实验六  食品微生物的检测及平板菌落计数

1、 目的与要求
1. 了解牛乳的细菌学检查方法和质量判断标准；

2. 学习并掌握稀释平板培养和平板菌落计数的方法。

2、 实验材料

1. 样品：牛乳

2. 培养基：牛肉膏蛋白胨培养基

3. 其他:培养皿、移液管、试管、三角烧瓶等。

3、 实验原理

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。

如果显微镜检查，每个视野只有1-3个细菌左右，此牛乳则为一级牛乳，如果牛乳中有

很多长链球菌和白细胞，通常是来自患乳房炎的母牛。

     若一个视野有很多不同的细菌，则往往说明是使用了脏器具保存的牛乳。我国生鲜牛乳的微生物指标规定，特技乳细菌数小于或等于500000/ml，二级一级小于或等于1000000个，二级小于或等于2000000.由于上述方法不够精确，一般不作为消毒牛乳的卫生检查。
美蓝还原酶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作用指示剂，在厌氧环境中，它将被还原成无色。如果牛乳中有细菌的生长繁殖，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30min内美蓝被还原成无色的样品为“很差”；（2）在30min至2h之间被还原者，为“查质量”；（3）在2~6h之间被还原者，为“尚好”或“中等”；（4）在6~8h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/毫升。

本实验所运用的是标准平板计数法。

4、 实验方法与步骤

                               1ml牛乳
                                    ↓
                             加入试管（1）中

                                    ↓
                            10-1稀释度的溶液

                                    ↓
                          从试管（1）中取1ml溶液

                                    ↓
                               加入试管（2）中

                                    ↓
                              10-2稀释度的溶液
                                    ↓
                             从试管（2）中取1ml溶液

                                    ↓
                             加入试管（3）中

                                   ↓
                              10-3稀释度的溶液

                                   ↓
                   分别取10-3、10-2、10稀释度的溶液1ml

                                   ↓
                       放入9个培养皿中，每个稀释度3个

                                   ↓
                               倒入培养基

                                   ↓
                                培养基凝固

                                   ↓
                                 倒置平板

                                   ↓
                              37°恒温培养24h

5、 实验报告

1列表给出每个稀释度的菌落生长情况。
2.计算每毫升牛乳中的菌数
