河南师范大学教案

2019-2020学年 第 二 学期

课   程   名   称            食品微生物学实验          
授   课   教   师            赵丽丽 杨刚刚            
教 师 所 在 院 系            生命科学学院             
授   课   对   象           食品质量与安全专业        
总 学 时 、学  分           36学时  1学分            






    河南师范大学

、












实验一 实验仪器培训
一、培训仪器种类
灭 菌 器、无 菌 操 作 台、摇 床
二、使用方法
（1）灭菌器使用方法
1.加水
2.装灭菌物品
3.加盖密封
4.排气升压
   接通电源进行加热，并同时打开排气阀，使水沸腾以排除锅内的冷空气。
5.降压
   达到规定的灭菌时间后，切断电源，让其自然降压冷却。
6.取物品
（2）净化工作台
净化工作台是一种局部层流装置，能在局部造成高洁度的工作环境。它由工作台、过滤器、风机、静压箱和支撑体等组成。采用过滤空气使工作台操作区达到净化除菌的目的。与无菌室和接种箱比较，使用净化工作台具有工作条件好、操作方便、无菌效果可靠、无消毒药剂对人体危害、占用面积小且可移动的优点。如果放在无菌室内使用，无菌效果更好。商品化的超净工作台有不同型号与规格如：垂直送风的单人双面、双人单面和双人双面的超净工作台。
1 开启电源，同时打开紫外灯，30分钟后关闭紫外灯，启动风机。
2 操作区不允许存放不必要的物品，保持工作区的洁净气流流型不受干扰。
3 操作区尽量避免作用明显扰乱气流流型的动作。
4 操作区的使用温度不可以超过60℃。
5 根据环境洁净程度，可定期将粗滤布拆下清洗或给予更换。
6 定期对工作台表面进行清洗，保持表面清洁，否则影响杀菌效果。
（3）摇床（振荡器）
是一种温度可控的恒温培养箱和振荡器相结合的生化仪器，主要适用于各种液态、固态化合物的振荡培养。
主要技术性能：
一、 使用电源： 220V   50Hz 
二、振荡频率：  起动—300转/分,可调
三、恒温范围：  室温—50℃（可控温型）
四、振荡方法：  往复、回旋
使用须知：
1 在转速范围内中速使用，可延长仪器的使用寿命。
2 仪器应放置在较牢固的工作台上，环境应清洁整齐，温度适中，通风良好。
3 使用仪器前，先将调速旋钮置于最小位置。
4 装培养试瓶，为了使仪器工作时平衡性能好，避免产生较大的振动，装瓶时应将所有试瓶布满，各瓶的培养液应大致相等。若培养瓶不足数，可将试瓶对称放置或装入其它等量溶液的试瓶布满空位。
[bookmark: _GoBack]
实验二 细菌三型的显微观察
一、实验目的：
1. 了解普通光学显微镜的构造及原理； 
2. 熟悉显微镜油镜的原理并掌握其使用方法。 
二、实验原理：
（一）普通普通光学显微镜的基本构造
1.机械装置
（1）镜座和镜臂；（2）镜筒；（3）物镜转换器；
（4）载物台；（5）调焦装置。
2.光学系统
（1）物镜；（2）目镜；（3）聚光器；（4）彩虹光阑；（5）光源；（6）滤光器。
（二）显微镜的成像原理和性能
油镜，也称油浸物镜。使用油镜时，需将镜头浸在香柏油中进行观察，这是为了消除光由一种介质进入另一种介质时发生散射，结果不仅提高了放大倍数，还增加了照明度和分辨率。
 1.照明度高
   香柏油(n=1.515)的折射率和玻璃的折射率(n=1.52)相近的。
 2.分辨率强
    D=λ（波长）/ 2NA(物镜的数值口径) 
    NA=n×sinα  
n为介质折射率  
油镜分辨率可达0.2μm 
三、实验器材
    显微镜，擦镜纸，香柏油，二甲苯；
    
    细菌三型染色标本涂片。
四、实验步骤
1.显微镜的放置与观察
2.调节光源
3.放置标本
4.调焦、观察
       先用低倍镜观察，调节粗、细调节器，找出标本的范围，换用高倍镜观察。
5.油镜观察
6.用毕后的处理
       上升镜筒(或下降载物台)，取下玻片标本，用擦镜纸仔细清洁显微镜的机械部件。
五、实验记录
        绘出在油镜下观察到的细菌形态，并注明物镜和目镜的放大倍数及总放大率。
六、思考题
1.用油镜观察标本，为什么在标本玻片上滴加香柏油?
2.在明视野下观察细菌形态，用染色标本好还是用未染色标本好?为什么?

实验三 微生物涂片技术及细菌的简单染色法
一、实验目的：
1.了解染色的基本原理；
2.学习微生物制片与染色技术；
3.掌握细菌的单染色方法及无菌操作技术。
二、实验原理：
    单染色法是利用一种染色剂对涂片进行染色的方法。在一般情况下，细菌菌体多带负电荷，易于和带正电荷的碱性染料结合，因此多用碱性染料进行染色。常用的碱性染料有美蓝、孔雀绿、碱性复红、结晶紫和番红等。
细菌体积小，较透明，如未经染色常不易识别，而经着色后，与背景形成鲜明的对比，易于在显微镜下进行观察。
三、实验器材
显微镜，酒精灯，火柴，载玻片，接种环，双层瓶，吸水纸，擦镜纸，蒸馏水；
石炭酸复红染色液；
枯草芽孢杆菌，37℃培养8小时的斜面菌种；
四、实验步骤
1. 涂片  取一小滴蒸馏水于干净的载玻片上，用接种环挑取枯草芽孢杆菌菌体于水滴中，涂成均匀的一薄层，在空气中自然干燥。
2. 固定  将载玻片有菌面向上，手持载玻片一端，迅速通过酒精灯火焰2～3次。
3. 染色  滴加染色液于载玻片的涂布区，染2~3分钟
4. 水洗  倾去染液，用自来水从标本表面未染色部分开始冲洗，经染色部分缓慢流下，直至冲下来的水无色为止。
5. 干燥  用吸水纸吸净标本上多余的水，自然干燥。
6. 镜检  置高倍镜或油镜下观察细菌的形态。
7. 结果  绘图。
五、注意事项
1.载玻片要求洁净无油，否则菌液涂不开，且固定效果不好，水洗时易被水冲掉；
2.菌量宜少，涂片宜薄，过厚则不宜观察。
六、思考题
1.根据实验体会，你认为制备染色标本时，应注意哪些事项?
2.制片为什么要完全干燥后才能用油镜观察?
实验四 细菌的革兰氏染色法
一、实验目的
1.了解革兰氏染色的原理；
2.掌握革兰氏染色的方法。
二、实验原理
革兰氏染色法是一种重要的细菌鉴别染色法，可以将所有细菌区分为两大类：革兰氏阳性菌 (G+表示)和革兰氏阴性菌(G-表示)。
  革兰氏染色的机理是由于两类细菌的细胞壁成分和结构不同。G-的细胞壁中含有较多的类脂，而肽聚糖含量较少。G+细胞壁中肽聚糖的含量多且交联度大，类脂质含量少。 
三、实验器材
1. 显微镜、酒精灯、火柴、载玻片、接种环、双层瓶、滤纸、擦镜纸、蒸馏水；
2. 草酸铵结晶紫染色液，卢戈氏(Lugol)碘液，95％酒精，番红复染液；
3. 大肠杆菌，37℃培养24小时；枯草芽孢杆菌，37℃培养8小时。 
四、实验步骤
1.涂片  三区涂片
2.固定  按常规方法加热固定
3.染色
(1) 初染  用草酸铵结晶紫染色液染1分钟，水洗。
(2) 媒染  滴加卢戈氏碘液，冲去残水，并覆盖约1分钟，水洗。
(3) 脱色  滴加95％酒精，脱色时间约为30秒，立即水洗。 
(4) 复染  用番红复染液染色1～2分钟，水洗。
4.镜检  干燥后，用油镜观察。
                   结果： G+呈蓝紫色， G-呈红色
五、实验记录
将观察结果记录于表中。
	菌名
	菌体颜色
	菌体形态
	G+或G-

	大 肠 杆 菌
	
	
	

	枯草芽孢杆菌
	
	
	



实验五 几种培养基的制备与灭菌
一、实验目的：
1. 什么是培养基
2. 了解培养基的配制原则
    目的明确、营养协调（C/N）、合适的pH、节约成本
3. 学习几种培养基制备的方法；
二、实验原理：
1. 牛肉膏蛋白胨固体培养基
     天然培养基，主要培养细菌
2. 土豆固体培养基
    半合成培养基，主要培养真菌
3. 高氏一号培养基
    合成培养基，主要培养放线菌
 4. 麦芽汁培养基
     半合成培养基，主要培养酵母
三、实验器材
      高压蒸汽灭菌锅，电炉，天平，牛角匙，搪瓷缸，称量纸，pH试纸，棉塞，牛皮纸，线绳，记号笔，pH试纸；
        小烧杯，量筒，玻璃棒，培养基分装装置，试管，三角瓶，滴管；1N NaOH，1N HCl。
四、实验步骤
1. 称量
2. 溶化
3. 调pH
4. 分装
5. 加棉塞与包扎
6. 灭菌
7. 摆斜面
8. 无菌检查
牛肉膏蛋白胨培养基的制备：
配方：
牛肉膏     3.0 g
蛋白胨      10 g
NaCl       5.0 g
琼脂         20 g 
水       1000 ml
pH     7.0～7.2
马铃薯培养基（固体）的制备：
马铃薯培养基配方：
马铃薯(去皮)   200g
葡萄糖(或蔗糖)  20g
琼脂                 20g
水          1 000ml
pH            自然
1. 将马铃薯去皮，称取200 g切成小块，放入1000ml水中煮沸30分钟，煮沸过程中不可搅动。
2. 用4层纱布过滤，补足因蒸发而减少的水量。
3. 在滤液中加入称好的琼脂，不断搅拌至琼脂完全熔化。 
4. 然后加入20g葡萄糖(或蔗糖)，搅拌溶解，停止加热。
5. 补足水分至1 000ml。pH自然，无需调整。
6. 分装、包扎、灭菌。
高氏1号培养基的制备：
高氏1号培养基配方：
可溶性淀粉      20g
NaCl                 0.5g
KNO3              1.0g
K2HPO4·3H2O    0.5g
MgSO4·7H2O     0.5g
FeSO4·7H2O    0.01g
琼脂         15～20g
蒸馏水       1 000ml
pH          7.4～7.6
1. 按配方先称取可溶性淀粉，放入小烧杯中，并用少量冷水将淀粉调成糊状，再加入少于所需水量的沸水中，继续加热，使可溶性淀粉完全溶化。再称取其它各成分依次逐一加入溶化。
2. 对微量成分FeSO4·7H2O可先配成高浓度的贮备液后加入。方法是先在1000ml培养基中加入1ml的0.01g／ml的贮备液即可。待所有药品完全溶解后，补充水分到所需的总体积。 
培养基的分装装置如图： 
液体培养基可分装至试管高度1／4左右为宜；
用于制作斜面的固体培养基的分装量为管高1／5；
半固体培养基分装量为管高的1／3为宜。
斜面的摆法：斜面长度不超过试管长度l／2为宜。如制作半固体或固体深层培养基时，灭菌后则应垂直放置至凝固。
五、思考题：
培养基配制完成后，为什么必须立即灭菌？若不能及时灭菌应如何处理？
已灭菌的培养基如何进行无菌检查? 
实验六、七 消毒灭菌技术
——包装材料、真菌培养材料的准备
一、实验目的：
1. 学习几种常用灭菌技术的原理及操作技术。
2. 学习几种包装材料包扎和制作技术。
二、实验原理：
 (一) 加热法：又分干热灭菌和湿热灭菌两类。
 (二) 过滤除菌：指将带菌的液体或气体通过一个称为滤器的装置，借助机械的方法，把微生物截留在过滤介质上，从而达到除菌的目的。 
 (三) 紫外线灭菌：以265～266nm杀菌力最强 
 (四) 化学药品灭菌：常用的有2％来苏尔、0.1％升汞、0.25％新洁尔灭、3～5％的甲醛溶液、75％酒精溶液等 
三、实验器材：
        电烘箱、高压蒸汽灭菌锅、过滤器、紫外灯、镊子、培养皿、滴管、滤纸、棉球、载玻片、盖玻片、“U”或“V”形玻璃棒等
四、实验内容
4人一组，需准备下列物品灭菌
1.湿室：4套
2.无菌水：6支/4人    4.5毫升
3.小滴管：1支/2人
4.水棉球：1瓶（8个）
五、思考题
1. 湿热灭菌有哪些方法？各有何用途？
2. 简述紫外线杀菌的作用机制和注意事项。

实验八 酵母菌水浸片的制备及死、活细胞鉴别
一、目的要求：
观察酵母菌形态及出芽生殖方式;
掌握鉴别酵母菌死、活细胞的染色方法。
二、基本原理
酵母菌是单细胞真菌，菌体比细菌大，多呈圆形、卵圆形、圆柱形，有的呈分枝状假菌丝。
酵母菌的繁殖方式比较复杂，无性繁殖以出芽生殖为主；有性繁殖是通过接合产生子囊孢子。
美蓝是一种无毒性的染料，氧化型呈蓝色，还原型是无色。
用美蓝对酵母菌的活细胞进行染色时，由于细胞的新陈代谢作用，细胞内具有较强的还原能力，能使美蓝由蓝色的氧化型变成无色的还原型。
因此，具有还原能力的酵母活细胞是无色的或淡蓝色，而死细胞或代谢缓慢的衰老细胞则被美蓝染成蓝色，借此即可对酵母菌的死、活细胞进行鉴别。
三、实验器材
活材料：酿酒酵母（Saccharomyces cerevisiae）斜面或培养液
染液:  0.1%美蓝染色液
器材：显微镜、载玻片、盖玻片、镊子、擦镜纸、接种环。
四、实验步骤
1、取美蓝染色液一滴，置于载玻片中央。
2、用滴管吸取少许菌悬液，加一滴至染色液中，染色3分钟。
3、用镊子取一块盖玻片，先将一边与菌液接触，再慢慢放下盖在菌液上，尽量避免产生气泡。
4、先用低倍镜再用高倍镜观察酵母菌的形态和出芽情况，并根据颜色来区别死、活细胞。
5、染色半小时后，再观察一下死、活细胞数目是否增加。
五、实验报告
绘图说明你所观察到的酵母菌的形态特征。

实验九、十 水细菌学检测 
一、实验目的
1）学习水的细菌学检查方法及原理
2) 学习水样的采集方法，了解大肠菌群的数量在饮用水中的平板计数原则及其在饮用水中的重要性。
3）整个实验操作要求学生自己独立完成，培养学生的实验设计及动手能力。
二、实验原理
饮用水是否合乎标准，通常通过水中细菌总数和大肠菌群数来确定。
细菌总数是指1毫升水样在普通琼脂培养基中，37℃，24小时培养后所生长的菌落数。
一般规定，1毫升自来水的总菌数不得超过100个。
如果水源被粪便污染，则有可能也被肠道病原菌污染而引起伤寒、痢疾、霍乱等肠道病的流行，但肠道病原菌在水中数量较少，又易变异与死亡，故从水中特别是自来水中分离出病原菌，常常有困难。
而大肠菌群是肠道好氧菌中最普遍和数量最多的一种，所以常将其作为粪便污染的标志，即根据水中大肠菌群的数目来判断水源是否被粪便所污染，并间接推测水源受肠道病原菌污染的可能性。一般规定每1000毫升自来水中大肠菌群不超过3个。
1）平板菌落计数。
2）大肠菌群的检查。多管发酵法和滤膜法
3) 多管发酵法测定水中大肠菌群。
包括初发酵实验、平板分离和复发酵实验。
初发酵实验是在发酵管内装有乳糖蛋白胨培养液，内倒置一杜氏小管，以溴甲酚紫为pH指示剂。能发酵乳糖产酸产气的为阳性结果，产酸不产气为可疑结果，两者均需进一步验证。
平板分离采用伊红美兰琼脂培养基，以伊红和美篮作为指示剂，乳糖发酵产酸时，在酸性条件下两种染料结合成复合物，使大肠菌群产生有金属光泽的深紫色菌落。
以阳性菌落进行复发酵实验，最后产酸又产气者为大肠菌群阳性。
三、实验器材
镊子，无菌三角瓶，移液管（10ml、25ml）、杜氏小管、小试管、滴管（往小管中加发酵液）、吸耳球、报纸（包移液管）、试管
1.6%溴甲酚紫酒精溶液（反应范围pH5.2-6.8，黄色紫色）
三倍浓缩乳糖蛋白胨发酵管，
伊红美蓝琼脂平板，
自来水、纯净水、池水
10ml移液管：本次实验装发酵管用。
25ml移液管：进行包扎、灭菌，下次实验取样用。
四、实验步骤
一、培养基的制备与灭菌
1）实验分组
本实验需分a，b，c三组，
a组（第一排）为自来水的细菌学检测；
b组（第二排）瓶状纯净水的细菌学检测；
c组（第三、四）为池水
a组和b组的培养基制备与灭菌：
     50mL三倍浓缩的三角瓶发酵瓶2个；5mL三倍乳糖蛋白胨发酵管10支；25毫升移液管1支（包扎、塞棉花）；无菌三角瓶1个（塞棉塞）；
c组的培养基制备与灭菌：
     50mL三倍浓缩的三角瓶发酵瓶1个；5mL三倍乳糖蛋白胨发酵管1支；10mL乳糖发酵管3支；25毫升移液管1支（包扎、塞棉花）；无菌三角瓶1个（塞棉塞）；1mL无菌枪头2支；4.5mL无菌水2支
杜氏小管：装满乳糖发酵液后倒置于发酵试管中，不能有气泡。
小试管：装满乳糖发酵液后倒置于三角瓶中，不能有气泡。
1.6%溴甲酚紫酒精溶液:  1人做, 配备100ml。
EMB培养基的配制：按试剂瓶说明书配制。一组做。一共1200ml，分装于四个三角瓶中，包扎灭菌。
普通乳糖蛋白胨培养基的配制：
                           蛋白胨         10g
                           牛肉膏         3.0g
                           乳糖             5.0g
                           氯化钠         5.0g
          1.6%溴甲酚紫酒精溶液       1.0ml
                      蒸馏水                        1000ml
                       pH                              7.2~7.4
三倍浓缩发酵基是除水、指示剂 以外所有的量为原来的3倍。
二、水样的采取
1、自来水和纯净水 
先将自来水龙头用火焰灼烧3分钟灭菌，再开放水龙头，让水流5分钟后，以无菌容器取水样，以待分析。
纯净水可直接取样。

2、池水 
应取距水面10~15cm的深层水样。
先将无菌小口瓶向下浸入水中，然后翻转过来，让水流入瓶中，盛满后塞上瓶塞。
三、水中细菌总数的测定（略）
四、初发酵实验
1）自来水，纯净水  
在2个盛有50ml三倍发酵三角瓶中加入100ml水样；
在10支5ml三倍发酵试管中各加入10ml水样，混匀后，
37度培养24h。
2）池水   
1：10、1：100稀释水样.
分别吸取1ml稀释水样和1ml原水样，加入盛有10ml普通发酵管。
另取10ml和100ml原水样加入盛有5ml和50ml三倍浓缩发酵管中。
三、平板分离
经24h培养后；
将产酸产气和只产酸不产气的发酵管划线接种于EMB培养基上；
培养18~24h；
将符合下列特征的菌落的一部分，革兰氏染色，镜鉴。
1）深紫黑色，具有金属光泽的菌落；
2）紫黑色，不带或略带金属光泽的菌落；
3）淡紫红色，中心颜色较深的菌落。
四、复发酵实验（略）
五、结果的计算（查表）
六、实验报告
水细菌学检查（一）：多糖发酵管培养基制备及灭菌，所用器皿的包装与灭菌
水细菌学检查（二）：大肠菌数的测定——初发酵实验
水细菌学检查（三）：大肠菌数的测定——复发酵实验，大肠菌群的初步鉴定
实验十一
一、目的要求：
1、了解发酵乳制作常用的发酵剂。
2、掌握发酵乳生产的工艺过程和方法。
二、基本原理
（1）酸奶：以牛奶为主要原料，接入一定量乳酸菌，经发酵后制成的一种乳制品饮料。
（2）生理生化原理
     牛奶（乳糖）→接种乳酸菌→β-D-半乳糖苷酶→乳糖→乳糖发酵（葡萄糖）→乳酸→破坏钙-酪蛋白-磷酸复合物的稳定性→蛋白质凝结→酸奶
2、酸奶中含有乳酸菌的菌体及代谢产物，因而对人体的肠胃消化道疾病有良好的治疗效果。
三、实验材料
量勺、不锈钢盆1个/组，将上述用具洗净，备用。
纯牛奶480g，白砂糖20g
四、实验步骤
1.将酸奶制备过程中的量勺、不锈钢盆1个/组，将上述用具洗净，备用。
2.牛乳及添加料的溶解及处理：
将纯牛奶480g，
白砂糖20g
加入不锈钢盆中溶解，在炉灶上煮开10-15min。
3.接种及发酵：
把过滤后的牛奶量冷至40℃，加入100mL的活性乳酸菌酸牛奶，用玻璃棒搅拌均匀，分装到一次性塑料杯中每个150mL。
用保鲜膜封住杯口。
放入发酵箱中37℃，湿度75%条件下发酵6h。
4.将主发酵好的酸奶放入冰箱中，在1-5℃条件下发酵24h。
五、感官评定
酸奶质量的评定以品尝为标准，通常有凝块状态、表层光洁度、酸度及香味等多项指标。
六、思考题
试述凝固型酸奶和发酵型酸奶的区别？
