后续分离纯化的影响：
· 􀂙发酵时间太短，营养物质残留
· 􀂙补料或消沫剂的残留，以允许的残量为标准
· 􀂙发酵时间太长，菌体自溶，改变发酵液性质
· 􀂙增加分离纯化难度。
· 􀂙对于抗生素，放罐前16小时停止补料和消沫。
生物、物理、化学指标
· 产物浓度，过滤速度，菌体形态，氨基氮，pH，发酵液的外观和粘度等。
· 一般自溶前放罐。
· 按照常规经验计划进行作业。
· 特殊因素
      染菌、代谢异常等情况。

7.11.5教学方法

教学方法采用课堂讲授、案例分析和课堂讨论的形式进行。
7.11.6作业安排及课后反思

查阅文献，了解泡沫的检测与控制
7.11.7课前准备情况及其他相关特殊要求

教师认真备课；学生上课前对参考教材进行预习。
7.11.8参考资料（具体到哪一章节或页码）

《微生物发酵工艺学原理》第1版，韩德权、王梓主编，发酵工程中的灭菌操作（p154-p165）
7.12教学单元十二     第7章  发酵生产的设备（2学时）

7.12.1教学日期

第七周 第十二讲
7.12.2教学目标

理解与掌握反应器分类、反应器设计的原则和目标、好氧通气搅拌发酵装置。
7.12.3教学内容（含重点、难点）

重点：反应器设计的原则和目标
难点：好氧通气搅拌发酵装置
主要知识点：生物反应器设计应遵循原则、微生物细胞反应器-发酵罐、发酵罐的类型、搅拌器的型式与流型、通风发酵罐中溶氧速率与通气、搅拌的关系、动物细胞培养生物反应器、植物细胞培养生物反应器。
7.12.4教学过程

[image: image98.png]B LR — BR

RFEBE
B B
FL




[image: image99.png]KRR 2%

#ilh 1 B WCAE, EARIEN
L o i RN, 5 ﬂf_l.ﬂfL X 4 AT A

J5 2 A ity [, LR R
e s; s R R TR, BRI X

AR IR, BT
epay | AR
IR |

fispoa | TVRRE, 0

BRIFE

BB ﬁﬁﬂ{

SRR, SMEFE

B A
#ﬁﬂﬁ{ U EAW AT

ﬁmﬁ#{
TR R 2 A T A R




1 反应器分类及设计的原则和目标
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2）反应器设计的目标
生物反应器设计的主要目标是获取高质量、低成本的成品。而做到低成本的一个重要因素是增效节能。
3）生物反应器设计应遵循原则
⑴ 生物反应器应具有适宜的径高比。满足不同生物体生长代谢的溶氧和厌氧需求。
⑵ 应承受一定的压力。满足正常工作和灭菌时的压力、温度要求，因此罐体各部件要有一定的强度，能应承受一定的压力。
⑶有搅拌通风装置的反应器能使气液固三相充分混合，满足物料必须的溶氧要求。
⑷反应器应尽量减少死角，消除藏垢积污场所，保证灭菌彻底。
⑸ 反应器应有恰当的冷却装置和冷却面积，满足生物体生长代谢过程中的温度要求。
⑸尽量减少法兰连接，防止因设备震动和热膨胀，引起法兰连接处移位，造成污染。
⑹ 保证灭菌工作的顺利进行，培养系统中已灭菌部分地区与未灭菌部分之间不能直接连通；某些部分能单独灭菌。
2 微生物细胞反应器-发酵罐
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2.1 机械搅拌通风发酵罐
· 发酵罐的基本条件
适宜的径高比（高与直径的比值为2.5—4）
能承受一定压力、温度
搅拌通风装置保证气液充分混合
具有足够的冷却面积
死角少，灭菌彻底
轴封严密，泄漏少
[image: image106.png]o RGBT 2%

= DI ITHEER GRIED , ERBERTE R
& Chlia)

« B P AL S

5 2% {2

A HE: B6H, mA3R, mE6)T




发酵罐的换热装置
夹套式换热装置：结构简单，死角少，利于灭菌，降温效果较差，适用于小型发酵罐。竖式蛇管换热装置：降温效果较好，节水。
竖式列管（排管）换热装置：降温效果好，但要求水源充足。
挡板
    作用：克服涡流，将经向改变为轴向流动，增加溶氧速率。
    大小：宽，0.1-0.12 D；长，液面至罐底。
    位置：与罐壁的间距，1/5-1/8W。
    数量：4块，竖式蛇管换热装置也起一定挡板作用。
机械消泡方法
罐内消泡：在发酵罐内消除泡沫
耙式消泡桨、碟式消泡器等
罐外消泡：将泡沫引出发酵罐外，消泡后再

       返回罐内
旋转叶片消泡器、离心式消泡器等
液体深层厌气发酵设备、酒精发酵罐的结构
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自吸式发酵罐-非循环机械搅拌
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伍式发酵罐（循环机械搅拌）
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带升式发酵罐（循环通气搅拌）
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塔式发酵罐（非循环通气搅拌）
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2.2 其他类型生物反应器
生物反应器：
为特定的细胞或酶提供适宜的增殖或进行特定生化反应环境，并且都是利用生物催化剂进行生化反应的设备。
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搅拌轴功率的计算
发酵罐直径D（m）、搅拌器直径d（ m ）液柱
高度HL（m）、搅拌器形式、搅拌器转速n(r·min-1)、液体粘度µ（Pa·S）、液体密度ρ（kg/m3）、重力加速度g（m/s2）以及有无档板等。
    轴功率（W）：    P = Ø（n、 d、 ρ、 µ 、g ）
       目前，一般每立方米发酵培养液的功率吸收为1-3.5 KW。
（一）搅拌器的型式与流型
1、分为轴向和径向推进两种型式。
   前者为螺旋桨式，或者为涡轮式。
（1）螺旋桨式搅拌器
   顺时针和逆时针旋转分别将液体向下和向上推进，形成轴向的螺旋运动。
其混合效果较好，但造成的剪率较低，对气泡的分散效果不好。常用以提高液体循环速度。螺距一般等于搅拌器直径。 
(2) 圆盘平直叶涡轮搅拌器
     圆盘的作用：无菌空气由单开口管通至搅拌器下方，大的气泡受到圆盘的阻挡，避免从轴部的叶片空隙上升，保证了气泡的更好的分散。
     圆盘平直叶涡轮搅拌器具有很大的循环输送量和功率输出，适用于各种流体，包括粘性流体、非牛顿型流体等。
(3) 圆盘弯叶涡轮搅拌器
    圆盘弯叶涡轮搅拌器的搅拌流型与平直涡轮的相似，但前者造成的液体径向流动较为强烈，因此在相同的搅拌转速时，前者的混合效果较好。但由于前者的流线叶型，在相同的搅拌转速时，输出的功率较后者的为小。因此在混合要求特别高，而溶氧速率相对要求略低，可选用圆盘弯叶涡轮。
(4) 圆盘箭叶涡轮搅拌器
   其搅拌流型与上述两种涡轮相近，但它的轴向流动较强烈，但在同样转速下，它造成剪率低，输出功率也较低。
2、流型
    搅拌器在发酵罐中造成的流型，对气固液相的混合效果、氧气的溶解、热量的传递都影响较大。搅拌器造成的流体流动型式不仅决定于搅拌器本身，还受罐内附件及其安装位置的影响。
（1）罐中心装垂直螺旋桨搅拌器的搅拌流型
   周边无挡板：轴中心形成凹陷的漩涡。
   周边有垂直挡板：液体的螺旋状流受挡板折流，
被迫向轴心方向流动，使漩涡消失。
（2）涡轮式搅拌器的流型
  在涡轮平面的上下两侧形成向上和向下的两个翻腾。如不满足全挡板条件，轴中心位
置也有凹陷的漩涡。
（3）装有套筒时的搅拌器搅拌流型
  在罐内与垂直的搅拌器同中心安装套筒，可以大大加
强循环输送效果，并能将液面的泡沫从套筒的上部入口，抽吸到液体之中，具有自消泡能力。例如，伍式发酵罐。
分为搅拌器在套筒外和套筒外两种。
（二）搅拌器轴功率的计算
  发酵罐液体中的溶氧速率以及气液固相的混合强度与
单位体积液体中输入的搅拌功率有很大关系。在相同的条件下，输入于单位体积不通气液体中的功率要大于通气液体中的功率。
   通风发酵罐中溶氧速率与通气、搅拌的关系
（一）双膜理论
   只有溶解于培养液中的氧才能为其中的微生物所利用。
   空气被分散成细小的气泡，尽可能增大气液两相的接触界面和接触时间，以促进氧的溶解。氧的溶解过程实质上就是气体吸收过程，这一过程可以用气体吸收的基本理
论即双膜理论阐明。
双膜理论的基本前提：
（1）气泡和液体之间存在界面，两边分别有气膜和液膜，均处于层流状态，氧分子只能借浓度差以扩散方式透过双膜，气体和液体主流空间中任一点的氧分子浓度相同。
（2）在双膜之间的界面上，氧气的分压强与溶于液体中的氧的浓度处于平衡关系。
（3）传质过程处于稳定状态，传质途径上各点的氧浓度不随时间而变。
7.12.5教学方法
教学方法采用课堂讲授的形式进行。
7.12.6作业安排及课后反思

复习所讲内容，重点是发酵罐的类型和结构。
7.12.7课前准备情况及其他相关特殊要求

教师认真备课；学生上课前对参考教材进行预习。

7.12.8参考资料（具体到哪一章节或页码）

《微生物发酵工艺学原理》第1版，韩德权、王梓主编，发酵设备简介（p125-p136）
7.13教学单元十三 第7章 发酵生产的设备（2学时）

7.13.1教学日期  
第八周 第十三讲
7.13.2教学目标

掌握空气除菌设备、产品纯化设备、两相分离设备、离子交换设备、色谱分离设备、蒸发浓缩设备等。

7.13.3教学内容（含重点、难点）

重点：掌握空气除菌设备。
难点：产品纯化设备。

主要知识点：空气除菌设备、产品纯化设备、两相分离设备、离子交换设备、色谱分离设备、蒸发浓缩设备。
7.13.4教学过程
3 空气除菌设备
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一、介质除菌（介质过滤）的原理
惯性冲击滞留作用原理
拦截滞留作用原理
布朗扩散作用原理
重力沉降作用原理
静电吸附作用原理
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空气过滤的附属设备
初过滤器：
减轻主过滤器负荷，防止空压


机磨损
空气贮罐：
维持压力稳定，沉降油雾
气液分离器：冷凝水雾和油雾
空气冷却器：降温、降压、冷凝
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4 产品纯化设备
一、两相分离设备
一）离心分离设备
       1．碟片式离心机
       2.   管式离心机
       3．倾析式离心机
二）过滤设备
      1．板框过滤机
      2 .  真空转鼓过滤机
      3．硅藻土过滤机
三）其他固液分离设备
      切向流过滤    双水相萃取    吸附法
碟片式离心机的结构及操作
   密闭转鼓内设有数十个至上百个锥角为60～120的锥形碟片。简单的碟式离心机没有自动排渣装置。自动除渣碟式离心机在四壁上开设若干喷嘴（或活门）
二）加压过滤机
1、板框式及板式压滤机
(1)板框式压滤机
过滤    洗涤    卸渣    清洗滤布    过滤
   滤板和滤框间隔排列，框两侧覆以滤布，形成空腔供滤板支撑、压紧。
   滤板的作用：支撑滤布，提供滤液流出的通道。正方形，角端开有小孔，两面制成沟槽，与滤出口和洗水孔道连通。
滤框的作用：提供滤浆进入的空间，容纳滤饼，总框数由其生产能力和悬浮液固体浓度确定。滤液引出方式：明流和暗流。
(2)凹腔板式压滤机
全由滤板并列而成。滤板：凹面形圆盘，合并后形成凹腔，板的两侧是滤布。
(3)自动板筐式压滤机
  特点：板框压紧、过滤、洗涤、卸饼和清洗等操作可在10 min内自动完成。
  板、框各有4个角孔，滤布是首尾封闭的整体，过滤、洗涤。
  卸渣：拉开框，降框。
  滤布洗涤：传动装置带动环形滤布围轴旋转。
（三）真空过滤机（转筒式真空过滤机）
  原理：真空过滤设备采用大气与真空之间的压强差作为过滤操作的推动力。转筒式真空过滤机主体是一个由筛板组成能转动的水平圆筒，表面有一层金属丝网，网上覆盖滤布，筋板分隔成若干个空间，分配头内沿径向隔离成3个室。
当圆筒缓慢旋转时，筒内每一空间相继与分配头中的1，2，3室相通，可顺序进行过滤、洗涤、吸干、吹松、卸饼等项操作。即整个圆筒分为过滤区、洗涤及脱水区、卸渣及再生区3个区域。
   过滤区：空间与真空管连通（吸滤）
   洗涤及脱水区：空间也与真空管连通，吸入洗涤水，吸干滤饼。  
索氏抽提仪（固液抽提仪，固液萃取设备） 
主要特点  
1.抽提速度快，45-60 min即可完成抽提，无需烘干。 
2.在溶剂回收的步骤中充入惰性气体可防止脂肪氧化。 
3.4种抽提:索氏抽提,索氏双加热,热抽提,连续流法。 
4.可用水作为抽提溶剂。 
5.四个工位可两两独立工作。 
离子交换与色谱分离设备
     一、离子交换设备
  根据物质吸附性质的不同，可用吸附法进行分离；
  根据分子电离（电负性）的差异，可用离子交换法、电泳法和等电聚焦法等进行分离；
  根据分子形状和大小的不同，可用凝胶过滤层析、膜分离等分离；
  根据配体特异性的不同，可用亲和层析法进行分离。
现有的离子交换设备
  按结构型式分为罐式、塔式、槽式等。 
  按操作方式分为间歇式、周期式与连续式；
  按两相接触方式的不同，可分为固定床、移动床、流化床等。其中固定床设备是现今应用最多的离子交换设备；
  使用单一交换柱不能连续生产，多柱串联虽可实现连续生产，但设备投资增加。
（一）间歇式离子交换设备
   一般的离子交换罐为具有椭圆形封头的圆筒形设备，树脂层高度约占圆筒高度的50～70%，须留有充分的空间，已备反冲时树脂层的扩胀。
  交换罐上部溶液分布装置，使溶液均匀通过树脂层。
  罐底有多孔板、筛网及滤布以支持树脂层，或者用块石英石或卵石直接铺于罐底以支持树脂层。 
1、反吸附离子交换罐（流化床） 
  被交换的溶液由罐的下部导入，其流速和粘度以使树脂在罐内呈沸腾状态而不溢出罐外为宜，交换后的溶液则由罐顶的出口溢出。
 优点：省去菌丝过滤 、液固两相接触面大而且较均匀，操作时不产生短路、死角，以及流速大和生产周期短 
 缺点：树脂的饱和度不及正吸附的高 、罐内树脂高度要比正吸附时低一点 ，以免树脂外溢 。
2．固定床离子交换设备
  用多孔陶土板、粗粒无烟煤、石英砂等作为树脂支撑体。被处理的溶液从树脂上方加入，经过分布管使液体均匀分布于整个树脂的横截面。
  加料方式：重力式和压力式。
  再生方式：顺流与逆流两种。
  逆流再生有较好的效果，再生剂用量可减少；但要发生树脂层的上浮。
  如将阳、阴两种树脂混合起来，则制成混合离子交换设备,可避免采用单床时溶液变酸及变碱的现象，因而可减少目标产物的破坏。  

3、薄膜压滤式离子交换设备 
  当溶质的吸附扩散变得非常慢的时候，细微分开的树脂就会有利于吸附。因为其表面积大，易于吸附扩散。
  但细微分开的树脂也存在水力问题，即压缩产生的阻力较大。
  薄膜压滤式离子交换设备可解决这一问题，即在加压情况下不会压缩树脂饼，防止阻力增大。
4、活动式自动化离子交换设备  
（二）半连续移动床式离子交换设备 
     移动床离子交换设备是一种半连续式离子交换装置。
    特点：离子交换与树脂再生、清洗分别在设备的不同单元中进行。 
二、色谱分离设备
   色谱技术是利用混合物中各种组分的物理化学性质（分子的形状和大小、分子的极性、吸附力、分子亲和力、分配系数等）不同，使各组分以不同程度分布在两相中，当流动相流过固定相时，各组分以不同的速度移动，而达到分离的目的。
1、柱层析装置
  柱色谱装置主要由进样系统（一般为恒压泵）、层析柱、收集器和检测系统组成。 
2．薄层凝胶层析装置
3．AM90-1型凝胶层析仪
4、封闭连续柱层析装置
   特点：将洗脱和产品浓缩结晶两道工序结合起来，缩短了生产周期，洗脱液的用量可显著减少。 

二、蒸发浓缩设备
1、真空浓缩器
2、膜式蒸发器
    1)升膜蒸发器
    2)降膜蒸发器
    3)旋转刮板蒸发器
    4)板式蒸发器
7.13.5教学方法

教学方法采用课堂讲授和案例分析的形式进行。
7.13.6作业安排及课后反思

复习空气除菌设备、产品纯化设备。

7.13.7课前准备情况及其他相关特殊要求

教师认真备课；学生上课前对参考教材进行预习。

7.13.8参考资料（具体到哪一章节或页码）

《微生物发酵工艺学原理》第1版，韩德权、王梓主编，发酵产物的常用提取分离方法（p202-p216）
7.14教学单元十四  第8章 抗生素发酵生产工艺 （2学时）

7.14.1教学日期

第八周 第十四讲
7.14.2教学目标

了解抗生素生产工艺概况、工艺操作要点、对产物影响的主要因素及控制，产物分离提纯主要方法。
7.14.3教学内容（含重点、难点）

重点：重点了解青霉素发酵生产的具体操作过程。
难点：青霉素的提炼工艺。
主要知识点：青霉素生产菌的生物学特性、生产孢子制备、种子罐培养工艺、生产罐培养工艺、发酵培养与过程控制、提炼工艺。
7.14.4教学过程
抗生素：是生物在其生产活动过程中所产生，并能在低微浓度下有选择性地抑制或杀灭其他微生物或肿瘤细胞的有机物。 

根据抗生素的作用机制分类  
· 抑制细胞壁合成 (Cell Wall Synthesis) ：         青霉素
· 抑制细胞膜功能 (Cell Membrane Damage) ：  多烯类抗生素
· 抑制蛋白质合成 (Protein Synthesis) ：            四环素
· 抑制核酸合成 (Nucleic  Acid Synthesis) ：        丝裂霉素
根据抗生素的化学结构分类
· β-内酰胺类 (β-lactam)：            青霉素类  (penicillins) 
头孢菌素类  (cephalosporins)
· 氨基糖苷类 (aminoglycosides) ： 链霉素、庆大霉素
· 大环内酯类 (macrolides) ：          红霉素、麦迪加霉素
· 四    环    类 (tetracyclines) ：       四环素、土霉素
· 多    肽    类 (polymyxin) ：          多粘菌素
生产前期研究
· 产生菌的筛选
· 抗菌性试验
· 提取、精制、鉴定
· 毒性试验
· 药理和临床试验
抗生素生产菌改良
人工诱变法：紫外线、X-线、r-线照射、亚硝基胍、亚硝酸、秋水仙素、氮芥等诱变剂处理
DNA重组技术
青霉素的生产工艺
发现
· 1929: Fleming在葡萄球菌培养皿中，污染的霉菌周围出现透明的抑菌圈。
· 杀菌物质，断言太不稳定，无法分离并用作药物。
· 1939：牛津病理家Howard Florey化学家Ernst Chain,Norman Heatley。发酵瓶培养霉菌，培养里提取，测活性，青霉素结晶。
发展
· 1940：8只鼠注射链球菌，提取物对4只治疗。未经治疗鼠在24小时内死亡，治疗鼠存活数天至数周。
· 1941年2月开始治疗第一批人类病人。
· 1943：威斯康辛大学小组，取得突破
· 生产菌表面培养：几十个单位。
· 深层培养产黄青霉：100U/ml。
· X、UV诱变育种：1000－1500U/ml。
· 不产色素变种：66000－70000U/ml
· 目前：85000U/ml。
二 青霉素生产菌的生物学特性
· 产黄青霉：Penicillium chrosogenum
· 孢子:绿色和黄色
· 菌落：平坦或皱褶，圆形。
青霉穗:分生孢子链状
深层培养菌丝：球状和丝状两种
发酵条件下的生长过程
第1期：分生孢子萌发，形成芽管，原生质未分化，具有小泡。
第2期：菌丝繁殖，原生质体具有嗜碱性，类脂肪小颗粒。
第3期：形成脂肪包涵体，机理贮藏物，没有空泡，嗜碱性很强。
第4期：脂肪包涵体形成小滴并减少，中小空泡，原生质体嗜碱性减弱，开始产生抗生素。
第5期：形成大空泡，有中性染色大颗粒，菌丝呈桶状，脂肪包涵体消失，青霉素产量最高。
第6期：出现个别自溶细胞，细胞内无颗粒，仍然桶状。释放游离氨，pH上升。
第7期：菌丝完全自溶，仅有空细胞壁。 
镜检
· 规定时间取样，显微镜观察7个时期的形态变化，控制发酵。
· 1－4期为菌丝生长期，3期的菌体适宜为种子。
· 4－5期为生产期，生产能力最强，通过工程措施，延长此期，获得高产。
· 在第六期到来之前结束发酵。 
三 发酵工艺过程
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1 生产孢子制备工作
· 斜面种子：砂土孢子用甘油、葡萄糖、蛋白胨组成的固体培养基进行培养。
· 米孢子：移植到小米或大米固体培养基上，生长7天，25℃。
· 注意：每批孢子必需进行严格摇瓶试验，测定效价及杂菌情况。
摇瓶实验
· 其实是试管实验的放大，把试管里进行的实验，放到三角瓶中进行，为了促进供氧，就把三角瓶放在摇床上进行发酵实验。
从试管到三角瓶，再到发酵罐，是一个逐级放大的过程，主要是为了找出大规模工业生产是实验室实验之间的差距。
2 种子罐培养工艺
· 一级种子发酵：发芽罐，孢子萌发，形成菌丝。
    培养基：葡萄糖，玉米浆，碳酸钙，玉米油，消沫剂等。空气流量1：3（体积比）；300-350rpm；pH自然，温度27±1℃, 40h
· 二级种子罐：繁殖罐，大量繁殖。接种量10％
    培养基：葡萄糖、玉米浆，玉米油，消沫剂等。1:1-1.5；250-280rpm；pH自然，25±1℃。10-14h
· 质量：菌丝致密，菌丝粗壮，III期，倍增期6-8h
3 生产罐培养工艺
· 三级罐：生产罐；接种量20％。
· 培养基：花生饼粉，葡萄糖，尿素，硝酸铵，硫代硫酸钠，苯乙酰胺，CaCO3, 玉米油, 硅油。
· 参数条件：
· 通气量1：0.8-1.2；
· 150-200r/min；
· 前60小时:pH6.4-6.6，26℃；
· 60小时后: pH6.7, 24℃。
4 发酵培养与过程控制
· 操作方式：反复分批式发酵。
· 发酵罐：100M3，装料80M3。
· 带放: 6-10次，带放量10％，间隔24h。
· 发酵周期：180-220h。
（1）过程控制——补料分批操作控制基质浓度
· 前40小时：培养基中的主要营养物
· 40小时后：低速连续补加葡萄糖、氮源和苯乙酸等，维持一定的最适浓度。
· 半饥饿状态：延长合成期，提高产量。
· 碳源占成本12％以上，采用糖化液流加,降低成本。
· 糖与6APA结合形成糖基-6APA，影响青霉素产量。
流加碳源控制
· 根据残糖、pH、尾气中CO2和O2含量。
· 葡萄糖的波动范围较窄，浓度过低使抗生素合成速度减慢或停止，过高则导致呼吸活性下降，甚至引起自溶。
· 残糖0.3-0.6％左右，pH开始升高时流加糖。
· 浓度：500kg/m3，流速:1.0-2.5kg/m3·h。
流加氮源控制
· 玉米浆: 最好，含有多种氨基酸及其前体苯乙酸和衍生物。
· 补加无机氮源：硫酸铵、氨水、尿素。
· 氨基氮浓度：0.01-0.05%。
盐离子控制
· 无机盐：硫、磷、镁、钾等。
· 铁对青霉素合成有毒，30-40 ug/ml以下。
· 罐壁涂环氧树脂保护层。
（2）添加青霉素侧链前体
· 时期：合成阶段。
· 种类：苯乙酸及其衍生物，苯乙酰胺、苯乙胺、苯乙酰甘氨酸。
· 毒性：抑制细胞生长和青霉素合成。
· 策略：低浓度流加。
· 浓度：苯乙酸0.1%，苯乙酰胺0.05-0.08%。
· 控制：保持供应速率略大于生物合成需要。
提高产量的其他物质流加
· 表面活性剂：新洁尔灭、聚氧乙烯、山梨糖醇酐、单油酸酯、单月桂酸酯、三油酸酯
· 可溶性高分子化合物：聚乙烯醇、聚丙烯酸钠、聚乙二胺、聚乙烯吡咯烷醇
· 其他：剪切保护剂；分散剂
（3）温度控制
· 适宜菌丝生长温度30℃，分泌青霉素20℃。
· 20℃青霉素破坏少，周期很长。
· 变温控制，不同阶段不同温度。
· 生长阶段:较高温度，缩短生长时间；生产阶段适当降低温度，以利于青霉素合成。
· 前期控制26℃左右，后期降温控制24℃。
（4）pH控制
· 合成适宜pH6.4－6.6左右，避免超过7.0
· 直接加酸或碱：自动控制
· 流加葡萄糖：恒速；变速，依赖pH变化快慢。
· pH下降：补加CaCO3、通氨、尿素或提高通气量
· pH上升：补加糖、生理酸性物质（硫酸铵、油脂）
（5）溶氧控制
· ＜30％饱和度，产率急剧下降；
· ＜10％，造成不可逆的损害。
· 临界溶氧浓度：30％。
· 通气比：1：0.8－1.5 。
· 适宜的搅拌速度:保证气液混合，提高溶氧。
· 调整搅拌转速:各阶段的生长和耗氧量不同。
（6）消泡
· 天然油脂：玉米油；
· 化学消沫剂：泡敌（丙三醇聚氧丙烯聚氧乙烯醚 ）。
· 策略：少量多次。
· 注意：前期不宜多加入，影响呼吸代谢。
四 提炼工艺过程
· 青霉素不稳定，遇酸、碱、热分解失活水溶液中不稳定，非极性溶剂中稳定易溶于有机溶剂，水中溶解度很小青霉素盐很稳定；降解产物具有致敏性防止降解，条件温和、快速。
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1 预处理
· 青霉素的存在部位：发酵液。
· 浓度较低：10－30kg/m3。
· 含有大量杂质：菌体细胞、核酸、杂蛋白质、细胞壁多糖等、残留的培养基、色素、盐离子、代谢产物等。
· 目的：浓缩目的产物，去除大部分杂质，改变发酵液的流变学特征，利于后续的分离纯化过程。
· 预处理:发酵液加少量絮凝剂沉淀蛋白。
2 过滤
· 鼓式真空过滤机过滤：
· 一次滤液：pH6.2-7.2，略浑，棕黄或绿色，蛋白质含量0. 5-2.0%。
· 板框式过滤机过滤：
· 硫酸调节pH4.5-5.0，加入0.07%溴代十五烷吡啶，0.07%硅藻土为助虑剂。
· 二次滤液：澄清透明，用于提取（收率90％）
3、溶剂萃取
· 原理：青霉素游离酸易溶于有机溶剂，而霉素盐易溶于水。
· 萃取剂：青霉素分配系数高的有机溶剂。
· 工业上通常用：醋酸丁酯和醋酸戊酯。
· 除去蛋白质：加0.05-0.1%乳化剂PPB。
· 萃取：2－3次。
逆流萃取过程
· 正相萃取：酸化pH1.8-2.0，
· 滤液：醋酸丁酯＝1：0.3，碟片式离心机分离（浓缩1.5-2.1）反相萃取：pH6.8-7.4（磷酸盐、碳酸盐缓冲液）。把青霉素从丁酯中提取到缓冲液中。
· 反复萃取2－3次，达到结晶要求。
· 萃取条件：10℃下。萃取罐冷冻盐水冷却。
4 脱色
· 萃取液中添加活性炭，除去色素。
· 过滤，除去活性炭。
5 结晶——直接结晶
· 加醋酸钠－乙醇溶液反应：得到结晶钠盐。
加醋酸钾－乙醇溶液：得到青霉素钾盐
5 结晶——共沸蒸馏结晶
· 萃取液，再用0.5 M NaOH萃取
· pH6.4-6.8下得到钠盐水浓缩液。
· 加3-4倍体积丁醇，16-26℃，真空0.67-1.3KPa）下蒸馏。
· 水和丁醇形成共沸物而蒸出。钠盐结晶析出。
· 结晶经过洗涤、干燥（60℃真空16h），磨粉，装桶，得到青霉素产品。
7.14.5教学方法

教学方法采用课堂讲授、案例分析、举例和课堂讨论的形式进行。
7.14.6作业安排及课后反思

了解青霉素生产工艺。
7.14.7课前准备情况及其他相关特殊要求

教师认真备课；学生上课前对参考教材进行预习。

7.14.8参考资料（具体到哪一章节或页码）

《微生物发酵工艺学原理》第1版，韩德权、王梓主编，发酵产物的常用提取分离方法（p233-p236）
7.15教学单元十五    第9章 氨基酸发酵生产工艺（2学时）

7.16教学单元十六    第10章 酒精发酵生产工艺（2学时）

教学日期

第九周 第十五讲   第九周 第十六讲

教学目标

    让学生了解氨基酸和酒精发酵的生产工艺的具体工作如何开展，激发学生对发酵制药的兴趣。
教学内容

翻转课堂，学生主讲、老师点评。每个专题请3名同学专题汇报，每个班各1名。
8．课程要求
8.1学生自学的要求

学生上课前，需对课本进行预习。预习时可参考本大纲的内容进行快速阅读。课后，学生需对课堂上重点强调的内容进行复习，以达到熟练掌握理论知识的目的。

8.2课外阅读的要求

课外，参考教材中的内容，特别是课堂上进行重点强调、补充的内容可通过查阅相关的书籍，或者通过网络（如中国知网、万方、小木虫、优酷视频等）进行相关知识的延伸阅读和了解，以达到扩充知识面的目的。

8.3课堂讨论的要求

对老师提出的讨论题目结合所学知识、自身经验等进行认真思考，积极参与，踊跃发言。在整个讨论过程中，教师不得限制学生的发言，可适当地进行点拨，从而达到最大限度地调动学生学习本门课程的积极性，启发学生的思考能力的目的。

8.4课程实践的要求

按照课程的安排要求，学生需准时参加，不得无故迟到、早退甚至旷课，认真完成课程相关的专题汇报。对于专题汇报，需先进行大组讨论，确定总的中心思想和具体实施途径后，再查阅文献具体实施。

9．课程考核方式及评分规程
9.1出勤（迟到、早退等）、作业等的要求

教师：不得无故调课、停课、迟到和早退，且至少需在每堂课开始前10-15分钟到达上课地点，检查多媒体教学设备及课件播放情况是否正常，若有问题需及时调整。

学生：严格考勤，随机抽查点名（对于缺过课的同学，随机点名时要重点抽查）。如若三次随机点名未到，且未向任课教师或辅导员请假的学生，其平时成绩为0。若学生无故缺课达到本门课程1/3学时的，取消其考试资格，该门课成绩为不合格。

课堂专题汇报和讨论要积极认真地准备，教师需鼓励大家积极发言、点评，并对学生发言过程中错误的知识点和认知进行纠正和解释。课堂专题汇报主要以PPT的形式进行展现。

9.2成绩的构成与评分规则说明

该门课程成绩构成如下：期末考试卷面成绩占60%，作业占20%，考勤占20%；

课程成绩=卷面总成绩×60%+作业成绩×20%+考勤成绩×20%。

9.3考试形式及说明（含补考）

考试形式为闭卷形式，相关要求按照四川轻化工大学考试相关要求执行。

10．学术诚信规定

10.1考试违规与作弊

考试违规和作弊者，按照四川轻化工大学有关规定进行处理。

10.2杜撰数据、信息等

杜撰数据和信息者，按照四川轻化工大学有关规定，交学校学术委员会讨论处理。

10.3学术剽窃等

学术剽窃者，按照四川轻化工大学有关规定，交学校学术委员会讨论处理。

11．课堂规范

11.1课堂纪律

按照四川轻化工大学关于课堂纪律的要求执行。

教师认真授课，上课时不得接听或拨打电话，不得讲授与课程无关的内容，在整个教学过程中需维持课堂良好的纪律，以保证教学质量。

学生认真听讲，积极踊跃发言，在教师授课时，对于不懂的或有争议的问题，可以随时举手打断老师，进行讨论式的学习和讲解。不得在上课时打闹，吃零食，玩手机，做任何与课程无关的事。

11.2课堂礼仪

教师和学生的课堂礼仪按照四川轻化工大学关于课堂礼仪的规定执行。总的要求是教师应衣着规范，干净整洁，普通话标准，为人师表，如无特殊情况，不得坐着授课；学生同样应衣着整齐，不得着奇装异服，应具备大学生应有的青春风貌。

12．课程资源

12.1教材与参考书

《微生物发酵工艺学原理》，韩德权、王梓，化学工业出版社，2013年（2018年重印））
12.2专业学术专著

《发酵工程原理与技术》，陈坚、堵国成，化学工业出版社，2012年

《发酵工艺原理与技术》，李学如、涂俊铭，华中科技大学出版社，2014年

《发酵工程》，韩北忠，中国轻工业出版社，2013
12.3网络课程资源

百度文库（地址：http://wenku.baidu.com）

小木虫论坛（地址：http://emuch.net/bbs）

丁香园（地址：http://www.dxy.cn）

12.4课外阅读资源

图书馆的相关资源

电子图书馆中的中国知网、万方的相关资源。

13.教学合约

13.1教师作出师德师风承诺

为了更好地贯彻国家的相关规定，履行教师的职业道德，塑造良好的教师形象，我承诺在整个教学过程中将始终遵守《教师职业道德规范》，教书育人，爱岗敬业；认真执行《中国教育改革和发展纲要》及《教师法》等有关法律法规；积极参加教改实验和科研，探索更好的教育教学方法；关爱学生，尊重学生，理解和亲近学生，不对学生进行体罚，杜绝任何有损学生身心健康的行为；自觉遵守学校各项规章制度和工作纪律；廉洁从教，身正为范，以德立身。
13.2阅读课程实施大纲，理解其内容

学生应认真阅读课程实施大纲，如有异议或建议，可以向授课教师提出，教师根据实际情况作出修改和调整；如无异议，则视为同意遵守课程实施大纲当中所确定的责任与义务。
13.3同意遵守课程实施大纲中阐述的标准和期望

课程实施大纲编写完成后旨在提高教学规范和效率，学生需按照达到本课程实施大纲所要求的标准进行学习。

14.其他说明       无
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