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   考点一 传统发酵技术的应用 

1.发酵与传统发酵技术 

(1)发酵 

 

 

 

2.腐乳制作 

 

 

3.制作泡菜 

(1)作用菌种 植物体表面天然的乳酸菌。 

(2)原理 在无氧条件下，乳酸菌将葡萄糖分解成乳酸。 

反应简式为 C6H12O6――→
酶

2C3H6O3(乳酸)＋能量。 

(3)方法步骤 

 

 

 

 

 

 

提醒 营造“无氧环境”的 3 项措施：选择的泡菜坛密封性要好；加入蔬菜后要注入煮沸冷却的盐水，

使盐水没过全部菜料；盖上坛盖后要在坛盖边沿的水槽中注满水。 

4.制作果酒和果醋 

(1)果酒制作与果醋制作的比较 
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(2)果酒和果醋的制作步骤及目的                     果酒和果醋改进装置及其分析 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

装置的使用：使用该装置制作果酒时，应该关闭充气口；制作果醋时，应将充气口连接充气泵，输入

空气。   

 考点二 发酵工程及其应用 

1.发酵工程基本环节                                2.啤酒发酵的工业化生产流程及操作目的 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.发酵工程的特点 
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4.发酵工程的应用 

 

 

     

                 

 

 

 

 

考点三 微生物的基本培养技术 

1.培养基的种类(按物理性质分) 

培养基种类 培养基特点 作用 

固体培养基 加凝固剂，如琼脂 微生物的分离与鉴定，活菌计数，保藏菌种 

半固体培养基 容器放倒不致流出，剧烈震动则破散 观察微生物的运动、分类鉴定 

液体培养基 不加凝固剂 常用于工业生产、微生物的扩大培养 

(2)培养基的配方 
①主要营养物质：水、碳源、氮源、无机盐。 

②其他条件：pH、特殊营养物质和氧气。如表： 

 

微生物 乳酸杆菌 霉菌 细菌 厌氧微生物 

特殊需求 添加维生素 一般 pH 调至酸性 一般 pH 调至中性或弱碱性 无氧 

2.无菌技术 
(1)目的：获得纯净的微生物培养物。(2)关键：防止杂菌污染。(3)常用方法：灭菌和消毒。 

3. 消毒和灭菌 

项目 消毒 灭菌 

概念 
使用较为温和的物理、化学或生物等方法杀死

物体表面或内部一部分微生物 

使用强烈的理化方法杀死物体内外所有的微生

物，包括芽孢和孢子 

常用 

方法 

煮沸消毒法、巴氏消毒法、酒精消毒法、紫外

线消毒法 

湿热灭菌(如高压蒸汽灭菌法)、干热灭菌、灼烧

灭菌 

区别 最大区别在于是否杀死芽孢和孢子 

三种灭菌方法的比较 

类型 湿热灭菌 干热灭菌 灼烧灭菌 

媒介 沸水、流通蒸汽或高压蒸汽 热空气 火焰的充分燃烧层 

方法 
高压蒸汽灭菌：100 kPa、

121 ℃，维持 15～30 min 
160～170 ℃、1～2 h 

直接在酒精灯火焰的充分

燃烧层灼烧 

对象 培养基等 
耐高温的和需要保持干燥的物品，如

玻璃器皿、金属用具等 
接种工具、试管口、瓶口等 

原理 高温或高温、高压使蛋白质变性失活，导致微生物活体以及芽孢和孢子全部死亡 
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(4)注意事项 

①实验操作时，应避免已经灭菌处理的材料用具与周围的物品接触。 

②为避免周围环境中微生物的污染，实验操作应在超净工作台上并在酒精灯火焰附近进行。 

4．纯培养的过程(以酵母菌为例)                             5.平板划线法操作中几次灼烧接种环的目的 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                     6.稀释涂布平板法步骤 

①系列稀释操作：该操作常用在将细胞接种到

培养基之前，通过液体稀释的方法分散细胞，

随着稀释程度的增大，单位体积中的微生物细

胞数量减少，细胞得以分散。 

操作步骤： 

            

 

 

 

 

②涂布平板操作步骤 

 

                                                     注意： (1)稀释操作时：每支试管及其中的 9 mL

水、移液管等均需灭菌；操作时，试管口和移液管

应在离火焰 1～2 cm 处。 

(2)涂布平板时：①涂布器用体积分数为 70%的酒              

精消毒，取出时，让多余酒精在烧杯中滴尽，然后将

沾有少量酒精的涂布器在酒精灯火焰上灼烧；②不要

将过热的涂布器放入盛放酒精的烧杯中，以免引燃其

中的酒精；③酒精灯与培养皿距离要合适，移液管枪

头不要接触任何物体；④培养皿盖不能完全打开，应

只掀开一条缝。 
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考点二 微生物的选择培养和计数 

1.选择性培养基 

(1)缺少氮源的培养基可以筛选能利用大气中 N2的微生物。 

(2)含青霉素的培养基可淘汰细菌，筛选出真菌。 

(3)无有机碳源的培养基可筛选出自养微生物。 

(4)以纤维素为唯一碳源可筛选出纤维素分解菌 

(5)以尿素为唯一氮源可筛选出尿素分解菌（尿素分解菌之所以能分解尿素，是因为它们能合成脲酶） 

2.鉴别培养基 

①以尿素为唯一氮源的培养基中加入酚红指示剂； 

②利用刚果红染色法筛选分解纤维素的微生物(出现以纤维素分解菌为中心的透明圈)； 

③用伊红—亚甲蓝琼脂培养基鉴别大肠杆菌(菌落呈深紫色，并有金属光泽) 

注：鉴定微生物除了利用表中的鉴别培养基进行如指示剂鉴别、染色鉴别等方法，还可以根据菌落特征鉴别，即根

据微生物在固体平板培养基表面形成的菌落的形状、大小、隆起程度和颜色等特征进行鉴别。 

2.微生物的数量测定方法 

①显微镜直接计数法 

 

 

 

[提醒] 显微镜直接计数法本身不能区分细菌的死活，但是通过一定的辅助处理，可以实现活菌计数，如在计数前

用台盼蓝染液进行染色，可以通过统计无色细胞的个数来对活菌进行计数。 

②活菌计数法                                         3．土壤中分解尿素的细菌的分离与计数的实验操作 

(1)实验原理 

 

 

 

 

(2)实验结果分析与评价                                         
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4.两种纯化方法的比较 

项目 平板划线法 稀释涂布平板法 

分离结果 

 
 

关键操作 接种环在固体培养基表面连续划线 
①一系列的梯度稀释； 

②涂布平板操作 

接种用具 接种环 涂布器 

优点 可以观察菌落特征，对混合菌进行分离 可以计数，可以观察菌落特征 

缺点 不能计数 操作复杂，需要涂布多个平板 

共同点 
都要用到固体培养基；都需进行无菌操作；都会在培养基表面形成单个的菌

落，都可用于观察菌落特征 

微生物计数方法： 

(1)微生物的计数方法非常多样，应根据实际情况选择合适的方法。涉及一些新的微生物计数方法，应根据具体

情境，弄清其背后的原理。列举两个其他计数方法： 

①比浊法：随着微生物的繁殖，液体培养基的浑浊程度会增加，因此可根据液体培养物的浑浊程度来估计微生

物的数量，通常使用分光光度计测定光的透过率。 

②实时荧光定量 PCR (qPCR)：通过定量 PCR 技术检测特定微生物的 DNA，可以精确测定微生物的数量。 

(2)稀释涂布平板法用于微生物分离时不需要平板上菌落数在 30～300；稀释涂布平板法用于筛选基因工程转化

的细胞时，不一定需要再次平板划线处理，可以直接 PCR 扩增以获得阳性克隆的细胞；如果是稀释涂布平板法用

于纯化微生物时，才需要多次平板划线操作，以减少一个菌落是由 2 个或多个连在一起的微生物细胞繁殖而来的概

率。 

高压蒸汽灭菌锅利用的是湿热灭菌原理。关于手动式高压蒸汽灭菌锅的使用如下：  

操作步骤 操作要领 

① 加水 
向外层锅内加水(蒸馏水或纯化水)，水面达到水位标记线即可(水量过少会

烧干) 

② 装锅 
将待灭菌物品放在灭菌桶中(不要装得太满，至少留 1/3 空间)，加盖，对称

旋紧固定螺栓 

③ 
加热 

排气 

加热灭菌锅，打开排气阀，等冷空气充分排出后，关闭排气阀(否则压强达

标时，温度上不去，蒸汽的穿透力低，影响灭菌效果) 

④ 
保温、 

保压 
100 kPa、121 ℃下，15～30 min 

⑤ 出锅 压力表指针降至“0”点，温度下降后再打开排气阀 
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比较果酒、果醋和泡菜的制作 

项目 果酒的制作 果醋的制作 泡菜的制作 

菌种 
酵母菌(真核生物，异养兼性厌

氧型) 

醋酸菌(原核生物，异养需氧

型) 

乳酸菌(原核生物，异养厌氧

型) 

原理 

在有氧时，酵母菌大量繁殖；

在无氧时，酵母菌进行酒精发

酵 

当氧气、糖源都充足时，醋酸

菌将糖分解成乙酸；在缺少糖

源和有氧条件下，醋酸菌可将

乙醇转化乙醛，再将乙醛变为

乙酸 

在无氧条件下，乳酸菌将葡萄

糖分解成乳酸 

原料 

选择 
新鲜葡萄(或苹果)等 萝卜、黄瓜、豇豆等新鲜蔬菜 

发酵 

温度 
18～30 ℃ 30～35 ℃ 室温 

对氧 

需求 
前期需氧，后期不需氧 需充足氧 不需氧 

检测 

指标 

嗅味、品尝、通过酸性重铬酸

钾检测酒精 

是否形成菌膜、嗅味、品尝、

pH 检测 
色泽、口味、亚硝酸盐含量等 

2.原理 

(1)酒精发酵反应简式：C6H12O6 酶
――→

2C2H5OH(酒精)＋2CO2＋能量 

(2)果醋发酵反应简式 

①糖源充足时：C6H12O6＋2O2 酶
――→

2CH3COOH(乙酸)＋2H2O＋2CO2＋能量 

②糖源不足时：C2H5OH＋O2 酶
――→

CH3COOH(乙酸)＋H2O＋能量 

(3)泡菜发酵反应简式：C6H12O6――→
酶

2C3H6O3(乳酸)＋能量。 

 


