微生物实验专题
一、探究酵母菌的呼吸方式【C】
（一）、实验原理：
1. 酵母菌是兼性厌氧型生物，无氧和有氧呼吸都产生CO2，无氧呼吸还能产生酒精。
2. 检测产生CO2：→可使用澄清石灰水；或溴麝香草酚蓝溶液（现象：蓝→变绿→变黄）。
3．检测酒精产生：→用酸化的重铬酸钾。实验现象：溶液由橙色变为灰绿色。
（二）、实验设计（及方法步骤）：→设计如下图装置进行对照实验：
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1. 设计成有氧条件（甲组）与无氧
条件（乙组）进行对照实验。
2. NaOH溶液的作用是：
→除去空气中CO2，排除对实验干扰。
3. 培养液要进行灭菌，灭菌后的培养液
要冷却后才能接种酵母菌。
4. 进行乙组实验时，必须让B瓶密封放置反应一段时间，才能将导管连通到澄清石灰水瓶中。
★其目的是：→消耗掉瓶内氧气，防止酵母菌进行有氧呼吸对实验结果的干扰。
5. 实验中要观察甲、乙组澄清石灰水的变化，并检测A和B瓶中有无酒精产生。
★检测酒精时，要将重铬酸钾溶于浓硫酸溶液中进行酸化处理，再加入到被检测溶液中。
（三）、实验结果（现象）及其分析：
1. 甲、乙两组的澄清石灰水都变浑浊，甲组变浑浊快和程度大；说明酵母菌有氧和无氧条件下
   都产生CO2，有氧条件下比无氧条件下产生的CO2多。注意：据该实验现象不能确定呼吸方式。
2. 检测酒精时，若A瓶中无酒精产生（检测时不变灰绿），则说明A瓶酵母菌只进行有氧呼吸；
   若B瓶中有酒精产生（检测时变灰绿）；则说明B瓶中酵母菌进行了无氧呼吸。
二、探究培养液中酵母菌种群数量的动态变化【C】
（一）、实验原理： 
1. 液体培养酵母菌时，种群的增长受培养液营养成分、空间（含氧量）、温度和pH等因素的影响。
2. 在理想条件下，酵母菌种群的增长呈“J”型曲线；在各种资源有限或者存在环境阻力的情况下，
   酵母菌种群增长呈“S”型曲线。◆酵母菌种群数量变化表现为：增长→保持稳定→衰减。
3. 对酵母菌进行观察计数，需要用到血球计数板和显微镜。★血球计数板构造如下图：
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（二）、实验设计（方法和步骤）： 
1. 将10mL无菌的5%的葡萄糖溶液加入试管。
2. 将酵母菌（干酵母）接种到试管培养液中，
将试管在 28℃条件下连续培养7天。
3. 采用抽样检测法，每天取样测定酵母菌数目，
每天抽测3次，取平均值。
【取样计数的操作方法】
（1）先将盖玻片盖在血球计数板计数室上，再用吸管吸取培养液滴于盖玻片边缘。
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★特别提醒：→吸取培养液前，要振荡几下试管，摇匀培养液（否则数据会偏差较大）。
（2）让培养液自行渗入计数室内，用滤纸吸去多余的培养液。
（3）待酵母菌全部沉降到计数室底部时，将计数板放在载物台中央进行观察计数。
★计数区域： 25（中）×16（小）型计数室为四顶角和中央的5个中格。→
★对于压在小方格界线上的酵母菌，应取两邻边及其顶角计数。
（4）计算出1mL培养液中酵母菌，换算后记录在设计的表格中。
1mL培养液中酵母菌数目＝ 4×106  × 每小格酵母菌数 ×稀释倍数
                    =400×（每小格的面积1/400mm2）每小格酵母菌数×104  ×稀释倍数
（三）、实验结果及其分析：——将记录在表格中的数据转换成曲线图，分析实验结果并得出结论。
★特别提醒1：→每天的计数时间要相同；培养至中后期时，要对培养液进行稀释后再计数。
★特别提醒2：→若视野中有气泡，应重新制片计数。要对酵母菌进行染色后计数，否则数据偏大。
★特别提醒3：→清洗血球计数板时，应采用浸泡和冲洗方法，不能刷洗和擦拭。
三、固定化酵母细胞的制备与应用【B】
1. 制备固定化细胞常用凝胶包埋法。
①★制备固定化酵母细胞常用海藻酸钠凝胶包埋法。
②★凝胶是多孔载体，调节凝胶溶液的浓度，可以改变凝胶的孔径大小。
2. 制备固定化酵母细胞的方法步骤：→关键步骤：配制海藻酸钠溶液。
（1）活化酵母细胞：→目的：→使酵母菌从休眠状态恢复到正常生活状态。
    ①操作：→将1克干酵母和10ml蒸馏水放在50ml烧杯中混合并搅拌均匀，放置1小时。
    ②注意事项：→容器要大一些，以防活化液溢出；混合后要进行搅拌。
（2）配制0.05mol/L的CaCL2 溶液：
①操作：→将0.83克无水CaCL2和150mL蒸馏水，放在200ml烧杯中使其充分溶解。 
②★CaCL2溶液的作用：→（起凝胶聚沉作用）促使凝胶珠的形成。
（3）配制海藻酸钠溶液（最关键）：
     ①操作：→将0.7g海藻酸钠和10ml蒸馏水加入50ml小烧杯中，小火间断加热至
完全溶化，加蒸馏水定容至10ml。
②注意事项：→★应采用小火间断加热，以防焦糊；海藻酸钠浓度不宜过高过低。
③★海藻酸钠溶液浓度过高时：→难以形成凝胶珠或凝胶珠形态异常。
④★海藻酸钠浓度过低时：→凝胶珠中包埋的细胞数量少，凝胶珠色浅呈白色。
（4）海藻酸钠溶液与酵母细胞混合：
★应将海藻酸钠溶液冷却至室温后，再加入已活化的酵母细胞；并充分搅拌均匀。
（5）固定化酵母细胞：
①操作：→用注射器吸取混合液，以恒定的速度缓慢地滴加到CaCL2溶液中，并不
断搅拌（磁力搅拌器搅拌），将凝胶珠在CaCL2溶液中浸泡30分钟。
②注意事项：→注射器距液面距离不能太近、凝胶珠浸泡时间不能过短。
③★注射器距液面距离过近时：→凝胶珠会出现拖尾现象。
④★凝胶珠浸泡时间过短时：→凝胶珠不能形成稳定结构，容易裂开。
（6）冲洗：→取出凝胶珠后，要用蒸馏水冲洗2～3次。
★冲洗的目的：→洗去凝胶珠表面的氯化钙溶液和杂菌。
（7）发酵实验：→将10%的葡萄糖溶液150ml加入200ml的锥形瓶中，加入固定化酵母
细胞在25℃下发酵24h。观察气泡产生（CO2）和闻酒味，并用重铬酸钾检测酒精。
3. 实验结果分析：——酵母细胞凝胶珠质量检测。
（1）合格凝胶珠的标准：
①乳白色，圆形或椭圆形。②摔打容易弹起。③挤压不易破裂、无液体流出。
（2）凝胶珠异常的原因：
  ①色浅呈白色：→海藻酸钠溶液浓度偏低，此种凝胶珠中包埋的酵母细胞数量少。
     ②不呈圆形或椭圆形：→海藻酸钠溶液浓度偏高。
★此种凝胶珠为制作失败，不能使用；需要重新制作。
     ③拖尾现象：→混合液浓度低，或注射器距氯化钙溶液液面距离太近。
④凝胶珠漂浮：→混合溶液中含气泡。 
⑤★凝胶珠容易裂开：→凝胶珠在氯化钙溶液中浸泡时间过短。
四、腐乳的制作【A】

1. 制作腐乳的原理： →利用毛霉等微生物分泌的蛋白酶、脂肪酶、淀粉酶将豆腐中的
蛋白质、脂肪和淀粉分解为多种氨基酸、有机酸等；使腐乳鲜香可口，易消化吸收。
（1）在腐乳制作中，多种微生物参与了豆腐的发酵，但起主要作用的是毛霉。
①毛霉是丝状真菌，其代谢类型属于异养需氧型；适宜生长温度：15℃～18℃。
       ②毛霉孢子分布广泛，空气中含有大量毛霉孢子。
（2）家庭和实验制作腐乳时，将豆腐坯暴露在空气中接种毛霉孢子。
（3）工业生产腐乳时，在严格无菌条件下接种优良毛霉菌种孢子。★腐乳品质好。
①工业上生产腐乳步骤：→①接种孢子。→②培养和晾花。→③压坯与装坛
②“晾花”的目的：→增强酶的作用，散失霉味。
 （4）醉方（添加黄酒制成）、红方（添加红曲制成）、青方（不加调料制成）。
2. 腐乳制作的基本流程：→见下图：
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（1）让豆腐上长出毛霉：
①将豆腐切成小块（4cm×4cm×1.5cm），用沸水消毒后微微晾干，制成腐乳坯。
在晾干过程中空气中毛霉孢子落到腐乳坯上，完成接种过程。
★所用豆腐含水量应控制在70%左右，含水过多腐乳不成形。
②将腐乳坯竖立放在清洁容器内彼此间隔1cm，将温度控制在15～18℃，并保持
一定湿度让毛霉生长；当菌丝变成淡黄色，有大量灰褐色孢子形成时停止发酵。
★若某些豆腐上长出青霉，应剔除这种豆腐或重新制作。
（2）加盐腌制：→将长满毛霉的豆腐块用食盐水清洗后整齐地摆放在瓶中，用食盐腌制10天。
①★加盐方法：→逐层加盐，加盐量逐层递增，接近瓶口的表面盐要铺厚一些。②盐量：腐乳坯量= 5 ：1。★加盐过多会影响继续发酵，过少豆腐会腐败变质。
【加盐目的】→①析出豆腐中水分，使豆腐变硬，防止过早酥烂。
                  ②抑制微生物生长，防止豆腐腐败变质。  ③调节口味。
（3）配制卤汤：→用食盐、水和料酒及各种香辛料等进行配制。
①卤汤中酒含量控制在12%左右。
◆酒的作用：→抑制微生物的生长，并使腐乳具有独特酒香味。
       ★酒用量过多会抑制蛋白酶活性和影响腐乳风味；酒用量过少豆腐会腐败。
     ②香辛料的作用：→调味、防腐杀菌。
（4）加卤汤装瓶，密封腌制：→将配制好的卤汤加入瓶中，将瓶口通过酒精灯火焰，再用胶带密封瓶口，密封腌制6个月。
      ★装瓶时要迅速，瓶口要通过酒精灯的火焰，再密封。
2. 腐乳品质鉴定及有关提醒：
（1）评价腐乳品质：→应从形状、色、香、味、质地等方面进行评价。
（2）影响腐乳品质的因素：→盐、酒、香辛料和发酵温度。
     ◆前期发酵温度为：15℃～18℃；后期发酵温度（腌制时）为常温或30℃。
      ★在腌制过程中，毛霉等微生物（酶的作用）仍可继续发酵一段时间。
（3）腐乳外表的皮是附着在豆腐上的毛霉菌丝形成的，可使腐乳成形。
（4）用于腌制的玻璃瓶洗刷干净后要用沸水消毒，装瓶、密封等环节要无菌操作。
五、果酒和果醋的制作【B】
（一）果酒制作：→果酒中酒精含量应控制在10%～20%。
1. 果酒制作方法步骤（及注意事项）：
 （1）对发酵瓶、纱布、榨汁机等进行清洗和消毒：
★发酵瓶要用温水反复清洗后，再用75%酒精擦拭消毒，晾干。
 （2）取葡萄500克，先冲洗干净，再去除枝梗和腐烂籽粒，再次冲洗。
①冲洗目的：→去除葡萄表面污物杂物。★不能先去枝梗再冲洗。
      ②不能反复冲洗，否则会冲洗掉附着在葡萄表面的野生型酵母菌。
 （3）用榨汁机榨取葡萄汁，之后将葡萄汁装入发酵瓶中，并盖好瓶盖：
【注意】→果汁不能装满（装入量不超过发酵瓶总体积的2/3）。★目的是：
①让酵母菌有氧呼吸大量繁殖，保证发酵时有较大起始数量。 
②防止发酵时发酵液溢出。
（4）将发酵瓶放置在18℃～25℃条件下发酵10～12天：
（5）每天定期排气1～2次（排CO2），以防瓶爆裂。
     ①为了防止发酵瓶爆裂，最好选用塑料瓶。 
     ②排气时要防止杂菌污染，常拧松瓶盖排气，不能打开瓶盖。
     ③★右图发酵装置中排气管设计成长而弯曲状，既能排气，又能防止杂菌污染。
 （6）取样检测酒精（10天后）：→用酸化重铬酸钾检测；也可闻酒味、镜检酵母菌。
【检测方法】→①取两支试管编号1、2，分别装入2mL酒精、2mL发酵液。
②向两试管中分别滴加3滴3mol/L的硫酸溶液，并振荡混匀。
③再向两试管中各加入饱和重铬酸钾溶液3滴，振荡后观察溶液颜色变化。
2.★制作果酒和果醋中防止杂菌污染的措施：
（1）对用具清洗并用酒精消毒。          （2）葡萄先清洗后除枝梗。
（3）排气管设计为长而弯曲状。          （4）无菌操作。
（二）果醋制作： 
1. 利用葡萄汁等果汁制作果醋：
（1）要向果汁中接种醋酸菌，并置于30℃～35℃条件下进行有氧发酵。
（2）发酵时需要不断通入无菌空气，同时也需要定期排气（排CO2）。
（3）反应式：C6H12O6 ＋2O2                   2 CH3 COOH ＋2CO2＋2 H2O＋能量
2. 利用果酒制作果醋的方法步骤：
（1）将醋酸菌（醋曲或醋酸菌膜）接种到制作好的果酒中，并通入无菌空气。
（2）将发酵装置放在30℃～35℃环境中，不断通入无菌空气进行有氧发酵7～8天。
（3）检测果醋是否制作成功，并对发酵液（果醋）进行过滤、灭菌：
【检测方法】→①pH测定、②观察醋酸菌膜形成、③闻酸味、品尝、镜检等。
【提醒】→①变酸的果酒表面白色菌膜是由醋酸菌形成的。
          ②泡菜坛内表面白色菌膜是由酵母菌形成的。
（4）果酒制果醋反应式：   C2H5OH ＋O2                        CH3 COOH ＋ H2O  ＋能量
（三）★果酒制作与果醋制作的比较：       
	
	果酒制作
	果醋制作

	发酵菌种
	酵母菌
	醋酸菌

	最适发酵温度
	18℃～25℃
	30℃～35℃

	对氧气需求
	前期需氧，后期不需氧
	一直需要氧

	pH
	4.0～5.8
	5.4～6.3

	发酵时间
	10～12天
	7～8天

	方法与流程
	挑选葡萄→冲洗→榨汁→酒精发酵（果酒）→醋酸发酵（果醋）


六、微生物的分离和培养【B】
（一）分离纯化大肠杆菌：
1. 配制牛肉膏蛋白胨培养基：→包括：计算→称量→溶化（含调pH）→灭菌→倒平板。
2. 分离纯化大肠杆菌的接种方法：→划线平板法和稀释涂布平板法。
3. 接种后的培养基的培养：→置于恒温箱中37℃培养1～2d。
4. 挑取大肠杆菌菌落多次进行接种培养可以纯化大肠杆菌菌种。
5. 菌种保存方法：→临时保藏（4℃保存）和长期保存（甘油管藏：－20℃保存）.
（二）土壤中分解尿素的微生物的分离与计数：
1.筛选原理及方法：
（1）原理：→尿素分解菌能合成脲酶，能利用脲酶分解尿素，因此可以尿素为氮源。（2）筛选方法：→用以尿素为唯一氮源的培养基培养土壤微生物进行筛选。
2. 实验方法步骤：→本实验采用稀释涂布平板法和活菌计数法。
（1）土壤取样：→从肥沃、湿润的土壤中取样。先铲去表层土3cm左右，再取样，将样品装入事先准备好的信封中。
【注意】→取土样用的小铁铲和盛土样的信封在使用前都要灭菌。
（2）制备培养基：→按下列配方制备以尿素为唯一氮源的培养基。
	KH2PO4
	Na2HPO4
	MgSO4·7H2O
	葡萄糖
	尿素
	琼脂
	pH调至7.0～7.2，
加蒸馏水定容至1000ml

	1.4g
	2.1g
	0.2g
	10.0g
	1.0g
	15.0g
	


★需要设置无尿素培养基作空白对照，即：表中尿素用等量的无菌水替换。
（3）土壤样品稀释：→制备不同稀释度的土壤悬液。方法如下：
      ①称取0.5g土壤，倒入盛有50mL无菌水的锥形瓶，振荡20min，充分打散土壤，
制成10－2g/mL的土壤悬液。
②用无菌移液管吸取0.5mL（10－2g/mL）的土壤悬液注入盛有4.5mL无菌水的
1号试管，配制成10－3g/mL的土壤悬液。
③取另一支无菌移液管吹吸1号管3次，使悬液均匀，再吸取0.5mL注入盛有
4.5mL无菌水的2号试管，配制成10－4g/mL的土壤悬液.。依此类推，配制
10－5、10－6、10－7、10－8g/mL的等浓度的土壤悬液。
        ★每次吸取土壤悬液前都要用移液管吹吸悬液3次的目的：→使土壤悬液均匀。
       ④分离不同的微生物采用不同稀释度（因不同微生物在土壤中含量不同）。见下表：
	
	细菌
	放线菌
	霉菌

	稀释度
	104、105、106
	103、104、105
	102、103、104

	目的
	保证获得菌落数在30～300之间、适于计数的平板


【提醒】→人教版是配制10mL不同浓度的土壤悬液，其方法与上述方法相同。
（4）接种：→采用（稀释）涂布平板法。◆具体操作如下：
      →从最低浓度（10－8g/mL）土壤溶液开始，分别用无菌移液管吸取1mL（人教版
为0.1mL）加入到相应编号的培养基中，每个浓度设置至少3个重复（三个平板），再用涂布器（玻璃刮铲）涂布均匀。
   ①每次吸取土壤悬液前都要将土壤悬液充分振荡，混合均匀；每一步都应做到
无菌操作。★操作时，移液管和试管口应在离火焰1～2cm处。
②实验时要对培养皿作好标记。注明培养基类型、培养时间、稀释度、培养物等。
（5）培养与观察：→将已标明培养基种类、培养日期和样品稀释度的培养皿，倒置放在37℃的恒温箱培养1～2d，观察细菌菌落。
（6）计数菌落：→每隔24h统计菌落一次，选取菌落数目稳定时的数据作结果，以防
止培养时间不足而遗漏某些菌落。
①★计算时应选择菌落数为30～300的平板上进行计数，要计算平均数。
②★每克样品菌落数（用液1mL）＝某一稀释度重复培养菌落平均数×稀释倍数。
③★统计的菌落数比活菌的实际数目少。
原因是：→当两个或多个细胞连在一起时，平板上观察到的只是1个菌落。
4. 结果分析与评价：→ ★同一土样的重复组统计的结果应相近。
（1）若未接种的培养基中没有菌落，说明培养基未被杂菌污染，反之，则被污染。
（2）若空白对照组培养基上有菌落生长，原因可能是被固氮微生物污染或培养基中混入了其他氮源。
（3）若实验中得到2个或2个以上菌落数在30～300的平板，表明稀释操作成功，可以进行计数统计。
（4）若同一稀释度的3个重复的菌落数相差悬殊，表明试验不精确，需要重新实验。
【知识拓展】
1．土壤中微生物数目的统计方法：→包括：直接计数法和间接计数法（活菌计数法）。
（1）直接计数法：→用血球计数板制片后在显微镜下观察计数。
     ①取样计数方法与培养液中酵母菌计数方法类似。
     ②土壤微生物的稀释要求：→以达到每小格内有5～10个菌体为宜。
③经稀释的土壤样品应重复计数3次，取其平均值。
     ④★1mL土壤悬液中菌体总数 = 4×106×每小格中的菌体数×土壤悬液稀释倍数。
（2）间接计数法（活菌计数法）→采用稀释涂布平板法，统计菌落数进行计数。
①要设置对照和重复，每个稀释度土壤悬液至少设置3个重复。
②选择菌落数为30～300的平板上进行计数，并计算平均数。
③每克土壤样品中菌落数＝菌落数 × 稀释倍数 ÷ 涂布体积。
2. 鉴定能分解尿素的微生物的方法：→脲酶检测法。
（1）原理：→尿素经脲酶分解后形成氨，使pH升高，会使酚红指示剂变红。
（2）方法：→在以尿素为唯一氮源的培养基中加入酚红，若酚红指示剂变红，则
说明该微生物能分解尿素。
（三）分离土壤中能分解纤维素的微生物： 
1.基础知识和原理：
（1）能分解纤维素的微生物都能分泌纤维素酶，该类微生物能以纤维素为唯一碳源。
（2）纤维素酶：→是一种复合酶，包括：C1酶（外切酶）、CX酶（内切酶）和葡萄糖苷酶。

（3）刚果红：→能与纤维素形成红色复合物，不能与纤维二糖和葡萄糖发生这种反应。
      ★在含有纤维素的培养基中加入刚果红时，能分解纤维素的微生物形成的菌落
周围由于纤维素被分解，因此不呈红色，而是形成透明圈。
2.操作步骤：
（1）土壤取样：→应从富含纤维素的环境中进行土壤取样。如：树林中多年落叶形成
的腐殖土等。▲若找不到合适的环境，可将滤纸埋在土壤中（深10cm）再取样。
（2）选择培养：→★目的：→增加纤维素分解菌的浓度（即：浓缩所需要微生物）。
      ①按下表配方制备液体选择培养基：
	纤维素粉
	5g
	Na2HPO4·7H2O
	1.2g
	溶解后加蒸馏水定容至1000mL

	NaNO3
	1g
	KH2PO4
	0.9g
	

	KCL
	0.5g
	酵母膏
	0.5g
	

	MgSO4·7H2O
	0.5g
	水解酪素
	0.5g
	


【提醒】→该培养基为液体培养基，属于选择培养基。 ★原因是：→该培养基中
虽然含有其他碳源（酵母膏），但含量很少，培养基中的主要碳源还是
          纤维素；在此种培养基中只有能分解纤维素的微生物才能大量繁殖。
            ★水解酪素：→提供氮源和生长因子。
②设计对照组培养基时，用葡萄糖代替该配方中纤维素粉。
【操作】→称取20g土样加入装有30mL选择培养基的锥形瓶中，将锥形瓶固定在摇床上，在一定温度下（30℃），振荡培养1～2天，直至培养液变浑浊。
（3）梯度稀释：→将选择培养后的培养基进行等梯度稀释101～107倍。
（4）将样品涂布到鉴别纤维素分解菌的培养基上：
     ①制备鉴别培养基：→按下表配方制备鉴别培养基。
	CMC—Na

（水溶性羧甲基纤维素钠）
	酵母膏
	KH2PO4
	土豆汁
	琼脂
	溶解后加蒸馏水
定容至1000ml

	5～10g
	1g
	0.25g
	100mL
	15g
	


     ②涂布平板：→将稀释度为104～106的菌悬液各取0.1ml涂布到平板培养基上，
30℃倒置培养。
（5）刚果红染色法：→★目的：→挑选产生透明圈的菌落（筛选出纤维素分解菌）。
    ①方法一：→先培养微生物，再加入刚果红进行颜色反应。
    ②方法二：→在倒平板时就加入刚果红。
      ★方法一中要使用NaCl溶液，其作用是：→漂洗作用。
即：洗去与纤维素结合不牢的刚果红，使透明圈更清晰。
      ★透明圈越大的菌落，产纤维素酶能力越强，分解纤维素的能力越强。
③两种染色鉴定方法的优缺点比较：
	染色法
	优点
	缺点

	方法一
	  颜色反应基本上是
纤维素分解菌的作用
	操作繁琐，刚果红会使菌落之间发生混杂。

	方法二
	操作简便，
不存在菌落混杂问题
	◆产生淀粉酶的微生物也产生模糊透明圈
◆有些微生物能降解色素，形成明显的透明圈。


（6）纯化培养：
→在产生明显透明圈的菌落中，挑取并接种到纤维素分解菌的选择培养基上，在30℃～37℃培养，可获得纯化培养。
3. 确定纤维素分解菌：→进行发酵产纤维素酶实验： 
（1）纤维素酶的发酵方法：→包括：液体发酵和固体发酵。
（2）纤维素酶测定方法：→对纤维素酶分解滤纸等纤维素所产生的葡萄糖含量测定。

































正面         侧面





计数室（2个）





每个小格的面积





盖玻片下液体高度





让豆腐上长出毛霉  


◆直接接种或利用空气中


毛霉孢子，15℃～18℃培养。





      加盐腌制   


◆逐层加盐，随层数增高而增加盐量；近瓶口处铺厚些。





 加卤汤装瓶    


◆卤汤由酒和


香辛料配成。





   密封腌制    


◆用酒精灯对瓶口


灭菌后密封。
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C1酶、CX酶





葡萄糖苷酶
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