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导言——当前存在的问题

 菌种选育、发酵实验、中试及放大是一个系统工
程，必须统一领导，互相配合，最怕相互扯皮。

 近几十年发酵工艺除少数品种外，大多数进步不
大，主要原因是习惯势力作祟，一成不变的菌种，
一成不变的配方，一成不变的设备，一成不变的一成不变的配方，一成不变的设备，一成不变的
工艺，缺乏创新思维和创新实验。

 在发酵工艺控制方面，经验占据统治地位，缺乏
理论指导。

 在发酵实验方面，实验条件脱离生产实际，并以
静态思维应对瞬息万变的发酵动态过程，所得实
验结果很难在生产上放大。
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菌种选育概述

 菌种选育包括“育”和“选”两个步骤，前者是
采用各种方法使菌种的基因发生有利于生产的突
变或重组，后者则是从突变或重组的细胞中选出
真正的高产菌株。

 在菌种选育中所消耗的时间和精力，“育”一般
只占20%左右，“选”则要占到80%左右。
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只占20%左右，“选”则要占到80%左右。
 在菌种选育中讲究方法，让“育”和“选”完美

结合，可以提高选育效率，少走弯路，多快好省
地得到高产菌株。

 菌种的退化是必然的，选育工作就是同退化赛跑，
按快节奏做是走一步退半步，按慢节奏做是走一
步退一步，不去做则只退不进。



菌种退化的表象

 菌落和细胞形态改变

 表面培养产生的可溶性色素改变

 生长速度减慢

 产孢子或芽胞数量减少甚至缺失(?)
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 产孢子或芽胞数量减少甚至缺失(?)

 沉没培养细胞分化能力减弱

 对氮代谢的活力下降

 对抗生素及其他有毒物质的抗性减弱

 对外界不良环境条件的抵抗力下降

 代谢产物生产能力下降



防止菌种退化的方法

 控制继代培养特别是产孢子或芽孢继代培养次数

 用正常单菌落进行继代培养

 利用不易退化的细胞形态如菌丝或营养细胞进行继
代培养

 采用高效菌种保藏方法(隔氧、超低温或冷冻干燥)
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 采用高效菌种保藏方法(隔氧、超低温或冷冻干燥)

 定期进行分离纯化(自然复壮)

 利用恒化器淘汰生长速率下降的退化细胞

 加强菌种选育，诱变筛选与自然复壮的密切结合

 筛选和培养过程中给与选择压力(人没有压力不进步，
物种没有压力不进化，这就是所谓“适者生存”)



菌种选育的目标

 目标代谢产物产量高

 目标代谢产物纯度高，结构类似物或同系物少

 单位生物量的代谢耗糖少，相应地耗氧和代谢热
也少 (即维持代谢强度低)

 生长速度快，对不良环境的耐受力强
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 生长速度快，对不良环境的耐受力强

 对原材料的选择范围广，利用率高

 对高温的抵抗力强

 沉没培养菌丝粗短，不结成致密的大菌丝球，流
变学性能好，有利于混合及氧的传递

 液态发酵代谢产物向胞外分泌性能好



高产菌种的一般特性

 表面培养菌落和细胞形态均一

 表面培养产生特征性可溶性色素

 沉没培养产生特征性气味

 对高温和有毒物质的抵抗力强
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 对高温和有毒物质的抵抗力强

 对氮源和硫源的代谢力强

 沉没培养过程中放线菌和霉菌菌丝形态呈现明
显的分化，分化后的菌丝较粗短，不易结球

 生芽胞的细菌能形成较多的芽孢(？)



菌种选育的一般方法

 自发突变，自然分离

 物理因子诱变

 化学因子诱变

 原生质体融合

9

 人工基因重组

以上各种选育方法(除基因重组外)，正突变的
几率都不高，一般不会高于1%，要获得高产菌株，

都离不开海量工作量的筛选。给予适当的选择压
力，第一时间淘汰不良细胞，筛选获得高产菌种
的几率可大幅度提高。



筛选的重要性

 不管是自发突变还是强力诱变，负突变率永远高
于正突变率，两者的差别仅为强力诱变比自发突
变的总突变率要高得多，因而在同样的正突变率
下，正突变总数也要高得多。

 将不到1%甚至1‰的正突变细胞找出来无异于大 将不到1%甚至1‰的正突变细胞找出来无异于大
海捞针，我们是否可以反向思维，将99%以上的
负突变细胞先行淘汰，使正突变细胞得以浓缩？

 要实施这一设想，必须了解负突变或者退化细胞
的特征。
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浓缩正突变细胞的一般方法

 浓缩正突变就是要给予选择压力，使负突变细胞
先一步自行淘汰，这一方法又称为理性化筛选。
主要方法有：

 高生长速率细胞筛选

 蛋白质和核酸生物合成抑制剂抗性细胞筛选
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 蛋白质和核酸生物合成抑制剂抗性细胞筛选

 生物合成初级代谢中间体类似物抗性筛选

 终产物水解酶抑制作用筛选

 生物合成瓶颈酶脱抑制/阻遏作用筛选

 反馈抑制剂类似物敏感活性筛选

 耐热细胞筛选



恒化器在用于淘汰生长速率低的细胞

在恒化器中培
养菌种，达到稳定
状态后不断加大稀
释速率，直至恒化
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器内的细胞即将完
全洗出时，收集剩
余的细胞即生长速
率快的细胞，涂平
板进行单细胞分离
筛选高产细胞。



抗性菌株的筛选
 抗氨基酸类似物和核苷酸类似物菌株在生产氨基

酸和核苷酸方面起着重要作用。

 对抑制核酸和蛋白质生物合成的抗生素具有抗性
的菌株，往往有较高的抗生素生物合成能力。

 对多种抗生素具有抗性的菌株往往比单一抗性更
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 对多种抗生素具有抗性的菌株往往比单一抗性更
能提高抗生素生产能力。

 抗性菌株对环境化学毒性的抵抗力增强。

 由于抗性基因与抗生素生物合成基因通常在一条
基因簇上，因此抗性基因的激活也常常伴随着抗
生素生物合成基因的激活。

注意：不要试图增强对自产抗生素的抗性，这将提
高对自产抗生素的水解活力。



用平板梯度法筛选抗性菌株
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抗性菌落
抗性菌株的筛选不可能一劳永逸，必须反
复进行，才能使抗性功能遗传下去。



用pH梯度法筛选耐酸或耐碱菌株

pH3.0柠檬酸缓冲液琼脂

pH9.9碳酸盐缓冲液琼脂

嗜酸菌落

嗜碱菌落
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pH9.9碳酸盐缓冲液琼脂

营养培养基琼脂



热诱变和热筛选

 研究表明，在一定温度下加热孢子或细胞的
悬浮液，可引起DNA中G-C碱基对的置换，

从而产生一定的诱变作用。这种诱变所获得
的正突变率远大于其他诱变方法，而且突变
后的遗传稳定性好。
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后的遗传稳定性好。

 热还具有一定的筛选效果，可淘汰不耐热和
遗传不稳定的细胞，这是提高正突变率和突
变后遗传稳定性的一个重要方法。

 激光和微波的诱变机理主要是热效应。



菌种筛选工作的新思路

 用稀薄培养基短发酵周期初筛获得前期发酵高单
位菌种，既可大幅度提高筛选效率，选出的菌种
还更容易放大到生产。

 用大装量摇瓶筛选获得需氧量少亦即耗糖少的菌
种，放大生产后有利于节约能源和原材料成本。
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种，放大生产后有利于节约能源和原材料成本。

 用透明的平板分离培养基便于观察菌落形态和色
素，积累高产菌株形态学方面的知识和经验。

 用西林小瓶或多孔塑胶板做发酵初筛，并实现自
动化操作，可大幅度提高初筛效率。

 不要过分依赖高效液相分析，用生物测定或其他
平板测定法，可大幅度提高初筛检测效率。



菌种斜面培养使用的耐高温螺纹密封盖试管

这种试管斜面在培养成熟后
螺纹盖拧紧密封可室温保藏
5年以上。
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发酵实验的目的

 开展摇瓶和小发酵罐发酵实验，提高发酵水平和质
量，降低物耗和能耗，缩减发酵成本。

 为生产车间提出工艺改进方案，包括配方以及温度、
pH、溶氧、补料等的控制工艺。

 对发酵原材料进行筛选，开展廉价原材料代用实验，
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 对发酵原材料进行筛选，开展廉价原材料代用实验，
为原材料采购提供依据。

 协助菌保中心进行新菌种发酵实验，提供有关新菌
种发酵水平、发酵条件和生理特性的数据，制定新
菌种制种的质量标准和发酵工艺规程。

 进行生产跟踪实验，协助生产车间查找发酵水平、
能耗和质量波动的原因，并提出解决办法。



对发酵实验室工作的一般要求

 对发酵实验要跟踪观察，有规律地采取各项实验
数据，在每批发酵实验结束后绘制代谢曲线。

 发酵实验使用的原材料规格要与生产一致，除特
殊情况外，一般不采用试剂级。

 发酵实验采用的通气、搅拌和溶氧条件要考虑生
产放大的可能性。
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产放大的可能性。
 维护好发酵实验设备，消灭滴、漏、跑、冒及其

他故障，时刻保持设备完好状态。
 原材料、设备备件和实验用品要放置有序，用标

签标注品名、规格、数量和储藏条件，对农副产
品及其他有机原材料还要标注生产或进货日期。

 保持实验设备、仪器、用品和场所的清洁卫生。



对发酵实验室工作人员的一般要求(一)

 身体健康，能胜任高强度的与发酵实验相关的脑
力与体力劳动。

 认真学习发酵工程理论和实际操作技能，对专业
知识有比较全面的了解与掌握。

 能够查阅国内外与所实验品种及一般发酵工程技
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 能够查阅国内外与所实验品种及一般发酵工程技
术相关的专业文献，并对外文文献有一定的阅读
和综述能力。

 熟练掌握配料、灭菌、工艺计算、工艺控制、无
菌实验、显微标本制备与染色、pH与溶氧电极
校验与保养、常规化学与仪器分析、一般设备维
修等操作技能。



对发酵实验室工作人员的一般要求(二)

 能熟练运用计算机办公软件，编辑和处理文字、
数据、公式、化学结构式和各种图像，对实验数
据进行统计学分析，写出合格的发酵实验报告。

 树立严格的安全意识，熟悉压力容器、高温设备、
危险化学品、防爆设备、电气设备和消防器材的
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危险化学品、防爆设备、电气设备和消防器材的
安全使用，严防烫伤、中毒、触电、爆炸、火灾
等事故的发生。

 强化保密意识，严防实验菌种的丢失，不对外泄
漏发酵实验配方、方法、工艺和数据。一般情况
下，实验记录不得带出实验室，也不得拷贝到个
人电子存储设备上。



实验计划的制定

 实验计划包括实验项目计划和日常工作安排计划
两个方面。

 项目计划以季和年为单位制定，季度计划包括实
验内容、进度、所需试剂和原材料、外协项目、
责任人等；年度计划还需有仪器设备添置计划。
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责任人等；年度计划还需有仪器设备添置计划。

 日常工作计划应本着紧张、有序的原则制定，既
保证每个工作日都有一定工作量，又要尽量减少
加班的时间和次数。

 日常工作计划可以用图表的形式表达，使大家一
目了然。



日常工作安排图表举例
日期 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
星期 一 二 三 四 五 六 日 一 二 三 四 五 六 日
斜面
母瓶
种子
发酵

分析 常规 常规 常规 常规 常规 常规 常规 常规 常规 常规 常规 常规 常规 常规
效价 效价 效价 效价
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分析
效价 效价 效价 效价

其他
母瓶
配料
灭菌
接种

配制
标定
检测
试剂

种子
配料
灭菌
接种

发酵
配料
灭菌

发酵
接种

母瓶
配料
灭菌
接种

配制
标定
检测
试剂

种子
配料
灭菌
接种

发酵
配料
灭菌

发酵
接种

责任
人

“其他”栏中应注明每天上、下午需要做的具体事情，如
斜面、母瓶、发酵瓶、实验罐等培养基配制、灭菌、接种、取
样、放瓶、检测等等，并落实到责任人。



摇瓶实验

 摇瓶实验是发酵研究必不可少的步骤。

 摇瓶实验可以以较少的人力、物力在短时间内获
得大量实验数据。

 摇瓶实验使用的摇床一般为偏心旋转式的(往复
式的仅用于试管和圆底烧瓶的振荡培养)，偏心
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式的仅用于试管和圆底烧瓶的振荡培养)，偏心
炬25~50 mm，转速100~250 rpm可调。

 摇床有封闭式和开放式两种(前者自行控温，后
者置于恒温室内)，一般来说开放式效果较好。

 封闭式摇床内部空间和安装开放式摇床的恒温室
内要保持清洁，但不要用紫外灯或化学灭菌剂灭
菌，以免产生的臭氧及气味影响微生物生长。



开放式摇床与封闭式摇床
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考虑到运转的稳定性，摇床应当选用重心比较低的。



摇瓶实验的目的
 摇瓶实验的首要目的是为了平衡优化基础培养基，

获得最快的前期菌体生长速率和最高的起步单位，
并为确定补料方案提供依据。

 摇瓶实验的第二个目的是进行跟踪实验，查找实
验罐发酵和生产罐发酵产量低于摇瓶或产生波动
的原因及解决办法。

27

的原因及解决办法。
 摇瓶实验的第三个目的是进行原材料质量验证、

筛选和节约代用实验。
 在摇瓶实验中也可以进行一些简单的补料试验。
 摇瓶实验不能以获得高于补料分批发酵生产水平

的效价为目的，这一目的很难达到，即使达到也
很难在生产中放大实施。



实验原材料的选择(一)

 在了解实验菌种生理生化特性和目标产物化学结
构的基础上，选择能符合该菌种营养要求并被较
快利用，以及与目标产物部分结构相似或代谢产
物与目标产物生源结构相似的原材料。

 原材料应尽量无毒，不易燃、爆，不易受潮，质
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 原材料应尽量无毒，不易燃、爆，不易受潮，质
量稳定，容易贮藏，价格低廉，有长期稳定的供
应来源，运输方便。

 原材料在溶解和灭菌后粘度要尽量低，通气、搅
拌产生的泡沫尽量少。

 用于补料的原材料溶解度要大，配制后浓度高，
且在灭菌后不产生沉淀。



实验原材料的选择(二)
 所有原材料都应当了解其产地，品种，规格，主

要成分、有害杂质和水分含量，加工方法、粒度、
包装和贮存条件、贮存时间等等，并记录在案。

 不使用陈年、霉烂、生虫、腐臭、潮解、变质和
颜色很深的原材料。
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 最终选用什么原材料要通过摇瓶发酵和小实验罐
发酵数据确定。

 对同类原材料做比较试验时要在相同的可同化C、
N、P、S水平上进行。

 为了缩短工作周期，加快工作进度，原材料选择
的初步试验可以采用较短的发酵周期，最终复试
时再延长发酵周期，其他试验工作也照此办理。



培养基配方的摇瓶实验
 培养基配方实验以短周期为宜，其目的首先是适合细胞

生长，其次是适合代谢产物合成。
 适合细胞生长以生长速率为指标，要求能在12~32 h 内

(因菌种而异)达到最大菌体浓度。
 适合代谢产物合成以起步效价为指标，要求20~40 h (因

产物而异)的起步效价最高。
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产物而异)的起步效价最高。
 要同时实现以上两个指标，必须在达到最大菌体浓度后

培养基中残余的C、N、P、S (特别是C、N)等仅仅能够
维持细胞慢速生长，从而适合于产物(主要是次级代谢
产物)的合成。

 实现了以上两个指标，就完成了摇瓶配方实验的任务，
剩下的工作交由小发酵罐试验去做(通过补料持续再现
摇瓶优化配方，从而达到持续高产)。



摇瓶实验中的培养基装量

摇瓶容积 培养基装量

150 ml 20~25 ml

250 ml 35~40 ml
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500 ml 70~80 ml

750 ml 100~120 ml

1 L 140~170 ml

装量越小，溶氧效果越好。但采用较大装量获得
的摇瓶实验结果，较容易在发酵罐上放大。



摇瓶装量对氧传递速率的影响
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摇瓶瓶口使用的隔菌覆盖材料

 原棉棉塞(打湿后发硬，影响通气，故不推荐，
更不能用脱脂棉塞)

 八层纱布(最常用，但要勤洗涤、勤更换，自
来水洗涤后要用软水冲洗，防止纱布变硬)

 耐热泡沫塑料塞
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 耐热泡沫塑料塞

 耐热泡沫橡胶塞

 多孔陶瓷芯橡胶塞

不管采用何种覆盖材料,都应当避免在灭
菌和振荡培养中被培养基玷污！



多孔陶瓷芯隔菌硅橡胶塞
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摇瓶形状、大小和摇床偏心距对氧传递速率的影响

形状和大小 培养基装量氧传递速率(mmol O2·L-1·h-1)

摇床偏心距 25 mm 50 mm

方形4×4mm 0.125ml 6.7 25.4±5.9
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8×8mm

15×15mm

50×50mm

0.5ml

2.5ml

19.5ml

15.2±2.4

39.3

47.7

33.6±4.4

50.5±3.5

58.1

圆形Φ6.6mm 0.26ml 5.0 16.4



发酵罐摇瓶跟踪实验

 发酵罐摇瓶跟踪实验用于查找发酵罐与摇瓶实验
数据产生差距的原因，既可用于小型发酵罐，也
可用于生产发酵罐。

 跟踪实验的具体目的是查找摇瓶种子与种子罐种
子之间、摇瓶灭菌与发酵罐灭菌之间、摇瓶培养
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子之间、摇瓶灭菌与发酵罐灭菌之间、摇瓶培养
与发酵罐培养条件之间的差异。

 跟踪实验按下页图所示程序安排。

 其中自种子罐和发酵罐取样要在火圈保护下进行，
所用取样瓶要事先灭菌并干燥，取样后在无菌室
按所需体积分装摇瓶，每项跟踪实验分装3~5瓶。



发酵罐摇瓶跟踪实验程序
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用医用点滴管进行摇瓶自动补料

摇瓶置摇床上，

用螺旋夹或点滴调

节钮调节补料流速

(每分钟滴数)。这一
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( )
方法也可用于小发

酵罐自动补料，但

补料瓶应置于发酵

罐上方2米以上，而

发酵罐内压力不得

高于0.02MPa。



小发酵罐实验(一)
目的
 将摇瓶实验的配方、工艺条件转移到小型发酵罐，

进行更加深入细致的实验研究。
 探索发酵罐中pH、DO、菌浓、残糖、氨氮、效

价等随发酵时间的变化。
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 比较摇瓶代谢与发酵罐代谢的差异，找出适合于
发酵罐的配方和工艺条件。

 进行补料试验，探索根据pH、DO、尾气CO2含
量、菌体浓度、相应物质的残留量等进行补料的
最佳工艺及工艺控制点。

 在摇瓶发酵的基础上进一步提高发酵效价。
 进行动力、原材料、劳动力等的发酵成本核算。



小发酵罐实验(二)
重点
 补料工艺研究
 补碳源的种类、时机及控制指标
 补氮源的种类、时机及控制指标
 补磷源、硫源的种类、时机及控制指标
 选择可能的前体物质进行补料试验
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 选择可能的前体物质进行补料试验
 通过补料稳定C、N、P、S、pH和DO在摇瓶实验

所得最佳水平上
 通过补料使菌体生长和活力维持最佳状态
 通过补料满足发酵过程菌体持续生长和产物持续

合成对原料的需求（由物料衡算确定）
 通过补料延长发酵周期，提高产品效价和产量



发酵试验过程pH的控制
 使发酵过程的pH稳定在合适的范围内，对提高发

酵产量至关重要，方法主要是控制C、N源的代谢
平衡。

 当发酵前期pH急剧上升时，要降低基础培养基中
速效N源的用量；pH急剧下降时，要降低基础培养
基中速效C源的用量。

41

基中速效C源的用量。
 发酵中后期pH有持续上升趋势时，要及时补入速

效C源；有持续下降趋势时，要及时补入速效N源。
补料量以少量多次、不造成pH较大波动为宜。

 在一般情况下，葡萄糖是最好的速效C源，氨水和
铵盐是最好的速效N源，发酵过程用流加葡萄糖、
氨水和铵盐综合控制pH可以达到很好的效果，但
要注意氨氮水平和溶氧水平的变化。

 不是万不得已时，不用无机酸、碱调节pH。



发酵试验过程DO的控制

 对于高度好氧的微生物发酵过程，DO的控制也是
至关重要的。

 DO的控制归根结底是菌浓的控制，氧在发酵液中
的溶解度与菌浓成反比，而氧的消耗速率与菌浓
成正比。
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成正比。

 发酵前期DO的快速下降是正常的，但在下降到某
一谷底后应当回升到一个合适和稳定的水平。

 DO偏高可增加补料(糖)量，反之则减少补料(糖)量。

 如果菌浓过高引起DO过低，首先要限制营养的补
给，其次才提高搅拌转速和通气量，并适当补水。

 要注意排除染菌原因造成的DO过低。



生物质浓度对氧平衡的影响
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发酵试验过程补碳源的控制

 由于代谢产物的生物合成过程大多存在碳的分解代谢
产物阻遏或抑制，有的甚至特别敏感，因此发酵过程
的残碳控制至关重要。

 根据残糖测定结果控制补糖，由于时间的滞后及测定
的准确性差而很难达到预期效果。
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 pH及DO(特别是DO)对残糖都十分敏感，可以作为补糖
的控制依据。

 利用实时计算的氧消耗速率或二氧化碳生成速率控制
补糖是更加精确和理性的控制方法，但需要配备尾气
氧和二氧化碳分析仪。

 动植物油兼作优良碳源和消沫剂在发酵过程中广泛应
用，但其加入对DO、糖代谢和后提取的影响不可忽略。



发酵试验过程氨氮的控制

 NH4
+尽管是良好的氮源，但也对很多发酵产品的生

物合成有抑制或阻遏作用，必须在发酵过程中予以
精细控制。

 发酵液中NH4
+浓度的控制可通过流加氨水或铵盐来

实施，但这一流加过程中要同时注意pH的稳定。
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 不能以发酵工厂目前普遍测定的甲醛氮作为NH4
+浓

度的控制指标，因为甲醛法测定的氮既包含NH4
+

氮，也包括各种氨基氮和胺氮，后两者往往占优
势，因此甲醛氮充足并不代表NH4

+氮也足够。合理
的控制指标应该是测定的NH4

+氮。

 发酵中后期甲醛氮高还意味着有大量细胞自溶，这不
是NH4

+氮充足而是NH4
+氮或C源严重不足的表现。



发酵试验过程其它营养物质的控制

 P、S和某些无机元素也是不可或缺和过量的，要根

据对发酵滤液中残量的测定或物料衡算来确定是否
需要补加。

 对于补料分批发酵过程和反复补料分批发酵过程，
由于补料、蒸发、中间放料、代谢等所造成的发酵
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由于补料、蒸发、中间放料、代谢等所造成的发酵
液体积复杂的不断变化，采用常规方法很难进行发
酵过程的物料衡算，必须借助于计算机对发酵过程
进行数学模拟。

 引入数学模型可以预测发酵过程对各种营养物质的
需要，从而能更加理性化地进行综合控制，但这种
控制还需辅以某些必要的检测。



发酵试验的日常检测与控制

 摇瓶实验检测同菌种选育中的菌种特性试验。

 对实验罐发酵，除效价外，要求从接种后的8~24h
开始，每4、8或12 h取样检测一次，次级代谢的效
价则从48~72 h开始，每12~24 h检测一次。
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 实验罐发酵的pH可以补入氨水、硫铵、葡萄糖、玉
米浆进行调节，但在进行这种补料时还要考虑罐内
残糖和氨氮的含量，使其处于合适的水平上。

 实验发酵罐DO过高时可补入糖或油进行调节，过
低时首先要限制营养的补给，其次可以提高搅拌转
速或通气量或补水，一般不采用提高罐压的方法。



发酵试验的常规检测项目

 常规检测包括pH、菌浓、菌体形态、无菌状态、残
糖、氨氮、甲醛氮、前体、效价等。

 对于摇瓶发酵实验，必要时每天卸下一个摇瓶进行上述检
测，为此要根据检测次数安排配制和接种的摇瓶数量。

 测定效价的摇瓶样要同时测定发酵滤液体积或称重，以
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 测定效价的摇瓶样要同时测定发酵滤液体积或称重，以
计算发酵总亿效价，排除水分蒸发的影响。

 对实验罐种子，要求从培养8~24 h开始，每4~8 h取样检
测一次，一般不测效价。达到对数生长期后，则每2~4 
h无菌取样一次，接种入发酵瓶进行平行实验，以考察
最合适的种龄。

 对实验罐发酵，一般从发酵12~24 h开始，每6~12 h取样
检测一次(取样起始和间隔时间由发酵周期确定)。



摇瓶发酵与发酵罐发酵的差异

摇瓶 小发酵罐 大发酵罐
通气方式 表面通气 沉没鼓泡通气 沉没鼓泡通气

液/固悬浮 好 好 较差

液/液分散 差 好 较差

剪切作用 弱 较强 更强
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剪切作用 弱 较强 更强

氧传递速率 较差 较好 较好但不均匀

培养基装量对
溶氧的影响

显著 不显著 不显著

速效C、N源
代谢速率

较慢 较快 较快

CO2溶解量 少 多 更多

参数稳定性 好 较差 较好但不均匀



摇瓶与发酵罐氧传递系数的比较

发酵容器 氧传递系数kLa(h-1)
试管 20
扁瓶 50
摇瓶 500
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摇瓶 500
挡板摇瓶 1200
10 L机械搅拌发酵罐 3000~4000

注：以上均为以水为介质测得的结果，如果换成
发酵液，所得数值可能下降一个数量级。



摇瓶与发酵罐差异总结

 由上所述，发酵罐的发酵条件总体优于摇瓶，因
而发酵表达水平也应高于摇瓶。

 如果发酵罐的发酵水平低于摇瓶，有可能是：

1. 发酵培养基中加入的速效碳源过多或速效氮源过多，造成
代谢不平衡，影响pH、DO的稳定和发酵产物的表达。

2. 发酵使用的菌种对剪切作用敏感，在搅拌罐中细胞容易破
碎而影响发酵水平。

 第一种情况，可对基础培养基中速效碳、氮源的
用量以pH、DO为依据做相应调整，并通过流加
补料控制。

 第二种情况，可在摇瓶中加入几粒小玻璃珠进行验
证，确认剪切的影响后改变发酵罐搅拌器形式。
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发酵过程的中试

 发酵过程中试的目的

 承上启下，对实验室研究结果进行小规模验证，
为生产放大提供工艺依据。

 探索实验室选育的新菌种适合于生产环境的发酵
培养基配方和工艺条件。
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培养基配方和工艺条件。

 对生产上发现的问题进行小规模研究，以期找出
问题的症结和解决办法。

 对引进的新菌种、新产品、新技术、新装备进行
工艺验证。

 对长期停产的品种进行复产前的小规模试生产。



发酵产业化过程及中试所处的地位

过程阶段
技术完善
水平

规模(L) 技术成熟水平

产业化 9 ≥100000 大规模工业化生产

产业转化 8 ～10000 半生产规模技术验证

活力展示 7 工艺与工厂设计

53

活力展示 7 工艺与工厂设计

技术开发

6 ～1000 中试验证

5
～100

强化技术经济性能

4 小试的展开与整合

可行性展示
3 ～1 开展小试的技术基础

2 ～0.1 具有可行性的技术应用

基础研究 1 ～0.01 有希望的研究结果



中试所需的主要装备

 500~5000 L与生产罐结构及几何形状相似的发酵罐及
其配套种子罐、补料罐

 搅拌转速检测及变频调速装置

 温度、空气流量、pH、DO检测与控制装备

 自动补料与计量装备
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 自动补料与计量装备

 尾气分析设备(气体质谱仪或尾气O2和CO2分析仪，前

者的分析精度和响应速度均比后者高一个数量级，除
O2和CO2外，还能检测包括水蒸气，氨，挥发性醇、
醛、酸在内的尾气中所有其它气体成分)

 测糖仪、NH4+检测仪、高效液相色谱仪等分析仪器

 其他与发酵实验研究有关的新装备



实验误差

 实验误差是不可避免的客观存在，我们不可
能做到不出现误差，但可以尽量减少和消除
误差。

 实验误差具有以下三个特点：
 非零性——误差的存在是绝对的

 不确定性——误差的大小和正负是随机变化的

 未知性——误差的真值是不可知的

 实验误差包括随机误差、系统误差和粗大误
差三种，它们各具有不同的特点。
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随机误差及其减少方法

 随机误差由某些不易控制的因素造成的，即在相
同条件下做多次实验和测量，其误差数值时大时
小，偏向时正时负。

 随机误差服从统计学中的正态分布，即重复实验
和测量数据大部分集中在平均值或中值左右，呈和测量数据大部分集中在平均值或中值左右，呈
大致的对称分布。

 随着实验和测量次数的增加，平均值或中值可以
接近真值，随机误差减小，但不会消除。

 因此减少随机误差的方法就是增加重复实验的次
数。
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系统误差及其减少方法

 由某些固定不变的因素引起的。在相同条件
下进行多次实验和测量，其误差数值的大小
和正负保持恒定，或误差随条件改变按一定
规律变化。

 减少系统误差的方法为：

 进行空白实验

 进行对照实验

 测量时增加标准品对照或空白对照
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粗大误差及其消除方法

 粗大误差是实验数据按专业知识判断与实际明显
不符的误差，主要是由于实验人员操作失误、仪
器故障、试剂污染、环境突发变化等所致。

 这类误差往往与正常值相差很大，所以也称不正
常误差。

 通过对实验人员进行严格训练，对实验试剂进行
标定，加强维护保持测量仪器的完好，控制实验
环境稳定等可以消除这类误差。

 在整理数据时应将明显不符合正常情况的数据作
为粗大误差加以剔除。

 千万不要将发生正粗大误差的数据错误地判断为
自己的重大实验成果，给后人留下笑柄。
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实验结果的人工记录

 实验记录是为了对实验过程进行管理，以确保对实
验进度的监控和对实验效果的总结、评价。

 系统、完整的记录有利于对实验全过程进行追溯，
是对每位实验员工的工作数量和质量进行考核的重
要依据，也是日后知识产权保护的法律证据。

 记录必须即时，尽量减少追记，内容必须真实、可
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 记录必须即时，尽量减少追记，内容必须真实、可
靠，字迹必须工整、清晰。

 不得任意撕毁或涂改记录，必须更改时，可用一条
或二条横线划在更改处，使原数据仍可辩认，在旁
边重写正确的数据并签注姓名及日期。

 记录如需重新誊写，则原有记录不得销毁，而应作
为重新誊写记录的附件保存。

 实验记录应有专门印制、每页都有编号的记录本。



仪表及计算机记录

 对于自控发酵罐和自动记录仪表，要经常检查仪
表及计算机记录数据是否正常，如不正常要及时
查找原因，恢复正常。

 非发酵实验人员，不得操作发酵控制计算机，该
计算机必须与外部网络断开。
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计算机必须与外部网络断开。

 在每批发酵结束后，要对计算机记录数据在专用
文件夹或存储器内进行存储。

 任何情况下，实时和存储的记录数据都不得删除
或修改，以保持纪录的真实性，为此，可以加锁
或加密控制。



实验总结

 每月或每季度书写简单的实验小结一份，限A4纸
1~2页。

 每半年写出实验报告一份，限A4纸2~5页。
 每年书写详细实验总结一份，篇幅为A4纸5~8页。

 如果项目有多人参加，则项目负责人须综合各人
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 如果项目有多人参加，则项目负责人须综合各人
的年度报告书写项目总体的年度报告。

 实验报告、总结要有数据，有分析，有结论，有
今后改进计划，数据要用图表表示，必要时要对
大量摇瓶数据进行统计分析。

 实验报告和总结都应注明参加实验的人员和执笔
人，以备日后查考。



记录数据的修约规则

 实验数据的修约应采用“4舍、6入、5留双”
规则。具体实施方法如下：

 当保留位数后面第一个数字小于或等于4时舍
去，大于或等于6则进1；当保留位数后面第一
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去，大于或等于6则进1；当保留位数后面第一
个数字等于5，5后（右边）非0应进1，5后为0
看奇偶：5前偶数应舍去，5前奇数则进1。
例如（保留1位小数）：

2.2500→            2.1507→            2.0500→
2.1500→            3.7431→            2.3653→

2.2 2.2
2.2

2.0
2.43.7



发酵过程的放大与缩小

 根据实验室和中试所得实验结果设计和操作生
产规模发酵罐的过程称为放大。

 反过来，根据已有生产规模发酵罐设计和操作
实验室或中试规模发酵罐的过程称为缩小。
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 放大的主要任务是根据小发酵罐的工艺条件确
定大发酵罐的工艺条件，特别是通气、搅拌条
件。

 根据放大和缩小的几何相似原理设计的发酵罐
有利于实验室和中试的实验结果在生产规模发
酵罐上重现。



发酵过程放大研究的主要内容

 发酵罐的几何形状放大

 发酵罐传热面积的放大

 通气量的放大

 搅拌转速和搅拌功率的放大
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 搅拌转速和搅拌功率的放大

其中的重点是搅拌转速和搅拌功率的放大



发酵罐几何形状的放大

 发酵罐几何形状放大是发酵过程放大的基础。

 不同规模发酵罐几何形状相似是发酵过程放大的

前提。

 所谓几何相似就是发酵罐的结构和各部件的几何
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 所谓几何相似就是发酵罐的结构和各部件的几何

尺寸比例相同。一般以发酵罐内径为基准，不同

大小的发酵罐应保持高径比及各部件尺寸与罐内

径之比值一定，也要保持比传热面积(传热面积

与发酵罐容积的比值)一定。



典型的的机械搅拌发酵
罐各部件几何尺寸比例

 H=2.5Dt~3.0Dt

 Di=0.3Dt~0.4Dt

 C=1.2~1.8Di

 C1=Di

 B=0.1Dt

Dt

Di

B
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 B=0.1Dt

H：发酵罐内部空间高度
Dt：发酵罐内径
Di：搅拌叶轮直径
C：搅拌叶轮间距
C1：下层搅拌至罐底距离
B：挡板宽度

H

C

C

C1



典型的100 m3

机械搅拌发酵罐

几何尺寸：

 H=8500

 Dt=4200

 D =1700
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 Di=1700

 C=2000



发酵罐传热面积的放大

 原则：单位容积的传热面积相等。

 方法：小罐筒体表面积与罐容积之比值比较大，
可只采用夹套或外盘管传热；大罐筒体表面积与
罐容积之比值比较小，除外盘管之外，还必须加
装内盘管；罐越大，所需内盘管的表面积越大。
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装内盘管；罐越大，所需内盘管的表面积越大。

 内盘管的的设计：有垂直型盘管和水平型盘管两
种。前者可起部分挡板作用，且容易取出罐外进行
维修，但传热效果较差，内部存水不易放出；后者
由于冷水流动方向与搅拌方向相反，传热效果较
好，内部存水易放出，但不能取出罐外维修。



通气量的放大

 原则：单位发酵液体积所给予的通气量或空
气在罐内以空截面为基准的上升线速度相等。

 方法：根据几何相似的原则，入罐空气管道
的截面积原则上应与罐内径成正比，但随着
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的截面积原则上应与罐内径成正比，但随着
发酵罐体积的增大，液层深度越高，空气上
升的阻力就越大，因此大发酵罐的空气入罐
管道线速度要大于小发酵罐，也就是说入罐
空气管道的截面积与罐内径之比要小一些。



搅拌转速放大的依据

 单位发酵液体积吸收的搅拌功率相等(             )

 氧的气/液传质系数相等[(kLa)1= (kLa)2]

 搅拌叶轮尖端线速度相等(n D = n D )

1 2

1 2L L

P P

V V
√
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 搅拌叶轮尖端线速度相等(n1Di1= n2Di2)

 搅拌雷诺准数相等(n1Di1
2= n2Di2

2)

 单位液体体积搅拌泵流量相等(              )

按以上不同依据所得到的放大结果极不相同！

1 2

1 2L L

Q Q

V V




单位发酵液体积等功率放大

 不通气下的搅拌功率

 小罐

 大罐

 如果是同样的发酵过程(即发酵液性质相同)和同
N =N ρ =ρ

3 5
1 1 1 1 1p iP N N D

3 5
2 2 2 2 2p iP N N D
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样的搅拌器，则Np1=Np2，ρ1=ρ2

 如果是几何相似，则VL∝Di
3

 于是，由P1/VL1=P2/VL2计算得
2/3 2 /9

21 2

2 1 1

i L

i L

DN V

N D V

   
    

  



在几何相似前提下等功率放大系列容积
发酵罐搅拌转速参考数据

Vt(m3) Dt(m) Di(m) N(r/min)

0.01 0.18 0.06 930

0.1 0.38 0.13 560
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1 0.83 0.28 330

10 1.8 0.6 200

100 3.8 1.3 120

1000 8.3 2.8 72



等单位通气量放大空气管道配置的参考数据

罐容积
m3

罐内径
m

液层深度
m

入罐空压
MPa

出罐空压
MPa

标称空量
m3/min

工况空量m3/min 设计空速
m/s

入罐管径mm 出罐管径mm

入罐 出罐 计算 取值 计算 取值

0.01 0.19 0.30 0.12 0.05 0.007 0.003 0.005 6.16 3 4 4 4

0.05 0.32 0.51 0.12 0.05 0.034 0.015 0.023 7.02 7 8 8 8

0.1 0.40 0.64 0.12 0.05 0.068 0.031 0.045 7.49 9 10 11 15

0.5 0.68 1.09 0.12 0.05 0.340 0.155 0.227 8.95 19 20 23 25

1 0.86 1.38 0.12 0.05 0.680 0.309 0.453 9.79 26 25 31 32
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1 0.86 1.38 0.12 0.05 0.680 0.309 0.453 9.79 26 25 31 32

2.5 1.17 1.87 0.13 0.05 1.700 0.739 1.133 11.16 37 40 46 50

5 1.47 2.35 0.13 0.05 3.400 1.478 2.267 12.47 50 50 62 65

10 1.85 2.97 0.13 0.05 6.800 2.957 4.533 14.09 67 65 83 80

25 2.52 4.02 0.14 0.05 17.000 7.083 11.333 16.86 94 100 119 125

100 3.99 6.39 0.15 0.05 68.000 27.200 45.333 23.17 158 150 204 200

120 4.24 6.79 0.16 0.05 81.600 31.385 54.400 24.27 166 200 218 250

150 4.57 7.31 0.17 0.05 102.000 37.778 68.000 25.73 177 200 237 250

200 5.03 8.05 0.18 0.05 136.000 48.571 90.667 27.82 192 200 263 250

240 5.35 8.55 0.19 0.05 163.200 56.276 108.800 29.27 202 200 281 300



氧的气/液等传质系数放大(一)

 计算氧的气/液传
质系数的经验式：

a

b
L s

L

P
k a

V
 
 

  
 
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 式中的指数a和b
随发酵罐的大小
而异，右表给出
的是经验值。

发酵罐容积(L) a b

5 0.95 0.67

500 0.65 0.62

50000 0.45 0.5



氧的气/液等传质系数放大(二)

 设放大前后的通气线速度s相等，则当发酵

罐由5 L放大到50000 L时，应有：
0.45 0.95

0.5 0.672 1P P

V V
 

   
   

   
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 整理后得：

2 1L LV V
   
   

21

2 1

0.17 0.92.85

1.35 1.9
i

i

DN

N D







各种放大依据所得结果的比较

放大依据
10m3发酵罐/10L发酵罐

P P/V N ND Re N/D Q/V

单位体积吸收功率相等 103 1 0.215 2.15 21.5 0.021 0.215

搅拌转速相等 105 102 1 10 102 10-1 1
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搅拌叶尖端线速度相等 102 10-1 10-1 1 10 10-2 10-1

搅拌雷诺准数相等 10-1 10-4 10-2 10-1 1 10-3 10-2

剪切力与泵流量比相等 108 105 10 102 103 1 10

单位体积泵流量相等 105 102 1 10 102 10-1 1

P=搅拌功率，V=发酵液体积，N=搅拌转速，D=搅拌叶轮直
径，Re=搅拌雷诺准数，Q=搅拌泵流量， ND代表剪切作用



等功率放大后不同规模发酵罐参数的比例因子

Vt

(m3)
Dt Ac Di N ntip Q Q/V H

Vt
1/3 Vt

2/3 Vt
1/3 Vt

-2/9 Vt
1/9 Vt

7/9 Vt
-2/9 Vt

2/9

2 1.26 1.59 1.26 0.86 1.08 1.72 0.86 1.17

20 2.71 7.38 2.71 0.52 1.39 10.31 0.52 1.95
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Vt：发酵罐容积
Dt：发酵罐内径
Ac：发酵罐表面积
Di：搅拌叶轮直径
N：搅拌转速

ntip：搅拌叶尖端线速度

Q：搅拌泵流量

Q/V：比泵流量

H：发酵罐高度

200 5.85 34.26 5.85 0.31 1.80 61.81 0.31 3.26



等功率放大后不同规模发酵罐的转速与配管一览表

罐容积
m3

罐内径
m

液层深度
m

搅拌转速
r/min

压缩空气
mm

物料
mm

蒸汽
mm

冷却水
mm

排气
mm

0.01 0.19 0.35 900 6 10 6 10 6
0.05 0.33 0.59 630 10 15 10 15 10
0.25 0.56 1.01 440 15 25 15 20 20
0.5 0.71 1.27 380 20 32 20 25 25

2 1.12 2.02 280 32 50 40 40 40
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2 1.12 2.02 280 32 50 40 40 40

5 1.52 2.74 230 50 65 50 50 65
15 2.20 3.96 180 65 80 65 80 80
30 2.77 4.98 155 80 100 80 100 100
60 3.49 6.28 130 100 125 100 125 150

120 4.39 7.91 115 125 150 125 150 200
200 5.21 9.38 100 150 200 150 200 250
300 5.96 10.74 92 200 200 150 200 300
500 7.07 12.73 82 250 250 200 250 350



等功率放大对各项参数的影响

6.00

7.00

8.00

9.00

10.00

11.00

600

700

800

900

1000

1100

N

n tip
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等功率放大对混合时间的影响

按单位发酵液体积吸收功率相等原则进行
放大后，大罐的混合效果下降，混合时间
延长。其表达方程式如下：
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2/ 3 2 / 9
m t tt D V 



等功率放大过程的氧传递系数和混合时间
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非几何相似情况下的功率放大

 如果大罐与小罐非几何相
似，则按以上单位发酵液
体积消耗的功率相等原则
计算得到的搅拌功率，应
乘以以下校正系数：

2 2

2 2

1 1

t L

i i
c

t L

D H

D D
f

D H

D D


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乘以以下校正系数：

式中：HL为发酵液层深度

 由此得：

1 1i iD D

2 1
2

1
c

V P
P f

V




不同放大比和不同类型培养液维持相同
氧消耗速率所需要的氧分压
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一些过程放大的经济性
R

Capacity

Capacity
CostCost 










1

2
12

Equipment Size Range R

Fermenter 0.2~0.9 m3 0.18

0.9~14 m3 0.34

14~200 m3 0.70

Autoclave 3.8~18.5 m3 0.37

84

Autoclave 3.8~18.5 m3 0.37

Freeze Dryer 15~450 L 0.41

Homogenizer 0.04~7 m3/h 0.5

Ultrafiltration 20~800 m2 0.86

Ion-exchange 5~200 ft3 0.73~0.94

Electrodialyzer 8~640 0.37

R值越小，
放大的经
济性越好。
当R＞
0.75时，
则放大的
经济性不
佳。



发酵罐规模对生产成本的影响
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COGM=Costs of Goods Manufactured



产品需求量及发酵单位与发酵罐规模的选择

86



放大失败的原因及对策

 大、小发酵罐通气量及搅拌转速(功率)不匹配——
调整使之相匹配。

 通气量及压缩空气含水量不同造成蒸发量差异——
调整使之相同。

 大罐的剪切作用强，生产菌种对剪切作用敏感—— 大罐的剪切作用强，生产菌种对剪切作用敏感——
限制放大倍数或改变搅拌叶形式。

 大罐的混合效果较差，溶氧分布不均匀，造成部分
区域缺氧——限制放大倍数，使用轴流搅拌。

 大罐实罐灭菌加热、冷却时间过长，灭菌后的培养
基颜色加深，营养破坏加重——改用连续灭菌。
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一体化超高温超节能连续灭菌设备

特点：

 过热水空消、物料灭菌、顶水
灭菌、无菌水无菌保压一体化

 140~142℃/40s超高温瞬间灭菌

 相对于灭菌物料3%的超低蒸汽 相对于灭菌物料3%的超低蒸汽
消耗和超低冷凝水量

 进料温度20 ℃，灭菌物料出口
40℃，无须冷却水冷却

 热敏营养物质破坏率5%以下

 0.05~120吨/小时多种规格可选

 具有自主知识产权
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不通气下的搅拌功率计算

3 5
1 0 p iP N N D，

 单只涡轮搅拌器不通气下的搅拌功率：

 多只涡轮搅拌器不通气下的搅拌功率：

m 0 1 0 (0.4 0.6 )P P m ， ，
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式中：P0——不通气下的搅拌功率，kW
Np——功率准数，与雷诺准数相关的参数
ρ——被搅拌液体的密度，t/m3

N——搅拌转速，r/s
Di——搅拌叶轮直径，m
m——搅拌涡轮只数

m 0 1 0



通气下的搅拌功率计算

 Michel经验式：

 福田秀雄修正式：

0.45
2 3

0
g 0.56

i

g

P ND
P C

Q

 
   

 
0.39

2 3P ND 
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式中：Pg——通气下的搅拌功率，kW
Qg——通气量，m3/s
C——经验系数，当Di/Dt=1/3时，C=0.157

Di/Dt=1/2时，C=0.101

0.39
2 3

0
g 0.08

0.00225 i

g

P ND
P

Q

 
   

 



不同搅拌器的功率准数（一）
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不同搅拌器的功率准数（二）
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不同搅拌器的功率准数（三）
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搅
拌
器
编
号
、
名

称
及
结
构
参
数

名
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引自：陈志
希等，24种
搅拌器的功
率曲线，化
学工程，
38(3)，38-
43，2010。



灭菌与发酵过程的放大

 灭菌是造成发酵过程放大失败的一个重要因素。

 摇瓶和小实验发酵罐通常灭菌过程比较温和，造成
营养物质的损失比较少。

 大发酵罐如果是实罐灭菌，因升温和冷却时间长，
营养物质处于高温的时间显著延长，破坏严重。

 传统的连续灭菌采用维持罐进行保温维持，因维持
时间分布广，高温维持时间长，同样造成营养物质
的严重破坏。

 解决灭菌引起的放大失败问题，必须采用维持时间
精度高的现代超高温瞬间连续灭菌技术。
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等效灭菌温度-时间与营养物质的破坏

100%
aE

RT
A

Y e


 

394

30 10
T

Zt


 
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 注：微生物以嗜热脂肪芽胞杆菌为代表(Z=11)，营养素以维生
素B1为代表(Ea=92.11)；公式中T的单位为K]。

100%
2

RTY e 



各种维持设备维持时间分布的比较
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0.45

0.5
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0.6
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0.7

0.75

0.8

螺旋板式维持器

频
数
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实验室微型培养基连续灭菌器
注：
1. 主机件用3D打印方式制
作。
2. 设备使用前采用超高温
饱和热水循环空消。
3. 培养基灭菌后用超高温
饱和热水顶洗。
4. 顶洗后用超高温饱和热
水对设备进行无菌保温保

增压泵

蒸汽

排气

压力传感器

温度传感器

温度传感器

压力传感器

压力传感器安全阀
压力传感器

止逆阀 止逆阀

气动阀

气动阀

高
压
喷
射
热
泵
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水对设备进行无菌保温保
压。
5.  2、3、4步骤的目的都
是为了防止培养基在设备
内结垢堵塞通道。
6. 额定灭菌流量为1~50 
L/min，灭菌工艺参数为
140℃/40s(温度可调)。
7. 灭菌后可确保培养基不
变色，几乎没有营养物质
破坏。生料进口

熟料出口

热水回流
热水

物料泵

气动阀三通阀

3D打印件

气动阀



中试及生产规模超高温瞬间连续灭菌系统

P

P

去其他发酵罐

排污

P

喷

射

热

泵

蒸汽

排汽

安全阀

A

P

无菌料 饱和热水

排污 蒸汽

至各发酵罐A向俯视图

排汽
气动开
关阀

蒸汽调
节阀

喷
射
热
泵

P T

三通球阀

蒸汽包
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说明：
、用高温饱和热水间接加热，不对被加热物料造成稀释和污染。

、设备用高温饱和热水清洗和空消，可防止挂壁存料因蒸汽空消而造成内部结垢。
、饱和热水温度可精确调控，加上饱和热水罐的缓冲作用，灭菌温度不受蒸汽压力波动的影响。
、物料灭菌前提前开启饱和热水循环泵，使饱和热水温度达到灭菌所需温度。

软水罐

P

配料罐配料罐

T P

中转罐

化工
泵

自 来
水

热水
泵

喷
射
热
泵

饱
和
热
水
罐

T

换热保温器 换热器



超高温瞬间连续灭菌系统系列产品

序
号

型号规格
(t/h)

处理能力
(m3/h)

适用发酵罐
(m3)

内部容积(L) 外形尺寸(×高) 重量(kg) 换热负荷
(kW)水通道 维持通道 换热通道 合计 维持 换热 维持 换热

1 HETI-0.05 0.03~0.05 0.01~0.2 1.4 0.74 0.4 2.5 630×370 50 6~7

2 HETI-0.25 0.18~0.25 0.2~0.5 4.8 3.34 2.2 10.3 780×420 100 32

3 HETI-1 0.75~1.0 1.0~2.0 8.3 13.0 10.6 31.8 920×510 260 130

4 HETI-3 2.2~3.0 2~5 21.7 38.6 42.5 103 1090×660 650 390

5 HETI-5 3.7~5.0 5~15 27.3 64.1 80.5 172 1170×760 940 642

6 HETI-10 7.5~10.0 15~25 56.1 128 197 380 1330×970 1630 1280

100

6 HETI-10 7.5~10.0 15~25 56.1 128 197 380 1330×970 1630 1280

7 HETI-20 15~20 25~50 92.3 255 588 935 1730×1110 3340 2570

8 HETI-30 23~30 50~75 119 382 945 1445 2010×1260 4850 3850

9 HETI-50 38~50 75~100 237 620 2063 2920 2270×1580 7680 6420

10 HETI-75 57~75 100~200 614 930 7271 8814 2650×1860 13030 9640

11 HETI-100 75~100 200~300 794 1241 10422 12457 2890×2160 17210 12850

12 HETI-125 90~120 300~500 879 1489 13264 15632 1580×2220 2530×2220 3120 19100 15420

注：1、序号1~2用于实验室，以三维打印方式制作；3~5用于食品行业和发酵中试；6~12用于发酵生产。
2、制作材质根据用户要求可使用304、321、316L不锈钢，或2205、2507双相不锈钢。
3、可根据用户需求提供200t/h及以上的连续灭菌系统，但换热器要分2~3台制作。
4、外形尺寸和重量为设计估算值，实际制作数据会有一些偏差。



超高温瞬间连续灭菌的优点

 超高温灭菌穿透力强，显著加快细菌热死速率。

 高速流动状态下灭菌温度均匀，无灭菌死角。

 快速升温和冷却，被灭菌物料整体受热时间短，从
而显著降低营养物质破坏率。

 易将一些物质分开灭菌，减少美拉德反应的发生。

 灭菌温度和时间控制精度高，灭菌过程重现性好。

 灭菌效果不受规模的影响，有利于过程的放大。

 易于实现灭菌过程的自动化。

 减少发酵罐非生产占用时间，提高设备利用率。
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发酵过程的尾气分析

 用于尾气分析的常规仪器主要是为红外二氧化碳
分析仪和磁导氧分析仪，这两样仪器的共同缺点
是水分干扰检测结果，因而尾气进入仪器前要事
先除湿。另外检测精度不高，响应时间长。

 尖端仪器有气体质谱仪，可以检测发酵尾气中的
任何成分，包括氨和挥发性有机物，提供更多的

102

任何成分，包括氨和挥发性有机物，提供更多的
代谢信息。其响应速度快，检测精度高，受外界
干扰小。尽管游离水分仍然干扰检测结果，但水
蒸汽不干扰，故采用高温进样检测，还能如实定
量尾气中的水分含量。

 为了确保检测数据可靠及降低检测费用，请不要
使用除气体质谱仪以外的任何质谱仪或其他气体
分析仪。



除湿对尾气分析结果的影响

 发酵尾气必然被水饱和甚至过饱和，当发酵温度
为30℃时，尾气中的水分含量可达4.4%以上，

远远超过二氧化碳及其他一些挥发性成分的含量，
因此，如果将水分排出，则尾气中其他成分含量
的检测结果将产生很大偏差。
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的检测结果将产生很大偏差。

 二氧化碳在水中的溶解度很大，在低温下溶解度
更大，其他一些成分如氨及低级挥发性有机物
（醇、醛、酸、胺等）也在水中有很大的溶解度，
因此，如果降温排水，则这些溶解性成分也同样
被排出，使检测结果产生更大的偏差。



尾气分析在发酵过程优化中的应用（一）

 判断发酵过程氧的利用率，为优化通气、节约通
气成本提供依据。

 分析发酵过程细胞的呼吸强度及其变化规律，优
化发酵过程的补料。

 计算氧的消耗速率、二氧化碳的生成速率和呼吸
商，对发酵过程进行深层次的分析。

 通过氧的消耗速率或二氧化碳的生成速率估算发
酵液中的活细胞浓度和代谢热。

 通过呼吸商数据分析发酵过程复合碳-能源各成
分的代谢规律。
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尾气分析在发酵过程优化中的应用（二）

 通过尾气中水分含量的测量估算发酵过程的水分
蒸发率、发酵液体积和蒸发热，作为补料浓度、
补料量或补水量的控制依据。

 通过氧消耗率或二氧化碳生成率的测量与计算， 通过氧消耗率或二氧化碳生成率的测量与计算，
估算代谢热，加上搅拌热和减去蒸发热，作为冷
却负荷和冷却面积的计算依据。

 通过尾气中二氧化碳浓度的测量实施通气的动态
梯度控制(发酵前期减少通气量，中期加大通气
量)，对整个车间的通气进行统筹优化。
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典型的以葡萄糖为碳-能源好氧补料分批发酵
尾气模拟曲线
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实验室安全

 电气安全：

 防漏电，防触电，防短路，防超载，防电气火灾。

 危险化学品安全：

 防中毒，防火灾，防爆炸，防环境污染，防窒息。

 生物安全： 生物安全：

 防泄漏，防身体、衣物和环境污染。

 设备安全：

 防超温、超压，防爆炸，防烫伤，防机械伤害。

 实验数据和材料安全：

 防盗，防外泄。
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实验室操作人员安全守则

 经安全培训考核或考试合格后上岗。
 进实验室必须穿戴防静电工作服，必要时还需佩戴

防护帽、防护眼镜、手套和口罩。
 所有设备必须严格按安全操作规程操作。
 较大的用电设备和高压、高温设备必须经相关安全

人员检查合格并在场的情况下试车。人员检查合格并在场的情况下试车。
 危险化学品必须专人、专库或专柜保管。
 严禁将易燃、易爆、有毒化学品放入冰箱。
 使用或产生有毒挥发性化合物的实验必须在通风柜

内进行。
 实验室禁烟、禁酒、禁喧哗和打闹。
 禁止在实验室（区）用餐及存放食物。
 办公区与实验区要有分隔。
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小型简易发酵实验室设计举例

2000
1500

22001800 1000 1000 5000
参观走廊（宽度750~800） 外墙

1

2
3

4
6

7

58

恒温室
无菌室

缓冲室 换衣室

11

双面实验台

墩布池 洗手池

2000

进风口进风口

回风口 准备室兼实验罐区

9
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编号设备说明：1、种子罐，2、发酵罐，3、蒸汽发生器，4、连续灭菌器，5、空气压缩机，6、空气
净化系统，7、配料罐，8、反渗透净水机，9、软水储罐，10、循环水冷却器，11、灭菌锅。
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一般发酵实验室设计举例（一）

注：绿色区
域为C级洁

固态发酵实验区

5000
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办公室

10500
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盥
洗
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墩
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池
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域为C级洁

净区，黄色
区域为D级

洁净区，上
方2.0~2.2米
高度吊顶，
吊顶上放置
净化空调机。
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一般发酵实验室设计举例（二）

固态发酵实验室

化验室
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发酵实验室设计举例（含提取）
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发酵实验室暨中试工场设计例一

二楼平面布置

6000
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培养室
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发酵实验室暨中试工场设计例一

一楼平面布置

6000 设备
备件库

发酵
原料库

室外储罐
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发酵实验室暨中试工场设计例二

缓冲室 缓冲室

恒温室

六角形
天窗，
旋转楼
梯

恒温室

淋浴室

六角形
天窗，
旋转楼

梯

北

预留区预留区

二层

淋浴室

储
物
间
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无菌室 无菌室换鞋间

实验操作兼
理化分析室

工艺控制室 办公室

配电室

阳台

六角形
天窗，
旋转楼

梯

固态发酵
配料灭菌

区

升降机
孔

六角形
天窗，
旋转楼
梯

储
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间
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发酵实验室暨中试工场设计例二

男更衣室 女更衣室

男浴室 女浴室

男卫
生间

女卫
生间

液态发酵
后处理区

固态发酵
后处理区

六角形
天窗，
旋转楼

梯

六角形
天窗，
旋转楼
梯

一层
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液态发酵配
料灭菌间

大厅

发酵原料及
备件储藏间

固态发酵区

走廊

旋转门

六角形
天窗，
旋转楼
梯

升降机
孔

液态发酵区

六角形
天窗，
旋转楼
梯



发酵实验室暨中试工场设计例三
二层

固态发酵工段

六角形
天窗

无菌室 无菌室恒温室 恒温室

缓冲室缓冲室

淋浴室淋浴室

实验操作及
工艺控制室

吸风塔

后处理工段

六角形
天窗
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一层

空压机
安装区

女卫
生间

男卫
生间

办公室
后处理工段

办公室

小会议室男浴室 女浴室

固态发酵工段



恒温培养室的简易设计

 恒温培养室是一个密闭、强制通风的微生物培养室，
要求保持一定的温度、湿度、洁净度和正压，配备摇
床、搁物架、照明灯等设施，但不要安装紫外灯。

 恒温培养室的洁净度按D级标准设计，一般不设置窗
户，采用保温推拉门，保温门上设有观察视窗。

 恒温培养室的恒温控制可使用带外风过滤的冷热空
调，并在通风道内装设自控加热的电热管(板)。

 恒温培养室的湿度控制可使用加湿器，或在通风道口
置纯净水盆，根据水面积大小控制不同的湿度。

 恒温培养室吊顶高度2000~2200。
 为满足不同培养温度的需要，恒温室至少设置两间。
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无菌室的洁净通风设计举例

注：准备间通过无菌室推
拉门缝向外泄压实施通风，
保持低于无菌室、高于更
衣室的正压。更衣室以同
样方式保持低于准备间、
高于淋浴室的正压。 风机

回风

进风

二级中效过滤器

三级高效过滤器

新风阀

新风初效过滤器

回风

无菌室准备间更衣室淋浴室换鞋室

回风初效过滤器

120



恒温培养室简易通风与温控设计
2200

推拉门

观察窗

进气栅

透气孔

温度传感器 温控器

121

2200

搁物架

加热板

水盆

风扇
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演讲人：河北科技大学生物科学与工程学院 徐亲民

联系电话：13513370405(兼微信)


