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《生物化学》实验指导书
生物化学实验细则
为了保证生物化学实验的顺利进行，培养同学们掌握良好、规范的生物化学基本实验技能，特制定以下实验细则，请同学们严格遵守。

1. 实验前应提前预习实验指导书并复习相关知识。

2. 严格按照生物化学实验分组，分批进入实验室，不得迟到。非本实验组的同学不准进入实验室。

3. 进入实验室必须穿实验服。各位同学进入各自实验小组实验台后，保持安静，不得大声喧哗和嬉戏，不得无故离开本实验台随便走动。绝对禁止用实验仪器或药物开玩笑。

4. 实验中应保持实验台的整洁，废液倒入废液桶中，用过的滤纸放入垃圾桶中，禁止直接倒入水槽中或随地乱丢。

5. 实验中要注意节约药品与试剂，爱护仪器，使用前应了解使用方法，使用时要严格遵守操作规程，不得擅自移动实验仪器。否则，因非实验性损坏，由损坏者赔还。

6. 使用水、火、电时，要做到人在使用，人走关水、断电、熄火。

7. 做完实验要清洗仪器、器皿，并放回原位，擦净桌面。

8. 实验后，要及时完成实验报告。
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实验1
葡聚糖凝胶过滤层析分离蛋白质

目的要求

    掌握凝胶层析法分离蛋白质的原理和方法。

原    理

凝胶是由胶体溶液凝结而成的固体，它们的内部有很细微的多孔网状结构。凝胶颗粒在合适的溶剂中浸泡，充分吸液膨胀，然后装入层析柱内，加入欲分离的混合物后，再以同一溶剂洗脱。在洗脱过程中，大分子不能进入凝胶内部而沿凝胶颗粒间的空隙最先流出柱外，而小分子可以进入凝胶颗粒内部的多孔网状结构，流速缓慢，以至最后流出柱外，从而使样品中分子大小不同的物质得到分离。对凝胶层析分离的简单过程可用图4-1表示。


[image: image1]
图4-1 小分子由于扩散作用进入凝胶颗粒内部而被滞留，

大分子被排阻在凝胶颗粒外面，在颗粒之间迅速通过。

试剂和器材

一、试剂

1. 标准蛋白质混合液：1ml/组

3mg/ml蓝色葡聚糖，8mg/ml肌红蛋白。溶剂为含15%（V/V）甘油的洗脱缓冲液。

2. 洗脱液[0.05mol/LTris—盐酸溶液(pH7.5)，内含0.1mol/LNaCl]：

50ml 0.1mol/L Tris溶液与40.3ml 0.1mol/L盐酸混匀后，溶解0.585克NaCl，加水稀释至100ml，即得洗脱液

3. Sephadex G-75

二、器材

层析柱：柱管（直径1.0~1.3cm；管长50cm）1个/组，试管，玻璃棒，滤纸，移液管，（721分光光度计）试管架、铁架台

操作方法

1. 凝胶的处理（教师准备）

将称好的干粉倾入过量的洗脱液中，在室温下放置，使之充分溶胀。为了缩短时间，可在沸水浴中加热将近100℃，这样可缩短溶胀时间至几小时，而且可以杀死细菌和霉菌，并排除凝胶内气泡。
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2. 装柱

装柱前将凝胶上面过多的溶液倾出，用真空干燥器抽尽凝胶中空气。关闭层析柱出水口，并向柱管内加入约1/3柱容积的洗脱液，然后在缓慢搅拌下，将浓浆状的凝胶连续地倾入柱中，使之自然沉降，待凝胶沉降约2—3cm后，打开柱的出口，调节合适的流速，使凝胶继续沉集，待沉集的胶面上升到离柱的顶端约5cm处时停止装柱，关闭出水口。接着通过2—3倍柱床容积的洗脱液使柱床稳定，然后在凝胶表面上放一张滤纸片或一团脱脂棉，以防将来在加样时凝胶被冲起，并始终保持凝胶上端有一段液体。

3. 加样

加紧上、下进出水口夹子，以防止操作压改变。用1ml移液管吸取1ml样品混合液，将移液管尖端小心插入柱中液面下方1cm处，小心释放样品，使其在脱脂棉上端形成一个层面，过程大约需要2分钟完成。看到样品层刚好完全流入凝胶床时，向柱上小心的添加缓冲液至合适高度（约5cm左右），以保证流速的稳定。（注意：不能使胶床上端无充裕的缓冲液，以防干裂）

4. 洗脱

洗脱时，打开上、下进出口夹子，先收集10ml流出液，用洗脱液以每管4ml/管流速洗脱，用试管收集流出液，并对每管编号。当所有有色物质洗脱下来后，关闭螺旋夹停止洗脱。然后在对应的波长下读各管的光吸收值。

实验2  唾液淀粉酶的性质、活力和米氏常数测定

实验目的

1. 通过唾液淀粉酶性质的测定，了解多种因素（底物浓度、温度、pH值、激活剂和抑制剂等）  

   对酶促反应速度的影响；
2. 学习酶活力，酶活力单位，比活力以及米氏常数的测定，加深对概念的理解；
3. 学会用考马斯亮蓝法测定蛋白质的含量，学会用3,5-二硝基水杨酸测定还原糖的含量，熟

  练操作分光光度计。
实验试剂和器材

一、试剂

可溶性淀粉， NaoH，标准牛血清白蛋白，蒸馏水，95%乙醇，85%磷，0.15mol/LNaCl，0.15mol/L硫酸铜溶液，碘化钾–碘溶液，醋酸，醋酸钠

（1）考马斯亮蓝试剂G-250：考马斯亮蓝试剂G-250 100mg溶于50ml 95%乙醇中，加入100ml 85%磷酸，加水稀释至1000ml，过滤即可。:

（2）3,5-二硝基水杨酸：以称取3,5-二硝基水杨酸6.3 g，氢氧化钠 21.0 g充分溶解于500ml蒸馏水中（水先煮沸10分钟后冷却），加入酒石酸钾钠182.0g，苯酚（在50℃水中融化） 5.0 ml，偏重亚硫酸钠5.0g，搅拌至全溶，定容至1000 ml。充分溶解后盛于棕色瓶中，放置10天后便可使用。平时盛一小瓶放在外面使用，其它储于冰箱中。此溶液每月配制一次。注意：DNS一定要在配制结束后立即转移到小棕色瓶中，同时，使用过程中尽量减少与空气接触。
（3）标准牛血清白蛋白溶液：结晶牛血清白蛋白用0.15mol/L NaCl配置成0.1mg/mL的蛋白液

（4）0.1%葡萄糖：准确称取100mg葡萄糖，溶于蒸馏水中，定容于100ml的容量瓶中，配成1.0mg/L的溶液。

二、器材

可见光分光光度计，试管，移液管，恒温水浴锅，pH试纸 
操作方法

一 、底物浓度、温度、PH、激活剂和抑制剂对酶反应速度的影响

1. 底物浓度对酶促反应的影响

    取6支试管并编号，分别加入0.01%, 0.1%，0.5%, 1%, 2%, 3%的可溶性淀粉溶液2ml.，各管加入2ml稀释唾液，于37°C下反应3-5分钟后，每支试管加入2-3滴碘液，观察颜色变化。

2. 温度对酶促反应的影响

    取5支试管并编号，温度依次设定为0, 20, 37, 60, 80°C。每只试管加入2ml淀粉溶液和2ml稀唾液，反应3-5分钟后，每支试管加入2-3滴碘液，观察颜色变化。

3. PH对酶促反应的影响

    取3支试管并编号，分别加入等量的PH 4.0，6.8, 8.0醋酸-醋酸钠缓冲溶液，加入2ml淀粉溶液和2ml稀释唾液，37°C下反应3-5分钟，加入2-3滴碘液，观察颜色变化。

4. 激活剂和抑制剂对酶促反应的影响

    取3支试管并编号，各管均加入2ml pH6.8的缓冲液、2ml淀粉溶液和2ml稀释唾液，再向3支试管中分别加入1ml的蒸馏水、0.15mol/LNacl、0.15mol/L硫酸铜，振荡摇匀，37°C下反应3-5分钟，加入2-3滴碘液，观察颜色变化。

二、葡萄糖标准曲线的制定

    取8支试管编号后，按下表顺序向各管中加入0.1%葡萄糖标准溶液和蒸馏水，配制成一系列不同浓度的葡萄糖溶液。然后向各管中加入3,5-二硝基水杨酸（DNS试剂）1.5毫升，混匀，放入沸水浴加热5min，迅速取出用自来水冷却至室温，在向每管加入蒸馏水稀释至25毫升，充分混匀。在分光光度计上与540nm处测吸光度；以葡萄糖含量为横坐标，OD540nm值为纵坐标，绘制标准曲线。表如下：
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试剂处理
试管编号
	0
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	0.1%葡萄糖标准液/ml 
	—
	0.2
	0.4
	0.6
	0.8
	1.0
	1.2
	1.4

	蒸馏水/ml
	2.0
	1.8
	1.6
	1.4
	1.2
	1.0
	0.8
	0.6

	3,5-二硝基水杨酸/ml
	1.5
	1.5
	1.5
	1.5
	1.5
	1.5
	1.5
	1.5

	混匀，沸水浴加热5min，冷却后，加入蒸馏水定容25ml.

	以0号为对照，540nm比色
	
	
	
	
	
	
	
	


三、蛋白质标准曲线的测定（考马斯亮蓝染色法）

取6支试管，编号，按下表加样操作（单位/ml）

	试管编号
	0
	1
	2
	3
	4
	5

	0.1mg/ml标准蛋白质溶液
	---
	0. 1
	0. 3
	0. 5
	0. 7
	0. 9

	蒸馏水
	1.0
	0.9
	0.7
	0.5
	0.3
	0.1

	考马斯亮蓝试剂
	3.0
	3.0
	3.0
	3.0
	3.0
	3.0

	以0号为对照，在595nm比色A595nm
	
	
	
	
	
	


用标准蛋白质质量为横坐标，吸光度为纵坐标做标准曲线。

四、酶活力和比活力测定

1. 酶活力测定及计算

    取3支试管，按下表加样操作（单位/ml）

	试剂
	空白
	待测1
	待测2

	酶液
	0
	2.0
	2.0

	0.15mol/L NaCl
	0.5
	0.5
	0.5

	1%淀粉
	2.0
	2.0
	2.0

	37°C保温10min后，沸水浴加热5min终止反应

	蒸馏水
	2.0
	—
	—

	3,5-二硝基水杨酸
	1.5
	1.5
	1.5

	混匀，沸水浴加热5min，冷却后，加入蒸馏水定容25ml.

	540nm比色
	
	
	


用3,5-二硝基水杨酸试剂测定酶促反应后所生成的还原糖量，由葡萄糖标准曲线求出酶活力单位数，计算酶活力。

2. 比活力测定及计算
取3支试管，按下表加样操作（单位/ml）

	试剂
	0
	1
	2

	稀释的酶液
	---
	2.0
	2.0

	蒸馏水
	2.0
	—
	—

	考马斯亮蓝试剂
	3.0
	3.0
	3.0

	以0号为对照，在595nm比色A595nm
	
	
	


由蛋白质标准曲线求出稀释的酶液中的蛋白质含量，计算唾液淀粉酶的比活力。

五、米氏常数测定

取5支试管

	试管编号（ml）
	0
	1
	2
	3
	4

	1%淀粉
	0
	0.5
	1
	1.5
	2

	37℃水浴保温10min

	每间隔1min逐管加入已在37℃水浴中保温10min的酶液
	2
	2
	2
	2
	2

	加入酶液后立即混匀，37℃保温10min后

	每间隔1min逐管加入0.5mol/L NaOH
	1
	1
	1
	1
	1

	混匀后逐管取出 反应物1ml

	反应物
	1
	1
	1
	1
	1

	蒸馏水
	1
	1
	1
	1
	1

	3,5-二硝基水杨酸
	1.5
	1.5
	1.5
	1.5
	1.5

	混匀，沸水浴加热5min，冷却后，加入蒸馏水定容25ml.

	以0号为对照，在540nm比色A
	
	
	
	
	


在葡萄糖标准曲线中找出A值对应的葡萄糖量为相对反应速度，1/[S]为横坐标，1/v为纵坐标作图，由图求出Km值。

实验3
SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳测定蛋白质分子量

目的要求

1．学习SDS—PAGE测定蛋白质分子量的原理。

2．掌握SDS—PAGE测定蛋白质分子量的操作方法。

原    理

聚丙烯酰胺凝胶是由单体—丙烯酰胺（acrylamide,简称Acr）和交联剂—N,N-甲叉双丙烯酰胺（methylene-bisacrylamide,简称Bis）在加速剂和催化剂的作用下聚合而成的高分子物质，具有三维网状结构和分子筛性质。以此凝胶为支持物的电泳称为聚丙烯酰胺凝胶电泳（polyacrylamide gel electrophoresis, 简称PAGE）。

由于各种蛋白质所带的净电荷、分子量大小和形状不同，在电泳中会产生不同的电荷效应和分子筛效应，不连续电泳还有浓缩效应，因而有不同的迁移率。

聚丙烯酰胺凝胶由于富含酰胺基，故它是稳定的亲水凝胶。结构中不带电荷，因而在电场中电泳电渗现象极为微小。网状结构能限制蛋白质大分子的扩散运动，具有良好的抗对流作用。在合适浓度范围内还具有较好的透明度，一定的机械强度，以及化学上惰性、吸附作用很小等许多优点。

十二烷基硫酸钠（简称SDS）是阴离子表面活性剂，它在水溶液中，以单体和分子团的混合形式存在。单体SDS能与蛋白质结合生成蛋白质—SDS复合物。由于SDS带有大量负电荷，所以生成的蛋白质—SDS复合物所带的负电荷大大超过了天然蛋白质原有的电荷，因而消除或掩盖了不同种类蛋白质所带净电荷的差异，均带有相同密度的负电荷，在蛋白质溶液中，加入SDS和巯基乙醇，巯基乙醇可使蛋白质分子中的二硫键还原，使多肽组分分成单个亚单位，SDS可使蛋白质亚单位中的氢键、疏水键打开，因此SDS与蛋白质结合后，还引起蛋白质构象的改变，蛋白质—SDS复合物形状近似雪茄形的长椭圆棒，不同复合物的短轴相同，约1.8nm，而长轴改变则与蛋白质的分子量成正比。基于上述两种情况，蛋白质—SDS复合物在凝胶电泳中的迁移率不再受原有电荷和形状的影响，而只是与椭圆棒的长度有关，也就是只与蛋白质分子量有关。在电泳体系中加入十二烷基硫酸钠（简称SDS），则电泳迁移率主要依赖于蛋白质分子量，而与所带的净电荷和形状无关，这种电泳方法称为SDS—聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS—PAGE）。

蛋白质分子量在10，000—200，000之间时，电泳迁移率与分子量的对数呈线性关系，可用下列公式表示：
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上式中，
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为蛋白质分子量；
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为常数；
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为斜率；
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为相对迁移率（即蛋白质的电泳迁移距离除以示踪染料迁移距离）。

根据上述方程将已知分子量的标准蛋白质电泳迁移率与分子量的对数作图，可制作出一条标准曲线。在相同条件下只要测得未知分子量的蛋白质的电泳迁移率，即可从标准曲线求得其近似分子量。

不同的凝胶浓度适用于不同的分子量范围（见表3-1），可根据所测分子量的范围选择最适凝聚浓度，并尽可能选择分子量范围和性质与待测样品相近的蛋白质作标准蛋白。

表3-1  分子量范围与凝胶浓度的关系

	凝胶浓度
	交联度
	分子量范围

	5%
	2.6%
	25,000—200,000

	10%
	2.6%
	10,000—70,000

	15%
	2.6%
	10,000—50,000


由于SDS—PAGE具有设备简单、快速，分辨率和灵敏度高等优点，广泛应用于生物化学、分子生物学、基因工程、医学及免疫学等方面。

SDS—PAGE作为一种测定蛋白质分子量的方法，尽管对于大部分蛋白质来说，在比较广泛的分子量范围内，蛋白质的迁移率与其分子量的对数确实存在着线性关系，但是有许多蛋白质是由亚基或两条以上肽链组成的（如血红蛋白、胰凝乳蛋白酶等），他们在变性剂和强还原剂的作用下，解离成亚基或单条肽链。因此，对于这一类的蛋白质，SDS—PAGE测定的只是它们的亚基或单条肽链的分子量，而不是完整蛋白质的分子量。为此，对这类样品分子量的测定，还必须采用其他测定方法作参照。当然这也使得SDS—PAGE特别适用于寡聚蛋白及其亚基的分析鉴定和分子量的测定。

另外，还有一些电荷异常和构象特殊的蛋白质（如组蛋白F1），含有较大辅基的糖蛋白和含有二硫键较多的蛋白质，以及一些结构蛋白（如胶原蛋白）等，它们在SDS—凝胶系统中，电泳的迁移率与分子量的对数不呈线性关系。因此，为了测得真实和完整的蛋白质分子量，通常可采用多种方法进行测定和相互验证。

SDS-PAGE有连续系统和不连续系统两种，这两种系统有不同的样品溶解液及缓冲液，不连续系统需要分别制备分离胶和浓缩胶，操作方法与连续系统完全相同。由于SDS-不连续系统对样品具有较强的浓缩效应，因而它的分辨率比SDS-连续系统要高得多，虽然制胶操作较麻烦，但是它具有连续系统不可比拟的优越性，尤其是在分离比较复杂的特殊的样品时，人们更喜欢采用不连续系统。SDS-PAGE广泛用于蛋白质亚基相对分子质量及纯度的测定。

试剂与器材

一、试剂

1. 标准蛋白质试剂盒（20次/支）：按照国内厂商上产低相对分子质量（14400-97400）标准蛋白质成套试剂盒。

2. 未知蛋白：胰蛋白酶，或牛血清白蛋白。

3. 不连续体系SDS-PAGE试剂

1）10%SDS贮液：称取5g SDS，加重蒸水至50ml，微热使其溶解，4℃贮存。低温下SDS析出结晶，用前微热，使其完全溶解。必须选用高纯度的SDS（电泳级），否则会影响电泳条带的分辨效果。

2) 1% N,N,N’,N’-四甲基乙二胺（TEMED）：称取TEMED 1ml，加重蒸水至100ml，置棕瓶内，4℃贮存。
3）10%过硫酸铵（AP）： 称AP10g，加重蒸水100ml，置棕色瓶内4℃贮存。临用前配制。

4）样品溶解液（上样液）：含有1%SDS，1%巯基乙醇（或100mmol/L DTT）,20%甘油或40%蔗糖，0.02%的溴酚蓝，, 50mmol/L pH8.0的Tris-HCl缓冲液。

·先配制0.05mol/L pH8.0Tris-HCl缓冲液：称取三羟甲基氨基甲烷（Tris）0.6g，加入50ml重蒸水，再加入1mol/L盐酸约3ml，调pH值至8.0，最后用重蒸水定容至100ml。

·按表1配制样品溶解液

表1 不连续体系样品溶剂溶液配制

	SDS
	巯基乙醇
	溴酚蓝
	蔗糖
	0.05mol/LTris-HCl
	加水至最后总体积

	100mg
	0.1ml
	2ml
	4mg
	2ml
	10ml


注：如样品为液体，则应用浓1倍的样品溶解液，然后等体积混合。

3) 凝胶贮液：

·30%分离胶贮液：配制方法与连续体系相同。称丙烯酰胺（Acr）30g，甲叉双丙烯酰胺（Bis）0.8g，加重蒸水至100ml，过滤后置棕色瓶内，4℃贮存可用1—2个月。

·10%浓缩胶贮液：称取丙烯酰胺（Acr）10g，甲叉双丙烯酰胺（Bis）0.5g，加重蒸水至100ml，过滤后置棕色瓶内，4℃贮存可用1—2个月。

4) 凝胶缓冲液：

·分离胶缓冲液（30mol/L pH8.9 Tris-HCl缓冲液）：称取Tris 36.3g加少许重蒸水使其溶解，再加1mol/L HCl约48ml，调pH值至8.9，最后加重蒸水定容至100ml，4℃贮存。

·浓缩胶缓冲液（0.5mol/L pH6.7 Tris-HCl缓冲液）：称取Tris 6.0g加少许重蒸水使其溶解，再加1mol/L HCl约48ml，调pH值至6.7，最后加重蒸水定容至100ml，4℃贮存。

  5）电极缓冲也（内含0.1%SDS，0.05mol/L Tris，0.384mol/L甘氨酸缓冲液pH8.3）：称取Tris 6.0 g，甘氨酸28.8g，加入SDS 1g，加蒸馏水使其溶解后定容1000ml。
6) 1%琼脂（糖）粉：（老式电泳槽用） 称琼脂（糖）1g，加100ml上述电极缓冲液，4℃贮存。

1. 连续连续体系SDS-PAGE试剂

1）0.2mol/L pH7.2磷酸盐缓冲液：取25.63g二水磷酸氢二钠或者十二水磷酸氢二钠51.58g，再称7.73g一水磷酸二氢钠或者二水磷酸二氢钠8.74g，溶于重蒸水中并定容至1000ml。

2）样品 ：0.01mol/L pH7.2磷酸盐缓冲液，内含1%SDS，1%巯基乙醇，10%甘油或40%蔗糖及0.02%溴酚蓝。用来溶解标准蛋白质及待测固体蛋白质样品。配方见表2

表2 连续体系样品溶解液配制

	SDS
	巯基乙醇
	甘油
	溴酚蓝
	0.2mol/L磷酸盐缓冲液
	加水最后总体积

	100mg
	0.1ml
	1ml
	2mg
	0.5ml
	10ml


注：如样品为液体，则应用浓1倍的样品溶解液，然后等体积混合。

3）凝胶贮液：称取丙烯酰胺（Acr）30g，甲叉双丙烯酰胺（Bis）0.8g，加重蒸水定容至100ml，过滤后棕瓶，4℃贮存1-2个月。

4）凝胶缓冲液：称取SDS 0.2g，加0.2mol/L pH7.2磷酸盐缓冲液至100ml，4℃贮存，用前稍加温使SDS溶解。

5）N,N,N’,N’-四甲基乙二胺（TEMED）：称取TEMED 1ml，加重蒸水至100ml，置棕瓶内，4℃贮存。

6）10%过硫酸铵（AP）溶液：称取AP 1g，加重蒸水至10ml，此液应临用前配制，置棕色瓶内，4℃贮存。

7）电极缓冲液：（0.1%SDS。0.1mol/L pH7.2磷酸盐缓冲液）：称取SDS 1g，加500ml 0.2mol/L pH7.2磷酸盐缓冲液，再用蒸馏水定容至1000ml。

8）1%琼脂糖：称取琼脂糖1g，加100ml上述电极缓冲液使其溶解，4℃贮存。

4.  考马斯亮蓝R-250染色剂

1) 固定液：取50%甲醇454ml，冰乙酸46ml混匀。

2) 染色液： 考马斯亮蓝R250 0. 25g，加上述固定液100ml，过滤后应用。

3) 脱色液：冰乙酸75ml，甲醇50ml，加蒸馏水定容至1L。

二、器材

夹心式垂直板电泳槽或者DYCZ-240D垂直板电泳槽（1台/组），直流稳压电源（电压300—600V，电流50—100mA），移液管，烧杯，细长头的滴管，微量注射器，移液器，大培养皿，洗瓶，滤纸，移液管架

操作方法

一、安装电泳槽

· 安装夹心式垂直板电泳槽（左图为老式电泳槽）

夹心式垂直板电泳槽操作较新式电泳槽烦琐些，不易渗漏。这种电泳槽两侧为有机玻璃制成的电极槽，两个电极槽中间夹有一个凝胶模，该模由1个凵形硅胶框、长与短玻璃板及样品槽模板（梳子）所组成。电泳槽由上贮槽（白金电极在上或面对短玻璃板），下贮槽（白金电极在下或面对长玻璃板）和回纹冷凝管组成。两个电极槽与凝胶模间靠贮液槽螺丝固定。各部分按下列顺序组装：

1） 装上贮槽和固定螺丝销钉，仰放在桌面上。

2） 将长、短玻璃板分别插到凵形硅胶框的凹形槽中。注意勿用手接触灌胶面的玻璃。

3） 将已插好玻璃板的凝胶模平放在上贮槽上，短玻璃板应面对上贮槽。

4） 将下贮槽的销孔对准已装好螺丝销钉的上贮槽，双手以对角线的方式旋紧螺丝帽。

5） 竖直电泳槽，用细长头滴管吸取已熔化的2%琼脂（糖）加在长玻璃板下端与硅胶框交界的缝隙内，其目的是封住空隙，加琼脂（糖）溶液时中应避免有气泡。
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· DYCZ-240D型垂直板电泳槽（右图为新式电泳槽）

电泳前禁止将电泳槽附带电泳导线连接到电泳仪上。如图将电泳槽安装好。将凝胶密封框放在平玻璃上，然后将凹型玻璃与平玻璃重叠，将两块玻璃立起来使其底端接触桌面，用手将两块玻璃板夹住放入电泳槽内，然后插入斜楔板到适中程度，即可灌胶。
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二、配胶及凝胶板的制备

1. 配胶

根据所测蛋白质分子量范围，选择适宜的分离胶浓度。由于SDS-PAGE有连续及不连续系统两种，两者间有不同的缓冲系统，因而有不同的制方法。见表3和表4

表3 SDS-PAGE电泳不连续体系凝胶配制

	试剂名称
	配制20ml不同浓度分离胶所需各种试剂用量
	配制10ml浓缩胶所需试剂用量

	
	5%
	7.5%
	10%
	15%
	

	分离胶贮液30%Acr-0.8%Bis
	3.33
	5.00
	6.66
	10.00
	–

	分离胶缓冲液pH8.9Tris-HCl
	2.50
	2.50
	2.50
	2.50
	–

	浓缩胶贮液10%Acr-0.5%Bis
	–
	–
	–
	–
	3.00

	浓缩胶缓冲液pH6.7Tris-HCl
	–
	–
	–
	–
	1.25

	10%SDS
	0.20
	0.20
	0.20
	0.20
	0.10

	1%TEMED
	2.00
	2.00
	2.00
	2.00
	1.00

	重蒸水
	11.87
	10.20
	8.54
	5.20
	4.60

	10%AP
	0.10
	0.10
	0.10
	0.10
	0.05


表4 SDS-PAGE电泳连续体系凝胶配制
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	5%
	7.5%
	10%

	凝胶贮液30%Acr—0.8%Bis
	3.33
	5.00
	6.66

	0.2mol/LpH7.2磷酸缓冲液内含0.2%SDS
	10.00
	10.00
	10.00

	1%TEMED
	2.00
	2.00
	2.00

	蒸馏水
	4.57
	2.90
	1.13

	10%AP
	0.10
	0.10
	0.20


2. 凝胶板的制备

（1）SDS-不连续体系凝胶板的制备

①分离胶的制备：按表3配制20ml 10%的分离胶，混匀后用细长头滴管将凝胶液加至长、短玻璃板间的缝隙内，注胶过程中应防止气泡产生，胶加到距玻璃板顶部2cm处，用1ml注射器取少许蒸馏水，沿长玻璃板板壁缓慢注入，约3-4mm高，以进行水封。约30min后，凝胶与水封层出现折射率不同的界线，则表示凝胶完全聚合。倾去水封层的蒸馏水。在用滤纸条吸去多余水分。

②浓缩胶的制备：按表3配制10ml 3%的浓缩胶，混匀后用细长头滴管将浓缩胶加到已聚合的分离胶上方，直至距离短玻璃板上缘约0.5cm处，轻轻将样品槽模板梳插入浓缩胶内，约30min后凝胶聚合，再放置20-30min。使凝胶“老化”。小心拔去样品槽模板梳，用窄条滤纸吸去样品凹槽中多余的水分，将pH8.3电极缓冲液倒入上、下贮槽中，应没过短板约0.5cm以上，即可准备加样。

（2）SDS-连续体系凝胶板的制备  按表4配制10ml~20ml7.5%浓度的胶，将分离胶混合液直接倒入或用胶头滴管将分离胶混合液加入两块玻璃板的缝隙内直至距离短玻璃板上缘0.5cm处，插入样品槽模板。凝胶聚合约需30min，20—30min后，小心拔出梳形样品槽模板，用窄条滤纸吸去残余水分，注意不要弄破凹形加样槽的底面。这里特别说明：新式电泳槽在凝胶聚集后，轻轻取下梳子，用手夹住两块玻璃板，上提斜楔板，使其松开，然后取下玻璃胶室去掉凝胶密封框，注意，在上述过程中手始终给玻璃胶室一个夹紧力，再将玻璃胶室凹面朝里置入电泳槽。插入斜楔板，将缓冲液加至内槽玻璃凹口以上，外槽缓冲液加到距平玻璃上沿3mm处即可电泳。

三、加样

· 蛋白质样品的处理

  1）标准蛋白质样品的处理

  低分子量标准蛋白试剂盒:兔磷酸化酶B     MW=97,400             
                       牛血清白蛋白   MW=66,200                        
                       牛碳酸酐酶     MW=31,000
                       胰蛋白酶抑制剂 MW=20,100
                       鸡蛋清溶菌酶   MW=14,400
 开封后溶于200µl样品溶解液中，沸水浴中加热3-5min后上样。

2) 称制备样品1mg，按1mg/mL溶液比例加样品溶解 液，将其转移到带塞的小离心管中，轻轻盖上盖子在沸水浴中加热3min，取出冷却后加样。
· 加样体积要根据凝胶厚度及样品浓度灵活掌握，一般加样体积为10—15μL。如果样品槽中有气泡，可用微量注射器针头挑除。加样时，将移液器（或微量注射器的针头）通过电极缓冲液伸入加样槽内，尽量接近底部，轻轻推动移液器（或微量注射器），注意枪头（或针头）勿碰破凹形槽胶面。

四、电泳

上槽（黑色电极端）接负极，下槽（红色电极端）接正极，这里注意负极端水槽里的电极缓冲液要没过玻璃板上端，而正极端的电极缓冲液只需没过电阻丝即可。（若用的是迷你垂直板电泳槽，而且只做一块分离胶跑电泳，另一边需用厚玻板阻隔。）打开电源，保持电压不变状态下，将电流调至20mA，待样品进入分离胶后，将电流调至60mA，待染料前沿迁移至距硅胶框底边1—1.5cm处，停止电泳。

五、凝胶板剥离

电泳结束后，取下凝胶模，卸下硅胶框，用不锈钢药铲撬开玻璃板，在凝胶板切下一角作为前沿标记。

六、染色与脱色

将染色液倒入培养皿内，染色40min左右，用蒸馏水漂洗数次，再用脱色液脱色，直到蛋白质区带清晰，即可计算相对迁移率。

七、绘制标准曲线

将大培养皿放在一张坐标纸上，量出加样端距细铜丝间的距离（cm）（即染料迁移距离）以及各蛋白质样品区带中心与加样端的距离（cm）（即样品迁移距离），如图所示。按下式计算相对迁移率mR：
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以标准蛋白质的分子量为纵坐标，对应的相对迁移率为横坐标在半对数坐标纸上作图，可得到一条标准曲线，根据待测样品相对迁移率可直接在标准曲线上查出其分子量。
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图3-1  样品及标准蛋白在连续SDS-PAGE分离示意图

样品槽1,2,4,5,为待测样品，样品槽3为标准蛋白
思 考 题

1. 名词解释：

聚丙烯酰胺凝胶电泳中浓缩效应、电荷效应、分子筛效应； 

2. 根据实验结果绘出标准蛋白质的标准曲线，并计算出待测蛋白的分子量。

3. 通过本次实验学习，讨论下列问题：

1）SDS—PAGE用于蛋白质分子量测定的基础是什么？

2）对于由多条肽链组成的蛋白质，SDS—PAGE能否测定出它的分子量，如何测定出？

3）在样品溶解液中SDS、巯基乙醇、甘油及溴酚兰的作用分别是什么？

4）有些用tris-HCl加一定量的甘氨酸做电极缓冲液，这里甘氨酸的作用?

5）在SDS-PAGE中, TEMED和AP,试述其作用?

实验4
 DNA的琼脂糖凝胶电泳
目的要求

1. 掌握琼脂糖凝胶电泳分离DNA的原理和方法。

2. 学习利用琼脂糖电泳方法测定DNA片段大小。

3. 学习有关建立DNA限制性内切酶图谱的基本技术。

原    理

DNA分子在碱性环境中（pH8.3缓冲液）带负电荷，外加电场作用下，向正极泳动。不同的DNA片段由于其电荷、分子量大小及构型的不同，在电泳时的泳动速率就不同，从而可以区分出不同的区带，电泳后经溴乙锭染色，在波长254nm紫外光照射下，DNA显橙红色荧光。

琼脂糖凝胶电泳对DNA的分离作用主要依据DNA的分子量及分子构型，同时与凝胶的浓度也有密切关系。一定大小的DNA 片段在不同浓度的琼脂糖凝胶中，电泳迁移率不相同。不同浓度的琼脂糖凝胶适宜分离DNA片段大小范围见表1。因而要有效分离大小不同的DNA片段，主要是选用适当的琼脂糖凝胶浓度。不同构型的DNA在琼脂糖凝胶中的电泳速度差别较大。在分子量相当的情况下，不同构型的DNA移动速度次序如下：共价闭环DNA＞直线DNA＞开环的双链环状DNA。在同一浓度的凝胶中，分子量较小的DNA片段比较大的片段快。DNA片段的迁移距离（迁移率）与它的大小（分子量）的对数成反比。将未知DNA的迁移距离与已知分子大小的DNA标准物的电泳迁移距离进行比较，即可计算出未知DNA片段的大小。

表1 DNA大小范围与琼脂糖凝胶浓度的关系
	琼脂糖凝胶浓度/%
	可分辨的线性DNA大小范围/kb

	0.3
	60—5

	0.6
	20—1

	0.7
	10—0.8

	0.9
	7—0.5

	1.2
	6—0.4

	1.5
	4—0.2

	2.0
	3—0.1


本实验采用限制性内切酶HindⅢ或EcoRⅠ酶解λDNA的片段为标准物，建立其酶切图谱，同时以酶解各片段的分子量为纵坐标，以它们对应的迁移率为横坐标，在半对数坐标纸上，连接各点绘制出测定DNA分子量的标准曲线。共价闭环质粒pBR322DNA只有一个EcoRⅠ酶切位点，酶解后成为一条线状DNA，通过琼脂糖凝胶电泳，测量酶解后线型DNA的迁移距离，可以直接在分子量标准曲线上得出其分子大小。

试剂和器材

一、试剂

1. 标准100bpλDNA 

2. 电极缓冲液（5×TBE）：用前稀释10倍

称取10.88克Tris，5.52克硼酸，0.74克EDTA·Na2·2H2O，溶解后用蒸馏水定容至200ml。使用前用蒸馏水稀释10倍，称为TBE稀释缓冲液（0.5×TBE）。

3. 溴乙锭（EB）染色贮存液（1mg/ml）或者gold view溶液：

将100mg溴乙锭溶于蒸馏水或电极缓冲液100ml，棕色瓶内封好，避光保存。EB是诱变剂，配制和使用时应戴手套，并且不要将该溶液洒在地面或桌面上。凡是沾污过EB的器皿或物品，必须经专门处理后，才能进行清洗或弃去。

gold view溶液按照说明书配制

4. 1.5%琼脂糖

二、器材

Eppendorf离心管，电泳槽，电泳仪，凝胶塑料托盘，小烧杯，移液器，一次性塑料手套，胶头滴管，紫外反射投射仪，洗瓶，大烧杯，量筒。

操作方法

一、DNA的酶解（参考）

取2只清洁、干燥、无菌的Eppendorf管，编号，按照限制性内切酶HindⅢ、EcoRⅠ试剂盒说明书用量，用微量注射器加入各种试剂\质粒λDNA和pBR322，最后用双蒸水补足至20μL，小心混匀。37℃水浴保温1—2h，然后各小管内加入2μL的酶反应终止液，混匀，终止酶促反应，冰箱内保存备用。操作前各试剂用量要反复核对，保证准确无误，所加试剂用量很少，必须认真操作。实验中有DNA标样做对照
二、1.5%琼脂糖凝胶板的制备

1. 用配套挡板将凝胶塑料托盘短边缺口封住，置水平玻板或水平工作台面上，将样品槽模板（梳子）插进托盘长边上的凹槽内（距一端约1.5cm），梳齿底边与托盘表面保持0.5—1mm的间隙，安置好后保持静置状态。（挡板与托盘缝隙处可用胶带或者琼脂糖溶液封住）。

2. 称取0.3克琼脂糖置于小锥形瓶中，加入30mlTBE稀释缓冲液，在电炉上加热融化，一定要煮沸两次排尽气泡。

3. 待琼脂糖冷却至放在手背不觉太烫手（约60℃）后，滴一滴EB或gold view，然后将琼脂糖溶液在靠近挡板一侧连续地倒入托盘内（注意中间不要间断），使凝胶缓慢而连续地展开直至在托盘表面形成一层约3mm厚均匀胶层（7.1×9.0cm）。胶内不要存有气泡，室温下静置约20分钟。

4. 待凝固完全后，用小滴管在梳齿附近加入少量TBE稀释液润湿凝胶，双手均匀用力轻轻拔出样品槽模板（注意勿使样品槽破裂），则在胶板上形成相互隔开的样品槽。

5. 取下封边的挡板，将凝胶连同托盘放入电泳槽平台上，倒入大量TBE稀释缓冲液直至浸没过凝胶面2—3mm，要防止样品槽内窝存气泡，可以用微量注射器挑除。 
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图5-1  凝胶托盘的组装

1. 托盘   2. 挡板   3. 梳子

三、加样

用微量注射器或移液枪将经酶切的样品液和未经酶切的样品液（要加2μL的酶反应终止液）分别加入到胶板的不同加样槽内，每个槽（5×2×2.5mm）容积约为25μL，因此加样量5-10μL，避免因样品过多而溢出，污染邻近样品。加样时，注射器针头或枪头穿过缓冲液小心靠近加样槽底部，但不要损坏凝胶槽，然后缓慢地将样品推进槽内，让其集中沉于槽底部。加完一个样品后的微量注射器应反复洗净后才能用以加下一个样品，加完一个样品后移液器需要更换枪头。

四、电泳

加样完毕，将靠近样品槽一端连接负极，另一端连接正极（千万不要搞错），接通电源，开始电泳。在样品进胶前可用略高电压，防止样品扩散，样品进胶后，应控制电压降不高于5V/cm。当染料带移动到距离凝胶前沿约1cm时，停止电泳。

五、观察

小心地取出凝胶置托盘上，将胶板推至预先浸湿并铺在紫外灯观察台上的玻璃纸内，在波长308nm紫外灯下进行观察。DNA存在的位置呈现橘红色或绿色荧光，可观察到清晰的条带。观察时应带上防护眼镜，避免紫外灯对眼睛的伤害。
注 意 事 项

溴乙锭（EB）是诱变剂，配制和使用时应带乳胶手套，并且不要将该溶液洒在桌面或地面上。凡是沾污过EB的器皿或物品，必须经过专门处理后，才能进行清洗或弃去。

思考题
1. 根据实验结果，解释琼脂糖凝胶电泳测定DNA片段大小的根据。

2. SDS—聚丙烯酰胺凝胶电泳能否测定DNA分子的大小，它们的区别是什么？ 

《生物化学综合实验》
实验指导书

生物化学综合实验基本情况

一、实验题目

1. 不同植物总DNA的提取及亲缘关系的研究

2. 植物中SOD的分离提取及性质研究

二、选题要求

1. 每小组（4人组成一个小组）选一个实验题目；

2. 实验中所需生物材料自选，可选用多种生物材料；

3. 实验内容的安排要有一定工作量，必须包括指导书中要求运用的实验技术。
三、学生准备的要求

学生选定实验内容后，要写出实验方案，包括：实验目的和意义；实验方法及操作过程（至少准备两种方案）；各种方法所需仪器（包括设备和玻璃器皿）、药品及其数量。实验方案必须在综合实验开始前完成，并做成电子版，交于指导教师审阅。

四、实验时间安排

学生于周一进入实验室开始实验，周四结束实验。周五撰写并提交实验报告。

五、综合实验的评分标准
学生综合实验成绩由指导教师评定，分为优秀、良好、中等、及格和不及格几类。评定依据是学生的态度、出勤率、实验准备情况、实验动手能力、实验结果、以及实验的创新性上进行评分。

六、实验报告要求
综合实验完成后，必须提供一份每日的实验记录和一份实验报告。实验报告形式附后。

综合实验目的及基本步骤

实验1. 不同植物总DNA的提取及亲缘关系的研究

实验目的

核酸的分离纯化是核酸制备及分析的前提和基础，通过本实验将学会和掌握核酸制备的一些基本操作和方法，并通过分光光度法和电泳等实验技术研究核酸的性质，同时掌握用限制性内切酶酶解技术分析不同材料之间亲缘关系的方法。

实验仪器与试剂

主要仪器器材：研钵、纱布、高速离心机、紫外分光光度计、涡旋仪、水浴锅、微量加样器、电泳仪、紫外透射反射分析仪、试管、烧杯、试剂瓶、冰箱等。

主要试剂：液氮、SDS、CTAB、Tris、乙醇、巯基乙醇、EDTA、氯仿、异丙醇、HCl、蔗糖、NaCl、苯酚、限制性内切酶试剂盒等。

基本步骤

1. DNA提取：一定量的样品→液氮研磨→提取→沉淀→TE缓冲液溶解。

2. DNA浓度（纯度）测定：用紫外分光光度计于260nm、280nm波长测定。

3. DNA的限制性内切酶酶解性质研究：按照限制性内切酶试剂盒说明书，对提取的不同材料DNA作酶解处理。

4. DNA电泳：安装电泳仪→制备凝胶→点样（包括总DNA 和酶解后的DNA片段）→电泳→用紫外透射反射仪观察

要求运用的实验技术

紫外分光光度技术、琼脂糖凝胶电泳技术、高速离心技术、限制性内切酶酶解技术等。

参考书目 （仅供参考，另外可以查阅期刊杂志）

1. 分子生物学实验指导，刘进元等 编著，清华大学出版社

2. 生物化学与分子生物学实验技术，杨安钢等编，高等教育出版社 

3. 生物化学实验原理和方法，李建武等编，北京大学出版社

实验2. 植物中SOD的分离提取及性质研究

实验目的

SOD广泛存在于生物界，是防御氧毒害的关键酶。SOD主要有CuZn-、Mn-、Fe-SOD三种类型同工酶，它们共同的生物学作用是专一地清除生物氧化中产生的超氧阴离子自由基（对细胞组分及细胞器，尤其是生物膜有严重的损伤作用），具有抗衰老、抗辐射、抗癌等生理作用。在医药中，SOD可用于治疗辐射病、自身免疫性疾病、炎症等；在食品中，可用于保健食品添加剂；在化妆品中，可防止皮肤衰老、抗炎、防晒等作用。植物中大蒜的SOD含量丰富，所以，本实验研究大蒜中SOD的性质，并确定SOD同工酶类型。

实验仪器与试剂
主要仪器：研钵、纱布、离心机、分光光度计、试剂瓶、冰箱等。

主要试剂：pH试纸、NaOH、HCl、H2O2、磷酸盐、丙烯酰胺等。

实验步骤

1.酶液的提取和初步纯化（植物材料还可以选用大蒜、菜心、萝卜、猕猴桃等。）

2.SOD性质的研究

（1）温度对酶活性的影响

（2）pH对酶活性的影响

（3）抑制剂（H2O2）对酶活性的影响

3.PAGE定位染色法鉴定同工酶类型

用不连续聚丙烯酰胺凝胶电泳法。

要求运用的实验技术

高速离心技术、有机溶剂沉淀技术、分光光度技术、聚丙烯酰胺凝胶电泳技术等。

参考书目（仅供参考，另外可以查阅期刊杂志）

1. 生物化学实验，陈曾燮等编，中国科学技术大学出版社

2. 生化实验方法和技巧（第二版），张龙翔等主编，高等教育出版社

3. 蛋白质电泳实验技术，郭尧君编，科学出版社

4. 生物化学实验指导，余冰宾主编，清华大学出版社
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实验一 美拉德反应初始阶段的测定
一、实验原理

美拉德反应即蛋白质、氨基酸或胺与碳水化合物之间的相互作用。美拉德反应开始以无紫外吸收的无色溶液为特征。随着反应不断进行，还原力逐渐增强，溶液变成黄色，在近紫外区吸收增大，同时还有少量糖脱水变成5－羟甲基糖醛（HMF），以及发生健断裂形成二羰基化合物和色素的初产物，最后生成类黑精色素。本实验利用模拟实验：即葡萄糖与赖氨酸在一定pH缓冲液中加热反应，一定时间后测定HMF的含量和在波长为285nm处的紫外消光值。

HMF的测定方法是根据HMF与对－氨基甲苯和巴比妥酸在酸性条件下的呈色反应。此反应常温下生成最大吸收波长的550nm的紫红色。因不受糖的影响，所以可直接测定。这种呈色物对光、氧气不稳定，操作时要注意。

二、实验仪器与试剂

分光光度计、水浴锅、试管等。
1. 巴比妥酸溶液：称取巴比妥酸500mg，加约70mL水，在水浴加热使其溶解，冷却后转移入100mL容量瓶中，定容。

2. 对-氨基甲苯溶液：称取对－氨基甲苯10.0g，加50 mL异丙醇在水浴上慢慢加热使之溶解，冷却后移入100 mL容量瓶中，加冰醋酸10 mL，然后用异丙醇定容。溶液置于暗处保存24小时后使用。保存4－5天后，如呈色度增加，应重新配制。

3. 配置1.0 mol/L葡萄糖溶液、1.0 mol/L赖氨酸溶液、0.1 mol/L氢氧化钠溶液、0.1 mol/L亚硫酸钠溶液。

三、操作步骤

（一） 取5支试管，分别加入5 mL 0.1 mol/L葡萄糖溶液和5 mL 0.1mol/L赖氨酸溶液，编号为A1、A2、A3、A4、A5、A2、A4调pH到9.0，A5加2 mL 0.1 mol/L亚硫酸钠溶液。5支试管置于90℃水浴锅内并记时，反应30 min，取A1、A2、A5管，冷却后测定它们的285 nm紫外吸收。

（二） HMF的测定：将（一）处理过的A1、A2和A5各取2.0 mL于三支试管中，加对－氨基甲苯溶液5 mL。然后分别加入巴比妥酸溶液1 mL，另取一支试管加A1液2 mL和5 mL对－氨基甲苯溶液，但不加巴比妥酸液而加1 mL水，将试管充分振动。试剂的添加要连续进行，在1－2min内加完，以加水的试管作参比，测定在550 nm处吸光度，通过吸光度比较A1，A2，A5中HMF的含量可看出美拉德反应与哪些因素有关。

（三） A3，A4两试管继续加热反应，直到看出有深颜色为止，记下出现颜色的时间。
四、注意事项

HMF显色后会很快褪色，比色时一定要快。

5、 问题与讨论

结合课堂所学知识，讨论美拉德反应与哪些因素有关。
实验二 脂肪氧化、过氧化值及酸价的测定（滴定法）

一、原理

脂肪氧化的初级产物是氢过氧化物ROOH，因此通过测定脂肪中氢过氧化物的量，可以评价脂肪的氧化程度。同时脂肪氧化的初级产物ROOH可进一步分解，产生小分子的醛、酮、酸等，因此酸价也是评价脂肪变质程度的一个重要指标。本实验通过油脂在不同条件下贮藏，并定期测定其过氧化值和酸价，了解影响油脂氧化的主要因素。与空白和添加抗氧化剂的油样品进行比较，观察抗氧化剂的性能。

实验中过氧化值的测定采用碘量法，即在酸性条件下，脂肪中的过氧化值与过量的KI反应生成I2，用Na2S2O3滴定生成的I2，求出每千克油中所含过氧化物的毫摩尔数，称为脂肪的过氧化值（POV）。

酸价的测定是利用酸碱中和反应，测出脂肪中游离酸的含量。油脂的酸价以中和1克脂肪中游离酸所需消耗的氢氧化钾的毫克数表示。

二、实验材料、仪器与试剂

油脂，小广口瓶（40mL）6个，应保证规格一致，并干燥。恒温箱（控温60℃）。

1．丁基羟基甲苯（BHT）。

2．0.01mol/L Na2S2O3：用标定的0.1mol/L Na2S2O3稀释而成。

3．氯仿－冰乙酸混合液：取氯仿40mL加冰乙酸60mL，混匀。

4．饱和碘化钾溶液：取碘化钾10g，加水5mL，贮于棕色瓶中，如发现溶液变黄，应重新配制。

5．0.5%淀粉指示剂：500mg淀粉加少量冷水调匀，再加一定量沸水（最后体积约为100mL）。

6．0.1mol/L氢氧化钾（或氢氧化钠）标准溶液。

7．中性乙醚－95%乙醇（2：1）混合溶剂：临用前用0.1mol/L碱液滴定至中性。

8．1%酚酞乙醇溶液。

三、操作步骤

（一）油脂的氧化：在干燥的小烧杯中，将120g油分为二等分，向其中一份中加入0.012g BHT，两份油脂作同样程度的搅拌至加入的BHT完全溶解。向三个广口瓶中各装入20g未添加BHT的油脂，另三个中各装入20g已添加BHT的油脂，按下表所列编号存放，一星期后测定过氧化值和酸价。

	室温光照
	1
	未添加BHT的油脂

	
	2
	添加BHT的油脂

	室温避光
	3
	未添加BHT的油脂

	
	4
	添加BHT的油脂

	60℃
	5
	未添加BHT的油脂

	
	6
	添加BHT的油脂


（二）过氧化值的测定：称取2g（准至0.01g）油脂置于干燥的250mL碘量瓶底部，加入20mL氯仿一冰乙酸混合液，轻轻摇动使油溶解，加入1mL饱和碘化钾溶液，摇匀，加塞，置暗处放置5min。取出立即加水50mL，充分摇匀，用0.01mol/L Na2S2O3滴定至水层呈淡黄，加入1mL淀粉指示剂，继续滴定至蓝色消失，记下体积V。

（三）酸价的测定：称取油脂4g（准确至0.01g）于250mL的锥形瓶中，加入中性乙醚—乙醇混合液50mL，小心旋转摇动烧瓶使试样溶解，加三滴酚酞指示剂，用0.1mol/L碱液滴定至出现微红色在30s不消失，记下消耗碱液毫升数（V）。

四、计算

（一）过氧化值（POV）
N×V×1000

POV=——————（mmol/kg油）

W

式中：N——Na2S2O3溶液摩尔浓度（mol/L）

V——消耗Na2S2O3溶液体积（mL）

W——称取油脂重量（g）

（二）酸价

N×V×56.1

酸价（mg KOH/g 油）= ————————

W

式中：N——氢氧化钾的摩尔浓度

V——消耗氢氧化钾溶液的体积（mL）

56.1——氢氧化钾的毫摩尔

W——称取油脂重量（g）

五、注意事项

（一）本实验需在两个单元时间进行，第一次做操作步骤之一，并熟悉过氧化值、酸价测定方法，测定实验油脂的起始过氧化值和酸价。

（二）气温低时，第二次的实验可在油脂贮放两星期后进行。

（三）滴定过氧化值时，应充分摇匀溶液，以保证I2被萃取至水相中。

6、 问题与讨论

1. 结合课堂所学知识，讨论脂肪氧化反应与哪些因素有关。
实验三 蛋白质的功能性质（一）
一、引言

蛋白质的功能性质一般是指能使蛋白质成为人们所需要的食品特征而具有的物理化学性质，即对食品的加工、贮藏、销售过程中发生作用的那些性质，这些性质对食品的质量及风味起着重要的作用。蛋白质的功能性质与蛋白质在食品体系中的用途有着十分密切的关系，是开发和有效利用蛋白质资源的重要依据。

蛋白质的功能性质可分为水化性质，表面性质、蛋白质—蛋白质相互作用的有关性质三个主要类型，主要包括有吸水性、溶解性、保水性、分散性、粘度和粘着性、乳化性、起泡性、凝胶作用等。

本实验以卵蛋白、大豆蛋白为代表，通过一些定性试验了解它们的主要功能性质。

二、实验材料和试剂

（1）2%蛋清蛋白溶液：取2g蛋清加98g蒸馏水稀释，过滤取清液。

（2）卵黄蛋白：鸡蛋除蛋清后剩下的蛋黄捣碎。

（3）分离大豆蛋白粉。

1M盐酸；1M氢氧化钠；饱和氯化钠溶液；饱和硫酸铵溶液；酒石酸；硫酸铵；氯化钠；δ－葡萄糖酸内酯；氯化钙饱和溶液；水溶性红色素；明胶。

三、实验步骤

（一）蛋白质的水溶性

（1）在50mL的小烧杯中加入0.5mL蛋清蛋白，加入5mL水，摇匀，观察其水溶性，有无沉淀产生。在溶液中逐滴加入饱和氯化钠溶液，摇匀，得到澄清的蛋白质的氯化钠溶液。

取上述蛋白质的氯化钠溶液3mL，加入3mL饱和的硫酸铵溶液，观察球蛋白的沉淀析出，再加入粉末硫酸铵至饱和，摇匀，观察清蛋白从溶液中析出，解释蛋清蛋白质在水中及氯化钠溶液中的溶解度以及蛋白质沉淀的原因。

（2）在四个试管中各加入0.1－0.2g大豆分离蛋白粉，分别加入5mL水，5mL饱和食盐水，5mL 1M的氢氧化钠溶液，5mL,1M的盐酸溶液，摇匀，在温水浴中温热片刻，观察大豆蛋白在不同溶液中的溶解度。在第一、第二支试管中加入饱和硫酸铵溶液3mL，析出大豆球蛋白沉淀。第三、四支试管中分别用1M盐酸及1M氢氧化钠中和至pH4－4.5，观察沉淀的生成，解释大豆蛋白的溶解性以及pH值对大豆蛋白溶解性的影响。

（二）蛋白质的乳化性

（1）取5g卵黄蛋白加入250mL的烧杯中，加入95mL水，0.5g氯化钠，用电动搅拌器搅匀后，在不断搅拌下滴加植物油10mL，滴加完后，强烈搅拌5分钟使其分散成均匀的乳状液，静置10分钟，待泡沫大部分消除后，取出10mL，加入少量水溶性红色素染色，不断搅拌直至染色均匀，取一滴乳状液在显微镜下仔细观察，被染色部分为水相，未被染色部分为油相，根据显微镜下观察所得到的染料分布，确定该乳状液是属于水包油型还是油包水型。

（2）配制5%的大豆分离蛋白溶液100mL，加0.5g氯化钠，在水浴上温热搅拌均匀，同上法加10mL植物油进行乳化。静止10分钟后，观察其乳状液的稳定性，同样在显微镜下观察乳状液的类型。

（三）蛋白质的起泡性

（1）在三个250mL的烧杯中各加入2%的蛋清蛋白溶液50mL，一份用电动搅拌器连续搅拌1－2分钟；一份用玻棒不断搅打1－2分钟；另一份用玻管不断鼓入空气泡1－2分钟，观察泡沫的生成，估计泡沫的多少及泡沫稳定时间的长短。评价不同的搅打方式对蛋白质起泡性的影响。

（2）取二个250mL的烧杯各加入2%的蛋清蛋白溶液50mL，一份放入冷水或冰箱中冷至10℃，一份保持常温（30－35℃），同时以相同的方式搅打1－2分钟，观察泡沫产生的数量及泡沫稳定性有何不同。

（3）取三个250mL烧杯各加入2%蛋清蛋白溶液50mL，其中一份加入酒石酸0.5g，一份加入氯化钠0.1g，以相同的方式搅拌1－2分钟，观察泡沫产生的多少及泡沫稳定性有何不同。

用2%的大豆蛋白溶液进行以上的同样实验，比较蛋清蛋白与大豆蛋白的起泡性。

（四）蛋白质的凝胶作用

（1）在试管中取1mL蛋清蛋白，加1mL水和几滴饱和食盐水至溶解澄清，放入沸水浴中，加热片刻观察凝胶的形成。

（2）在100mL烧杯中加入2g大豆分离蛋白粉，40mL水，在沸水浴中加热不断搅拌均匀，稍冷，将其分成二份，一份加入5滴饱和氯化钙，另一份加入0.1－0.2g的δ－葡萄糖酸内酯，放置温水浴中数分钟，观察凝胶的生成。

（3）在试管中加入0.5g明胶，5mL水，水浴中温热溶解形成粘稠溶液，冷后，观察凝胶的生成。

解释在不同情况下凝胶形成的原因。
实验四 蛋白质的功能性质（二）
一、引言

各种蛋白质具有不同的功能性质，如牛奶中的酪蛋白具有凝乳性，在酸、热、酶（凝乳酶）的作用下会沉淀，用来制造奶酪。酪蛋白还能加强冷冻食品的稳定性，使冷冻食品在低温下不会变得苏脆。面粉中的谷蛋白（面筋）具有粘弹性，在面包、蛋糕发酵过程中，蛋白质形成立体的网状结构，能保住气体，使体积膨胀，在烘烤过程中蛋白质凝固是面包成型的因素之一。肌肉蛋白的持水性与味道、嫩度及颜色有密切的关系。鲜肉糜的重要功能特性是保水性，脂肪粘合性和乳化性。在食品的配制中。选择哪一种蛋白质，原则上是根据它们的功能性质。

通过本实验可以定性地了解上述几种蛋白质的功能性质。

二、实验原料、试剂和仪器

面粉、牛奶、瘦肉。

乳酸溶液、焦磷酸钠。

铰肉机。

三、实验步骤

（一）酪蛋白的凝乳性

在小烧杯中加入15mL牛奶，遂滴滴加50%的乳酸溶液，观察酪蛋白沉淀的形成，当牛奶溶液达到pH=4.6时（酪蛋白的等电点），观察酪蛋白沉淀的量是否增多。

（二）面粉中谷蛋白的粘弹性

分别将20g高筋面粉和低筋面粉加9mL水揉成面团，将面团不断在水中洗揉，直至没有淀粉洗出为止，观察面筋的粘弹性，并分别称重，比较高筋粉和低筋粉中湿面筋的含量。

（三）肌肉蛋白质的持水性

将新鲜瘦猪肉在搅肉机中搅成肉糜，取10g肉糜三份，分别加入2mL水，4mL水以及4mL含有20mg焦磷酸钠（或三聚磷酸钠）的水溶液，顺一个方向搅拌2分钟，放置半小时以上，观察三份肉糜的持水性、粘着性。蒸熟后再观察其胶凝性。
实验五 从番茄中提取番茄红素和β—胡萝卜素
一、引言

番茄中含有番茄红素和少量的β-胡萝卜素，二者均属于类胡萝卜素。其结构式如下：
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番茄红素Lycopene
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β-胡萝卜素 β-carotene

类胡萝卜素为多烯类色素，不溶于水而溶于脂溶性有机溶剂。本实验先用乙醇将番茄中的水脱去，再用二氯甲烷萃取类胡萝卜素。因为二氯甲烷不与水混溶，故只有除去水分后才能有效地从组织中萃取出类胡萝卜素。根据番茄红素与β-胡萝卜素极性的差别，用柱层析可以将它们分离。分离效果可以用薄层层析进行检验。

二、实验材料和试剂

新鲜番茄（或番茄酱）。

95%乙醇；二氯甲烷；石油醚（60-90℃）；氯仿；中性或酸性氧化铝（柱层析用）；环已烷；硅胶G；饱和氯化钠溶液；无水硫酸钠。

三、实验步骤

（一）原料处理与色素提取

称取新鲜番茄浆20g于100mL圆底烧瓶中，加95%乙醇40mL，摇匀，装上回流冷凝管，在水浴上加热回流5分钟，趁热抽滤，只将溶液倾出，残渣留在瓶内，加入30mL二氯甲烷，水浴上加热回流5分钟，冷却，将上层溶液倾出抽滤，固体仍保留在烧瓶内，再加10mL二氯甲烷重复萃取一次。合并乙醇和两次二氯甲烷提取液，倒入分液漏斗中，加5mL饱和氯化钠溶液（有利分层），振摇，静置分层。分出橙黄色有机相，使其流经一个在颈部塞有疏松棉花且在棉花上铺一层1cm厚的无水硫酸钠的三角漏斗，以除去微量水份。将此溶液储存于干燥的有塞子的锥形瓶中。层析之前，将此溶液在通风橱中用热水浴蒸发至干。

（二）柱层析分离

取一支长15cm左右内径为1-1.2cm的层析柱，柱内装有用石油醚调制的氧化铝。将粗制的类胡萝卜素溶解于4mL苯中，用滴管在氧化铝表面附近沿柱壁缓缓加入柱中（留1-2滴供以后的溥层层析用），打开活塞，至有色物料在柱顶刚流干时即关闭活塞。用滴管取几毫升石油醚，沿柱壁洗下色素，并通过放出溶剂至柱顶刚流干，从而使色素吸附在柱上。然后加大量的石油醚洗脱。黄色的β-胡萝卜素在柱中移动较快，红色的番茄红素移动较慢。收集洗脱液至黄色的β-胡萝卜素从柱上完全除去，然后用极性较大的氯仿作洗脱剂洗脱番茄红素（注意更换接收瓶）。将收集到的两个部分在通风橱内用热水浴蒸发至干。将样品分别溶于尽可能少的二氯甲烷中，尽快进行薄层层析。

（三）薄层层析检验

在用桂胶G铺成的薄板上距离底边约1cm处，分别用毛细管点上三个样品，中间点为未分离的混合物，两边分别点上分离得到的β－胡萝卜素和番茄红素。可以多次点样，即点完一次，待溶剂挥发后再在原来的位置上点样。但要注意，必须在同一位置上点，而且样品斑点尽量小。点样时毛细管只要轻轻接触板面即可，切不可划破硅胶层。样品之间的距离为1－1.5cm。将此板放入装有环已烷作展开剂的层析缸中，盖上盖子。切勿让展开剂浸没样品斑点。待溶剂展开至10cm左右时，取出层析板。因斑点会氧化而迅速消失，故要用铅笔立即圈出。计算不同样品的Rf值，比较不同样品Rf值大小的原因以及分离效果。

                溶质最高浓度中心至原点中心的距离

          Rf = ——————————————————
                  溶剂前沿至原点中心的距离

四、注意

（一） 新鲜番茄浆的制备：将新鲜番茄洗净，用捣碎机捣碎或用市售的番茄酱。

（二） 氧化铝层析柱的装填方法：将层析柱垂直固定于铁架上，铺上一层薄薄的石英砂，关闭活塞。称取15g氧化铝置于50mL锥形瓶中，加入15mL石油醚（顺序不能反）边加边搅，且不断旋摇直至成均匀浆液（稠厚但能流动），向柱内加入溶剂（石油醚）至半满，然后开启活塞让溶剂以每秒一滴的速度流入小锥形瓶中，摇动浆液，不断地逐渐倾入正在流出溶剂的柱子中，不断用木棒或带橡皮管的玻璃棒轻轻敲击柱身，使顶部成水面，将收集到的溶剂在柱内反复循环几次，以保证沉降完全和装紧柱。整个过程不能让柱流干。待溶剂刚好放至柱顶刚变干时即可上样。

（三） 硅胶G薄层板的制备。将4g硅胶G置于一小烧杯中，加入8mL蒸馏水不断搅拌至浆糊状，倾倒在洗净的玻板上（18×6cm），流平，或用涂布器铺板，并轻轻敲打均匀，在室温放置半小时凉干，然后移入烘箱，缓慢升温至105－110℃恒温活化半小时，取出放入干燥器中备用。
实验六 绿色果蔬分离叶绿素及其含量测定
一、引言
叶绿素存在于果蔬、竹叶等绿色植物中。叶绿素在植物细胞中与蛋白质结合成叶绿体，当细胞死亡后，叶绿素即游离出来，游离叶绿素很不稳定，对光或热较敏感；在酸性条件下生成绿褐色脱镁叶绿素，加热可使反应加速；在稀碱液中可水解为叶绿酸盐（鲜绿色）、叶绿醇和甲醇。高等植物中叶绿素有a、b两种，二者都易溶于乙醇、乙醚、丙酮和氯仿中。

叶绿素的含量测定方法多种，其中有：

（1） 原子吸收光谱法：测定镁含量，可以间接算出叶绿素含量。

（2） 分光光度法：测定叶绿素提取液的最大吸收波长的光密度，然后通过公式计算获得叶绿素含量数据。此法快速、简便。其原理如下：

叶绿素a、叶绿素b对645nm和663nm波长的光有吸收高峰，且两吸收曲线相交于652nm处。因此，测定提取液在645nm、663nm、652nm波长下的光密度，并根据经验公式计算，可分别得到叶绿素含量数据。
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如果只要求测定总叶绿素含量，则只需测定一定浓度提取液在652nm波长的光密度。其总叶绿素含量按下式计算：
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D652——表示在所指定波长下，叶绿素提取液的光密度读数；

V——为叶绿素丙酮提取液的最终体积（mL）；

W——为所用果蔬组织鲜重（g）。

二、实验材料、试剂与仪器

绿叶青菜，黄瓜，玻璃砂。

丙酮。

分光光度计

三、实验步骤

（一）叶绿素提取及含量测定

均匀称取青菜样品5g于研钵中，加入少许玻璃砂（约0.5-1g），充分研磨后倒入100mL容量瓶中，然后用丙酮分几次洗涤研钵并倒入容量瓶中，用丙酮定容至100mL。充分振摇后，用滤纸过滤。取滤液用分光光度计分别于645nm、663nm和652nm波长下，测定其光密度。以95%丙酮作空白对照实验。将测定记录数据列表，按照公式分别计算青菜组织中叶绿素a、b和总叶绿素含量。

（二）叶绿素在酸碱介质中稳定性实验

分别取10mL叶绿素提取液，滴加0.1M盐酸和0.1M NaOH溶液，观察提取液的颜色变化情况，并记录下颜色变化时的pH值。
四、注意事项

（一）所计算出的叶绿素含量单位为mg/g 鲜重。这一单位有时太小，使用不方便，可乘于1 000倍，变为μg/g鲜重为单位。

（二）在提取叶绿素中，最终的丙酮液浓度为95%，因所用材料为菠菜等青菜，含水量极高。5g样品可视作5g水，故研磨后定容至100mL，丙酮液浓度为95%。

（三）若以黄瓜为材料，因叶绿素只存在于黄瓜皮中，取样是用锋利剖刀在黄瓜平整部分轻轻地将绿色表皮削下，然后称取0.5g样品研磨，加水5mL充分研磨，然后用丙酮洗涤，定容至100mL，为95%丙酮提取液。

（四）使用分光光度计调零时，必须用95%丙酮。
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实验十三 食品中挥发酸的测定
实验一 比重计和折光计的使用

Ⅰ 折光计的使用
一、实验内容
用折光计测定食品中可溶性固形物的含量。
二、实验目的与要求
1、了解折光计的结构和工作原理。
2、掌握用折光计测定可溶性固形物的方法和操作技能。
3、正确、熟练地掌握阿贝折光计及手提折光计的使用方法。
三、实验原理
本实验是利用光线从一种介质进入另一种介质时，由于速度不同，光线改变本身的方向而产生折射。入射角正弦和折射角正弦之比，称为折射率。折射率是物质的特征常数，每一种均一物质都有其固有的折射率。折射率的大小决定于入射光的波长、介质的温度和溶质的浓度。对于同一种物质，其浓度不同时，折射率也不相同。因此，根据折射率，可以确定物质的浓度。折光计的浓度标度是用纯蔗糖溶液标定的，对于不纯蔗糖溶液，由于盐类、有机酸、蛋白质等物质对折射率有影响，测定结果包括蔗糖和上述物质，所以通称为可溶性固形物。
四、实验材料
橙汁饮料、浓缩橙汁、茶饮料等饮料。
五、实验仪器
1、手提式折光计。
2、阿贝折光计。
3、温度计。
六、操作步骤
1、样品制备
（1）液体饮料；将样品充分混匀，直接测定。
（2）半黏稠软饮料（果浆、菜浆类）：将样品充分混匀，用4层纱布挤出滤液，弃去最初几滴,收集滤液供测定用。
（3）含悬浮物质软饮料（果粒果汁饮料）：将样品置于组织捣碎机中捣碎，用4层纱布挤出滤液，奔去最初几滴，收集滤液供测定用。
2．手提式折光计测软饮料中固形物含量

（1）开启照明棱镜盖板，用蒸馏水洗净进光窗和折光棱镜，用滤纸吸干。
（2）取制备好的样品溶液l～2滴，滴于折光棱镜面上，合上盖板，使溶液均匀地分布于棱镜表面。
（3）将进光窗对向适当光源，调节视度圈，使视野中出现明暗分界线，读出分界线相应的读数，即为软饮料可溶性固形物之百分数。
（4）使用完毕，用清水洗净棱镜和盖板，并用滤纸吸干。
（5）温度修正。测量样品溶液的温度，若温度不在标准温度（20℃）时，查温度修正表进行修正。或者先用纯净蒸馏水校正为0（旋动校正螺丝），然后进行样品测定，则不用修正表也可获得正确的读数。
3.阿贝折光计测软饮料中固形物含量
（1）准备：将折光计放置于光线充足的地方，与恒温水浴连接，使折光计棱镜的温度保持20℃，光源对准反射镜，使通过目镜能在视野中看到虹彩和十字线，若看不清十字线，应调整至目镜清晰为止。
（2）校正：打开折光计的进光棱镜和折射棱镜，用蒸馏水洗净并用滤纸吸干，然后用玻棒滴1～2滴蒸馏水于镜面中央，将两棱镜闭合。调节反光镜及小反光镜，使两个镜筒视野明亮。由目镜观察，转动棱镜旋钮，至视野分成明暗两部分，再转动补偿器旋钮以消除色散，使视野产生明暗分界。旋动目镜使分界线、十字线明晰。旋动棱镜旋纽，使明暗分界线刚好在十字线交叉点上。从读数镜筒中读取折光率。在20℃时蒸馏水的折光率为1.3330。如无恒温设备，可用蒸馏水在不同温度下的折光率来校正，校正完毕，在以后测定过程中，分界线调节旋钮不允许再动。
（3）测定：将镜面擦干，在进光棱镜上滴l～2滴制备好的样品溶液，闭合，如校正步骤一样，旋转补偿器旋钮和棱镜旋钮使视野明暗分界线刚好通过十字线的交点，从镜筒中读取百分浓度。
（4）测定完毕，用水洗净镜面并用滤纸吸干。
七、结果处理
数据记录：
	样品名称
	使用仪器
	样液温度/℃
	折光率
	浓度/%
	温度校正值
	校正后浓度

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	


八、说  明
1．对于折光率较高的液体，可用仪器附有的标准玻璃块来校正。
2．测定颜色较深的样品时，可用反射光方法调整反光镜，使光线从进光棱镜射入，同时取下折射棱镜的旁盖，使光线间接射入而观察，具体操作相同

Ⅱ 比重计的使用

一、实验内容

1、用糖锤度计测蔗糖溶液的浓度。

2、用酒精计测酒精的浓度。

3、用乳稠计测消毒牛乳的相对密度。

4、用波美计测食盐溶液的相对密度。

二、 实验要求

1、通过本实验掌握各种密度计的测定原理及操作方法。

2、学会把测量值校正为标准温度值的方法。

三、实验原理

比重计是根据阿基米德定律制成的。即浸在液体里的物体受到向上的浮力的大小等于物体排开液体的重量。比重计的质量是一定的，液体的密度越大，比重计就浮得越高，所以从比重计上的刻度 就可以读取相对密度的数值和某种溶质的百分含量。
四、实验材料

糖浆溶液、酒精溶液、鲜牛奶。

五、仪器

糖锤度计、酒精计、乳稠计、温度计。
六、操作步骤

1．糖锤度计测蔗糖溶液的浓度

（1）将蔗糖溶液倒入200～250ml的干燥量桶中（应排除气泡），至量桶体积的3/4，并用温度计测定样品液的温度。

（2）将洗净擦干的糖锤度计小心置入蔗糖溶液中，待静止后，再轻轻按下少许，待其浮起至平衡为止，读取糖液水平面与比重计相交处的刻度。

（3）根据糖液的温度和糖锤度计的读数查校正为20℃的数值。

2、酒精计测酒精溶液的浓度

（1）将酒精溶液注入200～250ml的干燥量桶中，加到量桶体积的3/4待气泡消失后，用稳定剂测定样品的温度。

（2）将洗净擦干的酒精计小心置入酒精溶液中，待静止后，再轻轻按下少许，将其浮起至平衡为止，读取酒精度。

3、乳稠计测消毒牛奶的相对密度

（1）取混匀并调节温度为10～20℃的消毒牛奶，小心倒入200～250ml量桶内，加到量桶体积的3/4，勿使发生泡沫。

（2）小心将乳稠计沉入消毒牛奶样品中到相当刻度30处，然后让其自然浮起，但不能与量桶内壁接触。静置2～3min，眼睛平视桶内液面的高度，读取乳稠计数值。同时，测量消毒牛奶的温度。

根据消毒牛奶样品的温度和乳稠计读数查表换算成15℃或20℃时的度数。

七、结果处理

数据记录：

	样品名称
	使用仪器
	样品温度
	测量值
	校正值
	标准温度下的数值

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	


八、说明

1、测定时，注入样品不应产生气泡。密度计放入后，勿使其碰及容器的壁和底部。

2、糖度计的读数使溶液中溶质（固形物）质量百分浓度的近似值。

3、酒精度为100ml酒精中含纯酒精的毫升数，酒精计读数应以月牙面下缘为准。

4、乳稠计有20℃/4℃和15℃/15℃2种规格。

            a + 2 = b

式中：a-----20℃/4℃测得的度数；

b-----15℃/15℃测得的度数。

5、乳稠计仪器本身规定读取月牙面上缘刻度。

实验二 不同水分测定方法的比较与检测结果的误差分析

Ⅰ 水分含量的测定
一、实验内容
利用常压干燥法在98∼100℃测定食品中水分的含量。
二、实验目的与要求
1、熟练掌握烘箱的使用、天平称量、恒量等基本操作。
2、学习和领会常压干燥法测定水分的原理及操作要点。
3、掌握常压干燥法测定食品中水分的方法和操作技能。
三、实验原理
本实验是基于食品中的水分受热以后，产生的蒸汽压高于在电热干烘箱中的空气分压，从而使食品中的水分被蒸发出来。同时由于不断地供给热能及不断地排走水蒸气，而达到完全干燥的目的。食品干燥的速度取决于这个压差的大小。
 食品中的水分一般是指在(100±5)℃直接干燥的情况下所失去物质的总量。此法适用于在95～l05℃下，含其他挥发性物质甚微的食品。 

四、仪器
称量瓶(直径50mm，矮形)、干燥器、电热恒温干燥箱。
五、操作方法
取洁净铝制或玻璃制的扁形称量瓶，置于(100土5)℃干燥箱中，瓶盖斜支于瓶边，加热0.5～1.0h，取出，盖好，置干燥器内冷却0.5h，称量，并重复干燥至恒量。称2.00～10.0g奶粉样品，放入此称量瓶中，样品厚度约5mm。加盖，精密称量后，置(100土5)℃干燥箱中，瓶盖斜支于瓶边，干燥2～4h后，盖好取出，放入干燥器内冷却0.5h后称量。然后放入(100土5)℃干燥箱中干燥1h左右，取出，放干燥器内冷却0.5h后再称量。至前后2次质量差不超过2m g，即为恒重。
六、结果处理
1．实验记录
	称量瓶的质量/ g
	称量瓶加食品的质量/ g
	称量瓶加食品干燥后的的质量/ g

	
	
	

	
	
	


2. 结果计算
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式中：X1——样品中水分的含量，g／100g；

m1——称量瓶和样品的质量，g；

m2——称量瓶和样品干燥后的质量,g;

m3——称量瓶的质量，g。

七、说明
1、恒量是指2次烘烤称量的质量差不超过规定的毫克数，一般不超过2mg。
2、本法测得的水分包括微量的芳香油、醇、有机酸等挥发性物质。
3、水果、蔬菜样品，应先洗去泥沙，再用蒸馏水冲洗一次，然后用洁净纱布吸干表面的水分。
4、测定过程中，当盛有样品的称量器皿从烘箱中取出后，应迅速放入干燥器中进行冷却半小时后称重，否则，不易达到恒量。
5、干燥器内一般用硅胶作为干燥剂，硅胶吸潮后会使干燥效能降低，当硅胶蓝色减退或变红时，应及时更换，于135℃左右烘2～3h使其再生后再用。硅胶若吸附油脂等后，去湿力也会大大降低。
6、加热过程中，一些物质发生的化学反应，会使测定结果产生误差。
7、易分解或焦化的样品，可适当降低温度或缩短干燥时间。果糖含量较高的样品，如水果制品、蜂蜜等，在高温下（＞70℃）长时间加热，样品中的果糖会发生氧化分解作用而导致明显误差。 对此类样品直用减压干燥测定其水分含量。
8、含有较多氨基酸、蛋白质及碳基化合物的样品，在长期加热时会发生联氨反应，析出水分而导致误差。
9、油脂或高脂肪样品，由于脂肪氧化，而使后一次重量可能反而增加，应以前一次重量计算。
10、对于粘稠液体（如甜炼乳）或酱类，则应先在皿内称取约 10g左右经酸洗和灼烧过的细海砂，内放一根细玻璃棒，烘1小时后，冷却，称重。再加入3.00～5.00g样品后，准确称重，并仔细地用玻璃棒不断搅拌均匀，使样品与海砂完全粘合一起，然后移入100～105℃烘箱内烘至恒重。
11、在水分测定中，恒量的标准一般指前后2次称量之差≤3mg，根据食品的类型和测定要求来确定。 
Ⅱ 食品水分活度（AW）的测定——— 水分活度仪测定法

一、 引言

食品中的水是以自由态、水合态、胶体吸润态、表面吸附态等状态存在的。不同状态的水可分为两类：由氢键结合力联系着的水称为结合水；以毛细管力系着的水称为自由水。自由水能被微生物所利用，结合水则不能。食品中含水分量，不能说明这些水是否都能被微生物所利用，对食品的生产和保藏均缺乏科学的指导作用；而水分活度则反映食品与水的亲和能力大小，表示食品中所含的水分作为生物化学反应和微生物生长的可用价值。

水分活度近似地表示为在某一温度下溶液中水蒸汽分压与纯水蒸汽压之比值。拉乌尔定德（Raoult’s Law）指出，当溶质溶于水，水分子与溶质分子变成定向关系从而减少水分子从液相进入汽相的逸度，使溶液的蒸汽压降低，稀溶液蒸气压降低度与溶质的摩尔分数成正比。水分活度也可用平衡时大气的相对湿度（ERH）来计算。故水分活度（AW）可用下式表示：
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式中：P ——样品中水的分压；

Po——相同温度下纯水的蒸汽压；

no——水的摩尔数；

n1——溶液的摩尔数；

ERH——样品周围大气的平衡相对湿度（%）。

水分活度测定仪主要是在一定温度下利用仪器装置中的湿敏元件，根据食品中水蒸汽压力的变化，从仪器表头上读出指针所示的水分活度。本实验要求掌握利用水分活度测定仪测定食品水分活度的方法和了解食品中水分存在的状态。

二、实验材料、试剂和仪器
苹果块，市售蜜饯，面包，饼干；氯化钡饱和溶液；水分活度测定仪。
三、实验步骤（当所用的水分活度测定仪不同时，按照仪器说明书进行操作）
1、将等量的纯水及捣碎的样品（约2g）迅速放入测试盒，拧紧盖子密封，并通过转接电缆插入“纯水”及“样品”插孔。固体样品应碾碎成米粒大小，并摊平在盒底。

2、把稳压电源输出插头插入“外接电源”插孔（如果不外接电源，则可使用直流电），打开电源开关，预热15分钟，如果显示屏上出现“E”，表示溢出，按“清零”按钮。

3、调节“校正II”电位器，使显示为100.00±0.05。

4、按下“活度”开关，调节“校正I”电位器，使显示为1.000±0.001。

5、等测试盒内平衡半小时后（若室温低于25℃，则需平衡50分钟），按下相应的“样品测定”开关，即可读出样品的水分活度（AW）值（读数时，取小数点后面三位数）。

6、测量相对湿度时，将“活度”开关复位，然后按相应的“样品测定”开关，显示的数值即为所测空间的相对湿度。

7、关机，清洗并吹干测试盒，放入干燥剂，盖上盖子，拧紧密封。

四、注意事项

1、在测定前，仪器一般用标准溶液进行校正。下面是几种常用盐饱和溶液在25℃时水分活度的理论值（如果不符，要更换湿敏元件）。

    氯化钡（BaCl2·2H2O） 0.901

    溴化钾（KBr） 0.842

    氯化钾（KCl） 0.807

    氯化钠（NaCl） 0.752

    硝酸钠（NaNO3） 0.737

2、环境不同，应对标准值进行修正。

温度℃ 校正数 温度℃ 校正数： 

15 -0.010 21 +0.002 

16 -0.008 22 +0.004 

17 -0.006 23 +0.006 

18 -0.004 24 +0.008 

19 -0.002 25 +0.010 

20 ±0.00   

3、测定时切勿使湿敏元件沾上样品盒内样品。

4、本仪器应避免测量含二氧化硫、氨气、酸和碱等腐蚀性样品。

5、每次测量时间不应超过一小时。 

实验三  灰分含量的测定

一、实验内容
利用灼烧称量法直接测定食品中灰分的含量。
二、实验目的与要求
1、进一步熟练掌握高温电炉的使用方法，坩埚的处理、样品炭化、灰化、天平称量、恒重等基本操作技能。
2、学习和了解直接灰化法测定灰分的原理及操作要点。
3、掌握食品中灰分的测定方法和操作技能。
三、实验原理
一定质量的食品在高温下经灼烧后，去除了有机质所残留的无机物质称为灰分。样品质量发生了改变，根据样品的失重，即可计算出总灰分的含量。
四、仪器
高温电炉、瓷坩锅、坩锅钳、分析天平、干燥器、马弗炉。
五、操作方法
1、取大小适宜的石英柑涡或瓷均蜗置高温电炉中，在(575±25)℃下灼烧0.5h，冷至200℃以下后取出，放入干燥器中冷至室温，精密称量，并重复灼烧至恒量。
2、加入2～3g面粉后，准确称量。
3、样品先以小火加热使样品充分炭化至无烟，然后置高温电炉中，在(575±25)℃灼烧4h。冷至200℃以下后取出放入干燥器中冷却30min，在称量前如灼烧残渣有炭粒时，向样品中滴入少许水湿润，使结块松散，蒸出水分再灼烧直至炭粒灰化完全，准确称量。重复灼烧至前后2次称量相差不超过0.5mg为恒重。
六、结果处理
1、实验记录 

	坩锅质量/g
	坩锅加样品的质量/g
	坩锅加灰分的质量/g

	
	
	

	
	
	


2.结果计算
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式中：X——样品中灰分的含量，g/100g；

m1——坩锅和灰分的质量，g；

m2——坩锅的质量，g；

m3——坩锅和样品的质量，g。

七、说明
1. 为加快灰化过程，缩短灰化周期，可向将灰化的样品中加入纯净疏松的物质，如乙酸铵或等量的乙醇等。
2. 炭化时若发生膨胀，可滴橄榄油数滴，炭化时应先用小火，避免样品溅出。
实验四  食品中总酸及pH的测定
一、实验内容
1、用碱滴定法测定汽水的总酸度。
2、用pH计测定汽水中的有效酸度。

二、实验目的与要求
1、进一步熟悉及规范滴定操作。
2、学习及了解碱滴定法测定总酸及有效酸度的原理及操作要点。
3、掌握汽水总酸度及有效酸度的测定方法和操作技能。
4、学会使用pH计，懂得电极的维护和使用方法。
三、实验原理
1、总酸测定原理
 除去CO 2的汽水中的有机酸，用NaOH标准溶液墒定时，被中和成盐类。以酚酞为指示剂，滴定至溶液呈现淡红色，0.5min不退色为终点。根据所消耗标准碱液的浓度和体积，即可计算出样品中酸的含量。
2、有效酸测定原理
利用pH计测定汽水中的有效酸度(pH)，是将玻璃电极和甘汞电极插入除CO 2的汽水中，组成一个电化学原电池，其电动势的大小与溶液的pH有关。即在25℃时，每相差一个pH单位，就产生59.1mv的电极电位，从而可通过对原电池电动势的测量，在pH计上直接读出汽水的pH。
四、试剂
1、0.1mol/LNaOH标准溶液。
2、酚酞乙醇溶液（称取酚酞1g溶解于100 ml 95%乙醇中。变色范围pH8.2-10.0）。
3、pH4.01标准缓冲溶液。
五、仪器
水浴锅、酸度计、电极、磁力搅拌器、碱式滴定管等。
六、操作方法
1、样品的制备
取汽水100mL，置锥形瓶中，放入水浴锅中加热煮沸10min (逐出CO2)，取出自然冷却至室温，并用蒸馏水补足至100mL，待用。
2、总酸度的测定
   用移液管吸取上述制备液10mL于250mL锥形瓶中，加50mL蒸馏水，置电炉上加热至沸，取下待冷却后加入2滴酚酞指示剂摇匀，用0.1mol/LNaOH标准溶液滴定至终点，    记录NaOH体积(mL)。
3、汽水中有效酸度
（1）酸度计的校正
①开启酸度计电源，预热30 min，连接玻璃及甘汞电极，在读数开关放开的情况下调零。
②测量标准缓冲溶液的温度，调节酸度计温度补偿旋钮。
③将两电极浸入缓冲溶液中，按下读数开关，调节定位旋钮使pH指针在缓冲溶液的pH上，放开读数开关，指针回零，如此重复操作2次。
(2)汽水pH的测定
① 用无CO2的蒸馏水淋洗电极，并用滤纸吸干，再用制备好的汽水冲洗二电极。
② 根据汽水温度调节酸度计温度补偿旋钮，将二电极插入汽水中，按下读数开关，稳定1min，酸度计指针所指pH即为汽水的pH。
七、结果处理
1、数据记录
	NaOH标准溶液浓度（mol/L）
	NaOH标准溶液的用量（mL）
	pH

	
	1
	2
	3
	平均
	1
	2
	平均

	
	
	
	
	
	
	
	


2.结果计算
    总酸含量(以柠檬酸计)＝
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式中：  

c——NaOH标推溶液的浓度，mol/L；
     v——氢氧化钠标准溶液的用量，mL；
     0.064——换算成为柠檬酸的系数，即1 mol/L氢氧化钠相当于柠檬酸的质量，g。
八、说    明
1．样品稀释溶液的颜色过深时，影响测定结果，应进行脱色处理后测定。取25mL样液，置于100mL容量瓶中，加水至到度，混合均匀。取出约50～60mL，加入活性炭1～2g脱色，故水浴上加热至50～60℃微温过滤，即可脱色。取此滤液10mL，置于锥形烧瓶内，加入水50mL测定方法同上(计算时换算为原样品体积)。
2、也可采用电位滴定法进行测定。 
九、0.1mol/L NaOH标准溶液的标定
    将基准邻苯二甲酸氢钾加入干燥的称量瓶内，于105-110℃烘至恒重，用减量法准确称取邻苯二甲酸氢钾约0.6000g，置于250mL锥形瓶中，加50mL无CO2蒸馏水，温热使之溶解，冷却，加酚酞指示剂2-3滴，用欲标定的0.1mol/L NaOH溶液滴定，直到溶液呈粉红色，半分钟不褪色。同时做空白试验。要求做三个平行样品。
   NaOH标准溶液浓度计算公式： 
 MNaOH = m/[（V1-V2）×0.2042]
    式中：m---邻苯二甲酸氢钾的质量，g；
    V1---氢氧化钠标准滴定溶液用量，mL；

V2---空白试验中氢氧化钠标准滴定溶液用量，mL；
   0.2042---与1mmol氢氧化钠标准滴定溶液相当的基准邻苯二甲酸氢钾的质量，g。

实验五  脂肪含量的测定（索氏提取法）
此法是经典方法，适用于脂类含量较高，含结合态脂肪较少，能烘干磨细，不易吸潮结块的样品的测定。
一、实验原理

将已经过预处理而干燥分散的样品，用无水乙醚或石油醚等溶剂进行提取，使样品中的脂肪进入溶剂当中，然后从提取液中回收溶剂，最后所得到的残留物即为脂肪（或粗脂肪）。由于残留物中除了主要含游离脂肪外，还含有磷脂、色素、树脂、蜡状物、挥发油、糖脂等物质，所以用索氏提取法测得的为粗脂肪。由于索氏提取法中所使用的无水乙醚或石油醚等有机溶剂，只能提取样品中的游离脂肪。故该法测得的仅仅是游离态脂肪，而结合态脂肪未能测出来。
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二、材料、仪器与试剂

1、材料：谷物、豆类等。

2、仪器：索氏提取器、烧瓶（150ml）、恒温水浴、电热恒温干燥箱。

3、试剂：（1）无水乙醚或石油醚；（2）海砂。

三、测定方法
滤纸筒的准备：取20cm×8cm的滤纸一张，卷在光滑的圆形木棒上，木棒直径比索氏抽提器中滤纸筒的直径小l～1.5mm，将一端约3cm纸边摺入，用手捏紧，形成袋底。除中间纸筒底部衬一块脱脂棉，用木棒压紧，纸筒外面用脱脂线捆好，在100～105℃烘干至恒重。
1、样品处理
① 固体样品：精确称取于100～105℃烘干并研细的样品 2～5g（可取测定水分后的试样），装入脂肪抽提器滤纸筒内。
② 半固体或液体样品：精确称取5.0～10.0g样品于蒸发皿中加入海砂约20g，于沸水浴上蒸干后，再于95～105℃烘干、磨细全部移入滤纸筒内，蒸发皿及部有样品的玻璃棒用洁有乙醚（或石油醚）的脱脂棉擦净，将棉花一同放入滤纸筒内。
2、抽提
将滤纸筒放入索氏抽提器内，连接已干燥至恒重脂肪接收瓶，倒入乙醚（或石油醚），其量为接收瓶的2/3体积，于水浴上加热，进行回流抽提，控制每分钟滴下乙醚（或石油醚）80滴左右（夏天约65℃ ，冬天约80℃），根据样品含油量的高低，一般需回流提取3～12h，直至抽提完全为止。
3、回收溶剂、烘干、称重
取出滤纸筒，用抽提器回收乙醚待接收瓶内的乙醚剩下1～2mL时，取下接收瓶，于水浴上蒸干，再在100～105℃的烘箱中烘至恒重。
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4、计算结果

式中：w——脂类质量分数，％；
m2——接收瓶和脂肪的质量，g；
m1——接收瓶的质量，g；
m——样品的质量，g。
四、说明及注意事项

1、样品必须干燥，样品中含水分会影响溶剂提取效果，造成非脂成分的溶出。滤纸筒的高度不要超过回流弯管，否则超过弯管中的样品的脂肪不能提尽，带来测定误差。
2、乙醚回收后，剩下的乙醚必须在水浴上彻底挥净，否则放入烘箱中有爆炸的危险。乙醚在使用过程中，室内应保持良好的通风状态，仪器周围不能有明火，以防空气中有乙醚蒸气而引起着火或爆炸。
3、脂肪接收瓶反复加热时，会因脂类氧化而增重。质量增加时，应以增重前的质量为恒重。对富含脂肪的样品，可在真空烘箱中进行干燥，这样可避免因脂肪氧化所造成的误差。
4、抽提所用的乙醚或石油醚要求无水、无醇、无过氧化物，挥发残渣含量低。因水和醇会导致糖类及水溶性盐类等物质的溶出，使测定结果偏高。过氧化物会导致脂肪氧化，在烘干时还有引起爆炸的危险。
5、抽提是否完全，可凭经验，也可用滤纸或毛玻璃检查，由提脂管下口滴下的乙醚（或石油醚）滴在滤纸或毛玻璃上，挥发后不留下痕迹即表明已抽提完全。
6、过氧化物的检查方法：取乙醚10ml，加2mL100g/L的碘化钾溶液，用力振摇，放置lmin，若出现黄色，则证明有过氧化物存在。此乙醚应经处理后方可使用。

实验六 还原糖的测定
一、实验内容
直接滴定法测食品中还原糖的含量。
二、实验目的与要求
1、进一步巩固和规范氧化还原滴定操作。  

2、理解还原糖测定原理及操作要点。
3、掌握食品中还原糖的测定的操作技能。
4、学会控制反应条件，掌握提高还原糖测定精密度的方法。
三、实验原理
样品经除去蛋白质后，在加热条件下，直接滴定标定过的碱性酒石酸铜溶液，还原糖将二价铜还原为氧化亚铜。以次甲基蓝作指示剂、在终点稍过量的还原糖将蓝色的氧化型次甲基蓝还原为无色的还原型次甲基蓝。最后根据样品液消耗体积，计算还原糖量(用还原糖标准溶液标定碱性酒石酸铜溶液)。
四、试剂
1、碱性酒石酸铜甲液：称取15.00g硫酸铜(CuSO4.5H2O)及0.05g次甲基蓝，溶于水中并稀释至1000mL。
2、碱性酒石酸铜乙液：称取50.00g酒石酸钾钠及75g氢氧化钠，溶于水中，再加入4g亚铁氰化钾，完全溶解后，用水稀释至1000mL，贮存于橡胶塞玻璃瓶中。
3、盐酸。
4、葡萄糖标准溶液：相确称取1.0000g经过(99±1)℃干燥至恒重的纯葡萄糖，加水溶解后，并以水稀释至1000mL。此溶液每毫升相当于1.0mg葡萄糖。

5、待测溶液。
五、仪器
酸式滴定管，可调式电炉(带石棉板)及玻璃器皿等。
六、操作方法
1、样品处理
准确称取1g样品置于250mL容量瓶中加水溶解定容，摇匀为样液。 

2、标定碱性酒石酸铜溶液
吸取5.00mL碱性酒石酸铜甲液及5.00mL乙液，置于150mL锥形瓶中，加水10mL，加入玻璃珠2粒，从滴定管满加约9mL葡萄糖标准溶液，控制在2min内加热至沸，趁沸以每2秒1滴的速度继续滴加葡萄糖标准溶液或其他还原糖标准溶液，直至溶液蓝色刚好退去为终点，记录消耗葡萄糖或其他还原糖标准溶液的总体积，同时平行操作3份，取其平均值，计算每10mL(甲、乙液各5mL)碱性酒石酸铜溶液相当于葡萄糖的质量或其他还原糖的质量(mg)。                   
 m1＝Vl×m2
式中：m1——10mI碱性酒石酸铜溶液(甲、乙浓各5 mL)相当于还原糖(以葡萄糖计)的质量，mg；
Vl——平均消耗还原糖标准溶液的体积，mL；
m2——1mL还原糖标准溶液相当于还原糠的质量，mg。
3、样品液预测
吸取5.00mL碱性酒石酸铜甲液及5.00mL乙液，置于150 mL锥形瓶中，加水10 mL，加入玻璃珠2-3粒，控制在2min内加热至沸，趁沸以先快后慢的速度，从滴定管中滴加样品溶液，并保持溶液沸腾状态，待溶液颜色变浅时，以每2秒1滴的速度滴定，直至溶液蓝色刚好退去为终点，记录样浓消耗体积(样品中还原糖浓度根据预测加以调节，以0.1g／100g为宜，即控制样液消耗体积在10mL左右，否则误差大)。
4、样品溶液的测定
吸取5.00mL碱性酒石酸铜甲液及5.00mL乙液，置于150mL锥形瓶中，加水10mL，加入玻璃珠2粒，从滴定管加比预测体积少1mL的样品溶液，控制在2min内加热至沸，趁沸继续以每2秒 l滴的速度滴定，直至蓝色刚好退去为终点，记录样液消耗体积。同法平行操作3次，待平均消耗体积。
七、结果处理
1、数据记录
	标定10mL酒石酸铜液
葡萄糖液用量／mL
	10mL酒石酸铜相当于葡萄糖的量／mg
	测定时消耗样品溶液的量／mL

	
	
	
	
	
	1
	2
	3
	平均值

	
	
	
	
	
	
	
	
	


2、结果计算 
  
[image: image21.wmf]100

100

250

2

1

´

´

´

=

V

m

m

X


式中：X——样品中还原糖的含量(以某种还原糖计)，g／100g；

      ml——10mL碱性酒石酸铜溶液相当于还原糖(以葡萄糖计)的质量，mg；
m——样品质量(或体积)，g(mL)；
V2——测定时平均消耗样品溶液体积，mL；
250——样品液总体积，mL。
八、说明与注意事项
1．碱性酒石酸铜甲液、乙液应分别配制贮存，用时才混合。
2．碱性酒石酸铜的氧化能力较强，可将醛糖和酮糖都氧化，测得的是总还原糖量。
3．本法对糖进行定量的基础是碱性酒石酸铜溶液中Cu2+ 的量，所以，样品处理时不能采用硫酸铜——氢氧化钠作为澄清剂，以免样液中误入Cu2+得出错误的结果。
4．在碱性酒石酸铜乙液中加入亚铁氰化钾，是为了使所生成的Cu2O对的红色沉淀与之形成可溶性的无色络合物，使终点便于观察。
5．次甲基蓝也是一种氧化剂，但在测定条件下其氧化能力比Cu2+弱，故还原糖先与Cu2+反应，待Cu2+完全反应后，稍过量的还原糖才会与次甲基蓝发生反应，溶液蓝色消失，指示到达终点。
6．整个滴定过程必须在沸腾条件下进行，其目的是为了加快反应速度和防止空气进入，避免氧化亚铜和还原型的次甲基蓝被空气氧化从而使得耗糖量增加。
7．预测定与正式测定的检测条件应一致。平行实验中消耗样液量应不超过0.1mL。
8．测定中还原糖液浓度、滴定速度、热源强度及煮沸时间等都对测定精密度有很大的影响。还原糖液浓度要求在0.l％左右，与标准葡萄糖溶液的浓度相近；继续滴定至终点的体积数应控制在0.5～1mL以内，以保证在1min内完成续滴定的工作；热源一般采用800W电炉，热源强度和煮沸时间应严格按照操作中规定的执行，否则，加热至煮沸时间不同，蒸发量不同，反应液的碱度也不同，从而影响反应的速度、反应进行的程度及最终测定的结果。
实验七  蛋白质的测定（常量凯氏定氮法）
一、实验原理
新鲜食品中的含氮化合物大多以蛋白质为主体，所以检验食品中蛋白质时，往往测定总氮量，然后乘以蛋白质换算系数，即可得到蛋白质含量。凯氏定氮法可用于所有动物性、植物性食品的蛋白质含量测定，但因样品中常含有核酸、生物碱、含氮类脂、卟啉以及含氮色素等非蛋白质的含氮化合物，故通常将测定结果称为粗蛋白质。
凯氏定氮法由Kieldahl于18 3 3年首先提出，经长期改进，迄今已演变成常量法、微量法、改良凯氏定氮法、自动定氮仪法、半微量法等多种方法。将样品与浓硫酸和催化剂一同加热消化，使蛋白质分解，其中碳和氢被氧化为二氧化碳和水逸出，而样品中的有机氮转化为氨，并与硫酸结合成硫酸铵，此过程称为消化。加碱将消化液碱化，使氨游离出来，再通过水蒸气蒸馏，使氨蒸出，用硼酸吸收形成硼酸铵再以标准盐酸或硫酸溶液滴定，根据标准酸消耗量可计算出蛋白质的含量。
1、消化：消化反应方程式如下：
2NH2 ( CH2)2COOH+3H2SO4→ (NH4) 2SO4+6CO2+12SO2+16H2O

浓硫酸具有脱水性，使有机物脱水并炭化为碳、氢、氮。浓硫酸又有氧化性，使炭化后的碳氧化为二氧化碳，硫酸则被还原成二氧化硫： 
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二氧化硫使氮还原为氨，本身则被氧化为三氧化硫，氨随之与硫酸作用生成硫酸铵留在酸性溶液中：
H2SO4 + 2NH3 = (NH4) 2SO4
    在消化反应中，为了加速蛋白质的分解，缩短消化时间，常加 入下列催化剂：
①硫酸钾：加入硫酸钾目的是为了提高溶液的沸点，加快有机 物的分解。硫酸钾与硫酸作用生成硫酸氢钾可提高反应温度，一般纯硫酸的沸点在340℃左右，而添加硫酸钾后，可使温度提高至400℃以上，而且随着消化过程中硫酸不断地被分解，水分不断逸出而使 硫酸氢钾的浓度逐渐增大，故沸点不断升高，再反而式如 下：
K2SO4＋H2SO4  = 2KHSO4
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所以硫酸钾的加入量也不能太大，否则消化体系温度过高，又会引起已生成的铵盐发生热分解析出氨而造成损失：
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除硫酸钾外，也可以加入硫酸钠、氯化钾等盐类来提高沸点，但效果不如硫酸钾。
②硫酸铜CuSO4： 硫酸铜起催化剂的作用。凯氏定氮法中可用的催化剂种类很多，除硫酸铜外，还有氧化汞、汞、硒粉等，但考虑到效果、价格及环境污染等多种因素，应用最广泛的是硫酸铜。使用时常加入少量过氧化氢、次氯酸钾等作为氧化剂以加速有机物的氧化分解，硫酸铜的作用机理如下所示：
[image: image25.wmf]
此反应不断进行，待有机物全部被消化完后，不再有硫酸亚铜(Cu2SO4褐色）生成，溶液呈现清澈的二价铜的蓝绿色。故硫酸铜除起催化剂的作用外，还可指示终点的到达，以及下一步蒸馏时作为碱性反应的指示剂。
2．蒸馏：在消化完全的样品消化液中加入浓氢氧化钠使呈碱性，此时氨游离出来，加热蒸馏即可释放出氨气，反应方程式如下：
[image: image26.wmf]
     3．吸收与滴定：蒸馏所释放出来的氨，用硼酸溶液进行吸收，硼酸呈微弱酸性（Ka1=5.8×10-10),
与氨形成强碱弱酸盐，待吸收完全后，再用盐酸标准溶液滴定，吸收及滴定反应方程式如下：   [image: image27.wmf]
蒸馏释放出来的氨，也可以采用硫酸或盐酸标准溶液吸收，然后再用氢氧化钠标准溶液反滴定吸收液中过剩的硫酸或盐酸，从而计算出总氮量。
[image: image28.wmf]
4. 适用范围 此法可应用于各类食品中蛋白质含量的测定。
三、主要仪器

凯氏烧瓶定氮蒸馏装置，电炉，自动消解仪，铁架台，玻璃器皿等。  

四、试剂
1、浓硫酸。
2、硫酸铜。
3、硫酸钾。
4、400g/L氢氧化钠溶液。
5、40g/L硼酸吸收液：称取20g硼酸溶解于5 0 0ml。热水中，摇匀备用。
6、甲基红-溴甲酚绿混合指示剂：5份2g／L溴甲酚绿9 5％乙醇溶液与l份 2g/L甲基红乙醇溶液混合均匀。
7、0.1000mol／L HCl标准溶液。

五、操作方法
准确称取固体样品0.2～2g（半固体样品2～5g，液体样品10～20ml），小心移入干燥洁净的500mL凯氏烧瓶中，加入研细的硫酸 铜 0.5g、硫酸钾10g和浓硫酸 20mL，轻轻摇匀，按图安装消化装置，并将其以45°斜支于有小孔的石棉网上。用电炉以小火加热，待内容物全部炭化，泡沫停止产生后，加大火力，保持瓶内液体微沸，至液体变蓝绿色透明后，再继续加热微沸30min。冷却小心加入200ml蒸馏水，再放冷，加入玻璃珠数粒以防蒸馏时爆沸。
将凯氏瓶按图蒸馏装置方式连好，塞紧瓶口，冷凝管下端插入吸收瓶液面下（瓶内预先装入5 0mL 40g）硼酸溶液及混合指示剂2～3滴入放松夹子，通过漏斗加入7 0～8 0ml400g／L氢氧化钠溶液，并摇动凯氏瓶，至瓶内溶液变为深蓝色，或产生黑色沉淀，再加入100mL蒸馏水（从漏斗中加入），夹紧夹子，加热蒸馏，至氨全部蒸出（馏液约250mL即可），将冷凝管下端提离液面，用蒸馏水冲洗管口，继续蒸馏1min,用表面皿接几滴馏出液，以奈氏试剂检查，如无红棕色物生成，表示蒸馏完毕，即可停止加热。
将上述吸收液用 0.10 0 0mol/LHCl，标准溶液直接滴定至由蓝色变为微红色即为终点，记录盐酸溶液用量，同时做一试剂空白（除不加样品外，从消化开始操作完全相同）, 记录空白试验消耗盐酸标准溶液的体积。
六、结果计算
[image: image29.wmf]
式中：
w——蛋白质的质量分数；

c——标准溶液的浓度，mol/L；

V1——滴定样品吸收液时消耗盐酸标准溶液体积，mL；
V2——滴定空白吸收液时消耗盐酸标准溶液体积，mL；
m——样品质量，g；
M——氮的摩尔质量，14.01g／mol；
F——氮换算为蛋白质的系数。
七、说明及注意事项
1、所用试剂溶液应用无氨蒸馏水配制。
2、消化时不要用强火，应保持和缓沸腾，注意不断转动凯氏烧瓶，以便利用冷凝酸液将附在瓶壁上的固体残渣洗下并促进其消化完全。
3、样品中若含脂肪或糖较多时，消化过程中易产生大量泡沫，为防止泡沫溢出瓶外，在开始消化时应用小火加热，并不断摇动；或者加入少量辛醇或液体石蜡或硅油消泡剂，并同时注意控制热源强度。
4、当样品消化液不易澄清透明时，可将凯氏烧瓶冷却，加入30％过氧化氢2～3mL后再继续加热消化。
5、若取样量较大，如干试样超过5g，可按每克试样5ml的比例增加硫酸用量。
实验八  氨基酸态氮含量的测定（甲醛滴定法）
一、实验原理
氨基酸含量一直是某些发酵产品如调味品的质量指标，也是目前许多保健食品的质量指标之一。其含氮量可直接测定，不同于蛋白质的氮，故称氨基酸态氮。氨基酸具有酸性的-COOH基和碱性的-NH2基。它们相互作用而使氮基酸成为中性的内盐。当加入甲醛溶液时，-NH2基与甲醛结合，从而使其碱性消失。这样就可以用强碱标准溶液来滴定-COOH基，并用间接的方法测定氨基酸总量。
二、方法特点及应用
此法简单易行，快速方便，与亚硝酸氮气容量法分析结果相近。
    在食品发酵工业中常用此法测定发酵液中氨基氮含量的变化，以了解可被微生物利用的氮源的量及利用情况，并以此作为控制发酵生产的指标之一。
    脯氨酸与甲醛作用时产生不稳定的化合物，使结果偏低；酪氨酸含有酚羧基，滴定时也会消耗一些碱而致使结果偏高；溶液中若有铵存在也可与甲醛反应，往往使结果偏高。

三、主要仪器
    滴定管、pH计、捣碎机、电炉及玻璃器皿等。

四、试剂
1、40％中性甲醛溶液：以百里酚酞作指示剂，用氢氧化钠将40％甲醛中和至淡蓝色；
2、1g/L百里酚酞乙醇溶液；
3、1g／L中性红  50％乙醇溶液；
4、0.lmol／L氢氧化钠标准溶液。
五、操作方法
移取含氨基酸约20～30mg的样品溶液2份，分别置于250mL锥形瓶中，各加 50mL蒸馏水，其中 1份加入3滴中性红指示剂，用0.lmol／L NaOH标准溶液滴定至由红变为琥珀色为终点（pH8.2）；另 1份加入3滴百里酚酞指示剂及中性甲醛20mL，摇匀，静置1min, 用0.lmol／LNaOH标准溶液滴定至淡蓝色为终点（pH9.2）。分别记录 2次所消耗的碱液毫升数。
六、结果计算
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式中：W---氨基酸态氮的质量分数，％；

c---氢氧化钠标准溶液的浓度，mol/l；

V1---用中性红作指示剂滴定时消耗氢氧化钠标准溶液体积，ml；

V2---用百里酚酞作指示剂滴定时消耗氢氧化钠标准溶液体积，ml；

m---测定用样品溶液相当于样品的质量，g；

0.014---氮的毫摩尔质量，g/mmol。

七、说明及注意事项
1、 此法适用于测定食品中的游离氨基酸。
2、 固体样品应先进行粉碎，准确称样后用水萃取，然后测定萃取液，液体试样如酱油、饮料等可直接吸取试样进行测定。萃取可在50℃水浴中进行0.5h即可。
3、若样品颜色较深，可加适量活性炭脱色后再测定，或用电位滴定法进行测定。
4、与本法类似的还有单指示剂（百里酚酞）甲醛滴定法，此法用标准碱完全中和-COOH时的pH为8.5～9.5，但分析结果稍偏低，即双指示剂法的结果更准确。

八、电位滴定法
1、吸取含氨基酸约20mg的样品溶液，置于100mL容量瓶中，加水至刻度，混匀后吸取20.0mL烧杯中，加60mL水，开动磁力搅拌器，用0.05mol/L氢氧化钠标准溶液滴定至酸度计指示pH8.2（记下消耗0.05mol/L氢氧化钠标准溶液的毫升数，可计算总酸含量）。
2、加入10.0mL甲醛溶液，混匀。再用0.05mol/L氢氧化钠标准的溶液继续滴定至pH9.2，记下消耗0.05mol/L氢氧化钠标准溶液的毫升数。

3、同时取80mL水，先用0.05mol/L氢氧化钠溶液调节至pH为8.2，再加入10.0mL甲醛溶液，用0.05mol/L氢氧化钠标准溶液滴定至pH9.2，做试剂空白试验。
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 式中：ρ——氨基酸态氮质量浓度，g/100mL；

 c——氢氧化钠浓度，mol/L；
 V1——加入甲醛后耗 NaOH的量，mL；

 V2——空白试验加甲醛后耗 NaOH量，mL；

 V3——测定用样品稀释液的量，mL；

 M——氮的摩尔质量，14.01g/mol；

 5——样品量，mL。

实验九 Vc的测定
Ⅰ  2，6 -二氯靛酚滴定法
抗坏血酸又称维生素C，它可以在酶的作用下转化成脱氢抗坏血酸。它在人体内不能合成，必须依靠膳食供给。它有降血胆固醇，减缓动脉粥样硬化作用，所以在营养与疾病防治中有重要作用。它有增强机体对肿瘤的抵抗力，并具有对化学致癌物的阻断作用。另外，在食品加工中常用作抗氧剂、酸味剂等。抗坏血酸是3-酮基-L-呋喃古洛糖酸内酯，它具有烯醇式结构，共有四种异构体。 L-抗坏血酸生物活性最高，其它抗坏血酸无生物活性。通常所指的维生素C即L-抗坏血酸。
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  抗坏血酸没有羧基，它的酸性来自烯二醇的羟基。由于羟基和羰基相邻，所以烯二醇基极不稳定，可以和各种金属（Na、Ca 、F e等）成盐，也容易氧化为 L-脱氢抗坏血酸，L-脱氢抗坏血酸在弱还原剂的作用下，再还原成L-抗坏血酸。在碱性介质中进行强氧化，其内酯环裂开形成二酮基古洛糖酸，进一步氧化。L-脱氢抗坏血酸还容易发生内酯环水解而生成没有生物活性的二酮基古洛糖酸。 L-脱氢抗坏血酸在生物体内可还原为L-抗坏血酸，所以L-脱氢抗坏血酸在人体内仍有生理功能。
     抗坏血酸可分为还原型和脱氢型两种。 根据它具有的还原性质可测定其含量。测定方法一般有: 2，6-二氯靛酚滴定法(测定还原型抗坏血酸)；2，4-二硝基苯肼法(测定总抗坏血酸的量)和荧光分光光度法(测定总抗坏血酸的量)。              

一、实验原理
还原型抗坏血酸能还原2，6-二氯靛酚染料。该染料在酸性溶液中呈红色，被还原后红色消失。还原型抗坏血酸还原染料后，本身被氧化为脱氢抗坏血酸。在没有杂质干扰时，一定量的样品提取液还原标准染料液的量与样品中所含抗坏血酸的量成正比，反应式如下：
还原型抗坏血酸＋染料（红色）→脱氢型抗坏血酸＋染料（无色）

二、主要仪器
捣碎机，pH，滴定管，电炉及玻璃器皿等。

三、试剂
1、2％草酸溶液：溶解20g草酸结晶于700mL水中，然后稀释至1000mL。    

 2、1％草酸溶液: 取上述2％草酸溶液500mL，用水稀释至1000mL。
3、抗坏血酸标准溶液：准确称取20mg抗坏血酸，溶于1％草酸溶液中，移入100mL量瓶中，并用 1％草酸溶液稀释至100mL，混匀，置冰箱中保存。 使用时吸取上述抗坏血酸 5mL，置于50mL容量瓶中，用1％草酸溶液定容之。此标准使用液每毫升含0.02mg维生素C。
标定：吸取标准使用液5mL于三角烧瓶中，加入6％碘化钾溶液0.5mL、1％淀粉溶液 3滴，再以 0.001M碘酸钾标准溶液滴定，终点为淡蓝色。计算如下：
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4、2，6-二氯靛酚溶液：称取碳酸氢钠 52mg，溶于200mL沸水中，然后称取2，6-二氯靛酚50mg溶解在上述碳酸氢钠的溶液中，待冷，置于冰箱中过夜。次日过滤置于250mL量瓶中，用水稀释至刻度，摇匀。此液应贮于棕色瓶中并冷藏。每星期至少标定1次。
    标定方法：取 5mL已知浓度的抗坏血酸标准溶液，加入1％草酸溶液 5mL，摇匀，用上述配制的染料溶液滴定至溶液呈粉红色于15s不退色为止。计算如下：                                                                                        
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5、0.1M碘酸钾溶液：精确称取干燥的碘酸钾0.3567g ，用水稀释至100mL。
6、0.001M碘酸钾溶液：吸取0.3567g碘酸钾液 lmL，用水稀释至100mL。此溶液lmL相当于抗坏血酸0.088mg。
7、1％淀粉溶液。
8、6％碘化钾溶液。
四、操作方法
1、称取适量(50.0～100.0g）样品，加等量的 2％草酸溶液，倒入组织捣碎机中捣成匀浆。称取10.00～30.00g 浆状样品（使其含有抗坏血酸1～5mg),于小烧杯中，用1％草酸溶液将样品移入100mL容量瓶中，并稀释至刻度，摇匀。
2、将样液过滤，弃去最初数毫升滤液。若样液具有颜色，用白陶土（应选择脱色力强但对抗坏血酸无损失的白陶土）去色，然后迅速吸取5～10mL滤液，置于50mL三角烧瓶中，用标定过的2，6-二氯靛酚染料溶液滴定之，直至溶液是粉红色于15s内不退色为止。
五、计算
每百克样品中抗坏血酸的克数=V.T.100/W

式中：
V——滴定时所耗去染料溶液的量（mL）；
T——1染料相当于抗坏血酸溶液的量（mg）；
W——滴定时所取的溶液中含样品的量（g）。

六、说明
1、所有试剂配制最好用重蒸馏水。
2、样品取样后，应浸泡在已知量的2％草酸溶液中，以免发生氧化，使抗坏血酸受损失。
3、对动物性的样品可用10％三氯醋酸代替 2％草酸溶液提取；对含有大量Fe的样品，如储藏过久的罐头食品可用8％醋酸溶液代替草酸溶液提取。
4、整个操作过程要迅速，防止还原型抗坏血酸被氧化。      

5、若样品滤液无色，可不加白陶土。须用白陶土的，要对每批新的白陶土测定回收率。加白陶土脱色过滤后，样品要迅速滴定。
6、滴定开始时，染料溶液要迅速加入，直至红色不立即消失，而后尽可能一滴一滴地加入，并要不断摇动三角烧瓶，直至呈粉红色于15s内不消失为止。样品中可能有其他杂质也能还原2，6-二氯靛酚，但一般杂质还原该染料的速度均较抗坏血酸慢，所以滴定时以15s秒粉红色不退为终点。
7、测定样品溶液时必须同时作一空白对照，样品溶液滴定的毫升数须扣除空白液滴定的毫升数。

Ⅱ  2，4－二硝基苯肼比色法

一、实验原理
　　总抗坏血酸包括还原型、脱氢型和二酮古乐糖酸，样品中还原型抗坏血酸经活性炭氧化为脱氢抗坏血酸，再与2，4－二硝基苯肼作用生成红色脎，根据脎在硫酸溶液中的含量与总抗坏血酸含量成正比，进行比色定量。
二、仪器和设备
    电热恒温，可见－紫外分光光度计，捣碎机就玻璃器皿等。
三、化学试剂
　　本实验用水均为蒸馏水。试剂纯度均为分析纯。
    （1）4.5mol/L硫酸：谨慎地加250mL硫酸(比重1.84)于700mL水中，冷却后用水稀释至1000mL。
    （2）85%硫酸：谨慎地加900mL硫酸(比重1.84)于100mL水中。
    （3）2% 2，4－二硝基苯肼溶液：溶解2g 2，4－二硝基苯肼于100mL 4.5mol/L硫酸内，过滤。不用时存干冰箱内，每次用前必须过滤。
    （4）2%草酸溶液：溶解20g草酸(H2C2O4)于700mL水中，稀释至1000mL。
    （5）1%草酸溶液：稀释500mL 2%草酸溶液到1000mL。
    （6）1%硫脲溶液：溶解5g硫脲于500mL 1%草酸溶液中。
    （7）2%硫脲溶液：溶解10g硫脲于500mL 1%草酸溶液中。
    （8）1mol/L盐酸：取100mL盐酸，加入水中，并稀释至1200mL。
    （9）抗坏血酸标准溶液：溶解100mg纯抗坏血酸于100mL 1%草酸中，配成每毫升相当于1mg抗坏血酸。
    （10）活性炭：将100g活性炭加到750mL 1mol/L盐酸中，回流1～2h，过滤，用水洗数次，至滤液中无铁离子(Fe3+)为止，然后置于110℃烘箱中烘干。
    （11）检验铁离子方法：利用普鲁士蓝反应。将2%亚铁氰化钾与1%盐酸等量混合，将上述洗出滤液滴入，如有铁离子则产生蓝色沉淀。
四、操作步骤
    1、样品的制备（全部实验过程应避光）
    1.1　鲜样的制备：称100g鲜样和100g2%草酸溶液，倒入捣碎机中打成匀浆，取10～40g匀浆(含1～2mg抗坏血酸)倒入100mL容量瓶中，用1%草酸溶液稀释至刻度，混匀。
    1.2　干样制备：称1～4g干样(含1～2mg抗坏血酸)放入乳钵内，加入1%草酸溶液磨成匀浆，倒入100mL容量瓶内，用1%草酸溶液稀释至刻度，混匀。
    1.3　将(11.1.1)和(11.1.2)液过滤，滤液备用。不易过滤的样品可用离心机沉淀后，倾出上清液，过滤，备用。
    2、氧化处理：取25mL上述滤液，加入2g活性炭，振摇1min，过滤，弃去最初数毫升滤液。取10mL此氧化提取液，加入10mL2%硫脲溶液，混匀。
    3、呈色反应
    3.1　于三个试管中各加入4mL稀释液(11.2)。一个试管作为空白，在其余试管中加入 1.0mL2% 2，4－二硝基苯肼溶液，将所有试管放入37±0.5℃恒温箱或水浴中，保温3h。
    3.2　3h后取出，除空白管外，将所有试管放入冰水中。空白管取出后使其冷到室温，然后加入1.0mL 2% 2，4－二硝基苯肼溶液，在室温中放置10～15min后放入冰水内。其余步骤同样品。
    4、85%硫酸处理：当试管放人冰水后，向每一试管中加入5mL 85%硫酸，滴加时间至少需要1min，需边加边摇动试管。将试管自冰水中取出，在室温放置30min后比色。
    5、比色：用1cm比色杯，以空白液调零点，千500nm波长测吸光值。
    6、标准曲线绘制
    6.1　加2g活性炭于50mL标准溶液中，摇动1min，过滤。
    6.2　取10mL滤液放入500mL容量瓶中，加5.0g硫脲，用1%草酸溶液稀释至刻度，抗坏血酸浓度20μg/mL。
    6.3　取5，10，20，25，40，50，60mL稀释液，分别放入7个100mL容量瓶中，用1%硫脲溶液稀释至刻度，使最后稀释液中抗坏血酸的浓度分别为1、2、4、5、8、10、12μg/mL。
    6.4　按样品测定步骤形成脎并比色。
    6.5　以吸光值为纵坐标，以抗坏血酸浓度(μg/mL)为横坐标绘制标准曲线。
五、计算
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　　式中：X——样品中总抗坏血酸含量，mg/100g；
　　c——由标准曲线查得或由回归方程算得“样品氧化液”中总抗坏血酸的浓度，μg/mL；
　　V——试样用1%草酸溶液定容的体积，mL；
　　F——样品氧化处理过程中的稀释倍数；
　　m——试样质量，g。
六、结果的允许差
　　同一实验室平行或重复测定相对偏差绝对值≤10%。

实验十 VB1的测定
一、实验内容与适用范围
　　本标准规定了用荧光测定法测定食物中硫胺素含量的方法。
　　本标准适用于各类食物中硫胺素的测定，但不适用于有吸附硫胺素能力的物质和含有影响嚷嘧色素荧光物质的样品。本方法的最小检出限为0.05μg。
二、实验原理
　　硫胺素在碱性铁氰化钾溶液中被氧化成噻嘧色素，在紫外线下，噻嘧色素发出荧光。在给定的条件下，以及没有其他荧光物质干扰时，此荧光之强度与噻嘧色素量成正比，即与溶液中硫胺素量成正比。如样品中含杂质过多，应经过离子交换剂处理，使硫胺素与杂质分离，然后以所得溶液作测定。
三、仪器设备
    1、 实验室常用仪器设备。
    2、荧光分光光度计。
    3、Maizel－Gerson反应瓶。

4、盐基交换管。
四、化学试剂
    1、正丁醇：优级纯或重蒸馏的分析纯。
    2、无水硫酸钠：分析纯。
    3、淀粉酶。
    4、水：去离子水或蒸馏水。
    5、0.1mol/L盐酸：8.5mL浓盐酸用水稀释至1000mL。
    6、0.3mol/L盐酸：25.5mL浓盐酸用水稀释至1000mL。
    7、2mol/L乙酸钠溶液：164g无水乙酸钠或2728含水乙酸钠溶于水中稀释至1000mL。
    8、25%氯化钾溶液：250g氯化钾溶于水中稀释至1000mL。
    9、5%酸性氯化钾溶液：8.5mL浓盐酸用25%氯化钾溶液稀释至1000mL。
    10、15%氢氧化钠溶液：15g氢氧化钠溶于水中稀释至100mL。
    11、1%铁氰化钾溶液：1g铁氰化钾溶于水中稀释至100mL。放于棕色瓶内保存。
    12、碱性铁氰化钾溶液：取4mL 1%铁氰化钾溶液，用15%氢氧化钠溶液稀释至60mL。用时现配，避光使用。
    13、3%乙酸溶液：30mL冰乙酸用水稀释至1000mL。
    14、活性人造浮石：称取100g经40目筛的人造浮石，以10倍于其容积的3%热乙酸搅洗2次，每次10min；再用5倍于其容积的25%热氯化钾搅洗15min；然后再用3%热乙酸搅洗10min；最后用热蒸馏水洗至没有氯离子。于蒸馏水中保存。
    15、硫胺素标准贮备液：准确称取100mg经氯化钙干燥24h的硫胺素，溶于0.01mol/L盐酸中，并稀释至1000mL。此溶液每毫升相当0.1mg硫胺素。于冰箱中避光可保存数月。
    16、硫胺素标准中间液：将硫胺素标准贮备液用0.01mol/L盐酸稀释10倍。此溶液每毫升相当10μg硫胺素。于冰箱中避光可保存数月。
    17、硫胺素标准使用液：将硫胺素标准中间液用水稀释100倍，此溶液每毫升相当0.1μg硫胺素。用时现配。
    18、0.04%溴甲酚绿溶液：称取0.1g溴甲酚绿，置于小研钵中，加入1.4mL 0.1mol/L氢氧化钠研磨片刻，再加入少许水继续研磨至完全溶解，用水稀释至250mL。
 五、操作步骤
    1、试样处理
　　样品采集后用匀浆机打成匀浆(或者将样品尽量粉碎)于低温冰箱中冷冻保存，用时将其解冻后使用。
    2、提取
    2.1　精确称取一定量试样(估计其硫胺素含量约为10～30μg，一般称取5～20g试样)，置于150mL三角瓶中，加入50～75mL 0.1mol/L或0.3mol/L盐酸使其溶解，瓶口加盖小烧杯后放入高压锅中加热水解10.3×104Pa(151b/in2)30min，凉后取出。
    2.2　用2mol/L乙酸钠调其pH值为4.5(以0.04%溴甲酚绿为外指示剂)。
    2.3　按每克试样加入20mg淀粉酶的比例加入淀粉酶。于45～50℃温箱过夜保温(约16h)。
    2.4　冷至室温，定容至100mL，然后混匀过滤，即为提取液。
    3、净化
    3.1　用少许脱脂棉铺于盐基交换管的交换柱底部，加水将棉纤维中气泡排出，再加约1g活性人造浮石使之达到交换柱的三分之一高度。保持盐基交换管中液面始终高于活性人造浮石。
    3.2　用移液管加入提取液20～80mL(使通过活性人造浮石的硫胺素总量约为2～5μg)。
    3.3　加入约10mL热水冲洗交换柱，弃去洗液。如此重复三次。
    3.4　加入25%酸性氯化钾(温度为90℃左右)20mL，收集此液于25mL刻度试管内。冷至室温，用25%酸性氯化钾定容至25mL，即为试样净化液。
    3.5　重复3.1～3.4，将20mL硫胺素标准使用液加入盐基交换管以代替样品提取液，即得到标准净化液。
    4、氧化
    4.1　将5mL试样净化液分别加入A、B两个Maizel－Gerson反应瓶。
    4.2　在避光暗环境中将3mL 15%氢氧化钠加入反应瓶A，振摇约15s，然后加入10mL正丁醇；将3mL碱性铁氰化钾溶液加入反应瓶B，振摇约15s，然后加入10mL正丁醇；将A、B两个反应瓶同时用力振摇，准确计时1.5min。
    4.3　重复4.1～4.2，用标准净化液代替试样净化液。
    4.4　用黑布遮盖A、B反应瓶，静置分层后弃去下层碱性溶液，加入2～3g无水硫酸钠使溶液脱水。
    5、荧光强度的测定
    5.1　荧光测定条件：
　　激发波长365nm；发射波长435nm；激发波狭缝5nm；发射波狭缝5nm。
    5.2　依次测定下列荧光强度：
　　a.　试样空白荧光强度(试样反应瓶A)；
　　b.　标准空白荧光强度(标准反应瓶A)；
　　c.　试样荧光强度(试样反应瓶B)；
　　d.　标准荧光强度(标准反应瓶B)。
六、计算
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　　式中：X——样品中硫胺素含量，mg/100g；
　　U——试样荧光强度；
　　Ub——试样空白荧光强度；
　　S——标准荧光强度；
　　Sb——标准空白荧光强度；
　　c——硫胺素标准使用液浓度，μg/mL；
　　V——用于净化的硫胺素标准使用液体积，mL；
　　V1——试样水解后定容之体积，mL；
　　V2——试样用于净化的提取液体积，mL；
　　m——试样质量，g；
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七、结果的允许误差
　　同一实验室同时或重复两次测定结果的相对偏差绝对值≤10%。

实验十一 铅含量的测定

㈠二硫腙比色法
一、实验原理
　　样品消化后，在pH8.5～9.0，铅离子与二硫腙生成红色络合物，溶于三氯甲烷。加入柠檬酸铵、氰化钾和盐酸羟胺等，防止铁、铜、锌等离子干扰，与标准系列比较定量。
二、试剂
    1、氨水(1+1)。
    2、盐酸(1+1)：量取100mL盐酸，加入100mL水中。
    3、酚红指示液(1g/L)：称取0.10g酚红，用少量多次乙醇溶解后移入100mL容量瓶   中并定容至刻度。
    4、盐酸羟胺溶液(200g/L)：称取20g盐酸羟胺，加水溶解至50mL，加2滴酚红指示液，加氨水(1+1)，调pH至8.5～9.0(由黄变红，再多加2滴)，用二硫腙-三氯甲烷溶液提取至三氯甲烷层绿色不变为止，再用三氯甲烷洗二次，弃去三氯甲烷层，水层加盐酸(1+1)呈酸性，加水至100mL。
    5、柠檬酸铵溶液(200g/L)：称取50g柠檬酸铵，溶于100mL水中，加2滴酚红指示液，加氨水(1+1)，调pH至8.5～9.0，用二硫腙—三氯甲烷溶液提取数次，每次10～20mL，至三氯甲烷层绿色不变为止，弃去三氯甲烷层，再用三氯甲烷洗二次，每次5mL，弃去三氯甲烷层，加水稀释至250mL。
    6、氰化钾溶液(100g/L)：称取10.0g氰化钾，用水溶解后稀释至100mL。
    7、三氯甲烷：不应含氧化物。
   7.1　检查方法：量取10mL三氯甲烷，加25mL新煮沸过的水，振摇3min，静置分层后，取10mL水液，加数滴碘化钾溶液(150g/L)及淀粉指示液，振摇后应不显蓝色。
    7.2　处理方法：于三氯甲烷中加入1/10～1/20体积的硫代硫酸钠溶液(200g/L)洗涤，再用水洗后加入少量无水氯化钙脱水后进行蒸馏，弃去最初及最后的1/10馏出液，收集中间馏出液备用。
    8、淀粉指示液：称取0.5g可溶性淀粉，加5mL水搅匀后，慢慢倒入100mL沸水中，随倒随搅拌，煮沸，放冷备用。临用时配制。
    9、硝酸(1＋99)：量取1mL硝酸，加入99mL水中。
    10、二硫腙三氯甲烷溶液(0.5g/L)：保存冰箱中，必要时用下述方法纯化。
　　称取0.5g研细的二硫腙，溶于50mL三氯甲烷中，如不全溶，可用滤纸过滤于250mL分液漏斗中，用氨水(1+99)提取三次，每次100mL，将提取液用棉花过滤至500mL分液漏斗中，用盐酸(1+1)调至酸性，将沉淀出的二硫腙用三氯甲烷提取2～3次，每次20mL，合并三氯甲烷层，用等量水洗涤二次，弃去洗涤液，在50℃水浴上蒸去三氯甲烷。精制的二硫踪置硫酸干燥器中，干燥备用。或将沉淀出的二硫腙用200，200，100mL三氯甲烷提取三次，合并三氯甲烷层为二硫腙溶液。
    11、二硫腙使用液：吸取1.0mL二硫腙溶液，加三氯甲烷至10mL混匀。用1cm比色杯，以三氯甲烷调节零点，于波长510nm处测吸光度(A)，用式(3)算出配制100mL二硫腙使用液(70%透光率)所需二硫腙溶液的毫升数(V)。
　　[image: image38.jpg]10X (2= g70)
-





    12、硝酸-硫酸混合液(4+1)。
    13、铅标准溶液：精密称取0.1598g硝酸铅，加10mL硝酸(1+99)，全部溶解后，移入100mL容量瓶中，加水稀释至刻度。此溶液每毫升相当于1.0mg铅。
    14、铅标准使用液：吸取1.0mL铅标准溶液，置于100mL容量瓶中，加水稀释至刻度。此溶液每毫升相当于10.0μg铅。
三、仪器
　　所用玻璃仪器均用硝酸(10～20%)浸泡24h以上，用自来水反复冲洗，最后用水冲洗干净；分光光度计。
四、分析步骤
    1、样品预处理
    1.1　在采样和制备过程中，应注意不使样品污染。
    1.2　粮食、豆类去杂物后，磨碎，过20目筛，储于塑料瓶中，保存备用。
    1.3　蔬菜、水果、鱼类、肉类及蛋类等水分含量高的鲜样，用食品加工机或匀浆机打成匀浆，储于塑料瓶中，保存备用。

2、样品消化
2.1　硝酸—硫酸法：湿式消解法：称取样品1.00～5.00g于三角瓶或高脚烧杯中，放数粒玻璃珠，加10mL混合酸(或再加1～2mL硝酸)，加盖浸泡过夜，加一小漏斗电炉上消解，若变棕黑色，再加混合酸，直至冒白烟，消化液呈无色透明或略带黄色，放冷用滴管将样品消化液洗入或过滤入(视消化后样品的盐分而定)10～25mL容量瓶中，用水少量多次洗涤三角瓶或高脚烧杯，洗液合并于容量瓶中并定容至刻度，混匀备用；同时作试剂空白。
2.2 灰化法

2.2.1　粮食及其他含水分少的食品：称取5.00g样品，置于石英或瓷坩埚中，加热至炭化，然后移入马弗炉中，500℃灰化3h，放冷，取出坩埚，加硝酸(1+1)，润湿灰分，用小火蒸干，在500℃灼烧1h，放冷，取出坩埚。加1mL硝酸(1+1)，加热，使灰分溶解，移入50mL容量瓶中，用水洗涤坩埚，洗液并入容量瓶中，加水至刻度备用。
    2.2.2　含水分多的食品或液体样品：称取5.0g或吸取5.00mL样品，置于蒸发皿中，先在水浴上蒸干，加热至炭化，然后移入马弗炉中，500℃灰化3h，放冷，取出坩埚，加硝酸(1+1)，润湿灰分，用小火蒸干，在500℃灼烧1h，放冷，取出坩埚。加1mL硝酸(1+1)，加热，使灰分溶解，移入50mL容量瓶中，用水洗涤坩埚，洗液并入容量瓶中，加水至刻度，混匀备用。

3、测定
　　吸取10.0mL消化后的定容溶液和同量的试剂空白液，分别置于125mL分液漏斗中，各加水至20mL。吸取0，0.10，0.20，0.30，0.40，0.50mL铅标准使用液(相当0、1、2、3、4、5μg铅)，分别置于125mL分液漏斗中，各加1mL硝酸(15.9)至20mL。
　　于样品消化液、试剂空白液和铅标准液中各加2mL柠檬酸铵溶液(20g/L)，1mL盐酸羟胺溶液(200g/L)和2滴酚红指示液，用氨水(1十1)调至红色，再各加2mL氰化钾溶液(100g/L)，混匀。各加5.0mL二硫腙使用液，剧烈振摇1min，静置分层后，三氯甲烷层经脱脂棉滤入1cm比色杯中，以三氯甲烷调节零点于波长510nm处测吸光度，各点减去零管吸收值后，绘制标准曲线或计算一元回归方程，样品与曲线比较。
五、计算
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　　式中，X3——样品中铅的含量，mg/Kg或mg/L；
　　m7——测定用样品消化液中铅的质量，μg；
　　m8——试剂空白液中铅的质量，μg；
　　m9——样品质量(体积)，g(mL)；
　　V6——样品消化液的总体积，mL；
　　V7——测定用样品消化液体积，mL。
　　结果的表述：报告平行测定算术平均值的二位有效数。    
㈡火焰原于吸收光谱法

一、实验原理

    样品先经湿消化，将有机质彻底分解后，使铅等无机由于全部游离在酸溶液中。然后采用二乙氨硫代甲酸二乙胺[简称DDDC]-二甲苯萃取法将铅富集到有机相中，以提高测定灵敏度，并消除干扰与背景。最后，将有机相吸入空气—乙炔火焰铅原子化，并在光路中测定铅原子对铅灯发射的2833Å谱线的吸收。

 二、试剂

    1、1％DDDC-甲苯萃取液：称取1.0g二乙氨硫代甲酸二乙胺溶解在100 mL二甲苯中，临用时配制。

    2、二甲苯。

    3、浓硫酸。

    4、过氧化氢。
    5、铅标准溶液。A．贮备液(1000μg/mL)：溶解l.583g硝酸铅于1%硝酸溶液中，并以1%硝酸稀释至1000mL，摇匀。B．工作溶液(5μg/mL)：将铅的贮备溶液使用去离子水逐级稀释为5μg/mL。
三、仪器

    1、所用凯氏烧瓶及容量瓶等玻璃仪器，依次用乙醇、水、1：1盐酸、10％和蒸馏水淋洗干净后备用。

    2、原子吸收分光光度汁附铅空心阴极灯、空气压缩机、钢瓶乙炔气。

    原子吸收分光光度计工作条件：

    铅吸收线波长（Å） 2833

    灯电流(mA)                    5

    狄缝宽度(mm)                  0.2

    光束高度(mm)                  6

    空气流量(l／min)              4.6

    乙炔流量(l／min)              0.7-0.9

    辅助空气流量(l／min)          6.4-7.0

四、操作方法
   1、样品处理：准确称取均匀样品10.0g于250mL凯氏烧瓶中，加入2-3粒玻璃珠，加入浓硫酸15mL (样品如果是干粉类食品，需要预先加入少量水润湿之)，摇匀。结着添加约3ml过氧化氢，混摇片别，待激烈反应平息后，置电炉上加热煮沸，并逐滴添加过氧化氢，直至样品中有机物完全消化，溶液澄清为止。冷却，移入100mL容量瓶中，定容约60mL，准确添加5.0mL1% DDDC-二甲苯萃取溶液，用手激烈摇振2min，静置分层，随即加入去离子水使有机相至容量瓶的颈部，待测。同时作试剂空白。
2、原子吸收测定：按原子吸收分光光度计工作条件，将仪器调好，预热后，用进样毛细管边吸喷二甲苯，边调节辅助空气流量，使火焰中亮光完全消除后，继续吸喷二甲苯调零。然后，吸喷容量瓶颈部的有机相，测定样品中铅元素的吸收，记录消光度，并从标准曲线中查出样品中的铅含量。
    3、标准曲线的制备：准确吸取每毫升相当于5μg的铅标淮工作液0.0、1.0、2.0、3.0、4.0mL于5只100mL容量瓶中，各加适量去离子水和12mL浓硫酸，定容约60mL，
按照样品的萃取和测定步骤进行，以扣除空白的消光度，绘制铅的标准曲线。
五、计算

   
[image: image40.wmf]W

C

mg/kg

=

）

铅（


式中：C——从标准曲线中查得样品中铅的量(μg)；

W——样品质量(g)。                    
实验十二  有机磷农药残留量的快速检验

（GB/T 5009.199-2003 蔬菜中有机磷和氨基甲酸酯类农药残留量的快速检测）

方法一  快速卡法

一、目的要求

学习快速卡法测定有机磷农残快速检验法及熟悉检验结果评定。

二、实验原理

胆碱脂酶可催化靛酚乙酸脂（红色）水解为乙酸与靛酚（蓝色），有机磷或氨基甲酸脂类农药对胆碱脂酶有抑制作用，使催化、水解、变色的过程发生改变，由此可判断出样品中是否有高剂量有机磷或氨基甲酸脂类农药的存在。

三、实验试剂

1、固化有胆碱脂酶和靛酚乙酸脂试纸卡片；

2、pH 7.5 磷酸盐缓冲液：分别称取15.0g磷酸氢二钠[Na2HPO4•12H2O]与1.59g无水磷酸二氢钾[KH2PO4]，用500mL蒸馏水溶解。

四、实验步骤

1、整体测定法

（1）选取具有代表性的蔬菜样品，擦去表面泥土，剪成1cm左右方形碎片,取5g放入带盖瓶中，加入10mL缓冲溶液，振摇50次，静置2min以上。

(2) 取一片快速卡，用白色药片沾取提取液，放置10min以上进行预反应，有条件时在37℃恒温装置中放置10min。预反应后的药片表面必须保持湿润。

（3）将快速卡对折，用手捏3min或用恒温装置恒温3min，使红色药片与白色药片叠合发生反应。

注意：每批测定应设一个缓冲液的空白对照。

2、表面测定法（粗筛法）

（1）擦去蔬菜表面泥土，滴2～3滴缓冲液在蔬菜表面，用另一片蔬菜在滴液处轻轻摩擦。

（2）取一速片测卡，将蔬菜上的液滴滴在白色药片上。

（3）放置10min以上进行预反应，有条件时在37℃恒温装置中放置10min。预反应10min，预反应后的药片表面必须保持湿润。

（4）将快速卡对折，用手捏3min或用恒温装置恒温3min，使红色药片与白色药片叠合发生反应。

注意：每批测定应设一个缓冲液的空白对照。

五、检测结果判断

1、结果判断 

结果以酶被有机磷或氨基甲酸脂类农药抑制（为阳性）、未抑制（阴性）表示。

与空白对照卡比较，白色药片不变色或略有浅蓝色均为阳性结果。白色药片变为天蓝色或与空白对照卡相同，为阴性结果。对阳性结果的样品，可用其他方法进一步确定具体农药品种和含量。

2、样品检测结果记录并对检测结果进行评价。

六、实验注意事项及说明

1、速测卡灵敏度指标如下表所示。
部分农药检出限参考表

	农药名称
	检出限

（mg/kg）
	农药

名称
	检出限

（mg/kg）
	农药

名称
	检出限

（mg/kg）

	甲氨磷
	1.7
	乙酸甲胺磷
	3.5
	久效磷
	2.5

	对硫磷
	1.7
	敌敌畏
	0.3
	甲萘盛
	25

	水胺硫磷
	3.1
	敌百虫
	0.3
	好年冬
	1.0

	马拉硫磷
	2.0
	乐果
	1.3
	呋喃丹
	0.5

	氧化乐果
	2.3
	
	
	
	


2、速测卡法符合率：在检出的30份以上阳性样品中，经气相色谱法验证，阳性结果的符合率应在80%以上。

3、葱、蒜、萝卜、韭菜、香菜、茭白、蘑菇和番茄汁液中，含有对酶有影响的植物次生物质，容易产生假阳性，处理样品时，可采取整株（体）蔬菜浸提或采用表面测定法。对一些含叶绿素较高的蔬菜，也可采取整株（体）蔬菜浸提法，减少色素的干扰。

4、当温度条件低于37℃，酶反应速度随之放慢，药片加液后放置反应的时间也应相对延长，延长时间的确定，应以空白对照卡用手指（体温）捏3min时可以变蓝，即可往下操作。注意样品放置的时间应与空白对照卡放置的时间一致才有可比性。空白对照卡不变色的原因：一是药片表面缓冲溶液加得少、预反应后的药片表面不够湿润；二是温度太低。

5、红色药片与白色药片叠合反应的时间以3min为准，3 min后的蓝色会逐渐加深，24h后颜色回逐渐退去。

方法二  酶抑制率法（分光光度法）

一、目的要求

学习酶抑制率法测定果蔬有机磷和氨基甲酸脂类农药残留的原理和方法，注意实验过程的操作要点。

二、实验原理

根据有机磷和氨基甲酸酯类农药能抑制乙酰胆碱酯酶的活性原理，向蔬菜的提取液中加入生化反应底物——碘化乙酰硫代胆碱和乙酰胆碱酯酶，如果蔬菜不含有机磷或氨基甲酸酯类农药残留或残留量低，酶的活性就不被抑制，实验中加入的底物就能被酶水解，水解产物与加入的显色剂反应产生黄色物质。如果蔬菜的提取液含有农药并残留量较高时，酶的活性被抑制，底物就不被水解，当加入显色剂时就不显色或颜色变化很小。用分光光度计在412nm处或农药残毒快速检测仪测定吸光值，根据计算出的抑制率，就可以判断蔬菜中含有机磷或氨基甲酸酯类农药残留量的情况。

三、实验试剂和仪器

（一）试剂

1、pH8.0缓冲液  分别称取11.9g无水磷酸氢二钾与3.2g磷酸二氢钾，溶解于1000 mL蒸馏水中。

2、乙酰胆碱酯酶（实验专用酶）  根据酶活力用缓冲溶液溶解，3 min的吸光值变化ΔA0值应控制在0.3以上。摇匀后在0～5℃冰箱中保存，保存期不超过4天。

3、底物碘化乙酰硫代胆碱  称取25.0 mg碘化乙酰硫代胆碱，用3.0 mL缓冲溶液溶解，在0～5℃下保存。保存期不超过2周。

4、显色剂  分别称取160 mg二硫代二硝基苯甲酸和15.6 mg碳酸氢钠，用20 mL缓冲溶液溶解，4℃冰箱保存。

5、可选用由以上试剂配置的试剂盒。乙酰胆碱酯酶的ΔA0值应控制在0.3以上。

（二）仪器  

1、分光光度计或相应的农残快速检测仪；

2、天平（0.01g）；

3、恒温水浴或恒温培养箱。

四、实验步骤

1、样品处理

选取有代表性的蔬菜样品，去掉不可食部分后称取蔬菜试样，冲洗掉表面泥土，剪成1 cm左右碎片。取样品1 g，放入烧杯或提取瓶中，加入5 mL缓冲液，振荡1～2 min，倒出提取液，静置3～5 min，待用。

2、对照溶液测试

先于试管中加入2.5 mL缓冲液，再加入0.1 mL酶液、0.1 mL显色剂。摇匀后于37 ℃放置15 min以上（每批样品的控制时间应一致）。加入0.1 mL底物摇匀，此时检液开始显色反应，应立即放入比色皿中，记录反应3 min的吸光度的变化值ΔA0。 

3、 样品溶液测定

先于试管中加入2.5 mL样品提取液，其他操作与对照测定相同，记录反应3 min的吸光度的变化值ΔAt。

五、结果计算

              抑制率（%）=
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式中：ΔA0——对照液反应3 min吸光度的变化值；

ΔAt——样品溶液反应3 min吸光度的变化值。

六、实验结果判断

当蔬菜样品提取液对酶的抑制率大于50% 时，表示样品中有高剂量的有机磷或氨基甲酸酯类农药残留，可判定样品为阳性结果，对检验结果阳性的样品需重复检验两次以上。检验结果记录：

	样品名称
	ΔA0
	ΔAt
	抑制率（%）
	检验结果

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	


七、实验注意事项及说明

1、对检验结果阳性的样品，需用其他方法进一步确定残留农药的种类和进行定量测定。

2、酶抑制率法对部分农药的检出限为：

	农药名称
	检出限（mg/kg）
	农药名称
	检出限（mg/kg）

	敌敌畏
	0.1
	氧化乐果
	0.8

	对硫磷
	1.0
	甲基异柳磷
	5.0

	辛硫磷
	0.3
	灭多威
	0.1

	甲胺硫
	2.0
	丁硫克百威
	0.05

	马拉硫磷
	4.0
	敌百虫
	0.2

	乐果
	3.0
	呋喃丹
	0.05


3、葱、蒜、萝卜、韭菜、香菜、茭白、蘑菇和番茄汁液中，含有对酶有影响的植物次生物质，容易产生假阳性，处理样品时，可采取整株（体）蔬菜浸提或采用表面测定法。对一些含叶绿素较高的蔬菜，也可采取整株（体）蔬菜浸提法，减少色素的干扰。

4、当温度条件低于37℃，酶反应速度随之放慢，药片加液后放置反应的时间也应相对延长，延长时间的确定，应以胆碱酯酶空白对照测试的吸光度变化ΔA0在0.3以上为准。注意样品放置时间应与空白对照溶液放置时间一致才有可比性。酶的活性不够和温度太低，都可能造成胆碱酯酶空白对照液3 min的吸光度ΔA0变化值＜0.3。

5、该法适用于大量蔬菜样本的筛检，不适用于最后的仲裁检测。

八、思考题

1、使用速测卡的注意事项有哪些？

2、影响胆碱酯酶抑制检测法的因素有哪些？如何解决？

3、可用何种检测方法对检验结果为阳性样品，进行进一步的定性和定量？
实验十三 食品中挥发酸的测定
一、实验目的
1.了解挥发酸测定的意义；
2.掌握挥发酸测定的原理和方法。
二、实验原理
挥发酸可用水蒸气蒸馏使之分离，加入磷酸使结合态的挥发酸解离。挥发酸经冷凝收集后，用标准碱液滴定。根据消耗标准碱液的浓度和体积计算挥发酸的含量。
三、试剂
1.NaOH标准溶液（0.01 mol/L）；           

2.酚酞乙醇溶液（1%）；
3.磷酸溶液（10%）：称取10.0 g磷酸，用无二氧化碳的蒸馏水溶解并稀释至100 mL。
四、仪器
[image: image42.png]



水蒸气蒸馏装置
五、操作步骤

1.准确称取均匀样品2.00-3.00 g（根据挥发酸含量的多少而增减），用50 mL煮沸过的蒸馏水洗入250 mL烧瓶中。加入10%磷酸1 mL。连接水蒸气蒸馏装置，加热蒸馏至馏液达300 mL。在相同条件下做一空白试验。（蒸汽发生瓶内的水必须预先煮沸10 min，以除去二氧化碳）。
2.将馏液加热至60-65 ℃，加入酚酞指示剂2-4滴，用0.1 mol/L氢氧化钠标准溶液滴定至微红色，并于30 s不褪色为终点。
六、结果计算
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式中：X——挥发酸含量，%，以醋酸计；
C——氢氧化钠标准溶液的浓度，mol/L；
V1——样液滴定时氢氧化钠标准溶液用量，mL；
V2——空白滴定时氢氧化钠标准溶液用量，mL；
m——样品质量，g；
0.06——1 mmol醋酸质量，g/mmol。
七、注意事项
1.样品中挥发酸如采用直接蒸馏法比较困难，因挥发酸与水构成有一定百分比的混溶体，并有固定的沸点。在一定沸点下，蒸汽中的酸与溶液中的酸之间有一个平衡关系，（即蒸发系数x),在整个平衡时间内x不变，故一般不采用直接蒸馏法。而水蒸气蒸馏中，挥发酸和水蒸气分压成比例地自溶液中一起蒸馏出来，加速挥发酸的蒸馏速度。
2.在蒸馏前应先将水蒸气发生器中的水煮沸10分钟，或在其中加入2滴酚酞指示剂并加NaOH至呈浅红色，以排除其中的CO2,并用蒸汽冲洗整个装置。
3.溶液中总挥发酸包括游离态与结合态二种。而结合态挥发酸又不容易挥发出来，所以要加少许磷酸，使结合态挥发酸挥发出来。
4.在整个蒸馏装置中，蒸馏瓶内液面要保持恒定，不然会影响测定结果，另外，整个装置连接要好，防止挥发酸泄漏。
5.滴定前，将蒸馏液加热至 60-65 ℃，是为了使终点明显，加速滴定反应，缩短滴定时间，减少溶液与空气接触的机会，以提高测定精度。
6.若样品中含 SO2还要排除它对测定的干扰。
八、思考题
1.样品进行水蒸气蒸馏前加入10%磷酸的目的是什么？
2.蒸馏前为什么要先将水蒸气发生器中的水煮沸10分钟？
3.测定挥发酸的方法有有几种？
4.挥发酸主要包括哪些酸？
《微生物学》实验指导书

实验一  实验室环境和人体表面微生物的检查

一、目的要求
1、证明实验室环境与体表存在微生物。

2、比较来自不同场所与不同条件下细菌的数量和类型。

3、观察不同类型微生物的菌落形态特征。

4、体会无菌操作的重要性。

二、基本原理

培养基含有细菌生长所需要的营养成分，当取自不同来源的样品接种于培养基上，在适宜温度下培养，1～2 d内每一菌体即能通过很多次细胞分裂而进行繁殖，形成一个可见的细胞群体的集落，称为菌落。每一种细菌所形成的菌落都有它自己的特点，例如菌落的大小、表面干燥或湿润、隆起或扁平、粗糙或光滑，边缘整齐或不整齐，菌落透明、半透明或不透明，颜色以及质地疏松或紧密等。因此，可通过平板培养来检查环境中细菌的数量和类型。

三、器材

1、培养基  肉膏蛋白胨琼脂平板

2、仪器或其他用具  无菌水，灭菌棉签（装在试管内），接种环，试管架，酒精灯或煤气灯，记号笔，废物缸。

四、实验内容

每组在“实验室”和“人体”两大部分中各选择一个内容做实验，或由教师指定分配，最后结果供全班讨论。

1、写标签

任何一个实验，在动手操作前均需首先将器皿用记号笔做上记号，写上班级、姓名、日期，本次实验还要写上样品来源（如实验室空气或无菌室空气或头发等），字尽量小些，写在皿底的一边，不要写在当中，以免影响观察结果。

培养皿的记号一般写在皿底上，如果写在皿盖上，同时观察两个以上培养皿的结果，打开皿盖时，容易混淆。

2、实验室细菌检查

（1） 空气  将一个肉膏蛋白胨平板放在当时做实验的实验室，移去皿盖，使琼脂培养基暴露在空气中，将另一肉膏蛋白胨琼脂平板放在无菌室或无人走动的其他实验室，移去皿盖。1 h后盖上两个皿盖。

（2） 实验台和门的旋钮

① 用记号笔在皿底外中央画一直线，再在此线中间处画一垂直线。

② 取棉签  左手拿装有棉签的试管，在火焰旁用右手的手掌边缘和小指、无名指夹持棉塞（或试管帽），将其取出，将管口很快地通过酒精灯（或煤气灯）的火焰，烧灼管口，轻轻地倾斜试管，用右手的拇指和食指将棉签小心地取出。塞上棉塞（或试管帽），并将空试管放在试管架上（图1-1）。
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③ 弄湿棉签  左手取灭菌水试管，如上法拔出棉塞并烧灼管口，将棉签插入水中，再提出水面，在管壁上挤压一下以除去过多的水分，小心将棉签取出，烧灼管口，塞好棉塞，并将灭菌水试管放在试管架上。

④ 取样  将湿棉签在实验台面或门旋钮上擦拭约2 cm2 的范围。

⑤ 接种  按图1-2在火焰旁用左手拇指和食指或中指使平皿开启成一缝。再将棉签伸入，在琼脂表面顶端接种，即滚动一下，立即闭合皿盖。
⑥ 划线  另取接种环在火焰上灭菌，如图1-3，先将环端烧热，然后将接种环提起垂直放在火焰上，以使火焰接触金属丝的范围广一些，待接种环烧红，再将接种环斜放，沿环向上，烧至可能碰到培养皿的部分，再移向环端，如此很快来回数次。左手拿起平板，同样开启一缝，将灭过菌并已冷却的接种环（可在琼脂表面边缘空白处试温，若发出溅泼声，表示太烫），通过琼脂顶端的接种区，向下划线，直至平板的一半处。

接种环与琼脂表面的角度要小，移动的压力不能太大，否则会刺破琼脂。

闭合皿盖，左手将平板向左移动至空白处，右手拿的接种环再在火焰上烧灼，使冷却。接种环通过前面划的线条再在琼脂的另一半，从上向下来回划线至1/2处。

烧灼接种环，转动平板，划最后1/4，立刻盖上皿盖，烧灼接种环，放回原处。

整个划线操作均要求无菌操作，即靠近火焰，而且动作要快。
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3、人体细菌的检查

（1） 手指（洗手前洗手后）

① 分别在两个琼脂平板上标明洗手前洗手后。

② 移去皿盖，将未洗过的手指在琼脂平板的表面，轻轻地来回划线，盖上皿盖。

③ 用肥皂和刷子，用力刷手，在流水中冲洗干净，干燥后，在另一琼脂平板表面来回移动，盖上皿盖。

（2） 头发  在揭开皿盖的琼脂平板的上方，用手将头发用力摇动数次，使细菌降落到琼脂平板表面，然后盖上皿盖。

（3） 咳嗽   将揭开皿盖的琼脂平板放在离口约6～8 cm处，对着琼脂表面用力咳嗽，然后盖上皿盖。

（4） 鼻腔

① 按照实验台检查法的步骤②和③，取出棉签，并将其弄湿。

② 用湿棉签在鼻腔内滚动数次。

③ 按实验台检查法的步骤⑤和⑥，接种和划线，然后盖上皿盖。

4、将所有的琼脂平板翻转，使皿底朝上，放37℃培养箱，培养1～2 d。

5、结果记录方法

（1）  菌落计数  在划线的平板上，如果菌落很多而重叠，则数平板最后1/4面积内的菌落数。不是划线的平板，也一分为四，数1/4面积的菌落数。

（2） 根据菌落大小、形态、高度、干湿等特征观察不同的菌落特征。但要注意，如果细菌数量太多，会使很多菌落生长在一起，或者限制了菌落生长而变得很小，因而外观不典型，故观察菌落的特点时，要选择分离的很开的单个菌落。

菌落特征描写方法如下：

① 大小  大、中、小、针尖状。可先将整个平板上的菌落粗略观察一下，再决定大、中、小的标准，或由教师指出一个大小范围。

② 颜色  黄色、金黄色、灰色、乳白色、红色、粉红色等。

③ 干湿情况  干燥、湿润、粘稠。

④ 形态  圆形、不规则等。

⑤ 高度  扁平、隆起、凹下。

⑥ 透明程度  透明、半通明、不透明。

⑦ 边缘  整齐、不整齐。

五、实验报告

1、结果

（1）  将你自己的平板结果记录于下表中。

	样品来源
	菌落数

(近似值)
	菌落

类型
	特  征  描  写

	
	
	
	大小
	形态
	干湿
	高度
	透明度
	颜色
	边缘

	1
	
	1
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	2
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	3
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	4
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	5
	
	
	
	
	
	
	

	2
	
	1
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	2
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	3
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	4
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	5
	
	
	
	
	
	
	


（2）  与其他同学所做的结果进行比较。

	样 品 来 源
	菌落数（1/4平板）
	菌落类型数（近似值）

	
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	
	


2、思考题

（1） 比较各种来源的样品，哪一种样品的平板菌落数与菌落类型最多？

（2）人多的实验室与无菌室相比，平板上的菌落数与菌落类型有什么区别？你能解释一下造成这种区别的原因吗？

（3） 洗手前后的手指平板，菌落数有无区别？

（4） 通过本次实验，在防止培养物的污染和防止细菌的扩散方面，你学到些什么？有什么体会？
实验二   普通光学显微镜的使用
一、目的要求
1、学习并掌握油镜的原理和使用方法。

2、学习普通台式显微镜的结构、各部分的功能和使用方法。
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二、显微镜的基本结构及油镜的工作原理

现代普通光学显微镜利用目镜和物镜两组透镜系统来放大成像，故又称为复式显微镜。它们由机械装置和光学系统两大部分组成（图2-1）。在显微镜的光学系统中，物镜的性能最为关键，它直接影响着显微镜的分辨率。而在普通光学显微镜配置的几种物镜中，油镜的放大倍数最大，对微生物学研究最为重要。与其他物镜相比，油镜的使用比较特殊，需在载玻片和镜头之间加滴镜油，这主要又有如下两方面的原因：

1、增加照明亮度
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油镜的放大倍数可达100× ，放大倍数这样大的镜头，焦距很短，直径很小，但所需要的光照强度却最大（图2-2）。从承载标本的玻片透过来的光线，因介质密度不同（从玻片进入空气，再进入镜头），有些光线会因折射或全反射，不能进入镜头（图2-3），致使在使用油镜时会因射入的光线较少，物像显现不清。所以为了不使通过的光线有所损失，在使用油镜时需在油镜和玻片之间加入与玻璃的折射率（n =1.55）相仿的镜油（通常使用香柏油，其折射率n =1.52）。
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2、增加显微镜的分辨率

[image: image187]显微镜的分辨率或分辨力（resolution or resolving power）是指显微镜能辨别两点之间的最小距离的能力。从物理学角度看，光学显微镜的分辨率受光的干涉现象及所用物镜性能的限制，可表示为：
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式中：λ=光波波长，NA=物镜的数值孔径值。
[image: image188.png]<+ 080Z0Zegern:

O/0 N
0303070502

——

O .
32} MWWWOWO o oo




光学显微镜的光源不可能超出可见光的波长范围（0.4～0.7 μm），而数值孔径则取决于物镜的镜口角和玻片与镜头间介质的折射率，可表示为：NA= n·sinθ 。
式中θ为光线最大入射角的半数。它取决于物镜的直径和焦距，一般来说在实际应用中最大只能达到120°，而n为介质折射率。由于香柏油的折射率（1.52）比空气及水的折射率（分别为1.0和1.33）要高，因此以香柏油作为镜头与玻片之间介质的油镜所能达到的数值孔径（NA一般在1.2～1.4）要高于低倍镜、高倍镜等干镜（NA都低于1.0）。若以可见光的平均波长0.55μm来计算，数值孔径通常在0.65左右的高倍镜只能分辨距离不小于0.4μm的物体，而油镜的分辨率却可达到0.2 μm左右。

三、实验材料

1、菌种  金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus）及枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）染色玻片标本。链霉菌（Streptomyces sp.）及青霉(Penicillium sp.)的水封片。

2、溶液或试剂  香柏油、二甲苯。

3、仪器或其他用具  显微镜、擦镜纸等。

四、实验内容

1、观察前的准备

（1） 显微镜的安置  置显微镜于平整的实验台上，镜座距实验台边缘约3～4㎝。镜检时姿势要端正。

取、放显微镜时应一手握住镜臂，一手托住底座，使显微镜保持直立、平稳。切忌用单手拎提；且不论使用单筒显微镜或双筒显微镜均应双眼同时睁开观察，以减少眼睛疲劳，也便于边观察边绘图或记录。

（2） 光源调节  安装在镜座内的光源灯可通过调节电压以获得适当的照明亮度，而使用反光镜采集自然光或灯光作为照明光源时，应根据光源的强度及所用物镜的放大倍数选用凹面或凸面反光镜并调节其角度，使视野内的光线均匀，亮度适宜。

（3） 根据使用者的个人情况，调节双筒显微镜的目镜，双筒显微镜的目镜间距可以适当调节，而左目镜上一般还配有曲光度调节环，可以适应眼距不同或两眼视力有差异的不同观察者。

（4） 聚光器数值孔径值的调节  调节聚光器虹彩光圈值与物镜的数值孔径值相符或略低。有些显微镜的聚光器只标有最大数值孔径，而没有具体的光圈数刻度。使用这种显微镜时可在样品聚焦后取下一目镜，从镜筒中一边看视野，一边缩光圈，调节光圈的边缘与物镜边缘黑圈相切或略小于其边缘。因为各物镜的数值孔径值不同，所以每转换一次物镜都应该进行这种调节。

在聚光器的数值孔径确定后，若需要改变光照强度，可通过升降聚光器或改变光源的亮度来实现，原则上不应再通过光圈的调节。当然，有关虹彩光圈、聚光器高度和照明光源强度的使用原则也不是固定不变的，只要能获得良好的观察效果，有时也可根据不同的具体情况灵活运用，不一定拘泥不变。

2、显微观察

在目镜保持不变的情况下，使用不同放大倍数的物镜所能达到的分辨率及放大率都是不同的。一般情况下，特别是初学者，进行显微观察时应遵从由低倍镜到高倍镜再到油镜的观察程序，因为低倍数物镜视野相对大，易发现目标及确定检查的位置。

（1） 低倍镜观察  将金黄色葡萄球菌染色标本玻片置于载物台上，用标本夹夹住，移动推进器使观察对象处在物镜的正下方。下降10× 物镜，使其接近标本，用粗调节器慢慢升起镜筒，使标本在视野中初步聚焦，再使用细调节器调节图像清晰。通过玻片夹推进器慢慢移动玻片，认真观察标本各部位，找到合适的目的物，仔细观察并记录观察到的结果。

在任何时候使用粗调节器聚焦物象时，必须养成先从侧面注视小心调节物镜靠近标本，然后用目镜观察，慢慢调节物镜离开标本进行准焦的习惯，以免因一时的误操作而损坏镜头及玻片。

（2） 高倍镜观察  在低倍镜下找到合适的观察目标并将其至视野中心后，轻轻转动物镜转换器将高倍镜移至工作位置。对聚光器光圈及视野亮度进行适当调节后微调细调节器使物像清晰，利用推进器移动标本仔细观察并记录所观察到的结果。

在一般情况下，当物像在一种物镜中已清晰聚焦后，转动物镜转换器将其他物镜转到工作位置进行观察时，物象将保持基本聚焦的状态，这种现象称为物镜的同焦（parfocal）。利用这种同焦现象，可以保证在使用高倍镜或油镜等放大倍数高、工作距离短的物镜时仅用细调节器即可对物像清晰聚焦，从而避免由于使用粗调节器时可能的误操作而损坏镜头或载玻片。

（3） 油镜观察  在高倍镜或低倍镜下找到要观察的样品区域后，用粗调节器将镜筒升高，然后将油镜转到工作位置。在待观察的样品区域加滴香柏油，从侧面注视，用粗调节器将镜筒小心地降下，使油镜浸在油镜中并几乎与标本相接。将聚光器升至最高位置并开足光圈，若所用聚光器的数值孔径超过1.0，还应在聚光镜与载玻片之间加滴香柏油，保证其达到最大的效能。调节照明使视野的亮度合适，用粗调节器将镜筒徐徐上升，直至视野中出现物像并用细调节器使其清晰准焦为止。

有时按上述操作还找不到目的物，则可能由于油镜头下降还没有到位，或因油镜上升太快，以至眼睛捕捉不到一闪而过的物像。遇此情况，应重新操作。另外应特别注意不要因在下降镜头时用力过猛，或聚焦时误将粗调节器向反方向转动而损坏镜头及载玻片。

3、显微镜用毕后的处理

（1）上升镜筒，取下载玻片。

（2） 用擦镜纸拭去镜头上的镜油，然后用擦镜纸蘸少许二甲苯擦去镜头上残留的油迹，最后再用干净的擦镜纸擦去残留的二甲苯。

切忌用手或其他纸擦拭镜头，以免使镜头沾上污渍或产生划痕，影响观察。

（3）用擦镜纸清洁其他物镜及目镜，用稠布清洁显微镜的金属部件。

（4） 将各部分还原，反光镜垂直于镜座，将物镜转成“ 八 ”字形，再向下旋。同时把聚光镜降下，以免接物镜与聚光镜发生碰撞危险。

五、实验报告

1、结果

分别绘出你在低倍镜、高倍镜和油镜下观察到的金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、链霉菌及青霉的形态，包括在三种情况下视野中的变化，同时注明物镜放大倍数和总放大率。

2、思考题

（1） 用油镜观察时应注意哪些问题？在载玻片和镜头之间加滴什么油？起什么作用？

（2） 试列表比较低倍镜、高倍镜及油镜各方面的差异。为什么在使用高倍镜及油镜时应特别注意避免粗调节器的误操作？

（3） 什么是物镜的同焦现象？它在显微镜观察中有什么意义？

（4） 影响显微镜分辨率的因素有哪些？

（5） 根据你的实验体会，谈谈应如何根据所观察微生物大小，选择不同的物镜进行有效的观察。
实验三   细菌的形态结构观察（Ⅰ）
          ——简单染色、革兰氏染色

一、目的要求

1、观察细菌菌落的特征。

2、掌握简单染色法、革兰氏染色法的原理及操作步骤。

3、在油镜下观察细菌个体的形态。

二、基本原理

形态观察主要包括群体形态（菌落形态）和个体形态观察两个方面。

细菌的基本形态主要可分为球菌、杆菌、螺旋菌三大类，近年来还发现有星状和四方形细菌等。在适宜的生长条件下，细菌形态一般在其幼龄阶段呈现出特定形态，正常而整齐。但若培养条件发生变化或其老龄培养物则常出现异常形态，其形态受培养基成分、浓度、培养温度、培养时间等环境条件的影响。

细菌经稀释分离或划线分离接种在固体培养基上，在适宜的培养条件下，单个菌体经生长繁殖在固体表面形成的菌落具有一定的特征。若接种在斜面培养基上，由于接种量大，菌体生长连成片状则称为菌苔。细菌菌落大多数表面光滑湿润，有光泽，一般菌落较小，质地颜色均匀、多样，同培养基结合不紧密。菌落特征与组成菌落的细胞结构、生长状况、排列方式、好气性和运动性等直接相关。细菌的菌落及个体形态特征是辨认、鉴定菌种的重要依据。

细菌个体微小，且较透明，必须借助染色法使菌体着色，显示出细菌的一般形态结构及特殊结构，在显微镜下用油镜进行观察。根据细菌个体形态观察的不同要求，可将染色分为三种类型即简单染色、鉴别染色和特殊染色。本此实验学习前两种染色方法，特殊染色留待下一实验进行。

1、简单染色法原理

这是最基本的染色方法，由于细菌在中性环境中一般带负电荷，所以通常采用一种碱性燃料如美蓝、碱性复红、结晶紫、孔雀绿、蕃红等进行染色。这类染料解离后，染料离子带正电荷，故使细菌着色。

2、革兰氏染色法原理

革兰氏染色法是细菌学中广泛使用的重要鉴别染色法，通过此法染色，可将细菌鉴别为革兰氏阳性菌（G+）和革兰氏阴性菌（G-）两大类。

革兰氏染色过程所用四种不同溶液的作用：

（1） 碱性染料  草酸铵结晶紫液。

（2） 媒染剂  碘液，其作用是增强染料与菌体的亲和力，加强染料与细胞的结合。

（3） 脱色剂  乙醇将染料溶解，使被染色的细胞脱色。利用不同细菌对染料脱色的难易程度不同，而加以区分。

（4） 复染液  蕃红溶液，目的是使经脱色的细菌重新染上另一种颜色，以便与未脱色菌进行比较。

革兰氏染色有着重要的理论与实践意义，其染色原理是利用细菌的细胞壁组成成分和结构的不同。革兰氏阳性菌的细胞壁肽聚糖层厚，交联而成的肽聚糖网状结构致密，经乙醇处理发生脱水作用，使孔径缩小，通透性降低，结晶紫与碘形成的大分子复合物保留在细胞内而不被脱色，结果使细胞呈现紫色。而革兰氏阴性菌肽聚糖层薄，网状结构交联少，而且类脂含量较高，经乙醇处理后，类脂被溶解，细胞壁孔径变大，通透性增加，结晶紫与碘的复合物被溶出细胞壁，因而细胞壁被脱色，再经蕃红复染后细胞呈红色。

三、实验材料

1、菌种  大肠杆菌、枯草芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌（培养18～24 h的斜面菌种各一支和菌落平板各一个）。

2、染液

（1） 简单染色  草酸铵结晶紫染液。

（2） 革兰氏染液  草酸铵结晶紫染液、革兰氏碘液、95%乙醇、蕃红染液。

3、其他物品  无菌水、显微镜、载片、滤纸、香柏油、擦镜纸、接种环。

四、实验内容

1、观察平板上的细菌菌落，识别大肠杆菌、枯草芽孢杆菌和金黄色葡萄球菌菌落特征，注意菌落的形状、高度、大小、颜色、是否湿润、光泽、透明度、边缘情况等（图3-1）。
2、简单染色步骤
（1） 涂片  取洁净的载片一张，将其在火焰上微微加热，除去上面的油脂，冷却，在中央部位滴加一小滴无菌水，用接种环在火焰旁从斜面上挑取少量菌体与水混合。烧去环上多余的菌体后，再用接种环将菌体涂成直径约1cm的均匀薄层。制片是染色的关键，载片要洁净，不得沾油污，菌体才能涂布均匀。注意初次涂片，取菌体量不应过大，以免造成菌体重叠。

（2） 干燥  涂布后，待其自然干燥。

（3） 固定  将已干燥的涂布标本向上，在微火上通过3～4次进行固定。固定的作用为：（a）杀死细菌；（b）使菌体蛋白质凝固，菌体牢固粘附于载片上，染色时不被染液或水冲掉；（c）增加菌体对染液的结合力，使涂片易着色。
（4） 染色  在涂片处滴加草酸铵结晶紫溶液1～2滴，使其布满涂菌部分，染色1 min。

（5） 冲洗  斜置载片，倾去染液。用水轻轻冲去染液，至流水变清。注意水流不得直接冲在涂菌处，以免将菌体冲掉。

（6） 吸干  用吸水纸轻轻吸去载片上的水分，干燥后镜检（染色过程见图3-2）。
（7） 镜检  将染色的标本，先用低倍镜找到目的物，将低倍接物镜转开，滴加一小滴香柏油于涂片处，用油镜进行观察。注意各种细菌的形态和细菌的排列方式。观察完毕，注意清洁油镜。
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3、革兰氏染色法

（1） 涂片  取大肠杆菌、枯草芽孢杆菌和金黄色葡萄球菌制成涂片，干燥、固定。

（2） 染色  用草酸铵结晶紫染液染色1 min，用水冲洗。

（3） 媒染  滴加革兰氏碘液冲去残水，并用碘液覆盖1 min，用水冲去碘液。

（4） 乙醇脱色  斜置载片于一烧杯上，滴加95%乙醇，并轻轻摇动载片，至乙醇液不呈现紫色时停止（约0.5 min）。立即用水冲洗净乙醇并用滤纸轻轻吸干。脱色是革兰氏染色的关键，必须严格掌握乙醇的脱色程度。若脱色过度则阳性菌被误染为阴性菌；若脱色不够则阴性菌被误染为阳性菌。

（5） 复染  蕃红染液复染1 min，水洗。

（6） 吸干并镜检  若研究工作中要确证未知菌的革兰氏反应时，则需同时用已知菌进行染色作为对照。
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五、实验报告

    1、结果

（1） 描述大肠杆菌、枯草芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌菌落特征（包括形状大小、色泽、透明度、边缘和表面隆起形状）。

（2） 绘图：画出大肠杆菌、枯草芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌的细胞形态图。

（3） 记录三种菌的革兰氏染色结果；分辨出革兰氏阳性菌或革兰氏阴性菌。如果染色结果不理想，请分析原因。

2、思考题

（1） 为什么必须用培养24 h以内的菌体进行革兰氏染色？

（2） 要得到正确的革兰氏染色结果，必须注意哪些操作？哪一步是关键步骤？为什么？

（3） 当你对未知菌进行革兰氏染色时，怎样保证操作正确，结果可靠？
实验四   细菌的形态结构观察（Ⅱ）
         ——芽孢染色、鞭毛染色

一、目的要求

1、学习几种细菌的特殊染色方法，包括芽孢染色和鞭毛染色。

2、观察细菌个体形态和菌落特征。

二、基本原理

细菌细胞的特殊结构：芽孢、荚膜、鞭毛等都是菌种分类鉴定的重要指标，在菌落形态上也有其相关特征。形成芽孢的细菌菌落表面一般为粗糙不透明，常呈现褶皱；在细菌表面产生荚膜的细菌，菌落往往表面光滑呈透明或半透明粘液，形状圆而大；具周生鞭毛的细菌，菌落大而扁平，形状不规则，边缘不整齐。运动能力强的细菌，菌落常呈树枝状。

1、芽孢染色原理

细菌的芽孢壁比营养细胞的细胞壁结构复杂而且致密，透性低，着色和脱色都比营养细胞困难。因此，一般采用碱性染料并在微火上加热，或延长染色时间，使菌体和芽孢都同时染上色后，再用蒸馏水冲洗，脱去菌体的颜色，但仍保留芽孢的颜色。并用另一种对比鲜明的染料使菌体着色，如此可以在显微镜下明显区分芽孢和营养体的形态。

2、鞭毛染色原理

细菌鞭毛非常纤细，超过了一般光学显微镜的分辨力。因此，观察时需通过特殊的鞭毛染色法。鞭毛的染色法较多，主要的原理是需经媒染剂处理。实验中介绍的两种方法，均以单宁酸（鞣酸）做媒染剂。媒染剂的作用是促使染料分子吸附于鞭毛上，并形成沉淀，使鞭毛直径加粗，才能在显微镜下观察到鞭毛。

三、实验材料

1、菌种  巨大芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌。

2、染液  
（1） 芽孢染液：7.6%饱和孔雀绿和0.5%蕃红染液；
（2） 鞭毛染液：利夫森氏（Leifson）染色液或银染法染液：A液和B液。
（以上染液配制方法见附录）

四、实验内容

1、芽孢染色（孔雀绿染色法）

取一干净载片，在载片中央加一小滴水，按无菌操作取巨大芽孢杆菌菌体少许混合均匀，制成涂片，风干固定后，在涂菌处滴加7.6％的孔雀绿饱和水溶液，间断加热染色10 min后（注意添加染液勿使涂片干燥），用水冲洗。再用0.5％蕃红液染色1 min，水洗，自然干燥后镜检。芽孢被染上绿色，营养体呈现红色。

2、鞭毛染色

（1） 载片的清洗  将载片置于洗涤灵水溶液中，煮沸10 min，自来水冲洗，再用蒸馏水洗净，用纱布擦干备用。

（2） 实验菌种的准备  将枯草芽孢杆菌在新制备的肉膏蛋白胨斜面培养基上（斜面下部要有少量冷凝水），连续移种3～4次，每次培养12～18 h，最后一次培养12～16 h。

（3） 制片  在载片一端加一滴蒸馏水，用接种环挑取少许菌苔底部有水部分的菌体（注意不要挑出培养基），将接种环悬放在水滴中片刻，将载片稍倾斜，使菌液随水滴缓缓流到另一端，可再返转一次使菌液流经面积扩大，然后放平，自然干燥。

（4） 染色

a. 利夫森氏染色法  用蜡笔将涂菌区圈起，滴加染液，过数分钟后，当染液的1/2以上区域表面出现金属光泽膜时，用水轻轻将金属膜及染液冲洗干净，自然干燥。

镜检  镜检时应在涂片上按顺序进行观察，经常是在部分涂片区的菌体染出鞭毛，菌体及鞭毛均为红色。

b. 鞭毛银染法  涂片方法同上。

滴加硝酸银染色液A于涂片上，染色7 min。滴加蒸馏水冲洗5 min。用B液冲去残水，再滴加B液于涂片上，用微火加热至出现水汽。再用蒸馏水洗去染液，自然干燥。

镜检  菌体为深褐色，鞭毛为褐色。

五、实验报告

    1、结果

将所观察到的各种细菌的特殊结构，按比例大小绘图。

2、思考题

（1）芽孢染色为什么要加热或延长染色时间？

（2）荚膜染色为什么要用负染色法？

（3）鞭毛染色时为什么需用培养12～16 h的菌体？染色成功的操作关键是什么？

实验五  放线菌的形态结构观察
一、目的要求

1、学习并掌握放线菌形态结构的观察方法。

2、观察放线菌的菌落特征、个体形态及其繁殖方式。

二、基本原理

放线菌的菌落在培养基上着生牢固，与基质结合紧密，难以用接种针挑取。

放线菌细胞一般呈分枝无隔的丝状，纤细的菌丝体分为在培养基内部的基内菌丝和伸出培养基表面的气生菌丝。气生菌丝上部分化成孢子丝，呈螺旋状、波浪状或分枝状等，其着生的形式也有所不同。菌丝呈各种颜色，有的还能分泌水溶性色素到培养基内。孢子丝长出孢子，孢子的形状多种多样，表面结构各异，孢子也各具颜色。由于大量孢子的存在，使菌落表面呈现干粉状，从菌落的形态特点容易同其他类微生物区分开来。这些形态特点都是菌种鉴定和分类的重要依据。

三、实验材料

1、菌种  金色链霉菌、灰色链霉菌。

2、其他物品  载片及盖片、0.1%美蓝染液。

四、实验内容

1、菌落形态及菌苔特征的观察

以无菌操作用接种环分别取少许灰色链霉菌或金色链霉菌制成菌悬液，在平板培养基上划线接种，25～28℃培养5～7 d。观察放线菌菌落表面形状、大小、颜色、边缘，以及有无色素分泌到培养基内等；并用接种环挑取菌落，注意菌丝在培养基上着生的紧密情况。区别基内菌丝、气生菌丝和孢子丝的着生部位。

2、个体形态特征的观察

取生长有金色链霉菌和灰色链霉菌的菌落平板，选择菌丝和孢子生长较薄的部位，直接置于低倍镜或高倍镜下观察。或用接种铲取下一小块带有菌落的一薄层培养基，平置于载片上，然后分别在低倍镜和高倍镜下观察。注意放线菌菌丝直径大小和孢子丝的形状。

3、孢子形状的观察

取金色链霉菌或灰色链霉菌划线培养的平板，用印片法观察孢子及孢子丝。用镊子取一洁净盖片，轻放在菌落表面，按压一下，使部分菌丝及孢子贴附于盖片上。在载片上滴加一小滴0.1%美蓝染液，将盖片带有孢子的面向下，盖在染液上，用吸水纸吸去多余的染液，在高倍镜下观察孢子丝及孢子的形状，有些制片也能观察到无隔的气生菌丝。

4、用插片法观察放线菌形态特征

用无菌镊子取数块无菌盖片，以45o角斜插在平板培养基上（图5-1）。用接种环取孢子接种于盖片内侧基部中央部位，28℃培养5～7 d。用镊子取出盖片，轻轻擦去外侧下部沾有的培养基，将其带有的菌丝的面下，轻放盖在载片中央滴有美蓝的染液上，在显微镜下观察（也可不加染液即刻观察）。注意孢子的表面是否光滑或有刺、形状和大小。
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五、实验报告

1、结果

（1）描述你所观察到的放线菌菌落特征。

（2）绘图：金色链霉菌和灰色链霉菌的气生菌丝、孢子丝及孢子的形状。

2、思考题

（1）放线菌为何属于原核微生物？

（2）放线菌与细菌菌落最显著的差异是什么？

实验六  酵母菌的形态结构观察及测微技术
一、目的要求

1、观察并掌握酵母菌的菌落特征、个体形态、生长及繁殖方式。
2、学习测微技术，测量酵母细胞的直径（宽度）。
二、基本原理

1、酵母菌细胞的个体形态、繁殖方式及菌落特征
酵母菌细胞一般呈卵圆形、圆形、圆柱形或柠檬形。每种酵母细胞有其一定的形态大小。大多数酵母在平板培养基上形成的菌落较大而厚，湿润、较光滑，颜色较单调（多为乳白色，少有红色，偶见黑色）。酵母细胞核与细胞质有明显的分化，个体直径比细菌大几倍到十几倍。繁殖方式也较复杂，无性繁殖主要是出芽生殖，有些酵母能形成假菌丝。有性繁殖是通过接合形成子囊及子囊孢子。

    观察酵母菌个体形态时，应注意其细胞形状；无性繁殖是芽殖或裂殖，芽体在母体细胞上的位置，有无假菌丝等特征；有性繁殖形成的子囊和子囊孢子的形状及数目。

2、利用测微技术测量微生物细胞大小的原理

微生物的细胞大小可使用测微尺测量。测微尺分为目镜测微尺和镜台测微尺两部分。目镜测微尺是一个可放入目镜内的特制圆玻片，玻片中央是一个带刻度的尺，等分成50或100小格（图6-1）。镜台测微尺为一载片，上面贴一圆形盖片，中央带有刻度，长度为1 mm，等分为100小格，每格长0.01 mm（10 µm）（图6-2）。目镜测微尺每小格大小是随显微镜的不同放大倍数而改变的，在测定时先用镜台测微尺标定，求出在某一放大倍数时目镜测微尺每小格代表的长度，然后用标定好的目镜测微尺测量菌体大小（图6-3）。
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三、实验材料

    1、菌种  酿酒酵母、红酵母、掷孢酵母、热带假丝酵母。

  （酿酒酵母和红酵母菌落平板各一个。酿酒酵母豆芽汁斜面及酿酒酵母醋酸钠斜面各一支。热带假丝酵母加盖片培养的平板）。

    2、染液及溶液   7.6％孔雀绿染液，0.5％蕃红染液，苏丹黑染液，二甲苯，中性红染液，碘液（配方均见附录）。

3、其他物品  目镜测微尺、镜台测微尺；载片及盖片等。

四、实验内容

1、菌落特征的观察

取少量酿酒酵母、红酵母划线接种在平板培养基上，28～30℃培养3 d。观察菌落表面湿润或干燥，有无光泽，隆起形状，边缘的整齐度、大小、颜色等。

2、个体形态与出芽繁殖

酵母细胞较大，观察时可不染色，用水浸片法观察，即在载片中央滴加一小滴无菌水或滴加0.1%美蓝液一小滴，无菌操作用接种环取酿酒酵母少许（并注意酵母菌与培养基结合是否紧密），置于无菌水或美蓝液中，使菌体与其混合均匀。将盖片斜置轻轻盖在液滴上。制片先用低倍镜，再换高倍镜观察酵母细胞的形状及出芽方式。

3、子囊孢子的观察

将酿酒酵母接种于麦芽汁或豆芽汁液体培养基中，28～30℃培养24 h，如此连续传代3～4次。使其生长良好。然后转接到醋酸钠斜面培养基上，25～28℃培养4～5 d。用水浸片法制片或涂片，再用芽孢染色法染色，观察子囊孢子形状，注意每个子囊内的子囊孢子数目。

4、液泡的活体染色观察

在洁净的载片上加一滴中性红染液，用接种环取少许酿酒酵母与染液混匀，染色4～5 min，加盖片在显微镜下观察。中性红是液泡的活体染色剂，在细胞处于生活状态时，液泡被染成红色，细胞质及核不着色。若细胞死亡，液泡染色消失，细胞质及核呈现弥散性红色。

5、脂肪粒染色观察

    方法（1）  在载片上加一小滴无菌水，用接种环取少许酿酒酵母制成涂片。自然干燥后滴加苏丹黑染色5 min，水洗；自然干燥，滴加二甲苯脱色至涂片透明，干燥后摘加0.5％蕃红染液复染30 s，水洗，自然干燥后显微镜观察。脂肪粒呈黑蓝色，细胞质为红色。

    方法（2）  加一小滴苏丹黑液于洁净的载片上，挑取少许酵母菌体与之混匀，加盖片镜检，脂肪粒染成黑色。

6、肝糖粒染色观察

    用酿酒酵母涂片，自然干燥后滴加1～2滴碘液，加上盖片在显微镜下观察。肝糖粒遇碘呈深红褐色。

7、利用测微尺测量酵母细胞的直径（宽度）

    （1） 将目镜测微尺装入目镜内，刻度朝下，并将镜台测微尺置载物台上。

    （2） 用低倍镜观察到镜台测微尺的刻度。

（3） 换用高倍镜测量，先用镜台测微尺标定。计算出目镜测微尺每格的长度。移动镜台测微尺和转动目镜测微尺，使二者的刻度平行，并使两尺的第一条线重合。向右寻找另外相重台的直线，记录两重合刻度间目镜测微尺和镜台测微尺的格数，由下列公式算出目镜测微尺每格长度。由于镜台测微尺每格长度为10 µm，从镜台测微尺格数，求目镜测微尺每格长度（µm）。
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例如：目镜测微尺的5格等于镜台测微尺2格（即20 µm），则目镜测微尺

1格 =2×10µm÷5 = 4 µm

（4）酵母细胞直径（宽度）的测定：取下镜台测微尺，换上酿酒酵母制片，在高倍镜下测量

1 0～20个酵母细胞的直径。

8、示范

（1）观察热带假丝酵母的出芽方式及假菌丝形态。

将热带假丝酵母划线接种在麦芽汁或豆芽汁平板上，并在划线处盖上盖片，置于28～30℃培养2～3 d。滴加一滴无菌水或美蓝染液于载片上，再将盖片从平板上轻轻取下，斜置轻放盖在液滴上。用显微镜观察呈分枝状的假菌丝细胞形状及大小。

    （2）观察掷孢酵母的形态特征。

五、实验报告

    1、结果

（1）描述酿酒酵母及红酵母菌的菌落形态特征。

（2）绘图

(a) 酿酒酵母的菌体、出芽方式及细胞中的脂肪粒、液泡形态。

(b) 酿酒酵母的子囊及子囊孢子。

(c) 假丝酵母的假菌丝形状。

（3）酿酒酵母细胞的直径测量结果

在高倍镜下目镜测微尺1格=         µm。

酵母细胞的直径（平均值）= 目镜测微尺       格=         µm。

2、思考题

（1）酵母菌和细菌细胞在形态、结构上有何区别？

（2）在同一平板培养基上若同时有细菌及酵母菌两种菌落，如何识别？

（3）热带假丝酵母生成的菌丝为什么叫假菌丝？与真菌丝有何区别？

实验七  霉菌的形态结构观察
一、目的要求

1、观察霉菌菌落特征。

2、学习并掌握霉菌的制片方法。

3、观察霉菌个体形态及各种无性孢子及有性孢子的形态。

二、基本原理

霉菌是由许多交织在一起的菌丝体构成。在潮湿条件下生长繁殖，长出丝状、绒毛状或蜘蛛网状的菌丝体，并在形态及功能上分化成多种特化结构。菌丝在显微镜下观察呈管状，有的有横隔将菌丝分割为多细胞（如青霉、曲霉），有的菌丝没有横隔（如毛霉、根霉）。菌丝的直径比一般细菌和放线菌菌丝大几倍到十几倍。菌落形态较大，质地较疏松，颜色各异。菌丝体经制片后可用低倍或高倍镜观察。在观察时要注意菌丝直径的大小，菌丝体有无隔膜，营养菌丝有无假根，无性繁殖或有性繁殖时形成的孢子种类及着生方式。
由于霉菌的菌丝体较粗大，而且孢子容易飞散，如将菌丝体置于水中容易变形，故观察时将其置于乳酸石炭酸溶液中（配方见附录），保持菌丝体原形，使细胞不易干燥，并有杀菌作用。

三、实验材料

1、菌种  产黄青霉、黄曲霉、黑根霉、白地霉及紫红曲霉（培养好的平板各一个）。

2、其他物品  乳酸石炭酸溶液、载片、盖片等。

四、实验内容

1、霉菌菌落特征的观察

观察产黄青霉、黄曲霉、黑根霉平板中的菌落，描述其菌落特征。注意菌落形态的大小，菌丝的高矮，生长密度，孢子颜色和菌落表面等状况。并与细菌、放线菌、酵母菌菌落进行比较。

2、制片观察

于洁净的载片中央，滴加一小滴乳酸石炭酸溶液，然后用接种针从菌落边缘挑取少许菌丝体置于其中，使其摊开，轻轻盖上盖片（注意勿出现气泡），置于低倍镜、高倍镜下观察。

（1）产黄青霉

观察菌丝体的分枝状况，有无横隔。分生孢子梗及其分枝方式、梗基、小梗及分生孢子的形态。

利用平板插片法，可观察到较为清晰的分生孢子穗，帚状分枝的层次状况及成串的分生孢子。平板接种后待菌落长出时斜插上灭菌盖片（角度为30~45o）。注意盖片位置应插在菌落的稍前侧，经培养后盖片内侧可见到长有一薄层菌丝体。用镊子取下轻轻盖在滴有乳酸石炭酸溶液的载片上，即可观察。

（2）黄曲霉

观察菌丝体有无横隔、足细胞，注意分生孢子梗、顶囊、小梗及分生孢子着生状况及形状。

（3）黑根霉

观察无隔菌丝（注意菌丝内常有气泡，不是横隔）、假根、匍匐枝、孢子囊柄、孢子囊及孢囊孢子。孢囊破裂后能观察到囊托及囊轴。

3、示范

（1）观察紫红曲霉的子囊果、子囊和子囊孢子。

（2）观察黑根霉的接合孢子。

（3）观察白地霉的裂生孢子。

（4）观察五通桥毛霉的厚垣孢子。

（5）观察赤霉菌的大型分生孢子(多细胞的镰刀形孢子)。

五、实验报告

     1、结果

（1）描述产黄青霉、黄曲霉、黑根霉的菌落的颜色及特征。

（2）绘制产黄青霉、黄曲霉、黑根霉的个体形态图。

（3）绘制示范中黑根霉的接合孢子，白地霉的裂生孢子，五通桥毛霉的厚垣孢子和赤霉菌的镰刀形分生孢子。

2、思考题

（1）霉菌的无性繁殖和有性繁殖的孢子各有几种？它们是怎样形成的？

（2）细菌、放线菌、酵母菌、霉菌菌落特征如何识别？以上四类菌在制片方法上有何特点？

（3）总结在显微镜下看到的青霉、黄曲霉和黑根霉在以下各方面的异同：

    a. 菌丝有隔或无隔。

    b. 无性繁殖方式。

    c. 有性繁殖方式。

实验八  噬菌体的分离和纯化

一、目的要求

1、学会从自然环境中分离、纯化噬菌体的基本原理和方法。

2、观察噬菌斑的形态和大小。

二、基本原理

噬菌体是一类专性寄生于细菌和放线菌等微生物细胞的病毒，某种噬菌体往往只能感染一种或与它相近的某种细菌。按其感染细菌的过程分两类：大多数烈性噬菌体侵染细菌后迅速引起敏感细菌裂解，释放出大量子代噬菌体，因而可在含有敏感细菌的平板上出现肉眼可见的噬菌斑。温和噬菌体侵染细菌后呈原噬菌体（或称前噬菌体）状态，一般不引起细菌裂解，使宿主成为溶源性细菌。在牛肉膏蛋白胨双层琼脂平板上产生透明噬菌斑中心的菌落，即为溶源性细菌。了解噬菌体的特性，快速检查、分离纯化噬菌体，在生产和科研工作中防止噬菌体污染具有重要作用。

自然界中凡有细菌和放线菌的地方，都会有特异性的噬菌体存在。人们可以从适合其宿主生存的工厂周围土壤、污水、空气、异常发酵液中分离出噬菌体，从含有敏感菌的平板上观察到噬菌斑。一般一个噬菌体可形成一个噬菌斑，可以从中挑出一个噬菌斑继续纯化。

三、实验材料

1、菌种 大肠杆菌。

2、培养基 500 mL三角瓶内装三倍浓缩的普通牛肉膏蛋白胨液体培养基100 mL，试管液体培养基，上层琼脂培养基（含琼脂0.7%，试管分装，每管4 mL），底层琼脂平板（含培养基10 mL，琼脂2％）。

3、仪器和用具 涂布棒，吸管，细菌过滤器（孔径0.22 μm），恒温水浴锅，真空泵。

4、噬菌体来源  阴沟污水。

四、实验内容

1、噬菌体的分离

（1）制备菌悬液 37℃培养18 h的大肠杆菌斜面一支，加4 mL无菌水洗下菌苔，制成菌悬液。

（2）增殖培养于100 mL三倍浓缩的牛肉膏蛋白胨液体培养基的三角瓶中，加入污水样品200 mL与大肠杆菌悬液2 mL，37℃振荡培养12～24 h。

（3）制备裂解液 将以上混合培养液2500 r/min离心15 min。

将灭菌的细菌过滤器无菌操作安装于灭菌抽滤瓶上，常规操作连接真空抽滤装置。将离心上清液倒入滤器，开动真空泵，过滤除菌。所得滤液经37℃培养过夜，以作无菌检查。

液体抽滤完毕，应打开安全瓶的放气阀增压后再停真空泵，否则将产生滤液回流，污染真空泵。

（4）确证试验 经无菌检查没有细菌生长的滤液作进一步证实噬菌体的存在。

① 于牛肉膏蛋白胨琼脂平板上加一滴大肠杆菌悬液，再用灭菌涂布棒将菌液涂布成均匀的一薄层。

② 待平板菌液干后，分散滴加数小滴滤液于平板菌层上面，置37℃培养过夜。如果在滴加滤液处形成无菌生长的透明噬菌斑，便证明滤液中有大肠杆菌噬菌体。

2、噬菌体的纯化

（1）如已证明确有噬菌体存在，则用接种环取滤液一环接种于液体培养基内，再加入0.1 mL大肠杆菌悬液，使混合。

（2）取上层琼脂培养基，溶化并冷却至48℃（可预先溶化、冷却，放48℃水浴锅内备用），加入以上噬菌体与细菌的混合液0.2 mL，立即混匀。

（3）并立即倒入底层琼脂平板上，铺匀。置37℃培养24 h。

（4）此法分离的单个噬菌斑，其形态、大小常不一致，需要进一步纯化。噬菌体纯化的操作比较简单，通常采用接种针（或无菌牙签）在单个噬菌斑中刺一下，小心采取噬菌体，接入含有大肠杆菌的液体培养基内，37℃培养。

（5）待管内菌液完全溶解后，过滤除菌，即得到纯化的噬菌体。

以上（1）、（2）、（3）三步骤，目的是在平板上得到单个噬菌斑，能否达到目的，取决于所分离得到的噬菌体滤液的浓度和所加滤液的量，最好在做无菌试验的同时，由教师先做预备试验，若平板上的噬菌斑连成一片，则需减少接种量（少于一环）或增加液体培养基的量；若噬菌斑太少，则增加接种量。

3、高效价噬菌体的制备

刚分离纯化所得到的噬菌体往往效价不高，需要进行增殖。

将纯化了的噬菌体滤液与液体培养基按1:10的比例混合，再加入大肠杆菌悬液适量（可与噬菌体滤液等量或1/2的量），培养，使增殖，如此重复移种数次，最后过滤，可得到高效价的噬菌体制品。

五、实验报告

1、结果

绘图表示平板上出现的噬菌斑。

2、思考题

（1）能否用伤寒杆菌（肠道菌）悬液作为宿主细胞分离大肠杆菌（肠道菌）噬菌体，为什么？

（2）加大肠杆菌增殖的污水裂解液为什么要过滤除菌，不过滤的污水将会出现什么实验结果，为什么？

（3）某生产抗生素的工厂在发酵生产卡那霉素时发现生产不正常，主要表现为：发酵液变稀、菌丝自溶，氨态氮上升，你认为可能原因是什么？如何证实你的判断是否正确？

实验九  培养基的制备和常用器皿的准备方法
一、培养基常规配制程序及器皿的准备
（一）目的要求

1、了解培养基的配制原理。

2、了解培养基常规配制程序。

3、了解培养基配制过程各环节的要求和注意事项。

（二）基本原理

正确掌握培养基的配制方法是从事微生物学实验工作的重要基础。由于微生物种类及代谢类型的多样性，因而用于培养微生物培养基的种类也很多，它们的配方及配制方法虽各有差异。但一般培养基的配制程序却大致相同，例如器皿的准备，培养基的配制与分装，棉塞的制作，培养基的灭菌，斜面与平板的制作以及培养基的无菌检查等基本环节大致相同。

（三）实验材料

1、药品  待配各种培养基的组成成分，琼脂，1 mol/L NaOH 溶液、1 mol/L HCl溶液。

2、仪器  天平，高压蒸汽灭菌锅

3、玻璃器皿  移液管，试管，烧杯，量筒，锥形瓶，培养皿，玻璃漏斗等。

4、其它物品  药匙，称量纸，pH试纸，记号笔，棉花，纱布，线绳，塑料试管盖，牛皮纸，报纸等。

（四）实验内容

1、玻璃器皿的洗涤和包装

（1）玻璃器皿的洗涤

玻璃器皿在使用前必须洗刷干净。将锥形瓶、试管、培养皿、量筒等浸入含有洗涤剂的水中，用毛刷刷洗，然后用自来水及蒸馏水冲净。吸管先用含有洗涤剂的水浸泡，再用自来水及蒸馏水冲洗。洗刷干净的玻璃器皿置于烘箱中烘干后备用。

（2）灭菌前玻璃器皿的包装

（a）培养皿的包装  培养皿由一盖一底组成一套。可用报纸将几套培养皿包成一包，或者将几套培养皿直接置于特制的铁皮圆筒内，加盖灭菌。包装后的培养皿须经灭菌之后才能使用。

（b）吸管的包装  在吸管的上端塞入一小段棉花（勿用脱脂棉），它的作用是避免外界及口中杂菌吹入管内，并防止菌液等吸入口中。塞入此小段棉花应距管口约0.5 cm左右，棉花段自身长度约1~1.5 cm。塞棉花时，可用一外圈拉直的曲别针，将少许棉花塞入管口内。棉花要塞得松紧适宜，吹时以能通气而又不使棉花滑下为准。

先将报纸裁成宽约5 cm左右的长纸条，然后将已塞好棉花的吸管尖端放在长条报纸的一端，约成45o角，折叠纸条包住尖端，用左手握住吸管身，右手将吸管压紧，在桌面上向前搓转，以螺旋式包扎起来。上端剩余纸条折叠打结，准备灭菌（图9-1）。
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2、液体及固体培养基的配制过程

（1）液体培养基配制

（a）称量  一般可用1/100粗天平称量配制培养基所需的各种药品。先按培养基配方计算各成分的用量，然后进行准确称量。

（b）溶化  将称好的药品置于一烧杯中，先加入少量水（根据实验需要可用自来水或蒸馏水），用玻璃棒搅动，加热溶解。

（c）定容  待全部药品溶解后，倒入一量筒内，加水至所需体积。如某种药品用量太少时，可预先配成较浓溶液，然后按比例吸取一定体积溶液，加入至培养基中。

（d）调pH  一般用pH试纸测定培养基的pH。用剪刀剪出一小段pH试纸，然后用镊子夹取此段pH试纸，在培养基中蘸一下，测定其pH范围，如培养基偏酸或偏碱时，可用1 mol/L NaOH或1 mol/L HCl溶液进行调节。调节pH时，应逐滴加入NaOH或HCl溶液，防止局部过酸或过碱，破坏培养基中成分。边加边搅拌，并不时用pH试纸测试，直至达到所需pH为止。

（e）过滤  用滤纸或多层纱布过滤培养基。一般无特殊要求时，此步可省去。

（2）固体培养基的配制

配制固体培养基时，应将已配好的液体培养基加热煮沸，再将称好的琼脂（1.5%~2.0%）加入，并用玻璃棒不断搅拌，以免糊底烧焦。继续加热至琼脂全部融化，最后补足因蒸发而失去的水分。

3、培养基的分装

根据不同需要，可将已配好培养基分装入试管或锥形瓶内，分装时注意不要使培养基玷污管口或瓶口，以免造成污染。如操作不小心培养基玷污管口或瓶口时，可用镊子夹一小块脱脂棉，擦去管口或瓶口的培养基，并将脱脂棉弃去。

（1）试管的分装

取一个玻璃漏斗，装在铁架上，漏斗下连一根橡皮管，橡皮管下端再与另一玻璃管相接，橡皮管的中部夹一弹簧夹。分装时，用左手拿住空试管中部，并将漏斗下的玻璃管嘴插入试管内，以右手拇指及食指开放弹簧夹，中指及无名指夹住玻璃管嘴，使培养基直接流入试管内（图9-2）。
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 装入试管培养基的量视试管大小及需要而定，若所用试管大小为15×150 mm时，液体培养基可分装至试管高度1/4左右为宜；如分装固体或半固体培养基时，在琼脂完全融化后，应趁热分装于试管中。用于制作斜面的固体培养基的分装量为管高1/5（约3～4 mL）；半固体培养基分装量为管高的1/3为宜。

（2）锥形瓶的分装

用于振荡培养微生物用时，可在250 mL锥形瓶中加入50 mL的液体培养基；若用于制作平板培养基时，可在250 mL锥形瓶中加入150 mL的液体培养基，然后再加入3 g琼脂粉（按2%计算），灭菌时瓶中琼脂粉同时被融化。

[image: image199.png]


4、棉塞的制作及试管、锥形瓶的包扎

为了培养好气性微生物，需提供优良通气条件，同时为防止杂菌污染，则必须对通入试管或锥形瓶内空气预先进行过滤除菌。通常方法是在试管及锥形瓶口加上棉花塞等。

（1）试管棉塞的制作

制棉塞时，应选用大小、厚薄适中的棉花一块，铺展于左手拇指和食指扣成的圆孔上，用右手食指将棉花从中央压入圆孔中制成棉塞，然后直接压入试管或锥形瓶口。也可借用玻璃棒塞入，也可用折叠卷塞法制作棉塞（图9-3）。
制作的棉塞应紧贴管壁，不留缝隙，以防外界微生物沿缝隙侵入，棉塞不宜过紧或过松，塞好后以手提棉塞，试管不下落为准。棉塞的2/3在试管内，1/3在试管外（图9-4）。

目前也有采用金属或塑料试管帽代替棉塞，直接盖在试管口上，灭菌待用。

将装好培养基并塞好棉塞或盖好管帽的试管捆成一捆，外面包上一层牛皮纸。用铅笔注明培养基名称及配制日期。灭菌待用。
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（2）锥形瓶棉塞制作

通常在棉塞外包上一层纱布，再塞在瓶口上。有时为了进行液体振荡培养加大通气量，则可用8层纱布代替棉塞包在瓶口上。目前也有采用无菌培养容器封口膜直接盖在瓶口上，既保证良好通气，过滤除菌又操作简便，故极受欢迎。

在装好培养基并塞好棉塞或包上8层纱布或盖好培养容器封口膜的锥形瓶口上，再包上一层牛皮纸并用线绳捆好，灭菌待用。

5、培养基的灭菌

培养基经分装包扎之后，应立即进行高压蒸汽灭菌，0.1 MPa或100 Kpa灭菌20 min。如因特殊情况不能及时灭菌，则应暂存于冰箱中。

6、斜面和平板的制作

（1）斜面的制作

将已灭菌装有琼脂培养基的试管，趁热置于木棒上，使成适当斜度，凝固后即成斜面（图9-5）。斜面长度不超过试管长度1/2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冷凝。

    （2）平板的制作

将装在锥形瓶或试管中已灭菌的琼脂培养基融化后，待冷至50℃左右倾入无菌培养皿中。温度过高时，皿盖上的冷凝水太多；温度低于50℃，培养基易于凝固而无法制作平板。

平板的制作应在火焰旁进行，左手拿培养皿，右手拿锥形瓶的底部或试管，左手同时用小指和手掌将棉塞打开，灼烧瓶口，用左手大拇指将培养皿打开一缝至瓶口正好伸入，倾入10~12 mL的培养基，迅速盖好皿盖，置于桌上，轻轻旋转平皿，使培养基均匀分布于整个平皿中，冷凝后即成平板（图9-6）。
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7、培养基的无菌检查

灭菌后的培养基，一般需进行无菌检查。最好从中取出1~2管（瓶），置于37℃恒温箱中培养1~2 d，确定无菌后方可使用。

8、无菌水的制备

在每个锥形瓶或试管内装入所需体积的蒸馏水。塞上棉塞或盖上塑料试管盖。再在棉塞上包上一张牛皮纸。高压蒸汽灭菌，0.1 MPa，20 min。

（五）实验报告

1、结果

（1）简述吸管包扎注意事项。

（2）简述配制液体培养基的简单步骤。

（3）简述斜面及平板培养基的制作过程。

2、思考题

（1）为什么微生物实验室所用的吸管口或滴管口的上端均需塞上一小段棉花，，再用报纸包起来，经高压蒸汽灭菌后才能使用？

（2）配制固体培养基时，需在液体培养基中添加多少量的琼脂？

（3）如何检查灭菌后的培养基是否无菌？

二、细菌、放线菌常用培养基的配制

（一）目的要求

1、了解半合成和合成培养基的配制原理。

2、了解和掌握牛肉膏蛋白胨培养基、LB培养基和高氏一号培养基的配制方法。

（二）基本原理

牛肉膏蛋白胨培养基是一种广泛用于培养细菌的培养基。而LB培养基则是一种近年来用于培养基因工程受体菌（大肠杆菌）的常用培养基。两者都属于半合成培养基。牛肉膏蛋白胨培养基的主要成分是牛肉膏、蛋白胨和NaCl。而LB培养基的主要成分是胰化蛋白胨、酵母提取物和NaCl。它们分别提供微生物生长繁殖所需要的碳源、氮源、能源、生长因子和无机盐等。培养基都是水溶液，这是因为一切生物细胞都必须要水，蒸馏水不含杂质，比自来水好，特别是制合成培养基都必须用蒸馏水，配天然培养基时可用自来水，但自来水中常含Ca2+，Mg2+离子，易于其它成分形成沉淀。

高氏一号培养基是一种用于培养放线菌的合成培养基。培养基中的可溶性淀粉作为碳源和能源，KNO3作为氮源，K2HPO4、MgSO4和FeSO4作为无机盐等。

（三）实验材料

1、药品  牛肉膏、蛋白胨、NaCl、胰蛋白胨（Tryptone）、酵母提取物（Yeast Extract）、可溶性淀粉、KNO3、K2HPO4、MgSO4•7H2O、FeSO4•7H2O、琼脂等。

2、溶液  1 mol/L NaOH、1 mol/L HCl、0.1% FeSO4•7H2O。

3、仪器  天平、高压蒸汽灭菌锅。

4、玻璃器皿  吸管、试管、烧杯、量筒、锥形瓶、培养皿、玻璃漏斗等。

5、其它物品  药匙、pH试纸、称量纸、记号笔、棉花、纱布、线绳、牛皮纸、报纸等。

（四）实验内容

1、牛肉膏蛋白胨培养基的配制

（1）培养基成分

	牛肉膏
	5 g

	蛋白胨
	10 g

	NaCl
	5 g

	琼脂粉
	15~20 g

	水
	1000 mL

	pH
	7.2


（2）配制方法

（a）称量及溶化  分别称取蛋白胨和NaCl的所需量。置于烧杯中，加入所需水量的2/3左右的蒸馏水；用玻璃棒挑取牛肉膏置于另一小烧杯中，进行称量。然后加入少量蒸馏水于小烧杯中，加热融化，倒入上述烧杯中。将烧杯置于石棉网上加热，用玻璃棒搅拌，使药品全部溶化。

（b）调pH  用1 mol/L NaOH溶液调pH至7.2。

（c）定容  将溶液倒入量筒中，补充水量至所需体积。

（d）加琼脂  加入所需量的琼脂，加热融化，补充失水。

（e）分装、加塞、包扎。

（f）高压蒸汽灭菌0.1 MPa灭菌20 min。

2、LB（Luria-Bertani）培养基的配制

（1）培养基成分

	胰蛋白胨
	10 g

	酵母提取物
	5 g

	NaCl
	10 g

	琼脂粉
	15~20 g

	蒸馏水
	1000 mL

	pH
	7.0


（2）配制方法

（a）称量  分别称取所需量的胰蛋白胨、酵母提取物和NaCl，置于烧杯中。

（b）溶化  加入所需水量2/3的蒸馏水于烧杯中，用玻璃棒搅拌，使药品全部溶化。

（c）调pH  用1 mol/L NaOH溶液调pH至7.0。

（d）定容  将溶液倒入量筒中，加水至所需体积。

（e）加琼脂  加入所需量的琼脂，加热融化，补足失水。

（f）分装、加塞、包扎。

（g）高压蒸汽灭菌0.1 MPa灭菌20 min。

3、高氏一号培养基的配制

（1）培养基成分

	可溶性淀粉
	20 g

	KNO3
	1 g

	K2HPO4•3H2O
	0.5 g

	NaCl
	0.5 g

	MgSO4•7H2O
	0.5 g

	FeSO4•7H2O
	0.01 g

	琼脂粉
	15~20 g

	蒸馏水
	1000 mL

	pH
	7.2~ 7.4 


（2）配制方法

（a）称量及溶化  量取所需水量的2/3左右加入到烧杯中，置于石棉网上加热至沸。称量可溶性淀粉，置于另一小烧杯中，加入少量冷水，将淀粉调成糊状，然后倒入上述装沸水的烧杯中，继续加热，使淀粉完全融化。分别称量KNO3、NaCl、K2HPO4和MgSO4，依次逐一加入水中溶解。按每100 mL培养基加入1 mL 0.1% FeSO4 溶液。

（b）调pH  用1 mol/L NaOH溶液调pH至7.4。

（c）定容  将溶液倒入量筒中，加水至所需体积。

（d）加琼脂  加入所需量的琼脂，加热融化，补足失水。

（e）分装、加塞、包扎。

（f）高压蒸汽灭菌0.1 MPa灭菌20 min。

（五）实验报告

1、结果

分析你所配制培养基的碳源、氮源、能源、无机盐及维生素的来源。

2、思考题

（1）培养细菌和放线菌一般分别常用什么培养基？

（2）何谓半合成培养基？何谓合成培养基？

（3）配制高氏一号培养基时，可溶性淀粉需经什么处理后才能倒入沸水中？
三、酵母菌、霉菌常用培养基的配制

（一）目的要求

1、了解合成培养基、半合成培养基和天然培养基的配制原理。

2、学习和掌握麦芽汁培养基、马铃薯葡萄糖培养基、豆芽汁葡萄糖培养基和察氏培养基的配制方法。

（二）基本原理

麦芽汁培养基和马铃薯葡萄糖培养基被广泛用于培养酵母菌和霉菌。马铃薯葡萄糖培养基有时也可用于培养放线菌。豆芽汁葡萄糖培养基也是培养酵母菌及霉菌的一种优良培养基。察氏培养基主要用于培养霉菌观察形态用。麦芽汁培养基为天然培养基，马铃薯葡萄糖培养基和豆芽汁葡萄糖培养基二者均为半合成培养基，而察氏培养基则为合成培养基。培养基配方中出现的自然pH系指培养基不经酸、碱调节而自然呈现的pH。

（三）实验材料

1、药品  葡萄糖、蔗糖、NaNO3、K2HPO4、KCl、MgSO4•7H2O、FeSO4、琼脂。

2、仪器  天平、高压蒸汽灭菌锅。

3、玻璃器皿  吸管、试管、锥形瓶、烧杯、量筒、培养皿、玻璃漏斗等。

4、其它物品  药匙、pH试纸、称量纸、记号笔、棉花、纱布、线绳、牛皮纸、报纸、新鲜麦芽汁、黄豆芽、马铃薯等。

（四）实验内容

1、麦芽汁培养基的配制

（1）培养基成分

新鲜麦芽汁一般为10~15波林。

（2）配制方法

（a）用水将大麦或小麦洗净，用水浸泡10~12 h，置于15℃阴凉处发芽，上盖纱布，每日早、中、晚淋水一次，待麦芽伸长至麦粒的两倍时，让其停止发芽，晒干或烘干，研磨成麦芽粉，贮存备用。

（b）取一份麦芽粉加四份水，在65℃水浴锅中保温3~4 h，使其自行糖化，直至糖化完全（检查方法是取0.5 mL的糖化液，加2滴碘液，如无蓝色出现，即表示糖化完全）。

（c）糖化液用4~6层纱布过滤，滤液如仍浑浊，可用鸡蛋清澄清（用一个鸡蛋清，加水20 mL，调匀至生泡沫，倒入糖化液中，搅拌煮沸，再过滤）。

（d）用波美比重计检测糖化液中糖浓度，将滤液用水稀释到10~15波林，调pH至6.4。

（e）如配固体麦芽汁培养基时，加入2%琼脂，加热融化，补充失水。

（f）分装、加塞、包扎。

（g）高压蒸汽灭菌  0.1 MPa灭菌20 min。

2、马铃薯葡萄糖培养基的配制

（1）培养基成分

	马铃薯
	200 g

	葡萄糖
	20 g

	琼脂粉
	15~20 g

	水
	1000 mL

	自然pH
	


（2）配制方法

（a）配制20%马铃薯浸汁  取去皮马铃薯200 g，切成小块，加水1000 mL。煮沸半小时用纱布过滤，然后补足失水至所需体积。0.1 MPa灭菌20 min。即成20%马铃薯浸汁，贮存备用。

（b）配制时，按每100 mL马铃薯浸汁加入2 g葡萄糖，加热煮沸后加入2 g琼脂，继续加热融化并补足失水。

（c）分装、加塞、包扎。

（d）高压蒸汽灭菌  0.1 MPa灭菌20 min。

3、豆芽汁葡萄糖培养基的配制

（1）培养基成分

	黄豆芽
	100 g

	葡萄糖
	50 g

	琼脂粉
	15~20 g

	水
	1000 mL

	自然pH
	


（2）配制方法

（a）称新鲜黄豆芽10 g，置于烧杯中，再加入100 mL水，小火煮沸30 min，用纱布过滤，补足失水，即制成10%豆芽汁。

（b）配制时，按每100 mL 10%豆芽汁加入5 g葡萄糖，煮沸后加入2 g琼脂，继续加热融化，补足失水。

（c）分装、加塞、包扎。

（d）高压蒸汽灭菌  0.1 MPa灭菌20 min。

4、察氏（Czapck）培养基的配制

（1）培养基成分

	蔗糖
	30 g

	NaNO3
	3 g

	K2HPO4
	1 g

	KCl
	0.5 g

	MgSO4•7H2O
	0.5 g

	FeSO4
	0.01 g

	琼脂粉
	15~20 g

	蒸馏水
	1000 mL

	自然pH
	


（2）配制方法

（a）称量及溶化  量取所需水量的2/3左右加入到烧杯中，分别称取蔗糖、NaNO3、K2HPO4、KCl、MgSO4。依次逐一加入水中溶解。按每100 mL培养基加入1 mL 0.1%的FeSO4溶液。

（b）定容  待药品全部溶解后，将溶液倒入量筒中，加水至所需体积。

（c）加琼脂  加入所需量琼脂，加热融化，补足失水。

（d）分装、加塞、包扎。

（e）高压蒸汽灭菌  0.1 MPa灭菌20 min。

（五）实验报告

1、结果

记录你所配制培养基的名称及成分。

2、思考题

（1）麦芽汁培养基、马铃薯葡萄糖培养基、豆芽汁葡萄糖培养基、察氏培养基常用于培养哪类微生物？

（2）在配制麦芽汁培养基时，如何检查麦芽粉水溶液糖化是否完全？

（3）何谓培养基的自然pH？
实验十  土壤中细菌、放线菌、酵母菌及霉菌的分离与纯化

一、目的要求

1、学习、掌握细菌、放线菌、酵母菌和霉菌稀释分离、划线分离等技术。

2、学习从样品中分离、纯化出所需菌株。

3、学习并掌握平板倾注法和斜面接种技术，了解培养细菌、放线菌、酵母菌及霉菌四大类微生物的培养条件和培养时间。

4、学习平板菌落计数法。

二、基本原理

土壤是微生物生活的大本营，是寻找和发现有重要应用潜力的微生物的主要菌源。不同土样中各类微生物数量不同，一般土壤中细菌数量最多；其次为放线菌和霉菌。一般在较干燥、偏碱性、有机质丰富的土壤中放线菌数量较多；酵母菌在一般土壤中的数量较少，而在水果表皮、葡萄园、果园土中数量多些。本次实验从土壤中分离细菌、放线菌和霉菌；自面肥或酒曲或果园土分离酵母菌。

为了分离和确保获得某种微生物的单菌落，首先要考虑制备不同稀释度的菌悬液。各类菌的稀释度因菌源、采集样品时的季节、气温等条件而异。其次，应考虑各类微生物的不同特性，避免菌源中各类微生物的相互干扰。细菌或放线菌皆喜中性或微碱性环境，但细菌比放线菌生长快，分离放线菌时，一般在制备土壤稀释液时添加10％的酚或在分离培养基中加相应的抗生素以抑制细菌和霉菌（如加链霉素25～50 u/mL以抑制细菌；添加制霉菌素50 u/mL或多菌灵30 u/mL以抑制霉菌）。酵母菌和霉菌都喜酸性环境，一般酵母菌只能以糖为碳源，不能直接利用淀粉。酵母菌在pH5时生长极快，而细菌生长适宜的酸碱度为pH 7，所以分离酵母菌时只要选择好适宜的培养基和pH，可降低细菌增殖率，霉菌生长慢，也不干扰酵母菌分离。若分离霉菌，需降低细菌增殖率，一般培养基临用前需添加灭过菌的乳酸或链霉素。为了防止菌丝蔓延干扰菌落计数，分离霉菌时常在培养基中加入化学抑制剂。

要想获得某种微生物的纯培养，还需提供有利于该微生物生长繁殖的最适培养基及培养条件。微生物四大菌类的分离培养基、培养温度、培养时间见表10-1。

表10-1 不同微生物菌种的培养条件

	样品来源
	分离对象
	分离方法
	稀释度
	培养基名称
	培养温度

（℃）
	培养时间

（d）

	土样
	细菌
	稀释分离
	10-5，10-6，10-7
	肉膏蛋白胨
	30～37
	1~2

	土样
	放线菌
	稀释分离
	10-3，10-4，10-5
	高氏合成1号
	28
	5~7

	土样
	霉菌
	稀释分离
	10-2，10-3，10-4
	马 丁
	28～30
	3~5

	面肥（或土样）
	酵母菌
	稀释分离
	10-4，10-5，10-6
	豆芽汁葡萄糖
	28~30
	2~3

	细菌分离平板
	细菌单菌落
	划线分离
	
	肉膏蛋白胨
	30~37
	1~2


三、实验材料

（一）菌源

1、土样

选定采土地点后，铲去表土层2～3 cm，取3～10 cm深层土壤10 g，装入已灭过菌的牛皮纸带内，封好袋口，并记录取样地点、环境及日期。土样采集后应及时分离，凡不能立即分离的样品，应保存在低温、干燥条件下，尽量减少其中菌相的变化。

2、面肥

从中分离酵母菌。该材料也可用酒曲等替代。

（二）培养基

肉膏蛋白胨培养基、马丁培养基、高氏合成1号培养基、豆芽汁葡萄糖培养基（制平板和斜面）

（三）无菌水或无菌生理盐水

配制生理盐水，分装于250 mL锥形瓶，每瓶装99 mL（或95 mL为分离霉菌用），每瓶内装10粒玻璃珠。分装试管、每管装4.5 mL（每人5～7支）。

（四）其他物品

无菌培养皿、无菌移液管、无菌玻璃涂棒（刮刀）、称量纸、药勺、橡皮头、10％酚溶液。
四、实验内容

（一）稀释分离法

平板分离菌有倾注法和涂布法两种。本次实验分离细菌、放线菌、霉菌时采用倾注法，酵母菌分离采用涂布法。

1、细菌的分离

（1）制备土壤稀释液

称取土样1 g，在火焰旁加入到一个盛有99 mL并装有玻璃珠的无菌水或无菌生理盐水锥形瓶中，振荡10～20 min，使土样中菌体、芽孢或孢子均匀分散，制成10－2稀释度的土壤稀释液。然后按10倍稀释法进行稀释分离，以制备10－7稀释度为例，具体操作过程如下：取4.5 mL无菌水试管6支，按10－3…10－7顺序编号，放置试管架上。取无菌移液管一支，从移液管包装纸套中间撕口，将包装纸套分成上、下两段，去除上段包装纸套，在移液管上端管口装橡皮头，取出下段移液管纸套放置桌面，以右手拇指、食指、中指拿住移液管上端的橡皮头，将吸液端口及移液管外部表面迅速通过火焰2～3次，杀灭撕纸套时可能污染的杂菌，切忌不要用手指去触摸移液管吸液端口及外部。左手持锥形瓶底，以右手掌及小指、无名指夹住锥形瓶上棉塞，在火焰旁拔出棉塞（棉塞夹在手上，不能乱放在桌上），将1 mL移液管的吸液端伸进振荡混匀的锥形瓶土壤悬液底部，用手指轻按橡皮头，在锥形瓶内反复吹吸三次（吹吸时注意第二次液面要高于第一次吹吸的液面），然后准确吸取0.5 mL 10-2土壤稀释液。右手将棉塞插回锥形瓶上，左手放下锥形瓶，换持一支盛有4.5 mL无菌水试管，依前法在火焰旁拔除试管帽（或棉塞），将0.5 mL 10-2土壤稀释液注入4.5 mL无菌水试管内，制成10－3的土壤稀释液，将此移液管在试管内反复吹吸三次，然后取出移液管，并将其通过火焰再插入原来包装移液管的下段纸套内，以备再用。盖上试管帽，右手持10－3稀释液试管再左手敲打20～30次，混匀土壤稀释液。再从纸套取出原来的移液管，插入稀释液已混匀的试管内，再吹吸三次，然后准确吸出0.5 mL 10-3的稀释液，置于第二支装有4.5 mL无菌水试管中，制成10－4土壤稀释液。用同样方法制成10－5、10－6、10－7的土壤稀释液（为避免稀释过程误差，进行微生物计数时，最好每一个稀释度更换一支移液管）。最后用毕的移液管重新装入纸套内。待灭菌后，再洗刷或将用过的移液管放在废弃物筒中，用3％～5％来苏尔浸泡1h后再灭菌洗涤。

（2）倾注法分离

取无菌培养皿6～9个，分别于培养皿底面按稀释度编号。稀释完毕后，可用原来的移液管从菌液浓度最小的10-7土壤稀释液开始吸取1 mL稀释液，按无菌操作技术加到相应编号10-7的无菌培养皿内。再以相同方法分别吸取1 mL 10-6、10-5的土壤稀释液，各加到相应编号为10-5、10-6的无菌培养皿内。将已灭菌的肉膏蛋白胨固体培养基融化，待冷却至45～50℃左右，分别倾入到已盛有10-5、10-6、10-7土壤稀释液的无菌培养皿内。注意：温度过高易将菌烫死，皿盖上冷凝水太多，也会影响分离效果；低于45℃培养基易凝固，平板易出现凝块、高低不平。倾倒培养基时注意无菌操作，要在火焰旁进行。左手拿培养皿，右手拿锥形瓶底部，左手同时用小指和手掌将棉塞拔开，灼烧瓶口，用左手大拇指将培养皿盖打开一缝，至瓶口正好伸入，倾入培养基约12～15 mL，将培养皿在桌面上轻轻前后左右转动，使稀释的菌悬液与融化的琼脂培养基混合均匀，混匀后静置桌上。整个操作过程见图10-1，10-2。
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（3）培养

待平板完全冷凝后，将平板倒置在30℃恒温箱中，培养24～48 h观察结果。

2、放线菌的分离

（1）制备土壤稀释液

称取土样1 g，加入到一个盛有99 mL并装有玻璃珠的无菌水或无菌生理盐水锥形瓶中，并加入10滴10％的酚溶液（抑制细菌生长），有时也可不加酚。振荡后静置5 min，即成10-2土壤稀释液。

（2）倾注法分离

按前法将土壤稀释液分别稀释为10-3、10-4、10-5三个稀释度，然后用无菌移液管依次分别吸取1 mL 10-5、10-4、10-3土壤稀释液于相应编号的无菌培养皿内，用高氏合成1号培养基依前法倾倒平板，每个稀释度做2～3个平行皿。

（3）培养

冷凝后，将平板倒置于28℃恒温箱中，培养5～7 d观察结果。

3、霉菌的分离

（1）制备土壤稀释液

称取土样5 g，加入到一个盛有95 mL无菌水或无菌生理盐水并装有玻璃珠的锥形瓶中，振荡10 min，即成10-2土壤稀释液。

（2）倾注法分离

按前法将土壤稀释液再稀释为10-3、10-4土壤稀释液。然后用无菌移液管分别吸取1 mL 10-4、10-3、10-2土壤稀释液于相应编号的无菌培养皿内。采用马丁培养基倾倒平板，为了抑制细菌生长和降低菌丝蔓延速度，马丁培养基临用前需无菌加入孟加拉红、链霉素和去氧胆酸钠。每个稀释度做2～3个平行皿。

（3）培养

冷凝后，将平板倒置于28℃恒温箱中，培养3～5 d观察结果。

4、酵母菌的分离

（1）制备土壤稀释液

称取面肥1 g，加入到一个盛有99 mL无菌水或无菌生理盐水并装有玻璃珠的锥形瓶中，面肥发黏，用接种铲在锥形瓶内壁磨碎后移入无菌水或生理盐水内，振荡20 min，即成10－2的面肥稀释液。若选用果园土样，也依前法称取1 g土样，制成10－2的土壤稀释液。

（2）涂布法分离

依前法向无菌培养中倾倒已融化并冷却至45~50℃的豆芽汁葡萄糖培养基，待平板冷凝后，用无菌移液管分别吸取上述10-6、10-5、10-4三个稀释度菌悬液0.1 mL，依次滴加于相应编号已制备好的豆芽汁葡萄糖培养基平板上，右手持无菌玻璃涂棒，左手拿培养皿，并用拇指将皿盖打开一缝，在火焰旁右手持玻璃涂棒于培养皿平板表面将菌液自平板中央均匀向四周涂布扩散，切忌用力过锰将菌液直接推向平板边缘或将培养基划破（图10-3）。
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（3）培养

接种后，将平板倒置于30℃恒温箱中，培养2~3d观察结果。

（二）划线分离法

菌种被其他杂菌污染时或混合菌悬液常用划线法进行纯种分离。此法是借助将有混合菌悬液的接种环在平板表面多方向连续划线，使混杂的微生物细胞在平板表面分散，经培养得到分散成由单个微生物细胞繁殖而成的菌落，从而达到纯化目的。平板制作方法如前所述。但划线分离的培养基必须事先倾倒好，需充分冷凝待平板稍干后方可使用；为便于划线，一般培养基不宜太薄，每皿约倾倒20mL培养基，培养基应厚薄均匀，平板表面光滑。划线分离主要有连续划线法和分区划线法两种。连续划线法是从平板边缘一点开始，连续作波浪式划线直到平板的另一端为止，当中不需灼烧接种环上的菌（图10-4A）；另一种是将平板分四区，故又称四分区划线法。划线时每次将平板转动60~70℃划线（见图10-4B），每换一次角度，应将接种环上的菌烧死后，再通过上次划线处划线。

1、连续划线法
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以无菌操作用接种环直接取平板上待分离纯化的菌落（参见附录微生物的接种技术）。将菌种点种在平板边缘一处，取出接种环，烧去多余菌体。将接种环再次通过稍打开盖的缝隙伸入平板，在平板边缘空白处接触一下使接种环冷凉，然后从接种有菌的部位在平板上自左向轻轻划线，划线时平板面与接种环面成30~40o，以手腕力量在平板表面轻巧动划线，接种环不要嵌入培养基内划破培养基，线条要平行密集，充分利用平板表面积，注意忽使前后两条线重叠（图10-4A，10-5）。划线完毕，关上皿盖。灼烧接种环，待冷凉后放置接种架上。培养皿倒置于适温的恒温箱内培养（以免培养过程盖冷凝水滴下，冲散已分离的菌落）。培养后在划线平板上观察沿划线处长出的菌落形态，涂片镜检为纯种后再接种斜面。

2、分区划线法（四分区划线法，图10-4B）

取菌、接种、培养方法与“连续划线法”相似。分区划线法划线分离时平板分4个区，故又称四分区划线法。其中第4区是单菌落的主要分布区，故其划线面积应最大。为防止第4区内划线与1、2、3区线条相接触，应使4区线条与1区划条相平行，这样区与区间线条夹角最好保持120o左右。先将接种环沾取少量菌在平板1区划3~5条平行线，取出接种环，左手关上盖，将平板转动60~70°，右手把接种环上多出的菌体烧死，将烧红的接种环在平板边缘冷却，再按以上方法以1区划线的菌体为菌源，由1区向2区作第2次平行划线。第2次划线完毕，同时再把平转动约60~70°，同样依次在3、4区划线。划线完毕，灼烧接种环，盖上盖，同上法培养，在划线区观察单菌落。

本次实验在分离细菌的平板上选取单菌落，于肉膏蛋白胨平板上再次划线分离，使菌进一步纯化。划线接种后的平板，倒置于30℃恒温箱中培养24 h后观察结果。

（三）微生物菌落计数（平板菌落计数法）

含菌样品的微生物经稀释分离培养后，每一个活菌细胞可以在平板上繁殖形成一个肉眼可见的菌落。故可根据平板上菌落的数目，推算出每克含菌样品中所含的活菌总数。
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一般由三个稀释度计算出的每克含菌样品中的总活菌数和同一稀释度出现的总活菌数均应很接近，不同稀释度平板上出现的菌落数应呈规律性地减少。如相差较大，表示操作不精确。通常以第二个稀释度的平板上出现50个左右菌落为好。也可用菌落计数器计数。

（四）平板菌落形态及个体形态观察

从不同平板上选择不同类型菌落用肉眼观察，区分细菌、放线菌、酵母菌和霉菌的菌落形态特征。并用接种环挑菌，视其与基质结合紧密程度。再用接种环取不同菌落制片，在显微镜下进行个体形态观察。将所分离的含菌样品中明显不同的各类菌株的主要菌落特征和细胞形态记录于表7-2。

（五）分离纯化菌株转接斜面（斜面接种）

在分离细菌、放线菌、酵母菌和霉菌的不同平板上选择分离效果较好，认为已经纯化的菌落各挑一个用接种环接种斜面（接种技术见附录）。

将细菌接种于肉膏蛋白胨斜面，放线菌接种于高氏1号斜面，酵母菌和霉菌接种于豆芽汁葡萄糖面上。

贴好标签，在各自适宜的温度下培养，培养后观察是否为纯种，记录斜面培养条件及菌苔特征于表7-3。置冰箱保藏。

五、实验报告内容

（一）结果

1、简述分离微生物纯种的原则及列出分离操作过程的关键无菌操作技术。

2、记录微生物四大类菌的分离方法培养条件于表7-2。

表7-2 微生物四大类菌的分离方法及培养条件

	分离对象
	样品来源
	分离方法
	稀释度
	培养基
	培养温度
	培养时间

	细  菌
	土  壤
	
	
	
	
	

	放线菌
	土  壤
	
	
	
	
	

	霉  菌
	土  壤
	
	
	
	
	

	酵母菌
	果园土或面肥
	
	
	
	
	


3、将你所分离的微生物平板菌落计数结果填入表7-3中。

表7-3 平均每克样品所含微生物数

	皿
	每皿长出菌落数
	每克样品所含菌数

	
	10（- ）
	10（- ）
	10（- ）
	10（- ）
	10（- ）
	10（- ）

	第1皿
	
	
	
	
	
	

	第2皿
	
	
	
	
	
	

	第3皿
	
	
	
	
	
	

	均  值
	
	


4、将你所分离样品中单菌落菌株的菌落培养特征与镜检形态记录于表7-4。

表7-4含菌样品中分离的菌株特征记录

                                      分离日期：        地点：          

	菌株编号
	分离培养基
	菌落特征
	镜检形态

	
	
	
	


5、记录斜面培养条件下及菌苔特征（包括纯化结果）于表7-5。

表7-5 微生物四大类菌的斜面培养条件及菌苔特征

	微生物
	培养基名称
	培养温度
	培养时间
	菌苔特征
	纯化程度

	细  菌

放线菌

酵母菌

霉  菌
	
	
	
	
	


6、请设计分离筛选下列微生物菌种的试验方案（任选一种）。

（1）酸奶中乳酸菌的分离、纯化。

（2）土壤中链霉素产生菌的分离、纯化。

（3）啤酒泥或酒曲发酵窖泥中酵母菌分离、纯化。

（4）甜酒药曲或酿酒种曲中霉菌的分离、纯化。

提示：包括采样、稀释液制备、培养基名称、培养温度、培养时、分离纯化方法等。

（二）思考题

1、稀释分离时，为什么要将已融化的琼脂培养基中冷却到45～50℃ 左右才能倾入到装有菌液的培养皿内？

2、为什么对细菌、放线菌和霉菌的稀释分离采用倾注法而对酵母菌的稀释分离采用涂布法？

3、划线分离时为什么每次都要将接种环上多余菌体烧掉？划线时为何不能重叠？

4、在恒温箱中培养微生物时为何培养皿均需倒置？

5、分离某类微生物时培养皿中出现其他类微生物，请说明原因？应该如何进一步分离和纯化？经过一次分离的菌种是否皆为纯种？若不纯，应采用哪种分离方法最合适？

6、根据哪些菌落特征可区分细菌、放线菌、酵母菌与霉菌？它们的细胞结构表现在菌落开设态上有什么联系？

实验十一  环境因素对生物生长的影响
一、目的要求

了解某些物理因素、化学因素和生物因素对生物生长的影响及细菌芽孢对不良环境的抵抗能力。

二、基本原理

环境因素（包括物理因素、化学因素和生物因素），如温度、渗透压、紫外线、pH、氧气、某些化学药品及拮抗菌等对微生物的生长繁殖、生理生化过程产生影响。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。但是某些微生物产生的芽孢，对恶劣的环境条件有较强的抵抗能力。我们可能通过控制环境条件，使有害微生物的生长繁殖受到抑制，甚至被杀死，而使有益微生物得到发展。
三、实验材料

1、菌种    大肠杆菌、桔草芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌、粘质沙雷氏菌、丙酮-丁醇梭菌、酿酒酵母菌、青霉菌、灰色链霉菌、大肠杆菌B株和T4噬菌体。

2、培养基    肉膏蛋白胨培养基、葡萄糖蛋白胨培养基、豆芽汁葡萄培养基、察氏培养基。

3、其他物品    培养皿、无菌圆滤纸片、镊子、无菌水、无菌滴管、水浴、紫外线灯、黑纸。

4、药品    土霉素、新洁尔灭、复方新诺明、汞溴红（红药水）、结晶紫液（紫药水）
四、实验内容

（一）物理因素对微生物生长的影响

1、微生物生长的最适温度

不同的微生物生长繁殖所要求的最适温度不同，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中温菌。

（1）取8支装灭过菌的肉膏蛋白胨培养液试管，每管装5mL，分别标明20℃、28℃、37℃和45℃四种温度，每种温度2管。

（2）向每管接入培养18～20h的大肠杆菌液0.1 mL，混匀。

（3）取8支装灭过菌的豆芽汁葡萄糖培养液试管，每管装5mL，分别标明20℃、28℃、37℃和45℃四种温度，每种温度2管。

（4）向每管接入培养18～20 h的酿酒酵母菌液0.1 mL，混匀。

（5）将上述各管分别按不同温度进行振荡培养24 h观察结果。根据菌液的混浊度判断大肠杆菌和酿酒酵母菌生长繁殖的最适温度。

2、微生物对高温的抵抗能力

不同的微生物对高温的抵抗力不同，芽孢杆菌的芽孢对高温有较强的抵抗能力。

（1）向培养48 h的枯草芽孢杆菌和大肠杆菌斜面，各加入无菌生理盐水4 mL，用接种环轻轻刮下菌苔制成菌悬液，混匀。

（2）取8支装有灭过菌的肉膏蛋白胨培养液试管，每管装5mL培养液，按顺序1至8编号。

（3）单号（1、3、5、7）培养液管中各接入大肠杆菌菌液0.1 mL（或2滴），双号（2、4、6、8）培养液管中各接入枯草芽孢杆菌菌液0.1 mL（或2滴），混匀。

（4）将8支已接种的培养液管同时放入100℃水浴中，10 min后取出1至4号管，再过10 min后，取出5至8号管，各管取出后立即用冷水或冰浴冷却。

（5）将各管置于37℃温箱中培养24 h后，观察和记录生长情况，以“-”表示不生长，“+”表示生长，并以“+”，“++”，“+++”表示不同生长量。

3、不同温度对粘质沙雷氏杆菌色素形成的影响

粘质沙雷氏菌在25℃下培养，能产生一种深红色的灵杆菌素，但在37℃下培养则不能产生，若由37℃回到25℃培养，产色素的能力得以重新恢复。

（1）从粘质沙雷氏杆菌斜面上取少许菌苔至盛有约4 mL无菌生理盐水中，制成菌悬液。

（2）用接种环取少许菌悬液，分别在两个肉膏蛋白胨平板上划线接种（要获得单个菌落）。

（3）将一个平板置25℃，另一平板置37℃温箱中培养48 h，观察不同培养温度下，菌落产生色素的情况。

（4）从在37℃培养的平板上不产生粉红色素或产生色素不明显的菌落，取菌少许，再划线接种新鲜肉膏蛋白胨平板，仍置25℃下培养，观察能否再产生色素。

4、渗透压对微生物的影响

（1）大肠杆菌和酿酒酵母菌适温振荡培养18～20 h。

（2）以察氏培养基为基础，把其含糖量分别为2%、10%、20%、40%配制培养液，每种糖量2管，每管装5 mL，灭菌后，各取一管分别接入大肠杆菌菌液0.1 mL（或2滴），另各一管分别接入酿酒酵母菌0.1 mL（或2滴）（注：接种大肠杆菌的各管调pH 7.0～7.2）。

（3）以肉膏蛋白胨培养基为基础，把其NaCl含量分别为1%、10%、20%、40%配制培养，每种NaCl量2管，每管装5 mL，灭菌后，各取一管分另接入大肠杆菌菌液0.1 mL（或2滴）另各一管分别接入酿酒酵母菌液0.1 mL（或2滴）（注：接种酿酒酵母菌的各管调pH 6.4～6.5）。

（4）将接种大肠杆菌和各管置37℃温箱中培养24 h后观察结果；接种酿酒酵母菌的各管置28℃培养24 h观察结果，以“-”表示不生长，“+”表示生长，并以“+”，“++”，“+++”表示不同生长量记录结果。

5、紫外线对微生物的影响

紫外线主要作用于细胞内的DNA，使同一条链DNA相邻嘧啶间形成胸腺嘧啶二聚体，引起双链结构扭曲变形，阻碍碱基正常配对，从而抑制DNA的复制，轻则使微生物发生突变；重则造成微生物死亡。紫外线照射的剂量与所用紫外光灯的功率（瓦数）、照射距离和照射时间有关。当紫外光灯和照射距离固定，照射的时间越长则照射的剂量越高。紫外线透过物质的能力弱，一层黑纸足以挡住紫外线的通过。本实验是验证紫外线的杀菌作用及不同微生物对紫外线的抵抗能力。

（1）取肉膏蛋白胨培养基平板3个，分别标明大肠杆菌、枯草芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌等试验菌的名称。

（2）分别用无菌移液管取培养18～20 h的大肠杆菌、枯草芽孢杆菌和金黄色葡萄球菌菌液0.1 mL（或2滴），加在相应的平板上，再用无菌涂棒涂布均匀，然后用无菌黑纸遮盖部分平板。

（3）紫外灯预热10～15 min后，把盖有黑纸的平板置紫外灯下，打开培养皿盖，紫外线照射20 min（照射的剂量以平板没有被黑纸遮盖的部位，有少量菌落出现为宜），取去黑纸，盖上皿盖。

（4）37℃培养24 h后观察结果，比较并记录三种菌对紫外线的抵抗能力（图11-1）。
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6、氧气对微生物生长的影响

根据微生物对氧气的需求，把微生物分为好氧菌、厌氧菌和兼性好氧菌。在半固体培养基管中，穿刺接种对氧需求不同的细菌。适温培养后，好氧菌生长在培养基的表面，厌氧菌生长在培养基管的基部，兼性好氧菌，按其兼性好氧的程度，生长在培养基的不同深度（图11-2）。

（1）取肉膏蛋白胨半固体培养基试管6支。

（2）用穿刺接种法分别接种枯草芽孢杆菌、大肠杆菌和丙酮-丁醇梭菌，每种菌接种2支培养基试管。

（3）37℃恒温培养48h后观察结果，注意各菌在培养基中生长的部位。

将上列各种物理因素对微生物生长的影响记录于表11-1。

（二）不同药物的杀菌试验

（1）取培养18～20 h的大肠杆菌、枯草芽孢杆菌和金黄色葡萄球斜面各1支，分别加入4 mL无菌水，用接种环将菌苔轻轻刮下、振荡，制成均匀的菌悬液。

（2）取3个无菌培养皿，每试验菌一皿，在皿底写明菌名及测试药品名称（图11-3）。
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（3）分别用无菌滴管加4滴（或0.2 mL）菌液于相应的无菌培养皿中。

（4）将融化并冷却至45～50℃的肉膏蛋白东培养基倾入皿中约15 mL，迅速与菌液混匀，冷凝，制成含菌平板。

（5）用镊子取分别浸泡在土霉素、复方新诺明、新洁尔灭、红汞和结晶紫药品溶液中的圆滤纸片各一张，置于同一含菌平板上。

（6）将平板倒置于37℃温箱中，培养24 h后观察结果，测量并记录抑菌圈的直径。根据其直径的大小，可初步确定测试药品的抑菌效能。

（三）不同pH对微生物生长的影响

（1）配制肉膏蛋白胨液体培养基，分别调pH至3、5、7、9和11，每种3管，每管盛培养液5 mL，灭菌备用。

（2）取培养18～20 h的大肠杆菌斜面1支，加入无菌水4 mL，制成菌悬液。

（3）每管肉膏蛋白胨液体培养基中接种大肠杆菌液1滴（或0.1 mL），摇匀，置37℃温箱中培养。

（4）配制豆芽汁葡萄糖液体培养基，分别调pH至3、5、7、9和11，每种pH 3管，每管盛培养液5 mL，灭菌备用。

（5）按上法制成酿酒酵母菌悬液，每管接种1滴（0.1 mL）。摇匀，置28℃温箱中培养。

（6）培养24 h后观察结果，根据菌液的混浊程度判定微生物在不同pH生长情况。

（四）生物因素对微生物生长的影响

有些生物能产生抗生素，它们的抗菌机制不同：有些干扰微生物细胞膜的功能，有些阻碍细胞壁合成，有些影响蛋白质或核酸合成。不同的抗生素作用的微生物不同，测定某一抗生素的抗菌范围，称抗菌谱试验。本试验是检验产黄青霉菌产生的青霉素和灰色链霉菌产生的链霉素对不同微生物的作用。

多数烈性噬菌体对敏感菌有裂解作用，且噬菌体寄主范围有专一性。本试验通过噬菌体裂解敏感菌形成噬菌斑，以验证噬菌体对寄主的专一性。

1、微生物间的拮抗作用——抗生素的抗菌谱试验

（1）取无菌培养皿2个，倾入豆芽汁葡萄糖琼脂培养基，制成平板。

（2）用接种环取产黄青霉的孢子，置少量（约1 mL）无菌水中，制成孢子悬液。取孢子悬液一环在平板一侧划一直线，置28℃培养3～4 d，使形成菌苔及产生青霉素。

（3）用接种环分别培养18～24 h的大肠杆菌、枯草芽孢杆菌和金黄色葡萄球菌，从产黄青霉菌苔边缘（注意不要接触菌苔）向外划一直线接种，使呈三条平行线（图11-4）。

（4）用马铃薯葡萄糖琼脂培养基倒2个平板，同上述方法接种灰色链霉菌，适温培养5～6 d，然后接种大肠杆菌、枯草芽孢杆菌及金黄色葡萄球菌。

（5）把平板置37℃培养24 h后观察结果。
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2、噬菌体对敏感菌的裂解作用

（1）取无菌培养皿2个，倒入已灭菌并融化冷却至约50℃的肉膏蛋白胨培养基，制成平板。

（2）用蜡笔在培养皿背面画4个直径约2 cm的圆圈，并注明1、2、3、4。

（3）用接种环取大肠杆菌B株菌液，轻涂在平板上的1、2两个圆圈内。取金黄色葡萄球菌菌液涂在3、4两个圆圈内。

（4）再用接种环取T4噬菌体液，涂于1、3两个圆圈内，2和4作对照（图11-5）。

（5）把平板置37℃，培养24h后观察结果。

五、实验报告内容
（一）结果

1、根据实验结果，将不同物理因素对微生物生长的影响记录于表11-1。

表11-1  不同物理因素对微生物生长的影响

	不同因素
	测试微生物
	处理方式和结果

	温度
	最适生长温度（℃）
	大肠杆菌

酿酒酵母
	20    80    37    45

	
	
	
	

	
	抗高温能力*
	大肠杆菌

枯草芽孢杆菌
	100℃，10 min   100℃，20 min

	
	
	
	

	
	温度与色素生成（℃）
	粘质沙雷氏菌
	25→37           37→25

	
	
	
	

	渗透压
	不同糖浓度（%）
	大肠杆菌

酿酒酵母 
	2     10    20      40

	
	
	
	

	
	不同盐浓度（%）
	大肠杆菌

酿酒酵母
	1     10    20      40

	
	
	
	

	紫外线*
	大肠杆菌

枯草芽孢杆菌

金黄色葡萄球菌
	距离3 cm，功率20 w，照射20 min

	
	
	

	氧
	大肠杆菌

枯草芽孢杆菌

丙酮丁醇梭菌
	空刺接种后的生长部位

	
	
	


*抗高温能力以温度和时间表示；紫外线以紫外灯的功率及照射的时间和菌种与紫外灯的距离表示。
2、将不同药物对微生物生长的影响记录于表11-2。

表11-2 不同药物对微生物生长的影响

	试验药品
	大肠杆菌
	枯草芽孢杆菌
	金黄色葡萄球菌

	复方新诺明

新洁尔灭

土霉素

红  汞

结晶紫
	
	
	


3、将不同pH对微生物生长的影响记录于表11-3。

表11-3 不同pH对微生物生长的影响

	试验药品
	pH 3
	pH 5
	pH 7
	pH 9
	pH 11

	大肠杆菌

酿酒酵母
	
	
	
	
	


4、绘图表示产黄青霉菌和灰色链霉菌的抑菌作用。

5、记录噬菌体对敏感菌裂解作用的试验结果，并讨论实验结果出现的原因。

（二）思考题

1、上述多个试验中，为何选用大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和枯草芽孢菌作为试验菌？

2、说明青霉素和链霉素的作用原理。

3、通过实验说明芽孢的存在对消毒灭菌有什么影响？

4、举例说明生活中利用渗透压抑制微生物生长的方法和原理。

实验十二  细菌生化实验
在所有生活细胞中存在的化学反应称之为代谢。代谢过程主要是酶促反应过程。酶是蛋白质。现在发现除了蛋白质外，某些核酸也具有催化活性，如ribozyme。具有酶功能的蛋白质多数在细胞内，称为胞内酶（endoenzymes）。许多细菌产生胞外酶（exoenzymes），这些酶从细胞中释放出来以催化细胞外的化学反应。各种微生物在代谢类型上表现了很大的差异，如表现在对大分子糖类和蛋白质分解能力，以及分解代谢的最终产物的不同，反映出它们具有不同的酶系。

微生物生理生化反应的多样性在自然界产生了两种结果：第一是使自然界的有机分子都有可能得到分解；第二是使不同微生物之间有了互相作用和互相依赖的基础。例如，一种微生物能利用另一种微生物所分解的产物，或者一种微生物的产物可抑制或杀死另一种微生物。所以微生物的生理生化反应也被作为细菌鉴定和分类的内容。

在这部分中，是通过细菌对大分子物质的水解、糖发酵试验、鉴定肠道菌的不同生化反应等几个试验，来证明不同细菌生化功能的多样性。

此外，为了使利用生理生化反应鉴定微生物的工作更准确、简便。迅速和微量化，自70年代以来，国际上已出现了商品化的API-20、Enterotube等鉴定系统，国内也已研制成功。
一、大分子物质的水解试验

（一）目的要求

1、证明不同微生物对各种有机大分子的水解能力不同，从而说明不同微生物有着不同的酶系统。

2、掌握进行微生物大分子水解试验的原理和方法。

（二）基本原理

微生物对大分子的淀粉、蛋白质和脂肪不能直接利用，必须靠产生的胞外酶将大分子物质分解后才能被微生物吸收利用。胞外酶主要为水解酶，通过加水裂解大的物质为较小的化合物，使其能被运输至细胞内。如淀粉酶水解淀粉为小分子的糊精、双糖和单糖；脂肪酶水解脂肪为甘油和脂肪酸；蛋白质水解蛋白质为氨基酸等。这些过程均可通过观察细菌菌落周围的物质变化来证实：淀粉遇碘液会产生蓝色，但细菌水解淀粉的区域，用碘测定不再产生蓝色，表明细菌产生淀粉酶。脂肪水解后产生脂肪酸可改变培养基的pH，使pH降低，加入培养基的中性红指示剂会使培养基从淡红色变为深红色，说明胞外存在着脂肪酶。

微生物可以利用各种蛋白质作为氮源外，当缺乏糖类物质时，亦可用它们作为碳源和能源。明胶是由胶原蛋白经水解产生的蛋白质，在25℃以下可维持凝胶状态，以固体形式存在。而在25℃以上明胶就会液化。有些微生物可产生一种称作明胶酶的胞外酶，水解这种蛋白质，而使明胶液化，甚至在4℃仍能保持液化状态。

还有些微生物能水解牛奶中的蛋白质酪素，酪素的水解可用石蕊牛奶来检测。石蕊培养基由脱脂牛奶和石蕊组成，是混浊的蓝色。酪素水解成氨基酸和肽后，培养基就会变得透明。石蕊牛奶液常被用来检测乳糖发酵，因为在酸存在下，石蕊会转变为粉红色，而过量的酸可引起牛奶的固化（凝乳形成）。氨基酸的分解会引起碱性反应，使石蕊变为紫色。此外，某些细菌能还原石蕊，使试管底部变为白色。

尿素是由大多数哺乳动物消化蛋白质后被分泌在尿中的废物。尿素酶能分解尿素释放出氨，这是一个分辨细菌很有用的诊断实验。尽管许多微生物都可以产生尿素酶，但它们利用尿素的速度比变形杆菌属（Proteus）的细菌要慢，因此尿素酶试验被用来从其他非发酵乳糖的肠道微生物中快速区分这个属的成员。尿素琼脂含有蛋白胨，葡萄糖，尿素和酚红。酚红在pH 6.8时为黄色，而在培养过程中，产生尿素酶的细菌将分解尿素产生氨，使培养基的pH升高，在pH升至8.4时，指示剂就转变为深粉红色。

（三）实验材料

1、菌种   枯草芽孢杆菌，大肠杆菌，金黄色葡萄球菌，铜绿假单胞菌（Pseudomonas aeruginosa），普通变形杆菌（Proteus vularis）。

2、培养基   固体油脂培养基，固体淀粉培养基，明胶培养基试管，石蕊牛奶试管，尿素琼脂试管。

3、溶液或试剂  革兰氏染色用卢氏碘液（Lugol’s iodine solution）。

4、仪器或其他用具  无菌平板，无菌试管，接种环，接种针，试管架。

（四）操作步骤

1、淀粉水解试验

(1) 将固体淀粉培养基溶化后冷却至50℃左右，无菌操作制成平板。

(2) 用记号笔在平板底部划成四部分。

(3) 将枯草芽孢杆菌，大肠杆菌，金黄色葡萄球菌，铜绿假单胞菌分别
在不同的部分划线接种，在平板的反面分别在四部分写上菌名（见图12-1）。

(4) 将平板倒置在37℃温箱中培养24 h。

(5) 观察各种细菌的生长情况，将平板打开盖子，滴入少量Lugol’s碘液于平皿中，轻轻旋转平板，使碘液均匀铺满整个平板。

如菌苔周围出现无色透明圈，说明淀粉已水解，为阳性。透明圈的大小可初步判断该菌水解淀粉能力的强弱，即产生胞外淀粉酶活力的高低。

2、油脂水解试验

(1) 将溶化的固体油脂培养基冷却至50℃左右时，充分摇荡，使油脂均匀分布。无菌操作倒入平板，待凝。

(2) 用记号笔在平板底部划成四部分，分别标上菌名。

(3) 将枯草芽孢杆菌，大肠杆菌，金黄色葡萄球菌，铜绿假单胞菌分别用无菌操作划十字接种于平板的相对部分的中心（见图12-2）。
(4) 将平板倒置，于37℃温箱中培养24 h。

(5) 取出平板，观察菌苔颜色，如出现红色斑点，说明脂肪水解，为阳性反应。
3、明胶水解试验

(1) 取三支明胶培养基试管，用记号笔标明各试管欲接种的菌名。

(2) 用接种针分别穿刺接种枯草芽孢杆菌，大肠杆菌，金黄色葡萄球菌。

(3) 将接种后的试管置20℃中，培养2～5 d。

(4) 观察明胶液化情况（图12－3）。

4、石蕊牛奶试验

(1) 取两支石蕊牛奶培养基试管，用记号笔标明各管欲接种的菌名。

(2) 分别接种普通变形杆菌和金黄色葡萄球菌。

(3) 将接种后的试管置35℃中，培养24～48 h。

(4) 观察培养基颜色变化。石蕊在酸性条件下为粉红色，碱性条件下为紫色，而被还原时为白色。

5、尿素试验

(1) 取两支尿素培养基斜面试管，用记号笔标明各管欲接种的菌名。

(2) 分别接种普通变形杆菌和金黄色葡萄球菌。

(3) 将接种后的试管置35℃中，培养24～48 h。

(4) 观察培养基颜色变化。尿素酶存在时为红色，无尿素酶时应为黄色。

（五）实验报告

1、结果

将结果填入下表。“＋”表示阳性，“－”表示阴性。

	菌   名
	淀粉水解试验
	脂肪水解试验
	明胶液化试验
	石蕊牛奶试验
	尿素试验

	枯草芽孢杆菌
	
	
	
	
	

	大肠杆菌
	
	
	
	
	

	金黄色葡萄球菌
	
	
	
	
	

	铜绿假单胞菌
	
	
	
	
	

	普通变形杆菌
	
	
	
	
	


2、思考题

（1） 你怎样解释淀粉酶是胞外酶而非胞内酶？

（2） 不利用碘液，你怎样证明淀粉水解的存在？

（3） 接种后的明胶试管可以在35℃培养，在培养后你必须做什么才能证明水解的存在？

（4） 为什么尿素试验可用于鉴定Proteus细菌？

二、糖发酵实验

（一）目的要求

1、了解糖发酵的原理和在肠道细菌鉴定中的重要作用。

2、掌握通过糖发酵鉴别不同微生物的方法。

（二）基本原理

糖发酵实验是常用的鉴别微生物生化反应，在肠道细菌的鉴定上尤为重要。绝大多数细菌都能利用糖类作为碳源和能源，但是它们在分解糖类物质的能力上有很大差异。有些细菌能分解某种糖产生有机酸（如乳酸、醋酸、丙酸等）和气体（如氢气、甲烷、二氧化碳等）；有些细菌只产酸不产气。例如大肠杆菌能分解乳糖和葡萄糖产酸并产气；伤寒杆菌分解葡萄糖产酸不产气，不能分解乳糖；普通变形杆菌分解葡萄糖产酸产气，不能分解乳糖。发酵培养基含有蛋白胨，指示剂（溴甲酚紫），倒置的德汉氏小管和不同的糖类。当发酵产酸时，溴甲酚紫指示剂可由紫色（pH 6.8）变为黄色（pH 5.2）。气体的产生可由倒置的德汉氏小管中有无气泡来证明。如图12-4。
（三）实验材料

1、菌种  大肠杆菌，普通变形杆菌斜面各一支。

2、培养基  葡萄糖发酵培养基试管和乳糖发酵培养基试管各3支，普通变形杆菌（内装有倒置的德汉氏小管）

3、仪器或其它用具  试管架，接种环等。

（四）操作步骤

1、用记号笔在各试管外壁上分别标明发酵培养基名称和所接种的细菌菌名称。

2、取葡萄糖发酵培养基试管3支，分别接入大肠杆菌，普通变形杆菌，第三支不接种，作为对照。另取乳糖发酵培养基试管3支，同样分别接入大肠杆菌，普通变形杆菌，第三支不接种，作为对照。

在接种后，轻轻摇动试管，使其均匀，防止倒置的小管进入气泡。

3、将接种过和作对照的6支试管均置37℃培养24-28 h。

4、观察各试管颜色变化及德汉氏小管中有无气泡。

（五）实验报告

1、结果

将结果填入下表。“+”表示产酸或产气，“－”表示不产酸或不产气。

	糖类发酵
	大肠杆菌
	普通变形杆菌
	对  照

	葡萄糖发酵
	
	
	

	乳糖发酵
	
	
	


2、思考题

假如某种微生物可以有氧代谢葡萄糖，发酵试验应该出现什么结果？

三、IMViC与硫化氢实验

（一）目的要求

了解IMViC与硫化氢反应的原理及其在肠道菌鉴定中的意义和方法。

（二）基本原理

IMViC 是吲哚（indol test）、甲基红（methyl red test）、伏-普（Voges-Prokauer test）和柠檬酸盐（citrate  test）四个实验的缩写，i是英文中为了方便发音加上去的。这四个试验主要是用来快速鉴别大肠杆菌和产气肠杆菌（Enterobacter aerogenes），多用于水的细菌学检查。大肠杆菌虽非致病菌，但在饮水中若超过一定数量，则表示受粪便污染。产气肠杆菌也广泛存在于自然界中，因此检查水时要将两者分开。 

硫化氢试验也是检查肠道杆菌的生化试验。

吲哚试验是用来检测吲哚的产生。有些细菌能产生色氨酸酶，分解蛋白胨中的色氨酸产生吲哚和丙酮酸。吲哚与对二甲基氨基苯甲醛结合，形成红色的玫瑰吲哚。但并非所有微生物都具有分解色氨酸产生吲哚的能力，因此吲哚试验可以作为一个生物化学检测的指标。

色氨酸水解反应：
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吲哚与对二甲基氨基苯甲醛反应：
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大肠杆菌吲哚反应为阳性，产气肠杆菌为阴性。

甲基红试验是用来检测由葡萄糖产生的有机酸，如甲酸、乙酸、乳酸等。当细菌代谢糖产生酸时，培养基就会变酸，使加入培养基的甲基红指示剂由橘黄色（pH 6.3）变为红色（pH 4.2），即甲基红反应。尽管所有的肠道微生物都能发酵葡萄糖产生有机酸，但这个试验在区分大肠杆菌和产气肠杆菌上仍然是有价值的。这两个细菌在培养的早期均产生有机酸，但大肠杆菌在培养后期仍能维持酸性pH4，而产气肠杆菌则转化有机酸为非酸性末端产物，如乙醇，丙酮酸等，使pH升至大约6。因此大肠杆菌吲哚反应为阳性反应，产气肠杆菌为阴性反应。

伏－普试验是用来检测某些细菌利用葡萄糖产生非酸性或中性末端产物的能力，如丙酮酸。丙酮酸进行缩合、脱羧生成乙酰甲基甲醇，此化合物在碱性条件下能被空气中的氧气氧化成二乙酰。二乙酰与蛋白胨中精氨酸的胍基作用，生成红色化合物，即伏－普反应阳性；不产生红色化合物者为阴性反应。有时为了使反应更为明显，可加入少量含胍基的化合物，如肌酸等。

其化学反应过程如下：
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产气肠杆菌为阳性反应，大肠杆菌为阴性反应。

柠檬酸盐试验是用来检测柠檬酸盐是否被利用。有些细菌能够利用柠檬酸钠作为碳源，如产气肠杆菌；而另一些细菌则不能利用柠檬酸盐，如大肠杆菌。细菌在分解柠檬酸盐及培养基中的磷酸铵后，产生碱性化合物，使培养基pH升高，当加入1%溴麝香草酚蓝指示剂时，培养基就会由绿色变为深蓝色。溴麝香草酚蓝的指示范围为：pH小于6时呈黄色，pH在6-7时为绿色，pH大于7.6时呈蓝色。

硫化氢试验是检测硫化氢的产生，也是用于肠道细菌检查的常用生化试验。有些细菌能分解含硫的有机物，如胱氨酸、半胱氨酸、甲硫氨酸等产生硫化氢，硫化氢一遇培养基中的铅盐或铁盐等，就形 成黑色的硫化铅或硫化铁沉淀物。

以半胱氨酸为例，其化学反应过程如下：

CH2S HC HNH2 COOH + H2O → CH3COCOOH + H2S↑ + NH3↑

H2S + Pb(CH3COO)2 → PbS↓(黑色) + 2CH3COOH

大肠杆菌为阴性，其产气肠杆菌为阳性。

（三）实验材料

1、菌种  大肠杆菌，产气肠杆菌。

2、培养基  蛋白胨水培养基，葡萄糖蛋白胨水培养基，柠檬酸盐斜面培养基，醋酸铅培养基。

在配制柠檬酸盐斜面培养基时，其pH不要偏高，以浅绿色为宜。吲哚试验中的蛋白胨水培养基中的宜选用色氨酸含量高的蛋白胨，如用胰蛋白水解素得到的蛋白胨较好。

3、溶液或试剂  甲基红指示剂，40% KOH，5% α-萘酚，乙醚，吲哚试剂等。

（四）操作步骤

1、接种与培养

(1) 用接种针将大肠杆菌，产气肠杆菌分别穿刺接入2支醋酸铅培养基中（ 硫化氢试验），置37℃培养48 h。

(2) 将上述二菌分别接种于2支蛋白胨水培养基（吲哚试验），2支葡萄糖蛋白胨水培养基（ 甲基红试验和 伏-普试验），2支柠檬酸盐斜面培养基和2支醋酸铅培养基中，置37℃培养2 d。

2、结果观察

（1）硫化氢试验  培养48 h后观察黑色硫化铅的产生。

（2）吲哚试验  于培养2 d的蛋白胨水培养基内加3~ 4滴乙醚，摇动数次，静置1~3 min，待乙醚上升后，沿试管壁徐徐加入2滴吲哚试剂，在乙醚和培养物之间产生红色环状物为阳性反应。

配制蛋白胨水培养基，所用的蛋白胨最好用含色氨酸高的，如用胰蛋白水解酪素得到的蛋白胨中色氨酸含量较高。

（3）甲基红试验  培养2 d后，将1支葡萄糖蛋白胨水培养物内加入甲基红试剂2滴，培养基变为红色者为阳性，变为黄色者为阴性。

注意甲基红试剂不要加得太多，以免出现假阳性反应。

（4）伏－普试验  培养2 d后，将另1支葡萄糖蛋白胨水培养物内加入5~10滴40% KOH，然后加入等量的5% α-萘酚溶液，用力振荡，再放入37℃温箱中保温15~30 min，以加快反应速度。若培养物呈红色者，为伏－普反应阳性。

（5）柠檬酸盐试验  培养48h后观察柠檬酸盐斜面培养基上有无细菌生长和是否变色。蓝色为阳性，绿色为阴性。

（五）实验报告

1、结果

将实验结果填入下表。“+”表示阳性反应。“－”表示阴性反应。

	菌  名
	IMViC试验
	硫化氢

试  验

	
	吲哚试验
	甲基红试验
	伏－普试验
	柠檬酸盐试验
	

	大肠杆菌
	
	
	
	
	

	产气杆菌
	
	
	
	
	

	对    照
	
	
	
	
	


2、思考题

（1） 讨论IMViC试验在医学检验上的意义。

（2） 解释在细菌培养中吲哚检测的化学原理，为什么在这个试验中用吲哚的存在作为色氨酸酶活性的指示剂，而不用丙酮酸？

（3）为什么大肠杆菌的甲基红反应阳性，而产气肠杆菌为阴性？这个试验与伏－普试验最初底物与最终产物有何异同之处？为什么出现不同？

（4）说明在硫化氢试验中醋酸铅的作用，可以用哪种化合物代替醋酸铅？

实验十三  微生物生长的测定
一般将生物个体的增大称为生长，个体数量的增加称为繁殖。由于微生物个体微小，肉眼看不见，要借助显微镜放大一定倍数才可观察清楚，为此，要研究微生物个体生长有一定困难，经常都是研究微生物个体数量的增长，这种微生物个体数量的增长称为群体生长（实质上是繁殖）。这对微生物的科学研究和生产都很有意义。本章将介绍测定微生物群体生长的方法和技术，并探讨环境因素对微生物群体生长的影响。

为了研究微生物的生长及生长规律，创造了许多测定微生物生长的方法和技术：如血球计数板直接计数法、比浊法、重量法和平板菌落计数法等均可以测定样品中微生物的生物量。
一、血球计数板直接计数法测定微生物生长

（一）目的要求

1、学习测定微生物数量的血球计数板直接计数法；

2、测定样品中的酵母细胞数。

（二）基本原理

血球计数板是一块特别的厚玻璃片，玻片上有四条沟和两条嵴，中央有一短横沟和两个平台，两嵴的表面比两个平台的表面高0.1mm，每个平台上刻有不同规格的格网，中央1mm2面积上刻有400个小方格（图13-1）。
血球计数板有两种规格，一种是将1 cm2面积分为25个大格，每大格再分为16个小格（25×16）；另一种是16个大格，每个大格再分为25个小格（16×25）。两者都是总共有400个小格。当专用盖玻片置于两条嵴上，从两个平台侧面加入菌液后，400个小方格（1mm2面积）计数室上形成0.1 mm3的体积。通过对一定大格内微生物数量的统计，可计算出1mL菌液所含的菌体数（图13-2）。

在血球计数板上，刻有一些符号和数字（图13-1）,其含义是：XB-K-25为计数板的型号和规格，表示此计数板分25大格；0.1 mm为盖上盖玻片后计数室的高；（1/400） mm2表示计数室面积是1 mm2，分400个小格，每小格面积是（1/400）mm2。
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本方法适用于酵母菌和霉菌孢子的数量测定，若要测定细菌数量时误差较大。本方法测得的是菌体总数，不能区分是活菌体还是死菌。

（三）实验材料

1、仪器

血球计数板、计数器、显微镜。

2、菌种

酿酒酵母菌液。 

（四）实验内容

1、血球计数板的操作

(1) 取清洁的血球计数板，将洁净的专用盖片置两条嵴上。

(2) 将酿酒酵母菌在液体培养基上适温培养24~28 h，然后将培养液进行稀释，以每小格有3~5个酵母菌为宜。

(3) 摇匀稀释的酵母菌液，用无菌滴管吸取少许菌液，从盖片的边缘滴一小滴（不宜过多），使菌液自行渗入平台的计数室。加菌液时注意不得使计数室内有气泡，两个平台上都滴加菌液后，静置约5  min。在低倍镜下找到方格网后，转换高倍镜进行观察和计数。

2、计数方法

(1) 不同规格的计数板的计数方法略有差异。16×25规格的计数板，需要按对角线方位，计算左上、左下、右上和右下4个大格（共100小格）的酵母菌数。若是25×16规格的计数板，除统计上述4个大格外，还须统计中央一大格（共80小格）的酵母菌数。酵母菌的芽体达到母体细胞大小的一半者，即可作为两个菌体计数。位于两个大格间线上的酵母菌，只统计此格的上侧和右侧线上的菌体数。

(2) 每个样品重复计数2~3次（每次数值不应相差过大，否则重新操作），取其平均值。

(3) 按下述公式计算出每毫升菌液所含的酵母菌细胞数。

① 16×25规格的计数板：
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② 25×16规格的计数板：
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（五）实验报告

    1、结果

记录计数的结果及计算每毫升菌液中的酵母菌细胞数。

2、思考题

（1） 在滴加菌液时，为什么要先置盖玻片，然后滴加菌液？能否先加菌液再置盖玻片?

（2） 用血球计数板测定微生物数量时，哪些步骤易造成误差？如何预防？

（3） 计算细菌数目时此法是否可以适用？
二、比浊法测定微生物生长

（一）目的要求

1、学习用比浊法测定微生物的数量。

2、测定培养液中的大肠杆菌数量。

（二）基本原理

在科学研究和生产过程中，为及时理解培养过程中微生物的生长情况，需定时测定培养液中微生物的数量，以便适时地控制培养条件，获得最佳的培养物。比浊法是常用的测定方法。

比浊法是在浊度计或比色计上进行测定培养液中微生物的数量。某一波长的光线，通过混浊的液体后，其光强度将被减弱。入射光与透过光的强度比与样品液的浊度和液体的厚度相关。
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It：透过光的强度；

Io：入射光的强度；

K：吸光系数；

c：样品液的浊度；

d：液层厚度；

It /Io称为透过度（transmittance）；
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称消光系数（optical density，简称OD）。

如果样品液层厚度一定，则OD值与样品的浊度相关，根据此原理，可通过测定样品中的OD值来代表培养液中的浊度即微生物量。也可同时做平板计数法，对比一定浑浊度所含活菌数制成曲线。本法测定的是微生物的总量。适用于菌体分散良好的非丝状单细胞微生物的测定。在进行大量培养时，此法比平板计数法能较快得出结果，省时省力。

（三）实验材料

1、仪器  721光电比色计或751紫外分光光度计。

2、菌种  大肠杆菌振荡培养8 h和14 h的培养物。

（四）实验内容

1、把比色计的波长调整到420 nm，开机预热10～15 min。

2、在比色杯中盛未接种的培养液进行零点调整。

3、将培养8 h和14 h的大肠杆菌菌液分别倒入相同类型的比色杯中，测定其OD值。若菌液浓度大，可适当进行稀释，使OD值的读数在0.0～0.4之间最好。

4、测定后把比色杯中的菌液倾入容器中，用水冲洗比色杯，冲洗水也收集于容器中进行灭菌。最后用70％酒精冲洗比色杯。

（五）实验报告

    1、结果

记录所测OD值，若经稀释则需计算出原菌液的OD值。

2、思考题

（1） 在测定过程中，哪些操作易造成较大的误差？

（2） 补充哪些实验，可以通过测定OD值便可知样品的活菌数。

三、重量法测定微生物生长

（一）目的要求

1、学习用重量法测定微生物的数量。

2、测定培养液中青霉菌的重量。

（二）基本原理

从微生物的培养物中收集其菌体称重为菌体的湿重，经80℃烘干后称重为菌体的干重。
（三）实验材料

1、仪器  分析天平、定量滤纸、电热干燥箱。

2、菌种  青霉菌的振荡培养物。

（四）实验内容

将青霉菌接种于适宜的液体培养基中，28℃振荡培养5～7 d。取定量滤纸两张（质量和大小相同），分别在分析天平上称重（a1和a2）。取其中一张定量滤纸a1将青霉菌培养物进行过滤，收集菌体，沥干后称重（b），然后置80℃干燥箱中烘干至恒重（c）。取另一张定量滤纸a2，用滤液润湿，沥干后称重（d）。

菌体的湿重＝（b－a1）​－（d－a2）

  菌体的干重＝c－a1
（五）实验报告

1、结果

记录称得重量，并计算培养液中青霉菌的湿重和干重。

2、思考题

测定过程中要注意哪些操作步骤？ 

实验十四  细菌生长曲线的测定
一、目的要求

1、了解细菌生长曲线的特点及测定的原理。

2、学习用比浊法测定大肠杆菌的生长曲线。

二、基本原理

少量的细菌，接种到一定体积的、合适的新鲜液体培养基中，在适宜的条件下进行培养，定时测定培养液中的菌量，以菌量的对数作纵坐标，生长时间作横坐标，绘制的曲线为生长曲线。一般生长曲线可分为延迟期、对数期、稳定期和衰亡期（见图14-1）。生长曲线是微生物在一定环境条件下液体培养时所表现出的群体生长规律。不同微生物其生长曲线不同，即使是同一种微生物，在不同的培养条件下，其生长曲线也不同。测定在一定条件下培养的微生物的生长曲线，在科学研究及生产上是非常有意义的。
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大肠杆菌是微生物学教学和科研常用菌种，也是某些生物制品的生产菌种，常需要了解在一定条件下其生长曲线的特征。测定微生物的数量的方法有重量法、比浊法等多种不同的方法，可以根据要求和实验室的条件选用。本实验用光电比色计进行比浊，测定OD值的方法，此法所需仪器不多，操作简便、迅速。

三、实验材料

1、仪器  光电比色计、试管、锥形瓶、移液管等。

2、培养基和菌种  肉膏蛋白胨培养基、大肠杆菌菌种。

四、实验内容

1、预先将大肠杆菌接种到肉膏蛋白胨培养液中，37 ℃振荡培养18 h备用。

2、把光电比色计的波长调至420 nm，开机预热10~15 min。

3、以未接种的肉膏蛋白胨培养液校正比色计的零点（以后每次测定都要重新校正零点）。

4、取盛有150 mL无菌肉膏蛋白胨培养液的500 mL锥形瓶6个，分为两组，分别编号为1、2、3号和4、5、6号。各瓶加入培养18h的大肠杆菌培养液10 mL，37 ℃下振荡培养。

5、于接种后的第0、2、4、6、8、10、12、14、16、18、20 h，分别用无菌移液管从各瓶中吸取培养液5 mL，在光电比色计上测定OD420值。若菌液太浓时，作适当稀释，使OD420值在0.0~0.4之间较好。经稀释后测得OD420要乘以稀释倍数，才是培养液实际的OD420值。

6、于培养第8 h取样测定后，向其中一组（1~3号）每瓶加入肉膏蛋白胨培养液的5倍浓缩液10 mL作补料；另一组（4~6号）每瓶加入10 mL无菌水。继续振荡培养和定时测定。

五、实验报告

    1、结果

（1） 记录所测定的OD420值数据。

（2） 以OD420值为纵坐标，培养时间为横坐标绘出两种条件下的大肠杆菌生长曲线。

2、思考题

（1） 比较两条生长曲线有何差异？为什么？

（2） 若同时用平板计数法测定，所绘出的生长曲线与用比色计比浊法测定绘出的生长曲线是否有差异？为什么？两者各有什么优缺点？

（3） 细菌生长所经历的四个时期中，哪个时期其代时最短？若细胞密度为103/mL，培养4.5 h后，其密度高达2×108/ mL，请计算出其代时。

（4） 次生代谢产物的大量积累在哪个时期？根据细菌生长繁殖的规律，采用哪些措施可使次生代谢产物积累更多？

实验十五  微生物的诱变育种实验
一、目的要求

1、通过实验观察紫外线和亚硝基胍等理化因素对枯草芽孢杆菌1.398的诱变效应，并掌握基本方法。

2、学习并掌握物理诱变育种的方法。

3、初步掌握化学育种的方法。

二、基本原理

基因突变可分为自发突变和诱发突变，许多物理因素、化学因素和生物因素对微生物都有诱变作用，这些能使突变率提高到自发突变水平以上的因素称为诱变剂。

紫外线（UV）是一种最常用的物理诱变因素，它的主要作用是使DNA双键之间或同一条链上两个相邻的胸腺嘧啶形成二聚体，阻碍双键的分开、复制和碱基的正常配对，从而引起突变。紫外线照射引起的DNA损伤，可由光复活酶的作用进行修复，使胸腺嘧啶二聚体解开恢复原状。因此，为了避免光复活，用紫外线照射处理时以及处理后的操作应在红光下进行，并且将照射处理后的微生物放在暗处培养。

亚硝基胍（NTG，N-甲基-N′-硝基-N-亚硝基胍）是一种有效的化学诱变剂，在低致死率的情况下也有很强的诱变作用，故有超诱变剂之称。它的主要作用是引起DNA链中GC→AT的转换。亚硝基胍也是一种致癌因子，在操作中要特别小心，切勿与皮肤直接接触。凡有亚硝基胍的器皿，都要用1 mol/L NaOH溶液浸泡，使残余的亚硝基胍分解破坏。

本实验分别以紫外线和亚硝基胍作为单因子诱变剂处理产生蛋白酶的枯草芽孢杆菌1.398，根据试验菌诱变后在酪蛋白培养基上透明圈直径的大小来指示诱变效应。一般来说，透明圈越大，蛋白酶活性越强。

三、实验材料

1、菌株  枯草芽孢杆菌1.398。

2、培养基  酪蛋白培养基，LB液体培养基。

3、溶液或试剂  亚硝基胍，无菌生理盐水，盛4.5 mL无菌水试管。

4、仪器或其他用具  1 mL无菌吸管，玻璃涂棒，血细胞计数板，显微镜，紫外灯（15 W），磁力搅拌器，台式离心机，振荡混合器等。

四、实验内容

1、紫外线对枯草芽孢杆菌1.398的诱变效应

(1) 菌悬液的制备

① 取培养48 h生长丰满的枯草芽孢杆菌1.398斜面4~5支，用10 mL左右的无菌生理盐水将菌苔洗下，倒入一支无菌大试管中，将试管在振荡混合器上振荡30s，以打散菌块。

② 将上述菌液离心（3000 r/min，10 min），弃去上清夜。用无菌生理盐水将菌体洗涤2~3次，制成菌悬液。

③ 用显微镜直接计数法计数，调整细胞浓度为108个/ mL。

(2) 平板制作

将酪蛋白琼脂培养基融化，倒平板27套，凝固后待用。

(3) 紫外线处理

① 将紫外灯开关打开预热约20 min。

② 取直径6 cm无菌平板2套，分别加入上述调整好细胞浓度的菌悬液3 mL，并放入一根无菌搅拌棒或大头针。

③ 将上述2套平皿先后置于磁力搅拌器上，打开板盖，在距离为30 cm，功率为15 W的紫外灯下分别搅拌照射1 min和3 min。盖上皿盖，关闭紫外灯。

照射计时从开盖起，加盖止。先开磁力搅拌器开关，再开盖照射，使菌悬液中的细胞接受照射均等。操作者应戴上玻璃眼镜以防紫外线伤眼睛。

(4) 稀释

用10倍稀释法把经过照射的菌悬液在无菌水中稀释成10-1~10-6。

(5) 涂平板

取10-4、10-5和10-6三个稀释度涂平板，每个稀释度涂3套平板，每套平板加稀释菌液0.1 mL，用无菌玻璃涂棒均匀地涂满整个平板表面。以同样的操作，取未经紫外线处理的菌液稀释涂平板作为对照。

从紫外线照射处理开始，直到涂布完平板的几个操作步骤都需在红灯下进行。

(6) 培养

将上述涂匀的平板，用黑色的布或纸包好，置37 ℃培养48 h。注意每个平板背面要事先标明处理时间和稀释度。

(7) 计数

将培养好的平板取出进行细菌计数。根据对照平板上cfu数，计算出每毫升菌液中的cfu数。同样计算出紫外线处理1 min和3 min后的cfu数及致死率。
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 (8) 观察诱变效应

选取cfu数在5~6个左右的处理后涂布的平板观察诱变效应：分别测量透明圈直径与菌落直径并计算其比值（HC比值）。与对照平板相比较，说明诱变效应，并选取HC比值大的菌落移接到试管斜面上培养，此斜面可作复筛用。

2、亚硝基胍对枯草芽孢杆菌1.398的诱变效应

(1) 菌悬液制备

① 将试验菌斜面菌种挑取一环接种到含5 mL酪蛋白液体培养基的试管中，置37℃振荡培养过夜。

② 取0.25 mL过夜培养液至另一支5 mL酪蛋白液体培养基的试管中，置37℃振荡培养6~7 h。

(2) 平板制作

将酪蛋白琼脂培养基融化，倒平板10套，凝固后待用。

(3) 涂平板

取0.2mL上述菌液放到一套酪蛋白培养基上，用无菌玻璃涂棒将菌液均匀地涂满整个平板表面。

(4) 诱变

① 将上述平板稍靠边的一个位点上放少许亚硝基胍结晶，然后将平板倒置于37℃恒温箱培养24 h。

② 放在亚硝基胍的位置将出现抑菌圈（如图15-1）。
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 (5) 增殖培养

① 挑取紧靠抑菌圈外侧的少许菌苔到盛有20 mL LB液体培养基的三角瓶中，摇匀，制成处理后菌悬液，同时挑取远离抑菌圈的少许菌苔到另一盛有20 mL LB液体培养基的三角瓶中，摇匀，制成对照菌悬液。

② 将上述2只三角瓶置于37℃振荡培养过夜。

(6) 涂布平板

分别取上述两种培养过夜的菌悬液0.1 mL涂布酪蛋白培养基平板。处理后菌悬液涂布6套平板，对照菌悬液涂布3套平板。涂布后的平板，置于37℃恒温箱中培养48 h。实际操作中可根据两种菌液的浓度适当地用无菌生理盐水稀释。注意每套平板背面作好标记，以区别经处理的和对照。

(7) 观察诱变效应

分别测量cfu数在5~6个左右的平板上透明圈直径与菌落直径并计算其比值（HC比值）。与对照平板相比较，说明诱变效应，并选取HC比值大的菌落移接到试管斜面上培养，此斜面可作复筛用。

凡有亚硝基胍的器皿，都要置于通风处用1 mol/L NOH溶液浸泡，使残余的亚硝基胍分解破坏，然后清洗。

五、实验报告

1、结果

（1）将紫外线诱变结果填入下表。

	处理时间

（min）
	平均cfu数／皿
	存活率（%）
	致死率（%）

	
	10-4
	10-5
	10-6
	
	

	0
	
	
	
	
	

	1
	
	
	
	
	

	2
	
	
	
	
	


（2） 将化学诱变剂诱变效应填入下表。

	诱变剂
	不同cfu数的HC比值

	
	4
	5
	6
	7
	8

	UV
	
	
	
	
	

	NTG
	
	
	
	
	

	对照
	
	
	
	
	


2、思考题

（1） 紫外线诱变的机理是什么？紫外线诱变须注意的事项是什么？

（2） 用化学诱变剂处理细菌时，为什么常用缓冲液来制备菌悬液？

（3） 为什么在诱变前要把菌悬液打散和培养一段时间？

（4） 本实验中用亚硝基胍处理细胞应用了一种简易有效的方法，并减少了操作者与亚硝基胍的接触。能否用本实验结果计算亚硝基胍的致死率？为什么？如果不能，你能设计其他方法使能计算致死率吗？

（5） 1997年8月15日“中国科学报”报道，我国第17颗科学卫星搭载的糖化酶生产菌黑曲霉T101菌株经15 d太空“航行”后产生较大变异。科研人员成功地选育出糖化酶活力比地面对照株高出20%~30%的菌株。你认为可能的诱变因素是什么？

实验十六 食品中细菌总数及大肠菌群的检测
一、目的要求

1、掌握食品及饮料中的微生物学检测方法。

2、了解食品质量与细菌和大肠菌群数量的重要关系。

二、基本原理

食品应具有一定的营养价值，是人类赖以生存的必要条件。提供安全、卫生、营养丰富的食品，保证人类生存和健康是食品卫生的根本任务。但在生产、加工、贮存、运输、销售过程中，食品可能被微生物和化学物质污染，国内外的资料都说明食品的微生物污染是非常重要的卫生问题。从我国1986～1990年食物中毒分析来看，不论从次数或人数统计，其中以微生物中毒数（61.7％）所占的比例都较化学性食物中毒（26.2％）要大。因此，各类食品出厂前必须经过微生物检验，通过检验可以判断被污染的程度，也可观察微生物在食品中繁殖的动态，以便对被检验品进行卫生学评价提供依据。

水和食品微生物学检验包括细菌总数、大肠菌群、肠道病原菌及肠道病毒的检测，目前国内常用的指标是以细菌总数和大肠菌群的检测为主。

细菌总数是指1 mL水样或1 mL（g）食品在营养培养基中经37℃、24 h培养后所生长出的细菌菌落数。细菌总数作为判断所测样品的卫生状况及污染程度。

大肠菌群数是指每升饮用水中含有的大肠菌群的近似值，或指100 mL（g）食品检样中大肠菌群的近似值，也称大肠菌指数。大肠菌群是肠道最普遍存在和数量最多、且与多数肠道病原菌存活期相近、并易于培养、观察的一群需氧或兼性厌氧的革兰氏阴性无芽孢杆菌。其中包括肠杆菌属、埃希氏菌属、柠檬细菌属及克雷伯氏菌属，它们能发酵乳糖产酸产气。检测饮用水和食品中大肠菌群数可作为判断样品是否被人、畜粪便污染及污染程度的标志。

在饮用水及食品中，若检验出被大肠菌群污染，就有可能存在肠道病原菌。所以从卫生防疫要求，饮用水及食品中检测出大肠菌群要求控制在一定范围之内。

三、实验材料

1、待测样品  酱油、食醋、奶粉、啤酒、汽水、大酱。

2、培养基  肉膏蛋白胨培养基、双料乳糖胆盐发酵培养基、单料乳糖胆盐发酵培养基、伊红美蓝培养基、乳糖发酵培养基。

3、器皿  无菌移液管、无菌培养皿、无菌锥形瓶（内装100 mL无菌生理盐水）、无菌试管（内装9 mL无菌生理盐水）、无菌研钵。

四、实验内容

1、细菌总数的测定

（1） 以严格无菌操作法开封并取样10 g（或10 mL）置于装有100 mL无菌生理盐水和数粒玻璃珠的锥形瓶中或无菌研钵中，经充分振荡或研磨制成10-1的均匀稀释液。

（2） 按十倍稀释法制成不同浓度稀释液，10-2、10-3、10-4（稀释倍数应根据国家和当地卫生标准要求及检样污染情况而定），从10-2、10-3、10-4稀释液中分别吸取1 mL置于无菌培养皿内，每一个稀释度做2个培养皿。

（3） 将肉膏蛋白胨培养基融化，凉至50℃左右，在每个培养皿内各倒入约12 mL培养基，摇匀，凝固后，至37℃培养24 h，进行菌落计数。

2、菌落计数方法说明

（1） 平皿菌落的选择

选取菌落数在30～300之间的培养皿作为菌落总数测定标准，一个稀释度用两个培养皿，应采用两个培养皿的平均数，其中一个培养皿有较大片状菌落生长时，则不易采用，而应以无片状菌落生长的培养皿作为该稀释度的菌落数，若片状菌落数不到培养皿的一半，而其余一半中菌落分布有很均匀，则可计算半个培养皿后乘2以代表全皿菌落数。培养皿中的菌落总数的确定参考表16​-1。

表16-1  稀释度选择及菌落总数报告方式

	例次
	稀释倍数
	两稀释

倍数之比
	菌落总数
	报告方式

	
	10-1
	10-2
	10-3
	
	
	

	1
	不可计
	164
	20
	－
	16400
	16400或1.6×104

	2
	不可计
	295
	46
	1.5
	37750 
	38000或3.8×104

	3
	不可计
	271
	60
	2.2
	27100
	27100或2.7×104

	4
	不可计
	不可计
	313
	－
	313000 
	313000或3.1×105 

	5
	27
	11
	5
	－
	270
	270或2.7×102

	6
	0
	0
	0
	－
	<1×10
	<10

	7
	不可计
	305
	12
	－
	30500
	31000或3.1×104


（2） 稀释度的选择

a. 应选择平均菌落数在30-300之间的稀释度，乘以稀释倍数报告之（见表16-1中例1）。

b. 若有两个稀释度，其生长菌落数均在30-300之间。则应视二者菌落数之比如何来决定，若比值小于2，应报告其平均数；若大于2则报告其中较小的数字（见表16-1中例2及3）。

c. 若所有稀释度的平均菌落数均大于300，则应按稀释度最高的平均菌落数乘以稀释倍数报告之（见表16-1中例4）。

d. 所有稀释度的平均菌落数均小于30，则应按稀释倍数最低的平均菌落数乘以稀释倍数报告之（见表16-1中例5）。

e. 所有稀释度的平均菌落数均不在30-300之间，其中一部分大于300或小于30，则以最接近30或300的平均菌落数乘以稀释倍数报告之（见表16-1中例7）。

（3）菌落数的报告

菌落数在100以内时，按实有数报告；大于100时采用两位有效数字后面的数值，以四舍五入方法计算，为了缩短数字后面的零数，用10的指数来表示（见表16-1中“报告方式”栏）。

3、用发酵法检查大肠菌群

（1） 初步发酵试验

将已稀释好的待检样品，接种于乳糖胆盐发酵管内，接种量1 mL 以上者，可用双料乳糖胆盐发酵管，1 mL及1 mL以下者可用单料乳糖胆盐发酵管。每一稀释度接种三管，置于37℃培养24 h，如所有乳糖胆盐发酵管都不产酸产气，则可报告大肠菌群阴性。如有产酸产气者，再按下列程序进行。

（2） 指示培养基上分离培养

将产酸产气的发酵管进行平板分离。分别用接种环取发酵液，用划线接种法，接种于伊红美蓝培养基平板上，置于37℃培养18～24 h。将出现的大肠菌群可疑菌落进行菌落涂片，革兰氏染色，镜检。

（3） 复发酵实验

挑取经镜检为阴性、无芽孢的短杆菌菌落，接种于乳糖发酵培养基中摇匀，置于37℃培养24 h，如产酸产气，即确证为大肠菌群阳性。

根据发酵试验的阳性管数，查大肠菌群最可能数（MPN）检索表（表16-2）。得出每100 mL（g）食品中存在的大肠菌群数的近似值。

各类食品卫生标准不一，如瓶装汽水1 mL总菌数不得超过100个，每100 mL大肠菌群近似值不得超过6个。

表16-2  大肠菌群最可能数（MPN）检索表

	阳性管数
	MPN
	95％可信限

	1mL或g×3
	0.1mL或g×3
	0.01mL或g×3
	
	下限
	上限

	0
	0
	0
	<30
	<5
	90

	0
	0
	1
	30
	
	

	0
	0
	2
	60
	
	

	0
	0
	3
	90
	
	

	0
	1
	0
	30
	<5
	130

	0
	1
	1
	60
	
	

	0
	1
	2
	90
	
	

	0
	1
	3
	120
	
	

	0
	2
	0
	60
	
	

	0
	2
	1
	90
	
	

	0
	2
	2
	120
	
	

	0
	2
	3
	160
	
	

	0
	3
	0
	90
	
	

	0
	3
	1
	130
	
	

	0
	3
	2
	160
	
	

	0
	3
	3
	190
	
	

	1
	0
	0
	40
	<5
	200

	1
	0
	1
	70
	10
	210

	1
	0
	2
	110
	
	

	1
	0
	3
	150
	
	

	1
	1
	0
	70
	10
	230

	1
	1
	1
	110
	30
	360

	1
	1
	2
	150
	
	

	1
	1
	3
	190
	
	

	1
	2
	0
	110
	30
	360

	1
	2
	1
	150
	
	

	1
	2
	2
	200
	
	

	1
	2
	3
	240
	
	

	1
	3
	0
	160
	
	

	1
	3
	1
	200
	
	

	1
	3
	2
	240
	
	

	1
	3
	3
	290
	
	

	2
	0
	0
	90
	10
	360

	2
	0
	1
	140
	30
	370

	2
	0
	2
	200
	
	

	2
	0
	3
	260
	
	

	2
	1
	0
	150
	30
	440

	2
	1
	1
	200
	70
	890

	2
	1
	2
	270
	
	

	2
	1
	3
	340
	
	

	2
	2
	0
	210
	40
	470

	2
	2
	1
	280
	100
	1500

	2
	2
	2
	350
	
	

	2
	2
	3
	420
	
	

	2
	3
	0
	290
	
	

	2
	3
	1
	360
	
	

	2
	3
	2
	440
	
	

	2
	3
	3
	530
	
	

	3
	0
	0
	230
	40
	1200

	3
	0
	1
	390
	70
	1300

	3
	0
	2
	640
	150
	3800

	3
	0
	3
	950
	
	

	3
	1
	0
	430
	70
	2100

	3
	1
	1
	750
	140
	2300

	3
	1
	2
	1200
	300
	3800

	3
	1
	3
	1600
	
	

	3
	2
	0
	930
	150
	3800

	3
	2
	1
	1500
	300
	4400

	3
	2
	2
	2100
	350
	4700

	3
	2
	3
	2900
	
	

	3
	3
	0
	2400
	360
	13000

	3
	3
	1
	4600
	710
	24000

	3
	3
	2
	11000
	1500
	48000

	3
	3
	3
	>24000
	
	


注：1）本表采用3个稀释度[1mL或g、0.1 mL或g和0.01 mL或g，每稀释度3管。

2）表内所列检样量如改用10 mL或g、1mL或g和0. 1mL或g时，表内数字相应降低10倍；如改用0.1 mL或g、0.01mL或g和0. 001mL或g时，则表内数字应相应增加10倍。其余可类推。

3）在检验含有二氧化碳的饮料时，一定要使二氧化碳完全逸出，不然在进行大肠菌群测定时，二氧化碳进入倒管造成假阳性。

4）在含有渣子的样品，进行菌落总数测定时，要区别渣子和菌落的形态，不要误以渣子点数为菌落。在进行大肠菌群测定时，渣子会沉在管底，往往会堵住倒管口部，使大肠菌群阳性所产生的气体不能排入倒管而造成假阴性。另外如乳糖胆盐发酵管已产酸，倒管无气体，而有小气泡沿管壁上升，应注意仍要接种伊红美蓝平板。

5）酸性饮料调pH值时，用广泛试纸测试到中性，如样品过酸可用20％或30％灭菌碳酸钠，避免碳酸钠溶液用量过大稀释了样品。碳酸钠要注意分装成小管，一件样品使用一管，不要用一大瓶碳酸钠液体，反复多次使用，以造成污染。

6）MPN的计算是以100 mL或100 g样品为单位。

（4）大肠菌群检测程序综合如下：
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五、实验报告

1、结果

（1） 参照菌落计算方法，列表回答样品中1 mL细菌总数是多少？

（2） 经检验，待测食品中大肠菌群数是多少？不同食品有什么区别？为什么？

2、思考题

大肠菌群中的细菌种类，一般并非是病原菌，为什么要选用大肠菌群作为食品被污染的指标？

实验十七  牛乳中细菌的检查
一、目的要求

1、了解牛乳的细菌学检查方法和质量判断标准。

2、学习巴斯德消毒法。

二、基本原理

从健康母牛体内刚挤出的牛奶，含有少量的正常起始微生物。但将牛奶装入未消毒的器具和在分装、运输过程中，会被很多其他微生物甚至致病菌污染。而且牛乳含有丰富的营养物质（糖类、蛋白质、脂肪、无机盐和维生素等），在其中的微生物会很快繁殖，因此，一份牛乳样品的细菌含量可反映母牛的健康状况和牛乳生产与保藏的条件。

牛乳的细菌学检查方法有下列三种：（1）显微镜直接计数法——涂片面积与视野面积之比估算法；（2）美蓝还原酶试验法；（3）标准平板计数法。显微镜直接计数法适用于含有大量细菌的牛乳，生鲜牛乳可用此法检查。如果显微镜检查，每个视野只有1～3个细菌左右，此牛乳为一级牛乳；如果牛乳中有很多长链链球菌和白细胞，通常是来自患乳房炎的母牛；若一个视野中有很多不同的细菌，这往往说明是使用了脏器具保存的牛乳（如图17-1）。我国生鲜牛乳的微生物指标规定，特级牛乳细菌数≤500 000个/mL，一级≤1 000 000个/mL，二级≤2 000 000个/mL，由于上述方法不够精确，一般不作为消毒牛乳的卫生检查。 


[image: image81.png]




美蓝还原酶（methylene blue reductase）试验法是用于测定牛乳质量的一种定性检测法，操作简便，不需特殊设备。该法中用的美蓝是一种氧化还原指示剂，在厌氧环境中，它将被还原成无色。如果牛乳中有细菌生长繁殖，必将造成其中溶解氧的减少，牛乳样品中的氧化－还原电势降低。通过加入其中的美蓝颜色变化的速度，可鉴定该牛乳的质量。其标准规定为：（1）在30 min内美蓝还原成无色的样品为“很差”；（2）在30 min至2 h之间被还原者，为“差质量”；（3）在2～6 h之间被还原者，为“尚好”或“中等”；（4）在6～8 h之间被还原者，为“好质量”。

标准平板计数法是广泛用于牛乳微生物计数的常规方法，此法较敏感，牛乳中含有少量细菌时，能得出比较正确的结果。我国消毒牛乳的卫生标准是用标准平板计数法检查，细菌总数≤30 000个/ mL。

三、实验材料

1、待测样品  生牛乳10 mL，质差生牛乳10 mL。

2、培养基  牛肉膏蛋白胨琼脂培养基，无菌水

3、染色剂  美蓝（1:250 000）

4、仪器或其他用具  灭菌培养皿，灭菌试管，1 mL与10 mL灭菌移液管，10 μL微量加样器与吸嘴，载玻片，显微镜，水浴锅，吸水纸等。

四、实验内容

1、显微镜直接计数法

（1）在白纸上画出1 cm2的方块，然后将玻片放在纸上。

（2）用10 μL的微量加样器吸取混匀了的生牛乳样品，放在玻片１cm2区域的中央。

（3）用接种针将牛乳涂匀，并涂满１cm2的范围。

（4）使涂片于空气中慢慢干燥。将铁丝试管架放在沸水浴中，然后置已干燥的涂片于试管架上，用蒸汽固定5 min，待干。

（5）浸于美蓝染液中染色2 min。

（6）取出玻片，用吸水纸吸去多余的染料，晾干。

（7）再用水缓缓冲洗，晾干。

（8）油镜下观察细菌数，共数30～50个视野。

（9）计算。

每毫升的细菌总数＝平均每视野的细菌数×500 000

因为：

一般油镜的视野直径为0.16 mm，

一个视野的面积＝0.082×3.1416＝0.02 mm2
化成cm2，视野面积＝0.02×0.01＝0.002 cm2
1 cm2的视野数＝1.0／0.0002＝5 000

又因：每1 cm2的牛乳量为0.01mL，即1/100 mL，

则每一视野的牛乳量＝1/100×1/5 000＝1/500 000 mL

所以，一个视野中的1个细菌就代表1 mL牛乳中有500 000个细菌。
因此1 mL牛乳中的细菌数＝一个视野的细菌数×500 000＝50个视野的细菌数÷50×500 000。

2、美蓝还原酶试验法

（1）标记2个无菌试管1和2。

（2）分别向2个试管加入10 mL生鲜牛乳样品和质差生牛乳样品

（3）分别向两管中各加入1 mL美蓝溶液，盖紧管塞。

（4）轻轻倒转试管约4次，置于37℃水浴中，并记录培养时间。

（5）测试管在水浴中稳定5 min后，取出。轻轻倒转一次后再放回水浴中。

（6）每隔30 min观察记录试管中美蓝颜色的变化，直至3～6 h。

3、巴斯德法消毒牛乳

牛乳的消毒目前有超高温瞬时消毒法和巴斯德消毒法两种。巴氏消毒法在实际应用中，其温度范围较广，一般在63-90℃之间视消毒时间而定，例如，80℃为15 min，90℃为5 min，63℃为30 min。本实验采用80℃15 min。

（1）将水浴锅的温度调节到80℃。

（2）将牛乳样品摇匀，使微生物能够均匀分布。

（3）用灭菌的10 mL吸管取5 mL牛乳样品放入灭菌试管内，然后将试管放入调好温度的水浴锅中（水面要超过牛乳的表面）。

（4）保持15 min，并不时摇动。

（5）一到15 min，立即取出试管，用流动的自来水冲试管外壁，使其中的牛乳迅速冷却。

4、标准平板菌落计数法

（1）巴氏消毒牛乳样品充分摇匀，按照十倍稀释法制成不同浓度稀释液，稀释度为10-1、10-2、10-3。

（2）用1 mL灭菌吸管从最大稀释度开始各取1 mL注入已标明样品稀释度的空白平板内。

（3）各平板倾注约15 mL已融化并冷却至45℃左右的肉膏蛋白胨琼脂培养基，立即放桌上摇匀。

（4）凝固后倒置于37℃温箱内，培养24 h。

（5）选择长有30-300个菌落的平板计数，并计算出1 mL牛乳中的细菌总数。

（6）普通生牛乳样品的检查同上，但稀释度为10-3、10-4、10-5。

五、实验报告

1、结果

（1）显微镜直接计数法：平均每视野的菌数是多少？每毫升健康母牛刚挤出的乳每毫升细菌总数是多少？而普通生牛乳呢？

    （2）美蓝还原酶试验法：根据你的观察将结果填于下表，并判断2个生牛乳样品质量是“很差”、“差”、“中等”，还是“好”。

	
	管1
	管2

	还原时间/ min
	
	

	牛乳样品的质量
	
	


    （3）将标准平板菌落计数法结果填于下表：

	样  品
	不同稀释度的菌落数
	每毫升牛乳菌数

	
	10-2
	10-3
	10-4
	10-5
	

	巴氏消毒牛乳
	
	
	
	
	

	生牛乳
	
	
	
	
	


2、思考题

（1）比较你所检查的巴斯德消毒牛乳和生牛乳，说明巴氏消毒的效果，其细菌总数是否合乎卫生标准？

（2）你所检查的生牛乳在显微镜视野下观察到的情况，对照图是属于哪一种情况？

附录一  玻璃器皿的洗涤
清洁的玻璃器皿是得到正确实验结果的重要条件之一。已用过的带有活菌沾染的玻璃器皿，更不能随意堆放，以防杂菌传播污染环境。由于实验目的不同，对各种玻璃器皿的清洁程度要求也不一样。本节主要介绍新购置的玻璃器皿的处理，一般常用玻璃器皿的洗涤，带油污玻璃器皿和带菌玻璃器皿的处理、洗涤方法。

    微生物学实验常用的玻璃器皿有试管、烧杯、锥形瓶、移液管、滴管、玻璃涂棒、培养皿、茄瓶或克氏瓶、盖片、载片等，在实验前均需洗涤清洁或经灭菌、晾干备用。

一、新购置的玻璃器皿的处理

新购置的玻璃器皿含有游离碱，一般应先在2%盐酸溶液浸泡数小时后再用清水洗净；也可在肥皂水或洗涤灵稀释液煮30～60 min，取出用清水洗净；或先放热水浸泡，用鬃刷沾去污精或肥皂粉刷洗，然后用热水刷洗，再用清水洗净。洗净后的试管倒置于试管筐内，锥形瓶倒置于洗涤架上，培养皿的皿盖和皿底分开，顺序压着皿边排列倒扣在桌上或洗涤架上或铁丝筐内。上述玻璃器皿晾干或干燥箱中烘干备用。

新购置载玻片或盖玻片时，要挑选白色、厚薄均匀适中、无云雾状乳白色斑点的片子，先浸在2%盐酸酒精或洗涤灵稀释液或肥皂水中1 h，再用自来水冲洗，最后用蒸馏水冲洗，放在载片洗涤架上或斜立试管架旁，晾干备用。或以软布擦干后浸泡在2%盐酸的95％酒精载片玻璃缸中，用时取出在火焰上烧去酒精即可。

二、常用玻璃器皿的洗涤
    常用的锥形瓶、培养皿、试管、烧杯、量筒、玻璃漏斗等器皿，洗涤时可用鬃刷沾上洗涤灵或肥皂粉或去污粉刷洗，然后用自来水冲洗干净，倒放在洗涤架上自然晾干或放70～80℃干燥箱中烘干备用。

    移液管及滴管可用水冲洗后，插入2％盐酸溶液中浸泡数十分钟，取出后用自来水冲洗，再用蒸馏水冲洗2～3次（为使移液管、滴管冲洗洁净，可将一根直径6～7.5 mm的橡皮管或塑料管连接在自来水龙头上或连接在蒸馏水瓶上，橡皮管或塑料管的另一端直接套接在移液管或滴管的底端，即安装橡皮头的一端，然后放水冲洗即可）。洗净后的移液管或滴管使顶端（细口端）朝上倒转斜立于一铝制盒内，放入100℃干燥箱中烘干备用（烘烤温度太低移液管中水分不易蒸发）。

三、带油污玻璃器皿的处理

凡加过豆油、花生油、泡敌等消泡剂的锥形瓶或通气培养的大容量培养瓶，在未洗刷前，需尽量除去油腻，可将倒空油的瓶子用10％的氢氧化钠（粗制品）浸泡0.5 h或放在5％苏打液（碳酸氢钠溶液）内煮两次，去掉油污，再用洗涤灵和热水刷洗。吸取过油的滴管，先放在10％氢氧化钠溶液中浸泡0.5 h，去掉油污，再依上法清洗，烘干备用。

用矿物油封存过的斜面或液体石蜡油加盖的厌氧菌培养管或石油发酵用的锥形瓶，洗刷前要先在水中煮沸或高压蒸汽灭菌，然后浸泡在汽油里使粘附于器壁上的矿物油溶解，汽油倒出后，放置片刻待汽油自然挥发，最后按新购置的玻璃器皿处理方法进行洗刷。

凡带有凡士林的玻璃干燥器或瓦氏呼吸计侧压管玻璃塞、反应瓶口和玻璃磨口塞，洗刷前要用酒清或丙酮浸泡过的棉花擦去油圬，现在也可用油污清洗剂喷洒于油污垢上，待2～5 min后，用百洁布或干布擦净，再依上法清洗干净。

四、带菌玻璃器皿的处理

1. 带菌载片及盖片处理

已用过的带有活菌的载片或盖片，可先浸于5％的石炭酸（或2％来苏尔溶液或1：50（V/V）的新洁尔灭溶液）中1 h，然后用竹夹子将载片、盖片取出（不要用手取），依上法冲洗干净，再用软布擦干后放培养皿中备用。

2. 带菌移液管及滴管处理

吸过菌液的移液管或滴管，应立即投入5％的石炭酸溶液（或2％来苏尔溶液或0.25％新洁尔灭溶液）的高筒玻璃标本缸内浸泡数小时或过夜（高筒玻璃标本缸底部应垫上玻璃棉，以防移液管及滴管顶端口损坏），再经0.1 MPa高压蒸汽灭菌20 min，取出后用普通钢针或曲别针做成的小钩将移液管、滴管上端塞的隔离用棉花钩出，再依前法用自来水及蒸馏水冲洗洁净，晾干或烘干备用。若移液管用上述方法处理仍有污垢痕迹，可置2％盐酸溶液的高筒玻璃标本缸内浸泡1 h，再依上法清洗。

3. 其他带菌玻璃器皿的处理

培养过微生物的培养皿、试管、锥形瓶，因含有大量培养的微生物或污染有其他杂菌，应先经0.1 MPa高压蒸汽灭菌20～30 min。灭菌后取出趁热倒出容器内的培养物，较大量的废弃物应埋在土里。若为非致病性微生物的液体废弃物，可倒入下水道；培养致病性微生物的废弃物和有琼脂的废弃物，切勿直接倒入下水遭，以免污染水源和堵塞下水道。经过高压蒸汽灭菌的上述玻璃器皿，再用洗涤灵、热水刷洗干净，用自来水冲洗，以水在内壁均匀分布成一薄层而不出现水珠为油垢除尽的标准。

经过以上处理的玻璃器皿，可盛一般实验用的培养基和无菌水等。少数实验（如营养缺陷型菌株筛选、微生物遗传学实验等）对玻璃器皿清洁度要求较高，除用上述方法外，还应先在2％HCl溶液中浸泡数十分钟，再用自来水冲洗、蒸馏水淋洗2～3次；有的尚需超纯水淋冼，然后烘干备用。

附录二  洗涤液的配制与使用
一、洗涤液的配制

洗涤液分浓溶液与稀溶液两种，配方如下：

    浓溶液    重铬酸钠或重铬酸钾（工业用）                  50 g

              自来水                                       150 mL

              浓硫酸（工业用）                             800 mL

    稀溶液    重铬酸钠或重铬酸钾（工业用）                  50 g

              自来水                                       850 mL

              浓硫酸（工业用）                             100 mL

    配法都是将重铬酸钠或重铬酸钾先溶解于自来水中，可慢慢加温，使溶解，冷却后徐徐加入浓硫酸，边加边搅动。

    配好后的洗涤液应是棕红色或橘红色，贮存于有盖容器内。

二、原理

重铬酸钠或重铬酸钾与硫酸作用后形成铬酸（chronic acid）。铬酸的氧化能力极强，因而此液具有极强的去污作用。

三、使用注意事项

    ① 洗涤液中的硫酸具有强腐蚀作用，玻璃器板浸泡时间太长，会使玻璃变质，因此切忌到时忘记将器板取出冲洗。其次，洗涤液若沾污衣服和皮肤应立即用水洗，再用苏打水或氨液洗。如果溅在桌椅上，应立即用水洗去或湿布抹去；

    ② 玻璃器板投入前，应尽量干燥，避免洗涤液稀释。

    ③ 此液的使用仅限于玻璃和瓷质器板，不适用于金属和塑料器板。

    ④ 有大量有机质的器板应先行擦洗，然后再用洗涤液，这是因为有机质过多，会加快洗涤液失效。此外，洗涤液虽为很强的去污剂，但也不是所有的污迹都可清除。

    ⑤ 盛洗涤液的容器应始终加盖，以防氧化变质。

    ⑥ 洗涤液可反复使用，但当其变为墨绿色时即已失效，不能再用。

附录三  常用的计量单位
一、长度

	单位名称
	英文名称
	单位符号
	换  算

	厘米
	centimeter
	cm
	

	毫米
	millimeter
	mm
	10-1 cm

	微米
	micrometer
	µm
	10-4 cm或10-3 mm

	纳米
	nanometer
	nm
	10-7 cm或10-3 µm

	皮米
	picrometer
	pm
	10-10 cm或10-3 nm


二、重量

	单位名称
	英文名称
	单位符号
	换  算

	千克（公斤）
	kilogram
	kg
	

	克
	gram
	g
	10-3kg

	毫克
	milligram
	mg
	10-6kg或10-3g

	微克
	microgram
	µg
	10-9kg或10-3mg

	纳克
	nanogram
	ng
	10-12kg或10-3µg

	皮克
	picrogram
	pg
	10-15kg或10-3ng


三、容量

	单位名称
	英文名称
	单位符号
	换  算

	升
	liter
	L, (l)
	

	毫升
	milliliter
	mL
	10-3L

	微升
	microliter
	µl
	10-6L或10-3mL


四、摩尔数与摩尔浓度表示法

	名  称
	浓度单位

	中文
	英  文
	单位符号
	符  号
	换  算

	摩尔
	mole
	mol
	mol/L
	1 mol/L

	毫摩尔
	millimole
	mmol
	mmol/L
	×10-3 mol/L

	微摩尔
	micromole
	µmol
	µmol/L
	×10-6 mol/L

	纳摩尔
	nanomole
	nmol
	nmol/L
	×10-9 mol/L

	皮摩尔
	picromole
	pmol
	pmol/L
	×10-12 mol/L


附录四  实验常用培养基的配方及配制方法

一、细菌、放线菌、酵母菌、霉菌常用培养基

1. 肉膏蛋白胨培养基

	牛肉膏
	0.5 g

	蛋白胨
	1.0 g

	NaCl
	0.5 g

	水
	100 mL

	pH
	7.2

	0.1 MPa灭菌20 min。
	


如配制固体培养基，需加琼脂1.5％～2％；如配制半固体培养基，则加琼脂0.7％～0.8％。

2. LB培养基

	胰化蛋白胨（bacto-tryptone）
	1 g

	酵母提取物（bacto-yeast extract）
	0.5 g

	NaCl
	1 g

	琼脂
	1.5~2 g

	水
	100 mL

	pH
	7.0

	0.1 MPa灭菌20 min。
	


需要时，也可在LB培养基中加入0.1％葡萄糖。

3. 高氏合成1号培养基

	可溶性淀粉
	2.0 g

	KNO3
	0.1 g

	K2HPO4·3H2O
	0.05 g

	NaCl
	0.05 g

	MgSO4·7H2O
	0.05 g

	FeSO4·7H2O
	0.001 g

	琼脂
	1.5~2 g

	水
	100 mL

	pH
	7.2~7.4

	0.1 MPa灭菌20 min。
	


4. 麦芽汁培养基

	新鲜麦芽汁（10～15波林）
	100 mL

	琼脂
	1.5~2 g

	pH
	6.4

	0.1 MPa灭菌20 min。
	


5. 马铃薯葡萄糖培养基

	马铃薯浸汁（10％）
	100 mL

	葡萄糖
	2 g

	琼脂
	1.5~2 g

	自然pH
	

	0.1MPa灭菌20min。
	


6. 豆芽汁葡萄糖培养基

	豆芽浸汁（10％）
	100 mL

	葡萄糖
	5 g 

	琼脂
	1.5~2 g

	自然pH
	

	0.1 MPa灭菌20 min。
	


7. 察氏（Czapack）培养基

	蔗糖
	3 g

	NaNO3
	0.3 g

	K2HPO4
	0.1 g

	KCl
	0.05 g

	MgSO4·7H2O
	0.05 g

	FeSO4
	0.001 g

	琼脂
	1.5~2 g

	水
	100 mL

	自然pH
	

	0.1 MPa灭菌20 min。
	


8. 麦氏培养基

	葡萄糖
	0.1 g

	KCl 
	0.18 g

	酵母汁
	0.25 g

	醋酸钠
	0.82 g

	琼脂
	2.0 g

	蒸馏水
	100 mL

	自然pH
	

	0.1 MPa灭菌20 min。
	


9. 酵母蛋白胨葡萄糖培养基（YPD）

	葡萄糖
	2 g

	胰蛋白胨
	2 g

	酵母提取物
	1 g

	蒸馏水
	100 mL

	pH
	5.0~5.5

	0.1 MPa灭菌20 min。
	


10. 马丁（Martin）培养基

	葡萄糖
	1 g

	蛋白胨
	0.5 g

	K2HPO4·3H2O
	0.1 g

	MgSO4·7H2O
	0.05 g

	孟加拉红（1mg/mL）
	0.33 mL

	琼脂
	1.5~2 g

	水
	100 mL

	自然pH
	


0.056 MPa灭菌30 min。再加入下列试剂：

	2％去氧胆酸钠溶液
	2 mL（预先灭菌，临用前加入）

	链霉素溶液（10 000u/mL）
	0.33 mL（临用前加入）


11. 乳糖蛋白胨培养基

	蛋白胨
	1 g

	牛肉膏
	0.3 g

	乳糖
	0.5 g

	NaCl
	0.5 g

	1.6%溴甲酚紫乙醇溶液
	0.2 mL

	水
	100 mL

	pH
	7.4

	0.056 MPa灭菌30 min。
	


12. 伊红美蓝培养基（EMB）

	蛋白胨
	1 g 

	K2HPO4
	0.2 g

	NaCl
	0.5 g

	乳糖
	1 g

	2％伊红Y溶液
	2 mL

	0.65％美蓝溶液
	1 mL

	琼脂
	2 g

	蒸馏水
	100 mL

	pH（先调pH，再加伊红、美蓝溶液）
	7.1


乳糖在高温灭菌时易受破坏，故一般在0.07 MPa灭菌20 min。
二、微生物生化反应常用培养基

13. 淀粉培养基

	蛋白胨
	1 g

	NaCl
	0.5 g

	牛肉膏
	0.5 g

	可溶性淀粉
	1 g

	琼脂
	1.5~2 g

	蒸馏水
	100 mL

	pH
	7.2

	0.1 MPa灭菌20 min。
	


配制时，应先把淀粉用少量蒸馏水调成糊状，再加入到融化好的培养基中。

14. 油脂培养基

	蛋白胨
	1 g

	NaCl
	0.5 g

	牛肉膏
	0.5 g 

	香油或花生油
	1 g

	中性红（1.6％水溶液）
	约0.1 mL

	琼脂
	1.5~2 g

	蒸馏水
	100 mL

	pH
	7.2

	0.1 MPa灭菌20 min。
	


配制时注意事项：（1）不能使用变质油；（2）油和琼脂及水先加热；（3）调pH后，再加入中性红使培养基成红色为止；（3）分装培养基时，需不断搅拌，使油脂均匀分布于培养基中。

15. 明胶液化培养基

培养基成分与肉膏蛋白胨培养基相同，但凝固剂改用明胶（12％～18％）。

16. 石蕊牛乳培养基

（1）牛乳脱脂：用新鲜牛奶（注意在牛奶中不要掺水，否则会影响实验结果），反复加热，除去脂肪。每次加热20～30 min，冷却后除去脂肪，在最后一次冷却后，用吸管从底层吸出牛奶，弃去上层脂肪。

（2）将脱脂牛乳的pH调至中性。

（3）用1％～2％石蕊液①，将牛奶调至呈淡紫色为止。

（4）将配好石蕊牛乳在0.056 MPa灭菌30 min。

注：①石蕊液的配制：石蕊颗粒80 g，40%乙醇300 mL。配制时，先把石蕊颗粒碾碎，然后倒入有一半体积的40%乙醇溶液中，加热1 min，倒出上层清液，再加入另一半体积的40%乙醇溶液中，再加热1 min，再倒出上层清液，将两部分溶液合并，并过滤。如果总体积不足300 mL，可添加40%乙醇，最后加入0.1 mol/L HCl溶液，搅拌，使溶液呈紫红色。

17. 糖或醇发酵培养基

	蛋白胨
	1 g

	NaCl
	0.5 g

	葡萄糖（或其他种类的糖或醇）
	1 g

	蒸馏水
	100 mL

	pH
	7.4

	0.056 MPa灭菌30 min。
	


配制时，将蛋白胨先加热溶解，调到pH之后，加入溴甲酚紫溶液（1.6%水溶液），待呈紫色，再加入葡萄糖（或其他糖），使之溶解，分装试管，最后将杜氏小管倒置放入试管中。

18. 葡萄糖蛋白胨培养基（M.R.和V.P.试验用）

	蛋白胨
	0.5 g

	K2HPO4
	0.5 g

	葡萄糖
	0.5 g

	蒸馏水
	100 mL

	pH
	7.2~7.4

	0.056 MPa灭菌30 min。
	


配制时，依次将药品溶解，再调pH然后过滤分装于小试管中。灭菌后，作V.P.实验用的培养基，应注意蛋白胨的规格。

19. 柠檬酸盐培养基

	柠檬酸钠
	0.2 g

	K2HPO4
	0.05 g

	NH4NO3
	0.2 g

	琼脂
	1.5～2 g

	蒸馏水
	100 mL

	1％溴麝香草酚蓝（酒精液）
	1 mL

	或0.04％苯酚红
	1 mL

	0.07 MPa灭菌20 min。
	


配制时，除指示剂外，所有药品混合后加热溶解，调pH 6.8~7.0。过滤，加指示剂，分装。灭菌后，制成斜面。

20. 蛋白胨水培养基

	蛋白胨
	1 g

	NaCl
	0.5 g

	蒸馏水
	100 mL

	pH
	7.6

	0.1 MPa灭菌30 min。
	


21. 柠檬酸铁铵半固体培养基（H2S试验用）

	蛋白胨
	2 g

	NaCl
	0.5 g

	柠檬酸铁铵
	0.05 g

	Na2S2O3·5H2O
	0.05 g

	琼脂
	0.5~0.8 g

	蒸馏水
	100 mL

	pH
	7.2

	0.1 MPa灭菌20 min。
	


22. 肉膏蛋白胨液体培养基（产氨试验用）

    其培养基成分与肉膏蛋白胨培养基相同（不加琼脂）。但配制时，一定要预先检查蛋白胨的质量，即在试管中加入少量的蛋白胨和水，然后加入几滴奈氏试剂，如果产生黄色沉淀，则可使用；如未出现黄色沉淀，表示游离氨太多，则不能使用。

23. 硝酸盐还原试验培养基

	蛋白胨
	1 g

	NaCl
	0.5 g

	KNO3
	0.1~0.2 g

	蒸馏水
	100 mL

	pH
	7.4

	0.1 MPa灭菌20 min。
	


配制时，硝酸钾需要用分析纯试剂，装培养基的器皿也需要特别洁净。

24. 苯丙氨酸斜面

	酵母膏
	0.3 g

	Na2HPO4
	0.1 g

	DL-苯丙氨酸
	0.2 g（或L-苯丙氨酸0.1 g）

	NaCl
	0.5 g

	琼脂
	1.5~2 g

	蒸馏水
	100 mL

	pH
	7.0

	0.056 MPa灭菌30 min。
	


  配制时，调pH后，分装于试管中，灭菌后摆成斜面。

三、分离、扩增噬菌体试验用培养基

25. 分离、扩增噬菌体试验用培养基

	牛肉膏
	0.5 g

	蛋白胨
	1 g

	酵母膏
	0.3 g

	葡萄糖
	0.1 g

	蒸馏水
	100 mL

	pH
	7.2

	0.1 MPa灭菌20 min。
	


  如配上层半固体培养基时，需加0.8%琼脂；如配下层固体培养基时，则需加2%琼脂。
四、分离、纯化化能自养微生物实验用培养基

26. 硝化细菌分离培养基

	Ⅰ液
	KNO2
	2.5 g

	
	MgSO4·7H2O
	1.4 g

	
	FeSO4·7H2O
	0.3 g

	
	蒸馏水
	100 mL

	Ⅱ液
	KH2PO4
	1.36 g

	
	蒸馏水
	100 mL

	0.1 MPa灭菌20 min。
	


（1）配制时，Ⅰ、Ⅱ两液铵9 : 1混合，pH  8.0～8.2；（2）若分离亚硝化细菌，在Ⅰ液中加入11g (NH4)2SO4以代替KNO2；（3）为了增加硝化细菌分离效果，在1000 mL培养液中可添加10 g粉状CaCO3和0.4 mL微量元素溶液（其中包括MnCl2·4H2O 79μg、CuSO4·5H2O 67μg、ZnSO4·7H2O 70μg、Ca(NO3)2·6H2O 55μg、维生素B2 1μg）。

27. 硝化细菌增殖培养基

	KNO2
	0.2 g

	KH2PO4
	0.07 g

	MgSO4·7H2O
	0.05 g

	CaCl2·2H2O
	0.05 g

	蒸馏水
	100 mL

	pH（可用5％ Na2CO3调节）
	8.0

	0.1 MPa灭菌20 min（或水浴煮沸30 min）。
	


如分离亚硝化细菌，可用0.5 g/100 mL (NH4)2SO4代替KNO2。

28. 肉膏蛋白胨酵母膏培养基（BPY）（检查硝化细菌纯度用）

	牛肉膏
	0.5 g

	酵母膏
	0.5 g

	蛋白胨
	1 g

	NaCl
	0.5 g

	葡萄糖
	0.5 g

	蒸馏水
	100 mL

	pH
	7.0

	0.056 MPa灭菌30 min。
	


配固体培养基时，需加1.5％～2％琼脂。
五、分离纯化光合细菌试验用培养基

29. 红螺菌科细菌分离培养基

	NH4Cl
	0.1 g

	MgCl2
	0.02 g

	酵母膏
	0.01 g

	K2HPO4
	0.05 g

	NaCl
	0.2 g

	琼脂
	2 g

	蒸馏水
	90mL

	0.1 MPa灭菌20 min。
	


（1）灭菌后，无菌操作加入经过除菌的0.5 g/5 mL NaHCO3；（2）再无菌加入除菌的0.1 g或0.1 mL Na2S·9H2O（降低培养基的氧化还原值）；（3）最后再加5 mL经过滤除菌的乙醇、戊醇或4％丙氨酸。用过滤灭菌的0.1 mol/L H3PO4调pH至7.0。

30. 紫色非硫细菌（红螺菌）富集培养基

	NH4Cl
	0.1 g

	NaHCO3①
	0.1 g

	K2HPO4
	0.02 g

	CH3COONa
	0.1~0.5 g

	MgSO4·7H2O
	0.02 g

	NaCl
	0.05~0.2 g

	生长因子②
	1 mL

	蒸馏水
	97 mL

	微量元素溶液③
	1 mL

	pH
	7.0


注：① 5％NaHCO3水溶液，过滤除菌取2mL加入无菌培养基中。② 生长因子：维生素B1 0.001 mg、尼克丁酸0.1 mg、对氨基苯甲酸0.1 mg、生物素0.001 mg，以上药品溶于蒸馏水中，定容至10 mL，然后过滤除菌。③ 微量元素溶液：FeCl3·6H2O 5 mg、CuSO4·5H2O 0.01 mg、H3BO4 1 mg、MnCl2·4H2O 0.05 mg、ZnSO4·7H2O 1 mg、Co(NO3)2·6H2O 0.5 mg，以上药品分别溶于蒸馏水中，并定容至1000 mL。

除①、②、③外，各成分溶解后0.1 MPa灭菌20 min。然后分别加入①、②、③。

如加入0.1％~0.3%的蛋白胨，则能促进该菌生长。
六、分离、纯化含酚污水降解菌试验用的培养基

31. 耐酚真菌培养基

	葡萄糖
	2 g

	酵母膏
	0.5 g

	马铃薯汁
	20 mL

	微量元素溶液①
	10 mL

	苯酚
	25~75 g

	蒸馏水
	70 mL

	pH
	5~6

	0.1MPa灭菌20min。
	


注：①微量元素溶液：MgSO4·7H2O 0.3 g、KH2PO4 0.3 g、FeSO4·7H2O 0.005 g、CaCl2 0.005 g，以上药品溶于100 mL水中；②固体培养基需加2％琼脂。

32. 耐酚细菌培养基

斜面固体培养基：肉膏蛋白胨固体培养基，每支斜面中加0.4 mL苯酚溶液（6 g/ L）。

液体培养基：在一个500 mL锥形瓶中装166.6 mL的肉膏蛋白胨培养液，灭菌后加入5 mL苯酚溶液（6 g/ L）。

33. 苯酚无机培养液

	苯酚
	25 mg（或100或250 mg）

	MgSO4·7H2O
	0.3 g

	KH2PO4
	0.3 g

	蒸馏水
	100 mL

	pH
	7.0~7.2


0.1M Pa灭菌20 min。

34. 碳源对照培养液A

	葡萄糖
	25～75 mg（不同浓度）

	尿素
	0.1 g

	微量元素溶液
	10 mL（同耐苯酚真菌培养基）

	pH
	7.0～7.2

	0.1 MPa灭菌20 min。
	


35. 苯酚培养液B

	苯酚
	25～75 mg

	尿素
	0.1 g

	微量元素溶液
	10 mL（同耐苯酚真菌培养基）

	pH
	7.0～7.2

	0.1MPa灭菌20min。
	


七、培养厌氧微生物试验用培养基

36. 玉米醪培养基

	玉米粉
	0.5 g

	蛋白胨
	0.01 g

	葡萄糖
	0.1 g

	蒸馏水
	100 mL

	自然pH
	

	0.1 MPa蒸煮1 h，分装于试管中，每管深度约5 cm，塞上塞子。

	0.1 MPa灭菌20 min。


37. 6.5％玉米醪培养基

	玉米粉
	6.5 g

	蒸馏水
	100 mL

	自然pH
	

	玉米粉与水混匀后，煮沸10 min，呈糊状后分装于试管中，每管装10 mL。

	0.1 MPa灭菌20 min。


38. CaCO3明胶麦芽汁培养基

	CaCO3
	1 g

	明胶
	1 g

	麦芽汁（6波美）
	100 mL

	蒸馏水
	100 mL

	琼脂
	2 g

	pH
	6.8

	0.1 MPa灭菌20 min。
	


39. 中性红培养基

	葡萄糖
	4 g

	胰蛋白胨
	0.6 g

	酵母膏
	0.2 g

	牛肉膏
	0.2 g

	醋酸铵
	0.3 g

	MgSO4·7H2O
	0.02 g

	中性红
	0.02 g

	KH2PO4
	0.05 g

	FeSO4·7H2O
	0.001 g

	琼脂
	2 g

	蒸馏水
	100 mI

	pH
	6.2

	0.1 MPa灭菌20 min。
	


八、筛选氨基酸营养缺陷试验用培养基

40. 细菌完全培养基

	葡萄糖
	0.5 g

	牛肉膏
	0.3 g

	酵母膏
	0.3 g

	蛋白胨
	1 g

	MgSO4·7H2O
	0.2 g

	蒸馏水
	100 mL

	pH
	7.2

	0.1 MPa灭菌20 min。
	


41. 细菌基本培养基

	葡萄糖
	0.5 g

	(NH4)2SO4
	0.2 g

	柠檬酸钠
	0.1 g

	MgSO4·7H2O
	0.02 g

	K2HPO4
	0.4 g

	KH2PO4
	0.6 g

	重蒸水
	100 mL

	pH
	7.2

	0.1 MPa灭菌20 min。
	


配固体培养基时．需加2%洗涤处理过的琼脂，全部药品需用分析纯，使用的器皿需用蒸馏水或重蒸水冲洗2～3次。

    42. 无氮基本培养基

    在基本培养基中不加(NH4)2SO4和琼脂。

    43. 二倍氮源基本培养基

    在基本培养基中，加入2倍(NH4)2SO4，不加琼脂。

    44. 补充培养基（限制培养基）

    （1）基本培养基加一定浓度完全培养基：在液体基本培养基中，加入0.1％～0.5％的完全培养基及2％琼脂。

（2）基本培养基加混合氨基酸溶液：在配制基本培养基时，将20种氨基酸分别依次缺少一种而使其中含有其他19种氨基酸，然后接入待测菌。在哪种培养基上不长菌，就是缺哪种氨基酸的营养缺陷型。

附表4-l   配制合成培养基时添加氨基酸浓度表

	氨基酸（mg·L-1）
	细菌
	放线菌
	酵母菌
	霉菌
	氨基酸（mg·L-1）
	细菌
	放线菌
	酵母菌
	霉菌

	赖氨酸
	10
	50
	30
	70
	组氨酸
	10
	70
	35
	80

	精氨酸
	10
	50
	35
	80
	苏氨酸
	20
	50
	50
	60

	蛋氨酸
	10
	50
	30
	70
	谷氨酸
	10
	50
	30
	90

	胱氨酸
	50
	50
	100
	120
	脯氨酸
	10
	50
	25
	60

	亮氨酸
	10
	50
	30
	70
	天门冬氨酸
	10
	50
	30
	70

	异亮氨酸
	10
	50
	30
	70
	丙氨酸
	10
	50
	20
	40

	缬氨酸
	10
	50
	25
	60
	甘氨酸
	10
	50
	15
	40

	酪氨酸
	10
	50
	35
	80
	丝氨酸
	10
	50
	25
	50

	色氨酸
	10
	50
	100
	100
	羟脯氨酸
	10
	50
	30
	50


注：若用dl型氨基酸，量应加倍，若用酷素水解物作混合氨基酸，应补加胱氨酸(50 mg/L)和色氨酸（10 mg/L）。

    （3）基本培养基加混合维生素溶液：在配制基本培养基时，将9种维生素分别依次缺少一种而使其中含有其他8种维生素，然后接入待测定菌。在哪种培养基上不长菌，就是缺哪种维生素的营养缺陷型。

附表4-2 配制合成培养基时添加维生素浓度表

	维生素

（mg·L-1）
	细菌
	放线菌
	酵母菌
	霉菌
	维生素（mg·L-1）
	细菌
	放线菌
	酵母菌
	霉菌

	硫氨素(B1)
	0.001
	3
	0.2
	0.5
	肌醇
	1
	2
	10
	4

	核黄素(B2)
	0.5
	4
	0.2
	1.0
	烟酰胺
	0.1
	1
	0.2
	1

	吡哆醇(B6)
	0.1
	2
	0.2
	0.5
	胆碱
	2
	1
	2.5
	2

	泛  酸
	0.1
	5
	0.2
	2.0
	生物素
	0.001
	2
	0.002
	0.002

	对氨基苯甲酸
	0.1
	1
	0.2
	0.1
	
	
	
	
	


（4）基本培养基加混合核酸碱基溶液①②：配制基本培养基时，将7种核酸碱基分别依次缺少一种而使其中含有其他6种核酸碱基，然后接入待测定菌。在哪种培养基上不长菌，就是缺哪种核酸碱基的营养缺陷型。

附表4-3  配制合成培养基时添加核酸碱基浓度表

	核酸碱基
（mg·L-1）
	细菌
	放线菌
	酵母菌
	霉菌
	核酸碱基（mg·L-1）
	细菌
	放线菌
	酵母菌
	霉菌

	腺嘌呤
	10
	15
	30
	70
	胸腺嘧啶
	10
	10
	25
	60

	次黄嘌呤
	10
	15
	30
	80
	尿嘧啶
	10
	10
	25
	60

	黄嘌呤
	10
	15
	30
	70
	胞嘧啶
	10
	10
	25
	60

	鸟嘌呤
	10
	15
	30
	60
	
	
	
	
	


注：①RNA水解液可代替核酸碱基溶液，可用于混合核酸碱基溶液；②RNA水解液的配制：取2 g RNA，加入15 mL 1 mol/L NaOH；另取2 g RNA，加入15 mL 1mol/L HCl，分别于100℃水浴加热水解20 min，将两种溶液混合，调pH为6.0，过滤后调整体积为40 mL。可用RNA水解液作为混合核酸碱基。

上述氮基酸维生素和核酸碱基均应磨细后分装成小管，放干燥器中避光保存，临用时配成溶液，过滤除菌。

    如用水解干酪素作为混合氨基酸，则需添加胱氨酸50 mg／L和色氨酸10 mg／L。
九、细菌原生质体融合试验用培养基

45. 完全培养基（CM）

	蛋白胨
	1 g

	葡萄糖
	1 g

	酵母粉
	0.5 g

	牛肉膏
	0.5 g

	NaCl
	0.5 g

	蒸馏水
	100 mL

	pH
	7.2

	0.1 MPa灭菌20 min。
	


如需配制固体完全培养基时，则需在上述液体培养基中加入2％琼脂。

46. 基本培养基（MM）

	葡萄糖
	0.5 g

	(NH4)2SO4
	0.2 g

	柠檬酸钠
	0.1 g

	K2HPO4·3H2O
	1.4 g

	KH2PO4
	0.6 g

	MgSO4·7H2O
	0.02 g

	蒸馏水
	100 mL

	纯化琼脂
	2 g

	pH
	7.0

	0.1 MPa灭菌20 min。
	


47. 高渗再生培养基（CMR）

	蛋白胨
	1 g

	葡萄糖
	0.5 g

	酵母粉
	0.5 g

	牛肉膏
	0.5 g

	NaCl
	0.5 g

	蔗糖
	0.5 mol／L

	MgCl2
	20 mmol／L

	蒸馏水
	100 mL

	纯化琼脂
	2 g

	pH
	7.0

	0.1 MPa灭菌20 min。
	


如配上层固体培养基，需在上述液体培养基中加入0.6％琼脂。如需配底层固体培养基，则需加入2％琼脂。

48. 补充基本培养基（SM）

在基本培养基中加入20 μg／mL腺嘌呤及2％纯化琼脂。

0.07MPa灭菌20min。

49. 再生补充基本培养基（SMR）

在补充基本培养基中加入0.5 moI／L蔗糖及2％纯化琼脂。

0.07 MPa灭菌20 min。

50. 酪蛋白培养基（测蛋白酶活性用）

	Na2HPO4·12H2O 
	0.13 g

	KH2PO4
	0.036 g

	NaCl
	0.01 g

	ZnSO4·7H2O
	0.002 g

	CaCI2·2H2O
	0.0002 g

	酪素
	0.4 g

	酪素水解氨基酸
	0.005 g

	琼脂
	1.5~2 g

	蒸馏水
	100 mL

	pH
	7.2

	0.1 MPa灭菌20 min。
	


十、酵母原生质体融合试验用培养基（包括酵母单倍体原生质体融合及电场诱导酵母原生质体融合）

51. 完全培养基

	葡萄糖
	2 g

	蛋白胨
	2 g

	酵母膏
	1 g

	蒸馏水
	100 mL

	pH
	7.2

	0.1 MPa灭菌20 min。
	


如需配成固体完全培养基时，则需在上述液体培养基中加入2％琼脂。

52. 基本培养基(用于单倍体酵母原生质体融合试验)

（1）葡萄糖柠檬酸钠培养基

	葡萄糖
	0.5 g

	(NH4)2SO4
	0.2 g

	柠檬酸钠
	0.1 g

	MgSO4·7H2O
	0.02 g

	K2HPO4
	0.4 g

	KH2PO4
	0.6 g

	纯化琼脂
	2 g

	蒸馏水
	100 mL

	pH
	6.0

	0.1 MPa灭菌20 min。
	


（2）YNB培养基

	葡萄糖
	2 g

	酵母氨基(YNB) ①
	0.67 mL

	琼脂(经纯化处理)
	2.0 g

	蒸馏水
	100 mL

	pH
	6.0

	0.1 MPa灭菌20 min。
	


注：①YNB培养基由以下A、B、C三种溶液混合而戚，取A 1 m1，B 1 mL，C 10 m1，无离子水l 000 m1，pH 6.5。

    A液：维生素混合液VB1  l 000 mg，菸酸400 mg，吡哆醇400 mg,，生物素20mg，泛酸钙2 000mg，VB2  200mg，肌醇10 000 mg，对氨基苯甲酸200 mg，无离子水1 000 mL；B液：微量元素混合液H3BO4 500 mg，MnSO4·7H2O 200 mg，ZnSO4·7H2O 400 mg，CuSO4·5H2O 40 mg，FeCl3·6H2O 100 mg，Na3MnO4 200 mg，无离子水1000 mL；C液：其他无机盐KI 0.1 mg，CaCl2·2H2O 0.1 g，K2HPO4 0.15 g，KH2PO4 0.85 g，MgSO4·7H2O 0.5 g，NaCl 0.1g，无离子水 1 000 mL。

53. 再生完全培养基

在固体完全培养基中加入0.5 mol／L蔗糖(或0.8 mol／L甘露醇或1 moI／L山梨醇)。

54. 基本培养基(用于电场诱导酵母原生质体融合试验)

	葡萄糖
	2 g

	酵母氨基(YNB)
	0.67 m1

	琼脂(经纯化处理)
	2.0 g

	蒸馏水
	100 mL

	pH
	6.0

	0.1 MPa灭菌20 min。
	


55. 再生基本培养基

在基本培养基中加入l mol/L山梨醇。
十一、Ames试验用培养基

56. 下层培养基

	葡萄糖
	2 g

	柠檬酸
	0.2 g

	K2HPO4·3H2O
	0.35 g

	MgSO4·7H2O
	0.02 g

	琼脂(优质或水洗)
	1.5 g

	蒸馏水
	100 mL

	pH
	7.0

	0.056 MPa灭菌20 min。
	


57. 上层培养基

	NaCl
	0.5 g

	琼脂(优质或水洗)
	0.8 g

	蒸馏水
	90 mL

	加热融化后加入
	 

	组氨酸生物素混合液①
	10 mL

	0.07 MPa灭菌20 min。
	


注：① 组氨酸生物素混合液：在30 mL蒸馏水中溶解L-盐酸组氨酸23.3 mg和生物素36.8 mg。

58. 氯化钠琼脂

	NaCl
	0.5 g

	琼脂(优质或水洗)
	0.6 g

	蒸馏水
	9 mL

	0.056 MPa灭菌20 min。
	


十二、多粘菌素E发酵及管碟法效价测定用培养基

59. 麸皮培养基(保存和活化菌种用)

	麸皮
	3.5 g

	琼脂
	2.0 g

	自来水
	100 mL

	自然pH
	

	煮沸0.5 h，用棉花或纱布过滤，分装试管。

	0.1 MPa灭菌20 min。


60. 种子培养基

	玉米淀粉①
	1.5 g

	花生饼粉
	2.0 g

	(NH4)2SO4
	0.8 g

	NaCl
	0.2 g

	CaCO3
	0.5 g

	麦芽糖
	2.5 g

	玉米浆
	1.0 g

	KH2PO4
	0.03 g

	MgSO4·7H2O
	0.01 g

	萘乙酸
	0.0008 g

	自来水
	80 mL

	自然pH
	  

	0.1 MPa灭菌20 min。
	


注：①配制时先用少量冷水将玉米淀粉调成糊状，加热溶解；其他药品另一起加热溶解，然后两者混合，再煮沸片刻立即分装。在每个500 mL锥形瓶中分装30 mL培养液。

61. 发酵培养基

	玉米淀粉①
	5.0 g

	玉米粉
	3.5 g

	(NH4)2SO4
	1.8 g

	CaCO3
	0.95 g

	自来水
	80 mL

	自然pH
	  

	0.1 MPa灭菌20 min。
	


注：①配制时先用少量冷水将玉米淀粉调成糊状，加热溶解；其他药品另一起加热溶解，然后两者混合，再煮沸片刻立即分装。在每个500 mL锥形瓶中分装30 mL培养液。

62. 效价测定用的下层培养基

	琼脂
	2 g

	蒸馏水
	100 mL

	0.1MPa灭菌20 min。
	


63. 效价测定用的上层培养基

	蛋白胨
	1 g

	葡萄糖
	0.25 g

	牛肉膏
	0.3 g

	NaCl
	2 g

	K2HPO4
	0.25 g

	琼脂
	1.6~1.8 g

	蒸馏水
	100 mL

	pH
	7.0~7.2

	0.1 MPa灭菌20 min。
	


    64. 大肠杆菌A. 1.542保藏和活化培养基

	蛋白胨
	0.6 g

	酵母膏
	0.3 g

	牛肉膏
	0.15 g

	琼脂
	1.5～2 g

	蒸馏水
	100 m1

	pH
	7.2～7.4

	0.1 MPa灭菌20 min。
	


十三、小型发酵罐发酵试验用培养基

65. M9培养基

	20％葡萄糖
	2 mL

	5×M9盐溶液①
	20 mL

	加蒸馏水至
	100 m1

	0. 1 MPa灭菌20 min。
	


  注：5×M9盐溶液配制：Na2HPO4·7H2O 6.4 g、KH2PO4  1.5  g、NaCl  0.25 g，NH4C1 0.5 g，加蒸馏水至100 mL。

十四、食品中微生物检测试验用培养基

66. 单料胆盐乳糖发酵培养基

	蛋白胨
	2 g

	猪胆盐(或牛、羊胆盐)
	0.5 g

	乳糖
	1 g

	0.04％溴甲酚紫水溶液
	2.5 mL

	蒸馏水
	100 mL

	pH
	7.4

	0.07 MPa灭菌20 min。
	


配制时，将蛋白胨及乳糖先溶于蒸馏水中，调节pH至7.4，然后再加入0.04％溴甲酚紫水溶液，均匀分装于试管中，每管各加一杜氏小管，再进行高压蒸汽灭菌。
注意：双料胆盐乳糖发酵培养基除蒸馏水外，其他成分都需加倍的量。
67. 乳糖发酵培养基
	蛋白胨
	2 g

	乳糖
	1 g

	0.04％溴甲酚紫水溶液
	2.5 mL

	蒸馏水
	100 mL

	pH
	7.4

	0.07 MPa灭菌20 min。
	


配制时，先将蛋白胨及乳糖溶于部分蒸馏水中，调节pH，再加入溴甲酚紫溶液至紫色为止，分装于试管中。每管各加入一倒置杜氏小管。再进行高压蒸汽灭菌。

十五、数种天然原料的化学成分
68. 蛋白胨营养成分

    蛋白胨是蛋白质经蛋白酶(常用胰蛋白酶或胃蛋白酶)酶解或经酸或碱水解后的中间产物。在水解过程中，在大分子的胶体蛋白质分解为许多中间产物，如月示  、蛋白胨、肽和氨基酸等，所以在商品蛋白胨中往往含有月示  、肽和氨基酸。各种成分的比例依蛋白胨的牌号而不同，有的大部分是蛋白胨，氨基酸和月示  较少，有的只含少量的蛋白胨，而月示  的含量较多。所以，各种蛋白胨的营养价值不同，有的适于某种细菌的生长，有的则适于某种生化反应的出现(如吲哚试验的培养基中蛋白胨必需含精氨酸)。

蛋白胨在培养基中主要提供微生物所需要的氮源。由于它是两性化合物，所以也具有缓冲作用。
69. 牛肉浸汁营养成分

    以水浸泡瘦牛肉，置冰箱中过夜，煮沸后滤去肉渣，即成牛肉浸汁。所有浸出物(包括无机和有机物质)约占肌肉重量的2％。浸出物含有两大类物质；

    含氮物质包括：肌酸、黄嘌呤、次黄嘌呤、尿酸、谷酰胺、肌肽和肉毒碱等。

    非含氮物质包括：葡萄糖、磷酸己糖、乳酸、琥珀酸、脂肪、肌醇和无机盐等。

肉浸汁中还含有八种B族维生素：即硫胺素、核黄素、泛酸、尼克酸、生物素、吡哆醇、叶酸和对氨基苯甲酸。可作为细菌生长因素之用。
70. 100 g黄豆芽所合成分

	水分
	77 g

	蛋白质
	11.5 g

	脂肪
	2.0 g

	碳水化合物
	7.0 g

	粗纤维
	1.0 g

	灰分
	1.4 g

	钙
	68 mg

	磷
	102 mg

	铁
	1.8 mg

	胡萝卜素
	0.03 mg

	硫胺素(B1)
	0.17 mg

	核黄素(B2)
	0.11 mg

	尼克酸
	0.8 mg

	维生素C
	4 mg


71. 琼脂

琼脂俗称洋菜，是从某些海藻中(石花菜或青丝菜等)提取制备的半乳糖聚合物的硫酸酯，另外含有灰分、氧化钙、氧化镁、氮等微量物质，根据其产品的透明度、胶冻强度、粘度、凝固水量等作为检验琼脂质量的指标，一般微生物不分解琼脂，加入培养基中仅起支持作用。固体培养基一般加1.5％～2％琼脂，半固体培养基加0.5％～0.8％琼脂，应特别注意，培养基pH在4以下灭菌后琼脂不凝固，加热到98℃左右开始融化，而温度降至45℃即凝固。另外，微量物质可能会影响微生物生长，在进行精细实验时，应该先用水和酒精将琼脂中夹杂的可能为细菌所利用的微量杂质洗去。

72. 明胶

明胶是由胶原用沸水水解而得，是一种蛋白质。明胶不溶于冷水，但可在冷水中膨胀变软。在沸水中完全溶解，冷却后成透明状半固体。明胶可被许多细菌分解，高于25℃即液化，所以不能替代琼脂作培养基的凝固剂，主要供鉴别细菌是否具液化明胶的能力。

附录五  微生物的接种技术

    接种技术是微生物学实验及研究中的一项最基本的操作技术。

    接种是将纯种微生物在无菌操作条件下移植到已灭菌并适宜该菌生长繁殖所需要的培养基中。为了获得微生物的纯种培养，要求接种过程中必须严格进行无菌操作。一般是在无菌室内，超净工作台火焰旁或实验室火焰旁进行。

    根据不同的实验目的及培养方式可以采用不同的接种工具和接种方法。常用的接种工具有接种针、接种环、接种铲，玻璃涂棒、移液管及滴管等（附图5-1）；常用的方法有斜面接种、液体接种、穿刺接种和平板接种等。
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一、斜面接种

   从已长好微生物的菌种管中挑取少许菌苔接种至空自斜面培养基上。

   1、接种前将空白斜面贴上标签，注明菌名、接种日期、接种者姓名。标签应贴在试管前1/3斜面向上的部位。

   2、点燃煤气灯或酒精灯。

   3、将菌种管及新鲜空白斜面向上，用大拇指和其他四指握在左手中，使中指位于两试管之间的部位，无名指和大拇指分别夹住两试管的边缘，管口齐平，管口稍上斜（附图5-2）。

   4、用右手先将试管帽或棉塞拧转松动。以利接种时拔出。
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   5、右手拿接种环柄，使接种环直立于氧化焰部位，将金属环烧灼灭菌，然后斜向横持将接种环金属杆部分来回通过火焰数次（附图5-3）。以下操作都要使试管口靠近火焰旁（即无菌区）进行。
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   6、用右手小指、无名指和手掌拔下试管帽或棉塞并夹紧。棉塞下部应露在手外，勿放桌上，以免污染。

   7、将试管口迅速在火焰上微烧一周。

   8、将灼烧过的接种环伸入菌种管内，先将环接触一下没长菌的培养基部分，使其冷却以免烫死菌体。然后用环轻轻取菌少许，将接种环慢慢从试管中抽出。

   9、在火焰旁迅速将接种环伸入空白斜面，在斜面培养基上轻轻划线，将菌体接种于其上。划线时由底部划起，划成较密的波浪状线，或由底部向上划一直线，一直划到斜面的顶部。注意勿将培养基划破，不要使菌体沾污管壁。

   10、灼烧试管口，并在火焰旁将试管帽或棉塞塞上。

   11、接种完毕，接种环上的余菌必须烧灼灭菌后才能放下。斜面接种无菌操作过程见附图5-4。
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二、液体接种

这是由斜面菌种接种到液体培养基（如试管或锥形瓶）中的方法。

  （1）烧环、烧管口，拔塞等与斜面接种相同。但试管要略向上倾斜，以免培养基流出。

  （2）将取有菌种的接种环送入液体培养基中，并使环在液体与管壁接触的部位轻轻摩擦使菌体分散于液体中。接种后塞上棉塞，将液体培养基轻轻摇动，使菌体均匀分布于培养基中，以利生长。

若菌种培养在液体培养基内，需转接到新鲜液体培养基时，此时不能用接种环，而需用无菌的移液管或滴管。用时先将移液管的包裹纸稍松动，在其2/3长度处截开，加橡皮头，拔出移液管，在火焰旁伸入菌种管内，吸取菌液，转接到待接种的培养基内。灼烧管口，迅速塞好管口进行培养。沾有菌的移液管插入原包装移液管的纸套内、不能直接放在实验台上，以免污染桌面，经高压灭菌后再行冲洗。
三、穿刺接种
    这是常用来接种厌氧菌，检查细菌的运动能力或保藏菌种的一种接种方法。具有运动能力的细菌，经穿刺接种培养后，能沿着穿刺线向外运动生长，故形成的菌的生长线粗且边缘不整齐；不能运动的细菌仅能沿穿刺线生长，故形成细而整齐的菌生长线。其操作步骤如下：

  （1）贴标签。

  （2）点燃煤气灯或酒精灯。

  （3）转松试管帽或棉塞。

  （4）灼烧接种针。

  （5）在火焰旁拔去试管帽或棉塞，将接种针在培养基上冷却，用接种针尖挑取少量菌种，再穿刺接种到深层固体培养基内，接至培养基四分之三处，再沿原线拔出。穿刺时要求手稳，使穿刺线整齐（附图5-5）。

  （6）试管口通过火焰，盖上试管帽或棉塞。灼烧接种针上的残菌。
四、平板接种
平板接种即用接种环将菌种接至平板培养基上，或用移液管、滴管将一定体积的菌液移至平板培养基上，然后培养。平板接种的目的是观察菌落形态，分离纯化菌种，活菌计数以及在平板上进行各种试验时采用的一种接种方法。
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平板接种的方法有多种，根据实验的不同要求，可分为以下几种。

（一）斜面接平板

    1、划线法

    无菌操作自斜面用接种环直接取出少量菌体，或先制成菌悬液，接种在平板边缘的一处，烧去多余菌体，再从接种有菌的部位在平板培养基表面自左至右轻轻连续划线或分区划线（注意，勿划破培养基），参见实验10。经培养后在沿划线处长出菌落，以便观察或挑取单一菌落。

    2、点种法

一般用于观察霉菌的菌落。在无菌操作下，用接种针从斜面或孢子悬液中取少许孢子轻轻点种于平板培养基上，一般以三点(.. .)的形式接种。霉菌的孢子易飞散，用孢子悬液点种效果好。
（二）液体接平板

    即用无菌移液管或者滴管吸取一定体积的菌液移至平板培养基上，然后用无菌玻璃涂棒将菌液均匀涂布在整个平板上。或者将菌液加入培养皿中，然后再倾入融化并冷至45～50℃的固体培养基，轻轻摇匀，平置，凝固后倒置培养。在稀释分离菌种时常用。
（三）平板接斜面

一般是将在平板培养基上经分离培养得到的单菌落，在无菌操作下分别接种到斜面培养基上，以便作进一步扩大培养或保存之用。接种前先选择好平板上的单菌落，并做好标记；左手拿平板，右手拿接种环，在火焰旁操作，先将接种环在空白培养基处冷却，挑取菌落，在火焰旁稍等片刻，此时左手将平板放下，拿起斜面培养基，按斜面接种法接种。注意接种过程中勿将菌烫死，接种时操作应迅速勿污染杂菌。
（四）其他平板接种法

    根据实验的不同要求，可以有不同的接种方法。如做抗菌谱试验时，可用接种环取菌在平板上与抗菌素划垂直线；做噬菌体裂解试验时可在平板上将菌液与噬菌体悬液混合涂布于同一区域等。
附录六  实验常用染液配制
一、普通染色法常用染液

1、齐氏石炭酸复红染液

	A液：碱性复红 
	0.3 g

	95％乙醇
	10 mL

	B液：石炭酸
	5.0 g

	蒸馏水 
	95 mL

	将A、B二液混合摇匀过滤。
	


2、吕氏美蓝液

	A液：美蓝（甲烯蓝、次甲基蓝、亚甲蓝）含染料90％
	0.3 g

	95%乙醇
	30 mL

	B液：KOH(0.01％重量比)
	100 mL

	将A、B二液混合摇匀使用。
	


3、草酸铵结晶紫液

	A液：结晶紫(含染料90％以上)
	2.0 g

	95％乙醇
	20 mL

	B液：草酸铵
	0.8 g

	蒸馏水
	80 mL

	将A、B二液充分溶解后混合静置24 h过滤使用。
	


二、革兰氏染液

1、草酸铵结晶紫液：配方同上

2、革氏碘液

	碘
	1 g

	碘化钾
	2 g

	蒸馏水
	300 mL

	配制时，先将碘化钾溶于5～10 mL水中，再加入碘1 g，使其溶解后，加水至300 mL。


3、95％乙醇

4、蕃红溶液

	2.5％蕃红的乙醇溶液
	10 mL

	蒸馏水 
	100 mL 

	混合过滤。
	


三、芽孢染色液

1、孔雀绿染色液

	孔雀绿
	7.6 g

	蒸馏水
	100 mL

	此为孔雀绿饱和水溶液。配制时尽量溶解，过滤使用。
	


2、齐氏石炭酸复红染液（同前）

四、荚膜染色液（黑墨水染色法）

    6％葡萄糖水溶液

    绘图墨汁或黑色素，或苯胺黑

    无水乙醇

    结晶紫染液

五、鞭毛染色液
1、利夫森氏（Leifson）染色液

	A液：NaCI
	1.5 g

	蒸馏水
	100 mL

	B液：单宁酸（鞣酸）
	3 g

	蒸馏水
	100 mL

	C液：碱性复红
	1.2 g

	95％乙醇
	200 mL

	临用前将A、B、C三种染液等量混合。
	


分别保存的染液可在冰箱保存几个月，室温保存几个星期仍可有效。但混合染液应立即使用。

2、银染法

	A液：丹宁酸
	5 g

	FeCl3
	1.5 g

	15％福尔马林
	2.0 mL

	1％NaOH
	1.0 mL

	蒸馏水
	100 mL

	B液：AgNO3
	2 g

	蒸馏水
	100 mL


配制方法：硝酸银溶解后取出10 m1备用，向90 mL硝酸银溶液中滴加浓NH4OH溶液，形成浓厚的沉淀，再继续滴加NH4OH液到刚溶解沉淀成为澄清溶液为止。再将备用的硝酸银溶液慢慢滴入，出现薄雾，轻轻摇动后，薄雾状沉淀消失；再滴加硝酸银溶液，直到摇动后，仍呈现轻微而稳定的薄雾状沉淀为止。雾重银盐沉淀，不宜使用。

六、液泡染液

  0.1％中性红水溶液（用自来水配制）

七、脂肪粒染液

  0.5％苏丹黑液

  二甲苯

  0 5％蕃红水溶液

八、肝糖粒染液

碘液：碘化钾3 g溶于100 mL蒸馏水中，加入1 g碘，完全溶解后备用（瓶盖请盖紧）

九、乳酸石炭酸溶液（观察霉菌形态用）
	石炭酸
	20 g

	乳酸(比重l. 2)
	20 g

	甘油(比重l.25)
	40 g

	蒸馏水
	20 mL


配制时先将石炭酸放入水中加热溶解，然后，慢慢加入乳酸及甘油。

十、氨基黑染色剂(琼脂凝胶对流免疫电泳用)
	氨基黑10B
	6 g

	甲酸
	450 mL

	冰醋酸
	100 mL

	蒸馏水
	444 mL

	混匀放冰箱备用。
	


十一、脱色液(琼脂凝胶对流免疫电泳用)

	冰醋酸
	7 mL

	蒸馏水
	93 mL

	混匀放冰箱备用。
	


附录七  实验常用试剂及溶液配制
一、指示剂
（一） 麝香草酚蓝或百里酚蓝

变色范围：pH 1.2～2.8，颜色由红变黄。常用浓度为0.04％。

配制时称0.1 g指示剂溶于100 mL 20％乙醇中。

（二） 溴酚蓝

变色范围：pH 3.0～4.6，颜色由黄变蓝。常用浓度为0.04％。
配制时称0.1 g指示剂，加14.9 mL 0.01 mol/L NaOH，加蒸馏水至250 mL。或称0.1 g指示剂溶于100 mL 20%乙醇中。

（三）溴甲酚绿

变色范围：pH 3 .8～5. 4，颜色由黄变蓝。常用浓度为0.04％。

配制时称0.1 g指示剂，加14.3  mL  0.01 mol/L NaOH，加蒸馏水至250 mL。

（四） 甲基红

变色范围：pH 4.2～6.3．颜色由红变黄。常用浓度为0. 04％。

配制时称0.1 g指示剂，加150 mL 95%乙醇溶解，再加蒸馏水至250 mL。

（五） 石蕊

变色范围：pH 5.0～8.0。颜色由红变蓝。常用浓度为0.5％～1.0％。

配制时称0 .5～1 .0 g指示剂溶于100 mL蒸馏水中。

（六） 溴甲酚紫

变色范围：pH 5.2～6.8，颜色由黄变紫。常用浓度为0.04% 。

配制时称0.1 g指示剂，加18.5 mL 0.01 mol/L NaOH，加蒸馏水至250 mL。

（七） 溴麝香草酚蓝或溴百里酚蓝

变色范围：pH 6.0～7.6，颜色由黄变蓝。常用浓度为0.04%。

配制时称0.1 g指示剂，加16 mL 0.01mol/L NaOH，加蒸馏水至250 mL。或称0.1 g指示剂溶于100 mL 20％乙醇中。

（八）  0.05%溴麝香草酚蓝溶液(氨基氮测定用)

称0.05 g溴麝香草酚蓝，溶于100 mL 20％乙醇中。

（九） 酚红

变色范围：pH 6.8～8. 4，颜色由黄变红。常用浓度为0.02%。

配制时称0 .1 g指示剂，加28.2 mL 0.01 mol/L NaOH，加蒸馏水至500 mL。

（十） 中性红

变色范围：pH 6.8～8.0，颜色由红变黄。常用浓度为0.04％。

配制时称0 .1 g指示剂，加70 mL乙醇，加蒸馏水至250 mL。

（十一） 酚酞

变色范围：pH 8.2～10.0，颜色由无色变红色。常用浓度为0.1％。
配制时称0.1 g指示剂。加100 mL 60％乙醇中。

（十二） 0.5%酚酞溶液(氨基氮测定用)

称0.5 g酚酞，溶于100 mL 60％乙醇中。

（十三) 甲基橙

变色范围：pH 3.1～4.4，颜色由红色变橙黄色。常用浓度为0.04％

称0.1 g甲基橙，加3 mL 0.1mol/L NaOH，加蒸馏水至250 mL 。
二、实验用试剂

（一）甲基红试验试剂（M .R. 试剂）

	甲基红
	0.1 g

	95％酒精
	300 m1

	蒸馏水
	200 mL


（二） 乙酰甲基甲醇试验试剂（V. P. 试剂）

I液：5％ (-萘酚酒精溶液

称取5 g  (-萘酚，用无水酒精溶液定容至100 mL 。

II液：40%KOH溶液

称取4 g KOH，蒸馏水溶解定容至100 mL 。

（三） 2, 3一丁二醇试剂（测多粘菌素E发酵种子液用）：
    1.  5％  碳酸胍水溶液

    2.  5％  a-萘酚无水乙醇溶液

    3.  40％ 氢氧化钾

乙酰甲基甲醇还原时生成2, 3丁二醇。

（四） 碘液（淀粉水解试验和测定多粘菌素E发酵液糊精时使用，与革兰氏碘液相同）。
（五） 吲哚试剂

	对二甲基氮基苯甲醛
	2 g

	95%乙醇
	190 mL

	浓盐酸
	40 mL


（六） 氨试剂（奈氏试剂）

I液：  碘化钾 10.0 g；蒸馏水 100 m1；碘化汞 20.0 g

II液： 氢氧化钾 20.0 g；蒸馏水 100 m1
将10 g碘化钾溶于50 m1蒸馏水中，在此液中加碘化汞颗粒，待溶解后，再加KOH和补足蒸馏水，然后再将澄清的液体倒入棕色瓶贮存。
（七） 格里斯氏试剂（亚硝酸盐试剂）

I液：对氨基苯磺酸 0.5 g；稀醋酸(10％左右)  150 mL 。

Ⅱ液： α-萘胺 0.1 g；蒸馏水 20 mL；稀醋酸(10％左右) 150 mL 。

（八） 二苯胺一硫酸试剂（硝酸盐试剂）
	二苯胺
	0.5 g

	浓硫酸
	100 mL

	蒸馏水
	20 mL


先将二苯胺溶于浓硫酸中，再将此溶液倒入20 mL蒸馏水中。
三、抗生素溶液
（一） 链霉素溶液（10 000 u/m1）
标准链霉素制品为10 000 000 u/瓶，先准备好100 mL无菌水，在无菌条件下用无菌移液管吸取0.5 mL无菌水加入链霉素标准制品瓶中，待链霉素溶解后取出加至另一无菌锥形瓶中，如上操作反复用无菌水洗链霉素标准制品瓶5次。最后，将所剩余无菌水全部转移至链霉素溶液中为止，此链霉素溶液为10 000 u/mL。
（二） 氨苄青霉素溶液（8 mg/mL和25 mg/m1）
称取氨苄基青霉素(医用粉剂)8 mg和25 mg，分别溶于1 mL无菌蒸馏水中，临用时配制。或临用时再经滤膜滤器过滤除菌。

（三） 标准多粘菌素E溶液

标准多粘菌素E制品为1 mg约有18000单位。精确称取多粘菌紊E标准品55.56 mg，用无菌1/15 mol/L pH 6. 0磷酸缓冲液溶解定容至100 mL，即配制成10000 μ/mL的多粘菌素E标准母液，在4℃下保存备用。

将10 000 u/mL多粘菌素E母液用无菌l/15 mol/L pH 6. 0的磷酸缓冲液稀释成600、800、1 000、1200、l 400等u/mL。用滤膜滤器过滤除菌，贮存于无菌试管或无菌锥形瓶中，最好临用前配制。

（四） 土霉素溶液（8 mg/m1）

称取土霉索(医用粉剂)8 mg，溶于1 mL无菌蒸馏水中，临用时配制。

（五） 丝裂霉素C母液（0. 3 mg/m1）

称取3 mg丝裂霉索C，溶于10 mL无菌蒸馏水中，制成0.3 mg/mL丝裂霉索C母液；诱导溶源性细菌释放噬菌体时，每20 mL细菌培养物中加0.2 mL丝裂霉素c母液，使终浓度为3 μg/mL 。
四、实验用溶液、缓冲液

（一） 2%伊红溶液

称取2 g伊红Y，加蒸馏水至100 mI，0.1 MPa灭菌20 min，然后将2 mL 2％伊红溶液在无菌条件下加入100 mI无菌肉膏蛋白胨培养基中，摇匀放凉即可；或将配制好的2％伊红溶渡直接加入肉膏蛋白胨培养基中，然后再行灭菌亦可。

（二） 0.5%美蓝溶液

称取0.5 g美蓝，加蒸馏水至100 mL，0.l MPa灭菌20 min，然后将1 mL美蓝溶液在无菌条件下加入无菌肉膏蛋白胨培养基中，摇匀放冷即可；或将配制好的0.5%美蓝溶液直接加入肉膏蛋白胨培养基中，然后再行灭菌亦可。

（三） 1％淀粉溶液

称取可溶性淀粉1 g，先用少量蒸馏水调成糊状，倾入煮沸的蒸馏水中，定容至l00 mL。

（四） 0.1％孟加拉红溶液

称100 mg孟加拉红，加蒸馏水至100 mL，然后取0.33 m1 0.1％孟加拉红溶液直接加入100 mL马丁培养基中，摇匀灭菌。

（五） 2%去氧胆酸钠溶液

称取2 g去氧胆酸钠，加蒸馏水至100 mL，过滤除菌或0.1 MPa灭菌20 min，临用前将2 mL 2％去氧胆酸钠溶液在无菌条件下加入100 mL无菌马丁培养基中，摇匀放凉即可。

（六） 亚硝基胍溶液（50 μg/m1、250 μg/mL和500 μg/m1）

称量50 μg、250 μg和500 μg亚硝基胍，分别放在无菌离心管中，各加入0.05 mL甲酰胺助溶，然后加入0.2 mol/L pH 6. 0磷酸缓冲液1 m1，使亚硝基胍完全溶解，用黑纸包好，30℃水浴保温备用(临用时配制)。

采用亚硝基胍诱变处理时终浓度为100 μg/mL，诱变处理时，向此亚硝基胍母液中加入4 mL对数期培养物即可。亚硝基胍为超诱变剂和“三致物质”，称量药品时需戴手套、口罩，称量纸用后灼烧，用安装橡皮头的移液管取样，接触沾染亚硝基胍的移渡管，离心管、锥形瓶等玻璃器皿需浸泡于0.5 mol／L硫代硫酸钠溶液中，置通风处过夜，然后用水充分冲洗。 

（七） 黄曲霉毒素B1溶液（5 μg/mL和50 μg/m1）

分别称取黄曲霉毒素B1 50 μg和500 μg，用少量0.2 mol/L NaOH溶液溶解，最后分别用蒸培水定容至10 mL。黄曲霉毒素B1可诱发肝癌，操作时需严格按配制亚硝基胍溶液的条件。

（八） 5％碳酸氢钠溶液

俗称苏打水，称取碳酸氢钠5 g，溶于100 mL蒸馏水中。

（九） 酒精稀释法

由95％酒精配制75％酒精。

如果将两种浓度的酒精配制成某种浓度酒精溶液时，可用十字交叉法。


或采用直接稀释法，如用工业或医用95％酒精配制成75%酒精，则可取75 m1 95％酒精加入20 m1蒸馏水即可。

（十） 标准苯酚溶液（含酚污水降解菌降解苯酚能力测定用）

1、酚标准贮备液

精确称取精制酚1.00 g溶于无酚蒸馏水中，稀释定容至1 000 m1，贮于棕色瓶中，放置冷暗处保存。此液1 mL相当于1 mg酚，因为在保存中酚的浓度易改变，故需用下述方法标定其浓度。
吸取20.0 mL酚标准贮备液于250 mL碘量瓶中，加无酚蒸馏水稀释至100 mL。加20.0 mL 0.1 mol/L溴酸钾-溴化钾溶液及7 mL浓盐酸，混合均匀，10 min后加入1 g碘化钾晶体，放置5 min后，用0.1000 mol/L硫代硫酸钠溶液滴定至浅黄色，加入1%淀粉指示剂1 mL，滴定至溶液蓝色消失为止，同时做空白试验（即用无酚蒸馏水代替酚标准贮备液，其他相同），分别记录用量。

贮备液含酚（mg/mL）=
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V1、V2：分别为滴定空白和酚贮备液时所用的硫代硫酸钠标准液量（mL）；

15.68为苯酚的摩尔浓度；

N : Na2S2O3标准液的摩尔浓度；
V：酚贮备液量。

2、酚标准使用液

吸取酚贮备液10.00 mL，用无酚蒸馏水稀释定容至1000 mL，则1 mL=0.01 mg酚，再吸取此液10.00 mL，用无酚蒸馏水稀释至100 mL，则l mL=0.001 mg酚。此溶液临用时配制。

3、无酚蒸馏水的制备方法

测酚所用的蒸馏水，必须不含酚和氯。在普通蒸馏水中，以10～20 mg/L的比例加入粉末状活性炭，充分振摇后，用定性滤纸过滤即得。

（十一）裴林试剂甲液（还原糖测定试剂）
精确称取CuSO4·5H2O 15 g，次甲基蓝0.05 g，用蒸馏水溶解后，于500 mL容量瓶中加蒸馏水定容。

（十二）裴林试剂乙液（还原糖测定试剂）

清确定称取NaOH 54 g，酒石酸钾钠50 g，亚铁氰化钾4 g，用蒸馏水溶解后，于500 mL容量瓶中加蒸馏水定容。

（十三）0.1%标准葡萄糖液

精确称取预先在105℃干燥至恒重的无水葡萄糖（AR）1.000±0.0002g，用蒸馏水溶解后于1000 mL容量瓶中加蒸馏水定容。

（十四）10%FeCl3溶液

称取FeCl3·6H2O 10 g，溶于蒸馏水中，定容至100 mL。

（十五）0.05%溴麝香草酚兰溶液

称0.05 g溴麝香草酚兰、溶于100 mL 20%乙醇中。

（十六）中性甲醛溶液

甲醛溶液50 mL，加0.5%酚酞溶液3 mL，滴加0.100 mol/L NaOH，使溶液呈微粉红色。临用前进行中和。

（十七）8%铁氰化钾溶液

称取8 g铁氰化钾（AR），溶于蒸馏水中，稀释定容至100 mL。贮存于棕色瓶中，此液只能保存1周，最好临用时配制。

（十八）0.1000 mol/L溴酸钾-溴化钾溶液

称取2.784 g干燥的溴酸钾（KBrO3，AR）及10 g溴化钾（KBr，AR）溶于蒸馏水中，并定容至1000 mL。

（十九）0.15 mol/L KCl溶液

称取11.18 g氯化钾（KCl），溶于蒸馏水中并定容至1000 mL。

（二十）0.1 mol/L CaCl2溶液

称取0.736 g氯化钙(CaCl2·2H2O)，加蒸馏水使之溶解，并定容至50 mL，0.1 MPa灭菌15 min，4℃冰箱保存。

（二十一）Mg-K盐溶液（Ames实验用）

称取氯化镁（MgCl2）8.1 g，氯化钾（KCl）12.3 g，加蒸馏水溶解，并定容至100 mL，0.1MPa灭菌20 min。

（二十二）NADP（辅酶Ⅱ）和G-6-P（葡萄糖-6-磷酸钠盐）使用液（Ames实验用）

称取辅酶Ⅱ（NADP）297 mg,葡萄糖-6-磷酸钠盐（G-6-P）152 mg，加0.2 mol/L pH7.4磷酸缓冲液50 mL ,Mg-K盐溶液2 mL，加无菌蒸馏水定容至100 mL，用滤膜滤菌器过滤除菌，检查无菌后分装小瓶，每瓶10 mL，-20℃冰箱贮存。

（二十三）0.2%柠檬酸钠溶液（清除细菌表面沾染噬菌体用）

	柠檬酸钠(Na3C6H3O7·11H2O)
	0.2 g

	蒸馏水
	100 mL


称取柠檬酸钠0.2 g，溶于蒸馏水中，定容至100 mL，0.1 MPa灭菌 20 min，4℃贮存。

（二十四）2%4-氨基安替比林溶液

称取2 g 4-氨基安替比林，溶于蒸馏水中，用蒸馏水定容至100 mL，贮存于棕色瓶中，此液只能保存1周，最好临用时配制。

（二十五）中性甲醛溶液（氨基氮测定用）

量取甲醛溶液50 mL，加0.5%酚酞溶液约3 mL，滴加0.100 mol/L  NaOH溶液，使甲醛溶液呈微粉红色即可，临用前进行配制。

（二十六）0.1000 mol/L硫代硫酸钠溶液

1、配制

精确称取24.8 g硫代硫酸钠（Na2S2O3·5H2O，AR），溶解于煮沸后冷却的蒸馏水中，并定容至1000 mL。贮于棕色瓶中，用重铬酸钾标定。

2、标定

（1）准确称取已在105℃干燥过的重铬酸钾（K2Cr2O7，基准试剂）0.10～0.15g 3份（每份重量应消耗Na2S2O3·5H2O溶液20～30 mL），分别放入250mL碘量瓶中，加入20～30 mL蒸馏水使其溶解。再加入1 g固体碘化钾和2 mol/L盐酸溶液15 mL。加塞，充分混合后，放置暗处5 min，然后加入100 mL蒸馏水。

（2）用0.1000 mol/L硫代硫酸钠溶液滴定，当溶液由棕色变为浅黄绿色后，加入2 mL 1%淀粉液，继续滴定至溶液刚刚转变为亮绿色为止。

（3）记录硫代硫酸钠溶液用量，用同样的方法进行第2、3份溶液的滴定。

滴定的反应：K2Cr2O7+6I-+14H+→2K++2Cr3++3I2+7H2O

                     I2+2S2
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 Na2S2O3溶液的摩尔浓度按下式计算：

N=
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其中，N： Na2S2O3溶液的摩尔浓度；W： K2Cr2O7的重量（g）；V：滴定时所用Na2S2O3溶液体积（mL）； K2Cr2O7/6000：K2Cr2O7的毫摩尔数。

（二十七）0.5 mol/L硫代硫酸钠溶液（浸泡沾染过NTG的玻璃器皿）

称取124 g硫代硫酸钠（Na2S2O3·5H2O）,溶于蒸馏水中，定容至1000 mL，贮于棕色瓶中，保存备用。

（二十八）pUC18溶液（20 ng/μl）

pUC18标准溶液0.5～1.0 μg /μl，取pUC18标准液（1.0 μg /μl）用无菌蒸馏水稀释至20 ng /μl。

（二十九）20%氨性氯化铵缓冲液（pH 9.8）

移取20 g 氯化铵（NH4Cl，AR），溶解于浓氨水（NH4OH）中，用浓氨水定容至100 mL，此液pH 9.8，贮存于具橡皮塞的瓶中，在冰箱内保存备用。

（三十）100mmol/L Tris-HCl缓冲液（pH 7.6）

三羟甲基氨基甲烷（Tris）


相对分子质量=121.4，先配制成0.2 mol/L Tris-HCl缓冲液，用时用无菌蒸馏水稀释1倍。

称取24.28 g三羟甲基氨基甲烷，加入37.5 mL 0.1mol/L HCl，加蒸馏水稀释，并定溶至 1000 mL，0.056 MPa灭菌20 min。

（三十一）0.05 mol/L巴比妥缓冲液（pH 8.6）

称取1.84 g巴比妥酸，置于56～60℃水中溶化，然后加入10.3 g巴比妥钠，加蒸馏水定容至1000 mL，即为0.05 mol/L pH 8.6巴比妥缓冲液。

或按下法配制：将1g NaOH溶于50 mL加热至沸的蒸镏水中，得到0.5 mol/L NaOH溶液。称取5.52 g巴比妥酸，溶解于上述0.5 mol/L NaOH溶液中，待全部溶解后，冷却，用蒸馏水稀释定容至500 mL，用pH计校正pH为8.6即可。

（三十二）0.1 mol/L磷酸缓冲液（pH 6.0、pH 7.0）

K2HPO4 相对分子质量= 174.18，0.1 mol/L溶液为17.4 g/L，称取17.4 g K2HPO4，溶解于蒸馏水中，定容至1000 mL。

 K2HPO4 相对分子质量=136.09，0.1 mol/L 溶液为13.6 g/L，称取13.6 g KH2PO4，溶解于蒸馏水中，定容至1000 mL。
0.1mol/L磷酸缓冲液

	pH
	0.1 mol·L-1 K2HPO4/mL
	0.1 mol·L-1 KH2PO4/mL

	6.0

7.0
	13.2

61.5
	86.8

38.5


（三十三） 0.2 mol/L磷酸缓冲液（pH 5.8、pH 7.4）

Na2HPO4·2H2O 相对分子质量为178.05，0.2 mol/L溶液含35.61 g/L，称取35.61 g  Na2HPO4·2H2O，溶解于蒸馏水中，定容至1000 mL。

NaH2PO4·H2O  相对分子质量为138.01，0.2 mol/L溶液含27.6 g/L，称取27.6 g NaH2PO4·H2O，溶解于蒸镏水中，定容至1000 mL。

0.2 mol/L磷酸缓冲液

	pH
	0.2 mol·L-1 Na2HPO4/mL
	0.2 mol·L-1 NaH2PO4/mL

	5.0

6.0

7.4
	8.0

12.3

81.0
	92.0

87.7

19.0


（三十四） 1/15 mol/L 磷酸缓冲液（pH 6.0）

1/15 mol/L Na2HPO4: 1/15 mol/L KH2PO4=1 mL:9 mL

先配制1/15 mol/L  Na2HPO4:

Na2HPO4·2H2O的相对分子质量为178.05；配制1/15 mol/L溶液应称取11.876 g Na2HPO4·2H2O，用蒸镏水定容至1000 mL。

再配制1/15 mol/L KH2PO4:

KH2PO4相对分子质量为136.09；1/15mol/L溶液应称取9.078 g KH2PO4,用蒸镏水定容至1000 mL。

然后按比例配制即可。

（三十五）0.85%生理盐水

称取NaCl 0.85 g，溶解于100 mL蒸镏水中，0.1 MPa灭菌20 min。

（三十六）l mol/L HCI

用酸滴定管按下表量取浓盐酸配成所需浓度的盐酸，如配制 l mol/L HCL，量取含量为38%的浓盐酸，然后，以蒸镏水稀释定容至1000mL，小心摇匀即可。

盐酸配制法

	项目
	比重1.19
	比重1.16

	体积分数
	38
	32

	加浓HCL/mL
	82.5
	98.3

	加蒸镏水/mL
	917.5
	901.7


（三十七） 0.100 mol/L HCL

取浓HCl（比重1.19，AR）8.25mL，加蒸镏水稀释定容至1000 mL。此溶液约为0.1 mol/L，需进一步标定（若用恒沸盐酸配制，可不标定）。

取3~5 g无水碳酸钠（Na2CO3，AR），平铺在直径约5 cm扁形称量瓶底部，110℃烘烤2 h，置干燥器中冷却至室温，称取2份干燥的碳酸钠（每份重0.13~0.15 g，精确称取小数点四位），溶于约50 mL蒸镏水中，加甲基橙指示剂2滴，用待标定的盐酸溶液滴定至橙红色，按下式计算盐酸溶液物质的量浓度。

N=
[image: image91.wmf]053

.

0

´

V

g


N：盐酸液摩尔浓度；

g：Na2CO3的重量，以g计；

V：滴定所消耗盐酸液mL数。

两次滴定结果平均值作为盐酸液的摩尔浓度，若两次滴定结果误差超过0.2%，需重新标定。

（三十八）2% HCl或2% 盐酸酒精溶液

比重1.19的浓盐酸溶液含38%的HCl，由此比例可算出2g HCl需多少体积浓盐酸（比重1.19）。

100 g浓盐酸溶液含有38 g HCl。


X g浓盐酸溶液含有2 g HCl，则：

                 X=100×2/38=5.26g

将5.26 g浓盐酸重量折合为浓盐酸体积：

                 V=5.26/1.19≈4.42mL

用移液管取4.4 mL的浓盐酸（比重1.19）,然后以蒸镏水或95%酒精稀释定容至100 mL，将溶液摇匀即可。同理，若用比重1.16的浓盐酸，则需取5.4 mL浓盐酸（比重1.16），以蒸镏水或95%酒精稀释定容到100 mL。

（三十九）1 mol/L  NaOH溶液

称取40 g NaOH，溶天蒸镏水稀释定容至1000 mL。用
[image: image92.wmf]b

-苯二钾酸氢钾进行标定。

（四十）0.2 mol/L NaOH溶液

称取0.8 g干燥的NaOH，溶于蒸镏水稀释定容至100 mL。

（四十一）0.1429 mol/L NaOH溶液

用l mol/L标准NaOH溶液计算稀释。

（四十二）0.100 mol/L NaOH溶液

将（四十）所配0.2 mol/L NaOH溶液准确稀释1倍，然后以0.100 mol/L盐酸标定液标定，准确调整其浓度至0.100 mol/L。

（四十三）10%NaOH溶液

称取10 g干燥的NaOH，逐渐加入蒸镏水使之溶解，最后定容至100 mL。

（四十四）0.3%芳华溶液

称取0.3 g芳华，溶于重蒸水中，定容至100 mL，贮存冰箱备用，最好临用前配制。

（四十五）2%磷钨酸溶液

称取0.2 g磷钨酸（TPA），溶于重蒸馏水中定容至100 mL，贮于冰箱备用。

（四十六）无菌液体石蜡

取医用液体石蜡油装入锥形瓶中，装量不超过锥形瓶总体积的1/4，塞上棉塞，外包扎牛皮纸，0.1 MPa灭菌30 min，连续灭菌2次，再置105~110℃干燥箱中烘烤2 h或在40℃温箱中放置2周，除去石蜡油中的水分，经无菌检查后备用。

（四十七）无菌甘油

取丙三醇（亦称甘油，AR）装入锥形瓶中，装量不宜超过锥形瓶体积的1/4，赛上棉塞，外包扎牛皮纸，0.1 MPa灭菌30 min，取出后置40℃恒温箱中2周，蒸发除去甘油中的水分，经无菌检查后备用。

（四十八）脱脂牛奶

将新鲜牛奶煮沸，冷凉后除去表层油脂，反复操作3~4次，然后用脱脂棉过滤，最后3000 r/min离心15 min，再除去上层油脂。也可将煮沸奶放0℃冰箱过夜，次日将漂浮于液面的脂肪除去，反复数次，直至油脂除尽。若用脱脂奶粉，可配制成20%乳液。上述脱脂牛奶分装小锥形瓶中，赛上棉塞，外包扎牛皮纸，0.1 MPa灭菌30 min，经无菌检查后备用。
五、实验用化学消毒剂、药剂 

（一）新洁尔灭溶液（0.25%）

取5%新洁尔灭原液，用蒸馏水按1:20直接稀释成0.25%新洁尔灭溶液。

（二）复方新诺明溶液

复方新诺明系抗代谢药物，每片含磺胺嘧啶200 mg 、甲氨苄氨嘧啶80 mg、碘胺甲基异口恶 唑200 mg。取医用片剂复方新诺明1片（480 mg），溶解于2 mL无菌蒸馏水中，并稀释至30 mL，临用前配制。

（三）结晶紫液（1%），俗称紫药水

甲紫为紫绿色有金属光泽的碎片，能溶于水。取医用粉剂甲紫1 g ，溶解于100 mL 无菌蒸馏水中，即配成1%的水溶液。俗称紫药水，对G+细菌作用较强。

（四）碘酊溶液，俗称碘酒

本药含碘2%、碘化钾1.5% 。称取2 g碘和1.5 g碘化钾，置于100 mL量杯中，加少量50%酒精，搅抖待其溶解后，再用50%酒精稀释至100 mL，即得碘酊溶液。

（五）过氧化氢溶液（3%～10%）

俗称双氧水，系无色无嗅的水状液体，通常含30%的H2O2，用无菌蒸馏水稀释成10倍或3倍即可。临用前配制。

（六）石炭酸溶液

1、5%石炭酸液

	石炭酸（苯酚）
	50 g

	蒸馏水
	1000 mL


配制时先将石炭酸在水浴内加热溶解，称取50 g，倒入1000 mL蒸馏水中。

2、石炭酸系列稀释液（用于石炭酸系数测定）

苯酚（石炭酸）为白色针状结晶，若已潮解或变为淡红色、深红色，应重新蒸馏后使用。先按1法配制成5%（1:20）的石炭酸原液，再按下表配成不同浓度，每种浓度取5 mL，分别置于无菌试管中。

石炭酸系列稀释液配制

	浓  度
	原液*/mL
	加蒸馏水/mL
	总量/mL

	1:50

1:60

1:70

1:80

1:90
	2

2

2

2

2
	3

4

5

6

7
	5

6

7

8

9


* 原液的浓度为1:20。

（七）来苏尔溶液

1、2%～5%来苏尔溶液

来苏尔水是肥皂乳化甲酚的混合液。配制2%的来苏尔溶液用于皮肤消毒，配制3%～5%来苏尔溶液用来处理微生物实验的废弃物品。量取5 mL来苏尔水，用无菌蒸馏水稀释至100 mL，即配成5%（1:20）的来苏尔原液。

2、来苏尔系列稀释液（用于石炭酸系数测定）

先按1法配制成5%的来苏尔原液，再按下表配制成不同浓度，每种浓度取5 mL，分别置于无菌试管中。

来苏尔系列稀释液配制
	浓  度
	原液（1:20）/mL
	加蒸馏水/mL
	总量/mL

	1:150

1:200

1:250

1:300

1:500
	1

0.5

0.5

0.5

0.25
	6.5

4.5

5.725

7.0

6.25
	7.5

5.0

6.225

7.5

6.5


（八） 8%甲醛溶液

甲醛市售商品36%浓度，按十字交叉法取36%甲醛22 mL，加蒸馏水78 mL，即得100 mL 8%的甲醛溶液。

附录八  教学常用菌种学名

	一、细菌  bacteria

	产气肠杆菌
	Enterobacter aerogenes

	粘乳产碱杆菌
	Alcaligenes viscolactis

	巨大芽孢杆菌
	Bacillus megaterium

	胶质芽孢杆菌(钾细菌)
	Bacillus mucilaginosus

	多粘芽孢杆菌
	Bacillus polymyxa

	枯草芽孢杆菌
	Bacillus subtilis

	苏云金芽孢杆菌
	Bacillus thuringiensis

	短杆菌属
	Brevibacterium

	绿菌属
	Chlorobium

	绿屈挠菌属
	Chloroflexus

	丙酮丁醇梭菌
	Clostridium acetobutylicum

	钝齿棒杆菌
	Corynebacterium crenatum

	肺炎双球菌
	Diplococcus pneumoniae

	大肠杆菌
	Escherichia coli

	草分枝杆菌
	Mycobacterium phlei

	硝化杆菌属
	Nitrobacter

	亚硝化球菌属
	Nitrosococcus

	普通变形杆菌
	Proteus vulgaris

	铜绿假单胞菌
	Pseudomonas aeruginosa

	红螺菌属
	Rhodospirillum

	红微菌属
	Rhodomicrobium

	红假单胞菌属
	Rhodopseudomonas

	鼠伤寒沙门氏菌
	Salmonella typhimurium

	粘质沙雷氏菌
	Serratia macescens

	金黄色葡萄球菌
	Staphylococcus aureus

	
	

	二、放线菌  actinomyces
	

	地中海诺卡氏菌
	Nocardia mediterranean

	灰色链霉菌
	Streptomyces griseus

	淡紫灰链霉菌
	Streptomyces lavendulae

	
	


	三、酵母菌yeast
	

	热带假丝酵母
	Candida tropicalis

	深红酵母
	Rhodotorula rubra

	酿酒酵母
	Saccharomyces cerevisiae

	卡尔斯伯酵母
	Saccharomyces carlsbergensis

	粉掷胞酵母
	Sporobolomyces roseus

	
	

	四、霉菌mold或丝状真菌filamentous fungi

	黄曲霉
	Aspergillus flavus

	黑曲霉
	Aspergillus niger

	白地霉
	Geotrichum candidum

	紫红曲霉
	Monascus purpureus

	五通桥毛霉
	Mucor wutungkiao

	产黄青霉
	Penicillium chrysogenum

	黑根霉(匍匐根霉) 
	Rhizopus stolonifer

	绿色木霉
	Trichoderma viride

	
	

	五、病毒  virus
	

	大肠杆菌T4噬菌体
	E. coli T4

	大肠杆菌( 噬菌体
	E. coli (

	乙型肝炎病毒
	hepatilis A virus (HAV)

	疱疹病毒
	herpes virus

	痘病毒科
	Poxviruses

	牛痘病毒
	Poxvirus boris

	呼肠孤病毒科 
	Reoviridae

	棒状病毒科    
	Rhabdoviridae

	烟草花叶病毒
	tobaco mosaic virus (TMV)

	
	


附录九  常用汉英微生物学词汇

	一、显微镜及其结构
	

	平场消色差聚光器
	achromatic aplanatic condenser

	消色差聚光器
	achromatic condenser

	环状光栏
	annular diaphragm

	镜臂
	arm

	底(镜)座
	base

	双筒显微镜
	binocular microscope

	亮视野显微技术
	bright field microscopy

	粗调节器
	coarse adjustment

	聚光器 
	condenser

	暗视野聚光器
	darkfield condenser

	暗视野显微镜
	darkfield microscope

	暗视野显微技术
	darkfield microscopy

	光栏
	diaphragm

	电子束
	electron beam

	电磁场
	electron megnetic field

	电子显微镜
	electron microscope

	目镜
	eyepiece (或ocular lens)

	滤片
	filter

	细调节器
	fine adjustment

	芳华膜
	Formvar membrane

	支架
	framework

	高倍(物)镜
	high power lens (或high power objective)

	光源
	light source

	低倍(物)镜
	low power lens (或low power objective)

	机械镜台(载物台)
	mechanical stage

	测微尺
	micrometer

	测微技术
	micrometry (microcopic measurement technique)

	显微技术
	microscopy

	单筒显微镜
	monoocular microscope

	负染色
	negative staining

	数值口径
	numerical aperture (NA)

	物镜
	objective (objective lens)

	目镜测微尺
	ocular micrometer

	油浸物镜（油镜）
	oil immersion 1ens (objective)

	凸面镜
	plano-convex mirror

	相差聚光器
	phase contrast condenser

	相差显微镜
	phase contrast microscope

	相板
	phase plate

	相环
	phase ring (annular ring)

	折光系数
	refractive index

	分辨力
	resolving power (resolution)

	物镜转换器
	revolving nosepiece

	扫描电子显微镜
	scanning electron microscope

	磷钨酸钠
	sodium phosphotungstic acid

	镜台
	stage

	镜台测微尺
	stage micrometer (objective micrometer)

	透射电子显微镜
	transmission electron microscope

	三筒显微镜
	triocular microscope

	镜筒
	tube

	超微结构
	ultra-microscopic structure

	超微切片法
	ultrathine section method

	
	

	二、微生物形态、结构、分类

	放线菌属
	Actinomyces

	气生菌丝
	aerial mycelium

	好氧的
	aerobic

	耐氧的
	aerotolerent

	厌氧的
	anaerobic

	古细菌纲
	Archaebacteria (Archaeobacteria)

	节孢子
	arthrospore

	子囊菌纲
	Ascomycetes

	子囊孢子
	ascospore

	子囊
	ascus

	无性生殖
	asexual reproduction

	无性孢子
	asexual spore

	自养营养型
	autotroph

	细菌
	bacteria

	细菌分类
	bacteria classification

	细菌鉴定
	bacteria identification

	细菌病毒(噬菌体)    
	bacteriovirus (bacteriophage)

	掷孢子    
	ballistospore

	担子菌纲
	Basidiomycetes

	担孢子
	basidiospore

	伯杰氏手册
	Bergey’s manual

	芽、芽体
	bud

	荚膜
	capsule

	细胞分裂
	cell division

	细胞膜
	cell membrane

	细胞壁
	cell wall

	化能营养型
	chemotroph

	衣原体
	chlamydia

	厚垣孢子
	chlamydospore

	染色体
	chromosome

	纲
	Class

	球菌
	coccus

	菌落
	colony

	菌落特征
	conlony characteristics

	分生孢子
	conidium (复a)

	分生孢子梗
	conidiophore

	双球菌
	diplococcus

	双倍体
	diploid

	内生孢子（芽孢）
	endospore (spore)

	真核生物
	eucaryote (eukaryote)

	兼性好氧的
	facultative aerobic

	科
	Family

	丝状真菌
	filamentous fungi

	菌毛、纤毛、微毛
	fimbrium (复a)、pillus (复i)

	鞭毛
	flagellum (复a)

	足细胞
	foot cell

	真菌
	fungus (复i)

	半知菌纲
	Fungi imperfecti

	配子囊
	gametangium (复a)

	气泡    
	gas vacuole

	属
	Genus

	革兰氏阴性细菌
	Gram-negative bacteria

	革兰氏阳性细菌
	Gram-positive bacteria

	单倍体
	haploid

	异养营养型
	heterotroph

	界
	Kingdom

	菌丝
	hypha (复ae)

	生活周期
	life cycle

	无机营养型
	lithotroph

	溶源体、溶源菌
	lysogen，lysogenic bacteria

	溶源噬菌体
	lysogenic phage

	交配
	mating

	异染颗粒
	metachromatic granule

	霉菌
	mold

	形态学
	morphology

	运动能力
	motility

	菌丝体
	mycelium (复a)

	支原体
	mycoplasma

	粘液层
	myxolayer

	诺卡氏菌属
	Nocardia

	命名
	nomenclature

	细胞核
	nucleus

	核质
	nuclear body

	拟核
	nucleoid

	专性好氧的
	obligate aerobic

	粉孢子、裂生孢子
	oidium、oidiospore

	目
	Order

	有机营养型
	organotroph

	伴胞晶体
	parasporal crystal

	肽聚糖
	peptidoglycan

	门
	Phylum

	植物病毒
	plant virus

	聚-(-羟基丁酸
	poly-(-hydroxybutyrate

	多形态
	polymorphism

	原核生物
	procaryote (prokaryote)

	原核
	pronucleus

	原生质
	protoplasm

	原生质体
	protoplast

	假菌丝
	pseudomycelium

	紫色非硫细菌
	purple nonsulfur bacteria

	紫色硫细菌
	purple sulfur bacteria

	（出）芽（生）殖
	reproduction by budding

	接合生殖
	reproduction by conjugation

	（分）裂（生）殖
	reproduction by fission

	假根
	rhizoid

	立克次氏体
	Rickettsia

	杆状、杆菌
	rod

	八叠球菌属
	Sarcina

	横隔、隔膜
	septum (复a)

	有性生殖
	sexual reproduction

	种
	Species

	螺菌属
	Spirillum

	螺旋体属
	Spirochaete

	孢子囊柄
	sporangiophore

	孢子囊孢子
	sporangiospore

	孢子囊
	sporangium

	葡萄球菌属
	Staphylococcus

	小梗
	sterigmata

	匍匐枝
	stolon

	链霉菌属
	Streptomyces

	链球菌属
	Streptococcus

	系统细菌学
	systematic bacteriology

	基内菌丝
	substrate mycelium

	温和噬菌体
	temperate phage

	四联球菌
	tetrads

	弧菌属
	Vibrio

	烈性噬菌体 
	virulent phage

	酵母菌
	yeast

	接合菌纲
	Zygomycetes

	接合子梗
	zygophore

	接合孢子
	zygospore

	接合子
	zygote

	
	

	三、培养基、消毒、灭菌

	（一）培养基culture medium

	琼脂、洋菜
	agar

	柠檬酸铁铵半固体培养基
	ferric ammoniumcitrate semisolid medium

	牛肉汁
	beef broth

	牛肉膏
	beef extract

	肉膏蛋白胨培养基
	beef extract peptone medium

	碳源
	carbon source

	凝固剂
	coagulant agent

	棉塞
	cotton plug

	察氏培养基
	Czapek’s medium

	深层洋菜培养基
	deep agar medium

	鉴别培养基    
	differential medium

	双层培养基    
	double layer medium

	能源
	energy source

	加富(富集)培养基
	enriched medium

	伊红——美蓝培养基
	eosin—methylene blue medium (EMB)

	高氏一号合成培养基
	Gause’s No.1 synthetic medium

	明胶
	gelatine

	明胶液化培养基
	gelatine liquification medium

	葡萄糖蛋白胨培养基
	glucose peptone medium

	生长因子
	growth factor

	油脂培养基
	lipid medium

	液体培养基
	liquid medium

	石蕊牛乳培养基
	litmus milk medium

	LB培养基
	Luria Bertani medium

	麦芽汁培养基
	malt extract medium

	马丁培养基
	Martin’s medium

	天然培养基
	natural medium, complex medium

	氮源
	nitrogen source

	蛋白胨
	peptone

	蛋白胨水培养基
	peptone water medium

	平板
	plate

	马铃薯葡萄糖培养基
	potato glucose medium (PGM)

	选择性培养基
	selective medium

	半固体培养基
	semisolid medium

	半合成培养基
	semisynthetic medium

	硅胶
	silica gel

	斜面
	slant

	柠檬酸钠培养基
	sodium citrate medium

	固体培养基
	solid medium

	豆芽汁培养基
	soybean sprout extract medium

	淀粉培养基
	starch medium

	糖发酵培养基
	sugar fermentation medium

	合成培养基
	synthetic medium

	酵母提取物
	yeast extract

	酵母蛋白胨葡萄糖培养基
	yeast peptone dextrose medium (YPD或YEPD)

	（二）消毒、灭菌 disinfection、sterilization

	空气消毒剂 
	aerosol disinfectant

	抗生素
	antibiotics

	抗代谢物
	antimetabolite

	防腐作用
	antisepses

	防腐剂
	antiseptics

	无菌技术
	aseptic technique

	高压蒸汽灭菌法
	autoclaving，high pressure steam sterilization

	杀菌剂
	bacteriocide

	抑菌剂
	bacteriostats，bacteriostatic agent

	新洁尔灭
	benzalkonium bromide

	消毒剂评价的稀释法
	dilution method for disinfectant evalution

	消毒作用
	disinfection

	消毒剂
	disinfectant

	评估
	evaluation

	甲醛
	formalin

	间歇灭菌
	fractional sterilization，tydallization

	熏蒸消毒法
	fumigation

	干热灭菌法
	hot air oven sterilization

	灼烧灭菌法
	incineration

	巴斯德灭菌法
	Pasturization

	酚、石炭酸
	phenol

	石炭酸系数
	phenol coefficient

	消毒
	sterilization

	消毒试验
	Sterilization test

	
	

	四、微生物接种、分离、培养、保藏

	（一）接种inoculation

	无菌操作(技术)
	aseptic technique

	液体接种  
	broth transfer

	斜面接种  
	inoculation on agar slant

	平板接种  
	inoculation on agar plate

	鸡胚尿囊膜接种  
	inoculation to chorioallantois membrane

	接种环  
	inoculating loop

	接种针  
	inoculating wire (needle)

	穿刺培养  
	stab culture 

	穿刺技术
	stab technique

	（二）分离isolation

	  挑选菌落  
	colony selection

	连续划线法  
	continuous streak method

	稀释法  
	dilution method

	纯种分离  
	isolation of pure culture

	倾注平板法
	pour plate method

	四分区划线法
	quadrate section streak method

	平板划线法
	streak plate method

	（三）培养culture

	好氧培养
	aerobic culture

	通气
	aeration

	厌氧培养
	anaerobic culture

	厌氧培养罐
	anaerobic jar

	细胞培养
	cell culture

	鸡胚培养
	chick embryo culture

	深层液体培养
	deep fluid culture

	包埋法
	entrapping method

	发酵罐
	fermenter, fermentation tank

	气袋装置
	gas pak system

	代时
	generation time

	生长曲线
	growth curve

	固定化微生物细胞
	immobilized microbial cell

	固定化酶
	immobilized enzyme

	焦性没食子酸
	pyrogallic acid

	种子罐
	seeding tank

	振荡培养
	shake culture

	浅盘培养
	shallow pan culture

	静止培养
	stationary culture

	组织培养
	tissue culture

	活菌计数
	viable total count

	真空换气装置
	vacuum gas displacement method

	（四）菌种保藏stock culture preservation

	保藏
	preservation

	液体石蜡封藏法
	covered by liquid paraffin method

	液氮超低温冷冻保藏
	liquid nitrogen cryopreservation

	冷冻干燥保藏
	lyophilization preservation

	砂土管保藏
	sand and soil preservation

	常规斜面定期移植法
	routine slant transplantation method

	半固体穿刺保藏
	stab semisolid agar preservation

	典型培养物收集中心（菌种保藏中心）
	type culture collection center

	
	

	五、实验用各种染料及染色方法名称

	抗酸染色
	acid-fast stain

	草酸铵结晶紫溶液
	ammonium oxalate crystal violet solution

	碱性染料
	basic dye

	碱性复红
	basic fuchsin

	荚膜染色
	capsule stain

	复染
	counter stain

	结晶紫
	crystal violet

	脱色剂
	decolorizing agent

	固定
	fixation

	乙醇
	ethyl alcohol

	革兰氏碘液
	Gram’s iodine solution

	革兰氏染色
	Gram stain

	乳酸石炭酸液
	lactophenol solution

	利夫森氏鞭毛染色
	Leifson’s flagella stain

	吕氏美蓝渣
	Loeffler’s methylene blue

	孔雀绿
	malachite green

	媒染剂
	mordant

	负染色
	negative stain

	黑色素，苯胺黑
	nigrosin, india ink

	酚(石炭酸)
	phenol

	番红花红染液(番红、花红、藏红花)
	safranin

	简单染色
	simple stain

	制涂片
	smear preparation

	芽孢染色
	spore stain

	齐氏石炭酸复红液
	Ziehl’s carbolfuchsin

	
	

	六、细菌生理生化试验及试剂和指示剂

	溴甲酚绿
	bromocresol green

	溴甲酚紫
	bromocresol purple

	溴酚蓝
	bromophenol blue

	溴麝香草酚蓝(或溴百里酚蓝)
	bromothymol blue

	柠檬酸盐利用试验
	citrate assimilation test

	石蕊牛乳凝固试验
	coagulation of litmus milk test

	杜汉氏发酵小管
	Durham fermentation tube

	欧氏试剂测吲哚产生
	Ehrlich’s reagent for indole production

	明胶液化试验
	gelatine liquification test

	过氧化氢酶
	hydrogen peoxidase

	油脂水解试验
	hydrolysis of lipid test

	淀粉水解试验
	hydrolysis of starch test

	格里斯氏试剂(亚硝酸盐试剂)
	Griess reagent (nitrous acid reagent)

	指示剂
	indicator

	吲哚试验
	indole test

	乳糖发酵试验
	lactose fermentation test

	石蕊
	litmus

	甲基红试剂（M. R. 试剂）
	methyl red (M. R.) reagent

	甲基红试验（M. R. 试验）
	methyl red (M. R.) test

	α-萘胺溶液
	α-naphthylamine solution

	奈氏试剂
	Nessler’s reagent

	中性红
	neutral red

	牛乳胨化试验
	peptonization of milk test

	酚红
	phenol red

	酚酞
	phenolphthalein

	苯丙氨酸脱氨酶试验
	phenylalanine deaminase test

	生理生化试验
	physiological and biochemical tests

	产氨试验
	production of ammonia test

	产H2S试验
	production of hydrogen sulfide test

	试剂
	reagent

	硝酸盐还原试验
	reduction of nitrate test

	糖或醇发酵试验
	sugar or alcohol fermentation test

	伏-普二氏试剂（V. P. 试剂）
	Voges Proskauer reagent

	伏-普二氏试验（V. P. 试验）
	Voges Proskaue test

	
	

	七、血清学反应有关名称

	琼脂扩散法
	agar diffusion method

	琼脂糖凝胶
	agarose gel

	凝集素
	agglutin

	凝集反应
	agglutination

	凝集原
	agglutinogen

	抗体
	antibody

	抗原
	antigen

	抗血清
	antiserum

	对流免疫电泳
	counter immunoelectrophoresis

	琼脂扩散沉淀反应
	diffusion in agar precipitation

	凝胶扩散
	gel diffusion

	半抗原
	hepten

	免疫血清
	immune serum

	免疫扩散
	immunodiffusion

	注射
	injection

	肌肉注射
	intramuscular injection

	静脉注射
	intravenous injection

	血清
	serum

	血清反应
	serological reaction

	皮下注射
	subcutaneous injection

	
	

	八、遗传、变异、育种

	艾姆氏试验
	Ames test

	无性繁殖
	asexual（或vegetative）propagation

	生长谱法
	auxanography

	营养缺陷型
	auxotroph，nutritional mutant

	育种
	breeding

	诱变育种
	breeding by mutation

	杂交育种
	breeding by hybridization（或crossing）

	化学诱变剂
	chemical mutagen

	感受态
	competence

	接合
	conjugation

	合子
	conjugant

	暗修复
	dark repair

	硫酸二乙酯
	diethyl sulfate (DES)

	双倍体
	diploid

	电场诱导
	electric field inductiveness

	融合子
	fusant

	基因工程
	genetic engineering

	基因重组
	genetic recombination

	遗传
	heredity

	异核体
	heterocaryon

	高频重组
	high frequency recombination

	整合
	integration

	电离辐射
	ionizing radiation

	致死率
	lethality rate

	溶菌酶
	lysozyme

	单倍体
	monoploid

	诱变剂
	mutagen

	诱变
	mutagenesis

	突变
	mutation

	突变率
	mutation rate

	亚硝基胍
	nitrosoguanidine (NTG)

	准性生殖
	parasexual reproduction

	亲株
	parent strain

	光复活
	photoreactivation

	物理诱变剂
	physical mutagen

	聚乙二醇
	polyethylene glycol (PEG)

	原生质体
	protoplast

	原生质体融合
	protoplast fusion

	重组
	recombination

	重组子
	recombinant

	再生
	regeneration

	影印培养法
	replica plating

	回复突变
	reverse (或back) mutation

	筛选方法
	screening method

	有性杂交
	sexual hybridization

	存活率
	survival rate

	胸腺嘧啶二聚体
	thymidine dimer

	细菌总数
	total number of bacteria

	转导
	transduction

	转导子
	transductant

	转染
	transfection

	转化
	transformation

	三倍体
	triploid

	紫外线辐射
	ultraviolet radiation

	野生型
	wild type

	
	

	石棉板滤器    
	asbestos filter

	高压蒸汽灭菌锅
	autoclave

	天平
	balance

	烧杯
	beaker

	光学显微镜（亮视野显微镜）
	bright field microscope

	离心机
	centrifuge

	离心机管
	centrifuge tube

	火棉胶滤器
	colloidine filter

	菌落计数器
	colony counter

	盖玻片
	cover glass

	量筒
	cylinder

	测量小杯
	cuvette

	暗视野显微镜
	dark field microscope

	硅藻土滤器
	diatomite filter

	蒸馏柱
	distillation column

	滴管
	dropper

	电泳仪
	electrophorises apparatu

	电子显微镜
	electron microscope

	锥形瓶
	Erlenmeyer’s flask，flask

	发酵罐
	fermenter (或fermentor)

	滤器
	filter

	滤板
	filter disk

	镊子
	forceps

	漏斗
	funnel

	恒温箱
	incubater

	接种箱
	inoculating chamber

	接种环
	inoculating loop

	接种针
	inoculating wire (或needle)

	离子交换柱
	ionexchange column

	滤膜滤器
	membrane filter

	浊度计
	nephalometer

	浊度测定法
	nephalometry

	目镜测微尺
	ocular (或objective) micrometer

	光密度
	optical density (OD)

	振荡器
	osillator

	烘箱 (干燥箱)
	oven (或drying oven)

	移液管
	pipette

	pH计
	pH meter

	pH试纸
	pH test paper

	相差显微镜
	phase contrast microscope

	光电比色计
	photoelectric colorimeter

	冰箱
	refrigerator

	刮刀
	scraper

	蔡氏滤器
	Seitz filter

	载片
	slide，glass slide

	摇床
	shaker

	镜台测微尺
	stage micrometer

	超净工作台
	super clean bench

	试管
	test tube

	温度计
	thermometer

	混浊度
	turbidimetry

	紫外灯
	ultraviolet lamp

	真空泵
	vacum pump

	水浴
	water bath
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实验一 流体阻力测定

一．实验目的：

1. 熟悉流体在管内流动阻力的测定方法及实验数据的处理。

2. 测定一定条件下（ε/d）直管磨擦系数λ与Re的关系。
二．实验原理：

化工管路由直管部分和管件部分组成。流体在管路中流动时，由于粘性剪应力和涡流的存在，因此不可避免地要消耗一定的机械能。

直管部分损失的流体机械能称为直管阻力损失（或称沿程阻力损失）；管件部分损失的称为局部阻力损失。工程上必须对这种机械能的损失作出定量计算。

分析流体流动过程可知它是一个多参数过程，h f = f (d、1、u、μ、ρ、ε)。通过因次分析，从诸多影响流体流动的因素中组合流体流经管件时的阻力损失为如下的函数关系式：
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寻找出λ、ξ，就可计算出流体在管道内流动时的能量损失：

[image: image96.wmf]2

1

2

u

P

l

d

r

l

D

×

=

，  及     
[image: image97.wmf]2

2

2

u

P

r

x

D

=


式中：λ——直管摩擦系数；

d——直管的内径m；

l——直管的长度m；

μ——流体流速m / s；

ξ——管件的阻力系数；

△P1——直管的沿程压力降N/m2；

△P2——管件的局部压力降N/m2，△P1、△P2由水银压差计读出；

△P = h(ρHg-ρ)g    N/m2
流速由涡轮流量计及MMD智能流量仪算出：u = VS /
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式中：g——重力加速度m/s2；

ρ——流体的密度kg/m3；

Vs——平均流量m3/s。
三．实验装置及流程

实验装置如图1所示。该装置的主体部分为离心泵、流量计、各种阀门、不同管径和材质的管子等组合而成。水由泵从水池中抽出后，经过流量计送到管道中，水流经管道后返回水池。
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图1. 实验装置及流程示意图

1—水箱，2—控制阀，3—放空阀，4—直管阻力测量U形压差计，5—平衡阀，6—放空阀
7—排液阀，8—温度计，9—泵，10—涡轮流量计，11—直管段取压孔12—局部阻力测量U形压差计，13—闸阀，14—局部阻力取压孔
装置：

1．被测元件：1). 不锈钢管Dg=3/4″（内径20mm）,长2m
2). 闸阀Dg=3/4″

2．测量仪表：1). U形压差计，指示液(水银)。
2). MMD智能流量仪

3). 涡轮流量计LW-15。精度：0.5级，量程：0.4～4.0 m3/h。

3．循环水箱

4．循环水泵

5．仪表箱   1). 按钮开关   2). 交流接触器   3). 锁定开关

6．数显温度表

四．实验方法

1．水箱充水至80%；
2．仪表调整、MMD智能流量仪及LW-15型按说明书调节；
3．打开压差计上平衡阀，关闭各放气阀；
4．启动循环水泵；
5．排气：1). 管路排气；
2). 测压导管排气；
3). 关闭平衡阀，缓慢旋动压差计上放气阀排除压差计中的气泡，注意:先排进压管，后排低压管（严防压差计中水银冲走），排气完毕；
6．读取压差计零位读数；
7．开启调节阀至最大，确定流量范围，确定实验终点，测定直管部份和测定局部阻力（闸阀全开时）；
8．测定读数：改变管道中的流量读出一系列流量（VS），压差（△P1或△P2）；
9．记录(附表)：编号，流量系数；
10．实验装置恢复原状，打开压差计上的平衡阀，并清理实验场地。

五．实验数据处理：

1．计算结果表

	序号
	Q（m3/sec）
	U（m/sec）
	H左(cm)
	H右(cm)
	Re(×104)
	Hf(J/Kg)
	λ

	1
	
	
	
	
	
	
	

	2
	
	
	
	
	
	
	

	3
	
	
	
	
	
	
	

	4
	
	
	
	
	
	
	

	5
	
	
	
	
	
	
	

	6
	
	
	
	
	
	
	

	7
	
	
	
	
	
	
	

	8
	
	
	
	
	
	
	

	9
	
	
	
	
	
	
	

	10
	
	
	
	
	
	
	


六．实验注意事项

1．实验前必须打开压差计上平衡阀，以防水银冲出压差计。

2．管路排气时，须在平衡阀打开状态下进行。测定数据时，须在平衡阀关闭状态下进行。注意须待流量达稳定后方可记下读数。

3．当进行管道切换时，一定要先打开待测管道的阀门，再关当前测量管道的阀门，否则会造成事故。

4．实验结束后，须打开平衡阀。

七．实验报告

1. 绘制实验结果λ-Re曲线图。

2．以水为工作流体所测得的λ-Re曲线能否应用于空气？如何应用？
实验二  流量计的校核
一．实验目的

1．掌握流量计流量系数的校正(或标定)的方法；
2．通过对流量计孔流系数的测定，了解孔流系数的变化规律。
二．基本原理
工程上是利用测定流体的压差来确定流体的速度，从而来测量流体的流量，孔板流量计就是最常用的一种。
计算孔板流量计的数学模型为：
[image: image100.wmf]r

r

r

/

)

(

2

0

0

-

=

i

gR

A

C

V


经过分析，对于测压方式、结构尺寸、加工状况均已确定的孔板流量计，其流量系数C0表示为
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孔板流量计是基于流体在流动过程中的能量转换关系，由流体通过孔板压差的变化来确定流体流过管截面的流量，即：
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由于缩脉处面积难以确定，所以工程上以孔口速度u0代替u2，流体通过孔口时有阻力损失；又由于流动状况的变化使缩脉位置难以确定，对所测的
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带来偏差，因此引入流量系数C0，从形式上简化流量计的计算式。通过实验确定C0的流量计计算式：
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式中：Vs——流体的流量

u0—— 流体在孔板的孔口处流速

A0——孔口截面积


[image: image107.wmf]r

Hg——U形压差计中指示液水银的密度
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——被测流体的密度

C0 ——流量系数

孔板流量计不足之处是由于永久压强损失大。
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 EMBED Equation.3  [image: image110.wmf]
式中，
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是永久压强损失，
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是永久阻力摩擦系数。

三．实验装置与流程

实验装置如图2所示，主要部分由孔板流量计、涡轮流量计和离心泵组成。为扩大测量范围以及减小压差计读数误差，测量系统采用压差计并联。小流量时压差计的工作介质为CCl4，大流量时工作介质采用水银。

装置：

1．孔板流量计：不锈钢水管Dg = 1″，内径25 mm，孔板孔径 = 18mm；

2．测量仪表：

U型压差计，指示液(水银)；

涡轮流量计LW—25，精度0.5级，量程1.6～10 m3/h；

MMD智能流量仪。

[image: image113.png]



图2  流量计校核实验装置与流程图

四．实验步骤

1．水箱充水至80%；

2．仪表调整：MMD智能流量仪及涡轮流量计LW—25型按说明书调节；

3．打开压差计上平衡阀，关闭各放气阀；

4．启动循环水泵；

5．排气：1）管路排气；
2）测压导管排气；
3）关闭平衡阀，缓慢旋动压差计上放气阀，排除压差计中的气泡。注意：先排高压管后排低压管(严防压差计中水银冲走)；

6．读取压差计零位读数；

7．开启调节阀至最大，确定流量范围，确定实验测试点，测定孔板前后压降和经过孔板所带来的永久压降；

8．改变管道中的流量，读出一系列流量Vs，压差ΔP1、ΔP2；
9．记录(附表)：编号，流量系数；

10．实验装置恢复原状，打开压差计上的平衡阀，并清理实验场地。

五．数据记录

1．原始数据表

d管=            d孔=           T水=      ℃               流量系数：

	序号
	Q（m3/sec）
	孔板压降（cmHg）
	阻力损失（cmHg）

	
	
	左读数
	右读数
	左读数
	右读数

	1
	
	
	
	
	

	2
	
	
	
	
	

	……
	……
	……
	……
	……
	……

	10
	
	
	
	
	


2．计算结果表

	序号
	流速u1（m/s）
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	流量系数C0
	永久损失ξ

	1
	
	
	
	

	2
	
	
	
	

	3
	
	
	
	

	4
	
	
	
	

	5
	
	
	
	

	6
	
	
	
	

	7
	
	
	
	

	8
	
	
	
	

	9
	
	
	
	

	10
	
	
	
	


六．实验注意事项

1． 关闭所有U型管压差计高压侧阀门，防止指示液冲出；
2． 启动泵时注意灌水排气，防止气缚现象；注意关闭泵的出口阀，防止启动功率过大；
3． 检查系统排气是否完全；
4． 实验中必须防止压差计指示液被冲走，做大流量实验前以及排气前，必须将四氯化碳U形管正压侧阀门关死；另外注意压差计液面正负号不要读错。

七．思考题

1．为什么测试系统要排气，任何正确排气？

2．为什么孔板流量计安装时，要求前后有一定的直管稳定段？

3．标绘C0～Re关系曲线时，选择何种座标纸？你从所标绘的曲线，得出什么结论？

4．从实验中，可以直接得到压差计读数R～u的校正曲线，经整理后也可得到C0～Re曲线，这两种表示方法，各有什么优点？
实验三 离心泵特性测定

一．实验目的：

1．熟悉离心泵的操作；

2．测出单级离心泵固定转速下的特性曲线Q－He、Q－Ne、Q－η。

二．实验原理：

离心泵是一种液体输送机械，它籍助于泵的叶轮高速旋转，使充满在泵体内的液体在离心力的作用下，从叶轮中心被甩至边缘，在此过程中液体获得能量，提高了静压能和动能，液体离开叶轮进入壳体。部份动能变成静压能，进一步提高了静压能。流体获得能量的多少，不仅取决于离心泵的结构和转速。而且与流体的密度有关。

离心泵的主要性能是扬程、流量、功率和转速，在一定的转速下，离心泵的扬程、功率、效率均随流量的大小改变。即扬程和流量的特性曲线H e= f (Q e )功率消耗和流量的特性曲线N轴= f (Q e )，及效率和流量的特性曲线η= f ( Q e )为离心泵的三条特性曲线。它们与离心泵的设计、加工情况有关，必须由实验测定。根据曲线可找出离心泵的最佳操作条件，这是选择离心泵的依据。

三条特性曲线中的Q e 和N轴由实验直接测定。H e 和η通过以下公式计算，由伯努利方程：
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式中：H e——泵的扬程（m液柱）

H压强表——压强表测得的表压（m液柱）

H真空表——真空表测得的真空度（m液柱）

h0——压强表和真空表中心的垂直距离（m）

u0——泵的出口管内流体的速度（m / sec）

u1——泵的进口管内流体的速度（m / sec）

泵的有效功率：Ne = QHeρg

泵的效率：η = Ne/ N轴，这里用η总 = Ne /N电。

三．实验装置及流程：

本实验装置由被测的
[image: image116.wmf]6
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型离心泵及涡轮流量计、压力表、真空表及控制阀组成一个循环回路。实验装置如图3所示。

装置：

1．被测元件：
[image: image117.wmf]6
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型离心泵

2．测量仪表：1). 真空表：精度1.5级，量程0 ~ -0.1 MPa；

2). 压力表：精度1.5级，量程0 ~ 0.4 MPa；

3). 流量计(涡轮流量计LW-25)：精度0.5级，量程1.6 ~ 10 m3/h；

4). 二次仪表：MDD智能流量仪，精度0.2级；

5). 功率表：DP3(1)-W1100(单相)，精度:±0.5 ％F.S； 

3．循环水箱
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图3  实验装置及流程图

四．实验方法

1．打开上水阀门，水箱充水至80 %；

2．关闭功率表及调节阀；

3．开启引水阀，反复开启和关闭放气阀，尽可能排除泵体内的空气，排气结束，关闭引水阀；

4．启动离心泵，判断是否正常运转（有无异常声音、不转、反转等）正常后打开功率表开关；

5．开启调节阀至最大开启度，由最大流量范围合理分割流量，进行实验布点；

6．由调节阀调节流量，每次流量调节稳定后，读取各组实验数据；

7．实验装置恢复至初始状态，并清理实验场地。

五．原始数据及处理：

1．原始数据

水温       ℃，  ho       米， 进口管径       mm，出口管径       mm

	序号
	Q（m3/sec）
	P真（mm Hg）
	P压(kg f/cm2)
	N电 (W)

	1
	
	
	
	

	2
	
	
	
	

	3
	
	
	
	

	4
	
	
	
	

	5
	
	
	
	

	6
	
	
	
	

	7
	
	
	
	

	8
	
	
	
	

	9
	
	
	
	

	10
	
	
	
	


2．计算结果表

	序号
	Q（m3/sec）
	He(m-H2O)
	Ne(KW)
	NW(KW)
	η（%）

	1
	
	
	
	
	

	2
	
	
	
	
	

	3
	
	
	
	
	

	4
	
	
	
	
	

	5
	
	
	
	
	

	6
	
	
	
	
	

	7
	
	
	
	
	

	8
	
	
	
	
	

	9
	
	
	
	
	

	10
	
	
	
	
	


六．注意事项

1．尽可能将泵内的空气排尽；

2．离心泵启动时要关闭出口阀和功率表的开关；

3．泵内无水时，严禁启动离心泵。

七．思考题

1．为什么启动离心泵前要引水灌泵？如果灌水排气后，离心泵仍启动不了，你认为可能是什么原因？

2．什么情况下会出现“气蚀”现象？

3．管路特性曲线的形状与泵的性能有关吗？它取决于哪些因素？改变管路特性曲线的方法有哪些？
实验四  传热系数测定实验
一、实验目的

1．掌握传热系数K的测定方法；

2．了解传热系数的影响因素；

3．掌握传热速率的测定方法。

二．实验原理

根据传热基本方程，已知换热器的结构尺寸， 只要测得传热速率Q，以及有关的温度，即可算出K。

传热方程式：     
[image: image119.wmf]G

Q

h

=



 EMBED Equation.3  [image: image120.wmf]）

出

进

T

T

A

C

p

h

-

×

×

×

(



[image: image121.wmf]）

出

进

t

t

A

C

G

Q

pc

c

c

-

×

×

×

=

(



[image: image122.wmf]损

Q

Q

Q

c

h

+

=


换热器保温良好，
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由于存在随机误差，换热器的传热量取：
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式中：A——传热面积，m2；
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—冷热流体的平均温差，℃；
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是传热平均温差修正系数，全逆流时
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为1，对于单壳程、双管程或二管程以上的，可从文献中查得；

Q——传热速率，w；下标h，c，损，分别表示热流体，冷流体和热损失速率；

T进，T出——分别表示热流体进出口温度，℃；

t进，t出 ——分别表示冷流体进出口温度，℃。

三．实验装置及流程

该装置主体设备为列管式换热器，与风机、加热器、流量计等构成整个测试系统。如图4所示。

工艺流程：本实验冷流体是水，热流体是空气。冷流体自冷流体源来，经转子流量计测量流量，温度计测量进口温度后，进入换热器壳程，换热后在出口处测量其出口温度; 热流体自风源来，经转子流量计测量后，进入加热到120 ℃流入换热器的管程，并在入口处测量其进口温度，在出口处测量其出口温度。

1．装  置：1）测试元件：列管换热器，型号为GLC-0.4；

2）单壳程双管程：壳程采用圆缺型档板，传热管为低肋铜管，管径：φ10×1 mm；

有效管长：290 mm，管数：14根，管外侧传热面积：0.4 m2 

2．测量仪：1）温度测量：测量冷热流体进出口温度

一次仪表：Pt100电阻：每套4支，共8支；量程：0—210 ℃

二次仪表：数显仪表AI-708J，精度：0.2级，每套一台共二台

温控仪表：人工智能温度调节仪表AI-708，精度：0.2级；每套一台共二台

2）流量测量：冷热流体转子流量计

型号：LZB-25，量程1-10，精度1.5级；

范围：气体2.5-25 Nm3/h，  液体100-1000 NL/h。
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图2  实验装置及流程示意图

四．实验方法

1．开通冷流体源，由调节阀调节冷流体流量；

2．开通风源，打开底阀4，由调节阀3调节空气流量，接通电源，在智能温度调节仪表AI-708上设定控制温度为100—120 ℃；

3．维持冷流体流量不变，热空气进口温度在一定时间内（约10分钟）基本不变时，可记录有关数据；

4．测定传热系数K时，在维持冷流体（或热空气）流量不变情况下，根据实验步骤要求，改变热空气（或冷流体）流量若干次；

5．实验结束，关闭加热电源，待热空气温度降到50 ℃以下，关闭冷流体源。

五．数据处理

1. 原始数据记录

	编  号
	热流体
	冷流体

	
	流量Gh
m3/h
	温  度 ℃
	流量Gc
m3/h
	温度℃

	
	
	T进
	T出
	
	t进
	t出

	1
	
	
	
	
	
	

	2
	
	
	
	
	
	

	3
	
	
	
	
	
	

	4
	
	
	
	
	
	

	5
	
	
	
	
	
	

	6
	
	
	
	
	
	


2．计算结果表

	序号
	Qc/W
	Qh/W
	Q/W
	εΔt
	Δtm逆
℃
	Δtm
℃
	K

W/m2·℃

	1
	
	
	
	
	
	
	

	2
	
	
	
	
	
	
	

	3
	
	
	
	
	
	
	

	4
	
	
	
	
	
	
	

	5
	
	
	
	
	
	
	

	6
	
	
	
	
	
	
	


六．注意事项

1．电源220 V，双色线（黄绿）为接地线；

2．加热温度设定为200 ℃，过高会加大热损失；不得随意调整设置值，以免引起仪表故障；

3．气源不可在零流量下工作，应实验中采用旁路阀来调节气体的流量；

4．在计算实验结果时，εΔt = 1。

七．思考题

1．在测定传热系数K时，按现实实验流程，用管内冷凝液测定传热速率与管外冷水测定传热速率那种方法更准确？为什么？

2．若将汽−水套管的冷却水出口、入口调换前后Δtm值是否相同？

3．在实验中，有哪些因数影响实验的稳定性？

4．影响传热系数
[image: image133.wmf]K

的因数有哪些？

5．在传热中，有哪些工程因数可以调节？你在操作中主要调节哪些因数？
实验五  流化速度的测定及颗粒物料干燥
一．实验目的

1. 本实验综合固体流态化、物料干燥理论，测定颗粒物料的起始流化速度及流化干燥特性；
2. 测定颗粒物料的起始流化速度，不同流化速度时的床层压降；

3. 选择一种颗粒物料，测定其流化干燥特性。

二．实验原理
A. 颗粒物料的流化速度

当一种流体从低速连续增大向上通过颗粒床层时，可能出现以下几种情况：固定床→临界流化床→流化床→输送床。

流化形式有两种形式，即：散式流化和聚式流化。散式流化状态的特点为固体颗粒均匀的分散在流化介质中，故亦称均匀流化。通常两相密度差小的系统趋向散式流化，故大多数液-固流化属于“散式流化”。对于密度差较大的系统，则趋向于另一种流化形式——聚式流化。

理想情况下，克服流体阻力的压强降与空压气速ｕ的关系，如图5-1所示。在流化床阶段整个床层压强降却保持不变，其值等于单位面积的床层净重力。

流态化阶段的Δp与u关系如图中的CE段所示。流化阶段中床层的压强降，可根据颗粒与流体间的摩擦力恰与其净重力平衡关系式求出，即：

Δp = Lmf ( 1-εmf )( ρs-ρ ) g

式中：Lmf、εmf——分别为开始流化时床层高度与空隙率；

	[image: image134.png]dveT

u

1e

guns




	[image: image135.png]FE3&MEA D, Pa

EIRA i~ FEILR






	图5-1  理想情况下的Δp−u的关系图
	图5-2  实际情况下的Δp−u的关系图


随着流速的增大，床层高度和空隙率ε都增加，而使Δp维持不变。整个流化床阶段的压强降为   Δp = L (1－ε)( ρs－ρ ) g

然而，实际流化床的情况比较复杂，其Δp−u的关系如图5-2所示，与理想流化床的Δp−u曲线有显著区别。
要使固体颗粒床层在流化状态下操作，必须使气速高于临界速度umf，而最大气速又不得超过颗粒的沉降速度（带出速度），以免颗粒被气流带走。

（一）临界流化速度umf
确定临界流化速度有实测和计算两种方法。其中实测法是获取物料临界流化速度的最有力而可靠的手段。临界流化速度的测定受很多因素的影响，在给定固体颗粒与流化介质条件下，还必须有良好的气体分布装置。
本实验目的之一就是测取小米(或芝麻)在空气中的临界流化速度umfa。如果实际生产中使用的流体介质不是空气，则该条件下的umf，可按下式推算：
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式中：ρ——实际流化介质的密度，kg/m3； 

ρa——空气的密度，kg/m3；

μ——实际流化介质的粘度，Pa·s；

μa——空气的粘度，Pa·s。
B. 颗粒物料的干燥

颗粒物料在受到外部加热时，内部水分会产生汽化。当内部水蒸汽的分压力pi大于干燥热空气中的水蒸汽分压力p0时，物料内部水分就会向周围的热空气中传递。在干燥装置中，热空气的水蒸汽分压力p0可看作是恒定的，物料中的水分不断降低的同时，其内部水蒸汽的分压力pi也会不断减小。直到pi ＝ p0时，干燥过程终止，物料中的剩余水分称为该条件下的平衡水分。

当热空气的温度与湿度恒定时，物料的干燥过程通常可分为三个阶段：

	1 加速干燥阶段：干燥速率dX/dτ  不断增大，物料温度上升；

2 等速干燥阶段：干燥速率dX/dτ，物料温度基本不变；

3 降速干燥阶段：干燥速率dX/dτ        迅速减小，物料温度急剧上升；此时应及时终止干燥过程，否则物料会因为温度过高发生焦糊、碳化。
	


三．实验装置及流程

实验装置如图5-4所示。主要有鼓风机、流量计、压差计、料仓、加热器及一些阀门组成。

1. 装置

1）除尘器（袋滤器）：Φ130×120 mm；
2）干燥塔塔体：优质高温玻璃，Φ146×8 mm；

3）电热恒温干燥箱

2. 测量仪器
1）流量测量：风速仪，风速测量处管道内径Φ42mm；

2）温度测量：数显仪表：智能数显温度表，精度0.5级；测温元件：Pt100；

温度控制：AI-708人工智能温度调节仪表，精度0.2级，能有效控制设定点温度（±0.2℃）；

3）压差测量：U形管水银压差计
4）电子分析天平

3. 实验材料：小米、面粉或其他食品颗粒物料。
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图5-4  流化速度测定实验装置及流程图
四．实验步骤

1．接通气源并缓慢调节风量，观察料仓中颗粒物料的运动状态；

2．开通风源，打开阀5，调节空气流量至最大，记录风速范围，合理布置实验点；

3．调节气体流速至设定值，记录在该流速下压差计的读数。

4．调节风量使料仓中颗粒物料处于良好的流化状态；

5．通过加水斗向料仓加入适量的水（30-50ml），并让物料中的水分混合均匀；

6．取样，测物料的初始水分；

7．接通电源，在智能温度调节仪AI-708上设定控制温度95～100℃；

8．按规定时间取样，测定物料水分；

9．实验停止步骤：切断加热电源，待气体温度下降至45℃以下，才可停止送风；

10．实验装置恢复初始状态，清理实验场地。

五．实验报告
	1．流化速度测定：

序号

气速(m/s)

压强降Δp (mmHg)

左读数

右读数

1

2
3

4
5

6
7

8

9

10


	2．流化干燥：

取样号

取样时间（min）

初始质量（g）

恒重质量（g）

湿基水分（％）

0

0

1

4

2

8

3

12

4

16

5

20

6

30

物料名称：         ；

空气状况：温度        ℃，  相对湿度         ％；

热空气入塔设定温度        ℃；

空塔气速        m/s


3．绘制实际情况下的Δp−u的关系图；

4．绘制实验条件下的物料干燥曲线

5．流化床操作中，存在沸腾和沟流两种不正常现象，如何利用床层压降对其进行判断？怎样避免它们的发生？
6．流化床干燥与热风干燥有何异同点，在操作中需要注意哪些事项？

六．实验注意事项

1．注意采取适宜的床层高度、适宜的气速；

2．实验一开始，确定装置可提供的空塔气速最大值，使空塔气速实测点分布尽量合理；

3．停止实验时千万不可一次性切断所有电源，这样会因温度高而损坏仪器、设备；

4．风速仪每次使用前应按照规定要求调校。

实验六 过滤常数的测定
一．实验目的

1．掌握过滤问题的简化及工程处理方法，及过滤常数测定。

2．了解过滤设备的构造和操作方法。

二．基本原理

过滤是借助能将固体物截留而让流体通过的多孔介质，将固体物从液体或气体中分离出来的过程。随着过滤的进行，滤饼不断增厚，阻力不断增大，所以，即使操作压差保持不变，单位时间通过滤介质的液体量也在不断下降，即过滤速度不断降低；过滤速度u的定义是单位时间内单位过滤面积的过滤量，即：
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式中：A——过滤面积，m2；
θ——过滤时间，s；
V——通过过滤介质的液体量，m3。

影响过滤速率的主要因素除操作压差(△P），滤饼厚度外，尚有滤饼悬浮液（含有固体粒子的流体）性质，悬浮液温度，过滤介质的阻力等，故难以用严格流体力学方法处理。并且，过滤速率即为流体经过固定床的表观速率u.。液体在由细小颗粒构成的滤饼空隙中的流动属于低雷诺数范围，因此，q与θ关系：
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其中，
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在恒压过滤时，上述微分方程为
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[image: image144.wmf]s

p

k

K

-

D

=

1

2

；

积分后，可得：q 2 + 2q qe = K θ，   qe2 =K θe
利用上述方程计算时，需要知道K，qe等常数，而K，qe常数只有通过实验才能测定，在利用实验方法测定过滤常数时，需将上述方程变换成如下形式：
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实验时，只要维持操作压强恒定，记取滤液增量ΔV（换算成Δq）及相应的过滤时间Δθ，以
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若在恒压过滤之前的θ1时间内已通过单位过滤面的滤液q1，则θ1至θ及q1至q范围内得：
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上式表明q－q1和
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为线性关系，从而能方便地求出过滤常数K和qe值。

三．实验装置及流程

实验装置如图6所示，本实验装置系由配料桶、供料泵、卧式圆形过滤机（或立式板框过滤机）、阀门及管路等组成。
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图6 过滤常数测定实验装置及流程图
装置：

过滤器：园盘式单板框，内径φ150mm，框厚L=20 mm。

过滤物系：轻质碳酸钙，浓度：  10  0B

四．实验步骤

1) 开动压缩机，将配制好的悬浮液送入贮浆罐中，使滤液均匀搅拌；

2) 将滤布浸湿，装好滤布，排好板框，然后压紧板框；

3) 检查阀门，将悬浮液进入过滤机的进口旋塞关闭；

4) 将计量筒中的液面调整到零点；

5) 打开管线最底部的旋塞，放出管内积水；

6) 启动后打开悬浮液的进口阀，将压力调至指定的工作压力；

7) 待滤渣装满框时即可停止过滤；

8) 实验结束后，关闭供料泵，拆开过滤机，取出滤饼，并将滤布洗净；

9) 恢复阀门至初始状态，擦拭设备，清理现场。
五．数据处理

恒压前：No.1  θ1=      (s)    V1=       ×10-3 m3

恒压后：Δp=       (kPa)
数据记录及计算结果（恒压过滤阶段）

	No.
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	ΔV（ml）
	250
	250
	250
	250
	250
	250
	250
	250
	250
	250

	Δθ（s）
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Δq（m3/m2×10-2）
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


表中，ΔV——恒压过滤阶段每次得到的滤液体积，

Δθ——得到每个ΔV对应的过滤时间。

六．实验注意事项

1．实验可选用CaCO3粉未配制成滤浆，其量约占料桶的2／3左右，配制浓度在8.0 B0左右；

2．料桶内滤浆可用压缩空气和循环泵进行搅拌，桶内压力控制在0.1MPa以内；

3．滤布在装上之前要先用水浸湿；

4．实验操作前，应先让供料泵通过循环管路，循环操作一段时间，过滤结束后，应关闭料桶上的出料阀，打开旁路上清水管路清洗供料泵，以防止CaCO3在泵体内沉积；

5．实验初始阶段不是恒压操作。因此可采用二只秒表交替计时，记下时间和滤液量，并确定恒压开始时间τ0和相应的滤液量q 1；

6．当滤液量很少时，滤渣已充满滤框后，过滤阶段可结束。

七．思考题

1．为什么过滤开始时，滤液常有点混浊，过一段时间才能澄清？

2．滤浆浓度和过滤压强对K有何影响？

3．过滤压强增加一倍后，得到同样滤液量所需的时间是否也减少一半？
实验七  传热膜系数测定

一．实验目的

1．掌握间壁式传热元件的研究和传热系数测定的实验方法论；

2．学会给热系数测定的实验数据处理方法；

3．了解影响传热系数的因素和强化传热系数的途径。

二．实验原理

在工业生产和科学研究中经常采用间壁式换热装置来进行物料的冷却或加热。以套管换热器为例：
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热量由热流体传给管壁内侧，再由管壁内侧传至管壁外侧，最后由管壁外侧传送给冷流体。由传热速率可知单位时间内、单位传热面积所传递的热量：q = K( T- t )在定态条件下，忽略管内外表面积的差异则：
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式中：q——热流密度；

Tw、tw —— 热冷流体侧的壁温；

λ——管壁材料的导热系数；
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 ——热冷流体的给热系数；

δ——管壁厚度；
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影响传热系数K除δ，λ外，还有给热系数α h和α c，寻求给热系数α和各参变量之间的函数关系是解决传热过程中传热速率计算、透析影响过程的控制因素，掌握强化过程的途径的关键。

由于影响传热过程的参数极多，不利对传热过程作整体研究，对于间壁式传热过程，它具有固定的传热壁面，那么就可以把总过程分解为三个子过程，分别加以研究，然后再加以组合。这种方法称之为过程分解、过程合成法，是处理复杂工程问题时常采用的处理方法。

由于对流传热过程十分复杂，影响因素极多，目前尚不能通过解析法获得给热系数的关系式，它必须用实验加以测定，获得各影响因素与给热系数之间的定量关系。为了减少实验工作，将有关的影响因素经无因次处理，组成若干个无因次数群，来获得描述对流传热过程的无因次方程。在此基础上组织实验，并经过数据处理得到相应的关系式。以不发生相变的流体和固体壁面间对流传热过程为例，其影响因素为：

固体壁面的特征尺寸l；流体的物理性质ρ、μ、Cp、λ；强制对流的流速u；产生自然对流的升力，此升力可由gβ△T表征。故：α= f (l,ρ,μ,Cp,λ,u,βg△t)

经无因次化处理，得：

Nu = A0ReBPrcGrp 
忽略自然对流的影响，则：   Nu = A0ReBPrc
如果温度对流体的特性影响不大的系统，并且温度变化范围不大时，则Prc为常数

Nu = AReB
计算方式以热流体作热衡算，则：
Qh = GhCph（T1－T2）=Aαh△Tm
Tw2        Tw1
T2  ←                                          ← T1
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A = πdl，Re = ρud /μ

Nu = AReBPr0.3，Nu =αd /λ 

三．实验装置和流程

实验所采用的仪器与实验4所用的仪器相同。本实验选用水为冷流体，空气为热流体。水经转子流量计测量流量、温度计测量温度后，进入换热器壳程，换热后在出口处测量其出口温度。空气来自鼓风机，经转子流量计测量流量、并加热至200℃后，进入换热器的管程，并在入口处测量其进口温度，在出口处测量其出口温度。
装置：
1．列管换热器：  型号GLC-0.4，单壳程；有效管长L2000 mm，φ16mm×0.5mm

2．测量仪表

1）温度测量：测量冷热流体进出口温度

一次仪表：Pt100电阻，量程0～200℃；

二次仪表：数显仪表AI—708J，精度0.2级；

控温仪表：人工智能温度调节仪表AI—708，精度0.2级；pt100铂电阻。

2）流量测量：冷、热流体转子流量计：型号LZB-25，量程1(10，精度1.5级，

范围为气体2.5～25 Nm3/ h，液体100～1000 NL/h。

3．系统加热：3kW电加热；气源的风压为1000 mm水柱，风量为60 m3/h。
四．实验步骤

1．打开冷水流量计的阀门，维持一定的冷水流量。

2．启动风机，通过气体流量计上的阀门和风机出口处的旁路，调节一定的气体流量。

3．接通电源，加热空气，仪表AI-708为120℃，维持空气的进口温度。
五．实验报告

1．原始数据记录表

	编号
	热流体
	冷流体
	壁温（℃）

	
	流量

(m3/h)
	温度 (℃)
	流量

L／h
	温度 (℃)
	

	
	
	
	
	
	TW1
	TW2

	
	
	T进
	T出
	
	t进
	t出
	
	

	1
	
	
	
	
	
	
	
	

	2
	
	
	
	
	
	
	
	

	3
	
	
	
	
	
	
	
	

	4
	
	
	
	
	
	
	
	

	5
	
	
	
	
	
	
	
	

	6
	
	
	
	
	
	
	
	


2．计算结果表

	编号
	Qh  (W)
	△Tm  (℃)
	αh  (W/m2℃)
	Qc  (W)
	△tm  (℃)
	αc  (W/m2℃)

	1
	
	
	
	平均
	
	
	
	平均

	2
	
	
	
	
	
	
	
	

	3
	
	
	
	
	
	
	
	

	4
	
	
	
	
	
	
	
	

	5
	
	
	
	
	
	
	
	

	6
	
	
	
	
	
	
	
	


3．本实验中，管壁温度应接近蒸汽温度还是空气温度？为什么？

4．管内空气流速对传热膜系数有何影响？当空气流速增大时，空气离开换热交换器时的温度将升高还是降低？为什么？
六．实验注意事项

1．实验开始前，务必先打开冷水流量计的阀门，否则可能烧毁加热器。

2．为防止设备过热及操作安全，加热设定温度不得大于200℃。

3．气源不可在0流量下工作，应用旁路阀调节为宜。

4．每改变一个流量后，应等到读数稳定后再测数据。
《食品工艺学》
实验指导书

实验一 热力杀菌工艺及参数对罐藏制品质量的影响
一 目的与要求
通过实验加深理解水果类酸性食品的罐藏原理，掌握糖水水果罐头的加工工艺和操作技能； 

掌握糖液配制的计算与操作，了解糖水水果罐头的排气工艺条件。
通过实验观察不同杀菌条件对罐头感官品质的影响，学会初步确定杀菌工艺条件的方法。
二 实验原理
在水果类酸性食品中加入糖液，经过排气、密封和适当的杀菌工艺，杀灭有害菌，抑制酶的活性并在罐内形成一定的真空度，达到防止食品败坏，在常温下长期保藏的目的。
1. 实验仪器、工具与材料
仪器与工具：手持糖量计、pH计、温度计、高压蒸汽杀菌锅、台秤、天平、电炉、烧杯、漏勺、刀、砧板、玻璃罐（旋口瓶），100目滤布等。
材料：市售菠萝、白砂糖等。
三 实验主要内容及操作方法
空罐清洗、消毒
                       ↓
原料预处理→漂洗→装罐→排气→密封→杀菌→冷却→成品
↑
配制糖液

预处理：选八成熟、无损伤、无病害的菠萝为原料，水洗后，切去头尾，去皮除心、去芽目、切片（切成厚度10—16 mm的扇形块片）；
漂洗：用清水洗净；
洗瓶：用洗涤剂清洗空瓶和瓶盖，清水喷淋洗净，再以沸水杀菌后，沥干水分待用；
配制糖液：测定果品的糖度，计算配制糖液的浓度，按直接配制法配制糖液。建议再配制高浓度（>35%）或低浓度（<10%）的糖液，考察不同浓度糖液对成品质量的影响。将糖液煮沸后过滤，温度不低于75℃下装罐。
装罐：为保证成品中固形物占50%以上，净重为500克的罐头，装入的果块重量应占净重的60～65%，注入糖液，留顶隙约6~8mm；
排气：在温度90~100℃条件下，排气10min左右，使罐中心温度达70—80℃；
密封：排气后立即旋紧瓶盖；
杀菌：选择不同的杀菌条件，进行热力杀菌；
冷却：杀菌后采用梯度水冷法进行冷却。先将水温调至75℃左右，待罐内外温度接近后，逐渐加冷水降温，直至罐内温度降至38℃左右，擦干外表的水分即可。

配制糖液浓度的计算：

Y=（W3 Z—W1X）/W2 
W1：每罐装入果块重（克）；

W2：每罐加入糖液重（克）；

W3：罐头净重（克）；

X：实测装罐前果肉可溶性固形物含量（%）；（取果实不同部位测3个值平均）

Y：加入糖液浓度（%）；

Z：要求开罐时的糖液浓度（%），可取14～18%

减重率的测定：

待装罐的果块沥干水，准确称重——装罐前果块重；

杀菌冷却后的果块沥干糖液，准确称重——杀菌后果块重；

减重率＝（装罐前果块重－杀菌后果块重）/装罐前果块重

四 实验记录：

表二杀菌工艺对比实验方案（条件自拟）

	罐号
	A
	B
	C

	糖液浓度
	
	
	

	杀菌公式
	
	
	

	开罐糖度
	
	
	

	固形物含量
	
	
	

	成品pH值
	
	
	

	减重率
	
	
	

	感官品质
	
	
	


建议选择以下杀菌公式：

5-15min /100℃，5-5 min /105℃
五 质量评定与讨论
1.质量评定
感官评定糖水罐头的质量：包括色泽、形态、液汁的澄清度、口感。（亦可与市场上同类产品进行比较。）
2.思考题
不同杀菌条件对罐头的感官品质有何影响？由实验结果说明，对于糖水菠萝罐头采用哪个杀菌条件更合理，为什么？
实验二  蛋糕的制作及质量检验
一、目的要求
加深理解烘烤制品生产的一般过程、基本原理和操作方法。
掌握搅拌设备、烘烤设备的使用方法并注意使用后的保养工作。
要求按照操作要点，准确完成每一操作过程，并认真观察、详细记录。
二、实验原理
利用鸡蛋的胶体性质，经搅打充气后发泡膨胀。由于搅打产生很强的机械应力和剪切作用，将空气分散并被鸡蛋中的蛋白质包围形成均衡的微型气室，使蛋糊呈细小的蜂窝状组织。在焙烤过程中，空气受热膨胀逸出，蛋白质凝固，制品内部形成海绵状有弹性的疏松结构。
三、实验器具与材料
设备与用具：打蛋机、烤箱、秤、温度计、40目筛、烤盘、防油纸、不锈钢刀等。
材料：低筋面粉、鸡蛋、白砂糖、蛋糕油、吉士粉、色拉油、香精等。
四、实验主要内容
（一）蛋糕制作流程：
                      添加剂   面粉
                        ↓      ↓
   鲜鸡蛋、白砂糖等→打擦起泡→搅拌→入模→烘烤→冷却→成品
（二）操作要点
1.按参考配方称取材料
参考配方（以面粉重量为基准）

	材料名称
	低筋面粉
	白砂糖
	鸡蛋
	蛋糕油
	色拉油
	吉士粉
	香精

	百分比（%）
	100
	100
	250
	20
	10
	5
	0.2


2.打蛋：将鸡蛋外壳洗净，全蛋打入搅拌桶，按配方加入白砂糖、蛋糕油、吉士粉、香精。启动打蛋机搅拌，先慢速搅拌1min，再高速搅拌8～10分钟，直至蛋液泡沫稳定、泛白呈稀奶油状。
3.拌粉：将面粉过筛，边搅拌蛋液边缓慢加入面粉，色拉油慢速加入并搅拌成均匀的蛋糊。（注意：与打蛋搅拌方向一致，慢速搅拌1min至见不到生粉即可。）
4.注模：将烤盘铺垫防油纸，涂刷色拉油并倒入搅拌后的蛋糊（装填量约为烤盘的2/3）。
5.烘烤：送入烤箱，控制炉温上火小下火大（上火约180℃，下火约210℃），烘烤约20～25分钟，直至用手摸蛋糕表面有弹性即熟。
6.成品出炉后冷却、切块即为成品。
7.将烤盘擦净，打蛋机搅拌桶清洗干净。

五、实验记录
	室内温度
	

	打蛋搅拌时间
	

	拌粉搅拌时间
	

	控制面火温度
	

	控制底火温度
	

	炉内温度
	

	进炉时间
	

	出炉时间
	

	出炉后蛋糕重量
	

	出品率
	


出品率=产出质量/投入材料质量 
六、质量评定与讨论
1. 质量评定：色泽、口感、香气、滋味、膨松度、孔隙均匀度等。
蛋糕品质参考评分标准

	项目
	要求
	满分100

	蛋糕外部
	体积

表皮颜色

外表形状

焙烤均匀性

表皮质地
	成品蛋糕应有一定的膨松度

成品蛋糕表皮呈棕黄色或金黄色

形态规范，外形完整，厚薄均匀，无塌陷和隆起，不歪斜。

蛋糕应具有金黄的颜色，顶部稍深而四周及底部稍浅。

蛋糕表皮薄而柔软
	10分

10分

10分

10分

10分

	蛋糕内部
	内部颜色

粗糙度

内部组织

口感

卫生
	蛋糕内部呈乳黄色

蛋糕内部的颗粒细小，富有弹性和柔软性，无粗糙感。

组织细腻，蜂窝均匀，无大气孔，无生粉、无生心。

入口香甜，松软可口，有纯正蛋香味，无异味。

成品内外无肉眼可见杂质，无污染。
	10分

10分

10分

10分

10分


2. 思考题：面粉为什么宜采用低筋粉？面粉为什么要在最后加入并要缓慢沿同方向搅拌？
实验三 冻结速度对冻制品质量的影响

2. 目的与要求
⑴掌握食品冷冻保藏的工艺过程及操作技术；
⑵以不同冻结速度对物料进行冻结，考察不同冻结速度对物料质构的影响；
⑶进一步理解冻藏前处理方法对冻制品品质的影响；
⑷验证物料中心温度随时间变化规律，掌握冻结点及冻结曲线的测定方法。
3. 实验原理
迅速降低食品的温度，以致冰层向内的推进速度大于细胞组织内部水分移动速度，形成无数细小的针状结晶，且冰晶的分布接近新鲜物料中液态水的分布。而缓慢较低食品的温度则形成粗大的冰晶体，对食品组织造成损伤。
三. 实验仪器、工具与材料
仪器与工具：普通电冰箱、流态化食品单体速冻装置、微波炉、测温仪、塑封包装机、天平、不锈钢锅、不锈钢盆、不锈钢漏勺、不锈钢刀、砧板、烧杯等。
材料：市售莴笋、食盐、一次性塑杯、食品袋、滤纸等。
四. 实验主要内容及操作方法
（一）冻结实验
实验流程：

原料挑选→清洗、整理、去皮→切分→烫漂→冷却→冻结→解冻→检测

操作要点：
1. 原料挑选：莴笋选择鲜嫩、粗纤维少，无空心、无损伤，无腐烂变质，无病虫害的原料。

2. 清洗：清除莴笋表面粘附的泥土、沙粒和大量的微生物及表面残附的农药。

3. 整理、去皮：将莴笋茎叶分离，取其茎部，去除根梢，用刀削去外表皮。

4. 切片：切成厚约0.2～0.3㎝的圆片，按自定实验方案分成若干组分别称重。放入清水中漂洗，捞起沥干。
6.烫漂：将莴笋片放入100℃沸水中热烫1分钟，以钝化组织中酶的活性、杀死部分微生物、排除组织中部分气体和部分水分。为防止热烫过度和不足，热烫时要不断搅拌；亦可添加1%～2%的氯化钠，防止产品氧化变色。（建议选择不经烫漂组对比）

7.冷却：热烫后立即用自来水进行冷却，以减少余热效应对原料品质和营养的破坏。冷却后使物料温度低于15℃，沥干表面水分。

8、冻结：分别进行缓冻和速冻。

速冻：采用流化态单体速冻装置快速冷冻，将原料均匀铺放在传送带上（单层摆放），冻结温度为 -35℃，冻结时间为10～30分钟。

缓冻：经包装的莴笋片（建议分为烫漂和不烫漂两组），直接送入普通电冰箱，在-18℃温度下冻结（2～3小时）。
9.解冻：
冻结后的莴笋片，采用自然解冻法，于室温下解冻。
10.检测：
检测解冻后莴笋片的失水率：     失水率 = （W前— W后）/ W前
W前、 W后——解冻前、解冻后莴笋片的重量
感官评定解冻后莴笋片的色泽、气味、质地、形态等指标。
（二）冻结点及冻结曲线
1.选择厚度1厘米左右的新鲜莴笋片，将测温仪的测温探针插入样品中心部位，置于普通冰箱中（调节冰箱内空气温度：-18℃），测定莴笋片中心温度随冻结时间的变化情况。建议记录温度的时间间隔为每2min一次，记录至温度基本无变化为止。（注意：接近冻结点时的时间间隔可缩短至每30sec记录一次温度。）

确定：莴笋的冻结点温度；通过最大冰晶生成带（－1℃～－5℃）所需要的时间。
2.绘制莴笋片的冻结曲线。
五.实验记录
１．不同前处理方法和冻结方法的实验结果
	前处理与冻结方法
实验结果
	速冻
	缓冻

	
	未处理
	烫漂处理
	未处理
	烫漂处理

	W前／g

W后／g

失水率／%

感官品质描述
	
	
	
	


２..冻结时间与中心温度的关系
	冻结时间
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	温度
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	冻结时间
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	温度
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	冻结时间
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	温度
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


六.实验结果与讨论
七.思考题

1. 速冻与缓冻所得产品有何区别，为什么？

2. 除了自然解冻法以外，还有哪些解冻方法？
实验四  食用胶凝胶条件对果冻品质的影响
1、 目的与要求
本实验综合了果汁的制作；食用胶的复配及凝胶成型；果冻的感官评价等方面的知识。要求学生通过实验掌握果汁果冻的一般加工工艺和操作技能；了解不同食用胶的凝胶特性；考察食用胶的用量对果冻品质的影响。
2、 实验原理
以果汁、食用胶和白砂糖等为主要原料，经煮胶、调配、灌装、杀菌等工序加工果冻凝胶食品。卡拉胶和魔芋胶均为天然产物中提取的植物多糖，具有优良的凝胶特性，但是κ-卡拉胶单独形成的凝胶脆度大、弹性小，而魔芋胶单独形成的凝胶粘弹性较高，当两者混合加热冷却后，形成脆性与韧性不同的凝胶，可有效改善果冻的品质。

3、 实验器具与材料
仪器与工具：榨汁机、手持糖量计、pH计、电子天平、台秤、水浴锅、电磁炉、搅拌器、果冻封口机、不锈钢锅、砧板、刀、烧杯、玻棒、纱布、100目滤网等。
材料：市售新鲜菠萝、白砂糖、柠檬酸、卡拉胶、魔芋粉、氯化钾、乳酸钙等。（所有试剂均为食品级）
4、 实验主要内容
1. 果汁的制作
将菠萝去皮、去芽目、切块，用榨汁机制汁，并以四层纱布将果汁滤出、煮沸待用。
2. 溶胶煮胶
将卡拉胶、魔芋粉、氯化钾、乳酸钙与白砂糖在固态下混合，以防止在溶解时结团；

取去离子水加热至80℃左右，撒入混合物料，搅拌溶胶；

置于沸水浴中边搅拌边加热保持5-10min，使胶粉充分吸水溶胀。

3. 调配

将煮沸后的果汁与溶胶液混合均匀，加入柠檬酸调整糖酸比；趁热过100目滤网，去除表面的泡沫和胶粉颗粒等。
4.灌装与杀菌

经调配的料液趁热灌入塑杯（此时可以加入罐头果粒、果脯等果料）；封盖后置于水浴锅进行巴氏杀菌，条件为85-90℃加热15min；杀菌之后，尽快冷却至常温即为成品。
配料表（按产品100%计）
	名称
	用量（%）
	名称
	用量（%）

	果汁
	20
	柠檬酸
	适量（0.20左右）

	卡拉胶
	建议取0.03，0.09，0.15进行比较
	氯化钾
	0.15

	魔芋精粉
	0.12
	乳酸钙
	0.24

	白砂糖
	10～15
	其余为去离子水


5、 实验记录

	项目
	果冻

	
	A
	B
	C

	卡拉胶添加量
	
	
	

	果汁pH值
	
	
	

	果汁糖度
	
	
	

	白砂糖添加量
	
	
	

	柠檬酸添加量
	
	
	

	产品重量
	
	
	

	感官评价
	产品外观形态
	
	
	

	
	口感
	
	
	

	
	风味
	
	
	

	
	总分
	
	
	


产品感官评价指标：
外观形态：色泽晶莹剔透，质地均匀一致，有弹性，呈凝胶状态（10分）。
口感：酸甜适口，韧性好，细腻滑爽（10分）。
风味：具有菠萝特殊的香气，清新柔和（10分）。
6、 实验结果与讨论

7、 思考题
1.请将你的制品与市售的果冻作一比较，提出改进意见。
2.影响食用胶凝胶特性的因素有哪些？ 
实验五  原料肉食用品质的评定
1 实验目的

本实验综合了原料肉验收和品质评定或测定的方法，同时对学生进行以下技能的训练：
（1）掌握原料肉的检验方法；
（2）掌握肉的食用品质包括哪些方面内容；
（3）掌握肉的品质评定或测定的方法。
2 实验原理

通过评定或测定原料肉的颜色、酸度、嫩度、保水性、蒸煮损失等指标，对原料肉品质做出综合评定。
3 实验仪器设备及原辅材料

3.1 实验仪器设备
酸度计、肉色评分标准图、C-LM型肌肉嫩度仪、色差计、分析天平、定性滤纸等。

3.2 原辅材料

新鲜猪肉、牛肉
4 实验步骤

4.1 原料感官观察

主要内容有：在自然光线下，目视观察肉的表面和脂肪的色泽，有无污染附着物，用刀顺着肌纤维方向切开，观察断面的色泽；在常温下嗅其气味；用食指按压肉的表面，感触其硬度和指压凹陷恢复情况，表面干湿及是否发粘；称取切碎肉20g，放在烧杯中加水100mL，盖上表面皿置于电炉上加热至50－60℃，取下表面皿，嗅其气味然后将肉样煮沸，静置观察肉汤的透明度及表面的脂肪液滴情况。
4.2 主要评定方法

4.2.1 肉色
猪宰后2-3h内取最后1个胸椎处背最长肌的新鲜切面，在室内正常光度下目测评分法评定，评分标准见下表，应避免在阳光直射或阴暗处评定。
肉色评分标准*

	肉色
	灰白
	微红
	正常鲜红
	微暗红
	暗红

	评分
	1
	2
	3
	4
	5

	肉质
	劣质肉
	不正常肉
	正常肉
	正常肉
	正常肉


*为美国《肉色评分标准图》。因我国的猪肉较深，故评分3-4者为正常。

客观评价法：采用色差计对肉的颜色进行测定。
4.2.2 肉的酸碱度

宰后在45min内直接用酸碱度计测定背最长肌的酸碱度。测定时先用金属棒在肌肉上刺一个孔。按国际惯例，用最后胸椎部背最长肌中心处的pH值表示，正常肉的pH值为6.1-6.4。

也可采用pH计测定：准确称取一定质量肉样，加10倍体积的蒸馏水，进行搅拌、匀浆，然后采用pH计进行测定。
4.2.3 肉的嫩度
用肌肉嫩度计测定剪切肉样时的剪切力的大小来客观表示肌肉的嫩度。

取肉样长×宽×高不少于6cm×3cm×3cm的整块肉样，剔除肉表面的筋、腱及脂肪。

将肉样用包装袋密封好，放入恒温水浴锅中80℃加热，待肉样中心温度达到70℃时，将肉样取出冷却至室温。用直径为1.27cm的圆形取样器沿与肌纤维平行的方向钻切肉样，孔样长度不少于2.5cm，取样位置应距离样品边缘不少于5mm，2个取样的边缘间距不少于5mm取样器切取肉样，剔出有明显缺陷的孔样，测定样品数量不少于3个。在室温条件下置于剪切仪上测量剪切肉样所需的力，用千克表示。其数值越小，肉愈嫩。

嫩度计算：

记录所有的测定书记，取各个孔样剪切力的测定值的平均值扣除空载运行最大剪切力，计算肉样的嫩度值。

肉样嫩度的计算公式：

X=[（X1+X2+X3+……Xn）/n]-X0
式中：

X——肉样的嫩度值，单位为千克；

X1……n——有效重复孔样的最大剪切力值，单位为千克；

X0——空载运行最大剪切力，单位为千克；

n——有效孔样的数量。

4.2.4 保水性的测定

将样品切成约2mm的薄片，将薄片8等分，取约1.5g样品，用滤纸包好装入离心管内，用离心法测定其保水性，每组处理测3次平行，结果为3次测定平均值。保水性计算：

保水率=                

式中：w1为离心前质量(g)；w2为离心后质量(g)。

离心参数：转速3800r/min(1500g)，时间10min，温度18℃。
4.2.5 蒸煮损失

将完整腰大肌用感量为0.1g的天平称重后，置于蒸锅屉上用沸水在蒸煮45min，取出后冷却，称重，用下列公式计算：


[image: image157]
5 思考题

（1）原料肉的品质检验方法有哪些？

（2）肉的食用品质中，哪些性质对最终肉制品的影响最大？

（3）在肉的嫩度测定过程中，应注意哪些问题才能保证测定的准确性？
实验六  胡萝卜汁饮料制造实验
一、实验目的

1.了解浑浊胡萝卜汁饮料的制造原理；

2.掌握胡萝卜的漂烫和碱法去皮的方法；

3.掌握调配的方法和影响澄清度的因素；

4.掌握均质和杀菌的方法。

二、实验原理

胡萝卜汁饮料的生产是将胡萝卜经过去杂、清洗、去皮、预煮、打浆等物理方法，制取胡萝卜汁，加入白砂糖（等甜味剂）、柠檬酸（等酸味剂）、香精及（或）果汁，混合调整后，经过脱气、均质、杀菌、灌装等加工工艺，脱去氧气，钝化酶，杀死微生物，制成符合产品标准的胡萝卜汁饮料。
三、原料及试剂

水果、柠檬酸、D-异抗坏血酸钠、白砂糖、水果型香精、去离子水、氢氧化钠、碳酸钠、羧甲基纤维素钠、海藻酸钠、山梨酸钾等。

四、仪器、器皿及材料

榨汁机、高温蒸汽灭菌锅、夹层锅、半自动液体灌装机、胶体磨、手持糖量计、pH计、离心过滤机、250mL大容量离心机、捣碎机、均质机、电热水浴锅、真空脱气罐、200～300目不锈钢筛、不锈钢锅、不锈钢刀、电炉、500ml玻璃烧杯、500ml量桶、饮料瓶、纱布等。

五、工艺流程

原料选择→清洗→碱法去皮→切分→预煮→捣碎→过滤→调配→均质→脱气→装瓶→灭菌→冷却→成品。
六、操作方法
1.原料 选择个体较大,表面光滑，中间黄心较少的胡萝卜。
2.清洗 用自来水洗去表面的杂质。
3.碱法去皮 将1％氢氧化钠和1％碳酸钠的混合溶液煮沸后，把胡萝卜放入后至表皮脱去为止，取出后用清水洗净。
4.切分 将胡萝卜用刀切至1厘米的薄片，然后放入2倍体积的沸水中煮制15分钟左右，至组织软烂为宜。

表1 胡萝卜汁添加量的单因素实验

	实验序号
	胡萝卜汁

（％）
	白砂糖

（％）
	柠檬酸

（％）
	感观评分

(100分制)

	1
	5
	5
	0.1
	

	2
	10
	5
	0.1
	

	3
	20
	5
	0.1
	

	4
	30
	5
	0.1
	

	5
	40
	5
	0.1
	

	6
	50
	5
	0.1
	


建议：饮料最终定容至100毫升。
表2 蔗糖添加量的单因素实验

	实验序号
	白砂糖

（％）
	胡萝卜汁

（％）
	柠檬酸

（％）
	感观评分

(100分制)

	1
	3
	X
	0.1
	

	2
	5
	X
	0.1
	

	3
	7
	X
	0.1
	

	4
	9
	X
	0.1
	

	5
	11
	X
	0.1
	

	6
	13
	X
	0.1
	


注：①X由表1的最佳值得到；②饮料最终定容至100毫升。

表3 柠檬酸添加量的单因素实验

	实验序号
	柠檬酸

（％）
	白砂糖

（％）
	胡萝卜汁

（％）
	感观评分

(100分制)

	1
	0.1
	X
	Y
	

	2
	0.1
	X
	Y
	

	3
	0.1
	X
	Y
	

	4
	0.1
	X
	Y
	

	5
	0.1
	X
	Y
	

	6
	0.1
	X
	Y
	


注：①X由表1的最佳值得到；②Y由表2的最佳值得到。
5.破碎 将果实和3倍的去离子水混合,为防止褐变,添加0.015%异Vc钠,用组织捣碎机捣至浆状。

6.过滤 将果浆用双层纱布过滤，再用100目的筛布过滤。
7.调配 用50～55％的蔗糖溶液和10%柠檬酸溶液，调配果汁至适量的糖酸比，并添加恰当的香精和稳定剂等。

8.均质 将调配好的饮料放入中，在20～30Mpa压力的均质机中均质一次。
9.脱气 将均质后的饮料用真空脱气机或真空泵脱气3～5分钟。

10.装瓶和灭菌 将脱气后的饮料装入玻璃瓶或耐热塑料瓶中，密封后，放入90℃热水中加热15～20分钟后，取出后用冷水冷却至室温。

表4 调配试验

	实验序号
	胡萝卜汁

（％）
	白砂糖

（％）
	柠檬酸

（％）
	羧甲基纤维素钠

（％）
	香精

（‰）
	感观评分

(100分制)

	1
	
	
	
	
	
	

	2
	
	
	
	
	
	

	3
	
	
	
	
	
	

	4
	
	
	
	
	
	

	5
	
	
	
	
	
	

	6
	
	
	
	
	
	


七、讨论题
1.影响胡萝卜汁出汁率有哪些因素？
2.去除胡萝卜皮有哪些方法？
实验七  牛肉干的制作
1 实验目的

本实验综合了肉制品加工基本原理和方法之一——干制，对学生进行以下技能的训练：
(1) 掌握牛肉干制作的基本工艺流程和操作要点；
(2) 掌握肉制品干制的基本原理；
(3) 掌握对肉干制品品质的评定。
2 实验原理
    肉干是以新鲜的畜禽瘦肉为原料，经熟制后再经脱水干制而制成的产品。通过降低产品中的水分含量，以达到抑制其中的微生物生长，延长其货架期，同时通过脱水的作用减少产品体积，便于贮藏和运输；最后，干制处理可以使肉制品产生特殊的风味和口感。
3 实验仪器设备及原辅材料

3.1 实验仪器设备
不锈钢盘及锅、煤气灶、电子秤、电热烘烤箱等
3.2 原辅材料

牛肉、食盐、白砂糖、调味料等
4 操作步骤
4.1 原料肉选择处理

选用新鲜牛肉，除去筋腱、肌膜、肥脂等，切成大小相等的肉块，洗去血污备用。
4.2 配料
牛肉10kg   白糖220g   五香粉25g   辣椒粉25g  食盐400g

味精30g    曲酒100mL 茴香粉10g

特及酱油300g 
4.3 初煮
将牛肉煮至七成熟后，置筛上自然冷却，然后切成3.5cm×2.5cm薄片，要求片形整齐，厚薄均匀。
4.4 复煮和烘烤
取适量初煮汤，将配料混匀溶解后再将牛肉片加入，烧至汤净肉酥出锅，平铺在烘筛上，60-80℃烘烤4-6h即为成品。
5 产品评价
（1）感官指标：色泽褐湿有光泽，肉质酥松，厚薄均匀，无杂质，口感鲜美，无异味。

（2）理化指标：蛋白质约52%，水分约13.5%，脂肪约6.3%，灰分1.35%。
6 思考题
肉干的加工过程需要注意哪些内容？
实验八  蛋白质饮料制造及稳定性能实验
一、实验目的

1.了解蛋白质饮料的制造工艺；

2.掌握稳定剂的作用及对蛋白质饮料稳定性的影响；

3.掌握成品的感官评定与检测方法。

二、实验原理

植物蛋白饮料的生产是将蛋白质含量丰富的植物原料（花生、大豆、葵花子等），采用去杂、清洗、脱腥、灭酶、磨浆等工艺制浆后，加入白砂糖、酸味剂、稳定剂、增稠剂、果汁及香精等，混合均匀后，经过脱气、均质、灌装、高温杀菌等加工加工工艺，脱去氧气，钝化氧化酶，杀死微生物，制备成符合产品标准的植物蛋白饮料。
三、原料及试剂

花生、大豆、葵花子等蛋白质含量丰富的植物原料，奶粉，磷酸一氢钠，磷酸二氢钠，海藻酸钠，羧甲基纤维素钠，单甘酯，琼脂，碳酸钠，碳酸氢钠，白砂糖，柠檬酸，水果型香精等。

四、仪器及玻璃器皿

榨汁机、高温蒸汽灭菌锅、夹层锅、半自动液体灌装机、胶体磨、手持糖量计、离心过滤机、250mL大容量离心机、捣碎机、磨浆机、组织捣碎机、均质机、不锈钢锅、远红外电烤箱、不锈钢筛、精密酸度计、瞬时超高温杀菌器、调配罐、电炉、500ml玻璃烧杯、电子天平、台秤、500ml量桶。

五、工艺流程

    原料→清洗→脱皮→粗磨浆→胶体磨磨浆→过滤→一次均质→调配→二次均质→灌装→杀菌→成品

六、操作方法

1.原料清洗 选择颗粒饱满，无霉烂变质的新鲜花生，去除杂质，用清水洗净。

2.脱皮 将清洗干净的花生米，放入电热烤箱中，在120℃条件下，烘烤20分钟左右，然后脱去表皮。

3.粗磨浆 将去皮的花生和水以1：20左右的比例混合用磨浆机磨碎。

4.一次均质 将磨浆后的豆浆用胶体磨磨碎，使得溶液经一步细化。

5.煮浆 将豆浆放入不锈钢锅中，在100℃下煮10分钟。

6.调配

表1 调配试验表

	实验序号
	白砂糖（％）
	奶粉（％）
	香精（％）
	感观评分

	1
	
	
	
	

	2
	
	
	
	

	3
	
	
	
	

	4
	
	
	
	

	5
	
	
	
	

	6
	
	
	
	


7.二次均质 将调配好的饮料预热至50～65℃，通过25MPa压力均质，防止脂肪上浮，改善组织状态和消化吸收程度。

8.灌装 将二次均质的饮料灌装到玻璃瓶中，旋紧盖子。

9.杀菌 将饮料瓶放入杀菌锅中，在120℃下杀菌20分钟。

10.成品 将饮料从杀菌锅中取出，迅速冷却至常温。

表2 稳定性试验表

	实验序号
	稳定剂
	浓度

（％）
	均质条件

温度、压力、次数
	稳定性结果

	1
	羧甲基纤维素钠
	0.05
	
	

	2
	羧甲基纤维素钠
	0.10
	
	

	3
	羧甲基纤维素钠
	015
	
	

	4
	海藻酸钠
	0.05
	
	

	5
	海藻酸钠
	0.10
	
	

	6
	海藻酸钠
	0.15
	
	


七、讨论题
1、提高蛋白饮料的得率有哪些措施？

2、提高蛋白饮料的稳定性有哪些方法？
实验九  原料乳的分析与检验
1 实验目的

本实验综合了原料乳的分析和检验方法；异常乳的检验方法等方面的知识，同时对学生进行以下技能的训练：

(1) 了解造成原料乳质量不合格的主要原因；
(2) 掌握原料乳验收的质量检验的方法；
(3) 了解在原料乳检验中常遇到的掺假掺杂方法有哪些；
(4) 掌握检验掺杂掺假乳的常用方法。
2 实验原理

    根据GB19301-2010对原料乳的质量要求，对原料乳的基本理化指标进行检测。
3 实验仪器设备及材料

3.1 实验仪器设备
乳密度计、水浴锅、电炉、电子秤、离心机、碱式滴定管及其它玻璃仪器。
3.2 原辅材料

新鲜牛乳、氢氧化钠、酒精、等

4 实验步骤
4.1原料乳的感官检验

    感官鉴别乳及乳制品，主要指的是眼观其色泽和组织状态、嗅其气味和尝其滋味，应做到三者并重，缺一不可。

	观察内容
	主要状态

	色泽
	为乳白色或稍带微黄色

	组织状态
	均匀的流体，无沉淀、凝块和机械杂质，无粘稠和浓厚现象

	气味
	具有特有的乳香味，无其他任何异味

	滋味
	具有鲜乳独具的纯香味，滋味可口而稍甜，无其他任何异常滋味


感官检测其他方法
（1）看挂瓶：新鲜牛奶装在透明的玻璃瓶中，用手摇动奶瓶，质量好的牛奶在奶瓶上部空处挂有一层薄薄的乳汁缓慢的向下流动，一般叫挂瓶，若不挂瓶或挂的很少并很快流下，说明牛奶稀薄可能掺了水，若瓶上挂有微小的颗粒可能掺有淀粉类食物，或牛奶酸度过高发生质量变化。

（2）看下沉：把一滴牛奶滴入一碗清水中，牛奶立即下沉到水底的是好奶，如滴入水中牛奶在水面向四周扩散是质量不好的奶。
（3）看形状，把一小滴牛奶滴在指甲盖上形成珠球状的是好奶，不能形成珠球状的是质量不好的奶。
（4）看状态，取约10毫升牛奶于试管中煮沸观察，如有凝结或絮状物产生，则牛奶已变质，无结的小块是好奶。

4.2 滴定酸度的测定
吸取10mL牛乳，放入150mL三角瓶中。然后加入20mL蒸馏水，再加入0.5mL0.5%的酚酞指示剂，小心摇匀。用0.1mol/L氢氧化钠标准溶液滴定，不断摇匀。当体系呈现微红色，且在1分钟内不消失，即为滴定终点。计算消耗的0.1mol/L氢氧化钠标准溶液的毫升数。（注：氢氧化钠标准溶液的毫升数乘以10，即为样品的酸度0T。）
4.3 异常乳的检测

（1）掺水的检测　　

① 用测比重法来确定牛奶是否掺水
将鲜牛奶充分搅拌均匀，取样400~500 mL，沿量筒壁缓慢倒入，倒入牛奶量占玻璃管的2/3就可以了，但注意不要将牛奶倒满，保证无泡沫后，将比重计轻轻插入量筒内，待静止后读数。同时测定牛奶温度，最后算出比重值。正常牛乳的比重应为1.028~1.032，因此对于比重低于1.028的牛乳即可视为异常乳。
② 硝酸银法（也用于检测乳中的食盐）
原理：正常乳中氯化物含量很低，一般不超过 0。14%，但各种天然水中都含有很多的氯化物，故掺水乳中氯化物含量随掺水量增多而增高，利用硝酸银与氯化物反应可检测之，其反应式如下：

AgNO3  +  Cl- → AgCl↓ +  NO3-
检验时，先在被检乳中加2滴10%重铬酸钾溶液，硝酸银与乳中氯化物反应完后，剩余的硝酸银便与重铬酸钾反应生成黄色的重铬酸银：

2AgNO3  +  K2Cr2O7  →  Ag2Cr2O7  +  2KNO3
由于氯化物的含量不同，则反应后的颜色也有差异，据此鉴别乳中是否掺水。

试剂：10%重铬酸钾溶液、0.5%硝酸银溶液

操作方法：取2ml乳样放入试管中，加入2滴10%重铬酸钾溶液，摇匀，再加入4mL 0.5%硝酸银溶液，摇匀，观察颜色，同时用正常乳作对照。

结果判定：正常乳呈柠檬黄色；掺水乳呈不同程度的砖红色，此法反应比较灵敏，在乳中掺水5%即可检出。

（2）乳中掺淀粉、面粉淀粉类物质的检测

奶农在鲜奶中掺这类物质纯粹是为了增加奶的重量和提高密度。因为这类物质在浓缩工艺中常常会发生焦管现象，故必须严把质量关。
原理：碘遇淀粉变为蓝色。
试剂：淀粉试剂（10g碘与40g碘化钾溶解于500mL蒸馏水中）。
操作方法及判定：取奶样3mL于试管中，加入1滴淀粉试剂摇匀后观察现象。有淀粉存在时，奶样呈现蓝色。该实验用加热煮沸试验后冷却的奶样做灵敏度更高。
（3）乳中掺豆浆的检测

加入豆浆为了提高比重，降低成本。

原理：豆浆中含有皂角甙与氢氧化钾作用而呈现黄色

操作方法：取样乳5mL注入试管中，吸取乙醇乙醚等量混合液3mL加入试管中，再加入28%氢氧化钾溶液2mL摇匀后置于试管架上，5～10min内观察颜色变化，呈黄色时则表明有豆浆存在，同时用纯牛奶作对照试验。
结果判定：如掺入10%以上豆浆，则试管中液体呈微黄色；纯牛乳呈乳白色。
（4）乳中掺尿素（化肥）的检测
掺水常使牛乳密度低于正常值，才有既掺水又掺化肥（尿素）的双掺假办法采欺骗消费者，以提高密度。

原理：无尿素则亚硝酸盐与对氨基苯碘酸重氮化后再与α－萘胺作用形成偶氮化合物，呈紫红色。

试剂：1%硝酸钠溶液、浓硫酸（1.80～1.84）、格里斯试剂（89g酒石酸，10g对氨基苯磺酸和1gα－萘胺三种试剂在乳钵中研成细末，贮存在茶色瓶中备用）。 

操作方法：取乳样3 mL注入试管中，向试管中加入1%硝酸钠1mL及浓硫酸mL，摇匀后再加入少量格里斯试剂粉混合后，观察颜色变化。如有尿素存在则颜色不变，如无尿素，则呈紫红色。同时作空白对照试验。

结果判定：如牛乳中掺有尿素，则试管中颜色呈黄色，正常牛乳试管中颜色为紫红色。
（5）乳中碳酸钠的检测

鲜乳保藏不好酸度会升高。为了避免被检出高酸度乳，有时向乳中加碱。

原理：常用玫瑰红酸定性法。玫瑰红酸的pH为6．9～8．0，遇到加碱而呈碱性的乳，其颜色由肉桂黄色(亦即棕黄色)变为玫瑰红色。

操作方法：于5mL乳样中加人5mL玫瑰红酸液，摇匀，乳呈肉桂黄色为正常，呈玫瑰红色为加碱。加碱越多，玫瑰红色越鲜艳，应以正常乳作对照。
5 思考题

（1）原料乳的质量合格的指标是什么？
（2）各项原料乳掺假掺杂的方法目的分别是什么？

（3）除了本实验中介绍的原理乳检测分析方法，对于原料乳还需做那些方面的检测？
实验十 超高温瞬时杀菌工艺及参数对微生物存活率的影响
一、实验目的

1. 掌握超高压瞬时杀菌和巴氏杀菌工艺要点；

2. 熟悉杀菌工艺条件对微生物存活率的影响。
二、实验原理

超高温瞬时（UHT）杀菌是将液态食品在连续流动的状态下，通过热交换器加热，使食品加热至130℃-150℃保持数秒后迅速冷却，在无菌环境下装入无菌容器内并密封。对于大多数食品而言，其营养物质热破坏反应的温度系数均小于微生物热致死的温度系数，因而短时间的高温加热既能减少食品营养物质的损失又可有效杀灭微生物达到商业无菌的要求。
三、材料、试剂及设备

全脂奶粉（或新鲜牛乳）、去离子水、细菌总数培养基、阪崎肠杆菌选择性培养基、枯草芽孢杆菌、阪崎肠杆菌。

超高温瞬时杀菌机、电热水浴锅、不锈钢锅、电炉、微生物培养箱、培养皿、玻璃烧杯、量桶等。

四、实验步骤
1.实验流程
2.操作要点
1）微生物培养 前将枯草芽孢杆菌和阪崎肠杆菌使用LB液体培养基培养（枯草芽孢杆菌36h产生大量孢子, 阪崎肠杆菌培养12h）。
2）复原乳制备 奶粉溶于去离子水中，制成与乳中水、固形物比例相当的乳液；（如采用鲜牛乳加工，原料乳必须新鲜，有极低的酸度，正常的盐类平衡及正常的乳清蛋白质含量，不含初乳和抗生素乳。）
3）染菌 将微生物培养液同复原乳（或鲜牛乳）在无菌条件下混合均匀，准备灭菌。
4）灭菌
    ①超高温瞬时杀菌 将染菌后的牛乳分别在137℃、121℃、110℃温度条件下杀菌3~5s，无菌罐装后进行微生物检测；
    ②巴氏杀菌  取1.5mL牛奶，加入10mL无菌玻璃试管中，将试管置于90℃恒温水浴锅中，并不时摇动，保持15min，冷却后进行微生物检测。
5）微生物检测 使用倾注平板法检测灭菌前后原料乳中细菌总数。将复原乳（或新鲜牛乳）、混有微生物但未杀菌牛乳、超高温瞬时杀菌乳、巴氏杀菌乳分别进行10倍、100倍、1000倍稀释，吸取不同稀释度牛乳1mL加入平皿中，倾入已冷却至45℃的培养基，轻轻旋动混合均匀，待凝固后倒置放于37℃温箱培养24小时，然后选择长有30-300个菌落数的平板计数，计算出1mL牛奶中的细菌总数。
五、实验结果分析
    计算不同杀菌工艺所得样品中微生物的残存率，比较巴氏杀菌与UHT杀菌牛乳感官性状（气味和颜色）的差异。
六、思考题

为什么经过超高温瞬间(UHT)灭菌处理的牛乳一般都要进行无菌灌装。
超高温灭菌乳和巴氏杀菌乳有何区别？各有何优势？
实验十一  茶饮料制造实验
一、实验目的

1.了解茶饮料的制造工艺；

2.掌握茶叶的浸提工艺；

3.茶多酚的检测方法；

4.掌握成品的感官评定。

二、实验原理

茶饮料的生产是将茶叶经过粗、浸提、粗滤、精滤等物理方法，制取茶汁，加入白砂糖、柠檬酸、果汁、香精、D-异抗坏血酸钠等混合均匀后，经过脱气、杀菌、灌装等加工工艺，脱去氧气，灭酶，杀死微生物，制成富含茶多酚及咖啡碱，符合相关茶饮料产品标准的产品。

三、原料及试剂

茶叶，碳酸氢钠，柠檬酸， D-异抗坏血酸钠，白砂糖，柠檬酸，磷酸氢二钠，磷酸二氢钠，酒石酸钾钠，硫酸亚铁，水果型香精，去离子水，耐热PET瓶或玻璃饮料瓶等。

四、仪器及玻璃器皿

高温蒸汽灭菌锅、夹层锅、半自动液体灌装机、手持糖量计、离心过滤机、250mL大容量离心机、捣碎机、组织捣碎机、不锈钢锅电热恒温水浴锅，电热恒温干燥箱，721分光光度计，精密酸度计，瞬时超高温杀菌器，高速离心机，微孔膜过滤器，中空超滤器，紫外线杀菌器，浸提罐，调配罐，比塞皿，植物粉碎机，250～300目不锈钢筛，电炉，500ml玻璃烧杯，500ml量桶等。

五、工艺流程

茶叶→粉碎→浸提→过滤→茶多酚的测定→维生素C和碳酸氢钠等调和→加热→灌装→杀菌→冷却→成品

六、操作方法

1.茶叶粉碎 将茶叶粉碎至粒径为40～60目左右（茶叶粒径太大，则茶叶中的有效成分布容易萃取出来；粒径太小，则会为后续的过滤工序带来困难）。

2.浸提 称取10克左右已粉碎的茶叶加入500mL的烧杯中，用去离子水稀释至20至30倍，放入水浴锅中，在80～95℃下萃取15分钟，为了提高萃取率，也可将滤渣加入适当的去离子水，进行二次浸提。

3.过滤 将浸提液用250～300目不锈钢筛或尼龙布过滤，除去浸提液中的茶渣及杂质，并迅速降低其温度。

4.茶多酚的测定 采用酒石酸亚铁比色法，测定浸提液中的茶多酚的含量（方法见附录）。

5.调和 根据浸提液中茶多酚的含量，调节最终饮料含有400mg/L以上的茶多酚，根据个人嗜好加入适当的白砂糖，600mg/L的D-异抗坏血酸钠，再用碳酸氢钠调节pH至6.0,加入适当的香精。

6.加热 将调配好的饮料加热至90℃左右。

7.灌装 趁热将调配好的饮料加入饮料瓶中，尽量减少顶隙，拧紧瓶盖。

8.杀菌及冷却 将灌装好的饮料瓶放入90℃的水浴锅中加热15分钟后迅速冷却至室温。

七、讨论题
1、在饮料中影响茶多酚稳定性有哪些因素？

2、提高茶多酚得率有哪些方法？
附录  茶多酚的测定方法
一、方法提要
茶叶中的多酚类物质能与亚铁离子形成紫蓝色络合物，用分光光度计法测定其含量。
二、仪器和试剂

2.1仪器

实验室常规仪器及下列各项： 分析天平  感量0.0001g，分光光度。

2.2试剂：所用试剂均为分析纯(AR)，实验用水应符合GB／T 6682中的三级水规格。
2.2.1  酒石酸亚铁溶液；称取0.1 g硫酸亚铁(FeSO4).7H2O)和0.50g酒石酸钾钠(C14H4O6KNa.4H2O)，用水溶解并定容至100mL(低温保存有效期10天)。

2.2.2 pH7.5磷酸缓冲液

23.37g/L磷酸氢二钠：称取23.87g磷酸氢二钠（Na2HPO4.12H2O），加水溶解后定容至1L。
9.08g/L磷酸二氢钾：称取经110℃烘干2h 磷酸二氢钾9.08 g，加水溶解后定容至1L。

    取上述磷酸氢二钠溶液85mL和磷酸二氢钾溶液15mL混合均匀。

三、分析步骤

3.1试液制备

3.1.1 较透明的样液，如果味茶饮料：将样液充分摇匀后，备用。

3.1.2 较浑浊的样液，如果汁茶饮料：称取25ml充分摇匀的样液于50mL容量瓶中，加入15mL95％乙醇，充分摇匀，放置15分钟后，用水定容至刻度。用慢速定量滤纸过滤，滤液备用。
3.1.3含碳酸气的样液
量取100mL充分混匀的样液于250mL烧杯中，称取其总质量，然后置于电炉上加热至沸，在微沸状态下加热10分钟，将二氧化碳气排除。冷却后，用水补足其原来的质量。摇匀后，备用。
3.2测定

    精确移取上述(3.1)制备的试液1～5mL于25mL容量瓶中，加4mL水、5mL酒石酸亚铁溶液(2.2.1)充分摇匀，用pH7.5缓冲溶液(2.2.2)定容至刻度，用10mm比色皿在波长540nm处，以试剂空白作参比，测定其吸光度(A1)。同时，移取等量的试液于(3.1)25mL容量瓶中，加4mL水，用pH7.5的缓冲溶液(2.2.2)定容至刻度，测定其吸光度(A2)。

四、分析结果

    样品中茶多酚的含量按下式计算：
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式中：X——样品中茶多酚的含量(mg/L)

          A1——试液显色后的吸光度

          A2——试液底色的吸光度

          K——稀释倍数

          V——测定时吸取样液的体积(mL)

          1.957——用10mm比色皿，当吸光度等于0.50时，1ml中茶多酚的含量相当于1.957mg。

五、允许差

同一样品的两次测定结果之差不得超过平均值的5.0％。
实验十二 乳化肠的制作及质量检验

一、目的要求

加深理解肉制品生产的一般过程、基本原理和操作方法。

掌握斩拌设备、灌肠设备的使用方法并注意使用后的保养工作。

要求按照操作要点，准确完成每一操作过程，并认真观察、详细记录。

二、实验原理

乳化肠类是以畜禽肉为主要原料，经切碎、腌制、斩拌（乳化）等工艺加工，加入动植物蛋白质等乳化剂，以及食盐、亚硝酸盐等辅料，充填入各种肠衣中，经过蒸煮和烟熏（或不烟熏）等工艺制成的一类熟肠制品。乳化肠类的特点是弹性强、切片性好、质地细致。

三、实验器具与材料

设备与用具：绞肉机、斩拌机、灌肠机、打卡机、微波炉、秤、温度计等。

材料：猪瘦肉、肥肉、食盐、白砂糖、味精、亚硝酸钠、异抗坏血酸钠、磷酸盐、淀粉、大豆分离蛋白、卡拉胶、冰、水等。

四、实验主要内容

1 腌制

腌制剂的组成（按肉质量计）：瘦肉中加入2.5%食盐、0.8%白砂糖、0.01%亚硝酸钠、0.05%异抗坏血酸钠、0.4%复合磷酸钠。肥肉中只加2.5%的食盐。4℃腌制过夜。
2 斩拌（乳化）


斩拌顺序为：腌制瘦肉+冰水→腌制肥肉+冰水→辅料+冰水→待灌制馅料。每步骤大约耗时2~3min，共计约8 min。

辅料包括：以总肉质量计，10%淀粉，5%大豆分离蛋白，0.8%卡拉胶，40%冰、水，0.5%味精。辅料可溶解在适量水中后添加。

（1）先斩拌瘦肉，提取盐溶性肌原纤维蛋白，以制备水包油型乳化体系。注意先慢速斩拌，倒入1/3冰水后，再快速斩拌。
（2）倒入肥肉，进行二次斩拌，同时加适量冰水；

（3）随着斩拌的进行，脂肪变得细小，表面积增大，需要蛋白增多；此时，加入大豆分离蛋白和淀粉及其它辅料，以保证产品品质，增加保水性和保油性。

终点判断：用手抓取肉糜，呈现鸭蹼状；或终温为12℃。

3 灌制（充填）

使用灌肠机灌制，选择折径为45mm的肠衣，打卡机打卡密封。

4 煮制

水沸腾后将肠下锅，待水温升至85℃开始计时20~30min。煮制火腿肠肠芯温度应达到75℃以上。

5 冷却

将煮制火腿肠置于室温、冷水或冷藏柜中冷却，以利于凝胶形成。
五、质量评定与讨论

1 质量评定
主要评定产品的色泽、滋气味、组织状态、口感和整体可接受性，每项指标的最高得分为7分，最低为1分，根据评分来判定样品的优劣。评分标准为：
色泽：7分为颜色红润，有光泽，1分为颜色暗黄无光泽。

滋气味：7分为有熟肉制品特有的浓郁香气，1分为有腥臭等难闻滋气味。

组织状态：7分为切面光滑，肠体致密，按压后能够复原，1.5mm厚的薄片对折后无裂痕，并且可以再次对折，1分为切面粗糙，肠体疏松，弹性差，1.5mm厚的薄片对折后断裂。
口感：7分为软硬适口嫩滑，有咀嚼感，不粘口，1分为过硬或过软，口感粗糙干涩或过粘。

整体可接受性：7分为受消费者喜爱，1分为不被消费者接受。
2 思考题：制作的香肠和市售香肠相比，有何差别？其原因何在？

实验十三  食盐添加比例对熏肠品质的影响

1 实验目的

本实验综合了熏肠加工工艺和品质评定或测定的方法，同时对学生进行以下技能的训练：
（1）掌握熏肠的加工工艺；
（2）掌握熏肠的食用品质包括哪些方面内容；
（3）掌握熏肠的品质评定或测定的方法。
2 实验原理

通过评定熏肠的保水性等指标，对熏肠品质做出综合评定。
3 实验仪器设备及原辅材料

3.1 实验仪器设备
水浴锅、分析天平、自封袋等。

3.2 原辅材料

新鲜猪肉、牛肉
4 实验步骤

4.1 熏肠的加工工艺

(1) 原料肉整理：将新鲜的猪肉分离皮、脂肪和结缔组织得到纯瘦肉和肥膘肉备用。

(2) 绞肉：将猪瘦肉用孔径Ф6mm，肥膘肉用Ф4mm的筛盘绞制2次，控制温度在10℃以下。

(3) 腌制：将搅拌均匀的肉分成2组，分别置于干净的盆中，组1：添加1%的大蒜粉和3%的食盐；组2：添加1%的大蒜粉和1.5%的食盐，然后用保鲜膜密封后置于冰箱中0~4℃条件下腌制4-5h。

(4) 充填：用手动灌肠机人工进行香肠充填，肠衣使用胶原蛋白肠衣。香肠规格：直径1.9cm、长约20cm，重量100±10g。

(5) 烟熏：将香肠置于烟熏炉中进行烟熏，使用苹果木屑，每次100 ℃处理0.5h。

4.2 保水性的测定
取长度约3cm熏肠，准确称取质量（m1），装入真空袋放入80℃水浴中加热至肉样中心温度至70℃后（约30min），在0～4℃温度条件下冷却至室温，用滤纸吸干肉样表面的汁液，称质量（m2），计算蒸煮损失，公式如下：

Cooking Loss=（m1-m2）/m1×100%

m1:蒸煮前肉样的质量；m2:蒸煮后肉样的质量

5 思考题

（1）食盐的添加比例对熏肠的保水性有何影响？

（3）在肉的保水性的测定过程中，应注意哪些问题才能保证测定的准确性？
实验十四  烟熏时间对熏肠品质的影响

1 实验目的

本实验综合了熏肠加工工艺和品质评定或测定的方法，同时对学生进行以下技能的训练：
（1）掌握熏肠的加工工艺；
（2）掌握熏肠的食用品质包括哪些方面内容；
（3）掌握熏肠的品质评定或测定的方法。
2 实验原理

通过评定熏肠的色泽、风味等指标，对熏肠品质做出综合评定。
3 实验仪器设备及原辅材料

3.1 实验仪器设备
烟熏机、灌肠机、绞肉机、分析天平、自封袋等。

3.2 原辅材料

新鲜猪肉、牛肉
4 实验步骤

4.1 熏肠的加工工艺

(1) 原料肉整理：将新鲜的猪肉分离皮、脂肪和结缔组织得到纯瘦肉和肥膘肉备用。

(2) 绞肉：将猪瘦肉用孔径Ф6mm，肥膘肉用Ф4mm的筛盘绞制2次，控制温度在10℃以下。

(3) 腌制：将搅拌均匀的肉分成2组，分别置于干净的盆中，添加1%的大蒜粉和3%的食盐，然后用保鲜膜密封后置于冰箱中0~4℃条件下腌制4-5h。

(4) 充填：用手动灌肠机人工进行香肠充填，肠衣使用胶原蛋白肠衣。香肠规格：直径1.9cm、长约20cm，重量100±10g。

(5) 烟熏：将香肠分为2组，分别置于烟熏炉中进行烟熏，使用苹果木屑，在100 ℃下分别熏制处理0.5h和1h。

4.2 色泽的评定

熏肠色泽以表面干燥有光泽，形成特殊的烟熏色泽（茶褐色）为最佳。

	熏肠色泽（20）分
	呈现鲜红色，色泽不均匀，表面有光泽
	0-5分
	

	
	呈现鲜红色，色泽均匀，表面有光泽
	6-10分
	

	
	呈现暗红色，色泽均匀，表面有光泽
	11-15分
	

	
	呈现茶褐色，色泽均匀，表面有光泽
	16-20分
	


4.3 风味评定

烟熏香肠风味评定实验表

	熏肠风味（20分）
	咸淡不适，无烟熏香味，有大蒜味
	0-5分
	

	
	咸淡适中，有烟熏味，有大蒜味
	6-10分
	

	
	咸淡适中，有烟熏味，无大蒜味
	11-15分
	

	
	咸淡适中，有浓厚烟熏味，无大蒜味
	16-20分
	


5 思考题

（1）烟熏时间对熏肠色泽和风味有何影响？
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实验一 果胶酶的特性及其应用
一、实验目的

1. 掌握果胶酶活性的检测方法；

2. 了解与掌握果胶酶的特性；

3. 了解果胶酶在果汁澄清中的作用；

二、实验原理

果胶质是指植物中呈胶状的聚合碳水化合物，是植物细胞间层和细胞壁的重要组分。果胶质由三种化学成分：α-l，4-聚-D-半乳糖醛酸、阿拉伯聚糖和β-1，4-D-半乳聚糖。果胶质按其分子中D-半乳糖醛酸上羧基酯化程度不同，可分为原果胶、果胶酸和果胶酯酸。果胶是多缩半乳糖醛酸甲酯，为白色或黄褐色的粉末，溶于20倍的水则成粘稠状液体，与三倍或三倍以上的砂糖混合，更易溶于水，对酸性溶液较对碱性溶液稳定，不溶于乙醇及其它有机溶剂。

果胶酶(EC.3.2.1.15)是分解植物主要成分果胶质的酶类，与纤维酶相似，是一群酶，至少有8种酶分别作用于果胶分子的不同位点，基本上分为解聚酶和果胶酯酶两大类。前者能催化果胶解聚，后者能催化果胶分子中的酯水解。果胶水解酶澄清果汁分两步完成。首先由果胶酯酶切断果胶的甲酯基，生成果胶酸和甲醇，紧接着液化型的果胶酸酶使果胶质低分子化，生成带羧基的产物。多数羧基会与金属离子或其他成分结合而凝聚。这是可能发生二次沉淀的原因。

    果胶酶广泛地分布于高等植物(胡萝卜、番茄、草莓、香蕉、桔子等)和微生物中。果胶裂解酶的生产局限于霉菌。其高产菌株多为曲霉和青霉属。解聚酶来自于霉菌、细菌等微生物和胡萝卜等植物中。果胶酯酶除在水果和蔬菜中存在外，在细菌相霉菌亦有发现。能引起橙、梨、苹果和香蕉腐败的微生物基本上都能产果胶酶，因为这些水果中果胶含量高。有利于分解果胶的微生物的生长和发育。虽然有不少微生物都能产果胶酶，但在工业生产中常采用真菌，例如产酶活力高的曲霉、青霉、核盘霉等。

果胶酶主要应用于食品工业，特别是水果加工。由于果汁粘度高，致使过滤困难和产率低。果实经破碎后榨汁，果胶溶出在果汁内，造成果汁浑浊，在储存中又会发生沉淀。利用果胶酶分解果汁中的果胶，是果汁和果酒澄清的最好方法，已广泛应用于苹果汁、葡萄汁、草莓汁和柑桔汁等的生产。

果胶酶的加量按成品酶活力而定，一般为0.003％-0.1％，在pH值为3-5, 35～55℃条件下作用2-12h。用前以果汁或水将酶稀释10-20倍。果浆用酶和果汁用酶均不能与酶同时使用膨润土、多酚物质和SO2（浓度要小于500mg/L）。为了检查澄清效果，可将一份果汁与二份（95%乙醇99∶浓盐酸1）混合液混合均匀，15分钟后观察，果胶分解完全则无絮状物出现。贮存：本品最佳贮藏条件为4-10℃，一般为室温贮藏，避免阳光直射。

三、实验材料与仪器

橘子等，果胶酶，95%乙醇。

721分光光度计；恒温水浴；离心机；移液管0.5、5毫升；离心管；温度计；试管；试管架；玻璃烧杯；比色管。

四、操作步骤

（一）温度对果胶酶活力的影响

1．取9支比色管，分别放入约10毫升橘汁，再分别加入1%浓度的果胶酶（0、0.1、1）毫升，再补加蒸馏水至总体积22毫升。充分摇匀，置恒温水浴中于35、45、55℃温度下反应2 h。

2．反应结束后，将反应液放入离心管中进行离心分离（3000rpm，5min）。
3．取上清液用蒸馏水稀释5倍后于721分光光度计于600nm处测吸光值。

4．计算
果汁澄清度（%）=（OD对照-OD）÷OD对照×100

式中：

OD对照——对照的吸光值（用蒸馏水代替酶液，与反应液同样操作）；

OD——酶反应液的吸光值。

5．根据在三个温度下果汁的澄清度的比较，取澄清度最高的温度为最适温度（见表1-1）。

表1-1 温度对果胶酶活力的影响

	实验序号
	温度（℃）
	果汁澄清度（%）
	结  果

	1
	35
	—
	

	2
	
	
	

	3
	
	
	

	4
	45
	—
	

	5
	
	
	

	6
	
	
	

	7
	55
	—
	

	8
	
	
	

	9
	
	
	


（二）pH值对果胶酶活力的影响

1．取9支比色管，分别放入约10毫升橘汁，再分别加入1%浓度的果胶酶（0、0.1、1）毫升，每3个比色管分别补加pH为3、4和5的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液至总体积22毫升。充分摇匀，置恒温水浴中于45℃温度下反应2小时。

2．反应结束后，将反应液放入离心管中进行离心分离（3000rpm，5min）。
3．取上清液用蒸馏水稀释5倍后于721分光光度计于600nm处测吸光值。

4．计算
果汁澄清度（%）=（OD对照-OD）÷OD对照×100

式中：

OD对照——对照的吸光值（用蒸馏水代替酶液，与反应液同样操作）；

OD——酶反应液的吸光值。

5．根据在三个pH下果汁的澄清度的比较，取澄清度最高的pH为最适pH（见表1-2）。

表1-2 pH值对果胶酶活力的影响

	实验序号
	pH
	果汁澄清度（%）
	结  果

	1
	3
	—
	

	2
	
	
	

	3
	
	
	

	4
	4
	—
	

	5
	
	
	

	6
	
	
	

	7
	5
	—
	

	8
	
	
	

	9
	
	
	


（三）加酶量对果汁澄清的影响

以横坐标为添加的酶量，纵坐标为澄清度，作坐标图。用上述方法测定时，果汁的澄清度与酶量之间的关系在澄清度80%以下时，基本上近似直线，澄清度在80%时，肉眼也能看到几乎是透明的，因此将此作为反应终点。把添加0.1毫升和1毫升分别的澄清度，在坐标图上连接起来。找出澄清度达到80%时的最少使用酶量作为所需酶量。

（四）果胶酶活力的确定

在（三）的条件下，能使1毫升果汁有80%澄清的酶活力定为1单位。

酶澄清果汁的活力（μ/ml）= d÷V×5

式中：

d——酶的稀释倍数；

V——所需酶量（ml）。

（五）果汁中果胶的检验

分别取在不同条件下作用2小时的果汁2.5毫升置比色管中，加入95%乙醇至总体积10毫升，振荡。因果胶不溶于乙醇中，如有果胶存在，则有浑浊和沉淀生成，比较浑浊生成量，可知果汁经果胶酶澄清效果。

五、附录：

柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液（0.1mol/L），3.0—6.2

0.1mol/L柠檬酸：含C6H8O7.H2O 21.01g/1000ml；

0.1mol/L柠檬酸三钠：含Na3C6H5O7.2H2O 29.40g/1000ml。

	pH
	0.1mol/L

柠檬酸

(xml)
	0.1mol/L

柠檬酸三钠

(yml)
	pH
	0.1mol/L

柠檬酸

(xml)
	0.1mol/L

柠檬酸三钠

(yml)

	3.0

3.2

3.4

3.6

3.8

4.0

4.2

4.4

4.6
	82.0

77.5

73.0

68.5

63.5

59.0

54.0

49.5

44.5
	18.0

22.5

27.0

31.5

36.5

41.0

46.0

50.5

55.5
	4.8

5.0

5.2

5.4

5.6

5.8

6.0

6.2


	40.0

35.0

30.5

25.5

21.0

16.0

11.5

8.0


	60.0

65.0

69.5

74.5

79.0

84.0

88.5

92.0




实验二 多酚氧化酶和抗坏血酸氧化酶活力的测定

一、目的

掌握多酚氧化酶及抗坏血酸氧化酶的测定方法。

二、原理

测定果实、蔬菜保鲜中氧化酶的动态，对了解植物的代谢情况及其与环境条件的关系有重要意义。抗坏血酸氧化酶会使抗坏血酸氧化而变成黄褐色的脱氢抗坏血酸；多酚氧化酶使焦儿茶酚（邻苯二酚）氧化产生黑素类，使果实蔬菜在不适宜的贮藏条件下品质变劣。

    抗坏血酸氧化酶的测定是在该酶的最适pH及适宜温度下，向反应瓶中加入一定量底物（抗坏血酸及酶液）。根据抗坏血酸的消耗量计算酶活力。抗坏血酸消耗量可用碘液滴定剩余的抗坏血酸来测定。

KIO3十5KI＋2H3PO4→3I2十2K3PO4十3H2O
抗坏血酸十I2→脱氢抗坏血酸十2HI
在氧的存在下，多酚氧化酶将邻苯二酚氧化为醌类，醌又进一步氧化抗坏血酸为脱氢抗坏血酸。向反应系统中加入焦儿茶酚和抗坏血酸，可由抗坏血酸的消耗量间接求得多酚氧化酶的活力。

三、材料、仪器和试剂

l．材料

新鲜的马铃薯或苹果等。

2．仪器

电冰箱，组织捣碎机，恒温水浴锅，离心机，三角瓶50毫升（×6），刻度吸管5毫升（×1）、2毫升1（×2）、1毫升（×2），微量滴定管（×2），秒表。

3．试剂

(1) pH6、0.05M磷酸盐缓冲液（0.2M Na2HPO4 12.3ml，0.2M NaH2PO4 87.7ml，稀释4倍）
(2) 0.1%抗坏血酸  使用当天配制。

(3) 0.02M焦儿茶酚（邻苯二酚） 称取0.22克焦儿茶酚溶于100毫升水中，使用当天配制。

(4) 10%偏磷酸

(5) 1%淀粉溶液

(6) 0.005M碘液 碘化钾2.5克溶于200毫升蒸馏水中，加冰醋酸1毫升，再加0.1M碘酸钾（0.3567克碘酸钾溶于水，定容至100毫升）12.5毫升，用蒸馏水定容至250毫升。
四、操作

1.酶液制备

将新鲜马铃薯或苹果8克（去皮），切碎后置组织捣碎机内，加入约60毫升左右pH6的磷酸盐缓冲液（预先置冰箱内冷却），捣碎3分钟后将全部材料用缓冲液洗入100毫升容量瓶内，并定容至刻度。在20℃水浴上浸提30分钟，中间摇动数次。将匀浆离心（2500转/分，10～15分钟），取出上清液（酶液）备用。

2. 测定

取6个50毫升干燥的三角瓶，标号后按下表准确加入试剂。
抗坏血酸氧化酶和多酚氧化酶测定试剂加量表

	试剂(毫升)

瓶号
	蒸馏水
	抗坏血酸
	焦儿茶酚
	酶液
	偏磷酸
	备    注

	①
	4
	2
	
	2
	
	抗坏血酸氧化酶

	②
	4
	2
	
	2
	
	抗坏血酸氧化酶

	③
	4
	2
	
	2
	1
	空白

	④
	3
	2
	1
	2
	
	抗坏血酸氧化酶及多酚氧化酶

	⑤
	3
	2
	1
	2
	
	抗坏血酸氧化酶及多酚氧化酶

	⑥
	3
	2
	1
	2
	1
	空白


向各瓶内加水、抗坏血酸。向④、⑤、⑥号瓶加焦儿茶酚。向③、⑥号加偏磷酸。于20℃水浴预热3～5分钟后分别测定。向底物中加入酶液2毫升，立刻记时，混匀。20℃保温3分钟后立即加入1毫升偏磷酸（③、⑥号不必再加）杀酶。加淀粉溶液3滴，用0.005M碘液滴定至浅兰色为止。记录各号之滴定值。

五、计算
以每克鲜样品每分钟氧化抗血酸的毫克数表示酶活力。

抗坏血酶氧化酶活力(单位／克)=[③-(①+②)/2]×0.44×n÷W÷(3×2)

多酚氧化酶活力(单位/克)=[(⑥-(④+⑤)/2)-(2③-①-②)/2]×0.44×n÷W÷(3×2)

式中

0.44——每毫升0.005M碘液氧化抗坏血酸毫克数。

n——酶提取液体积（毫升）。

W——鲜样品重量（克）。

由于酶液中同时存在以上两种酶，所以测定多酚氧化酶的反应系统中(④、⑤、⑥号)的抗坏血酸的消耗量是两种酶作用的结果。在计算中要减去抗坏血酸氢化酶的底物消耗量。
实验三　碱性磷酸酶活性功能基团的化学修饰

一、实验目的

1. 使学生了解与掌握酶化学修饰的方法；

2. 使学生了解酶化学修饰后的性质变化。

二、实验原理

N-溴代琥珀酰亚胺（NBS）在一定条件下能比较专一地与蛋白质分子中色氨酸残基侧链基团起反应，从而改变咪唑基的化学性质。若色氨酸残基是酶活力所必需的，经NBS修饰后，酶活力完全丧失。并在278 nm处的紫外吸收值下降。碱性磷酸酶（ALPase）酶活性中心含有一个色氨酸残基，是酶活力表现所必需的。在NBS修饰过程中，随着NBS浓度增大酶活力逐渐下降，最终完全失活。酶的紫外吸收光谱特征发生了明显的变化，278 nm特征吸收峰随着NBS浓度的增大而逐渐下降至消失。

三、实验材料

1. 仪器
恒温水浴锅，722分光光度计，50 μL微量进样器，秒表，贝克曼UV-650分光光度计。

2. 试剂

（1）0.1 mol/L  NaAc-HAc缓冲液（pH 4.5）： 0.1 mol/L  NaAc 48 mL+0.1 mol/L HAc 52 mL。

（2）2 mmol/L NBS：准确称取178 mg NBS溶于50 mL  pH 4.5、0.1 mol/L NaAc-HAc中。

（3）1 mmol/L NBS。

（4）测定碱性磷酸酶活力试剂：（底物溶液的终浓度含0.05 mol/L Na2CO3-NaHCO3缓冲液，pH 10.1，2 mmol/L MgCl2，5 mmol/L pNPP）

（5）0.1 mol/L NaOH。
（6）0.01 mol/L Tris-HCl（pH 7.5）。

（7）0.1 mol/ Na2CO3-NaHCO3 pH 10.1缓冲液：分别取0.1 mol/L  Na2CO3溶液（取28.6 g Na2CO3·10H2O溶于1000 mL蒸馏水中）70 mL和0.1 mol/L NaHCO3溶液（取8.4 g NaHCO3溶于1000 mL蒸馏水中）30 mL混匀，用酸度计准确调节pH 10.1。

（8）0.5 mol/L醋酸镁溶液：称取醋酸镁107.25 g溶于蒸馏水中，稀释至1000 mL。

（9）0.1 mol/L醋酸钠溶液：称取醋酸钠8.2 g溶于蒸馏水中，稀释至1000 mL。

（10）0.01 mol/L醋酸镁-0.01 mol/L醋酸钠溶液：取0.5 mol/L醋酸镁20 mL及0.1 mol/L醋酸钠100 mL，混匀后加蒸馏水稀释至1000 mL。
（11）底物溶液（5 mmol/LpNPP）：按以下比例混匀（7）:（8）:（10）:H2O=1:0.2:0.5:0.28。

（12）20 mmol/L MgCl2：称取1.904 gMgCl2溶于1000 mL蒸馏水中。

3. 材料

牡蛎碱性磷酸酶液

四、实验步骤

1、NBS对酶的修饰作用

取6支试管，编号。按表2-1方法操作：

表2-1

	管     号
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	ALPase酶液/mL
	各管加入1 mL

	0.1 mol/LNaAc-HAc/mL
	4.0
	3.75
	3.50
	3.25
	3.0
	2.75

	1 mmol/L NBS/mL
	0
	0.25
	0.50
	0.75
	1.00
	1.25

	NBS终浓度/mmol/L
	0
	0.05
	0.10
	0.15
	0.20
	0.25


按上表顺序加入后，混匀，室温放置5 min进行修饰作用。 分别得到1~6号的不同NBS浓度修饰的酶液（其中1号为对照）。然后再测定酶的剩余活力。

2、NBS对酶修饰后剩余活力测定

取19支试管，编号。0号为空白对照管，用于仪器调零；1~6号为测定管，重复3组，作平行实验。按表2-2操作：

表2-2

	管    号
	0
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	测活底物
	各管1.9 mL

	预热
	37℃预热5 min

	修饰酶液
	∕
	对应加入已修饰的酶液0.1 mL

	反应时间
	精确反应10 min

	0.1 mol/L NaOH
	各管加入2 mL

	空白管补加酶液
	0.1 mL
	∕
	∕
	∕
	∕
	∕
	∕

	OD405
	
	
	
	
	
	
	

	相对酶活力/%
	
	100
	
	
	
	
	


以空白管校正仪器，在722分光光度计测定波长405nm的OD值（OD405）。

3、数据处理

通过405 nm的OD值（OD405）计算各管的酶活力，以1号管的酶活力为100%，其他管核算为相对活力。以修饰剂NBS浓度为横坐标，各管的剩余酶活力为纵坐标绘制酶活力与[NBS]的关系图。说明NBS对碱性磷酸酶的修饰作用。

4、NBS修饰后酶的紫外特征吸收峰的变化情况

在贝克曼UV-650型分光光度计自动扫描记录天然酶液（无经NBS处理，即1号酶）和经不同浓度NBS处理的酶液的紫外吸收光谱。波长范围为230-300 nm（在石英比色杯中，空白对照管为1 mL Tris·HCl缓冲液代替酶液，其他加入量同3.1表）。解释酶的紫外吸收光谱的变化情况。

5、NBS修饰后酶的紫外差示光谱的变化情况

在一对含隔板的石英比色杯中，空白对照管的两室为1、2室，样品测定管的两室为3、4室。按表2-3加样：

表2-3

	室    号
	1
	2
	3
	4

	ALPase酶液/mL
	0.5
	∕
	0.5
	∕

	0.1 mol/L Tris.HCl/mL
	∕
	0.5
	∕
	0.5

	0.1 mol/LNaAC-HAc/mL
	0.5
	∕
	∕
	0.5

	2 mmol/L NBS/mL
	∕
	0.5
	0.5
	∕


上述3室的酶也在NBS浓度为1 mmol/L下处理，在紫外分光光度计自动扫描记录波长范围为230-300nm OD值。解释酶的紫外差吸收光谱的变化情况。

五、作业

1. 如何用化学修饰方法研究酶活性中心功能基团的性质？

2. 酶的化学修饰实验应注意什么事项？

3. 如何判断NBS是作用于色氨酸残基的？

附：

（1）碱性磷酸酶：广泛存在于微生物界。碱性磷酸酶能催化几乎所有的磷酸单酯的水解反应，产生无机磷酸和相应的醇、酚或糖等磷酸受体上。在磷的生物和化学循环过程中，碱性磷酸酶起了及其重要的作用。在生物体内碱性磷酸酶与磷的代谢直接相关，参与磷与钙物质的消化、吸收、分泌以及骨骼的形成等生理生化过程。碱性磷酸酶的作用最适pH碱性区域，一般在pH 9.0~10.5范围内。Mg2+对该酶的活力有显著的激活作用。

（2）碱性磷酸酶酶活力分析：通常是以对-硝基磷酸二钠（pNPP）为底物，在pH 10.1的碳酸盐缓冲液（含2 mmol/L Mg2+）的测活体系中检测酶催化pNPP水解产生黄色的对硝基苯酚（pNP）的量。产物pNP在405nm处有最大的吸收峰，可以根据OD405的值的增加计算酶活力的大小。酶活力定义为：在37℃下，以5 mmol/L pNPP为底物，在pH 10.1的碳酸盐缓冲液含2 mmol/L Mg2+的测活体系中每分钟催化产生1 mmol/L pNP的酶量定义为1个酶活力单位。酶的比活力定义为每mg蛋白所具有的酶活力单位数。

实验四 超氧化物歧化酶的制备及活力测定

一、前言

超氧化物歧化酶（Superoxide Dismutase简称SOD）是一种重要的氧自由基清除剂，属金属酶，它在生物界分布极广，它催化的化学反应是：

O2- + O2- + 2H+ → H2O2 + O2
由于SOD能专一清除生物氧化产生的超氧阴离子（D2-）而起保护细胞的作用，故引起国内外医药界和生化界的极大关注。在食品工业中，可以作为一种天然的抗氧化剂而广泛应用。通过本实分掌握以猪血为原料制备SOD的方法。

用SOD抑制连苯三酚在空气中自氧化速率的方法测其活性。

二、原理

SOD是一种酸性蛋白，在酶分子上共价连接金属辅基，因此它对热、pH及某些理化性质表现出异常的稳定性，如离于强度非常低，即使加热到95℃，SOD活性丧失也很少，是迄今发现热稳定性最高的球蛋白之一。利用此性质将猪红血球中其它蛋白质沉淀除去，再用DEAE－SephadexA－50进行离子交换层析，因为DEAE－Sephadex A－50是弱碱性阴离子交换树脂，可吸附SOD，然后用磷酸盐缓冲液进行梯度洗脱，收集具有SOD活性的洗脱液，浓缩，冻干即可得SOD成品。

三、材料、仪器和试剂

（－）材料

新鲜猪血。
（二）仪器

大烧杯500毫升及1000毫升；电热恒温水浴锅；层析柱1×17厘米；自动部分收集器；离心机；超过滤器；台式离心浓缩干燥器，pH计，752型紫外分光光度计。

（三）试剂

1. 0.9%氯化钠溶液。

2. 95%乙醇。

3. 氯仿。
4. 丙酮。

5. 磷酸缓冲液（pH7.6、2.5mM－50mM）。

6. 试剂SOD。

7. 45mM连苯三酚缓冲液。

8. pH8.2、50mM Tris－HCl缓冲液。

9. 10mM盐酸。

四、操作

（一）猪血SOD的制备

1. 取新鲜猪血，离心（3000转／分，20分钟）除去黄色血浆，红血球用0.9%氯化钠清洗二次，接着用两倍量的水搅拌溶血半小时。

2. 在溶血后的血液中缓慢加入0.25倍体积的95%乙醇和0.15倍体积的氯仿，搅拌15分钟，离心除去血红蛋白得到清液。

3. 向清液中缓慢加入丙酮出现沉淀，离心后得沉淀。

4. 使沉淀溶于水，然后置恒温水浴中于55～65℃，进行热处理15分钟以使杂蛋白变性沉淀，离心去沉淀得清液。清液可再加丙酮进行第二次沉淀，离心分离得沉淀供层析用。

5. 用DEAE－Sephadex A－50装好层析柱（1×17厘米），以沉淀上层析柱，用pH7，2.5mM－50mM的磷酸缓冲液进行梯度洗脱，每4毫升收集一管，前20管不含SOD活性，收集具有SOD活性的洗脱液。

6． 把具有SOD活性的洗脱液通过超过滤浓缩(SOD分子量约为32000)，然后冷冻干燥，可得淡蓝绿色成品。在各制备环节测定酶的总回收率和比活力。计算后将结果填入下表。

测定结果统计表

	结  果

纯化

步骤
	酶活力

(单位/毫升)
	蛋白质浓度

(毫克/毫升)
	总体积

（毫升）
	比活力

(单位/毫克)
	酶活力总回收率（%）

	除血红蛋白

丙酮沉淀（一）

热  变  性

丙酮沉淀（二）

柱  层  析
	
	
	
	
	


（二）活力测定——连苯三酚氧化法

1. 连苯三酚自氧化速率的测定

取3支试管分别标号0、1、2，加入3毫升50M的Tris一HCl缓冲液（内含1mM/L乙二胺四乙酸二钠），在25℃下保温15分钟，试管1加入预热的45mM连苯三酚10微升左右，记时，速以0号试管溶液做空白对照用752或754分光光度计在325nm处测定4分钟内每分钟OD值变化为△A325连。

2. SOD或粗酶提取液活力的测定

在2号试管中加入预热酶液10微升，摇匀，再加入预热的45mM连苯三酚10微升，计时，仍以0号管作对照在325处测定4分钟内每分钟的OD值的变化为△A325酶。

3. 酶活力计算

酶活力定义：在25℃时，1毫升反应液中每分钟抑制连苯三酚自氧化速率达50%时的酶量为一个活力单位。
单位活力（μ/ml）=（△A325连－△A325酶）÷△A325连÷50%×100×反应液总体积×酶液稀释倍数÷加酶体积

五、注意事项

① 严格控制连苯三酚的自氧化率在0.07OD/min。只有控制连苯三酚最终浓度在0.07～0.10范围内，SOD对自氧化抑制程度才基本不变，如果连苯三酚浓度大于0.10mM不仅自氧化速率线性范围减小，而且要大大降低SOD对连苯三酚自氧化的抑制程度。

② SOD对连苯三酚自氧化抑制应控制在50%左右，这样测得的酶单位才可靠。实验表明，随着SOD加样量的增加，相应酶液的酶单位数却减少。也就是说，以SOD对连苯三酚自氧化抑制50%为标准，如大于这个数值，则实际测得的数据偏低；反之，若酶量过小，测得的数据偏高。因此要适当调节样液的释稀倍数。

③ 连苯三酚和被测样液的加入量采用微量进样，只有10微升左右，故在整个反应系统中这个量可以忽略不计。
实验五 过氧化物酶活力的测定

一、实验目的

掌握过氧化物酶活力的测定方法。

二、原理

过氧化物酶的活力与果蔬的成熟度间接地成正相关，故常称其为“成熟酶”。在用加热方法杀灭食品中有害的酶时，也常以过氧化物酶作指标酶，因为该酶耐热。过氧化物酶能将愈创木酚（邻甲氧基苯酚）氧化成红棕色的4-邻甲氧基苯酚。在470毫微米波长处测定消化值，即可求酶活力。

三、材料、仪器和试剂

1．材料

苹果或其他果蔬。

2．仪器

容量瓶100毫升（×1）。具塞比色管20毫升（×6）、10毫升（×7）。刻度吸管1毫升（×5）。

分光光度计、秒表、组织捣碎机或研体、恒温水浴。

3．试剂

（1）pH5.0、0.2M醋酸缓冲液(0.2MNaAC70毫升，0.2MHAC30.0毫升)。

（2）0.1%愈创木酚 将0.1克愈创木酚定溶于100毫升水中。

（3）0.08%H2O2 取30%H2O2 2.67毫升，稀释到100毫升，混匀。再从其中取出10毫升，用水定容至100毫升。

（4）英格盐液 吸取5%分析纯重铬酸钾（K2Cr2O7）溶液12毫升和10%分析纯硝酸钴[Co(NO3)2]溶液5毫升，混匀后加水7倍稀释，作成标准液，相当于每100毫升含有4-邻甲氧基苯酚675微克。取此液74.07毫升，稀释至100毫升，配成500微克/100毫升（5微克／毫升）溶液。

四、操作

1．标准曲线的制作

取6支10毫升具塞比色管，分别加入5微克／毫升的英格盐液10、8、6、4、2、l、0毫升，然后稀释到10毫升。其浓度分别为每毫升含5、4、3、2、l、0.5和0微克4-邻甲氧基苯酚。用分光光度计在470毫微米波长处测定光密度（以0作空白）以4-邻甲氧基苯酚含量（微克／毫升）为横坐标，OD值为纵坐标，绘制标准曲线。

2．酶液制备

将材料洗净，用滤纸吸干。取样品1克，切碎，置研钵中，加少量石英砂，研成匀浆。也可用组织捣碎机处理。小心地将匀浆全部用水移入100毫升容量瓶中，定容。混匀后离心，取上清液。

3．测定
在20毫升具塞刻度试管中，分别加入pH5.0醋酸缓冲液1毫升，0.1%愈创木酚溶液1毫升和酶液1毫升（酶活力强时可稀释后再取1毫升），摇匀。置于30℃水浴中，温度平衡后加入0.08%H2O2溶液l毫升，立即记时，混匀。反应1分钟，立即倒入比色杯中测OD470值。

从标准曲线上求出相应的4-邻甲氧基苯酚的含量。对照试验用1毫升蒸馏水代替0.08% H2O2。以对照试验调整分光光度计的零点。

五、计算

每1毫克4-邻甲氧基苯酚相当于1愈创木酚单位酶活力。用G.U／克鲜重/小时表示酶活力。

酶活力=W×60×n÷1000

式中：

    W——样品OD470在标准曲线上对应的4-邻甲氧基苯酚量（微克／毫升）

    60——换算为1小时。

    1000——换算为毫克4-邻甲氧基苯酚。

    n——鲜样品制成匀浆总稀释倍数。
实验六 脂肪酶活性的测定

一、目的要求

(1) 了解脂肪酶活性测定原理，并掌握测定技术。

(2) 通过实验，加深对酶活力和比活性含义的理解。

二、原  理

脂肪酶催化脂肪水解，生成脂肪酸和甘油。产生的脂肪酸可以用标准碱溶液滴定，从而作定量测定。

C17H33COOH十NaOH→C17H33COONa＋H2O

三、试剂和器材

㈠测试样品

脂肪酶溶液：称取100mg酶粉，加水少许调匀成糊状，再加水至25mL，即成稀释250倍的酶液，使用前摇匀。

㈡试剂

l．25%聚乙烯醇橄榄油乳化液

称取3g聚乙烯醇，加蒸馏水150mL，加热溶解成2％溶液。向其中加入50mL橄榄油，用高速组织捣碎机搅动3—4次，每次10s，即成乳白色聚乙烯醇橄榄油乳化液。

2．0.025mol/L磷酸缓冲液

甲液：称磷酸二氢钾（KH2PO4）17.01g，加蒸馏水至500mL。

乙液：称磷酸氢二钠（Na2HPO4·12H2O）44.77g，加蒸馏水至500ml。

取甲液13mL加乙液100mL即成pH7.5，0.25mol/L的缓冲液，使用前稀释10倍。

3．0.05mol/L氢氧化钠标准溶液

称取分析纯氢氧化钠约40g，加蒸馏水至1000mL，用标准邻苯二甲酸氢钾（或用标准草酸）标定后备用。使用前稀释至0.05mol/L。

4．95%乙醇，酚酞指示剂

称取酚酞1g，溶于100ml70％乙醇中。

㈢ 器材

三角瓶(100mL)，吸量管，恒温水浴，秒表，碱式滴定管，高速组织捣碎机。 

四、操作方法

1．脂肪酶活性的测定

取100mL三角瓶4个，每瓶加入5mL0.025mol／L磷酸缓冲液和4mL聚乙烯醇橄榄油乳化液，置于40℃水浴中保温5min，然后在两个瓶中各加入lmL酶液，从加入酶液开始精确计算时间，继续保温15min，取出后立即加入95％乙醇15mL，以停止酶作用，再加酚酞指示剂3滴，用0.05mol／L氢氧化钠滴定至溶液呈粉红色为止。另外两个瓶子不加酶液，也继续保温15min后，立即取出，各加入15mL95％乙醇，然后再加入lmL酶液，作为对照。

2．酶活性和比活性的计算

本实验规定，1mL酶液在40℃下作用于聚乙烯醇橄榄油乳化液15min，最后消耗lmL0.05mol／L氢氧化钠，作为100个活性单位。因为lmL0.05mol／L氢氧化钠可和14.14mg油酸中和，所以也可以说，100个活性单位的酶量，在上述条件下可以释放出14.14mg用油酸表示的脂肪酸。

1g酶粉的活性单位（U）＝（滴定样品所耗碱的毫升数一对照瓶毫升数）×100×稀释倍数。

[例]用lmL稀释250倍的酶液进行实验，两瓶样品滴定的耗碱平均值为5.6mL，对照的耗碱平均值为0.6mL。则1mg酶粉的活性单位（U）＝（5.6—0.6）×100×250＝125000（U）

经凯氏定氮法测定，所用酶粉的蛋白含量为95％，因此，酶的比活性=125000U÷950mg≈131.2U／mg（蛋白）。

五、注意事项

（1）用不同聚合度的聚乙烯醇，测出的数据不同，故应使用同一聚合度的聚乙烯醇，才能进行比较。贮放的乳化液若上层有油析出，应重新搅动再乳化后，才能使用。

（2）磷酸氢二钠以含结晶水的为好，不含结晶水的易吸潮。

（3）0.05mol／LNaOH不宜多配，以免存放后与空气中的CO2作用生成碳酸钠（Na2CO3）影响浓度。

（4）酶浓度以样品和对照之间耗碱差2～5mL为宜。

六、思考题

1．试述酶活性和酶的比活性的定义?
2．如何理解lmL0.05mol／LNaOH可中和14.14mg油酸？
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实验一  粉碎、超微粉碎及粒度分级测试实验

一、实验目的

1. 了解FOSS Cemotec™ 1090样品磨的基本构造、操作过程与粉碎工作原理；
2. 了解HMB-701S超微粉碎机的基本构造、操作过程与超微粉碎工作原理；
3. 了解套筛对散粒料筛选的操作及筛分原理；
4. 了解激光粒度分布测试仪的基本构造、操作过程及对粒度进行分级的工作原理；
5. 获得对食品固体物料进行粉碎、超微粉碎、分选、分级等关联工艺的综合性了解。
二、实验原理

1. FOSS样品磨的工作原理

Cemotec™盘式磨：用于粉碎固体样品而不损失水分；样品在一个固定和一个旋转的磨盘之间被粉碎。样品从固定磨盘的中央被加入系统，然后被粉碎。一个刻度转盘可以调整磨盘之间的间距来控制样品的颗粒度。Cemotec样品磨工作安静，研磨速度相对较低。大约每秒钟可以粉碎3克样品。低速意味着低噪音。粉尘有效的被出口和样品瓶之间的密封圈密封。
2. HMB-701超微粉碎机的工作原理
粗粉碎的物料（一般大于40目）加入研磨槽内后，在旋转压轮的重压研磨下被进一步粉碎，达到一定粒度的细粉被风机形成的风力抽起，通过料管进入集料结构，即为超微粉碎最终产品。超微粉碎粒度大小可通过以下几种方法的调节来实现：压轮与槽底间隙大小、分风装置风孔大小、出气布管长短。
3. 激光粒度分布测试仪的工作原理
根据光学衍射和散射原理，即大颗粒产生的散射角小、小颗粒产生的散射角大的原理来测量粉体的粒度分布。光电探测器把检测到的信号转换成相应的电信号，在这些电信号中包含有颗粒粒径大小及分布的信息，电信号经放大后，输入计算机，计算机根据测得的各个环上的衍射光能值，求出粒度分布的相关数据，并将全部测量结果打印出来。
三、实验物料

玉米、玉米粉
四、实验仪器与设备

FOSS Cemotec™ 1090样品磨、HMB-701S超微粉碎机、激光粒度分布测试仪、天平、台秤、套筛。
五、实验内容与步骤

1. FOSS Cemotec™ 1090样品磨
（1）取粗玉米粉100g作为粉碎原料；
（2）用FOSS Cemotec™ 1090样品磨对粗玉米粉进行粉碎；
（3）将粉碎后的玉米粉进行过筛（20目、40目、80目）并称重，记录结果。
2. HMB-701S超微粉碎机粉碎及粒度分布测试过程
（1）将玉米粉过40目筛，取40目筛下物500g作为超微粉碎的原料；
（2）用HMB-701S超微粉碎机对玉米粉进行超微粉碎，收集超微粉碎玉米粉粉料；
（3）用激光粒度分布测试仪对超微粉碎的玉米粉粒径进行测试，记录结果。
六、观察结果

1. FOSS Cemotec™ 1090样品磨粉碎筛分结果
	
	20目以上
	20～40目
	40～80目
	80目以下

	占总质量的百分比/%
	
	
	
	


2. 激光粒度分布测试仪测试的超微粉碎粉粒结果
	超微粉碎玉米粉粒径/μm

	D50粒径
	D97粒径
	平均粒径

	
	
	


七、作业题

1. FOSS Cemotec™ 1090样品磨和HMB-701超微粉碎机的工作原理是什么？两种机型中物料被粉碎的主要方式有哪些？
2. 简述激光粒度分布测试仪的测量对象、工作特点与操作过程。
3. 简单分析观察结果2的结果
实验二  均质机均质实验
一、实验目的

1. 了解高压均质机的工作原理与操作方法；
2. 了解高压均质机主要部件高压泵与均质阀的结构与特点；
3. 熟悉磨浆机、高速离心机的工作原理与操作方法；
4. 掌握判别高压均质效果的两种简易方法。
二、实验原理与均质效果判别方法

1. 高压均质机均质过程与原理

   料液在高压泵作用下，强制通过均质阀阀座与阀杆间非常窄的间隙（小于0.1mm），同时产生以下几种作用，使料液达到细化均质的目的：

（1）剪切作用  当料液在高压下强制通过狭窄缝隙时流速达250~300m/s，脂肪球或软性颗粒被延伸，同时又存在流体通过均质阀时的涡动作用，使延展部分被剪切为细小的颗粒。

（2）撞击作用  由于高压泵的高压作用，料液中脂肪球或软颗粒在均质阀的座、杆和冲击环间产生高速撞击作用，被撞击成细小颗粒。

（3）空穴作用  料液在狭窄缝隙中产生高速，压力陡降，当压力降低到液体的饱和蒸汽压时，液体就开始“沸腾”，迅速汽化，内部产生大量气泡。微小气泡从缝隙中挤出而破灭；液体流出，流速降低，压力又升高，气泡又生成。这种气泡在瞬间大量生成又破灭形成“空穴”现象。空穴现象似无数微型炸弹爆炸，能量大量释放产生强烈的高频振动，使脂肪球或大颗粒破裂、细化、均质。

2. 均质效果简易判别方法

方法一：筛分法  将同体积均质前、后豆浆在同一筛目下筛分，得到筛上物，根据均质后筛上物占均质前筛上物的体积百分比判别均质效果。

方法二：离心法  将同体积均质前、后豆浆同时经过高速离心机处理，观察比较离心后试管底部的沉淀物，根据均质后沉淀物占均质前沉淀物的体积百分比判别均质效果。

三、实验物料

浸泡过的黄豆

四、实验仪器与设备

GYB40-10S型高压均质机、磨浆机、高速离心机及离心管、电子天平、2只铁桶、200目筛、3只500ml烧杯、3只1000ml烧杯、标签、滤布、滤纸。
五、实验步骤

1. 取浸泡过的黄豆500g，按豆:水约1:4的比例在磨浆机中进行磨浆；
2. 用滤布将豆浆进行一次过滤，留取1000ml滤后豆浆记为1号实验用，其余豆浆用于                      均质处理；
3. 均质处理：全部进行低压（20~25MPa）均质5min，留取1000ml均质豆浆记为2号实验用，其余再进行高压（45~50MPa）均质5min，取1000ml高压均质豆浆记为32号实验用；
4. 用筛分法观察均质前后豆浆中粒度的差异，记录并分析结果。具体操作为：
（1）3只烧杯分别装1号、2号和3号三种豆浆各500ml；
（2）将1号未均质豆浆倒入200目筛中，用水不断冲洗筛上物，直至筛上物不再减少为止，将筛上物全部转移至滤纸上；
（3）采用相同方法分别处理2号、3号豆浆，观察记录实验结果。
5. 用离心法观察均质前后豆浆中粒度的差异，记录并分析结果。具体操作为：
（1）6根离心管分别装入同体积3种豆浆（每组2根），并称重平衡，7000r/min离心处理20min；
（2）肉眼观察离心后3组离心管中豆浆的分层（上层乳浊液和下层沉淀颗粒）情况，并记录实验结果。
六、实验结果

方法一：筛分法观察结果与分析
	
	未均质
	低压5min
	高压5min

	200目筛上物之
体积百分比/%
	1
	
	

	结论
	


方法二：离心分离法观察结果与分析
	
	未均质
	低压5min
	高压5min

	下层沉淀颗粒之
体积百分比/%
	1
	
	

	结论
	


七、作业题

1. GYB40-10S型高压均质机的基本结构如何，均质操作步骤是怎样的？

2. GYB40-10S型高压均质机循环均质料液为何呈脉动变化状由循环出料管中流出？

3. 由实验结果分析影响料液均质效果的主要因素有哪些？
实验三  双螺杆挤压膨化实验
1、 实验目的
1. 了解双螺杆挤压膨化机的结构组成和工作原理；
2. 了解双螺杆挤压膨化机膨化操作的工作过程；
3. 了解影响产品膨化率的主要因素。
2、 实验原理
螺杆挤压膨化机是应用最广的挤压熟化设备，主要由一个机筒和可在机筒内旋转的螺杆等部件组成。如图所示，当疏松的食品原料从加料斗进入机筒内时，随着螺杆的旋转，物料沿着螺槽方向向前输送，这称为加料输送段。与此同时，由于受到机头的阻力作用，固体物料逐渐被压实，并受到来自机筒的外部加热以及物料在螺杆与机筒的强烈搅拌、混合、剪切等作用，温度升高直至全部熔融，这一过程称为压缩熔融阶段。由于螺槽逐渐变浅，继续升温、升压，食品物料得到蒸煮，出现淀粉糊化，脂肪、蛋白质变性等一系列复杂的生化反应，组织进一步均化，最后定量、定压地由机头通道均匀挤出，这一过程称为计量均化阶段。

食品物料熔融体在螺旋作用下前进至成型模头前的高温压区内，物料已完成全流态化，最后被挤出模孔，压力降至常压而迅速膨化。有的产品不需要大膨化率，就用冷却的方法控制受挤压物料的温度不至于过热（一般不超过100℃），以达到挤压产品不膨化或少膨化的目的。
螺杆挤压机由喂料、预调质、传动、挤压、加热与冷却、成型、切割、控制等部分组成。
1．喂料装置：喂料装置把贮存于料仓的各种易粘结、不能自由流动的混合配料均匀而连续地喂入机器中，确保挤压机稳定地操作。螺旋喂料器可以用来输送流动性较好的物料，控制螺旋的转速，对物料进行容积计量。
2．预调质装置：各种配料在预调质装置（密封容器）中与水、蒸汽或其他液体组分混合，以提高物料的含水量和温度。该装置有常压和加压之分，当在加压条件下操作时，必须使用旋转阀保持预调质装置内部与周围环境之间的压差。在预调质装置中心轴上装有螺旋带式叶片或扁平的搅拌桨，预调质使组分均匀、受热均匀后，把物料输送到挤压装置进口处。本机未配备此装置。
3．传动装置：传动装置的作用是驱动螺杆，保证螺杆在工作过程中所需要的扭矩和转速。电动机是传动装置的动力源，其大小取决于挤压机的生产能力，成型挤压机的电机功率可达300kw。可选用可控硅整流的直流电机，变频调速器控制的交流电机、液压马达、机械式变速器等方法来控制传动装置输出轴的转速，达到控制螺杆转速的目的。
4．挤压装置：挤压装置是由螺杆和机筒组成，它是整个挤压加工系统的心脏。根据螺杆数目可分为单螺杆与双螺杆挤压机。本机为双螺杆膨化机。
5．加热与冷却装置：加热与冷却是挤压加工过程顺利进行的必要条件。随着螺杆的转速、挤出压力、外加热功率以及挤压系统周围介质的温度变化，机筒中物料的温度也会相应地发生变化。通常采用电阻或电感应加热和水冷却装置来不断调节机筒的温度，以保证挤压工艺的温度范围。
6．成型装置：成型装置又称挤压成型模板，模板有一些使物料从挤压机挤出时成型的小孔。模孔的形状最简单的是一个孔眼，环形孔、十字孔、窄槽孔也经常使用，可根据产品形状要求而改变。为了改进所挤压产品的均匀性，常把模板进料端做成流线型开口。
7．切割装置：挤压加工系统中常用的切割装置为端面切割器，切割刀具旋转平面与模板端面平行。通过调整切割刀具的旋转速度和挤压产品的线速度来获得所需挤压产品的长度。根据切割器驱动电机位置和割刀长度的不同又分为飞速和中心两种切割器。飞速切割器的电机装在模板中心轴线外面，割刀臂较长，以很高的线速度旋转。中心切割器的刀片较短，并绕模板装置的中心轴线旋转。
8．控制装置：挤压加工系统控制装置主要有微电脑、电器、传感器、显示器、仪表和执行机构等组成。其主要作用是：控制电机，使其满足工艺所要求的转速，并保证各部分协调地运行控制温度、压力、位置和产品质量；实现整个挤压加工系统的自动控制。
3、 实验物料
米粉、玉米粉
4、 实验仪器与设备
DS56-Ⅲ型双螺杆挤压膨化机、电子天平、游标卡尺、面盆。
5、 实验步骤
1．在电子天平上按比例称取米粉和玉米粉共2.5kg，并按物料总量的6%喷入水分并混匀。
2．开机：
（1）主机上好模头座和所需模具，连接模头的四个螺母一定要紧固好，以免影响出料；
（2）打开机箱的所有电源开关；
（3）主机预热，调节主机温度至设定值并保温10min；
（4）主机温度上升到设定值之后，启动油泵，供油2min后即可启动主电机；
（5）调节主变频及喂料变频至所需参数，在进料口先加入200ml水，以便于出料，同时启动喂料电机，要求喂料量以能满足主机所需为原则，不能积料，也不能空料。
3．停机：
停机时，先停喂料，约3min后模头不再出料，停主机，卸下模头后，开主电机，将膨化的废料从进料口加入，直到出口处无粘状物料时，可停机（先后关闭主机、油泵和机箱电源开关），清理模头，装入主机，以备下次开机。
4．测量产品的膨化率
产品膨化率（E）在样品的平直段用游标卡尺在分别呈90°的两方向上测10 次，取平均值算得该样品的直径，再用下列公式计算样品的膨化度：
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产

品

直

径

膨

化

率

模

孔

直

径


注意事项：操作时人不可正对模头座，防止蒸汽和物料灼伤。
6、 实验结果
结果与分析
	
	加热温度（一）
	加热温度（二）
	加热温度（三）
	螺杆转速（一）
	螺杆转速（二）
	螺杆转速（三）

	膨化率
	
	
	
	
	
	

	结论
	
	


7、 作业题
1. 膨化温度对膨化率有何影响，除温度外，影响产品膨化率的因素还有哪些？
2. 双螺杆挤压机工作时，其内部高温高压是如何形成的？
实验四  杀菌机械实现原理与操作实验
一、实验目的

1. 了解管式UHT杀菌机械的工作原理、流程与操作方法；
2. 了解SIP灭菌概念和操作流程；
3. 了解CIP清洗概念和操作流程；
4. 通过釜式灭菌和UHT灭菌产品的比较，熟悉UHT灭菌在食品工业中的优点和应用范围。
二、实验原理

直管式杀菌机成套设备由内外套管组成，外管通介质，内管通物料。内管束套于外管内，通过间壁传递传热从而对物料加热或冷却。
物料先进入物料平衡缸，经离心式卫生泵送入直管式杀菌器经过预热、均质、高温、超高温杀菌、保温、冷却各段，合格的成品物料经气动三通阀（简称回流阀）送至下一道工序，若物料未达到杀菌温度，则气动三通阀自动换向，物料回流到平衡缸，重新处理。
管式杀菌总的流程图见后页，主要包括：SIP灭菌→产品生产→CIP清洗
SIP灭菌：Sanitize In Place，原位消毒系统或者在线（就地）灭菌，在食品和制药行业用于管道系统的在线消毒。
CIP清洗：Cleaning In Place，俗称就地清洗系统，被广泛的用于饮料、乳品、果汁、酒类等机械化程度较高的食品饮料生产企业中。就地清洗是指不用拆开或移动装置，即采用高温、高浓度的洗净液，对设备装置加以强力作用，把与食品的接触面洗净，是对卫生级别要求较严格的生产设备的清洗、净化。

三、实验物料

奶粉、白砂糖

四、实验仪器与设备

PT20管式超高温UHT杀菌机
五、实验步骤

开机前准备

1.  连接好相关管路；并拧紧活动过的部位；
2.  开启水、电和压缩空气总控开关（压缩空气出口压力调到6bar）；开启设备开关；
3.  人工往平衡桶中注入一半水（纯净水），如果主进水为RO水，可选择自动补水；
4.  锅炉补水（此步骤在锅炉需要补水时采用）；
5.  将泵的模式开关拨至“生产”位置，平衡桶液位模式（Hooper Lever）置于报警位置；
6.  将V1至充填室位置（Clean beach），V2至平衡桶位置（Hopper）。
第一阶段：SIP灭菌

7.  打开缓冲罐溢流阀，确认平衡桶液位模式是处在报警状态；
8.  确认第一冷却段进水阀呈关闭状态，所有背压阀（BPV）呈完全开启状态（逆时针松到底）；
9.  启动生产泵；将泵速调整直到流量~31 L/h，调整频率（量筒测量：36s=310ml）；
10.  充填阀模式选择为强制打开状态，报警提示时，注意观察平衡缸内的水，快到底部时加入纯净水（需要约4L的水把管内的上次剩余的水顶出）；可把回流管活结的地方松开，让罐内的水更快的流光，待4L的水用完并罐内也无水时，拧紧活结处；
11.  充填阀模式选择至定时控制；
12.  开启充填室的风机，把紫外灯开启，关好侧窗（紫外灯开启，不要接近），离子发生器（在绿灯模式）；
13.  待缓冲罐内充满水并开始从溢流管流出时，关闭溢流阀，充填阀模式选择至强制打开，当水回流至平衡桶时；
14.  通过SIP背压阀加压，使均泵压力达到~0.35MP（加压时需匀速缓慢，以观察SIP回流管出口水的流束为参考）；
15.  打开SIP冷却水阀（开始时微开）；
16.  设定第一段预热段温度至130℃，第二段加热段温度为150℃，并开启1ST加热和2ND 加热开关；（注意观察2#Heat段温度与压力的对应关系：110℃—1bar；120℃—2bar；130℃—3bar；140℃—4bar······）。
17.  待缓冲罐内温度达到80℃ 时，开大SIP冷却水阀，使回流水温度小于80℃；
18.  等“充填温度”显示达到121℃时（升温需要约45min），计时15~30min；
19.  SIP程序结束。
第二阶段：产品生产

20.  将两段加热温度设定到工艺需要的温度；
21.  第一段冷却水阀微开，待第一段冷却段温度有<100℃，逐步开大，调整所需要的温度。如果需要低温灌装，使第二冷却段出口温度达到40℃以下（降温需约15min）；
22.  当缓冲罐内温度（即“充填温度”）达到90℃以下时，开始压力转换；
23.  如果压力稍高，先从SIP背压阀上卸掉一点压力，待压力再次稳定后，匀速缓慢调节产品背压阀，使压力有稍微上升，开始降SIP背压阀，如压力有下降，再继续调整产品背压阀，如此反复调整。逐渐的将SIP背压阀上的压力转移，然后使SIP背压阀呈完全开启状态，将生产泵的流量调整至20L/h（频率~23 HZ）；
24.  如果采用低温灌装，待第二段冷却段出口温度达到40℃以下时，打开二段冷却进水阀，方可开启制冷机，建议降温分为几段进行，设定温度（SV值）（要比该段温度低~5度）等该段温度到达，再进行下段温度的设定；
25.  待各阶段温度达到工艺要求水平并2nd冷却段温度到设定值后，开启缓冲罐溢流阀，充填阀模式选择至定时控制，卸下臭氧环下方的回流管，并将充填阀模式选择至强制打开；
26.  关闭SIP冷却段进水阀；
27.  将平衡桶液位模式至报警状态，将V2至外排状态（DRAIN）；
28.  待平衡桶内的水位到达底部时，加入牛奶，并观察面板上温度和压力变化，随时调整压力（需要约4L的料把管内的剩余的水顶出）；
29.  待缓冲罐内流出的牛奶达到指标时，将充填阀模式选择至脚踏开关，开始灌装；
30.  灌装结束后，将平衡桶液位模式至自动状态，关闭制冷机；
31.  生产结束，进入CIP清洗程序。
第三阶段 CIP清洗

碱液清洗的准备

32.  将第一段和第二段加热段温度设定为80℃；
33.  待第二段加热段温度显示低于90℃以下时，通过产品背压阀匀速缓慢的卸掉压力(逆时针松到底）关闭第一段冷却段进水阀；
34.  将充填阀模式选择至强制打开，开启手动补水阀 ，将平衡桶内补满水，将泵模式开关至CIP档，开启清洗泵；
35.  冲洗约2min（过程中，注意平衡缸水位变化，随时补水，同时，间歇式开启缓冲罐溢流阀对其进行冲洗）；将物料冲干净；
36.  将泵模式开关至生产状态；关闭手动补水阀，同时平衡桶液位模式至报警状态；将充填阀模式选择至定时控制，接好臭氧环下方的回流管；
37.  充填阀模式选择至强制打开；
38.  可松动回流管上的活节，以便快速将罐内的水排出，平衡缸内水位到达底部时，加入配置好的碱液，（待管内的水被顶出，约4L）；4L的碱液用完后，将充填阀模式选择至定时控制，确定V2至HOPPER平衡罐位置；
39.  充填阀模式选择至强制打开；
40.  泵模式至CIP模式，开启清洗泵；
41.  待缓冲罐内的水从溢流管中溢出时，关闭溢流阀。
过程中需注意平衡缸的液位变化，随时补充碱液
待所有温度显示达到80℃后，计时15min（过程中间歇式开关缓冲罐溢流阀，对其进行冲洗）；
42.  计时结束后，将平衡桶液位模式至自动状态，将第一段预热第二段加热段温度设定为0℃或者常温；
43.  V2至DRAIN 外排放；
（注：如需酸洗，将第一段和第二段的加入温度设定为65℃，将清洗液换成酸液（1.5%磷酸），重复以上步骤。）
44.  将V2至外排状态（Drain），开启缓冲罐溢流阀，开启手动补水阀；
45.  可采用排放6分钟，回流冲洗2min；
46.  试纸检测为参考。（过程中，注意平衡缸水位变化，随时补水，同时，间歇式开启缓冲罐溢流阀对其进行冲洗，并用试纸检测）；
47.  冲洗完成后，将泵模式开关至生产状态，将平衡桶液位模式至自动补水；
48.  如果管内温度仍高，开启第一段冷却水，待锅炉温度降至80℃以下时，若不高，则直接关闭锅炉加热开关；
49.  将V2至外排状态（Drain），将平衡桶液位模式至报警，开启缓冲罐溢流阀，可松动回流管上的活结，将缓冲罐内的水排空；
50.  平衡缸水快完时，关闭物料泵，将V2至平衡缸位置（Hopper）, 平衡桶液位模式至关闭状态，最后，关闭设备开关，关闭水电气总控开关。清洗充填室的内部的操作台面。
1 酸液---------1%浓度，10~15min；
2 碱液---------1%~1.5%的浓度，15~20min；
3 乙二醇 

六、实验结果

结果与分析
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七、作业题

1. 简述管式UHT杀菌机械的工作原理以及在食品工业中的主要应用领域？
2. 什么是SIP灭菌，它在整个生产过程中起什么作用？
3. 什么是CIP清洗，它在整个生产过程中起什么作用？
《食品感官评定》
实验指导书

实验一 味觉阈值的测定
一、实验目的与要求
本法适用于评价员味觉敏感度的测定，可用作选择及培训评价员的初始实验，测定评价员对四种基本味道的识别能力及其觉察阈、识别阈、差别阈值。
二、实验原理
酸、甜、苦、咸是人类的四种基本味觉，取四种标准味感物质按两种系列（几何系列和算术系列）稀释，以浓度递增的顺序向评价员提供样品，品尝后记录味感。

三、试剂与材料
① 水：无色、无味、无臭、无泡沫，中性，纯度接近于蒸馏水，对实验结果无影响。

② 仪器：电子天平，移液器（或者移液管），容量瓶、玻璃容器（烧杯）。

③ 四种味感物质储备液：按表1-1规定制备。
( 未知溶液
表1-1  四种基本味储备液

	基本味道
	参比物质
	浓度/(g/L)

	酸
	柠檬酸（一水化合物结晶）      M=210.1
	1

	苦
	 咖啡因（一水化合物结晶）      M=212.12
	0.200

	咸
	氯化钠                        M=58.46
	6

	甜
	蔗糖                          M=342.3
	32


注： 1．M为物质的相对分子质量

2．柠檬酸和蔗糖溶液，在试验前几小时配制

3．试剂均为分析纯

③ 四种味感物质的稀释溶液：用上述储备液按两种系列制备稀释溶液，见表1-2和表1-3。

表1-2  四种基本味液几何系列稀释度

	稀释液
	成分
	试验溶液浓度/(g/L)

	
	储备液/mL
	水/ mL
	酸
	苦
	咸
	甜

	
	
	
	柠檬酸
	咖啡因
	氯化钠
	蔗糖

	G6
	500
	稀释至1000
	0.5
	0.100
	3
	16

	G5
	250
	
	0.25
	0.050
	1.5
	8

	G4
	125
	
	0.125
	0.025
	0.75
	4

	G3
	62
	
	0.062
	0.012
	0.37
	2

	G2
	31
	
	0.030
	0.006
	0.18
	1

	G1
	16
	
	0.015
	0.003
	0.09
	0.5


表1-3  四种基本味液算术系列稀释液

	稀释液
	成分
	试验溶液浓度/(g/L)

	
	储备液/mL
	水/ mL
	酸
	苦
	咸
	甜

	
	
	
	柠檬酸
	咖啡因
	氯化钠
	蔗糖

	G9
	250
	稀释至1000
	0.250
	0.050
	1.50
	8.0

	G8
	225
	
	0.225
	0.045
	1.35
	7.2

	G7
	200
	
	0.200
	0.040
	1.20
	6.4

	G6
	175
	
	0.175
	0.035
	1.05
	5.6

	G5
	150
	
	0.150
	0.030
	0.90
	4.8

	G4
	125
	
	0.125
	0.025
	0.75
	4.0

	G3
	100
	
	0.100
	0.020
	0.60
	3.2

	G2
	75
	
	0.075
	0.015
	0.45
	2.4

	G1
	50
	
	0.050
	0.010
	0.30
	1.6


四、实验步骤

① 把稀释溶液分别放置在已编号的容器内，另有一容器盛水。

② 溶液依次从低浓度开始，逐渐提交给评价员，每次7杯，其中一杯为水。每杯约15mL，杯号按随机数编号，品尝后按1-4填写记录。

表1-4  四种基本味测定记录（按算术系列稀释）

	姓名：________  时间：________年________月________日

	项目
	未知
	酸味
	苦味
	咸味
	甜味
	水

	一
	
	
	
	
	
	

	二
	
	
	
	
	
	

	三
	
	
	
	
	
	

	四
	
	
	
	
	
	

	五
	
	
	
	
	
	

	六
	
	
	
	
	
	

	七
	
	
	
	
	
	

	八
	
	
	
	
	
	

	九
	
	
	
	
	
	


五、结果分析

根据评价员的品评结果，统计该评价员的觉察阈和识别阈。

六、注意事项

① 要求评价员细心品尝每种溶液，如果溶液不咽下，需含在口中停留一段时间。每次品尝后，用水漱口，如果要再品尝另一种味液，需等待1min后，再品尝。

② 试验期间样品和水温尽量保持在20℃。

③ 试验样品的组合，可以是同一浓度系列的不同味液样品，也可以是不同浓度系列的同一味感样品或二三种不同味感样品，每批次样品数一致（如均为7个）。

④ 样品以随机数编号，无论以哪种组合，各种浓度的试验溶液都应被品评过，浓度顺序应从低浓度逐步到高浓度。

实验二  嗅觉辨别试验

一、实验目的与要求
本法可作为候选评价员的初选及培训评价员的初始实验。鉴别的顺序应当是先识别气味淡的，后鉴别气味浓的，以免影响嗅觉的灵敏度。
二、实验原理
嗅觉属于化学感觉，是辨别各种气味的感觉。嗅觉的感受器位于鼻腔最上端的嗅上皮内，嗅觉的感受物质必须具有挥发性和可溶性的特点。嗅觉的个体差异很大，有嗅觉敏锐者和迟钝者。嗅觉敏锐者也并非对所有气味都敏锐，因不同气味而异，且易受身体状况和生理的影响。
三、 试剂与材料
标准香精样品，如柠檬、苹果、茉莉、玫瑰、菠萝、香蕉、乙酸乙酯、丙酸异戊酯等。

具塞棕色玻璃小瓶，辨香纸。
溶剂：乙醇、丙二醇等。
四、实验步骤

（1）基础测试  挑选3～4个不同香型的香精（如柠檬、苹果、茉莉、玫瑰），用无色溶剂（如丙二醇）稀释配制成１％浓度。以随机数编码（见附表1），让每个评价员得到4个样品，其中有两个相同，一个不同，外加一个稀释用的溶剂（对照样品）。评价员应有100%选择正确率。
表1 等级测试表格

	标明香精名称的样品号码
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	你认为香型相同样品编号
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


（2）辩香测试  挑选10个不同香型的香精（其中有2～3个比较接近易混淆的香型），适当稀释至相同香气强度，分装入干净棕色玻璃瓶中，贴上标签名称，让评价员充分辨别并熟悉它们的香气特征。

（3）等级测试  将上述辩香试验的10个香精制成两份样品，一份写明香精名称，一份只写编号，让评价员对20瓶样品进行分辨评香。 
（4）配对试验  在评价员经过辩香试验熟悉了评价样品后，任取上述香精中5个不同香型的香精稀释制备成外观完全一致的两份样品，分别写明随机数码编号。让评价员对10个样品进行配对试验。经仔细辩香后，填入上下对应你认为二者相同的香精编号，并简单描述其香气特征。
表2 香精配对实验表格
	相同的两种香精编号
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	它的香气特征
	
	
	
	
	


五、结果分析

(1) 参加基础测试的评价员最好有100%的选择正确率，如经过几次重复还不能觉察出差别，则不能入选评价员。

(2) 等级测试中可用评分法对评价员进行初评，总分为100分，答对一个香型得10分。30以下者为不合格；30～70分者为一般评香员；70～100分者为优选评香员。

(3) 配对试验可用差别试验中的配偶试验法进行评估。

实验三  差别试验（啤酒味感特征评价）

一、实验目的与要求
学会啤酒味感特征评价方法，掌握三点检验法的原理和操作方法。要求以三种方法考核啤酒品评员，从中择优挑选进一步培训。

二、实验原理

三点检验法是差别检验当中最常用的方法。在感官评定中，三点检验法是一种专门的方法，可用于两种产品的样品间的差异分析，也可用于挑选和培训品评员。同时提供3个编码样品，其中有两个样品是相同的，要求品评员挑选出其中不同于其他两样品的检验方法就叫做三点检验法。具体来讲，就是首先需要进行三次配对比较：A与B，B与C，A与C，然后指出哪两个样品之间是否为同一种样品。

三、试剂与材料
（1）啤酒品评杯  直径50mm、杯高100mm的烧杯，或250mm高型烧杯。

（2）试剂  蔗糖、α-苦味酸。

四、实验步骤

（1）样品制备（样品制备员准备）  
① 标准样品：12。啤酒（样品A）。

② 稀释比较样品。12。啤酒间隔用水做10%稀释的系列样品：90mL除气啤酒添加10mL纯净水为B1, 90mL B1加10mL纯净水为B2，其余类推。

③甜度比较样品：以蔗糖4g/L的量间隔加入啤酒中的系列样品，做法同上。

④以α-苦味酸4mg/L量间隔加入啤酒的系列样品，做法同上。

（2）样品编号（样品制备员准备）  以随机数对样品编号，举例如下：
表1 样品编号
	标准样品（A）
	205（A1）
	547（A2）
	743(A3)

	稀释样品（B）
	377（B1）
	789（B2）
	537(B3)

	加糖样品（C）
	462（C1）
	734（C2）
	533(C3)

	加苦样品（D）
	739（D1）
	867（D2）
	225(D3)


（3）供样顺序（样品制备员准备）  提供3个样品，其中2个是相同的。例如，A1A1B1,A1A1C1,A1D1D1,B2B3B2,……，A2C2C2……。

（4）品评  每个试验员每次得到一组3个样品，依次品评，并填好下表，每人应评10次左右。
表2 啤酒品评表
	样品：啤酒对比试验    试验方法：三点检验法

试验员：___________    试验日期：____________

	请认真品评你面前的3个样品，其中有2个是相同的，请做好记录

相同的2个样品编号是：_______________________

不同的1个样品编号是：_______________________


五、结果分析
统计每个试验员的试验结果，查三点检验法检验表，判断该试验员的鉴别水平。

六、注意事项     

试验用啤酒应做除气处理，处理方法如下：

① 反复流注法  在室温25℃以下时，取温度10～15℃样品500～700mL于清洁、干燥的1000mL搪瓷杯中，以细流注入同样体积的另一搪瓷杯中，注入时二烧杯杯口相距约20～30cm，反复注流50次，以充分除去酒液中的二氧化碳，注入具塞瓶中备用。

② 过滤法  取约300mL样品，以快速滤纸过滤至具塞瓶中，加塞备用。

③ 摇瓶法  取约300mL样品，置于500mL碘量瓶中，用手堵住瓶口摇动约30s，并不时松手以排气几次。静置，加塞备用。

以上三法中，以（1）法费时最多，且误差较大，酒精挥发较多。（2）、（3）法操作简便易行，误差较小，特别是（3）法，国内外普遍采用。无论采取哪一种方法，同一次品尝实验中，必须采用同一种处理方法。

实验四  排序试验（饼干的味感特征评价）

一、实验目的与要求
   掌握排序检验法的原理、应用范围和操作方法，通常在样品需要为下一步的试验预筛或预分类的时候，可应用此方法。以均衡随机的顺序将样品呈送给品评员，要求品评员就指定指标将样品进行排序，计算序列和，然后利用Friedman法等对数据进行统计分析。
二、实验原理
排序试验是比较数个样品，按指定特性由强度或嗜好程度排出一系列样品的方法。按其形式可以分为：

① 按某种特性（如甜度、黏度等）的强度递增顺序。

② 按质量顺序（如竞争食品的比较）。

③ 赫道尼克（Hedonic）顺序（如喜欢/不喜欢）。

该法只排出样品的次序，不评价样品间差异的大小。

排序试验的优点在于可以同时比较两个以上的样品。但是对于样品品种较多或样品之间差别很小时，就难以进行。排序试验中的评判情况取决于鉴定者的感官分辨能力和有关食品方面的性质。

三、试剂与材料
① 预备足够量的碟，样品托盘。

② 提供5种同类型饼干样品，例如不同品牌的苏打饼干或酥性饼干。

四、实验步骤

① 实验分组  每10人为一组，如全班为30人，则分为3个组，每组选出一个小组长，轮流进入实验区。

② 样品编号  备样员给每个样品编出三位数的代码，每个样品给3个编码，作为3次重复检验之用，随机数码取自随机数表。编码实例及供样方案见下表：
表1 样品编号实例
样品名称：____________ 日期：______ 年_____月_____日

	样品名称
	重复检验编码

	
	1
	2
	3
	4

	A

B

C

D

E
	463

995

067

695

681
	973

607

635

654

695
	434

225

513

490

431
	


表2 样品编号实例
	检验员
	供样顺序
	第1吃检验时号码顺序

	1

2

3

4

5

6

7

8

9

10
	CAEDB

ACBED

EABDC

BAEDC

ECCAB

DEACB

DCABE

ABDEC

CDBAE

EBACD
	067 463 681 695 995

463 067 995 681 695

681 463 995 695 067

995 463 681 695 067

681 695 067 463 995

695 681 463 067 995

695 067 463 995 681

463 995 695 681 067

067 695 995 463 681

681 995 463 067 695


在做第2次重复检验时，供样顺序不变，样品编码改用上表中第二次检验用码，其余类推。检验员每人都有一张单独的登记表。
表3 样品结果登记表
	样品名称：_________________  日期：______ 年_____月_____日

	检验员：_______________

	检验内容：请仔细品评您面前的5个饼干样品，例如酥性甜饼干，请根据它们的入口酥化程度、甜脆性、香气、综合口感以及外形、颜色等综合指标给它们排序，最好的排在左边第1位，依次类推，最差的排在右边最后一位，将样品编号填入对应横线上。

	样品排序（最好）  1       2      3      4      5（最差）

	样品编号         ____    ____   ____   ____   ____

	


五、结果分析
① 以小组为单位，统计检验结果。

② 用Friedman法和Page检验对5个样品之间是否有差异做出判定。

③ 用多重比较分组法和Kramer法对样品进行分组。

④ 每人分析自己检验结果的重复性。

实验五 评分实验（牛奶感官评价）
一、实验目的与要求
通过评分检验法评估某品牌塑料袋装的鲜奶的市场认可度，掌握评分实验原理和操作方法。要求每位评价员品尝事先给定的样品，对其风味、质地、外观进行描述性感官评价，每位评价员根据品尝结果在事先给出描述词汇中进行选择，并给样品的每种特性强度打分，将自己得到的结果写在记录上，统计每位评价员的实验结果，进行T检验，判定其评价结果是否合理，从而得出小组结论。

二、实验原理
评分检验法即要求评价员把样品的质量特征以数字标度形式来评价。在评分法中，所使用的数字标度为等距标度或比率标度。它不同于其他检验方法的是所谓的绝对性判断，即根据评价员各自的评价基准进行判断，它出现的粗糙评分现象可由增加评价员人数来克服。
三、试剂与材料
① 用具：一次性使用的塑料或纸制杯、纸巾及饮用水、取样品用的小汤匙等 4.2方法。 

② 样品：某品牌塑料袋装鲜奶。 

③ 评价场所要求  评价试验应该在一个比较洁净，安静的场所进行。并且，在评价时评价者之不得互相交换意见。如果评价者比较多时，还应分批进行，保持场内安静。

四、实验步骤

① 实验前准备 在开始评价试验之前，组织者要综合考虑多方面的因素及可能出现的情况，做好充分的准备。对于鲜奶的感官评价试验，我们以某品牌塑料袋装的鲜奶为主要的评价对象。在试验开始之前，我们应做好以下准备：首先，就本次试验的目的邀请8位有代表性的消费者进行评价。然后为每位参评人员准备一份问卷或评分卡，一套铅笔和橡皮，以及鲜奶样品。另外，一些辅助器皿工具也应准备齐全，像准备盛鲜奶样品的小杯以及取样品用的小汤匙。一般来说，器具多选用一次性使用的塑料或纸制杯。其他备用品如纸巾及饮用水，也应该准备好，以便参评者可以饮水漱口。   
② 试验问答表   
鲜奶感官评价试验问卷
	评价指标
	评价内容

	颜色
	乳白----微黄

	气味
	气味存在----气味不愉悦

	质地
	稀薄----细腻均匀

	
	粘稠----粗糙

	风味
	不甜----太甜  

	
	适口----不适口

	总体可接受度
	完全接受---完全不可接受


③ 感官评价时注意： 

(1)对供试验用某品牌鲜奶样品评价； 

(2)品尝每个样品后，请漱口；  

(3)对每个样品评分，评分标准说明如下：感官评价的评分标准一般选择定量评分方法，即在两个感官性状描述词中间加一条长约10cm，由点连续而成的线，这种方式叫单极量分线法，如上表中评价指标的两列代表两个极端，参评者们根据自己的判断，对样品每项评价指标进行判断评分，分数为0 ～9 之间的任何一个整数，把得分填写在问卷表中的空格内。规定9为优级，7 ～8 为好级，5～6 为一般级，少于5 分为差；非常不喜欢=1，很不喜欢=2，不喜欢=3，不太喜欢=4，一般=5，稍喜欢=6，喜欢=7，很喜欢=8，非常喜欢=9 

8位参评者对鲜奶各项指标的评分结果见表。

	人员编号
	评价指标

	
	颜色
	气味
	质地
	风味
	可接受度

	1
	
	
	
	
	

	2
	
	
	
	
	

	3
	
	
	
	
	

	4
	
	
	
	
	

	5
	
	
	
	
	

	6
	
	
	
	
	

	7
	
	
	
	
	

	8
	
	
	
	
	

	合计
	
	
	
	
	

	平均值
	
	
	
	
	


五、结果分析

上述通过8位消费志愿者对某牌塑料袋装鲜奶进行了感官评价，对评价结果进行分析，鲜奶颜色、气味、质地、风味的评分结果进行分析，得出的结论及改进的措施如下。

实验六 简单和定量描述实验（火腿制品风味综合评价）
一、实验目的与要求
对市售火腿肠进行风味、质地、外观描述性感官评价，熟悉和掌握描述性感官评价方法，根据评价员对样品的风味、质地、外观进行定量的描述性强度分析，，将自己得到的结果写在记录上，统计每位评价员的实验结果，通过统计学T检验，描绘出雷达图。

二、实验原理
通过品尝市售火腿肠样品，对其风味、质地、外观进行描述性感官评价，每位评价员根据品尝结果在事先给出描述词汇中进行选择，并给样品的每种特性强度打分，统计每位评价员的实验结果，进行T检验，判定其评价结果是否合理，从而出小组结论。

三、试剂与材料
1 材料及样品制备

(1) 材料：市售盐水火腿1种。

(2) 样品制备：用刀切成1cm厚的薄片。

(3) 样品贮藏：样品的温度应保持一致。

(4) 品评托盘：按实验人数、轮次数准备。

② 品评表设计

  (1) 方法选择：描述性检验法

  (2) 样品编码：利用随机数表或计算机品评系统进行编码。

(3) 主控表：包括品评员编号、提供样品编号、品评表编号等

  (4) 品评表设计

表1 品评表

	样品编号
	
	品评员
	
	品评日期
	

	请评价你面前的样品，并在产品特性描述相符的描述词后打勾。

	强度
	5
	4
	3
	2
	1

	色泽
	暗黑
	暗红
	深红
	中性红
	鲜红

	香气
	很不习惯
	习惯
	吸引人
	一般般
	无感觉

	口味
	太强烈
	较强烈
	适合
	较淡
	无味

	硬度
	太硬
	较硬
	适中
	较软
	太软

	弹性
	强
	较强
	适中
	弱
	无弹性


四、实验步骤

    样品——品评——打分——汇总——统计——报告

(1) 观察样品的颜色；

(2) 用手从直径方向按压样品，感觉其硬度。

(3) 用刀将样品切成5mm厚的薄片，并采用直接嗅觉法评价样品的香气；

香气的评价方法：通过直接嗅觉法。评价员应当闭上嘴巴，用鼻子吸嗅挥发气味，不规定吸嗅的方法，只要在适当的时间间隔内用同样的方式即可。

   (4) 用手指轻轻按压样品薄片，感觉其弹性。

(5) 品评口味：

将切成5mm厚的薄片放入口中进行品尝，在口中充分咀嚼后要咽入。每次品尝完后，用水漱口。以上各步骤，进行结束后，立即在品评表中适当描述词处划勾。

(6) 品评表汇总

(7) 统计分析：采用统计学T检验方法进行数据处理，并根据计算数据绘制雷达图。 

(8) 结果报告：撰写实验报告。

表2 数据汇总表
	品评员
	色泽
	香气
	口味
	硬度
	弹性

	1
	
	
	
	
	

	2
	
	
	
	
	

	3
	
	
	
	
	

	4
	
	
	
	
	

	5
	
	
	
	
	

	6
	
	
	
	
	

	7
	
	
	
	
	

	8
	
	
	
	
	

	9
	
	
	
	
	

	10
	
	
	
	
	

	平均值
	
	
	
	
	

	标准方差
	
	
	
	
	

	最大值
	
	
	
	
	

	最小值
	
	
	
	
	

	T1
	
	
	
	
	

	T2
	
	
	
	
	


五、结果分析

     预习理论课中所讲的描述性检验法部分的原理和方法；要求按照本门课程中所学的感官评价实验报告的有关要求撰写实验报告，提交实验报告的同时提交实验记录纸。

《试验设计与数据处理》
实验指导书

实验一  Excel在方差分析中的应用
一、实验目的

6. 了解Excel中“数据分析”工具包的安装与应用；
7. 了解单因素、双因素不考虑交互作用及考虑交互作用方差分析的原理及分析过程；
8. 掌握应用Excel进行方差分析的过程及对结果的分析；
9. 掌握应用Excel进行图表的绘制。
二、实验原理

4. 方差分析的基本思路：是一方面确定因素的不同水平下均值之间的方差，把它作为对由所有试验数据所组成的全部总体的方差的一个估计值。另一方面，再考虑在同一水平下不同试验数据对于这一水平的均值的方差。由此，计算出对由所有试验数据所组成的全部数据的总体方差的第二个估计值；最后，比较上述两个估计值。如果这两个方差的估计值比较接近就说明因素的不同水平下的均值间的差异并不大，就接受零假设。否则，说明因素的不同水平下的均值间的差异比较大。
5. 方差分析的步骤和过程
（1）提出假设

H0：μ1=μ2=…=μk，即因素的不同水平对试验结果无显著影响，

（2）方差分解

分别计算各均值及各离差平方和。
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（3）计算自由度

（4）计算均方差

（5）F检验
表  方差分析表

	方差来源
	离差平方和
	自由度
	均方差
	统计检验量
	显著性

	组间
	SSR
	k-1
	MSR
	MSR/MSE
	

	组内
	SSE
	n-k
	MSE
	
	

	总方差
	SST
	N-1
	
	
	


6. 不考虑交互作用的双因素方差分析
7. 考虑交互作用的双因素方差分析

三、实验材料、数据
课本例题及习题
四、实验分析软件
Office 2003及以上版本自带Excel数据包
五、实验内容与步骤

3. “数据分析”功能的安装

打开Excel后查看工具菜单栏是否有数据分析菜单栏，若有，表明已经安装，若没有，则按照以下步骤安装：

工具——加载宏——分析工具库——确定

不同版本office的分析数据工具包安装步骤不同，请实验开始前自行安装。
4. 将数据输入Excel表格
各个因素水平下的实验结果按行或者按列输入均可。
5. 进行数据分析
（1）可以进行单因素方差分析、可重复（考虑交互作用）双因素分析及无重复（不考虑交互作用）双因素分析。
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（2）分别进行行、列以及是否包含标志的选择；
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（3）处理结果的分析。
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注意：考虑交互作用的双因素方差分析中，Excel默认第一行、第一列为标志行、标志列。 因此，选择数据时必须包括标志行和标志列。
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六、处理结果的分析
3. 单因素方差分析结果
表1   单因素方差分析表

	方差来源
	离差平方和
	自由度
	均方差
	统计检验量
	显著性

	组间
	SSR
	k-1
	MSR
	MSR/MSE
	

	组内
	SSE
	n-k
	MSE
	
	

	总方差
	SST
	N-1
	
	
	


4. 双因素不考虑交互作用方差分析结果

表2   不考虑交互作用的双因素方差分析表

	方差来源
	离差平方和
	自由度
	均方差
	统计检验量
	显著性

	因素A
	SSA
	k－1
	MSA
	MSA/MSE
	

	因素B
	SSB
	m－1
	MSB
	MSB/MSE
	

	误差E
	SSE
	(k－1)( m－1)
	MSE
	
	

	总方差
	SST
	km－1
	
	
	


5. 双因素考虑交互作用方差分析结果

表3   考虑交互作用双因素试验的方差分析表

	方差来源
	离差平方和
	自由度
	均方差
	统计检验量
	显著性

	因素A
	SSA
	a－1
	MSA
	MSA/MSE
	

	因素B
	SSB
	b－1
	MSB
	MSB/MSE
	

	交互作用A×B
	SSA×B
	(a－1)( b－1)
	MSAXB
	MSAXB/MSE
	

	误差E
	SSE
	ab(c－1)
	MSE
	
	

	总方差
	SST
	abc－1
	
	
	


6. 演示进行图表绘制的过程与步骤

采用插入图表的方式进行图表绘制。

七、作业题

4. 对单因素方差分析结果进行分析。

该因素对指标影响是否显著？为什么？
5. 对不考虑交互作用双因素方差分析结果进行分析。

各个因素对指标影响是否显著？为什么？
6. 对考虑交互作用双因素方差分析结果进行分析。

各个因素及交互作用对指标影响是否显著？为什么？

7. 利用课本实验数据绘制一个复合折线图。

实验二  Excel在回归分析中的应用
一、实验目的

5. 了解回归分析的原理；
6. 了解一元及多元线性回归的原理及应用；
7. 掌握应用Excel进行回归分析的过程及对结果的分析；
8. 掌握应用Excel进行均匀设计的回归分析。
二、实验原理

1. 回归分析的原理
根据相关关系的数量表达式（回归方程式）与给定的自变量x，揭示因变量y在数量上的平均变化和求得因变量的预测值的统计分析方法。
2. 回归分析的主要过程
（1）依据一组试验数据，判断变量间是否存在相关关系，若有则建立相关变量间的数学关系式（回归方程），并对所获得的回归方程的可信度作统计检验；
（2）判断各变量对目标考核变量（随机变量）影响的显著性，做出统计选择；对回归方程的效果进行显著性检验。
（3）利用最终获得的回归方程对生产和试验进行预测和控制；
三、实验材料、数据
课本例题及习题
四、实验分析软件
Office 2003及以上版本自带Excel数据包
5、 实验步骤
1. 回归分析的X、Y按照列输入在excel表格里。
2. 选择数据分析中的回归。
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3. 回归分析结果的分析。
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4. 回归分析在均匀设计中的应用。
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5. 利用Excel绘制标准曲线的过程与步骤。

六、实验结果

1. 一元线性回归分析

表1   方差分析表 

	变异来源
	SS
	df
	MS
	F

	回归
	
	
	
	

	离回归
	
	
	
	

	总变异
	
	
	
	


2. 多元线性回归分析

表2   多元线性回归方差分析表

	差异源
	SS
	df
	MS
	F
	Fα(df1,df2)

	回  归
	
	
	
	
	

	x1
	
	
	
	
	

	x2
	
	
	
	
	

	x3
	
	
	
	
	

	离回归
	
	
	
	
	

	总差异
	
	
	
	
	


七、作业题

4. 判断建立的一元回归方程的显著性。
5. 判断建立的多元线性回归方程是否是最优回归方程。
6. 利用课本习题的数据，寻找最优回归方程，判断因素的主次顺序，求出最优组合条件或简述求最优组合条件的方法。[image: image171.png]
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图1-1 灭菌棉签的取出与放入试管


盛灭菌棉签的灭菌试管；B.取出管帽与烧灼管口；C. 取出棉签；


D. 放回管帽；E. 棉签接种后放回试管前，拔出管帽，烧灼管口；


F. 用过的棉签插入试管后，放回至试管架。





图1-2 平板接种与划线法


接种时，用左手将平皿开启一缝；B. 棉签伸入平板接种；


用已灭菌并冷却了的接种环划线；D. 第二部分划线；E. 最后部分划线





图1-3 接种环（针）的火焰灭菌步骤
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  图2-1 显微镜的构造示意图


1.镜座；2.载物台；3.镜臂；4.棱镜套；5.镜筒；


6.接目镜；7.转换器；8.接物镜；9.聚光器；10.


虹彩光圈；11.光圈固定器；12.聚光器升降螺旋；


13.反光镜；14.细调节器；15.粗调节器；16.标本夹





图2-2 物镜的焦距、工作距离和虹彩光圈的关系
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图2-3 介质折射率对物镜照明光路的影响





A.菌落的形态及边缘 1. 圆形，边缘整齐；2.不规则状；3.边缘波状；


4.边缘锯齿状；5.同心圆状；6.边缘缺刻状；7.丝状；8.假根状





B.菌落的表面形态  1.扁平、扩展；2.低凹面；3.高凹面；4.台状；


5.脐状；6.突脐状；7.乳头状；8.褶皱凸面





图3-1 细菌菌落特征





图3-2 细菌染色标本制作及染色过程


1.取接种环；2.灼烧接种环；3.摇匀菌液；4.灼烧管口；5a.从菌液中取菌（或5b从斜面菌种中取菌）；6.取菌毕，再灼烧管口，加上塞；7a.将菌液直接涂片（或7b从斜面菌种中取菌与玻片上水滴混匀涂片）；8.烧去接种环上的残菌；9.固定；10.染色；11.水洗；12.吸干





图5-1 放线菌插片培养





图6-1 目镜测微尺和镜台测微尺及装置法


1. 目镜测微尺；2. 目镜；3. 显微镜；4. 镜台测微尺





图6-3 用镜台测微尺校正目镜测微尺





图6-2 镜台测微尺中央部分





图9-1 单支吸管的包装
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图9-2 培养基的分装





图9-3 棉塞制作过程





图9-4 试管帽和棉塞


a. 试管帽；b. 正确的棉塞；c. 不正确的棉塞；d. 不正确的棉塞





图9-6 将培养基倒入培养皿





图9-5 斜面的放置





图10-1  稀释分离无菌操作示意图


1.从包装纸套中取出无菌移液管；2.安装橡皮头，勿用手指接触移液管；3.火焰旁取出土壤悬浮液；


4.灼烧试管口和移液管口；5.在火焰旁对试管捉拿嘎土壤悬浮液进行稀释；6.用手敲打试管混匀土壤稀释液；7. 从最小稀释度开始，将稀释液加入无菌培养皿中；8. 将融化冷却到45～50℃培养基倒入培养皿内；9.用毕的移液管装入废弃物缸中浸泡消毒后灭菌洗涤





图10-2 稀释分离过程示意图





图10-3 涂布操作过程示意图





A. 连续划线法        B. 分区划线法


图10-4 划线分离方式
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图10-5 划线分离示意图





图11-1 紫外线照射对微生物生长的影响


1. 黑纸；2. 贴黑纸处有细菌生长；3. 紫外线照射处有少量菌生长
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图11-2 氧气对微生物生长的影响





图11-3 圆滤纸片法测药物杀菌作用


1. 滤纸片；2. 细菌生长区；3. 抑菌区





图11-4 抗生素的抗菌谱试验


产黄青霉或灰色链霉菌；2. 试验菌
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图11-5  T4噬菌体裂解示意图


A. 大肠杆菌B株；


B. 金黄色葡萄球菌
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图12-1 淀粉水解试验接种示意图


1. 枯草芽孢杆菌；2. 试验菌
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图12-2 油脂水解试验接种示意图


1. 金黄色葡萄球菌；2. 试验菌
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图12-3 明胶穿刺接种液化后的各种形状


1. 火山口状；1.芜菁状；3.漏斗状；


4. 囊状；5. 层状
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图12-4 糖或醇类发酵实验


1. 培养前的情况；


2. 培养后小管中出现气体
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A. 血球技术板的正面





B. 血球技术板的侧面





图13-1 血球技术板的构造


1. 盖片；2. 技术室
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A. 25大格×16小格技术板





B. 16大格×25小格技术板





图13-2 两种不同刻度的技术板





图14-1 细菌的生长曲线


1. 延迟期；2. 对数期；3. 稳定期；4. 衰亡期





图15-1 亚硝基胍平板诱变





A. 少数细菌，一级牛乳；


B. 长链链球菌和细胞，一般为患乳房炎母牛的牛乳；


C. 很多不同的细菌，一般为使用脏器具保存的牛乳


图17-1 不同牛乳在显微镜中的情况





附图5-1 接种工具


1. 接种针；2. 接种环；3. 接种铲；4. 移液管；5. 滴管；6-7. 玻璃涂棒





附图5-2 斜面接种时试管的两种拿法





附图5-3 接种环的灭菌





附图5-4 斜面接种无菌操作程序





附图5-5 穿刺接种
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A：被稀释的乙醇浓度(％)


B：用来稀释A的乙醇浓度(%)，如用水时，B=0


W：要求稀释成的乙醇浓度(%)


Y：(A一W)取B液所用体积


X：(W一B)取A液所用体积
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1——循环水箱


2——离心泵


3——孔板流量计


4——涡轮流量计





1——离心泵


2——真空表


3——压力表


4——流量计


5——水箱


6——引水阀


7——上水阀


8——调节阀


9——排水阀








1——风机


2——加热器


3——调节阀


4——底阀


5——调节阀


6——换热器


7——转子流量计





图5-3  恒定条件下的物料干燥曲线
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干燥速率dX/dτ
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1——袋式除尘器


2——料仓


3——加水斗


4——风速仪


5——流量调节阀


6——温度计


7——温度计


8——取样器


9——实验原料


10——水银压差计


11——电加热器


12——鼓风机
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