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浙江海洋学院食品与药学学院

2007年4月

前  言

《水产食品学》是食品科学与工程本科水产品加工方向必修的一门专业课，课程内容多、涉及面广、实用性强，该课程学习对培养水产品精深加工的高技术人才十分重要。通过该课程实验环节的学习，使学生掌握各种水产食品的加工原理和工艺，水产资源（鱼类、藻类、贝壳类等）的组织特性、组成成分、综合利用中产品的加工工艺过程和相关的设备，分离提取的方法和相关的技能知识。

本指导书主要总结了以往10多年来水产品加工工艺学科实验课教学的经验，并结合我校的实际情况编写而成。共收集10个实验，基本体现了水产品加工利用方面的代表性方法与技术，本指导书可以用与水产品加工及综合利用工艺学教材配合使用。

通过这些实验技能的训练，可以使学生加深掌握本学科的一些基本理论、主要加工技术的原理、了解加工的工艺条件及相关因素等，从而有助于培养学生从事本专业研究工作的能力。

                                              编者

                                          2007年4月
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实验基本要求

一．实验室规则

（一）、每位同学都应该自觉地遵守课堂纪律，维护课堂秩序。不迟到，不早退，保持室内安静，不大声谈笑。

（二）、在实验过程中要听候教师的指导，严肃认真地按操作规程进行实验，并简要准确地将实验结果和数据记录在实验记录本上。

（三）、环境和仪器的清洁整齐是做好实验的重要条件。实验台面、试剂柜必须保持整洁，仪器、试剂要井然有序。勿将试剂药品洒在台面和地板上。公用试剂用毕应立即放回原处。实验完毕，需将试剂排列整齐，仪器洗净放好，实验台面抹拭干净，经教师认可后，方可离去。

（四）、爱护仪器，节约试剂。保持试剂的纯净，严防混杂。不要将滤纸和称量纸做其他用途。使用和洗净仪器时，应小心仔细，防止损坏仪器。使用贵重精密仪器时，应严格遵守操作规程。发现故障立即报告教师，不要自己动手检修。要爱护国家财产，厉行节约。

（五）、实验中充分注意安全。实验室内严禁吸烟！煤气灯应随用随关，必须严格做到：火着人在，人走火灭。有机溶剂等易燃品不能直火加热，并要远离火源操作和放置，实验完毕，应立即关好煤气阀和水龙头，拉下电闸。离开实验室前应认真负责地进行检查，严防不安全事故。

（六）、废弃液体(强酸强碱液必须先用水稀释)可倒入水槽内。同时放水冲洗。废纸、火柴头及其他固体废弃物和带有渣滓沉淀的废物都应倒入废品缸内，不能倒入水槽或到处乱扔。

（七）、仪器损坏时，应如实向教师报告，认真填写损坏仪器登记表。

（八）、实验室一切物品，未经本实验室教师批准严禁携出室外，借物必须办理登记手续。

（九）、对实验的内容和安排不合理的地方可提出改进和意见，对实验中出现的一切反常现象应进行讨论，并大胆提出自己的看法。

（十）、每次实验课由班长安排同学轮流值日，值日生要负责当天实验室的卫生、安全和一切服务性的工作。

二．数据处理

对实验中所得到的一系列数值，采取适当的处理方法进行整理、分析，才能准确的反映出被研究对象的数量关系。实验中通常采用列表法或作图法表示实验结果，可使结果表达得清楚、明了，而且还可以减少和弥补某些测定确误差。根据对标准样品的一系列测定。也可以列出表格或绘制标准曲线，可由测定数据直接查出结果。

（一）、列表法：将实验所得各数值用适当得表格列出，并表示出它们之间得关系。通常数据的名称和单位写在标题栏中，表内只填写数字。数据应该正确反映测定的有效数字，必要时应计算出误差值。

（二）、作图法：实验所得到的一系列数据之间关系及其变化情况，可以用图线直观地表现出来，作图时通常先在坐标纸上确定坐标轴，表明轴的名称和单位，然后将各数值点用“+”字或“×”字标注在图纸上。再用直线或曲线把各点连接起来。图形必须是很平滑的，可以不通过所有的点，而要求线两旁偏离的点分布较均匀。在画线时，个别偏离过大的点应当舍去，或重复实验校正之。采用作图法时至少要有五个以上的点，否则没有意义。

三、实验记录及实验报告

实验课前应认真预习，将实验名称、目的和要求、原理、实验内容、操作方法和步骤简单扼要地写在记录本中。

实验记录本应标上页数，不要撕去任何一页，更不要擦抹和涂改，写错时可以准确地划去重写，记录时必须使用钢笔和圆珠笔。

实验中观察到的现象、结果和数据，应该及时地直接记在记录本上，绝对不可以用单片纸作记录或草稿，原始记录必须准确、简练、详细、清楚。从实验课开始就应养成这种良好的习惯。

记录时，应做到正确记录实验结果，切忌夹杂主观因素，这是十分重要的。在实验条件下观察到的现象，应如实仔细地记录下来。在定量实验中观测的数据，如称量物的重量、滴定管的读数，测温计的读数等，都应设计一定的表格准确记下正确的读数，并根据仪器的精确度准确记录有效数字。例如，pH值为5.0不应写成5。每一个结果最少要重复观测两次以上，当符合实验要求并确知仪器工作正常后再写在记录本上，实验记录上的每一个数字，都是反映每一次的测量结果。所以，重复观测时即使数据完全相同也应如实记录下来。数据的计算也应该写在记录本的另一页上，一般写在正式记录左边的一页。总之，实验的每个结果都应正确无遗漏地做好记录。

实验中所用仪器的型号以及试剂的规格、化学式、分子量、准确的浓度等，都应记录清楚。以便于撰写实验报告并作为查找实验成败原因的参考依据。

如果发现记录的结果有怀疑、遗漏、丢失等，都必须重做实验。因为将不可靠的结果当作正确的记录，在实际工作中可能造成难以估量的损失。所以，在学习期间就应一丝不苟，努力培养严谨的科学作风。

实验结束后，应及时整理和总结实验结果，写出实验报告。下面列举实验报告的一般格式，供参考。

实验报告格式：

一、目的和要求

二、实验原理

三、原料、试剂与设备

四、实验操作步骤

五、实验结果及数据处理

六、实验讨论

在实验报告中，目的和要求、原理以及操作方法部分应简单扼要的叙述，但是对于实验条件（试剂配制及使用仪器）和操作的关键环节必须写清楚。对于实验结果部分，应根据实验课的要求将一定实验条件下获得的实验结果和数据进行整理、归纳、分析和对比，并尽量总结成各种图表，如原始数据及其处理的表格、标准曲线图以及比较实验组与对照组实验结果的图表等。另外，还应针对实验结果进行必要的说明和分析，讨论部分可以包括：关于实验方法（或操作技术）和有关实验的一些问题，如实验的正常结果和异常现象及思考题，进行探讨；对于实验设计的认识、体会和建议；对实验课的改进意见等。

实验一、鱼松的炒制（4学时）

一、实验目的和原理

鱼松是用鱼类肌肉制成的绒毛状，色泽金黄的调味干制品，其蛋白质含量高，含有人体必需的氮基酸，维生素B1、B2、尼克酸及钙、磷、铁的等无机盐也不少。鱼松易被人体消化吸收，对儿童和病人的营养摄取很有益处。

二、实验原料

   不同鱼类制成的鱼松其纤维长短、色泽深浅也不一，淡水鱼中青、草、鲢、鲤鱼等是加工鱼松的好原料。一般要6公斤鲜鱼加工1公斤成品。作为鱼松原料，质量要保证，通常用鲜度标准二级的鱼，变质鱼严禁使用。

三、工艺流程

    原料处理—→蒸煮—→去皮、骨—→拆碎、凉干—→调味炒松—→凉干—→包装、成品

四、操作方法

    1. 调味料的配制：可根据消费地区、对象的具体情况，将调味料配方作适当调整，使鱼松的风味，适合消费者的口味。调味液配方(供l5公斤原料调味) ： 原汤汁(猪骨或鸡骨汤)1公斤，水0.5公斤，酱油400毫升，白糖200克，葱、姜200克，花椒25克，桂皮150克，茴香200克，味精适量。配制时，先将原汤汁放入锅中烧热，然后倒入酱油、桂皮、茴香、花椒、糖、葱、姜等，最好将桂皮等五香料放在纱布袋中，连袋放入，以防夹带到鱼松的成品里去，待煮沸熬煎后，加入适量味精，即取出盛放瓷盘中，待用。

    2. 原料处理：新鲜鱼洗净去鳞后即进行腹开，取出内脏、黑膜等，再去头，充分洗净，滴水沥干。

    3. 蒸煮：将沥干的鱼放入蒸笼中，蒸笼底上要铺上湿纱布，防止鱼皮、肉粘着和脱落到锅中，锅中放清水（约为锅容量的1/3)，然后加热，等水煮沸l 5分钟，即可出鱼。

    4. 去皮骨：将煮熟的鱼乘热去皮拣骨、鳍、筋等，留下鱼肉，放入清洁白瓷盘内，在通风处凉干，并随时将肉撕碎。

    5. 调味与炒松：在洗净的锅中加入生油(最好是猪油)，等油熬熟，即将前述经凉干和拆碎的原料倒入并不断搅拌之后再用竹帚充分炒松，约20分钟，等鱼肉变成松状，即将调味液，洒在鱼松上，随时搅拌，直到色泽与味道均很适合为止，炒松要用文火，以防鱼松炒焦发脆。

    6. 凉放与包装：炒好的鱼松自锅中取出，放在方白瓷盘中，冷却后即行包装。用塑料食品袋包袋，袋装有100克、200克二种重量规格。

五、鱼松质量要求 

色泽金黄，内丝疏松，无潮团，口味正常，无焦味及异味，允许有少量骨刺存在。化学指标：水分12-16%，蛋白质52%以上。细菌指标：无致病菌，0.1克样品内无大肠杆菌。

实验二、鱼类鲜度的感官评定（2学时）

一、实验目的

掌握鱼类鲜度等级的划分和感官鉴定鱼类鲜度的方法，使学生获得评价鱼类鲜度的感性知识。

二、实验原理

鱼类死后，随着放置的时间延长鲜度会逐渐下降。鱼体鲜度下降是由于鱼体内生化变化及外界生物和理化因子综合的结果，这些结果往往又会表现在眼球塌陷、肌肉弹性下降、鳞片暗淡无光泽、肛门突出等感官指标上，我们通过这些感官指标进行合判断,就可以定性评定出鱼体的鲜度。

三、实验材料
各种不同鲜度的鱼类。

四、实验方法

1、通过人们的视觉、味觉、嗅觉、触觉判定不同鱼体的鲜度。

2、鲜度判定的标准(见下表)

感官评定鲜度的要点

	项 目
	部位
	评                 定

	
	
	新    鲜
	不  新  鲜

	外 观
	体 表
	鳞片有光泽，紧贴鱼体，有透明粘液。
	无光泽，鳞片脱落较多，有腐败味。

	
	眼 球
	眼球饱满，角膜透明，有弹性
	眼球塌陷，角膜白色混浊。

	
	鳃 部
	鳃色鲜红，粘液透明，无异味
	鳃色呈褐色，灰白色，有混浊粘液，有腥臭味或腐败味。

	
	肌 肉
	坚实弹性，手压后凹陷立即消失，无异味。
	松软，手压后凹陷不易消失，有酸臭味，肌肉易与骨骼脱离。

	
	腹 部
	内脏坚实有弹性，肛门紧缩。
	开始软化或破裂，表面发暗色，肛门突出 ，


五、鱼类感官鉴定分级标准

鱼类鲜度感官鉴定的评价标准，一般采用0~10分的分级标准对样品进行质量估价。一级：7~10分；二级：4~6分；三级：1~3分；变质、腐败为 0分。

六、问题与讨论

1、鱼体鲜度下降时，感官上会发生哪些变化？

2、如何用感官评定的方法鉴定鱼体的鲜度？

七、编写实验报告书

要求写出各种不同鲜度鱼类的感官评定结果。

实验三、调味酱煮海带加工（6学时）

一、实验原理

将淡干海带经过浸醋等处理后，以酱油作为主调料，并加入砂糖和其他调味料一起蒸煮，减少水分，使之具有浓厚的味道，然后用复合包装袋包装。

二、实验原料

    采用符合国家标准的淡干一、二级海带为原料，尽量选择色泽深褐至深黑、叶质宽厚的海带。将附着于海带表面的草棍、泥砂等杂物刷除，剔除不合格原料，切去根基部、梢部等不可食部分。

三、工艺流程

干海带—→浸醋处理—→切断与清洗—→沥水—→调味煮熟—→沥汁与冷却—→装袋与真空封口—→杀菌与冷却—→包装—→成品

四、操作方法

    1. 浸醋处理：目的是使海带变软。将海带浸入2%左右浓度的醋酸水中30s左右，然后放置6—8h，让醋液充分渗透，使海带回软。

    2. 切断与清洗、沥水：将海带切成丝状或小片状。用清水充分洗去海带上附着的污泥等杂质。然后沥干水分。

    3. 调味煮熟

1) 调味液的配制：调味液的基本配方：每10kg原料海带，加入酱油15-20kg、砂糖8-12kg；味精1.0-1.5kg、水30kg，其他调味料须根据各地的生活习惯和口味要求而定。

    2) 调味煮熟：将调味液放入夹层锅中，通蒸汽加热，待烧开后加入沥水后的海带，煮2h左右，用糖度计测得调味液糖度为40-45度。

    4. 沥汁与冷却：将煮熟的海带放入沥汁容器，并快速吹风冷却至室温。

    5. 装袋与真空封口：技规定重量采用NY/PE袋装袋。将包装袋口擦净，立即进行真空密封热合。真空度控制在-53.3kPa(400mmHg柱)。热合封口须牢固。

6. 杀菌与冷却：采用90℃热水杀菌40min。杀菌结束，立即用冷水冷却至室温。

实验四、淡碱酶水解法提取鱼肝油（6学时）

一、目的与要求

1. 学习和掌握鱼肝油提取的基本原理和精制方法。

2. 熟悉和掌握鱼肝油提取的基本操作。

3. 计算鱼肝油的成品率。

二、实验原理

鱼肝内油脂一般以两种形态存在，一部分在肝脏细胞中呈游离状态，一部分与蛋白质等 结合构成细胞原生质。前者容易分离，后者用普通方法难以分离出来，甚至也难以用普通的溶剂自细胞中提取出来。为此，采用淡的碱液和，将鱼肝油蛋白质组织分解，破坏蛋白质与肝油见的结合关系，从而比较充分地分离鱼肝油，此种方法即称为淡碱水解法。与蒸煮法相比，淡碱水解法不但出油率和维生素含量均较高，而且碱液还能中和原料中的游离脂肪酸，并有一定的脱色作用，因而肝油的颜色淡、酸价低。淡碱水解法一般适用于多脂鱼肝原料。

三、材料、试剂和仪器

1. 材料：大鲨肝、小鲨肝、马面鱼肝、鳐肝等。

2. 药品：烧碱、pH试纸、精盐、。

3. 仪器：烧杯、恒温水浴锅、粉碎机或组织捣碎机、低速离心机、过滤器、电炉、冰箱、电子天平、电动搅拌机、滴定架。

四、工艺流程

鱼肝→切碎→加碱调pH→酶水解→过滤→离心分离→盐析→离心分离→水洗→离心分离（→低温处理→冷滤→清鱼肝油）

五、操作方法

1. 原料处理：经验收合格的新鲜原料或解冻原料，在操作台上剔除金属杂物。盐藏鱼肝油必须脱去食盐，以免水解时发生严重的浮浊液。造成分离困难。用搅拌机或组织捣碎机将鱼肝油捣碎，使鱼肝在水解时能充分地与碱液接触，从而提高鱼肝油出油率

2. 水解：将肝浆倒入水解锅中，加入一定比例的水，搅拌加热至40℃时，再加入一定量的预先配成一定浓度的碱液，使水解的pH值达到9。然后在此pH值的条件下，继续加热到80℃。待肝浆无粘性时，则显示肝浆水解完全。水解时间大约需要1至2小时。因肝的品种不同而异。水解完全后继续保温至80℃，以待分离。

水解过程是淡碱水解法的重要工序，对肝油质量和出油率影响极大。

A. 碱的饿用量和碱液浓度   碱的用量要适中。过多会使肝油皂化，不但曾加损耗，而且会形成乳浊液，增加分离困难；过少则水解不完全，影响鱼肝油出油率和成品质量。因此，碱的用量要看鱼肝油的种类、新鲜程度、含油量及含盐量等因素而确定。总的要求是新鲜鱼肝的肝浆在水解时应保持pH9，而盐藏鱼肝油应保持pH10。

	鱼肝油的种类
	碱的含量（肝重的%）

	
	新鲜肝
	盐藏肝

	鲨鱼肝
	0.3-1.5
	0.4-3.3

	鳐鱼肝
	0.8-1.5
	1.8-3.3

	黄鱼肝
	1.8-2.0
	3-3.5


碱液的浓度也很重要，若过浓，在加入时就容易与油脂皂化，造成肝油损失。碱浓度的确定，主要根据鱼肝的种类而定，含油量少的鱼肝，碱液浓度可以浓一些，含油量多的鱼肝，则可以淡一些。例如：新鲜或盐藏的大黄鱼肝或鳗鱼肝，碱液浓度约为6-10%新鲜或盐藏的小鲨肝和鳐鱼肝，约为3-5%，新鲜或盐藏的大鲨肝：约为1.5-2.5%。

B. 加水量：水量的多少对水解的好坏影响很大，若加水量不足，不仅搅拌不均匀，而且影响蛋白质的水解速度，同时也不利于离心分析。反之水量过多，会冲淡碱液的浓度，增加碱液的饿消耗，增大水解液体积，延长分离时间。在实际生产中加水量一般为：新鲜的大小鲨肝和鳐鱼肝与水的比例为1/1，大黄鱼肝、鳗鱼肝和盐藏的大鲨肝有水的比例为3/2，盐藏的小鲨肝与水的比例为2/3。

C. 水解的温度与时间：在水解过程中，适当加热可促进蛋白质的水解速度，同时由于油的粘度降低，而易于分离，适当加热可以破坏肝脏的油脂肪酶，除去一些易挥发的臭味物质。水解温度一般在80℃为宜，但开始加碱时的温度要低，约40℃，因为温度高，蛋白质凝固的较紧密，会延长水解时间另外油脂在高温下，突然与碱接触，就会产生大量肥皂，肝油被损失。同时，皂化物的形成给分离带来困难。所以一般是先加热到40℃加碱，待加碱完毕，再加热到80℃。

水解时间，因肝的品种不同而不同，一般含油量较高的新鲜鱼肝，水解时间约为1小时。含油量低的新鲜鱼肝，水解时间约为2小时。但同一种鱼肝，因盐藏肝的蛋白质的结缔组织变硬，不易水解，所以水解时间要比新鲜鱼肝时间延长。

3. 分离、盐析、水洗   

A. 分离：水解液的分离，多采用离心机分离。

B. 盐析：盐析时将配成15%浓度的盐水，在不断搅拌下加入肝油中，加入量为肝油的10-15%，加热至80℃再进行第二次分离。

C. 水洗：第二次分离后的肝油中还有一部分碱，必须用热水洗数次，直至洗涤水呈中性为止。洗油时油和水的比例为1：1。方法是将水加热至80℃，然后加入肝油中并不断地搅拌，温度保持在80℃，静置25-30分钟，待油水分层后，水从底部放出。如此反复水洗数次。直至洗涤水呈中性为止。

4. 低温处理：肝油中约含有30-40%的固体脂肪，凝固点较高，在低温季节便会析出结晶，影响产品质量，因此必须进行低温处理。

其方法是将粗制鱼肝油自然冷却至室温，置于7-10℃的预冷室内预冷一星期，再置于-2-4℃的低温处放置3天以上。然后进行压滤，获得肝油即为清鱼肝油。

七、问题与讨论

1. 淡碱水解法提取鱼肝油，影响其出油率的因素有哪些？

2. 提取过程中，分离、盐析和水洗目的是什么？

实验五、甲壳素的制备（6学时）

一、目的和要求

1. 掌握甲壳素制备的原理，了解制备过程的操作方法。

2. 基本掌握甲壳素制备的工艺过程和技术要求。

3. 计算甲壳素的成品率。

二、实验原理

甲壳素(chitin)是一种天然高分子化合物，化学名称为2-乙酰胺基-2-脱氧-β-D-葡糖的聚合体。甲壳素不溶于稀酸、稀碱，故又称不溶性甲壳素。甲壳素经浓碱处理，分子中的乙酰基逐渐水解脱除。当脱乙酰基达到一定程度时，可溶于稀酸形成胶体溶液，脱乙酰基甲壳素又称可溶性甲壳素或壳聚糖(chitosan)。实验以虾壳或蟹壳为原材料，利用碱法生产甲壳素。

三、材料、试剂和仪器

1. 材料：虾壳、蟹壳等。

2. 药品：NaOH、HCl、KMnO4、NaHSO3、pH试纸。

3. 仪器：烧杯、电炉、铁锅、干燥箱、组织捣碎机。

四、工艺流程

虾壳或蟹壳→浸酸（脱碳酸钙）→水洗→烧碱煮→脱色→水洗→干燥→粉碎→成品甲壳素

五、操作方法

1. 浸酸。称取一定量虾壳或蟹壳装入烧杯中，倒入10%的盐酸溶液浸泡8小时，以脱去原料中的碳酸钙。

2. 清洗。将已泡好的壳用清水冲洗2~3次，直至pH值为中性。

3. 浸碱蒸煮。将壳放入锅中，用沸腾的烧碱煮1~1.5 h，保持碱浓度为6~8%左右，以除去蛋白质兼皂化脂肪与部分脱色。

4. 脱色。将已煮好的壳用1%的KMnO4溶液浸泡1~2 h，用清水洗净，然后用1%~1.5%的NaHSO3溶液浸泡1 h。

5. 水洗。将经脱色处理的壳用清水洗至pH呈中性。

6. 烘干。将洗净的壳放入干燥箱中烘干。

7. 成品。将烘干后的壳经组织捣碎机捣碎即为成品甲壳素。

六、实验结果及数据处理

计算：根据投入的原料量和成品量计算出成品率。

七、问题与讨论

1. 提取过程中，浸酸、浸碱的目的是什么？

实验六、鱼肉中挥发性盐基氮的测定（4学时）

一、目的与意义

挥发性盐基氮属于蛋白质分解产物，这些分解产物的含量与动物性食品的新鲜程度有明显的对应关系。故此指标可用于评价动物性食品的新鲜度。

二、实验原理

蛋白质分解后产生的碱性含氮物质，如伯胺、仲胺及叔胺等具有挥发性，在氯化镁碱性条件下蒸馏以氨的形式释效，再用酸滴定以定量，所得结果为挥发性盐基氮。

三、仪器与试剂

1. 微量凯氏定氮器，微量滴定管。

2. 1%氧化镁混悬液：称取1.0g氧化镁，加100ml水，振摇成混悬液。

3. 2%硼酸液：称取20g硼酸溶解在少量蒸馏水中，再稀释至1000ml。

4. 混合指示液：0.2%甲基红乙醇溶液与0.1%次甲基蓝溶液，临用时等量混合。

5. 0.01mol/L盐酸标准溶液。

四、操作步骤

将样品除去脂肪、骨及腱后，切碎搅匀，称取10g，置于锥形瓶中，加100ml水，不时振摇，浸渍30min后过滤，滤液置冰箱备用。预先将盛有10ml吸收液并加有5～6滴混合指示液的锥形瓶置于冷凝管下端，并使其下端插人锥形瓶内吸收液的液面下，吸取5.0ml上述样品滤液于蒸馏器反应室内，加5ml l％氧化镁混悬液，迅速盖塞，并加水以防漏气，通入蒸气，待蒸气充满蒸馏器内时即关闭蒸气出口管，由冷凝管出现第一滴冷凝水开始计时，蒸馏5min即停止，吸收液用0.01mol／L盐酸标准溶液滴定，终点至蓝紫色。同时做试剂空白试验。

五、实验结果及数据处理

    实验结果按下式计算：

式中：Xl------样品中挥发性盐基氮的含量，mg/100g 

Vl------测定用样液消耗盐酸标准溶液体积，ml

V2------试剂空白消耗盐酸标准溶液体积，ml

M-------盐酸标准溶液的摩尔浓度，mol/L

14-------1mol/L盐酸标准溶液1毫升相当氮的毫克数

m----- 样品质量，g

设计性实验指导书

实验项目性质：本实验是食品科学与工程专业水产品加工方向的学生在学习了《水产食品加工学》这门课程之后，将其课堂上学习的水产品加工理论知识应用到生产实践的一个设计性试验。该实验是由学生自己设计鱼糜制品（鱼丸）的配方和生产工艺。通过实验可以实现以学生自我训练为主的教学模式，使学生更好地掌握实验原理、操作方法、步骤，全面了解掌握鱼糜制品弹性形成的机理、掌握鱼糜制品制造的技术原理、掌握影响鱼糜制品弹性的因素。培养学生思考问题、分析问题和解决问题的能力，提高学生的创新思维和实际动手能力，提高学生驾驭知识的能力，培养学生事实求是的科学态度，百折不挠的工作作风，相互协作的团队精神，勇于开拓的创新意识。通过开展这项工作，将有利于学校培养社会所需要的高素质、创新型人才。

所属课程名称：水产食品加工学

计划学时：30

实验一、冷冻鱼糜及鱼糜制品的生产（10学时）

一、实验目的

1、掌握冷冻鱼糜的生产原理和工艺技术；抗冻剂防治鱼肉蛋白质冷冻变性的作用；鱼肉蛋白质变性的特征变化。

2、掌握鱼糜制品弹性形成的机理及其影响弹性的因素。

3、掌握鱼糜制品制造的生产技术。

4、掌握鱼糜凝胶化和凝胶劣化的性质。

5、学习鱼糜制品弹性感观检验方法。

二、设计指标

设计的鱼糜制品（鱼丸）主要考虑如下质量指标：1、鱼丸的凝胶强度；2、鱼丸的风味；3、鱼丸的香气；4、鱼丸的产品成数5、鱼丸的白度；6、鱼丸的水分。

三、实验要求

1、要求学生首先查资料，搞清楚不同鱼种在制作冷冻鱼糜时形成凝胶的特性，熟悉冷冻鱼糜的制作工艺过程，了解其相关的机械设备。

2、学生自己设计鱼糜制品（鱼丸）的配方和生产工艺。按5人为一实验小组，学生自己拆装、调试设备。各实验小组自己根据鱼糜制品制造的技术原理、影响鱼糜制品弹性的因素，各组自己制定鱼丸生产工艺，产品配方，用各实验小组自己制造的冷冻鱼糜原料制造鱼丸。各实验小组要提前一星期，把自己制定鱼丸生产工艺，所需工具，产品配方报实验室老师，由实验室老师准备、购买。指导教师只对关键工序进行指导。

3、要求学生在生产过程中严格按照生产规范和卫生标准进行，加强食品质量与安全意识。

四、实验（设计）仪器设备和材料

CW-300型采肉机；精虑机；SIM-F124型刮冰机；HSN-42型慢速搅拌机；HR-2839型搅拌机；高速搅拌机；CYL-300型鱼肉成丸机；SDG-230型三龙冷柜；KG22V11西门子冰箱；温度计；厨刀、砧板；弹簧秤、包装袋等；鱿鱼；抗冻剂（食用级）；增鲜剂（食用级）；辅料（食用级）；香辛料（食用级）。

五、调试及结果测试

1、冷冻鱼糜的生产

工艺流程：

原料验收→原料处理→采肉→漂洗→脱水→精滤→搅拌→包装→冻结→成品→冷藏

操作要点：

l、原料验收：（1）采用鱿鱼6公斤，鱼体完整，，肌肉富有弹性，骨肉紧密连接，鲜度应符合一级鲜度。（2）原料鱼条重150克以上。

2、原料处理：（1）原料鱼用清水洗净鱼体，除去鱼皮和内脏。（2）用流水洗净鱼体表面粘液和杂质，洗净腹腔内血污、内脏和黑膜，水温不超过15度。

3、采肉：（1）原料处理后，进入采肉机采肉，将鱼肉和皮、骨分离。（2）采肉操作中，要调节压力。压力太小，采肉得率低；压力太大，鱼肉中混入的骨和皮较多，影响产品质量。因此，应根据生产的实际情况，适当调节，尽量 使鱼肉中少混入骨和皮。同时，要防止操作中肉温上升，以免影响产品质量。（3）采肉得率应控制在60%左右。（4）采肉工序直接影响产品质量和得肉率，应仔细操作。

4、漂洗：（1）漂洗的目的除去脂肪、血液和腥味，使鱼肉增白，同时，除去影响鱼糜弹性的水溶性蛋白质，提高产品的质量。（2）漂洗方法采肉后的碎鱼肉，放于漂洗塑料盆中，加入5倍量的冰水，慢速搅拌漂洗。反复漂洗3次。根据原料鱼鲜度，确定漂洗次数，一般来说，鲜度高的鱼可少洗，鲜度差的鱼应多洗。漂洗时间为15-20分钟。（3）漂洗条件的控制漂洗水的温度应控制在10度。漂洗水的PH值应控制在6.8-7.3。最后一次漂洗时，可加人0.2%的食盐，以利脱水。

5、脱水：漂洗以后的鱼肉，装进尼龙布袋挤压脱水。脱水与制品的水分含量、得率都有关。脱水后的鱼肉含水量应控制在80-82%。用手挤压指缝没水渗出。

6、精滤：（1）脱水后的鱼肉，进入精滤机，除去骨刺、皮、腹膜等，精滤机的孔径为1.5-2毫米。（2）在精滤过程中，鱼肉的温度会上升2-3度。在该操作过程中，鱼肉温度应控制在10度以下，最高不得超过15度。必要时．先降温。

7、搅拌：（1）为防止鱼肉蛋白冷冻变性，在搅拌过程中加入鱼肉重量的5.5%白砂糖、0.15%三聚磷酸钠、0.15%焦磷酸钠等添加物, 搅拌时间为3-5分钟。（2）在搅拌过程中，鱼肉的温度应控制在10度以下，最高不得超过15度。以防温度升高影响产品质量。

取250克鱼肉不加防蛋白质冷冻变性的物质,不需搅拌，直接包装冻结，作为做鱼肉蛋白质冷冻变性特征变化的试验，采用不同颜色塑料包装，并做好包装记号。

8、包装：(1)包装袋采用有色聚乙烯塑料袋，以便于识别破袋。塑料袋的卫生质量应符合GBn84《聚已烯成型品卫生标准》之有关规定。(2)搅拌后的鱼糜，定量装人聚乙烯袋中，每袋250克，厚度1厘米。

9、冻结：装袋封口后，立即送入冰箱速冻柜冻结，并贮藏于速冻柜作为做鱼糜制品试验，和了解蛋白质冷冻变性特征变性试验用。

（二）鱼糜制品（鱼丸）的生产

1、每实验组使用冷冻鱼糜250克计、按照自己设计的配方称好配料。

2、鱼丸制造原理技术：冷冻鱼糜---切碎---放在不锈钢盆里---加25—50g碎冰（用铝盆加冰水作为冷却套，冷却全擂溃过程的鱼糜温度并控制在12度以下）---先加盐用饭匙擂溃15-20分钟、（盐、分 2次加入间隔时间3分钟）---加植物油、等调味料擂溃3分---加淀粉擂溃均匀，(用小型斩拌机斩拌时间控制在5—7分钟由各实验组自设计斩拌时间）、用饭匙手工成型---进入常温水中---进入100度水中加热煮熟。如使用北海天鲜的冷冻鱼糜原料时，各组都采用本工艺技术。

3、按鱼丸制造原理技术、配方制作，成型后的鱼丸放在40-45度温水中15分钟后再进入100度水中加热煮熟，和直接加热煮熟的鱼丸比较弹性。

4、按鱼丸制造原理技术、配方制作，成型后的鱼丸放在60度温水中10分钟后再进入100度水中加热煮熟，和直接加热煮熟的鱼丸比较弹性。 

5、按配方，全部配方材料一起加入擂溃5分钟，用饭匙手工成型---进入常温水中---进入100度水中加热煮熟。和直接加热煮熟的鱼丸比较弹性。

6、冷冻鱼糜不加盐擂溃，其他工艺配方操作规程一样，加热煮熟后和采用鱼丸制造原理技术制造的鱼丸测试弹性对比。

7、没有加抗冻剂的冷冻鱼糜，按鱼丸制造原理技术、配方另加冷冻鱼糜重量5.5%白砂糖、0.15%三聚磷酸钠、0.15%焦磷酸钠等添加物,制作鱼丸。加热煮熟后和有加抗冻剂的冷冻鱼糜，采用鱼丸制造原理技术制造的鱼丸测试弹性对比。

（三）冷冻鱼糜及其制品的质量评定

1、计算冷冻鱼糜及其制品得率。

2、由指导教师、实验室老师和各实验小组代表1-2人组成实验评价小组，对各实验小组制造的鱼丸的质量指标进行评定。鱼丸的质量指标包括凝胶强度（弹性）、味、香、产品成数、白度、水分等。各项质量指标所占比例如下：

（1）鱼丸的凝胶强度30%；（2）鱼丸的风味15%；（3）鱼丸的香气15%      （4）鱼丸的产品成数20%；（5）鱼丸的白度10%（6）鱼丸的水分10% 

六、考核形式

    考核：现场提问、分析问题、解决问题。

七、实验报告要求

    1、每人一份实验报告。

    2、严格按照试验步骤注意记录试验数据，分析试验结果。

    3、指出试验过程中存在的问难，并提出相应的改进方法。

八、思考题

    1、生产冷冻生鱼糜有何意义？其加工原理和工艺是怎样的？

    2、以冷冻生鱼糜为原料加工鱼糜制品应注意些什么问题？

    3、详细叙述以新鲜鱼为原料生产鱼糜制品的加工工艺及关键控制工序。

    3、鱼糜制品弹性的形成的机理及其影响因素？如何提高鱼糜制品的弹性？

    4、什么是鱼糜的凝胶劣化？引起鱼糜凝胶劣化的生化原因是什么？可以采取什么方法减轻鱼糜凝胶劣化现象？

    5、温度控制在鱼糜制品加工中有什么样的重要性，并说明其原理。

6、如何判定一种原料鱼是否适合于加工鱼糜制品？ 

7、鱼糜制品的质量指标包括哪些？如何测定鱼糜制品的质地状况？

8、鱼糜制品的变质主要由什么引起？怎样防止？

实验二、贻贝水解产物的ACE抑制活性检测（实验10学时）

一、目的和要求

1. ACE抑制活性的检测方法。

2. 贻贝酶水解的艺过程和技术要求。

3. 水解产物的ACE抑制活性。

二、实验原理

贻贝资源非常丰富，价格低廉，蛋白质含量高。源于水产食品蛋白质安全性高，无副作用。通过Alcalase碱性蛋白酶的水解作用，其产物具有ACE（血管紧张素酶）抑制活性。

三、材料、试剂和仪器

1. 材料：贻贝等。

2. 药品：NaOH、ACE（血管紧张素酶）、Alcalase碱性蛋白酶、HHL（马尿酰组氨酰亮氨酸）、HEPES（N-羟乙基哌嗪-N’-2一乙烷磺酸酯）、NaCl、ACE抑制剂。

3. 仪器：酶标仪、组织捣碎机、离心机、酶反应器、超级恒温水浴锅、烧杯、电炉、容量瓶等

四、操作方法

1. 贻贝抗氧化活性成分的制备

准确称取新鲜贻贝100 g，用组织捣碎机捣碎，加蒸馏水溶解，调pH至7.0左右加入一定量Alcalase碱性蛋白酶，水解过程中，滴加 1N的NaOH使pH保持在酶作用的最适pH。水解 3 h后结束反应，在水解过程中间隔取一定的水解液，加热煮沸10 min灭酶，离心取上清液备用。

2. 溶液配制

①HHL（1.0mmol/L）：取3.994 g HHL加基质缓冲液，定容至10 mL，溶解混合，置4℃避光放置。

②基质缓冲液：HEPES 1.910 g，NaCl 1.755 g，用双蒸馏水溶解后，用 NaOH 调到pH=8.3 再用补充水100 mL，置4℃备用。

3.  ACE抑制活性的测定

采用HHL作为ACE的底物，按表1添加各反应组分，用酶标仪测定各分离组分的ACE抑制活性，测定波长为340 nm。设空白孔的初始吸光度为Al，样品孔的初始吸光度为Bl，在37℃的环境中反应30min后再次测定在340nm的吸光度，反应后空白孔的吸光度为A2，样品孔的吸光度为B2，计算样品的抑制率，再根据各组分浓度(C)分别计算出其相对抑制活性。空白的吸光度减少值A=Al-A2，样品的吸光度减少B=(B1-B2)，抑制I=（A-B）/A，相对抑制活性=I/C。各组分的浓度计算公式：蛋白质浓度（mg/mL）=1.5×A280。

表1  ACE 抑制活性的测定

	
	空白孔（μL）
	样品孔（μL）

	ACE(0.1/mL)
	10
	10

	HHL(mmol/L)
	50
	50

	基质缓冲液2
	40
	0

	ACE抑制剂
	0
	40


五、问题与讨论

1.不同水解时间其ACE抑制活性如何变化，请找出其变化规律？

实验三、贻贝水解产物的清除自由基活性检测（实验10学时）

一、目的和要求

1. 掌握清除自由基活性的检测方法。

2. 掌握贻贝酶水解的工艺过程和技术要求。

3. 检测水解产物的清除自由基活性。

二、实验原理

贻贝资源非常丰富，价格低廉，蛋白质含量高。源于水产食品蛋白质安全性高，无副作用。通过Alcalase碱性蛋白酶的水解作用，其产物具有清除自由基活性。

三、材料、试剂和仪器

1. 材料：贻贝等。

2. 药品：DPPH• 、无水乙醇、TBHQ、维生素E、Alcalase碱性蛋白酶、NaOH。

3. 仪器：分光光度计、烧杯、电炉、组织捣碎机、容量瓶、比色皿、离心机、酶反应器、超级恒温水浴锅。

四、操作方法

1. 贻贝抗氧化活性成分的制备

准确称取新鲜贻贝100 g，用组织捣碎机捣碎，加蒸馏水溶解，调pH至7.0左右加入一定量Alcalase碱性蛋白酶，水解过程中，滴加 1N的NaOH使pH保持在酶作用的最适pH。水解 3 h后结束反应，加热煮沸10 min灭酶，离心取上清液备用。

2. 溶液的配制

①DPPH•溶液的配制：称取0.0986 gDPPH•用无水乙醇溶解于250 ml容量瓶，定容，摇匀，作为储备液（1×10-3 mol/L），于0~4℃中存放，用时将储备液稀释至1×10-4 mol/L。

②50%乙醇溶液配制：量取分析纯乙醇试剂与双蒸水按1:1的比例混合摇匀。

③TBHQ溶液的配制：用50 %乙醇配成1×10-5 g/ml浓度的备用液。

④维生素E：用无水乙醇配成1×10-4 g/ml浓度的备用液。

⑤贻贝水解液用50%乙醇溶液配成1×10-3 g/ml。

3. 测定步骤

    在10 mL比色管中，加入4 mL DPPH•溶液，然后分别加入4 mL不同浓度的贻贝提取液，充分混合后，在室温下静置30 min。在最大波长（517 nm）处，测定各吸光度（A）。以蒸馏水为空白调零，每一吸光度平行测3次，取其平均值。以TBHQ和维生素E作比较，按照DPPH方法测定517 nm下的吸光度，计算自由基清除率。

4. DPPH•的清除率的计算

清除率S（%）=（1-（ eq \o(\s\up 9(—),A)i- eq \o(\s\up 9(—),A)j）/ eq \o(\s\up 9(—),A)0）×100%      

式中： eq \o(\s\up 9(—),A)I 为加完样品后的DPPH溶液的吸光值；

        eq \o(\s\up 9(—),A)j 为DPPH溶液的溶剂和样品混合后的吸光值；

            eq \o(\s\up 9(—),A)0 为未加样品的DPPH溶液的吸光值。
五、问题与讨论
1. 请比较贻贝水解产物与其它来源的样品清除自由基活性。

综合性实验指导书

实验项目性质：本实验是食品科学与工程专业水产品加工方向的本科生在修完《水产食品加工学》这门课后，对所学的有机化学、食品化学、食品酶学、食品生物化学、食品分析和食品工程原理等基础知识应用到生产实践中。该实验内容多、涉及面广、实用性强，对培养水产品精深加工的高技术人才十分重要。

所涉及课程：水产食品加工学、食品化学、食品酶学、食品生物化学、食品分析、食品工程原理等。

计划学时：90学时
实验一、鱿鱼加工下脚料的综合利用（30学时）

一、实验目的

1、掌握鱼类内源酶的种类及其蛋白质酶解的作用机理。

2、掌握一些单元操作过程的原理如离心分离、蒸发浓缩、喷雾干燥等。

3、掌握鱼油的提取过程及其原理。

4、熟练掌握产品的质量分析技术，如基本成分粗蛋白、粗脂肪、非蛋白氮、α-氨基氮、灰分、水分等的分析；脂肪酸组成分析；油脂的理化性质分析等。

5、掌握水产品综合利用加工技术。

二、实验内容

1、鱿鱼加工下脚料的前处理；

2、鱿鱼加工下脚料的酶解；

3、酶解液的离心分离；

4、蛋白部分进行浓缩、喷雾干燥制备蛋白营养粉；

5、蛋白粉和鱼油成分和理化性质分析。

三、实验仪器设备和材料清单

    1、实验材料：鱿鱼加工下脚料，由舟山兴业有限公司提供。鱿鱼新鲜采肉后即为下脚料（包括鱿鱼皮、内脏），取出内脏打浆后于-18℃冻藏备用；将鱿鱼皮铰成肉糜于-18℃冻藏备用。

2、实验试剂：氯仿AR；甲醇AR；正己烷AR；邻苯二甲酸氢钾AR；浓硫酸AR；乙醚AR；丙酮AR；磷酸二氢钾AR；无水硫酸钠AR；氢氧化钠AR；

95%乙醇AR；冰乙酸AR；硫代硫酸钠AR；氯化钠AR；氢氧化钾AR；盐酸AR；硫酸铜AR；硫酸钾AR。

3、实验仪器

TJ12-A型绞肉机，不锈钢锅，恒温水浴锅，酸度计，离心机，煤气灶，凯式定氮仪，索氏抽提仪，马福炉，真空干燥箱，气相色谱仪，喷雾干燥机，温度计，常用的玻璃仪器等。

四、实验要求

1、要求学生能独立操作每一个实验步骤，了解和掌握其相关的原理，培养学生熟练的试验操作。

2、要求学生能利用一些实验设计方法如正交试验设计设计实验方案，认真记录实验数据，并通过数据处理分析实验数据，分析试验结果。

3、要求学生能适当了解一些科研过程，培养学生发现问题、分析问题、解决问题的能力。

五、实验步骤及结果测试

    1、实验的工艺流程

2、鱿鱼下脚料内源酶自溶水解过程

鱿鱼下脚料用绞肉机捣碎，按料液比1:3加入水量，并用NaOH溶液调pH7.5，摇匀，置于50℃恒温水浴中让蛋白质自溶2h，酶解过程中不时搅拌。酶解液离心，下层为蛋白酶解液，上层即为粗鱼油。

注意：计算鱼油的得率=粗鱼油质量/原料质量，并观察鱼油的颜色、状态和气味等，分析粗鱼油的理化性质，方法按照实验步骤6的要求进行。

3、离心分离后获得酶解液采用蒸发浓缩，然后采用喷雾干燥制成蛋白营养粉。注意：计算蛋白营养粉的得率。

4、蛋白营养粉的基本成分分析

（1）水分：常压干燥法

（2）灰分： 550℃灰化法

（3）粗脂肪：索氏抽提法

（4）粗蛋白：微量凯氏定氮法 

（5）非蛋白氮：微量凯氏定氮法

（6）α-氨基氮：电位滴定法

5、离心分离后获得粗鱼油，然后对鱼油的理化性质和脂肪酸组成进行分析

（1）鱼油的理化性质分析

酸值的测定参照GB/T5530–1998；过氧化值的测定参照GB/T5538–1995；碘值的测定参照GB/T5532–1995；皂化值的测定参照GB/T5534–1995；水分及挥发物的测定参照GB/T5528-1995。

（2）鱼油的脂肪酸组成分析

样品甲酯化：将0.5 g鱼油放入一具塞试管中，加入5mL 0.5 mol/L 氢氧化钾的甲醇溶液，于60℃水浴中振荡30min，然后向混合物中加入5mL正己烷，摇匀后再静置2min。上清液用于气相色谱分析。

气相色谱分析条件：岛津GC - 14B 气相色谱仪；FFAP 石英毛细管柱，30m ×0. 25mm（内径）×0. 25 um（膜厚）； 检测器F ID；进样口温度250℃，检测器温度250℃；色谱柱升温程序：190℃保留15min，以5℃/min升至230℃，直到分析完成；载气为氮气，压力为500kPa，空气压力为50kPa，氢气压力50kPa， 尾吹起压力200kPa；分流方式进样，分流比40∶1，进样量1μL。

脂肪酸定性与定量：将各种脂肪酸甲酯的标准样品的标准液和样品甲酯化后的溶液在相同条件下分别进样，进样量为1μL，以脂肪酸甲酯的标准样品峰的保留时间进行定性，确定样品中的脂肪酸甲酯的样品峰，用面积百分比法进行定量(不计溶剂峰面积)，以确定各种脂肪酸的相对百分含量。

六、考核形式

考察：采用现场提问、分析问题、解决问题。

七、实验报告要求

    1、每人一份实验报告。

    2、严格按照试验步骤注意记录试验数据，分析试验结果。

    3、指出试验过程中存在的问难，并提出相应的改进方法。

八、问题与讨论

   1、鱼类的内源酶的种类和存在的部位？

   2、鱼类自溶酶解得作用机理？影响自溶的因素有哪些？

   3、离心分离、喷雾干燥、蒸发浓缩的原理？

   4、鱼油的提取方法有哪些？鱼油中的生理活性成分有哪些？浓缩富集的方法有哪些？

   5、产品基本成分（蛋白质、脂肪、水分、灰分、非蛋白氮、α-氨基氮）分析的方法及其原理？

   6、影响油脂质量的理化性质有哪些？

7、油脂的脂肪酸组成分析方法？

实验二、蛋白胨的制备（30学时）

一、目的和要求

    1. 学习以低值杂鱼或鱼粉为原料，用AT3942中性蛋白酶作水解剂，制备蛋白胨的原理和方法。

2. 初步掌握制备蛋白胨的有关操作技术。

3. 计算成品率和原辅材料成本。

二、实验原理

蛋白质是由无数氨基酸缩合而成的高分子化合物，其结合方式可以下列反应式表示。

        R1               R2                R3
    CH      +        CH      +        CH  + ···   ——→

 HOOC    NH2    HOOC    NH2     HOOC    NH2
                  R1         R2            R3
（n-1）H2O +      CH         CH            CH      
       HOOC    NH — CO    NH — CO    NH

当蛋白质在酸、碱酶或高温高压下，分子上的肽键（-CO-NH-）逐渐断裂而水解成眎、胨、多肽、氨基酸等。故酸碱度、温度、时间等水解条件的不同，眎、胨、多肽、氨基酸所生成的量也不同，因此，控制一定的水解条件，就可以决定水解产物的成分是眎、或是胨、或是氨基酸，从而确定生产蛋白眎、蛋白胨或氨基酸的工艺条件。

三、试剂和仪器

1. 试剂：新鲜杂鱼或鱼粉；石灰或氢氧化钙；工业硫酸；工业氨水；冰醋酸；AT3942中性蛋白酶。

2. 仪器：100℃温度计；尼龙布；布氏漏斗；各种烧杯；恒温水浴锅；自动温度控制器；电炉；抽滤瓶；玻璃喷射水泵；pH滤纸或酸度计；电动搅拌机；高压消毒锅。

三、工艺流程

水解：

                     中性蛋白酶、石灰或氨水

             新鲜杂鱼——————————​——→水解液

                    50~55℃  8小时  pH8~9  

过滤：                      除蛋白：
          粗滤、细滤                      用石灰或氨水过滤

​​—————→滤液              —————————→滤液

           真空过滤                        pH9.5  加热至沸

除酸性蛋白：                浓缩：
     H2SO4或HAC静置        真空薄膜          喷雾干燥

————————→滤液  —————→浓缩液—————→蛋白胨干粉
      pH 5加热、过滤         波美90~100
四、操作方法：

    1. 水解：将鱼粉500克，水2000毫升置于玻璃烧杯中，在不断搅拌之下，加入石灰水，调pH至3.5，开始加热，温度保持在50±1℃，加入AT3942中性酶（加入重按1克鱼粉加3000单位蛋白酶）。水解8小时后停止加热。

    2. 除异性蛋白：水解结束后，在水解液中加石灰水调pH至9.5，放入压力锅内加热1小时，压力保持在1.4公斤。降温后过滤，滤液中加硫酸。在不断地搅拌之下调整pH至4.0。低温（10℃以下）放置24小时，吸上清液，残渣经水洗后，洗液与上清液合并。

    3. 浓缩：上述滤液在常压下煮沸浓缩或在真空下进行浓缩，浓缩至波美度至9~10。

    4. 干燥：浓缩液分装于搪瓷盘内，90℃以下真空干燥或直接进行喷雾干燥而得成品。

    5. 包装：蛋白胨成品是粉状物，极易吸潮，故包装要迅速，装入玻璃瓶后，必须马上盖紧瓶盖，以确保密封。

五、成品质量

1. 溶解度：取样品10g，加蒸馏水500ml，摇匀，应在30分钟内全部溶解。

2. 色泽：淡黄色或黄色。

3. pH值：取上述之2％溶液，测定pH值应在4.5~7.0之间。

4. 透明度：上述溶液加热煮沸，放3分钟，应透明。

5. 沉淀：将上述溶液调节至pH9.2，放入试管中，塞上棉花塞，高压灭菌（1公斤压力）20分钟，不得有沉淀，然后再于4的环境中过夜，不得有沉淀。

6. 含氮量：用凯氏定氮法测定，氮含量应在12％以上。

7. 水分：7%以下。

8. 灼烧残渣  10%以下。

9. 盐分（NaCl）：3%以下。

10. 可凝性蛋白：无。

六、问题与讨论

1. 如何检查蛋白胨的水解终点？

2. 水解时为何要用石灰水调节pH值？

实验三、琼胶的制备（30学时）

一、目的和要求

1. 学习和掌握以末水紫菜为原料，制备琼胶的基本原理。

2. 熟悉和掌握以末水紫菜为原料，制备琼胶技术关键和基本操作方法。

3. 计算产品的出成率和原辅材料的成本核算。

二、实验原理

琼胶使一种半透明乳白色或浅黄色条状或粉状固体。其主要成分是D-半乳糖与3.6-脱水L-半乳糖等组成的高分子化合物，其分子量约为1.1×109~30×109，不溶于冷水而溶于热水，1%浓度的琼胶溶液其凝固点30~40℃，其熔点为８０℃，琼胶溶液冷却后即成凝胶。

过去国内传统的生产方法使以石化菜为原料。本实验是以末水紫菜为原料制备琼胶。因此，其制备方法不尽相同。起不同之处，主要是原料前处理。同样的红藻类有的可制备琼胶，有的则必须经过处理之后才能制备琼胶。究其原因是原藻粘质物中含硫酸酯的数量不同所致。

红藻类之粘质物系多糖类与硫酸根结合称酯状，其中酸性部分与某些金属离子成盐类形成              O.SO2.O                                     

R                 M(Ca2+或Mg2+等)者

      O.SO2.O         
为琼胶质，以石花菜类含量很多。反之不能、与金属离子成盐，而只能成酯状结构者如                                 只能充做糊料而不能成为琼胶。
       O.SO2.O                           


R                 R′(配糖体)


       O.SO2.O             
    将末水紫菜加NaOH及CaCl2溶液加热时，即生成如下化学反应，使无凝固性之部分成钙盐而致使具有凝固性。

      O.SO2.O                           O.SO2.O

R                 R’+Ca2Cl+H2O   R                   Ca2++R’OH


       O.SO2.O                            O.SO2.O      

经过碱处理后的末水紫菜，其藻体中以人工形成了

       O.SO2.O                           

R                 Ca 亦即可使其变成能提取的琼胶形态.


       O.SO2.O                       

末水紫菜表面有一层含有纤维质的表皮细胞，在加热提取琼胶时，须在煮水中加酸或将碱处理的紫菜予以酸处理，以破坏表皮细胞，而有利于琼胶成分之提取。

三、材料、试剂及仪器

1. 材料：末水紫菜

2. 试剂：氢氧化钠、硫酸、盐酸、漂白粉

3. 仪器：自动控制加热器一套、烧杯、抽滤器、红外线水分测定仪、称量瓶、天平、凝胶强度测定器。

四、工艺流程

    紫菜—→碱处理—→水洗—→漂白—→水洗—→提取—→过滤—→凝固—→截切—→冻结—→融解—→脱水—→干燥—→琼胶
五、操作方法

    1. 碱处理：将紫菜所附着之土砂、贝壳、盐分、杂藻等除去。称取一定数量的紫菜，放入提取锅内加入15倍量的5%NaOH溶液，NaOH的纯度及配制液的水质对琼胶产品颜色会有影响，碱液中含Fe3+多，则琼胶颜色变深。紫菜在常温下浸泡1天，浸泡过程中要经常搅拌，使制裁中色素不断浸出，紫菜不断溶胀，以减少后工序水煮提胶的时间。

浸碱处理后的紫菜，放入预先加热至90℃以上的NaOH溶液中，碱液浓度为5%，碱液用量为紫菜重15倍。碱煮时间约1小时左右，碱煮以后，叶片为褐绿色有光泽，紫菜叶片中的色素溶解于碱液中，此时碱液为深绿色。碱煮结束后，使碱液温度降低至室温，过滤除去碱液，进行水洗。

    2. 水洗、水浸：叶片应在低温下水洗，防止在高温条件下琼胶成分流失。水洗所用的水应洁净，如水中杂质多，琼胶颜色较深，水洗必须充分，水容量应为紫菜的100倍，反复漂洗，直至叶片呈中性为止。

水洗后进行水浸，叶片一经浸泡膨胀，有利于后工序漂白，也缩短水煮提胶时间。在水浸过程中要多次更换清水，尽量叶片中色素溶解渗透出来，水浸时间应在12小时以上。水浸后将紫菜滤出，然后进行漂白。

    3. 漂白：漂白是影响琼胶颜色的重要步骤，为了得到乳白色半透明琼胶，应尽可能除去色素。

漂白操作时，应先将漂白液配成一定浓度后，然后加入要漂白的叶片，不可将浓的漂白粉溶液加入，防止局部浓度过高，琼胶分子断键，降低产品的质量。漂白操作温度不宜过高，否则胶量损失多，但温度低漂白的效果差。

漂白溶液要保持中性，当pH<4时，琼胶易断键，如果pH>8时，琼胶颜色变深。漂白后的紫菜过滤，除去漂白液，进行水洗。

漂白操作：将已洗涤的碱处理紫菜，在常温下浸渍于0.025~0.05%漂白粉溶液中（漂白粉含有有效氯约60%），浸渍30分钟后取出改浸渍在0.001~0.0001%硫酸溶液中15~30分钟，漂白操作结束。

如用次亚氯酸作漂白试剂，其操作方法如下：

将碱处理的紫菜置于含有有效氯0.0625%的3倍量次亚氯酸钠溶液中，在常温下漂白，然后取出水洗，在以约3倍量之稀盐酸浸渍15分钟，漂白结束。

以上漂白操作，可用下列反应式表示：

CaOCl2（漂白粉）

    2CaOCl2+H2+H2CO3→2HClO+CaCO3+CaCl2
HClO→HCl+O↑

CaCO3+2HCl→CaCl 2+ H2CO3
CaOCl2+ HCl→HClO+CaCl2
CaOCl2+ 2HCl→CaCl2+ Cl2+H2O
Cl2+H2O→2HCl+O↑

NaClO（次亚氯酸）

    3NaClO+H2+H2CO3→NaCl+2HClO+2NaCO3
HClO→HCL+O↑
Na2CO3+2HCl→2NaCl+CO2+H2O

NaOCl+HCl→HClO+NaCl
NaOCl+2HCl→NaCl+H2O+Cl2
Cl2+H2O→2HCl+O↑

4. 漂白后水洗：漂白后紫菜中仍留有漂白剂，要充分洗涤，否则到下一步水煮提胶时，会在高温下使琼胶氧化断键，成为糊状胶液。

    5. 酸浸：将白色叶片浸泡在稀的硫酸溶液中，pH值不可小于4溶液量应在紫菜原料的20倍以上，浸泡10~15分钟。进行水煮提胶。

    6. 水煮提胶：酸浸后的将白色叶片滤出，加入紫菜原料量18~20倍水，加热水煮（隔水加热），温度在80~90度，时间视叶片煮烂为止。水煮提胶进行两次。水煮液的pH值始终在4.5~5.0。

    7. 过滤：水煮提取后，琼胶即由原澡扩散于溶液中，先进行粗滤，再进行细滤。过滤温度在60度左右，以防止胶液冷却而胶凝。

    8. 凝冻、切胶：将琼胶胶液住入不锈钢或瓷盘中放冷，凝固后切成条状，冷却温度应在25度以下，否则将延长冷却时间。

    9. 脱水：为了脱去在琼胶中所含大量水分（约98.5%），可采用下列两种方法：一种是冻结融解法，一种是加压脱水法。本实验采用冻结融解法。方法是：将切成条状的胶冻放入0~-6℃之冰箱内预冷，经约24小时后改以-15℃，时间页是24小时，如一开始就用-15℃，则因琼胶凝胶之热传导度不佳，仅表面急速冻结，生成冻结膜，而对于内部具有保温作用，当融解时会使未冻部分流失，影响得率。冻结后之琼胶，可用冲水的方式将所含之水分溶解之。

    10. 干燥：经融解脱水后的琼胶仍含有大量的水分，均须经过干燥后才能成为成品，一般所用的方法有三种，即低温干燥；热风干燥和红外线干燥。本实验采用热风干燥。方法是：将脱水后之琼胶凝胶置于干燥网上，并移于鼓风干燥箱内，加热至50~55℃干燥3~4小时即可完成。

六、产品检验

    1. 琼胶的成分：以Agarose及Agaropectin组成，并以前者为主，其他热水可溶性之多糖氨基酸，着色物质，无机盐等均为琼胶之不纯成分。

    2. 琼胶的水分：通常琼胶的含水量为10~20%，国家标准为22%以下。

    3. 粗灰分：普通含有1-2%或1%以下，在提取过程中如添加无机物药品，将回使成品之灰分增加，至于琼胶之碳水化合物（尤其是Agaropectin）结合之硫酸根或微量金属成分也成为灰分。

    4. 粗蛋白：本成分之来源为原藻之色素和蛋白质等，原藻之预处理和水洗过程将影响其含量，成品中含量愈低愈佳，一般含量在1%以下。

    5. pH值：琼胶胶液应在pH6.0~8.0之间，如不在此范围内，则可能为药品之添加不当所致。

    6. 凝胶强度：凝胶强度与凝胶之粘度或弹性未必成正比，普通胶强度100~150g/cm2者，用手一拿即碎；250~300g/cm2者为中等强度，350g/cm2以上者，稍微用力亦不会破碎。成品琼胶镜贮存后，因分子结构之变异而起老化现象，使胶强度降低。

    7. 融点（融解温度）  琼胶凝胶可液化之温度成为融解点，通常浓度为1.5%者，融点为80~85℃，优质琼胶在85℃以上。

    8. 凝固点（凝固温度） 琼胶可固化之温度成为凝固点，通常浓度为1~1.5%，凝固点为28~38℃，一般在30℃左右即可。融点与凝固点相差50~60为琼胶一大特征。

琼胶品质之检验方法参照褐藻胶之品质检验方法执行。

七、问题及讨论

1. 提胶前的原料藻体为什么要进行碱处理？不处理能否提胶？

2. 影响琼胶凝胶强度的关键是什么？

3. 影响琼胶得率的因素有那些?(包括原料和工艺)
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