生物反应工程实验讲义
实验一 发酵种子的制备
一、目的要求
了解实验室种子制备过程。
二、原理
种子制备过程包括琼脂斜面、固体培养基扩大培养、摇瓶液体培养和种子罐培养等多级扩大培养。在实验室里，一般只进行到摇瓶液体培养获得发酵用种子。不同菌种其具体制备方法不同，下图是菌种子制备过程示意图。
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三、试验及器材
1. 菌种：斜面低温保藏的大肠杆菌（E.coli）
2. 培养基：E.coli种子培养基：牛肉膏 0.5% 、NaCl 0.5%、 蛋白胨 1%、 pH 7.6~7.8

3. 器材：天平、灭菌锅、试管、三角瓶（500mL）
四、操作方法
1. 按种子培养基配方分别配制1000mL液体培养基，分装于三角瓶中，每瓶100mL，压力1Kg/cm2灭菌30mins，结束后取出。
2. 挑一环斜面低温保藏的E.coli接于种子培养基中，37℃培养24hs，转速约150rpm。
3. 种子瓶摇好后，及时接种到发酵罐。也可以在冰箱中短时间保藏。
五、思考与讨论
1. 实验室种子制备的原则是什么？
2. 哪些参数对于实验室种子制备产生影响？
实验二 E.coli发酵培养
一、目的要求
1． 了解发酵罐的结构，掌握发酵罐的基本操作技术。
2． 了解发酵罐中微生物生长的生长特征。
3． 掌握实验室中微生物从斜面→摇瓶→发酵罐的无菌操作培养技术，对工业化微生物生产过程作出初步了解。
4． 掌握酶合成代谢调控机制。
5． 掌握发酵工艺控制工艺。
二、原理
一定数量的微生物，接种于合适的新鲜培养基中，在适宜的培养条件下，所表现出的群体生长特征可分为四个时期，即延迟期、对数期、稳定期和衰亡期。微生物在各个时期的生理特征各不相同。
微生物的生长过程是其总的代谢活动的综合体现，每一种代谢途径均由一些特有的酶的反应组成，同时微生物代谢具有高度的调节作用，通过本实验了解酶合成的调节机制之一―――酶合成的诱导。
三、试剂及器材
1. 菌种：实验一液体培养24h的E.coli种子液
2. 发酵培养基：
E.coli发酵培养基: 玉米浆4%、富马酸1%、K2HPO40.5%、MgSO40.25%、NaCl0.1%（用氨水溶解富马酸后再加入玉米浆和其他成分，用稀盐酸调节pH为7.5），消泡剂1-2mL，pH 7.5。 

3. 器材：发酵罐、灭菌锅、721分光光度计、超净工作台、台式高速离心机、离心管、移液管。
四、操作方法
1. 按配方先后配制1000mL发酵培养基，调pH7.5，装入发酵罐中，包扎好各个进气口、出气口和取样口，保持121℃下灭菌30mins，结束后取出放在发酵罐台上冷却。
2. 待发酵点罐的培养基冷却至37℃（E.coli）左右时，用火环接种法将E.coli种子液接发酵罐中，接种量10~15%，控制温度37℃，转速约为300rpm，空气流速1L/min，发酵培养时间E.coli约12h，其中每间隔1-2hr取样测pH值和OD660值（样品进行适当稀释）纪录发酵全过程中pH值和发酵液颜色变化，过程中镜检菌体生长形态变化情况。
3. 发酵结束后放罐、收集发酵液并测量其总体积（V）。吸取1 mL发酵液于离心管中，放入台式高速离心机中离心，转速8000 rpm，时间10 min，测湿菌体重（W’）计算发酵产菌率。
五、实验记录
E.coli发酵：
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     发酵初始时                 发酵6h                发酵结束时
六、思考与讨论
1. 发酵培养基中碳、氮源是什么？为什么采用富马酸、L-谷氨酸为碳源？
2. 如何提高发酵效率。
3. 讨论酶合成生产的调节方式。
实验三  高速冷冻离心机的使用方法
1、 目的要求
1． 了解高速冰冻离心机的结构、使用方法及注意事项。
2． 掌握生物物质、微生物菌体离心分离的原理。
2、 原理
离心机是利用离心力对混合溶液进行分离和沉淀的一种专用仪器，高速冰冻离心机在实验室分离和制备工作中是必不可少的工具，其最高速度可以达到25000 rpm，最大离心力可达89000g。这类离心机通常带有冷却离心腔的制冷设备，温度控制是由装在离心腔内的热电偶检测离心腔的温度。高速冰冻离心机有多个内部可变换的角式或甩平式转头，它们大多用于收集微生物菌种细胞碎片，大的细胞器以及一些沉淀物等。
3、 试剂与器材
    E.coli发酵液、天平、高速冰冻离心机、离心管
4、 操作方法
1. 使用前先检查调速旋钮、定时旋钮等是否在“0”处，离心管是否泄漏。
2. 选择合适的转头安装到离心腔内承载转头的轴上。
3. 接通电源，打开电源开关。
4. 将待离心的液体装入合适的离心管中，盛量不宜过多（占管的2/3体积）以免益处，盖上离心管盖，精密平衡离心管，并对称的放入转头中。
5. 调节速度旋钮和定时旋钮，至所需的速度和时间。
6. 打开起动开关，并观察离心机上的各个指示仪表是否正常工作。
7. 离心结束后自动关机、关闭冷冻开关、电源开关、切断电源。
8. 将转头取出，将离心机的盖子敞开放置。
9. 收集离心物，洗净离心管。
五、实验记录：    
发酵液体积                          ，
湿菌体重量                          ，
单位体积菌体得率                    ，
六、注意事项
1. 高速离心机的转头是镶置在一个较细的轴上，因此精密的平衡离心管及内含物是十分重要的。
2. 当转头只是部分装载时，管子必须相互对称的放在转头上，以便使负载均匀地分布在转头的周围。
3. 装载溶液时，要根据离心管的具体操作说明进行，要根据离心液体的性质、体积选择合适的离心管，液体不得装的过多，以防离心时甩出，造成转头生锈或者腐蚀。
4. 每次使用时，要仔细检查转头，及时清洗、擦干，转头是离心机中须重点保护的部件，搬动时不能碰撞，避免造成伤痕。转头长时间不用时，要涂一层光蜡保护。
5. 转头在使用前应放置在冰箱或置于离心机的转头室内预冷。
6. 离心过程中不得随意离开，应随时观察李新机上仪表是否正常工作，并注意声音有无异常，以便及时排除故障。
实验四  游离细胞酶活测定和L-Asp分离
一、目的要求
掌握酶活测定和计算方法
掌握发酵液（转化液）预处理方法
掌握等电点沉淀法分离氨基酸的方法
二、原理 

天门冬氨酸酶是催化富马酸和氨转化形成L-Asp的酶：
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测定发酵过程中游离细胞酶活是评价发酵培养条件和固定化方法对大肠
菌生产L-Asp能力影响的重要指标之一。
富马酸铵底物在天冬氨酸作用下转化为L-Asp，转化液在低离子强度下，调pH值至等电点（pI2.8）使L-Asp所带的静电荷为零，可大大降低L-Asp溶解度，使L-Asp沉淀出来。所得L-Asp结晶用水洗涤，不需进行重结晶，即可制得纯品。
三、试剂与器材
1. 试剂：富马酸、氨水、60% H2SO4、活性炭、
2. 器材：752分光光度计、离心机、电炉、三角瓶、烧杯、布氏漏斗、烘箱
四、操作方法
（一）酶活测定
1. 富马酸标准曲线制作（测定范围5~25μg/mL）
精确称取0.5000g富马酸，配制成0.5mg/mL母液，分别吸取母液0.1，0.2，0.3，0.4和0.5mL母液，定容至10mL，即成5，10，15，20，25μg/mL富马酸标准溶液，测定各标准液OD240值，绘制成标准曲线。
2. 1M富马酸铵底物配制：内含1mM　MgCl2，pH为8.5
3. 游离细胞酶活力测定
称１ｇ湿细胞，加入30ｍＬ底物溶液，于37℃下振荡反应1h，取出沸水灭活，终止反应，离心，取上清液，进行适当稀释，测OD240。
4. 酶活定义：与上述反应条件下，每小时消耗1μg分子底物的酶量定义为一个酶活单位。
（二）产物分离
1. 过滤转化液，除去其中颗粒状杂质，加入活性炭脱色，然后过滤，收集溶液、测定其体积。
2. 加热滤液至90℃，用60%H2SO4调pH至2.8，然后在15℃下保温2h, 即有L-Asp结晶析出。
3. 过滤收集L-Asp晶体，用蒸馏水淋洗，过滤得L-Asp纯晶体。
4. 于烘箱中60℃烘干至恒重，称重。
五、实验记录：
	浓度（ug/mL）
	0
	5
	10
	15
	20
	25
	30

	OD240
	
	
	
	
	
	
	


富马酸标准曲线：
游离酶活力                          
    转化液体积          ，单批次游离酶催化得到L-Asp质量             。
六、思考与讨论
1. 为什么采用紫外吸收能够测定酶活力？
2. 计算游离细胞酶活力，并进行比较，讨论影响固定化细胞的酶活力的因素。
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生产种子制备的一般流程





生产现场种子制备





实验室种子制备





斜面


沙土管


冷干管


液氮管











































































































_1304407570.cdx

