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课程名称：发酵工程实验                    实验学时：32
适用专业：生物工程、生物技术             课程性质：必修
一、实验课程简介

《发酵工程实验》是一门实践性和应用性很强的学科，是理论与实践相结合的纽带，是培养学生的实验操作技能和应用技能，是理论课的继续和深化，对生物工程、生物技术专业教学质量起着举足轻重的作用。实验目的是使学生能很好的理解发酵过程的过程及其实验操作，利用先进发酵设备，在实验当中学生可以很好的掌握发酵过程的监测及控制，让学生体会生物学科研究的多样性，感受生物工程的应用，对专业有一个更全面和深刻的认识；使学生对课堂所学理论知识进行验证，培养学生动手能力和分析问题、解决问题、全面综合考虑问题的能力。本实验教学32学时，9个实验项目。

二、课程目的
通过本实验课程的学习，使学生能运用基础课和专业基础课中学过的机械、化学和生物等学科的基础理论和专业知识，来认识与解决各类发酵产品生产中的具体生产技术问题，了解原料的特点和生产菌种的特性，学习选择合理的工艺流程和操作控制要点，初步掌握选育新苗种，探索新工艺和新技术的能力。
三、考核方式及成绩评定标准

实验采用考查方式考核。从实验方案、实验操作、实验报告及实验态度等方面对学生进行综合考查。
1.   实验方案是否科学合理、切实可行（特别针对设计性实验）。（10%）
2.   实验操作规范，能够做到正确使用仪器、无菌操作、灭菌等。（20%）
3.   实验数据准确，实验记录真实、翔实、有条理。（10%）
4.   能对实验结果进行数理统计和分析；对实验过程分析讨论入理，能根据存在的问题，提出合理的改进方案。（10%）
5.   实验报告格式符合要求，结果准确合理，分析问题深入透彻。（40%）
6.   实验态度端正，实验过程中勤动手、勤思考，能及时解决出现的问题，完成整个实验。（10%）
四、实验指导书及主要参考书

自编教材。
五、实验项目
实验项目一览表

	序号
	实验项目名称
	实验类型
	实验学时
	必做/选做

	实验一
	酸奶的制作
	验证性
	3
	比做

	实验二
	酒精发酵
	验证性
	3
	比做

	实验三
	巴斯德效应
	验证性
	3
	比做

	实验四
	米曲霉固体发酵制备纤维素酶及酶解反应
	综合性
	5
	比做

	实验五
	甘露聚糖酶液体发酵及酶解反应
	综合性
	6
	比做

	实验六
	红曲霉发酵提取红曲色素
	验证性
	3
	比做

	实验七
	白酒的风味及品尝
	验证性
	3
	比做

	实验八、九
	抗生素产生菌的分离培养
	设计性
	6
	比做

	合计
	
	
	32
	


实验类型：演示性、验证性、综合性、设计性、其它

实验一  酸奶的制作（3学时）
实验类型：验证性

实验目的：

1、学习并掌握酸奶制作的基本原理与方法。
2、了解市售酸奶的生产工艺。
实验内容：

乳酸菌在乳中生长繁殖，发酵分解乳糖产生乳酸等有机酸，导致乳的pH值下降，使乳酪蛋白在其等电点附近发生凝集。

1、10%脱脂奶粉溶解于热水（80℃左右）中，充分搅拌均匀，配成调制乳；

2、添加蔗糖：为了缓和酸奶的酸味，改善酸奶的口味，在调制乳中加人4-8％的蔗糖。

3、灭菌：方法有两种：1)将乳加热至90℃，保温5min，或在85℃下保温30min ；

2）在135℃下保温2-3s。

4、接种：和43-45℃灭过菌的乳中加入乳酸菌，接种量为2%-5%。

5、分装：

酸奶受到振动，乳凝状态易被破坏，因此，不能在发酵罐中先发酵然后再进行分装，必须是将含有乳酸菌的牛乳培养基先分装到小容器中，加盖后送入恒温室培养，在小容器中发酵制成酸奶。

6、发酵：发酵的温度保持在40-43 ℃，一般发酵时间为3-6h。

发酵终点的确定有两种方法：

1）检测发酵奶的酸度，达到65-70 T°。

2）倾斜观察，瓶内酸奶流动性差，而且瓶中部有细微颗粒出现。

7、冷却：发酵结束，将酸奶从发酵室取出，用冷风迅速将其冷印到10℃以下，一般2 h，使酸奶中的乳酸菌停止生长，防止酸奶酸度过高而影响口感。

8、冷藏和后熟：经冷却处理的酸奶，贮藏在2-5℃，的冷藏室中保存。

9、感官指标

1）色泽：色泽均匀一致，呈乳白色，或稍带微黄色。

2）组织状态：凝块稠密结实均匀细腻，无气泡，允许少量乳清析出。

3）气味、味道：具有清香纯净的乳酸味，无酒精发酵味，无霉味和其他外来不良气味。

实验要求：
1、要求学生在实验前做好预习，了解实验原理方法步骤，独立操作，及时提交实验报告。
2、要求对自己实验的酸奶作出评价与分析。

实验器材及试剂：

菌种：原酸奶
试剂：白糖  奶粉 

器材：培养箱40-43℃、电炉500-1000W、铝锅5L

酸奶发酵瓶 自带
实验二  酒精发酵（3学时）
实验类型：验证性

实验目的：

1．了解酒精发酵的主要类型、原理及其控制条件

2．掌握酒精发酵的操作方法

实验内容：

在无氧条件下酵母菌利用已糖发酵为酒精和二氧化碳的作用，称为酒精发酵，是生产酒精及各种酒类的基础，可通过测定发酵过程中产生CO2的量和最终产物酒精的量得知酵母的发酵能力。 

1、酵母液体种子的制备和发酵液的接种培养
（1）配制培养基：

（2）取活化培养18-24h的酿酒酵母斜面菌种一环接入250ml三角瓶培养基中（25ml液体），28度250rpm培养24h，为液体种子；
（3）无菌条件下接种液体种子进入250ml三角瓶的发酵培养基中（200ml液体）；
（4）28度培养箱中静止培养36h左右。

2、二氧化碳生成的检验
（1）观察三角瓶中的发酵液有无气泡溢出；

（2）滴入10%氢氧化钠1ml于发酵液试管中，观察，如气体逐渐消失，则说明有二氧化碳的存在；

3、二氧化碳生产量的测定
（1）实验前，擦干三角瓶外壁，于天平上称量，记为W1;
（2）实验结束，取出三角瓶轻轻摇动，使二氧化碳尽量溢出，在同一天平上称量，记为W2；
（3）二氧化碳生成量= W1-W2
4、酒精生成的检验
（1）打开三角瓶棉塞，嗅闻有无酒精气味；

（2）取发酵液5ml，加10%硫酸2ml；

（3）再加入1% K2Cr2O7溶液10-20滴，如颜色由黄色变为黄绿色，则说明有酒精产生。

K2Cr2O7+H2SO4+CH3CH2OH——CH3COOH+K2SO4+Cr2（SO4）3
实验要求：

1、要求学生在实验前做好预习，了解实验原理方法步骤，独立操作，及时提交实验报告。

2、要求仔细观察实验现象；计算酒精的理论生成与实际产量两者之间的关系。
3、实验数据翔实。

实验器材及试剂：

菌种：酿酒酵母，活性干酵母

试剂：红塘，（NH4）2SO4、KH2PO4 

溶液：10% H2SO4、1%K2Cr2O7、10%NaOH

器材：试管、培养箱、灭菌锅、三角瓶

实验三 巴斯德效应（3学时）
实验类型：验证性
实验目的：

1、了解供氧对微生物代谢方式的影响

2、通过实验，观察和进一步理解巴斯德效应

实验内容：

巴斯德效应：氧对发酵作用的抑制现象叫巴斯德效应。
1、配制培养基

2、取液体培养基30ml装于150ml三角瓶中，瓶口塞纱布，于115度20min灭菌，作通气实验用；
3、同时取液体培养基30ml于大试管内，灭菌，作厌氧培养用；

4、接种培养
（1）好氧培养：取酿酒酵母和枯草杆菌菌悬液各1ml，分别装于两个装有30ml液体培养基的三角瓶中，28度振荡培养；
（2）厌氧培养:同上法各取1ml菌悬液，分别装于两个装有30ml液体培养基的试管中，于真空干燥箱内28度静止培养。
5、不同培养方式下生长量的测定

实验要求：

1、要求学生在实验前做好预习，了解实验原理方法步骤，独立操作，及时提交实验报告。

2、实验数据翔实，能对实验结果分析。

实验器材及试剂：

菌种：酿酒酵母，枯草杆菌

试剂：蛋白胨、牛肉膏、葡萄糖、氯化钠

器材：试管、培养箱、灭菌锅、三角瓶、摇床、离心机、天平、三角瓶
实验四 米曲霉固体发酵制备纤维素酶及酶解反应（5学时）
实验类型：综合性
实验目的：

1、了解米曲霉固体发酵产酶情况

2、掌握微生物固体发酵操作技术

3、了解纤维素酶提取方法及酶活性定性测定方法

实验内容

纤维素酶是降解纤维素的一组酶的总称，是起协同作用的多组分酶系，属于诱导酶，其产生需要纤维素类物质的诱导。实验中以米曲霉为发酵菌株，稻草作为产酶诱导物。
1、培养基配制

2、培养基分装，灭菌

3、米曲霉孢子悬浮液制备

用无菌水将已生长好的产大量孢子的菌种洗下，制成悬浮液。
4、接种：

用移液器在无菌条件下吸取一定量的悬浮液，移入灭菌好的固体培养基中，于30度条件下培养96h，期间每隔12h摇动三角瓶一次。

5、提取粗酶液

6、酶活性测定

（1）配制1%CMC底物平板

（2）用镊子将1cm直径的滤纸片在粗酶液中浸1min，放于平板中央
（3）置37度恒温箱中反应5-6h

（4）测量在滤纸周围产生水解透明圈的直径大小，翻译酶活性大小。
实验要求

1、要求学生在实验前做好预习，了解实验原理方法步骤，独立操作，及时提交实验报告。

2、米曲霉生长状态良好。

3、实验数据能否反映实验操作、实验结果。

实验器材及试剂：

菌种：米曲霉

试剂：稻草、麸皮、硫酸铵、羧甲基纤维素钠（CMC）
器材：培养箱、灭菌锅、三角瓶、摇床、离心机、天平、三角瓶

 实验五 甘露聚糖酶液体发酵及酶解反应（6学时）
实验类型：综合性

实验目的：

1. 了解并掌握液体发酵产酶操作及酶反应条件的控制
2. 与固体发酵产酶进行比较分析

实验内容

甘露聚糖酶是一种半纤维素酶，其产生需要一定的诱导物存在。本实验以短小芽孢杆菌为菌株，以魔芋粉为诱导物。

1. 配制产酶培养基

2. 以10%的体积量分装于三角瓶中，灭菌

3. 菌悬液的制备

4. 接种

5. 37度，200rpm培养48h

6. 3000rpm离心收集得到粗酶液

7. 准备两三角瓶，分别加入50ml自来水，46度水浴保温
8. 往两三角瓶中各加入1g魔芋粉，其中一个加入粗酶液1ml，另一个加入1ml蒸馏水，做空白对照。以后每隔5-10min往两三角瓶中各加入1g魔芋粉，前后共加5g
9. 酶解反应30-60min，期间观察反应现象。

实验要求：

1、要求学生在实验前做好预习，了解实验原理方法步骤，独立操作，及时提交实验报告。

2、仔细观察酶解反应现象，做好记录。

3、实验数据翔实。

实验器材及试剂：

菌种：短小芽孢杆菌

试剂：蛋白胨、酵母粉、氯化钠

器材：培养箱、灭菌锅、三角瓶、摇床、离心机、天平、三角瓶

实验六 红曲霉发酵提取红曲色素（3学时）
实验类型：验证性

实验目的：

1. 了解红曲霉的用途及红曲色素的功用

2. 掌握红曲霉的发酵及色素提取方法

实验内容

红曲色素是红曲霉产生的一类复合色素的通称，有红、黄、紫三个系列。
1. 配制红曲霉产孢培养基，灭菌，冷却，倒平板

2. 接种斜面菌种于平板上，28度培养4-5d，使平板产生大量孢子
3. 用无菌水将孢子洗脱，制成孢子悬浮液

4. 配制发酵培养基

（1） 配制固体培养基

（2） 配制液体培养基

5. 接种

6. 发酵：固体发酵于28度恒温箱中培养4-5d，至培养基周围全部变深红结束发酵；液体发酵于摇床上28度、250rpm 5-6d，至液体变深红结束。

7. 色素提取

（1） 固体发酵产物：称取两份相同质量的产物，一份用50ml蒸馏水于37度浸提30min，另一份用50ml无水乙醇浸提，分别于3000rpm离心
（2） 液体发酵产物：3000rpm离心

8. 色素测定：离心上清液于510nm下，测定吸光值。

实验要求：

1、要求学生在实验前做好预习，了解实验原理方法步骤，独立操作，及时提交实验报告。

2、固体与液体发酵产物结束后为深红色。

3、比较固体与液体发酵哪种方式为产生色素优势。

实验器材及试剂：

菌种：红曲霉
器材：培养箱、灭菌锅、三角瓶、摇床、离心机、天平、三角瓶

实验七  白酒的风味及品尝（3学时）
实验类型：验证性

实验目的：

通过白酒的品尝，初步掌握白酒质量感官鉴定的基本方法，为提高识别白酒的真假的能力打下基础。
实验内容：

（一）白酒的基本特征

1、白酒的色

白酒的包括色泽、透明度、有无悬浮物及沉淀物等外观状况。有些白酒，由于贮存期较长，会发生一些氧化作用，允许有轻微的色泽。

2、白酒的香气

3、白酒的味

4、酒体

（二）白酒真伪优劣感官鉴别的基本方法

1、色泽与透明度鉴别

2、香气鉴别

溢香——系白酒中的芳香物质溢散于杯口附近，用鼻子在杯口附近就可以直接闻到的酒香气，这就是溢香，也称闻香。

喷香——系酒液入口，香气就充满口腔。  

留香——系洒咽下．而口中仍然持续留有酒香气。

3、滋味鉴别

4、酒花鉴别

5、酒度鉴别

实验要求：

1、要求学生在实验前做好预习，了解实验原理方法步骤，独立操作，及时提交实验报告。

2、学生能对白酒风味作出基本的评价分析。

主要器材及试剂：

每个实验小组：白酒酱香型白酒2瓶，浓香型白酒 2瓶普通白酒2瓶，酒杯80个

实验八、九 抗生素产生菌的分离培养方法（6学时）
实验类型：设计性
实验目的：

1、了解采集土样的要求和方法。

2、掌握由土壤中分离稀有放线菌的基本原理和操作技术。

3、学习并掌握土壤稀释法和微生物的纯培养技术。

4、学习并掌握抗生菌的鉴别方法。
实验内容：

筛选放线菌是新抗研究的重要课题之一。迄今为止，已发现的抗生素有80%皆来自于放线菌。放线菌主要存在于土壤中，并在土壤中占有相当大的比例。一般地，放线菌在比较干燥、偏碱性、含有机质丰富的土壤中数量居多。通常，随着地理分布、植被及土壤性质的不同，放线菌的种类、数量和拮抗性也各不相同。土壤是微生物的大本营，其中的放线菌多以链霉菌为主，因此人们通常将除链霉菌以外的其它放线菌统称为稀有放线菌。若以常规方法进行分离，得到的几乎全部是链霉菌。然而，当采用加热处理土样、选用特殊培养基或添加某种抗生素等方法时，均可提高稀有放线菌的获得率。由土壤中分离放线菌的方法很多，其中包括稀释法、弹土法、混土法和喷土法等，本实验主要采用稀释法，并通过选用特殊培养基的方法，来获得少量稀有放线菌。

由土壤中分出的放线菌需进一步鉴别是否为需要的抗生菌。首先应根据筛选目的确定试验模型，然后利用培养基平板进行拮抗性测定。常用的方法有琼脂块法和滤纸片法。其主要依据是扩散原理，即观察在抗生菌周围是否会出现明显的抑菌圈。抑菌圈的大小和透明度则表明了该菌株抗菌活性的强弱。本实验选用滤纸扩散性测定抗生素效价。

实验要求：

1. 学生了解实验目的，能自己独立设计可行性的实验内容，并能独立完成操作，及时提交实验报告。

2. 学生实验结束后上交筛选获得的菌株，并对其进行初步的鉴定。
主要器材及试剂：

高氏一号固体培养基、藤黄八叠球菌（Sarcina lutea）和大肠杆菌各一支、培养皿、三角瓶、吸管、滤纸片直径1CM、土样，游标卡尺、镊子，无菌玻璃平盘，无菌玻棒，玻璃刮铲，无菌海绵印章

