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17 摇瓶发酵中间过程的检测方法 
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摘 要 通过特制摇瓶进行采样分析，以啤酒酵母为研究对衷，分析了中间采样与发酵最终结 

。。果所测发酵 目的产物量、糖耗等的异同．验证 7采样方法的可行性。这种特制摇瓶简单易行，可 

桂刚 J习 镫 

常规实验用的摇瓶只能对最终结果做出评判．无法检测菌体代谢过程中环境条件的改变情况 当 

然，用多个摇瓶批量实验可得到上述参数．但是．从这个摇瓶难以追索另一摇瓶在培养进程中发生的变 

化 ，并且环境条件也不尽相同，测定结果必然有较大的误差。从摇瓶发酵中取得有用参数的研究 ，对 

摇瓶内的氧传递 ，剪切作用 。 等也有报道 

我们设计丁特制摇瓶 ，以求发酵动力学参数 ．通 

过实验认为特制摇瓶是可行的，为工业化放大提供 

了如环境改变情况、产物累积及基质消耗等情况 

1 实验材料及方法 

1．J 设备及材料 

摇瓶 ：见图 1(总容积 V一500 mL)；菌株 ：无锡 

太湖清水啤酒酵母(Sr~cc&．cerevistae)；培养液：麦芽 

汁(力波啤酒 厂提供)；培养条件 ：25。C．220 r／min， 

接种量 10％，摇瓶未接种前 V 一45 mL；摇床：江苏 

太仓医疗器械厂出品，偏心距 1．5 cm。 

围 l 特制摇瓶 

FlB l Specially Designed Shake Flask 

1．2 测定方法 

i．2．1 糖利用率的测定 从摇瓶采样口采取不同时期的样液．用高速离心机以4 000 r／rain的速度离 

心 1 0 min，取上清液，用裴林法 分析其糖含量 

I-2．2 菌体重量的测定 取离心后的样液 ，倾其 !二清渡，弥萁鲜重 ，然后换算成在 80。C下烘干 24 h后 

的于重 

1．3 摇瓶内培养与采样方法 

1．3．1 补料采出法 于 500mL特制摇瓶内盛液 4 5mL．接种量 1 0 ．摇床转速 220 r／mba．25。c培养． 
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图 2 塘利用致菌体生长曲线 

*注：朴料采出法 I 

f-g．2 The Consum ption of Sugar and 

B o恤 s Growtk 【n the COurse 

Of Ferm ent舭ion 

每隔 3 h姻过采样口的橡胶瞄采样一次一采样 1 mL，每次采样 

时同时补人同样体积的藉鲜培养液．培养 21 h结束 采出补入 

时用两种方法：第 1种是先采取 】mL样液后补入同样体积的 

培养液 ；第 Ⅱ种是先补料 1 mL后精确采出 1 mL样液。 

1．3．2 非补入采出法 第 1种方法是每隔 3 h采样 l mL不补 

入培养液；第 Ⅱ种方法是不采样只分析最终结果 

2 实验结果与讨论 

2 1 采出补人法 

国 2是补料采出时第 1种方法所得的菌体生长及糖利用曲 

线 。图上示出：糖利用率最高 6j 左右，菌体产培在 I j h左右达 

t§ 4 S／ L。 

2．2 补人采出与非补人采出法所得结果对比 

由表 1看出：啤酒酵母补入采出与非补入采出法糖利用在 

剐开始培养时有些 差别 ，但随着培养时间的增加 ．这种差异消 

失．趋于一致。这可能是刚开始培养时，菌体处于迟滞生长阶段．补料使浓度稍高．随着对数生长期的到 

选，苗体的大量增殖，步量新鲜料液不足以引起多大差异。由表 】的相对差值得出：摇瓶内少量的体积变 

化 致引起明显糖利用情况的差异。 

表 l 两种采出糖利用率测定结果的比较 

Tab·1 The Comparison of Sugar Consumptlon between Different Sampling M ethods 

注 220 r／rain，25。C接种量 l0 。 

表 2 两种方法菌体产量的对比 

Tab·2 The Comparison of Biomass between Two Kinds M ethods of Sampling 

发酵时问／h 

补料培养 非补料培养 

方法 I 方弦 Ⅱ 方法 I 方浊 Ⅱ 

注 -250~C，220 r／rnin．接种量为 lD 。 

由表 2测得的菌体量对照可以看出t啤酒酵母补人采出与非补人采出培养时菌体产量在刚开始时 

f 手三罨蠢 ．一 一兰霉 
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有一点差别 ．随着培养时间的增加 ，菌体产量基 机等 ． 论是先采样后补料还是先补料后采样所得结 

果均趋一致 这说明瓶内少量体积变化不会 『起发酵罐单位与摇瓶单位之间的差异。 

3 结 论 

(1)对摇瓶发酵来说 ，在采样量不大 ，时同间隔较大 ，发酵周期不长的情况下，补入采出与非补八采 

出培养法所测得的发酵参数(糖利用率、菌体产量等 差别下大 ，这种取样的分析方法是可靠的。 

(2)在特制摇瓶内实现了中间发酵分析，结合流加分析数据．便可求得发酵动力学参数．如产物得率 

系数(r )、菌体倍增时间( j、最大比生长速率 )等 

(3)这种取样分析方法便于掌握摇瓶内环境条件的葭变，从而实现摇瓶内的优化操作。 

(4)结合特制摇瓶对气、渣相氧的检测．氧传递系数·̂ J呼吸强度(0。，1及摄氧熏(OUR辟 工程发 

酵参数均可求出．这样为发酵放大提供了更多的倍息，臧步 r放大的盲目性 
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The Apparatus and M ethod for AnaIysis the Process and 

Ferm entation Param eters in Specially D esigned Shake Flask 
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Abstract Som e ferm entation param eters-s ugar cons um0tjon and biom ass ctc．．of 】t-rn_ r f， i，P 

obtaining by sam pling from specially designed sha e flask in the course of fermentat J0：j w rc 

com paried w ith only analysis these param etes in the e： a of ferm entation ． throungh com parison aod 

analysis， the sam pling analysis m ethod w as proved rcliab Je． A better base for obtaining kinetics 

parameters·produet ration Y ． -m axium growth ratio~ “ and observing the variation of C LZIt u red 

condition in the p3 ocess of fermentation oT culture ＼VCFC fo undeft． sim ultaneous1Y． a sire pie alz J1 

reliable laboratory scale tool and analysis nlethad w et- provided． 

Key words shake flask；Saccfe．cere iaiae；sampling； rii1e．,'1 ration param eters 
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