
 微生物的培养与发酵工程
【考情分析】
1.考查内容
（1）本专题内容一直是高考的重点，考查的内容包括传统发酵技术、微生物的培养与应用等。
（2）“微生物的培养技术及应用”的考查主要集中在利用特殊培养基对微生物进行纯化培养和计数等方面。
2.题型难度
（1）题型上，已出现的高考试题中，全国卷主要为非选择题，省份单科卷常为单项单选题。
（2）难度上，多为中档题或容易题，学生较易得分。
3.命题特点
（1）试题常常以文献或生活中的微生物的应用实例为命题情境，考查微生物的培养与发酵工程应用。
（2）试题情境常为文字信息，试题设计既有知识点的综合，也有知识点的延伸和迁移，如“2020山东，12”，题干摘录了《齐民要术》中关于酿酒的一段话，要求对该段话进行分析，题干信息多，选项关联跨度大。
【网络构建】

【重难点梳理】
一、微生物的培养基
1.概念：人们按照微生物对营养物质的不同需求，配制出供其生长繁殖的营养基质。
2.营养成分
（1）确定原则：根据微生物的需要。
（2）主要营养物质：碳源、氮源、水和无机盐。
（3）其他条件：pH、特殊营养和氧气
3.种类
	划分标准
	培养基种类
	特点
	用途

	物理性质
	液体培养基
	不加凝固剂
	工业生产或实验室中微生物的大量培养

	
	半固体培养基
	加少量凝固剂
	观察微生物的运动、分离、鉴定等

	
	固体培养基
	加人凝固剂—琼脂（是从红藻中提取的一种多糖，在配制培养基中用作凝固剂）；微生物在固体培养基表面生长，可以形成肉眼可见的菌落
	实验室中微生物的分离、鉴定、活菌计数、保藏菌种等

	化学组成
	天然培养基
	用化学成分不明确的天然物质配制而成
	常用于实际工业生产

	
	合成培养基
	用成分已知的化学物质配制而成，其中成分的种类比例明确
	常用于微生物的分离、鉴定

	目的用途
	选择培养基
	在培养基中加入某种化学物质，以抑制不需要的微生物生长，促进所需要的微生物的生长
	筛选目的菌

	
	鉴别培养基
	根据微生物的特点，在培养基中加入某种指示剂或化学药品配制而成的
	微生物的鉴别


4.培养基的制备
（1）步骤：计算→称量→溶化（→调pH）→灭菌→倒平板。
（2）培养基的配制原则
目的要明确：配制时应根据微生物的种类、培养目的等确定配制的培养基种类。
营养要协调：注意各种营养物质的浓度和比例。
pH要适宜：培养不同微生物所需pH不同，细菌为6.5-7.5，放线菌为7.5-8.5，真菌为5.0~6.0。
二、消毒和灭菌
	项目
	条件
	结果
	常用方法
	应用范围

	消毒
	较为温和的物理或化学方法
	仅杀死物体表面或内部的部分微生物
	煮沸消毒法
	日常用品

	
	
	
	巴氏消毒法
	不耐高温的液体（如牛奶）

	
	
	
	化学药剂消毒法
	用酒精擦拭双手，用氯气消毒水源

	灭菌
	强烈的理化因素
	杀死物体内外所有的徵生物，包括芽孢和孢子
	灼烧灭菌法
	接种工具

	
	
	
	干热灭菌法
	玻璃器皿、金属用具

	
	
	
	高压蒸汽灭菌法
	培养基及容器


三、平板划线法与稀释涂布平板法的比较
	项目
	平板划线法
	稀释涂布平板法

	纯化原理
	通过连续划线操作实现
	将菌液进行一系列的梯度稀释和涂布平板操作实现

	注意事项
	每次划线前后均需灼烧接种环
	稀释度要足够高

	菌体获取
	在具有显著的菌落特征的区域菌落中挑取菌体
	从适宜稀释度的平板上的菌落中挑取菌体

	优点
	可以根据菌落的特点获得某种微生物的单细胞菌落
	既可以获得单细胞菌落，又能对微生物计数

	缺点
	不能对微生物计数
	操作复杂，需要涂布多个平板


四、两种计数方法的比较
	
	直接计数法
（显微镜直接计数法）
	间接计数法
（活菌计数法）

	原理
	常利用细菌计数板或血细胞计数板，在显微镜下计算一定体积的样品中微生物的数量
	当样品的稀释度足够高时，培养基表面生长的单个菌落，来源于样品稀释液中的一个活菌。通过统计平板上的菌落数就能推测出样品中大约含有多少活菌

	主要用具
	显微镜、细菌计数板或血细胞计数板
	培养基

	计数依据
	菌体本身
	培养基上的菌落数

	优点
	计数方便、操作简单
	计数的是活菌

	缺点
	死菌、活菌都计算在内
	操作较复杂有一定误差

	计算公式
	以25×16型血细胞计数板为例，每毫升原液含菌数=400×10000×每小格平均菌体数×稀释倍数
	每毫升原液含菌数=培养基上平均菌落数目÷涂布平板时所用稀释液的体积（mL）×稀释倍数


五、传统发酵技术
1.发酵：利用微生物，在适宜的条件下，将原料通过微生物的代谢转化为人类所需要的产物的过程。
2.实例：腐乳制作
（1）参与微生物：毛霉、酵母、曲霉等。
（2）原理：豆腐中的蛋白质被分解成小分子的肽和氨基酸，味道鲜美，易于消化吸收
3.传统发酵技术
（1）概念：直接利用原材料中天然存在的微生物，或利用前一次发酵保存下来的面团、卤汁等发酵物中的微生物进行发酵、制作食品的技术。
（2）形式：以混合菌种的固体发酵及半固体发酵为主，通常是家庭式或作坊式的产物：腐乳、酱油、醋、泡菜、豆豉、酱等。
六、果醋与果酒的制作
1.制作原理和条件
	
	果酒制作
	果醋制作

	菌种
	酵母菌
	醋酸菌

	原理
	无氧呼吸产生酒精
	（1）O2、糖源充足：糖→醋酸
（2）有O2、缺少糖源：乙醇→乙醛→醋酸

	条件
	温度
	酒精发酵18~25℃
	最适为30~35℃

	
	空气
	前期：需氧
后期：不需氧
	需充足的氧气

	
	时间
	10~12d
	7-8d


2.制作流程
挑选葡萄→冲洗→榨汁→酒精发酵（果酒）→醋酸发酵（果醋）
3.果醋、果酒发酵装置

（1）发酵装置各部位的作用
①充气口：在醋酸发酵时连接充气泵进行充气。
②排气口：排出酒精发酵时产生的二氧化碳。
③出料口：是用来取样的。
④与瓶身相连的长而弯曲的胶管：防止空气中微生物的污染。
（2）该装置的使用方法：使用该装置制果酒出时，应该关闭充气口；制醋时，应将充气口连接充气泵进行充气。
（3）装置分析
①因酵母菌的繁殖需要空气，醋酸菌是好氧菌，所以在果酒制作的前期和果醋制作的整个过程中都需氧。因酵母菌产生酒精是在无氧条件下进行的，故应控制充入氧的量，应在充气口设置开关。
②由于在酒精发酵过程中产生CO2，因此又需设排气口；为防止空气中微生物的污染，排气口应连接一个长而弯曲的胶管。
③因要对发酵的情况进行及时监测，故应设置出料口便于取料。
七、泡菜的腌制
1.制作原理：在无氧条件下，乳酸菌将葡萄糖分解成乳酸。
2.步骤

3.操作关键
①泡菜坛的选择选用火候好、无裂纹、无砂眼、坛沿深、盖子吻合好的泡菜坛
②腌制的条件：控制腌制的时间、温度和食盐的用量。防止杂菌污染，严格密封。
4.泡菜制作的注意事项
（1）材料的选择及用量
①蔬菜应新鲜，若放置时间过长，蔬菜中的硝酸盐易被还原成亚硝酸盐。
②清水和盐的质量比为4∶1，盐水要煮沸后冷却。煮沸有两大作用，一是除去水中的氧气，二是杀灭盐水中的其他细菌。
（2）防止杂菌污染：每次取样用具要洗净，要迅速封口。
（3）氧气需求
①泡菜坛要选择透气性差的容器，以创造无氧环境，有利于乳酸菌发酵，防止泡菜腐烂。
②泡菜坛盖边沿的水槽要注满水，以保证乳酸菌发酵所需的无氧环境，并注意在发酵过程中经常向水槽中补充水。
（4）温度：发酵过程温度控制在室温即可。温度过高，则易滋生杂菌；温度过低，则发酵时间延长。
八、发酵工程
1.发酵工程的概念：利用微生物的特定功能，通过现代工程技术，规模化生产对人类有用的产品。
2.发酵工程的基本流程
菌种的选育（诱变育种、基因工程和细胞工程）
↓
扩大培养
↓
培养基的配制
↓
培养基和设备的灭菌
↓
接种（注意防止杂菌的污染，发酵罐冷却后才可加入）
↓
发酵罐内发酵——中心环节：需严格控制温度、pH、溶氧、通气量与转速等发酵条件
↓
产品的分离和提纯：菌体可采用过滤、沉淀等方法分离；代谢产物可采用蒸馏、萃取、离子交换等方法提取。
3.发酵工程的特点
（1）生产条件温和：温度、压力都不高。
（2）原料来源丰富且价格低廉：微生物种类多，易分离。
（3）产物专一：可直接生产某种物质。
（4）废弃物对环境的污染小且容易处理：废料包括各种代谢产物，只要灭菌后，一般对环境不造成污染。
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