《发酵食品工艺学实验》课程大纲

Experiments of Food Fermentation Technology
课程代码： BK065014                学分：0.5       学时：16            
适用专业：葡萄与葡萄酒工程         课程性质：必修                  
大纲执笔人：刘佩                   大纲审定人：杜金华
一、课程实验的性质与任务 
本课程面向葡萄与葡萄酒专业（本科）学生。发酵食品工艺学实验是从事食品发酵生产的重要基础课之一。通过本实验课的教学，旨在巩固学生对发酵食品 相关产品的组成、工艺以及成分检测原理、分析方法和技术等理论知识的学习，提高学生运用物理的、化学的和常用的仪器分析方法，对发酵食品工艺中有关的原料、半成品、成品和副产物进行分析测定的能力以及发酵食品加工过程的掌控能力。实验教学过程注重理论研究、实验工作技能和农业、发酵生产的结合，有助于培养学生严谨的工作作风和实事求是的科学态度。

二、实验目的与要求

通过本课程的学习，加深对发酵食品工艺基础理论、基本知识的理解，正确和较熟练地掌握发酵食品相关实验技能和基本操作，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，树立严格的“工艺过程”“食品安全”的概论，为未来的科学研究及实际工作打下良好的基础。

三、实验项目及内容提要

	序号
	实验项目名称
	实验内容
	学时
	实验项目类型

	
	
	
	
	基础型
	综合设计
	研究创新

	
	
	
	
	演示
	验证
	
	

	1

两个实验中任选一个
	乳酸菌对牛奶的发酵实验
	掌握乳酸菌发酵制备酸奶的原理、工艺流程
	4
	
	
	√
	

	
	酸乳中乳酸菌的分离纯化
	掌握乳酸菌的分离筛选的原理、操作步骤以及技巧
	4
	
	
	√
	

	2
	微生物菌种保藏技术
	掌握微生物菌种保藏的原理、工艺流程、基本操作
	4
	
	
	
	√

	3
	米酒制作
	掌握传统方法制备米酒的过程、关键步骤和注意事项
	4
	√
	
	
	

	4
	酱腌菜中菌落总数的测定
	掌握国标法测定食品中菌落总数的原理、步骤和技巧
	4
	
	√
	
	


四、实验内容安排

实验一  乳酸菌对牛奶的发酵实验（4学时）

1、目的要求

（1）掌握乳酸菌的形态观察及扩大培养
（2）掌握乳酸菌发酵牛奶工艺流程及酸乳pH和酸度的测定
2、主要实验材料及仪器设备
（1）保加利亚乳杆菌、嗜热链球菌、短杆菌的平板培养；

（2）接种环、大试管、无菌移液管、滴定管、玻璃铅笔、250mL三角瓶

（3）乳酸菌培养液

（4）牛奶

（5）0.1 MNaOH溶液、0.5%酚酞指示剂、pH试纸。

3、 方法

（1）乳酸菌的形态观察：从平板上仔细观察不同乳酸菌的菌落特征，再分别涂片，色镜检，观察各菌的个体特征。

（2）扩大培养：取乳酸菌培养液管三支，无菌操作挑取不同菌种平板上的菌种一环各自接种到相应试管中，30℃，培养48h。
（3）牛奶分装与灭菌：测定牛奶pH和酸度，分装40mL至11支大试管中，经110℃灭菌20min。

（4）混合菌母液的制备：三支试管分别接种菌及比例为：①号管保加利亚乳杆菌：嗜热链球菌=1:1；②号管保加利亚乳杆菌：嗜热链球菌=1:4；③号管短乳杆菌：嗜热链球菌=1:1；分别以5%的比例接种，摇匀后，30℃，培养至刚出现凝固时取出备用。
（5）发酵牛乳实验：取8支试管，按①②③标记，每种类型2支，其中一支30℃，一支40℃，留下两支做对照。将混合菌液按2%接种，摇匀后分别培养12-24h，每隔4h观察凝固情况。经培养后，全部取出，测定各管pH和酸度，同时从各管中取菌涂片，了解各菌的多少。

4、作业

（1）记载不同乳酸菌配比对牛奶发酵实验结果

（2）绘图表示三种乳酸菌细胞的形态

（3）寻找发酵实验不同结果的原因？

（4）牛奶酸度测定方法

酸度是以酚酞为指示剂，滴定100mL牛奶所需的0.1M 的NaOH的量。

测定方法：取10mL牛奶注入250mL三角瓶中，加蒸馏水20mL、0.5%酚酞指示剂0.5mL，以0.1M NaOH溶液滴定至出现红色半分钟不褪色为止。将所消耗的NaOH mL数乘以10既得。T，若以乳酸%表示则按照下式计算：
          NaOH毫升数X0.009

乳酸%=                            X100

                  10X牛奶比重

实验二  酸乳中乳酸菌的分离纯化（4学时）

1、目的要求
（1）了解酸乳制作及成品质量的评定
（2）掌握纯种分离法从酸乳中分离和纯化乳酸菌
2、主要实验材料及仪器设备
（1）鲜牛乳（或者优质奶粉）、市售各种酸乳或者酸乳饮料、蔗糖

（2）马铃薯汁牛乳琼脂培养基

（3）无菌移液管、无菌培养皿、恒温水浴锅、培养箱、冰箱

3、方法
一、酸乳的制备
（1）复配原牛奶：按1:7的比例加水复配奶粉，并加入5-6%的蔗糖；或者用市售鲜牛乳加5%-6%蔗糖。

（2）装瓶: 250ml 血浆瓶中加200mL牛乳。

（3）消毒：置于80℃恒温水浴锅中巴氏消毒15min。

（4）冷却：冷却至45℃。

（5）接种：5-10%的量接种保加利亚乳杆菌和嗜热乳链球菌（1:1）菌粉，并充分摇匀。

（6）培养：40-42℃恒温培养箱中培养5-6h（时间视凝乳情况而定）。

（7）冷藏：4℃冰箱放置24h以上，获得酸乳特有的风味和较好的口感。

（8）品尝：酸乳质量评定以品尝为标准——凝块状态、表层光洁度、酸度、香味等。

二、酸乳中乳酸菌的分离纯化

（1）倒平板培养基：将马铃薯牛乳琼脂培养基完全融化并冷却至45℃左右到平板。
（2）稀释：将待分离的酸乳作适当稀释，取一定稀释度的菌液作平板分离。
（3）分离纯化：乳酸菌的分离可采用经稀释的新鲜酸乳进行平板涂布分离以获得单菌落。
（4）观察菌落特征：经2-3天培养，待菌落长成后，应仔细观察并区别不同类型的乳酸菌。
4、作业

（1）制备酸乳时，为何混菌发酵比单菌发酵更优越？
（2）掌握菌落总数的计算方法？

（3）掌握不同类型的菌落形态特征的差异？

实验三 微生物菌种保藏技术
1、目的要求

（1）了解微生物菌种保藏的原理和目的。
（2）掌握常用的微生物菌种保藏的方法。
2、主要实验材料及仪器设备
（1）牛肉膏蛋白胨斜面、半固体牛肉膏蛋白胨直立柱及牛肉膏蛋白胨液；
（2）器皿：小试管数支、5mL无菌吸管、1mL无菌吸管等、灭菌锅、真空泵、

（3）试剂：10%HCL、无水氯化钙、石蜡油、五氧化二磷、2%HCL、牛奶；

（4）待保藏菌种；

（5）其他：无菌水、筛子、标签、接种针、接种环、脱脂棉、药匙。

3、方法

一、斜面保藏

（1）贴标签：在无菌牛肉膏蛋白胨斜面上方，贴上标签，标明接种的菌名、培养基名称和接种日期；
（2）斜面接种：将待保藏菌种用接种环以无菌操作接种在斜面上；
（3）培养：37℃培养箱中培养48h；
（4）保藏：斜面长好后，直接放入4℃冰箱中保藏；可保藏3个月至半年。
二、半固体穿刺保藏

（1）贴标签：取无菌半固体牛肉膏蛋白胨直立培养基贴上标签，注明菌名、培养基名称和接种日期。
（2）穿刺接种：用接种针以无菌操作从待保藏菌种斜面上挑取菌种，从直立柱中央直刺至试管底部，然后沿原线拉出。
（3）培养：37℃培养箱中培养48h；
（4）保藏：半固体牛肉膏蛋白胨直立培养基长好后，直接放入4℃冰箱中保藏；可保藏半年至一年。
三、石蜡油封存

（1）石蜡油灭菌：在250mL三角瓶中装入100mL液体石蜡油，塞上棉塞，外包牛皮纸，121℃灭菌20min；

（2）蒸发水分：将湿热灭菌后的石蜡油放在105℃-110℃烘箱中放置1h，使水分蒸发掉。
（3）加石蜡油：用5mL无菌吸管吸取石蜡油，以无菌操作加到上述一、二所述长好的菌种上面，加入的量以超过斜面或直立柱的1cm高为宜。
（4）保藏：石蜡油封号后，同样放入4℃冰箱保存，这种方法保藏期一般为1-2年。

实验四 米酒制作 （4学时）

1、实验目的：使学生通过实践操作了解米酒制作的过程。

2、原料：

（1）糯米2000克，糯米是它的主要原料。做醪糟用的糯米选用长粒或圆粒的都可以，圆料江米粘性大，长粒江米做出的江米酒样子好看，各有优势。

（2）甜酒曲一包，是保证糯米发酵的要害，包装上标有使用比例，不过一般来说应当比标定的用量再大些，做出的酒效果才好。

3、器皿：

制作糯米酒最好用专用的容器，要求绝对干净，尤其不要黏油，铝盆、瓷盆、搪瓷盆等可以，要带有盖子。其他：蒸锅、擀面杖、屉布，也要清洁不黏油渍的。

4、制作步骤

（1）泡米：把糯米淘洗干净放在锅(盆)中，加入没过米面约3cm高的凉水，盖上盖子放置一宿时间(至少12小时)，使米粒吸饱水。泡透的江米粒会从半透明状态变为不透明的白色，颗粒也明显增大，这个时候米就算泡好了，将泡米水滗掉，用清水冲洗2次。

（2）煮糯米饭：要求饭硬而不夹生，态软太烂会影响米酒质量。用电饭煲煮，水量以米的表面看不见水，侧过一点儿就见水为适量，15分钟即成。

（3）摊凉和松散米饭：要求宜冷不宜烫。太烫会烫死酵母菌，越凉越保险。将米饭摊开散热，用手触摸米饭表面已冷即可。加入少量凉开水搅拌，将饭粒松散开。特别注意，不能让饭粒沾油腻。否则米酒发酸，不能食用。

（4）加入酒曲发酵：酒曲碾碎，散入米饭中搅拌均匀，将米饭压紧，中间挖个小洞，盖上盖子或保鲜膜。夏天放在桌上，冬天放在较暖的地方，约24小时左右，揭开盖子，能看见盆中深窝内已经有清亮亮、香气扑鼻的液体了，那就是糯米中渗出的酒。尝一尝，如味甜不酸，即可食用，如味淡带酸，再等3、4小时。因为米酒尚会继续发酵，酒味越来越浓，甜味越来越淡，将变成酒。在整个制作过程中，应当尽量避免使用过多的容器，以免沾染油污。

（5）保存：醪糟在做好后的头几天里，米中自然合成的糖分浓度最高，酒精浓度很低，米酒香甜可口，是最好吃的时候。一次不要做得太多，应尽量在三四天内吃完为宜。假如放置时间过长，发酵仍在继续，先是酒味过重面发苦，继而会变得酸涩，不好吃了。正常情况下，1kg江米可出1500ML江米酒。做好后的醪糟可移入冰箱冷藏室保存，以低温控制发酵的继续，随时取出食用。同时依然注重要用专用勺子盛取，以免黏油，使酒变质。

5、思考题：

（1）制作米酒使用的甜酒曲中的主要微生物有哪些？

（2）制作米酒过程中应注意的事项有哪些？

实验四 酱腌菜中菌落总数的测定 （4学时）

1、目的要求

（1）了解菌落总数的概念、测定原理和目的。
（2）掌握国标法测定酱腌菜中菌落总数的关键步骤。
2、主要实验材料及仪器设备
（1）除微生物实验室常规灭菌及培养设备外，其他设备和材料如下：
恒温培养箱、冰箱、恒温水浴锅、天平、均质器、振荡器、无菌吸管、无菌锥形瓶、无菌培养皿、pH技、放大镜或菌落计数器。

（2）培养基和试剂

平板计数琼脂培养基、磷酸盐缓冲液或者无菌生理盐水

3、方法

（1）固体样品稀释：称取25g样品置于225mL磷酸盐缓冲液或生理盐水的无菌均质杯中，8000r/min-1000r/min 均质1-2min。

（2）梯度稀释：将上述液体进行梯度稀释。

（3）平板倾注：选择2-3个适宜稀释度的样品稀释液，吸取1mL样品于无菌平皿中，每个稀释度做2个平皿，另取1mL空白稀释液加入两个无菌平皿中做空白对照。及时将15-20mL冷却至46℃的平板计数琼脂培养基倾注平板，并转动平皿使其均匀。

（4）培养：待琼脂凝固后，将平板翻转，36℃培养48h；若样品中可能含有在琼脂培养基表面弥漫生长的菌落时，可在凝固后的琼脂表面覆盖一层薄层培养基,待凝固后翻转平板培养。

（5）菌落计数：可用肉眼观察，必要时用放大镜，记录稀释倍数和相应的菌落数量，菌落计数以菌落形成单位（CFU）表示。

（6）菌落总数计算方法

只有一个稀释度平板上的菌落数在适宜计数范围内，计算两个平板菌落数的平均值，再将平均值乘以相应稀释倍数，作为每g（mL）样品中菌落总数结果；

若有两个连续稀释度的平板菌落数在适宜计数范围内，则按照下式计算：

N=C/(n1+0.1n2)d

其中：N——样品中菌落数；
      C——平板菌落数目之和

n1——第一稀释度平板个数

n2——第一稀释度平板个数

d——稀释因子（第一稀释度）

4、思考题

（1）平板倾注法测定菌落总数的具体操作步骤。
（2）酱腌菜中对菌落总数的要求是多少？

五、实验报告包括的内容

实验完毕，应用专门的实验报告本，根据预习和实验中的现象及数据记录等，及时而认真地写出实验报告。食品分析实验报告一般包括以下内容：

实验（编号）   实验名称

（一）实验目的

（二）实验原理  简要地用文字进行说明。

（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结果并进行有关数据处理。

（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，尽可能地结合食品分析技术中有关理论，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。

六、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，占总分的70%，其平时成绩又要以实验实际操作的优劣作为主要考核依据。在学期末或课程结束时，为复习和巩固实验教学内容，进一步对学生作补充了解，也可举行一定的实验操作考试，但无论采取何种方式进行考核，都必须按实验课的目的要求，以实际实验工作能力的强弱作为评定成绩的主要依据。评定各级成绩时，可参考以下标准：

（一）优秀

能正确理解实验的目的要求，独立、顺利而正确地完成各项实验操作，会分析和处理实验中遇到的问题，能掌握所学的各项实验技能，能较好地完成实验报告及其它各项实验作业，有一定创造精神和能力。有良好的实验室工作作风和习惯。

（二）良好

能理解实验的目的和要求，认真而正确地完成各项实验操作，能分析和处理实验中遇到的一些问题。能掌握所学实验技能的绝大部分，对难点较大的操作完成有困难。能一般完成实验报告和其它实验作业。有较好的实验习惯和工作作风。

（三）中等

能粗浅理解实验目的要求，能认真努力进行各项实验操作，但技巧较差。能分析和处理实验中一些较容易的问题，基本掌握实验技能。能完成各项实验作业和报告。处理问题缺乏条理。工作作风较好。能认真遵守各项规章制度。学习努力。

（四）及格

只能机械地了解实验内容，能一般按实验步骤“照方抓药”完成实验操作，有些操作不准确。遇到问题缺乏解决的办法，仅能作些简单处理，效果不理想。能完成实验报告，能认真遵守实验室各项规章制度，工作中有小的习惯性毛病。

（五）不及格

盲目地“照方抓药”。有些实验虽能作，但效果不好，操作不正确。工作忙乱无条理。一般能遵守实验室规章制度。在教师指导下也较难以完成各项实验作业。

七、实验主要应配套仪器设备及台（套）数

附表1  发酵食品工艺学实验（30人/班）

	仪器名称
	数量（个、台或套）

	烘箱
恒温培养箱
	2
1

	恒温水浴锅
	3

	高压灭菌锅
	1

	分析天平
	2

	电炉
	4

	干燥器
	5

	天平
	2

	紫外分光光度计
	1

	pH计
	3

	150mL蒸发烧瓶   
	10

	称量瓶
	30

	研钵
	30

	洗瓶
	30

	胶头滴管
	30

	吸耳球
	15

	铁架台
	15

	100mL容量瓶
	15

	超净工作台
	1

	滤纸
	5

	定时器
电饭煲

移液枪（5 mL）

移液枪（1 mL）
	15
1

2

2


附：本课程建议使用教材及参考书目

1. 《微生物学实验》，杜秉海主编，北京农业大学出版社，1994年。

2. 《食品化学实验指导》，韩雅珊 主编，中国农业大学出版社，1996年
3. 《食品分析》，杨严俊主编，中国轻工业出版社，1999年。
4. 《发酵实验技术与方案》，管斌主编，化学工业出版社，2012年。
