
《葡萄酒微生物学实验》教学大纲
Experiments of Wine microbiology
课程代码：BK065012          学时：16学时        学分：0.5学分
适用专业：                   课程性质：必修
撰稿人： 陈伟                审定人：杜金华

一、实验课的性质与任务

本课程的对象是葡萄与葡萄酒专业（本科），葡萄酒微生物实验是该专业的重要专业课之一；主要任务是巩固学生葡萄酒微生物理论，提高学生应用基础理论知识的能力，即查阅、动手、观测、分析、思考、设计和表达能力，教学内容上重在使学生掌握葡萄酒微生物的定性、定量分析的基本理论，掌握常用的实验方法。注重从事理论研究、实验工作的能力和生产的结合，严谨的科学作风和创新精神的培养。

二、实验目的与要求

通过课程的实验，加深对葡萄酒微生物学基础理论、基本知识的理解，正确和较熟练地掌握葡萄酒微生物学实验、实习技能，提高观察、分析和解决问题的能力，培养学生严谨的工作作风和实事求是的科学态度，为学习后继课程和未来的研究及实际工作打下良好的基础。

三、实验项目设置情况
	序号
	实验项目名称
	学时
	开出要求
	实验项目类型

	
	
	
	必做
	选做
	基础型
	综合设计
	研究创新

	
	
	
	
	
	演示
	验证
	
	

	1
	酵母、醋酸菌和乳酸菌形态的观察
	3
	√
	
	
	√
	
	

	2
	物理、化学因素对酵母的影响
	3
	√
	
	
	√
	
	

	3
	酵母菌的直接计数
	3
	√
	
	
	√
	
	

	4
	污染葡萄酒中微生物培养
	3
	√
	
	
	
	√
	

	5
	酵母繁殖方式观察
	2
	√
	
	
	√
	
	

	6
	葡萄酒中常见霉菌的培养观察
	2
	√
	
	
	√
	
	


四、各实验项目教学内容
实验项目一：酵母、醋酸菌和乳酸菌形态的观察                                3学时

（一）实验目的要求
（1） 观察酵母、醋酸菌和乳酸菌的个体形态

（2） 观察假丝酵母的菌体结构、假菌丝。

（二）实验材料和仪器设备

接种针、接种环、酒精灯、载玻片、盖玻片、吸管、显微镜、镊子、恒温培养箱。
（三）实验内容
真菌是具有真正细胞核的真核生物，本部分主要介绍如何观察酵母菌的显微形态结构。
酵母菌是单细胞的真核微生物，细胞核和细胞质有明且分化，个体比细菌大得多。酵母菌的形态通常有球状、卵园状、椭圆状、柱状或香肠状等多种。如果长大的子细胞与母细胞并不分离，就会形成藕节状的假菌丝。
革兰氏染色技术
实验项目二：物理、化学因素对微生物的影响                                3学时
（一）实验目的要求
观测氧气、温度、对微生物生长的影响
（二）实验材料和仪器设备
培养皿、无菌圆滤纸片、镊子、无菌水、无菌滴管、水浴锅、紫外线灯、黑纸、试管、接种针、温箱、刮铲、吸管、调温摇床、分光光度计。
（三）实验内容
环境因素包括物理因素、化学因素和生物因素，不良的环境条件使微生物的生长受到抑制，甚至导致菌体的死亡。我们可以通过控制环境条件，使有害微生物的生长繁殖受到抑制，甚至被杀死；而对有益微生物，通过调节理化因素，使其得到良好的生长繁殖或产生有经济价值的代谢产物。
根据微生物对氧气的需求，可把微生物分为好氧菌、厌氧菌和兼性好氧菌。在鉴定细菌时，常以它们的好氧性作为指标。
温度是影响微生物生长的重要因素之一。根据微生物生长的最适温度范围，可分为高温菌、中温菌和低温菌，自然界中绝大部分微生物属于中温菌。
实验项目三：酵母菌的直接计数                             3学时
（一）实验目的要求
（1） 了解血球计数板的构造和计数原理
（2） 掌握用血球计数板测定微生物细胞总数的方法
（二）实验材料和仪器设备
显微镜、载玻片、盖玻片、血球计算板、擦镜纸、吸水纸、玻片架、肾形盘、洗瓶、接种环、酒精灯、火柴、滴管。

（三）实验内容
（1）检查血球计数板 

取血球计数板一块，先用显微镜检查计数板的计数室，看其是否沾有杂质或干涸着的菌体，若有污物则通过擦洗、冲洗，使其清洁。镜检清洗后的计数板，直至计数室无污物时才可使用。

（2）稀释样品

将培养后的酵母培养液振荡振摇混匀，然后作一定倍数的稀释。稀释度选择以小方格中的分布的菌体清晰可数为宜。一般以每小格内含4～5个菌体的稀释度为宜。

（3） 加样

取出一块干净盖玻片盖在计数板中央。用滴管取1滴菌稀释悬液注入盖玻片边缘，让菌液自行渗入，若菌液太多可用吸水纸吸去。静置5—10分钟。

(4)镜检

待细胞不动后进行镜检计数。先用低倍镜找到计数室方格后，再用高倍镜测数。一般应取上下及中央五个中格的总菌数。计数时若遇到位于线上的菌体，一般只计数格上方（下方）及右方（左方）线上的菌体。每个样品重复3次。

(5) 计算 

取以上计数的平均值，按下列公式计算出每毫升菌液中的含菌量。

菌体细胞数（cfu/mL）＝小格内平均菌体细胞数×400×104×稀释倍数

实验项目四：污染葡萄酒中微生物培养                  3学时
（一）实验目的要求
（1） 了解微生物分离和纯化的原理
（2） 掌握常用的分离纯化微生物的方法

（二）实验材料和仪器设备
无菌玻璃涂棒，无菌吸管，接种环，无菌培养皿，链霉素和土样，显微镜，血细胞计数板、涂布器等。
（三）实验内容
从污染的葡萄酒中获得只含有某一种或某一株微生物的过程称为微生物分离与纯化。平板分离法普遍用于微生物的分离与纯化。其基本原理是选择适合于待分离微生物的生长条件，如营养成分、酸碱度、温度和氧等要求,或加入某种抑制剂造成只利于该微生物生长，而抑制其他微生物生长的环境，从而淘汰一些不需要的微生物。
实验项目五：酵母繁殖方式观察                         2学时
（一）实验目的要求
（1） 观察酿酒酵母的无性繁殖方式。

      （2）  观察假丝酵母的繁殖特点。
（二）实验材料和仪器设备
接种针、接种环、酒精灯、载玻片、盖玻片、吸管、显微镜、镊子、恒温培养箱。
（三）实验内容
酵母菌的无性繁殖有芽殖、裂殖和产生掷孢子；酵母菌的有性繁殖形成子囊和子囊孢子。酵母菌母细胞在一系列的芽殖后，如果长大的子细胞与母细胞并不分离，就会形成藕节状的假菌丝。
实验项目六：葡萄酒中常见霉菌的培养观察            2学时
（一）实验目的要求

（1）观察霉菌的菌丝以及菌丝体。

（2） 观察霉菌营养和气生菌丝体的特化形态

（3） 学会用水浸法观察霉菌的技术
（二）实验材料和仪器设备
接种针、接种环、酒精灯、载玻片、盖玻片、吸管
（三）实验内容
霉菌形态比细菌、酵母菌复杂，个体比较大，具有分枝的菌丝体和分化的繁殖器官。霉菌营养体的基本形态单位是菌丝，包括有隔菌丝和无隔菌丝。营养菌丝分布在营养基质的内部，气生菌丝伸展到空气中。营养菌丝体除基本结构以外，有的霉菌还有一些特化形态，例如假根、匍匐菌丝、吸器等。霉菌的繁殖体不仅包括无性繁殖体，例如分生孢子头，孢子囊等，包裹其内或附着其上的有各类无性孢子；还包括有性繁殖结构，例如子囊果，其内形成有性孢子。在观察时要注意细胞的大小，菌丝构造和繁殖方式
五、实验报告要求
实验、实习完毕，应用专门的实验报告本，根据预习和实验实习中的现象及数据记录等，及时而认真地写出实验及调查报告。

1、实验报告包括的内容：

实验（编号）  实验名称

（一）实验目的

（二）实验原理和方法  简要地用文字和化学反应式说明。

（三）主要试剂和仪器  列出实验中所要使用的主要试剂和仪器。

（四）实验步骤  应简明扼要地写出实验步骤流程。

（五）实验数据及其处理  应用文字、表格、图形、将数据表示出来。根据实验要求及计算公式计算出分析结果并进行有关数据和误差处理，尽可能地使记录表格化。

（六）问题讨论  包括实验教材上的思考题和对实验中的现象、产生的误差等进行讨论和分析，尽可能地结合营养与卫生学中有关理论，以提高自己的分析问题、解决问题的能力，也为以后的科学研究打下一定的基础。

2、调查实习报告包括的内容：

实习（编号）  实习名称

（一）调查实习目的、对象、时间

（二）调查实习原理和方法  简要地用文字说明。

（三）调查实习结果  应用表格、图形、将数据表示出来。

（四）调查实习结果分析与数据处理  应用文字、表格、图形、将数据表示出来。

（五）问题讨论与建议  包括对实习中的现象、问题等进行宏观和微观讨论和分析，提出建议性措施，把营养与卫生学有关理论与食品生产、消费实际结合，提高自己的分析问题、解决问题的能力。

六、课程考核方式及成绩评定
1、本课程考核方式、方法：

课程结束时进行实验、实习演示操作考试并现场回答问题，以叙述和演示实验、实习内容、过程的完整、准确性和回答问题的正确性作为评分标准。

2、实验成绩评定方法：实验课成绩单独按五级分记录考试成绩。凡实验成绩不及格者，该门课程必须重修。学生的实验成绩应以平时考查为主，一般应占总分的70%，平时成绩要以实验实习的规范性作为主要考核依据。课程结束时集中考试结果占总成绩的30%。

评定各级成绩时，可参考以下标准：

（一）优秀

能正确理解实验、实习的目的要求，能独立、顺利而正确地完成各项实验，会分析和处理实际中遇到的问题，实验实习报告完整、规范，回答问题的正确、条理，有一定创造精神和能力，实验工作作风良好。

（二）良好

能理解实验、实习的目的要求，能认真而正确地完成各项实验，能分析和处理实际中遇到的问题，实验实习报告较完整、规范，回答问题的正确，实验工作作风较好。

（三）中等

能粗浅理解实验、实习的目的要求，能认真努力进行各项实验，能分析和处理实际中遇到的一些较容易问题，处理问题缺乏条理，实验实习报告比较完整、规范，但不够深入，回答问题的不够完整，工作作风比较好，学习努力。

（四）及格

能机械地了解实验内容，能机械地完成各项实验但不够规范，遇到问题常常缺乏解决的办法，会分析和处理实际中遇到的问题，实验实习报告的完整、规范性较差，回答问题的不够正确，能认真遵守实验纪律实验工作作风不够好。

（五）不及格（很差）

态度不够认真，目的不明确，盲目地实验，实验效果不好，过程不完整、操作不正确。实验实习报告的缺乏完整、规范性，工作忙乱无条理。回答问题的不正确、完整，一般能遵守实验室规章制度，但不努力。

七、实验主要应配套仪器设备及台（套）数（以一个实验教学班为标准）

电子天平（1/1000）
6台

酸式滴定管（50mL）
32支

碱式滴定管（50mL）
32支

容量瓶（250mL）
32个

移液管（25mL）
32支

      （50mL）
32支
三角瓶（250mL）
      100个

烧杯（250mL）                                              100个

滴定台  
32套

接种针、接种环                                               30个

酒精灯
30个

载玻片、盖玻片
30个

可见分光光度计  
4台

电烘箱                                                       1台

培养箱                                                       1台

超净工作台                                                   6台

培养皿                                                        100个

附：主要教材及参考书

1.赵斌、何绍江主编，《微生物学实验》，北京:科学出版社，2002

2. 张春晖、李华主编.，葡萄酒微生物学，陕西: 陕西人民出版社，2002

